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1 Einleitung

In den westlichen Industrielandern stellen Tumorerkrankungen neben Erkrankungen
des Herz-Kreislaufsystems eine der haufigsten Todesursachen dar. Bei
Krebserkrankungen liegen insbesondere Tumore des Dick- und Mastdarmes in den
Statistiken sowohl bei Manner, als auch bei Frauen mit an vorderster Stelle
[Statistiken Robert-Koch-Institut 2003; ,Harvard Reports on Cancer Prevention®,
1996]. Hierfur werden besonders, neben genetischer Disposition, die ungunstigen
Ernahrungsgewohnheiten der westlichen Welt verantwortlich gemacht, die sich durch
fette, ballaststoffarme Erndhrung auszeichnen. Hinzu kommt noch der Konsum von
Genussgiften, wie Alkohol und Zigaretten, deren Abbauprodukte und Toxine
ebenfalls auf den gesamten Gastrointestinaltrakt eine schadliche Wirkung entfalten
kdénnen.

Dem gegenuber wird der Verzehr pflanzlicher Lebensmittel und daraus hergestellter
Produkte, wie z. B. Fruchtsaften, mit gesundheitlich positiven Effekten verbunden. So
hat sich im Volksmund bereits frih der Spruch ,An apple a day, keeps the doctor
away“ herausgebildet. Wobei dieser Spruch sich urspringlich auf den hohen
Vitamingehalt bezog und mehr einen Schutz vor Infektionskrankheiten meinte, als die
moglichen  chemopraventiven  Eigenschaften durch die als sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe enthaltenen Polyphenole. Von einheimischen Fruchten nimmt
insbesondere der Apfel eine herausragende Rolle ein. So konsumiert der deutsche
Durchschnittsverbraucher im Jahr ungefahr 40 Liter Fruchtsaft, wovon etwa 10 Liter
allein auf Apfelsafte entfallen. 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 auch einen bedeutenden Wirtschaftsfaktor dar.

Da durch entsprechende Aufklarungskampagnen das Gesundheitsbewusstsein der
Bevolkerung zugenommen hat und demzufolge auch eine zunehmende
Sensibilisierung fur eine gesundheitsbewulte Erndhrung stattgefunden hat, reagiert
der Lebensmittelsektor darauf mit einem steigenden Angebot an ,funktionellen
Lebensmitteln®, die mit pflanzlichen Extrakten und Einzelkomponenten angereichert
sind und entsprechend der ,Health Claims® Verordnung eine gesundheitsfordernde

Wirkung aufweisen sollen.
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Dementsprechend ist auch in der Forschung das Interesse an der Identifizierung von
chemopraventiven Inhaltstoffen aus Obst und Gemise gestiegen. Hier stehen
polyphenolische Substanzen im Fokus der Forschung, die aufgrund ihrer Struktur
einerseits als direkte Radikalfanger fungieren, als auch Uber Signalkaskaden
intrazellulare Abwehrmechanismen gegenuber freien Sauerstoffradikalen aktivieren
konnen. Zudem konnten antiproliferative Effekte von Apfelpolyphenolen an
Tumorzellen nachgewiesen werden [Fridrich et al., 2007a; Gossé et al., 2005; Kern et
al., 20085].

Wahrend der Tumorbildung kommt es haufig zu Veranderungen von
Schlisselelementen zellularer Signaltransduktionskaskaden wie der
mitogenaktivierten Proteinkinasekaskade (MAPK), zu deren Beginn der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) steht, der uber nachgeschaltete
Signalkettenelemente zur Regulation von Zellwachstum und Differenzierung fuhrt. Da
komplexe Apfelextrakte in der Lage sind die Aktivitat des EGFR zu potent hemmen,
soll diese Arbeit im Weiteren dazu beitragen, relevante Inhaltsstoffe, die fur diese
potente Hemmwirkung verantwortlich sind, zu identifizieren.

Ferner sollte Uberprift werden, inwieweit Polyphenole aus industriellen Prozessen,
die bei der Pektingewinnung aus Apfeltrestern anfallen, antioxidative und DNA-
protektive Eigenschaften besitzen und dadurch die Grundlagen fir einen moglichen

Einsatz als chemopraventiver Zusatz in funktionellen Lebensmitteln liefern.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

Eukaryotische Zellen sind in der Lage uber verschiedene Wege Informationen
auszutauschen, wobei entsprechende Signalmolekile und Botenstoffe, wie
Hormone, Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren und Cytokine zum Einsatz kommen.
Das Ziel dieser Molekule sind Rezeptorproteine, die entweder intrazellular oder als
Transmembranproteine vorliegen. Letztere sind in der Plasmamembran verankert
und leiten das extrazellulare Signal ins Zellinnere weiter. Ein wichtiger Vertreter aus
dieser Klasse der Rezeptortyrosinkinasen (RTK) ist der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor (,epidermal growth factor receptor’, EGFR). Der EGFR
spielt eine wichtige Rolle fur zellulare Vorgange wie Proliferation, Adhasion,
Differenzierung, Migration und Apoptose [Yarden und Sliwkowski, 2001; Wells,
1999]. Daher findet sich auch in vielen Tumoren eine durch Mutation verursachte
Uberexpression des Rezeptors, was zu einem erhdhten Wachstumsstimulus fiihrt.
Diese charakteristische Veranderung der Rezeptordichte wird bei diesen Tumoren
auch fur entsprechende therapeutische Ansatze zur Krebsbekampfung genutzt
[Steeghs et al., 2007; Thiel und Réssler, 2005; de Larco und Todaro, 1978].

Die Familie der Erb-Rezeptoren umfasst 4 strukturverwandte, aber funktionell
unterschiedliche = Rezeptortyrosinkinasen. Dazu gehdren der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor ErbB1 (Her1), ErbB2 (Her2), ErbB3 (Her3) und ErbB4
(Her4). Die Abkurzung Her steht fur ,human epidermal growth factor receptor” und
ErbB leitet sich vom viralen Homolog v-erbb ab. Sie werden zum Typ 1 der RTK
gezahlt [Prenzel, 2001]. Der EGFR wurde erstmals von Carpenter et al. [1987]
beschrieben und wird von einem einzelnen Gen kodiert, welches auf dem
Chromosom 7p11-13 lokalisiert ist und aus 26 Exons besteht [Merlino, 1985; Wells,
1999].
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2.1.1 Struktur und Aufbau des EGFR

Der EGFR ist ein 170 kDa groRRes Glykoprotein, das wie alle membranstandigen
Rezeptortyrosinkinasen, aus einer glykosylierten extrazellularen Liganden-
bindungsdomane, einer Transmembranhelix, sowie einer intrazellularen
Tyrosinkinasedomane besteht (siehe Abb. 2.1). Im inaktiven Zustand liegt der EGFR
als Monomer in der Zellmembran vor. Nach der Bindung eines entsprechenden
Liganden an die extrazellulare Bindungsstelle des Rezeptors erfolgt eine Homo- oder
Heterodimerisierung, sowie die Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat,
die wiederum zur Autophosphorylierung des Rezeptors an den Tyrosinresten fuhrt
und in Folge zur Phosphorylierung weiterer Zielmolekile der Signalkaskade. Die
Struktur des EGFR ist aus insgesamt 1186 Aminosauren aufgebaut [Bazley und
Gullick, 2005; Thiel und Raossler, 2005].

NH2
(‘

extrazellulare
Doméne < s1 >

-~ S2

ransmembrane {§§§§§§ RRRaas
REREETLREERE
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Doméne e

992
1045

1068 Autophosphorylierungs-

1086 stellen
1148

1173

intrazellulare
Domaéne

COOH

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau des EGFR [modifiziert nach Bazley und Gullick, 2005]. L1, L2:
Ligandenbindungsstellen; S1, S2: cysteinreiche Domanen; SH1: Tyrosinkinase Domane.
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Der EGFR weist den fur RTKs charakteristischen Aufbau einer extrazellularen
Doméne auf, die 622 Aminosauren umfasst und in vier Subdomanen unterteilt
werden kann: die Ligandenbindungsstellen (L1, L2), sowie die zwei cysteinreichen
Subdomanen (S1, S2), welche untereinander jeweils eine hohe Sequenzhomologie
aufweisen [Sebastian et al., 2006; Bazley und Gullik, 2005; Jorissen et al., 2003].
Innerhalb der Subdomane S1 kommt es bei der Homo- oder Heterodimerisierung
zum Kontakt der Rezeptoren [Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002].

Die Plasmamembran wird von der a-helikalen transmembranen Domane
durchspannt, die eine Grolie von 22 Aminosauren besitzt. Die daran anschlieende,
542 Aminosauren grofde intrazellulare Domane kann wie folgt in drei Regionen
unterteilt werden:

e die juxtamembrane Region (ca. 50 Aminosauren), die sich direkt an den
transmembranen Teil anschliel3t und regulatorische Funktionen wie die
ligandenabhangige Internalisierung besitzt [Fuller et al., 2008; Jorissen et al.,
2003].

e die Tyrosinkinasedomane (ca. 250 Aminosauren), die den Transfer einer y-
Phosphatgruppe eines Adenosintriphosphats (ATP) auf eine Hydroxylgruppe
eines Tyrosinrestes katalysiert [Jorissen et al., 2003; Wells, 1999]

e das nicht katalytische carboxyterminale Ende (229 Aminosauren), das sechs
spezifische tyrosinhaltige Aminosauresequenzen aufweist, an denen nach
erfolgter Autophosphorylierung die Bindung von Adapterproteinen stattfinden
kann [Fuller et al., 2008 ; Wells, 1999]

Die weiteren Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie besitzen denselben schematischen
Aufbau, wobei sie eine hohe Homologie innerhalb der Kinasedomane aufweisen (59-
81 %), aber die carboxyterminale Domane starker divergiert (Homologie 11-30 %),
was auf die Autophosphorylierungsstellen zurickzufuhren ist, da diese fur jeden
ErbB-Rezeptor spezifisch sind [Jorissen et al., 2003; Wells, 1999].
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2.1.2 Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung

Die Signalweiterleitung durch den EGFR wird durch die Bindung spezifischer
Liganden reguliert, bei denen es sich um Typ | Transmembranproteine handelt, die
auf der Zelloberflache exprimiert werden und mittels proteolytischer Abspaltung
durch Zelloberflachenproteasen freigesetzt werden konnen [Higashiyama et al.,
2008; Harris et al., 2003; Yarden und Sliwkowski, 2001]. Den 12 bisher identifizierten
ErbB-spezifischen Liganden ist eine Konsensussequenz gemeinsam, die so
genannte EGF-like“-Domane. Sie ist durch eine 45 bis 55 Aminosauren lange
Sequenz charakterisiert, die hauptsachlich aus B-Faltblattstrukturen besteht und
essentiell fir die Bindung des Liganden an den entsprechenden Rezeptor ist
[Nautiyal et al., 2006; Harris et al., 2003]. Innerhalb dieser Domane befinden sich
sechs homologe Cysteinreste, die drei intramolekulare Disulfidbrickenbindungen
ausbilden [Sebastian et al., 2006; Yarden und Sliwkowski, 2001].
Die Liganden verfugen Uber spezifische Bindungsaffinitaten zur EGF-,like“-Domane
und werden daraus folgend in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt [Fuller et al.,
2008; Wieduwilt und Moasser, 2008; Olayioye et al., 2000].

e EGF, Amphiregulin, Epigen und TGF-a, spezifisch fur den EGFR

e Betacellulin, Epiregulin und der heparinbindende  EGF-ahnliche

Wachstumsfaktor HB-EGF, spezifisch fur EGFR und ErbB4-Rezeptor
e Neureguline oder auch Hereguline, spezifisch fur ErbB3- und ErbB4-
Rezeptoren oder nur fur den ErbB4-Rezeptor

In Abwesenheit von Liganden ist der Rezeptor inaktiv und liegt monomer in der
Plasmamembran vor (siehe Abb. 2.2). Bindet ein spezifischer Ligand an den
Rezeptor, so kommt es zwischen der cysteinreichen S1-Subdoméane des Rezeptors
durch Interaktion mit der S1-Subdomane des zweiten Rezeptors zur Dimerisierung.
Die Aktivierung des EGFR kann sowohl mit einem weiteren EGFR
(Homodimerisierung), als auch mit anderen ErbB-Rezeptoren erfolgen
(Heterodimerisierung) [Yarden und Sliwkowski, 2001; Wells, 1999]. Aufgrund der
Heterodimerisierung ist die Dimerisierungsschleife der Subdomane S1 auch bei allen
ErbB-Rezeptoren homolog [Ogiso et al, 2002]. Die Bindung des Liganden an den
Rezeptor geschieht schnell, so dass nach 5-10 min die Rezeptoren auf der

Zelloberflache abgesattigt sind [Carpenter, 1987].



Theoretische Grundlagen

Die extrazellulare Domane besitzt in der monomeren Form eine autoinhibierende
Konformation. Hierbei liegt eine intramolekulare Bindung zwischen der
Dimerisierungsschleife der Subdomane S1 und S2 vor. Nach der Bindung eines
Liganden kommt es zu einer Konformationsanderung in der extrazellularen Domane
des Rezeptors, was infolge zu einer Freilegung der Dimerisierungsschleife fuhrt und
es zur Rezeptordimerisierung kommt. Diese Dimerisierungsschleife stellt den
engsten Kontakt zwischen den dimerisierenden Rezeptoren dar [Dawson et al.,
2005; Jorissen et al., 2003; Ogiso et al., 2002], wobei van der Waals-Krafte und
Wasserstoffbriickenbindungen zur Stabilisierung des Dimers beitragen [Bazley und
Gullick, 2005].

Fir den ErbB2-Rezeptor wurde bisher noch kein nativer Ligand gefunden und da er
eine ligandenunabhangige Aktivitat aufweist wird eine konstitutive Aktivierung
postuliert. Moglich ware dies, wenn die extrazellulare Domane eine Konformation
besitzt, in der die Dimerisierungsschleife permanent exponiert ware [Wieduwilt und
Moasser, 2008; Half et al, 2004; Olayioye et al., 2000].

Allgemein werden von den ErbB-Rezeptoren Heterodimere bevorzugt, da sie
potentere Signale erzeugen, als Homodimere. Bevorzugt wurde die Dimerisierung
des EGFR mit den Rezeptoren ErbB2 und ErbB3 beobachtet [Citri und Yarden, 2006;

A B C

S1 $1

Abb. 2.2: Konformationsanderung der extrazellularen Domane des EGFRs nach Ligandenbindung
[modifiziert nach Dawson et al.,, 2005]. A) monomere autoinhibierte Form des Rezeptors; B)
ligandengebundener Zustand des Rezeptors; C) dimerisierter Rezeptorkomplex. EGF: Epidermaler
Wachstumsfaktor; L1, L2: Ligandenbindungsdomanen; S1, S2: cysteinreiche Subdomanen.
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Yarden und Sliwkowski, 2001]. Wobei der Dimerisierungspartner von der Art des
Liganden abhangig ist. Unter dem Einfluss von EGF erfolgt eine Dimerisierung mit
dem ErbB2-Rezeptor, mit Neuregulinen dagegen eine Dimerisierung mit dem ErbB3-
Rezeptoren [Pinkas-Kramarski et al., 1998, 1996].

Nach der Ligandenbindung und der Rezeptordimerisierung erfolgt die Aktivierung der
Kinasedomane. Der Mechanismus, der der Aktivierung zugrunde liegt, ist noch nicht
vollstandig aufgeklart und wird daher kontrovers diskutiert.

In Kristallstrukturanalysen konnte keine Konformationsanderung der katalytischen
Tyrosinkinasedomane nach Ligandenbindung festgestellt werden, wobei diese der
inaktiven Form der cyclinabhangigen Kinase 2 und der Src (humanes Homolog des
Rous-Sarcoma-Virusonkogens) Kinasen gleicht [Zhang et al., 2007; Zhang et al.,
2006; Stamos et al., 2002]. Es wird angenommen, dass ein allosterischer Aktivator
des einen Rezeptors die Tyrosinkinase des zweiten Rezeptors im Dimer aktiviert
[Zhang et al., 2006]. Dies ist aber nur Uber ein asymmetrisches Dimer mdglich, bei
dem das C-terminale Ende der Kinasedomane eines Rezeptors in Kontakt mit der N-
terminalen Schleife der Kinasedomane des zweiten Rezeptors kommt [Zhang et al.,
2006]. In Folge kommt es zur Autophosphorylierung, bei der 3-6 spezifische
Tyrosinreste (Tyr992, Tyr1045, Tyr1068, Tyr1086, Tyr1148, Tyr1173) innerhalb der
Aktivierungsschleife der zytoplasmatischen Domane des Dimerisierungspartners
phosphoryliert werden, wobei die Autophosphorylierung eigentlich eine
Transphosphorylierung darstellt [Bazley und Gullick, 2005; Yarden und Sliwkowski,
2001]. Infolge der Transphosphorylierung verbessert eine Konformationséanderung
der Tyrosinkinasedomane die intrinsische Phosphotyrosinkinase (PTK)-Aktivitat.
Gleichzeitig wird der Zugang von Substratmolekulen, wie ATP, zum katalytischen
Zentrum der PTK verbessert [Jorissen et al. 2003; Schlessinger, 2000]. Die
phosphorylierten Tyrosinreste stellen hierbei die Bindungsstellen fir Adapterproteine
dar, die das vom Rezeptor empfangene extrazellulare Signal intrazellular weiterleiten
[Bazley und Gullick, 2005].

Nach neueren Untersuchungen wird auch ein Einfluss der juxtamembranen Domane
auf die Aktivierung der PTK diskutiert, wobei die Steuerung Uber den Einfluss auf die
Konformation der transmembranen und extrazellularen Domane angenommen wird
[Jura et al., 2009].
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2.1.3 Nachgeschaltete Signalwege

Fir die Weiterleitung und Verstarkung extrazellularer Signale sind in der Zelle
verschiedene Signalkaskaden verantwortlich, wobei die Signaltransduktion sehr
komplex ist und es zu sogenannten ,Crosstalks® mit Signalwegen anderer
Rezeptoren kommen kann. Die Signalkaskaden, die mit Hilfe der ErbB-Rezeptoren
aktiviert werden, sind die mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade, sowie
die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Kaskade und die Phospholipase C-y
(PLCy). Die mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade kann in zwei Module
unterteilt werden, die sich durch ihre Aktivierung unterscheiden. Das eine Modul wird
durch Wachstumsfaktoren (mitogen) aktiviert, das andere Modul durch Stress,
Zytokine oder Zell-Zell-Interaktionen, wobei die beiden Module in ihrem prinzipiellen
Aufbau identisch sind [Djahansouzi et al., 2004]. Auf die stressinduzierte MAPK-
Kaskade wird im Folgenden nicht naher eingegangen, da im Rahmen dieser Arbeit
nur die Modulation des mitogen aktivierten Moduls durch Apfelpolyphenole
untersucht wurde.

Das potenteste EGF-induzierte Signal innerhalb der ErbB-Rezeptoren wird tUber das
Homodimer EGFR-EGFR oder uber das Heterodimer EGFR-ErbB2 entlang der
MAPK-Kaskade vermittelt [Bazley und Gullick, 2005]. Die MAPK-Signaltransduktion
besteht aus einer Kaskade von Proteinphosphorylierungen, die die drei
entscheidenden Kinasen Raf, MEK1/2 und ERK1/2 einschlie3t (sieche Abb. 2.3).
Durch die Kinasen wird das extrazellulare Signal vom Rezeptor in den Zellkern
weitergeleitet, wo es zur Modulation der Expression spezifischer Zielgene kommt.
Nach Aktivierung des Rezeptors durch Transphosphorylierung erfolgt die Bindung
von Adapterproteinen, die Uber eine entsprechende SH2-Doméane verfigen und an
die phosphorylierten Tyrosinreste binden. Eines dieser Adapterproteine ist Grb2
(,growth factor receptor bound protein 2“) [Thiel und Réssler, 2005]. Dieses vermittelt
dabei die Translokation des GDP/GTP-Austauschfaktors Sos (,son of sevenless®),
der GDP gegen GTP austauscht und damit das GTP bindende, membranassoziierte
Protein Ras (,rat sarcoma®) in seine aktive Form Uberfuhrt [Hilger et al., 2002]. Das
G-Protein Ras bindet anschlielend mit hoher Affinitat an die Serin-/Threoninkinase
Raf (,rapidly growing fibrosarcomas®“) und bewirkt ihre Translokation zur
Zellmembran, wo Raf Uber eine Proteinkinase aktiviert wird [Moodie und Wolfman,
1994].
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EGFR-Homodimer EGFR-/ErbB2-Heterodimer

Abb. 2.3: ErbB-Rezeptor vermittelte Signalwege bzw. ,Crosstalks® der mitogenaktivierten
Proteinkinase (MAPK)-Kaskade: Calpain, calciumabhangige Kinase; EGF, Epidermaler
Wachstumsfaktor; Elk-1, Transkriptionsfaktor (,Ets like® Kinase); ERK1/2, extrazellular regulierte
Kinasen; IkB, Transkriptionsfaktorinhibitor; MEK1/2, MAPKKinase; PI3K, Phosphoinositol-3-Kinase;
PKB, Proteinkinase B; PKC, Proteinkinase C; PLCy, Phospholipase Cy; PTK, Proteintyrosinkinase;
Raf-1, Serin-/Threoninkinase; Ras, GTP bindendes Protein.

Von Raf sind bislang drei Isoformen bekannt (Raf-1, A-Raf und B-Raf), die alle drei in
der Lage sind durch Phosphorylierung die MAPK-Kinase-Kinasen MEK1 und MEK2
zu aktivieren [Schaeffer und Weber, 1999]. MEK1/2 aktivieren durch
Phosphorylierung der Aminosauren Tyrosin und Threonin des Tyrosin-
Glutaminsaure-Threonin Motivs die extrazellular regulierten Serin/Threonin-Kinasen
ERK1/2 (,extracellular signalregulated kinase®), auch MAPK genannt [Chen et al.,
1992].

Aktiviertes ERK1/2 kann nun zytosolische und nukleare Substrate aktivieren. Erfolgt
die Translokation in den Zellkern (siehe Abb. 2.3), so kann der Transkriptionsfaktor
Elk1 (,ets like kinase“) phosphoryliert werden, wodurch dieser aktiviert wird und an
die Promotorregion seiner Zielgene binden kann.

Dies fuhrt zur Transkription verschiedener Zielgene, wie z.B. den Onkogenen c-fos
und c-myc, die Einfluss auf Zellzyklus und Proliferation der Zelle nehmen kénnen
[Roux und Blenis, 2004; Wang und Prywes, 2000; Wilkinson und Millar, 2000].
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2.1.4 Hemmstoffe

Da der EGFR und seine Liganden grof3en Einfluss auf die Tumorentwicklung und die
Entstehung von Therapieresistenzen haben, ist es das naheliegendste die Aktivitat
des Rezeptors selbst oder der nachgeschalteten Signalkaskaden zu unterdricken,
um Proliferation und Vitalitdt der Tumorzellen zu reduzieren. Dazu wurden bereits
Strategien entwickelt:

e Monoklonale Antikorper, Blockierung der Ligandenbindungsdoméne (z. B.
C225/Cetuximab, Erbitux ®) [Cunningham et al., 2004].

¢ Inhibitoren der intrinsischen PTK-Aktivitat (z.B. Tyrphostin AG1478,
Gefitinib/Iressa®) [Osherov et al., 1993].

e Antikorper-basierende Immunokonjugate, wie z.B. Immuntoxine, die ein
Konjugat aus Ligand und Toxin sind. Nach Bindung an den Rezeptor und
anschlieender Endozytose wird das Toxin freigesetzt und die Zelle stirbt ab
[Mamot et al, 2003].

Immunokonjugate sind noch nicht als Medikament zugelassen, wohingegen
monoklonale Antikdrper und Inhibitoren der PTK-Aktivitat bereits als Therapeutikum
fur die Behandlung von geeigneten Tumoren mit EGF-Anomalien zugelassen sind.
Die Anwendung von Antikorpern ist jedoch bei Tumoren des zentralen
Nervensystems, wie z. B. bei Glioblastomen problematisch, da die grof3en
monoklonalen Antikorper die Blut-Hirnschranke schlecht Uberwinden konnen.
Problematisch ist ebenfalls die Anwendung bei mutierten Rezeptoren, da hier durch
Veranderungen des Epitops, wie bei der mutierten Form des EGFR (EGFRUVIII), die
erfolgreiche Bindung des Antikorpers verhindert wird [Huang et al., 1997].

HN Cl
O
HSC/ j©\/kN
HsC N )
\O N

Abb. 2.4: Struktur des spezifischen EGFR Inhibitors Tyrphostin AG1478 [Levitski, 1999].
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Die PTK-Inhibitoren hemmen Uber die intrazellulare Tyrosinkinasedomane den
EGFR. Wirkmechanistisch relevant ist dabei die strukturelle Ahnlichkeit mit ATP, die
eine kompetitive Hemmung der Tyrosinkinase bewirkt. Ein spezifischer und
hochpotenter PTK-Inhibitor ist Tyrphostin AG1478 (4-(3-Chloroanillino)-6,7-
dimethoxyquinazolin), siehe Abb. 2.4, mit einem ICsp-Wert von 3 nM (isolierter
EGFR) [Levitzki und Gazit, 1995; Osherov und Levitski, 1994; Osherov et al., 1993].
Die PTK-Inhibitoren konnen nicht nur das Zellwachstum des Tumors hemmen,
sondern auch in vitro Tumorzellen gegenuber der Induktion von Apoptose
sensibilisieren und somit neue Ansatzpunkte bei strahlen- und zytostatikaresistenten
Tumoren darstellen [Steinbach et al., 2004].

Neben den erwahnten synthetischen Hemmstoffen der Autophosphorylierung ist seit
langerem bekannt, dass Polyphenole ebenfalls in der Lage sind, die Aktivitat des
EGFR zu hemmen. Insbesondere polyphenolreiche Extrakte des Apfels, aber auch
Anthocyanidine sind bisher als potente Hemmstoffe beschrieben worden [Fridrich, et
al., 2008; Fridrich et al., 2007 a, b; Kern, et al., 2005].

2.1.5 Uberexpression des EGFR bei Krebs

Nachdem 1978 von de Larco und Todaro erstmals der Einfluss von
Rezeptortyrosinkinasen bei Krebserkrankungen gezeigt werden konnte, wurden
inzwischen in 33 — 50 % aller epithelialen Tumoren (z. B. der Brust, des
Zentralnervensystems und des Kolons) eine veranderte Expression des EGFR
nachgewiesen [Sebastian, 2006; Earp et al., 2003]. Insgesamt ist eine Beteiligung
des EGFR an Tumorwachstum, Tumorprogression, Angiogenese, Invasivitat,
Metastasierung und Hemmung der Apoptose nachgewiesen [Hanahan und
Weinberg, 2000; Wosikowski et al., 1997]. Dabei wird die Uberexpression des EGFR
mit schlechter Uberlebensprognose, schlechter Ansprechrate auf Zytostatika und der
Entwicklung von Resistenzen in Verbindung gebracht [Nair, 2005; Brabender et al.,
2001; Wu et al, 1995]. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Vulvakarzinomzelllinie A431 weist eine Dichte von etwa 2,6 Mio. EGF-Rezeptoren
pro Zelle auf [Haigler et al., 1978]. Nichttransformierte Zellen besitzen Ublicherweise
zwischen 20 000 - 200 000 Rezeptoren pro Zelle [Carpenter, 1987].
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Neben einer Uberexpression des Rezeptors, sind auch direkte Mutationen des EGFR
beschrieben, die zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fihren und folglich
eine Hemmung der Apoptose und ein konstanter Wachstumsstimulus bewirkt wird.
Der haufigste EGFR Mutant ist der EGFRUvIII, bei dem durch eine Deletionsmutation
innerhalb der ligandenbindenden Region eine konstitutive Aktivierung des Rezeptors
bewirkt wird [Jorissen et al., 2003; Garcia de Palazzo et al., 1993].

Diese Beobachtung fuhrte zur Entwicklung neuer wirkmechanistischer
Therapieansatzen bei Krebserkrankungen, wie Tyrosinkinaseinhibitoren oder
monoklonalen Antikérpern zur Unterdrickung der EGFR-aktivierten Signalwege
(siehe Abb. 2.3) [Cunningham et al., 2004; Levitski, 1999].

Jedoch ist es Tumorzellen moglich die anti-apoptotischen Eigenschaften des EGFR-
Signalweges nach Blockierung mit Tyrosinkinaseinhibitoren durch die Aktivierung
anderer Rezeptortyrosinkinasen wieder zu kompensieren und Resistenzen zu
entwickeln. In primaren Glioblastomzellinien konnte gezeigt werden, dass nach
Hemmung des EGFR mit AG1478 der insulinahnliche Wachstumsfaktorrezeptor IGF-
1R durch gesteigerte Phosphorylierung die Funktion des EGFR kompensieren kann
[Chakravarti et al., 2002].
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2.2 Oxidativer Stress

Viele Oxidations- und Reduktionsreaktionen des metabolischen Stoffwechsels
verlaufen in  Einelektronenschritten und flhren somit zu radikalischen
Zwischenstufen.  Einelektronenoxidationen werden beispielsweise von der
Prostaglandinsynthase, Einelektronenreduktionen von der Cytochrom P-450
Reduktase katalysiert. Auch in der mitochondrialen Atmungskette wird Sauerstoff in
Einelektronenschritten zu Wasser umgesetzt, jedoch werden etwa 3 % des
aufgenommenen Sauerstoffs nicht direkt zu Wasser, sondern zu reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) umgewandelt. Dabei konnen Superoxidradikalanionen
(027), Wasserstoffperoxid (H,O,) sowie hoch reaktive Hydroxylradikale (HO")
entstehen. Neben dem Energiesstoffwechsel laufen eine Reihe weiterer oxidativer
Prozesse innerhalb der Zelle ab, bei denen nicht-radikalische Formen wie
Singulettsauerstoff, Hydroperoxide (ROOH), sowie radikalische Derivate von Alkyl-
(R’) oder Peroxylradikalen (ROO") entstehen. Die entstandenen Radikale kénnen
dimerisieren, an zelluldare Makromolekule binden, durch Wasserstoffabstraktion neue
Radikale erzeugen oder ein Elektron auf freie Sauerstoffmolekiile, unter Bildung des
Superoxidradikalanions, ubertragen [Toyokuni und Akatsuka, 2007; Halliwell, 2006].
Auch durch eine Vielzahl exogener Faktoren wie Ozon, UV-Strahlung, Chemikalien,
oder auch verhaltensabhangige Risikofaktoren wie Erndhrungsgewohnheiten,
Rauchen, Alkoholkonsum und korperliche Aktivitat kdnnen eine erhdhte Belastung
der Zellen mit ROS zur Folge haben [Willcox et al., 2004].

Dem Organismus steht zum Schutz vor ROS jedoch eine Vielzahl von entgiftenden
Enzymen und endogenen Antioxidantien zur Verflgung. Auch exogene
Antioxidantien, wie Vitamin E und C oder Polyphenolen, werden zur Eliminierung von
Sauerstoffradikalen vom Korper eingesetzt [Halliwell, 2006; Halliwell und Gutteridge,
1996].
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2.2.1 Redox-Cycling und Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die radikalischen Metabolite mancher Fremdstoffe mit Chinonstruktur Gbertragen ihr
freies Elektron auf Sauerstoff und reduzieren diesen zum Superoxidradikalanion.
Dabei wird der Metabolit oxidiert, um dann erneut durch zellulare Reduktasen
reduziert zu werden. Es kann jetzt erneut ein Sauerstoffmolekul reduziert werden.
Dieser Kreislauf wird als ,Redoxcycling“ bezeichnet und kommt vor allem bei
Semichinon-, Azo-, und Nitroanion-Radikalen vor. ,Redoxcycler wirken letztlich nur
als Katalysatoren, die Elektronen aus zellularen Reduktionsaquivalenten, wie
NADPH oder NADH, auf freie Sauerstoffmolekule Ubertragen. In Abb. 2.5 ist der
Ablauf des ,Redoxcyclings“ am Beispiel von Menadion dargestellt. Menadion gehdrt
zur Familie der K-Vitamine (K3) [Eisenbrand und Metzler, 2002].

02 02 : — OZI-IDZ
Peroxidase
VY >
OH e, H* O e, H* 0]

Cor oy Crr
OH OH 0]
Hydrochinon w Semichinon \—'\/ Chinon

e, H*

e, H*

Reduktase Reduktase

Abb. 2.5: Prinzip des ,Redoxcycling” von Menadion [nach Eisenbrand und Metzler, 2002]

Das gebildete Superoxidradikalanion ist nicht besonders reaktiv, doch es kdnnen
daraus weitere reaktive Sauerstoffspezies entstehen. Die Superoxid-Dismutase
uberfihrt das  Superoxidradikalanion in  molekularen  Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid. Letzteres kann, unter der katalytischen Wirkung von Fe?, Uber
die Fenton Reaktion in das hochreaktive Hydroxylradikale Uberfuhrt werden (Fenton
Reaktion: Fe** + H,0, > Fe* + "OH + OH’). Da das Hydroxylradikal in wassrigen
Ldsungen eine sehr kurze Halbwertszeit besitzt (< 1 ns), reagiert es folglich mit

Substanzen in der Nahe seines Entstehungsortes [Halliwell, 2006].
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Zur Eliminierung von Wasserstoffperoxid dienen in erster Linie die Enzyme Katalase
und Glutathion-Peroxidase. Uber Alkyldioxyl- oder Aryldioxyl-Radikale kann aus
molekularem Sauerstoff auch der reaktive Singulett-Sauerstoff entstehen. [Evans
und Halliwell, 2001].

Die Folgen von oxidativem Stress konnen fur die Zelle sehr vielseitig sein. Eine
oxidative Schadigung von Lipiden kann den Verlust der Membranintegritat zur Folge
haben. Eine Schadigung von Proteinen fuhrt meist zu eingeschrankten funktionellen
Eigenschaften oder einem vollstandigen Verlust der Funktion [Marnett et al., 2003].
Die DNA ist ein empfindliches Makromolekll, dessen Veranderungen fatale Folgen
fur die Zelle haben koénnen. Alle Informationen die das Leben und die Steuerung der
Zelle betreffen, sind in der DNA kodiert. Neben spontanen, endogenen
Veranderungen, unterliegt die DNA schadigenden exogenen Einflissen. Die Art der
Schadigung durch ROS kann sehr vielseitig sein. Meist sind es jedoch chemische
Modifikationen der Basen und des Zucker-Phosphat-Rickgrates [Marnett et al.,
2003].

Das erste im Urin nachgewiesene Oxidationsprodukt der DNA ist das 8-oxo-Guanin
(8-OH-Guanin). Die Bildung aus der Purinbase Guanin und dem Hydroxyl-Radikal ist
in Abb. 2.6 dargestellt. Es gilt als Biomarker fur oxidativen Stress und
Krebsentstehung und besitzt selbst mutagene und kanzerogene Eigenschaften,
wenn es versehentlich bei der DNA-Synthese in die DNA eingebaut wird. Dabei
kommt es dann zu einer fehlerhaften Basenpaarung, indem sich die normale
Basenpaarung von Guanin und Cytosin zu Guanin und Adenin andert und es infolge
eine Mutation manifestieren kann (Paz-Elizur et al., 2008).

Bei Angriffen auf das Ruckgrat der DNA konnen Hydroxylradikale Strangbriche
erzeugen, wobei deren Ausmall abhangig von der Zuganglichkeit der
Wasserstoffatome im DNA-RUckgrat sind [Valko et al., 2006].
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HN HN Ne OH Oxidation HN N
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Guanin C8-OH-Addukt 8-OH-Guanin

Abb. 2.6: Bildung von 8-OH-Guanin aus Guanin und dem Hydroxylradikal [modifiziert nach Halliwell
und Aruoma, 1991 und Paz-Elizur et al., 2008]
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2.2.2 Nrf2/ARE - Signalweg

Phase-ll-detoxifizierende und antioxidativ wirkende Enzyme bilden ein zellulares
Abwehrsystem gegen ROS und elektrophile Metabolite. Die Induktion dieser Enzyme
wird auf der transkriptionellen Ebene reguliert und durch das antioxidative responsive
Element (ARE, ,antioxidant responsive element®), welches sich in der
Promotorregion der Gene fur die Phase-ll-Enzyme befindet, vermittelt. Der
Transkriptionsfaktor ,nuclear factor erythroid 2p45 (NFE2)-related factor 2 (Nrf2) ist
fur die Transkription ARE-abhangiger Gene als Antwort von oxidativem Stress von
grol3er Bedeutung [Nguyen et al., 2003]. In zahlreichen Studien konnte gezeigt
werden, dass Polyphenole in der Lage sind, den Nrf2-ARE-Signalweg zu aktivieren
und eine verstarkte Bildung von entgiftenden Enzymen des so genannten Phase-lI-
Metabolismus zu bewirken [Tanigawa et al., 2007; Na et al., 2007; Veeriah et al.,
2006; Balogun et al., 2003].

2.2.2.1 Der Transkriptionsfaktor Nrf2

Das humane Nrf2-Protein besteht aus 590 Aminosauren mit einem Molekulargewicht
von 66,1 kDa und unterteilt sich in sechs homologe Sequenzregionen, die so
genannten ,Nrf2-ECH-homology“-Domanen (siehe Abb. 2.7) [ltoh et al., 1999]. Die
erste konservierte Domane Neh1 ist fur die Bindung an das ARE im Zellkern
verantwortlich. Die 100 Aminosauren lange N-terminale Neh2-Doméane enthalt zwei
spezifische AS-Sequenzen. Das DIDLID-Element (Aminosauren 17-32), das fur die
Ubiquitinierung durch sogenannte Ubiquitinligasen verantwortlich ist und das ETGE-

Motiv (Aminosauren 79-82), das die Rekrutierung von Nrf2 an das Keap1-Protein
Neh2 Neh4Neh5 Neh6 Neh1 Neh3

1 597

DIDLID Element ~ ETGE Motiv 329-339  363-379
(17-32) (79-82)

Abb. 2.7: Aufbau des Nrf2-Proteins der Maus [modifiziert nach McMahon et al., 2004]. Neh:
,Nrf2-ECH-homology*.
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ermdglicht [Giudice und Montella, 2006]. Itoh et al. [1999] konnten zeigen, dass die
Neh2-Domane mit der DGR-Domane des Keap1-Proteins (,Kelch-like ECH-
associated protein“ 1), an das Nrf2 in inaktivem Zustand gebunden ist, interagiert.
Die zwei Domanen Neh4 und Neh5 binden kooperativ an den Coaktivator CREB (c-
AMP-,responsive element-binding protein“) und aktivieren damit die Transkription
von Zielgenen. Die Redox-unempfindliche und Serin-reiche Neh6-Domane reguliert
den proteasomalen Abbau von Nrf2 in der oxidativ-gestressten Zelle [McMahon et
al., 2004].

2.2.2.2 Aufbau und Eigenschaften des Keap1- Proteins

Im inaktiven Zustand ist Nrf2 im Zytosol an ein Dimer aus Keap1-Proteinen
gebunden, das wiederum selbst mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts interagiert
[Kang et al., 2004]. Dadurch wird Nrf2 von Keap1 unter basalen Bedingungen im
Zytoplasma zurtickgehalten und die Translokation von Nrf2 in den Zellkern gehemmt
[ltoh et al., 1999; Giudice und Montella, 2006; Eggler et al., 2008]. Auf Grund von
Strukturuntersuchungen des humanen Keap1-Proteins konnen funf homologe
Domanen unterschieden werden (siehe Abb. 2.8) [Dinkova-Kostova et al., 2002].

Die BTB/POZ-Domane, die sich direkt an die N-terminale Region (NTR,
Aminosauren 1-60) anschlieft, ist fur die Homodimerisierung von Keap1
verantwortlich [Zipper und Mulcahy, 2002]. Als Sensor fur oxidativen Stress in der
Zelle fungiert die Intervenierende Region (IVR), die reich an reaktiven Cysteinresten
ist [Dinkova-Kostova et al., 2002]. Mit der DGR (,double glycine repeats®)-Domane
(Aminosauren 315-598) wird die Assoziation mit der Neh2-Domane des Nrf2-
Proteins ermdglicht. Die Untersuchungen von Kang et al. [2004] zeigten, dass Keap1
mit einer defekten C-terminalen Domane (CTR; Aminosaure 599-624) nicht in der
Lage ist, mit Nrf2 zu assoziieren, folglich ist diese Domane essentiell an der

Ausbildung des Nrf2-Keap1-Komplexes beteiligt.

BTB/POZ
NTR 61 179 IVR DGR CTR

Abb. 2.8: Schematische Darstellung des Keap1-Proteins [mod. nach Giudice und Montella, 2006].
NTR: N-terminale Region, BTB: “broad complex, tram track, and bric a brac”, POZ: “poxvirus and
zincfinger”, IVR: “intervening region”, DGR: “double glycine repeat’, CTR: C-terminale Region.
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2.2.2.3 Modulation des proteasomalen Abbaus

Der Aktivierung des Nrf2-Signalweges liegt ein Modell zugrunde, bei dem der Nrf2-
Keap1-Komplex durch direkte Einw al. [2004]. Hierbei liegt Keap1 unter
reduzierenden Bedingungen als Homodimer vor und die beiden monomeren
Einheiten sind dabei Uber die BTB-Domanen miteinander und uber die DGR-Region
an Aktin-Filamente assoziiert. In dieser Konformation ist das Keap1-Homodimer in
der Lage, ein Nrf2-Molekul zwischen zwei DGR-Doméanen im Zytoplasma zu halten
(siehe Abb. 2.9).

Unter Einwirkung von Enzyminduktoren kommt es zur Ausbildung intramolekularer
Disulfidbricken  zwischen den beiden Keap1-Einheiten, woraus eine
Konformationsanderung des Komplexes resultiert und es zu einer Freisetzung von
Nrf2 kommt, dass anschlieRend in den Zellkern translozieren kann [Wakabayashi et
al., 2004].

Keap1 scheint jedoch nicht nur als Sensor fur oxidativen Stress zu fungieren,
sondern auch eine Art Regulator fir den Nrf2-Abbau nach Ubiquitinylierung durch
das proteasomale System [Kang et al., 2004; McMahon et al., 2003]. Das 26S-
Proteasom ist ein 700 kDa schwerer Proteinkomplex, der aus einer katalytischen
irkung von Phase-ll-Induktoren dissoziiert und damit die Translokation von Nrf2 in
den Zellkern ermoglicht wird. Durch Interaktion der reaktiven Cystein-Reste Cys257,
Cys273, Cys288 sowie Cys297 mit Phase-ll-Induktoren wird eine Dissoziation des

Komplexes hervorgerufen [Dinkova-Kostova et al., 2002]. Ein darauf basierendes

Zellkern
Zytosol

Induktor ARE vermittelte

Genexpression
Nrf-2 I—> z.B. NQO1, GST

—1 ARE .

Abb. 2.9: Postulierter Mechanismus der Nrf2 Freisetzung [mod. nach Wakabayashi et al., 2004.]
ARE: “antioxidant responsive element’, BTB: “broad complex, tram track, and bric a brac”, DGR:
“double glycine repeat”, Keap1: “Kelch-like ECH associated protein” 1; Nrf2: “nuclear-factor-E2-
related factor” 2.

s-Maf
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Aktivierungsmodell entwickelten Wakabayashi et 20S-Untereinheit und zwei
regulatorischen 19S-Untereinheiten besteht, die den Zugang zum 20S-Komplex
regulieren. Die Markierung fur den Abbau lauft in einem mehrstufigen enzymatischen
Prozess ab, wobei mehrere Ubiquitin-Molekule unter Verbrauch von ATP an das
Zielprotein gebunden werden. Anschlielend kann jeweils eine 19S-Untereinheit
spezifisch an die gebildete Polyubiquitinkette binden. Somit wird gewahrleistet, dass
nur Ubiquitin-markiertes Protein abgebaut wird. An der Ubiquitin-Konjugation sind
drei verschiedene Enzyme beteiligt, dies sind das ubiquitinaktivierende Enzym E1,
das ubiquitinkonjugierende Enzym E2 sowie die Ubiquitin-Ligase E3 [Berg et al.,
2007]. Die Cullin (Cul) E3-Ligasen, eine Unterfamilie der Ubiquitin-Ligasen, erkennen
das abzubauende Zielprotein und katalysieren die Konjugation mit Ubiquitin [Chew et
al., 2007]. Keap1 ist uber die BTB-Domane mit Cul3 assoziiert und katalysiert die
Konjugation von Nrf2 in der Neh2-Domane mit Ubiquitinmolekilen und markiert so
das Protein fur den proteasomalen Abbau [Zhang, 2006; Kobayashi et al., 2006].
Keap1 scheint somit als Bestandteil der E3-Ubiquitin-Ligase gezielt Nrf2 dem
proteasomalen Abbau zuzufuhren und dessen ,turnover zu regulieren [Kang et al.,
2004; Zhang et al., 2004; Zhang, 2006]. Zudem gibt es Hinweise, dass eine durch
Nrf2-Aktivatoren bedingte Modifikation von Keap1 am Cysteinrest Cys151 zu einer
verminderten Assoziation von Keap1 und Cul3 fuhrt, was die Ubiquitinierung und den
damit verbundenen proteasomalen Abbau von Nrf2 verringert und somit die Stabilitat
von Nrf2 im Zytosol erhoht wird. Dadurch kommt es zu einer Translokation und
Akkumulation von Nrf2 im Zellkern [Kobayashi et al., 2006].

2.2.2.4 Regulation der de novo Synthese von Nrf2

Neben der Modulation des Nrf2-Abbaus durch das 26S-Proteasom, ist die de novo
Synthese ein weiterer Faktor fir eine gesteigerte Translokation zur Aktivierung des
Nrf2-Signalweges. Untersuchungen von Kobayashi et al. [2006] haben gezeigt, dass
die Hemmung der Nrf2-Proteinbiosynthese eine Unterdrickung der fert.-
Butylhydrochinon (tBHQ)-induzierten nukledren Translokation bewirkt. Dies wurde
als Hinweis auf den Einfluss der de novo Synthese bei der ROS vermittelten
Translokation von Nrf2 gewertet. Eine vergleichbare Beobachtung machten Itoh et al.
[2003] an Makrophagen. Die Coinkubation mit dem Proteinsyntheseinhibitor

Cycloheximid fuhrt zu einer Verminderung der durch Dimethylmalat induzierten
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Translokation von Nrf2. Gleichzeitig konnte jedoch durch keine der beiden
eingesetzten Substanzen ein Einfluss auf den mRNA-Gehalt gemessen werden.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Modulation des nuklearen Nrf2-Gehaltes

durch die de novo Synthese entscheidend beeinflusst wird.

2.2.2.5 Modulation des Kernimports und des -exports von Nrf2

Neben den bisher aufgeflhrten Aktivierungsfaktoren von Nrf2 spielt auch der
nukleare Import und Export eine wichtige Rolle in der Nrf2-Signalibertragung. Die
bisherigen Hypothesen basieren auf einer Lokalisation des Keap1 an Aktin-
Filamenten der Zelle. Velichkova und Hasson [2005] zeigten hingegen, dass sich
Nrf2 bei homdostatischen Bedingungen zwar im Zytosol befindet und Ubiquitin-
vermittelter Degradation unterliegt, aber nicht mit Aktin-Filamenten interagiert. Mittels
Immunfluoreszenz-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass sich Keap1 in der
oxidativ gestressten Zelle vom Zytoskelett 16st und sowohl im Zytosol als auch im
Kern lokalisiert ist. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Keap1 mit Nrf2 im
Komplex in den Zellkern transloziert. In diesem Zusammenhang wurde ein
Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) far den nukledren Exportfaktor
CRM1/Exportin in der IVR-Domame von Keap1 Ilokalisiert. Zudem wird
angenommen, dass Nrf2 eine Kernlokalisationssequenz (nuclear localisation signal,
NLS) besitzt, das in der ungestressten Zelle vom NES dominiert wird, wodurch Nrf2
einem verstarkten proteasomalen Abbau unterliegt. In oxidativ gestressten Zellen
hingegen ist die NES maskiert, sodass der Nrf2-Keap1-Komplex durch das
dominante NLS in den Zellkern translozieren und dort die Expression von ARE-
vermittelten Genen aktivieren kann [Velichkova und Hasson, 2005]. Untersuchungen
von Jain et al. [2005] haben gezeigt, dass durch gezielte Mutationsversuche des
Nrf2-Proteines, welche einen Verlust der NLS-Sequenz bedingten, eine
Translokation in den Zellkern ausblieb. Die Funktionalitat der NLS konnte somit
bestatigt werden.

Jain und Jaiswal [2006] konnten weiterhin zeigen, dass die Phosphorylierung des
Tyrosinrestes Tyr 586 durch die Tyrosinkinase Fyn fur den Export in das Zytoplasma,
die anschliellende Bindung an Keap1 und den daraus resultierenden proteasomalen
Nrf2-Abbau essentiell ist.
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2.2.2.6 Aktivierung durch vorgeschaltete Signalkaskaden

Eine weitere Moglichkeit der Aktivierung stellt die post-translationale Modifizierung
(Phosphorylierung) des Keap1-Protein-Komplexes durch verschiedene
Proteinkinasen dar. Die drei wichtigsten Signalubertragungswege, welche ebenfalls
durch oxidativen Stress die Genexpression Uber ARE vermitteln, sind die
Proteinkinase C (PKC), die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade sowie
die Kinase des Phosphatidylinositols-3 (PI3K). Es besteht sogar die Mdglichkeit,
dass alle drei Signalkaskaden gleichzeitig an der Signaltransduktion und
transkriptionalen Regulierung des AREs beteiligt sind [Giudice und Montella, 2006].
Die Untersuchungen von Cullinan et al. [2003] zeigten, dass bei oxidativem Stress
die Aktivierung des Nrf2-Keap1-Systems durch die direkte Phosphorylierung von
Nrf2 am endoplasmatischen Retikulum (ER) mittels PERK (PKR-,like endoplasmic
reticulum-resisdent kinase®) stattfinden kann. Nach Einwirkung von Stress-
induzierenden Substanzen ist die am ER lokalisierte PERK-Kinase in der Lage, Nrf2-
Proteine zu erkennen und zu phosphorylieren. Dadurch dissoziiert der Nrf2-Keap1-
Komplex und das freigesetzte Nrf2 transloziert in den Zellkern. Dort erfolgt dann die

Expression der Nrf2-regulierten Zielgene [Cullinan et al., 2003].

2.2.2.7 Das Antioxidative Responsive Element (ARE)

In der zellularen Abwehr gegen ROS spielt die Regulation von detoxifizierenden
und/oder antioxidativ wirkenden Enzymen durch das sogenannte ,antioxidative
response element” (ARE) eine wichtige Rolle (siehe Abb. 2.10). Das ARE befindet
sich in der Promotorregion einer Reihe von Genen, die Phase-llI-Enzyme kodieren.
Als Reaktion auf die vermehrte Anwesenheit von oxidativen und elektrophilen
Substanzen, kann die Expression dieser Enzyme erhoht werden [Eggler, 2008; Lee
et al., 2005]. Zu diesen ARE-regulierten Proteinen gehdren Enzyme des
Glutathionsyntheseweges wie y-Glutamylcysteinligase, Redoxproteine mit aktiven
Sulfhydrylgruppen und Fremdstoff-metabolisierende Enzyme wie GST, NQO1 oder
HO1 [Kbhle und Bock, 2006; Nguyen et al., 2003].
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2.2.2.8 Aktivierung des Nrf2-Keap1-Komplexes

In Abwesenheit von oxidativem Stress ist Nrf2 an Keap1 im Zytoplasma der Zelle
gebunden. Dabei erfolgt die Bindung Uber die Neh2-Doméane des Nrf2 und die DGR-
Domane des Keap1-Proteins [ltoh et al., 1999]. Wird die Zelle oxidativem Stress oder
Phase-llI-Enzyminduktoren ausgesetzt, kommt es zur Translokation von Nrf2 in den
Zellkern, wo es nach Bildung eines Heterodimers mit weiteren Transkriptionsfaktoren
wie sMaf (,small Maf“) die Transkription ARE-vermittelter Gene induziert [Lee und
Johnson, 2004; Koéhle und Bock, 2006]. Die Translokation von Nrf2 kann durch die
Modifikation des Keap1-Proteins oder auch durch vorgeschaltete Signalkaskaden

erfolgen [Huang et al., 2002].

2.2.2.9 ARE-Aktivatoren

Eine Reihe unterschiedlicher Substanzen sind in der Lage, das ARE und die
Transkription von detoxifizierenden Phase-llI-Enzymen zu aktivieren. Zu ihnen
gehoren chemisch reaktive  Verbindungen mit  elektrophilen sowie
sulfhydrylbindenden Eigenschaften [Lee und Surh, 2005, Nguyen et al., 2003]. Die
Induktoren werden hinsichtlich ihrer Wirkung in drei Klassen eingeteilt.
Monofunktionelle Induktoren aktivieren dabei lediglich das ARE. Zu ihnen gehdren
beispielsweise Michael-Reaktions-Akzeptoren, Isothiocyanate, Schwermetalle und
polyphenolische Antioxidanzien wie Quercetin [Dinkova-Kostova et al., 2005].
Bifunktionelle Induktoren hingegen induzieren Phase-lI-Enzyme Uber den Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor (AhR). Nach ihrer Metabolisierung kénnen sie zudem Phase-
[I-Enzyme uber das ARE induzieren. Solche bifunktionellen Induktoren sind
beispielweise Benzylisothiocyanat, Cumarin, Ethoxyquin und Oltipraz [Nguyen et al.,
2003]. Dual wirkende Induktoren induzieren zwar Phase-lI-Enzyme, hemmen jedoch
Phase-lI-Enzyme. Zu ihnen gehoren beispielweise 4-Methoxyphenol und
Butylhydroxyanisol [Lee und Surh, 2005; Henderson et al., 2000].

