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1 Einleitung

Der demographische Wandel fiihrt insbesondere in Deutschland zu einem Umbau der
Alterszusammensetzung hin zu dlteren Menschen und begiinstigt somit Krebserkrankungen,
deren Erkrankungsgipfel im hoheren Alter liegt |Pritzkuleit et al., 2010]. So stellen Tumor-
erkrankungen nach Krankheiten des Herzkreislaufsystems in Deutschland (2009) die zweith&u-
figste, natiirliche Todesursache dar [Statistisches Bundesamt, 2011]. Die Inzidenz an Krebs
zu erkranken, wird neben Umweltfaktoren vor allem durch die Lebensweise, insbesondere
die Erndhrung, beeinflusst [Parkin et al., 2011]. Die Nachfrage nach Nahrungsmitteln, die
sich praventiv auf die Gesundheit auswirken, ist daher gegenwértig hoch. Insbesondere der
Konsum von Obst und Gemiise, die reich an sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen sind, ist im
Fokus der Praventionsforschung [Boeing et al., 2006, Gonzalez et al., 2006]. Insbesondere
Anthocyanen wurden in zahlreichen in vitro und in vivo-Studien ein hohes Mak an potentiell
chemopréaventiven Wirkungen zugeschrieben |Rossi et al., 2006, Cooke et al., 2005, 2006|. Die
regelméfige Zufuhr von frischem Obst und Gemiise stellt sich jedoch fiir viele Menschen, vor
allem im beruflichen Alltag, als schwierig heraus. Functional Food bietet dem Verbraucher den
Briickenschlag, sich moglichst unkompliziert zu erndhren und dennoch ausreichend préaventive
Pflanzeninhaltsstoffe zu sich zu nehmen [Roberts Jr., 2009]. Eine Vielzahl angereicherter
Lebensmittel ist bereits auf dem Markt und erfreut sich grofser Beliebtheit beim Konsumenten
[BFEL, 2005|.

Mikro- und Nanoverkapselung stellen Werkzeuge der Lebensmittelindustrie dar, mit denen
die Mengen an Phytochemikalien in Nahrungsmitteln substanziell erhoht werden koénnen,
ohne dass sensorische Nachteile in Kauf genommen werden miissen [Champagne und Fustier,
2007|. Gleichzeitig konnen durch diese Formulierungen die oftmals sensiblen Substanzen in der
Lebensmittelmatrix stabilisiert werden. Anthocyane weisen aufserhalb der pflanzlichen Zelle im
neutralen Medium eine niedrige Stabilitat auf [Jackman et al., 1987|. Dariiber hinaus besitzen
anthocyanreiche Pflanzenextrakte oft einen intensiv adstringenten, metallischen Geschmack
und farben Lebensmittel dunkel. Durch Verkapselung solcher Extrakte koénnen sensible
Verbindungen, beispielsweise durch Absenken des pH-Werts innerhalb der Kompartimente,
im Lebensmittel stabilisiert und unerwiinschte sensorische Eigenschaften maskiert werden.
Dariiber hinaus lassen sich {iber Coatingmaterial und -schichtdicke Freisetzungsort und
-geschwindigkeit der verkapselten Inhaltsstoffe einstellen, sodass Stabilitdt und Bioverfiig-
barkeit im Gastrointestinaltrakt beeinflusst werden kénnen [Gouin, 2004].

Die Verkapselung von anthocyanreichen Extrakten zur Einbringung in Lebensmittel,
wie Sauermilchprodukte oder Konfitiiren, stellt ein aussichtsreiches Verfahren dar, bei

gleichzeitiger Einsparung von Rohstoffen die Bioaktivitdt, beispielsweise chemopraventive



1 Einleitung

Eigenschaften, zu steigern. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Verkapselungsart auf
die Bioaktivitdt eines anthocyanreichen Heidelbeerextrakts an verschiedenen Parametern
i vitro und inwvivo untersucht. Im Fokus stand aufferdem die zweckméfige Einbringung
der makroskopischen Partikel in Zellkultursysteme und die Identifizierung bioaktiver Sub-
stanzgruppen im verwendeten Extrakt. Als biologische Endpunkte wurden inwvitro der
Einfluss auf den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), die Aktivitét
von Topoisomerasen und das Wachstum von Kolonkarzinomzellen gewéhlt. In vivo sollte der
Einfluss des Extrakts vor und nach Verkapselung auf die Transkription Nrf2/ARE-regulierter
Gene in menschlichen Blutzellen betrachtet werden. Die Untersuchungen leisten einen Beitrag
zur Optimierung von Verkapselungsmethoden hinsichtlich chemopréventiver Eigenschaften
von Phytochemikalien. Die vorliegende Arbeit verschreibt sich somit dem Ziel, einen konkreten

Beitrag zur Entwicklung von Verkapselungssystemen zu leisten.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Der EGFR-Signalweg

Die Dysregulation zelluldrer Signalwege durch Uberexpression oder Mutationen beteiligter
Proteine ist eine hiufige Ursache fiir die Ausbildung von Tumoren. Insbesondere der Signalweg
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) ist in Neoplasien von Lunge und Kolon
haufig entartet [Hynes und Lane, 2005|. Der EGFR-Signalweg stellt daher ein wichtiges
zelluldres Ziel in der Chemotherapie und -pravention dar [Arora und Scholar, 2005| und ist
eines der Schliisselelemente in der vorliegenden Arbeit. Struktur, Signalweg und die Relevanz
in Tumorgenese und -therapie sollen daher im Kontext dieser Arbeit ausfiihrlich erlédutert

werden.

2.1.1 Aufbau und Struktur der ErbB-Rezeptorfamilie

Der humane EGFR (auch ErbB1 oder Herl) gehért mit den strukturell eng verwandten
Rezeptoren ErbB2, ErbB3 und ErbB4 (auch Her2, Her3 und Her4) zur Familie der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK). In dieser Familie stellen sie die Klasse der ErbB-Rezeptoren,
Glycoproteine mit Molekiilmassen zwischen 170 und 200kDa, dar [Yarden und Sliwkowski,
2001].

Der strukturelle Aufbau ist bei allen Mitgliedern homolog: Eine extrazelluldre Liganden-
bindungsdoméne (~ 620 AS) ist iiber eine &-helikale Transmembrandoméne (~ 23 AS) jeweils
mit der intrazellularen Tyrosinkinasedoméne verbunden (Abbildung 1). Die extrazelluldre
Doméne ist zu einem hohen Anteil glycosyliert und kann in vier Subdoménen (I-1IV) unterteilt
werden |Lax et al., 1988, Zhen et al., 2003|. Die Ligandenbindungsdoménen I und III sowie die
cysteinreichen Subdoménen II und IV sind jeweils homolog zueinander. Der hohe Cysteinanteil

in diesen Doménen spielt eine Rolle fiir die Proteinstruktur, da diese insbesondere durch

1 165 310 480 620 ” 643 685 953 1186
[ | H I H 1l H \Y; HTM HJM HTyrosinkinase COHYHY HYHY)
N\ J ” 1\ J
Y Y
extrazellulare Doméne intrazellulare Doméane

Abbildung 1: Struktureller Aufbau der ErbB-Rezeptoren. Abkiirzungen: I-1V: extrazellulire Subdoménen;
JM: Juxtamembrandoméne; TM: Transmembrandomaéne; Y: Tyrosinreste der regulatorischen Region.
Modifiziert nach Burgess et al. [2003].
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Disulfidbriicken stabilisiert wird [Abe et al., 1998]. Die intrazellulaire Doméne der ErbB-
Rezeptoren ist unterteilt in eine Juxtamembran- (~40 AS) und Tyrosinkinasedoméne
(~260 AS), sowie die C-terminale, regulatorische Region (~232 AS), die einen hohen Anteil
an Tyrosinresten enthélt [Burgess et al., 2003].

Die einzelnen Mitglieder der ErbB-Familie unterscheiden sich vor allem funktionell von-
einander. ErbB2 ist nicht in der Lage, Liganden zu binden, besitzt aber eine aktive
Kinasedoméne. Im Gegensatz dazu kann ErbB3 zwar Liganden binden, die Kinasedoméne
ist jedoch konstitutiv inaktiv [Guy et al., 1994, Burgess et al., 2003]. Die Positionen der
phosphorylierbaren Tyrosinreste in der regulatorischen Doméne unterscheiden sich zwischen
den ErbB-Rezeptoren. Somit kénnen, in Abhéngigkeit des Rezeptors, unterschiedliche Signal-
kaskaden aktiviert werden [Hynes und Lane, 2005|. Die phosphorylierbaren Tyrosinreste in
der regulatorischen Region des EGFR befinden sich an den Positionen 992, 1045, 1068, 1086,
1148, und 1173 [Hynes und Lane, 2005].

2.1.2 Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung

Die Bindungsaffinitdt der ErbB-Rezeptoren zu aktivierenden Liganden ist unterschiedlich.
Fir den EGFR existieren mindestens sieben verschiedene Peptidliganden: Epidermaler
Wachstumsfaktor (EGF), transformierender Wachstumsfaktor o (TGF«), heparinbindender
EGF (HB-EGF) sowie die vier Neureguline Amphiregulin (AR), Betacellulin (BTC), Epigen
(EP) und Epiregulin (EPG) (Abbildung 2) [Harris et al., 2003]. Fiir ErbB2 existieren keine be-
kannten, direkt aktivierenden Liganden [Citri et al., 2003]. ErbB3 wird von den Neuregulinen
NRG1 und NRG2 aktiviert. Die Aktivierung von ErbB4 erfolgt durch NRG1-4 sowie
BTC, HB-EGF und EPR. Die ErbB-Rezeptorliganden werden zunéchst als membranstandige
Proteine exprimiert und schlieflich durch proteolytische Spaltung in den extrazelluldren Raum

sezerniert [Harris et al., 2003].

EGF
AR | luerer| | NRGT | | NRG3
= TSPl | NRG2 | | NRG4
TGFa
1 2 3 4

Abbildung 2: Bindung EGF-dhnlicher Liganden an FErbB-Rezeptoren. Abkiirzungen: 1: EGFR; 2-
4: ErbB2-ErbB4; EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; AR: Amphiregulin; TGF«: transformierender
Wachstumsfaktor o; EP: Epigen; BTC: Betacellulin; HB-EGF: heparinbindender EGF; EPR: Epiregulin;
NRG1-4: Neuregulin 1 -4. Modifiziert nach Olayioye et al. [2000], Harris et al. [2003].

Im inaktiven Zustand liegen ErbB-Rezeptoren als Monomere vor. Ihre extrazelluldre

Doméne nimmt eine autoinhibierte Konformation ein, die eine Dimerisierung mit anderen
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Rezeptoren nicht zulédsst. Die Bindung eines aktivierenden Liganden, beispielsweise EGF, an
die Subdoménen I und III fiihrt zu einer Konformationsinderung der Rezeptoraufsenseite,
wodurch die Dimerisierungsschleife an Subdoméne II freigelegt wird (Abbildung 3) [Ogiso

et al., 2002]. Der aktivierte Rezeptor kann so mit anderen ErbB-Rezeptoren dimerisieren.

Dimerisierungs-
@ schleife
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Konformationsidnderung durch Ligandenbindung und
Homodimerisierung der extrazellulairen Doménen zweier EGF-Rezeptoren. Abkiirzungen: EGF: Epidermaler
Wachstumsfaktor; I-IV: Extrazelluldre Subdoménen. Modifiziert nach Burgess et al. [2003].

Sowohl Homodimere zwischen EGFR, ErbB3 und ErbB4 als auch Heterodimere zwischen
allen Mitgliedern der ErbB-Rezeptorfamilie wurden beschrieben [Burgess et al., 2003|. ErbB2-
Homodimere koénnen aufgrund der fehlenden Ligandenaffinitét nicht gebildet werden, die
Monomere fungieren jedoch als bevorzugte Heterodimerisierungspartner der anderen ErbB-
Rezeptoren [Tzahar et al., 1996, Graus-Porta et al., 1997]. Das Vorkommen inaktiver
Rezeptordimere erweiterte die Theorie der Rezeptoraktivierung durch Dimerisierung: Chung
et al. [2010] konnten zeigen, dass ligandenfreie Monomere und Dimere in einem steten
Gleichgewicht stehen. Die Ligandenbindung verschiebt dieses jedoch zugunsten der Dimere.

Das katalytische Zentrum der Kinasedoméne besteht aus einer Aktivierungsschleife mit
einem stark konservierten Tyrosinrest (Tyrg,;) in der C-terminalen Seite der Tyrosin-
kinasedoméne und einer «-Helix auf der N-terminalen Seite [Stamos et al., 2002|. Die
Strukturen im Zentrum sind im monomeren Zustand korrekt ausgerichtet. Dennoch liegt
die Kinasedomine in diesem Zustand autoinhibiert vor. Die Dimerisierung zweier ErbB-

Rezeptoren, vermittelt durch deren extrazelluliren Doménen, fiihrt zur rdumlichen Annéhe-
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Dimerisierung der intrazelluldren Kinasedoméinen zweier EGF-
Rezeptoren. Modifiziert nach Jura et al. [2009].
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rung der intrazelluldren Tyrosinkinasedoménen (Abbildung 4). Die Juxtamembrandoménen
dimerisieren spontan und richten die Tyrosinkinasedoménen korrekt zueinander aus [Jura
et al., 2009]. Diese bilden, im Gegensatz zur extrazelluliren Doméne, ein asymmetrisches
Dimer, wobei die C-terminale Seite der aktivierenden Kinasedoméne (,, Activator) mit der
N-terminalen Seite der zu aktivierenden Kinasedoméne (,, Receiver) interagiert. Die Receiver-
Kinase wird allosterisch aktiviert und kann die Tyrosinreste der regulatorischen Region der
Activator-Kinase phosphorylieren [Zhang et al., 2006]. Die Phosphorylierung des konservierten
Tyrosinrests der Aktivierungsschleife ist jedoch fiir die Aktivierung der Kinasefunktion
nicht notwendig [Jura et al., 2009, Red Brewer et al., 2009]. Hubbard [2006] gehen davon
aus, dass beide Kinasedoménen ihre Rollen (Activator < Receiver) in dynamischer Weise
abwechseln. Durch Phosphorylierung von Tyrosinresten der regulatorischen Doméne entsteht
eine Reihe an Bindungstellen fiir unterschiedliche Adapterproteine, die ihrerseits Startpunkte

fiir nachgeschaltete Signalkaskaden darstellen.

2.1.3 Nachgeschaltete Signalwege

Die Tyrosinphosphorylierung regulatorischer Regionen von ErbB-Rezeptoren hat die Rekru-
tierung verschiedener Adapterproteine zur Folge. Obwohl sich die Muster der angelagerten
Proteine fiir die einzelnen ErbB-Rezeptoren teilweise gleichen, werden nachgeschaltete
Signalwege in unterschiedlichem Ausmafl beeinflusst. Eines der wichtigsten Adapterproteine,
Grb2, besitzt zwei funktionelle Bindedoménen. Mit der ersten Doméne, SH2, bindet es an
phosphorylierte Tyrosinreste aktivierter ErbB-Rezeptoren und mit der zweiten, SH3, kénnen
weitere Adapterproteine, unter anderem der Nukleotidaustauschfaktor SOS (Son of sevenless),
gebunden werden. Eine andere, wichtige Bindungsdoméne von ErbB-Adapterproteinen ist die
phosphotyrosinbindende Doméne (PTB-Doméne) [Pawson, 2004].

Signalwege, die ErbB-Rezeptoren nachgeschaltet sind, werden unter anderem {iber mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK-Signalwege) oder die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K-
Signalweg) vermittelt. Einen weiteren Signalweg stellt die Proteinkinase C-vermittelte Signal-
kaskade (PKC-Signalweg) dar. Im weiteren Verlauf der theoretischen Einfithrung soll nidher
auf den ERK1/2-vermittelten (extrazellulér regulierte Kinase) MAPK-Signalweg eingegangen

werden.

Der ERK1/2-MAPK-Signalweg

MAPK-Signalwege sind in der Regel in drei Ebenen gegliedert: Die eigentliche MAPK,
einen MAPK-Aktivator (MAPK-Kinase, MAPKK) und einen MAPKK-Aktivator (MAPK-
Kinase-Kinase, MAPKKK) (Abbildung 5). Die Signaltransduktion stellt eine sequentielle
Phosphorylierung der einzelnen Komponenten dar, wodurch diese katalytische Aktivitat
erhalten und die jeweils folgende Kinase aktivieren konnen [Schaeffer und Weber, 1999]. In
Saugerzellen gibt es insgesamt vier bekannte MAPK-Kaskaden. Die Wichtigsten hierbei sind
die ERK1/2-Kaskade, die insbesondere Zellwachstum und Differenzierung reguliert, sowie die

JNK- und p38-MAPK-Kaskaden, die hauptséchlich auf zelluldren Stress reagieren und unter



2.1 Der EGFR-Signalweg

anderem Entziindungen oder Apoptosesignale vermitteln [Robinson und Cobb, 1997, Lewis
et al., 1998, Ip und Davis, 1998|.

Stimulus Wachtumsfaktoren, Stress, GPCR, inflammatorische Stress, Wachstums-
Mitogene, GPCR Cytokine, Wachtumsfaktoren faktoren, Mitogene, GPCR
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Abbildung 5: Eukaryotische MAPK-Kaskaden. Abkiirzungen: ASK1: Apoptosis signal requlating kinase 1;
BMK1: Big MAPK-1; DLK: Dual leucine zipper-bearing kinase; GPCR: G protein-coupled receptor;
JNK: c-Jun N-terminal kinase; MEK1/2: MAPKK/ERK kinases 1/2; MKK: MAPK kinase; MLK: Mized
lineage kinase; SAPK: Stress-activated protein kinase; TAK: TGFB activated kinase. Modifiziert nach Junttila
et al. [2008].

Die ERK1/2-MAPK-Kaskade besteht aus der MAKKK Raf, den MAPKK MEKI1 und
-2 (MAPKK/ERK-Kinasen 1/2) sowie den MAPK ERKI1 und -2 (Abbildung 6). Die
Signaltransduktion wird durch die Dimerisierung des iibergeordneten Transmembranrezeptors
ausgelost. Im Falle der ErbB-Rezeptoren wird der Nukleotidaustauschfaktor SOS durch
das Adapterprotein Grb2 aktiviert. SOS wird nahe der Zellmembran fixiert und kann
das membrangebundene Ras aktivieren, indem Ras-gekoppeltes Guanosindiphosphat (GDP)
gegen Guanosintriphosphat (GTP) austauscht wird [Moodie et al., 1993, Chang et al., 2000].
Aktivierte Ras rekrutiert nun weitere Raf-Isoformen (A-Raf, B-Raf bzw. Raf-1) an die
Zellmembran, wo diese mit Ras dimerisieren. Ras kann nun die gebundenen Raf-Isoformen
durch Phosphorylierung aktivieren [Warne et al., 1993, Moodie und Wolfman, 1994, Zhang
und Guan, 2001]. Dariiber hinaus wird die Aktivitét der Raf-Isoformen durch weitere Faktoren
reguliert [Song et al., 2001, Tzivion et al., 2001]. Die Raf-Isoformen wiederum phosphorylieren
mit unterschiedlicher Aktivitat die in der Kaskade nachgeschalteten Elemente MEK1 und -2.
Beide MEK-Isoformen sind in der Lage, die MAPK ERK1 und -2 zu aktivieren.

ERK induziert vor allem Transkriptionsfaktoren und besitzt somit regulatorische Wirkung
fiir die Transkription. Insbesondere werden Gene, die Relevanz im Zellzyklus und somit fiir
das Zellwachstum besitzen, iiber die ERK-vermittelte Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
induziert [Brunet et al., 1999]. ERK1 und -2 konnen im phosphorylierten Zustand in den
Zellkern translozieren und dort direkt oder indirekt {iber die mitogen- und stressaktivierte
Proteinkinase 1/2 (MSK1/2) durch Phosphorylierung diverse Transkriptionsfaktoren aktivie-
ren [Deak et al., 1998] (Abbildung 6). Die wichtige Transkriptionsfaktoren, die durch ERK1/2-
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des ERK1/2-MAPK-Signalwegs, aktiviert durch ein EGFR-
Homodimer. Abkiirzungen: ATF: Cyclic AMP-dependent transcription factor; CREB: cAMP response element-
binding protein; ERK: FEztracellular signal-requlated kinases; GDP: Guanosindiphosphat; Grb2: Growth
factor receptor-bound protein 2; GTP: Guanosintriphosphat; HMG: High mobility group protein;
MEK: MAPKK/ERK-Kinase; MSK: Mitogen- and stress-activated protein kinase; Raf: Ser/Thr-Kinase;
Ras: GTP-abhéngiges Signalelement; RSK: Ribosomal Protein S6 Kinases; SOS: Nukleotidaustauschfaktor
(Son of sevenless); SRF: Serum response factor; Myc, Max, Fos, Jun: Transkriptionsfaktoren. Modifiziert
nach Dhillon et al. [2007], Anjum und Blenis [2008].

Phosphorylierung direkt aktiviert werden sind Elk-1 und c-Myc [Marais et al., 1993, Gupta
et al., 1993]. Indirekt (via MSK1 und -2) werden unter anderem die Transkriptionsfaktoren
CREB (cAMP response element-binding protein) und ATF1 sowie die Proteine Histon H3
und HMG14 durch Phosphorylierung aktiviert [Deak et al., 1998, Gupta und Prywes, 2002,
Soloaga et al., 2003]. ERK1 und -2 kénnen dariiber hinaus auch indirekt die Transkription
beeinflussen, indem sie im Zytosol das Protein ribosomale S6-Kinase (RSK) phosphorylieren
[Chen et al., 1991|. Phosphoryliertes RSK kann nun in den Zellkern translozieren und dort
Transkriptionsfaktoren wie c-Fos [Chen et al., 1993|, SRF oder CREB aktivieren [Xing et al.,
1996].

Uber die Transkriptionsregulation hinaus werden von ERK1 und -2 auch weitere, zyto-
solische Proteine, wie die ¢cPLA, (zytosolische Phospholipase A,), Topoisomerase IIx und
MNK (MAPK-interacting kinase) aktiviert [Ulisse et al., 2000, Chen et al., 1999, Waskiewicz

et al., 1997]. ERK ist somit in eine Vielzahl zellulérer Prozesse involviert.
2.1.4 Relevanz von RTK und nachgeschalteter Signalelemente in der
Tumorgenese

RTK-Signalwege konnen an verschiedenen Positionen durch Mutationen der entsprechenden

Gene modifiziert werden, sodass sie ein verstirktes Zellwachstum und letztendlich die Ausbil-
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dung von Tumoren begiinstigen. So wurde die Uberexpression verschiedener RTK-Liganden,
wie TGF«, Amphiregulin oder HB-EGF in neoplastischen Geweben beobachtet [Sandgren
et al., 1990, Piepkorn, 1996, Ongusaha et al., 2004]. Die RTK-Aktivitdt kann entweder
durch Uberexpression, Amplifikation oder durch aktivierende Mutationen erhéht werden.
Die Uberexpression verschiedener ErbB-Rezeptoren ist eng vergesellschaftet mit Neoplasien
von Kolon, Lunge und Brust [Hynes und Lane, 2005|. Die Amplifikation von Rezeptorgenen
im Erbgut fiihrt letztendlich ebenfalls zur Uberexpression von Proteine. Amplifikationen
des ErbB2-Gens sind unter anderem in der Entwicklung von Mammakarzinomen involviert
[Slamon et al., 1987].

Fiir ErbB-Rezeptoren sind zahlreiche aktivierende Mutationen beschrieben. Eine bekannte
EGFR-Mutante, die vor allem in Glioblastomen beobachtet wird, ist die konstitutiv aktive
Deletionsmutante EGFRvIII, bei der grofte Teile der extrazelluldren Bindungsdoméne fehlen
[Kuan et al., 2000]. Eine EGFR-Punktmutante, die ~40-45% aller EGFR-Mutationen
darstellt, ist EGFRygs58r, bei der Leugsg gegen Arginin ausgetauscht ist [Sharma et al., 2007].
Diese Mutation fiihrt zu einer verstarkten ATP-Bindungsaffinitdt des Rezeptors und folglich
einer erhohten Aktivitat [Carey et al., 2006].

Schlieflich kénnen nachgeschaltete Signalelemente in der ERK1/2-MAPK-Kaskade oder
im PI3K-Signalweg aktivierende Mutationen erfahren. Prominente Beispiele hierfiir sind
Mutationen in K-Ras, B-Raf und PI3K [Barault et al., 2008].

2.1.5 Der EGFR als Target in der Chemotherapie

Antineoplastische Primérchemotherapeutika wie Cis- oder Carboplatin unterscheiden nicht
zwischen schnell proliferierenden (z. B. Hamozytoblasten oder Enterozyten) und transfor-
mierten Zellen. Eine Folge sind teilweise starke Nebenwirkung wihrend oder nach einer
Medikation. Die Suche nach spezifischen Therapien gegen Tumorerkrankungen stellt derzeit
eine Herausforderung fiir die Onkologie dar. Eine vielversprechende Klasse an spezifischen
Chemotherapeutika ist die der Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) [Arora und Scholar, 2005].
TKI werden insbesondere gegen verschiedene Rezeptoren der RTK-Familie eingesetzt, die
in bestimmten Tumoren dysreguliert vorliegen. Eine TKI-Klasse, die Rezeptoren der ErbB-
Familie hemmt, sind Chinalozinderivate. Zu ihnen zéhlen Gefitinib (Abbildung 7A), Erlotinib
und Lapatinib. Ebenfalls zu den Chinalozinderivaten gehort Tyrphostin AG 1478 (Abbil-
dung 7B), der jedoch keine klinische Anwendung besitzt, sondern nur fiir in vitro-Experimente
eingesetzt wird. Gefitinib, das spezifisch die EGFR-Aktivitdt hemmt, wurde 2003 von der
FDA fiir den amerikanischen Markt unter dem Handelsnamen ,,Iressa®“ zur Behandlung von
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) zugelassen. Insbesondere Tumorpatienten
mit der Mutante EGFRpg58r sprechen auf Gefitinib an, da der Inhibitor mit héherer Affinitat
im katalytischen Zentrum der Tyrosinkinase binden kann. Bei gleichzeitiger Mutation von
EGFRr790Mm bilden sich jedoch Resistenzen gegen den TKI aus [Pao et al., 2005|. Die
objektiven Ansprechraten auf Gefitinib in klinischen PhaseII-Studien sind mit 12-18 %
daher niedrig [Fukuoka et al., 2003, Kris et al., 2003]. An neuen Therapiekonzepten, wie der
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Kombinationsmedikation von TKI mit monoklonalen Antikérpern, wird gegenwértig geforscht
[Wang et al., 2012].
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Abbildung 7: Chemische Strukturen der Tyrosinkinaseinhibitoren A) Gefitinib und B) Tyrphostin AG 1478.
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2.2 Der Nrf2/Keapl-Signalweg

Ein Schutzsystem vor zellularem, oxidativem Stress bietet der Nrf2/Keapl-Signalweg. Dieses
System reagiert auf verschiedene Arten von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder spezifische
Aktivatoren, die sowohl exo- als auch endogenen Ursprungs sein konnen, indem es die
die Transkription und folglich die Expression von Genen induziert, die zur antioxidativen
Abwehr der Zelle beitragen. Der Transkriptionsfaktor NF-E2 related factor-2 (Nrf2) befindet
sich im Zytosol gebunden an das Adapterprotein Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keapl). Die Induktion von Nrf2 wird ausgelost durch oxidativen Stress oder chemische
Induktoren, die mit Cysteinresten von Keapl reagieren und folglich den Abbau von Nrf2
unterbinden. Nrf2 akkumuliert im Zytosol und transloziert in Folge in den Zellkern. Dort
bindet das Protein zusammen mit small-Maf-Proteinen (sMaf) als Transkriptionsfaktor an
ARE (antiozidant responsive elements) verschiedener Gene, die vor allem in den Phasell-
Metabolismus involviert sind (Abbildung 8).
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Abbildung 8: , Sequester and Release“-Modell der Nrf2-Aktivierung. Abkiirzungen: ARE: Antioxidant
responsive element; Cul3: Cullin 8; Keapl: Kelch like ECH associated protein 1; Nrf2: NF-E2 related factor-2;
sMaf: small Maf; Ub: Ubiquitin. Modifiziert nach Dinkova-Kostova et al. [2002].

2.2.1 Strukturelle Eigenschaften von Nrf2

Nrf2 gehort zur Familie der Cap n’collar-Proteine (CNC), zu denen auch die Mitglieder Nrfl
und -3 sowie Bachl und -2 zéhlen [Motohashi et al., 2002|. Das Protein Nrf2 besteht aus 605
Aminosiuren, die in sechs funktionelle Nrf2-ECH-homologe Doménen (Nehl—-6) gegliedert
sind (Abbildung 9A) [Itoh et al., 1999]. Nehl schlieft die CNC-Region zur DNA-Bindung
und die bZIP-Struktur (Basic leucine zipper) zur Heterodimerisierung mit sMaf-Proteinen
[Itoh et al., 1997| ein. Neh3—-5 sind Transaktivierungsdoménen, die fiir die Funktion als
Transkriptionsfaktor notwendig sind [Zhang et al., 2007|. Neh2 beinhaltet Bindungsstellen fiir
das Protein Keapl, die als negativer Regulator dienen, indem sie Nrf2 im Zytosol lokalisieren
[Itoh et al., 1999]|. Der Kontakt zu Keapl wird insbesondere durch zwei Bindungsmotive
(ETGE und DLG) vermittelt, die sich innerhalb der Neh2-Doméne befinden und iiber
eine o-Helix miteinander verbunden sind [Katoh et al., 2005, McMahon et al., 2006, Tong
et al., 2006]. Beim ETGE-Motiv handelt es sich um die evolutiondr konservierte Abfolge der
Aminoséuren Glu,y-Thrg,-Glyg,-Glug, [Kobayashi et al., 2002|. Auch die DLG-Sequenz ist in
eukaryotischen Zellen konserviert und stellt die AS-Folge Glnyg-Aspy,-Xyg-Aspyg-Leus-Glys,
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dar, wobei X je nach Spezies entweder Isoleucin oder Valin représentiert [McMahon et al.,
2006]. Die a-Helix zwischen diesen beiden Motiven enthélt sieben Lysinreste, die durch die

Ubiquitinligase Cul3 ubiquitinyliert werden koénnen [Zhang et al., 2004].
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Abbildung 9: Doménen der Proteine A) Nrf2 und B) Keapl. Abkiirzungen: BTB: Broad-complez, tramtrack
and bric-a-brac; CTR: C-terminale Region; Cul3: Cullin 3; IVR: Intervening region; Keapl: Kelch like ECH
associated protein 1; Nehl—6: Nrf2-ECH homology 1-6; Nrf2: NF-E2 related factor-2; NTR: N-terminale
Region. Modifiziert nach Shibata et al. [2008b] und Baird und Dinkova-Kostova [2011].

2.2.2 Strukturelle Eigenschaften von Keapl

Keapl, bestehend aus 624 Aminoséduren, kann in fiinf Doménen untergliedert werden
(Abbildung 9B). Funktionelle Relevanz besitzen die Broad-complez, tramtrack and bric-a-brac-
Doméne (BTB), eine cysteinreiche Briickendoméne (IVR, Intervening region) und die Kelch-
Doméne mit sechs sogenannte Kelch-Motiven [Ogura et al., 2010]. Bei diesen Motiven handelt
es sich um stark konservierte (3-Faltblattstrukturen, die insbesondere der Interaktion zwischen
verschiedenen Proteinen dienen [Adams et al., 2000|. In der Kelch-Doméne sind die Kelch-
Motive propellerartig, in sechsfacher Symmetrie zueinander angeordnet.

Keapl ist mit 27 Cysteinresten ein aufergewthnlich cysteinreiches Protein. Zehn die-
ser Cysteinreste besitzen aufgrund angrenzender, positiv geladener Aminosiurereste einen
niedrigen pK, und sind somit reaktiv gegeniiber Elektrophilen [Copple et al., 2008|. Die
proximale positive Ladung der basischen Aminosduren stabilisiert das Thiolation, das als

Ubergangszustand von Reaktionen mit dem Cysteinrest auftritt [Snyder et al., 1981].

2.2.3 Der Nrf2/Keapl-Komplex

Keapl liegt im Zytosol als Homodimer vor. Die Verkniipfung beider Molekiile erfolgt iiber
deren BTB-Doménen |Zipper und Mulcahy, 2002]. Der Komplex ist im Zytosol iiber die
beiden Kelch-Doménen mit dem Aktinzytoskelett assoziert [Kang et al., 2004]. Die Bindung
zu Nrf2 erfolgt ebenfalls iiber die Kelch-Doménen, wobei das ETGE- und das DLG-Motiv

eines Nrf2-Molekiils mit jeweils einer Kelch-Doméne des Keapl-Dimers interagieren [Katoh
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et al., 2005]. Somit ergibt sich ein Nrf2/Keapl-Heterotrimer mit einer Stéchiometrie von 1:2.
Aus der hohere Anzahl an elektrostatischen Wechselwirkungen von Keapl mit dem ETGE-
Motiv resultiert eine um zwei Grofenordnungen stérkere Bindungsaffinitdt im Vergleich zur
Bindung mit dem DLG-Motiv [Tong et al., 2007]. Dieser Unterschied in den Bindungsstérken
spielt eine Rolle im ,, Hinge and Latch“-Modell der Nrf2-Aktivierung (Abschnitt 2.2.5).

Das so gebildete Heterotrimer ist iiber die beiden BTB-Doménen der Keapl-Molekiile mit
dem Protein Cul3 assoziiert [Zhang et al., 2004, Furukawa und Xiong, 2005]. Cul3 dient in
einem Komplex mit Ring Box Protein 1 (Rbx1) als Ubiquitinligase und fithrt Nrf2 durch
Ubiquitinylierung dem 26S-Proteasom zu (Abschnitt 2.2.5) [Cullinan et al., 2004]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass auch Keapl selber durch Cul3 ubiquitinyliert, jedoch iiber einen

proteasomunabhéngigen Weg abgebaut wird |Zhang et al., 2005].

2.2.4 Das ARE (antioxidant responsive element)

Das ARE, auch EpRE (elektrophile responsive element), ist ein cis-Element im Promotor
vieler Gene, die vor allem fiir Phase [I-Enzyme kodieren. Das funktionelle Promotorelement
ARE wurde bereits charakterisiert, bevor die Funktion von Nrf2 aufgeklart war [Rushmore
und Pickett, 1990]. Benannt wurde das ARE aufgrund der starken Resonanz (engl. response)
gegeniiber phenolischer Antioxidantien [Rushmore et al., 1991]. Beim ARE handelt es sich
um ein evolutionér stark konserviertes Motiv mit der Konsensussequenz 5’-TGACnnnGC-3’,
wobei n ein beliebiges Nukleotid darstellt. An diese Sequenz koénnen verschiedene Trans-
kriptionsfaktoren, insbesondere solche der AP-1-Superfamilie, binden. Dazu zdhlen neben
den CNC-Proteinen Nrfl —-3 sowie Bachl und -2 auch Faktoren wie c-Jun und c-Fos [Moi
et al., 1994]. Nrf2 muss zunéchst mit Proteinen der sMaf-Familie (MafF, -G und -K)
heterodimerisieren, um als Transkriptionsfaktor an die DNA binden zu kénnen [Blank und
Andrews, 1997, Motohashi et al., 2002]. Die Heterodimerisierung der beiden Proteine findet
iiber deren bZIP-Motive statt. sMaf-Proteine kénnen dariiber hinaus auch als Homodimere
an das ARE binden. Im Gegensatz zu Nrf2 fehlt ihnen jedoch eine Transaktivierungsdoméne,
sodass sMaf-Homodimere vielmehr als Transkriptionsrepressoren dienen [Toki et al., 1997].
Waihrend Nrf2 selber nicht in der Lage ist, Homodimere auszubilden [Vinson et al., 2002|,
besitzen Nrf2/sMaf-Heterodimere eine hohe ARE-Erkennungsspezifitit und leiten durch
DNA-Bindung die Transkription entsprechender Gene ein |[Toki et al., 1997|. Anhand der
Nukleotidsequenz des ARE konnte eine Vielzahl an Nrf2/ARE-regulierter Gene identifiziert

werden, von denen ausgewéhlte in Abschnitt 2.2.9 erlautert werden.

2.2.5 Molekulare Grundlagen der Nrf2-Aktivierung

Fir die Aktivierung von Nrf2 durch oxidativen Stress oder direkte Induktoren existieren,
abhingig vom jeweiligen Induktor, verschiedene Modelle. In einem frithen Ansatz wurde
das ,Sequester and Release“~-Modell (vom engl. ,festhalten* und ,freisetzen*) auf der Basis
von Untersuchungen an murinen Proteinen entwickelt. Unter basalen Bedingungen wird Nrf2

durch das Keapl-Homodimer am Zytoskelett fixiert. Induktoren reagieren mit Cysteinresten
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der IVR-Region und setzen Nrf2 frei. Das freie Nrf2 transloziert in den Zellkern und wirkt
dort als Transkriptionsfaktor (Abbildung 8) [Dinkova-Kostova et al., 2001, Wakabayashi et al.,
2004]. Neuere Studien ergaben jedoch, dass die zuvor gezeigte Dissoziation des Nrf2/Keapl-
Komplexes unter Verwendung humaner Proteine durch klassische Nrf2-Aktivatoren wie
Sulforaphan oder 15-Desoxy-A'?!-prostaglandin Jy (Abschnitt 2.2.7) nicht moglich ist
|[Eggler et al., 2005].

Untersuchungen deuteten darauf hin, dass der Nrf2/Keapl-Signalweg durch verminderten
proteosomalen Abbau von Nrf2 induziert wird [Sekhar et al., 2000, Stewart et al., 2003,
Nguyen et al., 2003]. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitinligase
Cul3 mit Nrf2 und Keapl in einem Komplex vorliegt [Kobayashi et al., 2004, Cullinan et al.,
2004, Zhang et al., 2004, Furukawa und Xiong, 2005]. Diese Beobachtungen erweiterten das
»woequester and Release-Modell. Unter basalen Bedingungen liegt Nrf2 im Zytosol gebunden
an Keapl vor. Nrf2 erfahrt einen sehr schnellen Turnover, in dem es stidndig durch den
Ubiquitinligasekomplex aus Cul3 und Rbx1 markiert wird und somit dem 26S-Proteasom
zugefiihrt wird. Nrf2-Induktoren reagieren mit spezifischen Cysteinresten von Keapl, wodurch
Nrf2 vor der Ubiquitinylierung geschiitzt wird und folglich im Zytosol akkumuliert. Dies
fithrt letztendlich zur verstiarkten Kerntranslokation und Transkription Nrf2/ARE-abhéngiger
Gene. Fiir die Unterbindung des proteasomalen Abbaus von Nrf2 wurden, in Abhéngigkeit
der chemischen Eigenschaften der Induktoren, unterschiedliche Modelle vorgeschlagen: Zwei
dieser Modelle, die Dissoziation von Keapl und Cul3 und das ,, Hinge and Latch“~-Modell sollen

folgenden ndher betrachtet werden.

Dissoziation von Keapl und Cul3

Die Dissoziation von Keapl und Cul3 durch Induktion mit verschiedenen Nrf2-Aktivatoren
konnte in mehreren Untersuchungen nachgewiesen werden [Zhang et al., 2004, Gao et al.,
2007, Rachakonda et al., 2008]. Diese Wirkung konnte vor allem fiir Substanzen gezeigt
werden, die mit dem Cysteinrest Cys,5; der BTB-Doméne von Keapl reagieren, darunter tert-
Butylhydrochinon (¢-BHQ), Sulforaphan oder N-Iodacetyl-N-biotinylhexylendiamin (IAB).

Die Reaktivitat dieses Cysteinrests wird durch umliegende, positive Ladungen erhoht. Dariiber

SOH

IVR
VR Oxidation

Proteasomaler Elektrophile
Abbau von _— —5  Nrf2-
Nrf2 Akkumulation

Abbildung 10: Aktivierung von Nrf2 durch Dissoziation von Keapl und Cul3. Abkiirzungen:
BTB: Broad-complex, tramtrack and bric-a-brac; Cul3: Cullin 3; DNAB: DNA-Bindungsdoméne; DLG und
ETGE: Aminosduremotive; IVR: Interventing region; Keapl: Kelch like ECH associated protein 1; Nrf2: NF-E2
related factor-2; Ub: Ubiquitin. Modifiziert nach Baird und Dinkova-Kostova [2011].
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hinaus liegt der Rest verdeckt zwischen vier Aminosduren, sodass eine Konjugationsreaktion
moglicherweise mit einer Konformationsinderung der BTB-Doméne einhergeht. Die Anderung
der Tertiarstruktur des Proteins konnte zu einer Dissoziation zwischen Keapl und Cul3
fiihren. Cul3 ist folglich nicht mehr in der Lage, Nrf2 fiir den proteasomalen Abbau zu
markieren, wodurch eine Akkumulation von Nrf2 im Zytosol resultiert (Abbildung 10). Diese
fiihrt schliefslich zu einem erhéhten Nrf2-Influx in den Zellkern und der damit verbundenen
Induktion Nrf2/ARE-regulierter Gene [Rachakonda et al., 2008, Eggler et al., 2009, McMahon
et al., 2010, Baird und Dinkova-Kostova, 2011].

Das ,,Hinge and Latch“-Modell

Das ,,Hinge and Latch“-Modell (vom engl. ,Scharnier und ,einrasten” im Sinne eines Tiir-
mechanismus) erklért vor allem die Interaktion des Nrf2/Keapl-Models mit Induktoren, die
an Cysteinreste der IVR, insbesondere Cysy,s und Cysggg, binden.

Unter basalen Bedingungen wird Nrf2 iiber die beiden Motive DLG und ETGE an das
Keapl-Homodimer gebunden, wobei die beiden Motive mit jeweils unterschiedlichen Keapl-
Molekiilen assoziert sind (Abbildung 11) [Katoh et al., 2005, McMahon et al., 2006]. Die
Orientierung von Nrf2 zu Keapl wird durch die Bindung an diesen zwei Punkten stabilisiert,
sodass Nrf2 gegeniiber der Cul3-Ubiquitinligase korrekt ausgerichtet ist. Die Ubiquitinylierung
von Nrf2 findet an den Lysinresten der o-Helix zwischen dem DLG- und dem ETGE-
Motiv statt [Zhang et al., 2004]. Die Ubiquitinmarkierung fithrt Nrf2 dem 26S-Proteasom
zu, wodurch der Transkriptionsfaktor einem raschen Turnover unterliegt. Der freigewordene
Keapl/Cul3-Komplex kann daraufhin mit de novo-gebildetem Nrf2 besetzt werden. Durch die
Reaktion von Elektrophilen mit den Cysteinresten der IVR wird eine Konformationsdnderung
von Keapl induziert, woraufthin die vergleichsweise schwache Bindung zwischen dem DLG-
Motiv und Keapl aufgebrochen wird. Nrf2 ist weiterhin iiber das ETGE-Motiv mit Keapl
verbunden, jedoch nicht mehr korrekt zu Cul3 ausgerichtet. Somit kann sich das Protein weder
von Keapl 16sen, noch fiir den proteasomalen Abbau markiert werden. De novo-synthetisiertes
Nrf2 akkumuliert im Zytosol, da es nicht mehr {iber den Keapl/Cul3-Komplex umgesetzt

werden kann und transloziert in erhohtem Mafe in den Zellkern.

IVR St IVR
Ssts : :
VR Oxidation VR
Proteasomaler Keapl Elektrophile

— Nrf2-
Akkumulation

Abbau von e —
Nrf2

Abbildung 11: Nrf2-Aktivierung iiber das , Hinge and Latch“-Modell. Abkiirzungen: BTB: Broad-complez,
tramtrack and bric-a-brac; Cul3: Cullin 3; DNAB: DNA-Bindungsdoméne; DLG und ETGE: Aminosduremo-
tive; IVR: Interventing region; Keapl: Kelch like ECH associated protein 1; Nrf2: NF-E2 related factor-2;
Ub: Ubiquitin. Modifiziert nach Tong et al. [2007].
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Weitere Modelle

Eine Reihe weitere Mechanismen zur Aktivierung von Nrf2 wurden postuliert, die jedoch
kontrovers diskutiert werden. So gibt es Hinweise, dass die Aktivitdt von Nrf2 iiber ein
nukledr- /zytoplasmatischen Transport (Shuttling) von Keapl reguliert wird. Die Entdeckung
eines nukledren Exportsignals in der IVR-Doméne von Keapl fiihrte zu der Annahme, dass
Keapl in der Lage ist, in den Kern einzudringen und Nrf2 zu exportieren. Unter Einfluss von
Induktoren oder ROS wiirde der Keapl-Import in den Nukleus jedoch unterdriickt. Durch
den verminderten Nrf2-Export wére letztendlich eine nukledre Akkumulation diese Molekiils
die Folge [Karapetian et al., 2005, Nguyen et al., 2005, Velichkova und Hasson, 2005]. Obwohl
dieses Modell in bestimmten Punkten tatséchlich Erklarungsanséatze fiir die Aktivierung des
Nrf2/Keapl-Signalwegs bietet, konnen andere Beobachtungen damit nicht erkliart werden
[Baird und Dinkova-Kostova, 2011].

Schlieflich existieren noch andere, untergeordnete Modelle, wie die Ubiquitinylierung von
Keapl durch Cul3 [Zhang et al., 2005|, transkriptionelle und translationale Regulation
der Nrf2-Proteinmenge [Kwak et al., 2002, Purdom-Dickinson et al., 2007 sowie die
Aktivitétsregulierung von Nrf2 durch Phosphorylierung [Huang et al., 2002].

2.2.6 Aktivierung durch ROS

ROS, wie Hydroxylradikale, (OH"), Superoxidanionradikale (O,~") und Wasserstoffperoxid
(H,0O,) entstehen in der Zelle unter anderem durch Redoxcycling von Chinonen oder als
Folge ionisierter Strahlung [Gille und Sigler, 1995|. Redoxsensitive Cysteinreste, wie die
aktiven Cysteinreste in Keapl (Abschnitt 2.2.2), sind in der Lage, mit ROS zu reagieren.
Die Oxidation dieser Reste fiihrt zur Bildung der duferst reaktiven Sulfensdure (-SOH), die
daraufhin entweder Disulfidbriicken mit benachbarten Cysteinresten ausbildet oder weiter zur
Sulfin- (-SO,H) oder Sulfonséure (-SO4H) oxidiert wird [Winterbourn und Hampton, 2008].
Weiterhin kann Sulfensdure mit nahestehenden Stickstoffatomen zu Sulfenamid reagieren.
Durch diese Modifikationen kann es zu Anderungen der Tertidrstruktur der entsprechenden
Molekiile kommen, wodurch diese entweder aktiviert oder deaktiviert werden. Fiir Keapl
konnte z. B. die Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen Cysy,5 und Cysygg infolge oxidativen
Stresses und eine damit verbundene Konformationsanderung des Proteins nachgewiesen
werden [Wakabayashi et al., 2004|. Mit Ausnahme der Oxidation von Sulfon- und Sulfinséure
sind diese Modifikationen reversibel und kénnen durch reduzierende Systeme, wie Thioredoxin

oder Peroxiredoxin, riickgingig gemacht werden [Roos und Messens, 2011].

2.2.7 Aktivierung durch direkte Induktoren (small Molecules)

Direkte Phase I[I-Enzyminduktoren lassen sich in zwei Klassen einteilen: bi- und mono-
funktionale Induktoren |Talalay et al., 1988]. Bifunktionalen Induktoren sind beispielsweise
Dioxine, polycyclische Aromaten, Azofarbstoffe oder Naphthoflavone. Sie induzieren sowohl
Phase I- als auch Phase II-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus. Die Aktivierung von Phase I-

Enzymen, unter anderem verschiedene, Zytochrom P450-abhéngige Monooxygenasen, wird
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Tabelle

g) Khachick et al. [1999]. Modifiziert nach Dinkova-Kostova et al. [2005a] und Prestera et al. [1993a].

1:

Chemische Klassen monofunktionaler Phasell-Enzyminduktoren und deren Aktivitét.
Abkiirzungen: CD-Wert: Konzentration, durch die NQO1-Enzymaktivitidt verdoppelt wird, ermittelt in
Hepalclc7-Zellen; n. a.: nicht aktiv. Referenzen: a) Prestera et al. [1993al; b) Dinkova-Kostova et al. [2001];
c) Dinkova-Kostova et al. [2005b]; d) Itoh et al. [2004]; ) Prestera et al. [1993b]; f) Egner et al. [1994];

Chemische Klasse Bekannte Beispiele CD-Wert
Oxidierbare Diphenole, ¢t-BHQ (tert-Butylhydrochinon) 6,0 pM?
Phenylendiamine Hydrochinon 5,3 uM?
und Chinone Catechol 4,5 uM?
Resorcinol n.a.?
Michael-Reaktions- Curcumin 7.5uMP
akzeptoren 2,2’-Dihydroxychalkon 4,7 uMP
2-Cyan-3,12-dioxo-1,9-dien-28- 2,3nM*
oleanolsédure (CDDO)
CDDO-Methylester 1,0nM €
CDDO-Imidazolid 3,3nM°
15-Desoxy-Al%!-prostaglandin J, 4
Isothiocyanate und Sulforaphan 210nM®
Sulfoxythiocarbamate  Benzylisothiocyanat 3,7uM?
Dithiocarbamate Pyrrolidindithiocarbamat ©
1,2-Dithiol-3-thione Oltipraz
Konjugierte Polyene [3-Carotin 14 uM&
Lycopin 25 uM e
(3R,3’R)-Zeaxanthin 2,2 uMse
Hydroperoxide Wasserstoffperoxid 560 pM 2
tert-Butylhydroperoxid 140 uM
Trivalente Arsen- Phenylarsinoxid 57nM?
derivate NaAsO, 2,4 uM?
Schwermetalle HgCl, 520nM*
CdCl, 11 uM?®
ZnCl, 220 uM®
Vicinale Dimercaptane  2,3-Dimercapto-1-propanol 12uM?
1,2-Ethandithiol 21 uM?

iber den intrazelluldren Arylhydrocarbonrezeptor (Ah-Rezeptor) vermittelt, der letztendlich

als Transkriptionsfaktor an das XRE (zenobiotic responsive element) bindet |[Pollenz und

Barbour, 2000]. Monofunktionale Phase II-Enzyminduktoren beeinflussen den Ah-Rezeptor

nicht und sind héufig Nrf2/ARE-vermittelt. Sie lassen sich aufgrund ihrer chemischen

Figenschaften in zehn Klassen unterteilen, die in Tabelle 1 mit ausgewahlten Beispiele

aufgelistet sind. Die Gemeinsamkeit dieser Verbindungen stellt vor allem ihr elektrophiler

Charakter und ihre Fahigkeit, mit Cysteinresten zu reagieren, dar |Talalay et al., 1988|. Einige

der bekanntesten Phase II-Enzyminduktoren werden im Folgenden naher erlautert.
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Sulforaphan

Das Isothiocyanat Sulforaphan (Abbildung 12A) kommt hauptséchlich in Vertretern der
Kreuzbliitengewéchse (Brassicaceae) vor und ist in Broccoli (Brassica oleracea var. italica) in
vergleichsweise hohen Konzentrationen vorhanden [Kushad et al., 1999]. Neben Sulforaphan
enthdlt Broccoli auch weitere Isothiocyanate |Cartea und Velasco, 2008]. Diese liegen in
Pflanzen gebunden, in Form sogenannter Senfdlglycoside (Glucosinolate), vor. Sulforaphan
liegt in pflanzlichen Zellen als Glucoraphanin glycosidisch gebunden vor [Kushad et al., 1999].
Die Freisetzung von Isothiocyanaten aus Glucosinolaten erfolgt enzymatisch mithilfe des
Enzyms Myrosinase. Dies kann einerseits in der Pflanze geschehen, wenn Substrat und Enzym,
die in pflanzlichen Zellen durch Kompartimentierung getrennt vorliegen, durch Schadigung der
Zellen in Kontakt kommen |[Bones und Rossiter, 1996]. Andererseits besitzen Bakterien des
humanen Gastrointestinaltraks (GIT) Myrosinaseaktivitét [Oginsky et al., 1965, sodass auch
nach Verzehr von intaktem Glucoraphanin Sulforaphan freigesetzt und letztendlich resorbiert
werden kann [Lai et al., 2010].

0
1]
/S\/\/\N\
Ce
A =S R
NC
oH 0 CDDO-Me: ZS’T]/O\
0
OH N—- N
CDDO: ~ CDDO-Im: N
OH "sTl/ ’ssTI/

Abbildung 12: Strukturen bekannter Phase II-Enzyminduktoren. A) Sulforaphan; B) tert-Butylhydrochinon;
C) 2-Cyan-3,12-dioxo-1,9-dien-28-oleanolsdure (CDDO) mit den Derivaten CDDO-Methylester (CDDO-Me)
und CDDO-Imidazolid (CDDO-Im).

Die NQO1-induzierende Wirkung von Sulforaphan wurde erstmals von Zhang et al. [1992]
beschrieben. In weiteren Studien wurde diese Wirkung auch fiir andere Enzyme des Phase II-
Metabolismus bestétigt [Juge et al., 2007]. Die direkte Interaktion zwischen Sulforaphan
und dem Nrf2/Keapl-Signalweg konnte ebenfalls gezeigt werden [Dinkova-Kostova et al.,
2002]. Die Aktivierung von Nrf2 erfolgt durch Adduktbildung von Sulforaphan an Keapl-
Cysteinresten. Die Adduktbildung ist nicht auf die drei Reste Cys;s;, Cysyy3 und Cysygg
beschriankt, sondern kann an nahezu allen der 27 aktiven Cysteinreste von Keapl erfolgen. Die
Cysteinreste der BTB und der IVR-Doméne spielen eine untergeordnete Rolle, wihrend die
Cysteinreste der Kelchdoméne eine hohe Affinitdt zu Sulforaphan aufweisen. Die Aktivierung
des Nrf2/Keapl-Signalwegs kann somit vielmehr iiber das ,, Hinge and Latch-Modell erklart
werden, als iiber die Dissoziation von Keapl und Cul3 [Hong et al., 2005].

Neben der Beeinflussung des Nrf2/Keapl-Signalwegs und der damit verbundenen Phase I1-
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Enzyminduktion konnten fiir Sulforaphan zahlreiche weitere protektive Effekte festgestellt
werden, wie die verringerte Transkription von Phase I-Enzymen [Mahéo et al., 1997] oder die
Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion von Tumorzellen [Chiao et al., 2002]. In der
Summe konnten diese Eigenschaften die tumorhemmende Wirkung von Sulforaphan erklaren,
die in zahlreichen Tierstudien gezeigt wurde |Zhang et al., 1994, Fahey et al., 1997, Gerhéuser
et al., 1997, Fahey et al., 2002]. Der Konsum von Broccoli konnte dariiber hinaus in einer
Humanstudie von Joseph et al. [2004] mit einem verringerten Risiko der Ausbildung von

Prostatatumoren in Verbindung gebracht werden.

Oxidierbare ortho- und para-Diphenole

Zu den ersten Substanzen, fiir die eine Phase II-induzierende Wirkung nachgewiesen wurde,
gehoren oxidierbare Diphenole bzw. deren entsprechende Chinone. Bereits in den spéten
1970er Jahren konnte fiir den Lebensmittelzusatzstoff 2(3)-tert-Butyl-4-hydroxyanisol (2-BHA)
eine chemopréventive Wirkung in CD-1 Mausen gezeigt werden, die zuvor mit Benzo[a|pyren
behandelt wurden. Diese Wirkung ging einher mit der Induktion verschiedener PhaseIl-
Enzyme [Benson et al., 1978|. Fiir das Demethylierungsprodukt ¢-BHQ, (Abbildung 12B)
konnte spéter in Struktur-/Aktivitdtsuntersuchungen eine noch potentere Wirkung im
Vergleich zu 2-BHA gezeigt werden [Prochaska et al., 1985a]. In weiteren Studien wurde
gezeigt, dass t-BHQ und dessen Strukturanaloga in der Zelle zunéchst zu entsprechenden
Chinonen oxidiert werden miissen, um als ultimative Induktoren zu wirken [Prochaska et al.,
1985b, Bensasson et al., 2008, Wang et al., 2010]. Wang et al. [2010] zeigten auferdem,
dass tert-Butylchinon (¢-BQ), nicht jedoch ¢-BHQ, mit Cysteinresten von Keapl in einem
4:1-Verhéltnis reagieren.

Dem Mechanismus der direkten Nrf2-Induktion durch {-BHQ steht die Auffassung gegen-
tiber, dass die Nrf2-Aktivierung ROS-vermittelt ablauft. Pinkus et al. [1996] konnten zeigen,
dass t-BQ intrazelluldr oxidativen Stress verursacht und gleichzeitig die Expression von
Phase II-Enzymen {iber die Transkriptionsfaktoren Activator protein 1 (AP-1) und Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) induziert. Koinkubation mit
Antioxidantien wie GSH oder N-Acetylcystein konnte dagegen die Induktion dieser Gene
unterbinden. In einer darauf aufbauenden Untersuchung konnte die t-BHQ-induzierte ROS-
Produktion in den Mitochondrien lokalisiert werden [Imhoff und Hansen, 2010|. Diese ist
vermutlich auf Redoxcycling zuriickzufithren, bei dem durch alternierende Transformation
des vollstandig oxidierten Chinon in das reduzierte Hydrochinon iiber ein radikalisches
Intermediat Hydroxyradikale freigesetzt werden [van Ommen et al., 1992]. Gegen diese Theorie
sprich jedoch, dass t-BHQ zwar ein deutlich stdrkerer Redoxcycler als das nichtkonjugierte
Hydrochinon ist [van Ommen et al., 1992], beide Substanzen aber in dhnlichem Mafe Phase II-
Enzyme induzieren (Tabelle 1) [Dinkova-Kostova et al., 2005a).

Fiir verschiedene ortho- und para-Hydrochinone konnten in vivo chemopréiventive Eigen-
schaften in F344-Ratten gezeigt werden, wie die Verringerung der Lebertumorinzidenz

[Fukushima et al., 1991], die Reduktion hepatischer, praneoplastischer Foci [Hasegawa et al.,
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1992] oder die Verringerung der Multiplizitat von Kolonadenokarzinomen [Hirose et al., 1993].
In diesen Studien wurden jedoch auch adverse Effekte dieser Substanzen beschrieben, darunter
die signifikante Induktion von Papillomen in Speiserohre und Vormagen der Tiere [Fukushima
et al., 1991, Hirose et al., 1993] oder die erhdhte Inzidenz thyroidaler Hyperplasien [Hirose
et al., 1993|.

Michaelakzeptoren

Die Michaelreaktion beschreibt eine 1,4-Addition eines doppelt stabilisierten Nukleophils
(Michaeldonor) an eine «,f-ungeséttigte Carbonylgruppe (Michaelakzeptor) [Michael, 1887].
Bereits Talalay et al. [1988| erkannten, dass viele der PhaseII-Enzyminduktoren Michael-
akzeptorgruppen beinhalten und dass die Stdrke der Induktoren mit der Reaktivitdt dieser
Gruppen korreliert [Dinkova-Kostova et al., 2001]|. Auch die Aktivitdt vieler Naturstoffe, wie
Zimtsdurederivate, Curcuminoide, Cumarine oder Chalkone ist auf diese funktionelle Gruppe
zuriickzufiihren. Die direkte Interaktion zwischen Michaelakzeptoren und Cysteinresten von
Keapl konnte von Dinkova-Kostova et al. [2002] nachgewiesen werden. Die Autoren zeigten,
dass Induktoren aufgrund struktureller Unterschiede mit verschiedenen Cysteinresten von
Keapl interagieren. Haufig werden zwei Cysteinreste in rdumlicher Néhe, entweder {iber den
Induktor oder iiber eine Disulfidbriicke, vernetzt oder aber zwei Induktormolekiile bilden
jeweils kovalente Bindungen zu diesen beiden Cysteinresten aus.

Die Reaktivitit von Michaelakzeptorgruppen hiangt stark von elektronenziehenden Substi-
tuenten innerhalb desselben Molekiils ab. So konnten Michaelakzeptoren durch gleichzeitige
Konjugation mit Cyano- und Carbonylgruppen von extrem hoher Potenz synthetisiert
werden. Beispiele hierfiir sind das synthetische Triterpenoid 2-Cyan-3,12-dioxo-1,9-dien-
28-oleanolsdure (CDDO) sowie verschiedene Derivate dieser Verbindung (Tabelle 1 bzw.
Abbildung 12C) |Dinkova-Kostova et al., 2005b]. CDDO ist ein Derivat der natiirlich
vorkommenden Oleanolsdure, die in der japanischen und chinesischen Medizin eingesetzt
wird. Ausschlaggebend fiir das hohe Potential dieser Induktoren ist das Vorhandensein zweier
Michaelakzeptoren mit definiertem Abstand innerhalb eines Molekiils [Dinkova-Kostova et al.,
2005b].

Das chemopréaventive Potential von CDDO und dessen Derivaten konnte in verschiede-
nen Tierstudien gezeigt werden. Bereits niedrige Konzentrationen an CDDO-Methylester
(CDDO-Me), Abbildung 12C) reichten aus, um die Inzidenz chemisch induzierter Prostata-,
Lungen- und Brustumoren in M&usen zu senken |Gao et al., 2011, Liby et al., 2007, Ling
et al., 2007).

2.2.8 Aktivierung durch vorgeschaltete Signalkaskaden

Oxidativer Stress und elektrophile Substanzen kénnen, neben Keapl, weitere zelluldre
Signalwege beeinflussen, die unter Umstédnden einen Einfluss auf die Nrf2-Aktivitat ausiiben.
So konnten MAPK-Kaskaden [Yu et al., 1999|, der PKC- [Huang et al., 2000] und der PI3K-
Signalweg |Lee et al., 2001, Kang et al., 2001| mit der Aktivierung von Nrf2 in Verbindung
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gebracht werden. Huang et al. [2002] zeigten, dass die Nrf2-Aktivitdt durch Phosphorylierung
von Ser,, des Nrf2-Molekiils reguliert werden kann. Im Folgenden soll auf den Zusammenhang

der drei erwéhnten Signalwege zur Nrf2-Aktivierung eingegangen werden.

Aktivierung durch MAPK-Signalkaskaden

In Untersuchungen, in denen die MAPK-Kaskaden entweder mittels Kinaseinhibitoren oder
durch molekularbiologische Methoden (Uberexpression der Wildtyp- bzw. dominantnegativer
Kinasen, siRNA-Knockdown oder Gen-Knockout) manipuliert wurden, konnte die Beteiligung
aller relevanten Signalwege (ERK1/2, JNK und p38) an der Nrf2-Aktivierung aufgezeigt
werden (représentative Studien in Tabelle 2). Zwischen den einzelnen Studien wurden
jedoch widerspriichliche Ergebnisse beobachtet. Sun et al. [2009] zeigten, dass die direkte
Phosphorylierung von Nrf2 durch MAPK nur eine untergeordnete Rolle fiir die Aktivierung des
Proteins zu spielen scheint. Die Autoren gingen davon aus, dass die Nrf2-Aktivitdt vielmehr
iiber indirekte Mechanismen durch MAPK reguliert wird.

Tabelle 2: Auswahl an Studien, in denen ein Zusammenhang zwischen MAPK-Kaskaden
und der Nrf2-Aktivitdt aufgezeigt ~wurde.  Abkiirzungen: ARE-Luc: ARE-Luciferase-Assay;
DN: dominantnegative Kinase; yGCL: vy-Glutamylcysteinligase; PD98059: spezifische MEK1-Inhibitor;
PDTC: Pyrrolidindithiocarbamat; PEITC: Phenethylisothiocyanat; SB202190/SB203580: spezifische p38-
Inhibitoren; ¢-BHQ: tert-Butylhydrochinon. Refrenzen: a) Yu et al. [1999]; b) Zipper und Mulcahy [2000];
¢) Yu et al. [2000]; d) Alam et al. [2000]; e) Keum et al. [2003]; f) Xu et al. [2006b]; g) Kim et al. [2008].
Modifiziert nach Sun et al. [2009].

MAPK-Manipulation Nrf2-Induktor biol. Endpunkt Nrf2-Aktivitit
PD98059, DN-ERK2 t-BHQ, NQO1-Aktivitét, 30-60 % Abnahme?
Sulforaphan ARE-Luc
PD98059, SB202190 PDTC vYGCL-Transkription, ~ 100 % Abnahme®
ARE-Luc
MEKK]1-, TAK1-, ASK1-, ARE-Luc 3—18-fache Induktion ©
MKK4/6-Uberexpression
p38a-Uberexpression t-BHQ ARE-Luc 30-40 % Abnahme®
SB203580, DN-p38«x CdCl, ARE-Luc 70-80 % Abnahme¢
PD98059, DN-JNK1/2-, CdCl, ARE-Luc keine Anderung
DN-ERK1/2-Expression
JNK1-Uberexpression PEITC ARE-Luc ~ 6-fache Induktion ®
DN-JNK1-Expression PEITC ARE-Luc 20—70% Abnahme®
MKK4-, JNK1- PEITC ARE-Luc, 3-fache Induktion?
Uberexpression HO-1-Expression
DN-ERK2-, DN JNK1- PEITC ARE-Luc 40-50 % Abnahme
Expression
U0126, DN-ERK1- 15-Desoxy-A'?14- HO-1-Expression, 30-80 % Abnahme?®
DN-ERK2-Expression prostaglandin J, ~ ARE-Luc
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Aktivierung durch den PKC-Signalweg

Huang et al. [2000] konnten mit isotopenmarkiertem Phosphat zeigen, dass Nrf2 infolge
einer Induktion durch den Nrf2/ARE-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat phosphoryliert
wird. Weiterhin konnten die Autoren nachweisen, dass die Nrf2-Induktion durch die PKC-
Inhibitoren Staurosporin und Ro-32-0432 gehemmt wird. Dariiber hinaus zeigten sie mit
aufgereinigtem Nrf2 eine direkte Phosphorylierung durch PKC (Abschnitt 2.1.3). Diese
Ergebnisse liefen darauf schlieffen, dass PKC zumindest einen Einfluss auf die Nrf2-vermittelte
Genexpression besitzt. In einer spéteren Studie konnten die gleichen Autoren Sery, als

Phosphorylierungsposition in Nrf2 identifizieren [Huang et al., 2002].

