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Zusammenfassung

Flavonoide sind weitverbreitete sekundire Pflanzeninhaltsstoffe und zugleich wertvolle
Bestandteile der menschlichen Erndhrung. Thr Beitrag zur Prévention von chronischen
Erkrankungen wird dabei zu groBlen Teilen auf immunmodulatorische und
neuroprotektive Effekte zuriickgefiihrt, die miteinander in enger funktioneller
Verbindung stehen. Daran beteiligt sind antioxidative Mechanismen, Elemente der
Signaltransduktion und Schliisselenzyme des Zellstoffwechsels. Eine Voraussetzung fiir
die Nutzung dieser Eigenschaften der Flavonoide und fiir die Beurteilung ihrer Eignung

fiir die Nahrungsergénzung stellt die Erfassung cytotoxischer Effekte dar.

Mit Ausnahme von Xanthohumol und Quercetin ist fiir alle im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersuchten Flavonoide sowohl in T-Zellen (Jurkat) als auch in
neuronalen (SK-N-SH)-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation eine geringgradige
Cytotoxizitat festzuhalten. Ein halbmaximaler Verlust der Zellvitalitit wird je nach
Modell in Konzentrationen von 33 uM bzw. 45 uM fiir Xanthohumol und von 118 uM
bzw. 208 uM fiir Quercetin erreicht. Die Cytotoxizitdt der iibrigen untersuchten
Substanzen (Hispidulin, Baicalein, Scutellarein, Hesperetin, Chrysin, Apigenin,
Naringenin, Catechin, Pelargonidinchlorid und EMD 21388) ist demgegentiber deutlich
niedriger. Soweit anhand der ausgewdhlten Flavonoide ableitbar, ergibt sich bezogen
auf die chemische Struktur in humanen T-Zellen eine absteigende Cytotoxizitdt von
Chalconverbindungen (Xanthohumol), iiber Flavonole (Quercetin), Flavone (Chrysin,
Apigenin, Hispidulin, Baicalein, Scutellarein), Flavanone (Naringenin, Hesperetin),

Anthocyanidine (Pelargonidinchlorid) zu den Catechinen (Catechin).

Der weiterfiihrenden Charakterisierung (zVAD, DNA-Laddering) ist zu entnehmen,
dass die zelluldren Verdnderungen substanzabhingig differieren und sowohl nekrotische
Mechanismen (Xanthohumol) als auch apoptotische Vorginge (Quercetin) einschlie3en.
Eine erhohte Lipidperoxidation im oberen Dosisbereich ldsst dariiber hinaus auf eine
Beteiligung von oxidativem Stress an den von Xanthohumol-induzierten nekrotischen
Prozessen schlieBen. FEine positive Einflussnahme auf die Zellvitalitdt durch
Antioxidantien wie GSH und NAC Ilisst des Weiteren vermuten, dass die erfassten

Flavonoid-induzierten Prozesse jeweils sensitiv zum Redoxzustand der Zelle sind.
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Wihrend die Effekte von Xanthohumol auch in anderen Zellmodellen (HL-60)
nachweisbar bleiben, verhélt sich Quercetin nicht durchgehend vitalitdtsmindernd und

zeigt mitunter ein den anderen Flavonoiden vergleichbares Profil niedriger Toxizitét.

Unterschiede zwischen den Testsubstanzen bestehen auch hinsichtlich antioxidativer
Effekte. Dies ist insofern von Bedeutung, als oxidative Prozesse nach heutigem
Kenntnisstand wesentlich an der Entstehung zahlreicher neurodegenerativer
Erkrankungen beteiligt sind. Das Eliminieren freier Radikale zdhlt zu den wichtigsten
Mechanismen, die bei Flavonoid-vermittelter Neuroprotektion eine Rolle spielen.
Insgesamt sind alle diesbeziiglich untersuchten Substanzen, Quercetin, Hispidulin,
Scutellarein  und Xanthohumol, als starke Superoxidanionen-Radikalfanger
einzustufen. Im Co-Inkubationsversuch zeigt Scutellarein den stirksten Effekt (SCsy =
0,4 uM), gefolgt von Quercetin (SCso = 0,9 uM), Hispidulin (SCsyp = 4,4 uM) und
Xanthohumol (SCsy = 10,4 uM). Im Pré-Inkubations-Versuchsmodell liegen in der
Reihenfolge ihrer Effektstirken Xanthohumol (SCso = 0,7 puM) und Quercetin
(SCsp = 1,0 uM) vor Hispidulin (SCsp = 5,7 uM). Scutellarein lésst hier die schwéchsten
Effekte erkennen (SCsp = 33,1 uM). Die modellabhdngigen Konstanten konnen, unter
Beteiligung einer passiven Diffusion der hydrophoben Flavonoidaglykone, auf eine

substanzgebundene Membranpermeabilitét zurlickzufiihren sein.

Das antioxidative Potential der Flavonoide resultiert u.a. aus einer komplexen
EinfluBnahme auf die Genexpression in der Zelle und auf die daran beteiligten
Transkriptionsvorgédnge. In der vorliegenden Arbeit sind anhand von cDNA-Arrays fiir
mehrere Vertreter tbereinstimmend Wechselwirkungen mit Genen der zellularen

Abwehr dargestellt.

Demnach fithren Scutellarein, Hispidulin, Quercetin und Xanthohumol zu einer deutlich
reduzierten Expressionsstirke entsprechend dem 0,3-0,4-fachen der Referenzwerte von
STK4, CHD4, ARHGDIB, IL16, 1SG20, PFNI und SOD2. Unter den Flavonoid-
induzierten Verdnderungen ragen die Effekte auf ADARI heraus, dessen Genexpression
von Scutellarein bis auf ein 0,1-faches der Referenzwerte reduziert wird. Gleichsinnige
Auswirkungen von Scutellarein auf die Expression von ADARI1-Protein in Western

Blots unterstreichen diese Interaktion und legen nahe, dass ADAR-vermittelte
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enzymatische Deaminierungen durch Flavonoide moduliert werden kénnen. Diese
Beobachtung wird ergénzt durch den nachgewiesenen Effekt von Flavonoiden auf die
Expression einer Reihe weiterer Gene (ADAR2, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F
und APOBEC3G), die analoge posttranskriptionale Mechanismen steuern und

gleichermaflen in Immunabwehr und Neuroprotektion eingebunden sind.

Zu den wichtigsten Substraten von ADAR zdhlen neuronale Rezeptoren und
insbesondere Glutamatrezeptoren. Erwartungsgemill ist nach der Einwirkung von
Scutellarein auf humane Zellen, die Glutamatrezeptoren exprimieren, ein Riickgang der
Deaminierung im Bereich der Glutamatrezeptoruntereinheit GluR 2 zu verzeichnen
(Q/R-Position). Dem entspricht in elektrophysiologischen Modellen eine gesteigerte
Ca” -Permeabilitit der jeweiligen Ionenkanile und eine veradnderte neuronale
Exzitabilitat. Es ergibt sich mit der Regulierung enzymatischer Deaminierungen von
Primértranskripten ein breites Spektrum zusdtzlicher Optionen fiir die Induktion von

gesundheitsrelevanten Flavonoidfunktionen in der Zelle.