Ein monofunktioneller Induktor stellt das oxidierbare Diphenol tBHQ dar, welches aus
dem in Lebensmitteln zugelassenen Antioxidans Butylhydroxyanisol (3-BHA) durch
Demethylierung entsteht (siehe Abb. 2.10) [De Long et al., 1985].
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tBHQ reagiert durch anschlieRende Autoxidation weiter zum entsprechenden
Semichinon sowie Chinon. Hierbei entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die als
bekannte Aktivatoren von Nrf2 und dessen Translokation diskutiert werden [Yu et al.,
1997; Pinkus et al., 1996].

OH OH o, ROS OH o ROS 0
C(CH,), <>/C(CH3)3 \ Z <>/C(CH3)3 g Z i _C(CH,),
OMe OH Oe o)

3-BHA tBHQ Semichinon Chinon

Abb.2.10: Autoxidation von tBHQ [mod. nach Yu et al., 1997]. 3-BHA: 3-Butylhydroxy-anisol, tBHQ:
tert-Butylhydrochinon.

2.2.3 Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein korpereigenes Tripeptid aus den Aminosauren Glutamat,
Cystein und Glycin (y-Glutamylcysteinylglycin), das in eukaryotischen Zellen
ubiquitar exprimiert wird und besonders in der Leber in hoher Konzentration
vorkommt (siehe Abb. 2.11). GSH spielt beim Schutz der Zellen vor oxidativen
toxischen Noxen eine entscheidende Rolle. Aufgrund der Nukleophilie der
Thiolgruppe reagiert es leicht mit elektrophilen Substanzen. Dabei ist GSH in der
Lage, direkt in einer nichtenzymatischen Reaktion mit Radikalen zu reagieren.
Gleichzeitig dient GSH als Elektronendonor in der durch die Glutathionperoxidasen
(GPx) katalysierten Reduktion von Peroxiden und H,O,. Wird GSH unter Abgabe des

Wasserstoffatoms oxidiert, so entsteht aus zwei Molekllen GSH ein Molekul des

SH
0 0 O

PN
N OH

OH

Tz

NH,

Abb. 2.11: Struktur von Glutathions (GSH) [mod. nach Halliwell und Gutteridge, 1999].
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Disulfids GSSG, welches die oxidierte Form des GSH darstellt (siehe Abb. 2.11 +
2.12). GSH wird ubiquitar exprimiert, wobei der intrazellulare GSH-Spiegel 100x
hoher ist als der von GSSG [Nelson und Cox, 2001]. Um den GSH/GSSG-
Quotienten aufrechtzuerhalten, wird das gebildete GSSG mittels Glutathionreduktase
(GSR) in einer NADPH-abhangigen Reaktion wieder zu zwei GSH-Molekilen
reduziert, sodass diese erneut der Zelle fir die Reduktion schadlicher Verbindungen
zur Verfugung stehen (siehe Abb. 2.12). Dabei stellen die beiden Formen ein
Redoxsystem der Zelle dar und schitzen diese vor oxidativem Stress [Kaplowitz et
al., 1985].

ROOH 2 GSH NADP*
GPx GSR
ROH + H,0O GSSG NADPH / H*

Abb. 2.12: Abbau von Hydroperoxiden durch GSH. GSR: Glutathionreduktase, GPx:
Glutathionperoxidasen, ROOH:  Hydroperoxide, NADPH: Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphathydrid.

2.2.4 y-Glutamylcysteinligase

Die y-Glutamylcysteinligase (yGCL), auch als y-Glutamylcysteinsynthetase
bezeichnet, ist zusammen mit der Glutathionsynthetase fur die Synthese von GSH
aus den Aminosauren Glycin, Cystein und Glutaminsaure verantwortlich. Die GSH-
Biosynthese erfolgt in zwei enzymatischen Schritten. Unter ATP-Verbrauch und in
Anwesenheit von Mg®*- oder Mn®*-lonen wird durch die yGCL zunichst aus
Glutaminsaure und  Cystein  y-Glutamylcystein  gebildet.  Mittels  der
Glutathionsynthetase erfolgt dann unter erneutem ATP-Verbrauch die Bindung von
Glycin an das terminale Kohlenstoffatom des zuvor gebildeten y-Glutamylcystein [Lu,
2008]. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der GSH-Bildung erfolgt durch
die YyGCL. Diese ist daher essentiell fur die Kontrolle und Aufrechterhaltung der
intrazellularen GSH-Konzentration. Da GSH eine wichtige Funktion im Phase-II-
Metabolismus hat, ist auch die yGCL von zentraler Rolle beim Schutz der Zelle vor
Angriffen durch ROS [Lu, 2008; Shepherd et al., 2000].
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Die yGCL besteht als heterodimeres Enzym, aus einer schweren katalytischen
(yGCLh) und einer leichten regulatorischen (yGCLI)-Untereinheit, wobei die beiden
Untereinheiten zwar durch getrennte Gene kodiert werden, aber unter bestimmten
Umstanden auch abhangig voneinander reguliert werden koénnen. Durch
Sequenzanalyse konnte bei beiden Untereinheiten eine ARE (EpRE)Sequenz als
Regulator der transkriptionellen Aktivierung nachgewiesen werden. Fur die
Expression beider yGCL-Untereinheiten scheint Nrf2 ein Aktivator zu sein. So fuhrte
eine R-Naphthoflavon-bedingte Uberexpression von Nrf2 zu einer Aktivierung der
yGCL-Untereinheiten [Rahman und MacNee, 2000; Shepherd et al., 2000; Wild et
al., 1999].
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2.3 Polyphenole

Unter dem Begriff Polyphenole werden mehr als 8000 aromatische Verbindungen
zusammengefasst [Ramos, 2008]. Die zu den sekundaren Pflanzenstoffen
zahlenden Verbindungen kommen in der Natur als bioaktive Substanzen, wie
Farbstoffe, Geschmacksstoffe und Tannine vor. Je nach Anzahl der phenolischen
Ringe und dem strukturellen Element, mit dem die Ringe verbunden sind, werden die

Polyphenole in folgende Gruppen eingeteilt:

» Phenolcarbonsauren und ihre Derivate (,Nicht-Flavonoide®)
= Flavonoide
= Chalkone

2.3.1 Phenolcarbonsauren und ihre Derivate

Phenolcarbonsduren kommen meist in den Randschichten von Pflanzen vor, wo sie
zur Stabilitat der Zellwande beitragen. Die haufig mit organischen Sauren oder
Zucker veresterten Phenolcarbonsauren lassen sich in Hydroxyzimtsduren und
Hydroxybenzoesauren unterteilen [Watzl und Rechkemmer, 2001].

Die zu der Gruppe der Hydroxyzimtsauren gehérende Chlorogensaure, die sich aus
Kaffeesaure und Chinasaure zusammensetzt, ist insbesondere in Friichten zu finden
(siehe Abb. 2.13) [Hermann, 1992]. In Abhangigkeit von der Sorte liegt der Gehalt an
Chlorogensaure bei Tafelapfeln zwischen 30-60 mg/kg. In Apfelsaften kann er bis zu
208 mg/l betragen [Watzl und Rechkemmer, 2001]. Die Hydroxyzimtsauren p-
Cumarsaure, Kaffeesdure und 5-Cumaroylchinasaure sind neben der
Chlorogensaure und ihren Isomeren weitere Apfelinhaltsstoffe. Die nur in begrenzten
Konzentrationen vorkommenden Hydroxybenzoesauren bilden die zweite Gruppe der
Phenolcarbonsauren. Zu den wichtigsten Vertretern, der mehr in Steinobst und
Beerenarten als in Kernobst vorkommenden Hydroxybenzoesauren, gehoéren 4-
Hydroxybenzoesaure, Protocatechusaure, Gallussaure und Vanillinsaure [Ebermann
und Elmadfa, 2008].
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Abb. 2.13: Strukturen von apfelrelevanten Phenolcarbonsauren.

2.3.2 Flavonoide

Die Flavonoide (lat.: flavus = gelb) stellen die grote Gruppe der in der
Humanernahrung vorkommenden Polyphenole dar. Sie besitzen ein Flavan-
Grundgerlist [Harborne, 1994]. Flavonoide bestehen grundsatzlich aus drei
Kohlenstoffringen mit zwei aromatischen (A und B) sowie einem O-heterozyklischen
Ring (C) (siehe Abb. 2.14). Sie werden abhangig von Hydroxylierungsgrad,
Oxidationsstufe am C-Ring, Art der Substituenten und Polymerisierungsgrad in 6
weitere Untergruppen eingeteilt: Flavonole, Flavone, Flavanone, Flavanole,
Anthocyanidine und Isoflavone [Ebermann und Elmadfa, 2008]. Aufgrund der
strukturellen Vielfalt, die sich durch Unterschiede in der Anzahl an Hydroxy- und
Methoxysubstituenten, als auch in Art, Anzahl und Anordnung der Zuckerreste
ergeben, sind derzeit Uber 5000 verschiedene Flavonoide beschrieben [Harbone und
Williamson, 2000]. Die meisten Flavonoide treten in der Natur nicht frei in Form ihres
Aglykons auf, sondern liegen glykosidisch gebunden vor [Stahl et al., 2003; Hollmann
et al., 1997; Harborne, 1994]. Glukose, Galaktose, Rutinose, Rhamnose, Arabinose
und Xylose sind die am haufigsten eingebauten Zuckerbausteine. Sie sind in Form
von Mono-, Di- oder Oligosacchariden bevorzugt an Position 3 des C- Ringes R-
glykosidisch mit dem Aglykon verknupft [Watzl und Rechkemmer, 2001; Hermann,

1992]. Die Glykosylierung tragt dazu bei, dass ihre Loslichkeit im Pflanzenzellsaft
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Abb. 2.14: Familie der Flavonoide [Aherne und O Brien, 2002].

erhoht wird und stabilisiert die Flavonoide gegenuber einem UV-bedingten oder
hydrolytischen Abbau [Aherne und O’Brien, 2002]. Die Flavan-3-ole sind hier jedoch
eine Ausnahme. Sie kommen in der Natur hauptsachlich als Aglyka vor.

Je nach Pflanzensorte und Klima schwankt der Gehalt der Uberwiegend in den
Randschichten von Pflanzen sowie den aufieren Blattern befindlichen Flavonoide.
Sie verleihen bestimmten Pflanzenteilen (z.B. Bluten und Frichten), als
zellsaftlosliche Pigmente, ihre charakteristische Farbe [Harborne und Williamson,

2000]. Sie schutzen die Pflanzen zudem vor Fressfeinden und dem Befall durch

29



Theoretische Grundlagen

Pathogene [Watzl und Rechkemmer, 2001]. Durch stufenweise Kondensation der
aromatischen Aminosaure Phenylalanin mit drei aktivierten Malonsauren, erfolgt die
Biosynthese von Flavonoiden. Durch 1,6-Cyclisierung entstehen zunachst die
Chalkone, aus denen durch Folgereaktionen (u.a. Hydroxylierungen) die
nachfolgenden Flavonoide gebildet werden. Flavonoiden werden antikanzerogene,
antioxidative, antivirale, antimikrobielle, antiatherogene, antiinflammatorische,
antiallergene immunstimulierende und zellprotektive Wirkungen zugesprochen [Da
Silva et al., 2000; Scalbert und Williamson, 2000; Rice-Evans et al., 1996]. Diese
Aussage stutzt sich auf epidemiologische Studien wie z.B. der ,Zutphen-Elderly“-
Studie [Hertog et al.,, 1993] oder der ,Finnish Mobile Clinic“-Studie [Knekt et al.,
2002, 1996]. Die gesundheitsforderlichen Eigenschaften beruhen jedoch im
Wesentlichen auf dem Einfang freier Radikale, die sich durch folgende
Strukturmerkmale auzeichnen [Bors et al., 1999, 1990]:

= O-Dihydroxystruktur (Catecholstruktur) im B-Ring fur den Radikalangriff.

» Doppelbindung in Position 2,3 in Kombination mit einer 4-oxo-Gruppe fur eine

effiziente Elektronendelokalisation zur Stabilisierung des Flavonoidradikals.
» Gleichzeitige Anwesenheit einer 3-OH und einer 4’-OH-Gruppe ebenfalls zur

Erhdhung der Stabilitat des Flavonoidradikals.

Apfel stellen eine bedeutende Flavonoidquelle fiir die humane Ernahrung in Europa
dar [Arts et al., 2001; Knekt et al., 1997]. RegelmaRiger Apfelkonsum geht nach
epidemiologischen Studien mit einer Reduzierung des Lungenkrebsrisikos einher
[Feskanich et al., 2000; Knekt et al., 1997].

2.3.2.1 Flavonole

In der Humanernahrung ist die Gruppe der Flavonole die mengenmalig
vorherrschende Stoffgruppe der Flavonoide [D Archivio et al., 2007; Manach, 2004].
Uber eine Doppelbindung zwischen C2 und C3, sowie einer Hydroxylgruppe in C3’
Position werden die Flavonole charakterisiert (siehe Abb. 2.15). Quercetin und
Kaempferol gehéren zu den Hauptvertretern der Flavonole [Manach, 2004]. Vor
allem Apfel, Zwiebeln, Brokkoli und Blaubeeren gelten mit Gehalten bis zu 1,2 g/kg
Frischgewicht als Hauptaufnahmequelle von Flavonolen. In Tee und Rotwein sind

ebenfalls hohe Konzentrationen bis 45 mg/l enthalten. Die geschatzte tagliche
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Aufnahme liegt bei etwa 4 — 68 mg [Rice-Evans et al., 2000]. In Nahrungsmitteln liegt
Quercetin nicht als Aglykon, sondern in glykosylierter Form meist mit Rhamnose,
Galaktose, Arabinose, Xylose oder auch Glucuronsaure verestert vor. lhre
lichtinduzierte Synthese erklart ihre starke Varianz und ihre Lokalisierung in den

auleren Pflanzenschichten [Boyer et al., 2005; Manach et al., 2004].

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

Abb. 2.15: Quercetin und apfelrelevante Quercetinglykoside, glc: Glucose, gal:
Galaktose, rha: Rhamnose

Biologische Verfugbarkeit

Unter den Flavonoiden ist die Bioverfugbarkeit des Flavonols Quercetin am Besten
untersucht. Quercetin liegt im Plasma nach Resorption in Form seiner
glucuronidierten, sulfatierten oder O-methylierten Metabolite vor [Mullen et al., 2006].
Im Plasma konnten bisher weder Glykoside noch das Aglykon nachgewiesen werden
[Day et al., 2001; Moon et al., 2001]. Uber aktiven Transport mittels dem
Natrium/Glucose-Cotransporter 1 (SGLT1) kann die Resorption der
Flavonolglykoside aus dem Dunndarm erfolgen, im Dickdarm kann das Glykosid
durch die Mikroflora gespalten werden [Walgren et al., 2000; Hollmann et al., 1999].
Als Hauptmetaboliten des Quercetin im humanen Plasma identifizierten Day et al.
[2001] Quercetin-3-O-glukuronid, 3’-O-Methylquercetin-3-O-glukuronid und
Quercetin-3"-O-sulfat. Charakteristisch sind langsame Ausscheidungsraten der
Metabolite mit Halbwertszeiten von 11 bis 28 h [Manach et al., 2004]. Es konnten
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nach wiederholter Zwiebelaufnahme im humanen Plasma Quercetin-Metaboliten
Konzentrationen von 0,6 uM nachgewiesen werden [Moon et al., 2000]. Da die
Resorption des Weiteren vom Zuckerrest des Quercetins abhangig ist, wurden
Quercetinglykoside aus Zwiebeln als besser bioverfugbar charakterisiert, als
Quercetinglykoside aus Apfeln [Kahle et al., 2005; Hollmann et al., 1997, 1995].

2.3.2.2 Flavan-3-ole

Im Gegensatz zu den anderen Unterklassen der Flavonoide, liegen Flavan-3-ole als
Aglyka vor. Als (+)-Catechin nehmen sie eine [2R, 3S]-Konformation ein und als (-)-
Epicatechin eine [2S, 3S]-Konformation [Scalbert und Williamson, 2000]. In erster
Linie schutzen sie die Pflanze vor mikrobakteriellem Befall. Die Aglyka sind in
monomerer Form als Catechine in Aprikosen (100-250 mg/kg FG) oder Apfeln (20-
120 mg/kg FG) zu finden und werden in polymerer Form als Procyanidine oder
kondensierte Tannine bezeichnet [D"Archivio et al., 2007]. Die zumeist Uber C4, C6
und C8 miteinander verknupften di-, oligo- oder polymeren Procyanidine weisen ein
hohes Molekulargewicht auf. Durch die hohe Anzahl an Hydroxygruppen besitzen sie
proteindenaturierende Eigenschaften (Gerbstoff). Wichtige Vertreter sind: (-)-
Epicatechin, (+)-Catechin, die Procyanidindimere B1 ((-) Epicatechin (4 — 8)-(+)-
Catechin) und B2 ((-) Epicatechin (4—8)-(-)-Epicatechin) (siehe Abb. 2.16). Die
strukturelle Vielfalt innerhalb der oligomeren und polymeren Procyanidine ist sehr
grol3, so dass eine umfassende Charakterisierung des Procyanidinanteils in
Extrakten bisher nicht madglich ist [Dixon et al., 2005]. Daher beschrankt sich die
Procyanidin-Analytik meist auf die photometrische Bestimmung des Gesamtgehalts
und des mittleren Oligomerisierungsgrades [Zessner et al., 2008].

In Trauben, Kakao, Apfeln, Rotwein und griinem Tee sind hohe Konzentrationen zu
finden [Arts et al., 2000 a, b; Fraga, 2007]. Die Aufnahmemenge an Flavan-3-olen
wird auf 10 mg — 0,5 g/Tag geschatzt [Deprez et al., 2000]. Abhangig von Geschlecht
und Alter liegt die geschatzte Aufnahmemenge in den USA bei 57,8 mg/Tag pro
Person [Gu et al., 2004].
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Abb. 2.16: Strukturen der monomeren Catechine, der dimeren Procyanidine B1-B4, sowie eines
Procyanidintrimers und eines Procyanidintetramers; EC: (-)-Epicatechin.
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Biologische Verfugbarkeit

Die Bioverfuigbarkeit der Flavan-3-ole wurde zum grofiten Teil nach der Aufnahme
von Tee und Schokolade untersucht [Manach et al., 2005]. Nach Resorption liegen
Flavan-3-ole hauptsachlich als glucuronidierte, methylierte und sulfatierte Metabolite
vor [Meng et al., 2002; Kuhnle et al., 2000]. Im Plasma von Menschen und Ratten
sind folgende Metabolite von Epicatechin (EC) identifiziert worden: EC-3"-O-
glukuronid, 4°-O-Methyl-EC-3"-glukuronid, 4°-O-Methyl-EC-5-glukuronid und 7-O-EC-
glukuronid und 4°-O-Methyl-EC, sowie das Aglykon EC [Natsume et al., 2003]. Kahle
et al. [2005] hingegen, konnten nach Gabe von Apfelsaft in der lleostomaflissigkeit
von Probanden weder (+)-Catechin noch seine methylierten bzw. glukurondierten
Metabolite detektieren. Monomere Flavan-3-ole werden allgemein schnell Uber den
Urin ausgeschieden (t,, = 1-7 h) [Amelsvoort et al., 2001; Manach et al., 2005]. Die
Bioverfugbarkeit der monomeren Flavan-3-ole wird des Weiteren stark vom
Galloylrest beeinflusst. Demnach sind Flavan-3-ole mit Galloylrest deutlich schlechter
bioverfligbar [Amelsvoort et al., 2001; Chen et al., 1997].

Kontrovers diskutiert wird auch die Resorption der polymeren Procyanidine. Deprez
et al. [2001] und Kahle et al. [2007] berichten Uber eine intakte Aufnahme der
Procyanidine bis zu einem bestimmten Oligomerisierungsgrad im Duinndarm. Die
intakte unmetabolisierte Aufnahme von dimeren Procyanidinen in den Dinndarm von
Ratten mittel in situ Perfusionsmodell konnten ebenso die Untersuchungen von
Appeldoorn et al. [2009] zeigen. Andere Untersuchungen sprechen gleichzeitig fur
eine Spaltung der Procyanidine [Kahle et al., 2005; Zhu et al., 2002; Spencer et al.,
2001]. Untersuchungen von Spencer et al. [2001] identifizierten als Abbauprodukt der
Procyanidine Monomere und Phenolcarbonsauren (z.B. Phenylpropionsauren,
Phenylessigsauren). Ebenso konnten Studien von Kahle et al. [2005] in der
lleostomaflissigkeit von Patienten keine Procyanidine nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse deuten auf einen mdglichen Abbau hin. Bisher noch wenig untersucht ist
der mikrobielle Metabolismus. Eine in vivo Studie mit Ratten zeigte, dass mit
steigendem Oligomerisierungsgrad der mikrobielle Abbau der Procyanidine sinkt. Die
antimikrobiellen Eigenschaften der Procyanidine waren hierflir eine mdgliche
Erklarung. Appeldoorn et al. [2009] vermuten einen anderen Abbauweg der
Procyanidine, als den uber die monomeren Flavan-3-ole, da keine Monomere der

Flavan-3-ole detektiert werden konnten.
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2.3.2.3 Dihydrochalkone

Die Dihydrochalkone Phloridzin und in marginalen Mengen auch das Aglykon
Phloretin, sind typische Apfelinhaltsstoffe (siehe Abb. 2.17) [Kahle et al., 2005].
Dihydrochalkone entstehen durch Hydrierung der durch Ring6ffnung in Chalkone
uberfuhrten Flavanonglykoside [Belitz, 2001].

Phloretin Phloridzin

Abb. 2.17: Strukturen von Phloretin und Phloridzin [Kern et al., 2005]

Biologische Verfiigbarkeit

Im DUinndarm findet hauptsachlich die Resorption der Dihydrochalkone statt. Crespy
et al. [2001] konnten diese erstmals mit Hilfe eines in situ Perfusionsmodell
nachweisen. Das Aglykon Phloretin und die Glukuronide und Sulfate des Phloretins
konnten nach Gabe von Phloridzin nachgewiesen werden. Bestatigt wird diese
Beobachtung von Marks et al. [2009]. So konnte nach Gabe von 500 ml Apfelcidre
eine Plasmakonzentration des Metaboliten Phloretin-2°-O-Glukuronid von 73 nmol/l
mittels HPLC-MS nachgewiesen werden. Da sich vergleichbare Konzentrationen im
Plasma und Exkretionsraten im Urin bei gesunden Probanden als auch bei
lleostomapatienten fanden, wurde postuliert, dass es sich um eine Aufnahme Uber
den Dunndarm handelt. Auf eine Hydrolyse von Phloridzin vor der Resorption deutet
jedoch eine Untersuchung von Kahle et al. [2005] hin. So konnte in Versuchen neben
dem Glucuronid auch das Aglykon Phloretin in der lleostomaflissigkeit detektiert

werden.
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2.3.3 Gesundheitsfordernde Wirkung von Apfelpolyphenolen

Zahlreiche Untersuchungen zur antioxidativen Kapazitat von Frichten und ihren
Polyphenolen filhren zu der Erkenntnis, dass besonders Apfel, die reich an
polyphenolischen Verbindungen sind, ein hohes antioxidatives Potential aufweisen.
Wobei die Apfelschale generell ein starkeres antioxidatives und antiproliferatives
Potential zeigt, als das Fruchtfleisch des Apfels [Wolfe et al., 2003 a, b]. Diese
Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass die Schale des Apfels den
groReren Anteil an bioaktiven Verbindungen stellt. Die antioxidative Aktivitat nimmt
demzufolge von der reinen Fruchtschale zum reinen Fruchtfleisch hin ab [Wolfe et
al., 2003]. Die Strukturmerkmale der polyphenolischen Verbindungen gewahrleisten
bei einer Wasserstoff-Ubertragung auf Radikale eine ausgeprégte Elektronen-
delokalisierung, was eine erhohte Stabilitat und folglich eine geringe Reaktivitat des
Phenoxyradikals zur Folge hat.

Apfelextrakte haben in zahlreichen in vitro Untersuchungen die Eigenschaft gezeigt,
das Wachstum von humanen Tumorzellinien zu hemmen [Fridrich et al., 2007 a;
Veeriah et al., 2006; Gossé et al.,, 2005; Kern et al., 2005]. Hierbei zeigten
Untersuchungen von Kern et al. [2005], dass ein polyphenolreicher Apfelsaftextrakt
in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 nach 72 Stunden eine potente
Wachstumshemmung hervorruft. Ein Apfelmaischeextrakt zeigte im Vergleich zum
Apfelsaftextrakt eine geringere wachstumshemmende Wirkung auf HT29-Zellen
[Fridrich et al., 2007 a]. Fur Flavonole wurde ahnliches festgestellt, wobei nur
Quercetin und nicht dessen Glykoside das Zellwachstum hemmen [Kern et al., 2005].
Eine entscheidende Rolle in der Regulierung der Zellproliferation von Tumorzelllinien
spielen der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), sowie die
nachgeschaltete =~ mitogenaktivierte  (MAPK)-Signalkasade. Dabei  wurden
polyphenolreiche Apfelsaftextrakte sowie ausgewahlte Einzelverbindungen als
potente Inhibitoren des EGFR im zellfreien System identifiziert [Fridrich et al., 2007 a;
Kern et al., 2005]. Eine Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR konnte
durch Untersuchungen an HT29-Zellen mit polyphenolreichen Apfelsaftextrakten
nachgewiesen werden. Die Inhibierung der Rezeptoraktivitat wird mit einer
Hemmung des Tumorzellenwachtums Uber den MAPK-Signalweg in Verbindung
gebracht [Fridrich et al., 2007 a; Kern et al., 2005].
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Untersuchungen von Veeriah et al. [2006] haben durch die Inkubation von HT29-
Zellen mit Apfelsaftextrakt, eine Veranderung der Expression verschiedener Phase
[I-Enzyme aufgezeigt. Es war hierbei zu erkennen, dass der Transkript-Status der
Glutathion-S-Transferasen (GSTs), sowie der UDP-Glucuronosyltransferase (UGT),
deutlich erhéht wird. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der zellulare
Abwehrmechanismus durch Apfelpolyphenole moduliert werden kann und dadurch
potentiell die Wirkung von Karzinogenen im Kolon reduziert wird. Auch Studien an
humanen Kolonadenomzellen (LT97) haben ergeben, dass die Enzymaktivitaten von
GSTs und UGT durch Apfelextrakte gesteigert wird [Veeriah et al.,, 2006].
Antioxidative Eigenschaften einzelner Polyphenole, sowie polyphenolreiche
Apfelextrakte wurden von Schafer et al. [2006 a] untersucht. Die Untersuchungen mit
HT29- und Caco2-Zellen zeigen eine Verminderung Menadion-induzierter oxidativer
DNA-Schaden durch polyphenolreiche Apfelextrakte. Eine erhohte biologische
Wirksamkeit gegenuber oxidativen DNA-Schaden zeigen auch die Inhaltsstoffe
Rutin, (-)-Epicatechin und Kaffeesaure [Schafer et al., 2006]. Die antioxidativen
Eigenschaften der Polyphenole stehen laut Wild und Mulcahy [2000] im
Zusammenhang mit einem erhdhten Glutathion-Spiegel.

Die signifikante Abnahme von 1,2-Dimethylhydrazin-induzierten DNA-Schaden in
Mukosazellen des distalen Kolons, sowie der Kryptenzellproliferation, durch die
Verabreichung von naturtribem Apfelsaft konnte durch Studien an Ratten belegt
werden [Barth et al., 2007; Barth et al., 2005]. Im distalen Rattenkolon konnte auch
die Anzahl an sogenannten aberranten Krypten (ACF) durch Apfelsaft gesenkt
werden. Dabei zeigte sich, dass klarer Apfelsaft im Vergleich zum naturtriben
Apfelsaft eine geringere Wirksamkeit aufwies [Barth et al., 2005; Barth et al., 2007].
Weitere Tierstudien von Sembries et al. [2006], bei denen Ratten oral
Apfeltresterextrationssaft verabreicht bekamen, zeigten im Kolon eine erhohte
Konzentration an kurzkettigen Fettsauren. Diese deuten auf eine protektive Wirkung
gegen Kolonkrebserkrankungen hin [Sembries et al., 2006]. Untersuchungen von
Gossé et al. [2005] an Ratten gaben weitere Hinweise auf die chemopraventiven
Eigenschaften von Apfelextrakten. Eine aus Apfelsaftextrakten isolierte,
procyanidinreiche  Fraktion fihrte zu einer signifikanten  Verringerung
praneoplastischer Lasionen [Gossé et al., 2005].

Fazit: In zahlreichen in vitro Untersuchungen kann die antioxidative Wirkung einiger

Apfelpolyphenole beobachtet werden. Aufgrund ihrer positiven Wirkung im Rahmen
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der Chemopravention leistet sie einen entscheidenden Beitrag zu den
gesundheitsfordernden Eigenschaften der Apfelextrakte. Es bedarf jedoch weiterer in
vivo Untersuchungen, um dieses Potential in Bezug auf den menschlichen

Organismus genauer einschatzen zu kdénnen.

2.3.4 Polyphenolreiche Apfeltresterextrakte

Pflanzliche Nahrungsmittel werden in der Regel mit positiven gesundheitlichen
Effekten in Verbindung gebracht. Auch Fruchtsaften kommt hierbei ein hoher
Stellenwert zu. Vor allem Apfel sind in Landern wie Deutschland, Osterreich, der
Schweiz und einigen weiteren Landern gemaligter Klimazonen eine wichtige
Rohware fur die Fruchtsaftindustrie [Birus, 2001]. Apfelsaft nimmt mit einem Pro-
Kopf-Verbrauch von 11,4 Liter im Jahr 2007 die fuhrende Position unter den
Fruchtsaften ein [Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2008]. Als
Pressriuckstand fallen bei der Herstellung von Apfelsaft jahrlich 100.000 — 300.000 t
Nasstrester an. Dieser kann zur Gewinnung von Biogas, Apfelpektin sowie zur Vieh-
und Wildfutterung herangezogen werden [Carle und Schieber, 2006; Binnig, 2001].
Apfeltrester konnte bisher keiner weiteren sinnvollen Nutzung zugefuhrt werden. Bei
der Saftgewinnung enthalt der Pressrickstand jedoch noch eine hohe Konzentration
an Polyphenolen. Aufgrund der mdglichen krankheitsvorbeugenden Wirkung der
Polyphenole gewinnt der Apfeltrester zunehmend an Interesse [Schieber et al., 2001;
Carle und Schieber, 2006].

Mit Hilfe neuer Verfahren wird versucht vermehrt die im Apfeltrester befindlichen
bioaktiven Komponenten zu isolieren und zu quantifizieren. In einem neuartigen
Ansatz wurden so Apfeltrester von Carle et al. [2001] sowie Schieber et al. [2003] zur
simultanen Pektin und Polyphenolgewinnung herangezogen (siehe Abb. 2.18). Um
den Abbau von Pektin durch depolymerisierende Enzyme zu verhindern, wurde der
Trester zunadchst nach der Saftgewinnung getrocknet. Als  weitere
Aufarbeitungsschritte folgten die Extraktion des Pektins mit Mineralsaure und
Aufkonzentrierung des Tresters, sowie die Auftrennung mittels eines unpolaren,
lebensmitteltauglichen Absorberharzes. Wahrend der Festphasenextraktion wird der
Grolteil der phenolischen Verbindungen vom Adsorberharz gebunden. Das Pektin
wird hingegen vollstandig und ohne Retardierung von der Saule gespilt. Nach

Elution und anschlieBender Evaporation erfolgt schlieRlich die Gewinnung der
38



Theoretische Grundlagen

phenolischen Verbindungen. Das erhaltene Eluat wurde zur Stabilisierung der
Polyphenole lyophilisiert [Carle und Schieber, 2006].

Bei der Herstellung von Pektin aus Apfeltrester (Herbstreith & Fox KG, Neuenburg)
fallt solch ein polyphenolhaltiger Rohextrakt im Rahmen der Pektinschonung an.
Dabei werden die zusammen mit dem Pektin isolierten Polyphenole mit einem
Adsorberharz abgetrennt. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Carle (Institut flr
Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Universitat Hohenheim) wurde
anschlieBend dieser Rohextrakt durch verschiedene Methoden aufgereinigt und
aufkonzentriert. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Extrakte im Rahmen eines
FEI/AIF-Projektes in vitro auf ihre antioxidativen Eigenschaften hin untersucht.
Aufgrund der Pektinextraktion mit Mineralsaure bei erhdhter Temperatur,
unterscheidet sich dieser Tresterextrakt vom Polyphenolprofil her deutlich von
Apfelsaftextrakten. Insbesondere der Gehalt an freien Aglyka ist im Tresterextrakt
aufgrund der saurekatalysierten Spaltung durch den Einsatz von Mineralsaure bei
der Pektinextraktion, deutlich erhdéht.  Wohingegen der Gehalt an

Phenolcarbonsauren niedriger ist, als in Apfelsaftextrakten.

Apfel Entsaftung »| Apfelsaft

l

Apfeltrester

Extraktion (wassrig-sauer) l

Pektin
Polyphenole
Adsorberpolymer
Elution
Evaporation
Prazipitation Lyophilisation
\4 \4
Pektin Polyphenole

Abb. 2.18: Schema zur Gewinnung von Pektin und phenolischen Verbindungen aus Apfeltrester
[modifiziert nach Schieber et al., 2003].
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3 Problemstellung

In  den westlichen Industrielandern gehort das kolorektale Karzinom
geschlechtsunspezifisch zu den haufigsten Tumorarten. Daher wird der
Identifizierung von Lebensmittelinhaltsstoffen mit chemopraventivem Potential ein
bedeutender Stellenwert im Hinblick auf das wirtschaftliche, wissenschaftliche und
offentliche Interesse zugeschrieben.

Diese Funktion erfillen insbesondere Substanzen mit polyphenolischer Struktur, die
als sekundare Pflanzeninhaltsstoffe in Obst und Gemuse vorkommen. Als
einheimische Frucht fallt hier dem Apfel eine besondere Rolle zu, da er neben grolder
Verbreitung und Verbrauch auch einen hohen Gehalt an Polyphenolen aufweist.
Trubem Apfelsaft und Apfelsaftextrakten konnte bisher ein antioxidatives und DNA-
protektives Potential nachgewiesen werden [Schafer et al., 2006 a, b]. Diese
biologischen Eigenschaften der Apfelpolyphenole konnten durch in vivo Studien
verifiziert werden [Barth et al., 2007, 2005; Gossé et al., 2005].

Bei der Pektinproduktion aus Apfeltrester fallt als Nebenprodukt ein
polyphenolreicher Rohextrakt an, der bislang weder charakterisiert, noch auf seine
biologische Aktivitat hin untersucht wurde. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Carle der Universitdt Hohenheim wurde der Rohextrakt Uber
verschiedene Verfahren weiter aufgereinigt und die verschiedenen Extrakte
charakterisiert. Diese Extrakte unterscheiden sich von bereits in vitro untersuchten
Apfelsaftextrakten insbesondere durch einen hohen Gehalt an Dihydrochalkonen und
freien Aglyka, wie Phloretin und Quercetin, sowie einem niedrigen Gehalt an
Phenolcarbonsauren.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, die Bestandteile der Apfeltresterextrakte mit einer
Schutzwirkung gegen DNA-schadigende Agenzien zu identifizieren und diese in
Zusammenarbeit mit der Uni Hohenheim durch entsprechende
Aufreinigungsmethoden aus dem Tresterrohextrakt anzureichern bzw. unerwinschte
Komponenten zu minimieren. Mit Hilfe eines zweistufigen Inkubationsprotokolls
werden die Extrakte an der Kolonkarzinomzelllinie HT29, auf eine antioxidative und
DNA-protektive Wirkung gegenuber dem Redoxcycler Menadion, untersucht. Ein
weiterer wesentlicher Punkt ist dabei die Aktivierung von Nrf2 und die damit

verbundene Induktion von Enzymen der =zelluldaren Abwehr, wie der vy-
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Glutamylcysteinligase, die fur die de novo Synthese des zellularen Antioxidans
Glutathion verantwortlich ist.

Der zweite thematische Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Aktivitatshemmung
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) durch Apfelpolyphenole.
Wahrend der Tumorbildung kommt es haufig zu Veranderungen von
Schlisselelementen zellularer Signaltransduktionskaskaden. Die mitogenaktivierte
Proteinkinasekaskade (MAPK-Kaskade), die an der Regulation von Zellwachstum
und Differenzierung beteiligt ist, stellt einen dieser Signalwege dar. Zu Beginn der
MAPK-Kaskade befindet sich der EGFR, der als transmembraner Rezeptor,
extrazellulare Signale durch Aktivierung der Kinasekaskade in einen intrazellularen
Wachstumsstimulus umsetzt [Thiel und Rossler, 2005; Djahansouzi et al, 2004,
Peters, 2003]. In bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
Apfelpolyphenole das Tumorzellwachstum in vitro hemmen und die Aktivitat des
EGFR inhibieren [Fridrich et al., 2007 a, b; Kern et al., 2005]. Im Rahmen dieser
Arbeit soll die Frage geklart werden, welche Inhaltsstoffe der Apfelextrakte fur die
hochpotente Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR verantwortlich sind.
Hierzu wurden verschiedene Apfelextrakte, aktivitatsgeleitete Fraktionierungen,
apfelsaftmimetrische rekonstituierte Mischungen, sowie identifizierte
Einzelverbindungen eingesetzt, die uns von Partnern des BMBF-geforderten
Netzwerkes ,Ernahrung und Darmgesundheit® zur Verfugung gestellt wurden.

Diese Frage wurde sowohl mittels isoliertem EGFR-Testsystem (ELISA), als auch mit
Versuchen am EGFR der Vulvakarzinomzelllinie A431 versucht zu beantworten. Die
Zelllinie A431 ist hierfir, aufgrund einer Uberexpression des EGFR, gut geeignet
[Carpenter, 1987].
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4 Erqgebnisse und Diskussion

4.1 Zytotoxische und wachstumshemmende Eigenschaften von
polyphenolhaltigen Extrakten

Die Bestimmung von zytotoxischen, bzw. wachstumshemmenden Eigenschaften
einer Substanz dient vor allem der Ermittlung des Konzentrationsbereiches fur die
Untersuchung weiterer biologischer Endpunkte, da eine Beeinflussung des
Zellwachstums dort zu artifiziellen Ergebnissen fihren kdnnte.

Hierzu wurden die Trypanblau-Auszahlung und der Sulforhodamin B (SRB) Test
[Skehan et al. 1990] als Standardverfahren herangezogen.

Es muss jedoch bei der Bestimmung der Zytotoxizitat zwischen Langzeit- und
Kurzzeiteffekten unterschieden werden. Zytotoxizitat ist ein Endpunkt, der bereits
nach sehr kurzen Zeitraumen bestimmt werden kann, beispielsweise wenn die
Zellmembran durch denaturierende Substanzen unspezifisch geschadigt wird. Wird
dagegen das Zellwachstum spezifisch Uber Interaktion mit Rezeptoren oder
Signalkaskaden gehemmt, oder es erfolgt Apoptoseinduktion so ist dieser Effekt erst
nach mehrtagiger Inkubation messbar [Neuwirt et al., 2008]. In diesem Fall wird auch
von Wachstumshemmung gesprochen. Zu beachten ist aber, dass kurzzeitige
zytotoxische Effekte in einer Langzeitinkubation zu artifiziellen Ergebnissen fuhren
konnen und eine potente Wachstumshemmung vortauschen, obwohl die Zellen
bereits innerhalb der ersten Stunde der Langzeitinkubation geschadigt wurden.
Daher ist es angebracht bei einer auffallig potenten Wachstumshemmung, die in
einer Langzeitinkubation ermittelt wurde, das Ergebnis durch einen Kurzzeit-

Zytotoxizitatstest zu verifizieren.

4.1.1 Kurzzeit-Zytotoxizitat

Die Trypanblau-Auszahlung ist besonders fur eine schnelle Bestimmung des
Verhaltnisses von lebenden zu toten Zellen (Viabilitat) bei Inkubationen geeignet, in
denen zytotoxische Kurzzeit-Effekte im Vordergrund stehen. Vorteil der Methode ist
die zusatzliche visuelle Kontrolle der Zellen beim Auszahlen am Mikroskop, wie es
beim SRB-Assay so nicht mdglich ist. Die visuelle Kontrolle erlaubt eine Abschatzung
uber die Starke der Zellschadigung, also ob die Zellen noch intakt oder bereits

fragmentiert sind.
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4.1.1.1 Zytotoxische Effekte des Speierlingextraktes RZ SP70

Der Speierling (Sorbus domestica) gehort zu der Familie der Rosenholzgewachse
(Rosaceae). Er besitzt apfelformige Fruchte, deren Safte gerne Apfelweinen zur
Aromasteigerung beigesetzt werden [Will, Forschungsanstalt Geisenheim,
personliche Mitteilung]. Speierlingextrakte sind sehr reich an polyphenolischen
Verbindungen und zeigten eine sehr potente Wachstumshemmung im SRB-Assay
nach 72 h Inkubation. Da Speierlingextrakte aber auch reich an Gerbstoffen sind
[Dietrich, Forschungsanstalt Geisenheim, persodnliche Mitteilung], wurde der
Speierlingextrakt Rebenzichtung SP70 in einer Kurzzeitinkubation mittels
Trypanblau-Auszahlung auf mogliche zytotoxische Effekte untersucht. Das
Inkubationsprotokoll wurde an die Western Blot Analyse angelehnt, da der Extrakt
auf eine mogliche Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung des EGFR im
Zellsystem untersucht werden sollte. Nach einer 24 h Serumreduktion auf 1 %
erfolgte die serumfreie Inkubation fur 45 min an der humanen Vulvakarzinomzelllinie
A431 flr 45 min.

Wie in Abb. 4.1 zu sehen ist, wies der untersuchte Speierlingextrakt RZ SP70 in
serumfreiem Medium nach 45 min ein konzentrationsabhangiges zytotoxisches
Potential auf. In der niedrigsten getesteten Konzentration von 1 ug/ml war noch keine

Abnahme der Zellviabilitat zu beobachten. Ab 10 ug/ml war eine signifikante
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ﬁ 1 10% FKS
80 -
=
% 60 - 1
S a0
S 40
S
20-
"DMSO 1 10 100 250 500

Konzentration [ug/ml]

Abb. 4.1: Zytotoxische Effekte des Speierlingextraktes RZ SP70 in A431 Zellen in Gegenwart von 100
U/ml Katalase; 45 min Inkubation; MW + SD von 3 unabhangigen Experimenten; *:p<0,05;
***:p<0,001; bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle (1 % DMSO)
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Abnahme der Viabilitdt auf ca. 40 % lebende Zellen zu sehen und im
Konzentrationsbereich von 100 bis 500 ug/ml waren nahezu keine lebenden Zellen
mehr mikroskopisch auswertbar. In den zwei hochsten Konzentrationen (250, 500
pg/ml) lagen nur noch fragmentierte Zellen vor. Verglichen mit den Ergebnissen aus
dem 72 h SRB-Test (ICs5-Wert: 82,6 £ 16 ug/ml, Daten nicht gezeigt) zeigte der
Extrakt nach 45 min eine deutlich potentere zytotoxische Wirkung, obwohl erstmal
anzunehmen ware, dass bei einer Inkubationszeit von 72 Stunden der Effekt hatte
starker ausgepragt sein mussen. Daher wurde die Trypanblau Auszahlung, analog
zum SRB-Test, in serumhaltigem Medium wiederholt. Wie in Abb. 4.1 zu sehen ist,
milderte das anwesende FKS die zytotoxische Wirkung des Extraktes signifikant ab,
so dass die gemessene Wirkung in der Grékenordnung der Daten aus dem SRB-
Assay lag. Es war zwar auch eine signifikante konzentrationsabhangige Abnahme
der Viabilitat ab 10 ug/ml zu beobachten, doch waren bei dieser Konzentration, mit
80 % Viabilitat, noch doppelt so viele lebende Zellen vorhanden, als ohne FKS. Im
Konzentrationsbereich von 100 ug/ml bis 500 pg/ml sank die Viabilitat von ca. 60 %
auf ca. 30 % ab, wohingegen die Viabilitdt ohne FKS in diesen Konzentrationen

annahernd bei 0 % lag.

4.1.1.2 Zytotoxische Eigenschaften des Apfelsaftextraktes AE06

Ebenso wie beim Speierlingextrakt ergaben sich beim Apfelsaftextrakt AEQ6
Hinweise auf zytotoxische Substanzeigenschaften. Als Vorversuch fur die geplante
Western Blot Analyse erfolgte eine Untersuchung auf Zytotoxizitat analog dem
Western Blot Inkubationsprotokoll, wie dies bereits beim Speierlingextrakt
durchgefuhrt wurde. Der AEQ6 zeigte eine konzentrationsabhangige Zytotoxizitat ab
10 ug/ml, die Viabilitat lag aber noch bei Uber 80 % (siehe Abb. 4.2). Ab einer
Konzentration von 100 pg/ml kam es zu einem Einbruch der Lebendzellzahl und die
Viabilitdt sank unter 20 %. Da von den Zytotoxizitdtsuntersuchungen des
Speierlingextraktes bekannt war, dass ein erhdhter Proteingehalt im Medium die
Zytotoxizitat der enthaltenen Gerbstoffe vermindert, erfolgte eine Wiederholung der
Untersuchung, jedoch diesmal in Gegenwart von 0,5 % BSA. FKS konnte in diesem
Fall nicht verwendet werden, da FKS Wachstumsfaktoren enthalt, aber der EGFR bei

der Western Blot Inkubation unstimuliert vorliegen muss. Aus diesem Grund wird bei
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der Bestimmung der Autophosphorylierung mit serumfreiem Medium inkubiert. BSA
dagegen stimuliert den EGFR nicht und konnte daher bei Untersuchungen des
Phosphorylierungsstatus des Rezeptors verwendet werden. Ein BSA-Gehalt von 0,5
% entspricht einem Proteingehalt von etwa 10 % FKS im Medium. Es zeigte sich,
dass das Protein des BSA genauso wie FKS in der Lage ist die Gerbstoff-vermittelte
Zytotoxizitat des Extaktes signifikant zu vermindern. Eine signifikante Abnahme der

Viabilitat war erst ab 250 pg/ml zu beobachten.
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Abb. 4.2: Zytotoxische Effekie des Apfelsaftexiraktes AE06 in A431 Zellen in Gegenwart von 100
U/ml Katalase; 45 min Inkubation, serumfrei; MW + SD von 3 unabhangigen Experimenten;
*:p<0,05; ***:p<0,001; bezogen auf die Lésungsmittelkontrolle (1 % DMSO)

4.1.2 Zytotoxische Effekte von Apfeltresterextrakten

Mit dem SRB-Test nach Skehan et al. [1990] lassen sich wachstumshemmende und
zytotoxische Effekte bestimmen. Die nach Ablauf der Inkubation noch lebenden
Zellen werden mit 50%iger Trichloressigsaure (TCA) fixiert, wahrend tote Zellen in
den anschlieRenden Waschschritten entfernt werden. Der eingesetzte Farbstoff
Sulforhodamin B bindet an das fixierte Protein und kann nach Waschung und
Trocknung durch Zusatz einer basischen Puffer-Losung wieder von dem Zellprotein
gelést werden. Da innerhalb einer Zelllinie eine relativ konstante Korrelation
zwischen Zellzahl und Proteingehalt besteht, lasst sich Uber eine anschlieRende
photometrische Messung bei 570 nm eine Aussage uber zytotoxische bzw.
wachstumshemmende  Substanzeigenschaften  treffen.  Die = gemessenen
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Absorptionswerte einer Platte werden zur Ldsungsmittelkontrolle, die auf 100%
festgelegt wird, ins Verhaltnis gesetzt (,test over control“, T/C). Allerdings ist eine
Aussage Uber die Wachstumshemmung nur dann mdoglich, wenn die
Inkubationsdauer Uber der Verdopplungszeit der verwendeten Zelllinie liegt. Da nur
die relative Proteinmenge der lebenden Zellen ins Verhaltnis gesetzt wird, ist keine
Aussage moglich, ob die substanzbedingte Abnahme der Zelldichte durch Hemmung
des Zellwachstums uber proliferationsassoziierte Signalkaskaden oder durch
kurzfristige (zytotoxische) Verminderung der Anfangszellzahl, sowie Mischformen

aus beiden Faktoren, verursacht wurde.

4.1.2.1 Apfeltresterextrakte

Um bei weiterfUhrenden zellularen Untersuchungen eine potentielle zytotoxische
Beeinflussung des Zellwachstums durch Apfeltresterextrakte ausschlielen zu
konnen, wurden diese fir 24 h an HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase
in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 500 pg/ml in Hinblick auf ihr
zytotoxisches Potential im SRB-Test untersucht. Fur die Inkubation mit den Extrakten
wurde serumhaltiges Medium verwendet, wie dies auch bei den weiteren
Testsystemen mit 24 h Inkubationszeit verwendet wurde. Eine eindeutige Aussage
uber den Effekt auf die Proliferation konnte nach 24 h Inkubation aufgrund der
Verdopplungszeit der HT29-Zellen von 40-60 Stunden nicht gemessen werden
[Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ].

Die untersuchten Apfeltresterextrakte zeigten im SRB-Assay nach 24 Stunden eine
nahezu identische konzentrationsabhangige Verminderung der Zelldichte, wie in
Abb. 4.3 zu erkennen ist. Nur die Extrakte 4 und 5 zeigten schon ab einer
Konzentration von 200 pg/ml marginale zytotoxische Effekte. Ein potentes
zytotoxisches Potential wiesen alle untersuchten Extrakte erst ab einer Konzentration
von 300 pg/ml auf. Der ICso-Wert wurde von allen Extrakten um 400 pg/ml erreicht
(siehe Tabelle 4.1).
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Abb. 4.3: Zytotoxische Wirkung auf HT29 Zellen durch Apfeltresterextrakte im Sulforhodamin
B Test nach 24 h Inkubation, serumhaltig, in Gegenwart von 100 U/ml Katalase; MW + SD von
mind. 3 unabhangigen Experimenten.

Tabelle 4.1: IC5-Werte der im SRB-Test untersuchten Extrakte

|C50-Wert
[Hg/mi]

387 £ 23
393 +19
419+ 16
398 + 68
425 £ 89
397 + 62

Extrakt

Ol |~ WIN| -

Aufgrund der Ergebnisse zur Zytotoxizitat wurde der Konzentrationsbereich fur die
zukinftigen zelluldaren Untersuchungen auf maximal 250 ug/ml begrenzt. Wie aus
den Analysendaten (siehe Tabelle 4.2) ersichtlich wird, waren die Extrakte 1, 2, 3
und 6 von ihrer Zusammensetzung sehr ahnlich, nur die Extrakte 4 und 5 besalien
ein deutlich verandertes Polyphenolprofil. Obwohl sich die Extrakte teilweise in ihrer
Zusammensetzung unterschieden, zeigten alle untersuchten Extrakte eine
annahernd identische Zytotoxizitat. Das legte die Vermutung nahe, dass HT29-Zellen

nach 24 h Inkubation unspezifisch auf unterschiedliche Extraktzusammensetzungen
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reagieren. So konnten Veeriah et al. [2007] unter selben Inkubationsbedingungen an
HT29-Zellen, fur zwei verschiedene Apfelextrakte ebenfalls einen fast identischen
zytotoxischen Konzentrationsverlauf ermitteln, wohingegen dieselben Extrakte sich
deutlich

an der Kolonadenomzelllinie LT97 in ihrem zytotoxischen Potential

unterschieden (ICsp-Werte von 280, bzw. 430 ug/ml).

Tabelle 4.2 : Gehalte [mg/g] an monomeren Polyphenolen der aufgereinigten Extrakte aus der
Pektinproduktion; n.n.: nicht nachweisbar [M. Fromm, Universitat Hohenheim].