Aktivierung durch den PI3K/Akt-Signalweg

Kang et al. [2000] konnten durch Experimente mit den PI3K-Inhibitoren Wortmannin
und LY294002 nachweisen, dass die GSTA2-Transkription und Aktivierung des ARE vom
PI3K/Akt-Signalweg abhéngig ist. Lee et al. [2001]| zeigten, dass Nrf2 direkt durch den
PI3K/Akt-Signalweg reguliert werden kann. Eine Reihe weiterer Studien, in denen der
PI3K/Akt-Signalweg mittels spezifischer Kinaseinhibitoren oder durch molekularbiologi-
sche Methoden (Uberexpression der Wildtyp- bzw. dominantnegativer Kinasen, siRNA-
Knockdown oder Gen-Knockout) manipuliert wurde, unterstreicht die Beteiligung des PI3K-
Signalwegs an der Nrf2-Aktivierung (Tabelle 3). Auch eine Phosphorylierung von Nrf2 an Ser,
durch Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs konnte gezeigt werden [Salazar et al., 2006, Chen
et al., 2012|.

2.2.9 Nrf2/ARE-abhingige Gene

Anhand der Nukleotidsequenz des ARE konnte eine Vielzahl Nrf2/ARE-regulierter Gene
identifiziert werden. Enzyme, deren Gene ARE-reguliert werden, sind unter anderem NQO1,
v-Glutamylcysteinligase (yGCL), Hamoxygenase 1 (HO-1), Glutathionperoxidase (GPx),
Glutathionreduktase (GSR) und Mitglieder der UDP-Glucuronosyltransferase- sowie Gluta-
thion-S-Transferasefamilien (UGT und GST). Diese Enzyme sind nicht ausschlieflich im
Phase [I-Metabolismus im Sinne von Konjugationsreaktionen involviert. Der Begriff ,Phase I1-
Enzyme* wurde im Kontext der Literatur zum Nrf2/Keapl-Signalwegs erweitert und wird
sinngemé&f fiir Enzyme ARE-regulierter Gene verwendet. Die Eigenschaften der fiir diese

Arbeit relevanten Nrf2/ARE-regulierten Enzyme werden im Folgenden kurz erlautert.

Hamoxygenase 1 (HO-1)

Die Familie der Hamoxygenasen umfasst zwei Isoenzyme. Wahrend HO-1 durch oxidativen
Stress induzierbar ist, wird HO-2 konstitutiv exprimiert [Maines, 1997|. Die Beteiligung des
ARE an der Regulation muriner HO-1 wurde von Alam et al. [1995] gezeigt. HO-1 katalysiert

den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Abbaureaktion von prooxidativem
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Tabelle 3: Auswahl an Studien, in denen ein Zusammenhang zwischen dem PI3K/Akt-Signalweg und der
Nrf2-Aktivitat aufgezeigt wurden. Abkiirzungen: 4-KPR: 4-Ketopinoresinol; ARE-Luc: ARE-Luciferaseassay;
DN: dominantnegative Kinase; 1.Y294002: spezifischer PI3K-Inhibitor; SAAD: Entzug schwefelhaltiger
Aminosauren; SOD: Superoxiddismutase; t-BHQ: tert-Butylhydrochinon. Referenzen: a) Kang et al. [2000];
b) Kang et al. [2001]; c) Lee et al. [2001]; d) Martin et al. [2004]; ) Hamdulay et al. [2010]; f) Chen et al
[2012]; g) Hsu et al. [2012].

PI3K-Manipulation Nrf2-Induktor biol. Endpunkt Nrf2-Aktivitat

Wortmannin, L.Y294002 SAAD rGSTA2-Transkription, kompletter Riickgang?®
ARE-Aktivierung

Wortmannin, LY294002 ¢-BHQ rGSTA2-Transkription, kompletter RiickgangP
-Expression

PI3K-Uberexpression ARE-Luc 3—4-fache Induktion®©

Wortmannin, LY294002 ¢-BHQ Nrf2-Translokation Abnahme©

Wortmannin, LY294002 ¢-BHQ ARE-Luc, NQO1-Express. 80-100% Abnahme®

LY294002 Carnosol HO-1-Expression Abnahmed

DN-Akt1 Carnosol ARE-Luc 5060 % Abnahme?

LY?294002, DN-Akt Celecoxib HO-1-Expression ~ 60 % Abnahme®

Wortmannin, LY294002 4-KPR ARE-Luc 3080 % Abnahme!

Akt-siRNA 4-KPR p-Nrf2, HO-1-Expression keine Induktion®

LY294002 Berberin HO-1-Expression, ~30% Abnahme$

SOD-Aktivitat

H&m zu antioxidativ wirksamen Bilirubin [Maines, 1997]:

Him b 2% Biliverdin IXet + CO + Fe?™ (2.1)

Anschliefend wird das entstandene Bilverdin iiber die Biliverdinreduktase (BR) weiter zu
Bilirubin umgesetzt und nach weiterer Metabolisierung tiber Fazes und Harn ausgeschieden
(Abbildung 13) [Voet und Voet, 2004].

Die protektiven Effekte von HO-1 werden insbesondere durch den Abbau von Ham und
der Generierung von Bilirubin vermittelt. Wahrend Ham als prooxidativ beschrieben wurde,
ist das Abbauprodukt Bilirubin antioxidativ wirksam und in der Lage, auch gréfsere Mengen
an H,O, abzufangen [Doré et al., 1999|. Neben der Verminderung tumorinitiierender Effekte
wurde eine erhohte HO-1-Aktivitét jedoch auch mit der Begiinstigung der Tumorprogession
in Zusammenhang gebracht. So spielt die HO-1 eine Rolle in der Tumorangiogenese
[Deramaudt et al., 1998] und HO-1-Uberexpression konnte im Mausmodell mit beschleunigtem
Tumorwachstum korreliert werden |[Was et al., 2006]. Die optimal ausbalancierte HO-1-

Aktivitat ist somit Voraussetzung fiir eine protektive Wirkung.
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Abbildung 13: Interaktion von Enzymen des PhaseIl-Metabolismus (BR und GS sind nicht Nrf2/ARE-
reguliert). Abkiirzungen: BR: Biliverdinreduktase; yGC: y-Glutamylcystein; YyGCL: y-Glutamylcysteinligase;
Glu: Glucuronsiure; GPx: Glutathionperoxidase; GS: Glutathionsynthetase; GSH: Glutathion (reduziert);
GSR: Glutathionreduktase; GSSG: Glutathion (oxidiert); GST: Glutathion-S-Transferase; HO-1: Hamoxy-
genase 1; NQO1: NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase 1; UDP: Uridindiphosphat; UGT: UDP-Glucuronosyltrans-
ferase. Modifiziert nach [Kensler et al., 2007].

NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase 1 (NQO1)

Das Enzym NQO1 ist ein FAD-abhingiges Flavoprotein, das ubiquitdr in allen Zellen
exprimiert wird [Jaiswal, 2000|. Es reduziert Chinone und deren Derivate in einer Zwei-
Elektronenreaktion unter Verbrauch von NADH oder NADPH zu Hydrochinonen. Folglich
wird der elektrophile Charakter der Substanz entfernt und dariiber hinaus kann die Substanz
anschliefsend durch UGT mit Glucuronséure konjugiert werden (Abbildung 13). Die Zelle wird
somit vor Redoxcycling, oxidativem Stress und letztendlich irreversibler Schadigung geschiitzt.
Neben dem ARE besitzt das NQO1-Gen weitere Enhancer im Promotor, sodass Nrf2 zwar
einen wichtigen, jedoch nicht den einzigen Induktor darstellt [Jaiswal, 1991, Li und Jaiswal,
1992, Xie et al., 1995].

v-Glutamylcysteinligase (YGCL)

Die yGCL ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der de novo-Synthese von GSH.
GSH wird fiir die Konjugation mit Elektrophilen und zum Abbau von Peroxiden durch GPx
benétigt (Abbildung 13). Das Enzym yGCL besteht aus zwei Untereinheiten. Die Schwerere
(YGCL,) stellt die katalytische und die Leichtere (yGCLy,) die regulatorische Untereinheit
dar. In den Promotern der Gene beider Untereinheiten konnten ARE identifiziert werden
[Mulcahy et al., 1997, Moinova und Mulcahy, 1999].

Glutathion-S-Transferasen (GST)

Die GST lassen sich in drei Familien (zytosolische, mitochondriale und mikrosomale GST)
einteilen [Jakobsson et al., 1999, Ladner et al., 2004, Robinson et al., 2004|. Sie sind in

der Lage, Elektrophile, wie o,f-ungeséttigte Carbonylverbindungen und Chinone, aber auch
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endogene Substanzen mit GSH zu konjugieren [Keen und Jakoby, 1978, Hayes und Pulford,
1995|. Diese Reaktion stellt den ersten Schritt bei der Metabolisierung dieser Substanzen
zu Mercaptursiuren dar, die schlieflich mit dem Harn ausgeschieden werden kénnen [Keen
und Jakoby, 1978]. Dariiber hinaus sind die Enzyme in die Biosynthese von Leukotrienen,
Prostaglandinen, Testosteron und Progesteron sowie den Abbau von Tyrosin und Phenylalanin
involviert [Soderstrom et al., 1985, Beuckmann et al., 2000, Johansson und Mannervik, 2001,
Fernandez-Canén und Penalva, 1998|.

GST-Gene besitzen neben dem ARE ebenfalls weitere Enhancer in ihrem Promotor,
darunter XRE und GRE (glucocorticoid responsive elements) sowie AP1- und AP2-Bindungs-
stellen [Rushmore et al., 1990, Morel et al., 1994, Lorper et al., 1996].

2.2.10 Die Rolle des Nrf2/Keapl-Signalwegs in Tumorgenese und -therapie

Der Keapl/Nrf2-Signalweg wird aufgrund der Aktivierung von Phase II-Enzymen allgemein
als protektiver Mechanismus hinsichtlich der Tumorentstehung angesehen. In einer Reihe von
Studien konnte gezeigt werden, dass in Nrf2~/~-Méiusen eine deutlich reduzierte Phase II-
Enzymaktivitdt mit einer erhohten Inzidenz an chemisch induzierter Magen-, Blasen- und
Hauttumoren einhergeht [Ramos-Gomez et al., 2001, Iida et al., 2004, Xu et al., 2006a).
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Nrf2-Aktivitéit in Neoplasien der Haut (Maus) und
der Prostata (Mensch) herunterreguliert war [Xu et al., 2006a, Frohlich et al., 2008|. Der
Verlust der Nrf2-Aktivitdt in Tumoren konnte entweder in deaktivierenden Mutationen in
Nrf2 oder aber in einem verstirktem Abbau durch Keapl/Cul3 begriindet liegen [Kan et al.,
2010, Baird und Dinkova-Kostova, 2011].

Auf der anderen Seite konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass prokanzero-
gene Mechanismen auf eine erhéhte Nrf2-Aktivitat zuriickzufiihren sind. Sowohl in Tumoren
der Lunge als auch in Kopf-Hals-Tumoren wurden aktivierende Mutationen in den DLG-
und ETGE-Motiven von Nrf2 nachgewiesen. Die erhéhte Bindung zu Keapl verhindert den
proteasomalen Abbau des Proteins mit der Folge einer Nrf2-Akkumulation [Shibata et al.,
2008b|. Weiterhin konnten inaktivierende Mutationen in Keapl in Tumoren der Lunge, Brust
und Gallenblasen aufgezeigt werden [Singh et al., 2006, Nioi und Nguyen, 2007, Shibata et al.,
2008a]. Diese Daten weisen darauf hin, dass der Keapl/Nrf2-Signalweg fiir das Uberleben von
Tumoren von Vorteil sein kann: Der erhdhte Schutz vor Oxidantien und Elektrophilen durch
Nrf2-aktivierende Mechanismen ist vor allem fiir Tumorzellen in ihrem redoxdysbalancierten
Umfeld ein Selektionsvorteil [Kensler und Wakabayashi, 2010]. Ferner konnte gezeigt werden,
dass eine erhohte Nrf2-Aktivitdt Tumoren vor antineoplastischen Chemotherapeutika (z. B.
Etoposid, Doxorubicin oder Cisplatin) schiitzen kann [Singh et al., 2006, Wang et al., 2008].
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2.3 Topoisomerasen

Die Topologie der DNA ist aufgrund von Replikation, Transkription, Rekombination und
Chromatinumstrukturierung standigen Verdnderungen unterworfen. Um diese zu organisieren
bedarf es unter anderem der Enzymklasse der Topoisomerasen. Diese Enzyme sorgen fiir die
Aufrechterhaltung der superspiralisierten Struktur der DNA, um Interaktionen mit Proteinen

zu erleichtern und exzessives Supercoiling zu verhindern.

2.3.1 Kilassifizierung

Topoisomerasen lassen sich in zwei unterschiedliche Typen unterteilen. Typ I-Topoisomerasen
induzieren transiente DNA-Einzelstrangbriiche und kénnen so einen Strang der Doppelhelix
durch den anderen hindurchfithren (Abbildung 14A). Torsionsspannungen des DNA-Strangs
konnen verringert werden, wodurch iiberméfiges Supercoiling verhindert wird. Vier humane
Typ I-Isoformen wurden beschrieben: Topoisomerase I, IIle, III3 und die mitochondriale
Topoisomerase I [Champoux, 2001].

Typ II-Topoisomerasen induzieren transiente Doppelstrangbriiche und sind folglich in der
Lage DNA-Doppelstrange durch andere hindurchfiihren (Abbildung 14B). Zwei humane
Isoformen der Typ II-Topoisomerasen sind bekannt: Topoisomerase IIc und IIf [Champoux,
2001].
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der humanen Topoisomerasen Typ I und II. A) Typ-I-
Topoisomerasen unterbinden Torsionsspannungen der DNA durch transiente Einzelstrangbriiche. B) Typ-II-
Topoisomerasen induzieren transiente DNA-Doppelstrangbriiche, sodass Doppelstringe durch andere
hindurchgefiihrt werden kénnen. BP: Basenpaare. Modifiziert nach Salceda et al. [2006].

2.3.2 Topoisomerasehemmstoffe

Topoisomerasen konnen in ihrer Aktivitdt durch unterschiedliche Substanzen beeinflusst
werden. Diese Hemmstoffe lassen sich in katalytische Inhibitoren und Topoisomerasegifte

unterteilen. Diese sollen im Anschluss kurz erlautert werden.
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Katalytische Inhibitoren

Katalytische Inhibitoren fiir Topoisomerasen stellen eine heterogene Gruppe chemischer

Verbindungen dar. Threr Wirkung liegen unterschiedliche molekulare Mechanismen zugrunde:

e Die Bindung von Topoisomerasen an die DNA wird behindert, beispielsweise durch
interkalierende Substanzen wie Aclarubicin oder Chlorochin [Sgrensen et al., 1992,
Jensen et al., 1994].

e Nichtkovalente Komplexe zwischen Topoisomerasen und DNA werden nach der Re-
ligation des topoisomeraseinduzierten Strangbruchs stabilisiert. Beispiele hierfiir sind
Merabon oder das Bisdioxopiperazin ICRF-187 [Drake et al., 1989, Sehested und Jensen,
1996.

e Die ATP-Bindungsstelle von Topoisomerasen wird kompetitiv gehemmt. Ein Beispiel
ist das Cumarin Novobiocin, das als Antibiotikum eingesetzt wird, da es insbesondere

bakterielle Topoisomerasen hemmt [Gellert et al., 1976].

Topoisomerasegifte

Wahrend der topoisomerasekatalysierten Reaktion wird ein kovalent gebundenes Intermediat
(cleavage complex) zwischen DNA und dem Enzym ausgebildet. Dieser Ubergangszustand ist
sehr kurzlebig, kann jedoch durch sogenannte Topoisomerasegifte stabilisiert werden, sodass
zuvor induzierte Strangbriiche nicht mehr geschlossen werden kénnen.

Topoisomerase I-Gifte stabilisieren Intermediate zwischen DNA und Topoisomerasen I. Die
Kollision eines solchen Komplexes mit dem Replikationsapparat tiberfiihrt den induzierten
Einzelstrang- in einen Doppelstrangbruch [Pommier et al., 1998|. Die Stabilisierung von
DNA /Topoisomerase [I-Intermediaten durch Topoisomerase II-Gifte hingegen fiihrt direkt zu
DNA-Doppelstrangbriichen. Topoisomerasegifte unterbrechen auch immer den katalytischen

Zyklus des Enzyms.

Abbildung 15: Strukturformeln der Topoisomerasegifte A) Camptothecin und B) Etoposid.
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Ein Beispiel fiir ein Topoisomerase I-Gift ist Camptothecin (CPT, Abbildung 15A). Ein
bekanntes Topoisomerase [I-Gift ist Etoposid (ETO, Abbildung 15B). Beide Substanzen
werden als Zytostatika in der Chemotherapie eingesetzt [Baldwin und Osheroff, 2005].
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2.4 Anthocyane

Anthocyane (abgeleitet von den griechischen Begriffen anthos (Bliite) und kyanos (blau))
sind eine Gruppe von iiber 500 Verbindungen, die fiir die intensiv rote bis blaue Féarbung
einer Vielzahl an Friichten und Bliitenblattern verantwortlich sind [Kondo et al., 1992,
Torskangerpoll und Andersen, 2005, Andersen und Jordheim, 2006].

2.4.1 Struktur

Strukturell handelt es sich bei Anthocyanen um glycosidisch gebundene, sekundére Pflanzen-
inhaltsstoffe. Aglyca der Anthocyane werden als Anthocyanidine bezeichnet. Anthocyanidine
sind Polyphenole, die im engeren Sinne Mitglieder der Gruppe der Flavonoide darstellen
(Abbildung 16A) |Castaneda Ovando et al., 2009]. Weitere Vertreter der Flavonoidfamilie sind
Flavonole (Quercetin, Myricetin), Flavan-3-ole ((4)-Catechin, (—)-Epigallocatechin-3-gallat)

oder Flavanone (Hesperetin, Naringenin).

Abbildung 16: A) Flavonoid- und B) Anthocyangrundstruktur bei pH <2. Substitutionsmuster siche
Tabelle 4.

In Anthocyanidinen bilden die Ringe A und C des Falvonoidgrundgeriists eine positiv
geladene Benzopyroliumstruktur aus (Abbildung 16B). Diese ist in Position 2 mit einer
Phenylgruppe (B-Ring) verbunden und in den Positionen 3, 5 und 7 durch Hydroxygruppen
substituiert [Castaneda Ovando et al., 2009]. Durch Substitution der Postitionen 3’ und
5" des B-Rings mit Hydroxy- oder Methoxygruppen resultiert ein Spektrum verschiedener
Anthocyanidine. Selten sind Anthocyanidine in den Postitionen 3, 5, 6 und 7 der Benzopy-
roliumstruktur methoxyliert. Die Substitutionsmuster der haufigsten Anthocyanidine sind in
Tabelle 4 dargestellt. Das mit Abstand am stirksten vertretene Anthocyanidin in Friichten
ist Cyanidin (Cy, 50 %), gefolgt von Delphinidin (Del, 12 %) [Castafieda Ovando et al., 2009].
Die in Wildheidelbeeren ( Vaccinium myrtillus 1.) vertretenen Aglyca sind sind Delphinidin,
Cyanidin, Petunidin (Pt), Malvidin (Mv) und Peonidin (Peo) [Miiller et al., 2012].

Durch Konjugation der Aglyca mit Zuckern in 3-O- und/oder 5-O-Position wird die
Struktur der Anthocyane gebildet. Eine grofe Anzahl natiirlich vorkommender Anthocya-
ne, konjugiert mit Mono-, Di- und Oligosacchariden ist beschrieben. Weitere Variationen
entstehen durch Konjugation der Zuckerreste mit aliphatischen oder aromatischen Sduren
[Veitch und Grayer, 2008|. In Heidelbeeren sind ausschlieflich Glycoside mit den Monosac-

29



2 Theoretische Grundlagen

Tabelle 4: Substitutionsmuster haufiger Anthocyanidine und Phenolcarbonséuren, die beim Abbau der
entsprechenden Anthocyanidine entstehen.

Anthocyanidin Phenolcarbonsiure Substituent
-R1 -R2
Delphinidin Gallussdure (GA) -OH -OH
Cyanidin Protocatechuséure (PCA) -OH -H
Petunidin 3-O-Methylgallussédure -OH -OMe
Malvidin Syringaséure (SA) -OMe -OMe
Peonidin Vanillinsdure (VA) -OMe -H
Pelargonidin 4-Hydroxybenzoesiure (4-HBA) -H -H

chariden Glucose, Galactose und Arabinose in 3-O-Position vertreten [Miiller et al., 2012].
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden Anthocyane wie im folgenden Beispiel abgekiirzt:

Unter Cy-3-glc ist das Anthocyan Cyanidin-3- O-3-D-glucopyranosid zu verstehen.

2.4.2 Stabilitat

Die Chemie der Anthocyanidine ist komplex. Aufgrund ihrer positiven Ladung sind sie
vergleichsweise reaktiv und werden in wéssriger Losung schnell abgebaut [Giusti und Wrolstad,
2003]. Hinsichtlich der Anthocyanidinstabilitét spielt neben Faktoren wie Sauerstoff, Licht
und Warme vor allem der pH-Wert in wassrigen Losungen eine wichtige Rolle [Jackman
et al., 1987]. In Losung unterliegen Anthocyanidine einem dynamischen Gleichgewicht
zwischen verschiedenen Formen. Klassischerweise treten, je nach pH-Wert, die fiinf Formen

Flavyliumkation, Halbacetal, Flavenol, Flavenolatanion und die offene Chalkonstruktur auf

HO
pH-Wert < 3 *OH O _
Flavyliumkation R, / OH

(0]
rot OH OH .
. pH-Wert 4 - 5 2
HO. 2 R, Halbacetal OH pH-Wert6 -7
= farblos Flavenol
blau
Rq R -H
OH o
Ho~J'D O .
R
pH-Wert > 8 S 2
Chalkon +H,0 I:?H-Welrt 7 -_8
elb aveno atanion
’ OH OH violett

Abbildung 17: pH-Abhéngigkeit der Anthocyanidinstruktur in wéssriger Losung
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2.4 Anthocyane

(Abbildung 17) |[Freitas et al., 2007]. Abweichend hiervon werden jedoch noch weitere
Zwischenformen beschrieben, sodass sich bis zu acht unterschiedliche Intermediate ergeben
[Asenstorfer et al., 2003]. In der offenen Chalkonstruktur, die hauptséchlich bei pH > 8, jedoch
auch in geringen Mengen bei neutralem pH auftreten, sind Anthocyanidine extrem instabil.
Sie konnen in dieser Form spontan in eine Phenolcarbonséaure, deren Substitutionsmuster vom
urspriinglichen Anthocyanidin abhéngt (Tabelle 4), und Phloroglucinacetaldehyd zerfallen
(Abbildung 18) [Fleschhut et al., 2006|. In Anwesenheit von Mikroorganismen, beispielsweise
im Intestinallumen des menschlichen Korpers, wird dieser Aldehyd unter Abspaltung einer
C-Einheit weiter zu Phloroglucinolaldehyd abgebaut [Keppler und Humpf, 2005]. Antho-
cyanidine werden in neutraler Umgebung, abhéngig vom Substitutionsmuster des B-Rings,
innerhalb von wenigen Stunden (0,5—-3h) komplett abgebaut. Das mit Abstand instabilste
Anthocyanidin stellt Delphinidin dar [Kern et al., 2007].

Phloroglucin-
R4 Phenolcarbon-
OH acetaldehyd OH séure
HO o Ho_~J'b O OH + HO.
\ R2
Z Z spontaner \O 0
Zerfall OH
mikrobieller HO. OH
) ) Abbau +CO,
Flavyliumkation offene Chalkonstruktur O
pH<3 pH>8 Phloroglucinol-
aldehyd OH

Abbildung 18: Zerfall von Anthocyanidinen unter neutralen bzw. basischen Bedingungen, modifiziert nach
Fleschhut et al. [2006] und Keppler und Humpf [2005]. Substitutionsmuster der Phenolcarbonséuren siehe
Tabelle 4.

Glycosidisch gebundene Anthocyane sind in neutraler Umgebung geringfiigig stabiler als
Anthocyanidine, zerfallen jedoch innerhalb von Stunden [Keppler und Humpf, 2005|. In An-
wesenheit mikrobieller 3-Glucosidasen werden Anthocyane hydrolysiert und die resultierenden
Anthocyanidine unterliegen dem oben beschriebenen, spontanen Zerfall. In steriler Umgebung
wurde keine Hydrolyse zum freien Anthocyan beobachtet [Keppler und Humpf, 2005, Pérez-
Vicente et al., 2002]. Keppler und Humpf [2005] gehen davon aus, dass die Ringoffnung zur
Chalkonstruktur und der Zerfall des Anthocyans stattfindet, bevor der Zuckerrest abgespalten
wird. Weitere Transformationsprodukte wie Chalkon- und Cumaringlycoside wurden ebenfalls
beschrieben [Keppler und Humpf, 2005].

Die Verringerung der Anthocyankonzentration in wéssriger Losung ist nicht ausschliefslich
auf dem Abbau der Monomere begriindet. Eine weitere Ursache fiir diese Verminderung stellen
Reaktionen mit weiteren Molekiilen in der Lésung dar. So kénnen Anthocyane miteinander
zu Oligo- und Polymeren reagieren, die zu einer Brdunung der Anthocyanlésung fithren
|[Fleschhut et al., 2006, Brownmiller et al., 2008|. Obwohl dieser Prozess bereits vergleichsweise
frith beschrieben wurde [Williams und Hrazdina, 1979|, sind die zugrundeliegenden Mecha-
nismen derzeit noch nicht aufgeklart. Eine weitere Reaktion, die zu einer Farbverringerung

der Anthocyane fiihrt, ist die Kondensation mit Ascorbinsédure [Poei-Langston und Wrolstad,
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1981].

Neben Reaktionen, die zu einer Entfirbung der Anthocyanlésung fiihren, sind auch
farbstabilisierende Reaktionen bekannt. So fiihrt die Komplexierung mit dreiwertigen Metall-
ionen wie AI’" zu einer erhdhten Farbintensitdit und -stabilitit [Schreiber et al., 2010].
Weitere wichtige Stabilisierungsreaktionen sind die Kopigmentierungsreaktion mit farblosen
Polyphenolen [Boulton, 2001] und die Reaktion mit Phenolcarbonséduren, Pyruvat oder
Acetaldehyd zu sogenannten Pyranoanthocyanen |Bakker und Timberlake, 1997, Fulcrand
et al., 1998|.

2.4.3 Vorkommen

Wichtige Anthocyanquellen der westlichen Nahrung sind Kirschen, Rotkohl sowie eine
Vielzahl an rot gefarbten Beeren. Neben Friichten stellen Sifte und Wein nennenswerte
Anthocyanquellen fiir den Menschen dar. In Pflanzen ist nahezu ausschlieflich die glycosidisch
gebundene Form der Anthocyane zu finden. Anthocyanidine werden lediglich in Spuren
erfasst. Eine Ubersicht der Anthocyangehalte verschiedener Obst- und Gemiisesorten ist in
Tabelle 5 gegeben. Anthocyangehalte in Friichten sind abhéngig von Kultivar und Reifegrad
wéahrend der Ernte. Auferdem haben weitere Faktoren wie die Aufarbeitung der Friichte
(z. B. Zellaufschluss, Extraktion) sowie die verwendete Analysemethode (z. B. HPLC-Analyse
oder pH-Differenzialmethode) einen Einfluss auf den ermittelten Anthocyangehalt. Gehalte

aus unterschiedlichen Studien sind daher nur schwer miteinander zu vergleichen. Tendenziell

Tabelle 5: Gesamtanthocyangehalte unterschiedlicher Obst- und Gemiisesorten. Referenzen: a) Pantelidis
et al. [2007]; b) Kalt et al. [2001]; c) Prior et al. [1998]; d) Lee und Finn [2007]; €) Moyer et al. [2002];
f) Vvedenskaya und Vorsa [2004]; g) McDougall et al. [2007]; h) Kim et al. [2005a]

Frucht Botanischer Name Herkunft Anthocyangehalt
[mg/100 g]
Brombeeren Rubus fruticosus Griechenland 114-149*
Amerikanische Heidelbeeren  Vaccinium corymbosum — USA 69-117P
(Kulturheidelbeeren)
Wildheidelbeeren Vaccinium myrtillus L. Deutschland 300°¢
Holunderbeeren Sambucus canadensis USA 106 4444
rote Himbeeren Rubus ideaus Griechenland 35-492
schwarze Himbeeren Rubus occidentalis L. USA 464 -627°
rote Johannisbeeren Ribes sativum Griechenland 36-50?
schwarze Johannisbeeren Ribes nigrum L. USA 128 -411°
Moosbeeren Vaccinium macrocarpon  USA 74-102f
(,, Cranberries”)
Rotkraut Brassica oleracea L. Schottland 1388
Sauerkirschen Prunus cerasus L. USA 146 312"
Stifskirschen Prunus avium L. USA 92 147"
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besitzen dunkel gefarbte Obstsorten (Brombeeren, schwarze Johannisbeeren) einen héheren
Anthocyangehalt als rot gefarbte Friichte (Himbeeren, rote Johannisbeeren) (Tabelle 5).
Im Kontext dieser Arbeit soll im folgenden Abschnitt nadher auf Heidelbeeren und die

Zusammensetzung des in dieser Studie verwendeten Heidelbeerextrakts eingegangen werden.

Heidelbeeren und Heidelbeerextrakt (HBE)

Heidelbeeren (Vaccinium) umfassen ~400—450 Arten der Familie der Heidekrautgewéchse
(Ericaceae). Bekannte Vertreter der Gattung stellen Preiselbeeren (Vaccinium wvitis-idaea
L.), Grobfriichtige Moosbeeren (,,Cranberries”, Vaccinium macrocarpon), Amerikanische
(,Kulturheidelbeeren, Vaccinium angustifolium (niederbuschig) bzw. Vaccinium corymbosum
(hochbuschig)) und Européische Heidelbeeren (,Wildheidelbeeren“, Vaccinium myrtillus L.)
dar [Franke et al., 2007].

Die Friichte dieser Arten sind reich an Polyphenolen und enthalten hohe Konzentrationen an
Anthocyanen. Amerikanische Heidelbeeren (,Kulturheidelbeeren) unterscheiden sich von der
européaischen Form (,Wildheidelbeeren“) durch die Lokalisierung der Anthocyane. Wihrend
bei der amerikanischen Form lediglich die Schale (Exokarp) pigmentiert ist, verteilen sich
Anthocyane bei der européischen Form tiber die gesamte Frucht (Perikarp).

Neben anderen bioaktiven Polyphenolen enthalten Heidelbeeren Tannine (Gerbstoffe)
in Form oligomerer und polymerer Proanthocyanidine [Prior et al., 2001, Puupponen-
Pimié et al., 2001]. Diese lassen sich, in Abhéngigkeit ihrer monomeren Grundstrukturen,
unter anderem in Procyanidine und Prodelphinidine unterteilen. Procyanidine setzen sich
aus den Flavan-3-olmonomeren (+)-Catechin und (—)-Epicatechin zusammen. Die Verbin-
dung der Monomere erfolgt meist iiber 43—6- oder 4—8-Verkniipfungen. Weiterhin sind

Doppelverkniipfungen beschrieben, die iiber eine zusédtzliche 2f— O—7-Briicke verfiigen

Tabelle 6: Polyphenolzusammensetzung des Heidelbeerextraks, der in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurde. Bestimmung bzw. Quantifizierung mittels HPLC-DAD-ESI-MS. Abkiirzungen: tg: Retentionszeit;
n.q.: nicht quantifiziert. Modifiziert nach Juadjur und Winterhalter [2012].

Bestandteil tr Gehalt Caﬁ’eoylshikimis.éure" 32,30  n.q.
[min] (%] o- p—Cumanylchlnasaure 32,39 n.q.

p-Cumarsiure 40,30 n.m.

Gallussédure 8,03 0,15 Myricetingalactosid 40,44 n.q.
(4)-Gallocatechin 8,39 n.q. Myricetinglucosid 42,33 n.q.
Protocatechuséure 13,20 0,21 Feruloylchinasdure 51,40 n.q.
(4)-Catechin 14,05 n.q. Quercetingalactosid 55,91 0,34
Epigallocatechin 14,87 n.q. Quercetinglucosid 56,71 n.q.
5-Hydroxyvanillinsdure 17,23 0,05 Quercetinglucuronid 57,45 0,41
Depsid 20,20 0,01 Cumaroyliridoid I 57,71 0,13
Kaffeesdurederivat 21,12 n.q. Cumaroyliridoid II 58,52  n.q.
Chlorogensédure 22,97 1,10 Quercetinarabinosid 61,52 0,12
Proanthocyandimer 24,40 n.q. Quercetinrhamnosid 62,85 0,12
Kaffeesdure 26,39 n. m. Myricetin 63,60 0,15
(—)-Epicatechin 28,48 n.q. Cumarsaurederivat 68,11 n.q.
Phloroglucinolaldehyd 29,41 n.q. Quercetin 70,91 0,28
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|[Karchesy und Hemingway, 1986|. Neben Procyanidinen sind in Heidelbeeren zu geringeren
Anteilen auch Prodelphinidine (basierend auf (4)-Gallocatechin und (—)-Epigallocatechin)
und Proanthocyanidine des ,A-Typs‘ (kombiniert aus Catechinen und Gallocatechinen)
[Hellstrom et al., 2009]. Hydrolysierbare Tannine, beispielsweise Ellagtannine, wurden in
Heidelbeeren nicht nachgewiesen [Viljanen et al., 2004, Nohynek et al., 2006].

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit einem kommerziell erhéltlichen
Heidelbeerextrakt (HBE) ,,600761 Bilberry Extract 25 %" der Firma Symrise (Holzminden,
Deutschland) durchgefiihrt. Der Extrakt wurde aus Trester der européischen Wildheidelbeere
(Vaccinium myrtillus L.) gewonnen. Laut Hersteller betrégt der Gesamtpolyphenolanteil
nach Folin-Ciocalteu 46 % (w/w) und der Anthocyananteil 25 % (w/w). Neben Anthocyanen
und weitere monomeren Polyphenolen enthélt der Extrakt polymere Proanthocyanidine,
Ballaststoffe zu 28,8 % (w/w) sowie Glucose (0,71 % (w/w)) und Fructose (0,84 % (w/w)).
Die Polyphenolzusammensetzung des HBE wurde von Juadjur und Winterhalter [2012] nidher
charakterisiert und ist in Tabelle 6 aufgelistet. Die Anthocyanzusammensetzung des HBE
wurde im Rahmen dieser Arbeit bestimmt und ist in Tabelle 13 angegeben.

Die Herstellung des Extrakts erfolgte laut Herstellerangaben nach einem mehrstufigen Ver-
fahren. Polare Inhaltsstoffe aus Heidelbeertrester wurden mittels methanolischer Extraktion
gelost und nach Filtrations- und Aufkonzentrierungsschritten in einem sdulenchromatogra-
phischen Verfahren (XAD-7) von Zuckern und S&uren befreit. Das polyphenolhaltige Eluat

wurde gefriergetrocknet und vermahlen [personliche Mitteilung Rudi Gétz, Firma Symrise].

Tabelle 7: Humane Interventionsstudien zur Bioverfiigbarkeit von Anthocyanen. Abkiirzungen: Cmax ma-
ximale Plasmakonzentration; tmax: Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration; KG: Korpergewicht.
Referenzen: a) Lapidot et al. [1998]; b) Bub et al. [2001]; ¢) Matsumoto et al. [2001]; d) Nielsen et al. [2003)].

Lebensmittel Anthocyan Aufnahme Crnax tmax Ausscheidung

Rotwein (300ml)®  Gesamtmenge 218,0mg 1,5-5,0%

Rotwein (500ml)®  Mv-3-glc 68,6 mg 1,4nM 20 min 0,02 %

entalkhol. Rotwein ~ Mv-3-glc 57,7 mg 1,6 nM 90 min 0,02%
(500 ml)®

roter Traubensaft Mv-3-glc 116,8 mg 2,8nM 180 min 0,02 %
(500 ml) P

Anthocyanpriaparat  Del-3-rut 1,68 mg/kg KG  59,9nM 120 min 0,11%
aus schwarzen Del-3-glc 1,04 mg/kg KG  19,5uM 60 min 0,07 %
Johannisbeeren © Cy-3-rut 2,08 mg/kg KG  36,1nM 120 min 0,10%

Cy-3-glc 1,24mg/kgKG ~ 4,9nM 60 min 0,07 %

Anthocyanpriparat  Gesamtmenge 19,7mg/kgKG 50ng/ml 45 min 0,07 %
aus schwarzen
Johannisbeeren 4
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2.4.4 Aufnahme

Die tégliche Aufnahme von Anthocyanen wurde im Zuge unterschiedlicher Studien abge-
schétzt. Zwischen den einzelnen Untersuchungen traten jedoch deutliche Abweichungen
auf. Watzl et al. |2002] gaben fiir Deutschland eine tégliche Aufnahme von 2,7mg pro
Person mit einer Schwankungsbreite von 0—76mg an. Die Autoren gaben zu Bedenken,
dass bereits der tégliche Konsum eines Glases Rotwein (24 -35mg) diesen Wert deutlich
erhohen kénne. Ein dhnlich hoher Wert wurde mit 12,5 mg/Tag fiir die USA angegeben [Wu
et al., 2006]. Deutlich hoher lag dagegen die postulierte Anthocyanaufnahme fiir Personen
in den USA nach Kiihnau [1976] in Abhéngigkeit zur Jahreszeit mit 180 -215mg/Tag. Die
Bioverfiigharkeit von Anthocyanen aus der Nahrung ist in Sdugern mit weniger als 2% sehr
niedrig [Watzl et al., 2002, Stoner et al., 2005, Ichiyanagi et al., 2006]. In einer Reihe von
humanen Interventionsstudien konnte gezeigt werden, dass die Anthocyanplasmaspiegel nach
Verzehr anthocyanhaltiger Lebensmittel dufserst gering sind (Tabelle 7). In den meisten Féllen
konnten bereits nach ~ 30 min Anthocyane im Plasma nachgewiesen werden. Die maximalen
Plasmakonzentrationen stellten sich in Abhéngigkeit des Lebensmittels nach 45— 180 min ein.
Diese schnelle Resorption spricht fiir eine Aufnahme der Anthocyane im Magen oder im
oberen Diinndarmbereich. McGhie und Walton [2007| fiihrten die geringe Bioverfiigbarkeit
von Anthocyanen auf die niedrige Aufnahme aus dem GIT zuriick. Dariiber hinaus geben
die Autoren zu Bedenken, dass Anthocyane in Plasma und Urin analytisch vermutlich nur
teilweise erfasst werden. Inwvivo liegt der Grofsteil der Anthocyane nicht in der detektierbaren
Flavyliumform, sondern vielmehr in der Halbacetal- oder der offenen Chalkonstruktur vor, und
nimmt in dieser Form auch an Biotransformationsreaktionen teil. Chemische Modifikationen
konnen dazu fiihren, dass die Anthocyane nicht mehr in der Lage sind, in die Flavyliumform
iiberzugehen. Eine Detektion mittels HPLC bei A =530nm ist in diesem Fall nicht moglich.

Als Kklassischer Resorptionsort fiir Flavonoidglycoside im Korper gilt der Diinndarm

Ac-gly Ac Ac-glu

A Blut 4 0

Ac-gly | | |
—> Ac-gly Ac *IUGT FAc-qu
/i
PCS PGA

T | Enterozyten T T
|

BTL :[GLUTz HSGLTl ‘
’ LPH J ‘ 2

Ac-gly Ac —PCS + PGA
Ac-gly Ac
Magen Dinndarm Kolon

Abbildung 19: Aufnahme von Anthocyanen im Gastrointestinaltrakt. Abkiirzungen: Ac: Anthocyanidine;
Ac-gly: Anthocyanidinglycoside; Ac-glu: Anthocyanglucuronide; PCS: Phenolcarbonsduren; PGA: Phloro-
glucinolaldehyd; BTL: Bilitranslocase; GLUT2: Glucosetransporter Typ 2; SGLT1: Natriumabhéngiger
Glucosetransporter 1; LPH: Lactat/Phloridzinhydrolase; CBG: Zytosolische (-Glucosidase; UGT: UDP-
Glucuronyltransferase. Modifiziert nach Kay [2006] und McGhie und Walton [2007].
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[Hollman et al., 1995, Scalbert und Williamson, 2000, Williamson et al., 2000]. Fiir
Anthocyane werden im Diinndarm gegenwértig zwei verschiedene Resorptionsmechanismen
diskutiert. Da Anthocyane im Blut in glycosidischer Form gefunden wurden, wird davon
ausgegangen, dass diese intakt resorbiert werden konnen. Fiir andere Flavonoidglycoside
(z. B. verschiedene Quercetin-3- O-glycoside) konnte in Wistarratten gezeigt werden, dass diese
tiber den natriumabhéingigen Glucosetransporter 1 (SGLT1) aufgenommen werden koénnen
|Gee et al., 2000]. Milleder et al. [2002] zeigten in einer humanen Interventionsstudie,
dass Saccharose die Aufnahme von Cy-3-glc vermindert. Diese Tatsache spricht ebenfalls
fiir eine aktive Aufnahme iiber den Glucosetransporter und kénnte die Abweichungen in
den Plasma- und Urinspiegeln zwischen den verschiedenen Humanstudien erklaren. Weitere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Glucosetransporter Typ 2 (GLUT2) ebenfalls an
der Anthocyanaufnahme beteiligt ist (Abbildung 19) [Faria et al., 2009] .

Anthocyane wurden in geringer Menge auch in hydrolysierter Form (Anthocyanidine)
[Talavéra et al., 2005], bzw. als 3-O-Glucuronide im Plasma von Wistarratten nachgewiesen
[Ichiyanagi et al., 2005|. Kay et al. [2005] wiesen dariiber hinaus in einer humanen Inter-
ventionsstudie Anthocyanglucuronide im Plasma nach, gaben die Glucuronidierungsposition
jedoch nicht an. Das Auftreten der Aglyca sowie der Glucuronide in 3-O-Position setzt
die Hydrolyse durch (-Glycosidasen voraus. Die Metabolisierungsprodukte traten im Serum
bereits unter 1h nach Verzehr auf, was darauf schliefen ldsst, dass die Spaltung bereits
im Diinn- und nicht im Dickdarm stattfand. Im oberen Diinndarm ist die mikrobielle
Besiedelung jedoch sehr gering. Die einzige bekannte humane [-Glycosidase im Diinndarm
ist die Lactat/Phloridzinhydrolase (LPH), die auf der Biirstensaummembran der Enterozyten
lokalisiert ist. Day et al. [2000] konnten fiir verschiedene Flavonoidglycoside zeigen, dass diese
von LPH gespalten werden. Die freigesetzten Aglyca sind im Neutralen weniger hydrophil als
ihre entsprechenden Glycoside und koénnen daher via passiver Diffusion von den Enterozyten
aufgenommen werden. Noch in den Enterozyten konnte die Glucuronidierung mittels UDP-
Glucuronyltransferase erfolgen (Abbildung 19) [Kay, 2006].

Der Magen wurde erst spéter als moglicher Resorptionsort in Betracht gezogen. Talavéra
et al. [2003] und Passamonti et al. [2003] konnten durch Applikation von Anthocyanlésungen
in Méagen anésthesierter Wistarratten nachweisen, dass die Substanzen direkt vom Magen
aufgenommen werden. Passamonti et al. [2002] konnten den Transporter Bilitranslocase
(BLT), der in epithelialen Zellen der gastrischen Mucosa lokalisiert ist, fiir die Anthocyanauf-
nahme vom Magen in den Blutkreislauf verantwortlich machen. Die Relevanz der gastrischen
Anthocyanresorption im Menschen konnte durch eine Studie von Cai et al. [2011] bestétigt
werden. Sie zeigten, dass Anthocyane, die iiber eine Schlundsonde direkt in den Magen
appliziert werden, zu einem deutlich groferen Anteil resorbiert werden, als solche, die in
den oberen Diinndarm eingebracht werden.

Im Gegensatz zum oberen Diinndarm ist der untere Diinndarm und der Kolon stark mit
Mikroorganismen besiedelt, die in der Lage sind, Anthocyane abzubauen. Sie besitzen eine
hohe 3-Glucosidaseaktivitéit, sodass vor allem im Kolon die Aglyca der Anthocyane freigesetzt

werden [Aura et al, 2005]. Diese sind in der neutralen Umgebung des Kolons deutlich
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instabiler als intakte Anthocyane und zerfallen spontan zu Phloroglucinacetaldehyd und der
entsprechenden Phenolcarbonsiure [Fleschhut et al., 2006]. Die intestinale Mikroflora setzt
diesen initial gebildeten Aldehyd weiter zu Phloroglucinolaldehyd um (Abschnitt 2.4.2). Die
Resorption der gebildeten Phenolcarbonséuren konnte von Tsuda et al. [1999] im Blutplasma
von Wistarratten gezeigt werden. Fiir die Aufnahme von Phloroglucinolaldehyd wurden
bislang keine Untersuchungen durchgefiihrt. Dies ist eventuell auf die hohe Reaktivitdt von
Phloroglucinolaldehyd mit Makromolekiilen, beispielsweise Proteinen, zuriickzufiihren, die

eine Quantifizierung der Substanz erschwert.

2.4.5 Metabolisierung und Ausscheidung

Flavonoide unterliegen im menschlichen Korper einer intensiven Metabolisierung. So konnten
Walle et al. [2001] fiir isotopenmarkiertes Quercetin zeigen, dass, abhéngig vom Probanden,
23-81% der aufgenommenen Substanz als CO, abgeatmet werden. Die respiratorische
Ausscheidung wire fiir Anthocyane ebenfalls denkbar, wurde bislang jedoch nicht untersucht
[Kay, 2006, He und Giusti, 2010].

Obwohl Anthocyane reaktive Spezies darstellen, werden diese nach Aufnahme teilweise
unverdndert im Urin wiedergefunden [Tsuda et al., 1999, McGhie et al., 2003|. Dennoch wird
ein grofser Teil der Anthocyane im menschlichen Kérper durch Phase II-Reaktionen konjugiert.
Die wichtigsten Konjugationsreaktionen fiir Flavonoide stellen die Glucuronidierung mittels
UGT [Oliveira et al., 2002], die Methylierung durch Catechol- O-methyltransferasen (COMT)
|[Kuhnle et al., 2000] und die Sulfatierung tiber Sulfotransferasen [Coughtrie et al., 1998| dar.
Biotransformationsreaktionen finden hauptsédchlich im Diinndarmepithel und in der Leber
statt [Kay, 2006] (Abbildung 20).

Wu et al. [2002] wiesen nach Verzehr von Holunderbeerextrakt in humanem Plasma
Glucuronidierungsprodukte von Cy-3-glc nach, konnten die exakten Konjugationspositionen
aber nicht bestimmen. Neben der Moglichkeit der Konjugation mittels UGT schlugen die
Autoren auch die Moglichkeit der UDP-Glucose-Dehydrogenase-katalysierten Oxidation des
Glucoserests in Glucuronséure vor. In einer spateren Publikation [Wu et al., 2005 nahmen die
Autoren jedoch wieder Abstand von dieser Hypothese und préferierten die Umsetzung mittels
UGT, die eine vorherige Hydrolyse des Anthocyans voraussetzt. Weiter zeigten sie in einem
Model mit jungen Schweinen, dass neben Cyanidin- auch Pelargonidinglycoside glucuronidiert
werden, Delphinidinglycoside jedoch nicht.

Die Methylierung von Anthocyanen wurde bislang hauptséchlich in der Position 3’ und 4’
des B-Rings beobachtet |[Miyazawa et al., 1999, Felgines et al., 2002, Wu et al., 2005]|.
Prior und Wu [2006] gingen davon aus, dass Anthocyane im Wesentlichen iiber COMT
methyliert werden. Da COMT catecholische Strukturen voraussetzen, wurden bislang keine
Methylierungsprodukte fiir die Glycoside von Pelargonidin, Malvidin und Petunidin gefunden.

Die Sulfatierung von Anthocyanen konnte von Felgines et al. [2003] nachgewiesen werden.
Sie zeigten die Umsetzung von Pel-3-glc zu Pelargonidinmonosulfat. Da keine Sulfate fiir

Pel-3-glc nachgewiesen werden konnten, gingen die Autoren davon aus, dass die Sulfatierung
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in Position 3 erfolgte.

Aufnahme
y ’ .
[ Magen Leber : Blut spontaner Zerfall
Dinnd Hydrolyse v + y - Y
gndn larm 1 Methylierung .

o Cyrorrc]{ ng ) Glucuronidierung Gewebe Lunge Niere
lelieneEing | g Sulfatierung Methylierung
Methylierung Glucuronidierung

y S Sulfatierung
Kolon
mikrob. Abbau
_ v .
Ausscheidung Abatmung Ausscheidung

Abbildung 20: Aufnahme, Metabolismus und Ausscheidung von Anthocyanen. Modifiziert nach Kay [2006].

2.4.6 Wasserstoffperoxidbildung in Zellkultursystemen

In invitro-Zellkultursystemen sind Polyphenole in der Lage, H,0, zu generieren. Dieses
kann eine Akkumulation von ROS im Zellkulturmedium verursachen [Halliwell et al.,
2000, Lapidot et al., 2002] und folglich zu experimentellen Artefakten der untersuchten
biologischen Endpunkte fiihren. Das Ausmafs der H,O,-Generierung ist insbesondere vom
gewahlten Zellkulturmedium abhéngig [Long et al., 2000]. So stellte sich von drei untersuch-
ten Kulturmedien ,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium* (DMEM) hinsichtlich der H,O,-
Generierung als das potenteste heraus. Weiterhin scheinen die Polyphenolkonzentration sowie
die Inkubationsdauer einen Einfluss auf das Ausmaf der H,O,-Entwicklung zu besitzen. Die
H,0O,-Bildung von Delphinidin in DMEM konnte von Kern et al. [2007] sowohl nach 15 als
auch 45 min Inkubation nachgewiesen werden.

Der Mechanismus der polyphenolvermittelten H,O,-Produktion ist noch nicht abschlie-
fsend geklért. Am wahrscheinlichsten scheint dafiir ein autoxidativer Prozess, der iiber die
Catecholstruktur des Polyphenol-B-Rings vermittelt wird, verantwortlich zu sein [Hou et al.,
2005]. Dieser kénnte durch Cu?*-Ionen aus dem Zellkulturmedium katalysiert werden |Lapidot
et al., 2002].

Die Generierung von H,O, in in vitro-Versuchen fiihrte in Untersuchung zur RTK-Aktivitét
und Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs zu experimentellen Artefakten. DeYulia Jr. et al.
[2005] konnten zeigen, dass der Phosphorylierungsstatus des EGFR und die anschliefende
Signaltransduktion in Anwesenheit von H,0O, erhoht war. In Untersuchungen beziiglich der
Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs spielt H,O, eine besondere Rolle, da sowohl H,O,
als auch daraus resultierende ROS klassische Induktoren fiir diese Signalkaskade darstellen
(Abschnitt 2.2.6) [Ding et al., 2008|.

Die H,0,-Bildung wihrend der Inkubation mit Polyphenolen kann somit einen Einfluss
auf in vitro-Untersuchungen besitzen und erschwert den Riickschluss auf substanzvermittelte
Effekte. Um Artefakte auszuschliefen, kann die Akkumulation von H,0, bzw. ROS im
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Zellkulturmedium durch die Zugabe des Enzyms Katalase unterbunden werden [Nakagawa
et al., 2004, Veeriah et al., 2006]. Das Enzym katalysiert die Disproportionierung von Wasser-
stoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff. Der Zusatz von 100 U/ml Katalase ist ausreichend, um

die anthocyanvermittelte H,O,-Akkumulation in DMEM zu unterdriicken [Kern et al., 2007].
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2.5 Biologische Wirkung von Anthocyanen

Inwvitro und in vivo konnte ein breites Spektrum protektiver Eigenschaften von Anthocyanen
nachgewiesen werden. Die Wichtigsten sind antioxidative, chemoprotektive, antiinflammatori-
sche, antidiabetische, neuroprotektive und antiangiogenetische Wirkungen |Zafra-Stone et al.,
2007]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll auf die antioxidative und chemoprotektive
Wirkung von Anthocyanen im Kontext von Tumorerkrankungen detailliert eingegangen

werden.

2.5.1 Antioxidative Eigenschaften

Antioxidativ wirksame Lebensmittelinhaltsstoffe sind in der Lage, oxidativem Stress entgegen-
zuwirken. Dieser stellt eine Stoffwechsellage dar, bei dem ROS iiber das physiologische Ausmafs
hinaus gebildet werden. Die wichtigsten ROS sind Hydroxylradikale (OH'), Superoxid-
anionradikale (O,7") und Wasserstoffperoxid (H,0O,) [Gille und Sigler, 1995|. Oxidativer
Stress steht unter Verdacht, an der Pathogenese neurodegenerative Krankheiten (z.B.
Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer) und Herzkreislauferkrankungen (z.B. koronare
Herzkrankheit oder Arteriosklerose) beteiligt zu sein [Nunomura et al., 2007, Harrison et al.,
2003]. Auferdem konnen ROS zu DNA-Schéden fiithren, die letztendlich fiir die Entstehung von
Tumoren verantwortlich sind [Aruoma, 1994]. Nach ihrer Wirkweise werden Antioxidantien

in Radikalfanger oder Reduktionsmittel unterteilt.

In vitro-Untersuchungen

Fiir die Erfassung der antioxidativen Wirkung von Testsubstanzen stehen verschiedene,
zellfreie in vitro-Assays zur Verfligung. Die Wichtigsten sind der Troloz-equivalent antiozidant
capacity (TEAC), der Ozygen radical absorbance capacity (ORAC) und der Ferric reducing an-
tioxidant potential assay (FRAP). Weitere Tests basieren auf der Oxidation von Lipoproteinen
(Low density lipoprotein, LDL) oder Liposomen.

Wang et al. [1997] zeigten fiir isolierte Anthocyane und Anthocyanidine ein durchweg
hohes antioxidatives Potential im ORAC-Assay auf. Der héchste ORAC-Wert wurde dem
Aglycon Cyanidin mit 2,2 Troloxédquivalenten zugeordnet. Die anderen Aglyca folgten in
der Reihenfolge Malvidin > Delphinidin > Peonidin & Pelargonidin mit Troloxdquivalenten
zwischen 1 und 2. Die antioxidative Kapazitit von Cyanidin wurde durch die Konjugation
mit Glucose erhoht, im Falle von Malvidin wurde diese durch Glucosylierung jedoch
vermindert. Ein eindeutiger Trend fiir das antioxidative Potential durch Glycosylierung
konnte somit nicht abgeleitet werden. Heinonen et al. [1998| untersuchten die hemmende
Wirkung verschiedener Beerenextrakte auf die Oxidation von LDL und Liposomen. Dabei
konnten sie das antioxidative Potential der Extrakte direkt mit deren Anthocyangehalt
korrelieren. Ké&hkonen und Heinonen [2003] bestimmten das antioxidative Potential von
Anthocyanen und deren Aglyca ebenfalls als Mafs, die Oxidation von LDL zu unterdriicken. Sie

ermittelten eine dhnliche Reihenfolge der antioxidativen Kapazitdten wie Wang et al. [1997]:
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Delphinidin = Cyanidin > Malvidin > Peonidin > Pelargonidin > Petunidin. W&hrend sich
die Monoglycosylierung bei Delphinidin und Cyanidin kaum auf die antioxidative Kapazitét
auswirkte, wurde diese bei Malvidin und Petunidin deutlich erniedrigt. In einer weiteren Studie
konnte der Trend, dass vor allem Anthocyane mit vicinalen Hydroxygruppen in zellfreien
Assays die hochste antioxidative Wirksamkeit besitzen, bestitigt werden [Kahkonen et al.,
2003]. Fiir andere Flavonoide mit vicinalen Hydroxygruppen am B-Ring, wie Quercetin oder
(+)-Catechin, wurde dies ebenfalls gezeigt [Chen et al., 1996, Rice-Evans et al., 1996].

Die antioxidative Wirkung von Flavonoiden und Anthocyanen kann somit auf ihre
Struktur als Radikalfanger zuriickgefithrt werden. Sie konnen Wasserstoffatome an Superoxid-,
Hydroxy- oder Peroxyradikale abgeben und werden selber iiber mehrere mesomere Grenzstruk-
turen stabilisiert (Abbildung 21) [Castaneda Ovando et al., 2009].

RO ROH © RO ROH

0
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/

ﬁﬁﬁ ﬁj KZ"

Abbildung 21: Antioxidative Eigenschaften von Cyanidin. A) Vicininale Hydroxygruppen; B) Resonanz-
stabilisierung des Cyanidinradikals. R = Benzopyroliumkathion. Modifiziert nach Castaneda Ovando et al.
[2009].

A

Dariiber hinaus wird die antioxidative Wirkung von Anthocyanen durch die Fahigkeit,
Metallionen zu komplexieren, erhoht [Sarma et al., 1997]. So kénnen beispielsweise Cu?"-Ionen
abgefangen werden und stehen nicht mehr fiir ROS-bildende Fentonreaktion zur Verfligung.
Anthocyane sind zur Komplexbildung mit Metallionen insbesondere in der Flavyliumform bei
niedrigem pH (< 3) in der Lage. Somit ist fraglich, inwiefern dieser Effekt eine physiologische
Relevanz besitzt.

Die antioxidative Wirkung von Anthocyanen wurde weiterhin in einer Reihe von Zellkultur-
modellen untersucht. Aus diesen Untersuchungen konnte eine Vielzahl an méglichen Mechanis-
men abgeleitet werden, mit denen Anthocyane auf die Zellen wirken. So konnte im sogenannten
DCF-Assay (2’,7-Dichlordihydrofluorescein) in der humanen Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
gezeigt werden, dass die Bildung von ROS durch Cyanidin unterdriickt wird [Renis et al.,
2008|]. Das Anthocyan Cy-3-glc zeigte in diesem Assay eine deutlich schwichere Wirkung. In
derselben Studie konnte fiir Cy-3-glc eine strangbruchvermindernde Wirkung im Comet-Assay
aufgezeigt werden, jedoch nicht fiir das Aglycon Cyanidin. Afaq et al. [2006] wiesen dariiber
hinaus in Modellen mit Hautzellen nach, dass die Vorinkubation mit Delphinidin die zellulére

Abwehr gegeniiber UVB-vermittelten oxidativem Stress erhoht.
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Shih et al. [2007]| zeigten in der Rattenhepatozytenlinie Clone-9, dass das zytotoxische
Potential von H,O, durch Koinkubation mit verschiedenen Anthocyanidinen und Antho-
cyanen vermindert wird. Ebenso wurde die H,O,-induzierte Apoptose in diesen Zellen
durch Inkubation mit Anthocyanen und Anthocyanidinen unterdriickt. Weiterhin wiesen die
Autoren nach, dass sowohl die Expression als auch die Aktivitdt verschiedener Phasell-
Enzyme (Abschnitt 2.2) nach Inkubation mit Anthocyanen und deren Aglyca induziert wurde.
Die Induktion dieser Nrf2/ARE-regulierten Gene stellt, neben der ROS-abfangenden Wirkung,
somit eine weitere mechanistische Wirkweise von Anthocyanen dar, die antioxidative Abwehr
von Zellen zu erhohen. Diese These wird unterstiitzt durch weitere Untersuchungen, in denen
gezeigt werden konnte, dass die anthocyaninduzierte Expression von PhaseIl-Enzymen die
antioxidative Kapazitit von Zellen in unterschiedlichen Assays erhoht [Singletary et al., 2007,
Hwang et al., 2011a,b].

In vivo-Untersuchungen

Invivo wurde die antioxidative Wirkung von Anthocyanen in zahlreichen humanen Inter-
ventionsstudien, vor allem im Kontext der Entstehung von Herzkreislauferkrankungen,
untersucht (Tabelle 8). Der iiberwiegende Teil dieser Studien basiert auf Biomarkern, die
im Blut bzw. Plasma bestimmt werden konnen. Der am héufigsten untersuchte Parameter
ist die antioxidative Kapazitit im Plasma, bestimmt mit dem ORAC-, TEAC- oder FRAP-
Assay. Ein weiterer Parameter ist der Plasmagehalt von Malondialdehyd, einem Biomarker
fir die Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren [Yagi, 1984]. Auferdem konnen im
Comet-Assay DNA-Strangbriiche und oxidative DNA-Schéden in mononukledren peripheren
Blutzellen (PBMC) erfasst werden [Singh et al., 1988|. Daneben gibt es weitere Biomarker
im Plasma und Urin, die zur Erfassung antioxidativer Effekte von Naturstoffen invivo im
Menschen herangezogen werden konnen (Tabelle 8).

In vielen dieser Studien wurde die antioxidative Kapazitdt des Plasmas nach Intervention
mit den Préparationen erhoht [Mazza et al., 2002, Matsumoto et al., 2002, Kay und
Holub, 2002, Jensen et al., 2008|. In einigen Studien dagegen wurden diese Parameter
nach Verabreichung nicht oder nur geringfiigig beeinflusst [Bub et al., 2003, Riso et al.,
2005]. Die Erfassung von DNA-Schiden in PBMC nach Intervention fithrte nicht immer
zu eindeutige Ergebnissen. So konnten Weisel et al. [2006] nach Intervention mit einem
anthocyanreichen Multifruchtsaft eine deutliche Verringerung der oxidativen DNA-Schiden
in PBMC der Probanden aufzeigen. In einer anderen Interventionstudie von Mgller et al.
[2004] hatte ein Saft aus schwarzen Johannisbeeren jedoch weder auf die DNA-Grundschéden
noch die oxidativen DNA-Schéden in PBMC eine Wirkung. In der selben Studie erhdhte eine
Anthocyanpréaperation aus schwarzen Johannisbeeren in derselben Dosis sogar die oxidativen
DNA-Schéden (Tabelle 8).

In diesen Humanstudien wurden anthocyanreiche Lebensmittel oder aber Préparationen,
angereichert mit Anthocyanen, verabreicht, nicht jedoch isolierte Anthocyane. Die Beobach-

tungen koénnen daher nicht eindeutig auf den Anthocyananteil zuriickzufiihren werden, da
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Tabelle 8: Auswahl humaner Interventionstudien zur antioxidativen Wirkung anthocyanreicher Préparate
und Lebensmittel. Abkiirzungen: PBMC: mononukleére peripheren Blutzellen; f}: Erhohung; |}: Verringerung,
& keine Anderung. Referenzen: a) Mazza et al. [2002]; b) Matsumoto et al. [2002]; ¢c) Kay und Holub [2002];
d) Bub et al. [2003]; e) Mgller et al. [2004]; f) Riso et al. [2005]; g) Weisel et al. [2006]; h) Duthie et al. [2006];
i) Jensen et al. [2008].

Priparat Dosis Dauer Ergebnis
Blaubeeren (gefrier- 1200 mg Einzeldosis {} antioxidative Kapazitét
getrocknet) @ des Plasmas

Anthocyanpriparat aus 3,6 mg/kg KG Einzeldosis 1} antioxidative Kapazitat

schwarzen Johannis- des Plasmas
beeren?
Blaubeeren (gefrier- 1200 mg Einzeldosis {} antioxidative Kapazitét
getrocknet) © des Plasmas
Anthocyanreicher 69mg/Tag 2 Wochen < antioxidative Kapazitit
Fruchtsaft 4 des Plasmas

|| Malondialdehyd im Plasma
Saft aus schwarzen 285-600mg/Tag 3 Wochen < DNA-Grundschiden in PBMC
Johannisbeeren © < ox. DNA-Schéiden in PBMC
Anthocyanpraparat aus  285-600mg/Tag 3 Wochen  { DNA-Grundschéden in PBMC
schwarzen Johannis- < ox. DNA-Schidden in PBMC
beeren ©
Blutorangensaft f 28 mg/Tag 3 Wochen < antioxidative Kapazitéat

des Plasmas
< Malondialdehyd im Plasma

Multifruchtsaft & 139 mg/Tag 3 Wochen < DNA-Grundschéden in PBMC
|} ox. DNA-Schéden in PBMC
1 Glutathionstatus
< Malondialdehyd im Plasma

Cranberrysaft ® 2,1mg/Tag 2 Wochen < antioxidative Kapazitét
des Plasmas
< DNA-Schédden in PBMC

Multifruchtsaft 177mg Einzeldosis {} antioxidative Kapazitét
des Plasmas
|| Malondialdehyd im Plasma

Anthocyane meist von anderen Substanzen, unter anderem Vitamin C, begleitet werden.

2.5.2 Chemopraventive Eigenschaften

Die Entstehung von Tumoren ist meist ein langjahriger Prozess und kann verschiedene
Ursachen haben. So spielen unter anderem die genetische Disposition, das Erndhrungs-
verhalten, Strahlungsexposition, chronische Entziindungen, Alkohol- oder Nikotinkonsum
und Infektionen mit Viren oder Bakterien eine Rolle bei der Kanzerogenese [Robert-Koch-
Institut, 2012]. In der aktuellen Forschung wird von ein mehrstufigen Prozess ausgegangen,
der mit einer Akkumulation genetischer Verdnderungen (Mutationen) einhergeht. Diese

konnen sich als Verlust bzw. Inaktivierung von Tumorsupressorgenen oder Reparaturprozessen
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sowie als Aktivierung von Onkogenen manifestieren [Kelloff et al., 2006]. Chemopravention
als wissenschaftliches Fachgebiet beschéftigt sich mit Prozessen, die der Krebsentstehung
entgegenwirken, das heifst diese zu verlangsamen, zu hemmen oder riickgdngig zu machen.
Wichtige Ziele sind die Identifizierung von Substanzen mit chemopréventivem Potential, die
Aufklarung molekularer Wirkmechanismen und der Nachweis der Wirksamkeit im Tiermodel

bzw. in humanen Interventionsstudien.

Epidemiologische Studien

Ergebnisse aus epidemiologischen Studien legen nahe, dass ein erhéhter Konsum von Obst und
Gemiise mit einem verringerten Risiko von Tumorerkrankungen verbunden ist. In einer Reihe
prospektiver Studien im Rahmen der ,, European Investigation into Cancer and Nutrition®
(EPIC) konnte der erhohte Verzehr von Obst und Gemiise mit dem reduzierten Risiko an
Neoplasien des Kehlkopfs und des Rachens [Boeing et al., 2006] sowie des Osophagus und des
Magens [Gonzélez et al., 2006] verkniipft werden. In geringerem Ausmaf wurde diese Wirkung
auch in der Lunge aufgezeigt |Biichner et al., 2010]. Der Einfluss von Obst- und Gemiisekonsum
auf die Bildung kolorektaler Tumoren schien dagegen eine untergeordnete Rolle zu spielen
[van Duijnhoven et al., 2009]. Wahrend Huxley et al. [2009] keinen Zusammenhang feststellen
konnten, zeigten Koushik et al. [2007] lediglich einen schwache Verbindung zwischen einem
erh6hten Obst- und Gemiisekonsum und dem verringerten Risiko fiir kolorektale Tumore.