So spielt die Modulation von Deaminierungen zugleich eine entscheidende Rolle im
Vermehrungszyklus viraler Erreger. Die Annahme einer moglichen antiviralen Qualitét
von Scutellarein wird durch ein HBV-Infektionsmodell bestétigt. Zum Ausdruck kommt
darin eine reduzierte Virusreplikation, die sich als Riickgang der Virus-DNA-
Konzentration und der HBs- bzw. HBe-Antigenproduktion manifestiert. Offen bleibt
auch nach ausfiihrlicher Priifung von moglichen viralen Substraten, ob der deutliche
antivirale Effekt als das Produkt von Flavonoid-induzierten Verdnderungen der
Deaminierungsraten oder als Folge eines Effekts auf die virale Polymerase zu

interpretieren ist.

Die hier dargestellten, bekannten und neuen Wirkmechanismen leisten einen Beitrag
zum Verstdndnis der stetig zunehmenden Bedeutung von Flavonoiden fiir neue
Anwendungen in Neuroprotektion und Immunabwehr. Zugleich zeigen sie ein
komplexes System aus multiplen zelluldren Effektoren auf, das einer weiteren, noch

eingehenderen Charakterisierung bedarf.
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Summary

Flavonoids are common secondary plant metabolites that confer numerous nutritional
health effects. Their role in preventing chronic diseases is attributed to
immunmodulatory and neuroprotective effects among others. Cellular mediators of
these effects include antioxidative defense mechanisms, structures involved in signal
transduction and key enzymes of cell metabolism. However, in order to fully exploit
these properties and to assess the flavonoids® potential for dietary supplementation, the

limitations imposed by the compounds’ cytotoxic profiles must be addressed.

For the majority of compounds investigated, hispidulin, baicalein, scutellarein,
hesperetin, chrysin, apigenin, naringenin, catechin, pelargonidinchloride and EMD
21388, the present study confirms minimal cytotoxicity in T-cells (Jurkat) and in
neuronal cells (SK-N-SH). As for xanthohumol and quercetin a 50% decline in cell-
vitality is observed at concentrations of 33-45 uM and 118-208 puM, respectively. When
grouped by structure, cytotoxicity in human T cells decreases from chalcon-derivates
(xanthohumol), via flavonoles (quercetin), flavones (chrysin, apigenin, hispidulin,
baicalein, scutellarein), flavanones (naringenin, hesperetin) and anthocyanidines
(pelargonidinchloride) up to catechins (catechin), which exhibit the most favourable

profile.

Further characterization using zVAD and DNA-laddering indicate that cell-vitality may
be compromised both by necrotic mechanisms (xanthohumol) and by apoptotic effects
(quercetin). An increase in lipidperoxidation in the upper dose range suggests that
oxidative stress may be involved in xanthohumol toxicity. As this is counteracted by
antioxidants such as GSH and NAC, these flavonoids® impact on cell-vitality is likely
codetermined by the cells’ redox state. While the effects of xanthohumol extend to other

cell models, quercetin toxicity in HL-60 cells is less pronounced.

Test compounds are also found to differ with regard to antioxidative profiles. The
elimination of free radicals is a key mechanism in flavonoid-induced neuroprotection
and is shown to vary with different incubation protocols. In short incubation
experiments (5 min; co-incubation) scutellarein is identified as the most powerful

scavenger (SCsp = 0,4 uM), followed by quercetin (SCso = 0,9 uM), hispidulin (SCsp =
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4,4 uM) and xanthohumol (SCsp = 10,4 uM). In prolonged incubations (24 hrs; pri-
incubation) xanthohumol (SCsp = 0,7 uM) and quercetin (SCso = 1,0 pM) are followed
by hispidulin (SCsy = 5,7 uM) and scutellarein (SCsy = 33,1 uM). Model-specific
constants suggest that passive diffusion of the hydrophobic flavonoid-aglyca may occur

across cell membranes, alongside with other modes of permeation.

Flavonoids® antioxidative potential is mediated by complex effects on gene expression.
The present work uses data from cDNA-arrays to highlight interactions with genes

involved in cellular defense.

Specifically, scutellarein, hispidulin, quercetin and xanthohumol downregulate
expression to 0,3-0,4-fold of reference values for STK4, CHD4, ARHGDIB, ILI6,
ISG20, PFNI and SOD2. In addition, flavonoids consistently downregulate ADARI-
expression, which drops to 0,1-fold of reference values and is paralleled by scutellarein-
effects on ADARI1-protein-expression. Together, these findings indicate, that ADAR-
mediated enzymatic deamination may be modulated by flavonoids. Similar effects
are noted on related genes (ADAR2, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F and
APOBEC3G), relevant to posttranscriptional processing underlying immune defense

and neuroprotection.

Glutamate receptors count among the most important neuronal substrates of ADAR.
Following exposure to scutellarein a decrease in deamination rates is confirmed with
respect to the glutamate receptor subunit GluR 2 (Q/R-site). As a result, an enhanced
Ca*"-permeability of the respective ion channels is anticipated, and modified neuronal
excitability. Overall, the regulation of enzymatic deamination by flavonoids offers

opportunities for multilevel balancing of cell homeostasis.

Thus deaminations may interfere with the replication cycle of viral pathogens. Using an
ex-vivo HBV-infection model and three parameters of viral replication (viral load, HBs
and HBe indices), antiviral properties of scutellarein are illustrated. Despite extensive
investigation, it remains to be seen whether these effects can be ascribed to
deaminations of viral DNA or to an interaction with other substrates, e.g. the viral

polymerase.
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In summary, the present observations serve to foster our understanding of flavonoids’

roles in neuroprotection and immune defense, and invite further characterizations in

view of future clinical applications.
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1 Einleitung

Pflanzen produzieren eine groBle Anzahl an chemischen Verbindungen. Einige dieser
Stoffe sind fiir den Stoffwechsel der Pflanze selbst wichtig und werden daher in gro3en
Mengen in den Pflanzenzellen gespeichert. Hierzu zdhlen die pflanzlichen Fette und
Ole, Vitamine und Aminosiuren, deren ernihrungsphysiologische Effekte fiir den
Menschen seit langem bekannt sind. In jlingster Zeit sind jedoch auch Sekundére
Pflanzeninhaltsstoffe (Sekundére Pflanzenstoffe) immer mehr ins Blickfeld der

Erndhrungsforschung geriickt (Singh et al., 2003).