Substanz E1 E2 E3 E4 E5 E6
Protocatechusaure 2,33+0,15 1,78 2,05 n.n. 3,68+0,13 2,02 + 0,11
3-Cumaroylchinasaure 2,82 +0,16 2,59 2,77 n.n. 1,95 + 0,02 2,63+0,13
Chlorogensaure 11,58 + 0,89 9,59 10,61 n.n. 25,92 +0,08 | 13,87 £0,37
Kaffeesaure 0,85+0,14 0,57 0,72 n.n. 3,32+0,10 1,02 + 0,04
4-Cumaroylchinasaure 4,71 +£0,07 5,02 5,34 n.n. 7,97 £ 0,16 5,21+ 0,23
5-Cumaroylchinasaure 5,76 + 0,04 5,32 6,31 n.n.. 9,12+ 0,46 6,17 £ 0,27
p-Cumarsaure 4,65+ 0,26 4,25 4,49 1,11 £ 0,01 7,78 +0,43 4,96 £ 0,14
Ferulasaure 6,05 + 0,38 5,57 5,78 1,34 £0,03 |11,41+1,06 6,29 + 0,09
Sinapinsaure 3,56 + 0,05 3,6 3,86 n.n. 4,48 +0,23 3,85+ 0,11
Quercetin-rutinosid 2,97 £ 0,07 3,27 3,46 n.n.. 2,63+0,10 3,328 £ 0,17
Quercetin-galactosid 14,36 + 1,52 12,58 9,31 12,89+0,22 | 20,28 +1,66 | 14,99 + 0,29
Quercetin-glucosid 3,80 + 1,02 2,07 0,96 6,07 +0,19 | 8,86+ 0,67 3,51 +£0,05
Quercetin-rhamnosid 9,78 + 0,61 9,28 8,06 11,98 +0,20 | 2,74+ 0,25 10,39 + 0,27
Quercetin 12,59 + 0,24 19,36 22,52 17,78 £ 0,29 n.n. 14,82 + 1,12
Isorhamnetin-hexosid,
berechnet als Glucosid 6,50 + 0,28 7,38 7,55 2,32+0,04 | 1,80+0,15 7,13+0,48
3-OH-Phloridzin 7,62 +0,70 5,68 4,85 7,91+£0,19 1,55+ 0,04 7,74 +0,13
Phloretin-2’-O-xyloglucosid 40,49 £ 1,44 34,48 28,78 16,94 + 1,41 | 89,20 + 1,42 48,47 £ 1,43
Phloridzin 283,64 + 23,74 248,93 217,51 453,4+43 [29,92+5,72 | 296,75 + 6,41
Phloretin 6,63 +£0,10 7,45 13,68 10,29+1,3 n.n. 5,26 £ 0,18
Summe 430,69 388,8 358,6 542 2257 458,4
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4.1.3 Wachstumshemmende Eigenschaften von Apfeltresterextrakten

Der 72 h SRB-Test unterscheidet sich von dem 24 h SRB-Test nur in der
Inkubationsdauer und daraus folgend, in einer veranderten Aussagekraft des
Ergebnisses. Wie bereits erwahnt, sind Aussagen uber einen Einfluss auf die
Proliferation nur moglich, wenn theoretisch alle Zellen wahrend der Inkubation die
Mdglichkeit zur Teilung haben, daher sollte die Inkubationsdauer mindestens eine
Verdopplungszeit der verwendeten Zelllinie betragen. Es konnen daher bei einer
Inkubationsdauer von 72 h und einer Verdopplungszeit der verwendeten HT29-Zellen
von 40-60 Stunden Aussagen zum Einfluss der Extrakte auf die Proliferation
gemacht werden.

In der Literatur wurden bereits mehrfach die wachstumshemmenden Eigenschaften
von Apfelpolyphenolen auf Krebszellen beschrieben. Allerdings handelte es sich
hierbei um Apfelsaft-, bzw. Apfelmaischeextrakte [Veeriah et al., 2006; Kern et al.,
2005]. Die im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchenden Apfeltresterextrakte
unterschieden sich von den Apfelextrakten durch ein verandertes Polyphenolprofil,
bedingt durch das andere Ausgangsmaterial (Trester statt Saft) und die
verfahrenstechnischen Aufarbeitungsschritte im Rahmen der Pektinproduktion. So
fanden sich in den Apfeltresterextrakten hohere Gehalte an Phloridzin,
Quercetinglykosiden und freien Aglyka, wie Phloretin und Quercetin, im Gegenzug
waren sie armer an phenolischen Sauren, verglichen mit Apfelsaftextrakten.

Die Polyphenole werden zusammen mit dem Pektin aus dem Trester extrahiert. Bei
der anschlielenden Schonung des Pektins mittels Adsorberharzen fallen sie als
polyphenolhaltiges Eluat an, aus dem durch anschlieBende Trocknung ein
polyphenolhaltiger Rohextrakt erhalten wird.

Es sollte zunachst der Einfluss von drei verschiedenen Trocknungsverfahren,
Spruhtrocknung (Extrakt HF1), Bandtrocknung (Extrakt HF2) und Gefriertrocknung
(Extrakt HF3) auf wachstumshemmende Eigenschaften, als erster wichtiger
Parameter flr die biologische Aktivitdt, untersucht werden. Unabhangig vom
Trocknungsverfahren zeigten alle 3 Extrakte moderate wachstumshemmende Effekte
und unterschieden sich in ihren wachstumshemmenden Eigenschaften praktisch

nicht.
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Abb. 4.4: Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Apfeltresterextrakte im Sulforhodamin B
(SRB)-Test; 72 h Inkubation, serumhaltige Inkubation, 100 U/ml Katalase; MW + SD von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung.

Bei der weiteren Aufreinigung wurden drei Ansatze verfolgt. Entweder eine
adsorptive Saulenaufreinigung mittels Amberlite® XAD 16 HP (Extrakt HFA1) oder
eine Extraktion bei pH 1 mittels Ethylacetat (Extrakt HFA3) und die Kombination
beider Methoden (erst Saulenaufreinigung, dann Extraktion; Extrakt HFA2).

Die Aufreinigung mittels Adsorberharz (Extrakt HFA1) bewirkte nur eine marginale
Verstarkung der wachstumshemmenden Effekte gegenuber dem Rohextrakt, was
auch im Einklang mit den Analysedaten stand, da sich der Gesamtpolyphenolgehalt
(photometrische Bestimmung nach Folin-Ciocalteu, Universitat Hohenheim) bei der
Methode im Vergleich zum Rohextrakt um 3,2% verringerte. Dagegen wurde durch
Extraktion mit Ethylacetat (HFA3) eine substanzielle Verstarkung des
wachstumshemmenden Potenzials erreicht (Abb. 4.4). Die Kombination beider
Verfahren (HFA2) konnte keine weitere Steigerung des Effektes, gegenliber dem
reinen Ethylacetat-Extrakt bewirken. Diese beiden letzten Extrakte erwiesen sich als
aquipotent zu einem nativen Apfelsaftextrakt [Fridrich et al., 2007a]. Die Extraktion
mittels Ethylacetat hat zu einer  deutlichen Anreicherung des
Gesamtpolyphenolgehaltes um bis zu 20% gefuhrt. Beim Vergleich der
Zusammensetzung des Rohextraktes mit dem Ethylacetat-Extrakt kam es, mit
Ausnahme von Quercetin-3-rutinosid und Phloretin-2°-O-xyloglucosid, zu mindestens

einer Verdopplung des Gehaltes an identifizierten Polyphenolen (siehe Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3: Gehalte [mg/g] an monomeren Polyphenolen des Rohextraktes und der aufgereinigten
Extrakte aus der Pektinproduktion [Kammerer, Universitat Hohenheim, 2006].

Originalprobe Saulen- Originalprobe | Saulenaufreinigung
Verbindung (Rohextrakt) | aufreinigung | + Ethylacetat + Ethylacetat

HF1 HFA1 HFA3 HFA2
Chlorogensaure 4.6 5,7 11,5 12,8
4-Cumaroylchinasaure 1,3 1,6 3,3 3,5
p-Cumarsaure 1,3 1,6 3,5 3,9
Ferulasaure 1,8 2,1 4,9 54
Sinapinsaure 0,8 0,9 1,9 2.1
Quercetin-3-rutinosid 3,1 3,8 n.b. n.b.
Quercetin-3-galactosid 8,4 8,5 17,8 18,5
Quercetin-3-glucosid 4.1 4.7 9,9 10,3
Quercetin-3-rhamnosid 4.4 4,9 9,5 9,9
Quercetin 8,4 6,0 18,6 13,2
Phloretin-2"-O-xyloglucosid 12,5 16,3 16,4 19,8
Phloridzin 98,8 127,2 289,7 308,7
Phloretin 3,0 2,6 6,3 6,0

Tabelle 4.4: Molare Konzentrationen der Einzelkomponenten in der hdchsten eingesetzten
Konzentration des Extraktes HFA3. Grau hinterlegt: Quercetin-Mischung; kursiv: in Gesamt-
Mischung nicht enthalten, da nicht verfligbar.

Substanz [uM] bei 500 pg/ml HFA3
Chlorogensaure 16,3
4-Cumaroylchinaséure 4,9
p-Cumarsaure 10,6
Ferulasaure 12,5
Sinapinsaure 4,3
Quercetin-galactosid 19,2
Quercetin-glucosid 10,6
Quercetin-rhamnosid 10,6
Quercetin 27,5
Philoretin-2"-O-xyloglucosid 14,1
Phloridzin 331,9
Phloretin 11,4

Um herauszufinden, in wie weit die bekannten Inhaltsstoffe des Extraktes HFA3 an
der potenten Wachstumshemmung beteiligt sind, wurden aquimolare Mischung en
aller identifizierten monomeren Polyphenole (Gesamtmischung; mit Ausnahme von
4-Cumaroylchinasaure und Phloretin-2'-O-xyloglucosid), sowie der enthaltenen
Quercetinglykoside und des Quercetins (Quercetinmischung) hergestellt. Letztere
den Anteil
gegenuber

diente dazu, des Quercetin und seiner Glykoside an der

Wachstumshemmung den anderen Polyphenolen in der
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Abb. 4.5: Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch den Apfeltresterextrakt HFA3 und
rekonstituierte Mischungen im Sulforhodamin B (SRB)-Assay; 72 h, serumhaltige Inkubation, 100
U/ml Katalase; MW + SD von mindestens 3 unabhangigen Experimenten in einer

Vierfachbestimmung.

Gesamtmischung besser abschatzen zu kénnen, da Quercetin von Kern et al. [2005
a] als potenter Wachstumsinhibitor an HT29-Zellen beschrieben wurde. In Tabelle
4.4 sind die den Einzelsubstanzen zugrunde liegenden Molaritadten bei einer
Extraktkonzentration von 500 ug/ml aufgefthrt.

Jedoch zeigten beide aquimolaren Mischungen nur marginale wachstumshemmende
Effekte (siehe Abb. 4.5), die sogar noch schwacher ausgepragt waren, als bei den
nicht aufgereinigten Rohextrakten HF1-3. Dieses Ergebnis zeigte klar, dass bislang
nicht identifizierte Komponenten in den Apfeltresterextrakten malgeblich zur

Hemmung des Tumorzellwachstums beitragen.
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4.1.4 Diskussion Zytotoxizitat und Wachstumshemmung

Wie mittels Trypanblau-Auszahlung gezeigt werden konnte, besitzen gerbstoffreiche
Extrakte von Frichten des Speierlings potente zytotoxische Eigenschaften in A431-
Zellen (siehe Abb. 4.1). Der ICso-Wert fur die Viabilitat lag <10 ug/ml bei einer 45 min
Inkubation. Der Apfelsaftextrakt AE06 zeigte unter selben Bedingungen ein
schwacher ausgepragtes zytotoxisches Verhalten mit einem 1Cso-Wert <100 pg/mi
(sieche Abb. 4.2). Ein erhoéhter Proteingehalt im Kulturmedium bewirkte eine
signifikante Reduktion der Zytotoxizitat bei beiden Extrakten. Dabei scheint es keine
Rolle zu spielen, ob FKS oder BSA eingesetzt wird, solange der Proteingehalt
mengenmaldig vergleichbar ist. Diese Beobachtung ist mit der Reaktivitat von
Gerbstoffen gegenlber Proteinen erklarbar [Baxter et al., 1997]. Daher ist auch
anzunehmen, dass die zytotoxische Wirkung durch eine Denaturierung der zellularen
Membranproteine verursacht wurde und es dadurch zu einer massiven Schadigung
der Zellmembran kam. Dies wurde auch durch die visuelle mikroskopische
Beobachtung bestatigt, da besonders in den hohen Konzentrationen nur noch durch
Trypanblau angefarbte Zellfragmente zu sehen waren. Ein héherer Proteingehalt im
Medium schitzte die Zellproteine, da ein grolRer Teil der Gerbstoffe bereits im
Medium durch Proteine abgefangen wurde. Jedoch war diese protektive Kapazitat
auch beschrankt und bei hohen Gerbstoffkonzentrationen wurden auch zunehmend
wieder Membranproteine denaturiert. Zudem schien die zytotoxische Wirkung der
Gerbstoffe unabhangig vom Zelltyp zu sein, wie orientierende Messungen mit dem
Speierlingextrakt an der Kolonkarzinomzelllinie HT29 ergeben haben. Dabei zeigten
sich ebenfalls zytotoxische Effekte in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich,
wie bei A431-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Wie Kern et al. [2005] bereits zeigen konnten, hemmte der Apfelsaftextrakt AE02
potent das Wachstum der Kolonkarzinomzelllinie HT29 im SRB-Test nach 72h. Eine
spatere Wiederholung der Versuche unter Katalasezusatz (100 U/ml) zeigte, dass
ein signifikanter Anteil der Wachstumshemmung dem artifiziell entstehenden
Wasserstoffperoxid zuzuschreiben war, der untersuchte Apfelsaftextrakt aber mit
einem ICso-Wert von 188 + 35 pg/ml unter Katalasezusatz immer noch eine potente
Wachstumshemmung aufwies [Fridrich et al., 2007 a].

So konnten verschiedene Studien zeigen, dass Polyphenole unter

Zellkulturbedingungen H>O, generieren. Die Anreicherung von HyO, stellt ein
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Problem dar, da diese artifizielle Effekte hervorrufen kdnnen und auch die Stabilitat
der zu testenden Substanz beeinflussen kénnen [Kern et al., 2007]. Beiderseits
konnen hieraus Fehlinterpretationen von Messergebnissen entstehen [Lapidot et al.,
2002; Long et al., 2002]. Der Mechanismus Uber welche Reaktion H,O, gebildet wird
ist bislang noch unbekannt. Es wird vermutet, dass Puffersubstanzen des
Zellkulturmediums, insbesondere  Natriumbicarbonat, mit polyphenolischen
Verbindungen reagieren und es dabei zur Bildung von H,O, kommt [Bellion et al.,
2009]. Um derartige Artefakte bereits im Vorfeld zu eliminieren erfolgten alle
Zellinkubationen im Rahmen dieser Arbeit in Gegenwart von 100 U/ml Katalase.
Wachstumshemmende Eigenschaften auf Tumorzellen werden in der Literatur als
eine positive, bzw. nicht explizit negative Substanzeigenschaft beurteilt [Veeriah et
al., 2006; Kern et al., 2005]. Dabei ist die Modulation wachstumsassoziierter
Signalkaskaden oder die Induktion von Apoptose, als Ursache der
wachstumshemmenden Effekte gemeint und dies wird mit Hinblick auf eine mdgliche
antikanzerogene Wirkung als gunstig beurteilt. Doch in das Ergebnis des SRB-Tests
flielRen auch andere Faktoren, wie zytotoxische Kurzzeiteffekte mit ein. Diese kdnnen
ohne erganzende Versuche nicht erkannt und daher nie vollig ausgeschlossen
werden. Dies wurde am Speierling-Extrakt deutlich. Dieser zeigte im SRB-Test eine
hochpotente Wachstumshemmung an HT29-Zellen nach 72 Stunden mit einem ICso-
Wert von 83 pg/ml. Diese beobachtete Wachstumshemmung beruhte jedoch zum
grofdten Anteil auf zytotoxischen Effekten, die sich innerhalb der ersten 45 min der
72h Inkubation ereigneten. Daher muss beim SRB-Test, wenn eine hochpotente
Wachstumshemmung beobachtet wird, die flr eine Substanz oder ein Extrakt als
untypisch angesehen werden kann, immer noch ein Differentialabgleich mit anderen
Zytotoxizitatstests vorgenommen werden, um das Ergebnis zu verifizieren oder eine
bestimmte Interpretation der Ergebnisses zu untermauern. Daher wurde mit dem
Apfelsaftextrakt AEO6 auch kein 72 h SRB-Test durchgefiihrt, da selbst mit einem
Proteingehalt auf FKS-Niveau (10%) noch zytotoxische Kurzzeit-Effekte zu
beobachten waren.

Die durch unterschiedliche Verfahren hergestellten Apfeltresterextrakte zeigten nach
24 h eine konzentrationsabhangige zytotoxische Wirkung an HT29-Zellen. Wie in
Abbildung 4.3 dargestellt, unterscheiden sich die Extrakte in ihrer Wirkung nur
marginal voneinander. Die aus dem Kurvenverlauf ermittelten 1Cso-Werte der

Extrakte lagen von 390 ug/ml bis etwa 420 ug/ml in einem sehr engen Bereich. Dies
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mag neben der teilweise ahnlichen Extraktzusammensetzung, auch in der
Inkubationsdauer von 24 h begriindet sein, nach der proliferationsassoziierte Effekte
zeitlich noch nicht voll zum Tragen kommen, sondern mehr rein zytotoxische Effekte.
Bei der Betrachtung der Extrakt-Zusammensetzungen (Tabelle 4.2) wird ersichtlich,
dass die Extrakte 1, 2, 3 und 6 eine sehr ahnliche Zusammensetzung aufweisen,
was mit den nahezu identischen Herstellungsverfahren erklarbar ist. Unterschiede in
der Zusammensetzung finden sich bei diesen Extrakten vor allem im Gehalt an
freiem Quercetin, 3-OH-Phloridzin, Phloretin-2°-O-xyloglucosid, Phloridzin, und
Phloretin. Allerdings waren die Unterschiede zwischen den Extrakten nicht grof}
genug, um sich signifikant durch eine unterschiedlich starke Hemmwirkung auf das
Zellwachstums auszuwirken. Diese Annahme wurde auch von den Extrakten 4 und 5
bestatigt, da sie die groRten Unterschiede bei der Herstellung und
Zusammensetzung aufwiesen, aber auch keine veranderte Wirkung im SRB-Assay
zeigten. Zur Herstellung der Extrakte 4 und 5 wurde der Rohextrakt wassrig gelost,
adsorptiv Uber eine XAD-16 Saule aufgereinigt und dann in eine ,neutrale” (Extrakt 4)
und ,saure” (Extrakt 5) Komponente fraktioniert. Dazu wurde zuerst eine Ethylacetat-
Extraktion bei pH 7 durchgefuhrt und dieser Extrakt noch mal bei pH 1
nachextrahiert. Extrakt 4 enthielt dadurch nur Spuren an phenolischen Sauren, aber
dafir kam es zu einer potenten Anreicherung von Phloridzin (45 % Gesamtanteil am
Extrakt). Diese Anreicherung war auch der Grund fur den mit 542 mg/g hochsten
Gesamtpolyphenolgehalt aller sechs Extrakte. Extrakt 5 war reich an Phloretin-2"-O-
xyloglucosid, sowie an phenolischen Sauren, insbesondere an Chlorogensaure und
wies aber im Vergleich zu allen anderen Extrakten den mit Abstand niedrigsten
Gehalt an Phloridzin auf. Zudem war er frei von Quercetin und besal® mit 226 mg/g
den niedrigsten Gesamtpolyphenolgehalt aller sechs Extrakte.

Die phenolischen Sauren konnen nur einen marginalen Einfluss auf das
Zellwachstum nehmen, da zwischen Extrakt 4 und 5 kein Unterschied in der
Modulation des  Zellwachstums zu  beobachten war. Zudem  sind
wachstumsmodulierende Eigenschaften bei den phenolischen Sauren nur schwach
ausgepragt, wie Kern et al. [2005] herausfanden. Es konnte dabei gezeigt werden,
dass Chlorogensaure und Kaffeesaure nach 72 h das Wachstum von HT29-Zellen
nur marginal hemmen (ICso-Wert: 205 + 53, bzw. 132 + 19 pM). In der hdchsten
Konzentration von 500 ug/ml Extrakt 5 lag die Chlorogensaure mit 37 pM

Endkonzentration im Medium vor, die Kaffeesaure sogar nur mit 9,2 uM. Auch die
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enthaltene Protocatechusaure zeigt nur marginale Wirkung auf das Zellwachstum [72
h; ICsp Wert: >300 uM; Diplomarbeit Julia Reichert]. Die restlichen phenolischen
Sauren lagen in so geringen Konzentrationen vor, dass ein Einfluss auf das
Zellwachstum als unwahrscheinlich angesehen werden muss.

Die enthaltenen Quercetinglycoside wurden bereits in isolierter Form an HT29-Zellen
untersucht und dabei zeigte keines der untersuchten Glycoside (-Glucosid,
-Rhamnosid, -Galactosid und -Rutinosid) eine Wirkung auf das Zellwachstum bis 300
MM. Lediglich das freie Quercetin zeigt mit einem ICso-Wert von 52 + 11 uM
wachstumshemmende Eigenschaften [Kern et al., 2005]. Extrakt 3 enthielt mit 22,5
mg/g den hdchsten Gehalt an freiem Quercetin. Bei der hdchsten getesteten
Konzentration von 500 ug/ml lag eine Endkonzentration von 33,2 uM an Quercetin
vor. Somit konnte freies Quercetin einen Beitrag zu der Hemmwirkung des Extrakts 3
leisten.

Die in den Extrakten, mit Ausnahme von Extrakt 5, mengenmalig Uberwiegende
Komponente, war das Phloridzin. Es zeigt bis 300 uM keinen Einfluss auf das
Wachstum von HT29-Zellen nach 72 h [Kern et al., 2005]. Extrakt 4 enthielt mit 453
mg/g die hochste Menge an Phloridzin, was einer Endkonzentration von 520 uM bei
500 pg/ml Extrakt entspricht. In dieser Konzentration kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Phloridzin an der Wachstumshemmung von Extrakt 4 beteiligt war, da
die Beeinflussung von HT29-Zellen nur bis 300 uM getestet wurde [Kern et al., 2005].
Die Extrakte 1, 2, 3 und 6 weisen dagegen nur einen etwa halb so hohen Gehalt an
Phloridzin auf, weshalb die Menge an Phloridzin im Inkubationsansatz unter 300 uM
lag und der Phloridzinanteil in den erwahnten Extrakten als wirkungslos angesehen
werden muss. Auch das Aglykon Phloretin besitzt einzeln betrachtet bestenfalls bei
Extrakt 3 einen marginalen Einfluss auf das Zellwachstum, da dieser mit 13,7 mg/g
den hochsten Gehalt an Phloretin besall. Die Endkonzentration an Phloretin bei 500
Mg/ml betrug 25 uM und lag damit deutlich unter dem von Kern et al. [2005]
ermittelten 1Cso-Wert von 89 + 18 uM.

Die Wirkung einzelner Polyphenole in den Extrakten Iasst in hohen Konzentrationen
einen gewissen Anteil an der Gesamtwachstumshemmung erwarten, wobei
Uberadditive oder synergistische Effekte durch das Zusammenwirken mehrerer
Inhaltsstoffe als sehr wahrscheinlich angesehen werden kdonnen. Zum anderen
wurden bislang nur ~40 % der polyphenolischen Extraktinhaltstoffe identifiziert.

Insbesondere lagen keinerlei Informationen Uber die nichtmonomeren Bestandteile
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vor. Hierzu zahlen insbesondere die oligomeren Procyanidine, sie werden in der
Literatur als starke Wachstumsinhibitoren beschrieben. Neuwirt et al. [2008]
beschrieben die wachstumshemmenden und Apoptose-induzierenden Effekte auf
Prostatatumorzellen nach 48 h, wahrend Ye et al. [1999] von wachstumshemmenden
Eigenschaften auf Tumorzelllinien aus Brust (MCF-7), Lunge (A-472) und Magen
(CRL-1739) berichteten. Hierbei zeigte sich, dass die oligomeren Procyanidine
potent das Wachstum der Tumorzelllinien in Konzentrationen bis 50 pg/ml hemmen.
Auch weitere Autoren berichteten von wachstumshemmenden Eigenschaften von
Procyanidinen [Fridrich et al., 2007 b; Faria et al., 2006; Gossé et al., 2005; Tourifio
et al.,, 2005]. Es ist daher als wahrscheinlich anzusehen, dass modglicherweise
enthaltene oligomere Procyanidine einen entscheidenden Beitrag zu den
zytotoxischen Eigenschaften der Extrakte beitragen.

Die These der noch unidentifizierten Inhaltstoffe wurde insbesondere durch die
Versuche mit der 72 h Inkubation bestatigt. Die drei unterschiedlich getrockneten
Rohextrakte zeigten bei der Wachstumshemmung, entsprechend ihrer praktisch
identischen Zusammensetzung, denselben Verlauf. Die Saulenaufreinigung fuhrte zu
keiner Zunahme des Gesamtpolyphenolgehaltes und die Zusammensetzung der
analysierten Polyphenole anderte sich nur marginal. Es kam sogar zu einer
Abreicherung einzelner Komponenten, wie Quercetin und Phloretin.

Die Extraktion mit Ethylacetat (HFA3) fuhrte zu einer Erhohung des
Gesamtpolyphenolgehaltes um etwa 20 % gegenuber dem Rohextrakt, die Gehalte
an analysierten Einzelkomponenten haben sich aber verdoppelt. Somit missen sich
verschiedene Bestandteile in unterschiedlichem Malle bei der Extraktion
angereichert haben. Zudem war die Zusammensetzung von Extrakt HFA3 mit der
von den neuen Apfeltresterextrakten, die im 24 h SRB-Test untersucht wurden,
vergleichbar, wo bereits ausflihrlich der mogliche Anteil von Einzelkomponenten
diskutiert wurde. Hierbei wurde klar ersichtlich, dass die Einzelkomponenten
bestenfalls in den hochsten eingesetzten Inkubationskonzentrationen fur einen
marginalen Teil der Wachstumshemmung verantwortlich sein durften. Lediglich
synergistische Effekte waren noch eine Erklarung fur eine maldgebliche Beteiligung
der bisher bekannten Einzelkomponenten an der gemessenen
Wachstumshemmung.

Diese These konnte jedoch durch Versuche mit rekonstituierten Mischungen

weitestgehend widerlegt werden. Eine Mischung enthielt alle analysierten und
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verfugbaren monomeren Polyphenole (,Gesamtmischung®) und die zweite Mischung
enthielt nur Quercetin und seine Glycoside (,Quercetinmischung®) in den
entsprechenden aquimolaren Konzentrationen des Extraktes HFA3. Der Extrakt
wurde ausgewahlt, da er von den aufgereinigten Extrakten die potenteste Hemmung
des Zellwachstums(siehe Abb. 4.4) und der PTK-Aktivitat am isolierten EGFR
bewirkte.

Dabei zeigten beide Mischungen lediglich eine marginale Wachstumshemmung nach
72 h, die nicht mit der des gesamten Extrakts vergleichbar war. Der Anteil der
Summe der Einzelkomponenten an der Wachstumshemmung ware hierbei mit einem
additiven bis Uberadditiven Mechanismus beschreibbar, jedoch ist ein synergistischer
Effekt auszuschlielen. Bei analogen Versuchen mit rekonstituierten Mischungen
eines Apfelsaftextrakt konnten Kern et al. [2005] ebenfalls beobachten, dass
rekonstituierte Extrakte nur eine marginale Wirkqualitat im Vergleich zum nativen
Extrakt aufweisen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Apfeltresterextrakte, insbesondere nach
einer Aufkonzentrierung mit Ethylacetat nach 24 h und 72 h das Wachstum der
Kolonkarzinomzelllinie HT29 hemmen. Es konnte jedoch bislang nicht geklart
werden, welche(r) Inhaltstoff(e) fur diese Wirkung verantwortlich ist/sind.

Die untersuchten Apfeltresterextrakte sind bei einer 24 h Inkubation bis zu einer
Konzentration bis 250 pg/ml einsetzbar, ohne dass eine Verfalschung von
Messergebnissen weiterer, anstehender Untersuchungen beflrchtet werden musste.
Problematisch ist die potente Kurzzeittoxizitdt vom Speierlingextrakt und vom
Apfelsaft AE06, da durch die proteindenaturierende Wirkung auch schon in geringen
Konzentrationen eine Verfalschung von Messungen mit zellularen Proteinen, die mit
der Zellmembran assoziiert sind, befurchtet werden musste, weswegen mit den
nativen Extrakten von Speierling und AE06 keine weiteren Versuche durchgeflihrt

wurden.
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4.2 Modulation der Aktivitat des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors durch Apfelpolyphenole

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) spielt in Sauger-Zellen eine
zentrale Rolle in der Regulation des Zellwachstums. Es konnte bisher gezeigt
werden, dass Apfelpolyphenole potente Inhibitoren des EGFR, als Schllsselelement
wachstumsassoziierter Signalkaskaden darstellen [Kern, et al, 2005; Fridrich, et al.,
2007 a]. Ein Schwerpunkt der Arbeit lag bei der Aufklarung, welche Polyphenole
komplexer Apfelextrakte fur die Wirkqualitat verantwortlich sind, insbesondere mit
Blick auf die Sortenauswahl, die Herstellung und die Zusammensetzung des
Extraktes. Die zu untersuchenden Einzelsubstanzen, Fraktionen und Extrakte
wurden erst am isolierten EGFR mittels ELISA untersucht um zu verifizieren, ob
uberhaupt die Fahigkeit besteht, die Tyrosinkinaseaktivitadt am Rezeptor zu
modulieren. Da jedoch Versuche am isolierten Rezeptor nur eine eingeschrankte
Aussagekraft besitzen und wesentliche Faktoren, wie zellulare Aufnahme,
Metabolisierung, etc. unberucksichtigt bleiben, wurden in einem weiteren Schritt die
potenten Testsubstanzen mittels Western Blot Analyse auf ihr mdgliches
Hemmpotential der EGFR-Aktivitat in der intakten Zelle getestet.

Als Positivkontrolle wurde der EGFR-spezifische Hemmstoff Tyrphostin AG1478 (4-
(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazolin) in einer Konzentration von 10 pM
eingesetzt, siehe Abb. 4.6 [Osherov und Levitsky, 1994; Osherov et al., 1993;
Faaland et al., 1991]. Die Positivkontrolle wurde in den nachfolgenden Messungen

stets mitgefihrt, jedoch nicht immer mit abgebildet.
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Abb. 4.6: Struktur von Tyrphostin AG1478, spezifischer EGFR Inhibitor [Osherov und Levitsky, 1994].

59



Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Apfelsaftextrakte

Die bisher am EGFR untersuchten Apfelsaftextrakte waren immer ,Mischextrakte®,
die aus mehreren verschiedenen Apfelsorten hergestellt wurden. Dazu wurden
zunachst Safte aus verschiedenen Apfelsorten eines Jahrganges sortenrein
hergestellt. In den triben Saft erfolgte zum Schutz vor Oxidation eine Zugabe von
200 mg/l Ascorbinsaure. Die naturtriben Safte wurden nach Kurzzeiterhitzung (85°C,
30-40 sec) in Edelstahltanks eingelagert. Zur Herstellung des Extraktes wurde der
naturtribe, bzw. geklarte (Fructozym P) Saft auf eine mit Adsorberharz (XAD16HP)
gepackte Saule gegeben. Die Polyphenole wurden von der Saule adsorptiv
zuruckgehalten, wahrend zum Entfernen der Ubrigen Apfelsaftinhaltsstoffe (Zucker,
organische Sauren, Mineralien) diese nach der Aufgabe des Saftes wiederum mit
destilliertem Wasser gespult wurde. Zur Elution der polyphenolischen
Apfelsaftinhaltsstoffe wurde die Saule anschlieRend mit 96%igem vergallten Ethanol
gespult. Das braune bis hellgelbe Eluat des Apfelsaftes wurde gesammelt und
anschlieRend am Rotationsverdampfer soweit eingeengt, bis kein Ethanol mehr
enthalten war. Der eingeengte Apfelsaftextrakt wurde anschlieRend
gefriergetrocknet. Die Forschungsanstalt Geisenheim stellte pro Jahr einen
Apfelsaftextrakt fir das Kooperationspartner im ,Apfelnetzwerk® her (z.B. AEO04:
Apfelsaftextrakt aus dem Jahr 2004) [BMBF-Netzwerk, Ernahrung und
Darmgesundheit, Zwischenbericht 2005; Kern et al., 2005].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals sortenreine Apfelsaftextrakte untersucht,
wobei der Fokus bei der Frage lag, welchen Einfluss die Sorte, insbesondere der
Vergleich von Tafel- und Mostapfel, sowie verschiedene Herstellungsverfahren auf
die biologische Aktivitat der erzeugten Extrakte haben. Hierbei ging es speziell um
die Verwendung eines klaren und parallel eines triben Saftes einer Sorte bei der
Extraktherstellung. Zusatzlich wurde neben dem bereits erwahnten Saulenmaterial
noch ein weiteres Adsorberharz (Sepabeads SP70) getestet, so dass von jeder Sorte
vier verschiedene Extrakte zur Verfugung standen (XAD16/trib, XAD16/klar,
SP70/trib, SP70/klar).

Da sich bei vorangegangenen Untersuchungen gezeigt hatte, dass oligomere
Procyanidine potente Inhibitoren der Autophosphorylierung des EGFR darstellen,
sollte gezielt der Einfluss dieser Verbindungsklasse auf die Wirkqualitat der EGFR-

Hemmung durch Apfelextrakte naher untersucht werden [Fridrich et al., 2007 b].
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Hierzu wurden zwei unterschiedlich rekonstruierte Extrakte mit dem dazugehdrigen
nativen Apfelmischsaftextrakt (AE04) verglichen. Beide rekonstituierten Extrakte
enthielten (fast alle) analysierten Einzelsubstanzen des nativen Extraktes, wobei ein
Extrakt die oligomeren Procyanidine enthielt, wahrend im anderen der

Procyanidinanteil durch Glucose substituiert war.

4.2.1.1 Hemmung des EGFR durch sortenreine Apfelsaftextrakte

Die sortenreinen Apfelsaftextrakte wurden je aus einem klaren und einem triben Saft
uber jeweils zwei unterschiedliche Adsorberharzsaulen (SP70 und XAD16HP)
erzeugt, so dass pro Apfelsorte vier unterschiedliche Extrakte vorlagen. Die
verwendeten Apfelsorten zahlen bis auf die Sorte Topaz zu den Mostapfeln, die
allgemein als polyphenolreich beschrieben werden [Himmer et al., 2008; Kahle, et
al., 200%]. In der Zusammensetzung unterschieden sich die Extrakte von Most- und
Tafelapfel insbesondere im Gehalt an monomeren Polyphenolen (siehe Tabelle 4.5).
Aufgrund der groRen Anzahl an sortenreinen Extrakten wurde der EGFR-ELISA (96-
Lochformat) zur Bestimmung der Hemmwirkung auf die Phosphotyrosinkinase
(PTK)-Aktivitat des EGFR gewahlt. Im zellfreien System zeigten alle untersuchten
sortenreinen Apfelsaftextrakte eine potente Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR
(siehe Abb. 4.7). Mit ICso-Werten von 0,5 bis 6,7 pg/ml lagen die Wirkqualitat im
Bereich von verschiedenen, bereits untersuchten Apfelextrakten [Kern et al., 2005;
Fridrich et al., 2007 a].

Bei der Betrachtung der einzelnen sortenreinen Apfelextrakte schienen tendenziell
Mostapfelextrakte, die uber eine SP70-Saule generiert wurden, im zellfreien
Testsystem bessere EGFR-hemmende Eigenschaften zu besitzen, was jedoch nicht
mit der Extrakt-Zusammensetzung erklart werden konnte, da sich die Gehalte an
analysierten Bestandteilen zwischen den zwei Saulentypen bei gleichem
Ausgangssaft nur marginal voneinander unterschieden und auch nicht klar mit dem
Messergebnis korrelierten. Die Mostapfelextrakte zeigten im Vergleich der
Hemmwirkung keinen Unterschied des Ausgangsmaterials, also ob der Extrakt aus
einem triben oder klaren Saft erzeugt wurde, obwohl unabhangig vom Saulentyp mit

trGben Saften hohere Gehalte an Polyphenolen im Extrakt realisiert werden kdnnen.
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Topaz XAD16 klar 6,7+1,2
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Abb. 4.7: Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR durch sortenreine Apfelsaftextrakte im ELISA,
dargestellt als aufgetragene I1Cso-Werte; MW + SD von mindestens 3 unabhangigen Experimenten in
einer Dreifachbestimmung.

Bei den vier Tafelapfelextrakten des Topaz zeichnete sich dagegen in der
Hemmwirkung eine Praferenz zum triben Saft ab, da die Topaz trib Extrakte (ICso ~
3 pg/ml) eine potentere Hemmwirkung auf den EGFR besalen, als die Extrakte, die
aus klarem Topazsaft (ICso ~ 6 pg/ml) gewonnen wurden. Die verwendete Saulenart
bei der Aufreinigung zeigte beim Topaz keinen Einfluss auf die biologische
Wirksamkeit.

Da alle untersuchten sortenreinen Apfelsaftextrakte am isolierten EGFR eine potente
Hemmwirkung aufwiesen und nur marginale Unterschiede zwischen
polyphenolreichen Mostapfelextrakten und polyphenolarmen Tafelapfelextrakten zu
sehen waren, sollte in weiterfUhrenden Untersuchungen verifiziert werden, ob sich

diese potente Hemmwirkung auch auf den EGFR einer intakten Zelle widerspiegelt.

63



Ergebnisse und Diskussion

Aus der groRen Vielfalt an sortenreinen Extrakten wurde als polyphenolreicher

Mostapfel die Sorte Bohnapfel ausgewahlt und gegen den polyphenolarmen

Tafelapfel Topaz auf eine Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR getestet.

Die entsprechenden Messungen erfolgten mittels polyklonalen Antikdrper gegen die

Phosphorylierungsstelle Tyr1173, nach serumfreier 45 min Inkubation in Gegenwart
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Abb. 4.8: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten A431-
Zellen durch die sortenreinen Apfelsaftextrakte (A) des Bohnapfels (Diplomarbeit N. Volz) und (B)
des Topaz; serumfreie Inkubation, Zusatz von 100 U/ml Katalase; K: Kontrolle (1% DMSO), AG:
AG1478, spezifischer EGFR-Inhibitor; MW £ SD von mindestens 3 unabhangigen Experimenten.
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von 100 U/ml Katalase. Vor der Inkubation erfolgte fir 24 h eine Serumreduktion, um
den Rezeptor in seiner Aktivitat zu drosseln. Im letzten Drittel der Inkubation wurde
der Rezeptor durch Zugabe von EGF stimuliert, wodurch es zur
Autophosphorylierung des Rezeptors kommt und folglich gemessen werden kann, ob
eine Testsubstanz eine Hemmung der Autophosphorylierung bewirkt. Die
Untersuchungen erfolgten an der Vulvakarzinomzelllinie A431, die eine hohe
Rezeptordichte auf ihrer Zellmembran aufweist und daher fur Messungen am EGFR
gut geeignet ist [Carpenter, 1987].

Die polyphenolreichen Bohnapfelextrakte hemmten konzentrationsabhangig die
Autophosphorylierung des EGFR (siehe Abb. 4.8). Bei den Bohnapfelextrakten, die
uber eine SP70-Saule aufgereinigt wurden, war bereits ab 10 pg/ml eine
konzentrationsabhangige Hemmwirkung zu beobachten, wohingegen die uber das
XAD16-Adsorberharz  aufgereinigten  Extrakte erst ab 250 pg/ml  den
Phosphorylierungsstatus des EGFR reduzierten.

Im Gegensatz dazu waren die Extrakte des Topaz nahezu wirkungslos. Lediglich der
Extrakt des Topaz SP70/ trib zeigte in den hochsten getesteten Konzentrationen von
250 und 500 pg/ml eine marginale Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung des
EGFR. Bei 500 pg/ml war, bis auf den Extrakt Topaz XAD16/trlib, nur eine marginale
Wirkung zu sehen.

Abschlie®end kann gesagt werden, dass im zellularen Testsystem die Extrakte von
Most- und Tafelapfel substanzielle Unterschiede in der Hemmwirkung des EGFR
aufwiesen, was auch im Einklang mit den unterschiedlichen Polyphenolprofilen steht.
Im zellfreien Testsystem, am isolierten EGFR, dagegen zeigten alle untersuchten
Extrakte eine potente Hemmwirkung. Somit fuhren Untersuchungen von komplexen
Extrakten an der Zelle zu aussagekraftigeren Ergebnissen, denen nicht nur die
Information zur Aktivitat des isolierten Rezeptors zugrunde liegt, sondern auch
weitere Parameter, wie die zellulare Aufnahme, erfasst werden und so realistischere

Abschatzungen Uber die tatsachliche in vivo-Situation moglich sind.
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4.2.1.2 Apfelsaftextrakt AE04

In vorangegangenen Forschungsarbeiten konnten Procyanidine als potente
Hemmstoffe des EGFR, sowohl im isolierten, als auch im zellularen Testsystem,
identifiziert werden [Fridrich et al., 2007 b]. Um die Frage nach dem Wirkanteil von
Procyanidinen an der Gesamtwirkung von komplexen Extrakten naher zu
untersuchen, wurden analog zum Apfelsaftextrakt AEO4 zwei rekonstituierte Extrakte
getestet. Diese bestanden aus nahezu allen analysierten Einzelverbindungen, wobei
einer dieser Extrakte denselben Anteil an oligomeren Procyanidinen enthielt, wie der
native Extrakt, der andere rekonstituierte Extrakt war frei von oligomeren
Procyanidinen und dieser Anteil im Extrakt war mit Glucose substituiert (siehe
Tabelle 4.6). Der native Apfelsaftextrakt AE04 wurde aus verschiedenen
Mostapfelsaften (Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambour) hergestellt und wies
daher einen hohen Gehalt an oligomeren Procyanidinen auf.

Die drei Extrakte wurden sowohl im zellfreien (ELISA), als auch im zellularen System
auf eine Modulation der Autophosphorylierung des EGFR getestet. Bisherige
Untersuchungen zeigten mit rekonstituierten Extraktmischungen nur eine marginale
Hemmwirkung auf den EGFR im Vergleich mit dem dazugehdrigen, nativen Extrakt
[Kern et al., 2005]. Jedoch enthielten diese Mischungen nie oligomere Procyanidine,

sondern nur die analysierten Einzelverbindungen.
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| %/+_§\ —e— AE04 rekonst. + OPC

§ 100 i/g——_ﬁ % AEO04 nativ
> ]
5 804
Z
(4]
o 60 ;
®
£ -
< 40+ '
g8 —
> 204 L

O T ML | ML | ML | T

0,01 0,1 1 10 100

Konzentration [ug/ml]

Abb. 4.9: Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR durch den Apfelsaftextrakt AE0O4 und die
unterschiedlich rekonstituierten Extrakte des AEO04 im ELISA; MW % SD von mindestens 3
unabhangigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung; Glu: Glucose; OPC: oligomere
Procyanidine.
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Der procyanidinfreie Extrakt zeigte bis 100 ug/ml keinen Effekt auf die PTK-Aktivitat
des isolierten EGFR (siehe Abb. 4.9). Wie bereits gezeigt werden konnte, besitzen
rekonstituierte Extrakte, die keine oligomeren Procyanidine enthalten, meist nur eine
marginale Wirkqualitat im Vergleich zu ihrem entsprechenden nativen Gegenstuck
[Kern et al., 2005]. Dagegen zeigte der procyanidinhaltige, rekonstituierte Extrakt mit
einem ICso-Wert von 1,4 £+ 3,8 pg/ml einen potenten Wirkungsverlauf, der sehr nahe
am nativen Extrakt liegt, der einen ICso-Wert von 0,30 £ 0,04 pg/ml aufweist. Somit
besallen der native und der procyanidinhaltige, rekonstituierte Extrakt AEO4 eine
vergleichbar potente Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitdt des EGFR und waren in
ihrer Wirkqualitat vergleichbar mit den sortenreinen Apfelsaftextrakten und anderen
Apfelsaft- und Apfeltresterextrakten [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007 a]. Dies
verdeutlichte den potenten Einfluss von oligomeren Procyanidinen auf die
Wirkqualitat von Apfelextrakten in Bezug auf die Hemmung der PTK des EGFR und
erklarte auch die marginale Wirkung der rekonstituierten Extrakte von Kern et al.
[2005].

Tabelle 4.6: Polyphenolprofil [ug/ml] des Extraktes AEO4 und der zwei rekonstituierten Extrakte, OPC:
oligomere Procyanidine [Wolfgang Himmer, Universitat Wirzburg, persénliche Mitteilung].

Substanz AEO04 nativ AE04 rekonst.+OPC AEO04 rekonst.+Glucose
Procyanidin B2 12,1 11,0 11,0
Epicatechin 12,5 12,53 12,53
3-OH-Phloretin-2"-O-xyloglucosid 6,7 6,68 6,68
3-OH-Phloridzin 4,3 4,31 4,31
Phloretin-2°-O-xyloglucosid 68,9 68,88 68,88
Phloridzin 48 48,09 48,09
Kaffeesaure 7,5 8,24 8,24
p-Cumarsaure 2,6 6,27 6,27
Chlorogensaure 183,2 184,75 184,75
3-Cumaroylchinasaure 5 4,94 4,94
4-Cumaroylchinasaure 66 66,01 66,01
Quercetin-3-galactosid 1,8 1,81 1,81
Quercetin-3-glucosid 1,5 1,51 1,51
Quercetin-3-rhamnosid 4,5 0 0
Quercetin-3-rutinosid 4.5 4,51 4,51
Oligomere Procyanidine 411,7 412 0
Glucose 0 0 412,56
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Abb. 4.10: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten A431-
Zellen durch den Apfelsaftextrakt AEO4 und zwei unterschiedlich rekonstituierten Extrakten des
AEO04; serumfreie Inkubation, Zusatz von 100 U/ml Katalase; MW + SD von mindestens 3
unabhangigen Experimenten. *: p<0,05; OPC: oligomere Procyanidine.

Im zellularen Testsystem erwies sich der Apfelsaftextrakt AE0O4 als ein potenter
Inhibitor der EGFR-Autophosphorylierung (siehe Abb. 4.10). Er hemmt
konzentrationsabhangig die Autophosphorylierung des EGFR und erreicht mit der
hochsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml etwa 50 % Hemmung. Mit einem
ICs0-Wert von ~100 pg/ml besitzt er etwa dieselbe potente Wirkqualitat, wie der

bereits in der Vergangenheit getestete Apfelsaftextrakt AEO2 [Fridrich et al., 2007 a].
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Die Wirkqualitaten der rekonstituierten AEO4-Extrakte im zellularen System
spiegelten die am isolierten Rezeptor ermittelten Ergebnisse wieder. Wahrend der
glucosehaltige Extrakt bis zur hochsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml
keine Wirkung auf den EGFR zeigte, hemmte der procyanidinhaltige Extrakt bei 100
pg/ml die Autophosphorylierung des Rezeptors um ca. 30% und nahm von der
Wirkqualitat eine Mittelstellung zwischen nativem AEO4 und rekonstituiertem,
procyanidinfreien Extrakt ein. In inrem Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus des
EGFR zeigten die zwei rekonstituierten Extrakte eine signifikant unterschiedliche
Hemmwirkung. Der endogene Status des Rezeptors wird von beiden Extrakten nicht
verandert. Einen Einfluss auf das Messergebnis durch die zugesetzte Glucose im
procyanidinfreien Extrakt konnte ausgeschlossen werden, da der Glucosegehalt im
Medium (1 g/l) durch den Extrakt (zusatzlich 41,3 mg/l) wahrend der Inkubation nur
marginal verandert wurde.

Der procyanidinhaltige, rekonstituierte Extrakt zeigte zwar nicht dieselbe Wirkqualitat,
wie der native Extrakt, doch machten die Versuche mit den drei Extrakten deutlich,
dass die Fraktion der oligomeren Procyanidine in Apfelextrakten einen substantiellen

Beitrag zur Hemmwirkung auf den EGFR leistet.

4.2.2 Reinsubstanzen und Extrakt-Fraktionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Dbisher nur Apfelextrakte, bzw.
Polyphenolmischungen untersucht. Es ist aber noch nicht vollstandig aufgeklart,
welche Bestandteile der Extrakte fiur die Hemmqualititen auf die EGFR
Autophosphorylierung verantwortlich sind. Daher erfolgten weitergehende Versuche
mit fraktionierten Extrakten und Einzelsubstanzen.

Im Bereich der Einzelsubstanzen lag der Fokus der Untersuchungen bei den
verschiedenen Glykosiden und Derivaten des Phloretins, da diese Substanzklasse
einen hohen Anteil an den bisher charakterisierten Extrakten besitzt und bereits erste
Untersuchungen gezeigt hatten, dass Phloretinderivate im zellfreien System eine

potente Wirkqualitat bei der Inhibierung des EGFR aufweist [Kern et al., 2005].
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4.2.2.1 Fraktionen Apfelsaftextrakt AE06

Die Fraktionierung des Extraktes AEO06 diente dazu, den komplex
zusammengesetzten Extrakt in Fraktionen mit definiertem Polyphenolprofil zu
unterteilen. Der AEO6 wurde dazu mittels GroRenausschluss-Chromatographie in 7
Fraktionen fraktioniert, die achte Fraktion fiel bei der Regenerierung der Saule an
[BMBF-Zwischenbericht 2007, Prof. Dr. Schreier, Universitat Wirzburg]. In allen
Fraktionen waren oligomere Procyanidine zu finden, wobei deren Gehalt mit
steigender Fraktionennummer zunimmt. Die ersten zwei Fraktionen (S.31 und S.32)
bestanden nur aus oligomeren Procyanidinen (= 20 %) und phenolischen Sauren in
geringen Mengen. GrolRere Mengen an monomeren Verbindungen, wie phenolische
Sauren, Quercetinglykoside und Phloretinglykoside fanden sich insbesondere in den
Fraktionen S.33 und S.34, wohingegen die Fraktionen S.34 bis S.38 von dimeren
und oligomeren Procyanidinen dominiert wurden.

Da die Versuche mit den sortenreinen Apfelsaftextrakten gezeigt hatten, dass der
ELISA als zellfreies Testsystem zu undifferenziert ist, wenn die Testsubstanzen eine
Mindestmenge an Polyphenolen enthalten, erfolgte die Untersuchung direkt am
zellularen Rezeptor der Vulvakarzinomzelllinie A431 mittels Western Blot Analyse
(siehe Abb. 4.11).

In den Untersuchungen zur Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus des EGFR
durch die Fraktionen des AEOQG6 stellte sich Fraktion S.33 als potenteste Fraktion im
Hinblick auf die EGFR-hemmenden Eigenschaften heraus. Schon in einer
Konzentration von 10 pg/ml wurde der Phosphorylierungsstatus des EGFR durch
S.33 um etwa 70 % vermindert (siehe Abb 4.11). Von den weiteren getesteten
Fraktionen zeigte nur noch die Fraktion S.37 potente EGFR hemmende
Eigenschaften (bei 100 pyg/ml ~40 % Restaktivitat). Die Fraktionen S.34, S.36 und
S.38 reduzierten in der hochsten Konzentration (100 ug/ml) den
Phosphorylierungsstatus des EGFR, ohne jedoch einen ICsp-Wert zu erreichen.
Keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung wiesen die Fraktionen S.32 und S.35

auf.
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Abb. 4.11: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten A431-Zellen
durch Fraktionen des Extraktes AE06; 45 min Inkubation, serumfrei; 100 U/ml Katalase; MW + SD

von 2-7 unabhangigen Experimenten.
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Tabelle 4.7: Zusammensetzung [mg/g] der Fraktionen des Extraktes AEQOG; -: nicht nachweisbar
[Wolfgang Hiimmer, Universitat Wirzburg].