In epidemiologischen Studien in denen das Ausmaft der Anthocyanaufnahme in die
Untersuchungen miteinfloss, konnte jedoch eine Verringerung des Darmkrebsrisikos aufgezeigt
werden. So konnte in einer italienischen Fall /Kontroll-Studie der Anthocyankonsum mit der
verringerten Inzidenz an Kolorektaltumoren korreliert werden [Rossi et al., 2006]. In einer
retrospektiven, US-amerikanischen Studie wurde der Verzehr von Anthocyanen dariiber hinaus
mit einem erniedrigten Risiko fiir die Ausbildung von Osophagustumoren unter den weifen

ménnlichen Probanden assoziert [Bobe et al., 2009].

In vivo-Untersuchungen

In zahlreichen Tierstudien konnte die chemopréiventive Wirkung von Anthocyanen anhand
der Wachstumshemmung von Tumoren gezeigt werden. Eine reprisentative Ubersicht ver-
schiedener Studien ist in Tabelle 9 aufgelistet. Die Wirksamkeit im Menschen konnte
ebenfalls in einigen humanen Interventionsstudien nachgewiesen werden. So konnte in einer
Reihe von Studien um Gary D. Stoner an der Ohio State University durch topische
Applikation! gefriergetrockneter, schwarzer Himbeeren auf pramaligne orale L#sionen und
Prikanzerosen des Osophagus (Barrettésophagus) einen positiven Effekt auf verschiedene
Tumormarker (beispielsweise die urinale Ausscheidung von 8-Epiprostaglandin F2« oder
8-Hydroxy-2-desoxyguanosin) nachgewiesen werden [Kresty et al., 2006, Mallery et al.,
2008, Shumway et al, 2008|. Thomasset et al. [2009a] zeigten, dass die wiederholte

Gabe eines anthocyanreichen Heidelbeerextrakts die Proliferation im Tumorgewebe von

'Topische Applikation: Lokale Auftragung eines Wirkstoffs (im Gegensatz zur systemischen Gabe).
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Kolorektaltumorpatienten signifikant verringert. Dariiber hinaus konnten Wang et al. [2011]
nachweisen, dass der Konsum eines Anthocyanpriaparats aus schwarzen Himbeeren die
Expression von Genen, die im Zusammenhang mit dem Wnt-Signalweg als chemopréaventiv

angesehen werden, in Kolorektalkarzinomen vorteilhaft moduliert.

Tabelle 9: Tierstudien zur chemoprotektiven Wirkung von Anthocyanen und
anthocyanreicher Priparate. Abkiirzungen: APCM™:  Verlust des Adenomatdses Polyposis Coli
Protein/Gen, DMBA: 7,12-Dimethylbenz|a]anthracen; M, dG: Malondialdehyd-DNA-Addukt;

NMBA: N-Nitrosomethylbenzylamin; TPA: 12-O-Tetradecanolylphorbol-13-acetat; |{}: Verringerung;
<: Keine Beeinflussung. Referenzen: a) Singletary et al. [2003]; b) Cooke et al. [2006]; ¢c) Chen et al. [2006];

d) Ding et al. [2006]. Modifiziert nach Thomasset et al. [2009b].

Model Praparat Anthocyandosis Dauer Ergebnis
Brustkrebs, DMBA-  Trauben- 781 mg/1 Trink- 20 Wochen |} Tumorinzidenz
behandelte Ratten®  extrakt (rot) wasser | Tumormasse
Kolorektum, Cy-3-glc <0,3% der 12 Wochen |} Tumoranzahl
APCMin_Mzuse P Nahrung I M;dG (Adenome)
Heidelbeer- <0,1% der 12 Wochen | Tumoranzahl
extrakt Nahrung I M;dG (Adenome)
Osophagus, NMBA-  Lyophilisierte 0,3% der 25 Wochen |} Tumorinzidenz
behandelte Ratten®  schwarze Him-  Nahrung  Tumormultiplizitét
beeren & Tumorvolumen
Haut, TPA- und Cy-3-glc 3,5 uM topisch, 21 Wochen |} Tumoranzahl
DMBA-behandelte 2 x wochentlich | Tumorgrofe
Miuse 4
Xenograft, A549 Cy-3-glc 9,5mg/kg intra- 5Wochen |} Xenograftwachst.

(humane Lungen-
karzinomzellen)

peritoneal, 3 x
wochentlich

|| Metastasen

in M#usen 4

In vitro-Untersuchungen

In den zuvor erwdhnten invivo-Studien konnte zwar den Effekt von Anthocyanprédparaten
auf das Tumorwachstum bzw. die Modulation bestimmter Tumormarker gezeigt werden,
fiir die Aufklarung der wirkmechanistischen Ursachen wurden dagegen verschiedene in vitro-
Versuche durchgefiihrt. Bislang konnten unterschiedliche Mechanismen, iiber die Anthocyane
ihr chemoprotektives Potential vermitteln, identifiziert werden. So unterdriicken Anthocyane
die Neoangiogenese iiber die Hemmung von VEGF- und PDGF-Rezeptoren [Lamy et al.,
2006, 2008, Teller et al., 2009a] und induzieren Apoptose unter anderem iiber die Aktivierung
des JNK-Signalwegs [Yeh und Yen, 2005, Chen et al., 2005]. Weiterhin erhchen sie die
Effizienz von antineoplastischen Chemotherapeutika durch die verringerte Expression von
Xenobiotikaeffluxpumpen |Dreiseitel et al., 2009, Ernst et al., 2010]. Nicht zuletzt wird die
Neubildung ROS-vermittelter Mutationen durch die antioxidative Wirkung von Anthocyanen
unterdriickt (Abschnitt 2.5.1). Fiir die vorliegende Arbeit spielt die wachstumshemmende
Wirkung von Anthocyanen auf Tumorzellen durch Modifikation RTK-vermittelter Signalkas-
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kaden eine wichtige Rolle und soll im Anschluss betrachtet werden.

Wachstumshemmung von Tumorzellen durch RTK-Inhibierung

Das wachstumshemmende Potenzial von Anthocyanen und Anthocyanidinen wurde in einer
Vielzahl an Tumorzelllinien untersucht [Cooke et al., 2005|. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Schwerpunkt auf die humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 gelegt. Ergebnisse aus Studien
zur Wachstumshemmung im Zusammenhang mit diesen Zellen sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.
In allen Zelllinien zeigte sich, dass Anthocyanidine eine deutlich héhere Hemmwirkung
aufweisen als die entsprechenden Anthocyane. In der Regel wurde das Zellwachstum durch
Anthocyanidine im Konzentrationsbereich von 107 bis 1074 M gehemmt, wihrend dies fiir
Anthocyane unterhalb von 107*M nicht beobachtet wurde. Unter den Anthocyanidinen
zeigten sich vor allem Delphinidin, gefolgt von Cyanidin und Malvidin als Vertreter mit der

starksten Wachstumshemmwirkung gegeniiber HT29-Zellen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Studien zur Beeinflussung der Zellproliferation von HT29-Zellen durch Anthocyanidine und
Anthocyane nach 72h Inkubation. Abkiirzungen: IC50: Konzentration durch die 50 % Hemmwirkung erzielt
wird. Referenzen: a) Marko et al. [2004]; b) Kang et al. [2003]; ¢) Olsson et al. [2004]. Modifiziert nach Cooke
et al. [2005]

Testsubstanz Wachstumshemmung

Delphinidin IC5p 35 uM®

Cyanidin 1C50 57 uM?
IC5 63 uMP
Malvidin IC50 35 uM @
Peonidin IC50 90 uM @
Pelargonidin IC50 > 100 pM ?
Del-3-glc 87% 431 uM
Cy-3-glc 88 % 446 uM ¢
Mv-3-glc 90 % 407 uM ¢

In der klinischen Onkologie konnten TKI, zumindest unter bestimmten Umstédnden, als
hochpotente, antineoplastische Chemotherapeutika identifiziert werden (Abschnitt 2.1.5). Die
Beeinflussung von RTK sowie deren nachgeschaltete Signalwege durch Anthocyane bzw.
Anthocyanidine konnte mehrfach gezeigt werden und mit der Wachstumshemmung von
Tumorzellen in Verbindung gebracht werden.

Delphinidin moduliert zahlreiche Signalwege in Tumorzellen durch die Inhibierung des
EGFR. So wurde die Aktivitit des EGFR und nachgeschalteter Signalelemente wie PI3K, Akt
sowie verschiedener MAPK in Bustkrebszellen (AU-565) durch Inkubation mit Delphinidin
herunterreguliert. Der Effekt in gesunden Epithelzellen (184A1) war hingegen minimal
[Afaq et al., 2008]. Dariiber hinaus konnte durch Delphinidininkubation von murinen
Epidermalzellen (JB6PT) gezeigt werden, dass Elemente des ERK1/2-MAPK-Signalwegs

deaktiviert werden. Infolge wurde die EGF/H-Ras-induzierte Transformation dieser Zellen
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unterbunden [Kang et al., 2008]. Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten, dass
verschiedene Vertreter der ErbB- sowie der VEGF-Rezeptorfamilie sowohl im zellfreien
System als auch in humanen Vulvakarzinom- (A431) und porzinen® Aortaendothelzellen durch
Inkubation mit Delphinidin gehemmt werden [Teller et al., 2009a,b]. In HT'29- und A431-Zellen
wurde die ErbB2-Rezeptorphosphorylierung durch Delphinidin starker unterdriickt, als durch
Quercetin in analogen Konzentrationen [Fridrich et al., 2008b|. Im Gegensatz dazu wurde der
EGFR durch Delphinidin im Vergleich zu Quercetin schwécher gehemmt. Dies konnte auf eine
gewisse Spezifitdt der Anthocyane fiir bestimmte Rezeptoren schliefsen lassen.

In weiteren Struktur-/Aktivitdtsuntersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass vicinale
Hydroxygruppen des B-Rings ein wesentliches Strukturmerkmal fiir die Aktivitdt von
Anthocyanen darstellen. So zeigten Hou et al. [2004], dass in JB6 Pt-Zellen lediglich die
Anthocyanidine Delphinidin, Cyanidin und Petunidin in der Lage waren, 12- O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-acetat-induzierte Zelltransformation und AP-1-Aktivierung zu unterdriicken, nicht
jedoch Pelargonidin, Peonidin und Malvidin. Dariiber hinaus zeigten die Autoren in diesen
Zellen, dass die TPA-induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 und JNK durch Delphinidin,
jedoch nicht durch Peonidin gehemmt wird. Diese Struktur-/Aktivitdtsbeziehung konnte von
Marko et al. [2004] fir die EGFR-Hemmwirkung im zellfreien System bestatigt werden.
Wenngleich das methoxylierte Malvidin die Phosphorylierung des EGFR, nicht verringert,
so scheint es dennoch den MAPK-Signalweg iiber einen Crosstalk via Phosphodiesterasen zu
unterdriicken [Meiers et al., 2001, Marko et al., 2004].

!porzin: vom Schwein
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2.6 Verkapselungsmethoden von Lebensmittelinhaltsstoffen

Unter Verkapselung wird die Immobilisierung von Wirkstoffen in Kapseln oder Matrizes, mit
der Absicht diese unter bestimmten Umgebungsbedingungen wieder freigeben, verstanden
[Champagne und Fustier, 2007]. Verkapselungstechniken finden derzeit vor allem bei der
Herstellung pharmakologischer Produkte Anwendung. Auch im lebenmitteltechnlogischen
Sektor finden Formulierungstechniken zunehmend Verwendung. Vor allem die Mikroverkapse-
lung kann genutzt werden um Nahrungsergdnzungsmittel oder andere, wertgebende Additive
in Lebensmittel einzubringen. Diese Technik bietet gegeniiber dem konventionellen Einsatz
von Additiven mehrere Vorteile [Gouin, 2004, Champagne und Fustier, 2007]:

e Instabile Verbindungen werden wihrend Lebensmittelprozessierung und -lagerung
geschiitzt. Einflussfaktoren, die die Stabilitdt der entsprechenden Zusatzstoffe be-
eintrichtigen, wie pH-Wert, Ionen- oder Sauerstoffkonzentration kénnen durch die
Kompartimentierung vermindert werden. Weiterhin lésst sich durch Verkapselung eine

rdumliche Trennung der Additiven gegeniiber reaktiver Matrixbestandteile erreichen.

e Bioaktive Verbindungen kénnen im GIT kontrolliert freigesetzt werden. Dabei lassen
sich Grofen wie Freisetzungszeitpunkt, -ort oder -geschwindigkeit beeinflussen. Ausléser
fiir die Freisetzung stellen unter anderem enzymatische Aktivitét und Anderungen von

pH-Wert, Temperatur bzw. osmotischem Druck dar.

e Unerwiinschte sensorische Eigenschaften der Zusatzstoffe wie Geschmack, Geruch
oder Farbe konnen durch die Mikroverkapselung maskiert werden. Da Mikrokapseln
selbst jedoch die Textur des Lebensmittels beeinflussen, werden im Allgemeinen

kleinstmogliche Kapselmafe angestrebt.

Ein breites Spektrum an bioaktiven Substanzen wurde bereits in Kapseln eingearbeitet.
So konnte in Studien die Stabilisierung von Lipiden, Vitaminen, Peptiden, Fettsiduren,
Antioxidantien, Mineralstoffen und dariiber hinaus Mikroorganismen wie Probiotika durch
Kapselsysteme gezeigt werden [Champagne und Fustier, 2007, Burey et al., 2008, McClements
et al., 2007]. Die Stabilisierung von anthocyanreichen Extrakten durch Verkapselung wurde
ebenfalls mehrfach aufgezeigt [Gradinaru et al., 2003, Xiong et al., 2006, Robert et al., 2010].
Jede Substanz hat aufgrund ihrer Struktur unterschiedliche Anspriiche an die Verkapse-
lungsart, sodass fiir jede Anwendung eine individuelle Formulierung erarbeitet werden muss.
Daher liegen gegenwartig verschiedene Konzepte zur Formulierung von Lebensmitteladditiven
vor. Wichtige Systeme, die fiir die orale Aufnahme bestimmt sind, stellen Emulsionen
[McClements et al., 2007|, Liposomen [Sharma und Sharma, 1997], Hohlkapseln [Semo
et al., 2007|, Cyclodextrine [Szejtli, 1998, Goubet et al., 1998] und Matrixkapseln [Madziva
et al., 2006, Sutter et al., 2007| dar. Zur Formulierung stehen der Lebensmitteltechnologie
verschiedene Verfahren, wie Spriih- und Wirbelschichttrocknung, Extrusion und Emulgierung,
zur Verfiigung [De Vos et al., 2010]. Verkapselungsmaterialien sind in der Regel Polysaccharide,
wie Chitosane, Alginate oder Pektinate, Proteine oder Lipide [Champagne und Fustier, 2007,

48



2.6 Verkapselungsmethoden von Lebensmittelinhaltsstoffen

McClements et al., 2007, De Vos et al., 2010]. Im Folgenden werden die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Kapselsysteme erlautert (Abbildung 22).

A HBE eingebettet C HBE/Trehalose-
in Proteinmatrix Pektinamid- wassrige Lipidphase granulat  schellack-

hiille HBE-L6sung coating
HBE-L6sung
O auBere
wassrige Phase

Abbildung 22: Schematische und mikroskopische Darstellung der untersuchten Kapselsysteme.
A) molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln (MPK); B) pektinamidbasierte Hohlkapseln (PHK); C)
doppelemulsionsbasierte multidisperse Hiillkapseln (DMH); D) Trehalosebasierte Matrixkapseln mit
Citruspektinzusatz (CPK). HBE: Heidelbeerextrakt. Mikroskopieaufnahmen erhalten von den beteiligten
Arbeitsgruppen.

2.6.1 Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln (MPK)

Die Gelbildung von Molkenprotein wurde bereits von Liu et al. [1994] untersucht und
ist auf den hohen Anteil von B-Lactoglobulin zuriickzufiithren. Diverse Methoden wie die
chemisch, ionotropisch oder enzymatisch induzierte Gelbildung sind beschrieben [Lee und
Rosenberg, 2000, Chen und Subirade, 2006, Heidebach et al., 2009]. Kapseln, die mit diesen
Methoden gewonnen werden, sind jedoch entweder aufgrund der eingesetzten Gelbildner
nicht lebensmittelecht oder ungeeignet fiir die Beladung saurer Medien. Mittels thermisch
induzierter Gelbildung lassen sich dagegen Kapseln herstellen, die sowohl verzehrsfihig als
auch stabil in saurem Milieu sind [Gunasekaran et al., 2007].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten HBE-beladenen molkenproteinbasierten Hydro-
gelkapseln (MPK, Abbildung 22A) wurden von der Arbeitsgruppe Kulozik (Technische
Universitdt Miinchen (TUM), Wissenschaftszentrum Weihenstephan, Abteilung fiir Lebens-
mittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie) erhalten. Die Herstellung der Kapseln
erfolgte nach einer von Betz und Kulozik [2011] optimierten Methode. Dafiir wurde HBE-
(pH 1,5) mit Molkenproteinlosung vermischt und durch Zentrifugation (5000 x g, 2min) von
Feststoffen befreit. Die Kapselbildung erfolgte nach Emulgierung der HBE/Proteinlésung
in Pflanzendl durch thermische Induktion (80°C, 10min). Die Abtrennung der Gelpartikel
vom iiberschiissigen Ol erfolgte im Anschluss durch Zentrifugation. Fiir die Untersuchungen

der vorliegenden Studie wurden MPK eingesetzt, die sich in ihrer Zusammensetzung
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unterschieden. In Tabelle 11 sind die verwendeten MPK-Systeme aufgelistet. Zusétzlich
zu extraktbeladenen Kapselsystemen wurden Referenzkapseln zur Verfiigung gestellt, deren

Herstellung ohne Zusatz von HBE erfolgte.

Tabelle 11: Eigenschaften und HBE-Beladung der molkenproteinbasierten Hydrogelkapseln, erhalten von der
Arbeitsgruppe Kulozik. x50,3: mittlerer Durchmesser; PCDL: Phosphatidylcholinabgereichertes Lecitin.

System  x50,3 Emulgator Proteingeh. HBE-Gehalt Verwendung
der Kapseln Kapseln Sediment in Abschnitt
MPK1 52 um PCDL 20,0 % 5,0% 3,2% EGFR (4.2.1)
MPK2 198 um — 20,0% 10,0% 6,7 % EGFR (4.2.1)
MPK3 412 um — 13,4% 9.4% 3,8% EGFR (4.2.1)
MPK4  412pum - 14,3 % 10,0% 6,8 % Freisetz. (4.1.2)

Topois. (4.2.3)

2.6.2 Pektinamidbasierte Hohlkapseln (PHK)

Flussigkeitsgefiillte Mikrokapseln werden in der pharmazeutischen Industrie unter anderem
zur Stabilisierung sensitiver Wirkstoffe oder zum Transport von Mikroorganismen verwendet
[Chu et al., 2002, Orive et al., 2006, Hu et al., 2008]. Als Hiillmaterial werden haufig Alginate
oder Pektinate eingesetzt. Die Polymerisierung der Hiillschicht basiert auf Coulombschen
Wechselwirkungen zwischen Pektinmolekiilen und Ca?*-Tonen.

Die in dieser Arbeit untersuchen HBE-beladenen pektinamidbasierten Hohlkapseln (PHK,
Abbildung 22B) wurden von der Arbeitsgruppe Rehage (Technische Universitdt Dortmund,
Fakultat fiir Chemie, Lehrstuhl fiir physikalische Chemie II) zur Verfiigung gestellt. Thre
Herstellung erfolgte in einem One Step-Extrusionsverfahren nach Chai et al. [2004]. Dazu
wurde wassrige HBE-Losung (pH 1,5) mit CaCl, (3 % (w/v)) versetzt und nach 10 min Rithren
abzentrifugiert, um unltsliche Bestandteile zu entfernen. Um mechanische Eigenschaften
der Kapseln zu verbessern und die Dichte der Losung zu erhohen, wurde die Losung mit
Glycerol (50% (w/v)) verdiinnt. Das Eintropfen der HBE- in Pektinamidlésung (0,5 %
(w/v)) erfolgte mit einer Prézisionsdosiernadel. An der Grenzfliche bildet sich durch die
Reaktion des Pektinamids mit Ca?" spontan eine Hiillschicht um den fliissigen Kern. Durch
Riihren der Pektinamidlésung konnte ein Aggregieren der Kapseln unterbunden werden. Die
Kapseldurchmesser betrugen zwischen 1 und 3 mm. Zuséatzlich zu den HBE-beladenen PHK

wurden extraktfreie Referenzkapseln zur Verfiigung gestellt.

2.6.3 Doppelemulsionsbasierte multidisperse Hiillkapseln (DMH)

Unter Emulsionen werden um fein verteilte Gemische von zwei oder mehr Fliissigkeiten,
die sich unter normalen Bedingungen nicht vermischen lassen, verstanden. Die disperse
Phase ist in der Regel in Form kleiner Tropfen gleichméfig in der kontinuierlichen Phase

verteilt. Typische Emulsionen sind Ol-in-Wasser- (O/W) oder Wasser-in-Ol-Emulsionen
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(W/0). Eine Entmischung dieser thermodynamisch instabilen Systeme wird durch Zugabe von
Emulgatoren, in der Regel grenzflichenaktive Substanzen, verhindert. Multiple Emulsionen
(z.B. W/O/W) werden im Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikbereich eingesetzt, um
beispielsweise die kontrollierte Freisetzung von biologisch aktiven Substanzen zu erreichen.
Diese multidispersen Systeme eigenen sich dariiber hinaus, um instabile Substanzen in
Lebensmitteln nach Verzehr tiber die Magenpassage hinweg zu schiitzen |[Ribeiro et al., 2010,
Ax, 2004].

Die in dieser Arbeit untersuchten, doppelemulsionsbasierten multidispersen Hiillkapseln
(DMH, Abbildung 22C) wurden von der Arbeitsgruppe Schuchmann (Karlsruher Institut
fiir Technologie (KIT), Institut fiir Bio- und Lebensmitteltechnik Bereich I: Lebensmittel-
verfahrenstechnik (LVT)) erhalten. Zur Herstellung der HBE-beladenen Emulsion wurde
der Extrakt in angesduertem Wasser fiir 30 min geriihrt und anschlieffend abfiltriert. Die
Erstellung der inneren Emulsion (W,/O) erfolgte im Zahnkranzdispersionsverfahren bei
15000 U/min und 40°C aus der HBE-Losung und Pflanzendl. Diese Emulsion wurde in eine
dukere Wasserphase (W,) mittels Kolloidmiihle dispergiert. Die verwendeten Emulgatoren
sowie die Zusammensetzung der einzelnen Phasen ist in Tabelle 12 aufgefiihrt. Zusétzlich zu
extraktbeladenen DMH wurde eine Referenzemulsion mit gleichen Eigenschaften, jedoch ohne
HBE-Beladung hergestellt [Frank, 2012].

Tabelle 12: Zusammensetzung der doppelemulsionsbasierten multidispersen Hiillkapseln, erhalten von der Ar-
beitsgruppe Schuchmann. Abkiirzungen: Miglyol 812: gehértetes, fraktioniertes Palmol; PGPR: Polyglycerin-
polyricinoleat; PPS-Konjugat: Protein/Polysaccharid-Konjugat (Lacprodan 87 4 Dextran 500, 1:2).

W, -Phase O-Phase W,-Phase
Phasenmaterial 5%ige Pektinamid- Miglyol 812  2,1%ige PPS-
16sung Konjugatlosung

Anteil an System 12% 28 % 60 %
pH-Wert 3,9 neutral neutral
Zusétze HBE PGPR 90+ Pektin
Anteil an Phase 2% 2,30 % 0,80 %
Anteil an System 0,24 % 0,64 % 0,60 %

2.6.4 Citruspektinkapseln (CPK)

Spriithtrocknung stellt ein weiteres Verfahren dar, um bioaktive Substanzen wie Anthocyane
in Granulatkapseln zu stabilisieren. Als Tragermaterial fiir solche Kapseln werden haufig
Kohlenhydrate, wie Maltodextrin oder Trehalose, eingesetzt [Cai und Corke, 2000, Ersus und
Yurdagel, 2007]. Durch Zusatz von Pektinen kann das Freisetzungsverhalten der Inhaltsstoffe
gesteuert werden. Dariiber hinaus stabilisieren die zugesetzten Pektine als Kopigmente verkap-
selte Anthocyane [Hubbermann et al., 2006]. Die Zugabe von hochverestertem Citruspektin
retadierte unter verschiedenen Pektinen die Anthocyanfreisetzung aus Maltodextrinkapseln

am stérksten |Berg et al., 2012]. Kohlenhydratbasierte Granulatkapseln bieten dariiber hinaus
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den Vorteil, dass mittels Schellack ein magensaftresistentes Coating aufgebracht werden kann.

Trehalosebasierte Matrixkapseln mit Citruspektinzusatz (im Folgenden bezeichnet als
Citruspektinkapseln CPK, Abbildung 22D) wurden von der Arbeitsgruppe Schwarz (Christian-
Albrechts-Universitat Kiel, Institut fiir Humanerndhrung und Lebensmittelkunde, Abteilung
Lebensmitteltechnologie) zur Verfiigung gestellt. Die Kapseln waren mit hochverestertem
Citruspektin versetzt sowie mit einem Schellackcoating versehen. Die Herstellung der Kapseln
erfolgte im Sprithtrocknungsverfahren mit anschliefsendem Wirbelschichtcoating. Dazu wurde
eine wassrige Losung von 42 % (w/v) Trehalose, 40 % (w/v) HBE, 13% (w/v) Citronensiure
und 5% (w/v) Citruspektin sprithgetrocknet. Im Wirbelschichtverfahren erfolgte ein Coating
der erhaltenen Granulatkapseln mit 10%iger ethanolischer Schellacklosung (25g Schellack
pro 100 g Granulat). Die erhaltenen Kapseln wurden nach einem Trocknungsschritt auf eine

Partikelgrofe von 250—500 um klassiert [personliche Mitteilung der Arbeitsgruppe Schwarz|.
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Tumorerkrankungen stellen in Deutschland nach Erkrankungen des Herzkreislaufsystems die
zweithéufigste, natiirliche Todesursache dar [Statistisches Bundesamt, 2011]. Da ein grofer
Anteil dieser Tumoren durch eine gesunde Lebensweise und Erndhrung vermeidbar wéren,
hat das Interesse an chemopriventiven Nahrungsmittelinhaltsstoffen in den letzten Jahren
stark zugenommen [Boghossian und Hawash, 2012]. Die Mikroverkapselung solcher Wirkstoffe
bietet eine Moglichkeit, diese im Lebensmittel zu stabilisieren, unerwiinschte Eigenschaften
zu maskieren und eine gezielte Freisetzung im Gastrointestinaltrakt zu ermoglichen |Gouin,
2004, Champagne und Fustier, 2007]. Der Schwerpunkt dieser Arbeit gilt dem Einfluss
von Verkapselungsmethoden auf die Bioaktivitat eines anthocyanreichen Heidelbeerextrakts.
Mithilfe von verschiedenen, proliferationsassozierten in vitro-Bioassays soll geklart werden,
inwiefern sich die Verkapselung positiv modulierend auf die biologische Aktivitdt des Extrakts
auswirkt, oder ob diese, moglicherweise durch Matrixeffekte des Kapselmaterials, erniedrigt
wird. Die Untersuchungen finden im Rahmen von zwei Clusterprojekten’>? in Kooperation
mit Arbeitsgruppen der Universitdten Braunschweig, Dortmund, Kaiserslautern, Karlsruhe,
Kiel, Miinchen und dem Universitatsklinikum Wiirzburg statt.

In vorausgegangen in vitro-Untersuchungen der Arbeitgruppe konnte der EGFR-hemmende
Effekt von Anthocyanidinen und anthocyanreichen Extrakten aufgezeigt werden [Meiers et al.,
2001, Marko et al., 2004, Fridrich et al., 2008b, Teller et al., 2009a,b|]. Diese Wirkung
wurde dariiber hinaus als Ursache fiir die wachstumshemmenden Eigenschaften dieser
Substanzen betrachtet [Marko et al., 2004]. EGFR- und Tumorzellwachstumshemmung im
Kolonkarzinommodell soll daher im ersten Teil der vorliegenden Arbeit als in vitro-Parameter
herangezogen werden, um den Erfolg verschiedener Verkapselungsmethoden zur Formulierung
des Heidelbeerextrakts abzuschétzen. Um ein vollstdndigeres Bild von Verdauungsprozessen
auf die Freisetzung von bioaktiven Inhaltsstoffen aus den jeweiligen Formulierungen zu
erhalten, sollen mit Ileostomaausfluss fermentierte Kapselsysteme in die Untersuchungen ein-
bezogen werden. Um die Daten korrekt interpretieren zu kénnen, werden die Untersuchungen
schlieblich durch die analytische Bestimmung des Freisetzungsverhaltens von Anthocyanen
aus den Kapselsystemen in das Zellkulturmedium ergénzt.

Im Hinblick auf die Nutzung HBE-beladener Kapselsysteme konnte sich die Hemmung

der Aktivitat von Topoisomerasen aufgrund hoher lokaler Polyphenolkonzentrationen als

'DFG-AIF-Clustervorhaben: ,, Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen: Untersu-
chungen zum FEinfluss der Mikrostruktur und der molekularen Zusammensetzung auf die Stabilisierung
und kontrollierte Freisetzung von sekunddren Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf krebspraventive
Signalparameter

2DFG-AIF-Clustervorhaben: ,, Pilotstudie zur Bioverfigbarkeit und biologischen Aktivitit von anthocyanrei-
chen Heidelbeerextrakten in verkapselter und unverkapselter Form im Menschen®
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anwendungslimitierend erweisen. Die Stabilisierung von DNA /Topoisomerasekomplexen durch
extraktbeladene Kapselsysteme soll daher im ICE-Bioassay im Zuge einer Risiko-/Nutzen-
analyse ergdnzend zu den zuvor genannten in vitro-Untersuchungen bestimmt werden.

Anthocyane zeigten im zellfreien System keine EGFR-Hemmwirkung [Marko et al., 2004]
und Anthocyanidine, die hinsichtlich dieser Eigenschaft ein hohes Potential aufweisen [Meiers
et al., 2001, Teller et al., 2009a|, liegen in biologisch aktiven Beerenextrakten nicht frei
vor. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird daher durch Untersuchungen mit Sub-
fraktionen und ausgewéhlten Inhaltsstoffen des Heidelbeerextrakts der Frage nachgegangen,
welche Komponenten oder Substanzgruppen neben den Anthocyanen fiir die EGFR- und
wachstumshemmende Wirkung des komplexen Extrakts verantwortlich sind.

Im dritten Teil dieser Arbeit soll der Einfluss ausgewéhlter, extraktbeladener Kapselsysteme
auf ausgewéhlte biologische Endpunkte in einer humanen Interventionsstudie untersucht
werden. Da das Studiendesign keine Untersuchung der Modulation der EGFR-Aktivitét
zulésst, soll der Einfluss der Verkapselung auf den HBE anhand der Transkriptiondnderung
Nrf2/ARE-regulierter Gene in Blutzellen untersucht werden. Diese Gene bilden einen Teil des
zelluldren Abwehrsystems gegen oxidativen Stress und sind folglich von chemopraventiver
Relevanz. Zur Beantwortung der Frage, welche bioaktive Komponenten des Extrakts mit
dem Nrf2/ARE-Signalweg interagieren, werden verschiedene Leitverbindungen und intestinale

Anthocyanabbauprodukte parallel zur in vivo-Studie in Zellkulturmodellen untersucht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Anthocyanfreisetzung aus Kapselsystemen

Die Kenntnis iiber das Freisetzungsverhalten von Anthocyanen aus Kapselsystemen im
Zellkulturmedium wahrend der Substanzinkubation ist Voraussetzung fiir die korrekte
Interpretation von Daten nachfolgender Bioaktivitdtsstudien. Als erster Parameter wurde
daher die Freisetzung der Anthocyane aus HBE-beladenen Kapselsystemen in das Zell-
kulturmedium mittels HPLC-DAD-Analyse ermittelt. In diese Untersuchungen wurden die
beiden Kapselsysteme MPK und PHK (Abschnitte 2.6.1 bzw. 2.6.2) miteinbezogen. Zum
Vergleich wurde die Abnahme von Anthocyanen aus unverkapseltem HBE unter analogen
Bedingungen ermittelt, da wahrend der Inkubation der Kapselsysteme in pH-neutralem
Zellkulturmedium parallel zur Freisetzung ein Abbau der Anthocyane zu erwarten war.
Der unverkapselte Extrakt sowie die beiden Kapselsysteme wurden fiir diese Untersuchung
in pH-neutralem DMEM in Anwesenheit von HT29-Zellen (Kolonadenokarzinomzellen)
inkubiert. Die Kapselsysteme wurde dariiber hinaus zellfrei in saurem Medium (pH2)
untersucht, um die Anthocyanfreisetzung ohne gleichzeitigen Abbau zu betrachten.

Die HPLC-Methode wurde von der Arbeitsgruppe Winterhalter (Technische Universitit
Braunschweig, Institut fiir Lebensmittelchemie) iibernommen, die Zuordnung einzelner
Anthocyane zu den entsprechenden Peaks im HPLC-Chromatogramm musste daher nicht

evaluiert werden.
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Abbildung 23: Reprisentatives HPLC-DAD-Chromatogramm von Anthocyanen aus HBE (200 pg/ml) gelost
in Zellkulturmedium (DMEM, pH 2) bei A = 520 nm. Peaks: 1: Del-3-gal; 2: Del-3-glc; 3: Cy-3-gal; 4: Del-3-arab;
5: Cy-3-glc; 6: Pt-3-gal; 7: Cy-3-arab; 8: Pt-3-glc; 9: Peo-3-gal; 10: Pt-3-arab; 11: Peo-3-glc; 12: Mv-3-gal;
13: Peo-3-arab; 14: Mv-3-glc; 15: Mv-3-arab.

55



4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 23 zeigt ein reprasentatives HPLC-Chromatogramm der Anthocyane aus HBE
in Zellkulturmedium, aufgenommen bei A =520nm. 15 Anthocyane, gebildet aus den fiinf
Anthocyanidinen Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Peonidin und Malvidin sowie den drei
Zuckerresten Glucose, Galactose und Arabinose konnten im Chromatogramm identifiziert
werden. Die Reihenfolge korrelierte mit der Substitution des Anthocyan-B-Rings: Wahrend
Hydroxygruppen die Retentionszeit erniedrigen, wird diese durch Methoxygruppen erhéht
(Tabellen 4 und 13). Weiterhin wiesen Anthocyanidingalactoside eine kiirzere Retentionszeit
auf, als Anthocyanidine, die mit Glucose bzw. Arabinose verestert waren. Die Anthocyane wur-
den als Cy-3-glc-Aquivalente quantifiziert. In Tabelle 13 ist die Anthocyanzusammensetzung

des HBE in Bezug auf den Extrakt bzw. Gesamtanthocyangehalt angegeben.

Tabelle 13: Anthocyanzusammensetzung des HBE bestimmt mittels HPLC-DAD bei A =520 nm als Cy-3-glc-
Aquivalente. Anteile angegeben in Bezug auf den HBE und die Anthocyangesamtmenge. MW 4 SD aus
drei unabhéngigen Versuchen (c=200pg/ml). Die Berechnung der analytischen Grenzwerte erfolgte nach
DIN 32645 (Formeln 6.8—6.10). Abkiirzungen: HBE: Heidelbeerextrakt; tr: Retentionszeit n.q.: nicht
quantifiziert da <LOQ.

Anteil [% (w/w)]
Anthocyan tg [min] HBE Ges.-Anth.

Cy-3-glc 28,9 3,86 +0,23 13,0+0,78
Cy-3-gal 26,2 2,19+0,14 7,38+0,46
Cy-3-arab 31,9 2,114+0,13 7,12+0,44
Del-3-glc 23,8 4,33£0,27  14,64+0,90
Del-3-gal 21,5 3,10+0,19 10,44+0,64
Del-3-arab 26,8 2,68+0,17  9,03+0,56
Pt-3-glc 33,7 2,90+0,18 9,77+0,62
Pt-3-gal 30,4 1,10+0,07  3,71+£0,25
Pt-3-arab 38,5 0,68+0,04 2,2940,14
Mv-3-glc 48,4 2,49+0,16 8,39+0,53
Myv-3-gal 43,6 1,16+0,08  3,90+£0,26
Mv-3-arab 54,0 0,47+£0,07 1,57+0,24
Peo-3-glc 425 1,64+0,10 5,51+£0,32
Peo-3-gal 374 0,99£0,16 3,324+0,54
Peo-3-arab 47,1 n.q. n.q.

Die Peakfliche von Peo-3-arab lag unterhalb der Bestimmungsgrenze (Limit of Quanti-
fication, LOQ) und wurde daher nicht zur Anthocyanquantifizierung herangezogen. Den
mengenméfig groften Anteil der Anthocyane bilden Delphinidinglycoside (34,1% (w/w)),
gefolgt von Cyanidin- (27,5% (w/w)), Petunidin- (15,5% (w/w)), Malvidin- (13,2% (w/w))
und Peonidinglycosiden (9,8 % (w/w)). Die mit Abstand am stérksten vertretenen Antho-
cyane waren Del-3-glc (14,6 % (w/w)) und Cy-3-glc (13,0% (w/w)). Der Anthocyananteil
des Extrakts betrug 29,7% (w/w). Dieser Wert wich leicht von dem der Arbeitsgruppe
Winterhalter ermittelten Wert ab (27,6 % (w/w), Tabelle 16). Diese Abweichung ist eventuell
auf Unterschiede in der Anthocyanquantifizierung zuriickzufithren. Wahrend die Anthocyane
in der vorliegenden Arbeit als Cy-3-glc-Aquivalente bestimmt wurden, erfolgte die Quantifi-

zierung der Arbeitsgruppe Winterhalter in Bezug auf unterschiedliche Anthocyanstandards.
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4.1 Anthocyanfreisetzung aus Kapselsystemen

4.1.1 Unverkapselter HBE

Die Konzentration und Stabilitdt der einzelnen Anthocyane aus unverkapseltem HBE
(200 pg/ml) wurden zunéchst in angeséduertem DMEM (pH 2) im zellfreien System ermittelt
(Abbildung 24A). Dazu wurden nach definierten Inkubationszeiten Aliquote entnommen, mit
dem internen Standard Delphinidin-3,5-di- O-p-D-glucopyranosid (Del-3,5-diglc) versetzt und
die Anthocyane anschlieRend mittels HPLC-DAD bei A =520nm als Cy-3-glc-Aquivalente
quantifiziert.

Alle Anthocyane, mit Ausnahme von Peo-3-gal, verhielten sich {iber den Inkubationszeit-
raum (120 min) hinweg stabil. Die Konzentration der Anthocyane erhohte sich innerhalb der
ersten 15min geringfiigig, was auf einen nicht vollstindig abgeschlossenen Losevorgang zu
Beginn der Inkubation hindeuten kénnte. Die Konzentration von Peo-3-gal wurde innerhalb
von 60min auf ~50% des urspriinglichen Werts verringert. Wahrend der folgenden Stunde
blieb die Konzentration dieses Anthocyans jedoch stabil.

Das Abbauverhalten von Anthocyanen aus unverkapseltem HBE wurde in neutralem
Medium (pH7,8) in Anwesenheit von HT29-Zellen (~80% Konfluenz) untersucht. Der
Versuch wurde in Petrischalen bei 37 °C in Anwesenheit von Katalase ohne Bewegung durch-
gefiihrt, um die Bedingungen der anschliefenden Bioaktivitdtsuntersuchungen widerspiegeln.
In bestimmten Zeitabstdnden wurden Aliquots entnommen, angesduert und wie zuvor nach
Zugabe des internen Standards mittels HPLC-DAD analysiert.

Die Anthocyane erwiesen sich unter diesen Bedingungen deutlich instabiler als im ange-
sduerten Medium. Bereits nach 5 min begann die Konzentration der Anthocyane abzunehmen
und verringerte sich, in Abhingigkeit des entsprechenden Anthocyans, im Laufe der Inku-
bationszeit deutlich (Abbildung 24B). Nach 2h Inkubation wurde beispielsweise Cy-3-glc auf
~ 62 % der Anfangskonzentration erniedrigt. Anthocyane auf Basis von Cyanidin und Malvidin
zeigten sich unter den gewahlten Bedingungen insgesamt am stabilsten, gefolgt von Petunidin
und Peonidin. Am instabilsten erwiesen sich Delphinidinglycoside, die bereits nach 45 min
nicht mehr erfasst werden konnten. Weiterhin zeigte sich Peo-3-gal wie schon unter sauren
Bedingungen als besonders instabil. Bereits nach 5 min wurde dieses Anthocyan auf ~ 60 % der
Ausgangskonzentration verringert. Die Stabilitdt der Anthocyane lasst sich somit in folgender
Reihenfolge angeben: Cy-3-glyc &= Mv-3-glyc > Pt-3-glyc > Peo-3-glyc > Del-3-glyc.

Ein &hnliches Abbauverhalten wurde von Kern et al. [2007] fiir Anthocyanidine in
Zellkulturmedium (DMEM) beschrieben. Sie zeigten, dass Delphinidin das mit Abstand
instabilste Anthocyanidin darstellt. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit war Cyanidin in
den Ergebnissen der Autoren geringfiigig instabiler als Peonidin und Malvidin. In einer Unter-
suchung zum Abbau von Anthocyanen in sterilisiertem Darminhalt aus Schweinecaeca! von
Keppler und Humpf [2005] zeigten die Autoren eine deutlich hohere Stabilitét fiir Anthocyane.
Nach zwei Stunden Inkubation wurden die Konzentrationen der untersuchten Anthocyane
Cy-3-glc und Mv-3-glc auf lediglich 75 bzw. 85 % verringert. Das Inkubationsmedium dieser

Studie war mit pH6,4 jedoch saurer als das Zellkulturmedium in den Untersuchungen

!Caecum: Blinddarm
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Abbildung 24: Stabilitdt von Anthocyanen aus HBE in A) angesiuertem (pH2) und B) neutralem
(pH7,8) Zellkulturmedium. HBE wurde in DMSO geldst und in Zellkulturmedium verdiinnt (1% DMSO).
Nach bestimmten Zeitpunkten wurden Aliquote des Mediums entnommen und im Fall von B) angesiuert.
Die Konzentrationen der einzelnen Anthocyane wurden mittels HPLC-DAD als Cy-3-glc-Aquivalente mit
Del-3,5-diglc als internen Standard quantifiziert (A=520nm, n=3). Dargestellt sind die Ergebnisse prozentual
zur Anthocyangesamtmenge in saurem Medium (pH 2). Die Berechnung der analytischen Grenzwerte erfolgte
nach DIN 32645 (Formeln 6.8 -6.10).
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4.1 Anthocyanfreisetzung aus Kapselsystemen

der vorliegenden Arbeit (pH7,8). Da sich Anthocyane mit steigendem pH-Wert instabiler
verhalten [Keppler und Humpf, 2005], konnte der niedrigere pH-Wert die hohere Stabilitét
der Anthocyane in der genannten Studie erkldren. Anthocyanabbauprodukte wurden in
dieser Untersuchung nicht betrachtet. Daher kann nicht gesagt werden, ob die beobachtete
Verringerung der Anthocyankonzentration lediglich auf den Abbau zu Phenolcarbonsiuren
und Phloroglucinolaldehyd [Fleschhut et al., 2006] zuriickzufithren ist. Andere Mechanismen,
wie die Anthocyanpolymerisierung bzw. Reaktion mit weiteren Bestandteilen des Zellkul-
turmediums koénnten ebenfalls zu einer Verringerung der Anthocyanmonomere beitragen
[Brownmiller et al., 2008|. Analoge Untersuchungen im zellfreien System ergaben die selbe
Abbaukinetik wie in Anwesenheit der Zellen (Eigene Untersuchungen, Daten nicht gezeigt).

Der Abbau war somit nicht auf zellularen Metabolismus zurtickzufiithren.

4.1.2 Extraktbeladene MPK

Der HBE-Anteil extraktbeladener MPK4 (Tabelle 11) wurde zunéchst iiber den Anthocyan-
gehalt nach 2h Freisetzung in angesduertem PBS (pH2) mittels HPLC-DAD-Analyse
bestimmt. Der Anthocyananteil der Kapseln betrug 2,0% (w/w), woraus sich rechnerisch
ein HBE-Gehalt von 6,8 % (w/w) ermitteln lief (Anthocyananteil des HBE: 29,7 % (w/w)).

Fiir die Freisetzungsversuche wurden 2,9 mg/ml Kapseln (=200 pg/ml HBE) in angeséuer-
tem DMEM suspendiert. Wie zuvor wurden nach bestimmten Zeitpunkten Aliquote entnom-
men und analysiert. Aufgrund der Stabilisierung im sauren Milieu wurde in diesem Versuch die
Freisetzung ohne gleichzeitigen Abbau der Anthocyane betrachtet. Bereits nach 5 min waren
alle Anthocyane freigesetzt (Abbildung 25A). Wihrend der anschlieffenden Inkubationszeit
blieb die Anthocyankonzentration wie erwartet stabil. Die schnelle Freisetzung ist vermutlich
auf die vergleichsweise kleine Partikelgrofe und die damit verbundene vergréfserte Oberfliche
zuriickzufiihren. Da die Partikel nicht beschichtet waren, erfolgte die Anthocyanfreisetzung
ausschlieflich aufgrund diffusiver Prozesse.

Durch die Suspension derselben Menge an Kapseln in neutralem Zellkulturmedium
resultierte eine Uberlagerung aus Anthocyanfreisetzung und -abbau (Abbildung 25B). Im
Kurvenverlauf zeigt sich diese Uberlagerung in einer anfinglichen Erhohung der Anthocyan-
konzentrationen gefolgt von einer Konzentrationserniedrigung. Wie bereits beim unverkapsel-
ten HBE beobachtet, wurden auch in diesem Ansatz die Delphinidinglycoside mit Abstand am
schnellsten abgebaut. Diese waren nach 60 min nicht mehr detektierbar. Ebenfalls schnellere

Abbauraten als die restlichen Anthocyane zeigten Petunidinglycoside.

4.1.3 Extraktbeladene PHK

Wie bei den MPK wurde zunéchst der Extraktanteil der PHK iiber den Anthocyangehalt
mittels HPLC-DAD-Analyse bestimmt. Dieser betrug fiir die PHK 0,96 % (w/w). Kapseln ent-
sprechend 200 pg/ml HBE wurden in angesiuertes DMEM eingebracht und die Freisetzungs-
rate der Anthocyane wie zuvor fiir die MPK bestimmt. Es zeigte sich bei diesen Kapseln ein

deutlich langsameres Freisetzungsverhalten der Anthocyane (Abbildung 26A), was auf den
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Abbildung 25: Freisetzung von Anthocyanen aus HBE-beladenen MPK4 in A) angesduertem (pH 2)
und B) neutralem (pH7,8) Zellkulturmedium. 2,9 mg/ml Kapseln wurden Zellkulturmedium suspendiert
(=200 pg/ml HBE). Nach bestimmten Zeitpunkten wurden Aliquote des Mediums entnommen und im Fall
von B) angesduert. Die Konzentrationen der einzelnen Anthocyane wurden mittels HPLC-DAD als Cy-3-gle-
Aquivalente mit Del-3,5-diglc als internen Standard quantifiziert (A =520nm, n=3). Dargestellt sind die
Ergebnisse prozentual zur Anthocyangesamtmenge in saurem Medium (pH 2). Die Berechnung der analytischen
Grenzwerte erfolgte nach DIN 32645 (Formeln 6.8-6.10).
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Abbildung 26: Freisetzung von Anthocyanen aus HBE-beladenen PHK in A) angesduertem (pH 2)
und B) neutralem (pH7,8) Zellkulturmedium. 20mg/ml Kapseln wurden Zellkulturmedium suspendiert
(=200 pg/ml HBE). Nach bestimmten Zeitpunkten wurden Aliquote des Mediums entnommen und im Fall
von B) angesduert. Die Konzentrationen der einzelnen Anthocyane wurden mittels HPLC-DAD als Cy-3-gle-
Aquivalente mit Del-3,5-diglc als internen Standard quantifiziert (A=520nm, n=3). Dargestellt sind die
Ergebnisse prozentual zur Anthocyangesamtmenge in saurem Medium (pH 2). Die Berechnung der analytischen
Grenzwerte erfolgte nach DIN 32645 (Formeln 6.8 -6.10).
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grokeren Partikeldurchmesser zurtickgefiihrt werden konnte. Die vollstdndige Freisetzung der
Anthocyane aus diesen Partikeln bendtigte ~ 1 h. Im Gegensatz zur Freisetzung aus MPK war
die Anthocyankonzentration zu Beginn der Messung sehr niedrig. Aufgrund einer fehlenden
Diffusionsbarriere und des ruhenden Inkubationsmediums ist auch hier die Freisetzung der
Anthocyane auf rein diffusive Prozesse zuriickzufiihren.

Die Suspension der extraktbeladenen PHK in neutralem Zellkulturmedium fiihrte zu einer
deutlich stirkeren Uberlagerung von Anthocyanfreisetzung und -abbau (Abbildung 26B). Wie
zuvor zeigten sich auch hier die Delphinidin- und Petunidinglycoside instabiler gegeniiber den

restlichen Anthocyanen.

4.1.4 Vergleich der Kapselsysteme

Die Anthocyankonzentrationen innerhalb der Versuche wurden aufsummiert, um die Frei-
setzungs- und Abbauraten aus den verschiedenen Kapselsystemen miteinander vergleichen
zu konnen (Abbildungen 27A und B). Die Summe der Anthocyane aus HBE war im Sauren
stabil. Der Abbau des im Sauren instabilen Anthocyans Peo-3-gal beeinflusste aufgrund seiner
niedrigen Konzentration den Anthocyangesamtgehalt nicht (Abbildung 27A). Die erwdhnte
schnelle initiale Freisetzung der Anthocyane aus MPK spiegelte sich ebenfalls in deren
Summe wieder. Bereits nach 5 min war die Anthocyanfreisetzung abgeschlossen. Zu beachten
ist, dass bereits zu Beginn der Messung (Inkubationszeit = Omin) erhebliche Mengen der
Anthocyane (~ 86 %) frei im Zellkulturmedium vorlagen. Dies bedeutet, dass entweder in der
kurzen Zeit bis zum Entnehmen des ersten Mediumaliquots (t < 1min) ein grofer Anteil der
Anthocyane freigesetzt wurde oder dass dieser Teil auf der Oberfliche der Kapseln vorlag.
Die Freisetzung der Anthocyane aus PHK war dagegen deutlich langsamer. Im Gegensatz

zur Anthocyanfreisetzung aus MPK begann die Messung mit einer Anfangskonzentration von
lediglich ~ 9 %.
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Abbildung 27: Freisetzungs- und Abbauverhalten der Gesamtanthocyane in HBE und HBE-beladenen Kap-
selsystemen in A) angesduertem (pH 2) und B) neutralem (pH 7,8) Zellkulturmedium. Vgl. Abbildungen 24 —26.

Unter neutralen Bedingen konnte eine rasche Abnahme der Anthocyangehalte beobachtet
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4.1 Anthocyanfreisetzung aus Kapselsystemen

werden (Abbildung 27B). Die Anthocyane aus unverkapseltem HBE wurden innerhalb von
2h auf ~ 34 % verringert. Der initiale starke Abfall der Anthocyankonzentration ist auf den
hohen Anteil der instabilen Delphinidinglycoside zuriickzufiihren.

Schantz [2011] untersuchte die Stabilitit des HBE in serumfreiem DMEM (pH7,4).
Unter diesen Bedingungen stellten sich die Anthocyane stabiler im Vergleich zu den in der
vorliegenden Arbeit genutzten Bedingungen (pH 7,8) heraus: Wahrend in der vorliegenden
Untersuchung der Anthocyananteil um ~ 60 % verringert wurde, konnte Schantz im selben
Zeitraum lediglich eine Abnahme um ~15% feststellen. Da die Zusammensetzung der
verwendeten Zellkulturmedien identisch war, kann der beobachtete Unterschied nur auf die
von einander abweichenden pH-Werte der Medien (pH 7,4 < pH 7,8) zuriickgefiihrt werden.

Die aus MPK freigesetzte Anthocyanmenge war zu Beginn der Messung (cpax =106 uM)
niedriger als die Menge aus unverkapseltem HBE (cpax = 120 uM). Im Verlauf der Inkubation
wurden die Anthocyane des freien Extrakts jedoch schneller abgebaut. Im Gegensatz dazu
war die Anthocyankonzentration resultierend aus der Inkubation mit PHK im Vergleich zur
Referenz durchgehend niedriger (cpax =64 pM).

Weiterhin wurden die Freisetzungskurven der Versuche in neutralem Medium (Abbil-
dung 27B) integriert, um die Funktionen quantitativ miteinander vergleichen zu kdénnen
(Tabelle 14). Die resultierenden Flachen (Area Under the Curve, AUC) spiegeln die tatséch-
lichen Konzentrationen wider, der die Zellen iiber die Inkubationszeit hinweg ausgesetzt waren.
Ausgehend von einer AUC von 100 % fiir die Anthocyane aus unverkapseltem HBE war die
entsprechende Fliche fiir die Matrixkapseln auf 119 + 10 % signifikant (p=0,018) erhoht. Die
Proteinkapseln scheinen somit eine stabilisierende Wirkung auf die Anthocyane auszuiiben.
Die AUC resultierend aus der Inkubation mit PHK war dagegen mit 75+ 3% signifikant
(p=0,007) niedriger. Eine mégliche Erklirung fiir diese Beobachtung wire die Uberlagerung
des raschen Anthocyanabbaus mit der langsamen Freisetzung der Anthocyane aus diesem
Kapselsystem, sodass zu keinen Zeitpunkt bedeutende Anthocyankonzentrationen auftreten

konnen.

Tabelle 14: Freisetzungskurvenparameter der Anthocyane aus unverkapseltem HBE und Extrakt in MPK
bzw. PHK berechnet als Cy-3-gle-Aquivalente. a) Cmax wurden normiert in Bezug auf unverkapselten Extrakt
in angesduertem Zellkulturmedium. b) AUC wurden normiert auf die Fliche von unverkapseltem HBE in
neutralem Medium. Abkiirzungen: HBE: Heidelbeerextrakt; MPK: Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln;
PHK: Pektinamidbasierte Hohlkapseln; cmax: Maximalkonzentration; AUC: Fliche unter der Kurve.

System Cmax AUC
] %] 2 M xmin]  [%]
HBE 120,3+16,0 98,2+13,1 7,10+0,53 100£0
MPK 105,8+2,8 86,4+23 8,43+£0,27 119,24+10,2
PHK 63,639 52,0£3,2 5,35£0,29 75,4+3,1

Schantz [2011] untersuchte die Anthocyanfreisetzung aus analogen Kapselsystemen in

simuliertem Magensaft (pH 1,2). Dabei wurden prinzipiell dieselben Tendenzen beobachtet:
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4 Ergebnisse und Diskussion

Waéhrend die Freisetzung aus MPK am schnellsten erfolgte, und bereits zu Beginn der Messung
grofte Anteile der Anthocyane freigesetzt wurden, war die Freisetzung aus PHK langsamer und
begann bei einem vergleichsweise niedrigen Wert. Die zeitlichen Verlédufe dieser beiden Studien

weichen dennoch voneinander ab. Dies kann auf folgende Ursachen zuriickgefiihrt werden:

e Schantz wéhlte zu Beginn der Freisetzung aus den Kapseln eine niedrigere zeitliche
Auflésung. So wurde der schnelle, initiale Verlauf der Anthocyanfreisetzung aus MPK

eventuell nicht vollstédndig abgebildet.

e In den Untersuchungen von Schantz sollte die gastrische Freisetzung der Anthocyane
nachgestellt werden. Dazu wurden peristaltische Bewegungen des Magens in einer
End-Over-End-Apparatur! nachgestellt. Um die in vitro-Situation der Kapselinkubation
zu simulieren, fanden die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit jedoch ohne Bewe-

gung der Kapseln statt.

e Die Freisetzung wurde im sauren Milieu gemessen, sodass Uberlagerungen mit dem

Anthocyanabbau ausgeschlossen werden konnten.

Zusammenfassend unterliegt die Anthocyankonzentration im pH-neutralen Zellkultur-
medium wahrend der Inkubation mit HBE oder extraktbeladenen Kapselsystemen einer
substanziellen Verringerung. Ob die Verringerung auf Abbau oder andere Mechanismen
zuriickzufiihren ist, wurde nicht geklart. Eine Metabolisierung der Anthocyane durch die
HT29-Zellen trug im untersuchten Zeitraum nicht wesentlich zu deren Abbau bei (Daten
wurden nicht gezeigt). Abhéngig vom Verkapselungssystem wird die Anthocyandosis (AUC),
der Zellen iiber den Inkubationszeitraum von 2 h ausgesetzt sind, gegeniiber dem freien HBE
erhoht (MPK) bzw. verringert (PHK).

'End-Over-End-Apparaturen ermdglichen in der pharmazeutischen Entwicklung die Simulation der Magen-
und Diinndarmpassage. Die Freisetzungsmedien werden dabei durch permanente Rotation um eine
horizontale Achse (10rpm) bei konstanter Temperatur (37 °C) bewegt.
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitdt durch Verkapselung in

vitro

Die Modulation der Bioaktivitdt des HBE nach Formulierung in unterschiedliche Kapsel-
systeme wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Richling anhand verschiedener
biologischer Endpunkte verfolgt. Wahrend [Schantz, 2011] (Arbeitsgruppe Richling) die
Modulation antioxidativer Parameter nach Verkapselung {iberpriifte, wurde in der vorliegen-
den Arbeit die Verdnderung chemoprotektiver Merkmale des HBE in vivo untersucht. Dabei
sollte abgewégt werden, ob sich die Formulierung verstiarkend auf die Bioaktivitdt des HBE
auswirkt oder méglicherweise vermindernd, infolge prozessbedingter Faktoren oder durch den
Einfluss des Kapselmaterials.

In den folgenden Untersuchungen wurde der Einfluss der Formulierung auf die Bioaktivitéat
des HBE anhand verschiedener biologischer Endpunkte im Kolonkarzinommodell (HT29)
untersucht. Die Beeinflussung 1.) der Autophosphorylierung des epidermalen Wachstums-
faktorrezeptors (EGFR), als Maf fiir dessen Aktivitdt, 2.) der Wachstumshemmung von
Tumorzellen und 3.) der Aktivitdt von Topoisomerasen, sollten als Messgrofen herangezogen
werden um die Modulation der Bioaktivitdt des HBE invitro zu beurteilen. Der Einfluss
von anthocyanreichen Extrakten auf diese Parameter konnte bereits in vorausgegangenen
Arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe gezeigt werden. Da der humane GIT einen wesentlichen
Einfluss auf die Aktivitdt einzelner HBE-Bestandteile und den Aufschluss unterschiedlicher
Hilllmaterialen besitzen kann, wurden ferner die verschiedenen Kapseltypen nach ex vivo-

Fermentation mit Ileostomaausfluss in die Untersuchungen miteinbezogen.

4.2.1 Beeinflussung der EGFR-Aktivitat

Die Beeinflussung der Aktivitdt des EGFR in HT29-Zellen wurde als Parameter fiir
die Beurteilung der Modulation des chemoprotektiven Potentials des HBE nach dessen
Verkapselung herangezogen. Als Maf fiir die Rezeptoraktivitdt wurde fiir diese Untersuchung
die Phosphorylierung des EGFR an Tyr,,,5 betrachtet. Der Phosphorylierungsstatus wurde
durch Western Blot Analyse mit anschliefsender, spezifischer Immunodetektion ermittelt.
Um den Einfluss der Verkapselung des HBE einordnen zu kénnen, wurde zunéchst die
biologische Aktivitdt des unverkapselten Extrakts hinsichtlich seiner hemmenden Wirkung
auf die EGFR-Aktivitat untersucht. Die Untersuchungen in HT29-Zellen iiber 45 min, nach
einer modifizierten Methode von Kern et al. [2005], sollten einen Kurzzeiteffekt des HBE
widerspiegeln. Im weiteren Verlauf der Untersuchung wurde die Bioaktivitit des HBE
aus den extraktbeladenen Kapselsysteme MPK, PHK und DMH in vergleichbarer Weise
bestimmt. Dariiber hinaus wurde ermittelt, inwiefern der mechanische Aufschluss der Kapseln
bzw. ob das Kapselmaterial selber einen Einfluss auf die biologische Aktivitdt des HBE
ausiibt. Schlieflich wurde die Moglichkeit eines ex vivo-Verdaus mit Ileostomaausfluss zum

enzymatischen Aufschluss der Kapseln evaluiert.
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Unverkapselter HBE

In einer ersten Versuchsreihe sollte der Einfluss des unverkapselten HBE auf die Aktivitét
des EGFR in HT29-Zellen untersucht werden. Aufgrund der bekannten H,O,-Entwicklung
von Polyphenolen mit Bestandteilen des Zellkulturmediums wurden die Untersuchungen in
Anwesenheit von 100 U/ml Katalase durchgefiihrt [Halliwell et al., 2000, Lapidot et al., 2002].
Die Substanzinkubation erfolgte serumfrei fiir 45 min.

Die Phosphorylierung des EGFR wurde bereits ab einer Konzentration von 10 ug/ml HBE
signifikant unterdriickt (Abbildung 28A). Durch Erhéhung der Extraktkonzentration erfolgte
eine Verringerung der Rezeptoraktivitdt, die bei 200 ug/ml HBE ihr Maximum erreichte
(Unterdriickung auf 45+ 14 % (T/C)). Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch
die HBE-Behandlung nicht beeinflusst. HBE mit einer Konzentration von 200 pug/ml wurde
in vielen der folgenden Untersuchungen neben Tyrphostin AG 1478 als Positivkontrolle
mitgefithrt. Die gemessene Rezeptoraktivitdt fiir diese Konzentration wurde daher aus 64
Werten gemittelt und bei allen Versuchen dargestellt, bei denen HBE als Referenz mitgefiihrt
wurde.

Die Inkubationszeit von 45 min wurde in Analogie zu vorausgegangenen Untersuchungen
hinsichtlich der EGFR-Aktivitat gewéhlt [Meiers et al., 2001, Marko et al., 2004, Teller et al.,
2009b]. Da die Freisetzung der HBE-Bestandteile aus den Kapseln zeitverzogert erfolgte
(Abschnitt 4.1.3), wurde die EGFR-hemmende Wirkung des HBE als Referenz fiir weitere
Inkubationszeiten (1, 2 und 3h) gemessen. In diesen Versuchen wurde die Rezeptoraktivitit,
wie zuvor, lediglich in den terminalen 15min mit EGF induziert. Die weiteren Parameter
wurden aus dem vorausgegangenen Versuch {ibernommen.

Nach 1h Inkubation wurde die Rezeptoraktivitét signifikant auf 60+12% (T/C) unter-
driickt (Abbildung 28B). Im weiteren Verlauf konnte eine zeitabhingige Verringerung der
Rezeptoraktivitat als Folge der HBE-Inkubation beobachtet werden. So wurde die Rezeptor-
phosphorylierung durch die jeweils hochste HBE-Konzentration nach 2 und 3h Inkubation
signifkant auf 51 +22 bzw. 36 £13% (T/C) verringert. Die endogene Rezeptormenge des
EGFR unterlag keiner signifikanten Modulation. Lediglich nach nach 2 und 3h wurde
die Rezeptormenge durch die jeweils hochste Konzentration vermindert (Abbildung 28B).
Diese Beobachtung konnte auf eine zytotoxische Wirkung des HBE zuriickzufiihren sein.
Die Zytotoxizitat des HBE auf HT29-Zellen wurde parallel im WST-1-Assay ( Water soluble
tetrazolium) ermittelt.

Im WST-1-Assay wird das mitochondriale Dehydrogenasesystem viabler Zellen zur Ermitt-
lung der Toxizitat einer Testsubstanz herangezogen. Dieses ist in der Lage, das schwach
rot gefirbte Tetrazoliumsalz WST-1 (4-(3-(4-Iodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-
1,3-benzoldisulfonat) in das dunkelrot gefiarbte Formazan umzusetzen. Die Aktivitatsver-
ringerung des Dehydrogenase-Systems durch zytotoxische Substanzen kann photometrisch
(A=450nm) erfasst werden.

Der HBE wurde in diesem Assay iiber ein breites Konzentrationsspektrum untersucht. Die

hochste Konzentration von 10 mg/ml HBE wére beispielsweise im intestinalen Lumen nach
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Abbildung 28: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch unverkapselten HBE nach
A) 45min und B) 1-3h Inkubation ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation in
Anwesenheit von 100U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in
den terminalen 15min. Positivkontrolle: 1 pM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW £ SD von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSQ). Student’s ¢-Test bezogen auf
die Negativkontrolle: * p <0,05; ** p <0,01; *x* p <0,001. Abgebildet sind représentative Blotbilder nach
45min bzw. 1h Inkubation. Weitere Blotbilder siehe Anhang, Abbildung 72. Die Daten (Abbildung 28A)
wurden in Kooperation mit Nicole Teller erhoben (Daten nicht verdffentlicht).

einer Mahlzeit von ~ 300 g frischer Heidelbeeren zur erwarten. Die Inkubation erfolgte sowohl
in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Katalase (100 U/ml) {iber eine Dauer von 1h. Als
Positivkontrolle wurde das Detergenz Triton-X eingesetzt.

Die Inkubation mit 2,5mg/ml HBE ohne Zugabe von Katalase verringerte die mitochon-
driale Aktivitat der HT29-Zellen signifikant auf 59+3% (T/C). Im weiteren Verlauf der
Versuchsreihe nahm die mitochondriale Aktivitdt scheinbar wieder zu. Unter Zugabe von
Katalase wurde die mitochondriale Aktivitdt durch 5mg HBE auf maximal 89 £6 % (T/C)
unterdriickt und nahm nach Inkubation mit der hoheren Konzentration von 10mg Extrakt
wieder zu. Die Positivkontrolle Triton-X (1 %) fithrte zu einer vollstdndigen Unterdriickung
der mitochondrialen Aktivitét.

Ohne Zugabe von Katalase konnte fiir HBE eine zytotoxische Wirkung aufgezeigt werden.

Nach Zugabe von Katalase wurde diese Wirkung nicht mehr beobachtet. Die zytotoxische
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Abbildung 29: Zytotoxizitdt des unverkapselten HBE auf HT29-Zellen, gemessen im WST-1-Assay
nach 1h Substanzinkubation. Positivkontrolle: 1% Triton-X. MW £ SD von mindestens drei unabhingigen
Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSO). Student’s t-Test bezogen auf die
Negativkontrolle: * p < 0,05; %% p <0,01; **x p <0,001.