Der Begriff der sog. Sekundéiren Pflanzenstoffe wurde erstmals im Jahre 1910 von
Kossel eingefiihrt (Watzl und Leitzmann, 1999). Dabei handelt es sich um Stoffe,
welche nicht unmittelbar im Energiestoffwechsel von Pflanzen erforderlich sind,
sondern unterschiedlichste Funktionen im Sekundirstoffwechsel iibernehmen. Sie
konnen u.a. zur UV-Protektion, als Abwehrstoffe gegen Schédlinge und Krankheiten,
sowie als Wachstumsregulatoren dienen (Wollersen, 2004). Weiterhin sind sie fiir
wesentliche Eigenschaften wie Farbe oder Geschmack der jeweiligen Pflanze oder
Frucht mitbestimmmend. Obwohl bis heute weder eine einheitliche Definition der
Gruppe der Sekundidren Pflanzenstoffe, noch eindeutige Kriterien fiir die
Unterscheidung zwischen Priméren und Sekundéren Pflanzenstoffen bestehen, erfolgte
auf dem Gebiet der Erndhrung durch die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE)
eine Unterteilung in neun Gruppen: Carotinoide, Saponine, Glucosinolate, Polyphenole,
Protease-Inhibitoren, Terpene, Phytosterine, Phytodstrogene und Sulfide (Oberritter,
1998; Wollersen, 2004). Insgesamt existieren etwa 60000-100000 dieser Substanzen,
die auch als Phytochemicals bezeichnet werden (Meltzer und Malterud, 1997;
Wollersen, 2004).

Eine wichtige Bedeutung kommt dabei der Gruppe der Polyphenole und hier im
besonderen den Flavonoiden zu (Watzl und Leitzmann, 1995). Sie stellen eine
umfangreiche Stoffgruppe mit mehr als 5000 identifizierten Verbindungen dar.
Aufgrund struktureller Merkmale werden sie in Flavanole, Flavandiole, Flavanone,

Flavone, Flavonole sowie Anthocyanidine unterteilt.
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Bereits im Jahre 1936 wurde der ungarische Biochemiker Szent-Gydrgyi im Rahmen
seiner Untersuchungen zur Vitaminwirkung auf die Flavonoide aufmerksam (Rusznyak
und Szent-Gyorgyi, 1936). Aufgrund zahlreicher pharmakologischer Wirkungen kommt
den Flavonoiden bis heute in der 6ffentlichen Wahrnehmung eine grofle Bedeutung zu.
Sie sollen unter anderem antioxidative, antiinflammatorische, sowie antimutagene

Eigenschaften besitzen (Middleton et al., 2000; Scalbert et al., 2005).

Immunmodulatorische und neuroprotektive Effekte von Flavonoiden haben erst in den
letzten Jahren eine zunehmende wissenschafliche Beachtung erfahren. Sie stehen
miteinander in enger funktioneller Verbindung. Fiir beide Wirkungskreise werden
antioxidative Mechanismen bzw. Einflussnahmen auf die Signaltransduktion und auf

Schliisselenzyme des Zellstoffwechsels diskutiert (Youdim, 2002).

Bisherige Arbeiten attestieren dabei mehreren Vertretern der Substanzklasse ein noch
ungenutztes therapeutisches Potential z.B. gegeniiber kardiovaskulidren Erkrankungen,
das in der Offentlichkeit starkes Interesse geweckt hat (Rice-Evans et al., 1996).
Zugleich birgt die zum Teil undifferenzierte Berichterstattung zu Flavonoiden in den
Medien auch Risiken hinsichtlich eines exzessiven Gebrauchs. Dabei werden mogliche
toxische Effekte einer iibermdBigen Flavonoidaufnahme oft ignoriert. So konnte z.B.
gezeigt werden, dass in hohen Dosen Flavonoide mutagen oder pro-oxidativ wirken und
freie Radikale erzeugen konnen. Einige treten dariiber hinaus auch als Inhibitoren von
Schliisselenzymen auf, welche in den Hormon-Metabolismus involviert sind (Skibola

und Smith, 2000; Ott und Owens, 1998).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neben der Erfassung cytotoxischer Effekte von
Flavonoiden auf verschiedene humane Zelllinien eine differenzierte Charakterisierung
der Flavonoide vorzunehmen, und dies im Hinblick auf Neuroprotektion und

Immunabwehr.

Hierzu sollten antioxidative Effekte von Flavonoiden anhand ihrer Superoxidanionen-
Radikalfanger-Aktivitdten bestimmt werden. Immunmodulatorische Eigenschaften
sollten dabei anhand von Genexpressionsstudien und direkter antiviraler Effekte am

Beispiel des Hepatitis B Virus untersucht werden.
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SchlieBlich sollte eine mogliche Einflussnahme von Flavonoiden auf den Mechanismus

posttranskriptionaler Modifikationen gepriift werden.
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2 Kenntnisstand

2.1 Vorkommen und Eigenschaften von Flavonoiden

Flavonoide sind weitverbreitete, natiirlich vorkommende sekundire Pflanzeninhalts-
stoffe. Sie gehoren neben den Phenolsduren, Lignanen und Stilbenen zur Gruppe der
pflanzlichen Polyphenole (Harborne, 1994). Thr Name leitet sich vom lateinischen
Hflavus® fiir ,,gelb* ab (Wagner, 1999). Neben gelben umfasst diese Stoffklasse aber

auch andersfarbige und farblose Verbindungen.

Das Grundgeriist der Flavonoide besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B) und
einem O-heterocyclischen C-Ring und entspricht somit strukturell dem Flavan (= 2-

Phenylchroman) (Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Flavonoid-Grundstruktur (Flavan; 2-Phenylchroman).

Je nach Oxidationszustand der Kohlenstoffatome C-2, C-3 und C-4 werden
verschiedene Flavonoidklassen unterschieden: Flavanole (3-Hydroxy-flavane),
Flavandiole (3,4-Dihydroxy-flavane), Flavanone (4-Oxo-flavane), Flavone (3-Oxo-flav-
2-ene), Flavonole (3-Hydroxy-4-oxo-flav-2-ene), sowie Flavyliumsalze bzw.
Anthocyanidine (Abb. 2.2) (Harborne, 1994). Eine besondere Gruppe bilden die
Chalcone, welche mit ihrem offenen C-Ring eine Vorstufe der Flavanone in der

Biosynthese der Flavanderivate darstellen.
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Abb. 2.2: Strukturmerkmale ausgewihlter Flavonoid-Unterklassen.

Uber 5000 verschiedene natiirliche Flavonoide sind derzeit bekannt (Harborne und
Williams, 2000). Thre groBe Vielfalt ergibt sich aus Substitutionen unterschiedlicher
funktioneller Gruppen, wie z.B. aus Hydroxylierungen und/oder Methoxylierungen an
verschiedenen Positionen des Grundgeriistes (Tabelle 2.1). Zudem konnen Flavonoide

auch glycosidisch gebunden vorliegen.
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Tabelle 2.1: Substitutionsmuster einiger ausgewahlter Flavone.