Substanz S.31 S.32 S.33 S.34 S.35 S.36 S.37 S.38
Epicatechin - - - 105,0 23,9 8,3 6,8
Catechin - - - - - -
4-Cumaroylchinasaure - 56,6 25,0
Neochlorogensaure - - - - - 55
Chlorogensaure 8,5 - 371 41,7
Kryptochlorogensaure - - -

Kaffeesaure

p-Cumarsaure - - - -

Phloretin-2°-O-xyloglucosid - - 95,6 16,4 - -

Phloridzin - - 35,8 14,6 0,6 1,0

Phloretin - - - - - - -
Procyanidin B1 - - - - - 10,0 4,3
Procyanidin B2 - - - 0,8 14,6 20,1 25,8
Procyanidin B3 - - - 153,7 10,1 16,4 59,4
Procyanidin B4 - 29,8 10,1 6,9
Quercetin-3-arabinosid - - - 6,5 - - -
Quercetin-3-glucosid - - - 4.8

Quercetin-3-galactosid - - - 1,0

Quercetin-3-rhamnosid - - - 2,9

Quercetin-3-rutinosid - - - 4.8

Quercetin-3-xylosid - - - - - - -
Quercetin - - - 2,5 0,6 6,8 2,0

Oligomere Procyanidine
(photometrisch) 2472 | 208,1 3576 | 664,8 | 661,8 | 760,1 935,0 | 1020,0

Summe 2557 | 264,7 | 8850 | 8650 | 686,9 | 781,7 | 943,7 | 1020,0

Bei Wiederholungsversuchen zur Verifizierung der Hemmwirkung von Fraktion S.33,
die charakterisiert war durch einen hohen Gehalt an Chlorogensaure, Phloretin-2"-O-
xyloglucosid und oligomeren Procyanidinen, stellte sich jedoch heraus, dass die
aktivitatsbestimmende/n Substanz/en nicht lagerstabil ist/sind. Nach 4 bzw. 6
Monaten konnte nur noch eine marginale Hemmwirkung auf die
Autophosphorylierung des EGFR nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.12). Aufgrund
der Analysendaten von Fraktion S.33 (siehe Tabelle 4.7) mussten die instabilen
Substanzen aus dem Procyanidinanteil stammen, da Chlorogensaure und Phloretin-
2’-O-xyloglucosid soweit lagerstabil sein sollten und eine Rechromatographie der
betroffenen Fraktion dies auch bestatigte [Wolfgang Himmer, Universitat Wirzburg,
personliche Mitteilung]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass vor allem
Procyanidine eine herausragende Wirkqualitat auf den EGFR besitzen [Fridrich et al.;
2007 b]. Zudem zeigten die Versuche mit den rekonstituierten Extrakten des AEO4

wie essentiell die Anwesenheit von Procyanidinen fur die Wirkqualitat des
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Abb. 4.12: Zeitlicher Aktivitdtsverlust der Fraktion S.33 des AEQ06 bei der Modulation des
Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten A431-Zellen; 45 min Inkubation, serumfrei,
Zusatz von 100 U/ml Katalase; MW + SD von 2-3 unabhangigen Experimenten.
Apfelextraktes ist. Somit kdnnten niedrig oligomere Procyanidine zur gezeigten
Hemmwirkung von S.33 auf den EGFR beitragen. Der zeitliche Aktivitatsverlust
konnte auf eine Polymerisierung wahrend der Lagerzeit zurickgefuhrt werden, da
hdheroligomere Procyanidine nicht mehr in der Lage sind die EGFR-Aktivitat auf
zellularer Ebene zu modulieren [Fridrich et al.,, 2007 b]. Der Beitrag der anderen
identifizierten Polyphenole der Fraktion S.33 ist als marginal einzuordnen, da
Chlorogensaure, 4-Cumaroylchinasaure und Phloridzin die PTK-Aktivitat des
isolierten EGFR hdchstens marginal beeinflussen [Kern et al., 2005].
Eine daraufhin erfolgte komplett neue Fraktionierung (N) fihrte nicht zu einer
Reproduzierung der alten Aktivitaten (siehe Abb. 4.13). Die Wirkqualitaten der neuen
Fraktionen haben sich insgesamt in die hinteren Fraktionen verschoben. So war eine
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potentielle Zunahme der EGFR-hemmenden Eigenschaften von Fraktion S.34N bis
S.38N zu beobachten, wohingegen die ersten drei Fraktionen praktisch wirkungslos
waren. Fraktion S.38N war mit einem [Cso-Wert von knapp Uber 10 pg/ml die
potenteste der 8 Fraktionen, wahrend die Fraktionen S.35N bis S.37N annahernd
dieselben potenten Wirkqualitaten zeigten.

Die Ursache der Aktivitatsverschiebung ist in einer veranderten Zusammensetzung
der Fraktionen zu sehen. Im Vergleich zur ersten Fraktionierung konnten in den
ersten drei Fraktionen deutlich weniger oligomere Procyanidine identifiziert werden
(sieche Tabelle 4.8). Insbesondere Fraktion 1 und 2 sind mit einem
Gesamtpolyphenolgehalt von 4,4, bzw. 9,6 % gegenlber der ersten Fraktionierung
(>25 % Polyphenole) extrem polyphenolarm. In Fraktion S.33N ist zwar der
Gesamtpolyphenolgehalt mit 68 % deutlich erhoht, jedoch dominiert von der
Zusammensetzung her die Chlorogensaure gegenuber den Procyanidinen, deren
Gehalt mit knapp 16 % um Uber die Halfte niedriger ist, als in Fraktion S.33 der
ersten Fraktionierung. Eine biologische Wirkqualitat konnte bei den neuen Fraktionen
erst mit einem Anstieg des Procyanidingehaltes ab Fraktion S.34N beobachtet
werden. Insbesondere die Fraktionen S.35N bis S.38N enthalten praktisch nur noch
oligomere Procyanidine und mit steigender Fraktionsnummer konnte eine Zunahme
der Wirkqualitat der Fraktionen gemessen werden. Die Wiederholung der
Fraktionierung zeigte, in Ergédnzung zu den vorangegangenen Versuchen mit den
rekonstituierten Extrakten, dass die Potenz der EGFR-Hemmung eines

Apfelextraktes vom Gehalt an oligomeren Procyanidinen dominiert wird.
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Abb. 4.13: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten
A431-Zellen durch neue Fraktionen des AE06; serumfreie Inkubation, Zusatz von 100 U/ml
Katalase; MW £ SD von mind. 3 unabhangigen Experimenten.
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Tabelle 4.8: Zusammensetzung [mg/g] der neuen Fraktionierung (N) des Extraktes AEQG; -: nicht
nachweisbar [Wolfgang Himmer, Universitat Wirzburg]

Substanz S.31N | S.32N | S.33N | S.34N | S.35N | S.36N | S.37N | S.38N
Epicatechin 153 8,0
Catechin - 12,7 6,2
4-Cumaroylchinasaure 14,6 16,5
5-Cumaroylchinasaure 12,1
Neochlorogensaure -
Chlorogensaure 0,9 2,1 333,6
Kryptochlorogensaure 3,2 13,0
Kaffeesaure 4.7
p-Cumarsaure
Phloretin-2°-O-xyloglucosid 88,1
Phloridzin 37,9 2,4
Phloretin 0,8 0,5
3-OH-Phloridzin 1,7 7,2
3-OH-Phloretin-2"-O-xyloglucosid 20,8 0,9
Procyanidin B1 24,3
Procyanidin B2 99,8 137,4
Procyanidin B3
Procyanidin B4 6,7
Quercetin-3-arabinosid 3,3 9,4
Quercetin-3-glucosid 1,8 0,2
Quercetin-3-galactosid 3,9
Quercetin-3-rhamnosid 8,5 2,0
Quercetin-3-rutinosid
Quercetin-3-xylosid
Quercetin 6,6
Oligomere Procyanidine 430 | 76,2 | 158,0 | 493,0 | 862,0 | 979,0 | 1002,0 | 995,3
(photometrisch)
Summe 43,9 96,2 | 686,4 | 682,8 | 888,4 | 978,9 | 1008,6 [ 995,3
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4.2.2.2 Procyanidine

Procyanidine sind Oligomere, die sich aus monomeren Bausteinen von (+)-Catechin
und/oder (-)-Epicatechin zusammensetzen und u.a. einen hohen Anteil am
Gesamtpolyphenolgehaltes von Apfeln, insbesondere Mostapfeln, ausmachen
[Hiommer et al., 2008]. Dabei kommen hohe Konzentrationen in der Schale und
weniger im Fruchtfleisch des Apfels vor [Guyot et al., 2002]. Eine Analytik der
Procyanidine ist schwierig und beschrankt sich meistens auf die Quantifizierung
einiger Leitsubstanzen, wie z.B. den dimeren Procyanidinen B1-B4, sowie die
photometrische Bestimmung des Gesamtprocyanidingehaltes und die Bestimmung
des mittleren Oligomerisierungsgrades mittels Thiolyse [Himmer et al., 2008]. Auch
eine Fraktionierung nach dem Oligomerisierungsgrad bietet gute Ansatzpunkte fur
eine genauere Charakterisierung dieser komplexen Gruppe an Apfelinhaltsstoffen.
Die Bestandteile eines Oligomerisierungsgrades unterliegen einer grof3en
strukturellen Vielfalt und unterscheiden sich haufig nur durch kleine Substituenten (-
OH, -H), der Art der Verknupfung oder stereochemische Merkmale, was in
Verbindung mit fehlenden Referenzsubstanzen eine detailiertere Analyse und
Quantifizierung der Zusammensetzung der oligomeren Procyanidine nahezu
unmadglich macht [Dixon et al., 2005].

Procyanidine sind als potente Inhibitoren des EGFR beschrieben, wobei bisher nur
folgende isolierte Reinsubstanzen untersucht wurden: Procyanidindimere B1-4, das
Trimer PC1 und das Tetramer PA2 [Fridrich et al., 2007b].

Fir die Untersuchungen zur Hemmwirkung der Autophosphorylierung des isolierten
EGFR mittels ELISA stand die Procyanidinfraktion aus einem Mostapfelextrakt
(Malus domestica, Sorte Antoinette) zur Verfugung, die 78,4 % oligomere
Procyanidine, mit einem mittleren Oligomerisierungsgrad von 4 enthalt. Die
Procyanidine setzten sich zu 95 % aus (-)-Epicatechin und 5 % (+)-Catechin
zusammen [Gossé et al., 2005]. Der Extrakt zeigte mit einem [ICso-Wert von 15,5 +

0,9 pg/ml eine potente Hemmwirkung am isolierten Rezeptor (siehe Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR durch die Procyanidinfraktion eines

Mostapfelextraktes im ELISA; MW = SD von mind. 3 unabhangigen Experimenten in einer

Dreifachbestimmung
Der Procyanidinextrakt aus dem Apfel, besaly demnach eine marginal schlechtere
Hemmwirkung auf den EGFR, wie dies bisher flr verschiedene komplette
Apfelsaftextrakte gezeigt werden konnte [Fridrich et al., 2007 a]. Die bisherigen
Untersuchungen mit Procyanidinen als Reinsubstanzen zeigten, dass mit
steigendem Oligomerisierungsgrad von Procyanidinen die Wirkqualitat am isolierten
EGFR steigt. So besitzen laut Kern et al. [2005] die Monomere (+)-Catechin und (-)-
Epicatechin bis 300 yM keine Hemmwirkung auf den isolierten EGFR, wahrend die
dimeren Procyanidine B1 und B2 mit ICs-Werten von 49,9 + 10,2 bzw. 37,9 £ 2,8
pg/ml eine Steigerung der Wirkqualitat aufwiesen. Fridrich et al. [2007 b] fuhrten die
Untersuchungen mit dem Procyanidintrimer (PC1) und Procyanidintetramer (PA2)
fort, die aus Traubenkernextrakten isoliert wurden und konnten eine weitere
Steigerung der Hemmwirkung in Abhangigkeit des Oligomerisierungsgrades am
isolierten EGFR nachweisen.
Um diese Korrelation zwischen Wirkqualitat und Oligomerisierungsgrad mit dem
kompletten Spektrum der Procyanidine aus dem Apfel weitergehend zu untersuchen,
wurden die Procyanidine des Apfelsaftextraktes AE04 in funf Fraktionen mit
steigendem Oligomerisierungsgrad aufgetrennt und ebenfalls mittels ELISA am
isolierten EGFR untersucht, da fur Versuche auf zellularer Ebene, mittels Western
Blot nicht genugend Substanz zur Verfligung stand. Die Fraktionierung erfolgte
mittels Normalphasen-HPLC mit anschlielender Charakterisierung der Fraktionen
und Bestimmung des mittleren Oligomerisierungsgrades des Procyanidinanteils
[Zessner et al., 2008].
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Abb. 4.15: Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR im ELISA durch die procyanidinhaltigen
Fraktionen 1-5 des AEO4; MW + SD von mind. 3 unabhangigen Experimenten einer
Dreifachbestimmung

Tabelle 4.9: Hemmwirkung der procyanidinhaltigen Fraktionen des AEQ4, dargestellt als IC5-Werte

Fraktion ICso-Werte [ug/mil]
1 39,5+ 18,0
2 >100
3 40+£1.2
4 0,15+ 0,03
5 0,04 + 0,01

Fraktion 1 war noch frei von Procyanidinen und enthielt nur geringe Mengen an
Chlorogensaure, p-Cumarsaure und 4-Cumaroylchinasaure. Die Fraktion zeigte mit
einem ICsp-Wert von 39,5 + 18,0 pg/ml eine Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR
(siehe Abb. 4.15, Tabelle 4.9). Aufgrund der bisherigen Publikationen hatte die
Fraktion eigentlich einen deutlich hoheren ICso-Wert besitzen mussen, da laut Kern
et al. [2005], Chlorogensaure und 4-Cumaroylchinasaure jeweils einen 1Csp-Wert
grofder 300 uM besitzen, so dass die Hemmwirkung entweder durch synergistische
Effekte oder durch noch unbekannte Bestandteile der Extraktfraktion verursacht
worden sein muss.

Die marginale Hemmwirkung der Fraktion 2 (ICso-Wert >100 pg/ml) war
wahrscheinlich auf den niedrigen Procyanidingehalt von nur 70 mg/g mit einem

mittleren Oligomerisierungsgrad von 3,1, zurlckzufihren, ansonsten war die
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Zusammensetzung der Fraktion mit knapp 70 % von Chlorogensaure dominiert, die
laut Kern et al. [2005] bis 300 uM keine Wirkung auf den EGFR zeigt.

In Fraktion 3 waren 27 % Procyanidine mit einem mittleren Oligomerisierungsgrad
von 3,4 und knapp 50 % Phloretin-2°-O-xyloglucosid enthalten. Daher war fur die
potente Hemmwirkung auf den EGFR nicht nur die enthaltenen Procyanidinen,
sondern auch das Phloretin-2’-O-xyloglucosid, das ebenfalls als hochpotenter
Inhibitor des EGFR im zellfreien System identifiziert worden war (siehe Abs. 4.2.2.3),
verantwortlich. In Fraktion 4 dominierten die oligomeren Procyanidine mit einem
Anteil von 92 % am Gesamtpolyphenolgehalt. Der mittlere Oligomerisierungsgrad lag
mit 4,6 bereits deutlich hoher als in den vorherigen Fraktionen und die Fraktion
besal} eine potentere Wirkqualitat, als die bisher untersuchten Apfelextrakte.

Fraktion 5 bestand schlieRlich zu 100 % aus oligomeren Procyanidinen mit einem
mittleren Oligomerisierungsgrad von 7,9 was zu einer weiteren Steigerung der
Hemmwirkung fuhrte.

Hiermit konnten die bisherigen Beobachtungen von Fridrich et al. [2007 b], dass mit
zunehmendem Oligomerisierungsgrad im zellfreien System die Hemmwirkung auf die
PTK des isolierten EGFR potent zunimmt, auch mit fraktionierten Procyanidinen aus

dem Apfel bestatigt werden.
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4.2.2.3 Phloretinderivate und 3-OH-Pyron

Phloretinderivate und deren Glykoside gehdéren zur Gruppe der Dihydrochalkone und
sind in Apfelextrakten neben den Phenolcarbonsauren und den Flavonolen
(Quercetinderivate) in grolieren Mengen enthalten [Kahle et al., 2005 a]. Phloretin
und sein Glykosid Phloridzin (sie Abb. 4.16) sind bereits in der Vergangenheit auf
eine Hemmung der PTK-Aktivitat untersucht worden [Kern et. al., 2005]. Phloridzin
hemmt erst in hohen Konzentrationen den EGFR, wohingegen das Aglykon Phloretin
eine potentere Wirkung auf den Rezeptor zeigt (siehe Tabelle 4.10). Phloretin findet
sich in Apfelextrakten nur in Spuren und durfte erst im Gastrointestinaltrakt durch
enzymatische Abspaltung des glykosischen Rests aus Phloridzin entstehen. In
Apfeltresterextrakten ist Phloretin dagegen in deutlich hdheren Konzentrationen zu
finden, was auf die zuvor erfolgte technologische Bearbeitung bei der
Pektinproduktion zurlckzufuhren ist. Hierbei wird der Apfeltrester mit Hilfe von
Salzsaure und erhdhter Temperatur aufgeschlossen, was bei Polyphenolglykosiden

zu einer saurekatalysierten Abspaltung des Zuckerrestes flihren kann.

OH HO

HO,

OH HO"

OH O OH OH

Abb. 4.16: Ubersicht zu den Strukturen der Phloretinderivate und -glykoside und 3-OH-Pyron: A:
Phloretin; B: Phloridzin; C: Phloretin-2"-4"-di-(B-D-glucosid); D: 3-OH-Phloretin; E: 3-OH-Phloretin-
2°-O-xyloglucosid; F:3-OH-Pyron.
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Die Glykoside und Derivate des Phloretins (siehe Abb. 4.16) wurden zunachst im
zellfreien System auf eine Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR untersucht, um
festzustellen welche Verbindung Uberhaupt eine Hemmwirkung besitzt. Im nachsten
Schritt erfolgte die Verifizierung der Ergebnisse im zellularen System. Mit Ausnahme
des bereits von Kern et al. [2005] untersuchten Phloridzin, zeigten alle untersuchten
Verbindungen des Phloretins eine potente Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitat des
EGFR (siehe Abb. 4.17, Tabelle 4.10). Dabei zeigte sich, dass die Wirkqualitat auf
die Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR der einzelnen Verbindungen stark vom
glykosidischen Rest und einer weiteren Hydroxylierung an Position 3 des B-Ringes
des Flavanongerlsts beeinflusst wird. Besonders potent auf eine Steigerung der
Wirkqualitat des Phloretins wirkt sich die Konjugation an Position 2° mit den
Zuckerbausteinen Glucose und Xylose (-xyloglucosid) aus. Mit einem ICso-Wert von
0,4 uM besitzt das Phloretin-2°-O-xyloglucosid die bisher starkste nachgewiesene
Hemmwirkung auf den EGFR aus der Reihe der untersuchten Verbindungen des
Phloretins. Eine zusatzliche Hydroxylierung von Phloretin-2’-O-xyloglucosid an
Position 3 bewirkt dagegen eine Abschwachung der Wirkqualitat, verglichen zum
nichthydroxylierten  Phloretin-2°-O-xyloglucosid, obwohl am Aglykon diese
Hydroxylierung eine Steigerung der Wirkqualitat bewirkt. Eine Glykosylierung an zwei
unterschiedlichen Positionen des Phloretins (Phloretin-2°-4"-di-(3-D-glucosid))
bewirkt eine Steigerung der Wirkqualitat, verglichen zum Aglykon, um etwa Faktor
1,6.

Die Substanz 3-OH-Pyron (siehe Abb. 4.16), die natlrlicherweise nicht im Apfel
vorkommt, aber in den Apfelsaftextrakten nachweisbar war [BMBF-Zwischenbericht
2007, Prof. Dr. Schreier, Universitat Wurzburg], entstand sehr wahrscheinlich
wahrend der Pasteurisierung der Safte, aus der zum Schutz vor unerwinschter
Oxidation zugesetzten Ascorbinsdure, durch nichtenzymatische Braunungs-
reaktionen, da 3-OH-Pyron als ein Abbauprodukt der Ascorbinsaure beschrieben
wird [Tatum et al., 1969]. 3-OH-Pyron zeigte bis 100 uM keinen Effekt auf die PTK
des isolieten EGFR (siehe Abb. 4.17). Dies stimmt mit den bisherigen
Beobachtungen von Kern et al. [2007] dberein, da diesen phenolischen,
monoaromatischen Verbindungen, wie den Abbauprodukten der Anthocyanidine
(Syringa-, Vanillin-, Protocatechu- und 4-OH-Benzoesaure) bisher keine EGFR-

hemmenden Eigenschaften nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 4.17: Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR im ELISA durch Phloretinderivate und 3-OH-
Pyron; MW + SD von mind. 3 unabhangigen Experimenten einer Dreifachbestimmung.

Tabelle 4.10: IC5-Werte der am EGFR getesteten Phloretinderivate und 3-OH-Pyron; *Kern et. al.,

2005; $ Dissertation Melanie Kern; * Dissertation Diana Fridrich; -: keine Wirkung bis 100 uM; n.b.:
nicht bestimmt

IC50-Werte [pM]
Substanz ELISA Western Blot Analyse
Phloretin 434+51* S
3-OH-Phloretin 89+04 >100
Phloridzin 267 £ 50 * n.b.
3-OH-Phloridzin 49+15" -
3-OH-Phloretin-2"-O-xyloglucosid 12,1+1,7 -
Phloretin-2"-O-xyloglucosid 0,4+0,1 -
Phloretin-2"-4"-di-(B-D-glucosid) 272 +25 -
3-OH-Pyron > 100 n.b.

Bis auf Phloridzin zeigten alle anderen Glykoside und auch das Aglykon Phloretin
selbst, sowie das Derivat 3-OH-Phloretin und seine Glykoside eine potente
Hemmwirkung auf den isolierten EGFR. Es stellte sich jetzt die Frage, wie sich die
am isolierten Rezeptor beobachtete Hemmwirkung der Substanzen am zellularen
Rezeptor verhalt. Wie in Tab. 4.10 und Abb. 4.18 zu erkennen ist, zeigte keine der
untersuchten Verbindungen eine potente Hemmwirkung auf  den
Phosphorylierungsstatus des EGFR in A431-Zellen. Es war lediglich beim 3-OH-
Phloretin eine marginale Tendenz zur Hemmung zu sehen. Alle anderen
untersuchten Verbindungen zeigten, ebenso wie Phloretin-2’-O-xyloglucosid, was
exemplarisch in Abb. 4.18 dargestellt ist, keine Hemmwirkung auf die
Autophosphorylierung des EGFR.
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Abb. 4.18: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten
A431-Zellen durch Phloretin-2"-O-xyloglucosid und 3-OH-Phloretin; serumfreie Inkubation, Zusatz

von 100 U/ml Katalase; MW = SD von mind. 3 unabhangigen Experimenten.

Einzeln betrachtet, leisten die Verbindungen des Phloretins somit keinen Beitrag zur

Hemmwirkung von Apfelextrakten auf den zellularen EGFR. Denkbar ware jedoch

ein synergistischer Effekt in Verbindung mit anderen Extraktbestandteilen. Vermutlich

liegt das Problem bei der Aufnahme in die Zelle, da die untersuchten Substanzen am

isolierten Rezeptor groflitenteils eine hervorragende Wirkqualitat zeigen, aber es

ihnen nicht gelingt die Zellmembran zu Uberwinden und die intrazellulare

Tyrosinkinaseaktivitat zu inhibieren. Befinden sich im Extrakt jedoch beispielsweise

Substanzen, die die zellulare Aufnahme von Phloretinderivaten ermdglichen, dann

ware es denkbar, dass diese Gruppe von Apfelbestandteilen auch einen Beitrag zur

Hemmwirkung der Extrakte an der intakten Zelle liefern kénnte.
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4.2.3 Apfeltresterextrakte

Die bisher untersuchten Extrakte und Extrakt-Fraktionen stammten alle direkt aus
dem Apfel und wurden ohne technologische Zwischenschritte, wie dies bei der
Pektinfertigung aus Apfeltrester passiert, aus frisch gepressten Apfelsaften
gewonnen. Es stellte sich die Frage, wie es sich mit Extrakten verhalt, die aus den
Pressriuckstanden der Apfelsaftproduktion stammen, also dem was bei den
bisherigen Apfelsaftextrakten als ,Abfall“ Gbrig bleibt. Diese Frage ist auch in so fern
interessant, als dass bei der Apfelsaftproduktion jahrlich tonnenweise Nasstrester
anfallen und dieser erstmal nicht weiter einsetzbar ist und zumeist nur als Tierfutter
verwendet wird [Binnig, 2001].

Im Rahmen der Pektinproduktion aus Apfeltrestern fallt als interessantes
Nebenprodukt ein polyphenolreicher Apfeltresterextrakt an. Aus dem Trester wird
das in den Zellwanden enthaltene Pektin und (ungewollt) auch die Polyphenole
herausgeldst, die dem Rohpektin eine braunliche Farbe verleihen. Das Entfarben des
Rohpektins geschieht mittels Adsorberharzen, an denen die Polyphenole gebunden
werden. Nach der Elution und anschlieBender Trocknung fallt ein sehr
polyphenolreicher Apfeltresterextrakt an [Carle et al., 2001; Carle und Schieber,
2006].

4.2.3.1 Einfluss von Apfeltresterextrakten auf die Aktivitat des isolierten EGFR

Die Polyphenole, die bei der Pektinproduktion anfallen, liegen erstmal als wassrige
Losung vor. Es sollte daher zunachst der Einfluss von drei verschiedenen
Trocknungsverfahren, Spruhtrocknung (Extrakt HF1), Bandtrocknung (Extrakt HF2)
und Gefriertrocknung (Extrakt HF3) auf die biologische Aktivitat untersucht werden.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass alle drei Rohextrakte sich in ihrer potenten
Hemmwirkung mit einem 1Cso-Wert von knapp unter 1 pg/ml auf die PTK des EGFR
praktisch nicht unterscheiden (siehe Abb. 4.19, Tab. 4.11) und das
Trocknungsverfahren keinen Einfluss auf die biologische Aktivitdt des Extraktes
nimmt. Fir weitere Aufarbeitungsschritte des Rohextraktes wurde die
Gefriertrocknung ausgewahlt, da hierbei der Rohextrakt als gut IGsliches,
volumindses Pulver anfallt und im Gegensatz zur Bandtrocknung thermische

Zersetzungsprodukte von vornherein ausgeschlossen werden kénnen.
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Abb. 4.19: Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA durch die Apfeltrester-Extrakte
HF3 und HFA3, sowie rekonstruierte Mischungen von HFA3; MW + SD von mind. 3
unabhangigen Experimenten.

Tabelle 4.11: IC5o-Werte der am isolierten EGFR getesteten Apfeltresterextrakte.

Extrakt ICs0-Wert [ug/ml]
HF 1 0,7 0,1
HF2 0,7+0,1
HF3 0,6 £0,1
HFA1 0,7+0,1
HFA2 42+1,0
HFA3 0,9+0,1

Bei der weiteren Aufreinigung des Rohextraktes wurden drei Ansatze verfolgt.
Zunachst entweder eine adsorptive Saulenaufreinigung mittels Amberlite® XAD 16
HP (Extrakt HFA1) oder eine Extraktion bei pH 1 mittels Ethylacetat (Extrakt HFA3)
und zuletzt die Kombination beider Methoden (erst Saulenaufreinigung, dann
Extraktion; Extrakt HFAZ2). Die Aufreinigungen konnten zwar teilweise den
Gesamtpolyphenolgehalt um bis zu 20 % erhdhen, jedoch war keine substantielle
Verbesserung der Hemmwirkung auf den Rezeptor zu beobachten, sondern eher
eine Verschlechterung, wie bei Extrakt HFA2. Scheinbar fuhrte die Kombination
beider Aufreinigungsverfahren zu einem Verlust nicht identifizierter, jedoch
aktivitatsbestimmender Inhaltsstoffe.

Um zu sehen, welchen Beitrag die bisher identifizierten Inhaltsstoffe zur Hemmung
der PTK-Aktivitat leisten konnen, wurden zwei rekonstituierte Mischungen der im

Extrakt HFA3 identifizierten Polyphenole in aquimolaren Konzentrationen angefertigt.
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Tabelle 4.12: Gehalte [mg/g] an monomeren Polyphenolen des Rohextraktes und der
aufgereinigten Extrakte aus der Pektinproduktion; kursiv geschriebene Verbindungen sind nicht in
der rekonstituierten Gesamtmischung enthalten; -: nicht nachweisbar [Rechkemmer, Universitat

Hohenheim, 2006].

Verbindung [mg/g] Rorﬁ;‘gakt HFA1 HFA3 HFA2
Chlorogensaure 4.6 57 11,5 12,8
p-Cumaroyichinaséure 1,3 1,6 3,3 3,5
p-Cumarsaure 1,3 1,6 3,5 3,9
Ferulasaure 1,8 2,1 49 54
Sinapinsaure 0,8 0,9 1,9 2,1
Quercetin-3-rutinosid 3,1 3,8 - -
Quercetin-3-galactosid 8,4 8,5 17,8 18,5
Quercetin-3-glucosid 4,1 4,7 9,9 10,3
Quercetin-3-rhamnosid 4.4 4.9 9,5 9,9
Quercetin 8,4 6,0 18,6 13,2
Philoretin-2"-O-xyloglycosid 12,5 16,3 16,4 19,8
Phloridzin 98,8 127,2 289,7 308,7
Phloretin 3,0 2,6 6,3 6,0

Eine Gesamtmischung enthielt alle identifizierten, bzw. verfligbaren (siehe Tabelle
4.12, kursiv gedruckte Verbindungen sind nicht enthalten) Polyphenole und eine
Quercetinmischung, die alle identifizierten Quercetinglykoside und Quercetin enthielt.
Die Quercetinmischung zeigte bei einer Konzentration von 10 pg/ml eine
Hemmwirkung auf die PTK des EGFR, die Extrapolation der Kurve wirde einen
geschatzten 1Cso-Wert von ~20-30 pg/ml ergeben (siehe Abb. 4.19). Die
Gesamtmischung dagegen besaly eine geringere Wirkqualitat und erst ab einer
Konzentration von 100 pg/ml wird die Aktivitdt des isolierten EGFR um ~30 %
gehemmt. Im Vergleich der zwei Mischungen fiel auf, dass durch Anwesenheit der
weiteren Polyphenole die Wirkqualitat der PTK-Hemmung des Quercetinanteils in der
Gesamtmischung wieder abgeschwacht wurde.

Eine Erklarung, wie es zu diesem Effekt kam, ist nicht ersichtlich. Im Vergleich zum
nativen Extrakt HFA3 zeigten beide rekonstituierten Mischungen nur eine marginale
Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitat des EGFR.

Insbesondere die Gesamtmischung bestatigte die bisherigen Beobachtungen von
Kern et al. [2005], die mit zwei rekonstituierten Apfelsaftextrakten ebenfalls nur eine
marginale Hemmung des isolierten EGFR beobachten konnten. Wie bereits bei den
Versuchen mit den rekonstituierten Extrakten des Extraktes AEO4 beobachtet

werden konnte, ist die Wirkungslosigkeit auf das Nichtvorhandensein von
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Bestandteilen zurickzufihren, die fur die Wirkqualitat des Extraktes essentiell sind.
Da von den Apfeltresterextrakten keine Daten zu oligomeren Procyanidinen
vorlagen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass vorhandene, aber nicht
identifizierte Procyanidine fur die Wirkqualitat des nativen Extraktes mitverantwortlich
sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die untersuchten Rohextrakte, als auch
die aufgereinigten Extrakte aus der Apfelpektin-Produktion potente Inhibitoren der
PTK-Aktivitat des isolierten EGFR im ELISA sind und mit den bisher untersuchten

Apfelsaftextrakten in ihrer Wirkqualitat vergleichbar sind.

4.2.3.2 Untersuchung von Fermentationsuiberstanden des
Apfeltresterextraktes 4 aus einem verdauungsmimetischen Ansatz

Bei der  Untersuchung  von Fermentationstberstanden aus einem
verdauungsmimetischen Ansatz ging es um die Fragestellung, wie sich die
biologische Aktivitat der im Extrakt enthaltenen Apfelpolyphenole nach Durchlauf des
Gastrointestinaltraktes verandert. Da sich der Dickdarm, dem hauptsachlichen Target
einer moglichen chemopraventiven Wirkung der Polyphenole, am Ende des
Gastrointestinaltraktes  befindet, kdnnen durch Resorption, Zerfall, bzw.
mikrobakteriellen Abbau, groRe Teile der in Apfelextrakten enthaltenen Polyphenole
bis zum Erreichen des Dickdarmes verloren gehen [Kahle et al., 2007; Barth et al.,
2005; Gosse et al., 2005].

Der verdauungsmimetische Ansatz diente der Simulation des Gastrointestinaltraktes,
die den Mund, Magen, Dinndarm und Dickdarm umfasste (siehe Abb. 4.20). Dabei
wurde versucht die physikalischen und chemischen Bedingungen des jeweiligen
Abschnittes vom Verdauungstrakt moglichst realitatsnah zu simulieren.

Nach dem Ldsen des zu fermentierenden Materials in PBS erfolgte zunachst die
Simulation des Mundes. Hierzu wurde der Ansatz, nach Zugabe von a-Amylase fur 5
min im Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Fir die Magensimulation wurde der
Ansatz angesauert (pH 2) und nach Zugabe von Pepsin fur 2 h im
Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Die Resporptionsvorgange des Dunndarms
wurden mittels Dialyse simuliert. Nach Zugabe von intestinalem Extrakt, bestehend

aus einer Hydrogencarbonat-gepufferten Lésung von Ochsengalle und Pankreatin,
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Mund
a-Amylase
5 min, 37°C, pH 7

Salzsaure
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2 h, 37°C, pH 2
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Abb. 4.20: Schematische Darstellung des verdauungsmimetischen Ansatzes zur Simulation des
Gastrointestinaltraktes

wurde der Fermentationsansatz in Dialyseschlauche uberfuhrt und im Dialysepuffer
in semianaerober Atmosphare fur 6 h bei 37°C auf einem Schdttler inkubiert.

Die Simulation des Dickdarmes und seiner mikrobakteriellen Flora geschah durch
Inkubation mit humaner Facessuspension in anaerober Atmosphare fur 24 h im
Schuttelwasserbad bei 37°C. Im Anschluss hieran wurde der verdauungsmimetische
Ansatz mittels Zentrifugation und Sterilfiltration flr einen Einsatz in der Zellkultur
aufbereitet. Als Marker fur die biologische Aktivitat wurde die Hemmung der
Autophosphorylierung des zellularen EGFR gewahlt.

Um Abschatzen zu konnen, in wie weit die Veranderung und Degradation der
Extraktinhaltsstoffe die biologische Aktivitat senkt, wurde der Apfeltresterextrakt 4
einer Simulation des Gastrointestinaltraktes unterzogen und dann, sowohl
unfermentiert als nativer Extrakt, als auch in Form des so genannten
Fermentationstuberstandes am zellularen EGFR getestet. Extrakt 4 wurde aus dem
Rohextrakt der Pektinproduktion durch adsorptive Saulenaufreinigung und
Ethylacetat-Extraktion bei pH 7 erzeugt. Er ist, neben seinem hohen
Gesamtpolyphenolgehalt, insbesondere durch einen hohen Gehalt an Phloridzin

charakterisiert (siehe Tabelle 4.14). Der unfermentierte Extrakt hemmte die
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Abb. 4.21: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten A431-
Zellen durch (A) den Apfeltrester-Extrakt 4 und (B) des dazugehorigen Fermentationsiiberstand;
serumfreie Inkubation, Zusatz von 100 U/ml Katalase; K: Lésungsmittelkontrolle (1% DMSO); MK:
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Autophosphorylierung des zellularen EGFR in der Vulvakarzinomzelllinie A431
konzentrationsabhangig ab 100 pg/ml. Die Hemmwirkung erreichte in der hochsten
getesteten Konzentration von 500 pg/ml eine Hemmung der Rezeptoraktivitat um

etwa 50 %. Damit liegt die Hemmwirkung des Extraktes 4 in einem vergleichbaren

Bereich mit den Extrakten der Mostapfelsorte Bohnapfel.

Die humane Vulvakarzinomzelllinie A431 wurde fir 45 min serumfrei

Fermentationstberstand von Extrakt 4 und dem ,Blank® inkubiert. Dieser entsprach
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dem extraktfreien Fermentationsuberstand. Dieser war nétig, da Uber die humanen
Faces biologisch aktive Substanzen in den Fermentationstberstand eingebracht
werden konnen. Um dies bei den durchgefuhrten Versuchen voneinander abgrenzen
zu koénnen, war die Mitfuhrung des ,Blank® in selben Konzentrationen wie das
Fermentat notig. Die Inkubationskonzentrationen wurden so gewahlt, dass es den
Konzentrationen des unfermentierten Extraktes entsprach. Verglichen mit dem
unfermentierten Extrakt (Abb. 4.21) bewirkte die verdauungsmimetische Behandlung
des Extraktes einen substantiellen Verlust der biologischen Aktivitat am EGFR. Da
Fermentationslberstande bereits in wassriger Form anfallen, war DMSO als
Lésungsmittel nicht nétig. Sowohl die fermentierte Probe, als auch der ,Blank®
wurden auf eine mitgefihrte Mediumskontrolle (100 % Rezeptoraktivitat) bezogen.
Die mitgefuhrte Positivkontrolle (10 uM Tyrphostin AG1478) dagegen war in DMSO
geldst, weshalb diese auf eine eigens mitgefuhrte Losungsmittelkontrolle bezogen
wurde. In keiner der getesteten Konzentrationen war ein signifikanter Unterschied
zwischen fermentiertem Extrakt und ,Blank® zu beobachten. Dieses Ergebnis deckt
sich mit der Charakterisierung des Fermentationsuberstandes, da nur noch ein
marginaler Rest des ursprunglich vorhandenen Gesamtpolyphenolgehaltes wieder
gefunden wurde [Fromm, Universitat Hohenheim, personliche Mitteilung].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es bei dem gewahlten
verdauungsmimetischen Ansatz zu einem vollstandigen Verlust der biologischen
Aktivitat kam, verursacht durch eine nahezu vollstandige Degradation der im Extrakt

vorhandenen Polyphenole.
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4.2.4 Diskussion zur Modulation der Aktivitiat des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors durch Apfelpolyphenole

Polyphenole des Apfels sind bereits mehrfach in der Literatur als potente Inhibitoren
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors beschrieben worden [Fridrich et al.,
2007 a, b; Kern et al., 2005]. Bisher wurden aber nur Mischextrakte, die aus
verschieden Apfelsorten hergestellt wurden und wenige Einzelsubstanzen auf eine
potentielle Hemmwirkung des zellularen EGFR untersucht. Bei der Frage, in wie weit
die Apfelsorte und Art der Extraktherstellung einen Einfluss auf die Aktivitat des
EGFR haben, erfolgte zunachst ein Screening von 24 verschiedenen sortenreinen
Apfelsaftextrakten mittels ELISA an der isolierten Rezeptor-Praparation. Dabei
wirkten alle untersuchten Mostapfelextrakte mit einem 1Cso-Wert um 1-2 pg/ml als
sehr potente Hemmstoffe der PTK-Aktivitat des EGFR. Die ebenfalls untersuchten
Tafelapfel-Extrakte (Topaz) zeigten mit einem 1Csp-Wert zwischen 3 bis 7 ug/ml eine
marginal schwachere Wirkung am isolieten EGFR, im Vergleich zu den
Mostapfelextrakten (siehe Abb. 4.7), stellten aber fur sich betrachtet ebenfalls
potente Inhibitoren dar, da die Hemmwirkungen bisher untersuchter Mischextrakte
(AEO02, AEO4, AEQ5) im selben Wirkungsbereich lagen (ICso-Wert zwischen 0,3 — 10
Mg/ml) wie die untersuchten sortenreinen Apfelsaftextrakte [Kern et al.,, 2005;
Dissertation Melanie Kern; Dissertation Diana Fridrich]. Interessant sind die
Ergebnisse zur Herstellungsart. Wahrend bei den Mostapfelextrakten die Art des
Ausgangssaftes (klar/trib) keinen Einfluss zu haben schien und auch die Art der
verwendeten Saule (SP70/XAD16) nur einen marginalen Einfluss auf die biologische
Aktivitat der Extrakte hatte, bewirkte die Verwendung von trubem Saft bei den
Tafelapfelextrakten eine Steigerung der Hemmwirkung um 40-50 %, das
Saulenmaterial hatte dabei keinen Einfluss. Diese Beobachtung ware mit den
Analysedaten in Verbindung mit dem Testsystem erklarbar. Die Mostapfelextrakte
besallen alle einen Gesamtpolyphenolgehalt von etwa 350 bis 450 ug/ml, die
Tafelapfelextrakte dagegen eine deutlich niedrigeren von etwa 90 bis 130 pg/ml. Da
im zellfreien ELISA alle Inhaltsstoffe des komplexen Extraktes in der Lage sind mit
dem Rezeptor zu interagieren, bedarf es in diesem System letztendlich nur einer
gewissen Mindestmenge an Polyphenolen fur eine potente Hemmwirkung. Diese
Mindestmenge war mit den Mostapfelextrakten deutlich Uberschritten, daher konnte

zwischen den einzelnen Extrakten auch praktisch kein Unterschied in der
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Wirkqualitdt gemessen werden. Diese Mindestmenge befand sich aber
wahrscheinlich im Bereich der Polyphenolgehalte der Topazextrakte. Die Extrakte
aus tribem Saft besallen einen Gesamtpolyphenolgehalt von etwa 116 bis 130
Mg/ml, die aus dem klaren Saft dagegen nur etwa 90 bis 110 uyg/ml. Dies wirde
erklaren, wieso bei den Tafelapfelextrakten die Art des Ausgangssaftes einen
Einfluss auf die biologische Aktivitat hatte, aber dies bei den Mostapfeln nicht
beobachten werden konnte, obwohl auch hier die Extrakte aus trubem Saft einen
hdéheren Gesamtpolyphenolgehalt aufwiesen, aber dies keinen Einfluss mehr auf die
biologische Aktivitat der Extrakte hatte.

Diese Beobachtung einer ,Sattigung® der Hemmwirkung deckt sich mit den
Ergebnissen aus den Versuchen der Apfeltresterextrakte am isolierten EGFR (siehe
Tabelle 4.11). Die Rohextrakte HF1-3 lagen bereits mit 1Cso-Werten von etwa 0,7
pMg/ml in einem Konzentrationsbereich, der von einem Apfelextrakt noch nicht
unterschritten wurde. Die bisher starkste Hemmwirkung wurde bisher beim AE04
gemessen (ICso-Wert: 0,3 £ 0,04 pg/ml). Auch in dieser Versuchsreihe lie} sich die
Hemmwirkung der Apfeltresterextrakte durch weitere Aufreinigungsschritte und einer
Erhohung des Gesamtpolyphenolgehalts nicht weiter verstarken. Es konnte sogar
teilweise eine marginale Abschwachung der Hemmwirkung beobachtet werden.

Bei den ,hochpolyphenolhaltigen Extrakten, wie aus Mostapfeln oder den
Apfeltrestern, waren die Unterschiede und mogliche Veranderungen der Extrakte
zueinander eher quantitativen Charakters, d.h. die wirksamen Inhaltsstoffe waren in
allen Extrakten bereits vorhanden. Deren quantitative Zunahme bewirkte aber nicht
automatisch einen Anstieg der Hemmwirkung am isolierten EGFR, da die
Rezeptoraktivitat  bereits in  geringen  Konzentrationen  durch  dieses
Polyphenolspektrum gehemmt wurde. Bei Einzelverbindungen ist der ELISA aber
eine sinnvolle und aussagekraftige Screeningmethode, um abzuklaren, ob eine
Verbindung strukturell Gberhaupt in der Lage sein konnte, die Autophosphorylierung
des EGFR zu hemmen, bevor aufwendige Versuche auf zellularer Ebene mittels
Western Blot Analyse durchgefuhrt werden. Es muss daher kritisch angemerkt
werden, dass der zellfreie ELISA als Testsystem bei komplexen Extrakten mit hohem
Polyphenolgehalt und ahnlicher qualitativer Zusammensetzung, nur eingeschrankt

einsetzbar ist, um Unterschiede in der biologischen Aktivitat zu bestimmen.
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Nachdem Most- und Tafelapfelextrakte im ELISA gleichfalls eine potente Inhibierung
des EGFR zeigten, wurden die Bohnapfel- und Topazextrakte am zellularen
Rezeptor getestet. Bei Versuchen an intakten Zellen ist besonders die zellulare
Aufnahme als limitierender Faktor zu sehen, da bei einer Inkubationsdauer von 45
min Faktoren wie Metabolisierung oder Zerfall von eher untergeordneter Bedeutung
zu sehen sind. So konnten Schafer et al. [2006 a] bei Stabilitdtsuntersuchungen
unter Zellkulturbedingungen mit der Kolonkarzinomzelllinie HT29 (in DMEM) eine
konzentrationsabhangige Abnahme far die Hauptkomponenten von
Apfelsaftextrakten zeigen. Innerhalb der ersten Stunde wurde nur fir die Aglyka
Quercetin und Phloretin eine Konzentrationsabnahme von ~30 % gemessen, die
restlichen Verbindungen (Phloridzin, Quercetinrutinosid, Epicatechin, Kaffeesaure
und Chlorogensaure) zeigten sich innerhalb der ersten Stunde stabil.

Die Versuche zur Hemmung des zellularen EGFR zeigten einen deutlicheren
Unterschied zwischen Most- und Tafelapfel in der biologischen Aktivitat, als zuvor im
ELISA (siehe Abb. 4.8). Fur die Bohnapfelextrakte konnte insgesamt eine potente
Hemmwirkung auf den EGFR gezeigt werden. Im Vergleich der vier getesteten
Bohnapfelextrakte scheint das SP70 Saulenmaterial eine geringflugig starkere
Adsorptionswirkung flr Polyphenole zu besitzen, was sich neben einem hoheren
Polyphenolgehalt auch in einer potenteren Hemmung der Autophosphorylierung des
EGFR aulerte. Ein Unterschied in der Wirkqualitat zwischen tribem und klarem
Bohnapfelextrakt war nicht zu erkennen. Allgemein lasst sich sagen, dass alle vier
Bohnapfelextrakte ahnliche Hemmeffekte aufwiesen und ab einer Konzentration von
500 pg/ml der Phosphorylierungsstatus des EGFR in der Vulvakarzinomzelllinie
A431 um 50 % reduziert wurde. Im Gegensatz dazu vermittelten die vier Extrakte des
Topaz nur eine marginale Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR.

Im Vergleich zu den bisher untersuchten Apfelmischextrakten zeigten die
Bohnapfelextrakte eine schwacher ausgepragte Hemmwirkung. Der Extrakt AE04
hemmte in A431-Zellen die Autophosphorylierung bereits bei 100 uyg/ml um etwa 50
%. Eine ebensolche Wirkqualitat besal® auch der AE0O2 in HT29-Zellen mit einem
ICs0-Wert von 90 = 12 pg/ml [Fridrich, et al., 2007 a]. Dieses Ergebnis konnte
bedeuten, dass durch die Mischung mehrerer Apfelsorten ein Polyphenolprofil
erzeugt werden kann, dass eine potentere Wirkqualitat far die Hemmung der
Autophosphorylierung des EGFR aufweist. Allerdings ware es auch mdglich, dass

die unterschiedlichen Wirkqualititen von Mischextrakten und sortenreinen
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Bohnapfel-Extrakten durch Jahrgangsunterschiede verursacht wurden, da die
Schwankungsbreite im Polyphenolgehalt derselben Sorte bis zu 300 % betragen
kann [Prof. Dietrich, Forschungsanstalt Geisenheim, personliche Mitteilung].

Bei der Frage nach relevanten Inhaltstoffen, die fur die Hemmung der
Autophosphorylierung des EGFR verantwortlich sind, erwiesen sich die bisherigen
untersuchten Extrakte als zu komplex fur die Beantwortung dieser Frage. Daher
wurde der Apfelsaftextrakt AEO6 in 8 Fraktionen aufgetrennt. Die einzelnen
Fraktionen enthielten alle, neben Einzelverbindungen, oligomere Procyanidine (siehe
Tabelle 4.7). Der Procyanidingehalt nahm dabei mit steigender Fraktionennummer
kontinuierlich zu. Der mittlere Oligomerisierungsgrad war Uber alle Fraktionen
nahezu konstant [Wolfgang HUmmer, Dissertation]. Eine Interpretation und
Zuordnung der Hemmwirkung durch die einzelnen Bestandteile der Extraktfraktionen
war nur bei S.33 und S.38 mdglich, da hier Uber die enthaltenen Verbindungen
genugend Literaturdaten vorliegen. Im Folgenden wird neben dem Gehalt im Extrakt
auch die Molaritat (in Klammern) der Einzelverbindungen, wie sie in 100 ug/ml
Inkubationskonzentration der Extraktfraktion vorliegt, angegeben.

Die hochpotente Fraktion S.33 enthielt als monomere Verbindungen 25,0 mg/g (7,4
MM) 4-Cumaroylchinasaure, 371 mg/g (104 uM) Chlorogensaure, 35,8 mg/g (8,2 uM)
Phloridzin und 95,6 mg/g (16,4 uM) Phloretin-2’-O-xyloglucosid, sowie 357 mg/g
oligomere Procyanidine. Da 4-Cumaroylchinasaure, Chlorogensaure und Phloridzin
(ELISA ICso-Wert: 267 uM) in den enthaltenen Konzentrationen selbst am isolierten
Rezeptor wirkungslos sind, konnten sie bei Fraktion S.33 keinen Beitrag zu
Hemmwirkung leisten [Kern et al., 2005]. Dagegen zeigte Phloretin-2"-O-xyloglucosid
im ELISA eine hochpotente Hemmwirkung auf den isolierten EGFR (ICso-Wert: 0,4
MM). Diese Wirkqualitat war aber auf den isolierten Rezeptor beschrankt, da die
Verbindung am zellularen EGFR bis 100 pyM keine Wirkung zeigte und daher
wahrscheinlich nicht in der Lage war in ausreichender Konzentration in die Zelle zu
gelangen. Daher konnte die Wirkung dieser Fraktion nur noch von den enthaltenen
oligomeren Procyanidinen oder einer noch nicht identifizierten Substanz verursacht
worden sein. Da die Summe der identifizierten Komponenten bei Fraktion S.33 88,5
% betragt, ware es moglich, dass noch weitere, unbekannte Bestandteile der
Fraktion S.33 einen Beitrag zur Hemmwirkung leisten konnten [personliche Mitteilung

von Wolfgang Himmer, Universitat Wurzburg].
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Bei den Procyanidinen ist besonders der Oligomerisierungsgrad von gro3em Einfluss
auf die biologische Aktivitat. Wie Versuche am isolierten Rezeptor mit Fraktionen
unterschiedlichen Oligomerisierungsgrades an Procyanidinen ergaben, steigt die
Hemmwirkung mit steigendem Oligomerisierungsgrad. Diese Beobachtungen sind
aber nicht auf den zelluldaren Rezeptor Ubertragbar, wie Fridrich et al. [2007 b]
anhand von isolierten Procyanidinen zeigen konnten. Wahrend das Trimer eine
hochpotente Hemmwirkung am zellularen Rezeptor besitzt (ICso-Wert: 3515 pM), ist
das Tetramer wirkungslos an der Zelle. Diese Ergebnisse lieRen darauf schlie3en,
dass die Hemmwirkung oligomerer Procyanidine auf die EGFR-Aktivitat in intakten
Zellen durch das Molekulargewicht limitiert zu sein scheint. Somit war es nur einem
Teil der in Apfelextrakten enthaltenen Procyanidine maoglich, ihre Hemmwirkung auf
die Autophosphorylierung des EGFR in der Zelle zu entfalten. Da Uber die
Zusammensetzung der oligomeren Procyanidine, die in jeder Fraktion enthalten
waren, nur bekannt ist, dass der mittlere Oligomerisierungsgrad Uber alle Fraktionen
nahezu konstant ist, keine weiteren Informationen vorliegen, kann an dieser Stelle
uber ihren Beitrag zur Hemmwirkung von Fraktion S.33 nur spekuliert werden. Wie
Nachmessungen zeigten, war zudem die aktive Komponente von Fraktion S.33 sehr
instabil und bereits nach 4 Monaten zeigte die Fraktion keine Wirkung mehr. Es ist
wahrscheinlich, dass der Zerfall auch im Ausgangsmaterial stattgefunden haben
muss, da nach einer Wiederholung der Fraktionierung weder in Fraktion S.33N, noch
in einer anderen benachbarten Fraktion diese hochpotente Wirkung wieder zu finden
war.

Fraktion S.34 hemmte bei 100 pg/ml die Autophosphorylierung des EGFR um etwa
35 %. Die Fraktion enthielt neben den bereits erwahnten Verbindungen, die keine
EGFR-inhibierenden Eigenschaften aufweisen und auf die hier nicht naher
eingegangen wird, mit 153,7 mg/g (26,6 uM) eine grol’e Menge an Procyanidin B3,
16,4 mg/g (2,8 upM) Phloretin-2°-O-xyloglucosid sowie 665 mg/g oligomere
Procyanidine. Da Fridrich et. al. [2007 b] Procyanidin B3 bereits im zellfreien
Testsystem als potenten Hemmestoff identifizierten (ICso-Wert: ~10 uM), sowie das
Trimer im zellularen Testsystem potente Hemmeigenschaften aufweist, ware es
ebenfalls modglich, dass das Dimer auch eine Wirkung auf den zellularen EGFR

besitzt und daher einen Beitrag zur Wirkqualitat der Fraktion S.34 leisten konnte.
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Die Fraktion S.35, S.36 und S.37 enthielten neben dimeren Procyanidinen nur noch
oligomere Procyanidine in steigenden Konzentrationen, was darauf schlielRen Iasst,
dass ein zunehmender Einfluss auf die Hemmwirkung von den Procyanidinen
ausgeht. Insbesondere Fraktion S.35 und S.36 waren in ihrer Zusammensetzung
ahnlich, jedoch wies S.36 eine potentere Hemmwirkung gegentber S.35 auf. S.37
besitzt nach Fraktion S.33 die potenteste Wirkung aller untersuchten Fraktionen und
bestand nur aus dimeren (£ 96,4 mg/g) und 935 mg/g oligomeren Procyanidinen.
Fraktion S.38 dagegen bestand nur aus oligomeren Procyanidinen und wies eine
marginal schwachere Wirkqualitat auf, als Fraktion S.37. Dies koénnte darauf
schlielen lassen, dass die dimeren Procyanidine in Fraktion S.37 einen Beitrag zur
Hemmwirkung der Fraktion leisten.