Wirkung des Extrakts scheint deshalb iiber die bereits erwahnte H,0O,-Bildung von Antho-
cyanen oder weiteren Polyphenolen des Extrakts vermittelt zu werden [Halliwell et al., 2000,
Lapidot et al., 2002, Kern et al., 2007]. Der U-férmige Kurvenverlauf ist moglicherweise auf ein
Artefakt im Assay zurtickzufiihren, da bei den sehr hohen Extraktkonzentrationen wesentliche
Anthocyanmengen in bzw. auf den Zellen verbleiben und die photometrische Bestimmung
beeinflussen. Die Verringerung der EGF-Rezeptormenge nach Inkubation mit hohen Konzen-
trationen von HBE konnte somit nicht auf eine zytotoxische Wirkung zuriickgefiihrt werden,
da diese in der Western Blot Analyse durch Zugabe von Katalase verhindert wurde.

Diese FErgebnisse zeigen, dass der HBE zwischen 45min und 3h Inkubationsdauer in
der Lage ist, die EGFR-Aktivitdt potent zu unterdriicken. Die Wirkung des untersuchten
Extrakts ist vergleichbar mit Ergebnissen einer Studie von Teller et al. [2009b]. Die
Autoren zeigten fiir den anthocyanreichen Heidelbeerextrakt Mirtocyan® (Indena) in EGFR-
tiberexprimierenden Vulvakarzinomzellen (A431) mit einem /C'50-Wert von 146 4+ 9 pug/ml eine
dahnliche Hemmwirkung wie die des HBE in der vorliegenden Arbeit. Dariiber hinaus konnten
sie die hemmende Wirkung des Extrakts auf weitere ErbB-Rezeptoren sowohl im zelluldren
als auch im zellfreien System an isolierten Rezeptoren zeigen (Enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA). Die Wirkung des untersuchten Extrakts ist somit vergleichbar mit anderen
Studien und kann daher als biologischer Parameter zur Beurteilung von Einfliissen auf die
Bioaktivitat durch die Verkapselung herangezogen werden.

Heidelbeeren enthalten neben Anthocyanen weitere, bioaktive Substanzen, darunter Pro-
cyanidine, Catechine und Flavonole. Extrakte aus Apfeln weisen ebenfalls ein Profil auf, dass
besonders reich an diesen Inhaltsstoffen ist. Fridrich et al. [2007b] untersuchten die EGFR-
Hemmwirkung polyphenolreicher Apfel- und Apfeltresterextrakte in HT29-Zellen. Beide
Extrakte zeigten in Anwesenheit von Katalase mit /C'59-Werten von 90 + 12 bzw. 48 +4 pg/ml
eine deutlich hohere Wirkqualitét hinsichtlich der EGFR-Aktivitatsunterdriickung als der
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HBE in der vorliegenden Arbeit. Es wire daher moglich, dass die EGFR-Hemmwirkung
des HBE nicht durch den Anthocyananteil vermittelt wird, sondern moglicherweise auf
weitere Inhaltsstoffe zuriickgefiithrt werden kann. Diese Fragestellung wurde in Abschnitt 4.3
bearbeitet.

Extraktbeladene MPK

Die bioaktive Wirkung des HBE aus extraktbeladenen MPK (Abschnitt 2.6.1), suspendiert
in Zellkulturmedium, wurde analog zur Wirkung des unverkapselten HBE auf dessen EGFR-
Hemmwirkung in HT29-Zellen untersucht. Der HBE-Konzentrationsbereich wurde dabei an
den Bereich der Versuchsreihe mit unverkapseltem HBE angelehnt. Die Menge an extrakt-
beladenen Kapseln wurden mit unbeladenen Referenzkapseln ausgeglichen, sodass jeder
Versuch, unabhéngig von der Extraktkonzentration, mit derselben Hiillmaterialkonzentration
durchgefiihrt wurde. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit unbeladenen Referenzkapseln
inkubiert. Wie in der vorausgegangenen Untersuchung des unverkapselten HBE wurde
serumfrei, in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml), inkubiert.

Der erste Versuchsansatz wurde mit mechanisch aufgeschlossenen MPK durchgefiihrt, um
einen Einfluss einer langsamen Extraktfreisetzung auf die Bioaktivitdt auszuschliefen. Somit
sollte ermittelt werden, ob die Bioaktivitdt des HBE bereits durch den Verkapselungspro-
zess, den Transport, die Lagerung oder eventuell die Interaktion mit dem Kapselmaterial
beeinflusst wurde. Die untersuchten Kapseln (MPK1, Tabelle 11) waren mit 5,0% (w/w)
HBE beladen und wurden unter Verwendung von 2% PCDL (Phosphatidylcholine-depleted
lecithin) hergestellt. Der mittlere Durchmesser (xs03) dieser Kapseln betrug 52 um. Die
im Zellkulturmedium dispergierte Kapselmaterialmenge wurde, wie oben beschrieben, durch
unbeladene Referenzkapseln in allen Versuchen dieser Reihe konstant gehalten.

Die Aktivitdt des EGFR, ebenso wie die endogene Rezeptormenge, wurden durch die
Inkubation mit aufgeschlossenen MPK1 iiber 45 min bis zu einer HBE-Konzentration von
200 pg/ml nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 30A). Die Verkapselung in MPK fiihrt
folglich zu einem vollstdndigen Verlust der EGFR-Hemmwirkung des HBE unter den
gewéhlten Bedingungen (Abbildung 28A).

Fiir die Verringerung der biologischen Aktivitdt des HBE durch Verkapselung in die MPK

kénnen verschiedene Ursachen postuliert werden:

e Bioaktive Inhaltsstoffe des HBE werden wihrend der Kapselherstellung bzw. dem
Transport oder der Lagerung abgebaut.

e Bioaktive Inhaltsstoffe des HBE reagieren mit Kapselbestandteilen und stehen somit

anschliefsend nicht mehr zur Verfiigung.

e Hilfsmittel, beispielsweise Emulgatoren, die wahrend der Kapselproduktion zugesetzt

werden, interagieren mit dem Assay.

e Das Zeitfenster der biologischen Wirkung des HBE wurde durch die Formulierung in
MPK verschoben.
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Abbildung 30: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch HBE aus A) aufgeschlossenen
MPK1 und B) MPK2 nach jeweils 45 min, ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation
in Anwesenheit von 100U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml)
in den terminalen 15min. MW £ SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten, normiert auf die
Negativkontrolle (unbeladene Referenzkapseln). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: #* p < 0,01.
Abgebildet sind zwei reprasentative Blotbilder. Weitere Blotbilder siche Anhang, Abbildung 73.

PCDL ist ein Emulgator und konnte somit einen destabilisierenden Einfluss auf die
Membran der HT29-Zellen ausiiben. Experimentelle Artefakte im Assay konnen folglich
nicht ausgeschlossen werden. Fiir einen weiteren Versuchsansatz wurden daher grofsere MPK
(x50,3 =198 pm) mit einer hoheren Extraktbeladung (10,0 %) ohne Zusatz von PCDL erstellt
(MPK2, Tabelle 11) und auf deren Hemmwirkung gegentiber des EGFR in HT29-Zellen
untersucht. Die Kapseln wurden in diesem Versuchsansatz parallel in intakter Form und
in mechanisch aufgeschlossenem Zustand inkubiert. Wie zuvor wurde die Konzentration des
Kapselmaterials durch Ausgleich mit unbeladenen Referenzkapseln in allen Versuchen dieser
Reihe konstant gehalten. Dariiber hinaus wurde eine Koinkubation von aufgeschlossenen
Referenzkapseln (unbeladen) mit unverkapseltem HBE durchgefiihrt. Die weiteren Parameter
des Assays wurden wie zuvor beibehalten.

Die Inkubation sowohl mit intakten als auch mit aufgeschlossenen MPK2 {iber 45 min beein-
flusste die EGFR-Aktivitét bis zur héchsten untersuchten HBE-Konzentration (272 pg/ml)
nicht signifikant (Abbildung 30B). Die Koinkubation von unbeladenen Referenzkapseln
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

mit unverkapseltem HBE resultierte in einem vollstdndigen Verlust der Bioaktivitdt des
nativen Extrakts, sodass die Rezeptoraktivitiat durch die Inkubation nicht beeinflusst wurde
(Abbildung 30B).

Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde in den Versuchen nicht beeinflusst. Bei
einigen wenigen Konzentrationen wurde dennoch eine Verringerung der EGFR-Proteinmenge
festgestellt. Diese erfolgte jedoch nicht konzentrationsabhéngig und kann daher als Artefakt
bewertet werden.

Die EGFR-Hemmwirkung des HBE war sowohl in intakten als auch aufgeschlossenen
Kapseln verringert. Ein durch die verzdgerte Anthocyanfreisetzung verursachter Effekt
konnte ausgeschlossen werden, da die ohnehin schon schnellen diffusiven Prozesse der HBE-
Freisetzung durch den mechanischen Aufschluss vollstdndig umgangen wurden. Vielmehr
stellte sich durch den Koinkubationsversuch heraus, dass das Kapselmaterial die Bioaktivitat
des HBE zu beeintréichtigen scheint.

Um zu iiberpriifen, inwiefern Proteine das Testsystem beeinflussen, wurden Koinkubationen
mit verschiedenen Proteinen und HBE durchgefiihrt. Bovines Serumalbumin (BSA) wurde
als ein standardisiertes Protein eingesetzt. Weiterhin wurden Koinkubationversuche mit
Molkenprotein (MP), das zur Kapselherstellung verwendet wurde, sowie intakten unbeladenen
MPK3 (Tabelle 11) durchgefithrt. In den Ansétzen wurde in Kombination mit 200 pg/ml
unverkapseltem HBE (in 1% DMSO) inkubiert. Die Daten wurden auf die Negativkontrolle
(1% DMSO) normiert. Als Positivkontrolle wurde mit 200 pg/ml unverkapseltem HBE
inkubiert. Die Berechung statistisch signifikanter Unterschiede der Koinkubationsansézte
erfolgte sowohl auf die Negativ- als auch auf die Positivkontrolle.

Die EGFR-Aktivitidt wurde durch die Inkubation mit HBE signifikant auf 34 +5% (T/C)
verringert (Abbildung 31). Die Koinkubation des HBE mit Proteinen fithrte zu einer
Verringerung der EGFR-Hemmwirkung, die sich in einer signifikanten Erhéhung der EGFR-
Aktivitdt gegeniiber der Positivkontrolle widerspiegelte. Die Verminderung der Bioaktivitét
des HBE erfolgte jedoch nicht vollstindig, sondern nur teilweise. BSA hatte in dieser
Versuchsreihe den stirksten Einfluss auf die biologische Aktivitdt des unverkapselten HBE.
Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde weder durch die HBE- noch durch die
Proteininkubation signifikant beeinflusst.

Die hier gezeigten Resultate belegen, dass die untersuchten Proteine zumindest teilweise
eine vermindernde Wirkung auf die Aktivitdt des unverkapselten HBE vermitteln. Geloste
Proteine sowie intakte Kapseln scheinen einen geringeren Einfluss auf die Bioaktivitat des
HBE zu besitzen als mechanisch aufgeschlossene Kapseln (Vgl. Abbildung 30B), bei deren
Inkubation ein vollstandiger Verlust der HBE-Bioaktivitdt zu verzeichnen war. Diese beiden
Untersuchungen weisen allerdings Unterschiede im Ablauf der Inkubation auf. Wéhrend die
Kapseln in der vorangegangenen Untersuchung mechanisch aufgeschlossen wurden, erfolgte in
diesem Versuch die Suspension unbeladener Referenzkapseln mit unverkapseltem HBE direkt
vor der Zellinkubation ohne Eintrag mechanischer Energie.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die EGFR-Hemmwirkung extraktbeladener MPK,

deren Herstellungsprozess hinsichtlich der Partikelgréfse und HBE-Beladung optimiert wurde
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Abbildung 31: Einfluss ausgewéhlter Proteine auf die Bioaktivitdt des HBE hinsichtlich der Hemmung der
EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen nach 45 min Inkubationszeit ermittelt in der Western Blot Analyse.
Serumfreie Inkubation von bovinem Serumalbumin (BSA), Molkenprotein (MP) bzw. unbeladenen MPK3
(jeweils 1mg/ml) in Kombination mit Heidelbeerextrakt (HBE, 200 pg/ml) in Anwesenheit von 100 U/ml
Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) in den terminalen 15 min. MW + SD
von sechs unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSO). Student’s t-Test
bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 pg/ml): * p < 0,05; % p < 0,01; **x p < 0,001. Abgebildet
ist ein reprisentatives Blotbild.

(MPK3, Tabelle 11), untersucht. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die Wirkung
des HBE aufgrund retardierter Inhaltsstofffreisetzung moglicherweise zeitverzogert einsetzt.
Obwohl die Freisetzung der Anthocyane bereits nach 5min abgeschlossen war (Abbil-
dung 25A), konnten andere bioaktive Verbindungen lianger mit den Hiillmaterial assoziert
bleiben. Aufgrund dieser Vermutung wurde die Inkubationszeit von 45 min auf 1-3h erwei-
tert. Die Induktion der EGFR-~Aktivitdt wurde, wie in den vorausgegangen Untersuchungen,
in den terminalen 15 min durch Zugabe von EGF (100 ng/ml) erreicht.

Die Inkubation der HT29-Zellen iiber 1 und 3h hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Rezeptoraktivitit des EGFR (Abbildung 32). Nach 2h wurde die Rezeptoraktivitit
jedoch signifikant und konzentrationsabhingig auf 64 +19 % (T/C) verringert. Die endogene
Rezeptormenge des EGFR war nach keiner der untersuchten Inkubationszeiten signifikant
verandert.

Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass die biologische Wirksamkeit des Extrakts
hinsichtlich der EGFR-Aktivitdt durch die Verkapselung in MPK3 auf einen engen Zeitraum
von ~2h beschriankt wurde. Gleichzeitig wurde die Hemmwirkung des HBE durch die
Verkapselung deutlich vermindert (Vgl. Abbildung 28B).

Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung wire, dass bioaktive Substanzen des
HBE mit Kapselbestandteilen assoziert sind und sich erst nach einer bestimmten Zeit
durch die Inkubation im Zellkulturmedium losen. Der beobachtete Verlust der Bioaktivitat
nach 3h (Abbildung 32) lasst sich mit dieser Hypothese jedoch nicht erkldren, da die
Aktivitdtsunterdriickung des EGFR, durch den nativen Extrakt iiber einen Zeitraum von 3h
stabil war (Abbildung 28B).

Zusammenfassend wird die EGFR-Hemmwirkung des HBE durch die Verkapselung in
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Abbildung 32: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch HBE aus intakten MPK3
nach 1-3h Inkubation ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation in Anwesenheit von
100 U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in den terminalen 15 min.
MW =+ SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (unbeladene
Referenzkapseln). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: x p < 0,05; *x p < 0,01. Abgebildet ist ein
reprasentatives Blotbild nach 2h Inkubation. Weitere Blotbilder siehe Anhang, Abbildung 74.

MPK deutlich (2h), teilweise sogar vollstandig(1 und 3h), verringert. Die Wirksamkeit des
HBE konnte durch einen mechanischen Aufschluss nicht wiederhergestellt werden. Weiterhin
scheint sich die Bioaktivitidt des HBE nach die Verkapselung auf ein bestimmtes Zeitfenster
von ~2h zu beschrinken. Die Anthocyanfreisetzung aus diesem Kapselsystem lauft jedoch
vollsténdig und schnell ab (Abbildung 25A). Dariiber hinaus scheint die Proteinverkapselung
die Anthocyane im Verlauf der Inkubation zu stabilisieren (Abbildung 27B). In diesem
Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die EGFR-Hemmwirkung iiber die enthaltenen
Anthocyane vermittelt wurde oder ob eventuell andere bioaktive Inhaltsstoffe des Extrakts fiir
die beobachtete Wirkung des unverkapselten HBE verantwortlich waren. Dieser Fragestellung

wurde in Abschnitt 4.3 nachgegangen.

Extraktbeladene PHK

Extraktbeladene PHK (Abschnitt 2.6.2) wurden unter analogen Bedingungen wie HBE und
MPK auf eine mogliche EGFR-Hemmwirkung in HT29-Zellen untersucht. Wie zuvor wurden
auch diese Kapseln fiir die Inkubationsversuche zunéchst aufgeschlossen, um die biologische
Aktivitdt des verkapselten HBE ohne Einfluss der zeitverzogerten Freisetzung zu erfassen.
Somit sollte der Einfluss der Kapselherstellung, des Transports, der Lagerung und des
Kapselmaterials auf die Aktivitédt des Extrakts bestimmt werden. Wie in den vorangegangen
Versuchen wurde serumfrei in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml) inkubiert. In Analogie zu
den Versuchen mit unverkapseltem HBE und den extraktbeladenen MPK wurden HT29-Zellen
mit den aufgeschlossenen PHK fiir 1-3h inkubiert und die Phosphorylierung des EGFR als
Malfs fiir dessen Aktivitét bestimmt. Die im Zellkulturmedium dispergierte Hiillmaterialmenge
wurde, wie bereits in den Versuchen mit MPK, durch unbeladene Referenzkapseln in

allen Versuchen dieser Reihe konstant gehalten. Als Negativkontrolle wurde mit einer
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4 Ergebnisse und Diskussion

entsprechenden Menge an aufgeschlossenen Referenzkapseln inkubiert.

Die Inkubation der HT29-Zellen mit den aufgeschlossenen, HBE-beladenen PHK hatte
eine konzentrationsabhéngige und signifikante Verringerung der EGF-Rezeptoraktivitit zur
Folge (Abbildung 33A). Die Rezeptoraktivitiat wurde durch die héchste untersuchte HBE-
Konzentration (200 pug/ml) in Abhéngigkeit der Inkubationszeit auf 46 +23, 30+8 und
40+6 % (T/C, fir 1, 2 bzw. 3h) unterdriickt. Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde
durch die Kapselinkubation nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 33: Modulation der EGFR-~Phosphorylierung in HT29-Zellen durch HBE aus A) aufgeschlossenen
und B) intakten PHK nach 1-3h Inkubation ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation
in Anwesenheit von 100U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml)
in den terminalen 15min. MW £ SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten, normiert auf die
Negativkontrolle (unbeladene Referenzkapseln). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: * p < 0,05;
xx p<0,01; %+x p<0,001. Abgebildet sind représentative Blotbilder nach jeweils 1h Inkubation. Weitere
Blotbilder sieche Anhang, Abbildung 76.

Die beobachtete Unterdriickung der Rezeptoraktivitdt durch HBE aus aufgeschlossenen
PHK ist vergleichbar mit der Verringerung, die durch den unverkapselten HBE erzielt wurde
(Abbildung 28B). Die biologische Aktivitat des HBE wurde folglich durch diesen Verkapselung
in PHK, im Gegensatz zur Verkapselung in MPK (Abbildung 30A), nicht beeintréchtigt.

In der darauffolgenden Untersuchung wurde der Frage nachgegangen, ob die Inkubation

mit HBE aus intakten PHK die Rezeptoraktivitat im selben Maf unterdriickt, wie der un-
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

verkapselte HBE. Dazu wurden HT29-Zellen mit intakten PHK unter analogen Bedingungen
wie im vorausgegangen Experiment inkubiert. Die Konzentration des Kapselmaterials wurde
ebenfalls durch unbeladene PHK ausgeglichen.

Nach 1 und 2h Inkubation mit extraktbeladenen intakten PHK wurde die EGFR-
Phosphorylierung in der jeweils hochsten untersuchen HBE-Konzentration (200 pg/ml) nicht
signifikant auf 82+ 17 bzw. 71 +£26 % (T/C) verringert (Abbildung 33B). Die Rezeptorakti-
vitdt wurde nach 2h durch Inkubation mit der niedrigsten HBE-Konzentration von 10 pg/ml
signifikant auf 126 & 16 % (T /C) erhoht. Der Aktivitétsverlauf konnte somit eine Glockenkurve
widerspiegeln, wobei die hochste Substanzkonzentration ohne signifikante Wirkung (No
observed effect concentration, NOEC) nicht bestimmt wurde. Im Kontext der Untersuchungen
des HBE und den anderen extraktbeladenen Kapselsystemen ist jedoch nicht von einer
Steigerung der EGFR-Aktivitdt nach Inkubation mit niedrigen Konzentrationen auszugehen.
Moglicherweise stellt diese Induktion daher ein experimentelles Artefakt dar.

Eine signifikante Verringerung der Rezeptoraktivitdt durch intakte Kapseln wurde lediglich
nach 3h Inkubation beobachtet (65+7% (T/C)). Die endogene Rezeptormenge des EGFR
wurde durch die Inkubation (1+2h) mit den extraktbeladenen Kapseln nicht signifikant
beeinflusst. Nach dreistiindiger Inkubation wurde jedoch eine Zunahme des Rezeptorproteins,
insbesondere in hohen Konzentrationen beobachtet. Diese war jedoch ebenfalls nicht signifi-
kant.

Die Ergebnisse zeigen, dass die allméhliche Freisetzung des HBE in das Zellkulturmedium zu
einer deutlichen Verringerung der EGFR-Hemmwirkung des HBE beitréagt. Die Resultate kor-
relieren mit den Ergebnissen aus den Freisetzungsuntersuchungen (Abschnitt 4.1.3): Obwohl
die Anthocyane im Sauren innerhalb einer Stunde vollstdndig aus den PHK freigesetzt wurden
(Abbildung 26A), war die resultierende AUC im neutralen Zellkulturmedium gegeniiber
der Kontrolle (unverkapselter HBE) signifikant verringert. Diese Beobachtung konnte auf
einen Zusammenhang zwischen der freigesetzten Anthocyanmenge und der Verringerung
der Rezeptoraktivitdt schliefen lassen. Jedoch muss beriicksichtigt werden, dass neben den
Anthocyanen auch weitere, nicht untersuchte, bioaktive Inhaltsstoffe im HBE enthalten sein
konnen, die unter neutralen Bedingungen unterschiedliche chemische Stabilitéten aufweisen
konnen. Die dabei auftretenden Kinetiken diirften zwischen einer reinen Freisetzung der
Substanzen und einer Uberlagerung von Freisetzung und Abbau, wie im Falle der Anthocyane,
einzuordnen sein. Die Wirkung eines Gemischs von Substanzen unterschiedlicher Stabilitét bei
gleichzeitiger Freisetzung aus einem Kapselsystem konnte hierbei nicht ausreichend erfasst
werden.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass eine potente Hemmung der EGFR-Aktivitét erst
nach 3 h auftrat, obwohl die Anthocyanfreisetzung bereits nach 1h vollstdndig abgeschlossen
war (Abbildung 26A). Diese Beobachtung deutet ebenfalls darauf hin, dass die Hemmwirkung
durch andere bioaktive Inhaltsstoffe mit niedrigeren Diffusionskoeffizienten, beispielsweise

polymere Proanthocyanidine (Abschnitt 4.3), vermittelt werden konnte.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Extraktbeladene DMH

Im Rahmen der Untersuchungen zur EGFR-Hemmwirkung wurde schlieflich in DMH
formulierter HBE (Abschnitt 2.6.3) untersucht. Dieses System stellt eine Emulsion mit
hoher Viskositat dar. Aufgrund der niedrigen HBE-Beladung des Systems von 0,24 % (w/w)
(Tabelle 12) wurden dem Zellkulturmedium bis zu 10 % (w/v) beladene DMH zugegeben. Die
Konzentration an Hiillmaterial wurde wie zuvor durch unbeladene Emulsion ausgeglichen.
Die Modulation der EGFR-Aktivitdt wurde in HT29-Zellen, nach 45min Inkubation in
serumfreien Medium in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml) untersucht.

Die Inkubation mit Emulsion beeinflusste die Aktivitdt des EGFR in HT29-Zellen nach
45min bis zur hoéchsten untersuchten Konzentration von 240 pg/ml HBE nicht signifikant
(Abbildung 34). Die endogene Rezeptormenge wurde ebenfalls nicht signifikant beeinflusst.

W EGFR

1609 pPEGFR

140

%

[
[
N
o

1

Q

Y 1004,

(=2

g 804

< o - B W SN @ -
o u

o

& 40-

2 0] OO

0 12 60 120 240

[N ';LQ
HBE aus DMH [pg/ml]

HBE aus DMH

Abbildung 34: Hemmung der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch den HBE aus DMH nach
45 min Inkubation, ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation in Anwesenheit von 100 U/ml
Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) in den terminalen 15 min. MW £ SD
von mindestens drei unabhingigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (unbeladene Emulsion).
Abgebildet ist ein représentatives Blotbild.

Die Freisetzung von Anthocyanen aus der Emulsion wurde von Frank [2012] mittels
HPLC-Analyse nach Vorreinigung durch Festphasenextraktion untersucht. Sie zeigte, dass
die im Beobachtungszeitraum freigesetzte Menge, je nach Art der Tropfengréfe und dem
gewahlten Emulgator, im Vergleich zu den anderen Kapselsystemen niedrig war. So wurden
innerhalb der ersten 30min lediglich 35% der eingeschlossenen Anthocyane freigesetzt.
Die Anthocyanfreisetzung ist damit deutlich langsamer als aus MPK und PHK (Vgl.
Abbildung 27A). Dariiber hinaus konnte Frank [2012] einen Ubergang von Anthocyanen
in die Lipidphase nachweisen, der vermutlich auf mechanischen Energieeintrag bei der
Emulsionsherstellung in Verbindung mit der groflen Grenzfliche zuriickzufiihren ist. Ein
Ubergang weiterer bioaktiver Substanzen mit geringer Polaritét in die Lipidphase wére somit
denkbar.

Die langsame Freisetzung und der Stoffiibergang potentiell bioaktiver Substanzen in

die Lipidphase konnten somit eine Erklarung fiir den Verlust der Bioaktivitidt des HBE
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

nach Verkapselung in DMH hinsichtlich der EGFR-Aktivitat darstellen. Die Freisetzung
im Zellkulturmedium kann in diesem Fall jedoch nicht mit der in wvivo-Situation verglichen
werden. Im Darmlumen werden Fettphasen einerseits durch Gallensduren emulgiert und durch
Lipasen innerhalb kurzer Zeit aufgeschlossen, sodass in Lipidsysteme formulierte Substanzen

freigesetzt werden und der Aufnahme zur Verfiigung stehen.

Ex vivo-Verdau ausgewihlter Kapselsysteme

Das Einbringen intakter Kapseln in das in vitro-Zellkultursystem erfolgt unter vereinfachten
Bedingungen. Insbesondere die Abwesenheit von Verdauungsenzymen fithrt zu einer Abwei-
chung gegeniiber der in vivo-Situation. Im Zellkulturmodell wird der physiologische Aufschluss
von Proteinpartikeln durch die Proteasen Trypsin, Chymotrypsin und Pankreaselastase nicht
bertiicksichtigt. Um die in vivo-Situation besser nachzustellen, wurde daher mit ausgewahlten,
extraktbeladenen Kapselsystemen ein ex vivo-Verdau in Ileostomaausfluss durchgefiihrt, bevor
diese zur Inkubation von Zellen verwendet wurden. Wie in den Versuchen zuvor wurde die
EGFR-Hemmwirkung als Mafs der Bioaktivitiat des HBE untersucht.

Ileostomiepatienten besitzen einen kiinstlich angelegten, tempordaren oder dauerhaften
Darmausgang nach dem terminalen Diinndarm (Ileum), den sog. Ileostoma. Bei diesen
Patienten ist die Funktionsfihigkeit des Dickdarms (Kolon) eingeschriankt oder dieser wurde
komplett entnommen. Indikationen fiir ein Ileostoma sind schwere Verlaufe endziindlicher Dar-
merkrankungen (beispielsweise Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn), tiefsitzende Tumore des
Enddarms oder familidre adenomatose Polyposis [Kelm und Urbanek, 2004]. Ileostomaausfluss
stellt den Darminhalt dar, der bei Ileostomiepatienten am Ende des Diinndarms abgenommen
werden kann. Dieser Ausfluss enthélt alle relevanten Verdauungsenzyme des Diinndarms, wie
Lipasen, Glycosidasen und Proteasen. Er eignet sich somit insbesondere fiir anaerobe ez vivo-
Fermentationsuntersuchungen, um den physiologischen Zustand im Diinndarm zu simulieren
[Knaup et al., 2007].

In diesem Versuchsansatz wurde untersucht, inwiefern sich 1.) die Fermentation mit
Ileostomaausfluss auf die Bioaktivitdt des unverkapselten HBE auswirkt und 2.) welchen
Einfluss die Fermentation auf verkapselten HBE in MPK und PHK besitzt. Untersucht wurde
der Einfluss der Fermentation auf die EGFR-Hemmwirkung von HBE und extraktbeladener
MPK bzw. PHK in HT29-Zellen.

Im Gegensatz zu vorausgegangenen Untersuchungen nach der Methode von Kern et al.
[2005], wurden in diesem Versuchsansatz die Zellen in Gegenwart von 10% (v/v) FKS
inkubiert, um aktive Proteasen des Ileostomaausflusses zu inaktivieren. Da der Zusatz
von Serum einen wesentlichen Eingriff in die Versuchsdurchfithrung darstellte, wurde diese
zunachst mit unverkapseltem HBE erneut etabliert. Die Konzentration an HBE wurde im
Vergleich zu vorausgegangenen Untersuchungen der vorliegenden Studie auf 400 pug/ml erhoht,
da der Zusatz von FKS die EGFR-Hemmwirkung des Extrakts deutlich erniedrigte. Als
Negativkontrolle diente DMSO (1 %) und als Positivkontrolle Tyrphostin AG 1478 (1 uM).

Dariiber hinaus wurde eine weitere Negativkontrolle mitgefiihrt, bei der keine Induktion der
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4 Ergebnisse und Diskussion

Rezeptoraktivitdt mit EGF stattfand. Anhand dieser Kontrolle sollte tiberpriift werden, ob
die Inkubation mit 10 % FKS einen stimulierenden Einfluss auf die Rezeptoraktivitat besitzt.
Wie in den vorangegangen Versuchen wurden HT29-Zellen in Anwesenheit von Katalase
(100 U/ml) tiber 45 min mit den Testsubstanzen inkubiert.

Die Stimulierung mit EGF erhohte die Rezeptoraktivitat um das ca. zwolffache (Abbil-
dung 35). Inkubation mit 400 pg/ml HBE oder 1 uM Tyrphostin AG 1478 bei gleichzeitiger
EGF-Stimulation verringerte die Rezeptoraktivitét signifikant auf 69 &+ 16 bzw. 9+3 % (T/C).
Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde, mit Ausnahme der Positivkontrolle, durch

die Substanzinkubation nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 35: Etablierung der Western Blot Analyse unter Zugabe von 10% (v/v) FKS wéhrend der
Substanzinkubation. Inkubation von HT29-Zellen mit Testsubstanzen (400 pg/ml HBE; 1uM Tyrphostin
AG 1478 (Tyr)) in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase iiber 45min. Stimulierung mit dem spezifischen
Liganden EGF (100 ng/ml) in den terminalen 15 min. MW + SD von 13 unabhéngigen Experimenten, normiert
auf die Losemittelkontrolle (1% DMSO). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: xxx p < 0,001.
Dargestellt ist ein reprisentatives Blotbild.

FKS stellt ein nicht genau definiertes Konglomerat plasmatischer Proteine dar und
enthilt eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren [Dubey et al., 1997]. Die Anwesenheit von
FKS wahrend der Substanzinkubation konnte unter Umstdnden den untersuchten Rezeptor
in unkontrollierter Weise induzieren. Die Hemmung des Rezeptors durch zu untersuchende
Substanzen wére daher moglicherweise nicht mehr erfassbar. Die niedrige Rezeptoraktivitat
in Abwesenheit von EGF zeigte jedoch, dass der Einfluss von FKS unter diesen Bedingungen
vernachlassigbar war.

Die potente Hemmung des Rezeptors durch den spezifischen Inhibitor Tyrphostin AG 1478
zeigte, dass der Versuch in Anwesenheit von 10 % (v/v) FKS grundsétzlich durchfithrbar war.
Die Hemmung des Rezeptors durch 400 pg/ml HBE war in Anwesenheit von FKS jedoch
deutlich schwécher als unter serumfreien Bedingungen (Abbildung 28A). Die Unterdriickung
der Rezeptoraktivitdt war dennoch ausgepriagt genug um die signifikante Hemmwirkung des
HBE unter diesen Bedingungen aufzuzeigen.

Die ez vivo-Fermentation wurde von der Arbeitsgruppe Richling (Technische Universitét

Kaiserslautern, Institut fiir Lebensmittelchemie und Umwelttoxikologie) nach einer modifi-
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zierten Methode von Keppler und Humpf [2005] durchgefiihrt. Ileostomaausfluss wurde von
zwel Patienten (ménnlich, 65 Jahre und weiblich, 58 Jahre) erhalten. Keiner der Probanden
unterlag im Zeitraum von drei Wochen vor der Probenahme einer Antibiotikamedikation.
Die Probanden verzichteten im Zeitraum von zwei Tagen vor der Probennahme auf eine
polyphenolhaltige Kost. Die Untersuchungen wurden durch das Ethikvotum der Landesérzte-
kammer Mainz Nr. 837.242.07 (5777) genehmigt. Die Ileostomaausfliisse beider Probanden
wurden gepoolt und 1:1 mit einem Carbonat/Phosphat-Puffer (pH 6,3) nach Lebet et al. [1998|
vermischt. Dieser Ansatz wurde mit 60 mg/ml unverkapseltem HBE oder der entsprechenden
Menge HBE-beladener Kapseln (MPK bzw. PHK) in separaten Reaktionsgefifien iiber 0,
1, 2, 4 und 8h unter anaeroben Bedingungen bei 37°C inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubationszeit wurde der Inhalt der Reaktionsgefifie abzentrifugiert und der Uberstand bei
—80°C lyophilisiert. Zur Kontrolle wurden Blindansétze auschliefslich mit Ileostomainhalt
und Carbonat/Phosphat-Puffer inkubiert.

Fiir die Inkubation der HT29-Zellen wurden Lyophilisate der Fermentationsansitze in
Wasser gelost und mit Zellkulturmedium auf eine HBE-Konzentration von 400 pug/ml (0h)
verdiinnt. Die Inkubation wurde wie zuvor in Anwesenheit von 10 % (v/v) FKS und 100 U/ml
Katalase iiber 45 min durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde ein Blindansatz (Ileostoma-
ausfluss) ohne HBE-Zugabe eingesetzt. Als Positivkontrollen wurden HBE (400 pg/ml) und
Tyrphostin AG 1478 (1 pM) mit entsprechender Losemittelkontrolle (1 % DMSO) mitgefiihrt.
Die Rezeptoraktivitdt wurde als Mafs der Phosphorylierung in der Western Blot Analyse
ermittelt.

Der fermentierte HBE beeinflusste die Aktivitdt des EGFR nach 45 min Inkubation nicht
signifikant (Abbildung 36A). Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde ebenfalls nicht
signifikant moduliert.

Die Fermentation mit Ileostomaausfluss fiihrte zu einem kompletten Verlust der EGFR-
Hemmwirkung des unverkapselten HBE (Abbildung 36A). Durch die Verkapselung in MPK
oder PHK konnten bioaktive Verbindungen vor dem mikrobiellen Abbau wéahrend des
ez vivo-Verdaus geschiitzt werden, sodass diese die Zellen unter Umsténden intakt erreichen.
Gleichzeitig kdnnten bioaktive Verbindungen, die in der Matrix der Kapseln gebunden
vorliegen (Abschnitt 4.2.1), freigesetzt und somit deren bioaktive Wirkung wieder hergestellt
werden. Um dies zu iiberpriifen wurde mit ezvivo-verdauten Kapseln unter analogen
Bedingungen der vorangegangenen Untersuchung inkubiert.

Der ez vivo-Verdau der MPK und PHK mit Ileostomaausfluss fiihrte ebenfalls zu einem kom-
pletten Verlust der EGFR-Hemmwirkung des verkapselten Extrakts. Die Rezeptoraktivitat
wurde durch Inkubation mit den fermentierten MPK und PHK nicht signifikant modifiziert
(Abbildung 36B und C). Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch die Inkubation
ebenfalls nicht beeinflusst. Die Positivkontrollen HBE (400 pg/ml) und Tyrphostin AG 1478
verringerten die EGFR-Aktivitdt signifikant (Verringerung auf 69 &+ 16 bzw. 9£3% (T/C)).
Die Positivkontrollen aller Versuchsreihen im Kontext der fermentierten Kapselproben wurden
gemittelt und sind in Abbildung 35 dargestellt.

In einer Studie von Veeriah et al. [2007] wurde der Einfluss einer ez vivo-Fermentation
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Abbildung 36: Modulation der EGFR-Aktivitit durch HBE und HBE-beladene Kapselsysteme nach
deren ez vivo-Verdau mit Ileostomaausfluss tiber verschiedene Fermentationszeiten: A) unverkapselter HBE,
B) HBE-beladene MPK4 und C) HBE-beladene PHK. Inkubation von HT29-Zellen mit Fermentationsansétzen
in Anwesenheit von 100U/ml Katalase tiber 45min. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF
(100 ng/ml) in den terminalen 15min. MW +SD von vier unabhéngigen Experimenten, normiert auf den
Blindansatz (Ileostomaausfluss). Gezeigt ist ein reprisentatives Blotbild nach Inkubation mit fermentiertem
HBE. Weitere Blotbilder siche Anhang, Abbildung 75.

mit humanen Fézes (24h) auf die wachstumshemmenden Potentiale polyphenolreicher
Apfelsaftextrakte untersucht. In diesen Untersuchungen wurde ebenfalls ein signifikanter
Verlust (Faktor 10) der wachstumshemmenden Wirkung der fermentierten gegeniiber der
unbehandelten Extrakte auf HT29- und LT97-Zellen (Kolonadenomzellen) nach 24, 48 und
72h Inkubation festgestellt. Die Autoren fithrten den Verlust auf wesentliche Verluste an
Polyphenolen, die durch die Fermentation verursacht wurden, zuriick.

Zusammenfassend fiihrt die Anwesenheit von Ileostomaausfluss zu einem essentiellen
Verlust der EGFR-Hemmwirkung des HBE und der extraktbeladenen Kapselsysteme. Dieser
Verlust ist entweder auf den Abbau aktiver Inhaltsstoffe (spontan, enzymvermittelt oder
mikrobiell) oder auf deren Assoziation mit Makromolekiilen des Ileostomaausfluss (beispiels-
weise Proteine) zuriickzufithen. Die aufgestellte Hypothese, dass ein Verdau die biologische
Wirksamkeit von HBE und den Kapselsystemen erhoht, indem wirksame Abbauprodukte oder
hiilllmaterialgebundene aktive Substanzen freigesetzt werden, konnte fiir diesen biologischen

Endpunkt nicht bestétigt werden.
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

4.2.2 Beeinflussung des Tumorzellwachstums

Im Gegensatz zu den Untersuchung hinsichtlich der EGFR-Aktivitét, die einen vergleichsweise
kurzen Zeitrahmen abdecken, sollte die Modulation einer lédngerfristigen Wirkweise des
HBE durch Verkapselung iiberpriift werden. Als Parameter wurde die wachstumshemmende
Wirkung des HBE auf Tumorzellen gewihlt. Diese wurde zuvor in zahlreichen Untersuchungen
fiir Heidelbeer- und andere, anthocyanreiche Extrakte gezeigt. I1C50-Werte fiir diese Extrakte
lagen in Abhé&ngigkeit von Extraktzusammensetzung, der verwendeten Zelllinie und der
Inkubationszeit zwischen 100 und 500 pg/ml [Singletary et al., 2003, Katsube et al., 2003,
Seeram et al., 2004, Teller et al., 2009b|. Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Wachstum
von HT29-Zellen und der EGFR-Aktivitdt wurde vermutet [Marko et al., 2004]. In der
vorliegenden Arbeit sollte der Effekt der Wachstumshemmung ebenfalls in diesem Zellmodell
durchgefiihrt werden. Eine Standardmethode fiir die Erfassung der Wachstumshemmung stellt
der Sulforhodamin B-Assay (SRB-Assay) dar. In diesem Assay wird die Zellmenge mit dem
Lebendprotein, das sich durch Anfirben mit dem Fluoreszenzfarbstoff SRB quantifizieren

lasst, korreliert.

Unverkapselter HBE

Die wachstumshemmende Wirkung von Heidelbeerextrakt wurde bereits mehrfach bestimmt
[Katsube et al., 2003, Zhao et al., 2004, Teller et al., 2009b|, jedoch sollte die Wirkung des un-
verkapselten HBE als Referenz fiir nachfolgende Untersuchung der beladenen Kapselsysteme
ermittelt werden. Dafiir wurden HT29-Zellen mit HBE in Gegenwart von Katalase (100 U/ml)
und FKS (10% (v/v)) in 24 Well-Platten fiir 72 h inkubiert.

Die Wachstumsunterdriickung der HT29-Zellen durch den unverkapselten HBE zeichnete
sich bereits ab einer Konzentration von 50 pug/ml ab (Abbildung 37). In Konzentrationen
>100 ug/ml war die Unterdriickung statistisch signifikant und nahm konzentrationsab-
héngig bis zur hochsten untersuchten Konzentration von 500 pg/ml HBE zu (1C50-Wert:
323 +£29 ug/ml). Als Referenz fiir spatere Untersuchungen wurde die Unterdriickung durch
200 pg/ml HBE auf 68 £15% (T/C) herangezogen.

Dieses Ergebnis zeigte, dass der fiir die Studie verwendete, unverkapselte HBE in der
Lage ist, das Wachstum von HT29-Zellen signifikant zu unterdriicken. Die beobachtete
Wachstumshemmung lag in einem Bereich, der in anderen in vitro-Studien fiir vergleichbare
Heidelbeerextrakte beobachtet wurde (Tabelle 15). Die Werte zwischen den verschiedenen
Studien weichen jedoch deutlich von einander ab. So zeigten Zhao et al. [2004] fiir einen
verhéltnisméfkig anthocyanarmen Extrakt der Firma Artemis eine Wachstumshemmung mit
einem [C59-Wert von ~ 270 ug/ml. Dabei konnte nach 72h Inkubation kein Unterschied
zwischen Tumor- und nichttransformierten Zellen festgestellt werden. Katsube et al. [2003]
zeigten fiir einen selbst extrahierten, anthocyanreichen Extrakt mit einer hohen Konzentration
(500 pg/ml) nach 48h Inkubation dagegen nur marginale Verringerungen des Wachstums
von HCT116 und HL60-Zellen (5 bzw. 38 % Verringerung). Kern et al. [2007] und Fridrich
et al. [2007Db| zeigten, dass das Wachstum von HT29-Zellen durch verschiedene Polyphenole in
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Abbildung 37: Modulation des Wachstums von HT29-Zellen durch unverkapselten HBE gemessen im SRB-
Assay. Inkubation iiber 72h in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase und 10 % (v/v) FKS. MW =+ SD von vier
unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSO). Student’s ¢-Test bezogen auf
die Negativkontrolle: * p < 0,05; *** p < 0,001. Daten teilweise gezeigt in Eschbach [2009].

Gegenwart von Katalase deutlich schwécher gehemmt wird. Vor dem Hintergrund der H,O,-
Bildung durch den Polyphenolanteil der Extrakte, insbesondere in DMEM [Long et al., 2000,
ist daher fraglich, ob die Ergebnisse der zuvor genannten Studien direkt auf die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit libertragen werden konnen.

Ein von Teller et al. [2009b] und Esselen et al. [2011b] untersuchter Heidelbeerextrakt
(Indena, Tabelle 15) wies ein vergleichsweise gering wachstumshemmendes Potential auf. Diese
Beobachtung ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass in diesen Studien Katalase ver-
wendet wurde, um experimentelle Artefakte durch H,O,-Bildung zu unterdriicken. Die in der
vorliegend Studie gewdhlten Bedingungen hinsichtlich Zelllinie, Inkubationszeit und Einsatz
von Katalase stimmen mit den Bedingungen der Studie von Esselen et al. [2011b] iiberein. Der
Heidelbeerextrakt von Symrise scheint somit hinsichtlich der wachstumshemmenden Wirkung
im Vergleich zum Extrakt von Indena potenter zu sein (Tabelle 15).

Obwohl es sich bei den Heidelbeerextrakten aller zuvor genannten Studien um ethanolische
Ausziige handelte, wichen die Anthocyangehalte deutlich voneinander ab. Der Extrakt, der in
der Studie von Zhao et al. [2004] zu einer starken Unterdriickung des Wachstums von HT29-
Zellen fiihrte, bestand lediglich zu 9,2 % aus Anthocyanen. Im Gegensatz dazu besafen die von
Katsube et al. [2003|, Teller et al. [2009b| und Esselen et al. [2011b] untersuchten Extrakte,
die nur schwach wachstumshemmende Wirkung auf Tumorzellen ausiibten, Anthocyangehalte
von 26—36 % und waren somit vergleichbar mit dem Extrakt der vorliegenden Untersuchung
(28 %). Der Anthocyananteil der Extrakte scheint somit nur bedingt fiir die beobachtete
Wachstumshemmung verantwortlich zu sein. Diese Feststellung soll in Abschnitt 4.3.5 néher

beleuchtet werden.
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

Tabelle 15: Vergleich zellwachstumshemmender Potentiale von Heidelbeerextrakten ( Vaccinium myrtillus L.)
in unterschiedlichen Studien. Wachstumshemmung angegeben als IC50 oder Proliferationsverminderung nach
Substanzbehandlung. Zelllinien: HT29, HCT116: Kolonkarzinomzellen; HL60: Promyelozytenleukdmiezellen;
A431: Vulvakarzinomzellen; NCM460: Nichttransformierte, immortalisierte Kolonzellen. Referenzen: a) Zhao
et al. [2004]; b) Katsube et al. [2003]; c¢) Teller et al. [2009b]; d) Esselen et al. [2011b]; e) vorliegende Studie.

Extrakt Anthocyan- Zelllinie Inkubations- Katalase Wachstums-

gehalt zeit hemmung
Artemis 9,2% HT29 72h - ICs50: ~270 pg/ml?
Artemis 92% NCM460 72h — IC50: ~270 pg/ml?
ethan. Extrakt 26,3 % HL60 48h - 500 pg/ml: ~ 38 %P
ethan. Extrakt 26,3 % HCT116 48 h — 500 pg/ml: ~5 %P
Indena 36 % A431 72h + IC5: 438 + 48 ug/ml°
Indena 36 % HT29 72h + 500 ug/ml: ~22 %4
Symrise 28% HT29 72h + IC50: 323 +29 ug/ml®

Extraktbeladene DMH

Die wachstumshemmende Wirkung von extraktbeladenen DMH (Abschnitt 2.6.3) wurde
analog zur Wirkung des freien HBE im SRB-Assay untersucht. Die Inkubation mit der

Emulsion erfolgte in drei unterschiedlichen Ansétzen iiber 24 und 72 h:

e Um die Wirkung der unbeladenen Emulsion zu untersuchen wurde mit extraktfreien
DMH in aufsteigender Konzentration (0,5—10% (w/v) im Zellkulturmedium) inkubiert.

e Die Wirkung der extraktbeladenen DMH (0,24 % (w/v) HBE) wurde durch Inkubation
aufsteigender Konzentrationen der entsprechenden Emulsion untersucht. Die beladene
Emulsion wurde ebenfalls in einem Bereich von 0,5-10% (w/v) in das Testsystem

eingebracht, wodurch sich ein HBE-Konzentrationsbereich von 12240 pug/ml ergab.

e Im dritten Ansatz wurde durch Kombination unbeladener und HBE-beladener DMH der
Emulsionsanteil von 10 % iiber alle Versuche konstant gehalten, die HBE-Konzentration

durch Andern der Menge an beladener Emulsion jedoch von 12240 ug/ml variiert.

Die Inkubation mit unbeladener Referenzemulsion beeinflusste das Zellwachstum weder
nach 24 noch nach 72h signifikant. Lediglich in der hochsten Konzentration von 10 % (w/v)
wurde das Zellwachstum nach 72 h signifikant auf 79 4+ 15 % (T/C) verringert (Abbildung 38A
und B). Im Gegensatz dazu wurde das Zellwachstum durch Inkubation mit HBE-beladener
Emulsion sowie dem Emulsionsgemisch in ungefahr gleichem Mafse gehemmt. Sowohl nach 24
wie auch 72h wurde das Zellwachstum durch das Emulsionsgemisch signifikant auf 67 4+ 18
bzw. 36 £14% (T/C) verringert (240 pug/ml). Der IC5o-Wert fir das Emulsionsgemisch
betrdgt nach 72 h Inkubation 105 pug/ml.

Diese Ergebnisse zeigen, dass HBE aus DMH in der Lage ist, das Zellwachstum von HT29-
Zellen zu unterdriicken. Allerdings scheint sich das Kapselmaterial, wenngleich nur schwach,

ebenfalls wachstumshemmend auszuwirken. Im Verlauf der Inkubation wurde ein ,,Aufrahmen®
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Abbildung 38: Wachstumshemmung durch HBE formuliert in DMH gemessen im SRB-Assay. HT29-Zellen
wurden A) 24h und B) 72h mit verschiedenen Ansétzen inkubiert. Unbeladene (Referenzemulsion) und
beladene (HBE-Emulsion) DMH wurden dem Zellkulturmedium in aufsteigenden Konzentrationen (0,5-
10% (w/v)) zugegeben, sodass HBE-Konzentrationen zwischen 12 und 240 pg/ml resultierten. Fiir das
Emulsionsgemisch wurden unbeladene und HBE-beladene DMH so kombiniert, dass sich nach Einriihren in das
Zellkulturmedium bei gleichbleibender Emulsionskonzentration (10 % (w/v)) HBE-Konzentrationen zwischen
12 und 240 pg/ml ergaben. MW £ SD von drei unabhéngigen Experimenten. Student’s ¢-Test bezogen auf die
Negativkontrolle: * p < 0,05; % p <0,01; **% p<0,001. Daten ebenfalls gezeigt in Krumbdck [2010].
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der Emulsion beobachtet. Moglicherweise fiihrte diese Lipidschicht auf der Oberfliche des
Zellkulturmediums zu einem verringerten Gasaustausch mit der Atmosphére des Inkubators.
Dieser Effekt konnte eine Verminderung der Zellproliferation als Folge haben. Ersichtlich wird
dies bei der Inkubation mit unbeladenen DMH (Referenzemulsion) nach 72h (Abbildung 38B).

In der Versuchsreihe mit ,Emulsionsgemisch® wurde, im Gegensatz zu den Versuchen
mit ausschlieflich beladenen DMH, die Negativkontrolle mit Referenzemulsion (unbeladen)
behandelt. Der zytotoxische Effekt, der durch 10 % Referenzemulsion vermittelt wird (~20 %
Verringerung des Wachstums), wirkt sich daher auf alle Proben aus und wird bei der
Berechung des relativen Wachstums ausgeglichen. Die wachstumshemmende Wirkung des
HBE erscheint daher schwécher ausgepriagt (Abbildung 38B, rechte Séulen).

Die wachstumshemmende Wirkung des HBE aus DMH ist mit einem IC'5p-Wert von
105 pg/ml starker als die Wirkung des unverkapselten HBE (1C50 =323 ug/ml). Fiir diese

Beobachtung waren zwei verschiedene Ursachen denkbar:

o Wachstumshemmende Inhaltsstoffe des HBE werden im Kapselsystem stabilisiert, bevor
sie mit einer langsamer Rate freigesetzt werden. Die Wirkstoffkonzentration ist somit

iiber einen langeren Zeitraum im Inkubationsmedium stabil.

e Hilfsstoffe der Emulsion, beispielsweise Emulgatoren, beeinflussen die Wirkung wachs-
tumshemmender HBE-Inhaltsstoffe, indem die Membranpermeabilitdt der Zellen ge-
senkt wird. So werden lipidbasierte Emulgatoren zur Transfektion in molekularbio-
logischen Untersuchung eingesetzt (Lipofektion) [Felgner et al., 1987|. Die verstirkte
Aufnahme bioaktiver HBE-Inhaltsstoffe konnte folglich in einer verstarkten Hemmung

des Zellwachstums resultieren.
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Langzeitwirkung des HBE auf das Zellwachstum
durch Formulierung in DMH erh6ht wird. Diese Daten stehen somit im Gegensatz zu den
Ergebnissen hinsichtlich der EGFR-hemmenden Wirkung des HBE aus DMH, bei denen keine
Unterdriickung der Rezeptoraktivitéit beobachtet wurde (Abschnitt 4.2.1). Diese Diskrepanz
ist unter anderem auf die bereits erwihnte, langsame Freisetzung des HBE aus DMH, die

zumindest fiir den Anthocyananteil von Frank [2012] gezeigt wurde, zuriickzufiihren.

Extraktbeladene MPK und PHK

Die wachstumshemmende Wirkung der HBE-beladenen MPK und PHK (Abschnitte 2.6.1
und 2.6.2) wurde nicht im SRB-Assay untersucht. Da im SRB-Assay die Zellmenge iiber die
Proteinmenge quantifiziert wird, treten durch Inkubation mit Proteinpartikeln Artefakte auf.
Uber die Inkubationszeit von 72h sanken diese Partikel auf den Zellrasen und wurden dort
teilweise durch die Zellen mit dem Boden des Inkubationswells verankert. Ein vollstandiges
Abspiilen der Partikel nach Beendigung der Inkubationszeit war somit nicht gewéhrleis-
tet. Die Inkubation mit PHK war hingegen problematisch, da der Kapseldurchmesser
von 1-3mm keine Normalverteilung der Kapseln in 24 Wellplatten zuliefs (pro Well konnten
maximal ein bis drei Kapsel eingebracht werden, genaue Extraktkonzentrationen waren
folglich nicht einstellbar).

Diese beiden Kapselsysteme wurden daher in Petrischalen (d=6cm) inkubiert und die
Zellen nach Trypanblauanfirbung manuell ausgezéhlt. Als Kontrollen wurden der unverkap-
selte HBE und unbeladene Referenzkapseln (MPK und PHK) mitgefiihrt. Fiir die Berechnung
des zelluliren Wachstums wurden lebende Zellen normiert auf die Zellzahl der Losemittel-
(fiir unverkapselten HBE) bzw. Mediumkontrolle (fir MPK und PHK). Im Gegensatz zu den
Untersuchungen mit DMH wurden unbeladene und HBE-beladene Kapseln nicht kombiniert,
sondern ausschliefslich getrennt, eingesetzt. Die Inkubation der HT29-Zellen erfolgte fiir 72 h
in Gegenwart von FKS (10% (v/v)) und Katalase (100 U/ml).

Die Inkubation der Zellen mit unverkapseltem HBE fiihrte zu einer konzentrations-
abhéngigen Unterdriickung des Zellwachstums, die ab 200 pg/ml signifikant wurde (Abbil-
dung 39). In der hochsten untersuchten Konzentration von 400 pg/ml wurde das Zellwachstum
auf 31 +£9% (T/C) verringert. Der IC'50-Wert wurde mit 305 pug/ml berechnet.

Die Inkubation mit HBE-beladenen MPK4 resultierte ebenfalls in einer konzentrationsab-
héngigen und signifikanten Unterdriickung des Zellwachstums. Wéahrend die Unterdriickung
bei 200 pg/ml MPK vergleichbar mit der Verringerung durch die entsprechende Konzentration
an unverkapseltem HBE war, fiel die Wachstumshemmung bei 400 ug/ml geringfiigig schwi-
cher aus. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Der IC59-Wert fiir die HBE-beladenen
MPK4 betréagt 376 ug/ml. Die Inkubation mit unbeladenen Referenzkapseln in entsprechenden
Konzentrationen hatte lediglich bei einer Hiillmaterialkonzentration, die 400 pg/ml HBE-
beladenen Kapseln entsprechen wiirde, einen schwach wachstumshemmenden Effekt. Dieser
war jedoch ebenfalls nicht signifikant.

HBE-beladene PHK wurden bis zu einer Konzentration von 200 ug/ml HBE untersucht.
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Abbildung 39: Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch den HBE in Molkenproteinkapseln (MPK) und
Pektinamidhohlkapseln (PHK) ermittelt durch Trypanblauauszihlung. Zellen wurden mit unverkapseltem
HBE, HBE-beladenen und unbeladenen Kapseln fiir 72h inkubiert. MW £SD von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten. Student’s t-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 bzw.
400 pg/ml): #*x p < 0,01; **x p < 0,001.

In dieser Konzentration erfolgte eine signifikante Wachstumshemmung auf 724+14% (T/C).
Die Hemmung unterschied sich bei dieser Konzentration nicht signifikant vom unverkapselten
HBE (72+19% (T/C)). Die Inkubation mit unbeladenen PHK hatte keinen adversen Effekt
zur Folge.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die biologische Wirksamkeit des HBE hinsichtlich der
Wachstumshemmung durch Verkapselung in MPK und PHK nicht signifikant beeinflusst wird.
Die Daten sind somit in Ubereinstimmung mit der wachstumshemmenden Wirkung von HBE-

beladenen DMH.
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4.2 Modulation der HBE-Bioaktivitit durch Verkapselung in vitro

4.2.3 Potentiell adverse Effekte durch Topoisomerasegiftung

Die Hemmwirkung von Polyphenolen auf Topoisomerasen konnte in mehreren Studien
nachgewiesen werden [Austin et al., 1992, Constantinou et al., 1995, Lopez-Lazaro et al.,
2002, Bandele und Osheroff, 2007|. Im Hinblick auf die Nutzung HBE-beladener Kap-
selsysteme konnte sich die Hemmung der Aktivitdt von Topoisomerasen aufgrund hoher
lokaler Polyphenolkonzentrationen daher als anwendungslimitierend erweisen. Hinsichtlich
einer Risiko/Nutzen-Analyse sollte daher untersucht werden, ob durch gesteigerte und
zielgerichtete Verfiigbarkeit der Extraktbestandteile intrazelluldre Konzentrationen auftreten,
die zu Schéden der DNA fiihren. Am Modell der HT29-Zellen sollten dazu die unterschiedlich
verkapselten Praparationen auf eine mogliche Interferenz mit humanen Topoisomerasen und
die damit verbundene Beeintrichtigung der DNA-Integritdt untersucht werden.

Die Wirkung des verkapselten HBE auf Topoisomerasen wurde in HT29-Zellen im ICE-
Bioassay (Inwvitro complex of enzyme) untersucht. In diesem Assay wird die DNA /Topo-
isomeraseintermediat-stabilisierende Wirkung von Topoisomerasegiften im intakten Zellsys-
tem erfasst. Nach Inkubation mit den Testsubstanzen wurden freie Topoisomerasen und
DNA /Topoisomeraseintermediate des Zelllysats mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation
aufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern gegen die Topoisomeraseformen I, ITee bzw. TI3
detektiert. Der Anteil an DNA-gebundener Topoisomerase wurde im Vergleich zur Negativkon-
trolle betrachtet. Die Inkubation der Zellen erfolgte fiir eine Stunde in serumfreiem Medium
in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml). Die spezifischen Topoisomerasegifte Camptothecin
(CPT) und Etoposid (ETO) (Abschnitt 2.3.2) wurden als Positivkontrolle mitgefiihrt.

In Abbildung 40 sind représentative Membranen nach immunologischer Dektetion der
verschieden Topoisomeraseisoformen in den Fraktionen des ICE-Bioassays nach Inkubation
mit den verschiedenen Formulierungen gezeigt. Die Negativkontrolle (1% DMSO) wies
ausschliefslich freie Topoisomerasen auf (Topo I, [T und IIB; jeweils Fraktionen 15-20). Das
Topoisomerase I-Gift CPT stabilisierte DNA /Topoisomerase I-Komplexe (Topo I; Fraktionen
5-14), ETO dagegen nur DNA /Topoisomerase II-Komplexe (Topo Ilx und IIB; jeweils
Fraktionen 5—14). Der unverkapselte HBE sowie die HBE-beladenen Formulierungen (jeweils
200 ng/ml) stabilisierten keine DNA /Topoisomerasekomplexe. Es wurden daher lediglich freie
Topoisomerasen detektiert (Topo I, ITec und I1f3; jeweils Fraktionen 15— 20).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der HBE im unverkapselten Zustand in einer Konzentration
von 200 pug/ml nicht als Topoisomerasegift im zelluldren System wirkt. Die Daten sind
daher in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus vorangegangenen Studien, in denen fiir
ahnliche, anthocyanreiche Extrakte (Heidelbeeren und Trauben, jeweils bis 100 pug/ml) keine
topoisomerasegiftende Wirkung im ICE-Bioassay festgestellt wurde [Esselen et al., 2011b]. Die
lokale Konzentrationserh6hung durch Inkubation mit HBE in verschiedenen Kapselsystemen
scheint den Einfluss der Extraktinhaltsstoffe nicht derart zu erhohen, dass stabilisierende

Wirkungen auf DNA /Topoisomeraseintermediate auftreten.
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Abbildung 40: Topoisomerasegiftende Wirkung von HBE und HBE-beladenen MPK, PKH und DMH im ICE-Bioassay (Inwvitro complez of enzyme). HT29-Zellen
wurden 1h serumfrei in Gegenwart von Katalase (100 U/ml) inkubiert. Gezeigt sind reprasentative Blotbilder fiir die Topoisomerasen I, Il und IIf aus jeweils
drei unabhéngigen Versuchen. Freie Topoisomerasen: Fraktionen 15-20, DNA /Topoisomeraseaddukte: Fraktionen 5—14. Abkiirzungen: CPT: Camptothecin; DMH:
doppelemulsionsbasierte multidisperse Hiillkapseln; DMSO: Dimethylsulfoxid; ETO: Etoposid; MPK: molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln; PHK: pektinamidbasierte
Hiillkapseln; Topo: Topoisomerase.

88



4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

4.3 Bioaktivitat ausgewdhlter HBE-Subfraktionen und isolierter
Inhaltsstoffe

Anthocyanreichen Lebensmitteln konnten in mehreren epidemiologischen Studien protektive
Wirkungen hinsichtlich Tumor- oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen zugeordnet werden [Rossi
et al., 2006, Bobe et al., 2009, Mink et al., 2007, Sesso et al., 2007]. Gestiitzt werden diese
Untersuchungen durch Ergebnisse aus humanen Interventionsstudien [Thomasset et al., 2009a,
Wang et al., 2011, Duthie et al., 2006] und in vivo-Tierversuchen |Singletary et al., 2003, Cooke
et al., 2006]. In diesen Untersuchung wurden meist anthocyanreiche Beerenextrakte eingesetzt.
Mechanistische Untersuchungen der Wirkweise wurden sowohl an anthocyanreichen als auch
an isolierten Anthocyanen und Anthocyanidinen durchgefiihrt. In vielen Studien konnte
isolierten Anthocyanen, gegeniiber den freien Aglyca, keine oder nur eine niedrige biologische
Wirksamkeit zugeordnet werden [Katsube et al., 2003, Meiers et al., 2001]. Dennoch wurde
die biologische in vitro-Wirkung anthocyanreicher Extrakte héufig dem Anthocyananteil
zugeschrieben [Seeram et al., 2001, Zhao et al., 2004, Teller et al., 2009b].

Aufgrund vorangegangener Ergebnisse (Abschnitt 4.2.1) wurde die Frage aufgeworfen,
inwiefern der Anthocyananteil des HBE fiir die biologische Wirkung des unverkapselten HBE
verantwortlich ist. Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit sollen die EGFR-hemmende und
zellwachstumsunterdriickende Wirkung des unverkapselten HBE isolierten Bestandteilen bzw.

Subfraktionen zugeordnet werden.

4.3.1 Cyanidin und Cy-3-glc

Mit 34,1% (w/w) stellen Delphinidinglycoside den grofsten Anteil der HBE-Anthocyane
dar. Das Aglycon Delphinidin wurde bereits von Fridrich et al. [2008b| und Teller et al.
[2009a| hinsichtlich seiner EGFR-hemmenden Wirkung untersucht. Zur Ergénzung dieser
Daten wurde in der vorliegenden Arbeit das Aglycon Cyanidin als Referenz mitgefiihrt.
Cyanidinglycoside machten mit 27,5% (w/w) die zweitgrofste Gruppe der Anthocyane des
HBE aus. Das Anthocyan Cy-3-glc stellt mit einem Anteil von 13,0 % nach Del-3-glc (14,6 %)
das zweithaufigste Anthocyan des Extrakts dar.

Mittels Western Blot Analyse sollte eine vergleichende Untersuchung von Cyanidin und
Cy-3-glc hinsichtlich der EGFR-hemmenden Aktivitdt durchgefiihrt werden. Wie in den
Untersuchungen in Zusammenhang mit HBE und den Kapselsystemen, wurden HT29-Zellen
45 min serumfrei und in Anwesenheit von Katalase (100 pg/ml) mit aufsteigenden Substanz-
konzentrationen inkubiert. Die EGFR-Aktivitéat wurde iiber die Rezeptorphosphorylierung im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (1% DMSO) ermittelt.

Cyanidin unterdriickte die EGFR-Aktivitat in HT29-Zellen nach 45 min Inkubation signi-
fikant und konzentrationsabhéngig ab einer Konzentration von 100 uM (Abbildung 41A). Die
starkste Hemmung der Rezeptoraktivitat auf 70 +18 % (T /C) wurde bei 200 uM beobachtet.
Der IC50-Wert wurde bis zu einer Substanzkonzentration von jeweils 200 uM nicht erreicht.

Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch die Inkubation mit Cyanidin nicht

89



4 Ergebnisse und Diskussion

signifikant moduliert. Cy-3-glc hatte im Gegensatz zu Cyanidin bis zu einer Konzentration
von 200 pM keinen Einfluss auf die Rezeptoraktivitiat (Abbildung 41B).
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Abbildung 41: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT'29-Zellen durch A) Cyanidin und B) Cy-3-glc,
ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation iiber 45min in Anwesenheit von 100U /ml
Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in den terminalen 15min.
Positivkontrolle: 1 pM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW =+ SD von mindestens vier unabhéngigen Experimenten,
normiert auf die Negativkontrolle (1 % DMSQO). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: x p < 0,05;
¢ p<0,01; x#x p<0,001. Abgebildet ist jeweils ein reprisentatives Blotbild. Die Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner erhoben.

Die Untersuchungen in HT29-Zellen sollten als Modell fiir die Kolonkanzerogenese dienen.
Obgleich der EGFR-vermittelte MAPK-Signalweg in HT29-Zellen aktiv ist, wird der Rezeptor
vergleichsweise schwach exprimiert [Xu et al., 2005]. Das EGFR-Signalling in den Vulvakarzi-
nomzellen A431 ist durch die starke Uberexpression des Rezeptors entartet |[Kim et al., 2005b].
Exemplarisch sollte daher untersucht werden, ob sich der Einfluss von Cyanidin und Cy-3-glc
hinsichtlich der EGFR-hemmenden Wirkung in diesen Zellen unterscheidet. Die Inkubationen
fanden analog zu den Inkubationen in HT29-Zellen statt.