Name OH an C- OCHjs an C-
Chrysin 5,7 -
Apigenin 57,4 -
Hispidulin 57,4 6
Scutellarein 5,6,7, 4 -
Baicalein 5,6,7 -

Flavonoide werden tdglich mit der Nahrung aufgenommen, da sie in zahlreichen
pflanzlichen Nahrungsmitteln, vor allem in Obst und Gemiise, aber auch in Getreide,
Kréautern und Getrédnken enthalten sind (Buschmann, 2002). Sie treten jedoch in sehr
unterschiedlicher Verteilung auf. Flavanole kommen hauptsdchlich in Tee, Rotwein und
Obst vor (Arts et al., 2000; Scalbert und Williamson, 2000; Erlund, 2004),
Anthocyanidine sind vorwiegend in Beerenobst und einigen Steinobstsorten zu finden
(Herrmann, 1990; Hékkinen et al., 1999). Wahrend Flavanone nahezu ausschlie3lich in
Zitrusfriichten auftreten (Erlund, 2004), sind Flavonole wiederum in anderen Obstarten,

sowie in Gemiise weit verbreitet (Manach et al., 2004).

Schétzungen zufolge betrdgt die tdgliche Aufnahme an Flavonolen und Flavonen in
Deutschland durchschnittlich 11,5 mg pro Person, wobei Quercetin mit ca. 10 mg den
Hauptanteil bestreitet (Bohm et al., 1998; Linseisen et al., 1997). Die Hauptquellen der
Flavonoidzufuhr stellen u.a. Tee, Zwiebeln und Apfel dar (Hertog, 1993).
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2.2 Biologische Effekte von Flavonoiden

Szent-Gyorgyi hatte bereits 1936 beobachtet, dass eine Mixtur der Flavanone
Hesperidin und Eriodictyol zur Abnahme der Kapillarpermeabilitit und -fragilitét
fiihrte. Da er annahm, dass Flavonoide Vitamincharakter besdflen, gab er ihnen den
Namen ,,Vitamin P* fiir ,,Permeabilititsvitamin® (Rusznyak und Szent-Gyorgyi, 1936).
In der Folge wurden weitere Flavonoide mit Vitamin P-Eigenschaften, wie z.B. das
Rutin entdeckt. Da der eindeutige Vitamincharakter jedoch nicht klar nachzuweisen
war, wurde den Flavonoiden der Vitamin-Status spéter wieder aberkannt. Dennoch
kommt ihnen aufgrund zahlreicher pharmakologischer Wirkungen bis heute — auch in

der 6ffentlichen Wahrnehmung — eine gro3e Bedeutung zu.

So weisen inzwischen zahlreiche epidemiologische Studien auf eine inverse Beziehung
zwischen der Flavonoidaufnahme und dem Risiko eines Auftreten von koronaren
Herzerkrankungen hin (Hertog et al., 1993; Knekt et al., 1996; Yochum et al., 1999;
Hirvonen et al., 2001; Geleijnse et al., 2002; Erlund, 2004). Als Erkldrung wird
angefiihrt, dass verschiedene Flavonoide, darunter z.B. Quercetin, starke Inhibitoren der
oxidativen Modifikation von LDL (Low-Density-Lipoprotein) in Makrophagen
darstellen (DeWhalley et al., 1990). Erhohte LDL-Werte und besonders die Oxidation
von Lipoproteinpartikeln im Blutplasma werden als Hauptrisikofaktoren fiir koronare

Herzerkrankungen angesehen.

Neben antioxidativen Effekten werden auch antiinflammatorische und antimutagene
Eigenschaften von Flavonoiden beschrieben (Middleton et al., 2000; Scalbert et al.,
2005). In vitro- und in vivo-Studien deuten auf immunmodulatorische Effekte von
Flavonoiden hin (Middleton und Kandaswami, 1992; Formica und Regelson, 1995;
Middleton et al., 2000). Dabei werden vor allem Effekte auf Tyrosin- und
Serin/Threonin-Proteinkinasen beschrieben. Diese Enzyme sind involviert in
Signaltransduktions- und Zellaktivierungsprozesse, insbesondere von Zellen des
Immunsystems wie z.B. T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen
(Middleton und Kandaswani, 1992; Nishizuka, 1988; Hunter, 1995).

Die Aktivititen von Flavonoiden im Bezug auf die Immunantwort bleiben aber nicht

nur auf wirtsspezifische Effekte beschrinkt, sondern beinhalten auch Einfliisse auf
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humanpathogene Erreger. So konnte fiir einige Flavonoide eine antivirale Wirkung
nachgewiesen werden (Vlietinck et al., 1998; Middleton et al., 2000). Bereits 1985
wurde die reduzierende Wirkung des Flavonols Quercetin auf die Infektiositit von
Herpes-simplex-Viren Typ 1, Polio-Viren Typ 1, Parainfluenza-Viren Typ 3 und RS-
Viren (Respiratory-Syncytial-Viren), sowie eine Verminderung der intrazelluldren
Replikation dieser Viren durch Quercetin beschrieben. Bei diesen Studien zeigte sich
auch, dass Hesperetin zwar keinen Effekt auf die Infektiositdt dieser Viren hatte, jedoch
die intrazellulire Replikation aller untersuchten Viren reduzieren konnte. Catechin
hingegen beeinflusste nur die Infektidsitdt, jedoch nicht die Replikation von RS-Viren

und Herpes-simplex-Viren Typ 1 (Kaul et al., 1985).

Schlieflich konnten sogar einige Flavonoide als wirksame Benzodiazepinrezeptor-
Liganden ermittelt werden (Wolfman et al., 1996; Marder et al., 1995; Salgueiro et al.,
1997; Kavvadias et al., 2004). Das Flavon Hispidulin erwies sich als agonistischer
Ligand an rekombinanten GABA-Rezeptoren im Xenopus laevis Oozyten-Modell und
zeigte in vivo an der mongolischen Wiistenrennmaus eine mit Diazepam vergleichbare

antikonvulsive Wirkung (Kavvadias et al., 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insbesonders neuroprotektive und
immunmodulatorische Effekte der Flavonoide analysiert. Hierzu wurde die cytotoxische
Wirkung und eine Beeinflussung der Exzitotoxizitit und des glutamatergen Systems,
aber auch antioxidative Effekte ausgewéhlter Vertreter dieser Stoffgruppe untersucht.
Des Weiteren wurden immunmodulatorische Aktivitdten von Flavonoiden zum einen
anhand von Genexpressionsstudien und zum anderen anhand antiviraler Effekte am

Beispiel des Hepatitis B Virus charakterisiert.