Fraktion S.38 bestand nur aus oligomeren Procyanidinen. Die Hemmwirkung von
~55 % bei 100 ug/ml bestatigte die Auffassung, dass oligomere Procyanidine nicht
nur am isolierten Rezeptor sondern auch am zellularen Rezeptor eine potente
Hemmwirkung besitzen. In dieser Fraktion mussten sich aufgrund bisheriger
Beobachtungen von Fridrich et al. [2007 b] vorwiegend Procyanidine mit einem
Oligomerisierungsgrad kleiner 4 befinden, damit eine Aktivitdtsmodulation am
zellularen Rezeptor messbar ware. Der 1Cs-Wert von 35 uM far das
Procyanidintrimer entspricht einer Konzentration von 30 ug/ml [Fridrich et. al., 2007
b]. Somit musste die Fraktion S.38, fur die gemessene Hemmung von ~55 %,
theoretisch knapp ein Drittel Procyanidintrimer enthalten haben, wenn alle anderen
Bestandteile von S.38 wirkungslos waren. Folglich misste die Fraktion S.38 noch
weitere hoheroligomere und somit wirkungslose Procyanidine enthalten haben, da
nach Fridrich et al. [2007 b] das Tetramer am zellularen Rezeptor bereits wirkungslos
war.

Wegen des massiven Aktivitatsverlustes von Fraktion S.33 erfolgte eine komplette
Wiederholung der Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE06, um herauszufinden,
ob dieser Aktivitatsverlust in der Fraktion oder bereits im Ausgangsmaterial
stattgefunden hat. Die neue Fraktionierung (N) fuhrte dabei zu einer veranderten
Zusammensetzung (siehe Tabelle 4.8) und folglich auch zu einer veranderten
Wirkqualitat der einzelnen Fraktionen (siehe Abbildung. 4.13). In Verbindung mit den
Analysendaten bestatigte sich die Auffassung Uber die essentielle Rolle der

Procyanidine fur die Hemmwirkung. Die Wirkqualitat von Fraktion S.33 konnte
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allerdings nicht wieder gefunden werden, wodurch anzunehmen ist, dass die
aktivitatsbestimmende Komponente bereits im Ausgangsmaterial verloren ging.

Eine Hemmwirkung konnte nur ab Fraktion S.35N gemessen werden, wobei sich die
Wirkung mit der Eluationszeit verstarkte und Fraktion S.38N eine hochpotente
Hemmung des zellularen EGFR mit einem ICso-Wert von knapp Uber 10 pg/ml zeigte.
Die letzten drei Fraktionen (S.36N, S.37N und S.38N) bestanden diesmal nur aus
oligomeren Procyanidinen. Lediglich Fraktion S.35 enthielt, neben den oligomeren
Procyanidinen, an biologisch aktiven Komponenten noch die dimeren Procyanidine
B2 und B3. Bei der neuen Fraktionierung korrelierten Eluationszeit und Steigerung
der biologischen Aktivitat noch intensiver, als bei der ersten Fraktionierung. Die
hochpotente  Fraktion S.38N  miusste theoretisch fast vollstandig aus
Procyanidintrimer bestanden haben, da die Fraktion in einer Konzentration von 10
pg/ml eine Hemmung der Rezeptoraktivitat um 43 % bewirkte, das Procyanidintrimer
besitzt in einer Konzentration von 10 yM (= 8,7 ug/ml) laut Friedrich et al. [2007 b]
ebenfalls eine Hemmwirkung von 240 %. Somit misste die Fraktion S.38N aufgrund
ihrer Wirkqualitat theoretisch zu knapp 90 % aus Procyanidintrimer bestanden
haben.

Die bisherigen Erkenntnisse zur Funktion der Procyanidine als Aktivitdtspromotor in
den Apfelsaftextrakten konnten zusatzlich noch durch Versuche mit rekonstituierten
Extrakten bestatigt werden. Fur die Untersuchungen standen zwei rekonstituierte
Extrakte und deren native Vorlage, der Apfelsaftextrakt AEO4 zur Verfugung. Die
kinstlichen Extrakte enthielten beide dieselben Einzelverbindungen, aber nur einer
enthielt oligomere Procyanidine, der andere war im Gehalt an Procyanidinen mit
Glucose substituiert. Der procyanidinfreie Extrakt zeigte sowohl auf den isolierten, als
auch auf den zellularen EGFR keine Wirkung, wie dies bereits von anderen,
ebenfalls procyanidinfreien, rekonstituierten Extrakten in der Vergangenheit berichtet
wurde [Kern et al.,, 2005]. Der procyanidinhaltige rekonstituierte Extrakt dagegen
zeigte im ELISA eine potente Hemmung der PTK-Aktivitat des EGFR (siehe Abb.
4.9), die mit einem ICso-Wert von 1,4 ug/ml sehr nah an der Wirkqualitat des nativen
Extraktes (ICso-Wert: 0,4 pg/ml) lag. Die Hemmwirkung des procyanidinhaltigen,
rekonstituierten Extraktes war jedoch nicht auf den isolieten EGFR beschrankt,
sondern zeigte sogar eine Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung des
zellularen EGFR (siehe Abb. 4.10), die zwar etwa eine Zehnerpotenz schwacher war,
als die des nativen Extraktes AE04, aber mit der Wirkqualitat der Bohnapfel-XAD-
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Extrakte verglichen werden kann. Somit konnte zum ersten Mal mit einem
rekonstituierten Extrakt am zellularen EGFR eine potente Hemmung auf die
Autophosphorylierung des EGFR nachgewiesen werden. Zudem war die Wirkqualitat
des rekonstituierten Extraktes eindeutig den zugesetzten Procyanidinen
zuzuschreiben, da der analoge, aber procyanidinfreie Extrakt keine Wirkung zeigte.
Zusammenfassend kann aus den Fraktionierungen des Apfelsaftextraktes AEO6 das
Reslumee gezogen werden, dass die Procyanidine einen wesentlichen Beitrag zur
Hemmwirkung der Fraktionen leisten und die enthaltenen monomeren Bestandteile
hochstens modulierend auf die Wirkqualitat der untersuchten Fraktionen wirken, da
bisher nur Quercetin und Procyanidinen eine Hemmung der zelluldren
Rezeptoraktivitat nachgewiesen werden konnte [Diana Fridrich, Dissertation].

Dies konnte auch anhand der Phloretinderivate und deren Glykoside gezeigt werden,
die zwar grofRtenteils hochpotente Inhibitoren am isolierten Rezeptor darstellen,
jedoch im zellularen Testsystem keine oder bestenfalls marginale Wirkung
aufwiesen. Denkbar waren hochstens additive oder synergistische Effekte zwischen
den oligomeren Procyanidinen und monomeren Verbindungen. Jedoch finden sich
fur eine Procyanidin-vermittelte Steigerung der zellularen Aufnahme, die dann zu
einer hoheren intrazellularen Konzentration von hochpotenten Verbindungen, wie
dem Phloretin-2°-O-xyloglucosid flhren konnte, bisher noch keine Hinweise. Es
konnte allerdings von Faria et al. [2006] gezeigt werden, dass die apikale Aufnahme
von MPP* (1-Methyl-4-Phenylpyridinium) in der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
organische Kationen Transporter (OCT) durch oligomere Procyanidine gesteigert
wird. Analoge Beobachtungen konnten fur auch fir polyphenolhaltige Lebensmittel
wie Rotwein und Grinen Tee gemacht werden [Monteiro et al., 2005 a, b]. Es fanden
sich jedoch keine Hinweise in der Literatur, die Polyphenole als Substrate von OCTs
beschreiben.

Es stellte sich jedoch die Frage, was es den oligomeren Procyanidinen ermaoglicht,
diese potente Hemmwirkung auf den EGFR auszuuben, da es als nicht sehr
wahrscheinlich angesehen werden kann, dass das Trimer problemlos in groeren
Mengen in die Zelle aufgenommen wird. Appeldoorn et al. [2009] konnten in Ratten
eine Aufnahme von dimeren Procyanidinen im Dinndarm nachweisen. Versuche mit
Monolayern von Caco-2-Zellen (Kolonadenom-Zelllinie) zeigten bei der
Durchlassigkeit der Monolayer eine Abhangigkeit vom Oligomerisierungsgrad der

Procyanidine. Erst als durch eine Reduktion der Ca?*-lonenkonzentration, die fiir die
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Integritat der tight-junctions® verantwortlich ist, konnte auch fir hdheroligomere
Procyanidine eine verstarkte Aufnahme beobachtet werden [Déprez et al., 2001].
Allerdings deuten diese Ergebnisse nur auf eine Aufnahme ins Gewebe Uber den
parazellularen Weg und sind noch kein Beweis fur eine Aufnahme von Procyanidinen
durch die Plasmamembran in eine einzelne Zelle.

Das Problem einer fehlenden oder nur marginalen zellularen Aufnahme wurde auch
an den Phloretinderivaten sehr deutlich. Am isolierten Rezeptor, der von allen Seiten
frei zuganglich ist, konnten die Phloretinderivate die eigentlich intrazellular liegende
Kinasedomane inhibieren. Sobald der Rezeptor in den intakten Zellen in die
Zellmembran integriert ist und die Kinasedomane nicht mehr frei zuganglich ist,
waren die Phloretinderivate nicht mehr in der Lage, die Rezeptoraktivitat zu
inhibieren. Daher ware fur die Procyanidine ein Wirkmechanismus denkbar, bei dem
der Rezeptor von der extrazellularen Domane ausgehend, also der
Ligandenbindungsstelle, inhibiert wird. Untersuchungen von Liang et al. [1997]
belegten mit (-)-Epigallocatechin-3-gallat aus griinem Tee an A431-Zellen, dass die
Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR durch eine Blockierung der
Ligandenbindungsstelle moglich ist. Da (-)-Epigallocatechingallat und Procyanidine
aufgrund der zugrunde liegenden Catechinstruktur eine gewisse strukturelle
Verwandtschaft besitzen, erscheint eine Interaktion lUber die extrazellulare Doméane
durch oligomere Procyanidine als nicht ausgeschlossen.

Die bisherigen Versuche und Erkenntnisse zur Wirkung von Apfelextrakten erfolgten
immer mit dem kompletten Extrakt, wie er beim Eintritt in den Korper bei der
Essensaufnahme vorliegt. Der Wirkort flr eine mdgliche chemopraventive Wirkung
ist der Dickdarm, da Tumore des Dunndarmes gegenuber Kolorektaltumoren
statistisch nur eine untergeordnete Rolle spielen [Statistik Robert-Koch-Institut,
2003]. Jedoch kommen nicht alle mit der Nahrung aufgenommenen Polyphenole
auch in unveranderter Menge im Dickdarm an. Untersuchungen zur Bioverflgbarkeit
deuten auf eine geringe systemische Verfugbarkeit hin, so dass der Darm als der
Hauptwirkungsort angesehen werden muss. Die Ergebnisse von Studien zur
Bioverfugbarkeit sind sehr von den Rahmenbedingungen abhangig, also ob eine
Human- oder Tierstudie durchgeflhrt und wie die Applikationsform (Saft, Extrakt,
Reinsubstanz) gewahlt wurde. Dementsprechend fallen auch die Ergebnisse dieser
Studien unterschiedlich aus [Manach et al., 2005]. Allerdings zeichnet sich insgesamt

ab, dass monomere Polyphenole einer starkeren Degradation unterliegen, als
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oligomere Procyanidine, wobei hier die intestinale Mikroflora eine entscheidende
Rolle zu spielen scheint. Hierbei findet zunachst ein mikrobieller Abbau der
Oligomere statt, bevor die monomeren Bausteine weiter zu Phenolcarbonsauren
abgebaut werden [Gonthier et al., 2003; Rios et al., 2003; Déprez et al., 2000]. Diese
Beobachtungen konnten von Kahle et al. [2005 b] bei Studien mit lleostoma-
Patienten bestatigt werden. Dabei war eine fast vollstandige Degradation der
monomeren polyphenolischen Bestandteile zu verzeichnen, wobei oligomere
Procyanidine in die monomeren Bausteine zerlegt wurden, so dass eine auffallend
hohe Konzentration an (-)-Epicatechin in der lleostoma-Flussigkeit zu finden war. In
einer spateren Studie charakterisierte Kahle et al. [2007] einen hohen Anteil (47 %)
der zuvor durch einen Liter triben Apfelsaft verabreichten Polyphenole in der
lleostoma-Flussigkeit wieder. Bei den oligomeren Procyanidinen waren es sogar
uber 90 % die wieder gefunden wurden, wobei es auch hier in Abhangigkeit von der
Zeit zu einer Verringerung des Oligomerisierungsgrades kam. Es kann damit nicht
pauschal gesagt werden, wie viel der aufgenommenen polyphenolischen
Verbindungen den Dickdarm erreichten, jedoch belegen in vivo Studien, dass
zumindest Procyanidine in scheinbar ausreichender Menge den Dickdarm erreichen,
um eine protektive Wirkung gegenuber tumorinitierenden und/oder -promovierenden
Vorgangen zu haben [Barth et al., 2007; Barth et al., 2005; Gossé et al., 2005].

Um herauszufinden, wie sich die biologische Aktivitat der Apfelextrakte durch
Resorption, Zerfall und mikrobakteriellen Abbau verandert, wurde der
Apfeltresterextrakt 4 einer Simulation des Gastrointestinaltraktes unterzogen. Dabei
durchlief der Extrakt von Mund, Magen, Dinndarm und Dickdarm alle Stationen einer
Gastrointestinalpassage (siehe Abb. 4.20). Dieser verdauungsmimetische Ansatz
fuhrte jedoch zu einem fast vollstandigen Verlust der ursprunglich enthaltenen
Polyphenole, was folglich auch zu einem vollstandigen Verlust der Hemmwirkung auf
die Autophosphorylierung des zellularen EGFR fluhrte (siehe Abb. 4.21). Wie bereits
gezeigt werden konnte, bewirken die monoaromatischen Abbauprodukte der
Polyphenole, meist einfache Phenolcarbonsauren, keine Hemmung der EGFR-
Autophosphorylierung [Kern et al., 2007 b].

Veeriah et al. [2007] fermentierten unter vergleichbaren Bedingungen verschiedene
Apfelsaftextrakte und mussten ebenfalls eine durchschnittliche Degradation von 99,9
% der ursprunglich enthaltenen Polyphenole beobachten, gleichzeitig stieg jedoch

der Gehalt an kurzkettigen Fettsauren und es wurden Metabolite von oligomeren
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Procyanidinen gefunden. Bei der Untersuchung der wachstumshemmenden
Eigenschaften nach 48 h war ein potenter Wirkungsabfall (~Faktor 10) durch die
Fermentation zu beobachten. Jedoch zeigte der Fermentationsuberstand durchaus
noch wachstumshemmende Eigenschaften, die jedoch mehr den Metaboliten der
oligomeren Procyanidine, als den kurzkettigen Fettsauren zugeschrieben wurde.
Somit schienen die Fermentationstiberstande von Veeriah et al. [2007] Uber
Apoptoseinduktion oder Zellzyklusarrest eine Wachstumshemmung zu verursachen.
Bei der Ubertragung der Ergebnisse von den Versuchen mit den
Fermentationsiberstande auf die reale Situation im Korper ist jedoch ein kritischer
Blick angesagt, da vor dem Einsatz in den Testsystemen der Zellkultur eine
umfangreiche Aufreinigung und Sterilfiltration des Fermentationsuberstandes
stattfand, um die enthaltenen Bakterien der zugesetzten Faces wieder abzutrennen.
Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass hierbei ebenfalls relevante
Bestandteile mit entfernt wurden. Zudem reprasentiert der Fermentationstberstand
die Situation, wie sie am Darmausgang, also nach 24 h Dickdarmpassage vorliegt.
Interessant ist jedoch mehr die Frage, was im Dickdarm wahrend der Verweilzeit des
Speisebreis fur Konzentrationen an Polyphenolen vorliegen, da hier das Zielorgan fur
chemopraventive und tumorproliferationshemmende Eigenschaften liegt.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Apfelsaft- und Apfeltresterextrakte
potente Inhibitoren des zellularen EGFR reprasentieren. Als relevante Inhaltstoffe fur
die Wirkqualitat von Apfelextrakten konnten dabei durch verschiedene Versuche mit
Extrakten, rekonstituierten Extrakten, Fraktionen und Einzelverbindungen die Gruppe
der Procyanidine identifiziert werden. Die oligomeren Procyanidine zeichnen sich, im
Vergleich zu monomeren Verbindungen zudem durch eine hohere Stabilitat im
Gastrointestinaltrakt aus, so dass noch relevante Konzentrationen im Dickdarm
vorliegen kénnen, um eine mogliche chemopraventive Wirkung zu entfalten [Kahle et
al., 2007; Gossé et al., 2005]. Allerdings finden sich Procyanidine praktisch nur in
naturtriben Apfelsaften, wohingegen in geklarten Apfelsaften es zu einem hohen
Verlust an Procyanidinen kommt [>50 %, personliche Mitteilung Dietrich,
Forschungsanstalt Geisenheim]. Der Restgehalt an Procyanidinen ist im klaren
Apfelsaft, nach bisherigem Kenntnisstand, zu niedrig als dass davon eine

chemopraventive Wirkung ausgehen konnte.
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4.3 Zellulare Wirkung von Apfeltresterextrakten

Im Rahmen der Pektinherstellung aus Apfeltrestern fallt ein polyphenolreicher
Rohextrakt an, der auf drei verschiedene Arten getrocknet wurde (Sprihtrocknung,
Extrakt HF1; Bandtrocknung, Extrakt HF2; Gefriertrocknung, Extrakt HF3). Es zeigte
sich jedoch, dass die drei Extrakte sich in ihrer Hemmwirkung auf die PTK des EGFR
und das Zellwachstum nicht unterscheiden und das Trocknungsverfahren keinen
Einfluss auf die biologische Aktivitat des Extraktes nimmt. Fur weitere
Aufarbeitungsschritte des Rohextraktes wurde die Gefriertrocknung ausgewahilt.
Hierzu wurde der Iyophilisierte Apfeltrester-Rohxtrakt HF3 vom Institut fur
Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie der Universitadt Hohenheim weiter
aufgereinigt und konzentriert (siehe Tabelle 4.13). Es wurde zum einen die
Losungsmittelextraktion durch die Verwendung von Solventien unterschiedlicher
Polaritat, wie Ethylacetat und n-Butanol verwendet, zum anderen die adsorptive
Aufreinigung mittels Styrol-Divinylbenzol-Copolymers Amberlite® XAD-16 HP und
anschlielRender Extraktion mittels Ethylacetat bei verschiedenen pH-Werten. Nach
eingehender Charakterisierung der so erhaltenen Extrakte wurden diese in
lyophilisierter Form an das Institut fir Angewandte Biowissenschaften, Abteilung fur
Lebensmitteltoxikologie, der Universitat Karlsruhe zur Bewertung der in vitro-Aktivitat
weitergeleitet. Tabelle 4.13 zeigt eine Zusammenstellung der verschiedenen
Aufreinigungsschritte der untersuchten Extrakte und Tabelle 4.14 die analytische
Zusammensetzung des jeweiligen Extraktes.

Tabelle 4.13: Zusammenstellung der Codierungsnummer, des Herstellungsjahres und der

verschiedenen Aufreinigungsschritte von den verwendeten Extrakten, EtAC: Ethylacetat [Matthias
Fromm, Universitat Hohenheim]

Nr. Hjearﬁ:/eélztr;%s- Lésung 1.Aufreinigung 2.Aufreinigung 3.Aufreinigung
HF1 2006/A - - - -
HFA3 2006/A wassrig pH 1,5 pH 1,5 EtAC
1 2008/B wassrig pH 1,5 pH 1,5 EtAC -
2 2008/B 30% Aceton Séaule XAD16 EtAc pH 1,5 -
3 2008/B 30% Aceton Séaule XAD16 EtAc pH 1,5 -
4 2008/B wassrig pH 1,5 Saule XAD16 EtAcpH 7 EtAc pH 1,5
5 2008/B wassrig pH 1,5 Séule XAD16 EtAc pH 7 EtAc pH 1,5
6 2008/B wassrig pH 1,5 Saule XAD16 EtAc pH 1,5 -
7 2008/B wassrig pH 1,5 n-Butanol - -
1a 2009/C wassrig pH 1,5 pH 1,5 EtAC
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4.3.1 Bildung von Wasserstoffperoxid unter Zellkulturbedingungen

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Polyphenole mit noch unbekannten
Bestandteilen des Zellkulturmediums H>O, generieren. Dieses, im Zellkulturmedium
erzeugte H,O, kann dabei zu artifiziellen Ergebnissen fihren, bzw. einen schnelleren
Zerfall von weiteren aktiven Bestandteile der polyphenolhaltigen Extrakte bewirken
[Fridrich et al., 2007 a; Kern et al., 2007]. So konnten Fridrich et al. [2007 a] an HT29
Zellen zeigen, dass es in hohen Konzentrationen von Apfelsaftextrakten (2250 pg/ml)
zu einem Wiederanstieg des Phosphorylierungsstatus des EGFR kam, der durch
H,O, bedingte Inhibierung der intrazellularen Phosphatasen zu erklaren ware
[DeYulia und Carcamo, 2005]. Bei gleichzeitiger Inkubation mit 100 U/ml Katalase
war dieser Wiederanstieg nicht mehr zu beobachten. Katalase verhindert eine
Akkumulation von H>O, im Zellkulturmedium, durch enzymatisch katalysierte
Disproportionierung von H,O; in Sauerstoff (O,) und Wasser (H,O) [Bausenwein et
al., 2009; Lapidot et al., 2002]. Es erfolgt aber keine Modulation des intrazellularen
Redoxstatus durch den Zusatz von Katalase, da diese nicht aufgenommen und
folglich nur extrazellular gebildetes H,O, unterdrickt wird. Daher erfolgten alle
Zellinkubationen mit Polyphenolen im Rahmen dieser Arbeit in Gegenwart von 100
U/ml Katalase. Bisher wurde nur nach Inkubation mit Apfelsaftextrakten die H;O.-
Konzentrationen im Medium gemessen [Fridrich et al., 2007 a; Dissertation Diana
Fridrich]. Deshalb erfolgte die Messung fur die Apfeltresterextrakte exemplarisch mit
dem Extrakt 4. Dabei wurden die Inkubationsbedingungen so gewahlt, dass sie der
Zellbehandlung der Western Blot Analyse (45 min, serumfreie Inkubation; 3h
serumhaltige Inkubation) bzw. des Comet Assays, des DCF-Assays und der
Gesamtglutathionbestimmung (24 h, serumhaltige Inkubation) entsprachen.

Die Bestimmung der H,O,-Konzentration unter Zellkulturbedingungen erfolgte mittels
,LAmplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit‘. In Gegenwart von Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) reagiert das Amplex Red Reagenz (10-Acetyl-3,7-
Dihydroxyphenoxazin) mit H,O, zu dem rot fluoreszierenden Oxidationsprodukt
Resorufin, dessen Fluoreszenzemission von 585 nm gemessen werden kann.

Ein Anstieg der H,O,-Konzentration gegentber der Kontrolle war nur bei der 45 min
Inkubation zu beobachten (siehe Abb. 4.22). Die mitgefuhrte Losungsmittelkontrolle
(1 % DMSO) lag mit knapp 0,4 pM ebenso im Bereich der publizierten
Ldsungsmittelkontrolle, wie die leichte Abnahme der H;0O>-Konzentration im

Konzentrationsbereich von 0,1 bis 10 pg/ml [Fridrich et al., 2007 a]. Der Anstieg der
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Abb. 4.22: H202-Akkumulation durch Extrakt 4 im Zellkulturmedium (DMEM, 4500 mg/l Glukose)
nach 45 min serumfreier Substanzinkubation mit und ohne Katalase (100 U/ml) durch Extrakt 4;
+~Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit® (Invitrogen). MW + SD von n=2 in einer
Doppelbestimmung.

H,O2-Konzentration ab 100 pg/ml verlief aber weniger potent, als beim
Apfelsaftextrakt. In einer Konzentration von 250 ug/ml entwickelte der Tresterextrakt
mit etwa 0,5 uM H2O, nur knapp 50 % des Apfelsaftextraktes (1,1 uM). Durch den
Zusatz von 100 U/ml Katalase wurde das H,O, vollstandig disproportioniert und es
konnte kein H;O, mehr im Zellkulturmedium detektiert werden. Nach langeren
serumhaltigen Inkubationszeiten (3h, 24h) wurde kein H,O, Uber dem Niveau der
Lésungsmittelkontrolle akkumuliert (Daten nicht gezeigt).

Der Apfeltresterextrakt 4 zeigte im Vergleich zu den untersuchten Apfelsaftextrakten
(AEO2, AEOQ5) eine substanziell niedrigere Neigung zur Generierung von HyO, mit
Bestandteilen des Zellkulturmediums. Auch im Vergleich zu einem ,Extrakt eines
Maischeerzeugnisses®, der aus einer enzymatischen Tresterverflissigung stammte,
zeigte der Extrakt 4 eine schwachere H,O, Generierung [Fridrich et al., 2007 a].
Durch die Erzeugung der Tresterextrakte scheinen fir die H;Oz-Akkumulation
relevante Inhaltsstoffe zerstort oder entfernt zu werden, die bei der Herstellung der
Apfelsaftextrakte erhalten bleiben.

Trotz der geringen H,O,-Akkumulation wurde auf einen Einsatz von Katalase nicht
verzichtet, da laut Literatur bereits geringe H,O,-Konzentrationen zellulare Effekte

verursachen konnen [Fridrich et al., 2007 a; Remacle et al., 1995].
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4.3.2 Modulation des endogenen Redoxstatus

Beim Dichlorofluorescein-Assay (DCF-Assay) handelt es sich um einen
photometrisch kinetischen Assay, der aufgrund eines relativen Fluoreszenzanstieges
durch Oxidation des Fluoreszenzfarbstoffs Dichlorofluorescin-Diacetat, die
Bestimmung des Gehalts an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle
ermoglicht. Das Testsystem ist eine Screening-Methode, die eine Aussage uber das
Ausmald oxidativer Zellschadigung und deren Modulation durch Antioxidantien
zulasst. HT29-Zellen wurden als Monolayer in 96-well Platten ausgestreut und in
Gegenwart von Katalase (100 U/ml) mit den entsprechenden Apfeltresterextrakten
fur 3 h inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat wurde zu Beginn der Inkubation und nach
3 h bei einer Wellenlange von A = 530 nm gemessen, aus der Differenz lief3 sich der
relative Anstieg der Fluoreszenz bestimmen. Als Positivkontrolle wurde Menadion
mitgeflhrt, das Uber Redox-Cycling intrazellular ROS generiert.

Die Untersuchung auf eine direkte Modulation des endogenen Redoxstatus in HT29
Zellen lieferte im DCF-Assay keinen Hinweis auf eine prooxidative Wirkung, die das
Niveau der Losungsmittelkontrolle (100 %) Ubersteigt (siehe Abb. 4.23).

Beide Extrakte unterschieden sich nur marginal in ihrer Wirkqualitat und senkten den

endogenen ROS-Status ab 10 pg/ml um etwa 40 %. Die maximale Wirkqualitat lag
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Abb. 4.23: Modulation des endogenen Redoxstatus von HT29 im Dichlorofluorescein-Assay nach 3
h Inkubation in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte +/-
SD aus 3 unabhangigen Versuchen; M: 20 yM Menadion.
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zwischen 50 und 100 pg/ml. In diesem Konzentrationsbereich war eine
Verminderung des endogenen ROS Status um 60 % zu beobachten. Da die Extrakte
selbst ab einer gewissen Konzentration fur die Zellen einen Stressfaktor darstellen,
folgte der gemessene Effekt einem U-formigen Kurvenverlauf, so dass der endogene
ROS-Status ab 50 pg/ml wieder zunahm, aber bei der hoéchsten getesteten
Konzentration von 250 ug/ml immer noch etwa 30 % unter dem Status unbehandelter
Zellen blieb. Da sich bei den untersuchten Extrakten kein Hinweis auf eine
prooxidative Wirkung fand, wurden im Folgenden mit einem modifizierten

Inkubationsprotokoll die antioxidativen Eigenschaften der Extrakte untersucht.

4.3.3 Modulation des zellularen Menadion-induzierten ROS-Status

Hierbei erfolgte zunachst eine 24 h Vorinkubation mit den Extrakten in Gegenwart
von 100 U/ml Katalase. Im Anschluss wurde eine halbstiindige Inkubation mit dem
Farbstoff Dichlorofluorescin-Diacetat durchgefihrt, der dann die einstindige
Inkubation mit Menadion (20 pM) folgte. Menadion generiert als Chinon uber
Redoxcyling intrazelludare ROS. Die Fluoreszenz wurde zu Beginn der
Menadioninkubation und nach einer Stunde gemessen. Aus der Differenz beider
Messungen lie} sich der Fluoreszenzanstieg, verursacht durch die Oxidation des
Dichlorofluorescin-Diacetat in Dichlorofluorescein, bestimmen. Die Auswertung
erfolgte als relative Fluoreszenzintensitat in Prozent, bezogen auf die mit Menadion
behandelten Zellen. Zunachst galt es die Frage zu klaren, wie sich die Polaritat des
Extraktionsmittels zur Extraktherstellung die antioxidative Wirkqualitat des Extraktes
beeinflussen kann. Dazu wurden von der Universitat Hohenheim zwei analoge
Extrakte mit unterschiedlichen Losungsmitteln generiert. Die Extraktion erfolgte
jeweils aus einer angesauerten Wasserphase mit Ethylacetat (Extrakt 1), bzw. mit n-
Butanol (Extrakt 7). Wie in Abb. 4.24 ersichtlich ist, besitzt der Extrakt 7 eine deutlich
geringere antioxidative Kapazitat, im Vergleich zum Extrakt 1. Dieser bewirkte bereits
ab 0,1 ng/ml eine Abnahme der ROS vermittelten Fluoreszenz, wohingegen der
Butanol-Extrakt erst in Konzentrationen von 2100 mg/ml eine antioxidative Wirkung

zeigte.
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Abb. 4.24: Untersuchung von Extrakt 1 und 7 auf eine antioxidative Wirkung im DCF-Assay. 24 h
Inkubation an HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstlindige Nachinkubation mit 20
MM Menadion. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte £+ SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen. K: 1 % DMSO; FI: Fluoreszenzintensitat.

Nach analogem Inkubationsprotokoll erfolgte auch die Untersuchung zum
antioxidativem Potential der weiteren Extrakte. Diese wurden immer durch eine
adsorptive Aufreinigung (XAD16-Saule) und einer nachfolgenden Ethylacetat-
Extraktion hergestellt. Variiert wurden das Ausgangslosungsmittel vor der
adsorptiven Aufreinigung und der pH-Wert der anschlielenden Ethylacetat-
Extraktion.

Bei den Extrakten 2, 3 und 6 wurde das Ausgangslosungsmittel variiert. Der
Ausgangsextrakt aus der Pektinproduktion wurde entweder in 30% Aceton/Wasser
(Extrakt 2, 3) oder in angesauertem Wasser gelost (Extrakt 6), bevor diese mit Hilfe
des Adsorberharzes XAD-16 aufgereinigt wurden. Die abschlieRende Ethylacetat-
Extraktion fand im Sauren statt. Wie in Abb. 4.25 zu erkennen ist, unterschieden sich
die drei Extrakte in ihrer antioxidativen Kapazitat nur marginal und besalien auch
keine potenteren antioxidativen Eigenschaften, als der Ethylacetat-Extrakt (Extrakt 1,
siehe Abb. 4.24).

Somit konnten im DCF-Assay keine besseren antioxidativen Eigenschaften durch die
Verwendung von 30%igem Aceton, bzw. der adsorptiven Aufreinigung erzielt

werden.
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Abb. 4.25: Untersuchung von Extrakt 2, 3, 4, 5, und 6 auf eine antioxidative Wirkung im DCF-Assay.
24 h Inkubation an HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation
mit 20 yuM Menadion. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte + SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen. K: 1 % DMSO; FI: Fluoreszenzintensitat.

Der Extrakt 4 zeigte besonders im Bereich ab 50 pg/ml die potenteste antioxidative
Kapazitat der getesteten Extrakte. Bei diesem Extrakt wurde der Ausgangsextrakt
der Pektinproduktion wassrig geldst und nach der adsorptiven Aufreinigung mittels
einer neutralen Ethylacetat-Extraktion und anschlieender saurer Ethylacetat-
Extraktion in eine neutrale Komponente (Extrakt 4) und eine saure Komponente
(Extrakt 5) getrennt.

Im Gegensatz zur neutralen Komponente (Extrakt 4) zeigte Extrakt 5 von allen
getesteten Extrakten auf Ethylacetatbasis die geringste antioxidative Kapazitat. Die
Analysenergebnisse der Universitat Hohenheim zeigten, dass durch die saure
Nachextraktion des Extraktes 4 der Gehalt an Polyphenolen stark abnahm, was
wahrscheinlich zum Verlust der antioxidativen Kapazitat des Extraktes 5 beitrug
(siehe Tabelle 4.14).
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4.3.4 Untersuchungen zur DNA-protektiven Wirkung von Apfeltresterextrakten

Die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) ermoglicht den Nachweis der DNA-
strangbrechenden Wirkung von Testsubstanzen. Durch eine zusatzliche Behandlung
der Probe mit dem Enzym Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (Fpg) werden
zusatzlich Fpg-sensitive Stellen als Hinweis auf mogliche oxidative DNA-Schaden
detektiert. Es kann aber auch durch ein entsprechend gewahltes Inkubationsprotokoll
mit einer seriellen Inkubation, analog dem DCF-Assay, eine DNA-protektive Wirkung
von Testsubstanzen ermittelt werden. Hierbei wurde der Einfluss der Extrakte auf die
DNA-schadigende Wirkung des Redoxcyclers Menadion in  HT29-Zellen
(Kolonkarzinomzelllinie) untersucht. Nach einer 24 h Vorinkubation mit den Extrakten
in Gegenwart von 100 U/ml Katalase erfolgte eine einstindige Nachinkubation mit 20
MM  Menadion. Menadion diente ebenfalls als Positivkontrolle, auf die die
Messergebnisse bezogen wurden. Jede getestete Konzentration wurde sowohl mit

und ohne Fpg durchgefuhrt.
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Abb. 4.26: DNA-protektive Wirkung von Extrakt HF1 im Comet Assay. 24 h Inkubation von HT29-
Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation mit 20 yM Menadion. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen Versuchen; K: 1 % DMSO.
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Erste Versuche mit dem Rohextrakt HF1 zeigten dabei eine geringe Schutzwirkung
in Konzentrationen <50 pg/ml. In Konzentrationen >50 ug/ml war keine ausgepragte
Schutzwirkung mehr erkennbar und es konnte sogar eine marginale Zunahme DNA-
schadigender Effekte gemessen werden (siehe Abb. 4.26). Hingegen wurde durch
die Ethylacetataufreinigung ein Extrakt generiert mit substanziell verbesserter
Schutzwirkung gegenuber Menadion bedingten DNA-Schaden. Der Ethylacetat-
Extrakt HFA3 von 2006 zeigte eine protektive Wirkung gegenuber Menadion-
induzierten DNA-Schaden ab einer Extraktkonzentration von 0,1 pug/ml (siehe Abb.
4.27). Die maximale Wirkqualitat des Extraktes lag, sowohl gegenlber der DNA-
strangbrechenden Wirkung von Menadion, als auch gegenuber Menadion-
induzierten Fpg-sensitiven Stellen, zwischen 0,1 und 10 pg/ml. In hdéheren
Konzentrationen schwachte sich der protektive Effekt wieder ab, blieb aber auch in
der hochsten getesteten Konzentration von 100 pyg/ml immer noch unter der DNA-
schadigenden Wirkung von Menadion. Dieser protektive Effekt konnte mit einem im
Jahr 2008, aus einem neuen Batch (B), erzeugten Ethylacetat-Extrakt (Extrakt 1)
nicht verifiziert werden. Wie in Abb. 4.28 dargestellt ist, vermindert der Extrakt 1 nicht
mehr die Menadion vermittelten DNA-Schaden. Dies betrifft sowohl die DNA-
strangbrechende Wirkung von Menadion, als auch die Menadion-induzierten Fpg-

sensitiven Stellen.
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Abb. 4.27: DNA-protektive Wirkung von Extrakt HFA3 im Comet Assay (2006). 24 h Inkubation
von HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation mit 20 yM
Menadion. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen; K: 1 % DMSO.
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Abb. 4.28: Untersuchung von Extrakt 1 auf eine DNA-protektive Wirkung im Comet Assay. 24 h
Inkubation an HT29 Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation mit
20 pM Menadion. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen; K: 1% DMSO.

Da die DNA-schadigende Wirkung des Extraktes mit anschlieRender
Menadionbehandlung teilweise potenter war als die von Menadion alleine, konnte es
moglich gewesen sein, dass der Extrakt selbst Inhaltsstoffe enthielt, die DNA-
Strangbriche generieren.

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Vorversuche von 2006 erfolgte eine
Wiederholung (2008) der Testreihe mit dem alten Extrakt HFA3 von 2006. Da es
lagerungsbedingt zu einem Verlust an Polyphenolen kam, wurde die Konzentration
50 ug/ml weggelassen und der Konzentrationsbereich auf 250 pg/ml erweitert. Wie in
Abb. 4.29 deutlich wird, besall der alte Extrakt HFA3 noch seine protektiven
Eigenschaften gegenuber den Menadion-vermittelten DNA-Schaden. Der
gemessene Effekt war gegentber den Versuchen von vor 2 Jahren jedoch etwas
abgeschwacht. So lag die maximale Wirkqualitat bei der Protektion vor
Strangbrichen, mit einem Bereich von 1 und 100 ug/ml, eine Zehnerpotenz héher,
als noch vor 2 Jahren. Die protektiven Eigenschaften gegenuber Menadion-
induzierten Fpg-sensitiven Stellen zeigten einen unerwarteten Verlauf. In den zwei
niedrigsten Konzentrationen von 0,01 und 0,1 ug/ml war eine potente Protektion zu
sehen, die bei 1 pg/ml annahernd verloren ging. Zwischen 1 und 250 pg/ml konnte
dann in einen U-kurvenférmiger Verlauf, nochmals ein im Vergleich schwacherer

protektiver Wirkbereich bei 10 und 100 pg/ml beobachtet werden.

113



Ergebnisse und Diskussion

I ohne Fpg
[ mit Fpg

=y - N
© o N B
o o o o
1 " " 1 " 1

H [«2]
o o
1 " 1 "

N
o
1 "

rel. Schweifintensitat [% von Menadion 20 uM]

o
1 "
L

K 001 0,1 1 10 100 250
Konzentration [ug/ml]

Abb. 4.29: Nachuntersuchung (2008/09) von HFA3 (2006) auf eine DNA-protektive Wirkung im
Comet Assay. 24 h Inkubation an HT29 Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige
Nachinkubation mit 20 yM Menadion. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind.
drei unabhangigen Versuchen.

Diese Verschiebung der Aktivitat konnte mit einem Abbau von Polyphenolen, durch
die 2 Jahre Lagerung bei Raumtemperatur, begriindet werden. Mdglich ware zudem
die Bildung neuer Verbindungen, bzw. eine Verschiebung des Polyphenolspektrums,
wie ein hoherer Gehalt an Aglyka, die die unerwartete Zunahme der Protektion vor
Fpg-sensitiven Stellen unterhalb 1 ug/ml begrinden konnten.

Mit einem, 2009 aus einer frischen Probenpackung (Batch C), neu generierten
Ethylacetat-Extrakt 1a konnte dagegen wieder eine protektive Wirkung, wie sie vom
Extrakt HFA3 aus dem Jahr 2006 bekannt war, nachgewiesen werden (siehe Abb.
4.30). Dieser Extrakt 1a zeigte wieder eine protektive Wirkung gegenuber Menadion-
induzierten DNA-Schaden ab einer Extraktkonzentration von 0,1 pg/ml. Die maximale
Wirkqualitat gegentber der DNA-strangbrechenden Wirkung von Menadion lag bei
0,1 pg/ml. Hiervon ausgehend schwachte sich der protektive Effekt wieder mit
zunehmender Konzentration ab, blieb aber bei der hochsten getesteten
Konzentration von 100 pg/ml immer noch unter der DNA-schadigenden Wirkung von
Menadion.

Die protektiven Eigenschaften gegenuber Fpg-sensitiven Stellen zeigten zwischen
0,1 und 100 pg/ml einen U-kurvenformigen Verlauf mit einer maximalen Wirkqualitat
zwischen 0,1 und 10 pg/ml. In der hochsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml
nahm die protektive Wirkung des untersuchten Extraktes wieder ab, blieb aber auch
noch unter der DNA-schadigenden Wirkung von Menadion. Extrakt 1a zeigte damit
eine annahernd vergleichbare DNA-protektive Wirkung, sowohl gegenuber der DNA-
strangbrechenden Wirkung von Menadion, als auch gegenuber Menadion-induzierter

Fpg-sensitiver Stellen, wie der Extrakt HFA3 im Jahr 2006.
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Abb. 4.30: Untersuchung von Extrakt 1a auf eine DNA-protektive Wirkung im Comet Assay. 24 h
Inkubation an HT29 Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstindige Nachinkubation mit 20
MM Menadion. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen; K: 1 % DMSO.

Des Weiteren wurden die zusatzlich adsorptiv aufgereinigten Extrakte 2 und 4 im
Comet Assay getestet. Extrakt 2 zeigte insgesamt einen inhomogenen
Wirkungsverlauf im getesteten Konzentrationsbereich (siehe Abb. 4.31). Dabei war
weder eine ausgepragte DNA-protektive Wirkung, noch eine DNA-schadigende
Wirkung in Verbindung mit Menadion erkennbar.

Im Gegensatz dazu zeigte der Extrakt 4 eine konzentrationsabhangige protektive
Wirkung gegenuber Menadion-vermittelter DNA-Schaden (siehe Abb. 4.32). Dieser
Extrakt wurde nach einer adsorptiven Aufreinigung im Neutralen mit Ethylacetat
extrahiert. Es zeigte sich ein maximaler Effekt fur die Vorinkubation mit 1 pg/ml
Extrakt. In Konzentrationen 210 ug/ml war die protektive Wirkung aufgehoben und
die Rate an DNA-Schaden nahm sogar tendenziell zu, im Vergleich zur DNA-
schadigenden Wirkung von Menadion alleine. Die durch Menadion verursachten
oxidativen DNA-Schaden wurden in einer 24 h Vorinkubation mit dem Extrakt 4 im
Konzentrationsbereich von 1 ug/ml bis 100 pg/ml potent vermindert. Auch im Bezug
auf die oxidative DNA-Schadigung zeigte sich ein U-férmiger Kurvenverlauf mit
einem potentiellen Wirkmaximum bei 1 pg/ml Extrakt 4. In der Konzentration von 250
pg/ml ist das DNA-protektive Potential von Extrakt 4 vollstandig aufgehoben. Die
zusatzliche adsorptive Aufreinigung, sowie die neutrale Ethylacetat-Extraktion bei
Extrakt 4 bewirkten eine Verbesserung des Wirkprofils, gegenliber dem Extrakt 1,
obwohl beide Extrakte aus demselben Rohextrakt (Batch B) hergestellt worden

waren.
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Abb. 4.31: DNA-protektive Wirkung von Extrakt 2 im Comet Assay. 24 h Inkubation von HT29-
Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation mit 20 uM Menadion.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen Versuchen; K: 1 %
DMSO.
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Abb. 4.32: Untersuchung von Extrakt 4 auf DNA-protektive Wirkung im Comet Assay. 24 h
Inkubation an HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Einstiindige Nachinkubation mit
20 uM Menadion. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte + SD aus mind. 3 unabhangigen
Versuchen; K: 1 % DMSO.
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4.3.5 DNA-schadigende Wirkung

Da die DNA-schadigende Wirkung von Menadion in Kombination mit Extrakt 1
teilweise potenter war, als die von Menadion alleine, erschien es denkbar, dass der
Extrakt selbst Inhaltsstoffe enthielt, die DNA-Strangbriiche generieren. Dazu wurde
Extrakt 1 und sein alteres Pendant HFA3 auf eine direkte Generierung von DNA-
Strangbrichen und Fpg-sensitiven Stellen im Konzentrationsbereich von 1 bis 250
pg/ml untersucht. Dies erfolgte in einer 3 h Inkubation an HT29-Zellen in Gegenwart
von 100 U/ml Katalase. Extrakt 1 und HFA3 bewirkten bis einschliel3lich 100 pg/ml
nur eine marginale Zunahme an DNA-Strangbrtichen (siehe Abb. 4.33). Erst in einer
Konzentration von 250 pg/ml kam es bei beiden Extrakten zu einer Verdopplung der
DNA-Strangbruchrate, bezogen auf die mitgefuhrte Losungsmittelkontrolle. Bei
beiden Extrakten kam es zu einer konzentrationsabhangigen Zunahme der Fpg-
sensitiven Stellen. Extrakt HFA3 verursachte ab 100 pg/ml mehr als 5 %
Schweifintensitat, Extrakt 1 bewirkte erst bei 250 ug/ml eine Schweifintensitat von
uber 5 %.

Die konzentrationsabhangige Zunahme von DNA-Strangbrichen, als auch von Fpg-
sensitiven Stellen in Konzentrationen 2100 ug/ml durfte eine mogliche Erklarung fur
den U-férmigen Kurvenverlauf von Extrakt HFA3 sein, aber nicht flr die fehlenden

antioxidativen Eigenschaften des Extraktes 1 in niedrigen Konzentrationen.
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Abb. 4.33: Untersuchung von Extrakt HFA3 und 1 auf eine DNA-schadigende Wirkung im Comet
Assay. 3 h Inkubation an HT29-Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen Versuchen. M: Menadion 20 pM; K: 1 %
DMSO
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Analog wurde Extrakt 4 auf eine DNA-schadigende Wirkung hin untersucht (siehe
Abb. 4.34). Bis zu einer Konzentration von 100 pg/ml war keine
konzentrationsabhangige Zunahme der DNA-Strangbruchrate zu beobachten und
erst in einer Konzentration von 250 pg/ml kam es zu einem Anstieg der DNA-
Strangbruchrate auf ~3,5 % Schweifintensitat. Bei den Fpg-sensitiven Stellen war ein
konzentrationsabhangiger Anstieg zu erkennen, jedoch war die absolute Zunahme
schwacher ausgepragt, als bei den beiden zuvor getesteten Extrakten und erreichte

in der hochsten getesteten Konzentration 4,3 % Schweifintensitat.
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Abb. 4.34: Untersuchung von Extrakt 4 auf eine DNA-schadigende Wirkung im Comet Assay. 3 h
Inkubation an HT29 Zellen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte +/- SD aus mind. 3 unabhangigen Versuchen. M: Menadion 20 uM; K: 1 % DMSO.

Insgesamt betrachtet unterschieden sich Extrakt 1 und HFA3 nicht in ihren DNA-
schadigenden Eigenschaften, Extrakt 4 zeigte in Vergleich ein marginal geringeres
DNA-schadigendes Potential. Wegen der vergleichbaren Wirkung aller drei Extrakte
war ein direkter Zusammenhang, zwischen den DNA-schadigenden Eigenschaften
nach 3 h Inkubation und den unterschiedlichen Ergebnissen bei den Versuchen zur

DNA-Protektion gegenuber Menadion-induzierten ROS nach 24 h, nicht ersichtlich.

118



Ergebnisse und Diskussion

4.3.6 Translokation von Nrf2

Ein Spektrum von Phase |l detoxifizierenden oder antioxidativ-wirkenden Enzymen
bildet ein zellulares Abwehrsystem gegen oxidative bzw. elektrophile Angriffe an der
DNA (Chen und Kong, 2004). Eine Reihe von Genprodukten, die in ihrer Expression
durch das antioxidativ-responsive Element (ARE) reguliert werden, spielen fir die
Pravention genotoxischer Schaden eine wichtige Rolle. Ein Schlisselregulator fur die
Transkription ARE-abhangiger Gene ist der nukleare Transkriptionsfaktor ,erythroid
2p45 (NF-E2)-related factor® 2 (Nrf-2) (Lee und Surh, 2005; Kang et al., 2005; Lee
und Johnson, 2004; Wasserman und Fahl, 1997). Daher kdnnten Substanzen, die zu
einer Erhéhung des Nrf-2-Gehaltes im Zellkern flhren, in der antioxidativen Wirkung
der Extrakte eine wichtige Rolle Ubernehmen. Insbesonders, da zahlreiche
Publikationen darauf hindeuten, dass Polyphenole in der Lage sind, den Nrf2-ARE-
Signalweg zu aktivieren [Tanigawa et al., 2007; Na et al., 2007; Balogun et al., 2003].
Zu den ARE-abhangigen Genen zahlen beispielsweise einige Glutathion-S-
Transferasen, UDP-Glucuronosyltransferasen, y-Glutamylcysteinligase oder die
Hamoxygenase-1. Auf diesem Wege kann beispielsweise der intrazellulare
Glutathionspiegel mafigeblich beeinflusst werden, was auch in weiteren Versuchen
noch naher betrachtet wurde.

Die Beeinflussung des Nrf-2-Gehaltes in Zytosol und Zellkern durch Translokation
wurden in HT29-Zellen mittels Western Blot Analyse bestimmt. Dazu wurden die
HT29-Zellen fur 3 h mit dem entsprechenden Extrakt in Gegenwart von 100 U/ml
Katalase inkubiert und nach der Lyse, in eine zytosolische Fraktion sowie in eine
Kernfraktion mittels Zentrifugation getrennt. Der Proteingehalt der beiden Fraktionen
wurde nach der Methode von Bradford bestimmt und eine konstante Proteinmenge
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Nach dem
Blotten wurden die Proteine durch Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern
detektiert. Lamin B wurde als Kontrollbande flir die saubere Trennung von Zytosol
und Kern mitgefuhrt. Lamin B ist ein multifunktionales Protein, welches in der inneren
Kernmembran vorliegt. Bei der Aufarbeitung der beiden Fraktionen sollte es daher
hauptsachlich in der Kernfraktion vorzufinden sein, wodurch es als Kontrolle einer
erfolgreichen Trennung von Kern und Zytosol herangezogen konnte. a-Tubulin wurde
als Beladungskontrolle fur die Proteinmenge im Gel eingesetzt. Als Positivkontrolle

fur die Translokation von Nrf2 in den Zellkern wurden 20 yM Menadion eingesetzt.
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Abb. 4.35: (A) Western Blot Analyse zur Modulation des Nrf2-Gehaltes in HT29-Zellen durch
HFA3 (3 h Inkubation, serumfrei, 100 U/ml Katalase). Lésungsmittel-Kontolle: 1 % DMSO; M:
Positivkontrolle, 20 yM Menadion. MW + SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten,
Positivkontrolle N = 2. (B) Darstellung reprasentativer Blotmembranen. Es wurde a-Tubulin als
Beladungskontrolle, sowie Lamin B als Kern-Kontrollbande mitgefuhrt [Diplomarbeit Elena Maser].
Menadion kann durch Redox-Cycling ROS generieren, die wiederum als Nrf2-
Aktivatoren fungieren konnen [Eggler et al., 2008; Nguyen et al., 2003]. In der
eingesetzten Konzentration von 20 yM Menadion konnte eine durch Translokation
bedingte Zunahme des nuklearen sowie eine Abnahme des zytosolischen Gehaltes
an Nrf2 beobachtet werden (siehe Abb. 4.35).
Die Apfeltresterextrakte 1, 4 und HFA3 wurden in Konzentrationen von 0,1 bis 250
pg/ml auf ihren Einfluss auf die Translokation von Nrf2 in den Zellkern untersucht.
Wie in Abb. 4.35 dargestellt, bewirkte 1 ug/ml des Extraktes HFA3 eine Erh6hung

des Nrf2-Gehaltes sowohl im Zellkern als auch im Zytosol auf 120 + 7 %, bzw. 115 £
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11 %. Mdglicherweise handelte es sich um eine erhdhte de novo-Synthese von Nrf2,
welche mit einer Nrf2-Translokation einherging. Das in der de novo-Synthese
gebildete Nrf2 wurde demnach zu der Erhohung des zytosolischen Nrf2-Gehaltes
fuhren. Eine damit verbundene Nrf2-Translokation geht folglich mit einer Zunahme
des nukledaren Nrf2-Spiegels einher. Der Nrf2-Gehalt nahm dann mit steigender
Konzentration in beiden Fraktionen wieder kontinuierlich ab. In der hochsten
untersuchten HFA3-Konzentration von 250 pg/ml war der nukleare Nrf2-Gehalt auf
79 £ 7 % vermindert. Analog sank der zytosolische Nrf2-Gehalt auf 66 + 8 %. Dieser
Effekt spricht fir eine Hemmung von de novo-Synthese und Translokation, wodurch
die Abnahme des zellularen Gesamtproteingehaltes an Nrf2 erklart werden konnte.
Ware nur die Translokation gehemmt gewesen, dann hatte der zytosolische Nrf2-
Gehalt nicht ebenfalls niedriger werden durfen.