Nach 45 min Inkubation mit Cyanidin wurde die EGFR-Aktivitit in A431-Zellen signifikant
und konzentrationsabhéngig auf 50 £ 26 % (T/C) unterdriickt (Abbildung 42A). Tyrphostin
AG 1478 unterdriickte die Aktivitat des Rezeptors auf einen Wert von 2% (T/C) fast

vollstandig. Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde weder durch die Inkubation mit
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Cyanidin noch durch Tyrphostin AG 1478 beeinflusst. Die EGFR-Aktivitéit sowie die endogene
Rezeptormenge unterlag nach Inkubation mit Cy-3-glc Schwankungen, wurde jedoch nicht
signifikant moduliert (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in A431-Vulvakarzinomzellen durch A) Cyanidin
und B) Cy-3-glc, ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation tiber 45 min in Anwesenheit von
100 U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in den terminalen 15 min.
Positivkontrolle: 1 uM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW + SD von mindestens vier unabhéngigen Experimenten,
normiert auf die Negativkontrolle (1 % DMSO). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: #* p < 0,01;
s*xx p < 0,001. Abgebildet ist jeweils ein repréasentatives Blotbild.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Cyanidin einen Hemmstoff fiir den EGFR im zelluldren
System darstellt. Die Hemmwirkung fiir Delphinidin wurde von Fridrich et al. [2008b] mit
IC50-Werten von 54 + 11 uM (HT29-Zellen) bzw. 71 4+ 31 uM (A431-Zellen) berechnet. Beide
Untersuchungen wurden jedoch ohne Katalase durchgefiihrt. Teller et al. [2009a| bestimmten
in A431-Zellen in Anwesenheit von Katalase einen niedrigeren [C50-Wert von 33 4+ 14 uM.
Damit scheint Cyanidin im zelluldren System einen schwécher hemmenden Effekt im Vergleich
zu Delphinidin auf den EGFR zu besitzen. Im zellfreien System (ELISA) hingegen waren
beide Anthocyane dhnlich potent [Marko et al., 2004]. Im Gegensatz dazu konnten Marko
et al. [2004] fiir die methoxylierten Anthocyanidine Malvidin und Peonidin im zellfreien
System (ELISA) nur eine sehr schwache EGFR-Hemmwirkung aufzeigen. In Ubereinstimmung

mit diesen Beobachtungen wies Malvidin im zelluldren System (A431-Zellen) bis zu einer
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Konzentration von 100 uM keine Hemmwirkung auf [Fridrich et al., 2008b].

Cyanidin iibte in der vorliegenden Untersuchung in A431-Zellen eine hohere Hemmwirkung
als in HT29-Zellen auf den EGFR aus (Vergl. Abbildungen 41A und 42A). Diese Beobachtung
ist in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Kim et al. [2005b]: Sie zeigten, dass sich
die EGFR-iiberexprimierenden A431-Zellen gegeniiber dem spezifischen EGFR-Hemmstoff
Erlotinib deutlich sensitiver verhielten als EGFR-normalexprimierende Zellen. In den zuvor
genannten Untersuchungen von Fridrich et al. [2008b] wurde die Autophosphorylierung des
EGFR durch das Anthocyanidin Delphinidin (50100 pM) jedoch in den beiden Zelllinien
HT29 und A431 in dhnlichem Ausmafs gehemmt (/C50: 54+ 11 bzw. 714+ 31 uM).

Das Anthocyan Cy-3-glc iibte bis 200 uM im Gegensatz zum Aglycon Cyanidin in beiden
untersuchten Zellsystemen keine Hemmwirkung auf den EGFR aus. Polyphenolglycoside
werden von Zellen grundsétzlich schlechter aufgenommen als die entsprechenden Aglyca. Diese
Beobachtung ist auf die hohere Polaritit der glycosidischen Verbindungen zuriickzufiihren
[Spencer et al., 2004]. Dariiber hinaus konnten Meiers et al. [2001] im zellfreien Assay
(ELISA) fiir Cy-3-gal im Gegensatz zu Cyanidin keine Hemmwirkung auf den EGFR
nachweisen. Somit diirfte im zelluldren System nicht nur die schlechtere zelluldre Aufnahme
fiir das Ausbleiben der Bioaktivitat verantwortlich sein, sondern zusétzlich das Fehlen der
eigentlichen Hemmwirkung. Um die EGFR-Hemmwirkung der Anthocyane im zelluldren
System abschlietend zu beurteilen, miissen weitere Untersuchungen mit Delphinidinglycosiden
durchgefiihrt werden. Da Delphinidin im zelluldren System eine deutlich héhere EGFR-
Hemmwirkung als Cyanidin aufwies [Teller et al., 2009a], konnten auch dessen Glycoside
eine hemmende Wirkung besitzen. Delphinidinglycoside wurden bislang weder im zelluldren
noch im zellfreien System untersucht.

Weiterhin miissen synergistische Effekte zwischen verschiedenen Anthocyanen in polyphe-
nolreichen Extrakten in Betracht gezogen werden. Rahman et al. [2006] untersuchten die
superoxidradikalfangenden Eigenschaft von Anthocyanen aus Heidelbeeren. Dabei war die
Summe der Aktivitdten der einzelnen Anthocyane kleiner, als die Wirkung des komplexen
Extrakts. Durch Rekonstitution der Anthocyanzusammensetzung erreichten sie jedoch die
Aktivitdt des nativen Extrakts. Somit bestiinde die Moglichkeit, dass isolierte Anthocyane
auch auf andere biologische Endpunkte keine oder lediglich geringe EGFR-Hemmwirkung
aufweisen. Im komplexen Gemisch konnte sich ihre Aktivitdt hingegen potenzieren und die
Gesamtaktivitiat wire grofier als die Summe der Einzelaktivitdten. Die Hemmwirkung einer
hochaufgereinigten Anthocyanfraktion wurde daher im anschlieffenden Abschnitt untersucht,

um die biologische Wirkung des komplexen Anthocyangemisches zu erfassen.

4.3.2 HBE-Subfraktionen

Um die biologische Wirksamkeit des HBE bestimmten Inhaltsstoffen zuordnen zu koénnen,
wurde der untersuchte HBE von der Arbeitsgruppe Winterhalter (Technische Universitét

Braunschweig, Institut fiir Lebensmittelchemie) in Subfraktionen aufgeteilt.
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Subfraktionierung

Fiir die Separation der HBE-Inhaltsstoffe wurde von Juadjur und Winterhalter [2012]
eine neue Methode entwickelt, die mittels adsorptiver Membranchromatographie erlaubt,
Anthocyane spezifisch von weiteren Inhaltsstoffen abzutrennen. Beim verwendeten Membran-
system handelte es sich um einen sauren Kationenaustauscher (Sartobind® S, Sartorius).
Die Adsorption der Anthocyane an die Membran und die Elution der Nichtanthocyane
fand im Sauren (5% (v/v) Essigsdure) statt. Der Anthocyananteil wurde im Neutralen
(1M NaCl) eluiert. Anschliefend wurde die Anthocyanlésung zur Stabilisierung angeséuert
(1% (v/v) Essigsdure), siulenchromtographisch von NaCl befreit und lyophilisiert. Die
resultierenden Fraktionen wurden als anthocyanhaltige (AF) und anthocyanfreie Subfraktion
(FF) bezeichnet.

FF wurde im Anschluss durch repetitive Losemittelextraktion (4 x) zwischen Essigsdure-
ethylester und Wasser/Methanol (4:1) in die Kopigment- (CF) und Polymerfraktion (PF)
aufgetrennt. CF wurde im Anschluss nochmals mittels Losemittelextraktion (4 x) zwischen
Essigsaureethylester und Wasser in eine polare (CFp) und eine unpolare Subfraktion (CFu)
unterteilt. Ein Flussdiagramm der Subfraktionierung ist in Abbildung 43 dargestellt. Die
mittels HPLC-DAD-Analyse quantifizierten Inhaltsstoffe des HBE und der Subfraktionen sind
in Tabelle 16 aufgelistet.

FF (49,8%) | [ CF (15,2%) CFu (9,0%)

[ HBE (100%) ]

AF (37,1%) [ PF (29,4%) CFp (6,3%)

Membran- Lésemittel- Lésemittel-
chromatographie extraktion 1 extraktion 2

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Subfraktionierung des HBE. Lo&semittelextraktion 1:
Essigsiureethylester gegen Wasser/Methanol (4:1); Losemittelextraktion 2: Essigsdureethylester gegen
Wasser. Abkiirzungen: AF: anthocyanhaltige Subfraktion; FF: anthocyanabgereicherte Subfraktion;
HBE: Heidelbeerextrakt; PF: Polymerfraktion; CF: Kopigmentfraktion; CFu: unpolare Kopigmentfraktion;
CFp: polare Kopigmentfraktion. Modifiziert nach Juadjur und Winterhalter [2012].

Die Nomenklatur der Subfraktionen wurde der Publikation von Juadjur und Winterhalter
[2012] entnommen. Bei Kopigmenten handelt es sich um Substanzen, die die Farbwirkung von
Anthocyanen beeinflussen [Asen et al., 1972]. In der vorliegenden Arbeit sind darunter alle
ungeladenen Polyphenole des HBE zu verstehen. Der Begriff Polymere wurde der Publikation
von Gu et al. [2002] entlehnt. In dieser Arbeit wird mit ,,Polymeren® ein nicht exakt definiertes
Konglomerat an polymeren Proanthocyanidinen, die in der HPLC-DAD-Analyse von Juadjur
und Winterhalter [2012] als ,polymer hump“ zwischen 55 und 70min detektiert werden,
bezeichnet.

Die HBE-Subfraktionen wurden in vergleichenden Untersuchungen mit dem nativen HBE
hinsichtlich des EGFR- und wachstumshemmenden Potentials untersucht. Um die biologische

Wirkung der Subfraktionen mit dem nativen HBE vergleichen zu kdénnen, wurde fiir diese
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Tabelle 16: Inhaltsstoffe des HBE und dessen Subfraktionen, quantifiziert mittels HPLC-DAD-Analyse. Die Werte sind sowohl als Massenanteil [% (w/w)] als
auch als Stoffmengenkonzentration [uM], die durch Lésen einer Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml auftreten, angegeben. Abkiirzungen: AF: anthocyanhaltige
Subfraktion; FF: anthocyanfreie Subfraktion; HBE: Heidelbeerextrakt; PF: Polymerfraktion; CF: Kopigmentfraktion; CFp: polare Kopigmentfraktion; CFu: unpolare
Kopigmentfraktion; n.m.: nicht messbar aufgrund von Koelution mit Anthocyanen; n.d.: nicht detektierbar (Konzentration unterhalb der Bestimmungsgrenze).
a) Cy-3-glc-Aquivalente (A =520nm); b) Que-3-glc-Aquivalente (A= 351 nm); c¢) Gallussiuresquivalente (A= 280nm).

[% (w/w)|/[uM]  HBE AF FF PF CF CFp CFu
Anthocyangehalt? gesamt 27,6/113,9 70,9/108,4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Anthocyanidine Delphinidin n.m. 0,35/0,86 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cyanidin n. m. 0,29/0,75 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Petunidin 0,09/0,51  0,15/0,32 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Peonidin 0,03/0,2 0,05/0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Malvidin 0,06/0,33  0,13/0,26 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorogensiure 1,10/6,21 n.d. 1,34/3,77 n.d. 2,68/2,30 5,82/2,07 0,48/0,24
Flavonole? Quercetin 0,28/1,85 n.d. 1,62/5,34 n.d. 4,97/5,01 0,44/0,18 8,15/4,83
Quer-3-gal 0,34/1,46 n.d. 0,23/0,49 n.d. 0,31/0,20 0,47/0,13 0,19/0,07
Quer-3-glc 0,41/1,71 n.d. 0,57/1,19 n.d. 1,52/0,97 3,19/0,84 0,36/0,13
Quer-3-arab 0,12/0,55 n.d. n.m. n.d. 0,12/0,08 0,28/0,08 n.d.
Quer-3-rham 0,12/0,53 n.d. n.m. n.d. 0,08/0,06 0,19/0,05 n.d.
Myricetin 0,15/0,94 n.d. 0,48/1,50 n.d. 2,13/2,04 0,32/0,13 3,39/1,92
Phenolcarbon- Gallusséure 0,15/1,76 n.d. 0,32/1,87 n.d. 0,63/1,13 1,24/0,92 0,20/0,21
sduren © Protocatechu- 0,21/2,73 n.d. 0,42/2,72 n.d. 1,15/2,27 0,80/0,65 1,39/1,62
saure
5-Hydroxy- 0,05/0,54 1. d. 0,34/0,81 n.d. 0,15/0,56 0,35/0,24 0,33/0,32
vanillinsdure
Vanillinsiure n. m. n.d. 0,39/0,83 n.d. 0,14/0,71 0,24/0,18 0,50/0,53
Syringasdure n. m. n.d. 0,27/0,55 n.d. 0,11/0,42 0,18/0,11 0,35/0,32
Hydroxyzimt- Kaffeesdure n.m. n.d. 0,23 n.d. 0,46 0,15 0,67
sduren © p-Cumarsiure n.m. n.d. 0,42 n.d. 1,29 0,26 2,02
sonstige © Depsid 0,01 n.d. 0,10 n.d. 0,19 0,19 0,20
Cumaroyl- 0,13 n.d. 0,08 n.d. 0,06 0,15 n.d.
iridoid
Cumarsdure- 0,05 n.d. 0,09 n.d. 0,13 0,31 n.d.
derivat

94



4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

Konzentrationen gewéhlt, die aus Inkubation mit bestimmten HBE-Konzentrationen resul-
tieren wiirden. Diese Konzentrationen werden im Folgenden als Aquivalenzkonzentrationen
bezeichnet. Die Effekte auf die Rezeptorphosphorylierung kénnen so direkt im Kontext des
HBE diskutiert werden. Eine Gegeniiberstellung der Aquivalenzkonzentrationen und den
entsprechenden Realkonzentrationen ist in Tabelle 17 fiir die unterschiedlichen Subfraktionen

aufgefiihrt.

Tabelle 17: Realkonzentrationen der HBE-Subfraktionen nach Inkubation mit den Aquivalenzkonzentratio-
nen (AK) 100 und 200 ug/ml. AF: anthocyanhaltige Subfraktion; FF: anthocyanfreie Subfraktion; PF: Poly-
merfraktion; CF: Kopigmentfraktion; CFp: polare Kopigmentfraktion; CFu: unpolare Kopigmentfraktion.

Anteil . Realkonzentrzttion (RK)
an HBE AK 100ug/ml AK 200 ng/ml
AF 37,1 % 37,1 pg/ml 74,2 ug/ml
FF 49,8 % 49,8 ug/ml 99,6 ug/ml
PF 29,4 % 29,4 ug/ml 58,8 ug/ml
CF 15,2 % 15,2 pg/ml 30,4 ng/ml
CFp 6,3 % 6,3 pg/ml 12,6 pug/ml
CFu 9% 9 pug/ml 18 pg/ml

4.3.3 Einfluss auf die EGFR-Aktivitat

Die EGFR-Hemmwirkung der Subfraktionen wurde wie zuvor in HT29-Zellen nach 45 min
Inkubation in serumfreien Medium und in Gegenwart von Katalase (100 U/ml) untersucht.
Tyrphostin AG 1478 (1 uM) und HBE (200 pg/ml) wurden als Positivkontrollen mitgefiihrt.
Unterschiede zur Negativkontrolle (1% DMSO) wurden statistisch mit dem Student’s ¢-Test
in Bezug zur Losemittelkontrolle ausgewertet. Dariiber hinaus wurde ebenfalls mit dem
Student’s t-Test berechnet, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Wirkungen
der Subfraktionen (200 pg/ml Aquivalenzkonzentration) und des nativen HBE (200 pg/ml

Realkonzentration) vorlagen.

Anthocyanhaltige Fraktion (AF)

Die Inkubation mit AF iibte bis zu einer Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml (= 74,2 pg/ml
Realkonzentration) keinen signifikanten Einfluss auf die EGFR-Phosphorylierung (Abbil-
dung 44A) aus. Die Rezeptoraktivitdt wurde auf max. 83 +21% (T/C) gesenkt. Gegeniiber
der Positivkontrolle (200 ug/ml HBE), die eine Verringerung der Rezeptoraktivitdt auf
45+14% (T/C) zur Folge hatte, bestand ein signifikanter Unterschied. In hohen Konzentra-
tionen (200 ng/ml Realkonzentration) konnte zwar eine Unterdriickung der EGFR-Aktivitat
auf 62+27% (T/C) beobachtet werden, der Unterschied zur Negativkontrolle war jedoch
nicht signifikant.
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Abbildung 44: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch die A) anthocyanreiche (AF)
und B) anthocyanfreie HBE-Subfraktion (FF), ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation
iiber 45min in Anwesenheit von 100U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF
(100 ng/ml) in den terminalen 15 min. Positivkontrolle: 200 pg/ml HBE und 1 uM Tyrphostin AG 1478 (Tyr).
MW + SD von vier bis acht unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSO).
Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 pug/ml): *x p <0,01; s*x p<0,001.
Abgebildet ist ein reprisentatives Blotbild. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner
erhoben. AK: Aquivalenzkonzentration; HBE: Heidelbeerextrakt; RK: Realkonzentration.

Diese Daten zeigen, dass der Anthocyananteil lediglich einen geringen Beitrag zur EGFR-
Hemmwirkung des HBE bei 200 pg/ml leistet. In hoher Konzentration von AF (200 pug/ml
Realkonzentration), die bei Inkubation der ~ 2—3-fachen Menge an HBE (539 nug/ml Real-

konzentration) auftreten wiirde, konnte die Rezeptoraktivitét allerdings verringert werden.

Anthocyanfreie Fraktion (FF)

FF enthielt alle 16slichen Substanzen des HBE mit Ausnahme der Anthocyane. Der Grof-
teil der darin charakterisierten Verbindungen setzte sich aus Polyphenolen zusammen.
Die Inkubation mit FF fiihrte bereits ab einer Aquivalenzkonzentration von 100 pg/ml
(=49,8 ug/ml Realkonzentration) zu einer signifikanten Verringerung der EGFR-Aktivitat in
HT29-Zellen (Abbildung 44B). In der Aquivalenzkonzentration von 200 pug/ml (= 99,6 pg/ml
Realkonzentration) wurde die EGFR-Aktivitét signifikant auf 50,6 11 % (T/C) verringert.
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4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

Ein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle HBE (45+14% (T/C)) konnte nicht
festgestellt werden. Nach Inkubation mit 200 pg/ml Realkonzentration FF, die aus einer
Inkubation mit 402 pg/ml HBE resultieren wiirde, reduzierte sich die EGFR-Aktivitat auf
einen Wert von 31£4% (T/C). Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch die
Substanzinkubation nicht beeinflusst (Abbildung 44B).

Diese Ergebnisse bestétigen die Annahme, dass die EGFR-Hemmwirkung (Inkubation mit
200 ng/ml HBE) hauptséchlich auf den anthocyanfreien Anteil des Extrakts zurtickzufiithren
ist und nicht auf die enthaltenen Anthocyane. In FF sind eine Reihe an bioaktiven
Verbindungen wie Quercetin, Chlorogenséure (Abbildung 45A und B) und polymere Pro-
anthocyanidine enthalten, fiir die zuvor eine EGFR-hemmende Wirkung sowohl am isolierten
Rezeptor als auch im zelluldren System nachgewiesen werden konnte [Bhatia et al., 2001,
Fridrich et al., 2007b, 2008b].

OH o)

OH Chlorogensaure HO, f
B HO

Abbildung 45: Strukturformeln der Polyphenole A) Quercetin und B) Chlorogensiure.

Quercetin

HO

A OH O

Polymerfraktion (PF)

Um die EGFR-Hemmwirkung von FF bestimmten Substanzgruppen zuordnen zu koénnen,
wurde diese Subfraktion mittels Losemittelfraktionierung weiter unterteilt. PF enthélt
16sliche, hohermolekulare Verbindungen, insbesondere polymere Proanthocyanidine, zu denen
Procyanidine und Prodelphinidine z&hlen [Hellstrom et al., 2009]. FF unterdriickte in
der Aquivalenzkonzentration von 200 pg/ml (=58,8 ug/ml Realkonzentration) die EGFR-
Aktivitdt signifikant auf 88 £10 % (T /C) (Abbildung 46A). Der Unterschied zum unverkapsel-
ten HBE (200 ug/ml) war signifikant. In der Realkonzentration von 200 pug/ml (=680 ng/ml
Aquivalenzkonzentration) erfolgte jedoch eine potente Verringerung der Rezeptoraktivitit auf
56 +4% (T/C)). Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch die Inkubation mit
PF nicht signifikant beeinflusst.

Kopigmentfraktion (CF)

Die zweite Subfraktion, die durch Auftrennung von FF erhalten wurde, ist die Kopigment-
fraktion (CF). Sie enthielt vorwiegend monomere Polyphenole. Die Inkubation mit einer
Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml CF (= 30,4 ug/ml Realkonzentration) iiber 45min
beeinflusste die EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen nicht signifikant (Abbildung 46B). Die

Inkubation mit einer Realkonzentration von 200 pug/ml fithrte jedoch zu einer signifikanten
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Abbildung 46: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch die A) Polymer- (PF) und
B) Kopigmentfraktion (CF), ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation iiber 45 min in
Anwesenheit von 100 U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in den
terminalen 15 min. Positivkontrolle: 200 pg/ml HBE und 1uM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW £+ SD von
drei bis acht unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1% DMSO). Student’s ¢-Test
bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 pg/ml): * p < 0,05; #* p < 0,01; *+* p < 0,001. Abgebildet
ist jeweils ein représentatives Blotbild. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner
erhoben. AK: Aquivalenzkonzentration; RK: Realkonzentration.

Unterdriickung der Rezeptoraktivitdt auf einen Wert von 63+19% (T/C). Da der Anteil
von CF an HBE mit 15,24 % vergleichsweise klein ist, wiirde diese Realkonzentration
von 200 nug/ml einer HBE-Konzentration von 1312 pug/ml entsprechen und somit nur nach
Inkubation mit sehr hohen Extraktmengen auftreten. Konzentrationen dieser Hohe wiren
auch nach Verzehr grofser Mengen anthocyanreicher Friichte im GIT nicht zu erwarten.

CF enthélt, wie die {ibergeordnete Fraktion FF, monomere Polyphenole wie Quercetin,
Phenolcarbonséuren und Chlorogensaure. In dieser Subfraktion sind, aufgrund ihrer Polaritét,
vermutlich auch di- und trimere Proanthocyanidine des HBE enthalten. Insbesondere Quer-
cetin und niedermolekulare Proanthocyanidine wurden fiir die EGFR-hemmende Wirkung
der {ibergeordneten FF verantwortlich gemacht. CF, die somit die Substanzen mit der
bislang ausgeprigtesten Bioaktivitéit enthélt, stellte sich in der Aquivalenzkonzentration von

200 nug/ml jedoch als unwirksam heraus.
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4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

Polare und unpolare Kopigmentfraktion (CFp und CFu)

CF besalt lediglich die in sehr hoher Konzentration einen Einfluss auf die Rezeptorakti-
vitit, wobei in der Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml keine biologische Wirksamkeit
festgestellt werden konnte. Um zu iiberpriifen, ob eventuell gegenseitig kompensierende
Effekte zwischen Inhaltsstoffen der Subfraktion vorliegen, wurde diese in polare und unpolare
Bestandteile aufgetrennt. Die resultierenden Subfraktionen wurden ebenfalls auf die EGFR-
Hemmwirkung iiberpriift.

Die beiden Subfraktionen CFp und CFu modulierten die EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen
iiber einen Zeitraum von 45 min bis zur Aquivalenzkonzentration von 200 pug/ml (= 12,6 bzw.
18 pg/ml Realkonzentration) nicht (Abbildung 47A und B). Beide Subfraktionen tragen somit
nicht zur Bioaktivitdt des HBE bei. Die endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch die

Inkubationen ebenfalls nicht beeinflusst. Inkubationen mit 200 pg/ml Realkonzentration der
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Abbildung 47: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch die A) polare (CFp) und
B) unpolare Kopigmentfraktion (CFu), ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation iiber
45 min in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml)
in den terminalen 15 min. Positivkontrolle: 200 ug/ml HBE und 1 uM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW £+ SD
von mindestens vier unabhingigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1 % DMSO). Student’s
t-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 pg/ml): s*x p < 0,001. Abgebildet ist jeweils ein
reprisentatives Blotbild. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner erhoben. AK:
Aquivalenzkonzentration.
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beiden Subfraktionen konnte nicht untersucht werden, da jeweils nur sehr geringe Mengen zur
Verfiigung standen.

CFp zeichnete sich durch einen gegeniiber von CF erhohten Chlorogensiaure- (Abbil-
dung 45B) und Quercetin-3- O-glucosidgehalt aus, wihrend in CFu vergleichsweise hohe
Konzentrationen an freiem Quercetin auftraten (Tabelle 16). Kern et al. [2005] wiesen unter
zellfreien Bedingungen (ELISA) fiir Chlorogenséure keine EGFR-hemmende Wirkung nach.
Der Einfluss dieser Substanz auf die EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen wird in Abschnitt 4.3.4
dargestellt.

Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Subfraktionen

In Abbildung 48 sind die EGFR-Hemmwirkungen der unterschiedlichen HBE-Subfraktionen
vergleichend dargestellt. Wahrend der Anthocyananteil keine signifikante Modulation der
EGFR-Aktivitdt bewirkt, kann die EGFR-hemmende Wirkung des HBE nahezu vollstédndig
auf den anthocyanfreien Anteil (FF) zuriickgefithrt werden. Nach weiter Auftrennung dieser
Subfraktion konnte die EGFR-hemmende Wirkung jedoch nicht vollstéandig zuriickverfolgt
werden. Lediglich die proanthocyandinreiche Subfraktion reduzierte in der Aquivalenz-
konzentration von 200 ng/ml die Rezeptoraktivitat signifikant. Diese Verringerung war jedoch
so gering, dass die Aktivitéat der iibergeordneten Fraktion (FF) nicht allein auf diese Fraktion
(PF) zuriickgefiihrt werden konnte. In hoheren Realkonzentrationen (200 pg/ml) wiesen
alle untersuchten Subfraktionen eine EGFR-Hemmung auf. Diese Konzentration wiirden
jedoch nur bei Inkubation mit extrem hohen HBE-Mengen auftreten, die nach Verzehr von

anthocyanreichen Friichten im Darmlumen vermutlich nicht erreicht wiirden.
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Abbildung 48: Zusammenfassung der Daten zur EGFR-Aktivitditshemmung durch HBE-Subfraktionen.
Inkubationsdetails siehe Abbildungen 44 —47. Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE
(200 ug/ml): * p<0,05; *x p<0,01; *xx p<0,001. AF: anthocyanreiche Subfraktion; FF: anthocyanfreie
Subfraktion; PF: Polymerfraktion; CP: Kopigmentfraktion; CFp: polare Kopigmentfraktion; CFu: unpolare
Kopigmentfraktion. AK: Aquivalenzkonzentration; RK: Realkonzentration; HBE: Heidelbeerextrakt (200 puM).
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4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

Synergistische Wirkungen zwischen Polyphenolen wurden mehrfach beschrieben. Rossetto
et al. [2002] wiesen die synergistische Beziehung zwischen Mv-3-glc und (+)-Catechin fiir
die inhibierende Wirkung auf die Peroxidation von Linolsédure nach. Die Autoren fiihrten
den beobachteten Effekt auf die regenerative Wirkung durch (+4)-Catechin zuriick, das
selber nur eine geringe antioxidative Wirkung besitzt. Herranz-Lopez et al. [2012] zeigten,
dass die bioaktive Wirkung eines nativen Rosellenextrakts (Hibiscus sabdariffa) hinsichtlich
der Adipogenese (Einlagerung von Triglyceriden in Adipozyten) deutlich hoher ist, als die
aufsummierten Effekte der entsprechenden Einzelsubstanzen.

Der beobachtete Verlust der biologischen Aktivitdt nach Subfraktionierung des Extrakts in
der vorliegenden Studie kénnte ebenfalls auf synergistische Wirkungen zuriickzufiihren sein.
Eine weitere Erklarung fiir die Verringerung der biologischen Wirksamkeit wéren der Verlust
oder der Abbau bioaktiver HBE-Inhaltsstoffe wihrend der Lésemittelfraktionierung. Um dies
aufzuklaren miissten weitere Koinkubationsversuche mit den Subfraktionen untereinander
durchgefiihrt werden. Aufgrund der limitierten Verfiigbarkeit der Subfraktionen war dies

jedoch nicht moglich.

4.3.4 Chlorogensiure

In CF und CFp konnte eine deutliche Anreicherung an Chlorogenséure beobachtet werden
(Tabelle 16). Diese Subfraktionen zeichnen sich durch ein besonders schwaches EGFR-
Hemmpotential aus. Chlorogenséure wurde in isolierter Form betrachtet, um zu {iberpriifen, ob
von dieser Substanz moglicherweise ein antagonistischer Effekt auf die EGFR-Hemmwirkung
ausgeht. Wie zuvor wurden HT29-Zellen fiir 45 min serumfrei in Anwesenheit von Katalase
(100 U/ml) in aufsteigender Substanzkonzentration inkubiert.

Die Inkubation mit 30 uM Chlorogenséiure induzierte die EGFR-Aktivitét signifikant auf
134 £12% (T/C) (Abbildung 49). Durch weitere Erhhung der Chlorogenséurekonzentration
bis 300 uM konnte die EGFR-Aktivitdt weiter gesteigert werden. In diesen hohen Konzen-
trationen war die Zunahme der Aktivitdt gegeniiber der Losemittelkontrolle aufgrund der
Abweichungen zwischen den einzelnen Versuchen jedoch nicht statistisch signifikant. Die
endogene Rezeptormenge des EGFR wurde durch Chlorogensaure in keiner der untersuchten
Konzentrationen signifikant beeinflusst.

Die beobachtete Induktion der EGFR-Aktivitéit stimmt mit den Ergebnissen von Krumbock
[2010] tiberein. Krumbéck zeigte nach Chlorogensiureinkubation unter analogen Bedingungen
einer Zunahme der EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen. Weiterhin wurde die Wirkung von
Chlorogenséure auf die EGFR-Aktivitat im zellfreien System (ELISA) von Kern et al. [2005]
untersucht. Die Autoren dieser Studie konnten keine Modulation des isolierten Enzyms durch
Chlorogenséure aufzeigen.

In diesem Zusammenhang wurde die Frage aufgeworfen, ob Chlorogensaure lediglich im
isolierten Zustand die EGFR-Aktivitdt induziert oder inwiefern die Substanz in der Lage ist,
eine durch EGFR-Hemmstoffe vermittelte Aktivitdtsreduktion einzuschrinken. Um dies zu

iiberpriifen sollte Chlorogensédure in Koinkubation mit Substanzen bzw. HBE-Subfraktionen,
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Abbildung 49: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch Chlorogensdure (CGA),
ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation iiber 45min in Anwesenheit von 100U /ml
Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100ng/ml) in den terminalen 15min.
Positivkontrolle: 1 pM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW =+ SD von sieben unabhéngigen Experimenten, normiert
auf die Negativkontrolle (1% DMSO). Student’s ¢-Test bezogen auf die Negativkontrolle: sxx p < 0,001.
Abgebildet ist ein reprasentatives Blotbild. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner
erhoben.

die sich zuvor als EGFR-hemmend herausgestellt hatten, auf die Wirksamkeit in der Western
Blot Analyse untersucht werden. Da die Chlorogensdurekonzentration von 30 uM in der
vorangegangen Untersuchung als die Potenteste herausstellte, wurde diese gewéhlt, um HT29-
Zellen in Kombination mit FF, AF (jeweils 200 ug/ml Aquivalenzkonzentration) oder Cyanidin
(200 uM) zu inkubieren. Die Inkubationsbedingungen wurden analog zur vorangegangenen
Untersuchungen von Chlorogensaure gewahlt.

Der Zusatz von Chlorogensédure erhohte nach 45min Inkubation in den Koinkubations-
ansitzen die EGFR-Phosphorylierung (Abbildung 50) gegeniiber den Testsubstanzen (FF
und Cyanidin) und verminderte somit deren EGFR-hemmende Wirkung. Die Erhohung der
EGFR-Aktivitdt war jedoch nicht signifikant ausgeprigt (gekennzeichnet durch Linien in
Abbildung 50). Wihrend die Hemmwirkung im Fall von FF und Cyanidin um 19 bzw. 41 %
reduziert wurde (bezogen auf die urspriingliche Hemmwirkung), modulierte Chlorogenséure
die Wirkung von AF nicht.

In den vorausgegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Chlorogenséure einen
HBE-Inhaltsstoff darstellt, der sowohl in isolierter Form als auch in Gemischen mit EGFR-
Hemmstoffen die EGFR-Aktivitdt erhoht. Damit stellt die Substanz einen funktionellen
Antagonisten fiir EGFR-hemmende Substanzen dar. Durch die Subfraktionierung wird
Chlorogenséure insbesondere in CF und CFp gegeniiber anderen Inhaltsstoffen erhoht
(Tabelle 16). Durch Inkubation mit einer Aquivalenzkonzentration von 200 pug/ml CF
resultiert eine Chlorogensédurekonzentration von 2,3 uM. Dieser Wert liegt am unteren
Ende des wirksamen Konzentrationsbereichs der Chlorogensédure (Abbildung 49). Da in
dieser Konzentration lediglich eine geringe Induktion der Rezeptoraktivitat beobachtet
wurde (Abbildung 49), ist der Einfluss der Substanz auf die Bioaktivitat des HBE und
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Abbildung 50: Modulation der EGFR-Phosphorylierung in HT29-Zellen durch Chlorogensiure (CGA,
30 uM) in Koinkubation mit der anthocyanfreien (FF, 200 ug/ml), der anthocyanhaltigen HBE-Subfraktion
(AF, 200 pg/ml) und Cyanidin (200 M) ermittelt in der Western Blot Analyse. Serumfreie Inkubation
iiber 45min in Anwesenheit von 100U/ml Katalase. Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF
(100 ng/ml) in den terminalen 15 min. Positivkontrolle: 1 uM Tyrphostin AG 1478 (Tyr). MW £ SD von sieben
unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1 % DMSO). Student’s ¢-Test bezogen auf die
Negativkontrolle und auf FF, AF bzw. Cyanidin: % p < 0,01; **x p < 0,001. Abgebildet ist ein représentatives
Blotbild. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner erhoben.

den untersuchten Subfraktionen als gering einzuschétzen. Zudem weisen die FErgebnisse
(Abbildung 50) darauf hin, dass der bioaktivitatsreduzierende Einfluss von Chlorogenséure auf
EGFR-hemmende Substanzen limitiert ist. Somit tragt die Anreicherung von Chlorogenséure
in CF und CFp zur Verringerung der Bioaktivitét dieser Subfraktionen vermutlich nur teilweise
bei.

4.3.5 Einfluss auf das Zellwachstum

Die Untersuchungen des HBE in Verkapselungssystemen ergab gegensétzliche Ergebnisse in
Hinblick auf die EGFR-Hemmwirkung und das zellwachstumshemmende Potential: Selbst
wenn die Anthocyanfreisetzung aus den Kapselsystemen nach kurzer Zeit abgeschlossen
war, konnte keine bzw. lediglich eine deutlich verminderte EGFR-Hemmwirkung festgestellt
werden. Das wachstumshemmende Potential des HBE blieb jedoch bei allen Formulierungs-
arten erhalten und wurde teils sogar erhoht (Abschnitte 4.1.2, 4.2.1 und 4.2.2). Daher stellte
sich die Frage, welche HBE-Inhaltsstoffe wesentlich zur Wachstumshemmung beitragen. In
Analogie zu den Kapselsystemen wurden daher auch die unterschiedlichen Subfraktionen im
SRB-Assay auf tumorzellwachstumshemmende Eigenschaften untersucht.

Die Inkubation der HT29-Zellen fand im 24 Well-Format {iber 72h statt. Die Inkubations-
konzentration wurden analog zu den Untersuchungen hinsichtlich der EGFR-Aktivitét
gewihlt. Aquivalenzkonzentrationen wurden in die Untersuchungen eingeschlossen, um die
Ergebnisse der EGFR-Hemmwirkung des nativen HBE gegeniiberzustellen. Realkonzentra-
tionen von 200 pug/ml (fir AF und FF) wurde gewéhlt um die absoluten Wirkungen der

Subfraktionen untereinander vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 51: Modulation des Zellwachstums von HT29-Zellen durch Subfraktionen des HBE ermittelt im
SRB-Assay. A) anthocyanhaltige Subfraktion (AF), B) anthocyanfreie Subfraktion (FF), C) Polymerfraktion
(PF), D) Kopigmentfraktion (CF), E) polare Kopigmentfraktion (CFp) und D) unpolare Kopigmentfraktion
(CFu). Serumhaltige Inkubation (10 % FKS) iiber 72 h in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase. MW + SD von
jeweils vier bis sechs unabhéngigen Experimenten, normiert auf die Negativkontrolle (1 % DMSO). Student’s
t-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE (200 pg/ml): * p <0,05; %% p<0,01; sk« p<0,001.
Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Melanie Andrea Brunner erhoben. AK: Aquivalenzkonzentration;
RK: Realkonzentration
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4.3 Bioaktivitat ausgewédhlter HBE-Subfraktionen und isolierter Inhaltsstoffe

Das wachstumshemmende Potential des nativen HBE wurde bereits zuvor untersucht
(Abbildung 37). In den folgenden Untersuchungen wurde der Extrakt daher in einer
Konzentration von 200 pug/ml zum Vergleich mitgefiihrt.

AF unterdriickte das Zellwachstum nach 72h Inkubation potent und konzentrationsab-
hiingig (Abbildung 51A). Durch Inkubation mit der Aquivalenzkonzentration von 200 pg/ml
(=74,2 ug/ml Realkonzentration) konnte das Zellwachstum gegentiber der Negativkontrolle
(1% DMSO) signifikant auf 83 +6 % (T/C) verringert werden. Die Hemmwirkungen von AF
und HBE unterscheiden sich signifikant voneinander. In der héheren Realkonzentration von
200 ug/ml wurde das Zellwachstum auf 59 +2 % (T/C) verringert.

FF unterdriickte das Zellwachstum in der Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml
(=99,6 pg/ml Realkonzentration) auf 92+10% (T/C) (Abbildung 51B). Die beobachtete
Verringerung war jedoch aufgrund der Abweichungen zwischen den Einzelexperimenten nicht
signifikant. Die beobachtete Wachstumshemmung kann somit lediglich als Tendenz betrachtet
werden. Im Gegensatz zu FF konnte fiir deren Subfraktion PF eine signifikante Unterdriickung
des Zellwachstums auf 84 +17% (T/C) festgestellt werden (Abbildung 51C). CF sowie deren
Subfraktionen CFp und CFa iibten keine signifikante Hemmwirkung auf das Wachstum der
HT29-Zellen aus (Abbildungen 51D - F).

In Abbildung 52 sind die Ergebnisse der Abbildungen 51A—F vergleichend dargestellt.
Waéihrend AF das Tumorzellwachstum am potentesten unterdriickt, hatte FF einen vergleichs-
weise schwachen Einfluss auf diesen Parameter. PF, die Subfraktion von FF, besals eine
stdrkere Hemmwirkung als FF selbst. Die restlichen Fraktionen iibten keine signifikante

Wachstumshemmung auf HT29-Zellen aus. Durch Addition der wachstumshemmenden Wir-
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Abbildung 52: Zusammenfassung der Daten zur Wachstumshemmung durch HBE-Subfraktionen (Abbil-
dung 51). Wachstumshemmung durch HBE-Subfraktionen. AF: anthocyanreiche Fraktion; FF: anthocyanfreie
Fraktion; PF: Polymerfraktion; CP: Kopigmentfraktion; CFp: polare Kopigmentfraktion; CFu: unpolare
Kopigmentfraktion. AK: Aquivalenzkonzentration; RK: Realkonzentration; HBE: Heidelbeerextrakt (200 pM).
Inkubationsdetails sieche Abbildung 51. Student’s t-Test bezogen auf die Negativkontrolle und auf HBE
(200 pg/ml): x p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4 Ergebnisse und Diskussion

kungen der beiden Hauptfraktionen AF und FF wird mit 254+11% (T/C) nahezu die
hemmende Wirkung des Gesamtextrakts (314+15% (T/C)) erreicht. Die Ergebnisse lassen
eine additive Wirkung vermuten. Dies miisste jedoch in einer Koinkubation bestéatigt werden,
was aufgrund der Materiallimitierung nicht moglich war. Die Wirkung von FF scheint
ausschlieflich auf den Anteil der polymeren Proanthocyanidine zuriickzugehen, da CF keine
wachstumshemmende Wirkung vermittelt. Der Vergleich der Fraktionierungsexperimente legt
den Schluss nahe, dass die wachstumshemmenden Eigenschaften des HBE durch andere
Verbindungen vermittelt werden, als die EGFR-Hemmwirkung des Extrakts (Abschnitt 4.3.3).
Waéhrend die EGFR-hemmende Kapazitat vorwiegend in der anthocyanfreien Fraktion FF
(Abbildung 44B) lokalisiert wurde, trug die Anthocyanfraktion AF durchaus substanziell zur

wachstumshemmenden Wirkung bei.
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4.4 Einfluss auf die Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene

4.4 Einfluss auf die Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene

4.4.1 Bioaktivitit HBE-beladener Kapselsysteme in vivo

Inwvitro wurde weder in der vorliegenden Arbeit noch in den Untersuchungen von Schantz
[2011] eine Steigerung der Bioaktivitdt des HBE nach Einbringung in die unterschiedlichen
Kapselsysteme aufgezeigt. In Abhéngigkeit der untersuchten Formulierungssysteme und der
biologischen Endpunkte wurde entweder keine Modulation der Bioaktivitdt (EGFR- bzw.
Zellwachstumshemmung) beobachtet oder es mussten moderate bis komplette Verluste der
biologischen Wirksamkeit nach Verkapselung des HBE verzeichnet werden. Die Resultate
der exvivo-Fermentation mit Ileostomaausfluss (Abbildungen 36A —C) weisen darauf hin,
dass die EGFR-Hemmung im GIT vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt. Damit
stellte sich die Frage, welche Biomarker invivo geeignet sind, eine biologische Aktivitdt zu
erfassen, um den Einfluss der Verkapselung vergleichen zu kénnen. Hierbei sind insbesondere
systemische Wirkungen von Interesse, da sie Finfliisse auf die Bioverfiigbarkeit zumindest
teilweise widerspiegeln. Als Parameter fiir diese Untersuchungen wurde daher der Nrf2-
aktivierende Einfluss des anthocyanreichen HBE inwvivo und invitro betrachtet. Im Fokus
dieser Untersuchungen stand dariiber hinaus die Frage, inwiefern neben der Stabilisierung
wertgebender Inhaltsstoffe auch deren Bioverfiigbarkeit in vivo durch Verkapselung optimiert
werden kann, sodass eine verbesserte chemopréventive Wirkung im Organismus resultiert.
Die kontrollierte Humanstudie, die in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Richling (Tech-
nische Universitdt Kaiserslautern, Institut fiir Lebensmittelchemie und Umwelttoxikolo-
gie) und Arbeitsgruppe Melcher (Universitatsklinikum Wiirzburg, Medizinische Klinik und
Polyklinik IT) durchgefiihrt wurde, gliederte sich in zwei Probandenkollektive (Genehmigt
durch den Ethikausschuss der Universitdt Wirzburg, Nr. 32/10). Das erste Kollektiv

I:l washout-Phase (48 h) I:I Studientag I:l rekrutierungsbedingte Zwischenphase

v HBE ¥ MPK ¥ CPK
Studien-
washout | 1 2 Wochen washout | 2 10 Wochen washout | 3 zeitraum

-------------------------------------------- . (Tage)
Studientag [~
(Stunden) 1 2 3 4 5 6 7 8
¢ Proben-
: : ' i verabreichung

v \ v v Blutproben
¢ ¢ * ¢ * lleostomaaus- *
flussproben
Abbildung 53: Schematische Darstellung der Studienkonzeption. Abkiirzungen: HBE: Heidelbeerextrakt;

MPK: molkenproteinbasierte Hohlkapseln; CPK: Citruspektinkapseln. Genehmigt durch den Ethikausschuss
der Universitdt Wiirzburg, Nr. 32/10.
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4 Ergebnisse und Diskussion

(Ileostomieprobanden, IP) setzte sich aus finf weiblichen Morbus-Crohn-Patientinnen, die
aufgrund ihrer Erkrankung einen kiinstlichen Darmausgang nach dem terminalen Ileum
(Tleostoma) besitzen, zusammen. Das Kontrollkollektiv (Kontrollprobanden, KP) bestand aus
fiinf gesunden Frauen. Die Interventionsstudie wurde in drei Studienabschnitte zu je drei
Tagen untergliedert (Abbildung 53). Die Zeitraume zwischen den Studienabschnitten betrugen
rekrutierungsbedingt zwei bzw. zehn Wochen. Im ersten Studienabschnitt konsumierten die
Probanden 10g unverkapselten HBE. Diese Menge entspricht etwa dem Polyphenolgehalt
von 300g frischen Wildheidelbeeren. Im zweiten und dritten Studienabschnitt wurden
den Probanden 10g HBE verkapselt in molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln (MPK,
Abschnitt 2.6.1) bzw. schellackbeschichteten Citruspektinkapseln (CPK, Abschnitt 2.6.4)
verabreicht. HBE sowie die beiden Kapselsysteme wurden jeweils als Bolusgabe!, eingeriihrt
in 150 g Magermilchjoghurt, auf niichternen Magen verzehrt. Im Zeitraum von 48 h vor der
Probenverabreichung waren die Probanden angehalten, sich polyphenolarm zu ernéhren.
Unmittelbar vor der Probenverabreichung (0h) sowie 1, 2, 4 und 8h danach wurden Blut-
und Ileostomaausflussproben gesammelt (Abbildung 53). 6 h nach der Intervention wurde eine
zusétzliche Ileostomaausflussprobe genommen.

Als Studienparameter wurden die Transkriptionsdnderung Nrf2/ARE-abhéngiger Gene und
die DNA-Schiadigung (Basis- und oxidative Schidden) mononukledrer peripherer Blutzellen
(PBMC), die Beeinflussung des GSH-Status im Blutplasma sowie Anthocyangehalte der
[leostomaausfliisse bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Transkriptionsdnderung
Nrf2/ARE-regulierter Gene untersucht. Die restlichen Parameter wurden von der Arbeits-

gruppe Richling bestimmt.
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Abbildung 54: Vorauswahl Nrf2/ARE-regulierter Gene. Untersucht wurden die Transkriptdnderungen der
Gene HO-1, Nrf2, NQO1, y-GCLy,, GSTA1, GSTP1 und GSTT1 in PBMC gesunder Probanden mittels
gRT-PCR 8h nach Verzehr von 10g HBE. Die Quantifizierung erfolgte in Duplikaten normiert auf p-Aktin
als endogenes Kontrollgen und die Basislinie (t=0h). MW + R/2 von ein bis zwei Probanden.
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4.4 Einfluss auf die Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene

Vorauswahl Nrf2/ARE-regulierter Gene

Die relative Transkription der Gene HO-1, Nrf2, NQOI1, y-GCL,,, GSTA1, GSTP1 und
GSTT1 (Abschnitt 2.2.9) wurde in ein bis zwei gesunden Probanden 8 h nach Verzehr von
unverkapseltem HBE mittels gqRT-PCR bestimmt. (3-Aktin wurde als endogenes Kontrollgen
zur Quantifizierung der Transkription herangezogen. Signifikante Unterschiede zur Basislinie
(t=0h) wurden aufgrund der niedrigen Probenzahl nicht bestimmt.

Die Transkription der Gene HO-1 und NQO1 wurde nach HBE-Verzehr auf ~40-50%
verringert. Gleichzeitig erhohte sich der mRNA-Level von NQO1 auf ~ 160 % (Abbildung 54).
Die Transkription der Gene y-GCLy,, GSTP1 und GSTT1 war nach 8 h nicht wesentlich beein-
flusst (Verringerung <20 %). Das Gen GSTA1 wies eine sehr niedrige mRNA-Absolutmenge
auf (Cy-Werte >40). Die Transkription der Gene y-GCLy,, GSTP1 GSTT1 und GSTA1

wurden daher nicht weiter verfolgt.

Unverkapselter HBE

Die Transkriptmengen der Nrf2/ARE-regulierten Gene HO-1, Nrf2 und NQO1 in PBMC
der Kontroll- und Ileostomieprobanden wurde 1-8h nach Verzehr von 10g unverkapsel-
tem HBE quantifiziert. Als endogene Kontrollgene dienten (-Aktin und Glycerolaldehyd-
3-phosphatdehydrogenase (GAPDH). Die Quantifizierung der Gentranskription erfolgte letzt-
lich in Relation zu GAPDH, da die Transkriptmenge von (-Aktin (Cq) einerseits groferen
Schwankungen unterlag und andererseits starker von den Transkriptkonzentrationen der zu
untersuchenden Gene abwich (ACy).

In PBMC der Kontrollprobanden wurde die Menge der HO-1-Transkripte bereits 1h
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Abbildung 55: Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene in PBMC von A) Kontrollprobanden (n=75)
und B) Ileostomieprobanden (n=>5) nach einmaligem Verzehr von 10g HBE. Die Quantifizierung erfolgte
mittels gqRT-PCR in Triplikaten, normiert auf GAPDH als endogenes Kontrollgen und die Basislinie (t =0h).
MW £ SD von relativen Transkriptmengen aus jeweils fiinf Probanden. Student’s ¢-Test bezogen auf die
Negativkontrolle: * p < 0,05; *x p<0,01; *xx p<0,001. Abkiirzungen: HBE: Heidelbeerextrakt; PBMC:
Mononukledre peripheren Blutzellen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

nach Verzehr signifikant verringert (Abbildung 55A). Die minimale Transkriptmenge wurde
nach 2h mit 61416 % beobachtet. Im anschliefenden Zeitraum (4—8h) erhshte sich die
Menge leicht. Eine signifikante Absenkung konnte fiir Nrf2 erst nach 2h beobachtet werden.
Auch bei diesem Gen lag das Minimum bei 2h mit einer Verringerung auf 38 +11 %. Die
NQO1-Transkriptmenge wurde signifikant und zeitabhéngig erhoht. Die starkste Induktion
wurde nach 8 h mit einer Transkripterhohung auf 142 +23 % gemessen. Der Effekt war zu
diesem Zeitpunkt somit noch nicht abgeklungen. Inwiefern die Transkriptmenge im weiteren
Zeitverlauf moglicherweise erh6ht wird, kann aus den Daten nicht abgeschétzt werden.

In PBMC der Ileostomieprobanden wurden die Transkriptmengen der Gene HO-1 und
NQO1 nach Verzehr von HBE nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 55B), jedoch konnte
fiir HO-1 nach 1 und 2 h eine geringfiigige Verringerung auf 87 4+ 35 bzw. 82 4+ 23 % beobachtet
werden. Der mRNA-Level von Nrf2 wurde signifikant reduziert: Bereits nach 1h wurde eine

maximale Unterdriickung der Nrf2-Transkriptmenge auf 30 + 10 % beobachtet.

Extraktbeladene MPK

Im zweiten Studienabschnitt wurden 10g HBE, verkapselt in 144g MPK verabreicht.
Aufgrund des sauren Geschmacks der Kapseln durften die Probanden die Zubereitung nach
Belieben mit Siifsstoff siifsen. In der Kontrollgruppe standen in diesem Studienabschnitt
nur vier der fiinf Probandinnen zur Verfiigung, da eine Person die Studie unterbrechen
musste. Weiterhin wurden die RNA-Proben der restlichen Probanden 1h nach Verzehr nicht
zur Berechnung der Gentranskription herangezogen, da die RNA-Qualitdt dieser Proben zu
niedrig war (RNA-Integrititswerte (RIN) < 5; Abschnitt 6.3.3).

Die Transkriptmengen in PBMC der Kontrollprobanden unterlag nach Intervention mit
MPK starken interindividuellen Schwankungen (Abbildung 56A). Keines der untersuchten
Gene wurde signifikant in seiner relativen Transkription moduliert. Die Transkriptmengen
in PBMC der Ileostomieprobanden wurden nicht signifikant modifiziert (Abbildung 56B)
und die Schwankungen zwischen den Probanden waren deutlich niedriger. Lediglich 1h nach
Verzehr der MPK konnte eine signifikante Unterdriickung der Gene HO-1 und Nrf2 auf jeweils
79+23% verzeichnet werden. Im weiteren Verlauf der Intervention (2-8h) hielt sich die

Transkription der Gene im Bereich der Basislinie auf.

Extraktbeladene CPK

Im letzten Studienabschnitt wurde HBE in CPK verzehrt (10 g HBE in 30 g Kapseln). Dieses
Kapselsystem wurde zuvor in den invitro-Versuchen nicht untersucht. Bei diesen Kapseln
handelt es sich im Gegensatz zu den fliissigkeitsgefiillten PHK um feste Matrixkapseln
(Abschnitt 2.6.4). Da diese Kapseln einen Schellackiiberzug aufwiesen, waren diese, im
Gegensatz zum unverkapselten HBE und den beladenen MPK, weitgehend geschmacksneutral.

Nach Intervention mit den extraktbeladenen CPK wurden die mRNA-Level der Gene
HO-1 und NQO1 in PBMC der Kontrollprobanden bereits nach 1h signifikant auf 73+9
bzw. 67+ 15% verringert (Abbildung 57A). Die Transkriptmenge von HO-1 hielt sich im
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Abbildung 56: Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene in PBMC von A) Kontrollprobanden (n=4)
und B) Ileostomieprobanden (n=25) nach einmaligem Verzehr von 10g HBE verkapselt in 144 g MPK. Die
Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR in Triplikaten, normiert auf GAPDH als endogenes Kontrollgen
und die Basislinie (t=0h). MW £SD von relativen Transkriptmengen aus jeweils fiinf Probanden.
Student’s t-Test bezogen auf die Negativkontrolle: *x p < 0,01. Abkiirzungen: HBE: Heidelbeerextrakt; MPK:
Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln; PBMC: Mononukledre peripheren Blutzellen.

anschliefenden Zeitraum signifikant unterdriickt auf ~ 80 %. NQO1 unterlag im folgenden
Zeitverlauf Schwankungen. Die Transkriptmenge von Nrf2 in PBMC der Kontrollprobanden
wurde durch die Intervention mit MPK nicht signifikant beeinflusst.

Die Messungen der Gentranskription in PBMC der Ileostomieprobanden unterlag groferen
Schwankungen (Abbildung 57B). Eine Tendenz zeichnete sich dahingehend ab, dass die
Transkriptmengen aller Gene zeitabhéngig verringert wurden. Dieser Effekt erwies sich fiir
Nrf2 nach 8 h Intervention mit einer Verringerung auf 76+ 20 % als signifikant.

In den vorausgegangen Untersuchungen in gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass
der Konsum von Heidelbeerinhaltsstoffen innerhalb kurzer Zeit (1—-2h nach Intervention)
einen Einfluss auf die Transkriptmenge Nrf2/ARE-abhingiger Gene in Blutzellen hat.
Waéhrend die Transkriptmenge fiir NQO1 erhéht wurde, konnte fiir die mRNA-Mengen von
HO-1 und Nrf2 eine Verringerung beobachtet werden. In PBMC der Ileostomieprobanden
waren diese Effekte auf die Transkriptmengen deutlich schwécher ausgepragt als in Blutzellen
der Kontrollgruppe. Die Verkapselung des HBE fiihrte dazu, dass die fiir den unverkapselten
Extrakt beobachteten Effekte auf die Gentranskription merklich reduziert wurden.

Um die Unterschiede der Transkriptionsmuster zwischen dem unverkapselten Extrakt und
den Kapselsystemen zu verdeutlichen, wurden in Abbildung 58 die Effekte der verschiedenen
Praparationen vergleichend dargestellt. In Abbildung 58A und B wird ersichtlich, dass in
PBMC der Kontroll und Ileostomieprobanden fiir die Transkriptmengen von HO-1 nach
Verzehr des verkapselten HBE keine signifikanten Unterschiede zum unverkapselten Extrakt
bestehen. Die Transkriptmengen von NQO1 sind in Kontrollprobanden nach Verzehr der
Kapseln jedoch signifikant niedriger als nach Verzehr des freien Extrakts (Abbildung 58C).
In den Ileostomieprobanden wurde fiir den unverkapselten Extrakt kein Effekt festgestellt,

daher konnte nach Verkapselung auch keine Verédnderung gezeigt werden (Abbildung 58D).
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Abbildung 57: Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene in PBMC von A) Kontrollprobanden (n

und B) Ileostomieprobanden (n

5) nach einmaligem Verzehr von 10g HBE verkapselt in 30g CPK. Die

Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR in Triplikaten, normiert auf GAPDH als endogenes Kontrollgen

und die Basislinie (t =0h). MW %+ SD von relativen Transkriptmengen aus jeweils fiunf Probanden. Student’s

* p<0,05; *x p<0,01; #xx p<0,00l. Abkiirzungen: CPK:

Citruspektinkapseln; HBE: Heidelbeerextrakt; PBMC: Mononukleédre peripheren Blutzellen.

t-Test bezogen auf die Negativkontrolle:

Die in PBMC der Kontroll- und Ileostomieprobanden gemessene Unterdriickung der Nrf2-

Transkription durch unverkapselten HBE war nach Verzehr der extraktbeladenen Kapselsys-

teme signifikant schwécher. Fiir die Kontrollgruppe gilt dies fiir die Zeitpunkte 2 und 4h

(Abbildung 58E) und in der Ileostomiegruppe fiir die Zeitpunkte 2 und 8 h (Abbildung 58F).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.2 Bioaktivitdt ausgewdhlter HBE-Inhaltsstoffe und -Abbauprodukte in
vitro

Invivo konnte die Beeinflussung der Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene nach Inter-
vention mit unverkapseltem HBE gezeigt werden. Die Transkriptmengen von HO-1 und NQO1
wiesen nach HBE-Konsum zwischen den Kontroll- und Ileostomieprobanden signifikante
Unterschiede auf: Wéhrend in PBMC der Kontrollprobanden die Transkription dieser
beiden Gene moduliert wurde, konnte in der Ileostomiegruppe keine Verdnderung der
Transkriptmengen beobachtet werden. Die mRNA-Mengen von Nrf2 wurden jedoch in beiden
Gruppen nach HBE-Intervention vermindert. Da die Modulation der Gene NQO1 und HO-1
nur in Probanden mit einem aktiven Kolon beobachtet wurde, stellte sich die Frage ob
intestinal gebildete Abbauprodukte an der biologischen Wirkung des HBE beteiligt sind. In
den folgenden Untersuchungen wurden daher der unverkapselte HBE, HBE-Bestandteile und
Anthocyanabbauprodukte hinsichtlich einer Nrf2-aktivierende Wirkung mittels Luciferase-
Reportergenassay sowie qRT-PCR untersucht.

Luciferase-Reportergenassay

Die Messung der Nrf2-Aktivitdt wurde zunéchst in einem Luciferase-Reportergenassay in
CHO-Zellen (Chinese hamster ovary cells) durchgefiihrt. Die Zellen wurden stabil mit einem
Expressionsvektor, der fiir ein mGSTA1-ARE gekoppeltes Photinus pyralis-Luciferasegen
kodiert, und einen zweiten Vektor, kodierend fiir das GFP-Gen (Green fluorescent protein),
transfiziert. Fertig transfizierte Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Dirsch (Universitit
Wien, Institut fiir Pharmakognosie) zur Verfiigung gestellt.

Die transfizierten CHO-Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen des nativen
HBE, sowie den beiden HBE-Subfraktionen AF und FF, um zwischen der Wirkung von
Anthocyanen und des Nichtanthocyananteils zu unterscheiden, inkubiert. Weiterhin wurde
das Anthocyan Cy-3-glc und das entsprechenden Aglycons Cyanidin untersucht. Dariiber
hinaus erfolgten Inkubationen mit den intestinal gebildeten Anthocyanabbauprodukten
Protocatechusédure, Gallussdure, Syringasdure und Phloroglucinolaldehyd [Fleschhut et al.,
2006]. 2-Cyan-3,12-dioxo-1,9-dien-28-oleanolsdureimidazolid (CDDO-Im, Abbildung 12D) als
wurde als positiver Nrf2-Aktivator eingesetzt.

Die Inkubationen mit HBE, den Subfraktionen AF und FF, dem Anthocyan Cy-3-glc,
dem Anthocyanidin Cyanidin und den Phenolcarbonsduren Protocatechu-, Gallus- bzw.
Syringasédure hatten nach 20 h keinen signifikanten Effekt auf die Nrf2-Aktivitéat im Luciferase-
Reportergenassay (Abbildung 59A). Phloroglucinolaldehyd, das gemeinsame Abbauprodukt
aller Anthocyane, war als einzige Testsubstanz in der Lage, die Nrf2-Aktivitat signifikant auf
129+16% (T/C) (400 uM) zu erhdhen. Die Positivkontrolle CDDO-Imidazolid induzierte
die Nrf2-Aktivitdt auf 300+24% (T/C). Die Viabilitdt der CHO-Zellen, gemessen als
GFP-Fluoreszenz, wurde durch keine der Testsubstanzen signifikant beeintréchtigt (Abbil-
dung 59B).
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ARE-Induktion verschiedener HBE-Inhaltsstoffe und -abbauprodukte im Luciferase-

Reportergenassay. CHO-Zellen wurden stabil mit mGSTA1-ARE gekoppelten Photinus pyralis-Luciferasegen
transfiziert. Die Zellen wurden 20h mit den Testsubstanzen in Gegenwart von Katalase (100U/ml)

Abbildung 59

inkubiert. A) Nrf2-Induktion gemessen an der Luciferaseaktivitit; B) Viabilitdt der CHO-Zellen, gemessen

Die relative Nrf2-Aktivitat wurde normiert auf das GFP-Signal und die

Negativkontrolle (1% DMSO). MW £ SD von mindestens drei unabhéngigen Versuchen. Student’s ¢-Test

an der GFP-Fluoreszenz.

bezogen auf die Negativkontrolle: x*x p < 0,01; **x p <0,001. Abkiirzungen: AF: anthocyanfreie Subfraktion;

HBE: Heidelbeerextrakt;

GA: Gallussaure;

PGA: Phloroglucinolaldehyd; SA: Syringaséure.

anthocyanfreie Subfraktion;

Imidazolid; FF:
PCA: Protocatechuséure;

CDDO-

CIL:

Transkriptionsanalyse

Die mRNA-Level Nrf2/ARE-regulierter Gene wurden nach Inkubation mit ausgewihlten

Testsubstanzen im Kolonkarzinommodell (HT29-Zellen) mittels qRT-

PCR ermittelt, um

die Ergebnisse des Luciferase-Reportergenassay auf Transkriptionsebene zu ergédnzen. Die

Gene HO-1, NQO1 und Nrf2, die bereits zuvor in der Humanstudie untersucht wurden

(Abschnitt 4.4.1), dienten in dieser Studie ebenfalls als Zielgene hinsichtlich einer Aktivierung

des Nrf2/ARE-Signalwegs. HT29-Zellen wurden in Anlehnung an die Untersuchung der

Nrf2-Aktivierung im Luciferase-Reportergenassay 20h mit nativem HBE, dem Anthocyan

Cy-3-glc bzw. den intestinal gebildeten Cyanidinabbauprodukten Protocatechusédure und
Phloroglucinolaldehyd inkubiert. Als Positivkontrollen dienten CDDO-Imidazolid und ¢-BHQ.
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Die Transkriptmengen der Gene HO-1 und Nrf2 wurden nach Inkubation mit Phloro-
glucinolaldehyd konzentrationsabhéngig und signifikant auf 331+ 52 bzw. 215423 % (Abbil-
dung 60). HBE, Cy-3-glc und PCA erwiesen sich als unwirksam. NQO1 hingegen wurde
durch keine der untersuchten Substanzen beeinflusst. Im Gegensatz zu Phloroglucinolaldehyd
erhohten die Positivkontrollen CDDO-Imidazolid und ¢-BHQ die Transkriptmengen der Gene
HO-1 und NQO1. Die Nrf2-mRNA-Level wurden hingegen nicht signifikant moduliert.
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Abbildung 60: Modulation Nrf2/ARE-regulierter Gene nach 20h Inkubation mit HBE, Cy-3-gly,
Protocatechusdure (PCA) und Phloroglucinolaldehyd (PGA) in Gegenwart von Katalase (100U/ml).
Die relativen Transkriptmengen wurden normiert auf B-Aktin und die Negativkontrolle (1% DMSO).
Positivkontrollen: CDDO-Imidazolid (CI, 100 nM) und ¢-BHQ (200 pM). MW £ SD von drei unabhéngigen
Versuchen. Student’s t-Test bezogen auf die Negativkontrolle: xx p < 0,01; *x*x p < 0,001.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass durch die Inkubation mit Phloroglucinolaldehyd
sowohl eine Induktion der Luciferase im Nrf2-Reportergensystem sowie eine Modulation
der Gentranskription der Nrf2/ARE-regulierten Gene HO-1 und Nrf2 resultierte. Diese
Daten sprechen fiir eine Aktivierung des Nrf2-Signalwegs durch Phloroglucinolaldehyd als
einzige untersuchte Substanz. Der native Extrakt, verschiedene Subfraktionen, Anthocyane,
Anthocyanidine sowie aus Abbau resultierende Phenolcarbonsiuren konnten den Nrf2-

Signalweg in beiden Testsystemen im gewéhlten Konzentrationsbereich nicht induzieren.
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4.5 Gesamtdiskussion

Tumorerkrankungen stellen in Deutschland nach Herzkreislauferkrankungen die zweih&ufigste
Todesursache bei Ménnern und Frauen dar [Statistisches Bundesamt, 2011]. Als Verursacher
fiir die meisten Tumorerkrankungen mit Todesfolge wird der Einfluss der Erndhrung noch
vor Tabakkonsum angefiihrt [Robert-Koch-Institut, 2012]. Obwohl bereits eine Vielzahl an
Erndhrungsempfehlungen erstellt wurden, konnten bislang vergleichsweise wenige wissen-
schaftlich bestétigt werden [Wicki und Hagmann, 2011]. Die haufigsten, erndhrungsbedingten
Ursachen stellen Ubergewicht, erhohter Konsum von Alkohol und rotem Fleisch sowie ein
geringer Verzehr von Obst und Gemiise dar [Parkin et al., 2011]. Neben dem Ballaststoffanteil
wurden in Obst und Gemiise vor allem die Gruppe der sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen als
préventiv hinsichtlich der Tumorbildung identifiziert [Thomasset et al., 2007|. Heidelbeeren
beispielsweise enthalten einen hohen Anteil an Polyphenolen [Juadjur und Winterhalter,
2012|. Dartiber hinaus konnte die bioaktive Wirkung von Heidelbeerextrakten mehrfach
gezeigt werden [Teller et al., 2009b, Thomasset et al., 2009a]. Die Wirkung von Polyphenolen
ist organ- bzw. gewebeabhingig [Crozier et al., 2009]. Insbesondere im GIT treten nach
Verzehr vergleichsweise hohe lokale Konzentrationen dieser Substanzen auf, daher diirften
unter anderem im Diinndarm und Kolon wesentliche bioaktive Wirkungen zu erwarten sein
[Kahle et al., 2006].