Auf die hierauf zuriickzufiihrenden Wirkmechanismen soll im folgenden nédher

eingegangen werden.
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2.3 Einflusse auf Neuroprotektion und Immunabwehr

2.3.1 Cytotoxische Effekte

Als Cytotoxizitidt wird die Fahigkeit von Substanzen bezeichnet, Zellen zu schidigen
bzw. zu toten. Zelltod ist als tlibergreifender Begriff definiert als: ... irreversibles
Endstadium einer Zellschddigung als Folge hypoxischer, toxischer, physikalischer,
immunologischer oder mikrobieller Ursachen. Zelltod ist aber auch ein physiologischer

Vorgang im Rahmen der Embryonalentwicklung und des normalen Gewebsumsatzes.*

(Denk, 1997).

Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten des Zelltods: Die Nekrose und die Apoptose

(Abb. 2.3).
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Abb. 2.3: Vergleich der strukturellen Verdnderungen bei Nekrose (links) und Apoptose (rechts).
Nach Miksa (2004).
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Die Nekrose verlduft passiv. Sie ist gekennzeichnet durch einen ProzeB, bei dem akute,
nichtphysiologische Bedingungen oder physikalische Einwirkungen die Zelle zerstoren.
Als typisches Merkmal der Nekrose tritt gleich zu anfang eine Zellschwellung auf,
gefolgt vom Verlust der Zellmembranintegritit und daraus resultierender
Enzymfreisetzung. Dies fiihrt hdufig zu inflammatorischen Reaktionen und dadurch zur
Schéidigung des umgebenden Gewebes (Afanasev et al., 1986; Golstein et al., 1991;
Kroemer et al., 1998; Buja et al., 1993; Hetts, 1998).

Im Gegensatz zur passiv verlaufenden Nekrose stellt die Apoptose einen aktiven
Vorgang dar. Die komplexen morphologischen Verédnderungen dieser Zelltodvariante
wurden erstmalig 1972 zusammenfassend beschrieben und mit dem Begriftf ,,Apoptose*
belegt (Kerr et al., 1972). Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen: ,,apo*

steht fiir das Prifix ,,weg-*“ bzw. ,,ab-* und ,,ptosis* fiir herabfallen oder sinken.

Die Apoptose ist ein ATP-konsumierender, regulierter Vorgang, bei dem die einzelnen
Schritte genetisch festgelegt sind. Die Apoptose wird auch als programmierter Zelltod
bezeichnet. Im Verlauf der Apoptose werden definierte Signaltransduktionswege
aktiviert. Apoptotische Zellen 16sen sich aus ihrem Zellverband und schrumpfen.
Zugleich entstehen durch Verschmelzung des endoplasmatischen Reticulums (ER) mit
der Plasmamembran kleine Bldschen, die sog. apoptotischen Korperchen (apoptotic
bodies). Diese 16sen sich von der apoptotischen Zelle und werden ohne entziindliche
Prozesse von Zellen des Immunsystems, vermutlich von Makrophagen, phagozytiert
(Voll et al., 1997; Devitt et al., 1998). Morphologische Charakteristika der Apoptose
sind neben der Bildung von ,,apoptotic bodies* die Chromatin-Kondensation und die
Kernfragmentierung (Pyknose) (Kroemer et al., 1995; Duke et al., 1997). In
Zellkulturen, in denen es nicht zur Phagozytose kommt, erfolgt eine sekundire Nekrose

der apoptotischen Korperchen (Bredesen, 1995).

Die Apoptose ist ein aktiver Prozess, der durch Caspasen vermittelt wird. Caspasen sind
Cystein-Proteasen, die Substrate innerhalb einer spezifischen Tetrapeptidsequenz C-
terminal von einem Aspartat-Rest schneiden (Chang und Yang, 2000). Sie aktivieren

sich gegenseitig und amplifizieren auf diese Weise das proapoptotische Signal. Dartiber
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hinaus spalten sie zahlreiche Strukturproteine und Enzyme und bedingen so die

charakteristischen morphologischen Verdnderungen.

Man unterscheidet zwischen Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen (Thornberry und
Lazebnik, 1998): Initiator-Caspasen wie Caspase-2, -8, -9 oder -10 sind eine wichtige
Schaltstelle fiir die Weiterleitung des proapoptotischen Signals. Thre Substrate sind die
Effektor-Caspasen. Sie sind verantwortlich fiir zahlreiche zelluldre Effekte, die im
Verlauf der Apoptose zu beobachten sind: So spalten sie z.B. Enzyme und
Strukturproteine und fithren somit zur Exposition von Phosphatidylserin und anderen
Zelloberflichenmarkern, die die Erkennung und Phagozytose durch Nachbarzellen oder
Makrophagen gewdhrleisten (Fadok et al., 2000; Fadok et al., 2001; Henson et al.,
2001). Phosphatidylserin ist im Normalfall nur auf der Membraninnenseite lokalisiert,
wird jedoch im Verlauf der Apoptose sehr frith auf der Membranauf3enseite présentiert.

Diese Exposition stellt einen friithen Marker der Apoptose dar (Adayev et al., 1998).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der Apoptose ist die Fragmentierung der DNA.
Aktivierte Nukleasen zerlegen die chromosomale DNA der Zelle durch
internukleosomale Spaltung in Fragmente, deren Linge der um Histone gewundenen
DNA (180 bp und deren Vielfache) entspricht (Arends et al., 1990; Cohen und Duke,
1984; Mc Conkey et al., 1989). Diese internukleosomale Spaltung der DNA zerstort den
genetischen Informationsgehalt der Zelle und macht damit den Prozess der Apoptose
irreversibel. Zudem erleichtert sie die Eliminierung der apoptotischen Zellen durch

Phagozyten (Martin et al., 1994).

Die Apoptose stellt fiir den Organismus einen lebenswichtigen Regulator hinsichtlich
der Entwicklung und Funktionsfahigkeit von Organen und Geweben dar. Sie ist von
Bedeutung bei der Embryogenese, wahrend der Entwicklung des Nervensystems und

bei der Regulierung des Darmepithels (Kermer und Bihr, 2002).

Bei der malignen Transformation von Zellen kommt es hdufig zum Verlust regulativer,
Apoptose auslosender Mechanismen und damit zur ungehemmten Proliferation der
Zellen (Thompson, 1995). Die Apoptose iibernimmt die Entsorgung einzelner
geschédigter oder tiberfliissiger Zellen. Daher konnen Fehlfunktionen, wie eine erhohte

oder erniedrigte Apoptoserate, zu schweren Erkrankungen fiihren. So kann eine
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ineffektive oder fehlende Elimination von malignen oder autoreaktiven Zellen durch

Apoptose zur Entwicklung von Tumoren und Autoimmunitét fiihren.