Extrakt 1 bewirkte in einem Konzentrationsbereich von 0,1 - 10 ug/ml eine
konzentrationsabhangige Translokation von Nrf2 in den Zellkern (siehe Abb. 4.36),
da der Nrf2-Gehalt im Kern zunahm und gleichzeitig im Zytosol abnahm. Durch die
Inkubation mit 50 pg/ml Extrakt 1 wurde das Maximum der Nrf2-Translokation in den
Zellkkern (127 £ 13 %) erreicht, wobei aber gleichzeitig der zytosolische Nrf2-Gehalt
wieder auf das Ausgangsniveau der niedrigsten getesteten Extraktkonzentration
anstieg, was mit einer einsetzenden de novo-Synthese oder einer Verminderung der
Nrf2-Ubiquitinierung erklart waren konnte. Hohere Konzentrationen bewirkten
lediglich eine leichte Reduktion des nuklearen Gehaltes an Nrf2 auf knapp 120 %,
wahrend der zytosolische Gehalt konstant bei 80 % blieb. Somit induzierte der
Ethylacetat Extrakt 1 gegenuber dem alten analog hergestellten Extrakt HFA3 eine

deutlich potentere Translokation von Nrf2 in den Zellkern.
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Abb. 4.36: (A) Western Blot Analyse zur Modulation des Nrf2-Gehaltes in HT29-Zellen durch
Extrakt 1 (3 h Inkubation, serumfrei, 100 U/ml Katalase). Loésungsmittel-Kontolle: 1 % DMSO; M:
Positivkontrolle, 20 yM Menadion. MW + SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten,
Positivkontrolle N = 2. (B) Darstellung reprasentativer Blotmembranen. Es wurde a-Tubulin als
Beladungskontrolle, sowie Lamin B als Kern-Kontrollbande mitgefuhrt [Diplomarbeit Elena Maser].

Des Weiteren wurde noch Extrakt 4 untersucht, da er im DCF-Assay von den bisher
untersuchten Apfeltresterextrakten die potenteste antioxidative Wirkqualitat aufwies
und somit einen potentiellen Aktivator flur die Nrf2-Translokation darstellen wirde.
Nach Zellinkubation mit Extrakt 4 konnte im Konzentrationsbereich von 0,1 - 50 ug/ml
eine Erhdhung des Nrf2-Gehaltes der Kernfraktion beobachtet werden (siehe Abb.
4.37). Bei einer Konzentration von 50 pg/ml wurde schliellich das Maximum des
Nrf2-Gehaltes im Zellkern mit 125 + 20 % erreicht. Der Nrf2-Gehalt des Zytosols
blieb mit knapp 100 % gegenuber der Losungsmittelkontrolle bis 10 pg/ml relativ
unverandert. Erst ab 50 ug/ml kam es zu einer Verminderung des zytosolischen Nrf2-

Gehaltes auf 78 + 3 %. Dies deutete auf eine Translokation des Nrf2-Proteins in den

Zellkern hin.
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Abb. 4.37: (A) Western Blot Analyse zur Modulation des Nrf2-Gehaltes in HT29-Zellen durch
Extrakt 4 (3 h Inkubation, serumfrei, 100 U/ml Katalase). L6sungsmittel-Kontolle: 1 % DMSO; M:
Positivkontrolle, 20 uM Menadion. MW + SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten.

(B) Darstellung reprasentativer Blotmembranen. Es wurde a-Tubulin als Beladungskontrolle, sowie
Lamin B als Kern-Kontrollbande mitgefiihrt [Diplomarbeit Elena Maser].

Ab einer Konzentration von 100 ug/ml war eine Abnahme des nuklearen Gehaltes an
Nrf2 auf das Niveau der Losungsmittelkontrolle zu beobachten. Der zytosolische
Gehalt war weiterhin verringert, stieg aber bis zur Konzentration von 250 pg/ml
wieder marginal an, so dass zytosolischer und nuklearer Nrf2-Gehalt mit knapp 90 %

auf demselben Niveau lagen. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf eine Hemmung der

Nrf2-Translokation zurtiickzufuhren.
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Es zeigte sich, dass alle drei Extrakte eine Translokation von Nrf2 in den Zellkern
bewirkten. Extrakt HFA3 bewirkte die schwachste Modulation der Nrf2-Translokation
aller getesteten Extrakte. Da der Extrakt von allen getesteten Extrakten der alteste
war und bereits beim Comet Assay gesehen werden konnte, dass die Zeit von
zweieinhalb Jahren sich negativ auf die antioxidativen Eigenschaften, wie DNA-
Protektion, auswirkt, ware dies eine Erklarung fir die schwache Wirkung. Zudem
belegen Analysenwerte auch die Veranderung des Polyphenolprofils. Im Gegensatz
dazu bewirkte Extrakt 1, das zeitlich neuere Analogon zu HFA3, Uber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich von 0,1 - 250 ug/ml eine gesteigerte
Translokation des Nrf2-Proteins in den Zellkern. Extrakt 4 induzierte lediglich in
einem Konzentrationsbereich von 0,1 - 50 ug/ml eine erhéhte Nrf2-Translokation. In
Konzentrationen 2100 upg/ml waren keine Effekte zu erkennen, die auf eine

Translokation schlief3en lief3en.

4.3.7 Induktion der y-Glutamylcysteinligase (y-GCL)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Apfeltresterextrakte in bestimmten
Konzentrationen den Nrf2-Gehalt im Zellkern erhdhen, erfolgte zur weiteren
Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften die Bestimmung der y-GCL-
Transkripte, mittels quantitativer Real Time PCR. Die y-GCL ist fur den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der de novo-Synthese des zellularen
Antioxidans Glutathion nétig [Dickinson et al., 2004]. Die Induktion des Enzyms y-
GCL wird auf der transkriptionellen Ebene u. a. durch das Antioxidative Responsive
Element (ARE) reguliert, welches sich in der Promotorregion des y-GCL-Genes
befindet. Das ARE wird seinerseits von Nrf2 aktiviert [Lu, 2009; Masella et al., 2005].
Somit sollte bei einer erhdhten Nrf2-Translokation auch eine verstarkte
Transkriptionrate der y-GCL zu messen sein.

Als Positivkontrolle wurde 200 pM tert.-Butylhydrochinon (tBHQ) mitgefuhrt. Bei
dieser Substanz handelt es sich um ein synthetisch hergestelltes Antioxidans mit
phenolahnlicher Chinonstruktur. Wie alle Chinone, kann auch tBHQ mittels Redox-
Cycling intrazellulare ROS generieren, die als bekannte Aktivatoren fur Nrf2-Proteine
und deren Translokation in den Zellkern diskutiert werden [Yu et al., 1997; Pinkus et

al., 1996]. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass {BHQ in der Lage ist, die
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Abb. 4.38: Modulation der rel. Transkription der y-GCL nach serumhaltiger 24 h Inkubation in HT29-
Zellen mit den Apfeltresterextrakten 1, 4 und HFA3 in Gegenwart von 100 U/ml von Katalase.
Normalisiert wurde auf R-Aktin als ,housekeeping“ Gen. MW £ SD von mindestens 3 unabhangigen
Versuchen, K: 1% DMSO, BHQ: fert.-Butylhydroperoxid [Diplomarbeit Elena Maser].

Genexpression von ARE-abhangigen Phase [I-Enzymen zu aktivieren sowie in Folge
davon, den Proteingehalt an y-GCL in der Zelle zu erhéhen [Lavoie et al., 2009;
Zhang und Hannink, 2003; Yu et al., 1997].

Die serumhaltige 24 h Inkubation erfolgte an HT29-Zellen in Gegenwart von 100
U/ml Katalase. Die getesteten Extrakte (1, 4, HFA3) modulierten im
Konzentrationsbereich von 0,1 - 10 ug/ml die relative y-GCL-Transkription im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (siehe Abb. 4.38). Ab einer Konzentration von
50 pg/ml konnte eine konzentrationsabhangige Zunahme der relativen y-GCL-
Transkriptmenge beobachtet werden. Extrakt 1 und 4 unterschieden sich dabei in
ihrer Wirkung nur marginal voneinander. In der hochsten eingesetzten Konzentration
von 250 pg/ml bewirkten die beiden Extrakte eine Erhohung der relativen
Transkriptmenge um den Faktor 5.

Im Vergleich zu Extrakt 1 und 4, zeigte Extrakt HFA3 einen schwacheren Einfluss auf
die y-GCL-Transkription. In der hochsten eingesetzten Konzentration von Extrakt
HFA3 (250 pg/ml) war eine Zunahme der relativen Transkriptmenge um den Faktor 3

zu beobachten.
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Die Untersuchungen haben ergeben, dass die drei getesteten Extrakte nach 24 h
Inkubation eine konzentrationsabhangige Erhéhung der y-GCL-Transkripte
bewirkten. Es kann jedoch keine Aussage dariber gemacht werden, ob das aktive y-
GCL-Protein vermehrt in der Zelle exprimiert wird, da es davon abhangt, wie die
Umsetzung der Transkripte in die Proteinantwort erfolgt. Eine Western Blot Analyse
konnte diesbezuglich zur Verifizierung herangezogen werden. Unter der Annahme,
dass die induzierte y-GCL-Transkription auch zu einer verstarkten Bildung der y-GCL
fuhrt, musste in der Zelle folglich auch ein erhdhter Glutathionspiegel zu messen

sein.

4.3.8 Modulation des Gesamtglutathiongehaltes

Nachdem die substanzielle  Erhéhung der  y-GCL-Transkripte  durch
Apfeltresterextrakte gezeigt werden konnte, sollte unter der Annahme, dass die
Transkripte in eine entsprechende Proteinantwort umgesetzt wurden, der Gehalt an
y-GCL in der Zelle zunehmen.

Die Bestimmung des Gesamtglutathiongehaltes (tGSH) erfolgte nach der Methode
von Tietze [1969]. Dabei wurde im Reaktionsansatz das gesamte GSSG mittels
Glutathionreduktase, unter Anwesenheit von NADPH, zu GSH reduziert und im
Anschluss daran die Summe aus reduziertem und oxidiertem Glutathion als tGSH
photometrisch (A = 412 nm) bestimmt. Buthioninsulfoximin (BSO) wurde in einer
Konzentration von 1 mM als Positivkontrolle mitgeflhrt. Diese Verbindung konkurriert
mit L-Glutamat um die Substratbindungsstelle des Enzyms (kompetitive Hemmung)
und damit eine GSH-Depletion zu induzieren [Hashimoto, 2008; Marengo, 2008;
Griffith, 1982]. Laut Hall [1999], bewirkt 1 mM BSO eine intrazellulare Reduktion des
GSH-Gehaltes um etwa 90%. Dieser Wert konnte weitgehend durch die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit reproduziert werden.

Die Untersuchungen zur Modulation des tGSH-Gehaltes erfolgten nach 24 h
Inkubation von HT29-Zellen mit Apfeltresterextrakten in Gegenwart von 100 U/ml
Katalase. Die Extrakte 2, 4 und 6 bewirkten ab einer Konzentration von 50 ug/ml eine
vergleichbare, konzentrationsabhangige Erhdhung des tGSH-Spiegels. Die Extrakte
3 und 4 bewirkten erst ab 100 pg/ml eine Zunahme des tGSH-Gehaltes, wahrend
Extrakt 5, lediglich in der hochsten getesteten Konzentration von 250 pg/ml einen

marginalen tGSH-Anstieg bewirkte. Extrakt HFA3 bewirkte in einer Konzentration von
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Abb. 4.39: Modulation des zellularen Gesamtglutathion-Gehaltes (tGSH) in HT29-Zellen nach 24 h
Inkubation, serumhaltig, 100 U/ml Katalase; MW + SD von mindestens drei unabhangigen
Versuchen [Diplomarbeit Elena Maser].

10 pg/ml eine Depletion von etwa 30 %. Mit zunehmender Konzentration war aber
auch ein Anstieg des tGSH-Gehaltes zu beobachten. Der Anstieg verlief aber
schwacher, als bei den restlichen Extrakten. Dieses Ergebnis steht mit der
schwacheren Induktion der y-GCL-Transkriptmenge durch Extrakt HFA3 im Vergleich
zu Extrakt 1 und 4 im Einklang. Extrakt 5 zeigte den geringsten Einfluss auf den
GSH-Spiegel der Zelle. Nur in der hdchsten Konzentration von 250 ug/ml wurde ein
marginaler GSH-Anstieg auf 125 % gemessen. Alle anderen Extrakte bewirkten
einen Anstieg auf = 200 %, bezogen auf die Losungsmittelkontrolle.

Zahlreiche in vitro Untersuchungen haben bereits nachgewiesen, dass phenolische
Substanzen in der Lage sind, Uber den Nrf2-ARE-Signalweg die Transkription von y-
GCL zu steigern und damit den tGSH-Spiegel zu erhdéhen [Boadi et al., 2005;
Moskaug et al., 2005; Carlsen et al., 2003].

Die Wirkqualitat der Extakte auf den tGSH-Status in humanen Kolonkarzinomzellen
kann wie folgt zusammengefasst werden: Extrakt 1 ~ Extrakt 2 ~ Extrakt 3 ~ Extrakt
4 ~ Extrakt 6 > Extrakt HFA3 >> Extrakt 5. Uber den zelluldren GSH-Status konnte
keine zuverldssige Aussage getroffen werden, da der GSSG-Gehalt der

durchgefuhrten Messungen unterhalb der Nachweisgrenze lag (Daten nicht gezeigt).
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4.3.9 Diskussion zur zellularen Wirkung von Apfeltresterextrakten

Im Fokus dieser Arbeit stand, neben den Arbeiten zur Aufklarung der Hemmung der
Autophosphorylierung des EGFR durch Apfelpolyphenole, die Untersuchung der
antioxidativen Eigenschaften von Apfeltresterextrakten aus der Pektinproduktion.
Das Besondere an diesen Extrakten war, dass im Rahmen der Pektinproduktion
bereits automatisch ein polyphenolreicher Rohextrakt als Nebenprodukt anfallt und
nicht erst extra ein Extrakt aus Apfelsaft oder Trestern der Apfelsaftproduktion
hergestellt werden muss. Aufgrund der intensiven technologischen Bearbeitung
besall dieser Extrakt auch ein verandertes Polyphenolprofil im Vergleich zu
Apfelsaftextrakten. Der Rohextrakt wurde von der Universitat Hohenheim Uber
verschiedene Verfahren weiter aufgereinigt und das Polyphenolprofil dieser
verschiedenen Extrakte analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die
verschiedenen Extrakte auf ihre antioxidativen Eigenschaften untersucht werden, um
einen Extrakt mit dem dazugehdrigen Aufarbeitungsweg zu finden, der ein mdglicht
hohes antioxidatives Potential aufweist.

Die bereits erwahnten Vorversuche zu zytotoxischen und wachstumshemmenden
Eigenschaften zeigten, dass keiner der untersuchten Extrakte in Konzentrationen <
200 pg/ml eine Zytotoxizitat an der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 nach 24 h
Inkubation aufwies, die einen weiteren Einsatz in den verschiedenen zellularen
Testsystemen limitieren wurde. Zusatzlich konnten auch Artefakte durch H20,-
Bildung von Extraktinhaltsstoffen mit Bestandteilen des Zellkulturmediums
ausgeschlossen werden, da gezeigt werden konnte, dass eine Akkumulation von
entstehendem H,O, durch den Zusatz von 100 U/ml Katalase wirksam unterdrickt
wird.

Zunachst wurde der direkte Einfluss auf den zellularen Redoxstatus mittels DCF-
Assay nach 3 h untersucht (siehe Abb. 4.23). Exemplarisch erfolgte dies mit Extrakt
1 und 4, da das Verfahren der Ethylacetat-Extraktion (Extrakt 1) auch bei allen
anderen Extrakten zum Einsatz kam und Extrakt 4 den hochsten
Gesamtpolyphenolgehalt aller untersuchten Extrakte besal’. Beide Extrakte zeigten
einen identischen, U-kurvenférmigen Verlauf und reduzierten ab einer Konzentration
von 10 uyg/ml den zellularen Redoxstatus mit einem Wirkoptimum bei 50 pg/mil.
Dieser beobachtete Kurvenverlauf deutete darauf hin, dass ab 100 ug/ml die Extrakte

selbst marginale prooxidative Eigenschaften besitzen. Da die Versuche in Gegenwart
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von Katalase durchgefuhrt wurden, konnte dieser Effekt nicht von einer artifiziellen
H,02-Bildung im Medium verursacht werden. Denkbar ware die Bildung von
Autoxidationsprodukten der Polyphenole. Diese Autoxidationsprodukte entstehen
vermehrt unter Zellkulturbedingungen, da die Polyphenole hier unter dem hoheren
Sauerstoffpartialdruck schneller oxidieren kénnen, als unter in vivo Bedingungen
[Halliwell, 2003]. Bei dieser Autoxidation konnen sich vor allem chinonartige
Strukturen bilden, die dann uUber Redoxcycling intrazellular ROS generieren [Zhou
und Sadik, 2008; Yang et al., 2004; Halliwell, 2003]. Dies ware eine Erklarung fur die
ansteigende Kurve des zelluldaren Redoxstatus im DCF-Assay bei hohen
Polyphenolkonzentrationen.

Chinoide Autoxidationsprodukte durften wahrscheinlich auch ein Grund fur die
beobachteten DNA-Strangbriche und die Entstehung Fpg-sensitiver DNA-Basen
durch die Apfeltresterextrakte unter Zellkulturbedingungen sein. Wobei vorneweg
gesagt werden muss, dass das Ausmald der DNA-Schaden bis 100 pg/ml als nicht
bedenklich angesehen werden kann, da die gemessenen Schweifintensitaten unter 5
% liegen und dieser Wert auch bei einem unbehandelten, sowie visuell
ungeschadigten Zellkern gemessen werden kann. Die Menge an DNA-Schaden nach
3 h Inkubation mit Extrakt 1 war vergleichbar mit der von Extrakt HFA3 induzierten
DNA-Strangbruchrate. Wohingegen der starker aufgereinigte Extrakt 4 ein marginal
geringeres Potential fur eine DNA-schadigende Wirkung aufwies. Da sich die beiden
erstgenannten Ethylacetat-Extrakte insbesondere durch ihr Alter unterschieden, aber
eine ahnliche charakteristische Zusammensetzung besallen, ware damit die
vergleichbare Wirkung der Extrakte erklarbar. Extrakt 4 unterschied sich von den
Ethylacetat-Extrakten insbesondere durch die Abwesenheit von phenolischen
Sauren, alle anderen Bestandteile waren in Extrakt 4 ebenfalls mindestens aquimolar
vorhanden. Hierbei stellte sich dann die Frage, ob die phenolischen Sauren eine
wesentliche Rolle bei einer prooxidativen Wirkung der Extrakte spielen konnten.
Untersuchungen von Galati et al. [2005] konnten eine prooxidative Wirkung von
Bestandteilen des griinen Tees in Rattenhepatozyten nachweisen. Dabei zeigte u.a.
die Gallussaure, allerdings in hohen Konzentrationen (3 mM), zytotoxische und
prooxidative Effekte nach 3 h Inkubation.

Ein weiterer Aspekt ware die Hemmung von humanen Topoisomerasen. Diese sind
von substantieller Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der DNA-Topologie wahrend

der Replikation, der Transkription, der Chromosomenkondensation und der DNA-
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Reparatur [Wang, 1996]. Es werden zahlreiche Polyphenole, darunter auch
apfelrelevante Verbindungen als Topoisomerasehemmstoffe beschrieben [Fridrich et
al., 2007 b; Habermeyer et al., 2005; Suzuki et al., 2001; Constantinou et al., 1995].
Daher ware es denkbar, dass Extraktinhaltsstoffe, Uber eine Interaktion mit
Topoisomerasen, die DNA-Integritat negativ beeinflussen.

Durch die zusatzliche adsorptive Saulenaufreinigung von Extrakt 4 wurden
moglicherweise auch vorhandene Kontaminationen minimiert, die ein DNA-
schadigendes Potential aufweisen konnten. Dies waren beispielsweise Mykotoxine
oder thermische Zersetzungsprodukte der vorangegangenen verfahrenstechnischen
Bearbeitung, wobei diese These aufgrund fehlender Analysendaten nicht weiter
belegt werden konnte.

Um die antioxidative Wirkung der Extrakte zu untersuchen, wurde mit einem
zweistufigen Inkubationsprotokoll die Wirkung auf den zellularen Redoxstatus
gegenuber Menadion-vermittelter ROS im DCF-Assay gemessen. Dabei konnte eine
konzentrationsabhangige Reduktion der Menadion-induzierten ROS durch die
getesteten Apfeltresterextrakte beobachtet werden. Es zeigte sich, dass Ethylacetat
als Extraktionsmittel gegenuber n-Butanol zu bevorzugen ist, da eine potentere
antioxidative Wirkung im DCF-Assay zu beobachten war (siehe Abb. 4.24). Die
Analysendaten unterstutzten dieses Ergebnis der antioxidativen Kapazitat des
Extraktes 1, da mit n-Butanol-Extraktion im Vergleich zur Ethylacetat-Extraktion
deutlich weniger Polyphenole, mit Ausnahme der Quercetingykoside, in den Extrakt
ubergehen.

Die Extrakte auf Ethylacetatbasis verminderten konzentrationsabhangig ab 10 ug/ml
potent die Menge an Menadion-induzierten ROS, wobei der durch neutrale
Nachextraktion hergestellte Extrakt 4 die potenteste Wirkung aller getesteten
Extrakte in einer Konzentration =250 pg/ml aufwies (siehe Abb. 4.25). Im Vergleich
dazu zeigte Extrakt 5 (saure Nachextraktion) nur eine marginale Verminderung der
durch Menadion erzeugten ROS. Schafer et al. [2006 a] testeten Phloretin, Quercetin
und Chlorogensaure auf eine antioxidative Kapazitat im DCF-Assay mit ebenfalls 24
h Vorinkubation und 40 min Nachinkubation mit 250 pyM ftert.-Butylhydroperoxid
(tBHP) in PBS. Alle drei Verbindungen zeigten eine antioxidative Wirkung gegenuber
den tBHP-induzierten ROS, mit einem Wirkoptimum von 30 uM. Die potenteste
antioxidative Wirkung zeigte dabei die Chlorogensaure mit ~25 % Reduktion des

zelluldren Redoxstatus, gefolgt von Phloretin und Quercetin mit ~15 %, bzw. >10 %
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Reduktion. Somit ist wahrscheinlich, dass die Chlorogensaure bei Extrakt 5 einen
Beitrag zur Wirkung des Extraktes leistete, da bei einer Extraktkonzentration von 250
pg/ml die Chlorogensaure mit 18 yM vorlag. Fur die insgesamt marginale Wirkung
des Extraktes 5 durften jedoch weitere, wesentliche Substanzen in zu niedrigen
Konzentrationen vorgelegen haben, was auch durch den niedrigen
Gesamtpolyphenolgehalt bestatigt wird. So war Extrakt 5 als einziger der getesteten
Extrakte frei von Aglyka. Die Chlorogensaure schien bei der antioxidativen Kapazitat
jedoch eine eher untergeordnete Rolle zu spielen, da der hochpotente Extrakt 4 frei
von Chlorogensaure war. Bei Extrakt 4 konnte dagegen eine Beteiligung der Aglyka
Phloretin und Quercetin an der antioxidativen Kapazitat angenommen werden, da sie
bei einer Konzentration von 250 pg/ml mit 9,4 bzw. 13,2 uM vorlagen.

Von Schafer et al. [2006 a] wurden auch drei verschiedene Apfelsaftextrakte und ein
Apfelmaischeextrakt, auf ihr antioxidatives Wirkpotential hin getestet. Dabei zeigte
sich ebenfalls eine konzentrationsabhangige Verminderung der zellularen ROS. Die
Apfelsaftextrakte sind von der Zusammensetzung nicht mit den im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Extrakten aus der Pektinproduktion vergleichbar, da bei den
Apfelsaftextrakten Chlorogensaure der dominierende Hauptinhaltsstoff ist. Im
Gegensatz dazu war der Apfelmaischeextrakt von seinem Polyphenolprofil ahnlich
der Zusammensetzung der Extrakte aus der Pektinproduktion und enthielt vor allem
Phloridzin und Quercetinglykoside als Hauptinhaltsstoffe. Trotz des deutlich
unterschiedlichen Polyphenolprofils gegenuber den Apfelsaftextrakten zeigte er eine
vergleichbare antioxidative Wirkqualitat [Schafer et al., 2006 a]. Um den Beitrag der
bislang identifizierten Inhaltsstoffe zum antioxidativen Potential der Apfelextrakte zu
bestimmen, wurden von Schafer et al. [2006 b] rekonstituierte Mischungen
untersucht, wobei zur Vereinfachung die Summe der Phloretinglykoside als
Phloridzin und die Quercetinglykoside als Rutin zugesetzt wurden und die Extrakte
ansonsten noch Chlorogen- und Kaffeesaure, sowie (-)-Epicatechin enthielten.
Hierbei  zeigten die rekonstituierten = Mischungen in  der humanen
Kolonadenomzelllinie Caco-2 gegenuber Menadion nur in Konzentrationen bis 10
Mg/ml eine marginale antioxidative Wirkung und wirkten in héheren Konzentrationen
sogar prooxidativ. In HT29-Zellen mit tBHP als ROS-generierende Modellsubstanz
konnte eine antioxidative Schutzwirkung mit zwei rekonstituierten Extrakten erzielt
werden, prooxidative Effekte waren nicht zu beobachten [Schafer et al. 2006 b].

Messungen an HT29-Zellen zeigten bei Schafer et al. [2005 a] keinen Einfluss der
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Apfelextrakte auf den Gesamtglutathionspiegel, wohingegen flur die Aglyka Phloretin
und Quercetin in einer Konzentration von 10 pM eine Induktion des
Gesamtglutathionspiegels (tGSH) auf ~120 % gemessen werden konnte. Da die
Apfeltresterextrakte aus der Pektinproduktion bei 250 ug/ml einen Gehalt von ~10
MM der beiden Aglyka aufwiesen, musste allein durch die zwei Verbindungen eine
Erhéhung des zellularen tGSH-Spiegels unter dem Einfluss der Extrakte zu erwarten
sein.

Messungen mit den Apfeltresterextrakten konnten diese Annahme bestatigen. Mit
Ausnahme von Extrakt 5 konnte fur alle anderen Apfeltresterextrakte eine potente
Induktion des tGSH-Status in HT29-Zellen nach 24 h Inkubation nachgewiesen
werden (siehe Abb. 4.39). Dabei korrelieren die Ergebnisse zur antioxidativen
Wirkung der Extrakte im DCF-Assay mit den Messungen zur Erhohung des tGSH-
Status. Folglich ist die Aktivierung zellularer Antioxidantien, wie Glutathion, scheinbar
essentiell fir die antioxidative Wirkung der Extrakte. Dies wurde besonders an
Extrakt 5 deutlich, der nach 24 h nur eine marginale Erhéhung des tGSH-Status in
HT29-Zellen bewirkte, wahrend alle anderen untersuchten Extrakte, die auch im
DCF-Assay eine annahernd gleichwertige potente Wirkung erzielten, mindestens
eine Verdopplung des zellularen tGSH- Status bewirkten. Diese Annahme wird auch
durch weitere Untersuchungen von Schafer et al. [2006 a] bestatigt, da eine
Verkurzung der Vorinkubationszeit mit den Apfelsaftextrakten von 24h auf 2h mit
einem Verlust der antioxidativen Effekte im DCF-Assay einhergingen. Daher konnte
geschlussfolgert werden, dass die antioxidativen Eigenschaften nicht mit dem
direkten Vorliegen der polyphenolischen Extraktinhaltsstoffe verknupft sind, sondern
mit der Aktivierung von zellularen Abwehrmechanismen.

Die Erhdéhung des zellularen tGSH-Status durch Polyphenole in verschiedensten
Zelllinien war bereits mehrfach beschrieben worden. So konnte Bellion et al. [2008]
nach 24 h Inkubation in Caco2-Zellen einen geringen Anstieg des tGSH-Status durch
Apfelextrakte nachweisen. Untersuchungen von Scharf et al. [2003] konnten
belegen, dass Quercetin eine konzentrationsabhangige Zunahme der y-GCL-Aktivitat
und damit verbundene Erhéhung des tGSH-Levels nach 12 h und 24 h Inkubation in
HepG2-Zellen bewirkt.

Schafer untersuchte im Rahmen ihrer Dissertation [2007] die Apfelextrakt-
Bestandteile Quercetin, Phloretin, Chlorogensaure, Kaffeesaure und Phloridzin. Die

Untersuchung ergab, dass Chlorogensaure und Phloridzin nach 24 h Inkubation in
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HT29-Zellen keinen Einfluss auf den tGSH-Level aufwiesen. Unter gleichen
Bedingungen zeigte Kaffeesaure in hoheren Konzentrationen sogar eine schwach
GSH-depletierende Wirkung. Nach Inkubation mit Quercetin oder Phloretin wurde in
hdéheren Konzentrationen (100 uM) eine potente Induktion des tGSH-Status
nachgewiesen. Eine Erhohung des GSH-Status durch Quercetin, aber nicht fur (-)-
Epicatechin konnten bereits Rodgers und Grant [1998] in MCF-7-Zellen (Brust)
nachweisen. Da diese Polyphenole einen wesentlichen Anteil aller getesteten
Extrakte darstellten, wurden sie als mdgliche Aktivatoren des zellularen GSH-
Gehaltes diskutiert. Jedoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass bisher nicht
charakterisierte Verbindungen oder additive/synergistische Effekte durch das
Zusammenwirken mehrerer Inhaltsstoffe in diesem Zusammenhang auch noch eine
wichtige Rolle spielen konnten.

Der Einfluss von Polyphenolen auf den Glutathionspiegel konnte nicht nur in
Zellkulturversuchen  nachgewiesen werden, sondern auch in humanen
Interventionsstudien. So zeigte eine neunwdchige Interventionsstudie, in der die
protektive Wirkung eines flavonoid/anthocyanreichen Mehrfruchtsaftes an 18
Probanden getestet wurde, dass wahrend der Intervention der tGSH-Level und der
GSH-Status im Vollblut signifikant erhdht waren [Weisel et al., 2006].

Fir eine Erhdhung des Glutathionspiegels bedarf es einer hdheren Syntheserate
durch die Enzyme y-GCL und GSH-Synthetase [Nelson und Cox, 2001]. Daher
wurden exemplarisch die Extrakte 1, 4 und HFA3 mittels Real-Time PCR auf eine
mdgliche Modulation der Gentranskription der y-GCL untersucht (siehe Abb. 4.38).
Dabei zeigte sich, dass die drei untersuchten Extrakte nach 24 h Inkubation in HT29-
Zellen eine potente konzentrationsabhangige Erhohung der y-GCL-Transkripte
bewirken, wobei die gemessenen Effekte im selben Konzentrationsbereich liegen,
wie bei der beobachteten Erhéhung des zellularen tGSH-Spiegels . Der altere Extrakt
HFA3 bewirkte im Vergleich dazu eine schwachere Transkription der y-GCL. Analog
zu der Modulation des tGSH-Gehaltes durch Polyphenole, konnte auch deren
Einfluss auf die Transkription der y-GCL beobachtet werden.

Scharf et al. [2003] konnten an HepG2-Zellen nach 12 und 24 h Inkubation mit 10 -
50 uM Quercetin eine konzentrationsabhangige Zunahme an y-GCL-Transkripten
zeigen. Myhrstad et al. [2001] konnten an COS-1-Zellen (Niere, Primat) und HepG2-
Zellen (Leber) eine Erhohung der y-GCL-Transkriptmenge durch eine 17 h

Inkubation mit Quercetin und Zwiebelextrakten nachweisen. Diese Untersuchungen
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bestatigen, dass die in den Apfeltresterextrakten enthaltenen Polyphenole potente
Aktivatoren der y-GCL-Transkription darstellen.

Die Aktivierung der Transkription von y-GCL kann uber das antioxidativ-responsive
Element (ARE) erfolgen, das auch fur eine Reihe von weiteren Genprodukten
verantwortlich ist, die eine wichtige Rolle bei der Pravention genotoxischer Schaden
spielen. Hierzu zahlen beispielsweise einige Glutathion-S-Transferasen, die
NAD(P)H-Chinonoxidoreduktase-1, verschiedene UDP-Glucuronosyltransferasen,
oder die Hamoxygenase-1. Ein Schlusselregulator fur die Transkription ARE-
abhangiger Gene ist der nukleare Transkriptionsfaktor Nrf-2 [Kang et al., 2005; Lee
und Surh, 2005; Lee und Johnson, 2004].

Eine Reihe von Lebensmittelinhaltsstoffen wie beispielsweise Sulforaphan, Curcumin
oder Kaffeesaurephenethylester wurden bereits als Aktivatoren des Nrf2/ARE-
Signalweges beschrieben [Balogun et al., 2003; Dickinson et al., 2003; Kong et al.,
2001].

Shen et al. [2005] konnten an Wildtyp-Mausen (C57BL/6J Mausen) mit (-)-
Epigallocatechin-3-gallat die erhohte Transkription von Phase II-Enzymen, wie der y-
GCL zeigen. In Nrf2-,knock out“-Mausen (C57BL/6J/Nrf2 —/— Mausen) konnte
hingegen keine Veranderung der ARE-vermittelten Gentranskription nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass Nrf2 fur die Regulation dieser
Gene eine wichtige Rolle spielt und die Aktivierung uber den Nrf2-Signalweg
verlaufen kann.

Die durchgefuhrten Untersuchungen zur Translokation von Nrf2 zeigten, im
Gegensatz zu den Versuchen der y-GCL und zum tGSH-Gehalt, sehr
unterschiedliche Ergebnisse. Einzig Extrakt 4 bewirkte nach 3h eine
konzentrationsabhangige Translokation von Nrf2 in den Zellkern (siehe Abb. 4.37).
Die Extrakte 1 und HFA3 bewirkten hingegen in hoéheren Konzentrationen (=50
Mg/ml) sogar eine Abnahme des Nrf2-Gehaltes im Zellkern (siehe Abb. 4.35 und
4.36). Daher konnte zumindest bei diesen zwei Extrakten eine Beteiligung von Nrf2
an der Induktion des Glutathionstatus in hdheren Konzentrationen ausgeschlossen
werden.

Es konnte aber auch das Zeitfenster der Messungen des Nrf2-Gehaltes nicht optimal
gewahlt sein. Da Nrf2 als Abwehrsystem gegen oxidativen Stress gilt, sollte die
Aktivierung, bzw. die Translokation zeitnah zum auslésenden Ereignis erfolgen,

bevor die Zelle groReren Schaden durch eine chemische Noxe nimmt. Somit ware es
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mdglich, dass bereits nach einer kirzeren Inkubationsdauer eine potentere
Translokation in den Zellkern messbar ware und nach 3 h das Nrf2-Protein durch
zunehmende Bindung an das ARE sich der Messung wieder entzieht [Chen und
Shaikh, 2009]. Im Arbeitskreis konnte mit dem Mykotoxin Alternariol nach einer
Inkubation von 1 h eine starkere Translokation von Nrf2 als nach 3 h gemessen
werden. Allerdings finden sich fur die Translokation von Nrf2 in der Literatur keine
Hinweise fur Polyphenole, die auf Inkubationszeiten <3 h hinweisen. So konnte
Tanigawa et al. [2007] zeigen, dass durch Behandlung von HepG2-Zellen (Leber) mit
20 pM Quercetin nach 6 h Inkubation der Gehalt an Nrf2 signifikant im Zellkern
erhoht war. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die maximale Nrf2
Freisetzung aus dem Komplex mit Keap1 durch Quercetin konzentrations- und
zeitabhangig nach 6 h und 40 puM stattfindet. Mittels Nrf2-Antikorper konnte zudem
gezeigt werden, dass Nrf2 einen stabilen ARE-Bindungskomplex eingeht und damit
die Bildung antioxidativ wirkender Enzyme initiiert. Die Aktivierung detoxifizierender
Gene konnte von Kluth et al. [2007] mit 25 pM Quercetin und 4 h Inkubation bestatigt
werden.

In der eingesetzten Extraktkonzentration von 250 pg/ml lagen die Quercetin
Konzentrationen von HFA3 bei 18 yM und somit im Konzentrationsbereich, der
bereits als Nrf2 aktivierend beschrieben wird [Tanigawa et al., 2007]. Jedoch zeigte
HFA3 mit der hochsten Konzentration an Quercetin den schwachsten Effekt, sodass
wahrscheinlich bisher nicht charakterisierte Verbindungen oder unbekannte Effekte
durch das Zusammenwirken mehrerer Inhaltsstoffe den schwer zu erklarenden Effekt
der konzentrationsabhangigen Abnahme der Nrf2-Translokation bewirken.

Ein weiterer Extraktinhaltsstoff, der als aktivierend auf den Nrf2/ARE-Signalweg
beschrieben wird, ist die Chlorogensaure. So konnte von Feng et al. [2005] unter
Verwendung von epidermalen JB6-Mauszellen mittels Western Blot Analyse eine
konzentrationsabhangige Erhéhung des Nrf2-Gehaltes im Zellkern nach 3 h
Inkubation bis zu einer Konzentration von 40 uyM Chlorogensaure nachgewiesen
werden. Mittels Western Blot Analyse konnte Bottler im Rahmen ihrer Dissertation
Chlorogensaure ebenfalls als potenten Aktivator von Nrf2 identifizieren, der nach 3 h
Inkubation von HT29-Zellen bereits ab einer Konzentration von 0,01 yM, mit einem
Wirkoptimum von 100 uM, eine konzentrationsabhangige Erhohung des Nrf2-

Gehaltes im Zellkern bewirkte.
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Da Extrakt 4 jedoch frei von Chlorogensaure ist, konnte eine Beteiligung an der
beobachteten Aktivierung von Nrf2 jedoch ausgeschlossen werden. Denkbar ware,
dass der auRerst hohe Gehalt an Phloridzin an dem ausgepragten Wirkungsverlauf,
mitverantwortlich sein kdnnte, was jedoch weiterer Untersuchungen bedarf.

Bei Extrakt 1 lagen im Wirkoptimum von 50 ug/ml etwa 1,6 yM Chlorogensaure im
Medium vor. Laut Boéttler bewirkt 1 uM Chlorogensaure, unter fast identischen
Bedingungen, eine Erhohung des Nrf2-Gehaltes im Zellkern um 50 % uber die
Losungsmittelkontrolle. Somit musste der Extrakt 1 bereits nur durch die enthaltene
Chlorogensaure eine Steigerung der Translokation um 50 % bewirken, gemessen
wurden jedoch nur 20 %. Folglich ware es denkbar, dass weitere Extraktinhaltsstoffe
den Effekt wieder abschwachen, insbesondere da mit steigender
Extraktkonzentration die Translokation stagnierte, bzw. sogar leicht rucklaufig war,
obwohl laut Béttler der Einfluss der Chlorogensaure hatte weiter zunehmen muissen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Apfeltresterextrakte insgesamt ein hohes
antioxidatives Potential aufweisen, stellte sich die Frage, ob die Extrakte auch DNA-
protektiv wirken konnen. Denn der Schutz der DNA-Integritat ist eine elementare
Voraussetzung fur ein mogliches chemopraventives Potential im Menschen. In
Tierstudien konnte bereits flr Apfelsaftextrakte ein solches nachgewiesen werden.
So zeigten Barth et al. [2005] an mannlichen F334 Ratten, die mit Dimethylhydrazin
behandelt waren, einen signifikanten Ruckgang der DNA-Strangbriche in
Schleimhautzellen des Kolons durch triben Apfelsaft. Ebenso war ein Riuckgang von
aberranten Krypten im Kolon durch triben Apfelsaft zu beobachten. Gossé et al.
[2005] kamen mit Procyanidinen aus dem Apfel zu einem &ahnlichen Ergebnis.
Hierbei verringerte sich ebenfalls die Anzahl der aberranten Krypten im Kolon von
mannlichen Wistar Ratten, die mit Azoxymethan behandelt worden waren.

Die Untersuchungen zur Pravention Menadion-induzierter DNA-Schaden durch
Apfeltresterextrakte erfolgten nach demselben Inkubationsprotokoll an HT29-Zellen,
wie beim DCF Assay, mit 24 h Vorinkubation und einstundiger Nachinkubation mit 20
MM Menadion. Hierbei zeigte bereits der Rohextrakt HF1 eine Tendenz zur DNA-
Pravention. Dieses Potential konnte durch die Aufkonzentrierung mit einer
Ethylacetatextraktion substanziell verstarkt werden. Der Extrakt HFA3 zeigte ein
vergleichbares antioxidatives Potential gegenuber der Wirkung von Menadion, wie es
Schafer et al. [2006 a] fur verschiedene Apfelsaftextrakte unter vergleichbaren

Bedingungen an Caco-2-Zellen (Adenokarzinomzelllinie des Kolons) zeigen konnte.
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Wohingegen an HT29-Zellen nur einer der drei Apfelextrakte protektiv gegenuber
Menadion-vermittelter ROS wirkte und die restlichen Apfelsaftextrakte in Verbindung
mit Menadion sogar prooxidativ wirkten [Dissertation Sandra Schafer, Universitat
Kaiserslautern, 2006].

Eine Bewertung des Wirkanteils zur DNA-protektiven Wirkung der im Extrakt HFA3
enthaltenen Verbindungen ist bei Quercetin und Phloretin mdglich, die von Schafer
an HT29-Zellen auf eine DNA-protektive Wirkung hin untersucht worden waren.
Diese zwei Verbindungen zeigten dabei im untersuchten Konzentrationsbereich von
0,3 bis 100 uM eine antioxidative Wirkung und bewirkten keine Verstarkung der
schadigenden Wirkung von Menadion. Das Wirkoptimum lag bei Extrakt HFA3
zwischen 0,1 und 10 ug/ml und der Extrakt enthielt bei 10 ug/ml 0,55 yM Quercetin
und 0,23 uM Phloretin. Quercetin bewirkt laut Schafer in dieser Konzentration eine
Reduktion der Menadionwirkung um etwa 50 %, Phloretin etwa 70 % [Dissertation
Sandra Schafer]. Nach diesen Angaben musste der Extrakt HFA3 theoretisch sogar
eine noch starkere DNA-protektive Kapazitat aufweisen. Dass der Einfluss von
Phloretin und Quercetin auf die protektive Wirkung gegenuber Menadion limitiert ist
und sich mit anderen Faktoren Uuberlagert, zeigte auch die Verifizierung der
Ergebnisse von Extrakt HFA3. Obwohl der Gehalt der Aglyka Phloretin und
Quercetin, aufgrund von Alterungserscheinungen stark zugenommen hatte, war die
protektive Wirkung des Extraktes schwacher geworden.

Zudem ware es denkbar, dass andere Extraktbestandteile, die zu Autoxidation und
folglich zu einem prooxidativen Effekt neigen, die potente Wirkung von Phloretin und
Quercetin Uberlagerten. Wenn die Wirkprofile der einzelnen Extraktbestandteile
einen U-kurvenformigen Verlauf besitzen, aber die Wirkoptima in verschiedenen
Konzentrationsbereichen liegen, kommt es zu Uberschneidungen und aus der
Summe der Einzelwirkungen setzt sich dann die Gesamtwirkung des Extraktes
zusammen. Deswegen kann die potente Wirkung von Quercetin und Phloretin in den
erwahnten Konzentrationen auch durch andere Extraktbestandteile wieder egalisiert
werden, insbesondere wenn diese prooxidative Eigenschaften aufweisen [Halliwell,
2003]. Die Autoxidation von Extraktbestandteilen und deren Folgen flr die DNA-
protektiven Eigenschaften wurden auch durch unterschiedliche Inkubationszeiten
deutlich. Die Apfelsaftextrakte, die sich an HT29-Zellen nach 24 h Vorinkubation in
Verbindung mit Menadion prooxidativ verhielten, zeigten nach einer auf 2 h

reduzierten Vorinkubation keine bis marginale prooxidative Eigenschaften
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[Dissertation Sandra Schafer]. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass es wahrend der
24 h Vorinkubation, je nach Extraktzusammensetzung, zu Autoxidationsprodukten
kommen kann. Fur Autoxidationsprodukte nach 24 h sprach auch, dass nach 3 h
zwischen Extrakt 1 und HFA3 keine Unterschiede in der direkten DNA-schadigenden
Wirkung der beiden Extrakte erkennbar waren, aber beide Extrakte sehr
unterschiedliche Effekte nach 24 h zeigten.

Die bei Zellkultursystemen in vitro nicht vermeidbare Autoxidation trat wahrscheinlich
auch bei Extrakt 1 auf, der identisch zum hoch effektiven Extrakt HFA3 von 2006
erzeugt wurde, jedoch im Gegensatz zu diesem, nicht in der Lage war, die DNA-
schadigende Wirkung von Menadion zu vermindern. Nach erneuter Verifizierung der
Ergebnisse mittels HFA3, konnte der Verlust der DNA-protektiven Wirkung mit dem
Ausgangsmaterial des Extraktes 1 oder mit dem Aufreinigungsverfahren in
Verbindung gebracht werden. Wahrscheinlich waren jedoch Jahrgangsunterschiede
des Ausgangsmaterials dafur verantwortlich, denn die von Schéafer et al. [2006 a]
untersuchten Apfelsaftextrakte aus verschiedenen Jahrgangen zeigten ebenfalls teils
gravierende Unterschiede in der DNA-protektiven Wirkung gegenuber Menadion, die
von protektiv bis prooxidativ reichten. Fur Jahrgangsunterschiede sprach auch die
Tatsache, dass mit einem neu erzeugten Ethylacetat-Extrakt (1a), der aus einem
neuen Batch stammte, wieder annahernd dieselbe DNA-protektive Wirkung erzielt
werden konnte, wie sie von Extrakt HFA3 bekannt war.

Interessanterweise zeigte der adsorptiv aufgereinigte und im neutralen mit
Ethylacetat ausgeschuttelte Extrakt 4 eine deutlich potentere Minimierung der
Menadion-induzierten DNA-Strangbriiche, als Extrakt 1, obwohl beide aus
demselben Rohmaterial (Batch) erzeugt worden waren. Jedoch wiesen die beiden
Extrakte starke Unterschiede hinsichtlich ihres Polyphenolmusters auf. Insbesondere
der unterschiedliche Gehalt an Phloridzin und verschiedenen Phenolcarbonsduren
ware eine mogliche Erklarung fir die Wirkunterschiede zwischen den zwei Extrakten
im Hinblick auf die DNA-Protektion. Somit ware es denkbar, dass Inhaltsstoffe oder
Inhaltsstoffverhaltnisse zugunsten einer protektiven Gesamtwirkung des Extraktes
verandert oder verschoben wurden. So =zeigte Extrakt 2, der von der
Zusammensetzung ahnlich dem Extrakt 1 ist, weder eine protektive, noch eine
prooxidative Wirkung.

AbschlielRend kann gesagt werden, dass zur Steigerung der antioxidativen Kapazitat

von Apfeltresterextrakten aus der Pektinproduktion, die Verwendung von Ethylacetat
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als Extraktionsmittel substantiell bessere Ergebnisse liefert, als die Verwendung von
n-Butanol. Die Analysendaten zum Polyphenolgehalt der Extrakte unterstlutzen die
Ergebnisse der zellularen Effekte, da mit Ethylacetat mehr als die doppelte Menge an
Polyphenolen extrahiert werden konnte, als mit n-Butanol. Durch saure
Nachextraktion von Extrakt 4 wurde Extrakt 5 erstellt, der nur marginale Effekte in
den verschiedenen Testsystemen zeigte. Deshalb wurde in weiteren Arbeiten
innerhalb des Projektes dieser Extrakt, ebenso wie die n-Butanol-Extraktion, nicht
weiter verfolgt. Die Verwendung von 30 %igem Aceton als Ausgangslosungsmittel
bei Extrakt 2 und 3 lieferte weder eine Erhéhung des Polyphenolgehaltes, noch eine
Steigerung der zellularen Wirkqualitdt im Vergleich zu den wassrig gelosten
Extrakten. Es erwies sich die neutrale Ethylacetat-Extraktion des Extraktes 4 als
besonders geeignet, um Extrakte mit potenter antioxidativer und DNA-protektiver
Wirkung zu generieren.

Da jedoch aufgrund der komplexen Extraktzusammensetzung noch keine klaren
Aussagen uber relevante Einzelverbindungen gemacht werden kdnnen, ist auch nur
eine eingeschrankte Aussage moglich, wie ein potenter antioxidativer und DNA-
protektiver Extrakt zusammengesetzt sein sollte. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass auf die Phenolcarbonsauren, die insbesondere in Extrakt 5 angereichert
wurden, zuklnftig verzichtet werden kann und das Polyphenolprofil von Extrakt 4
(siehe Tabelle 4.14) bisher die potenteste antioxidative Kapazitat aufweist.

Zudem scheinen noch unbekannte Schwankungen des Rohmaterials, insbesondere
bei der DNA-Protektion eine entscheidende Rolle zu spielen, wie durch die Versuche
mit den aus drei verschiedenen Batches identisch generierten Extrakten HFA3, 1 und
1a gezeigt werden konnte. Daher sollte als Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen
aus dem Batch von Extrakt 1a, ein neutral extrahierter Extrakt 4a (analog zu Extrakt
4) generiert werden. Unter Zugrundelegung der beobachteten Verbesserung der
DNA-Protektion von Extrakt 1 zu Extrakt 4, sollte dieser Extrakt 4a, theoretisch
optimale DNA-protektive Eigenschaften aufweisen. Falls diese Hypothese zutrifft,
konnte mit einer Fraktionierung der Frage nach relevanten Inhaltsstoffen
zielorientierter nachgegangen werden. Zusatzlich musste der Gehalt und mittlere
Oligomerisierungsgrad von Procyanidinen in den Extrakten bestimmt werden, da
hierzu noch keine Angaben vorliegen und nicht auszuschliellen ist, dass diese
Substanzklasse einen wesentlichen Beitrag zur antioxidativen und DNA-protektiven

Wirkqualitat der Extrakte leistet.
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5 Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Beeinflussung der Aktivitat des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) durch verschiedene Apfelextrakte,
aktivitatsgeleiteten Fraktionierungen apfelsaftmimetrischen rekonstituierten
Mischungen, sowie identifizierten Phloretinderivaten, mit dem Ziel, relevante
Inhaltstoffe zu identifizieren, die fur die bisher beobachtete potente Hemmung der
Autophosphorylierung des EGFR durch komplexe Apfelsaftextrakte verantwortlich
sind.

Kern et al. [2005] konnten bereits am isolierten EGFR mittels ELISA zeigen, dass
einige Bestandteile, wie z.B. die Chlorogensaure oder die monomeren Bausteine der
Procyanidine keine Wirkung auf die Aktivitat des EGFR besitzen. Ebenfalls wichtige
Vorarbeit leisteten Fridrich et al. [2007 b], indem fur das Procyanidintrimer eine
potente Wirkqualitat fur die Hemmung des zellularen EGFR nachgewiesen werden
konnte.

Verschiedene sortenreine Most- und Tafelapfel-Extrakte zeigten am isolierten EGFR
eine potente Hemmwirkung, obwohl Most- und Tafelapfel sich in ihrem
Polyphenolgehalt substanziell unterscheiden. Bei der Weiterfuhrung der Versuche
am zellularen EGFR mit Bohnapfel- (Mostapfel) und Topaz-Extrakten (Tafelapfel)
wurde der Einfluss des Polyphenolgehaltes auf die Wirkqualitat deutlich, da die
Extrakte des Tafelapfels bis zur hochsten getesteten Konzentration von 500 ug/ml
nur marginale Hemmwirkungen zeigten, wohingegen die Bohnapfel-Extrakte eine
potente konzentrationsabhangige Hemmung der EGFR-Aktivitat bewirkten. Zudem
wurde der Einfluss des Adsorberharzes und der Art des verwendeten Apfelsaftes
(trib/klar) bei der Extraktherstellung untersucht. So konnte durch die Verwendung
von SP70-Harz, insbesondere in niederen Konzentrationen, eine potentere zellulare
Hemmwirkung des EGFR Phosphorylierungsstatus durch die Inkubation mit
Bohnapfel-Extrakten erzielt werden. Ein Einfluss auf die Wirkqualitat durch die
Verwendung von tribem oder klarem Saft als Ausgangsmaterial flr die
Extraktgewinnung konnte dagegen nur bei den polyphenolarmen Tafelapfelextrakten
nachgewiesen werden. Basierend auf allen Versuchen zeigte sich der ELISA als
Testsystem fiur hoch komplexe polyphenolreiche Gemische nicht geeignet, da
Unterschiede im Polyphenolprofii nicht genigend erfasst wurden. Bei

Einzelverbindungen dagegen ist der ELISA aber weiterhin eine sinnvolle
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Screeningmethode, bevor mit einer eventuell wirkungslosen Verbindung aufwendige
Zellkulturversuche durchgeflhrt werden.

Die Derivate und Glykoside des Phloretins zeigten am isolierten Rezeptor fast alle
eine hochpotente Hemmwirkung im unteren pM-Bereich, die wie folgt
zusammengefasst werden kann: Phloretin-2°-O-xyloglucosid > 3-OH-Phloridzin > 3-
OH-Phloretin > 3-OH-Phloretin-2°-O-xyloglucosid > Phloretin-2°-4"-di-(3-D-glucosid)
> Phloretin >> Phloridzin. Am zellularen EGFR bewirkte von den untersuchten
Verbindungen aber nur das Agykon 3-OH-Phloretin eine marginale Hemmung.