In dieser Arbeit sollte die Auswirkung der Verkapselung von bioaktiven Inhaltsstoffen
eines anthocyanreichen Heidelbeerextrakts (HBE) sowohl analytisch als auch auf Basis der
biologischen Wirksamkeit erfasst werden. Die Verkapselung zielt daher einerseits auf die
Stabilisierung sensitiver Naturstoffe in Lebensmitteln und andererseits auf eine Modulation
der lokalen Verfiigbarkeit bzw. die kontrollierte Freisetzung dieser Substanzen im GIT ab.
Da in vorausgegangen Arbeiten des Arbeitskreises insbesondere anthocyanreiche Extrakte
potentiell bioaktive Wirkungen aufwiesen |Teller et al., 2009b, Esselen et al., 2011a,b|, wurde
das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit auf den Anthocyananteil der HBE-Polyphenole
gelegt.

Anthocyanfreisetzung aus Kapseln

Um die biologischen Wirkungen des verkapselten HBE in in vitro-Untersuchungen interpre-
tieren zu konnen ist die Kenntnis tiber die Konzentration bioaktiver HBE-Inhaltsstoffe im
Zellkulturmedium wéhrend der Inkubation notwendig. Untersucht wurden hierbei ausschliefs-
lich die einzelnen Anthocyane des HBE mittels HPLC-DAD-Analyse. In diesen Untersu-
chungen zeigte sich, dass die Freisetzung dieser Substanzen stark abhéngig vom gewéhlten
Verkapselungssystem ist und von einem raschen Abbau im neutralen Medium iiberlagert
wird. Aus den verhéltnisméfig kleinen MPK (x50 3 =52 412 pm) wurde eine extrem schnelle
Anthocyanfreisetzung innerhalb weniger Minuten beobachtet (Abbildung 25A), wihrend
die Freisetzung aus den deutlich groferen PHK (d=1-3mm) bis zu 60min bendtigte
(Abbildung 26A).

Die diffusionsbasierte Freisetzung von Substanzen aus sphérischen Partikeln ist abhéngig
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von deren volumenspezifischen Oberflache S,, die sich wiederum reziprok proportional zum

Sauterdurchmesser! z; o der Partikel verhilt (Formel 4.1).

Sy = — (4.1)

Die freigesetzte Masse der eingebetteten Substanz i ist wiederum proportional zur Ubertra-
gungsflache S,. Dariiber hinaus ist m abhéngig vom Konzentrationsunterschied der Substanz
zwischen Kapselmatrix (¢) und Zellkulturmedium (cz). Somit gilt der Zusammenhang in
Formel 4.2 [Baehr, 2010].

m o o X |c —cp| (4.2)
1,2

Die schnelle Freisetzung aus MPK ist folglich iiber die grofere Ubertragungsfliche S,
und eine hohere Anthocyanbeladung ¢ zu erkldren (Die Extraktabsolutkonzentration im
Kulturmedium wurde konstant gehalten, indem entsprechend weniger Kapseln eingesetzt
wurden). Dariiber hinaus ist auch die unterschiedliche Zusammensetzung der Kapselmatrix zu
beriicksichtigen, sodass die Freisetzung der Anthocyane nicht ausschliefslich von Partikelgrofe
und der Beladung abhéngig ist.

Nach Integration der Fléchen unter den Konzentrationsverldufen (AUC) in Abbildung 27B
zeigte sich, dass die Anthocyanmenge im Zellkulturmedium nach Inkubation mit MPK (bei
gleicher Ausgangskonzentration) {iber die Zeit signifikant hoher (119410 %) war als fiir den
unverkapselten Extrakt (100 %). Die AUC resultierend aus Anthocyanen des PHK-Systems
war dagegen signifikant verringert (75 +3%).

MPXK scheinen sich somit stabilisierend auf die Anthocyane des HBE auszuwirken (Abbil-
dung 27B). Fehler durch eine moglicherweise erhohte Beladung der Kapseln konnten ausge-
schlossen werden, da der Anthocyananteil der Kapseln im Vorfeld der Untersuchung ermittelt
wurde. Die Stabilisierung ist vermutlich auf den Proteingehalt der Kapseln zuriickzufiihren.
Die Proteinassoziation und die damit verbundene Stabilisierung von Polyphenolen wurde
in mehreren Studien nachgewiesen. In einer Struktur-/Aktivitdtsuntersuchung zeigten Xiao
et al. [2011] die Affinitdt einer Vielzahl an monomeren Flavonoiden zu y-Globulin auf. Die
Hydroxylierung des B-Ringes fiihrte in ihren Untersuchungen zu einer Erhohung der Protein-
affinitdt. Die Einfiilhrung von Methoxygruppen verringerte diese Affinitdt jedoch deutlich.
Anthocyane wurden in diese Untersuchung jedoch nicht eingeschlossen. Die Proteinbindung
von Polyphenolen kann sehr unterschiedlich ausfallen: So wiesen Rehse et al. [1981] fiir
das Cumarin Warfarin eine sehr hohe Proteinbindungsaffinitédt auf. In ihrer Studie zeigten

sie, dass 99,5 % des Cumarins an humanes Serumalbumin gebunden werden. Boulton et al.

!Sauterdurchmesser: Kenngrofe zur PartikelgroRenverteilung von Feststoffen und zerkleinerten Fliissigkeiten
(z.B. Sand, Sprays oder Emulsionen). Sie ist definiert als Durchmesser einer Kugel, die das selbe
Volumen/Oberflichenverhéltnis besitzt, wie die Gesamtheit der Partikel des betrachteten Stoffgemisches
[DIN ISO 9276-2 (D), 2006].
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[1998] zeigten, das auch die Art des Proteins fiir die Bindungsaffinitidt von Polyphenolen
entscheidend ist. So war in ihrer Untersuchung das Flavonol Quercetin zu 99,4 % mit humanem
Plasmaalbumin assoziert, jedoch nur zu 39,2% mit oq-saurem Glycoprotein. Viljanen
et al. [2005] untersuchten die Proteinbindung von Anthocyanen in proteinstabilisierten
O/W-Emulsionen. Sie zeigten eine Assoziation von bis zu 20 % der gelosten Anthocyane an
Proteine in den O/W-Grenzflichen. Ackermann [2010] konnte dagegen eine Bindung von
70-84 % geloster Anthocyane (in Abhéngigkeit der Struktur) an humanes Serumalbumin
nachweisen. Dariiber hinaus konnte er eine stabilisierende Wirkung der Proteinassoziation
auf die Anthocyane zeigen. Die Bindung konnte durch Sduredenaturierung wieder aufgelost
werden.

Diese Untersuchungen zeigen, dass Anthocyane sowie Polyphenole mit &hnlichen Struktur-
eigenschaften an Proteine binden. Diese Assoziation wird wahrscheinlich {iber Hydroxy-
gruppen des B-Rings vermittelt. Diese reversible Bindung kdnnte zu einem verminderten
Abbau bzw. einer verringerten Reaktionsfdhigkeit gegeniiber anderen Substanzen fithren. Die
beobachtete, stabilisierende Wirkung der MPK koénnte somit aus einer Proteinassoziation
resultieren.

Der Abbau der Anthocyane nach Freisetzung aus den Kapselsystem wurde durch Ansiu-
ern fiir die HPLC-Quantifizierung abgestoppt. Anthocyane, die mit loslichem Protein im
Zellkulturmedium assoziiert vorlagen, konnten aufgrund der sauren Proteindenaturierung
gelost und folglich erfasst werden. Die Freisetzungskurven stellen somit den kompletten
Gehalt im Zellkulturmedium dar, unabhingig davon, ob die Anthocyane mit léslichem
Protein (freigesetzt aus den Kapseln) assoziiert waren oder nicht. Die Inkubationen wurden
ohne Zusatz von FKS durchgefiihrt, eine Assoziation an Serumproteine konnte folglich
ausgeschlossen werden.

Die Proteinassoziation schien einen stabilisierenden Effekt auf die Anthocyane auszuiiben.
Somit sind die AUC, gemessen mittels HPLC-Analyse, im Vergleich zum unverkapselten
Extrakt und Extrakt in PHK grofer. Diese Assoziation kénnte unter Umstédnden die Bioakti-
vitdt des HBE verringern, da wirksame Inhaltsstoffe in proteingebundener Form nicht mehr
zur Interaktion mit potentiellen Zielen (Beispielsweise Rezeptoren auf der Zelloberfliache) zur
Verfligung stehen. Die Freisetzung der Anthocyane (und anderer bioaktiver Inhaltsstoffe) gibt
somit Anhaltspunkte fiir eine mogliche Modulation der Bioaktivitdt durch die Formulierung
(Beispielsweise die Menge und Freisetzungsrate verfiigbarer Substanzen). Eine Testung in
biologischen Systemen, wie diese anschliefend erfolgte, ist jedoch unabdingbar, um die

Wirkung der Verkapselung auf das Bioaktivitatsprofil des HBE abzuschétzen.

Biologische Wirksamkeit der extraktbeladenen Kapseln in vitro

Die biologische Wirksamkeit des HBE nach Verkapselung wurde in verschiedenen in vitro-
Untersuchungen hinsichtlich potentiell bioaktiver Figenschaften betrachtet. Die Bioaktivitat
wurde anhand der EGFR-Hemmwirkung im zelluldren System, der Wachstumshemmung von

Kolonkarzinomzellen und dem Einfluss auf die Aktivitat von Topoisomerasen untersucht. Eine
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Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 18 aufgelistet.

Tabelle 18: Ubersicht der Ergebnisse hinsichtlich der Freisetzung und der Modulation der Bioaktivitét
des HBE aus verschiedenen Kapselsystemen. Effekte in Relation zum unverkapselten HBE: — kein
Effekt; || moderate Unterdriickung; ||} starke Unterdriickung; n.u.: nicht untersucht. HBE: unverkapselter
Heidelbeerextrakt; MPK: Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln; PHK: Pektinamidbasierte Hohlkapseln;
DMH: Doppelemulsionsbasierte, multidisperse Hiillkapseln.

Untersuchung HBE MPK PHK DMH
Anthocyanfreisetzung

- Zeit sofort <5dmin ~1h >1h
- AUC 100%  119% 5% n.d.
EGFR-Aktivitat

- intakt (A3 — (! —

- aufgeschlossen — U n. u.
- nach exvivo Verdau — — — n. u.
Zellwachstum U A3 [k U
Topoisomerase- — — - —
aktivitat

Die Bioaktivitdt des HBE wurde in Abhéngigkeit der untersuchten biologischen Endpunkte
durch Verkapselung unterschiedlich moduliert: Prinzipiell wurde die biologische Wirksamkeit
nicht erhoéht, sondern blieb entweder konstant oder wurde durch die jeweilige Formulierung
reduziert. Substanzielle Verluste der Bioaktivitit wurden insbesondere hinsichtlich der EGFR-
Hemmwirkung des unverkapselten HBE (Abbildung 28A und B) nach Formulierung in MPK
(Abbildungen 73A und B sowie 74A und B) und DMH verzeichnet (Abbildung 34). Die Verkap-
selung in PHK verringerte die EGFR-Hemmwirkung des Extrakts deutlich (Abbildung 33A),
nach mechanischem Aufschluss dieses Systems konnte jedoch die Bioaktivitdt des Extrakts
vollstéandig wieder hergestellt werden (Abbildung 33A). In Bezug auf die Wachstumshemmung
von HT29-Zellen zeigten die extraktbeladenen Systeme MPK und PHK eine vergleichbare
Wirkung wie der unverkapselte HBE (Abbildung 39), extraktbeladene DMH verringerten das
Wachstum der Zellen sogar stirker (Abbildung 38B).

Hinsichtlich der Modulation der Bioaktivitat spielten somit Freisetzungszeit und Kapsel-
material eine Rolle. Im Hinblick auf den kurzfristigen Effekt (45-180min) der EGFR-
Hemmung wurde nach Inkubation mit intakten Kapseln eine Reduktion der biologischen
Wirksamkeit festgestellt, die mit der Freisetzungsgeschwindigkeit der Extraktbestandteile
negativ korrelierte (Tabelle 18). In der Untersuchung der Wachstumshemmung, die einen
langerfristigen Effekt (72h) des HBE reflektiert, spielte die Freisetzungsgeschwindigkeit des
HBE-Bestandteile hingegen eine untergeordnete Rolle.

Dieser Wirkung stand der Einfluss des Kapselhiillmaterials gegeniiber. Besonders auffillig
war die Reduktion der EGFR-Hemmwirkung des HBE nach Verkapselung in MPK (Abbil-
dungen 73A und B sowie 74A und B), obwohl die enthaltenen Anthocyane bereits nach
kurzer Zeit (<5min) freigesetzt waren (Abbildung 25A und B). Fiir die Verringerung der

biologischen Wirksamkeit durch Proteinverkapselung kénnen zwei Hypothesen aufgestellt
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werden: 1.) Verluste bioaktiver Inhaltsstoffe wihrend des Verkapselungsprozesses und 2.) die
verzogerte Freisetzung bzw. ,, Trapping” solcher Substanzen in der Kapselmatrix.

Kondensierte Tannine (oligomere und polymere Proanthocyanidine, Abschnitt 2.4.3) wirken
aufgrund ihrer hohen Anzahl an vicinalen Hydroxygruppen denaturierend auf Proteine und
sind fiir die Adstringenz vieler Beerenfriichte verantwortlich. In mehreren Studien konnten
Tanninen sowohl antioxidative als auch chemopréaventive Eigenschaften zugeschrieben werden
|[Kenny et al., 2004, Gossé et al., 2005, Saito et al., 2005]. Fridrich et al. [2007a] konnten
oligomere Procyanidine als potente Inhibitoren des EGFR identifizieren. Die Hemmwirkung
war sowohl am isolierten Rezeptor (ELISA) als auch in HT29-Zellen im niedrigen mikro-
molaren Bereich zu beobachten. Auch hydrolysierbaren Tanninen, wie Ellagtanninen, konnte
eine potente, hemmende Wirkung gegeniiber der EGFR-Aktivitit zugeordnet werden |Fridrich
et al., 2008a]. Der Tanninanteil kénnte folglich mitverantwortlich fiir die EGFR-Hemmwirkung
des HBE sein.

Bereits wahrend der MPK-Herstellung wurde ein Verlust des Tanninanteils des HBE
beobachtet [personliche Mitteilung Michael Betz]: Wiahrend der Erstellung der wissrigen
Grundlésung aus Molkenprotein und HBE bildete sich ein Prézipitat, das durch Zentrifugation
abgetrennt wurde (Abbildung 61). Dieses bestand neben unléslichen HBE-Bestandteilen zu
64 % aus Tannin/Protein-Komplexen (6,65 % der urspriinglichen Losung). Das Ausfillen der
Tannine wiahrend der Kapselproduktion in Kombination mit weiteren Faktoren wie Abbau
oder Polymerisierung der Anthocyane, konnte den substanziellen Verlust der Bioaktivitat des
HBE aus den MPK erklaren.

Wasser . Kapsel-
(pH 1,5) HBE/Protein- @ Uberstand —> produktion
I6sung 5000 % g ) —
19 t(31°(/)0F:/c)t _ 2 min 19,3 % Protein Tannin/Protein-
,01 /0 ETOteIN komplexe
(6,65 %)
35,4 % Protein
— [ unlésliche HBE- |
Sediment Bestandteile
(10,4 %) (3,75 %)
| 23,0 % Protein L 0 % Protein

T ————

Abbildung 61: Verlust von Tanninen und unlSslicher HBE-Bestandteile bei der Erzeugung der
HBE/Molkenproteinlésung fiir die Kapselproduktion. MP: Molkenprotein. [personliche Mitteilung Michael
Betz].

Die Untersuchungen der HBE/Protein-Koinkubationen (Abbildung 31) unterstreichen
diese Hypothese. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die biologische Wirksamkeit der
HBE-Inhaltsstoffe in Kombination mit Proteinen substanziell vermindert wird, obwohl
Proteinlosungen auf Anthocyane generell eine stabilisierende Wirkung ausiiben [Ackermann,
2010, Schantz, 2011]. Dies konnte auf die Ausbildung irreversibler Tannin/Proteinagglomerate
oder die reversible Komplexierung von Anthocyanen durch Proteine zuriickzufiihren sein
[Ackermann, 2010]. Beide Stoffklassen wéren somit wihrend der Inkubation nicht in der Lage,

mit Zellen in Interaktion zu treten und ihre biologische Wirksamkeit zu vermitteln. Da der
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HBE nicht vollstédndig charakterisiert wurde, miissen weitere, eventuell noch unaufgeklarte
bioaktive Substanzen in Betracht gezogen werden, die im Gegensatz zu Anthocyanen nicht
in der Lage sind, die Proteingelmatrix im untersuchten Zeitfenster iiber diffusionsbasierte
Prozesse zu verlassen. Einen Hinweis darauf kénnte die Inkubation mit intakten MPKS3
geben (Abbildung 32). In dieser Untersuchung wurden Anthocyane aus den MPK innerhalb
von Minuten freigesetzt, wihrend die Tannine wahrscheinlich fest mit dem Kapselmaterial
assoziert waren. Die Rezeptoraktivitdt wurde nach zwei Stunden, wenngleich schwécher als
durch unverkapselten Extrakt, gehemmt. Dies konnte durch weitere, unaufgeklarte Substanzen
vermittelt worden sein, die langsamer als die untersuchten Anthocyane aus den Kapseln
freigesetzt wurden. Die in vitro-Untersuchung ohne enzymatischen Aufschluss der Kapseln
stellt in dieser Hinsicht ein besonders artifizielles System dar und spiegelt die physiologischen
Vorgénge im Darmlumen nicht wider.

Das Hiillmaterial der aufgeschlossenen PHK schien einen deutlich kleineren Einfluss auf die
biologische Wirksamkeit des HBE zu vermitteln (Abbildung 33A). Obwohl die Komplexierung
von Tanninen mit Pektinen beschrieben ist [Taira et al., 1997], scheint diese im Falle der PHK
keinen Einfluss zu haben. Die Tannine des HBE sind vor allem im fliissigen Kern der Kapseln
lokalisiert. Diese sind jedoch lediglich von einer diinnen Pektinhiille umgeben, die im Vergleich
zum Volumen der Kapseln eine kleine Oberfliche besitzt. Die Tanninbindungsstellen der
Kapselhiille konnten somit schnell abgeséattigt sein, ohne dass eine nennenswerte Verringerung
der Gerbstoffkonzentration in den Kapseln erfolgt.

Schantz [2011] untersuchte den Einfluss derselben Verkapselungsmethoden auf das anti-
oxidative Potential des HBE. Die Untersuchungen wurden in Caco-2-Zellen (Kolonkarzinom-
zellen) iiber 1 bzw. 24h Inkubation durchgefiihrt. Fiir die Einordnung der Modulation der

Bioaktivitdt wurden drei biologische Endpunkte untersucht:

e Die Unterdriickung menadioninduzierter, oxidativer DNA-Schiden wurde im Comet-
Assay [Singh et al., 1988, Collins et al., 1996] untersucht. Der unverkapselte HBE wies
sowohl mnach 1h als auch 24h insbesondere in niedrigen Konzentrationen
(5—10 pg/ml) eine protektive Wirkung hinsichtlich der DNA-Schiadigung durch Mena-
dion auf. Wahrend nach 1h Inkubation keine oder lediglich geringe Effekte beobachtet
wurden, lag die gemessene Unterdriickung der DNA-Schiden durch HBE aus MPK und
PHK nach 24h im Bereich der Wirksamkeit des unverkapselten Extrakts.

e Die Modulation menadioninduzierter GSH-Depletion wurde nach einer Methode von
Gallagher et al. [1994] bestimmt. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
der HBE lediglich in hohen Konzentrationen (250 -500 pg/ml) nach 24 h Vorinkubation
in der Lage war, den GSH-Spiegel leicht, jedoch nicht signifikant anzuheben. HBE
aus allen untersuchten Kapselsystemen (MPK, PHK und DMH) fiihrte nach 24h zur

gleichen tendenziellen Erhéhung der GSH-Konzentration.

e Die Reduktion #-BHQ-vermittelter ROS durch unverkapselten und formulierten HBE

wurde im Dichlorfluoresceinassay [Wang und Joseph, 1999| ermittelt. Der unverkapselte

122



4.5 Gesamtdiskussion

HBE verringerte in hoher Konzentration (500 pug/ml) sowohl nach 1h als auch 24h
Inkubation intrazellulire ROS signifikant. HBE aus den Systemen MPK und PHK
zeigten unabhéngig der Inkubationszeit den gleichen Effekt.

Die Untersuchungen von Schantz zeigten folglich fiir die meisten untersuchten Endpunkte,
dass die biologische Aktivitdt des Extrakts durch die Verkapselung nicht beeinflusst wird.
In den Untersuchung zur DNA-protektiven Wirkung (Comet-Assay) wurde jedoch eine
Verringerung der Wirksamkeit des HBE nach Verkapselung beobachtet. Eine Erhéhung der
biologischen Wirksamkeit konnte, in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit, in den
Untersuchungen von Schantz nicht festgestellt werden.

Die Effekte, die in den verschiedenen Assays von Schantz [2011] und der vorliegenden
Arbeit beobachtet wurden, sind wahrscheinlich auf jeweils unterschiedliche Substanzen bzw.
Substanzklassen des HBE zuriickzufiihren. Diese unterscheiden sich, entsprechend ihrer
chemischen Natur, im Freisetzungsverhalten aus den Kapseln. Die Verkapselungsmethoden
haben folglich, je nach betrachtetem biologischen Endpunkt, einen unterschiedlichen Effekt
auf die biologische Wirksamkeit des HBE.

Kapselaufschluss durch ex vivo-Fermentation

Nach Inkubation der Kolonkarzinomzellen wurde ein substanzieller Verlust der EGFR-
Hemmung des HBE durch Formulierung in die Kapselsysteme festgestellt. Das in vitro-
Zellkulturmodell bildet aufgrund fehlender Verdauungsenzyme den physiologischen Zustand
im GIT, insbesondere hinsichtlich makroskopischer Strukturen wie den Kapselpartikeln,
nur unzureichend ab. In einem weiterfiihrenden Versuchsansatz wurden daher Kapseln
vor der eigentlichen Zellinkubation einer anaeroben ez wvivo-Fermentation mit Ileostoma-
ausfluss unterzogen. Die Anwesenheit aktiver Verdauungsenzyme im Inkubationsmedium
erforderte den deaktivierenden Einsatz von FKS wéahrend der Zellbehandlung. Die EGFR-
Aktivitdtsanalyse musste daher unter diesen Bedingungen neu etabliert werden. Sowohl
HBE (400 pg/ml) als auch Tyrphostin AG 1478 (1 uM) waren unter diesen Bedingungen
in der Lage, die EGFR-~Aktivitit potent zu unterdriicken (69416 bzw. 9+3% (T/C)).
Nach exwvivo-Fermentation wurden jedoch sowohl fiir den unverkapslten HBE als auch fiir
die extraktbeladenen Kapselsysteme der vollstdndige Verlust der biologischen Wirksamkeit
festgestellt (Abbildung 36A - C).

Die glycolytische Spaltung von Polyphenolglycosiden durch ez wivo-Verdau mit Ileosto-
maausfluss wurde von Knaup et al. [2007] gezeigt. Fiir Quercetinglycoside konnten sie
folgende Reihenfolge der Stabilitdt im Fermentationsansatz aufstellen: Que-3-gle < Que-3-gal
< Que-3-xyl < Que-3-arab. Que-3-rham wurde dagegen nicht gespalten. Die Spaltung von
Que-3-glc lief innerhalb der ersten 2h der Inkubation vollsténdig ab. Dariiber hinaus konnten
die Autoren in weiterfithrenden Untersuchungen mit Antibiotika (Penicillin/Streptomycin)
zeigen, dass die hydrolytische Spaltung der Quercetinglycoside ausschlieflich auf die mikro-

bielle Aktivitét zuriickzufiihren ist und nicht auf freie Enzyme.
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Die im Dinndarm vorkommende (-Glucosidase LPH (Abschnitt 2.4.4) ist membran-
gebunden und somit nicht im Ileostomaausfluss zu erwarten. Humane sowie mikrobielle Glyco-
sidasen zeigen in der Regel keine hohe Spezifitit fiir das gebundene Aglycon [Voet und Voet,
2004]. In diesem Kontext ist davon auszugehen, dass Anthocyane (Glucoside, Galactoside
und Arabinoside) und andere Flavonoidglycoside des HBE durch die Glycosidaseaktivitét
wahrend des exwivo-lleostomaverdaus der vorliegenden Untersuchung gespalten wurden.
Anthocyanidinglucoside, die den grofsten Anteil der Anthocyane darstellen, wurden dabei
vermutlich am schnellsten hydrolysiert. Da Anthocyanidine im Vergleich zu den glycosidisch
gebundenen Anthocyanen eine deutlich hohere Bioaktivitdt aufweisen (Abschnitt 4.3), wére
zu vermuten, dass die Bioaktivitdt des HBE durch die Hydrolyse wéhrend des ex vivo-Verdaus
erhoht wird.

Der beobachtete Verlust der Bioaktivitdt des HBE durch den ezwvivo-Verdau (Abbil-
dung 36A) stimmt mit dieser Annahme nicht iiberein. Fiir diese Beobachtung koénnen

verschiedene Ursachen angefiihrt werden:

e Anthocyanidine sind instabiler als Anthocyane. Noch wihrend ihrer Bildung beim
exvivo-Verdau wurden diese vermutlich weiter abgebaut. Dazu trug einerseits der
vergleichsweise hohe pH-Wert (pH6,3) und andererseits die mikrobielle Aktivitét
bei. Keppler und Humpf [2005] wiesen den mikrobiellen Abbau von verschiedenen
Anthocyanen zu den entsprechenden Phenolcarbonséduren und Aldehyden in porzinem
Caecum nach. Anthocyanidine wurden dabei nur in geringem Mafse nachgewiesen. In
vorausgegangenen Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit von Anthocyanidinen
wurden diese zu Beginn der Inkubation in hoher Konzentration eingesetzt (50—100 uM)
[Fridrich et al., 2008b, Teller et al., 2009a]. In den hier gezeigten Untersuchungen muss
davon ausgegangen werden, dass die aus Anthocyanen freigesetzten Anthocyanidine
bereits vor Beginn der Zellinkubation in erheblichem Mafse abgebaut wurden und die

Anthocyanidinkonzentrationen wiahrend der Inkubation somit gering waren.

e Anthocyane bzw. Anthocyanidine spielen fiir die Bioaktivitit des HBE eventuell
nur eine untergeordnete Rolle. Andere bioaktive Substanzen des HBE, wie Tannine,
kénnten mit Proteinbestandteilen des Fermentationsansatzes abreagieren, wodurch die
Bioaktivitdt des HBE verringert wiirde. Der Proteingehalt des Verdauungsansatzes
wurde nicht bestimmt. Obwohl ein grofier Teile der Nahrungsproteine nach Beendigung
der Diinndarmpassage resorbiert sein sollte, kann davon ausgegangen werden, dass
neben sezernierten Proteinen auch unverdauliche Proteine aus der Nahrung den
Diinndarm verlassen. Diese Proteine kénnten bioaktive Substanzen des HBE abfangen
(Abschnitt 4.2.1).

Der exwivo-Verdau der Kapseln konnte die biologische Aktivitdt des HBE nicht wieder
herstellen. Der Verlust der Aktivitdt ist vermutlich analog zum unverkapselten HBE zu be-
werten. Der mikrobielle Abbau von Inhaltsstoffen sowie die Bindung gerbender Bestandteile an

Proteine resultierte moglicherweise in einer substanziellen Reduktion bioaktiver Komponenten
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und spiegelte sich in der verringerten Fahigkeit, die EGFR-Aktivitdt zu unterdriicken, wider.
Untersuchungen mit proteinfreien, spezifisch zusammengesetzten Verdauungsmedien miissen
angeschlossen werden, um die biologische Wirkung matrixgebundener HBE-Inhaltsstoffe in

Proteinkapseln abschliefsend zu beurteilen.

Einfluss auf das Wachstum von Tumorzellen

Der Einfluss der Verkapselung auf das wachstumshemmende Potential des HBE wurde im
SRB-Assay (fiir MDH) bzw. Trypanblauauschlusstest (fiir MPK und PHK) untersucht.
Die Verkapselung in MPK und PHK hatte im untersuchten Konzentrationsbereich (100—
400 pg/ml) keinen vermindernden Einfluss auf die Wirksamkeit des Extrakts (Abbildung 39).
Die Verkapselung in DMH bewirkte sogar eine leichte Steigerung dieses Parameters
(IC50 =323 ug/ml (HBE) gegentiber 105 pg/ml (DMH); Abbildung 38B). Diese Daten stehen
somit scheinbar im Widerspruch zur EGFR-Hemmwirkung, bei der fiir intakte MPK und
DMH ein kompletter und fiir intakte PHK zumindest ein teilweiser Verlust der biologischen

Wirksamkeit beobachtet wurde. Diese Beobachtung kénnte auf mehrere Ursachen beruhen:

e Die Freisetzungsgeschwindigkeit konnte fiir kurzfristige Effekte, wie dies bei der
EGFR-Hemmung der Fall ist, eine deutlich groftere Rolle als fiir den ldngerfris-
tigen Effekt der Wachstumshemmung spielen. Die Freisetzungszeit der Extraktbe-
standteile lag fiir PHK in der Grofenordnung der Inkubationszeit bei der EGFR-
Aktivitdatsbestimmung, fiir DMH sogar dariiber. Unter Umstéinden wurden bioaktive
Nichtanthocyan-Extraktbestandteile nicht komplett freigesetzt, bevor der Assay beendet
wurde. In der Untersuchung der Wachstumshemmung konnten aufgrund der langen
Inkubationszeit alle Bestandteile, sofern sie nicht irreversibel am Kapselmaterial
gebunden waren, in das Zellkulturmedium freigesetzt werden, sodass die Wirksamkeit

des HBE nicht verringert wurde.

e Bestandteile, die am Kapselmaterial gebunden vorlagen, hatten sich innerhalb der langen
Inkubationszeit (72h) l6sen kénnen. Diskutiert wurde die Komplexierung von Tanninen
an das Kapselprotein der MPK (Seite 121). Es wére moglich, dass diese Substanzen
durch Quellung oder langsames Zersetzen des Kapselmaterials wéhrend der langen

Inkubation wieder freigesetzt wurden.

e Die Bildung von bioaktiven Intermediaten, beispielsweise Anthocyanidinen aus Antho-
cyanen durch glycolytische Spaltung, konnte in einem Zeitfenster erfolgen, dass nicht
durch die Aktivitdtsuntersuchungen des EGFR abgedeckt wurde. Im GIT werden
Anthocyane mithilfe mikrobieller 3-Glucosidasen bzw. epithelgebundener LPH hydro-
lysiert [Kay, 2006|. In steriler Umgebung wurde bislang jedoch keine Freisetzung der
Aglyca beobachtet |Keppler und Humpf, 2005, Pérez-Vicente et al., 2002|. Dennoch
ware es denkbar, dass in Anwesenheit von HT29-Zellen Anthocyanidine aus Antho-
cyanen freigesetzt werden. Dieser Vorgang wiirde jedoch langsam erfolgen und die

gebildeten Anthocyanidine wiirden aufgrund ihrer geringen Stabilitdt schnell weiter
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zerfallen. Hohe Anthocyanidinkonzentrationen, die zu einem Zeitpunkt nach 45 min eine
Wachstumshemmung induzieren konnten, sind daher unwahrscheinlich. Untersuchungen
von Kern et al. [2007] lassen jedoch darauf schliefen, dass die Wachstumshemmung
von HT29-Zellen durch Anthocyanidine nicht durch deren intakte Struktur, sondern
iiber unbekannte Abbauprodukte vermittelt wird. Diese koénnten fiir Anthocyane
und Anthocyanidine identisch sein. Die Unterdriickung des Zellwachstums durch eine
Reduktion der EGFR-Aktivitat bel t > 45 min ware daher denkbar.

e Die EGFR-Hemmung und die Reduktion des zellulairen Wachstums stehen moglicher-
weise nicht in einem kausalen Zusammenhang. Weitere zellulire Mechanismen, wie
die Induktion von Apoptose oder die Beeinflussung des Zellzyklus iiber andere RTK,
besitzen ebenfalls einen Einfluss auf das Zellwachstum [Chen et al., 2005, Seeram et al.,
2006, Oak et al., 2006]. Die Prozesse der Rezeptoraktivitits- und der Zellwachstums-
hemmung kénnten folglich durch jeweils unterschiedliche Substanzen vermittelt werden.
Voneinander abweichende Freisetzungs- bzw. Adhésionsverhalten dieser Substanzen aus
dem bzw. an das Kapselmaterial konnten die unterschiedlichen Effekte der verschiedenen

Kapselsysteme erkléren.

Einfluss auf die Aktivitdt von Topoisomerasen

Weiterhin wurde untersucht, ob wéahrend der Freisetzung der verkapselten Inhaltsstoffe
hohe, lokale Substanzkonzentrationen auftreten, die in der Lage sind, adverse Effekte zu
verursachen. Als Parameter hierfiir wurde die stabilisierende Wirkung von Polyphenolen auf
DNA /Topoisomeraseintermediate mittels ICE-Assay betrachtet.

Eine Stabilisierung von DNA /Topoisomeraseintermediaten wurde jedoch weder fiir den
unverkapselten, noch fiir den formulierten HBE beobachtet. Dies zeigt sich in der Abwesenheit
der Banden 5—-15 im ICE-Bioassay nach Immunodetektion mit spezifischen Antikérpern gegen
die Topoisomerasen I, Il und IIf (Abbildung 40).

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Esselen et al. [2011b).
Die Autoren zeigten, dass zwei verschiedene anthocyanreiche Beerenextrakte bis 100 pg/ml
die Bildung von DNA /Topoisomerasekomplexen in HT29-Zellen nicht beeinflusste. In der
genannten Studie konnte jedoch eine potente katalytische Hemmwirkung gegeniiber den
humanen Topoisomerasen I und II der untersuchten Extrakte festgestellt werden. Die
Hemmwirkung der Extrakte korrelierte dabei nicht mit deren Anthocyangehalt und wurde auf
weitere, nicht charakterisierte Inhaltsstoffe zuriickgefiihrt. Die Autoren fithrten Procyanidine,
deren hemmende Wirkung gegeniiber Topoisomerasen von Fridrich et al. [2007a] nachgewiesen
wurde, als Beispiel an. Constantinou et al. [1995] identifizierten die HBE-Inhaltsstoffe
Myricetin und Quercetin (Tabelle 6) als Topoisomeraseinhibitoren. Die katalytische Hemmung
der Topoisomerasen wurde in der vorliegenden Arbeit nicht als biologischer Endpunkt herange-
zogen, um die Modulation der Bioaktivitdt des HBE durch Verkapselung zu untersuchen. Das
Einbringen der formulierten Systeme in reine Enzymassays erschien aufgrund der biologischen

Relevanz als nicht aussagekriftig.
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Die stabilisierende Wirkung der Heidelbeerinhaltsstoffe Quercetin und Myricetin auf
DNA /Topoisomeraseintermediate und die damit verbundene DNA-Schiddigung wurde in
mehreren Studien beschrieben [Austin et al., 1992, Constantinou et al., 1995, Lopez-Lazaro
et al., 2002, Bandele und Osheroff, 2007]. Bei den genannten Studien handelte es sich
jedoch ausschlieflich um zellfreie Untersuchungen. Die Verifizierung dieser Ergebnisse in
zellbasierten Systemen steht noch aus. Obwohl Quercetin und Myricetin im untersuchten
HBE enthalten waren, zeigte dieser weder vor noch nach Verkapselung eine stabilisierende
Wirkung auf DNA /Topoisomeraseintermediate. Die Konzentration der Extrakte in den
Untersuchungen waren unter Umstdnden jeodch zu niedrig, um eine giftende Wirkung
auf Topoisomerasen zu beobachten. Auch nach der Freisetzung aus den Kapseln in das
Zellkulturmedium traten moglicherweise keine lokal erhchten Wirkstoftkonzentrationen auf,
die eine topoisomerasegiftende Wirkung vermitteln wiirden.

Somit bleibt festzuhalten, dass die Formulierung des HBE in die untersuchten Kapselsys-
teme in relevanter Konzentration keine adversen Effekte hinsichtlich einer stabilisierenden
Wirkung auf DNA /Topoisomeraseintermediate aufweisen. Im Falle einer topoisomerase-
stabilisierenden Wirkung einer Substanz misste nach Inkubation von Zellen von einer
erhthten DNA-Strangbruchrade ausgegangen werden. Die Daten der vorliegenden Arbeit
werden daher durch Untersuchungen von Schantz [2011]| gestiitzt, die keinen Hinweis auf
eine DNA-schiadigende Wirkung des HBE auch in hohen Konzentrationen (unverkapselt und

in verschiedenen Systemen formuliert) im Comet-Assay ergaben.

Biologische Wirksamkeit unterschiedlicher HBE-Subfraktionen

In vorausgegangenen Studien wurde die biologische Wirksamkeit von Beerenfriichten und
daraus gewonnenen Extrakten im Wesentlichen auf den Anthocyangehalt zurtickgefiihrt [Kah-
kénen und Heinonen, 2003, Weisel et al., 2006, Teller et al., 2009b|. Nach Untersuchung der
extraktbeladenen Kapselsysteme stellte sich jedoch die Frage, ob die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete in vitro-Aktivitdt des HBE ebenfalls den enthaltenen Anthocyanen zuzuschreiben

ist. Folgende Beobachtungen sprachen gegen diesen ursédchlichen Zusammenhang:

e Anthocyane aus extraktbeladenen MPK werden innerhalb sehr kurzer Zeit komplett frei-
gesetzt (Abbildungen 25A). Trotzdem zeigten die Kapseln keine EGFR-Hemmwirkung
auf (Abbildungen 30). Eine Ursache hierfir konnte allerdings die zuvor diskutierte
Assoziation an Proteine, die aus den Kapseln in das Zellkulturmedium abgegeben

werden, darstellen.

e Die Anthocyanfreisetzung aus PHK in das Zellkulturmedium ist nach 1 h abgeschlossen
(Abbildung 26A). Eine signifikante Verringerung der EGFR-Aktivitat durch HBE aus
intakten PHK konnte jedoch erst nach 3h beobachtet werden (Abbildung 33B). Die
Hemmung durch freien Extrakt wurde bereits nach 45 min beobachtet (Abbildung 28A).

e In den Untersuchungen von Schantz [2011] konnte die antioxidative Wirkung des

HBE in keinem der untersuchten biologischen Endpunkte auf den Anthocyananteil
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zuriickgefiithrt werden.

e Die Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch polyphenolreiche Extrakte scheint

nicht mit deren Anthocyangehalten zu korrelieren (Tabelle 15).

Die biologischen Wirkungen von Beerenextrakten sind folglich nicht zwingend auf deren
Anthocyangehalt zu begrenzen, sondern kénnten moglicherweise durch andere Substanzen
vermittelt werden, die mit Anthocyanen assoziert sind. So weisen viele Flavonoide &hnliche
Polaritdten wie Anthocyane auf und sind somit in den entsprechenden Extrakten vertreten.

Die zuvor untersuchten proliferationsassozierten Parameter der EGFR- und Tumorzell-
wachstumshemmung wurden daher verwendet, um das bioaktive Potential unterschiedlicher
HBE-Subfraktionen (an- bzw. abgereichert an Anthocyanen) abzuschétzen. Die Subfraktionen
wurden durch eine neuartige Auftrennung des HBE nach Juadjur und Winterhalter [2012]
erhalten. Weiterhin wurden verschiedene, isolierte HBE-Inhaltsstoffe in die Untersuchungen

miteinbezogen. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 19: Einfluss getesteter HBE-Subfraktionen und isolierter Bestandteile auf die EGFR-Aktivitdt und
das Wachstum von Tumorzellen. Effekte im Vergleich zum unverkapselten HBE: |{}{ starke Unterdriickung; {}{
moderate Unterdriickung; |} schwache Unterdriickung; 9 Induktion; — keine Modulation; n. u.: nicht untersucht;
n.q.: nicht quantifiziert, aufgrund von Koelution mit Anthocyanen; AF: Anthocyanreiche Subfraktion;
FF: Anthocyanabgereicherte Subfraktion; PF: Polymerreiche Fraktion; CF: Kopigmentfraktion; CFu: unpolare
Kopigmentfraktion; CFp: polare Kopigmentfraktion; CGA: Chlorogensaure.

Substanz Anteil an EGFR-Aktivitat Zellwachstum

HBE

HBE 100 % AN A1
AF 37,1% (A2 AL
FF 49,8 % AT} I
PF 29,4 % W )
CF 15,2 % U U
CFp 6,3 % - N8
CFu 9,0% - (8
Cyanidin n.q.

HT29-Zellen A(N[3 n. u.

A431-Zellen (N[5 n. u.
Cy-3-glc 3,86 %

HT29-Zellen — n.u.

A431-Zellen — n.u.
CGA 1,1% T n.u.

Die Inkubation mit der Aquivalenzkonzentration 200 ug/ml AF hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen (Abbildung 44A). Aus Inkubation mit
dieser AF-Menge resultiert eine Gesamtanthocyankonzentration von 108,5uM (berechnet

als Cy-3-glc-Aquivalente). Diese Ergebnisse sind somit in Ubereinstimmung mit den zuvor
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erhobenen Daten zum isolierten Anthocyan Cy-3-glc in HT29- und A431-Zellen (Abbil-
dungen 41B und 42B). Die Inkubation mit Cy-3-glc bis 200 uM (HT29) bzw. 250 uM (A431)
hatte in diesen Untersuchungen keine Verringerung der Rezeptoraktivitit zur Folge. In einer
vorausgegangenen Studie von Meiers et al. [2001] wurden die Anthocyane Cy-3-gal und
Mv-3-glc am isolierten EGFR betrachtet. Auch in dieser Untersuchung wurde fiir diese
Anthocyane keine Verringerung der Rezeptoraktivitdt bis zu Substanzkonzentrationen von
jeweils 100 uM beobachtet.

In einer Studie von Rahman et al. [2006] wurde eine synergistische Wirkung zwischen
verschiedenen Anthocyanen beschrieben. Der Synergismus unterschiedlicher Anthocyane muss
deswegen in auch hinsichtlich der EGFR-Hemmwirkung in Betracht gezogen werden. Es
wére moglich, dass Cy-3-glc als Einzelsubstanz keine Aktivitit besitzt, in Verbindung mit
weiteren Anthocyanen jedoch eine Hemmwirkung vermittelt. Durch Inkubation mit AF, die
als Konglomerat die native Anthocyanzusammensetzung des HBE widerspiegelte, konnte keine
EGFR-Hemmwirkung erzielt werden. Es gibt damit keinen Hinweis auf einen Synergismus der
Anthocyane untereinander als Beitrag zur Bioaktivitiat des HBE.

In hohen Konzentrationen wies AF ein EGFR-hemmendes Potential auf (Abbildung 44A),
die komplette Unwirksamkeit der Anthocyane konnte folglich nicht bestétigt werden. Das
Aglycon Delphinidin erwies sich als das Aglycon mit dem hoéchsten Hemmpotenzial gegeniiber
der EGFR-Aktivitdt und zeigte auch in vorausgegangenen Studien mit anderen Endpunkten
die hochste Bioaktivitdt unter den Anthocyanidinen [Kéhkénen und Heinonen, 2003, Marko
et al., 2004, Hou et al., 2004]. Glycoside von Delphinidin wurden hinsichtlich der EGFR-~
Hemmwirkung bislang weder im zelluldren System noch am isolierten EGFR untersucht.
Diese Glycoside konnten aufgrund der deutlich stirkeren Hemmwirkung ihrer Aglyca eben-
falls eine hemmende Wirkung aufweisen. In weitergehenden Untersuchungen sollten daher
isolierte Delphinidinglycoside in Bioaktivitdtsstudien hinsichtlich der Unterdriickung der
EGFR-Aktivitdt integriert werden. In AF enthaltene freie Anthocyanidine sind in sehr
geringen Konzentrationen enthalten (Tabelle 16), dass sie selbst in der hohen untersuchten
Konzentration von AF keinen Beteiligung an EGFR-hemmenden Wirkung bitzen diirften
(Anthocyanidinkonzentrationen in 200 pg/ml Realkonzentration: 0,3 2,3 uM).

Die Isolierung der Anthocyane nach Juadjur und Winterhalter [2012| beinhaltet einen
neutralen Elutionsschritt, bei dem eventuell ein geringer Teil der Anthocyane abgebaut werden
konnte. Dies wiirde insbesondere Glycoside von Delphinidin betreffen, da diese unter neutralen
Bedingungen besonders instabil sind (Abbildung 24). Ein moglicher Verlust von (hypothetisch
aktiven) Delphinidinglycosiden bei der Anthocyanisolation konnte dazu beitragen, dass von
AF nur eine geringe Bioaktivitét ausgeht. Diese Annahme ist jedoch rein spekulativ, da die
Anthocyanzusammensetzung dieser Fraktion aufgrund der Materiallimitierung nicht bestimmt
werden konnte.

Die Untersuchung des Aglycons Cyanidin zeigte in beiden untersuchten Zelllinien (HT29
und A431) eine potente Unterdriickung der EGFR-Aktivitdt (Abbildungen 41A und 42A).
Allerdings war die beobachtete EGFR-Hemmwirkung deutlich niedriger als die von Delphi-
nidin in vorausgegangenen Untersuchungen [Fridrich et al., 2008b, Teller et al., 2009a|. Der
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Mechanismus der EGFR-Hemmung durch Anthocyanidine ist bislang noch nicht aufgeklart.
Einen wichtigen Einfluss scheint die Substitution des B-Rings zu besitzen [Meiers et al., 2001,
Marko et al., 2004]. Delphinidin ist deutlich instabiler als Cyanidin [Kern et al., 2007]. Ein
Einfluss der Bildungsrate von Abbauprodukten auf die Aktivitdt einzelner Anthocyanidine
ware daher denkbar. Dieser Ansatz konnte auch die Inaktivitdt der Anthocyane erkléren,
da diese durch die glycosidische Bindung in der Zellkultur deutlich stabilisiert werden. Die
verschiedenen Phenolcarbonsiuren, die durch den Abbau von Anthocyanidinen entstehen,
zeigten, mit Ausnahme von Gallussiure (/C50 =189 £ 15 uM), gegeniiber dem isolierten EG-
FR keine Hemmwirkung [Kern et al., 2007|. Das gemeinsame Abbauprodukt aller Anthocyane
bzw. Anthocyanidine, Phloroglucinolaldehyd, wird hauptséchlich durch den intestinalen,
mikrobiellen Abbau gebildet und konnte nach spontanem Zerfall der Anthocyanidine im
Zellkulturmedium bislang nicht nachgewiesen werden. Der Abbau von Anthocyanen resultiert
jedoch nicht ausschlieflich in der Bildung von Phenolcarbonséuren. So konnten bisher nur
~ 20 % des Anthocyanabbaus auf die Bildung von Phenolcarbonsauren zurtickgefiihrt werden,
wobei nicht auszuschliefsen ist, dass moglicherweise weitere Metabolite, die eine EGFR-
hemmende Wirkung vermitteln, gebildet werden [Keppler und Humpf, 2005, Kern et al.,
2007].

HBE enthélt neben Anthocyanen auch freie Anthocyanidine. Die Konzentrationen dieser
Substanzen sind jedoch sehr gering (Tabelle 16), sodass sie wahrscheinlich keinen wesentlichen
Beitrag zur biologische Aktivitdt hinsichtlich der EGFR-Hemmung im zelluldren System
leisten. Dariiber hinaus werden enthaltene Anthocyanidine durch die Methode nach Ju-
adjur und Winterhalter [2012] in AF angereichert. Fiir diese Subfraktion konnte jedoch
keine EGFR-Hemmwirkung in der Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml gezeigt werden
(Abbildung 44A). Diese Beobachtung unterstreicht die Annahme, dass Anthocyanidine an
der EGFR-Hemmwirkung des HBE bei Kurzzeitinkubation eine untergeordnete Rolle spielen.

Im Gegensatz zu AF wies der anthocyanfreie Anteil der HBE-Inhaltsstoffe (FF) in der
Aquivalenzkonzentration von 200 pg/ml eine potente EGFR-Hemmwirkung auf (Reduktion
auf 51 £11% (T/C), Abbildung 44B). Die EGFR-hemmende Wirkung des nativen HBE bei
200 pg/ml (Reduktion auf 45+ 14 % (T/C)) konnte nahezu vollstdndig auf FF zuriickgefiihrt
werden.

FF enthélt insbesondere Flavonole, darunter Quercetin und Myricetin, sowie Glycoside
dieser beiden Verbindungen in niedrigen Konzentrationen (Tabelle 16). Die EGFR-hemmende
Wirkung von Quercetin wurde von Fridrich et al. [2007b] in HT29- und A431-Zellen
untersucht. Insbesondere in HT'29-Zellen wies Quercetin eine potente Hemmwirkung mit einem
IC50-Wert von 0,6 £0,1 uM auf. Die Inkubation mit FF in einer Aquivalenzkonzentration
von 200 pug/ml resultiert in einer Quercetinkonzentration von 5,3 uM. Die Bioaktivitat von
FF und folglich von HBE konnte somit zumindest teilweise auf den Quercetinanteil des
Extrakts zuriickgefiihrt werden. Allerdings wurde Quercetin in der Studie von Fridrich et al.
[2007b] ohne Zugabe von Katalase untersucht. Wie andere Polyphenole auch, ist Quercetin
in der Lage, H,O, zu generieren und folglich experimentelle Artefakte in in vitro-Assays zu
verursachen (Abschnitt 2.4.6). In einer weiteren Studie von Bhatia et al. [2001] konnte die
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EGFR-Aktivitdt in A431-Zellen durch Inkubation mit 200 uM Quercetin dagegen lediglich
um 20-30% reduziert werden. Auch in dieser Studie wurde die Inkubation ohne Katalase
durchgefiihrt. Die EGFR-Hemmwirkung von Quercetin unterscheidet sich somit zwischen
verschiedenen Studien erheblich. Weitere Untersuchungen unter den in der vorliegenden Arbeit
gewahlten Bedingungen sind daher notwendig, um eine abschlieftende Aussage iiber den
Beitrag des Quercetinanteils zur EGFR-Hemmwirkung des HBE zu treffen.

Der EGFR-hemmende Einfluss von Myricetin, das sich nur durch eine Hydroxygruppe
am B-Ring von Quercetin unterscheidet, wurde bislang nur in wenigen Studien untersucht.
Kumamoto et al. [2009] zeigten fiir Myricetin (20 uM) in murinen Epidermalzellen (JB6 PT)
einen induzierenden Effekt auf die EGFR-Aktivitdt um das ~ 1,5-fache. Die Wirkung von
Myricetin wiirde somit der Aktivitdt von FF entgegenwirken. Die Myricetinkonzentration
betrug nach Inkubation mit FF (200 ug/ml) 1,5 uM (Tabelle 16) und war damit deutlich
niedriger als in der genannten Studie. Da sich die murinen JB6 PT-Zellen grundsitzlich von
humanen HT29-Zellen unterscheiden, kénnen die beobachteten Effekte nicht direkt verglichen
werden. Somit miisste neben Quercetin auch der Beitrag von Myricetin an der Bioaktivitat
des HBE unter den Bedingungen der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Im zellfreien System (ELISA) wurde fiir Quercetinglycoside eine EGFR-hemmende Wirkung
aufgezeigt [Kern et al., 2005]. Insbesondere Glucoside und Galactoside von Quercetin erwiesen
sich dabei als potente Inhibitoren. Rhamnoside und Rutinoside wiesen dagegen nur eine
niedrige Aktivitat auf. Im Gegensatz dazu zeigten Fridrich et al. [2007b] fiir Quercetinglucosid
keine EGFR-Hemmwirkung auf den isolierten EGFR (ELISA). Damit iibereinstimmend
zeigte Fridrich [2008] im zelluldren System (HT29-Zellen), dass Quercetinglycoside aus
Apfelsaftextrakt in Gegenwart von Katalase keinen Einfluss auf die EGFR-Aktivitéit ausiiben.
Der Anteil der Quercetinglycoside in HBE und FF ist dariiber hinaus vergleichsweise gering
(0,53—1,7uM, Tabelle 16), sodass deren Einfluss selbst bei bestehender Aktivitét als niedrig
einzuordnen wére.

Eine weitere Gruppe an Verbindungen, die in FF angereichert wurden, sind Phenolcarbon-
sauren. Diese entstehen unter anderem als Abbauprodukte aus Anthocyanen (Abschnitt 2.4.2).
Kern et al. [2007] konnten im zellfreien System (ELISA) aus dieser Substanzgruppe lediglich
Gallussédure eine EGFR-Hemmwirkung mit einem [C'5p-Wert von 189+ 15 uM zuordnen.
Durch Inkubation von FF mit einer Aquivalenzkonzentration 200 uM wiirde allerdings nur
eine Gallussaurekonzentration von 1,87 uM resultieren. Der Einfluss dieser Phenolcarbonséure
im zelluldren System ist daher als vergleichsweise gering einzuschéitzen.

Eine weniger gut charakterisierte Stoffgruppe in FF stellen oligo- und polymeren Proantho-
cyanidine dar. Diese treten im HPLC-Chromatogramm als undifferenzierter breiter Peak
(,,polymer hump“) in Erscheinung [Juadjur und Winterhalter, 2012|. Insbesondere oligomere
Procyanidine konnten bereits als potente EGFR-Inhibitoren identifiziert werden [Kern et al.,
2005, Fridrich et al., 2007a]. Um den Einfluss dieser Substanzgruppe auf FF und folglich auf
den HBE abschétzen zu kénnen, wurde FF mittels Fraktionierung weiter in die Subfraktionen
PF und CF unterteilt.
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PF, die ausschlieflich hohermolekulare Verbindungen, darunter polymere Proanthocya-
nidine enthilt, hatte in der Aquivalenzkonzentration von 200 ug/ml nur einen moderat
hemmenden Einfluss auf die EGFR-Aktivitat im zellularen System (Unterdriickung auf
88% (T/C), Abbildung 46A). In hoherer Konzentration (200 pug/ml Realkonzentration
= 680 ng/ml Aquivalenzkonzentration) zeichnete sich jedoch eine potente Hemmwirkung ab
(56 % (T/C)).

Dieses Ergebnis deckt sich damit weitgehend mit zuvor erhobenen Ergebnissen hinsichtlich
der EGFR-Hemmwirkung von oligomeren Procyanidinen. Kern et al. [2005] konnten im
zellfreien System eine moderat EGFR-hemmende Wirkung fiir dimere Procyanidine mit
IC50-Werten von 38— 50 uM feststellen. Die Flavan-3-ole (+)-Catechine und (—)-Epicatechin
(Grundbausteine der Procyanidine) zeigten dagegen keine hemmende Wirkung bis 300 uM.
Auch Epigallocatechin (Grundbaustein der Prodelphinidine) wies mit einem IC'50-Wert von
297 £ 24 uM nur eine schwache EGFR-Hemmwirkung auf. In einer Struktur-/Aktivitétsstudie
untersuchten Fridrich et al. [2007a] den Einfluss von oligomeren Procyanidinen auf die EGFR-
Aktivitédt. Sie zeigten, dass im zellfreien System keine Unterschiede zwischen Hemmwirkungen
verschiedener, dimerer Procyanidine bestehen (IC50-Werten jeweils ~ 10 uM). Tri- bzw.
tetramere Procyanidine wiesen mit /C'5p-Werten von 0,2—1,3 uM nochmals potentere EGFR-
Hemmwirkungen im zellfreien System auf. Im zelluldren System mit HT29-Zellen konnten die
Autoren jedoch aufzeigen, dass lediglich di- und trimere Procyanidine einen signifikanten
Einfluss auf die EGFR-Aktivitdt besafen. Das tetramere Procyanidin A2 erwies sich
dagegen als ineffektiv. Diese Daten deuten darauf hin, dass die biologische Wirksamkeit der
Proanthocyanidine durch deren Molekulargewicht begrenzt wird. Proanthocyanidine die mit
PF abgetrennt wurden, sind vermutlich héhermolekular. Dies konnte die in der vorliegenden
Studie beobachtete, schwache EGFR-Hemmwirkung dieser Subfraktion erkléren. Ob in dieser
Fraktion ebenfalls niedermolekulare Proanthocyanidine enthalten sind, wurde nicht geklart.
Zumindest ein dimeres Proanthocyanidin ist nicht im zuvor erwéhnten ,,polymer hump‘
zwischen 55 und 70 min des HPLC-Programms enthalten, sondern eluiert bereits nach 24,4 min
(Tabelle 6) und ist somit vermutlich in CF enthalten. Dies bedeutet, dass eventuell auch
weitere di- und trimere Proanthocyanidine nicht mit den polymeren Proanthocyanidinen
abgetrennt wurden, da sich die Polaritdten deutlich voneinander unterscheiden. Ein weiteres
Problem bestand darin, dass Proanthocyanidine des HBE aufgrund ihrer hohen strukturellen
Diversitét nicht quantifiziert werden konnten. Ein Vergleich der EGFR-Hemmwirkung des
HBE bzw. PF mit der Wirkung von isolierten Verbindungen ist daher nur schwer zu beurteilen.

CF, die proanthocyanidinfreie Subfraktion von FF, vermittelte keine inhibierende Wirkung
auf die EGFR-Aktivitdt im zelluliren System (Abbildung 46B). Diese Beobachtung war
unerwartet, da in dieser Fraktion monomere Polyphenole wie Flavonole angereichert wurden,
denen neben den Proanthocyanidinen eine Beteiligung an der bioaktiven Wirkung des HBE
zugeschrieben wurde. Um zu iiberpriifen, ob diese Verringerung der EGFR-Hemmwirkung auf
antagonistische Wirkungen zwischen einzelnen Substanzen aufgrund deren Anreicherung in
CF zuriickzufiihren ist, wurde diese Subfraktion in polare und unpolare Substanzen (CFp und

CFu) aufgetrennt. Beide Subfraktionen vermittelten jedoch ebenfalls keine essentielle EGFR-
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Hemmwirkung, die das Potential von FF erkldren kénnten.

In CF und der polaren Subfraktion wurde eine sukzessive Anreicherung von Chlorogenséure
beobachtet (Tabelle 16). Da zum Zeitpunkt der Untersuchung noch keine klare Datenlage
hinsichtlich der Wirkung von Chlorogenséure auf den EGFR im zelluldren System bestand,
wurde die Substanz in isolierter Form in HT29-Zellen untersucht. Die Ergebnisse wiesen darauf
hin, dass Chlorogensdure die EGFR-Phosphorylierung unter diesen Bedingungen induziert
(Abbildung 49). Dariiber hinaus war die Substanz in einem Koinkubationsansatz in der Lage,
die durch Cyanidin und FF vermittelte EGFR-Hemmung zu reduzieren, wenn auch nicht
signifikant (Abbildung 50). Chlorogenséure stellte somit einen HBE-Inhaltsstoff dar, der einer
EGFR-Hemmwirkung entgegenwirkt und kénnte durch Anreicherung in den Subfraktionen zu
dem beobachteten Verlust der Bioaktivitat beitragen.

Die Aktivitdt von RTK wird endogen durch unterschiedliche Mechanismen verringert. Die
Wichtigsten stellen die Dephosphorylierung durch Proteintyrosinphosphatasen (PTP) und
die Endozytose der aktiven Rezeptoren dar [Ostman und Bohmer, 2001, Peschard und Park,
2007]. Eine EGFR-aktivierende Wirkung kann somit durch selektive Hemmung dieser beiden
Mechanismen vermittelt werden. Eine Hemmung der Rezeptorendozytose sollte mit einer
Erhohung der endogenen Rezeptormenge einhergehen. Da nach der Aktivierung des EGFR
durch Chlorogensdure kein Anstieg des Rezeptorproteins festgestellt wurde, konnte dieser
Mechanismus ausgeschlossen werden.

Die zytosolische PTB-Isoform 1B konnte neben weiteren PTP als negativer Regulator des
EGFR identifiziert werden [Flint et al., 1997]. Muthusamy et al. [2010] konnten die Hemmung
dieser Phosphatase durch Chlorogensdure mit einer IC5y von 3,82pug/ml (=10,8 uM)
nachweisen. Die PTP1B-Aktivitdt wird somit in dem Konzentrationsbereich gehemmt, in dem
in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der EGFR~Aktivitat durch Chlorogensiure beobachtet
wurde (10—300 uM). Diese Beobachtung kénnte somit eine Erklarung fiir die EGFR-Induktion

nach Chlorogensdureinkubation darstellen.

Wachstumshemmung durch Subfraktionen

Parallel zu den Untersuchungen der EGFR-Hemmwirkungen wurden die Hemmwirkung der
Subfraktionen auf das Wachstum von Tumorzellen untersucht. Die Ubersicht der Ergebnisse
ist ebenfalls in Tabelle 19 aufgefiihrt. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen
zur Wirkung auf die Aktivitdt des EGFR, vermittelte insbesondere die Anthocyanfraktion
des HBE eine wachstumshemmende Wirkung (Abbildung 51A). Weiterhin konnte durch
Inkubation mit den polymeren Proanthocyanidinen (PF) eine signifikante Reduktion des
Tumorzellwachstums erreicht werden (Abbildung 51C).

Diese Daten stimmen mit Ergebnissen einer Studie von Yi et al. [2005] iiberein. Die Autoren
dieser Studie untersuchten Subfraktionen verschiedener Kulturheidelbeerextrakte ( Vaccinium
ashei ssp.) auf deren wachstumshemmende Wirkung auf HT29-Zellen. In diesen Untersu-
chungen wurden, wie in der vorliegenden Arbeit, die anthocyanhaltigen und tanninreichen

Subfraktionen als die potentesten Substanzgemische hinsichtlich wachstumsreduzierender
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Wirkung identifiziert.

Olsson et al. [2004] konnten dagegen fiir die Anthocyanfraktion aus Amerikanischen
Heidelbeeren (Vaccinium corymbosum) keine wachstumshemmende Wirkung auf HT29-
Zellen nachweisen. Weiterhin zeigten sie, dass die isolierten Anthocyane Del-3-glc, Cy-3-glc
und Mv-3-glc eine sehr potente, wachstumshemmende Wirkung aufweisen, wihrend ein
Gemisch aus allen drei Substanzen das Wachstum deutlich schwicher beeinflusste. Diese
Untersuchungen weisen darauf hin, das Anthocyane untereinander antagonistische Effekte
aufweisen konnen.

Die wachstumsreduzierende Wirkung oligomerer bzw. polymerer Proanthocyanidine wurde
in verschiedenen Studien aufgezeigt. Gossé et al. [2005] zeigten in einer Studie mit Apfelextrakt
(Malus domestica Antoinette), dass eine proanthocyanidinreiche Subfraktion nach einer
Inkubation von neun Tagen das Wachstum von SW620-Kolonkarzinomzellen mit einem IC'59-
Wert von 45 pg/ml inhibiert. Eine Fraktion, reich an monomeren Flavonoiden wie Quercetin,
(4)-Catechin und (—)-Epicatechin, vermittelte dagegen keine wachstumshemmende Wirkung
in den Zellen. In einer weiteren Studie von Schmidt et al. [2004] konnten die Autoren die
proliferationshemmende Wirkung eines Heidelbeerextrakts (Vaccinium angustifolium Ait.)
auf humane Prostatakarzinom- (LNCaP) und murine Hepatomzellen (Hepalclc7) durch
Fraktionierung ebenfalls auf die enthaltenen Proanthocyanidine zuriickfiihren. Die restlichen,
nicht genauer charakterisierten Fraktionen des Beerenextrakts waren weitgehend wirkungslos.

Seeram et al. [2004] kamen in einer Untersuchung eines Extrakts aus Moosbeeren
(Cranberries, Vaccinium macrocarpon) und Extraktsubfraktionen zu gegensétzlichen Ergeb-
nissen. Sie zeigten fiir den Gesamtextrakt in Konzentration von 200 pug/ml eine starke
Hemmung des Wachstums von HT29-Zellen auf ~24% (T/C). Wahrend die anthocyan-
und proanthocyanidinreichen Subfraktionen des Extrakts das Zellwachtum nicht signifikant
beeinflussten, konnte durch Inkubation mit einer Fraktion der verbleibenden Polyphenole das
Wachstum auf ~ 40 % reduziert werden.

In weiteren Studien konnte die wachstumshemmende Wirkung verschiedener flavonoider
Inhaltsstoffe von Heidelbeeren gezeigt werden. Insbesondere die Falvonole Quercetin und
Myricetin hemmten das Zellwachstum von HT29-Zellen im niedrigen mikromolaren Bereich
|[Ranelletti et al., 1992, Agullo et al., 1994, 1996]. Chlorogensiure zeigte in HT29-Zellen
mit einem [C5p-Wert von 205+ 53 uM ein verhéltnisméfig schwach wachstumshemmendes
Potential [Kern, 2006]. Die Wirkung steht somit im Gegensatz zu der in der vorliegenden
Arbeit beobachteten Induktion der EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass in dieser Zelllinie EGFR-Aktivitdt und Zellwachstum nicht zwangs-
laufig kausal verkniipft sind. Quercetin-3-O-glucosid und die Flavan-3-ole (4)-Catechin und
(—)-Epicatechin tibten nur eine sehr geringe wachstumshemmende Wirkung in dieser Zelllinie
aus |Yang et al., 1998, Agullo et al., 1996, Fridrich et al., 2007Db].

In der iiberwiegenden Zahl der Studien konnten Anthocyane als urséchlich oder zumindest
teilweise verantwortlich fiir die wachstumshemmenden Eigenschaften von Beerenextrakten
gemacht werden. Dariiber hinaus kdnnten Anthocyane untereinander antagonistische Effekte

auszuiiben, sodass komplexe Anthocyanmischungen ein schwécheres Hemmprofil aufweisen als
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Einzelsubstanzen. Weiterhin konnte oligo- und polymere Proanthocyanidinen eine Beteiligung
an der wachstumshemmenden Wirkung polyphenolreicher Extrakte zugeordnet werden.
Einzelne monomere Flavonoide, die zwar in isolierter Form potente Wachstumsinhibitoren
darstellten, spielten im Subfraktionen komplexer Extrakte eine eher untergeordnete Rolle. In
den zuvor genannten Studien wurde jedoch meist ohne Zusatz von Katalase inkubiert. Da die
H,0,-Bildung durch Polyphenole im Zellkulturmedium erfahrungsgemaf§ zu experimentellen
Artefakten fithrt [Kern et al., 2007, Fridrich et al., 2007b|, sind die Daten nur bedingt mit
den Ergebnissen der vorliegenden Studie vergleichbar.