Bei einer erhohten Apoptoseaktivitdt konnen hingegen nicht-ersetzbare Zellen zerstort
und das Gleichgewicht von Zellpopulationen gestért werden. Zu den Erkrankungen, bei
denen eine erhohte Apoptoseaktivitit beschrieben wurde, zdhlen unter anderem
neurodegenerative Erkrankungen (Sathasivam et al., 2001; Muschen et al., 1999; Zornig
et al., 2001).

Nekrose und Apoptose unterscheiden sich sowohl in ihren morphologischen

Erscheinungsformen als auch in biochemischen Parametern (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Morphologische und metabolische Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose.
Nach Jobmann (2002).

Apoptose Nekrose
ATP verbrauchender, aktiver Prozess Passiver Prozess
Zellschrumpfung Zellschwellung
Bildung von Apoptosekdrperchen Verlust der Membranintegritét

Entfernung der Apoptosekorperchen durch

Entziindliche Gewebsreaktion
Phagozyten

Erzeugung von DNA-Fragmenten
definierter Grof3e (ca. 180 bp und
Vielfache davon)

Erzeugung von DNA-Fragmenten ohne
definiertes Muster

Neben physiologischen Signalen induzieren Stress-Situationen, wie ionisierende
Strahlung, Hitze, ROS, virale Infektionen, Immunreaktionen und chemische Agenzien

den programmierten Zelltod (Hetts, 1998).

In vitro-Studien belegen die Fihigkeit einiger Flavonoide, Apoptose in verschiedenen
Zelllinien zu fordern (Tilly et al., 1992; Traganos et al., 1992; Wei et al., 1994; Hirano
et al., 1995, Wenzel et al., 2000).
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Bei Untersuchungen der Apoptoseinduktion von Quercetin in mehreren Tumorzelllinien
zeigten sich die typischen morphologischen Verdnderungen, wie Zellschrumpfung,

Bildung von Apoptosekdrperchen und Fragmentierung der DNA (Wei et al., 1994).

Mittels Apoptose besteht die Mdglichkeit, irreparabel beschéddigte Zellen friihzeitig zu
erkennen und zu zerstéren. Die Induktion des programmierten Zelltods in Tumorzellen
ist somit ein wichtiger Mechanismus, der eine protektive Wirkung der Flavonoide

gegeniiber verschiedenen Krebserkrankungen erklaren konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden die cytotoxischen Effekte ausgewihlter Flavonoide
an verschiedenen Tumorzelllinien untersucht, um die molekularen Mechanismen,
welche hinter dem Flavonoid-induzierten Zelltod stehen, zu ermitteln, und diejenigen
Strukturelemente zu identifizieren, welche fiir die cytotoxische Aktivitidt dieser

Stoffklasse von Bedeutung sind.

2.3.2 Antioxidative Eigenschaften

Neben der Apoptose-Induktion haben die antioxidativen Eigenschaften von Flavonoiden

besondere Bedeutung fiir ihre gesundheitsrelevanten Effekte.

Das Eliminieren freier Radikale zdhlt zu den wichtigsten Mechanismen, die bei
Flavonoid-vermittelter Neuroprotektion eine Rolle spielen. Zusitzlich sind Flavonoide
in der Lage, zahlreiche Enzyme, die an der Entstehung von freien Sauerstoffradikalen
beteiligt sind, wie z.B. Xanthinoxidase, Proteinkinase C, Cyclooxygenase oder
Lipoxygenase zu hemmen (Kandaswami und Middleton, 1994; Cos et al., 1998; Bohm
et al., 1998; Pietta, 2000) (vgl. 2.3.3).

Superoxidanionen-Radikale (O, ° ) und Hydroxyl-Radikale (OH " ) gehdren, neben
weiteren Sauerstoffradikalen, zu den sog. ,reaktiven Sauerstoffspezies™ (,,reactive

oxygen species*, ROS), den Auslésern von Oxidativem Stress (Schwarzer, 2004).

Bei der Immunabwehr helfen ROS im Rahmen des sog. ,,Respiratory Burst, in den
Korper eingedrungene Mikroorganismen zu zerstoren. Dabei kommt es in den
aktivierten Phagozyten zu vermehrter Sauerstoffaufnahme, mit der groe Mengen an

Superoxidanionen-Radikalen gebildet werden. Die Dismutation der generierten O,
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zum H,0, und die nachfolgende Bildung von OH " fithren zur Zerstorung bzw. Lyse des
inkorporierten Fremdmaterials (Markert et al., 1984; Segal, 1996; Yu, 1994; Wippich,
2003). Des Weiteren werden ROS bei der Synthese der Entziindungsmediatoren,
Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane, aus Arachidonsdure bendtigt (Halliwell

und Gutteridge, 1999).

Bei unzureichender antioxidativer Abwehr konnen die Radikale Schiden in
unterschiedlichen Zellkompartimenten, z.B. Lipidperoxidation (LPO) in den

Zellmembranen verursachen.

Abbildung 2.4 gibt einen schematischen Uberblick iiber die Entstehung von ROS sowie

tiber die zelluldren Abwehrmechanismen gegeniiber ROS.

NADP: NADPH
N/
™~

FADnec FAD

Lipidperoxidation \

Redox- Semichinon-
Chinon Cycling radlkal

~ Enzym- \ /
inaktivierung ™~ HO' Haber-Weiss

— Reakn on

s/
DNA-Schaden

Abb. 2.4: Beispiele fiir die Entstehung verschiedener ROS im Organismus und deren Einfluf3
auf physiologische/pathophysiologische Stoffwechselschritte (griin: Entgiftung, rot: direkte
Folgen von ROS-Reaktionen) (nach Kelly et al., 1998). CAT: Katalase, GSH: reduziertes
Glutathion, GSSG: oxidiertes Glutathion, GPx: Glutathion-Peroxidase, GSR: Glutathion-
Reduktase, SOD: Superoxid-Dismutase, CYP: Cytochrom-P450-abhingige Monooxygenasen.
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Ein UbermaB an Oxidantien wird als ein gemeinsames Element in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Parkinson und M. Alzheimer angesehen

(Simonian und Coyle, 1996).

In diesem Zusammenhang sind antioxidative Effekte von Flavonoiden von besonderer

gesundheitsrelevanter Bedeutung.

Flavonoide sind aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale in der Lage, reaktive
Radikale durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren und damit zu

deaktivieren (Pietta, 2000) (Abb. 2.5).

OH OH R'\—/RH 0 OH R'\—/RH o o
R R R

Flavonoid (FI-OH) Aroxylradikal (F1-O°) Chinon

Abb. 2.5: Deaktivierung von Radikalen durch Flavonoide. Nach Rice-Evans (2001).