Mit Hilfe aktivitatsgeleiteter Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE06 sollte der von
Fridrich et al. [2007 b] gezeigte Beitrag oligomerer Procyanidine, sowie weiterer
Inhaltsstoffe, zum Hemmpotential komplexer Extrakte auf die Aktivitat des EGFR
tiefer untersucht werden. Die Fraktionierung zeigte dabei deutlich, dass eine
messbare Hemmwirkung auf den zellularen EGFR nur von den Fraktionen ausging,
die ausschlieBlich oligomere Procyanidine enthielten. Bestatigt wurde die
Beobachtung durch die rekonstituierten Mischungen des Apfelsaftextrakt AEO4, die
beide (fast) alle identifizierten Einzelverbindungen enthielten, wobei nur ein
rekonstituierter Extrakt oligomere Procyanidine enthielt, wahrend der andere mit
Glucose substituiert war. Dabei besallen nur der native Extrakt und der
procyanidinhaltige  rekonstituierte = Extrakt eine  Hemmwirkung auf die
Autophosphorylierung des zellularen EGFR.

Somit sind die meisten, in Apfelextrakten vorkommenden, bekannten
Hauptkomponenten auf EGFR-hemmende Eigenschaften getestet. Dabei zeigten
sich die monomeren Verbindungen entweder bereits am isolierten Rezeptor
wirkungslos ((-)-Catechin, (+)-Epicatechin, Chlorogensaure, 4-Cumaroylchinasaure)
oder am zellularen EGFR war keine Hemmwirkung bestimmbar (Quercetin-glykoside,
Phloretinderivate) [Kern et al., 2005; Dissertation Diana Fridrich].

In wie weit Procyanidine fur die Gesamtwirkung der Apfelsaftextrakte alleine
verantwortlich sind oder es noch zusatzlich zu wirkungsverstarkenden
Wechselwirkungen mit weiteren (noch unbekannten) Extraktinhaltsstoffen kommit,
kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sicher beantwortet werden. Allerdings
beinhaltet die Substanzgruppe der Procyanidine auch die Gefahr als Gerbstoff
proteindenaturierend zu  wirken, was mit einem  procyanidinreichen

Speierlingextraktes gezeigt werden konnte.
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Der Apfeltresterextrakt 4 war von der Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung
des EGFR mit den Extrakten des Apfelsaftextraktes Bohnapfels vergleichbar. Bei der
Fermentation zur Simulation des Gastrointestinaltraktes kam es jedoch zu einem
nahezu vollstandigen Verlust der zuvor enthaltenen Polyphenole, so dass als Folge
der Fermentation keine Hemmwirkung auf den zellularen EGFR mehr zu beobachten
war.

Eine zweite Fragestellung galt der in vitro Charakterisierung des antioxidativen und
DNA-protektiven Wirkprofils von Apfeltresterextrakten industriellen Ursprungs, um ein
mdgliches chemopraventives Potential der Extrakte abschatzen zu kénnen. In ihrer
Zusammensetzung unterscheiden sich die Apfeltresterextrakte deutlich von
Apfelsaftextrakten und sind bisher noch nicht auf ihr gesundheitsférderndes
Potenzial in vitro untersucht wurden. Hierzu wurden an der Kolonkarzinomzelllinie
HT29 in einem zweistufigen Inkubationsprotokoll die Modulation der Menadion-
induzierten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mittels Dichlorofluorescein (DCF)-
Assay, sowie die Modulation der oxidativen DNA-Schadigung nach 24 h
Vorinkubation mit Apfeltresterextrakten bestimmt.

Bis auf Extrakt 5 zeigten alle untersuchten Extrakte auf Basis einer Ethylacetat-
Extraktion (1, 2, 3, 4, 6) im DCF-Assay in Konzentrationen ab 10 pg/ml eine
vergleichbare Verminderung von Menadion-induzierten ROS. Diese antioxidative
Wirkung im DCF-Assay korreliert dabei mit einer Erhdhung des zellularen Spiegels
an Glutathion, das als zellulares Antioxidans angesehen wird. Wahrscheinlich wird
unter dem Einfluss der Polyphenole Uber den Transkriptionsfaktor Nrf2 auf das
antioxidativ-responsive Element (ARE), eine verstarkte Transkription der vy-
Glutamylcystein-Ligase (y-GCL) bewirkt, die als Schlisselenzym fur die de novo-
Synthese von Glutathion fungiert. Es gelang zwar auf RNA-Ebene eine erhdhte
Transkriptionsrate fur die y-GCL nachzuweisen, doch eine dazu eindeutig
korrelierende Translokation von Nrf2 in den Zellkern war nur teilweise messbar. Von
den untersuchten Extrakten zeigte Extrakt 4, der als charakteristisches
Herstellungsmerkmal mit neutraler Ethylacetat-Extraktion generiert wurde, das
ausgepragteste antioxidative Potential.

Bei der DNA-Protektion waren, in Abhangigkeit vom Ausgangsmaterial, deutlich
unterschiedliche Wirkqualitaten zu beobachten. So zeigten Extrakt 1a und HFA3 eine
DNA-protektive Wirkung, wahrend von den aus einem weiteren Batch hergestellten

Extrakten 1, 2, 4 nur Extrakt 4 eine marginale DNA-Protektion bewirkte.
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Madglicherweise konnten sich autoxidative Prozesse der in den Apfeltresterextrakten
enthaltenen Polyphenole in hohen Konzentrationen anwendungslimitierend
auswirken. So bewirkten die Extrakte nach 3 h bei der direkten Modulation des
zellularen Redoxstatus einen U-kurvenformigen Verlauf und es war im selben
Zeitfenster auch eine leichte konzentrationsabhangige Zunahme von DNA-Schaden
zu sehen. Es muss aber angemerkt werden, dass es sich hierbei um Zellkultur-
Artefakte handeln konnte, da durch Autoxidation aus Polyphenolen in hohen
Konzentrationen vermehrt chinoide Verbindungen entstehen kdnnen, die dann
ihrerseits oxidativen Stress verursachen, was bereits mehrfach in Zusammenhang
mit Zellkulturversuchen in vitro beschrieben wurde.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die
in  Apfelsaftextrakten  enthaltenen  Procyanidine in  Abhangigkeit ihres
Oligomerisierungsgrades Schlusselsubstanzen fur eine potente Hemmung der
EGFR-AKktivitat in humanen Tumorzellen in vitro darstellen.

Zudem konnte eine antioxidative und DNA-protektive Wirkung flir Apfeltrester-
Extrakte in vitro nachgewiesen werden und uber die neutrale Ethylacetat-Extraktion
ein Aufreinigungsweg gefunden werden, durch den die antioxidativen und DNA-

protektiven Eigenschaften des Rohextraktes substanziell verbessert werden kénnen.
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6 Material und Methoden

6.1 Chemikalien und Gerateliste

6.1.1 Chemikalien

ABTS®-Tablette:
ABTS®-Puffer:
N-Acetylglukosamin:
Adenosintriphosphat (ATP):
Agarose (NMA, LMA):

Agarose Wheat Germ Lectin in 1 M NaCl:

Ammoniumperoxodisulfat (APS):
Bovine Serum Albumin Fraktion V:
Bovine Serum Albumin Standard:
Bromphenolblau:
n-Butanol:
t-Butylhydrochinon:
CaCla:
Coomassie® Brilliantblau G250:
DAPI/SR101-Lésung:
1,4-Dithiothreitol (DTT):
Dimethylsulfoxid (Molekularbiologie):
Dimethylsulfoxid (technisch):
DMEM:
Essigsaure:
Ethanol:
Ethidiumbromid:
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA):
Fetales Kalberserum (FKS):
Glycerol:
Glycin:
HEPES:
Kaliumchlorid:
Katalase:
LumiGLO®:
Magnesiumchlorid-6-Hydrat :
Manganchlorid:
3-Mercaptoethanol:
Medium: D-MEM:

MEM:
Methanol:
Milchpulver:
Natriumazid:
Natriumchlorid:
Natriumdihydrogenphosphat:
Natriumdodecylsulfat (SDS):
di-Natriumhydrogenphosphat:
N-Laurylsarcosin Na-Salz:

144

Roche

Roche

Sigma Aldrich
Alexis Biochemicals
BioRad
Amersham Biosciences
Roth

Roth

Pierce

Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Partec

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Roth

Gibco

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Santa Cruz
Riedel-de Haén
Roth

Roth

Gibco, Invitrogen
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
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Nonidet® P40:
Penicillin/Streptomycin (P/S):
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF):
Phosphorsaure:

PIPES (Piperazin,N,N’-bis-[2-ethansulfonsaure]):

Poly (Glu, Tyr) 4:1:
Protease Inhibitor Mix:

Rotiphorese 30 (37,5:1), Arcylamid 30 %:

Salzsaure:
Proteinleiter SeeBlue Plus2:
Sulforhodamin B (SRB):

N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (TEMED):

Trichloressigsaure:
Tris:

Triton®X-100
Trypanblau:
Trypsin:
Tween-20°:
Tyrphostin AG1478

Sigma Aldrich
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roche

Roth

Roth
Invitrogen
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Serva

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Alle hier nicht aufgefuhrten Chemikalien waren vorratig und konnen Uber die Firmen

Roth, Merk oder Sigma Aldrich bestellt werden.

Steriler Zellkulturbedarf wurde Uber die Firmen Greiner, Corning, Nunc und Sarstedt

bezogen.

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Verbrauchsmaterialen waren uber die
Firmen VWR, Sarstedt, Nunc, Greiner und Roth erhaltlich.

6.1.2 Eingesetzte Substanzen

Apfelsaftextrakte AEO4, AEOG
Apfelsaftextrakte, sortenrein
Apfeltresterextrakte

Fraktionen aller Art
Phloretinderivate
Quercetin-3-glukosid (Isoquercitrin)
Quercetin-3-galaktosid (Hyperosid)
Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin)
Quercetin-3-rutinosid (Rutin)
rekonstituierte Extrakte des AE04
Speierlingextrakt

Prof. H. Dietrich’
Prof. H. Dietrich’
Prof. R. Carle”
Prof. P. Schreier®
Prof. P. Schreier®
Extrasynthése
Extrasynthése
Extrasynthése
Extrasynthése
Prof. P. Schreier®
Prof. H. Dietrich’

(Forschungsanstalt Geisenheim; *Universitat Hohenheim, *Universitat Wiirzburg)
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6.1.3 Antikorper

Anti EGFR: Santa Cruz

Anti pEGFR: Santa Cruz

Anti-a-Tubulin: Santa Cruz

Anti-Nrf2: Santa Cruz
Anti-Phosphotyrosin HRP-konjugiert Santa Cruz

Anti-mouse HRP-konjugiert: Santa Cruz

Anti-goat HRP-konjugiert: Santa Cruz

6.1.4 Gerate

Gerat Name (®) Firma

Autoklav Systec 5075 EL Systec

Biofreezer New Brunswick
Brutschrank Heracell Heraeus

Brutschrank CB210 Binder

Supply Consort EV231

Elektroblotter Perfect Blue ,Semidry“  Pegqlab Biotechnologie
Elektrophoresekammer Perfect Blue Peqlab Biotechnologie
Fluoreszenzmikroskop Axioskop Zeiss
Geldokumentationsgerat LAS 3000 Fuji Raytest
Hand-/Glashomogenisator: Wheaton

Heizplatte CH100 Peqlab Biotechnologie
Kahl-/Gefrierschranke: Premium/Comfort Liebherr
Magnetruhrer/Heizplatte IKA RH basic 2 IKA-Werke
Magnetriahrer HI 300N Hanna Instruments
Mikroplattenleser Victor 3V Perkin Elmer
Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss

Neubauer Zahlkammer Marienfeld

Pipettus Pipettus Akkus Hirschmann Laborgerate
Power Station Consort E835 Consort

Vortex Vortex-Genie 2 Peglab Biotechnologie
pH Meter pH211/Microprocessor Hanna Instruments

Spektralphotometer
Sterilwerkbank
Sterilwerkbank
Stomacher Homogenisator
Thermocycler:
Uberkopfschiittler
Ultrazentrifuge
Vakuumsaugpumpe
Wasserbad

Waage (Analysenwaage)
Waage (Grobwaage)
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Nanodrop
Herasafe
KR-130 BW

Thriller
Roto-Shake
Centrikon t-1080
Laborport KNF

CP 124 S

1574 MP8-2
Centrifuge 5417R
Centrifuge 5415D
Megafuge 1.0R
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Peglab Biotechnologie
Heraeus

Kojair

VWR

Peglab Biotechnologie
Peglab Biotechnologie
Kontron Instruments
Neuberger

Memmert

Sartorius

Sartorius

Eppendorf

Eppendorf

Heraeus



Material und Methoden

6.2 Zellkultur
6.2.1 Zelllinien
HT29:

Die Zellen stammen aus dem Jahr 1964 von einem primaren Kolonkarzinom einer
Frau, kaukasischen Typs, der als heterotransplantabel beschrieben wird und gut
differenzierte Tumoren des Grades | ausbildet. Die Zellen weisen ein adharentes
Wachstum auf und wachsen sowohl als Monolayer, als auch in groRen Kolonien mit
epithelionale Zellen. Es handelt sich um einen menschlichen hypertriploiden Karyotyp
mit 17,5 % Polyploidie. Die Verdopplungsrate liegt zwischen 40 und 60 Stunden
[DSMZ].

Die Kultivierung erfolgte in ,Dulbecco’s modified Eagle medium® (DMEM) mit 10 %
hitzeinaktiviertem, fetalem Kalberserum (FKS) und 1 % Penicillin-Streptomycin bei
37°C, 5 % CO; und 95 % rel. Luftfeuchte. Die Lagerung erfolgt in DMEM-
Kulturmedium mit 20 % FKS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) bei -80°C.

A431:

Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie eines humanen epidermoiden Karzinoms der
Vulva. Etabliert wurden sie aus einem soliden Tumor einer 85 Jahre alten Frau. Der
Karyotyp ist hypotriploid mit 24 % Polyploidie. Die Zellen wachsen einschichtig in
Monolayern und haben eine Verdopplungsrate von 80 bis 100 Stunden. Ein
Charakteristikum dieser Zelllinie ist die Uberexpression des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors [DSMZ].

Die Kultivierung erfolgte in ,minimal essential medium“ (MEM) mit 10 %
hitzeinaktiviertem, fetalem Kalberserum (FKS) und 1 % Penicillin-Streptomycin und
4,5 g/l L-Glutamin bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % rel. Luftfeuchte. Die Lagerung erfolgt
in MEM-Kulturmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO bei -80°C.
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6.2.2 Medien und Losungen:

HT29-Medium: DMEM
+ 10 % FKS
+1% P/S

A431-Medium: MEM
+ 10 % FKS
+1% P/S
+ 4,5 g/l L-Glutamin

Desinfektionsmittel: Ethanol/Wasser (70/30, v/v)
PBS (10x):

Natriumchlorid 1710 mM

Kaliumchlorid 34 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 15 mM
Di-Natriumhydrogenphosphat 18 mM

pH 7,4

FKS-Inaktivierunag:

tiefgefrorenes FKS langsam auftauen, fur 30 min bei 56°C im Wasserbad inaktivieren
und steril aliquotieren (50 ml)

Trypsinlosung:

Trypsin 500 mg
EDTA 250 mg
PBS (10x) 100 ml

mit H,O bidest. auf 1 | auffullen, Uber Nacht auf Eis rahren, pH-Wert prufen (7,0-7,4),
steril filtrieren und aliquotieren (5 ml)

6.2.3 Passagieren der Zellen

Nach Erreichen eines konfluenten Wachstums werden die Zellen passagiert. Hierbei
werden die Zellen ausgedinnt und mit frischem Nahrmedium in eine neue
Kulturflasche Uberfuhrt. Hierzu mussen die als Monolayer wachsenden Zellen
zunachst vom Boden der Kulturflasche abgelost werden. Alle Arbeiten mit Zellen

werden zum Schutz vor Kontamination in einer Sterilbank durchgefuhrt.
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Zunachst wird das Kulturmedium, das PBS und das Trypsin im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Nach Absaugen des alten Mediums werden die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen, um Reste von FKS und tote Zellen zu entfernen. Dann werden ca. 2,5
ml Trypsin in die Kulturflasche gegeben und diese fur einige Minuten (abhangig von
der Zelllinie) im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen ablésen. Trypsin greift dabei
die Zellwand an und bewirkt so ein Abldsen der angewachsenen Zellen. Damit die
Zellen aber nicht vollig aufgeldst werden, muss das Trypsin nach dem Abldésen
inaktiviert werden. Dies geschieht durch das FKS im Kulturmedium. Nach Zugabe
von 10 ml FKS-haltigem Kulturmedium werden die Zellen mit der Pipette vereinzelt.
Ein Teil der erhaltenen Zellsuspension wird mit frischem Medium in eine neue
Kulturflasche gegeben, der Rest entweder verworfen oder, nach Bestimmung der

Zellzahl fur Versuche in Petrischalen ausgestreut.

6.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl ist vor allem beim Ausstreuen fir Inkubationsansatze
wichtig, wo eine bestimmte Zellzahl noétig ist. Dies geschieht mittels Neubauer-
Zahlkammer (Haemazytometer). Die Zahlkammer und das Deckglas werden aus
dem Ethanolbad geholt und abgetrocknet. Nach leichtem Anhauchen wird vorsichtig
das Deckglas aufgesetzt, bis an den Anlageflachen Newton'sche Ringe erkennbar
sind, um ein konstantes Innenvolumen zu gewahrleisten. In den Kapillarraum wird
nun eine entsprechende Zell-Trypanblau Suspension pipettiert (meist eine 1:10
Verdunnung). Trypanblau farbt nur tote Zellen an. Diese erscheinen blaulich unter
dem Phasenkontrast-Mikroskop. Lebende erscheinen als hellgraue Kreise, da die
Zellen den Farbstoff aktiv aus der Zelle transportieren kdnnen und nur durch den
Phasenkontrast sichtbar werden.

Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop sind 9 grof3e Quadrate erkennbar (siehe Abb.
6.1). Es werden die lebenden Zellen aus 4 Quadraten ausgezahlt, das Ergebnis
geviertelt und bei einer zuvor erfolgten Verdinnung von 1:10, mit 100.000
multipliziert. Dies ergibt die Zellzahl pro ml. Jedes Quadrat hat eine Flache von 1
mm?, dies ergibt bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl. 0,1 pl sind
1/10.000 ml. Mit der 1:10 Verdlinnung vom Trypanblau-Ansatz ergibt das den Faktor

von 100.000.
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Abb. 6.1: Netzeinteilung der 9 Quadrate der Neubauer-Zahlkammer

6.2.5 Einfrieren und in Kultur nehmen von Zellstocks

Die Zellen werden wie im oben beschrieben abtrypsiniert und in 10 ml serumhaltigem
Zellkulturmedium resuspendiert. Anschlieliend werden 1 ml Aliquote mit je 100 ul
DMSO in Kryorohrchen hergestellt. Dabei dient das DMSO bei der
Kryokonservierung von Zellen als Gefrierschutzmittel [Lindl, 2002]. Die Zellstocks
werden bei -80°C im Biofreezer gelagert.

Um neue Zellen in Kultur nehmen zu kénnen, werden die eingefrorenen Zellstocks im
37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Anschlielfend werden die Zellen so schnell wie
moglich steril in 10 ml 20 % FKS-haltigem Zellkulturmedium dberfihrt und bei
Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 120 g zentrifugiert. Danach wird der Uberstand
verworfen und das Pellet in 10 ml FKS-haltigem Kulturmedium (20 % FKS)
aufgenommen. Die Zellsuspension wird in eine kleine Kulturflasche mit 25 cm?
uberfuhrt und im Brutschrank kultiviert. In den nachsten Tagen werden die Zellen
passagiert, das Medium auf 10 % FKS herabgesetzt und in eine groRere
Kulturflasche uberfluhrt.

150



Material und Methoden

6.2.6 Mycoplasmentest

Benotigte Reagenzien:
1x PBS siehe Abschnitt 6.2.2

Trypsin-Losung siehe Abschnitt 6.2.2

DAPI/ Sulforhodamin 101-L6sung:

Tris 200 mM
NaCl 200 mM
DAPI 0,8 uM
SR101-Lésung 50 uM

in HoO bidest. I6sen und pH auf 7,6 einstellen.

Mycoplasmen gehdren zu der Gruppe der Bakterien und sind die kleinsten sich
selbst vermehrenden Prokaryonten. Aufgrund ihrer GroRe (Durchmesser von 0,1-2
pum) sind sie in der Lage die Sterilfilter der Kulturflasche zu passieren und damit die
Zellkulturen zu kontaminieren. Aus diesem Grund ist es von groRRer Bedeutung
Mycoplasmenscreening regelmafig durchzufihren. Mit dem an die DNA bindenden
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) kann die
DNA der Mycoplasmen in infizierten Zellen angefarbt und identifiziert werden. Dazu
werden wenige Tropfen der zu untersuchenden Zellsuspension auf einem sterilen
Objekttrager in einer bereits mit FKS-haltigem Medium (10 % FKS) beflllten
Petrischale ausgestreut und fur 48 h im Brutschrank anwachsen gelassen.
Anschliefiend wird der Objekttrager mit eiskaltem Methanol gespult und mindestens
fur 30 Minuten in Methanol bei -20°C gelagert. Damit werden die Zellen auf dem
Objekttrager fixiert und nach dem Trocknen mit einigen Tropfen DAPI/ Sulforhodamin
101-Losung versetzt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kénnen die Objekttrager bei
einer Anregungswellenlange A = 450 - 490 nm auf Mycoplasmen untersucht werden.
Die mycoplasmatische DNA erscheint als kleine, hell leuchtende blaue Punkte auf
oder in den Zellen [Lindl, 2002].
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6.3 Isolierung des EGFR

6.3.1 Kultivierung der Zellen

Die Gewinnung des EGFR erfolgt nach Erreichen einer Zelldichte von 80-90 %

[Gastpar, 1997]. Um den EGFR aufzureinigen werden 40 Petrischalen (d=14 cm) mit

je 3,6 x10° A431-Zellen in 40 ml serumhaltigem MEM ausgestreut und im

Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und 95 % rel. Luftfeuchtigkeit anwachsen gelassen.

6.3.2 Isolierung des EGFR

Benotigte Reagenzien:

1x PBS

Trypsin-Losung

KMP-Puffer Stammldsung

PIPES
MgCl, x 6 H,O
Kaliumchlorid

KMP-Puffer
KMP-Puffer-Stammldsung
PMSF

CaCl, x 2 H,O-Lésung
CaCl; x 2 H,O
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Durchfiihrung:

Die gesamten Aufarbeitungsschritte werden auf Eis durchgeflnhrt.

= Medium absaugen.

= Zellen 2 x mit ca. 3 ml PBS spulen, abtrypsinieren mit 3 ml Trypsin-Lésung und fur
12 Minuten im Brutschrank inkubieren.

» Inaktivierung des Trypsins mit 2 ml FKS-haltigem Medium, abschaben der Zellen
mit Hilfe eines Zellschabers.

= Petrischalen schrag stellen und die sich sammelnde Zelllésung in 50 ml
Zentrifugen-Rdhrchen Uberflhren.

= Zentrifugation bei 2000 g , 4°C fur 8 Minuten.

= Uberstand verwerfen und Zellpellet mit 6 ml 1x PBS resuspendieren.

= Zentrifugation bei 2000 g, 4°C fir 8 Minuten.

= Uberstand verwerfen und Zellpellet wiegen. Das Zellfeuchtgewicht sollte bei
Verwendung von 40 Platten (d=14 cm) ca. 2 g betragen.

= Das Zellpellet wird in 10 ml KMP-Puffer resuspendiert.

= Zum Aufbrechen der Zellmembran erfolgt 3x hintereinander eine
Ultraschallbehandlung von je 10 sec auf Eis, je 20 sec zwischendrin pausieren.

= bei 150000 g, 2-4°C flir 18 min ultrazentrifugieren, um die EGFR-haltige Membran
von anderen Zellbestandteilen zu trennen.

= Uberstand sammeln.

= Pellet in 10 ml KMP-Puffer resuspendieren und Ultraschallbehandlung zwei Mal
wiederholen.

» Pellet verwerfen, Uberstand mit 1M CaCl,x2H,0-Lésung auf eine Endkonzentration
von 10 mM CaCl; einstellen. Innerhalb von 15 min aggregieren die intrazellularen
Membranbestandteile bei Raumtemperatur, was durch eine Tribung der Ldésung
erkennbar wird.

= Abzentrifugieren der aggregierten Membranbestandteile bei 7000 g, 2°C fur 30 min.
Das Pellet wird verworfen.

= Uberstand halbieren, nochmals bei 100 000 g, 2-4°C fiir 60 min ultrazentrifugieren

= Die abzentrifugierten Membranpellets kénnen bei -80°C fir 6-12 Monate gelagert

werden.
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6.3.3 Aufreinigung des EGFR

Die Aufreinigung des EGFR erfolgt

mittels  Weizenkeim-Lectin-Agarose-

Affinitatschromatographie [Gastpar, 1997]. Hierzu werden ca. 5 ml Weizenkeim-

Lectin-Agarose (gelagert in Natriumazid) in eine Saule (Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden) gefullt und uber Nacht mit 1 M NaCl gespult (Flussrate etwa 0,3 ml/min).

Benotigte Reagenzien:

DTT-Lésung
Dithiothreitol

PMSF-Stammldsung

PMSF in Isopropanol

KMP-T-Puffer

KMP-Puffer-Stammlésung
Triton®X-100
PMSF

Saulenpuffer (pH 7,2)

HEPES

NaCl pH-Wert einstellen, dann erst Zugabe
Glycerol

Triton®X-100

N-Acetylglukosamin-haltiger Saulenpuffer

N-Acetyl-D-Glukosamin
Saulenpuffer

NaCl-Lésung
NaCl

NaNs-haltige NaCl-Lésung

NaNs in NaCl-Lésung
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Durchfiihrung:

= Membranpellet von 20 Platten mit KMPT-Puffer resuspendieren und eine Stunde
auf Eis ruhren.

= Abtrennung der ungelosten Membranbestandteile durch Ultrazentrifugation bei
100.000 g, 4°C fur eine Stunde.

= Unterdessen 500 ml Saulenpuffer ansetzen und Saulenmaterial mit 50-100 ml
Saulenpuffer spulen.

= Uberstand der Zentrifugation auf die aquilibrierte Saule geben.

= 3 x das Eluat abfangen und erneut auf die Saule geben, dabei binden die Proteine
an das Saulenmaterial.

= Saule mit ca. 200 ml Saulenpuffer innerhalb von 1,5-2 h gut spulen, um
unspezifische Zellbestandteile zu beseitigen.

= Der EGFR eluiert mit 0,3 M N-Acetyl-D-Glukosaminhaltigem Saulenpuffer, wobei 5
Fraktionen zu je 4,5 ml abgefangen werden.

= Jede Fraktion wird mit 500 yl 10 mM DTT-L6sung versetzt, zu je 500 pl aliquotiert
und bei -80°C gelagert.

= Saulenmaterial uber Nacht mit einer 1 M NaCl-Losung spulen und anschlie3end in

einer 1M NaCl-L6ésung mit 0,02 % Natriumazid (w/v) bei 4°C lagern.

6.3.4 Beschichtung der Mikrotiterplatte mit Substrat

Losungen:

Poly-Glutaminsaure/Tyrosin (4:1)
Poly (Glu,Try)sodium salt (4:1 Glu,Try) 1 mg/10 ml 1x PBS

Waschpuffer

1x PBS 500 ml
Tween-20° 0,1 %
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Durchfiihrung:

= 96-Loch-Immunoplatten werden pro Loch mit je 100 ul Proteintyrosinkinase (PTK)-
Substrates ,Poly-Glutaminsaure/Tyrosin“ (Poly Glu:Tyr 4:1) beschichtet.

= Bei 35°C im Trockenschrank Uber Nacht trocknen.

= Die getrockneten Platten werden 3x mit 200 pl/Loch Waschpuffer fir je 5 min

gewaschen, ausgeklopft und bis zur Trockne in den Trockenschrank gestellt.

Die Platten kdnnen im Dunkeln und trocken fur mehrere Wochen gelagert werden.

6.3.5 Testung der einzelnen EGFR Fraktionen auf ihre PTK-Aktivitat

Aus je einem Aligout der funf Fraktionen wird mit PBS eine Verdunnungsreihe
hergestellt. Dabei werden die Fraktionen im Verhaltnis 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 verdunnt.
Die Durchfuhrung entspricht der unter Kapitel 7.3 beschriebenen Methode, wobei auf
eine Mehrfachbestimmung verzichtet wird.

Die Fraktionen, welche nach maximal einer Stunde bei 37°C bei A= 405 nm eine
Absorption von 0,8-1,2 aufweisen, kénnen zur weiteren Untersuchung in

entsprechenden Verdunnungen fur den EGFR-ELISA eingesetzt werden.
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6.4 Bestimmung der Proteintyrosinkinaseaktivitat des EGFR
mittels ELISA

Bei dem Enzymgekoppelten Immunosorbents Assay, kurz ELISA, handelt es sich um
ein zellfreies Testsystem, in dem durch enzymatische Farbreaktion am isolierten
EGFR getestet werden kann, ob eine Substanz Einfluss auf die Tyrosinkinaseaktivitat
des Rezeptors nimmt.

In einer 96-Lochplatte wird das Substrat Polyglutamin-Tyrosin fixiert (siehe Abb. 6.2).
Nach ATP und Rezeptorzugabe erfolgt eine Phosphorylierung des Substrates
aufgrund der RTK des EGFR. Gibt man im Folgenden den Antiphosphotyrosin-
Antikérper hinzu, der mit Peroxidase gekoppelt ist, so kommt es infolge der Zugabe
des Peroxidasesubstrates ABTS zu einer Farbreaktion, die photometrisch detektiert
werden kann. Wird diesem Testsystem eine zu untersuchende Substanz
hinzugegeben, die die PTK-Aktivitdat des EGFR hemmt, so fallt diese Farbreaktion

entsprechend schwacher aus.

1— Testsubstanz, EGFR,
ATP

—
7%

|

POD: POD

@ 06

Abb. 6.2: Durchfihrungsprinzip des ELISA. ATP: Adenosintriphosphat; EGFR: epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor; POD: mit Peroxidase konjugierter Antikérper; ABTS: 2,2'-Azinobis-3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure = Peroxidase Substrat; P: Phosphatgruppe.
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Benotigte Reagenzien:

Waschpuffer

1 x PBS 500 ml
Tween-20° 500 pl

Tyrphostin-LOsung

Tyrphostin AG1478 100 uM
in 10 % DMSO

ABTS®-Ldsung
In einem 50 ml Messkolben 1x ABTS® -Tablette mit 5 ml 10x ABTS®- Puffer

versetzen, mit HoOpiqest. bis zur Marke auffullen.

Antikorperlosung

BSA 1 % (w/s) in 1x PBS
1:1000 Anti-Phosphotyrosin HRP-konjugiert (PY99, Santa Cruz)

Assaypuffer (pH 7,2)

HEPES 50 mM
MgCl, x 4 H,0 10 mM
MnCl, x 4 H,0 2 mM

ATP 200 pM

Lagerung bei -20°C

1x PBS siehe Abschnitt 6.2.2
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Durchfiihrung:

Die Arbeitsschritte werden im abgedunkelten Raum durchgefiihrt, da die Reaktion

lichtempfindlich ist.

= Die Randloécher der 96-Lochplatte werden mit jeweils 100 ul bidest. Wasser befllt,
um gleiche Bedingungen bei den Inkubationen zu erhalten.

= Von der Testsubstanz werden 10 pl als 10 % DMSO-Ldsungen in bidest. Wasser
nach folgendem Schema in die mittleren Locher der Platte pipettiert (siehe Abb.
6.3). Die Konzentrationen der Testsubstanz werden absteigend in einer
Dreifachbestimmung aufgegeben.

= Zum Vergleich werden ein Blindwert (Lésungsmittelkontrolle) und eine sogenannte
,Normalreaktion® mitgefuhrt. Hierzu wird eine 10 % DMSO vorgelegt.

= Als Positivkontrolle wird Tyrphostin AG 1478 (100 uM in 10 % DMSO) verwendet.

= AnschlieRend wird eine EGFR-haltige Fraktion auf Eis aufgetaut und nach Bedarf
mit 1x PBS verdinnt. Pro Loch werden 40 pl dieser Verdinnung hinzugegeben und
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

= Zum Blindwert werden 50 pl bidest. Wasser hinzugegeben. Zu den restlichen
Substanzen jeweils 50 ul des Assaypuffers, der zuvor auf 37°C erwarmt wurde, um
die Tyrosinkinasereaktion zu starten.

= Die Platte wird flr 30 Minuten in den 37°C warmen Trockenschrank gestellt.

= Nach Ablauf der Zeit wird der Assaypuffer von den Platten abgeschuttet und diese
3 Mal mit je 200 pl Waschpuffer und anschlieBendem Trockenklopfen nach jedem
Waschschritt gespuilt.

= Im Folgenden wird ein Peroxidase gekoppelter Phosphotyrosin-Antikorper dem
Testsystem zugesetzt. Hierzu wird der Antikorper in einer 1 % BSA in 1x PBS
1:1000 verdunnt und jeweils 75 pl/Loch in die Mikrotiterplatte pipettiert.

= Die Inkubation erfolgt flr 1 Stunde im Trockenschrank bei 37°C.

= Anschlielend wird der Uberschissige Antikdrper durch Ausschitten der Platten
und Waschen nach obig beschriebenen Verfahren entfernt.

= Zum Start der Peroxidase vermittelten Farbreaktion werden 100
Peroxidasesubstrat (ABTS-Losung) hinzugegeben und photometrisch bei 405 nm
im Mikroplattenlesegerat gemessen. Die Messung sollte nach maximal 1 Stunde
ABTS-Zugabe abgeschlossen sein, da sich der gebildete Farbstoff anschliefend

zersetzt.
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Auswertung:
Die Auswertung erfolgt als ,Test over Control* [T/C] — Wert in Bezug auf den
Mittelwert der Normalreaktion, der als 100 % gesetzt wird.

Formel fir den , Test over Control“ — Wert:

T-Cs
T/C [%] = -100 %
Cn—Csg
Es gilt: T/C: ,Test over Control“-Wert
T: optische Dichte der Testsubstanz

Cn:  optische Dichte der Normalreaktion

Cg: optische Dichte des Blindwerts

B
B
P
P

Abb. 6.3: Auftrageschema des ELISA. B: Blindwert; N: Normalreaktion; P: Positivkontrolle;

grauer Rand: bidest. Wasser; Auftragung der Testsubstanz als 3-fache Bestimmung, in
absteigender Konzentration.
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6.5 Western Blot Analyse

Bei der Western Blot Analyse werden die Proteine zunachst durch eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Sodiumdodecylsulfat) aufgetrennt und
anschlieend durch Blotten auf eine Nitrocellulosemembran elektrophoretisch
transferiert. Die auf der Membran fixierten Proteine werden mit Hilfe spezifischer

Antikdrper markiert und chemolumineszentrisch detektiert.

6.5.1 Probenvorbereitung und Substanzinkubation (EGFR)

= In einer mittleren Petrischale (& 10 cm) werden 2,0-10° A431-Zellen in 10 ml
10%igem FKS-haltigem Medium ausgestreut und fur 48 h kultiviert.

= Vor der Substanzinkubation erfolgt eine 24 h Serumreduktion auf 1 % FKS.

» Die Substanzinkubation erfolgt mit Katalase (100 U/ml) in 5 ml serumfreiem
Medium fur 45 Minuten.

= Die zu untersuchende Substanz wird in DMSO geldst und entsprechend zu den
gewinschten Konzentrationen verdinnt (Endkonzentration: 1 %).

= Die Losungsmittelkontrolle ist somit 1 % DMSO.

= Als Positivkontrolle wird eine Endkonzentration von 10 uM Tyrphostin AG 1478
eingesetzt.

= 15 Minuten vor Ablauf der 45 Minuten Inkubation wird der EGFR mit EGF stimuliert.

6.5.2 Gewinnung der Proteine (EGFR)

Die Aufarbeitung der Zellen erfolgt auf Eis.

= Nach Ablauf der 45 Minuten Inkubationszeit werden die Petrischalen auf Eis
gestellt und das Medium abgekippt.

= AnschlieRend werden die Zellen 2-mal mit jeweils 3 ml eisgekihltem PBS
gewaschen.

= Das PBS wird daraufhin mdglichst vollstandig von den Petrischalen abgesaugt.

= Je 200 ul RIPA-Puffer werden nun auf jede Petrischale gegeben und gut verteilt,

um die Zellen zu lysieren.
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= Die Zellen werden abgeschabt und mdglichst rlckstandsfrei in einen
Handhomogenisator Uberfuhrt. Die mechanische Bearbeitung der Zellen erfolgt mit
40 Huben im Handhomogenisator.

» Die aufgeschlossenen Zellen werden nun bei 20000 g fur 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert.

= Der Uberstand wird vorsichtig in ein neues Probengefal® Gberfihrt und das Pellet

verworfen.

Benotigte Reagenzien:

RIPA-Puffer:

Tris/HCI, pH 7,4 790 mg
NaCl 900 mg
EDTA 37,2 mg
Natriumfluorid 42 mg
lgepal 1 ml

Auf 100 ml mit HoOpigest. auffillen.

Pro 1 ml RIPA-Puffer direkt vor Verwendung zugegeben:

Na-Orthovanadat (1 mM) 5 pl
Protease Inhibitor Mix 20 pl
(1 Tablette/2 ml H2Opigest.)

PMSF (1 mM) 10 pl
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6.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Mit der Methode nach Bradford kbnnen Proteine quantitativ bestimmt werden. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant
Blue G250 (siehe Abb. 6.4) an Proteine.

SO,-

H C/N
52 AN
o
/
)
OC_H,

Abb. 6.4: Struktur des Coomassie Brilliant Blue G250®

Dabei lagert sich der anionische Farbstoff unspezifisch an basische bzw. unpolare
Seitenketten der Proteine an. Das Absorptionsmaximum des ungebundenen
Farbstoffes liegt bei 465 nm und verschiebt sich durch die Bindung an die
Zellproteine zu 595 nm. Der gebildete Komplex zwischen Protein und Farbstoff ist
nach 2 min abgeschlossen und fur ungefahr 1 Stunde stabil.

Um anhand der gemessenen Absorptionswerte die Proteinmenge zu bestimmen,
wird eine Standardreihe mit BSA (,bovine serum albumin®) erstellt. Die

Konzentrationen liegen dabei zwischen 0,1 und 1,4 mg/ml BSA.

Benotigte Reagenzien:

Bradford Reagenz

Coomassie—Blue G250 100 mg
EtOH 50 mi
H3sPO4 (85 %) 100 ml

Mit bidestilliertem Wasser auf 1 | auffillen. Das Reagenz muss 1 Monat vor der

Verwendung angesetzt und vor der Verwendung filtriert werden.
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Arbeitsschritte:

= Das erhaltene Zelllysat wird 1:10 verdunnt.

= Es werden 10 pl der Verdiinnung mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt.

= Analog werden 10 ul der BSA-Standardreihe ebenfalls mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt.

= In eine 96-Well-Platte werden nun jeweils 200 ul der Proben und der Standardreihe
in einer Dreifachbestimmung pipettiert.

= Die photometrische Vermessung der Absorption erfolgt bei 595 nm im

Mikroplattenlesegerat.

Auswertung:

Ziel dieser Proteinbestimmung ist es, den Proteingehalt aller Einzelproben fur die
anschlieRende SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) einheitlich zu
normieren. Hierbei wird von den Werten der Standardreihe der Wert des Wassers
abgezogen und von den Werten der Probe, der Wert des RIPA-Puffers.
AnschlielRend errechnet sich die bendtigte Proteinmenge durch lineare Regression.

Es werden pro Geltasche 40 ug Gesamtprotein aufgetragen.

6.5.4 Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE

Bevor die Proben auf das Polyacrylamidgel aufgetragen werden, um die Proteine
aufzutrennen, mussen die Proteine noch denaturiert werden. Dies geschieht mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) und R-Mercaptoethanol.

Das anionische Detergenz SDS lagert sich an die Proteine an und Uberdeckt deren
Eigenladung, so dass letztlich alle Proteine eine negative Uberschussladung
erhalten. R-Mercaptoethanol ist eine reduzierende Thiolverbindung und spaltet in
Verbindung mit SDS bei 95°C alle vorhandenen intra- und interzellularen
Disulfidbrucken.

Legt man nun an das mit den denaturierten Proben beladene Gel eine Spannung an,
so wandern die Proteine zur positiv geladenen Anode. Da eine direkte Beziehung
zwischen Molekulargewicht und Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine besteht,

konnen die Proteine ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt werden.
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Entsprechend dem Molekulargewicht, des nachzuweisenden Proteins, werden Gele
mit unterschiedlichen Acrylamidgehalten verwendet. In dieser Arbeit sind das Gele
mit 7 % (EGFR) und 12 % (Tubulin) Acrylamid.

Benotigte Reagenzien:

10x Laufpuffer

Glycin 2M
Tris/HCI, pH 8,3 250 mM
SDS 1%

6x SDS-Probenpuffer
Ansatz fur 100 ml :

Tris,pH 6,8 0,5M 50 ml
Glycerin 40 ml
SDS 1,24 g

0,16 g Bromphenolblau

kurz vor Gebrauch zugeben:
R-Mercaptoethanol 5% (v/v)

GieRBen der Trenn- und Sammelgele:

= Zunachst werden die Glasplatten mit Ethanol entfettet und in die daflir vorgesehene
Elektrophoresekammer eingebaut.

= Wasser, Tris-HCI, Acrylamid und SDS werden entsprechend dem Pipettierschema
(Tabelle 6.1) zusammengegeben und vermischt.

= Kurz vor der Beflllung der Gele werden APS (Ammoniumperoxodisulfat) als
Radikalstarter und TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) als
Radikalstabilisator, in die vorgelegte Mischung pipettiert, gemischt und zwischen
die Glasplatten der Kammern gefilit.

= Die Hohe des Trenngels sollte ca. 6 cm betragen.

= Anschlielend wird das Trenngel mit n-Butanol Uberschichtet, um zu verhindern,
dass eine Austrocknung des Gels wahrend der ca. 1 h Polymerisation stattfindet,

sowie um eine einheitliche Gelgrenze zu erzeugen.
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= Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wird das n-Butanol abgesaugt, der
Zwischenraum der Glasplatten mit bidestilliertem Wasser gespullt und mit
Papiertiuchern getrocknet.

= Es werden nun zwischen die Glasplatten die Kdmme gesteckt, die spater, nach
auspolymerisieren des Sammelgels, eine Geltasche bilden.

= Das Sammelgel wird nach Tabelle 6.2 angesetzt und blasenfrei in den

verbleibenden Zwischenraum zwischen Glasplatten und Kammen pipettiert.

Tabelle 6.1: Pipettierschema der Acrylamid-Trenngele (fir je ein Gel).

7%iges Gel 12%iges Gel
H2Obidest. 2,54 ml 1,72 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,23 ml 1,23 ml
Acrylamid (30 %) 1,15 ml 1,97 ml
SDS (10 %) 49,2 yl 49,2 pl
APS (10 %) 24,6 pl 24,6 pl
TEMED 2,46 pl 2,46 pl

Tabelle 6.2: Pipettierschema der Acrylamid-Sammelgele (fir je ein Gel).

4%iges Gel
H2Opbidest. 1,2 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 0,5ml
Acrylamid (30 %) 0,25 ml
SDS (10 %) 20 pl
APS (10 %) 20 pl
TEMED 2 ul
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= Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels (ca. 1 h) wird der Kamm vorsichtig
entfernt und die Taschen von Gelresten befreit.

= Mittels Proteinbestimmung nach Bradford (vgl. 6.5.3) errechnet sich die
Proteinmenge der jeweiligen Proben, die mit Wasser entsprechend verdunnt
werden, um anschlieBend pro Geltasche den gleichen Gesamtproteingehalt zu
enthalten.

= Diese Proteinverdinnung wird vor dem Beflllen der Geltaschen mit 6x SDS-
Probenpuffer versetzt und auf dem Schuttelinkubator fur 5 Minuten bei 95°C und
900 rpm denaturiert.

» Pro Geltasche werden nun 20 ul (entspricht 40 ug Gesamtprotein) der Proben
aufgegeben.

= In eine aulere Tasche werden 8 yl des Molekulargewichtmarkers SeeBlue Plus2
pipettiert.

= Die Elektrophoresekammern werden mit 1x SDS-Laufpuffer beflillt.

= Anschlielend wird die Elektrophoresekammer fir 30 Minuten an eine Power-
Station mit 100 V angeschlossen, die Spannung dann fur weitere 30 Minuten auf
120 V und nach weiteren 30 Minuten auf 140 V erhoht. Dieser langsame Anstieg
der Voltzahl dient der Bandenscharfung der Proteine im Sammelgel. Die

Elektrophorese wird nach gewunschter Proteinauftrennung abgeschlossen.
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6.5.5 Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

Um die aufgetrennten Proteine detektieren zu kdnnen, muss zunachst ein Transfer
aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran zur Fixierung der Proteine stattfinden,
da die Antikérper zu grof3 sind, um ins Gel zu diffundieren. Dieser so genannte Blot

erfolgt nach dem ,semi-dry“-Verfahren.

Benotigte Reagenzien:

2x Blottingpuffer

Glycin 78 mM
Tris 96 mM
SDS 0,074 %
Methanol 40 % (v/v)

wird vor Gebrauch mit bidest. Wasser 1:1 verdinnt

20x TBS
NaCl 26M
Tris/HCI (pH 7,6) 0,4 M

Waschpuffer

1x TBS
Tween-20° 0,3 %

Blockierreagenz

1x TBS
Tween-20° 0,1 %
5% Milchpulver

168



Material und Methoden

Arbeitsschritte:

= Es werden pro Gel 6 Whatman-Paper und eine Nitrozellulosemembran in Grolle
des Gels zugeschnitten, die fur mindestens 15 Minuten im 1x Blotting-Puffer
aquilibriert werden.

= Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Gele vorsichtig aus den
Glasplatten herausgeldst.

= Das Sammelgel wird abgetrennt und verworfen.

= Das Trenngel wird vorsichtig im 1x Blotting Puffer gewaschen.

» Das Gel wird gemalk Abb. 6.5 zwischen den Whatman-Papern auf die
Nitrocellulosemembran transferiert.

= Der Blot lauft fur 1 Stunde und 15 Minuten bei 70mA pro Gel.

I 3 Whatman-Paper
[ -
— Polyacrylamidgel
—
I

Kathode O

Nitrozellulosemembran
3 Whatman-Paper

I
I
% Boden der Blottkammer
O

Abbildung 6.5: Schematischer Aufbau des Western Blots.

Anode
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6.5.6 Immunologische Detektion

Die Detektion des Zielproteins erfolgt mit Hilfe von Antikérpern. Der primare
Antikérper bindet spezifisch an das nachzuweisende Protein, wahrend der sekundare
Antikorper gegen den Primaren gerichtet ist. Der sekundare Antikorper ist mit HRP
(,horseradish peroxidase®) konjugiert, welches nach Zugabe des Substrates Luminol
in einer chemolumineszentrischen Reaktion die nachzuweisenden Proteine sichtbar
macht (siehe Abb. 6.6).

>' -
MNitrozellulosemembran
AFAK
Nitrozellulose-

membran
_J

Abb. 6.6: Schematische Darstellung der Immunologischen Detektion. PAK: primarer Antikérper; SAK:
sekundarer Antikorper; HRP: horseradish peroxidase; hv: Lichtquant.

Antikorper:

Primarantikorperinkubation und Verdinnung:

Tubulin (,mouse®): 1:5000 im Blockierreagenz
pEGFR (,goat®): 1:1000 im Blockierreagenz
EGFR (,mouse®) 1:1000 im Blockierreagenz

Sekundéarantikorperinkubation und Verdinnung:

Anti-,goat HRP-con;. 1:2000 im Blockierreagenz
Anti-,mouse” HRP-conj.  1:2000 im Blockierreagenz
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Durchfiihrung:

= Nach dem Blot mussen die unspezifischen Stellen auf der Membran mit einem
Blockierreagenz (Milchpulver) fur 1 Stunde blockiert werden.

= Der primare Antikorper wird dann in einer entsprechenden Verdinnung mit dem
Blockierreagenz, Uber Nacht bei 4°C auf die Membran gegeben.

= Anschlielend wird der Uberschussige und nicht spezifisch gebundene Antikorper
mittels Waschpuffer entfernt. Das Waschen erfolgt 3x hintereinander fur je 5 min
mit ca. 15 ml des Waschpuffers.

= Die Sekundarantikdrperinkubation erfolgt fur 1 h bei Raumtemperatur, ebenfalls im
Blockierreagenz.

= AnschlielRendes Waschen der Membran flr 3x flr 5 min mit 15 ml Waschpuffer.

= Die Detektion erfolgt mittels LumiGLO-L6sung, die in Wasser verdunnt wird (je 100
Ml LumiGLO | und Il mit 1800 ul bidest. Wasser pro Membran).

= Detektiert werden die Banden mit Hilfe der LAS-3000 (Image Reader, Fuijifilm).
Anschlie®end erfolgt noch die softwareunterstitzte, semiquantitative Auswertung

(Aida Image Analyser Multilabeling v.3.52).
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6.5.7 Untersuchung des Transkriptionsfaktors Nrf2 mittels Western Blot
Analyse

Western Blot bezeichnet den Transfer von Proteinen auf eine Tragermembran.
Hierzu werden die zu untersuchenden Proteine zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(siehe Kapitel 6.8.4) und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(siehe Kapitel 6.8.5). Die Detektion der Proteine erfolgt durch eine immunologische

Reaktion mit Hilfe von spezifischen Antikorpern (siehe Kapitel 6.8.6).

Benotigte Reagenzien:

Lysepuffer A:

10 mM Hepes

10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

pH 7,9 einstellen,

mit HaoOpigest auf 100 ml auffullen; Lagerung bei 4°C

vor Gebrauch pro ml angesetztem Puffer frisch hinzugeben:
40 pl Proteaseinhibitormix

10 ul DTT

Lysepuffer B:

20 mM HEPES

0,4 M NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

pH 7,9 einstellen

mit H2Opigest auf 100 ml aufflllen

Lagerung bei 4°C

vor Gebrauch pro ml angesetztem Puffer frisch hinzugeben:
40 ul Proteaseinhibitormix

10 uI DTT

Antikorper:

Primarantikorperinkubation und Verdinnung:

Tubulin (,mouse®): 1:5000 im Blockierreagenz
Nrf2 (,rabbit): 1:300 im Blockierreagenz

Sekundarantikorperinkubation und Verdiinnung:

Anti-,rabbit* HRP-con]. 1:2000 im Blockierreagenz
Anti-,mouse” HRP-conj.  1:2000 im Blockierreagenz
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Durchfiihrung:

= In einer groRen Petrischale (@ 14 cm) werden 3,0-10° HT29-Zellen in 10 ml
10%igem FKS-haltigem Medium ausgestreut und fir 48 h kultiviert.

» Die Substanzinkubation erfolgt mit Katalase (100 U/ml) in 5 ml serumfreiem
Medium far 3h.

= Die zu untersuchende Substanz wird in DMSO geldst und entsprechend zu den
gewinschten Konzentrationen verdinnt (Endkonzentration: 1 %).

= Die Losungsmittelkontrolle ist somit 1 % DMSO.

= Inkubationslésungen verwerfen.

= HT29-Zellen 2x mit je 5 ml eiskaltem 1 x PBS waschen; durch Schragstellen der
Petrischalen kénnen die noch vorhandenen PBS-Reste mit einer Pipette entfernt
werden.

= Zellen mit 700 pl 1x PBS abschaben und die Zellsuspension in ein eisgekuhltes
Eppendorf-Gefald Gberfuhren.

= Zentrifugation fur 3 min bei 800 g und 4°C

= Uberstand verwerfen und Zellpellet in 200 pl eiskaltem Lysepuffer A
resuspendieren; 15 min inkubieren.

= 17 ul Nonidet® P40 10%-ig zugeben und anschlieRend 5 s vortexen.

= Zentrifugation flr 3 min bei 4°C und 800 g.

= Der Uberstand enthalt die zytosolische Fraktion und wird in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfuhrt.

= Zellpellet in 65 uyl Lysepuffer B resuspendieren und 15 min inkubieren,
wahrenddessen alle 2 min fur ca. 12 s vortexen.

= Zentrifugation fur 5 min bei 15 000 g und 4°C.

» Der Uberstand enthalt die Kernfraktion und wird in ein neues, eisgekihltes
Eppendorf-Gefaly Uberfuhrt. Das Zellpellet wird verworfen.

= Mittels der Methode nach Bradford (siehe Kapitel 6.5.3) wird von den isolierten
Zellfraktionen der Proteingehalt bestimmt.

= Der Proteingehalt der Proben wird auf 2 mg/ml eingestellt.

= Die Proben werden mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, die Proteine im
Thermocycler bei 95°C 5 min denaturiert und anschlieBend zur

gelelektrophoretischen Trennung eingesetzt.
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= Die SDS-PAGE, der anschlieRende Proteintransfer mittels Western Blot und die
abschliefende Detektion erfolgen analog wie unter Kapitel 6.54 - 6.5.6

beschrieben.