Die Daten der vorliegenden Studie hinsichtlich Wachstums- und EGFR-Hemmung korrlieren
nicht direkt. Fir die EGFR-hemmende Wirkung des HBE scheint der Anthocyananteil,
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen isolierter Anthocyane, eine eher untergeordnete
Rolle zu spielen (Abschnitt 4.3.3). Ein wesentlicher Beitrag zur Wachstumshemmung von
HT29-Zellen wird jedoch durch den Anthocyananteil des HBE vermittelt. Wie sich schon
in den Untersuchungen der Kapselsysteme andeutete, werden EGFR- bzw. Wachstumshem-
mung iiber unterschiedliche Substanzgruppen des HBE vermittelt. Wéhrend die EGFR-
Hemmung insbesondere durch monomere Polyphenole des HBE vermittelt wird, scheint die
Wachstumshemmung von Tumorzellen durch den Anthocyan- und den Proanthocyanidinanteil
ausgelost zu werden. EGFR-~ und Wachstumshemmung scheinen somit nicht, wie zu Anfang
der Untersuchungen vermutet, in einem kausalen Zusammenhang zu stehen bzw. die
Wachstumshemmung wird iiber eine spiate EGFR-Hemmung (> 45min, vermittelt durch
Anthocyanabbauprodukte) verursacht. Die Hemmung verschiedener proliferationsassoziierter
Signalwege durch Anthocyane wurde mehrfach beschrieben. So hemmen Anthocyanidine
neben dem EGFR/MAPK-Signalweg auch weiter Transduktionswege, die beispielsweise
tiber Phosphodiesterase 4 und Proteinkinase A (PDE4/PKA) |[Marko et al., 2004] bzw.
apoptosesignalregulierte Kinase 1 (ASK1) und JNK/p38 |Oak et al., 2006, Kim et al., 2012]
vermittelt werden. Wachstumshemmung von Tumorzellen in vitro kann dariiber hinaus iiber
die Induktion von Apoptose vermittelt werden [Chen et al., 2005, Seeram et al., 2006]. Die
zugrunde liegenden, proapoptotischen Mechanismen kénnen dabei sowohl extrinsischer, FAS-
vermittelter als auch intrinsischer, mitochondrialvermittelter Natur sein [Reddivari et al.,
2007, Martin et al., 2003].

Der EGFR-Signalweg spielt moglicherweise nur eine untergeordnete Rolle fiir die Wachs-
tumsregulation von HT29-Zellen. Diese Beobachtungen stiitzen die Vermutungen, die nach
Untersuchung der extraktbeladenen Kapseln aufgestellt wurden: In diesen wurde ange-
nommen, dass die Hemmung des EGFR nicht iiber Anthocyane vermittelt wird, da diese
vollstandig aus den Kapseln freigesetzt wurden. Weiterhin wurde gezeigt, dass das Zell-
wachstum von HT29-Zellen durch die Kapseln gehemmt wird, obwohl die EGFR-Aktivitat
im untersuchten Zeitrahmen nicht oder lediglich marginal beeinflusst wurde. Zusammenfas-
send scheinen EGFR~ und Wachstumshemmung iiber jeweils verschiedene Inhaltsstoffe des
HBE vermittelt zu werden. Alternativ wére ein Einfluss von zeitlich verzogert gebildeten
Anthocyanabbauprodukten denkbar, wobei die Wachstumsunterdriickung letztendlich durch
die EGFR-Hemmung vermittelt wird.
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Beeinflussung Nrf2/ARE-regulierter Gene in vivo und in vitro

Der Einfluss der Formulierung auf die Bioaktivitit des HBE konnte inwitro nur unzurei-
chend untersucht werden, da im Zellkulturmodell die physiologische Situation unzureichend
abgebildet wird: Die Einfliisse von Verdauungsenzymen und der Mikroflora fehlen in diesem
Modell vollstandig. Fiir die Kapseln konnte somit lediglich die Aussage getroffen werden, ob
die Bioaktivitdt des HBE im Hinblick auf die ausgewahlten Endpunkte nach Verkapselung
grundsétzlich erhalten bleibt oder nicht. Eine Steigerung der Bioaktivitdt, die auf eine
verzogerte Freisetzung der Inhaltsstoffe aus Kapselsystemen und damit auf eine vergroferte
AUC zuriickzufithren wére, wurde ¢n vitro nicht beobachtet. Denkbar wére in diesem Fall
jedoch auch eine Threshold-Konzentration, deren iiberschreiten fiir einen Effekt notwendig ist.
Dieser Wirkweise wiirde eine Verkapselung sogar entgegenwirken. In Kurzzeituntersuchungen,
in denen die verzogerte Inhaltsstofffreisetzung aus intakten Kapseln in den Versuchsaufbau
einbezogen wurde, konnte lediglich eine Verringerung der Bioaktivitdt des HBE beobachtet
werden. Dies trifft insbesondere auf die Untersuchungen hinsichtlich der EGFR-Hemmwirkung
von intakten DMH und PHK zu. Weiterhin wurde angenommen, dass potentiell wirksame
Inhaltsstoffe, beispielsweise Tannine, an der Kapselmatrix von MPK irreversibel gebunden
vorliegen. Ein ez vivo-Verdau der Kapselsysteme vor der eigentlichen Zellinkubation stellte
die EGFR-Hemmwirkung nicht wieder her. Der Verdau verminderte die Bioaktivitdt des
unverkapselten Extrakts ebenfalls deutlich. Der Verlust der Bioaktivitidt wurde daher auf
Matrixeffekte des Ileostomaausflusses zuriickgefiihrt.

Um zu iiberpriifen, ob die Verkapselung von HBE eine positiv modulierende Wirkung auf
die Aktivitdt der Inhaltsstoffe in vivo besitzt, wurde eine humane Interventionsstudie mit ge-
sunden Probanden und Ileostomiepatienten mit ausgewahlten Kapselsystemen durchgefiihrt.
Als Marker fiir die Bioaktivitét diente in dieser Arbeit die Transkription Nrf2/ARE-regulierter
Gene in PBMC der Probanden, deren Modulation nach Verabreichung von Anthocyanextraken
bereits im Tiermodell gezeigt werden konnte [Hwang et al., 2011a,b]. Die Ergebnisse der
Transkriptionsanalyse sind in Tabelle 20 zusammengefasst. Weitere Parameter, die in dieser
Studie von Arbeitsgruppe Richling untersucht wurden, waren die Anthocyankonzentrationen
im Ileostomaausfluss sowie die Modulation von oxidativen DNA-Schiden in PBMC und
des GSH-Spiegels im Blutplasma der Probanden. Da es sich um ein vergleichsweise kleines
Probandenkollektiv handelte, konnte in dieser Humanstudie letztendlich nur iiberpriift
werden, ob das gewdhlte Studiendesign geeignet ist, um die aufgestellte Hypothese zu
iiberpriifen. Dennoch konnten in dieser Pilotstudie bereits klare Tendenzen aufgezeigt werden
(Tabelle 20).

Bereits 1h nach Intervention erhohte sich in den PBMC der Kontrollprobanden die
Transkriptmenge von NQO1 signifikant, wihrend gleichzeitig die Transkriptmengen der Gene
Nrf2 und HO-1 signifikant vermindert wurden (Abbildung 55A). Diese frithe Modulation
der Transkriptmengen spricht fiir eine schnelle Resorption der bioaktiven Inhaltsstoffe aus
dem Extrakt. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Anthocyane nach

oraler Administration innerhalb kurzer Zeit in intakter, glycosidischer Form im Plasma
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Tabelle 20: Einfluss von unverkapseltem und formuliertem HBE auf die Transkription Nrf2/ARE-regulierter
Gene in PBMC von Probanden nach Verzehr. {} signifikante Induktion; |} signifikante Suppression; —
kein Effekt; () Effekt nicht signifikant ausgeprigt. MPK: Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln; CPK:
Citruspektinkapseln; HO-1: Himoxygenase 1; NQO1: NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase 1; Nrf2: NF-E2 related
factor-2.

Kapsel- Kontroll- Ileostoma-
system probanden probanden

HBE
HO-1 U
NQO1 T —
Nrf2 U

MPK
HO-1 - )
NQO1 - )
Nrf2 — —

CPK
HO-1 ) —
NQO1 {) -
Nrf2 - 1)

nachzuweisen sind [Cao und Prior, 1999, Matsumoto et al., 2001, Murkovic et al., 2001,
Bub et al,, 2001]. In den meisten dieser Untersuchung konnten Anthocyane bereits nach
~30 min im Plasma detektiert werden. Die maximalen Plasmakonzentrationen, abhéngig
von der verzehrten Anthocyanmenge, wurden in der Regel nach 1-3h beobachtet. Die
kurzen Anthocyanresorptionszeiten nach oraler Administration sprechen dariiber hinaus fiir
eine Resorption im Magen. So zeigten Cai et al. [2011], dass die Anthocyanaufnahme
nach Applikation in den Magen deutlich hoher ist, als nach Applikation in den Diinndarm
(~ 20-facher Unterschied).

Die Transkriptmodulation der Gene deckte sich zeitlich mit Untersuchungen von der
Arbeitsgruppe Richling hinsichtlich der Anthocyankonzentration im Ileostomaausfluss. Bereits
1-2h nach Verzehr wurden substanzielle Mengen des HBE im Diinndarminhalt wieder-
gefunden [Kropat et al., 2012]. Dies zeigt, dass der HBE-Bolus den oberen GIT (Magen
und Diinndarm) sehr schnell passiert. Unter anderem ist diese Beobachtung vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dass die Probanden zu Beginn der Studie niichtern waren. Eine
schnelle Anthocyanaufnahme war somit gewéhrleistet und konnte den raschen Eintritt der
beobachteten Transkriptionsmodulation erklédren.

NQOL1 ist ein FAD-abhingiges Flavoenzym, dass die Reduktion von Chinonen, Chi-
noniminen, Nitroaromaten oder Azofarbstoffen katalysiert [Dinkova-Kostova und Talalay,
2010]. Da diese Substanzen inwvivo als Redoxcycler agieren konnen, wird ihre Abnahme
durch die Induktion von NQO1 allgemein als chemopréaventiver Mechanismus angesehen
[Zhang und Tang, 2007|. Das Enzym HO-1 vermittelt den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt im oxidativen Abbau von Hém zu Kohlenmonoxid (CO), Eisenionen (Fe?") und

Biliverdin IX. Obwohl die HO-1-Expression notwendig fiir den Hamkatabolismus ist, konnte
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eine erhéhte Expression mit einer Reihe chronischer Erkrankungen wie Morbus Alzheimer
oder Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht werden [Smith et al., 1994, Doi et al., 1999,
Otterbein und Choi, 2000]. Ein prézise abgestimmtes Gleichgewicht der Genexpression von
HO-1 ist somit Voraussetzung fiir die protektive Wirkung auf Zellen und Gewebe [Otterbein
und Choi, 2000]. Die Transkription des Gens Nrf2 wird unter anderem durch ARE-&hnliche
Sequenzen seiner Promotorregion reguliert. Nrf2 unterliegt folglich eine Autoregulation, die
vermutlich der Aufrechterhaltung und Verstdrkung der Nrf2-Signalwirkung dient [Kwak
et al., 2002]. In praneoplastischen Zellen dient diese Regulation der Aufrechterhaltung des
antioxidativen Schutzmechanismus. In neueren Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass
Nrf2-Uberexpression das Wachstum von Tumorzellen unterstiitzt und die zellulire Resistenz
gegeniiber Tumorchemotherapeutika vermittelt [Homma et al., 2009]. Die Herunterregulierung
von HO-1 und Nrf2, die in der vorliegenden Studie beobachtet wurde, kdnnte somit regulativ
auf Neoplasien in frithen Stadien wirken. Bislang wurde jedoch nicht geklart, ob der
beobachtete Effekt der Nrf2-Transkriptverringerung einen transienten Effekt darstellt oder
ob die Nrf2-Transkription nach Konsum bioaktiver HBE-Inhaltsstoffe langerfristig gesenkt
wird.

Die Verkapselung des HBE hatte inwvivo, vergleichbar mit den in vitro-Untersuchungen,
eine deutliche Reduktion der biologischen Wirksamkeit an den ausgewéhlten Endpunkten zur
Folge. Der hier beobachtete Effekt auf die Gentranskription ist auf einen kurzen Zeitraum
von wenigen Stunden zuriickzufiihren. Daher kann die Wirkung vielmehr mit den in vitro-
Daten hinsichtlich der EGFR-Hemmwirkung als mit denen der Tumorzellwachstumshemmung
verglichen werden. Der Effekt des unverkapselten Extrakts auf die Gentranskription (Abbil-
dung 55A) wurde, wie die EGFR-Hemmwirkung, durch Verkapselung signifikant verringert
(Abbildung 56A und 57A). Die Gegeniiberstellung in Abbildung 58 zeigt, dass insbesondere
fiir die Gene Nrf2 und NQO1 die Modulation der Transkriptmengen nach Verzehr der
Kapselsysteme deutlich schwicher ausgeprdgt war als nach Verzehr des unverkapselten

Extrakts. Fiir diese Beobachtung konnten verschiedene Ursachen verantwortlich sein:

e Bioaktive Inhaltsstoffe des HBE werden wahrend Produktion, Transport oder Lagerung
der Kapseln unter Umstédnden abgebaut. So herrscht in MPK ein wéssriges Milieu
vor. Obwohl der pH-Wert in diesen Kapseln sehr niedrig ist (ph1,5), konnen in dieser
Umgebung verstarkt Abbau- bzw. andere chemische Reaktionen stattfinden, die die

Konzentration bioaktiver Bestandteile (neben Anthocyanen) des HBE verringern.

e Die Freisetzung bioaktiver Inhaltsstoffe, beispielsweise von Anthocyanen, erfolgt mog-
licherweise zu langsam, um einen Effekt auf die Gentranskription in PBMC zu
vermitteln. Insbesondere fiir die schellackbeschichteten CPK kénnte diese Freisetzung,
im Vergleich zur sofortigen Verfiigbarkeit der Inhaltsstoffe aus unverkapseltem HBE, zu
langsam erfolgen, um im oberen GIT in ausreichender Menge resorbiert zu werden.
So zeigten beispielsweise [Cai et al., 2011], dass Anthocyane im Magen deutlich
besser aufgenommen werden als im Diinndarm. Auch andere, bislang unaufgeklarte,

bioaktive HBE-Inhaltsstoffe kénnten einem &hnlichen Resorptionsmuster unterliegen.
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Die Verkapselung wére fiir die Aufnahme dieser Stoffe folglich kontraproduktiv.

e Bioaktive Inhaltsstoffe konnten mit Matrixbestandteilen in irreversibler Weise reagieren.
Diese stiinden somit nicht mehr fiir eine biologische Wirkung zur Verfiigung. In den
in vitro-Untersuchungen wurde dies hinsichtlich der Hemmwirkung auf den EGFR fiir
oligo- und polymere Proanthocyanidine vermutet (Abbildung 61). Diese Substanzen
werden vermutlich teilweise wihrend der MPK-Herstellung prozessbedingt abgetrennt

oder sind so stark mit dem Hiillmaterial assoziert, dass keine Freisetzung erfolgt.

Weiterhin konnten zwischen den Kollektiven der Kontroll- und Ileostomieprobanden
signifikante Unterschiede in der Modulation der untersuchten Gene beobachtet werden (Abbil-
dungen 55A und B). Wiahrend Nrf2 in beiden Gruppen signifikant verringert wurde, konnte
nach Intervention mit HBE nur in der Gruppe der Kontrollprobanden ein modulierender Effekt
auf die Transkription der Gene HO-1 und NQO1 beobachtet werden. Die deutet darauf hin,
dass die Transkriptionsregulation der Gene NQO1 und HO-1 einem anderen Mechanismus
zugrunde liegt, als die Regulation der Nrf2-Transkription. Dariiber hinaus scheint fiir die
Regulation der Gene NQO1 und HO-1 das Vorhandensein des Kolons notwendig zu sein, da
in der Gruppe der Ileostomieprobanden ausschliellich das Gen Nrf2 moduliert wurde. Diese

Beobachtung konnte folgenden Ursachen zugrunde liegen:

e Bioaktive Inhaltsstoffe des HBE, die fiir die beobachtete Modulation der Gentranskripti-

on in PBMC eine Rolle spielen, konnten hauptséchlich im Kolon aufgenommen werden.

e Das Kolon spielt moglicherweise eine wesentliche Rolle in der Bildung bioaktiver
Metabolite oder Abbauprodukte der HBE-Inhaltsstoffe. So werden Anthocyane erst
durch die Mikroflora des Kolon zu Phenolcarbonsduren und Phloroglucinolaldehyd
abgebaut [Keppler und Humpf, 2005].

Aus folgenden Griinden wiirde diese Annahme jedoch voraussetzen, dass zumindest die
Regulation der Gene NQO1 und HO-1 in PBMC nicht iiber intakte HBE-Inhaltsstoffe

vermittelt wird:

e Die rasche und vornehmliche Aufnahme der Anthocyane iiber den Magen konnte zuvor
gezeigt werden [Cai et al., 2011|. Hinsichtlich der Funktion des Magens bestehen jedoch

keine Unterschiede zwischen den beiden Probandenkollektiven.

e Die Beteiligung der mikrobiellen Aktivitdt des Kolons zur Aktivierung von HBE-
Inhaltsstoffen impliziert einen Regulationsmechanismus, der auf Abbauprodukten be-

ruht.

Um zu differenzieren, ob Anthocyane, deren intestinal gebildete Abbauprodukte oder
weitere HBE-Inhaltsstoffe verantwortlich fiir die Regulation der untersuchten Gene sind,
wurden ausgewéhlte Verbindungen in vitro hinsichtlich ihrer Nrf2-aktivierenden Wirksamkeit

getestet.
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Im Nrf2/Luciferase-Reportergenassay in CHO-Zellen konnte Phloroglucinolaldehyd, das
intestinal gebildete Abbauprodukt aller Anthocyane, als Nrf2-Induktor identifiziert werden
(Abbildung 59A). Die Nrf2-Aktivitéit wurde durch Inkubation mit 400 uM des Abbauprodukts
auf 129+16% (T/C) erhoht. Fiir den nativen HBE konnte keine induzierende Wirkung
nachgewiesen werden. Ebenso zeigten die beiden Subfraktionen AF und FF keine aktivierende
Wirkung, sodass antagonistische Effekte zwischen diesen beiden Fraktionen, die zu einem
Wirkverlust des HBE gefiihrt hétten, ausgeschlossen werden konnten. Auch die isolierten Sub-
stanzen Cy-3-glc und Cyanidin konnten als mogliche Aktivatoren ausgeschlossen werden. Die
Phenolcarbonsiuren Gallussédure, Protocatechusidure und Syringasdure (intestinal gebildete
Abbauprodukte der Anthocyanidine Delphinidin, Cyanidin bzw. Malvidin) zeigten ebenfalls
keine Nrf2-induzierende Wirkung.

Um diese Ergebnisse auf Transkriptionsebene abzusichern, wurde die Wirkung von HBE,
Cy-3-glc, Protocatechuséure und Phloroglucinolaldehyd auf die Transkription Nrf2/ARE-
regulierter Gene untersucht. Dafiir wurden die zuvor in der Humanstudie betrachteten Gene
HO-1, NQO1 und Nrf2 ausgewédhlt. In Analogie zum Reportergenassay zeigte sich, dass
Phloroglucinolaldehyd als einzige Testsubstanz in der Lage war, die Transkription der Gene
HO-1 und Nrf2 zu induzieren. Die Inkubation mit 400 uM resultierte in einer Erh6hung der
Transkriptmengen auf 331 52 % bzw. 215+ 23 % (Abbildung 60).

Diese Daten legen den Schluss nahe, dass der Abbau von Anthocyanen fiir die Aktivierung
von Nrf2/ARE-regulierten Genen eine Rolle zu spielen scheint. In beiden Assays waren jedoch
Phloroglucinolaldehydkonzentrationen notwendig (> 100 uM), die im Blut unwahrscheinlich
sind. Die Plasmaspiegel von Phloroglucinolaldehyd wurden nach Anthocyanverzehr bislang
nicht untersucht. Die zu &hnlichen Anteilen gebildete Protocatechusidure erreichte in einer
Humanstudie von Vitaglione et al. [2007] nach Verzehr von 71 mg Cy-3-glc (in Blutorangen-
saft) im Serum eine maximale Konzentration von 492nM. Diese ist somit deutlich geringer
als die in der vorliegenden Studie eingesetzten Phloroglucinolaldehydkonzentration. Es muss
jedoch beriicksichtigt werden, dass die intestinale Aufnahmen der beiden Substanzen aufgrund
unterschiedlicher chemischer Eigenschaften voneinander abweichen kénnen.

Die Konzentration von Phloroglucinolaldehyd im Kolon sind jedoch als vergleichsweise hoch
anzunehmen. Nach Verzehr des HBE wurden ~ 700 mg Anthocyane mit dem Ileostomaausfluss
ausgeschieden |[Kropat et al., 2012|. Im gesunden Menschen wiirde diese Menge das Kolon
erreichen, sodass dort eine durchschnittliche Konzentration von ~ 360 uM resultieren wiirde
(berechnet als Cy-3-glc-Aquivalente, Kolonvolumen ~41). Im Kolon werden ~5-10%
der Anthocyane zu PGA abgebaut |Keppler und Humpf, 2005]. Die PGA-Konzentration
(18 -36 uM) wére somit deutlich niedriger, als der LOEL (Niedrigste Substanzkonzentration
mit Wirkung; Lowest observed effect level) von 200 uM in beiden in vitro-Assays. Die Bolus-
gabe des HBE konnte im Kolon in deutlich héheren, lokalen Anthocyan- und folglich Phloro-
glucinolkonzentrationen resultieren. Die Konzentration der in vitro-Assays konnten somit
durchaus eine physiologische Relevanz besitzen. Die zuvor beobachteten chemopraventiven
Effekte im Darm nach Verzehr hoher Anthocyanmengen [Harris et al., 2001, Cooke et al., 2006,

Thomasset et al., 2009a] konnten moglicherweise auf der Modulation antioxidativer Gene,
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4.5 Gesamtdiskussion

vermittelt durch das intestinal gebildete Abbauprodukt Phloroglucinolaldehyd, beruhen.

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen stehen im Gegensatz zu vorausgegangenen
Studien Nrf2-aktivierender Wirkungen von Anthocyanen. Shih et al. [2007] zeigten im
Luciferase-Reportergenassay mit transfizierten Rattenhepatozyten (Clone 9) eine Aktivierung
des Nrf2/ARE-Signalwegs nach 24-stiindiger Inkubation mit Cyanidin bzw. Cy-3-glc (jeweils
50 uM), der eine dreistiindige H,O,-Behandlung (70 uM) folgte. Hwang et al. [2011a]
berichteten ebenfalls von einer Induktion dieses Signalwegs im Luciferase-Reportergenassay
mit transfizierten HepG2-Zellen nach 18-stiindiger Inkubation eines anthocyanreichen Extrakts
(50200 pg/ml) aus violetten Siifskartoffeln (Ipomoea batatas). Die Ergebnisse dieser Studien
lassen sich jedoch nicht direkt mit den Daten der vorliegenden Arbeit vergleichen, da in
den vorausgegangenen Studien ohne Zusatz von Katalase inkubiert wurde. Die Induktion
des Nrf2-Signalwegs durch H,O, (>100uM) wurde mehrfach aufgezeigt [Prestera et al.,
1993a, Fourquet et al., 2010|. Die Bildung von H,O, durch Polyphenole kénnte in diesen
Untersuchungen folglich zu experimentellen Artefakten gefithrt haben [Long et al., 2000,
Halliwell et al., 2000].

Schliefslich muss beachtet werden, dass sich in der vorliegenden Untersuchung die Muster
der Transkriptionsregulation zwischen PBMC der Probanden und HT29-Zellen unterscheiden:
In den Blutzellen wurde eine Erhohung der NQO1-Transkription bei gleichzeitiger Abnahme
der Nrf2- und HO-1-mRNA-Level beobachtet, wihrend in vitro eine Induktion der Gene
NQO1 und HO-1 gemessen wurde. Da es sich dabei jedoch um prinzipiell verschiedene
Zelltypen handelte miissen die Transkriptionsmuster nicht zwangsldufig korrelieren. Die
Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene ist ein zellspezifischer Mechanismus und kann daher
in verschiedenen Geweben bzw. Zellen substanziell voneinander abweichen [Voet und Voet,
2004]. Dariiber hinaus weichen die untersuchten Zeitfenster (1 -8 h in vivo, 20 h in vitro) Assay-
bedingt voneinander ab. Auch dies konnte zu einer Verschiebung der Transkriptionsmuster
beitragen.

Phloroglucinolaldehyd stellt aufgrund seiner Carbonylgruppe eine elektrophile Verbindung
dar und wére somit in der Lage, mit Nucleophilen eine Michaeladdition einzugehen. Diese
Bildung von Thiohalbacetalen verlauft spontan und wurde zuvor beschrieben [March, 2007].
Ein hypothetischer Mechanismus der Nrf2-Aktivierung wére die Reaktion von Phlorogluci-
nolaldehyd mit Cysteinresten von Keapl (Abbildung 62). Dieses wiirde vermutlich zu einer
Konformationsénderung und damit zu einer zytosolischen Akkumulation von Nrf2 fiihren
(Abschnitt 2.2.5). Nrf2 transloziert letztendlich in den Zellkern und kann dort Phasell-
Enzyme durch Bindung an deren ARE aktivieren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zum derzeitigen Entwicklungsstand der
Kapselsysteme die Bioaktivitdt des darin formulierten HBE, untersucht an verschiede-
nen ausgewahlten nvitro- und in vivo-Parametern, nicht erhoht wird. Die Ergebnisse aus
Kurzzeituntersuchungen in vitro (EGFR-Aktivitdat, 45180 min) und 4nvivo (Transkription
Nrf2/ARE-abhéngiger Gene, 1-8h) korrelieren insofern, dass nach Formulierung des HBE
ein substanzieller Verlust der nativen Bioaktivitédt zu beobachten war. Dies ist mdoglicherweise

auf Verluste von bioaktiven Inhaltsstoffen bei der Kapselherstellung, deren Komplexierung
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4 Ergebnisse und Diskussion

OH OH
/O OH
HO + HS-Keap1 ——> HO
S—Keap1
OH OH

Abbildung 62: Postulierte Aktivierung von Keapl durch Michaeladdition eines Cysteinrests mit
Phloroglucinolaldehyd.

durch das Kapselmaterial und/oder die langsame Freisetzung aus den Kapseln bedingt. In
der Langzeituntersuchung auf das Wachstum von Tumorzellen (72h) hatte die Verkapselung
keinen unerwiinschten Einfluss. Die Formulierung in DMH hatte iiberdies eine Steigerung der
wachstumshemmenden Wirkung zur Folge.

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Parameter der EGFR- und der Wachstumshemmung
iiber unterschiedliche Substanzklassen des HBE vermittelt werden. Wéhrend die Rezeptorak-
tivitdt hauptséchlich durch den anthocyanfreien Extraktanteil gehemmt wird, scheinen auf
das Zellwachstum insbesondere Anthocyane und Proanthocyanidine Einfluss zu nehmen. Der
Status des EGFR-Phosphorylierung im beobachteten Zeitfenster und die Verminderung des
Tumorzellwachstums scheinen somit nicht in einem urséchlichen Zusammenhang zu stehen.

Die Transkriptionsmodulation Nrf2 /ARE-regulierter Gene wurde in vitro nicht durch intak-
te Anthocyane, sondern durch das intestinal gebildete Anthocyanabbauprodukt Phlorogluci-
nolaldehyd vermittelt. Eine Aktivierung von Keapl und folglich des Nrf2-Signalwegs durch
Phloroglucinolaldehyd ist aufgrund seiner elektrophilen Natur denkbar. Diese Hypothese wird
durch die Ergebnisse der Humanstudie unterstiitzt, da nur im Kollektiv der Kontrollprobanden
mit intaktem Kolon eine Modulation der Gene HO-1 und NQO1 zu beobachten war. In den
Ileostomieprobanden, die iiber keinen aktiven Kolon verfiigen, wurde die Transkription dieser
Gene nicht oder nur schwach moduliert.

Nach Verzehr von 10g unverkapseltem HBE (= 300g frischen Wildheidelbeeren) wurden
ca. 3g des Extrakts mit dem Ileostomaausfluss ausgeschieden. Bei gesunden Probanden wiirde
dies zu einer durchschnittlichen HBE-Konzentration von 750 pg/ml im Kolon fithren. Selbst
bei Verzehr geringerer Mengen an anthocyanreichen Lebensmitteln kénnten Substanzkon-
zentrationen, die in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zu signifikanten Effekten
gefiihrt haben (100—200 pg/ml HBE), im GIT erreicht werden und sind somit vermutlich als
physiologisch relevant einzuordnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bioaktivitdt des untersuchten HBE in
verschiedenen in vitro- und in vivo-Bioassays durch unterschiedliche Verkapselungsmethoden
nicht verstarkt wird. Zum derzeitigen Entwicklungsstand der Kapseln kann daher keine
Empfehlung einer Anwendung gegeben werden. Insbesondere Matrixeffekte scheinen die
biologische Wirkung des Extrakts zu verringern. Bei der Weiterentwicklung der Kapseln
miisste deswegen vor allem die Wahl des Hiillmaterials berticksichtigt werden. Wahrend

Pektinamid lediglich einen geringen Einfluss auf die Bioaktivitdt des HBE besafs, wurden
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EGFR-Hemmwirkung und der Effekt auf die Transkription ARE /regulierter Gene durch
das Molkenprotein der MPK-Matrix deutlich verringert. Pektinamidbasierte Kapselsysteme
scheinen aufgrund der in dieser Studie erarbeiteten Datenlage der beste Ansatzpunkt fiir eine
Weiterentwicklung der Mikrokapseln. Im Hinblick auf die protektive Wirkung der Inhaltsstoffe
auf Darmzellen sollten magensaftresistente Coatings mit in die Entwicklung einbezogen
werden, um eine vorzeitige Diffusion der Inhaltsstoffe aus den Kapseln in Lebensmittel und

Magen zu unterbinden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Doktorarbeit entstand im Rahmen der DFG-AIF-Clustervorhaben ,, Bioaktive
Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen: Untersuchungen zum Finfluss der
Mikrostruktur und der molekularen Zusammensetzung auf die Stabilisierung und kontrollierte
Freisetzung von sekunddren Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf krebspriventive Signal-
parameter* und ,, Pilotstudie zur Bioverfiigbarkeit und biologischen Aktivitdt von anthocyan-
reichen Heidelbeerextrakten in verkapselter und unverkapselter Form im Menschen®. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob die Bioaktivitit eines anthocyanreichen Heidelbeerextrakts
(HBE) durch Verkapselung moduliert werden kann. Diese Fragestellung wurde in vitro im
Kolonkarzinommodel und in vivo in einer humanen Interventionsstudie geklart.

In die inwitro-Untersuchungen wurden drei HBE-beladene Kapselsysteme einbezogen:
Molkenproteinbasierte Hydrogelkapseln (MPK, AG Kulozik, Technische Universitat Miin-
chen (TUM)), pektinamidbasierte Hohlkapseln (PHK, AG Rehage, Technische Universitét
Dortmund) und doppelemulsionsbasierte multidisperse Hiillkapseln (DMH, AG Schuchmann,
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)). Um die in vitro-Versuche korrekt interpretieren
zu konnen, wurden zunédchst Beladung und Freisetzungsverhalten exemplarisch fiir die
enthaltenen Anthocyanen im Zellkulturmedium mittels HPLC-DAD-Analyse ermittelt. In
angesduertem Zellkulturmedium (pH 2) konnte gezeigt werden, dass die Anthocyane des HBE
aus MPK und PHK vollstéandig freigesetzt werden, jedoch mit unterschiedlicher Kinetik.
Wihrend die Freisetzung aus MPK rasch erfolgte (t <5min), benétigte dieser Prozess bei
PHK ~ 60 min. Die Freisetzung aus DMH wurde von Frank [2012] bestimmt. Sie zeigte, dass
innerhalb von 30 min lediglich 35 % der eingeschlossenen Anthocyane freigesetzt wurden. Im
neutralen Zellkulturmedium wurde die Freisetzung vom Abbau der pH-sensitiven Anthocyane
iberlagert. Die Konzentration aller Anthocyane wurde im Neutralen signifikant erniedrigt.
Insbesondere Delphinidinglycoside zeigten sich unter diesen Bedingungen als instabil. MPK
stabilisierten Anthocyane wéahrend der Freisetzung, sodass inkubierte Zellen innerhalb von
120 min einer signifikant erh6hten Anthocyandosis im Vergleich zum unverkapselten Extrakt
ausgesetzt waren. Wahrend der Inkubation mit PHK war diese Konzentration aufgrund der
langsamen Anthocyanfreisetzung signifikant niedriger.

Der native HBE wirkte sich in HT29-Zellen nach allen untersuchten Inkubationszeiten
zwischen 45 und 180 min in der Western Blot Analyse hemmend auf die Aktivitit des EGFR,
gemessen als Rezeptorphosphorylierung in der Western Blot Analyse, aus. Nach Verkapselung
des Extrakts in MPK wurde ein deutlich Verlust der EGFR-Hemmwirkung verzeichnet:
Lediglich nach 120 min Inkubation konnte eine schwache Unterdriickung der Rezeptoraktivitat

beobachtet werden. Ein mechanischer Aufschluss dieser Kapseln konnte die Bioaktivitat
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5 Zusammenfassung

des HBE hinsichtlich der EGFR-Hemmung nicht wiederherstellen. Koinkubationsversuche
des HBE mit verschiedenen Proteinen zeigte eine signifikante Verringerung der EGFR-
Hemmwirkung des unverkapselten Extrakts. Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass
aktive Wirkstoffe des HBE aus den Kapseln nicht freigesetzt oder bereits wahrend der
Produktion verloren werden. HBE aus aufgeschlossenen PHK unterdriickte dagegen die
EGFR-Aktivitdt vergleichbar zum nativen Extrakt. Jedoch zeigte sich nach Inkubation
mit intakten Kapseln, dass die kontrollierte Freisetzung der Extraktbestandteile in den
untersuchten Zeitfenstern zu einer deutlichen Verringerung der EGFR-Hemmwirkung fiihrte.
HBE in DMH besaf nach 45 min Inkubation keine EGFR-Hemmwirkung in HT29-Zellen. Als
Ursache wird die langsame Freisetzung aktiver Substanzen aus dem Formulierungssystem
vermutet. Ein mit Ileostomaausfluss durchgefiihrter ezwvivo-Verdau von MPK und PHK
vor der Zellinkubation konnte die EGFR-Hemmwirkung des verkapselten Extrakts nicht
wiederherstellen. Vielmehr wurde die Hemmwirkung des unverkapselten Extrakts, entgegen
der Erwartung, durch den Verdau vollsténdig verloren. Diese Beobachtung wurde ebenfalls auf
Matrixeffekte des Ileostomaausfluss zuriickgefiithrt. So konnten aktive Bestandteile des HBE,
beispielsweise Tannine, durch Proteine des Ausflusses komplexiert werden. Es muss daher
in Erwédgung gezogen werden, dass dieses Testsystem nicht geeignet ist, die physiologischen
Prozesse im Diinndarm korrekt abzubilden.

Neben der EGFR-Hemmwirkung wurde die proliferationsinhibierende Wirkung von MPK,
PHK und DMH auf HT29-Zellen nach 72 h Inkubation im SRB- bzw. Trypanblauausschluss-
test untersucht. Im Gegensatz zur kurzfristigen Wirkung der EGFR-Hemmung beeinflusste die
Formulierung das wachstumshemmende Potential des HBE nicht negativ. Die Wachstumshem-
mung von HBE in MPK und PHK war in Konzentrationen von 200 pg/ml &hnlich hoch, wie die
fiir den unverkapselten Extrakt. In DMH wurde eine erhhte proliferationshemmende Wirkung
beobachtet. Diese konnte durch die zeitlich stark verzogerte Freisetzung der HBE-Inhaltsstoffe
verursacht worden sein. Weitere Griinde konnten die verstiarkte zellulire Aufnahme iiber
Liposomen oder die Erhohung der Zellmembranpermeabilitdt durch enthaltene Emulgatoren
darstellen.

Im Hinblick auf die Nutzung HBE-beladener Kapselsysteme wurde die Stabilisierung von
DNA /Topoisomeraseintermediaten als anwendungslimitierender Parameter im ICE-Bioassay
untersucht. Nach 60 min Inkubation wurden bis zu einer Konzentration von 200 pg/ml weder
flir den unverkapselten HBE noch fiir den Extrakt in MPK, PHK und DMH adverse Effekte
im Hinblick auf topoisomerasegiftende Wirkungen festgestellt.

Da sich in den vorausgegangenen Untersuchungen hinsichtlich EGFR-hemmender Wirkung
abzeichnete, dass Anthocyane nicht primér fiir die beobachtete Wirkung verantwortlich sind,
wurden isolierte Extraktbestandteile und Subfraktionen des HBE, die mittels adsorptiver
Membranchromatographie und repetitiver Losemittelextraktion aufgetrennt wurden, auf
EGFR- bzw. zellwachstumshemmende Eigenschaften untersucht. Das isolierte Anthocyan
Cy-3-glc unterdriickte bis zu einer Konzentration von 200 pug/ml die EGFR-Aktivitat in HT29-
und A431-Zellen nicht. Im Gegensatz dazu konnte die Rezeptoraktivitdt durch das Aglycon
Cyanidin in beiden Zelllinien signifikant unterdriickt werden. Die EGFR-Hemmwirkung des
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Anthocyanidins war jedoch im Vergleich zu Delphinidin in vorausgegangenen Untersuchungen
schwécher [Fridrich et al., 2008b, Teller et al., 2009a]. In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen zeigte die Subfraktion (AF) in der Anthocyane des HBE angereichert wurden,
in HT29-Zellen keine EGFR-Hemmwirkung. Die Hemmwirkung des HBE konnte jedoch
vollsténdig auf die anthocyanfreien Inhaltsstoffe (FF) des HBE zuriickgefiihrt werden. Durch
Auftrennung von FF konnte diese Wirkung den resultierenden Subfraktionen nicht eindeutig
zugeordnet werden. Die FF-Subfraktion (PF) in der insbesondere polymere Proanthocyanidine
angereichert wurden, unterdriickte die EGFR-Aktivitdt signifikant, jedoch in geringerem
im Ausmafs als FF und HBE. Die FF-Subfraktion (CF), in der monomere Polyphenole
angereichert wurden, hatte keinen signifikanten Einfluss auf die EGFR-Aktivitdt. Die
niedrige Aktivitdt dieser Fraktion konnte partiell auf die Anreicherung von Chlorogen-
sdure zuriickgefithrt werden. Der Substanz wurde zuvor eine EGFR-aktivierende Wirkung
zugeordnet. Die wachstumshemmende Wirkung des HBE auf HT29-Zellen konnte auf AF
und FF gleichermafen zuriickgefithrt werden. Jedoch konnte durch Aufsummierung der
Hemmwirkungen beider Subfraktionen die Wirkung von HBE nicht vollstandig erklart werden.

In einer humanen Interventionsstudie wurden extraktbeladene Citruspektinkapseln (CPK)
und MPK vergleichend zu unverkapseltem HBE untersucht, um den Einfluss des GIT
auf den Aufschluss von Formulierungssystemen zu erfassen. Fiinf gesunden Probanden
(Kontrollgruppe) und fiinf Ileostomiepatienten wurden 10 g unverkapselter HBE oder dieselbe
Menge in den Kapselsystemen verabreicht. Im anschliefsenden Zeitraum von 8 h wurden Trans-
kriptmengen Nrf2/ARE-regulierter Gene in mononukledren peripheren Blutzellen (PBMC)
mittels qRT-PCR ermittelt. Nach Verzehr des HBE konnte bei den Kontrollprobanden
eine signifikante Induktion der NQO1-Gentranskription bei gleichzeitiger Verringerung der
Transkriptmengen von HO-1 und Nrf2 beobachtet werden. Der Verzehr HBE-beladener
Kapseln hatte keine oder deutlich schwicher ausgeprigte Effekte auf die Gentranskription
in der Kontrollgruppe. In PBMC der Ileostomieprobanden wurde nach Intervention mit
unverkapseltem HBE lediglich die Transkriptmenge des Gens Nrf2 im selben Ausmaft wie
in der Kontrollgruppe erniedrigt. Die Transkription der Gene NQO1 und HO-1 wurde nicht
beeinflusst. Aufgrund dieser Beobachtung wurde vermutet, dass die Regulation der untersuch-
ten Gene unabhéngig voneinander geschieht. Weiterhin deuten die Daten auf die Aufnahme
bioaktiver HBE-Inhaltsstoffe bzw. die Bildung aktiver Metabolite im Kolon hin. Verschiedene
HBE-Leitsubstanzen und potenziell intestinal gebildete Anthocyanabbauprodukte wurden
daher invitro auf Nrf2-aktivierende Wirksamkeit untersucht. Wéhrend intakte Anthocyane
weder Nrf2-aktivierend (Luciferase-Reportergenassay) noch induzierend auf die Transkrip-
tion Nrf2/ARE-regulierter Gene wirkte, konnte in beiden Testsystem eine Wirkung des
Anthocyanabbauprodukts Phloroglucinolaldehyd aufgezeigt werden. Phloroglucinolaldehyd
konnte aufgrund seiner elektrophilen Natur den Nrf2/ARE-Signalweg durch Reaktion mit
Cysteinresten des Proteins Keapl induzieren.

Abschliefsend ist festzuhalten, dass zum derzeitigen Entwicklungsstand der Kapselsysteme
keine positiv modulierende Wirkung auf die Bioaktivitdt des darin formulierten HBE,

untersucht an verschiedenen in vitro- und in vivo-Parametern, nachgewiesen werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse aus Kurzzeituntersuchungen invitro und in vivo korrelieren in der Hinsicht,
dass nach Formulierung des HBE ein essentieller Verlust der nativen Bioaktivitdt aufgezeigt
wurde. Dies konnte moglicherweise auf Verlusten von bioaktiven Inhaltsstoffen bei der
Kapselherstellung, deren Komplexierung durch das Kapselmaterial und/oder der langsamen
Freisetzung aus den Kapseln beruhen. In Langzeituntersuchungen hinsichtlich des Wachstums
von Tumorzellen hatte die Verkapselung keinen unerwiinschten Einfluss, die Formulierung in
DMH hatte iiberdies eine Steigerung der wachstumshemmenden Wirkung zur Folge.

Weiterhin wurde gezeigt, dass Parameter der EGFR~ und der Wachstumshemmung iiber
unterschiedliche Substanzklassen des HBE vermittelt werden. Wéhrend die Rezeptoraktivitat
hauptséchlich durch den anthocyanfreien Extraktanteil gehemmt wird, scheinen auf das
Zellwachstum insbesondere Anthocyane und Proanthocyanidine Einfluss zu nehmen. EGFR-
Hemmung im beobachteten Zeitfenster und die Verminderung des Tumorzellwachstums
scheinen somit in keinem ursachlichen Zusammenhang zu stehen.

Die invitro-Daten deuten darauf hin, dass die Aktivierung des Nrf2-Signalwegs durch das
intestinal gebildete Anthocyanabbauprodukt Phloroglucinolaldehyd vermittelt wird. Diese
Annahme wird durch die Ergebnisse der Humanstudie unterstrichen, da nur im Kollektiv der
Kontrollprobanden eine Modulation der HO-1- und NQO1-Transkription aufgezeigt werden
konnte. In den Ileostomieprobanden, die iiber keinen aktiven Kolon verfiigen, wurden die
Transkription dieser Gene nicht oder nur schwach moduliert. Die Aktivierung des Nrf2/ARE-
Signalwegs durch das Abbauprodukt wére iiber eine Reaktion mit Keapl-Cysteinresten
denkbar.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Bioaktivitdt des
untersuchten HBE in verschiedenen in vitro- und in vivo-Bioassays durch unterschiedliche Ver-
kapselungsmethoden nicht verstarkt wird. Insbesondere Matrixeffekte scheinen die biologische
Wirkung des Extrakts zu verringern. Bei der Weiterentwicklung der Kapseln sollte deswegen

vor allem der Fokus auf die Wahl des Hiillmaterials gelegt werden.
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6 Material und Methoden

6.1 Mathematische Berechnungen

Arithmetischer Mittelwert:

Die Mittelung Ergebnisse mehrerer, unabhiangiger Experimente wird mit Formel 6.1 berechnet.

>

Arithmetischer Mittelwert (MW): z = =2 (6.1)
n

Standardabweichung:

Ab einer Wiederholungszahl von n=3 wird die Schwankungsbreite der Mittelwerte als

Standardabweichung nach Formel 6.2 berechnet.

Standardabweichung (SD): s =

n—1

IC5p-Berechnung:

Die ICso-Berechnung der Rezeptoraktivitdt und des Zellwachstums erfolgt mittels linearer

Interpolation nach Formel 6.3.

Ch—C

I _~h— ™l
Cso A, A,

X (50 — Al) + G (6.3)

IC'50 : Inhibitorkonzentration, die eine 50%ige Hemmung zur Folge hat
Ay, - hochste Aktivitat unterhalb von 50 %
Ay : niedrigste Aktivitat oberhalb von 50 %
C}, : Konzentration der Testsubstanz bei Ay,

C) : Konzentration der Testsubstanz bei A,
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Nalimov-Test:

Durch den Nalimov-Test kann eine Aussage gemacht werden, ob ein bestimmter Messwert

x* in eine erwartete Messreihe passt oder allgemein nicht den Erwartungen entspricht. Die

Teststatistik erfolgt nach Formel 6.4.

e n
= X (6.4)

Gilt r* > reqp dann darf z* mit einer statistischen Sicherheit von 1— « als Ausreifler
angesehen werden (Tabelle 21). Die Anzahl der Freiheitsgrade f ergibt sich zu f=n—2
[Lozén und Kausch, 2003].

Tabelle 21: Kritische Grenzwerte zur Ermittlung von
Ausreifiern nach Nalimov (a = 0, 05).

7™ : Testgrofe

Terit - Kritischer Grenzwert
Terit n Terit n Terit
1,409 12 1,910 25 1,936
1,645 13 1,916 30 1,937
1,757 14 1,920 35 1,942
1814 15 1,923 40 1,945
1,848 16 1,926 45 1,948
1,870 17 1,928 50 1,949
1,885 18 1,931 100 1,950
1,895 19 1,933

1,903 20 1,935

™ : Messwert
Z : Mittelwert aller Messwerte
s : Standardabweichung
n : Anzahl der Messwerte
f : Anzahl der Freiheitsgrade
«

: Signifikanzniveau

— =
oo ot w3
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6.2 Zellkultur

6.2 Zellkultur

6.2.1 Verwendete Zelllinien

Die Untersuchungen werden mit den humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 und der Hamster-

ovarienzellinie CHO durchgefiihrt.

HT?29:

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane Kolonadenokarzinomzellen, die 1964 aus einem
priméaren Tumor einer 44 Jahre alten Frau kaukasischen Typs isoliert wurden. Der Karyotyp ist
hypertriploid mit 17,5 % polyploidem Anteil. Die Verdopplungszeit betragt 40—60h [DSMZ,
Braunschweig]. Die Kultivierung erfolgt bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit in
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, mit 4,5g/l1 D-Glucose und L-Glutamin, ohne
Na-Pyruvat) mit Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FKS) und 1%
Penicillin/Streptomycin (P/S).

CHO:

Die Zelllinie CHO (abgekiirzt vom englischen Chinese hamster ovary) wurde von Puck et al.
[1958] etabliert. Es handelt sich um immortalisierte Zellen aus Ovarien des chinesischen
Hamsters (Cricetulus griseus). CHO-Zellen sind eines der meist genutzten Systeme fiir
die Expression rekombinanter Proteine |[Hacker et al., 2009]. Die Zellen besitzen eine
Verdopplungszeit von ~24h und werden unter denselben Bedingungen wie HT29-Zellen in
DMEM (ohne Phenolrotindikator, 10 % FKS, 1% P/S, 1% L-Glutamin) kultiviert.

6.2.2 Wechseln des Zellkulturmediums

Die verwendeten Zelllinien wachsen adhérent bzw. semiadhédrent und bilden auf dem
Boden der Zellkulturflasche einen Monolayer aus. Da die Nahrstoffe des Zellkulturmediums
von den Zellen aufgebraucht werden und abgegebene Stoffwechselendprodukte im Medium
akkumulieren, wird alle drei bis vier Tage ein Wechsel der Nahrlosung durchgefiihrt.
Verbrauchtes bzw. aufgrund der Stoffwechselprodukte stark angesduertes Zellkulturmedium
ist an einem Farbumschlag des darin enthaltenen pH-Indikators Phenolrot von rot iiber orange
nach gelb zu erkennen. Verbrauchtes Medium wird mit Hilfe einer Pasteurpipette abgezogen

und durch 40 ml frisches, auf 37 °C vorgewdrmtes Medium ersetzt.

6.2.3 Passagieren der Zelllinien

Bei einer Konfluenz von ca. 80—-90% werden die Zellen passagiert, d.h. nach Verdiinnen
weiterkultiviert, da sich sonst Polylayer ausbilden koénnen. Beide Zelllinien miissen dazu

abtrypsiniert werden.
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Durchfiihrung:

e Abziehen des verbrauchten Zellkulturmediums mit einer Pasteurpipette.
e Waschen des Zellrasens mit ~ 10 ml warmen PBS-Puffer.

e Uberschichten der Zellen mit ca. 2 ml warmer Trypsinlésung und anschliefende Inkuba-
tion fiir ca. 2—3 min bei 37°C.

e Losen der Zellen vom Boden der Kulturflasche durch leichtes Klopfen.
e Abstoppen der Trypsinreaktion durch Zugabe von 10 ml FKS-haltigem Medium.

e In Abhéngigkeit der Zellzahl werden 0,5—2ml der Zellsuspension in eine neue Zell-
kulturflasche iiberfithrt und mit 40 ml frischem Medium versetzt. Der Uberstand der

Suspension wird zum Aussden verwendet

Mit steigender Passagenzahl kann sich die Zellphysiologie deutlich veréndern, deshalb werden
die verwendeten Zellen ab einer Passagenzahl von ca. 30 verworfen und frische Aliquote in
Kultur genommen [Lindl, 2000].

6.2.4 Einfrieren von Zellen

Zellen kénnen bei — 80 °C iiber einen langeren Zeitraum gelagert werden. Durch Zugabe von
Dimethylsulfoxid (DMSO) wird ein Auskristallisieren des Zellwassers unterbunden [Lindl,
2000].

Durchfiihrung:

e Abtrypsinieren der Zellen wie in Abschnitt 6.2.3 beschrieben.
e Vorlegen von 500 pl einer FKS/DMSO-Mischung (7/3, v/v) in Kryordhrchen.
e Aliquotieren der Zellsuspension zu 1ml in Kryoréhrchen.

e Einfrieren der Zellen bei —20°C fiir 24h. Danach Uberfithrung in —80°C oder zur
Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff (— 196 °C).

6.2.5 Auftauen von Zellen

Das Auftauen der Zellen erfolgt rasch, um die zytotoxische Wirkung des DMSO bei

Raumtemperatur zu vermindern.

Durchfiihrung;:

o Auftauen der Zellstocks im Wasserbad bei 37 °C.

e Ziigiges Uberfiihren der Zellsuspension in 5ml warmes Zellkulturmedium (20 % FKS).
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Abzentrifugieren der Zellen (130 X g, 4 min, 20 °C).

e Resuspension des Zellpellets in frischem Kulturmedium (20 % FKS) und Uberfithren in

eine kleine Kulturflasche (25cm?).

Kultivierung unter zellspezifischen Bedingungen fiir ~ 72 h.

Nach erfolgreichem Anwachsen der Zellen Reduktion der FKS-Konzentration auf 10 %

und Subkultivierung in gréReren Kulturflaschen (175cm?).

6.2.6 Mykoplasmentest

Bei Mykoplasmen handelt es sich um eine der kleinsten bekannten Bakteriengattungen
(d =0,1 um). Da sie keine Zellwand besitzen, sind sie unempfindlich gegeniiber Antibiotika wie
Penicillin und stellen eine Kontaminationsgefahr fiir Zellkulturen dar. Regelméfiges Screening

von Zellen auf Mykoplasmen verringert die Gefahr einer laboriibergreifenden Kontamination.

Durchfiihrung:

e Abtrypsinieren der Zellen wie in Abschnitt 6.2.3 beschrieben.

e Uberschichten eines sterilen Objektrigers in einer 10 cm-Petrischale mit 10 ml Zellkul-
turmedium (10 % FKS).

e Eintropfen einer geringen Menge an Zellsuspension auf den Objekttrager und anschlie-

Kende Inkubation fiir 24 h bei zellspezifischen Bedingungen.

e Fixieren der Zellen auf dem Objekttriager durch Eintauchen in kaltes Methanol (— 20 °C)

fiir min. 15 min.
e Férben von Zellkernen und Zytoskelett mit DAPI/SR 101-Losung.

e Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Mykoplasmen sind als kleine blaue Punkte im

intra- bzw. extrazelluldren Raum erkennbar |Lindl, 2000].

6.2.7 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl von Zellsuspensionen wird unter dem Phasenkontrastmikroskop in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Diese besitzt Messzellen mit definierten Volumina von 0,1 pl. Durch
Zahlen der Zellen in diesem Volumen kann auf die Zellzahl in der Suspension riickgeschlossen
werden |Lindl, 2000]. Durch Anfiarben der Zellen mit Trypanblau kann zwischen lebenden
und toten Zellen unterschieden werden. Vitale Zellen konnen den Farbstoff ausschleusen und

erscheinen damit farblos, wiahrend tote Zellen blau eingeférbt ersichtlich sind.

e Abtrypsinieren der Zellen wie in Abschnitt 6.2.3 beschrieben.

e Verdiinnen von 20 ul Zellsuspension mit 180 pl Trypanblauldsung.
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Zusammenbau der gereinigten Neubauer-Zahlkammer.

Einfiillen der angefarbten Zellsuspension.

Lichtmikroskopische Auszéhlen nach dem Schema in Abbildung 63.

Der Mittelwert aus vier Quadraten wird mit dem Kammerfaktor 10000 sowie dem
Verdiinnungsfaktor 10 multipliziert. Die errechnete Zahl entspricht der Zellzahl pro ml

Suspension.
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groRes QO Lebende Zellen, werden ausgezahit
Quadrat @ Tote Zellen, werden nicht ausgezahit

@ Zellen auf oberem und rechten Rand,
werden nicht ausgezahit

Abbildung 63: Neubauer-Zahlkammer und Zihlschema eines grofen Quadrates [Lindl, 2000]

6.2.8 Inkubation mit Testsubstanzen bzw. Kapselsystemen

Zu untersuchende Testsubstanzen werden zunéchst 100-fach konzentriert in DMSO gel6st, wel-
ches direkt vor der Zellinkubation im Kulturmedium homogenisiert wird (DMSO-Endkonzentration
1%). Extraktbeladene Kapselsysteme werden in 15ml-Rohrchen in entsprechender Menge
vorgelegt. Kurz vor der Zellinkubation werden 5ml Zellkulturmedium zugegeben. Nach
kurzem Schiitteln wird die Kapselsuspension in die Petrischale mit den Zellen iiberfiihrt.
Anschliefsend werden die Zellen bei 37 °C fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert.

6.2.9 Losungen

e DMEM, 10% FKS, 1% P/S
— 50 ml FKS, hitzeinaktiviert
— 5ml P/S

auftauen und in 500 ml DMEM homogenisieren.

e 10 x PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung)
— 1710mM (100 g) NaCl
— 100mM (14,2 g) NagHPOy4
— 34mM (2,54 ¢g) KCl1
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— 18 mM (2,45g) KHoPOy
mit HyOpigest auf 11 auffiillen (pH =7,4),
1:10 verdiinnen und autoklavieren.
Trypsin-Losung
— 500 mg Trypsin
— 250mg EDTA
— 10ml 10 x PBS
mit HyOpiqest auf 1 1 auffiillen, {iber Nacht auf Eis rithren, pH auf 7,0 -7,4 einstellen,
steril filtrieren (Porengrofe 0,22 um) und zu 5ml aliquotieren, Lagerung bei —20 °C.
DAPI/SR101-Lésung
200mM TRIS
200mM NaCl
8 uM 4,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)

— 50 uM Sulforhodamin-101 (SR101)

in HyOpigest 16sen und pH auf 7,6 einstellen.
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6.3 Quantitative Real-Time PCR

Bei der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) handelt es sich um eine molekularbiolo-
gische Methode, mit der die Amplifikation von DNA zeitgleich fluorometrisch quantifiziert
werden kann. Sie basiert auf der Polymerasekettenreaktion (PCR). Um mRNA-Gehalte in
einer Probe zu messen, wird die Gesamt-RNA isoliert und anschliefsend mit Hilfe einer

Reversen Transkriptase in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben.

6.3.1 Zellinkubation

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden mRNA-Gehalte in humanen PBMC und HT29-
Zellen gemessen. Die Isolierung von PBMC ist in Abschnitt 6.7.3 erlautert.

e Aussden von 600000 HT29-Zellen mit 5ml DMEM (10% FKS, 1% P/S) in 6cm-

Petrischalen. Inkubation unter zellspezifischen Bedingungen fiir 72 h.

e Inkubation mit testsubstanzhaltigem DMEM (10 % FKS, 1% P/S, 100 U/ml Katalase)
fiir 20 h unter zellspezifischen Bedingungen (Abschnitt 6.2.8).

6.3.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgt nach der ,Single Step Methode®. Dabei werden die
Zellen in guanidinisocyanathaltigem Puffer lysiert. Dieses Reagenz denaturiert effektiv Prote-
ine, dadurch wird einerseits die Zelle komplett aufgeschlossen, auf der anderen Seite werden
RNasen zerstort [Chomczynski und Sacchi, 1987]. Anschliefend wird die RNA ethanolisch
gefillt und iiber Festphasenextraktion isoliert. Hierzu bedient man sich Silikasdulen, an die
vor allem RNA-Sequenzen binden, die langer als 200 nt sind [RNeasy® Mini Handbuch]. Die
so isolierte RNA besteht hauptsédchlich aus rRNA, tRNA und mRNA. Letztere macht jedoch
nur einen Anteil von wenigen Prozent aus. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird RNA
aus humanen PBMC sowie aus HT29-Zellen isoliert. Die Protokolle unterscheiden sich daher

geringfiigig in Abhéngigkeit der Zellart.

Durchfiihrung:

Fiir die Isolierung der Gesamt-RNA wird der ,RNeasy® Mini Kit* (Qiagen) verwendet. Die
Volumina der eingesetzten Reagenzien ist von der Zellart abhangig und der Tabelle 22 zu

entnehmen.

e Abzentrifugieren (400 x g, 5min, RT) der PBMC aus RNAlater-Puffer und nach
Resuspendieren in 1 ml PBS-Puffer erneut Abzentrifugieren (400 x g, 5min, RT). HT29-

Zellen werden mit kaltem PBS-Puffer gewaschen.

e Entfernen der Puffer-Reste mit einer Pipette und Zugabe von RLT-Puffer (Zusatz von
1% B-Mercaptoethanol direkt vor Verwendung).
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e Abschaben der HT29-Zellen mit sterilem Zellschaber und Uberfiihren in ein Reaktions-
gefals.

e Homogenisieren beider Zelltypen durch zehnfaches Ziehen durch eine Kaniile (20 Gauge).

e Zugabe von 600 ul (PBMC) bzw. 350 ul (HT29-Zellen) Ethanol und Homogenisieren
mittels Pipette.

e Auftragen von 600 pl des Zelllysats auf die Silikasdule. Zentrifugation (10000 x g, 30 sec,
RT) und anschliefilend Verwerfen des Durchflusses. Das Zelllysat von HT29-Zellen wird
komplett aufgetragen.

e Auftragen des restlichen Zelllysats von PBMC auf die Saule. Zentrifugation (10000 X g,
30sec, RT) und anschliefend Verwerfen des Durchflusses.

e Auftragen von 700 ul RW1-Puffer auf die Sdule. Zentrifugation (10000 X g, 30 sec, RT)

und anschlieffendes Verwerfen des Durchflusses.

e Auftragen von 500 ul RPE-Puffer auf die Sdule. Zentrifugation (10000 x g, 30sec, RT)

und anschliefendes Verwerfen des Durchflusses.

e Wiederholtes Auftragen von 500 ul RPE-Puffer auf die Saule. Zentrifugation (10000 X g,

30sec, RT) und anschliefendes Verwerfen des Durchflusses.

e Trocknen der Séule in frischem Auffangbehélter durch Zentrifugation (10000 x g, 2 min,
RT).

e Elution der RNA mit 30 ul HyORrNasefrei (10000 x g, 2min, RT).
e Weiterverarbeitung der RNA auf Eis bzw. Lagerung bei — 80 °C.

Der RNA-Gehalt der Proben wird fotometrisch bei A =260 nm mit dem NanoDrop ND-2000
System ermittelt. Verunreinigungen durch Proteine werden iiber das Verhéltnis der Absorp-
tionen bei A=260 und 280nm (Aggp/Aggp) ermittelt. Dieses sollte zwischen 1,9 und 2,3
liegen [RNeasy® Mini Handbuch]|. Die Untersuchung der RNA-Integritét wird fiir ausgewéhlte
Proben mit dem RNA 6000 Pico Kit von Agilent Technologies angeschlossen.

6.3.3 RNA-Integritat

Die Integritdt der RNA in Proben fiir Transkriptionsuntersuchungen ist Voraussetzung fiir
die Validitdt der Ergebnisse. Ausgewéhlte Proben werden daher mit dem RNA 6000 Pico Kit
von Agilent Technologies tiberpriift. Das zugrundeliegende Analysenprinzip basiert auf einer
Kapillargelelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenz als Detektion. Das Vorbereiten des
Elektrophoresechips und dessen Beladung erfolgt nach dem Handbuch des Kits. Die RNA-
Qualitat wird nach Auswertung als sogenannte RNA-Integriatsnummer (RIN) zwischen 1
und 10 angegeben. Ein RIN-Wert von 1 entspricht dabei vollstdndig degradierter RNA und
ein Wert von 10 vollstindig intakter RNA. RNA-Proben mit RIN-Werten <5 sollten nicht

fiir Transkriptionsuntersuchungen eingesetzt werden.
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Tabelle 22: Volumina der Reagenzien fiir die RNA-Isolierung abhéngig von der verwendeten Zellart.

Reagenz PBMC HT29-Zellen
PBS-Puffer (Waschschritt) 1ml 3ml
RLT-Puffer 600 pl 350 pl
Ethanol (70 %) 600 pl 350 pl
RW1-Puffer 700 pl 700 pl
RPE-Puffer 500 pl 500 pl
H,OrnNasefrei 30 ul 30 pl

Durchfiihrung;:

Vor der Durchfiithrung werden alle verwendeten Reagenzien auf Raumtemperatur erwarmt.

e Auftragen von 550 ul Gelmatrix auf einen Spinfilter.
e Zentrifugation (1500 x g, 10 min, RT).
e Aliquotieren der filtrierten Gelmatrix und Lagerung bei 4 °C bis zu einem Monat.

e Vortexen des Farbstoffkonzentrats fiir 10s. Zugabe von 1 ul des Gelfarbstoffs zu 65 pul

Gelmatrix.

e Vortexen des Gel/Farbstoffgemisches und Abzentrifugieren moglicher Feststoffe
(13000 x g, 10 min, RT).

e Beladen des Elektrophoresechips mit Gelmatrix unter Zuhilfenahme der Ladeapparatur.

e Beladen des Elektrophoresechips mit Proben (1ng RNA) und RNA-Leiter nach
Vorschrift.

Die Kapillarelektrophorese erfolgt im Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Mit
Hilfe der Software ,,2100 Expert* werden die Daten ausgewertet.

6.3.4 Reverse Transkription

Taq-DNA-Polymerasen der PCR koénnen ausschliefslich DNA vervielfiltigen, daher muss RNA
zunéchst in ¢cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgt mit Hilfe von viralen Enzymen,

sogenannter reverser Transkriptasen.

Durchfiihrung:

Fiir die reverse Transkription wird der Kit “QuantiTect® Reverse Transcription von Qiagen
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgt aufgrund der moglichen Kontaminationsgefahr durch
RNasen auf Eis.
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e Verdiinnen der RNA-Losung mit HyORrNasefrei auf eine RNA-Menge von 250 ng in einem

Volumen von 6 ul.
e Zugabe von 1 ul gDNA Wipeout-Puffer und anschliefende Inkubation bei 42 °C fiir 2 min.

e Zugabe von 3 pl RT-Mastermix (Tabelle 23) und anschlieftende Inkubation bei bei 42 °C

fiir 2 min.

Tabelle 23: Pipettierschema des RT-Mastermix fiir einen Reaktionsansatz von 10 pl.

Reagenz pro Reaktion
5 x RT-Puffer 4ul
Primer Mix 1l
Reverse Transkriptase 1l

6.3.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der genspezifischen Vervielfiltigung von DNA. Theoretisch kénnen aus einer
einzelnen DNA-Sequenz innerhalb kurzer Zeit mehrere Milliarden Kopien mit Hilfe einer
hitzeresistenten DNA-Polymerase, der sog. Taq-Polymerase gebildet werden. Dieses Enzym
stammt urspringlich aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus.

Fiir die PCR werden, neben dem zu amplifizierenden DNA-Template genspezifische Primer,
die Tag-DNA-Polymerase, dNTPs und ein Puffer, welcher die korrekten Bedingungen fiir die
enzymatische Reaktion sicherstellt, benotigt. Die verwendeten PCR-Primer (Qiagen) sind so
konstruiert, dass sie (wenn moglich) eine Exon/Exon-Schnittstelle {iberlagern. Somit kénnen
Koamplifikationen von gDNA vermieden werden [QuantiTect® Primer Assay Handbook]|. Bei
der verwendeten Taqg-Polymerase handelt es sich um eine Hotstart-Polymerase, die zunéchst

durch Inkubation bei 95 °C aktiviert werden muss.

Ablauf der PCR:

Die PCR lauft generell in einer zyklischen Abfolge von drei Schritten in einem sog.

Thermocycler ab. Diese Schritte werden bis zu 40 mal hintereinander wiederholt.

1. Denaturierung: Der PCR-Ansatz wird fiir ca. 15s auf 95°C erhitzt. Dabei werden
das Template und die Primer durch Brechung der Wasserstoffbriickenbindungen in ihre

Einzelstrange aufgeschmolzen.

2. Primerhybridisierung: Die Temperatur wird fiir 20—-30s auf 50—60°C erniedrigt.
Bei dieser Temperatur kénnen sich die Primer spezifisch an die ensprechenden DNA-
Sequenzen anlagern. Schon in diesem Temperaturbereich kann die Tag-DNA-Polymerase
an das Primer/Templatehybrid binden und mit der Verlingerung der DNA-Sequenz

unter Verbrauch von dNTPs beginnen.
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3. Elongation: Die Temperatur wird fiir 10-30s auf ca. 72°C erhoht. Bei dieser
Temperatur hat die Taqg-DNA-Polymerase ihre hochste Aktivitdt. Der komplementére
DNA-Strang wird bis zum Ende der Sequenz vervollstdndigt.