Die antioxidative Wirkung zahlreicher Flavonoide konnte schon mehrfach
nachgewiesen werden (Ariga et al., 1988; Rice-Evans et al., 1996; Bagchi et al., 1997;
Hagerman et al., 1998; Plumb et al., 1998; Ogawa et al., 1999). So beobachtete man
antioxidative Effekte von Quercetin in stimulierten humanen Neutrophilen (Zielinska et
al., 2000). Xanthohumol zeigte starke Eliminierungs-Effekte gegeniiber physiologisch
relevanten ROS, wie z.B. Superoxidanionen-Radikalen (Gerhduser et al, 2002). Das
Flavon Baicalein, ein Hauptbestandteil der Wurzel von Scutellaria baicalensis, wird

ebenfalls als starker Radikalfanger beschrieben (Huang et al., 2005).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Superoxidanionen-Radikalfanger-
Eigenschaften von Flavonoiden unter Verwendung eines nicht-enzymatischen

Zellmodells (dendritische HL-60-Zellen) ndher untersucht.

2.3.3 Immunmodulation

Immunmodulatorische Effekte von Flavonoiden konnen durch Beeinflussung von

Enzymen auftreten.

Mit Hilfe membranstindiger Rezeptoren und nachgeschalteter Signalelemente wird ein
Stimulus durch sogenannte Signaltansduktionskaskaden weitergeleitet und/oder
amplifiziert und dadurch unter anderem das Genexpressionsprofil der Zelle moduliert

(Thiel und Réssler, 2005; Djahansouzi et al., 2004).

Die Signaliibertragungskaskade via Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK) ist ein
wichtiger und von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Neurotransmittern genutzter

Modus, um physiologische Antworten, z.B. Immunantworten zu regulieren.

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen sind eine Familie von Enzymen, die durch
Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosinresten aktiviert werden (Hallwachs, 2005).
MAPK wurde durch Quercetin (30 pM) in humanen epidermalen Carzinomzellen stark

inhibiert (Bird et al., 1992).

Die MAPK-Kaskade kann in zwei Module unterteilt werden, die sich in ihrer
Aktivierung unterscheiden. Das eine Modul wird durch Wachstumsfaktoren (mitogen)
aktiviert, das andere Modul durch Stress, Cytokine oder Zell-Zell-Interaktionen. Das
extrazelluldre Signal wird iiber einen Transmembranrezeptor auf eine nachgeschaltete
Kinasekaskade, bestehend aus drei hintereinander geschalteten Kinasen, libertragen.
Durch die Kinasen wird das Signal in den Zellkern weitergeleitet, wo es zur Modulation
der Expression spezifischer Zielgene kommt. Im mitogen aktivierten Modul kommt es
durch Bindung eines extrazelluldren Liganden an den Rezeptor zur Aktivierung der
intrinsischen Proteinkinasen (PTK) und anschlieBend innerhalb der Kaskadenfolge zur
Aktivierung verschiedener Mitglieder der Familie der Serin/Threonin-Kinasen (Kern,

2006).
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Eine grofBe Anzahl an Protein Tyrosin Kinasen (PTK) sind beschrieben. Sie werden in
Verbindung gebracht mit der Regulation der Zelltransformation und des Zellwachstums,
der Genexpression, Zell-Zell-Adhédsions-Wechselwirkungen, Zellmotalitit und Zellform

(Huang, 1989; Taniguchi et al., 1995; Qian und Weiss, 1997).

Durch sogenannte ,,Crosstalks® konnen Elemente der MAPK-Kaskade durch andere
Signalwege moduliert werden. Dies erfolgt bevorzugt auf der Ebene von Raf-1. So kann
beispielsweise Raf-1 durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg oder
durch die Proteinkinasen C (PKC) aktiviert werden (Clark et al., 2004).

Die Proteinkinasen C bilden eine Familie der Serin/Threonin-Kinasen. PKC-Isoenzyme
sind in einer Vielzahl von intrazelluldren Signalwegen involviert. Sie spielen eine
zentrale Rolle bei der Signaliibertragung in der Zelle und {iben Kontrolle auf zelluldre
Prozesse wie Proliferation und Differenzierung aus (Nishizuka, 1992). Des Weiteren
werden sekretorische Prozesse, inflammatorische Zellfunktionen, sowie die Funktion
der T-Lymphozyten beeinflusst (Nishizuka, 1986, 1988 und 1995). Die Aktivierung der
PKC erfolgt iiber die Cofaktoren Ca*", Diacylglycerin (DAG) und Phospholipide. In
vitro konnte gezeigt werden, dass sich Proteinkinasen C durch verschiedene Flavonoide
inhibieren lassen (Graziani et al., 1981; Gschwendt et al., 1983; End et al., 1987;
Hagiwara et al., 1988; Ferriola et al., 1989; Picq et al., 1989).

Dabei erwiesen sich Flavone und Flavonole als die stirksten PKC-Inhibitoren. Von
Bedeutung fiir die inhibitorische Wirksamkeit war das Vorhandensein von
Hydroxylgruppen an den 3’- und 4’-Positionen des B-Rings, sowie die C2-C3-
Doppelbindung. Gleiches gilt fiir Inhibitoren der PI 3-Kinase. Die stirksten Effekte
zeigten dort Flavonole, gefolgt von Flavonen. Flavan-3-ole, Flavanone sowie Isoflavone
erwiesen sich als ineffektiv. Einen inhibitorischen Effekt des Flavonols Myricetin, das
in vitro die stirkste Wirksamkeit gegen die PI 3-Kinase zeigte, hat man auch in vivo

beobachtet (Gamet-Payrastre et al., 1999).

Flavonoide konnen {iber effektive Aktivititshemmung von Enzymen der
Signaltransduktion, wie der Proteinkinasen C (Ferriola et al., 1989; Agullo et al., 1997;
Lin et al., 1997), der Phosphoinositol-3-Kinase (Agullo et al., 1997; Weber et al., 1997;
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Gamet-Payrastre et al., 1999) und der Proteintyrosinkinasen (Cunningham et al., 1992;

Markovits et al., 1989) in die Kontrolle der Zellproliferation eingreifen.

Des Weiteren konnen Flavonoide auch an verschiedenen Stellen des Arachidonsédure-
stoffwechsels, der bei Entziindungensprozessen eine wichtige Rolle spielt, eingreifen
und die Bildung von Entziindungsmediatoren unterbinden. So vermag z.B. Quercetin
die Phospholipase A, (PLA;) in humanen Leukozyten zu hemmen (Welton et al., 1988;
Lee et al., 1982). PLA,, welche die Hydrolyse veresterter Phospholipide katalysiert, ist
in vielen Zellaktivierungsprozessen von Bedeutung. Sie ist ein wichtiger intra- und
extrazelluldrer Entziindungsmediator (Pruzanski und Vadas, 1991). Phospholipase A,
fiihrt vor allem zur Freisetzung von Arachidonsiure aus Phospholipiden (Welton et al.,
1988). Ausgehend von Arachidonsdure werden entweder durch Cyclooxygenasen
Prostaglandine oder durch Lipoxygenasen Leukotriene gebildet (Kiihn et al., 2005;
Zhang und Salomon, 2005). Quercetin und andere Flavonoide weisen inhibitorische
Effekte sowohl auf Cyclooxygenasen als auch auf Lipoxygenasen auf (Formica und

Regelson, 1995; Welton et al., 1988; Schewe et al., 2002).