6.6 Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay

Zur Bestimmung der HyO2-Konzentration im  Zellkulturmedium  unter
Inkubationsbedingungen wird der Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay
(Invitrogen) herangezogen. In Gegenwart von Peroxidase (,Horseradish peroxidase®,
HRP) reagiert das Amplex Red Reagenz (10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin) in
einer stochiometrischen 1:1 Reaktion mit HO, zum rot fluoreszierenden
Oxidationsprodukt Resorufin, welches durch Fluoreszenzemission bei A = 585 nm

vermessen wird (Abb. 6.7).

HO 0] OH
HRP
N H,0; OﬁO:@/OH
/§ > X
H,C (e} N

10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin Resorufin

Abb. 6.7: Reaktion des Amplex Red Reagenz mit H,O, bei Anwesenheit von HRP zu Resorufin.

Benotigte Reagenzien:
Alle eingesetzten Reagenzien sind im ,,Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay“-Kit

enthalten.
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Durchfiihrung:

= 5000 HT29-Zellen werden in einer 24-Loch-Platte ausgestreut und kultiviert.

= Zur Inkubation wird das Medium abgesaugt und jedes Loch mit 1 ml 1 x PBS-
Losung gespult.

» Die Substanzinkubation erfolgt pro Loch in 1 ml serumfreiem fur 45 min.

= Auf die Halfte der Zellen wird je Experiment zusatzlich Katalase (100 U/ml)
aufgeben.

= Mitgefuhrt wird eine Standardreihe im Konzentrationsbereich zwischen 0,25 - 10
MM H20o.

= Nach Beenden der Inkubation erfolgt das Uberpipettieren von je 2 x 50 pl des
Mediumuberstands als Duplikat in eine 96-Loch-Platte. Als Blindwert wird 50 pl
Puffer eingesetzt.

= Start der Reaktion durch Zugabe von 50 pl ,working solution® in jedes Loch.

= Nach 30 min Inkubation im Dunklen bei RT erfolgt die Fluoreszenzmessung bei

A = 585 nm mittels Mikrotiterplattenlesegerat (Victor3V).
Auswertung:

Die Berechnung der gebildeten H,O,-Menge erfolgt, nach Abzug der Kontrolle, durch

lineare Regression.
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6.7 Sulforhodamin B-Test

Der Sulforhodamin B (SRB)-Test ist ein Standardverfahren fur eine schnelle und
unkomplizierte Beurteilung der Zytotoxizitat einer Substanz. Prinzipiell werden hier
wachstumshemmende Eigenschaften einer Testsubstanz im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle bestimmt. Der eingesetzte Farbstoff Sulforhodamin B (siehe
Abb. 6.8) wird in der protonierten Form vom fixierten Protein aufgenommen und kann
ausschlieBlich nach Waschung und Trocknung durch Zusatz einer basischen

Pufferlésung (pH10) eluiert werden.

(CH,CH,),N N(Ch,CH

3)2

Abb. 6.8: Strukturformel des Farbstoffes Sulforhodamin B

Da innerhalb einer Zelllinie eine konstante Korrelation zwischen Zellzahl und
Proteingehalt besteht, Iasst sich Uber eine anschlieRende photometrisch Vermessung
der Probe bei 570 nm eine Aussage Uber das Zellwachstum treffen, das gegenuber

der unbehandelten Kontrolle in Prozent angegeben wird.

Benotigte Reagenzien:

Trichloressigsaure (TCA)

50 % Trichloressigsaure in HyOpjgest.

Sulforhodamin B

0,4 % Sulforhodamin B in 1 % Essigsaure
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Essigsaure
1 % Essigsaure in HyOpjgest.

Tris-Base
10 mM Tris-Base in H2Opigest. pH 10,0

Durchfuhrung:

* In einer 24-Lochplatte werden pro Loch 4000 Zellen in 10%igem FKS-haltigem
Medium ausgestreut und fur 48 Stunden in einer 5%igen CO,-Atmosphare bei 37°C
kultiviert.

= Die Substanzinkubation erfolgt ebenfalls in 10%igem FKS-haltigem Medium fir die
gewunschte Inkubationsdauer in einer 5%igen CO»-Atmosphare bei 37°C.

= Die Reaktion wird mit 100 pl 50%iger (w/v) Trichloressigsaure (TCA) abgestoppt.

» Um die noch lebenden Zellen am Boden zu fixieren lasst man die TCA flr
mindestens 1 Stunde bei 4°C einwirken.

= Anschlielend werden die Zellen 4 Mal mit bidest. Wasser gewaschen um Zell- und
Mediumreste zu entfernen.

= Die 24-Lochplatte wird getrocknet.

» Im abgedunkelten Raum werden die Zellen mit 250 pl 0,4 %iger (w/v) SRB-Lésung
fur mindestens 30 Minuten gefarbt.

= Der nicht an Zellprotein gebundene Farbstoff wird ausgewaschen. Zunachst 2x mit
bidest. Wasser, anschlieliend 2x mit 1%iger (v/v) Essigsaure.

= Die 24-Lochplatte wird getrocknet.

= Der Farbstoff wird in einer adaquaten Menge Tris-Base (pH 10) gelost.

= Photometrische Vermessung der 24-Lochplatte bei 570 nm.

Auswertung:

Die gemessenen Absorptionswerte einer Platte der zu untersuchenden Substanz
werden gemittelt und zum Mittelwert der DMSO-Kontrolle, welche auf 100%
festgelegt wird, ins Verhaltnis gesetzt. Dieser erhaltene Wert ist der sogenannte
.1est over Controll“-Wert: T/C, der ein Mal® fur den Proteingehalt darstellt, der
wiederum mit der Zellzahl korreliert und als Verhaltnis zur Kontrolle ausgedruckt wird.
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6.8 Dichlorofluorescein (DCF)-Assay

Mit Hilfe des DCF-Assays kann der relative Redoxstatus der Zellen erfasst werden
[Wang und Joseph, 1999]. Der verwendete unpolare, nicht fluoreszierende Farbstoff
2’,7’-Dichlorofluorescin Diacetat (DCFH-DA) diffundiert durch die Zellmembran ins
Zytosol und wird dort durch intrazellulare Esterasen zu dem nicht fluoreszierenden
Dichlorofluorescin (DCFH) deacetyliert (Abb. 6.9). Aufgrund erhohter Polaritat kann
der Farbstoff nicht mehr aus der Zelle austreten.

Durch die Einwirkung von Peroxiden (H20) und anderen reaktiven Sauerstoffspezies
wird 2’ 7’-Dichlorofluorescin (DCFH) zu dem fluoreszierenden Farbstoff
Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert, der bei einer mittleren Wellenlange von A = 485
nm angeregt werden kann und bei einer mittleren Wellenlange von A = 530 nm
emittiert [LeBel et al., 1992]. Dabei verlauft die Oxidation durch reaktive
Sauerstoffspezies ROS unspezifisch und lasst keine Aussage zu, um welche ROS im

Testsystem es sich handelt [Frank et al., 2000].

H,C

CH,

° g
o o o
cl ‘ ‘ cl
O H Dichlorofluorescin-Diacetat nicht fluoreszierend
COOH

Deacetylierung durch
intrazellulare Esterasen
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HO. o OH W [0} ! Of:/[o
cl ! ‘ -e Z cl
; ®

cl ———» ¢
H

ROS
COOH COOH

Dichlorofluorescin nicht

THY
fluoreszierden -e
intrazellular
HO o o extrazellular
O = ‘
cl . .
¢ Dichlorofluorescein
O fluoreszierend (abs.: 485nm,
COOH

em.: 530)

Abbildung 6.9: Zwischenstufen der Umwandlung von reduziertem und acetyliertem 2°,7’-
Dichlorofluorescin Diacetat (DCFH-DA) in fluoreszierendes 2',7'-Dichlorofluorescein (DCF)
innerhalb der Zelle.
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Benotigte Reagenzien:

1x PBS siehe Abschnitt 6.2.2
farbloses DMEM-Medium
2’, 7’-Dichlorfluorescin-Diacetat 10 mM

im schwarzen Eppendorf-Reaktionsgefald einwiegen und in DMSO |6sen.

Durchfiihrung:

Zunachst werden 4 - 4,5 x10* Zellen in einem Volumen von 100 pl pro Well einer
schwarze 96-Lochplatten mit klarem Boden ausgestreut und fur 48 h im Brutschrank
bei 37°C kultiviert.

Je nach Inkubationsprotokoll kann sowohl der direkte Einfluss von Substanzen auf
den relativen Redoxstatus der Zelle, als auch mittels zweistufigem
Inkubationsprotokoll die antioxidative Wirkungen von Substanzen gegenuber
Menadion-induzierten ROS untersucht werden.

Die Untersuchung auf eine protektive Wirkung gegenuber ROS beinhaltet zunachst
eine 24 h Vorinkubation mit den zu untersuchenden Testsubstanzen in Gegenwart
von Katalase (100 U/ml) und DMSO (1 %) als Ldsungsmittelkontrolle in
serumhaltigem Medium (10 % FKS). Nach Entfernen des Inkubationsmediums
werden die Zellen mit 100 pyl PBS-Ldsung pro Well einmal gewaschen und mit dem
Farbstoff 2’,7’-Dichlorofluorescin-Diacetat (Endkonzentration 50 yM in PBS) fur 30
Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Da es sich bei dem Farbstoff um eine
lichtempfindliche Substanz handelt werden alle nachfolgenden Arbeiten im Dunkel
durchgefuihrt. Der Uberschussige Farbstoff wird durch die nachfolgenden
Waschschritte (2x) mit PBS entfernt und die Zellen mit dem Redoxcycler Menadion
(Endkonzentration 20 pM) im serumfreiem farblosen DMEM-Medium inkubiert. Die
fluorimetrische Messung im Mikroplattenlesegerat erfolgt zu Beginn der Menadion-
Inkubation (0O min) und nach 1h.

Um den direkten Einfluss der Extrakte auf den relativen Redoxstatus der Zelle
erfassen zu konnen, werden die Zellen erst nach der Inkubation mit DCF-DA und
dem Waschschritt mit den Testsubstanzen in serumfreien farblosen DMEM-Medium
inkubiert. Zudem wird sowohl eine Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO) als auch eine
Positivkontrolle (20 yM Menadion) mitgefuhrt. Die Fluoreszenzintensitat wird sofort (0

min) und nach 3 h gemessen.
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Auswertung:

Aus der Differenz beider Messungen bei t = 0 min und t = 60 min bzw. 180 min Iasst
sich der Fluoreszenzanstieg, verursacht durch die Oxidation des Dichlorofluorescin-
Diacetat zu Dichlorofluorescein bestimmen. Die Auswertung erfolgt als relative
Fluoreszenzintensitat in Prozent, bezogen auf die mit nur mit Menadion behandelten

Zellen, bzw. bei der direkten Messung auf die Losungsmittelkontrolle.

Fl, _ — «Fl,_
rel. FI [%] = — D ©0mh Dy 400

Fl (x min, K) ~ Fl (0 min, K)

Fl: Fluoreszenzintensitat
T: Testsubstanz
K: Kontrolle, auf die die Testsubstanz bezogen werden soll.
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6.9 Glutathionbestimmung

Der Gesamtglutathiongehalt wird Gber einen kinetischen Test bestimmt. Dabei wird in
Anwesenheit von Glutathionreduktase (GR) GSH/GSSG in einer NADPH abhangigen
Reaktion mit 5,5-Dithiobis(2-Nitrobenzoesaure) (DTNB) zu 5-Thio-2-Nitrobenzoat
(TNB) umgesetzt (Abb. 6.10). Da alle Reaktionsedukte (NADPH, GSR, DTNB) aul3er
GSH in einem deutlichen Uberschuss vorhanden sind, ist die zeitabhangige
Extinktionszunahme bei 412 nm proportional zum Gesamtglutathiongehalt (tGSH).
Anhand mitgefuhrter Standardldsungen kann der tGSH-Gehalt berechnet werden.
Um den GSSG-Gehalt bestimmen zu konnen, wird das vorhandene GSH mittels 2-
Vinylpyridin kovalent gebunden und damit aus dem Gleichgewicht der Reaktion
entzogen [Griffith, 1980]. Die Reaktion ist in Abb. 6.11 dargestellt. Das verbliebene
GSSG wird analog zur tGSH Bestimmung in Gegenwart von GR wieder zu GSH
reduziert und mit DTNB umgesetzt.

Die zeitabhangige Extinktionszunahme bei A = 412 nm ist proportional zur GSH-
Konzentration, dass wiederum dem GSSG-Gehalt entspricht, wobei aus einem
GSSG zwei Aquivalente GSH entstehen. Durch Differenzbildung kann der GSH-
Anteil und der GSH-Status (Quotient GSH/tGSH) berechnet werden.

NADPH + H* NADP™*
m
GSSG 2 GSH + zellulares GSH — tGSH
02N S_S N02 02N SH
HOOC COOH HOOC
DTBN TBN
+
gemischtes
Disulfid

Abb. 6.10: Schematische Darstellung der Bestimmung des tGSH—Gehalts. DTNB, 5,5 -Dithiobis(2-
Nitrobenzoesaure); GR, Glutathionreduktase; GSH, reduziertes Glutathion; GSSG, oxidiertes
Glutathion; tGSH, Gesamt-GSH; TNB, 5-Thio-2-Nitrobenzoat.
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Abb. 6.11: Umsetzung von GSSG mit 2-Vinylpyridin.

Benotigte Reagenzien:

Puffer A
KH>PO4 125 mM
EDTA 8 mM

in HoOpigest. 16sen, auf 250 ml aufflllen; Lagerung bei 4°C.

Puffer B
KoHP O, 125 mM
EDTA 8 mM

in H2Opigest. 160sen und auf 500 ml auffullen; Lagerung bei 4°C.

A/B-Puffer:

15 ml Puffer A
85 ml Puffer B

Lésung frisch anzusetzen.

tGSH—-Reagenzmix (Angaben pro Loch)

A/B—-Puffer 164 p/l
DTNB-L&sung 20 p/l
NADPH-Ldsung 4 pll
GR (50 U/ml) 2 pll

Den Reagenzmix jedes Mal erst unmittelbar vor der Messung anzusetzen.

GSSG—-Reagenzmix (Angaben pro Loch)

A/B—Puffer 154 /I
DTNB-L6sung 20 p/l
NADPH-Ldsung 4 pll
GR (50 U/ml) 2/l

Der Reagenzmix ist jedes Mal erst unmittelbar vor der Messung anzusetzen.
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Sulfosalicylsdure-Losung (SAA)

5 bzw. 10 % (w/v) in HyOpigest. 106s€EN;

Lagerung bei 4°C.

1 mM GSH-Stammldsung

30,73 mg GSH in 1 ml HyOpigest. 16sen

200 ul davon in 19,8 ml 5 % SSA lésen

zu je 1 ml aliquotieren und bei -80°C aufbewahren

1 mM GSSG-Stammldsung
61,27 mg GSSG in 1 ml H,O bidest. I6sen
200 pl davon in 19,8 ml 5 % SSA I6sen

zu je 1 ml aliquotieren und bei -80°C aufbewahren

DTNB-LAsung 6 mM
in A/B-Puffer I6sen; Losung frisch anzusetzen.

Glutathionreduktaselosung (GR) (50 U/ml)
GR aus Hefe 168 U/ml

Das Enzym ist abhangig von seiner Aktivitat mit A/B-Puffer auf 50 U/ml zu
verdunnen. Die Losung ist jedes Mal frisch anzusetzen.

NaHCOs3-Lésung
0,5 % (w/v) in H2Opigest. I0sen; Lagerung bei 4°C

NADPH-LG6sung 20 mM
in 0,5 % NaHCOs3-L6sung I6sen; Lagerung bei -80°C.

Triethanolamin—Losung

50 % (v/v) in H2Opigest. LOSEN; Lagerung bei 4°C.
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Durchfiihrung:

Inkubation

Far den Versuch werden etwa 1,2 x 10° HT29—Zellen in 10 ml Kulturmedium (10 %
FKS) in mittleren Petrischalen (d = 10 cm) ausgestreut und bei 37°C, 5 % CO, und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % im Brutschrank fur 48 h kultiviert.
Anschlieltend erfolgt bei gleichen Bedingungen eine 24 h Inkubation mit den zu
untersuchenden Substanzen in Gegenwart von 100 U/ml Katalase. Neben den
gewulnschten Substanz Konzentrationen werden eine Loésungsmittelkontrolle (1 %

DMSO) und eine Buthioninsulfoximinlésung (1 mM) als Positivkontrollen mitgefuhrt.

Aufarbeitung der Zellen

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Inkubationsmedium entfernt und die Zellen
zweimal mit je 5 ml eiskalter PBS-L6sung gewaschen. Danach werden die Zellen flr
zwei bis drei Minuten im Brutschrank mit 1 ml Trypsin-Losung inkubiert und die
Trypsinreaktion mit gleicher Menge serumhaltigem Medium (10 % FKS) abgestoppt.
Die bereits teils abgelosten Zellen werden mittels einer Pipette in ein auf Eis
stehendes 15 ml Zentrifugationsréhrchen Uberflhrt. Die verbliebenen Zellen werden
durch zweimaliges Nachspulen mit je 1 ml serumfreiem Medium (0 % FKS) abgeldst
und mit der Zellsuspension vereinigt. Nach dem Resuspendieren der Losung werden
zur Viabilitatsbestimmung 20 pl von der Zellsuspension entnommen und
entsprechend der Zelldichte mit Trypanblau verdinnt (siehe Kapitel 6.12). Die
ermittelte Viabilitdt der Zellen sollte dabei 80 % nicht unterschreiten um sicher zu
stellen, dass von den eingesetzten Substanzen keine zytotoxische Wirkung ausgeht
und keine Artefakte gemessen werden.

Im nachsten Arbeitsschritt wird die Zellsuspension bei 4°C und 460 g fur 10 min
zentrifugiert. Danach wird der Uberstand verworfen, das Zellpellet mit 1 ml A/B—
Puffer resuspendiert und nach dem Nachspulen mit 600 pl A/B—Puffer in ein 2 ml-
Reaktionsgefald vereinigt. Anschliefend werden die Zellen bei 4°C und 400 g fur 10
min abzentrifugiert. Der Uberstand wird erneut verworfen und das Pellet mit 370 pl
A/B-Puffer versetzt. Nach intensivem Resuspendieren und Vortexen der Ldsung
werden von der Suspension zweimal je 10 yl fur die Proteinbestimmung entnommen.

Die restlichen 350 pl Zellsuspension werden zur Ausfallung der Proteine im
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Verhaltnis 1:1 mit 10 % 5-Sulfosalicylsaure (SSA) versetzt und nach dem Vortexen
fur 15 min auf dem Eis stehen gelassen. Nach der Zentrifugation bei 4°C und 20.000
rom fir 10 min kénnen die aufgearbeiteten Proben flr maximal vier Wochen bei

-80°C im Biofreezer gelagert oder sofort zur Messung eingesetzt werden.

Messung von tGSH

Die Bestimmung des tGSH-Gehaltes erfolgt aus dem Uberstand der vorher
zentrifugierten Zellsuspension.

Vor der Messung wird zunachst ausgehend von einer GSH-Stammldsung (1 mM)
eine Glutathion-Standardgerade in 5%iger SSA hergestellt, wobei die Standards
jedes Mal unmittelbar vor der Messung frisch angesetzt werden mussen.
AnschlielRend werden 10 pl des GSH-Standards und des Blindwertes (5 % SSA)
sowie je 10 ul des Uberstandes der Proben in eine klare 96-Lochplatte pipettiert. Die
Messung mit dem Mikroplattenlesegerat erfolgt unmittelbar nach dem mittels einer
Mehrkanalpipette die Platte pro Well mit 190 ul frisch angesetztem tGSH
Reagenzmix versetzt wurde. Sind die Extinktionswerte der Proben Uber den linearen
Absorptionsbereich hinaus, muss es entsprechend mit einer Mischung aus A/B-
Puffer und 10 % SSA-L6sung (Verhaltnis 1:1) verdinnt werden.

Die Standards und Proben werden bei einer Wellenlange von A = 405 nm jeweils als
Doppelbestimmung vermessen. Zur Bestimmung der Extinktionszunahme pro Zeit

erfolgt eine zweite Messung der Absorption nach exakt 2 Minuten.

Tabelle 6.3: Pipettierschema der GSH-Standardreihe

Endkonzentration 1 mM GSH-Standardlésung H2Obidest.
[uM] [ul] [ul]
10 10 990
20 20 980
40 40 960
60 60 940
80 80 920
100 100 900
120 120 880
160 160 840
200 200 800
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Messung von GSSG

Um den GSSG-Gehalt ermitteln zu kdnnen wird jeweils 500 ul des Uberstanden mit

20 pl 2-Vinylpyridin und 100 pl 50 % TEA versetzt. Die Derivatisierung des
Glutathions erfolgt im Thermomixer fur 1 h bei 26°C und 600 rpm. Vor der Messung
wird ausgehend von einer GSSG-Stammldsung (0,1 mM) eine Standardgerade in 5
% SSA hergestellt, wobei die Standards jedes Mal unmittelbar vor der Messung
frisch angesetzt werden missen. AnschlieBend werden jeweils 20 ul von der
Standardreihe, dem Blindwert (5 % SSA) und von der umgesetzten Probelosung in
eine 96—Lochplatte pipettiert. Die Messung mit dem Mikroplattenlesegerat erfolgt
unmittelbar nach dem mittels einer Mehrkanalpipette die Platte pro Well mit 180 ul
frisch angesetztem tGSH Reagenzmix versetzt wurde. Die Messung erfolgt als
Doppelbestimmung, bei Raumtemperatur und einer mittleren Wellenlange von A =
405 nm. Zur Bestimmung der Extinktionszunahme pro Zeit erfolgt eine zweite

Messung der Absorption nach exakt 10 Minuten.

Tabelle 6.4: Pipettierschema der GSH-Standardreihe der GSSG-Messung

Endkonzentration 0,1 mM GSH-StandardIésung H>Opigest.

[uM] (W] (W]

0,7 7 993

1,3 13 987

2,5 25 975

5 50 950

10 100 900

10 100 900

20 200 800

Auswertung:

Zur Auswertung wird aus den Messwerten von der Doppelbestimmung ein Mittelwert
gebildet und die Differenz aus Extinktionen E4 bei t=0 min und E; bei t=2 bzw. 10 min
ermittelt. Danach wird der AE-Wert durch die Minutenzahl dividiert, Blindwert
subtrahiert und damit die Extinktionszunahme pro Minute bestimmt. Die gemessenen
Extinktionsanderungen pro Zeiteinheit der Standards werden grafisch aufgetragen

und mittels linearer Regression einer Geradengleichung bestimmt.
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E, - E,
min

E/min = - Blindwert
E, = Extinktion nach 0 min
E, = Extinktion nach 2, bzw. 10 min

E/min= Extinktionszunahme pro Minute

Anhand der Gleichung kann aus den gemessenen Extinktionen der Proben, die
dazugehdrige tGSH- bzw. GSSG-Konzentration (uM) berechnet werden. Die
erhaltenen Werte werden auf die zugehoérige Proteinmenge der Probe normiert und
in nmol GSH / mg Protein angegeben. Der GSH-Gehalt berechnet sich als Differenz
aus dem tGSH- und GSSG-Gehalt. Der prozentuale GSH-Status berechnet sich
aus dem GSH-Gehalt und dem tGSH-Gehalt erhalten. Der prozentuale GSH-Status

berechnet sich aus dem GSH- und tGSH-Gehalt nach folgender Formel:

(tGSH — GSSG)
GSH-Status = x 100
tGSH

187



Material und Methoden

6.10 Real Time PCR

Um die Expression ausgewahlter Gene, beziehungsweise deren Modulation durch
die Testsubstanzen zu untersuchen, wird eine quantitative Real Time PCR (qRT-
PCR) durchgefuhrt. Dazu wird nach Isolierung der RNA, diese mit Hilfe Reverser
Transkriptasen in cDNA (,complementary® DNA) umgeschrieben. Nachfolgend
werden durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus der cDNA ausgewahlte
Sequenzen in vitro amplifiziert. Die Quantifizierung der gewonnenen DNA durch

Fluoreszenzmessungen erlogt durch den Farbstoff SYBR® Green (QIAGEN).

Benotigte Reagenzien:
DEPC-H,0O

1 mI DEPCin 1 | HyOpigest. 10sen, Giber Nacht riihren und autoklavieren.

Durchfiihrung:

Zellinkubation

FUr die Untersuchungen zur Modulation der Transkriptmenge verschiedener ARE-
regulierter Gene werden 0,8x10° HT29-Zellen in einer Petrischale (d = 5 cm)
ausgestreut und fur 48 h im Brutschrakt kultiviert. Nach Entfernen des Mediums
werden die Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen unter Zusatz von 100 U/ml
Katalase fur 24 h inkubiert. Bei jedem Experiment wird eine Losungsmittelkontrolle (1
% DMSO) sowie 200 pM tert.-Butylhydrochinon (tBHQ) als Positivkontrolle
mitgefuhrt.

RNA-Isolierung
Zur Praparation der RNA wird das RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) verwendet. Im ersten

Arbeitsschritt erfolgt die Zelllyse in einem RNaseinhibitor-haltigen Extraktionspuffer,

um die Isolierung intakter RNA sicherzustellen. Anschlielend erfolgen das
Homogenisieren der RNA, sowie die Bindung der Gesamt-RNA an eine RNeasy
Silica-Membran. Nach dem Auswaschen von Verunreinigungen mit Puffern
unterschiedlicher Salzkonzentration, wird die RNA in RNase-freiem Wasser von der
RNeasy Mini Spin-Saule eluiert (Abb. 6.12).
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Zellsuspension

T: Lyse und Homogenisierung
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Abb. 6.12: Schematische Darstellung des RNeasy® Mini Verfahrens [QIAGEN Handbuch].

= Entfernen des Inkubationsmediums und Spulen des Zellrasens mit 5 ml eiskalter
PBS-L6sung.

= Verwerfen der PBS-L6sung und Zelllyse durch Zugabe von 600 ul RLT-Puffer, dem
10 ul B-Mercaptoethanol pro 1 ml Pufferlésung zugesetzt werden.

= Abschaben des Zellrasens mit Hilfe eines sterilen Einweg-Schaber (Sarstedt) und
Uberfiihren des Zelllysats in ein steriles EppendorfgefaR (1,5 ml).

= Homogenisieren des Zelllysats und der DNA durch 5-maliges resuspendieren durch
eine 0,9 mm Kandle.

= Zugabe von 600 ul Ethanol (70 %) und Aufgabe von 700 pl der Zellsuspension auf
die Silica-Saule.

= Zentrifugation fur 0,5 min bei 10 000 g (RT).

= Nach Verwerfen des Durchflusses Aufgabe der restlichen Zellsuspension auf die
Saule und wiederholte Zentrifugation fur 0,5 min mit 10 000 g (RT).

= Verwerfen des Durchflusses und Aufgabe von 700 ul RW1-Puffer auf die Saule.

= Zentrifugation bei 10 000 g fur 15 s (RT) und Verwerfen des Durchflusses.
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= Aufgabe von 500 pl RPE-Puffer auf die Saule und Zentrifugation fur 15 s bei 10 000
g (RT). Verwerfen des Durchflusses und Aufsetzen der Saule auf ein neues
RNase-freies Reaktionsgefald.

= Nochmalige Aufgabe von 500 pl RPE-Puffer auf die Saule und Zentrifugation bei
10 000 g fur 2 min und 1,5 min bei maximaler Geschwindigkeit (RT).

= Aufsetzen der Saule auf ein RNase-freies Eppendorfgefald und Aufgabe von 50 ul
RNase-freiem Wasser auf die Silica-Saule.

= Zentrifugation fur 1,5 min bei 10 000 x g (RT) und sofortige Lagerung der eluierten
RNA auf Eis.

Die Gehaltsbestimmung der isolierten Gesamt-RNA erfolgt bei A = 260 nm mittels
Nanodrop®-Spektralfotometer. Die Reinheit der gewonnenen RNA wird durch das
Verhaltnis zwischen der Absorption bei A = 260 nm und A = 280 nm (ratio A260:
A280) bewertet, wobei A = 280 nm das Absorptionsmaximum der Proteine darstellt.
Eine ausreichende Reinheit ist bei einem Aogo/Azs0-Verhaltnis von 1,9 bis 2,3

gegeben [RNeasy®, Mini Handbuch].

Reverse Transkription

Da die Tag-DNA-Polymerase der PCR ausschlieRlich DNA vervielfaltigen kann, wird
mit Hilfe Reverser Transkriptasen, die zuvor isolierte RNA in cDNA umgeschrieben.
Reverse Transkriptasen sind virale Enzyme. Da es sich hierbei, im Vergleich zur
Mehrzahl der zellularen Transkriptionsvorgange, um genetische
Informationstberschreibung in umgekehrter Richtung handelt, spricht man von
Reverser Transkription. Dabei binden zunachst Oligo-dT-Primer an die Poly-A-
Region der mRNA am 3'-Ende des Transkripts (Abb. 6.13, A). Von diesem Startpunkt
aus synthetisiert die RNA-abhangige DNA-Polymerase die komplementare DNA in
5'-3'-Richtung (Abb. 6.13, B). Nach Abschluss der Synthese des ersten cDNA-
Stranges, wird der mRNA-Strang von der Reversen Transkriptase abgebaut und
durch einen zweiten cDNA-Strang ersetzt, woraus ein cDNA-Doppelstrang resultiert
(Abb. 6.13, C).
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Abb. 6.13: Schematische Darstellung der Reversen Transkription.

Fur diese Reverse Transkription wird das QuantiTect® Reverse Transcription®-Kit
(QIAGEN) verwendet. Vor der eigentlichen Reversen Transkription, findet ein
zusatzlicher Abbau der genomischen DNA (gDNA) statt. Pro Reaktion werden 1 ug
Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben.

Durchfiihrung:

Die gesamte Aufarbeitung erfolgt auf Eis.

= Verdunnung der isolierten RNA auf 1 pg mit HyOpigest. @auf ein Volumen von 12 ul
und Zugabe von 2 pl gDNA Wipe-out Puffer.

= Inkubation bei 42°C fur 2 min.

= Zugabe von 6 uyl RT-Mastermix (4 pl 5 x RT-Puffer, 1 uyl Primer Mix und 1 pl
Reverse Transkriptase).

= Inkubation bei 42°C fur 15 min.

= Inaktivierung der Reversen Trankriptase durch Inkubation bei 95°C fur 3 min.

Sofortige Lagerung der cDNA auf Eis, Lagerung bei - 20°C fur maximal 2 Monate

moglich.
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Real Time PCR
Durch die PCR kann die DNA genspezifisch mit Hilfe einer hitzeresistenten DNA-

Polymerase in vitro vervielfaltig werden. Dazu wird die Taqg-Polymerase, die
ursprunglich einem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus entstammt,
eingesetzt. Fir die PCR werden die zu amplifizierenden DNA-Matrizen und
genspezifische Primer (QuantiTect® Primer Assays; QIAGEN) eingesetzt. Die
verwendeten Primer sind so konstruiert, dass sie eine Exon/Exon-Schnittstelle
iiberspannen [QuantiTect® Primer Assay Handbuch]. Zu Beginn der PCR muss die
HotStarTag-DNA-Polymerase durch Inkubation bei 95°C aktiviert werden. Fir die
Durchfiihrung der qRT-PCR wird das QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit (QIAGEN)
verwendet.

Die PCR lauft in einer zyklischen Wiederholung von drei Schritten ab (Denaturierung,
Annealing, Elongation). Bei der Denaturierung werden die cDNA-Matrize und die
Primer durch Erhitzen in ihre Einzelstrange durch Aufbrechen beziehungsweise
Aufschmelzen der Wasserstoffbriickenbindungen aufgetrennt (Abb. 6.14, A). Durch
Erniedrigung der Temperatur lagern sich die Primer spezifisch an die
entsprechenden DNA-Sequenzen an (Annealing). Nachfolgend verlangert die
hitzestabile Tag-DNA-Polymerase durch Bindung an das Primer-Template-Hybrid die
DNA-Sequenz in 5'—3" Richtung unter Verbrauch von dNTPs (Abb. 6.14, B). Das
Temperaturoptimum der HotStarTag-Polymerase wird in der Elongation erreicht.
Dabei wird der komplementare DNA-Strang bis zum Ende der Sequenz
vervollstandigt (Abb. 6.14, C).
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Abb. 6.14: Mechanismus der PCR.

Durchfiihrung:

Die gesamte Aufarbeitung erfolgt auf Eis.

= In eine 96-Loch Platte (Hard Shell WHT/WHT, BIO-RAD) werden 12,5 pl
QuantiTect® SYBR Green PCR Master Mix (2 x) pro Loch vorgelegt.

= Zugabe von 2,5 pl QuantiTect® SYBR Green Primer Assay (10 x) und 0,5 ul cDNA-
Template entspricht 25 ng RNA-Aquivalent als Duplikat.

= Mit HyOpigest. Wird auf ein Gesamtvolumen von 25 ul pro Well aufgefullt und die
Platte versiegelt (Microseal 'B’ Film, BIO-RAD).

= Die Reaktion findet im Thermocycler (PTC-200, MJ Research mit optischer
Messeinheit Chrom4 ™ BIO-RAD) mit folgendem PCR-Programm statt:
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Inkubation bei 95°C fir 15 min,
Inkubation bei 94°C fur 15 s,
Inkubation bei 55°C fir 30 s,
Inkubation fur 72°C fur 30 s,
Detektion der Fluoreszenz,

39 x Wiederholen der Schritte 2 - 5,

Bestimmung der Schmelzkurven von 40°C - 60°C in Schritten von 1°C.

Bei der quantitativen RT-PCR wird parallel zur Amplifikation die DNA mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green | quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgt durch
Fluoreszenzmessung, da der Farbstoff in doppelstrangige DNA interkaliert. Der
daraus gebildete Komplex absorbiert blaues Licht (Amax =488 nm) und emittiert
grunes (Amax = 524 nm), wodurch die Zunahme der Fluoreszenz gemessen werden
kann. Zur Kontrolle der spezifischen Amplifikation der untersuchten Sequenz, wird
nach der PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt, wobei bei einer
spezifischen PCR-Reaktion jede Schmelzkurve einen einzelnen Peak aufweisen
muss. Bei der Quantifizierung der Transkriptmenge handelt es sich um eine relative
Quantifizierung, da sie auf ein nicht reguliertes Kontrollgen (,house keeping“ Gen)
bezogen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde das Kontroligen [3-Aktin eingesetzt.
Die Quantifizierung erfolgt nach der AACT-Methode. Dabei muss im exponentiell
ansteigenden Bereich der Amplifikationskurve ein Schwellenwert (,threshold®)
festgelegt werden. Dadurch kann jeder Amplifikationskurve ein PCR-Zyklen-Wert
(,threshold cycle®, CT-Wert) zugeordnet werden. Die Berechnung der relativen

Transkription (rT) erfolgt nach folgenden Formeln:

ACT = CTgen - CTr-aktin
AACT = ACTTestsubstanz - ACTLésungsmittelkontrolle

rT (relative Transkriptionsanderung) = 224¢7
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6.11 Comet Assay

Der Comet Assay ist eine Technik, durch die es ermoglicht wird, DNA-Schadigungen
in einzelnen Zellen festzustellen. Entwickelt wurde der Assay 1984 von Ostling und
Johanson zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen. Mit der Weiterentwicklung
durch Singh im Jahre 1988, konnte durch die Verwendung von basischen Puffern
zusatzlich auch DNA-Einzelstrangbriuche, Alkali-sensitive Stellen (z.B. apurine
Stellen), DNA-DNA- und DNA-Protein-Crosslinks und Einzelstrangbruche, die noch
mit unvollstandigen Reparaturproteinen verbunden sind, festgestellt werden. Vorteile
sind noch, dass auch leichte DNA-Schadigungen nachweisbar sind, sich der Test
relativ preiswert durchfuhren lasst und es, bis auf Ethidiumbromid keine sehr
gefahrlichen oder radioaktiven Abfalle gibt [Tice et al., 2000].

Verwendete Reagenzien:

Agarose:

NMA (normal melting agarose) 0,5 % (w/v) in PBS
LMA (low melting agarose) 0,8 % (w/v) in PBS
PBS fur Agarose:

Natriumchlorid 8,00 g/l (137 mM)
Kaliumchlorid 0,20 g/l (2,7 mM)
Kaliumdihydrogenphosphat 0,20 g/l (1,5 mM)
Di-Natriumhydrogenphosphat 1,15 g/l (8,1 mM)

Lyspuffer-Stammldsung:

Natriumchlorid 146,19/l  (2,5M)
EDTA 37,23 g/l (100 mM)
Tris (Roth) 12,11 g/l (100 mM)

mit halbkonzentrierter Natronlauge auf pH 10

N-Laurylsarcosin 10,00 g/l
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Lyspuffer-Gebrauchslosung:

89 % (v/v) Lyspuffer-Stammlésung
10 % (v/v) DMSO, technisch
1 % (v/v) Triton-X

Enzympuffer 10-fach:

HEPES

Kaliumchlorid

EDTA

BSA

mit verdinnter Kalilauge (KOH) auf pH 8,0

Elektrophoresepuffer-Stammldsung:

Natriumhydroxid
EDTA (pH 10)

Neutralisationspuffer:

Tris

mit halbkonzentrierter Salzsaure auf pH 7,5

Ethidiumbromid-Stammldsung:

Ethidiumbromid-Farbeldsung:

95,32 g/l (400 mM)
74,56 g/l (1 M)
1,862 g/l (5 mM)
2,000 g/l

400,0 g/l (10 M)
74,46 g/l (200 mM)

48,46 g/l (0,4 M)

10 mg/ml bidest. Wasser

Stammldsung mit bidest. Wasser 1:500 verdinnen (Endkonz. 20 pg/ml)
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Durchfiihrung:

Das Prinzip des Comet Assays beruht auf folgenden Einzelschritten:

N ok wNh =

Vorbereiten der Objekttrager

Inkubation der Zellen

Einbettung der Zellen in Agarose auf dem Objekttrager
Lyse der Zellen

Enzymbehandlung

Alkalisierung und Elektrophorese

Neutralisation, Anfarben und Auswertung
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1. Vorbereiten der Objekttréager (OT)

Ziel ist es, moglichst einheitliche und luftblasenfreie Gele zu erhalten, die einfach
auswertbare Schweife mit wenig Hintergrundrauschen zu erhalten. Bewahrt haben
sich ,gefrostete” (aufgeraute) OT, da das Gel besser haftet und dadurch stabilisiert
wird. Es werden 3 Lagen Agarose auf den OT aufgebracht. Fur die erste Schicht
werden 40 pl geschmolzene NMA (,normal melting agarose®) auf die raue Seite des
OT pipettiert und mit einem anderen OT auf der gesamten Flache zu einem dinnen
Agarose-Film ausgestrichen. Die OT werden auf der Heizplatte kurz getrocknet.

FUr die zweite Lage werden zweimal 65 yl NMA im Abstand von ca. 3,5 cm auf den
OT pipettiert und sofort mit Deckglasern (24 x 24 mm) abgedeckt. Zum Ausharten
der Agarose-Felder wird eine eisgekihlte Unterlage verwendet (groRer Eppendorf-
Rohrchen-Stander im Eisbett). Die OT lassen sich jetzt fur ca. 5 Tage in einer

feuchten Kammer im Kihlschrank aufbewahren.

2. Inkubation der Zellen und Viabilitdtsbestimmung (Trypanblau-Auszéhlung)

In kleinen Kunststoff-Petrischalen (& 50 mm) werden 300.000 Zellen (HT29) in 5 ml
Kulturmedium (serumhaltig) 48 Stunden lang im Brutschrank anwachsen gelassen.
Zur Inkubation wird das Medium abgesaugt und durch 5ml Inkubationsmedium
(serumfrei) mit den entsprechenden Substanzkonzentrationen (1 % DMSO-
Endkonzentration) ersetzt. Nach einer Stunde Inkubation werden die Petrischalen
kodiert, um eine neutrale und unbeeinflusste Auswertung zu gewahrleisten. Das
Medium abgegossen und die Petrischalen mit 2 ml PBS gewaschen. Zum Abldsen
der Zellen vom Schalenboden wird 0,5 ml Trypsin zugegeben, fir 1,5 Minuten
inkubiert und zugig 0,5 ml Kulturmedium zugegeben, um das Trypsin zu inaktivieren.
Die Zellen werden mit einem Zellschaber abgeschabt und die Zellsuspension in ein
eisgekuhltes 2 ml Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt. Die Schale wird mit 0,5 ml
Kulturmedium nachgespllt und die Suspensionen vereinigt. Sind alle Petrischalen
abtrypsiniert, wird die Viabilitat und die Zellzahl mittels Neubauer Zahlkammer
bestimmt. In einem Eppendorf-Réhrchen werden 30 pl Trypanblau vorgelegt, mit 30
Ml Zellsuspension vermischt und die bestlickte Neubauer Zahlkammer am
Phasenkontrast-Mikroskop ausgezahlt. Aus dem Verhaltnis von lebenden und toten
Zellen lasst sich die Viabilitat berechnen (siehe Abb. 6.15) Die Viabilitat sollte nicht
unter 80 % liegen, da sonst zytotoxische Effekte vorliegen, die das spatere Ergebnis

verfalschen konnen.
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Anzahl lebender Zellen
Viabilitat [%] = x 100
Gesamtzahl der Zellen (lebende+tote)

Abb. 6.15: Berechnung der Viabilitat

3. Einbettung der Zellen in Agarose auf dem Objekttrager

Fir den Erfolg sind Agarosekonzentration (LMA) und Zelldichte sehr
ausschlaggebend. Es sollten nur ein paar Zellen im Sichtfeld liegen, da bei zu hoher
Zelldichte die Schweife Uberlappen und damit die Auswertung erschweren oder gar
unmadglich machen.

Aus jedem Eppendorf-Rohrchen werden zwei Aliquots mit ca. 70.000 Zellen
entnommen und abzentrifugiert (4°C, 2000 U/min, 10 min). Die Eppendorf-Rdéhrchen
werden immer auf Eis gelagert. Der Uberstand wird vorsichtig abpipettiert und
verworfen. In den OT wird die Kodierung eingraviert und das Deckglas entfernt, das
Zell-Pellet mit 65 pl geschmolzener LMA (,low melting agarose®) mild resuspendiert,
auf das vorhandene NMA-Feld pipettiert und sofort mit einem Deckglas bedeckt. Der

OT wird fur 10 Minuten auf Eis gelagert, um die Agarose ausharten zu lassen.

4. Lyse der Zellen

Die Lyse dient zum Freizusetzen der DNA, indem die ubrigen Zellbestandteile
fragmentiert und aufgelost werden.

Die Lysepuffer-Gebrauchsloésung wird am Vorabend in der Lysekammer angesetzt
und im Kuhlschrank auf 4°C abgekuhlt. Nach Entfernen der Deckglaser, werden die

OT mindestens eine Stunde, besser Uber Nacht, in den Lysepuffer eingelegt.

5. Enzymbehandlung
Die Behandlung mit Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (Fpg) aus E. coli dient
dazu, oxidierte DNA-Basen in Einzelstrangbriche zu uberfihren. Fpg erkennt
oxidierte DNA-Basen und schneidet sie aus dem DNA-Strang heraus. Dabei entsteht
ein Einzelstrangbruch.
Die OT werden in der Lysekammer nach Abgiel3en des Lysepuffers dreimal fir 5
Minuten mit 4°C kaltem Enzympuffer gewaschen. Wahrend des dritten
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Waschschrittes wird Enzym aus dem Biofreezer auf Eis aufgetaut und mit
Enzympuffer auf die gewunschte Endkonzentration verdinnt.

Auf die OT, die Enzym behandelt werden sollen, werden 50 pl Enzymldsung je
Agarose-Feld pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Auf die nicht zu
behandelten OT werden 50 pl Enzympuffer je Feld pipettiert und mit Deckglas

versehen. Die OT werden fur 30 Minuten im Brutschrank inkubiert.

6. Alkalisierung und Elektrophorese

Die Alkalisierung (pH > 13) dient der Auftrennung der doppelstrangigen DNA in
Einzelstrange, um insbesondere Einzelstrangbriiche, die durch die Fpg-Behandlung
verursacht wurden, detektierbar zu machen. Wahrend der Elektrophorese wandern
die negativ geladenen DNA-Fragmente zum Pluspol und durch das Agarosegel
trennen sich die Bruchstiicke der GroRe nach auf, da die kleineren Bruchsticke in
bestimmter Zeit eine weitere Strecke zurlicklegen kénnen als die Groleren. Je
starker die DNA geschadigt ist, umso gréfier wird demnach der entstehende Schweif.
(siehe Abb. 6.16). Die OT werden, nach Entfernen des Deckglases, in die
eisgekuhlte Elektrophorese-Kammer gelegt. Dabei ist darauf zu achten, dass die
eingravierte Zahl in Richtung Plus-Pol zeigt, dies ist fur die spatere Auswertung
wichtig. Die Kammer wird mit 4°C kalten Elektrophorese-Puffer geflllt, so dass die
OT ca. 3-4 mm mit FlUssigkeit bedeckt sind. Die Alkalisierungsdauer betragt 20 min.
Die Kammer wird dazu abgedunkelt.

AnschlieRend wird die Elektrophorese fur 20 Minuten gestartet. Die Voltzahl wird
konstant auf 25 Volt eingestellt und die erforderlichen 300 milli-Ampere werden durch

Hinzufligen oder Entfernen von Elektrophorese-Puffer eingestelit.

Abb. 6.16: Zellkern mit DNA-Fragmenten nach der Elektrophorese
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7. Neutralisation, Anfdarben und Auswertung

Nach der Elektrophorese muss das Agarosegel durch dreimaliges Waschen fur je 5
Minuten mit Neutralisationspuffer neutralisiert werden.

Zur Visualisierung der DNA wird auf jedes Agarose-Feld 40 pl Ethidiumbromid-
Farbeldsung pipettiert und dieses mit einem Deckglas abgedeckt. In einer feuchten
Kammer konnen die OT jetzt einige Tage im Kuihlschrank aufbewahrt werden.
Zugunsten deutlicherer Intensitaten, sollten sie aber madglichst rasch ausgewertet
werden.

Die Auswertung erfolgt am Fluoreszenz-Mikroskop bei 1000-facher Vergrof3erung.
Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop erscheinen die geschadigten Zellen nun mit
einem Schweif aus DNA-Bruchstiicken, der ihnen das Aussehen eines Kometen gibt.
Die Vermessung des Schweifes (siehe Abb. 6.17) erfolgt durch ein
computergestitztes Bildverarbeitungsprogramm (Comet Assay Il von Perspective
Instruments). Die ,Tail-Intensity” (Schweif-Intensitat) ist die Intensitat des
Kometenschweifes in Prozent, bezogen auf die Intensitat des Kometenkopfes. Der
grune Balken im Intensitatsmaximum des Zellkernes definiert das Ende des Kopfes
und den Beginn des Schweifes.

Pro Agarose-Feld werden 50 Zellen ausgewertet und das Ergebnis der zwei Felder

gemittelt.

Abb. 6.17: Bestimmung der ,Tail-Intensity*
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6.12 Trypanblau-Auszahlung

siehe Kapitel 6.11 ,2.Inkubation der Zellen und Viabilitatsbestimmung (Trypanblau-
Auszahlung)“

6.13 In vitro Fermentation (Simulation der gastrointestinalen
Passage)

Verwendete Reagenzien:

Fermentationspuffer fiir 10 Proben:

Substanz Menge
KH2PO4 10,888 g
H20 800 ml
Natronlauge 10 M fur pH-Wert 7,0 <4 ml

Dialysepuffer fiir eine “Dinndarmdialyseflasche”:

Substanz Menge
KH2PO4 27,22 g
NaHCO; 3,76 g
H.O 2000 ml
Natronlauge 10 M fur pH-Wert 6,5 ~10 ml

0,5 g fermentierbares Material (100 % fermentierbar) mit 10 ml Fermentationspuffer
in mischen.

Durchfiihrung:

Simulation der gastrointestinalen Passage:

Mund
e 6,25 ml 0,85 % NaCl hinzugeben (fur 10 Proben: 0,681 g in 80 ml H,O)
e 17,36 pl a-Amylase (17,36U, Stammisg.: 500U/500 pl, in 20 mM NaH,PO,), 5
min, 37°C, Schittelbad (Puffer: 0,023 g NaH,PO4 in 10 ml H,0)
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Magen

2,813 ml 150 mM HCI hinzugeben (fur 10 Proben: 2,625 ml 2 M HCI + 32,375
ml H20)

1,11 mg Pepsin in 0,9375 ml 20 mM HCI zugeben (fiir 10 Proben: 12,21 mg
Pepsin 10,3125 ml 20 mM HCI; 110 pl + 10,89 ml H,0)

pH-Wert von 2 vorsichtig mit 2 M HCI einstellen, anschlie3end fir 2 h bei 37°C

im Schuttelwasserbad inkubieren.

Diinndarm

inzwischen intestinales Extrakt herstellen und Dialyseschlauche fur 30 min

wassern

nach 2 h pro Flasche 5 ml intestinales Extrakt zu Magensuspension hinzugeben.

Substanz Menge 1x Menge 11x
NaHCO; 0,047 g 0,517 g

Oxgall 0,003 g 0,033 g
Pankreatin 0,026 g 0,286 g

H.O 5 ml 55 ml
Natronlauge 10 M fur pH-Wert 6,5 wenige Tropfen

Flaschen befullt mit 2 | Dialysepuffer bereitstellen.

Fermentationsansatz (25 ml) auf 2 Dialyseschlauche verteilen (je 12,5 ml), ~25
cm Schlauchlange. Schlauchklammern schrag ansetzen und obere Klammer mit
schnur versehen.

Dialyseflaschen mit Stopfen und Lochdeckel versehen und Kanule durch Stopfen
stechen.

Begasung (6-7 Zyklen) fir halb-anaerobe Atmosphare, Gas: 86 % Nz, 4 % Hz, 10
% CO;

Zyklus Uberdruck ca. 0,8 bar, Unterdruck bis 0,6 bar

Im letzten Uberdruckzyklus Kaniilen vorsichtig aus dem Stopfen ziehen.

Dialyseflaschen flr 6h bei 37°C im Schuttelwasserbad.
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Bearbeitung der Faecesproben

Faeces:
¢ mind. 3 Faecesspender verwenden!
¢ In Plastiktite sammeln, Tute entllften, verschliel3en und bis zur Verwendung
(max. 3 h) auf Eis lagern.
e Faecesproben zu gleichen Mengen auf die erforderliche Faecesmenge poolen
(in Stomacher Tute).
e vierfache Menge Fermentationspuffer zugeben, leicht kneten und im Stomacher

Homogenisator befestigen. Einstellungen: 250 rpm, 3 min

300 ml Faecessuspension
Substanz Menge
Faeces 60 g (20 g pro Spender)
Fermentationspuffer 240 ml

e Stomacher Homogenisator nach Gebrauch mit Ethanol abspulen.
e in grofRes Becherglas durch Metall-Sieb Uberflhren.
¢ in eine Duranglasflasche Uberfuhren und anaerobe Atmosphare erzeugen

(Begasung 12-13 Zyklen) und bei 37°C warmhalten

Dickdarmsimulation:

¢ Dialyseflaschen mit Kantle entgasen

e Dialyseschlauch entnehmen und Inhalt des Schlauches in
Fermentationsflasche Uberfuhren

e event. 2x50 ml Dialysat als Aliquot bei -80°C aufbewahren (Analytik)

e Je Fermentationsflasche (~25 ml) selbe Menge Faecessuspension zugeben.

e pH-Wert auf 6,5 einstellen, Begasung 12-13 Zyklen

e Fermentationsflaschen bei 37°C fiir 24h im Schuttelwasserbad inkubieren.
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Stopp der Fermentation:

Zentrifuge auf 4°C vorkuhlen

Entgasen, pH-Wert messen und Fermentationslosung in 50 ml Tube Uberfuhren.
Tubes auf Eis zum Abstoppen der Fermentation

Zentrifugation: 30 min, 4500 rpm, 4°C

Uberstand in neues 50 ml Tube (iberfiihren (Pellet auf Eis aufbewahren)
Zentrifugation : 15 min, 4500 rpm, 4°C

Uberstand in 10 ml Aliquots und Pellet bei -80°C einfrieren.

Sterilfiltration:

Tubes mit Proben auftauen (unter flieRendem Wasser)

In 2 ml Tubes aus Eis aliquotieren

Zentrifugation: 13500 rpm, 15 min, 4°C

Unter der Sterilbank sterilfiltrieren: 10 ml Spritze, Kantlen (25x60mm), 0,22 ym
Filter

Uberstand mit Kaniile abnehmen, Kanlile entfernen, Filter aufsetzen und Lésung
in vorgelegte 2 ml Tubes geben.

Einfrieren bei -80°C.
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Formelverzeichnis
Lineare Regression: y = A + B*x nach Origin 6.0 mit Messpunkten (x/y):

y-Achseabschnitt (A):

ez

N

A=

Steigung (B):

2o (z]o)

B=—!
N

Nenner (N):

V(3

Fehler der Steigung (mg):

nS
my =
\/ (n-2)N

Fehler des y-Achsenabschnittes (ma):

Sfo

i

(n-2)N

m,

Fehlerquadratsumme (S):

S= Z(yi ~Bx, - 4)°
P

222



Anhang

IC50-Wert:
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