6.3.6 SYBR Green |

Bei der quantitativen Real-Time PCR wird die Amplifikation der DNA in Echtzeit nach
jedem Zyklus gemessen. Dies geschieht mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I
(Abbildung 64). Dieser Farbstoff interkaliert in dsDNA. Der dabei gebildete Komplex
absorbiert blaues (Apax =488 nm) und emittiert griines Licht (Apax =524 nm). Die Zunahme
der Fluoreszenz kann in einem entsprechenden Thermocycler gemessen werden. Bei der SYBR-
Green-Methode muss im Anschluss an die PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt
werden, um sicherzustellen, ob die zu untersuchende Sequenz spezifisch amplifiziert wurde.
Die dsDNA wird dabei langsam erhitzt; erst beim Schmelzpunkt des DNA-Fragments,
welcher von der Nukleotidsequenz abhéngig ist, wird der Farbstoff freigegeben und die
Fluoreszenz erniedrigt |Zipper et al., 2004]. Eine spezifisch abgelaufene PCR-Reaktion sollte

einen einzelnen Peak in der 1. Ableitung der Schmelzkurvenfunktion aufweisen.

/
(0

Abbildung 64: Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I

6.3.7 Quantifizierung

Die Quantifizierung der Transkriptmenge erfolgt nach der AACy-Methode. Die bei der
qRT-PCR aufgenommenen Amplifikationskurven weisen einen Bereich mit exponentiellem
Anstieg auf. In diesen Bereich wird eine Schwelle (Threshold) gelegt. So kann jeder
Amplifikationskurve ein PCR-Zyklen-Wert (,, Threshold cycle”, Cq-Wert) zugeordnet werden,
bei dem das Fluoreszenzsignal diesen Schwellenwert iiberschreitet. Diese Methode liefert
genauere Werte als Endpunktbestimmungen. Die Normalisierung der Daten erfolgt auf ein
konstitutiv exprimiertes Gen (Housekeeping gene) als endogene Amplifikationskontrolle. Fiir
die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit werden die endogenen Kontrollgene {3-Aktin
und GAPDH verwendet. Die Berechnung der relativen Transkription (rT) erfolgt nach den
Formeln 6.5-6.7. Voraussetzung fiir diese Methode ist, dass die relative Effizienz der PCR-
Reaktionen der untersuchten Gene vergleichbar mit der von 3-Aktin bzw. GAPDH ist.
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ACq = Cagen ~ Cap_axtin (6.5)

AACQ = ACqProbe - ACClKontrolle 66)

T = 27 A42Cq (6.7)
Durchfiihrung;:

Fiir die Durchfiihrung der qRT-PCR wird der Kit ,QuantiTect® SYBR Green PCR* von

Qiagen verwendet.

e Verdiinnen der cDNA-Proben mit H,OrNasefrei (1:10).
e Vorlegen von 9 ul PCR-Mastermix (Tabelle 24) pro Well einer 96 Well-PCR-Platte.
e Zupipettieren von 1 pl verdiinnter cDNA-LGsung.

e Versiegeln der PCR-Platte mit Kunststofffilm.

Die Reaktion findet im Real-Time-Thermocycler (StepOnePlus von Applied Biosystems) mit

folgendem Programm statt:

1. Inkubation bei 95°C fiir 15min (Aktivieren der Hotstart Taq-Polymerase).
2. Inkubation bei 94°C fiir 15s (Denaturierungsphase).

3. Inkubation bei 55°C fiir 30 s (Primerhybridisierungsphase).

4. Inkubation bei 72°C fiir 30s (Elongationsphase).

5. Detektion der Fluoreszenz.

6. 39 x Wiederholen der Schritte 2-5.

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

Tabelle 24: Pipettierschema des PCR-Mastermix fiir einen Reaktionsansatz von 10 pl.

Reagenz pro Reaktion
QuantiTect® SYBR Green Master Mix (2 x) 5ul
QuantiTect® SYBR Green Primer Assay (10 x) 1l
H;OrnNasefrei 3ul
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6.4

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgt mit Hilfe des Farbstoffes Coomassie Brillant
Blau G-250 (Abbildung 65), der unspezifisch an kationische und unpolare hydrophobe

Seitenketten von Proteinen bindet und dabei sein Absorptionsmaximum von A=465nm

zu 595nm verschiebt. Gemessen wird die Anderung in der Absorption bei A=595nm.

Die Farbstoffkomplexe sind nach 2min vollstdndig ausgebildet und fiir ca. 1h stabil. Die

Quantifizierung der Proteinmenge erfolgt anhand einer BSA-Standardgerade |Bradford, 1976].

/\NA©/303H

Abbildung 65: Strukturformel von Coomassie Brilliant Blau G250

Durchfiihrung:

Erstellen einer Verdiinnungsreihe aus BSA-Stammlosung (2 mg/ml) in den Schritten 0,1,
0,2, 04, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2 und 1,4 mg/ml.

Verdiinnen der Probe in den Bereich der Standardverdiinnungsreihe.

Vorlegen von 10 ul der BSA-Verdiinnungsreihe, 10 pl der verdiinnten Probenlésung, 10 pl
H,Opjidest (Blindwert Verdiinnungsreihe) bzw. 10 pl Probenpuffer (Blindwert fiir Proben
aus Western Blot Analyse).

Zugabe von 1 ml Bradfordreagenz pro Reaktionsgefaft und anschlieffendes Vortexen.
Uberfiithren von 3 x 200 ul dieser Lésungen in eine Mikrotiterplatte.

Bestimmung der Absorption bei A =595 nm im Mikrotiterplattenlesegerit (Victor®V).

Die Werte der Triplikate werden gemittelt. Uber die Gleichung der Standardgerade wird die

Proteinkonzentrationen der Probenlésung bestimmt.

Losungen
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6.4 Proteinbestimmung nach Bradford

— 100ml H3POy (85%)

mit H,Opigest auf 1000 ml auffiillen. Die Losung ist einen Monat vor Verwendung anzusetzen

und vor Gebrauch abzufiltrieren
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6.5 Western Blot Analyse zur Bestimmung der EGFR-Aktivitat

Unter Western Blot Analyse versteht man die elektrophoretische Ubertragung von Proteinen,
die zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Membran mit anschliefender
Immunodetektion. Im der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe der Western Blot Analyse die
Rezeptoraktivitiat des EGFR {iber dessen Phosphorylierungsgrad bestimmt. Dazu wird die

endogene und die phosphorylierte Menge Rezeptors mittels spezifischer Antikérper ermittelt.

6.5.1 Gelelektrophorese

Bei der SDS-PAGE (Natriumlaurylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese) wird das Pro-
tein zundchst mittels SDS (Natriumlaurylsulfat, Abbildung 66), einem Detergenz, und
[3-Mercaptoethanol, welches Disulfidbriicken spaltet, denaturiert. Wiirde das Protein nicht
denaturiert, wire die Auftrennung noch von weiteren Faktoren, wie z. B. der Proteinfaltung
etc. abhéngig. Das Detergenz lagert sich mit der hydrophoben Seite in einem Verhéltnis von
1,4g SDS pro 1,0g Protein an das Polypeptidriickgrat. Durch die hohe negative Ladung
wird die urspriingliche Ladung der Proteine vernachlissighar und alle Molekiile erhalten
dasselbe Masse/Ladungsverhéltnis. Die Trennung erfolgt somit hauptséchlich nach der Grofe
des Molekiils.

0]
N\ _~°
N N N T T T S
0" \
ONa*
Abbildung 66: Strukturformel von Natriumlaurylsulfat (SDS)

Nach der Denaturierung wird die Proteinlosung auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und
in ein elektrisches Feld gebracht. Das Grundprinzip der gelelektrophoretischen Auftrennung
stellt die elektrophoretische Mobilitdt des einzelnen Proteins dar. Sie ist eine Funktion der
Léange des entfalteten Proteins bzw. des Molekulargewichtes und weiterer Faktoren, wie z. B.
posttranslationalen Modifikationen.

Da die Masse eines denaturierten Proteins proportional zu seinem hydrodynamischen
Ionenradius ist, haben unterschiedlich grofe Proteine unterschiedliche Stoffgeschwindigkeiten
und koénnen so im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dabei bewegen sich kleinere Molekiile
schneller durch das Gel und kénnen anhand eines mitgefiihrten Molekulargewichtstandards

identifiziert werden [Cammann, 2001].

Vorbereitung der Elektrophoresegele:

Die Auftrennung der Proteine findet mittels vertikaler, diskontinuierlicher Gelelektrophorese
in einem 7%-igen (Tubulin) bzw. 12%-igen (EGFR, pEGFR) Polyacrylamid-Trenngel statt.
Das Gel wird am Vortag in der Elektrophoresekammer gegossen und {iber Nacht, mit
1-Butanol iiberschichtet, bei 4°C aufbewahrt. Die Uberschichtung mit Butanol dient der
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Ausbildung einer einheitlichen Gelgrenze, dem Fernhalten von Sauerstoff und als Schutz vor

dem Austrocknen.

e Zusammenbau der Elektrophoresekammer (PerfectBlue Doppelgelsystem Twin ExW S
von Peqlab) nach Vorschrift. Die Glasplatten werden vor der Montage mit Ethanol
(70 %) gereinigt.

e Pipettieren der Trenngele (7% fiir Tubulin und 12 % fiir EGFR/pEGFR).

e Ziigiges Einfiillen der Gele in die Kammern und Uberschichten mit 1-Butanol.
e Aushérten der Gele fiir ca. 45 min.

e Abzichen des 1-Butanols und zweimaliges Waschen mit HyOpidest -

e Einsetzen der Teflonkimme zur Formung der Sammelgeltaschen.

e Pipettieren der Sammelgele (3,8 % fiir alle Proteine).

e Ziigiges Einfiillen der Sammelgele.

e Entfernen von méglichen Luftblasen durch Bewegen des Teflonkamms.

e Aushérten der Sammelgele iiber Nacht bei 4°C

e Vor der Probenaufgabe Entfernen der Teflonkimme und Abziehen iiberschiissigen

Puffers mit einer Kaniile (22 Gauge).

Probenvorbereitung;:

Die Proteingewinnung fiir die Western Blot Analyse erfolgt auf Eis.

e Aussien von 2 x 10° HT29-Zellen in 10ml DMEM (10% FKS, 1% P/S) in 10cm-
Petrischalen. Anschliefsende zellspezifische Inkubation fir 48 h.

e 24h vor der Substanzinkubation wird das Kulturmedium gegen serumreduziertes
DMEM (1% FKS und 1% P/S) ausgetauscht.

e Substanzinkubation in 5ml serumfreiem DMEM (1% P/S, 100 U/ml Katalase) fiir 45,
60, 120 bzw. 180 min. Inkubation von 1 % DMSO oder unbeladenen Kapseln (dquivalente
Menge) als Negativkontrolle.

e Zugabe von EGF (100ng/ml) 15 min vor Beendigung der Inkubation.

e Abschiitten des Mediums und zweimaliges Waschen mit eiskaltem PBS-Puffer. Restloses

Entfernen des Puffers.
e Uberschichten der Zellen mit 200 ul RIPA-Lysepuffer und anschliefendes Abschaben.

e Zellaufschluss im Handhomogenisator (Wheaton) mit 40 Hiiben eines , Tight Pistills*.
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Zentrifugation (20000 x g, 10 min, RT).
Bestimmung der Proteinkonzentration des Uberstands nach Bradford (Abschnitt 6.4).

Verdiinnung der Proben mit HyOpigest auf eine Proteinmenge von 720 ug in 200 ul

Losung.

Versetzen mit 40 ul 6 x SDS-Probenpuffer und anschlieffende Inkubation fiir 8 min bei
96 °C im Blockheizgeriit.

Auftragen von 20 pl denaturierter Proteinlosung (=60 pug Protein) pro Tasche auf das

vorbereitete Gel.
Vorsichtiges Uberschichten der Proteinproben mit Laufpuffer.

Starten der Elektrophorese nach folgendem Programm:

1. 30 min bei 120 V
2. 90min bei 140 V

Losungen
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e RIPA-Lysepuffer

— 50mM (606 mg) TRIS
— 250 mM (1460 mg) NaCl
1mM (37,2mg) EDTA
1mM (4,2mg) NaF

— 1% (1ml) Igepal CA-630

mit HyOpigest auf 100 ml auffiillen, pH auf 7,4 einstellen, unmittelbar vor Gebrauch pro

Milliliter versetzen mit:
— 20 ul PIM (Proteaseinhibitor-Mix)
— 10uM (5 pul) NagVOy4 (2mM Losung)
— 10uM (10 ul) PMSF (1 mM Lésung in Isopropanol)
TRIS-Puffer (1,5 M, pH 8,8) 18,2 g TRIS mit HyOpiqest auf 100 ml auffiillen, pH auf

8,8 einstellen.

TRIS-Puffer (0,5M, pH 6,8) 1g TRIS mit HyOpigest auf 100ml auffiillen, pH auf

6,8 einstellen.

APS (ca. 10 %) ein Eppendorfreaktionsgefaf zu 1/3 mit APS fiillen mit 1 ml HyOpigest

aufliillen.

SDS (10 %) 10g SDS mit H,Opigest auf 100 ml auffiillen, abfiltrieren.



6.5 Western Blot Analyse zur Bestimmung der EGFR-Aktivitét

e 7%-iges Trenngel

Fiir ein Gel
— 3,97 ml HyOpidest
— 1,92 ml TRIS-Puffer (1,5 M, pH 8,8)
— 1,80 ml Acrylamidstammlosung (Rotiphorese Gel 30)
— 76,8l SDS (10 %)
38,4 ul APS (ca. 10%)

3,84 ul TEMED (Tetramethylethylendiamin)

kurz vor dem Gieflen zusammenpipettieren und luftblasenfrei zwischen die beiden

eingespannten Glasplatten fiillen.

e 12%-iges Trenngel

Fiir ein Gel

2,69 ml Hgobidest
— 1,92ml TRIS-Puffer (1,5 M, pH 8,8)

3,08 ml Acrylamidstammlésung (Rotiphorese Gel 30)
76,8 ul SDS (10%)
38,4 ul APS (ca. 10%)

3,84 ul TEMED (Tetramethylethylendiamin)
kurz vor dem Gieflen zusammenpipettieren und luftblasenfrei zwischen die beiden
eingespannten Glasplatten fiillen.
e 3,8%-iges Sammelgel Fiir ein Gel
— 1,58 ml H,Opjiqest
— 0,66 ml TRIS-Puffer (1,5 M, pH 8,8)
— 0,33ml Acrylamidstammlésung (Rotiphorese Gel 30)
— 26,4 ul SDS (10%)
— 26,4l APS (ca. 10%)
— 2,64 ul TEMED (Tetramethylethylendiamin)
kurz vor Giefen des Geles zusammenpipettieren und luftblasenfrei iiber das Trenngel
zwischen die eingespannten Glasplatten fiillen.
e 6 x SDS-Probenpuffer
— 50ml TRIS-Puffer (0,5M, pH 6,8)
— 40 ml Glycerol
— 1,24¢g SDS
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— 160 mg Bromphenolblau
mit HyOpjigest auf 100 ml auffiillen, zu 1ml aliquotieren und im Kiihlschrank aufbewah-
ren, vor Gebrauch mit 52,6 ul f-Mercaptoethanol versetzen.
e 10 x Elektrophorese-Laufpuffer
— 2M (300g) Glycin
— 250mM (60,57g) TRIS
- 1% (20g) SDS

mit HyOupigest auf 21 auffiillen, pH auf 8,3 einstellen

fiir Gebrauch 1:10 verdiinnen

6.5.2 Proteintransfer

Da die Proteine im Polyacrylamidgel nicht immunologisch detektiert werden koénnen, miissen
sie auf eine entsprechende Matrix iibertragen werden. Beim Western Blot erfolgt der
Transfer elektrophoretisch im Wet-Blotverfahren auf eine Nitrozellulosemembran. Das Gel
und die Membran finden sich dabei in einer Art Sandwichstapelung zwischen Filterpapieren
eingetaucht im Blottingpuffer. Durch Anlegen einer Spannung werden die Proteine auf die
Membran iibertragen. Im Anschluss an den Blot miissen die unspezifischen Bindungsstellen
mit BSA oder Milchpulver abgeséttigt werden [Towbin et al., 1979, Burnette, 1981].

Durchfiihrung:

e Aquilibrieren von Nitrozellulosemembran und Filterpapieren in Blottingpuffer fiir

mehrere Stunden.
e Waschen des Trenngels mit Blottingpuffer.
e Stapelung von Filterpapier, Zellulosemembran, Trenngel und einem zweiten Filterpapier.

e Vorsichtiges Auspressen iiberschiissigen Puffers und Luftblasen aus dem Stapel mit einer
Rolle.

e Einsetzen des Stapels in die Blottingkassette und Einhdngen in die Puffergefiillte

Blottingkammer.
e Anschliefen des Kiihlsystems und Blot bei 150 mA fiir 75 min.

e Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen auf der Zellulosemembran durch

Inkubation in Milchpulverlosung fiir 1h bei RT.

168



6.5 Western Blot Analyse zur Bestimmung der EGFR-Aktivitét

LGosungen:

e 20 x TBST-Puffer
— 2,6 M (303,9g) NaCl
— 400mM (96,9 g) TRIS
mit HyOpigest auf 21 auffiillen, pH auf 7,6 einstellen,
fiir Gebrauch 1:20 verdiinnen und mit 0,3 % Tween versetzen.
e 2 x Blottingpuffer
— 78 mM (11,7g) Glycin
— 96 mM (23,3 g) TRIS
— 0,074 % (1,48 g) SDS
800 ml Methanol

mit HyOpigest auf 21 auffiillen, fiir Gebrauch 1:2 verdiinnen.

e Milchpulverlésung (5 %)
2 g Milchpulver in 40 ml TBST-Puffer 16sen.

6.5.3 Immunodetektion

Die Detektion der Proteine erfolgt immunologisch. Dabei bindet zunéchst ein Antikorper
an das Zielprotein, der spezifisch gegen dieses gerichtet ist. Im darauf folgenden Schritt
erfolgt die Bindung eines Sekundérantikdrpers, der gegen den ersten gerichtet ist. Der
Sekundérantikorper ist an das Enzym Meerettichperoxidase (HRP, Horseradish Peroxidase)
gebunden. Dieses Enzym oxidiert Luminol mit H,O, und ruft somit eine Chemolumineszenz

hervor, welche gemessen werden kann (Abbildungen 67A und B) [Leong et al., 1986].

Abbildung 67: A) Modell der Antikérperbindung an das Zielprotein. B) Chemolumineszenzreaktion von
Luminol, katalysiert durch das Enzym Meerettichperoxidase (HRP, Horseradish perozidase).
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Durchfiihrung:

e FEinschweiflen der Membran in Kunstofffolie.

Befiillen der Folie mit 5 ml Primérantikorperlosung.

e Inkubation iiber Nacht bei 4 °C.

e Dreimaliges Waschen der Membran mit TBST-Puffer fiir je 5 min.
e Einschweifsen der Membran in Kunstofffolie.

e Befiillen der Folie mit 5ml Sekundérantikérperlosung.

e Inkubation fiir 1h bei RT.

e Dreimaliges Waschen der Membran mit TBST-Puffer fiir je 5 min.

e Inkubation der Membran in 4 ml ECL-Detektionslosung fiir 1 min und Detektion der
Chemolumineszenz mittels CCD-Kamera (LAS-4000). Quantifizierung der Protein-
banden mit der Software Multi-Gauge v2.0.

Losungen:

e Primirantikérperlosungen
— anti-EGFR (Maus): 1:1000 in Milchpulverlésung
— anti-pEGFR (Ziege): 1:1000 in Milchpulverlgsung
— anti-Tubulin (Maus): 1:2000 in Milchpulverlgsung
e Sekundarantikorperlosungen

— anti-Maus HRP-konjugiert: 1:2000 in Milchpulverlésung

— anti-Ziege HRP-konjugiert: 1:2000 in Milchpulverlésung

e Detektionslosung (PerkinElmer, Western Lightning)
— 2ml Luminollésung
— 2ml Wasserstoffperoxidlosung

unmittelbar vor Verwendung erstellen.
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6.6

HPLC-Analytik

Die Untersuchung von Anthocyanfreisetzung aus Kapselsystemen und Stabilitdt im Zellkultur-

medium erfolgt in zwei unterschiedlichen Ansétzen. Unverkapselter HBE und extraktbeladene

Kapselsysteme werden in saurem (pH 2, zellfrei) und neutralem Medium (pH 7,8, in Anwe-

senheit von HT29-Zellen) inkubiert und die Anthocyanfreisetzung bzw. der Anthocyanabau
mittels HPLC-DAD-Analyse erfasst.

Durchfiihrung zellfrei:

Anséuern von Zellkulturmedium (DMEM) mit Ameisensédure (10% (v/v)) auf pH2.
Ultraschallbehandlung fiir 10 min zur Entfernung von CO,.

Vermischen von unverkapseltem HBE (vorgelost in 1% DMSO, Endkonzentration:
200 ug/ml) bzw. Suspendieren der analogen HBE-Menge in MPK bzw. PHK in

angesduertem Zellkulturmedium.
Inkubation der Losung/Suspension in 10 cm-Petrischalen im Inkubator (37 °C, 5 % CO,).

Entnahme von Aliquoten (95 ul) direkt nach Vermischen/Suspendieren (0min) sowie
nach 5, 10, 15, 30, 45, 60 und 120 min.

Vermischen der Aliquote mit 5 ul Del-3,5-diglc-Losung.

Zentrifugation (20000 x g, 10 min, 21 °C) zur Entfernung von Feststoffen.

Durchfiihrung in Anwesenheit von Zellen:

Aussiien von 1 x 10% Zellen in 10 cm-Petrischalen (DMEM, 10 % FKS, 1% P/S).
Inkubation fiir 72h.

Vermischen von unverkapseltem HBE (vorgelost in 1% DMSO, Endkonzentration:
200 ug/ml) bzw. Suspendieren der analogen HBE-Menge in MPK bzw. PHK in
Zellkulturmedium (DMEM, 1% P/S, 100 U/ml Katalse, kein FKS).

Austausch des Kultur- gegen Inkubationsmedium. Inkubation im Inkubator (37°C, 5%
CO,).

Entnahme von Aliquoten (85 ul) direkt nach Vermischen/Suspendieren (0min) sowie
nach 5, 10, 15, 30, 45, 60 und 120 min.

Vermischen der Aliquote mit 5 ul Del-3,5-diglc-Losung und 10 pl Ameisenséure.
Ultraschallbehandlung fiir 10 min zur Entfernung von CO,.

Zentrifugation (20000 x g, 10 min, 21 °C) zur Entfernung von Feststoffen.
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HPLC-DAD-Analyse:

Standardverdiinnungsreihe: 0,125—-8 ug/ml Cy-3-glc mit jeweils 4 ug/ml Del-3,5-diglc,

10 % Ameisensaure.
Injektion von 10 ul Standard bzw. Probe.

Gradiententrennung;:

Fliefmittel A: Wasser/Acetonitril/ Ameisenséure 87/3/10 (v/v/v)

Fliefmittel B: Wasser/Acetonitril/ Ameisensaure 40/50/10 (v/v/v)

Flussrate: 0,5ml/min

Fliekmittelgradient: Omin: 2% B; 20min: 14% B; 25min: 14% B; 40min: 18 % B;
45min: 18 % B; 70 min: 90 % B; 80 min: 2% B; 90 min: 2% B (Abbildung 68A).

Detektion bei A =520 nm.

A
Berechnung der Standardgerade aus Peakflachenverhéltnis ﬁ (Abbildung 68B).
el-3,5-diglc

Berechnung analytischer Grenzwerte iiber die Standardgerade nach DIN 32645
(Formeln 6.8—-6.10): Nachweisgrenze: 0,224 pug/ml, Erfassungsgrenze: 0,449 pg/ml, Be-
stimmungsgrenze: 0,787ug/ml.

Berechnung der Anthocyankonzentration in Proben als Cy-3-gle-Aquivalente mit
Standardgeradenfunktion f(x)=0,3332x — 0,0282.

100+ 3,0
90
2,5
80
) %)
§. 70 E 2,04
o ©
3 %] 5
T 501 > 154
E g f(x) = 0,3332x - 0,0282
2 40 5
i S 1,0 R2 = 0,9996
2 %9 3
c [
< 204 o 0,5
104
0,0
0 T T T T T T T T T
A 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 B 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [min] Cy-3-glc [pug/ml]

Abbildung 68: A) Gradientenprogramm: FlieRmittel A: Wasser/Acetonitril/Ameisensidure 87/3/10
(v/v/v); FlieBmittel B: Wasser/Acetonitril/ Ameisensaure 40/50/10 (v/v/v). B) Cy-3-glc-Standardgerade zur
Anthocyanquantifizierung (Konfidenzintervall: 95 %).
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Berechnung analytischer Grenzwerte nach DIN 32645:

, 1 &
Nachweisgrenze : cyg = 8¢y X tfo X {[ — + — + —
m

no Qe

1 1 ¢
Erfassungsgrenze : ceg = cNGg + Seo X trg X \| — + — + —
’ m n  Q

1 (CBG — 5)2

1
Bestimmungsgrenze : cpg = k X S¢, X Lfa X \/ +—+
’ m.n Qc

c : Konzentration
S¢o ¢ Verfahrensstandardabweichung
n : Anzahl der Kalibrationspunkte
m : Anzahl der Messungen
Q. : Summe der Abweichungsquadrate von c¢;
¢ : Mittelwert der Kalibrationskonzentrationen
t : Quantil der t-Verteilung
« : Wahrscheinlichkeit fiir Fehler 1. Art (falsch positiv)
B : Wahrscheinlichkeit fiir Fehler 2. Art (falsch negativ)

k : relative Ergebnisunsicherheit
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6.7 Konzeption der Humanstudie

Die Interventionsstudie wurde im Rahmen des DFG-AIF-Clustervorhaben: ,, Pilotstudie zur
Bioverfiigbarkeit und biologischen Aktivitat von anthocyanreichen Heidelbeerextrakten in ver-
kapselter und unverkapselter Form im Menschen® durchgefiihrt und durch den Ethikausschuss
der Universitdt Wirzburg (Nr. 32/10) genehmigt. Die Studie wurde im Zeitraum vom 01.
Juni bis 08. Oktober 2012 durchgefiihrt und gliederte sich in zwei Probandenkollektive. Beide
Kollektive, fiinf gesunde Probanden und fiinf Ileostomiepatienten (Details in Tabelle 25)

wurden vom Universitatsklinikum Wiirzburg rekrutiert.

Tabelle 25: Probandenkollektive der humanen Interventionsstudie. Daten erhoben in Zusammenarbeit mit
Universitat Kaiserslautern und Universitatsklinikum Wiirzburg. BMI: Body-Mass-Index.

Kollektiv Proband Alter Geschlecht BMI
la] [w/m] [ke/m?]

Kontrollprobanden 1 43 w 26,5
2 50 w 30,2
3 44 w 30,2
4 39 w 29,9
5 29 w 20,5

Ileostomaprobanden 1 34 w 22,6
2 42 w 24,1
3 33 w 22,2
4 24 w 20,7
5 30 w 24,7

Die Probanden beider Kollektive durchliefen drei Studienabschnitte, in denen sie jeweils
unverkapselten HBE sowie dieselbe Menge HBE verkapselt in MPK bzw. CPK verzehrten
(Abbildung 53). Vor jeder Interventionsphase wurden die Probanden angehalten, sich
48h polyphenolarm zu ernéhren (Kein Verzehr von Obst und Gemiise, Séften, Rotwein,
Bier, Griintee, Schokolade und Vitaminpraparaten). Wahrend den Interventionsphasen
wurden von den Probanden Blut- und Urinproben sowie bei den Ileostomieprobanden

Ileostomaausflussproben gesammelt.

6.7.1 Verzehr von Extrakt bzw. Kapseln und diatetischer Verlauf der Studie

10g HBE bzw. die selbe Menge Extrakt in 144g MPK oder 30g CPK wurden einmalig,
eingeriihrt in 150 g Magermilchjoghurt (Fettanteil 1,5 %), innerhalb kurzer Zeit aufgenommen.
Beladene MPK konnten, aufgrund des sauren Geschmacks, nach Belieben mit Fliissigsiifsstoff
gesiifit werden. Im Verlauf jedes Studientages nahmen die Probanden folgende, polyphenolar-

me Mahlzeiten zu sich:

e 1h nach Intervention: Ein Brétchen mit Kunsthonig.

e 5h nach Intervention: Baguettebrétchen mit Schinken und Kése (beliebige Menge).
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e 9h nach Intervention: 500 g gekochte Hartweizennudeln mit 350 ml Sahnesofe.

Wahrende der Interventionsphase tranken die Probanden stiindlich 200 ml Wasser.

6.7.2 Probennahme

Den Probanden wurde mittels Venenpunktion Blut von einem ausgebildeten Mitarbeiter des
Universitdtsklinikums Wiirzburg in 9ml-EDTA-R6hrchen abgenommen, das bei 37°C bis
zur Weiterverarbeitung aufbewahrt wurde. Die Blutabnahme erfolgte kurz vor (0h) sowie
1, 2, 4 und 8 h nach der Intervention. Die Urinproben wurden in fiinf Probennahmeintervalle
eingeteilt: 24—0h vor Intervention, 0—2h, 2—4h, 4-8h und 8 -24h nach Intervention. Die
Ileostomaausflussproben wurden direkt vor (0 h) sowie 1, 2, 4, 6 und 8 h nach der Intervention
gesammelt.

Urin und Ileostomaausflussproben wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht und

werden daher nicht weiter erortert.

6.7.3 Isolierung von PBMC

Um das Transkriptionsprofil ausgewéahlter Gene in den PBMC der Probanden zu untersuchen,
wird die Fraktion dieser Zellen aus Vollblut isoliert. Diese Zellfraktion enth&lt hauptsichlich
Lymphozyten (B- und T-Zellen und NK-Zellen) und Monozyten. Die Abtrennung von den
Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten erfolgt mittels Dichtegradientenzentrifu-
gation. Der Dichtegradient wird unter Zuhilfenahme einer gebrauchsfertigen Ficolllosung

(Histopaque) der Firma Sigma-Adrich erstellt.

Durchfiihrung:

e Uberschichten von 7ml Ficolllssung mit 7ml Vollblut in 15 ml-Rohrchen.

e Zentrifugation der Rohrchen bei 400 x g fiir 25min bei RT (Eppendorf Centrifuge
5810 R, deaktivierte Bremse). Erythrocyten und Monocyten sedimentieren in diesem
Schritt durch die Ficolllosung und die PBMC sammeln sich an der Grenzschicht zwischen

Interphase (Ficolllésung) und Plasma.

e Entnahme der PBMC-Schicht mittels 1 ml Kolbenhubpipette und Uberfithren der Zellen
in 6 ml RPMI-Medium (10 % FKS, 1% P/S, 37°C) in 15 ml-Rohrchen.

e Zentrifugation der Rohrchen bei 250 x g fiir 10min bei RT (Eppendorf Centrifuge
5810 R, aktivierte Bremse).

e Abziehen des Uberstands und Resuspendieren des Zellpellets in 6 ml RPMI-Medium
(10% FKS, 1% P/S, 37°C).

e Zentrifugation der Rohrchen bei 250 x ¢ fiir 10min bei RT (Eppendorf Centrifuge
5810 R, aktivierte Bremse).
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e Abziehen des Uberstands und Resuspendieren des Zellpellets in 1 ml PBS-Puffer (10 %
FKS, 1% P/S, 4°C). Uberfiihren der Zellsupension in 1 ml Reaktionsgefiife.

e Zentrifugation der Reaktionsgefifie bei 250 x ¢ fiir 10 min bei RT.

e Abzichen des Uberstands und Resuspendieren des Zellpellets in 1ml RNAlater-Puffer
(Qiagen).

e Einfrieren und Lagerung der Zellen bei — 80 °C.

Die Isolierung der RNA aus den PBMC erfolgt nach der Vorschrift in Abschnitt 6.3.2.
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6.8 WST-1-Assay

Das Maf der Viabilitdt der HT29-Zellen nach Testsubstanzinkubation wird mithilfe des
kommerziell erhéltlichen WST-1-Assays (Roche Applied Science) ermittelt. Der Test basiert
auf der Reduktion des wasserloslichen 2-(4-Iodphenyl)-5-(2,4-disulfphenyl)-2H-tetrazolium
(WST-1) zu Formazan durch das mitochondriale Dehydrogensasesystem viabler Zellen.
Das Salz unterliegt dabei einer Farbénderung von schwach rétlich nach dunkelrot. Die
Farbanderung kann bei A =450 nm spektralfotometrisch erfasst werden. Die Reaktion wird nur
von lebenden Zellen vermittelt und kann daher als Maf fiir die Viabilitdt einer Zellpopulation

verwendet werden.

Durchfiihrung

Die Durchfiihrung erfolgt anhand des Handbuchs des ,Cell Proliferation Reagent WST-1“-Kits
von Roche Applied Science.

e Ausséden von 1000 HT29-Zellen pro Well einer 96 Wellplatte in 100 ul DMEM (10 % FKS,
1% P/S) und anschliefende Inkubation fiir 48 h unter zellspezifischen Bedingungen. Eine
vertikale Reihe wird zur anschliefsenden Bestimmung der Hintergrundabsorption nicht

mit Zellen belegt.

e Abziehen des Kulturmediums und Substanzinkubation in 100 ul serumfreien DMEM
(1% P/S, ohne bzw. mit 100 U/ml Katalase) in sechsfachen Replikaten. Inkubation mit
Triton X (1%) als Positivkontrolle.

e Inkubation fiir 1h unter zellspezifischen Bedingungen.
e Abziehen des Inkubationsmediums und zweimaliges Waschen mit warmem PBS-Puffer.
e Vorlegen von 100 pul serumfreien DMEM in alle Wells der Platte.

o Ziigige Zugabe von 10 ul WST-1 Reagenz und anschliefende Inkubation von 30min

unter zellspezifischen Bedingungen.

e Schiitteln der Platte fiir 5min und anschlieffende fotometrische Bestimmung der
Absorption bei einer Messwellenlange von Apjess = 450 nm und einer Referenzwellenldnge

von Ager =450 nm im Mikrotiterplattenlesegerit (Victor®V).

Die Absorptionswerte bei Ayess Werden zunéchst durch Subtraktion der Absorptionwerte bei
ARet korrigiert. Anschliefsend erfolgen eine Korrektur um die mittlere Absorption des Hinter-
grundlevels (Medium ohne Zellen) und ein Ausreifertest nach Nalimov (Formel 6.4) zwischen
den Werten der sechfachen Replikate. Die Absorptionwerte der Replikate werden gemittelt
und auf die Negativkontrolle (1 % DMSO) als T/C in Prozent normiert. Mittelwerte zwischen
mehreren Versuchen werden berechnet und signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle im
Student’s t-Test ermittelt.
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6.9

Sulforhodamin-B-Assay

Der Sulforhodamin-B-Assay (SRB-Assay) wird eingesetzt, um die Zelldichte anhand der

Proteinmenge zu bestimmen. Mit diesem Test konnen sowohl wachstumshemmende, als auch

zytotoxische Effekte einer Substanz ermittelt werden. Gemessen wird dabei fotometrisch

die Menge an zellproteingebundenem Sulforhodamin-B, einem Fluoreszenzfarbstoff, der ein
Absorptionsmaximum bei A =570 nm besitzt (Abbildung 69) [Skehan et al., 1990].

NN

N

Abbildung 69: Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffs Sulforhodamin-B

Durchfiihrung;:
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Ausséen von 5000 HT29-Zellen pro Well einer 24 Wellplatte in 1 ml DMEM (10 % FKS,
1% P/S).

Inkubation in Quadruplikaten fiir 48 h unter zellspezifischen Bedingungen.

Substanzinkubation in DMEM (10 % FKS, 1% P/S, 100 U/ml Katalase) fiir 24 bzw.
72 h.

Abstoppen des Zellwachstums mit 100 pl Trichloressigsidurelésung pro Well.
Fixierung der Zellen fiir 1h bei 4 °C.

Abschiitten des Mediums und zweimaliges Waschen der Zellen mit HyOpjigest. -
Trocknen der Zellen iiber Nacht bei RT.

Anférben der Zellen mit 300 pl Sulforhodamin-B-Lésung pro Well. Inkubation fiir 1 h.
Abschiitten der Farbelosung und zweimaliges Waschen der Zellen mit HyOpidest. -
Zweimaliges Waschen der Zellen mit Essigsdurelosung.

Trocknen der Zellen iiber Nacht bei RT.

Lésen des zellgebundenen Farbstoffs in 300 ul TRIS-Base und fotometrische Bestimmung
der Absorption bei A =570 nm im Mikrotiterplattenlesegerit (Victor®V).



6.9 Sulforhodamin-B-Assay

e Die Absorptionswerte der Quadruplikate werden um deren Blindwerte korrigiert und
gemittelt. Ausreifier werden nach Nalimov (Formel 6.4) ausgeschlossen. Die gemittelten
Werte werden auf die mittlere Absorption der Negativkontrolle bezogen und als T/C
in Prozent berechnet. Mittelwerte zwischen mehreren Versuchen werden berechnet und

signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle im Student’s ¢-Test ermittelt.

Lésungen

e Trichloressigsdurelosung (50 %, w/v)

50 g Trichloressigsdure mit H,Opjgest auf 100 ml auffiillen.

e Essigsiurelésung (1 %, v/v)
20 ml Essigséure (100 %) mit HyOpiqest auf 21 auffiillen.

e Sulforhodamin-B-Lésung (0,4 %, w/v)

400 mg Sulforhodamin mit Essigsaurelosung auf 100 ml auffiillen.

e TRIS-Base (10 mM)
24,2 g TRIS mit HyOpjigest auf 21 auffiillen, mit NaOH-Loésung pH auf 10,4 einstellen.
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6.10 Trypanblauausschlusstest

Die Vitalitatsfairbung mit Trypanblau (Abschnitt 6.2.7) kann genutzt werden, um das

Zellwachstum einer behandelten im Vergleich zu einer unbehandelten Probe zu untersuchen.

Aussden von 140000 HT29-Zellen in 5ml DMEM (10% FKS, 1% P/S) in 6cm-
Petrischalen. Anschliefsende, zellspezifische Inkubation fiir 24 h.

Substanzinkubation in 5ml DMEM (10 % FKS, 1% P/S, 100 U/ml Katalase) fiir 72 h.
Inkubation von 1% DMSO als Negativkontrolle (Medium bei Partikelinkubation).

Abschiitten des Mediums und einmaliges Waschen mit 3ml warmem PBS-Puffer.

Restloses Entfernen des Puffers.
Uberschichten der Zellen mit 500 pl warmer Trypsinlosung fiir 2 min.
Abstoppen der Trypsinreaktion durch Zugabe von 500 ul DMEM (10 % FKS, 1% P/S).

Vorsichtiges Losen der Zellen mit Hilfe der Pipette und Transfer der Zellen in ein

Reaktionsgefifi.

Spiilen der Petrischale mit 500 ul DMEM (10% FKS, 1% P/S). Vereinen der Zell-

suspensionen.

1:10 Verdiinnung mit Trypanblaulosung und Bestimmung der Zellzahl in einer Neubau-

erziahlkammer (Abschnitt 6.2.7). Bestimmung von jeweils vier Quadraten.

Die Lebendzellzahlen der Quadruplikate werden gemittelt. Die gemittelten Werte werden

auf die Negativkontrolle bezogen und als T/C in Prozent berechnet. Mittelwerte zwischen

mehreren Versuchen werden berechnet und signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle im
Student’s ¢-Test ermittelt.
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6.11 ICE-Bioassay

Mit Hilfe des ICE-Bioassays konnen kovalente DNA /Topoisomeraseintermediate sowohl

invivo als auch inwvitro erfasst werden. Somit kann zwischen katalytischen Topoisomerase-

inhibitoren und Topoisomerasegiften (Abschnitt 2.3.2) unterschieden werden.

Behandelte Zellen werden dazu aufgeschlossen und anschliefend die Zellproteine von der

DNA mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation separiert. Der Gradient wird in Fraktionen

unterteilt und diese im Anschluss auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen. Freie und DNA-

gebundene Topoisomerasen werden mittels spezifischer Antikorper gegen die Topoisomerase-

isoenzyme I, [T und IIf3 detektiert.

Zellinkubation, Lyse und Ultrazentrifugation

Aussiien von 3 x 109 HT29-Zellen in 20ml DMEM (10% FKS, 1% P/S) in 15cm-
Petrischalen. Anschliefsende, zellspezifische Inkubation fiir 72 h.

Substanzinkubation in 10 ml serumfreiem DMEM (1 % P/S, 100 U/ml Katalase) fiir 1 h.
Inkubation von 1% DMSO als Negativkontrolle.

Abschiitten des Mediums und zweimaliges Waschen mit 4ml kaltem PBS-Puffer.

Restloses Entfernen des Puffers.

Uberschichten der Zellen mit 6 ml Lysepuffer und anschliefendes Abschaben.
Zellaufschluss mittels Kaniile (20 G).

Auftragen von 4ml Zelllysat auf einen vorbereiteten CsCl-Gradienten.

Uberschichten des Zelllysats mit Mineralol zum Luftausschluss und Austarieren der

Zentrifugenrohrchen.

Ultrazentrifugation (100000 x g, 24 h, 20 °C).

Fraktionierung, Blotting und Detektion

Aquilibrieren der Nitrozellulosemembran und Blottingpapiere (2 Papiere pro Membran)
in 24 mM Phosphatpuffer bei 4 °C.

Fraktionierung des CsCl-Gradienten mittels Kaniile durch Anstechen der Unterseite des

Zentrifugenrohrchens in 300 pl-Aliquote.
Uberfiithren von 300 pl der Fraktionen in 300 pl vorgelegten 25 mM Phosphatpuffer.

Blotten von 180 pl jeder Fraktion auf die Nitrozellulosemembrans mithilfe der Slotblot-
apparatur (Abbildung 70).

Aquilibrieren der Membran in 1 x TBST-Puffer.
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e Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen auf der Zellulosemembran durch

Inkubation in Milchpulverlésung fiir 2,5h bei RT.
e Einschweiften der Membran in Kunstofffolie.
e Befiillen der Folie mit 5 ml Primérantikérperlosung.

e Inkubation iiber Nacht bei 4 °C.

e Dreimaliges Waschen der Membran mit TBST-Puffer fiir je 5 min.

e Einschweifien der Membran in Kunstofffolie.
e Befiillen der Folie mit 5 ml Sekundarantikérperlésung.

e Inkubation fiir 2h bei RT.

e Dreimaliges Waschen der Membran mit TBST-Puffer fiir je 5 min.

e Inkubation der Membran in 4 ml ECL-Detektionslosung fiir 1 min und Detektion der

Chemolumineszenz mittels CCD-Kamera (LAS-4000).

Die Auswertung der Membranen erfolgt nicht quantitativ. Freie Topoisomerasen werden in
den Fraktionen 15-20 detektiert, DNA /Topoisomeraseaddukte in den Fraktionen 5—14.

Platte zur Proben-
—aufbringung

Membran

/ Blotting-Papier

Silikon-Ring

___— Vakuum-Filtereinheit

___— Silikondichtung

Grundeinheit

DNA und DNA-
Topoisomerase-

addukte

freie Topo-
isomerasen

Abbildung 70: A) Slotblotapparatur zur Probenaufbringung auf Nitrozellulosemembranen. B) Schematische

Darstellung einer Nitrozellulosemembran nach Antikérperdetektion.
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6.11 ICE-Bioassay

Losungen

o TE-Puffer
— 10mM (2,4¢g) TRIS
— 1mM (584 mg) EDTA

mit HyOrpigest auf 21 auffiillen, pH auf 8,0 einstellen.

e Ciasiumchloridgradient
— 120g CsCl in 70 ml TE-Puffer 16sen
— Fiir einen Gradienten verdiinnen:
1. 1850 ul CsCl-Losung + 150 ul TE-Puffer
1600 pl CsCl-Losung + 400 ul TE-Puffer
1100 ul CsCl-Losung + 900 ul TE-Puffer

- W N

900 wl CsCl-Losung + 1100 ul TE-Puffer
2,0ml jeder Fraktion vorsichtig zu einem Gradienten iibereinander schichten. Unmittel-

bar vor Verwendung erstellen.

e Sarkosinlysepuffer (1%, w/v)
10 g N-Lauroylsarkosin Natriumsalz in 100 ml TE-Puffer 16sen.

e NapHPO,4-Losung (1 M)
14,2g NagHPO4 in 100 ml Hgobidest 16sen.

e NaH;POy4-Losung (1 M)
12,0g NaHoPOy4 in 100 ml HyOpiqest 16sen.

e Phosphat-Puffer
NasHPO4- und NaHsPOy4-Losung zu gleichen Teilen mischen.
e 10 x TBST-Puffer
— 1,37M (160,1 g) NaCl
— 200mM (48,5¢g) TRIS
mit HyOpigest auf 21 auffiillen, pH auf 7,5 einstellen,

fiir Gebrauch 1:10 verdiinnen und mit 1 % Tween versetzen.

e Milchpulverlésung (5 %, w/v)
5g Milchpulver in 100ml 1 x TBST-Puffer 16sen.

o Primirantikoérperlosungen
— anti-Topoisomerase I (Maus): 1:500 in Milchpulverlésung

— anti-Topoisomerase [T (Kaninchen): 1:500 in Milchpulverlésung
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— anti-Topoisomerase [I (Kaninchen): 1:500 in Milchpulverlosung

e Sekundarantikorperlosungen
— anti-Maus HRP-konjugiert: 1:2000 in Milchpulverlésung

— anti-Kaninchen HRP-konjugiert: 1:2000 in Milchpulverlésung
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6.12 Nrf2-Luciferase-Reportergenassay

Reportergenassays nutzen einfach zu quantifizierende Proteine (Reporter), um das Ausmafs
der Aktivierung eines bestimmten Promotors zu bestimmen. Dabei wird das Reportergen
unter die Kontrolle des zu untersuchenden Promotors gestellt. In der vorliegenden Arbeit
wird ein Konstrukt aus einem murinen GSTA1-Promotor mit dem Gen einer Photinus pyralis-
Luciferase, stabil transfiziert in CHO-Zellen, genutzt, um die Aktivierung des Nrf2-Signalwegs
zu quantifizieren. Die transfizierten Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Dirsch erhalten. Die
Zellen sind neben dem Reportergenkonstrukt stabil mit einem Expressionsvektor fiir das griin
fluoreszierende Protein (GFP) transfiziert. Die Quantifizierung der ARE-Aktivierung durch
Nrf2-Induktoren erfolgt {iber die luciferasekatalysierte Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin
(Abbildung 71).

O
Lumferase Y
+ ATP + O Mg? />_< +AMP + PP, + CO, + Licht

Abbildung 71: Reaktionsgleichung der luciferasekatalysierten Chemolumineszenzreaktion.

Durchfiihrung:

e Aussden von 60000 transfizierten CHO-Zellen pro Well einer 96 Wellplatte in 100 pl
DMEM (10% FKS, 1% P/S, 1% L-Glutamin, ohne Phenolrot) und anschliefende

Inkubation fiir 5 h unter zellspezifischen Bedingungen.

e Zugabe von 100 ul doppeltkonzentrierter Testsubstanzlosung (in DMEM, 10 % FKS, 1 %
P/S, 1% L-Glutamin, 200 U/ml Katalase, ohne Phenolrot) pro Well (Das urspriingliche
Kulturmedium wird nicht abgezogen). Die Inkubation erfolgt in Quadruplikaten.
Testsubstanzen werden zuvor in DMSO gelost, sodass eine Endkonzentration von 1%
resultiert. Als Positivkontrolle wird mit 100 nM CDDO-Imidazolid inkubiert.

e Inkubation fiir 20 h unter zellspezifischen Bedingungen.

o Abziehen des Inkubationsmediums, zweimaliges Waschen mit warmem PBS-Puffer (200
und 100 pl).

e Vollsténdiges Entfernen des PBS-Puffers und Lagern der Zellen fiir >1h bei —80°C.
e Auftauen der Zellen und Versetzen mit 50 ul Lysepuffer pro Well.

e Schiitteln der Platte fiir 10 min.

o Uberfiihren von 40 ul Zelllysats aus jedem Well in Wells einer schwarzen 96 Wellplatte.

e Schiitteln der Platte fiir 1 min.
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o Messen der GFP-Fluoreszenz im Mikrotiterplattenlesegrat Tecan Genios Pro
(Aex =485 1nm, Agp, =520 nm).

e Automatische Zugabe von je 50ul ATP- und Luciferinlésung pro Well durch das
Plattenlesegriit.

e Messen der Chemolumineszenz im Plattenlesegrét.

Die GFP-Fluoreszenz- und Chemolumineszenzwerte der Quadruplikate werden gemittelt. Aus
den Mittelwerten wird das Verhéltnis Chemolumineszenz/GFP-Fluoreszenz gebildet und auf
die DMSO-Kontrolle normiert (berechnet als T/C in Prozent). Die Mittelwerte zwischen
mehreren Versuchen werden berechnet und signifikante Unterschiede zur DMSO-Kontrolle
im Student’t ¢-Test ermittelt.

Losungen

e Lysepuffer

9,6 ml HyOpidest

— 2,4ml 5 x Reporter-Lysepuffer (Promega)

— 12 pl Koenzym A-Losung (270 mM, Promega)
— 12 pl Dithiothreitol-Losung (1 mM, Promega)

e ATP-Lé6sung

— 5mM ATP (Promega)
— 20mM Tricin

e Luciferinlésung

— 1mM Luciferin (Promega)

— 20mM Tricin
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6.13 Chemikalien

Produkt

Acetonitril

- CoH3N 41,05 g/mol
Ameisensiure 100 %

- CH504 46,03 g/mol

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
- (NH4)2S20s, 228,20 g/mol
Bromphenolblau

- C19HgBryNaOs5S, 691,94 g/mol
BSA (Bovine Serum Albumin)

- Fraktion V

1-Butanol

- C4H190, 74,12 g/mol
Calciumchlorid

- CaClp - 2 H,0, 147,02 g/mol
S-(+4)-Camptothecin

- C90H16N20y, 348,35 g/mol
Césiumchlorid

- CsCl, 168,36 g/mol

Coomassie Brilliant Blau G250

- C47HysN3NagO7So, 877,0 g/mol
Cyanidinchlorid

- C15H1106Cl, 322,7 g/mol
Cyanidin-3- O-3-d-glucosidchlorid
- C91H9101:,Cl, 484,82 g/mol
Cyanidin-3,5-di- O-3-d-glucosidchlorid
- Co7H31046Cl, 646,95 g/mol
Dinatriumhydrogenphosphat
-NagHPOy, 141,96 g/mol

DMSO (Dimethylsulfoxid)

- CoHgOS, 78,13 g/mol

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiaure)
- C10H14NoNayOs - 2 H,0, 372,24 g/mol
Essigsaure 100 %

- C2H404, 60,05 g/mol

Ethanol

- C2HgO, 46,07 g/mol

Etoposid

- Co9H32013, 588,57 g/mol

Hersteller
Roth

Roth

Roth

Simgma

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Extrasynthese

Extrasynthese

Extrasynthese

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma
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L-Glutamin

- C5H19N20O3, 146,15 g/mol
Glycerol

- C3HgO3, 92,10 g/mol
Glycin

- CaH5NO9, 75,07 g/mol
Glycerolphosphat

- C3H7NagOgP, 216,04 g/mol
Igepal CA-630 (Nonidet P-40)
- (C2H40)9-10C14H220
Kaliumchlorid

- KCl, 74,55 g/mol
Kaliumdihydrogenphosphat
- KH5POy, 136,09 g/mol
N-Lauroylsarkosin Natriumsalz
- C15H99NO3, 271,40 g/mol
Magnesiumchlorid

- MgCl, - 6 H,0,
[3-Mercaptoethanol

- CoHgOS, 78,13 g/mol
Methanol

- CH30H, 32,04 g/mol
Milchpulver

Natriumchlorid

- NaCl, 58,44 g/mol
Natriumfluorid

- NaF, 41,99 g/mol
Natriumdihydrogenphosphat
- NaH2POy, 119,98 g/mol
Natriumhydroxid

- NaOH, 40,00 g/mol
Natriumorthovanadat

- NagVOy, 183,91 g/mol
Natriumpyrophosphat

- NagHoP5O7, 221,94 g/mol
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
- CyH7FO3S, 174,2 g /mol
o-Phosphorsaure

- H3POy, 98,00 g/mol
Saccharose

- C12H220171, 342,30 g/mol
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Gibco

Roth

Roth

Sigma

Sigma

Roth

Riedel-de Haén

Sigma

Riedel-de Haén

Roth

Fluka

Roth
Roth

keine Angabe

Roth

Roth

Sigma

Fluka

Roth

Roth

Fluka



6.14 gebrauchsfertige Lésungen

Salzsaure 37 %

- HCl, 36,46 g/mol

SDS (Natriumlaurylsulfat)

- C12H95Na048S, 288,4 g/mol

SRB, Sulforhodamin-B

- Co7H29N9NaO7Sa, 580,66 g/mol
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
- CgH16No, 116,2 g/mol
Trichloressigsaure

- CHCl13034, 163,39 g/mol

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
- C4H11NOs3, 121,14 g/mol

Triton-X

- C14H220(C2H40)9-10, ca. 625 g/mol
Trypsin

Tween-20

- Cs58H1140496, 1227,72 g/mol
Tyrphostin AG 1478

- C16H14CIN3O2, ca. 315,75 g/mol
WassergrNasefrei

- H,0, 18,02 g/mol

6.14 gebrauchsfertige Losungen

Produkt

Acrylamidstammlésung, 30 % (Rotiphorese Gel 30)
Bovine Serum Albumin Standardlésung (2 mg/ml)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

- [+] 4,5 g/1 D-Glucose, [+] L-Glutamin, [—| Pyruvat
FKS (Fetales Kélberserum)

ECL-Losung (Western Lightning)

Ficolllésung (Histopaque
Molekulargewichtsstandard SeaBlue Plus2

Pen Strep (Penicillin/Streptomycin) 5000 Units/ml Penicillin
5000 pg/ml Streptomycin

PIM (Proteaseinhibitor-Mix)
Reportergen-Lysepuffer (Reporter Lysis 5X Buffer
RNase Away

RPMI

Trypanblau-Loésung

Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Roth
Roth

Gibco

Sigma
Sigma-Aldrich

Qiagen

Hersteller
Roth
Pierce

Gibco (Invitrogen)

Gibco (Invitrogen)
Perkin-Elmer
Roche

Invitrogen

Invitrogen

Roche

Promega

MfBP Molecular Bio Products

Gibco (Invitrogen)

Sigma
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6.15 Verwendete Kits

Produkt

QuantiTect® Reverse Transcription
QuantiTect® SYBR Green PCR
RNeasy® Mini Spin Column Kit
WST-1-Assay

6.16 Proteine, Nukleinsauren

Produkt

Antikorper

- «-Tubulin (Maus, sc-5286)

- EGFR (Maus, sc-81449)

- pEGFR (Ziege, sc-12351)

- Topoisomerase I (Maus, sc-56801)

- Topoisomerase Il (Kaninchen, sc-13058)

- Topoisomerase IIf (Kaninchen, sc-13059)

- Ziege anti-Maus [gG-HRP-konjugiert (sc-2005)
- Ziege anti-Kaninchen IgG-HRP-konjugiert (sc-2354)
- Maus anti-Ziege IgG-HRP-konjugiert (sc-2004)
PCR-Primer, 10 x (QuantiTect® SYBR-Green Primer Assay)
- B-Aktin: Hs  ACTB_1 SG

- GAPDH: Hs_ GAPDH 2 SG

-y-GCLy: Hs. GCLC 1 _SG

- GSTAIL: Hs GSTA1 1 SG

_ GSTPL: Hs_ GSTP1 1 SG

- GSTT1: Hs_ GSTT1 2 SG

- HO-1: Hs_ HMOX1 1_SG

-NQO1: Hs NQO1 1 SG

_Nrf2: Hs NFE2L2 1 SG

6.17 Verbrauchsmaterialien

Hersteller
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Roche

Hersteller

Santa Cruz

Qiagen

Produkt Hersteller
Eppendorfreaktionsgefife (0,2, 1,5 und 2,0 ml) Sarstedt
Mikropipettenspitzen (2,5, 10, 100 und 1000 ul) Sarstedt
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6.18 Geréate

Mikropipettenspitzen mit Filter (2,5, 10, 100,

200 und 1000 ul)

Mikrotiterplatten (24- und 96-Well-Format)
Multipettenspitzen Combitips (0,5, 5,0 und 10,0 ml)

Nitrozellulosemembran, 0,2 um Porengrofse

(Biotrace)
Pasteurpipetten
PCR-Platten 96-Well
PCR-Siegel-Folien
Blottingpapier (GB005)

Zellkulturflaschen (diverse Grofen)

Zellkulturschalen (diverse Grofen)

6.18 Gerate

Gerit

Blockheizgerit
CCD-Kamera
COg-Inkubator
Elektrophorese-Trafo
Elektrophorese-Kammer
Fotospektrometer
Mikrotiterplattenlesegerét
Sterilwerkbank
Thermocyler
Uberkopfschiittler
Vortexer

Mikrowaage
Prézisionswaage
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Mikroskop

Mikroskop
Slot-Blot-Aparatur

Name/Modell
Thriller

LAS-4000

Hera Cell

EV231

PerfectBlue Twin ExW S
ND-2000

Victor®V Wallac 1420
KS18

StepOnePlus
ROTO-SHAKE GENIE
VORTEX GENIE 2
XP26DR

ML6001

Centrifuge 5810 R
Centrifuge 5417 R

Axio Scope
Axioscoped(

Mini Fold IT

Sarstedt

Sarstedt
Eppendorf
Pall Life Science

Roth

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Schleicher & Schuell Whatman
Sarstedt

Sarstedt

Hersteller
PEQLAB

Fujifilm

Thermo Fisher
Peqglab

PEQLAB
NanoDrop Technologies
PerkinElmer
Thermo Fisher
Applied Biosystems
Scientific Industries
Scientific Industries
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Eppendorf
Eppendorf

Zeiss
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Abstrakt der Dissertation (Deutsch)

Abstrakt der Dissertation (Deutsch)

Polyphenolen, insbesondere Anthocyanen, werden zahlreiche chemopriventive Wirkungen
zugeschrieben. Neuere Entwicklungen in der Mikroverkapselung zielen darauf ab, solche
Substanzen im Lebensmittel zu stabilisieren, deren unerwiinschte sensorische Eigenschaften
zu maskieren sowie eine kontrollierte Freisetzung im Gastrointestinaltrakt zu erreichen. In
dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher Verkapselungstechniken auf biologische
FEigenschaften eines polyphenolreichen Heidelbeerextrakts in vitro und inwvivo untersucht.
Dariiber hinaus wurden Substanzgruppen, die zur biologischen Wirksamkeit des Extrakts
beitragen, identifiziert.

Die biologische Wirksamkeit des Heidelbeerextrakts vor und nach Verkapselung wurde
invitro iber Hemmung der Rezeptoraktivitdt des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors
(EGFR) und des Wachstums humaner Kolonkarzinomzellen betrachtet. Als moglicher an-
wendungslimitierender Faktor wurde dariiber hinaus der Einfluss auf die Aktivitdt von
Topoisomerasen untersucht. Der Einfluss von Verkapselungsmethoden wurde im Rahmen
einer humanenlnterventionsstudie untersucht. Als ausgewéhlter Parameter wurde hierzu
die Transkription Nrf2/ARE-regulierter Gene in Blutzellen von gesunden Probanden und
Ileostomiepatienten herangezogen.

Im Zellkultursystem wurde eine Verringerung der EGFR-Hemmwirkung des HBE (45—
180 min Inkubation) durch die Formulierung in protein-, pektin- und emulsionsbasierte
Systeme beobachtet. Dabei spielen Matrixeffekte eine wesentliche Rolle sowie die langsame
Freisetzung bioaktiver Inhaltsstoffe und deren partielle Verluste bei der Kapselherstellung.
Durch ez vivo-Verdau der Kapseln mit Ileostomaausfluss konnte die EGFR-Hemmwirkung
des Extrakts nicht wiederhergestellt werden. Nach Fraktionierung des Heidelbeerextrakts
gelang es, die wesentliche EGFR-Hemmwirkung auf den anthocyanfreien Anteil des Extrakts,
insbesondere die polymere Proanthocyanidine, zuriickzufithren. Im Gegensatz zur hemmenden
Wirkung auf den EGFR wurde die wachstumshemmenden Eigenschaften des Extrakts
(72h Inkubation) durch die Formulierung in die zuvor untersuchten Systeme nicht nega-
tiv beeinflusst. Das emulsionsbasierte System hatte zudem eine leichte Verstdrkung der
Wachstumshemmung zur Folge. Nach Fraktionierung des Heidelbeerextrakts erwiesen sich
hinsichtlich der wachstumshemmenden Wirkung sowohl Anthocyane als auch polymere
Proanthocyanidine als aktive Komponenten.

Weder vor noch nach Formulierung des Extrakts in die untersuchten Systeme wurde eine
Stabilisierung von DNA /Topoisomeraseintermediaten im ICE-Bioassay beobachtet, sodass die
Formulierung hinsichtlich dieses Parameters keine Anwendungslimitierung darstellt. In vivo
wurde durch Formulierung in protein- und citruspektinbasierte Systeme ebenfalls eine deutlich
Verminderung der Bioaktivitdt des Extrakts im Beobachtungszeitraum festgestellt. Der
Verzehr verkapselten Extrakts vermittelte eine deutlich schwécher ausgepriagte Wirkung auf
die Transkription der Nrf2/ARE-regulierter Gene HO-1, NQO1 und Nrf2 als die Aufnah-
me unverkapselten Extrakts (1-8h nach Verzehr). In Blutzellen der Ileostomiepatienten

wurde lediglich die Transkription von Nrf2 moduliert. Diese Beobachtung deutet auf die
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Aufnahme von aktiven Extraktbestandteilen bzw. die Bildung wirksamer Metabolite im Kolon
hin. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung konnte invitro lediglich das intestinale
Anthocyanabbauprodukt Phloroglucinolaldehyd, nicht jedoch der Heidelbeerextrakt, isolierte
Anthocyane oder Phenolcarbonsiuren als Aktivatoren des Nrf2/ARE-Signalwegs identifiziert
werden.

Auf die Bioaktivitdt des Extrakts, zumindest im Hinblick auf die untersuchten biologischen
Endpunkte, besitzen die untersuchten Formulierungssysteme im derzeitigen Entwicklungs-
stadium keine positiv modulierende Wirkung. Vielmehr zeigten sich in vitro und in vivo nach
Verkapselung signifikante Verluste potentiell chemopréventiver Eigenschaften. In vitro konnten
allerdings Effekte, die unter physiologischen Bedingungen zu einem Kapselaufschluss fiihren
(mechanisch bzw. enzymatisch) nur unzureichend abgebildet werden.

Fiir den unverkapselten Extrakt konnte inwvivo letztendlich eine bemerkenswert schnelle
Wirkung auf die Transkriptregulation Nrf2-regulierter Gene in Blutzellen gezeigt werden,
die zudem einen aktiven Kolon vorauszusetzen scheint. Durch die Verkapselung wird diese
Wirkung jedoch im untersuchten Zeitfenster vermindert. Diese Beobachtung miisste in einer
Langzeitintervention verifiziert werden, in die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnene

Erkenntnisse einflieffen konnten.

Abstract (English)

Polyphenols, in particular anthocyanins, have been described as chemopreventive reagents.
Microencapsulation provides a technique to stabilize these components in foodstuff, mask
unpleasant characteristics such as taste or color and allow their controlled release throughout
the gastrointestinal tract. Herein, the influence of formulation techniques on a bilberry
extract’s bioactivity was investigated in vitro and in vivo. In addition, bioactive components,
responsible for the observed effects, were identified. In vitro, bioactive properties of the bilberry
extract were investigated before and after encapsulation, using the inhibition of (1) epidermal
growth factor receptor (EGFR) activity and (2) growth of colon carcinoma cells as parameters.
Transcription of Nrf2/ARE-regulated genes in peripheral mononuclear blood cells (PBMC)
of healthy volunteers and ileostomy patients where used as invivo parameters to determine
effects on the extract’s bioactivity after encapsulation.

Formulation in protein, pectin and emulsion based systems led to a significant loss on
the inhibitory potential towards the EGFR (45-180 min of incubation). Most probably, this
observation was due to matrix interaction, slow release of active compounds or partial loss
of these compounds during encapsulation. In an attempt to simulate physiologic conditions,
capsules were digested ez vivo in ileostomy effluent prior to cell incubation. It revealed that this
pretreatment leads to a significant loss of the extract’s inhibitory potential toward the EGFR
(non-encapsulated as well as formulated). This effect may be attributed to vast interactions of
bioactive constituents with the ileostomy effluent. Non-anthocyanins, particularly polimeric
proanthocyanins, were found to substantially contribute for the extract’s inhibitory potential

towards the receptor. Furthermore, amplifying as well as compensating effects among
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Abstract (English)

particular substances were identified. Growth inhibitory effects (72h of incubation) were not
negatively affected due to formulation. Yet, the emulsion-based system had an increasing
effect on the growth inhibitory potential. Anthocyanins and polymeric proanthocyanins were
identified to mediate growth inhibition. The influence on topoisomerase activity was assessed
to determine adverse effects due to encapsulation. No stabilization of DNA /topoisomerase
intermediates was found in the ICE bioassay after incubation with free extract as well
as extract loaded systems. Inwvivo, formulation of the extract led to a significant loss of
bioactivity. In contrast to free extract, consumption of extract in protein or citrus pectin
based systems had a significantly lower modulatory effect on transcription of the Nrf2/ARE
regulated genes HO-1, NQO1 and Nrf2 in PBMC of healthy volunteers. In PBMC of ileostomy
patients, transcription of HO-1 and NQO1 was not affected by consumption of free extract.
This observation could be ascribed on colonic resorption of active compounds or intestinal
formation of effective metabolites. Additional results of invitro studies on Nrf2 activation
using a reporter gene approach and qRT-PCR indicated that the intact anthocyanins are not
the activating constituents but their intestinal degradation product phloroglucinol aldehyde.

The data show, that the investigated formulation systems (in their stage of development) do
not positively modulate bilberry extract’s bioactivity. Rather significant losses of putatively
chemopreventive properties invitro and invivo were found due to encapsulation. Digestive
processes, that would disrupt capsules under physiological conditions were not simulated
properly in the invitro assays. The assumed enhancement of component’s bioactivity after
encapsulation, for instance due to locally increased concentrations or triggered release, could

be excluded under the given conditions.
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Erganzende Blotbilder
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