Auch der Nuclear Factor kappa B (NFkB) ist bei der Regulierung inflammatorischer
Prozesse von Bedeutung. Bei NFkB handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor.
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die im Zellkern sequenzspezifisch an
regulatorische DNA-Motive innerhalb der Promotor- und Enhancerregion binden
konnen und so zur Aktivierung bzw. Hemmung transkriptioneller Prozesse beitragen
(Bowie und O’Neill, 2000). Die Aktivierung von NFxB kann auf zelluldrer und
physiologischer Ebene verschiedene Auswirkungen haben. NFkB verdndert durch seine
DNA-Bindung die Transkription verschiedener Gene fiir Cytokine, Wachstumsfaktoren,
Chemokine, Adhédsionsmolekiile, Immunregulatoren, Enzyme und Regulatoren der
Apoptose sowie der Zellproliferation (Ghosh et al., 1998; Pahl, 1999). Eine kurzzeitige
Induktion des Transkriptionsfaktors ermoglicht dem Organismus, auf pathogene und
stressinduzierte Stimuli zu reagieren. Eine Storung dieses abgestimmten Vorgangs ist
jedoch mit einer Reihe von pathologischen Prozessen verbunden. Somit kommt NFxB
u.a. auch eine wichtige Rolle bei Entziindungen zu (Weisel, 2006). Das Flavonol
Quercetin wurde als NFkB-hemmende Substanzen beschrieben (Musonda und

Chipman, 1998).
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Flavonoide werden jedoch nicht nur mit indirekten Effekten auf Transkriptionsvorgiange
in Verbindung gebracht, sondern iiberdies auch mit direkten regulatorischen Eingriffen

in die Expression einzelner Gene (vgl. 3.3.1).

Immunmodulatorische Effekte von Flavonoiden treten insbesonders in inflamma-

torischen Zellen, wie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen auf.

Abgesehen von bi-phasischen Effekten bei der Lymphozytenproliferation, d.h.
Hemmung bei hoher Konzentration, Stimulation bzw. kein Effekt bei niedriger
Konzentration (Brattig et al., 1984; Berg et al., 1988; Formica und Regelson, 1995),
wurden hierbei beziiglich des Phagozytoseprozesses, der Synthese von Cytokinen und
Immunglobulinen, sowie der Aktivitit von natiirlichen Killerzellen, ausschlieBlich
immunsupressive Wirkungen beschrieben (Middleton und Kandaswami, 1992; Formica
und Regelson, 1995; Middleton et al., 2000). So zeigte beispielsweise Quercetin eine
starke Hemmwirkung auf die Aktivitit der natiirlichen Killerzellen und unterdriickte die

Antigenstimulation von cytotoxischen T-Lymphozyten (Berg und Daniel, 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden immunmodulatorische Effekte auf wirtsspezifischer

Ebene mittels Genexpressionsstudien in dendritischen HL-60-Zellen untersucht.

2.3.4 Beeinflussung der Exzitotoxizitat

Der Begriff Exzitotoxizitdt wurde 1969 von Olney geprigt (Olney, 1969). Er bezeichnet
den neurotoxischen Effekt von exzitatorischen Aminosduren. In Folge der exzessiven
Aktivierung postsynaptischer Glutamatrezeptoren wird, beginnend mit dem Anstieg der
intrazelluliren Ca®"-Spiegel, eine Kaskade von Reaktionen angestoBen, welche
histopathologisch zu einer massiven Zellschwellung und letzlich zum Zelltod fiihren

(Kristian und Siesjo, 1998; Fichtner, 2001).

Exzitotoxizitidt kann an Prozessen sowohl akuter, als auch chronischer neurologischer
Erkrankungen beteiligt sein (Beal, 1992), und wird unter anderem mit M. Parkinson, M.

Huntington und M. Alzheimer in Verbindung gebracht (Miiller, 1998).

Glutamatrezeptoren, insbesondere deren Subtyp, die AMPA-Rezeptoren stellen,

aufgrund ihrer Bedeutung bei der Regulierung der Ca®’-Permeabilitit der
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Rezeptorkandle wichtige Mediatoren der Exzitotoxizitét dar (Choi, 1992 ; Rothman und
Oley, 1995; Rump et al., 1996).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden genomische Effekte auf Glutamat-
rezeptoren untersucht, und dies als Modell fiir eine Flavonoid-induzierte Beeinflussung

der Exzitotoxizitat verwendet.

234.1 Zentralnervose Mediatoren der Exzitotoxizitat

Das Gehirn des Menschen besteht aus ca. 100 Milliarden Nervenzellen, die an der
Weiterleitung der elektrischen und chemischen Signale beteiligt sind, und der 10-50-
fachen Anzahl an Gliazellen, die zur mechanischen Festigung und zur Versorgung der
Nervenzellen dienen (Kandel u. Schwartz, 1985). Entlang der Nervenzellen erfolgt die
Weiterleitung eines Reizes iiber elektrische Signale. Erreicht ein elektrisches Signal
jedoch das Ende eines Neurons, so muss das elektrische Signal in ein chemisches Signal
umgewandelt werden. Dazu werden Neurotransmitter gebildet und in den synaptischen
Spalt freigesetzt. Diese Neurotransmitter sind in der Lage, den synaptischen Spalt zu
tiberwinden und an Rezeptoren der postsynaptischen Zelle zu binden (Blaschke, 1993).
Bei der Mehrzahl der Rezeptoren handelt es sich um ligandengesteuerte Ionenkanéle,
die nach der Bindung der Neurotransmitter das chemische Signal wieder in ein
elektrisches umwandeln. Die auf diese Weise depolarisierte postsynaptische Zelle leitet

nun ihrerseits das elektrische Signal tiber Dendriten und Axone weiter.

Einer der wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter im Zentralnervensystem (ZNS)
ist Glutamat (Abb. 2.6). Er findet sich in 30% aller zentralen Neurone und kann nahezu

alle Neuronentypen im ZNS erregen (Romer et al., 2003).
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Abb. 2.6: Struktur von Glutamat.

Das in den synaptischen Spalt freigesetzte Glutamat erzeugt nach Bindung an
spezifische ligandenregulierte lonenkanidle der postsynaptischen Membran eine
Depolarisation, die als exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) bezeichnet
wird (Kortenbruck, 2003). Glutamatrezeptoren sind u.a. von Bedeutung bei Prozessen
der Synaptogenese sowie dem motorischen und assoziativen Gedichtnis (Barnes u.
Henley, 1992; Gasic u. Hollmann, 1992). Phinomene der synaptischen neuronalen
Plastizitdt, die sich als Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP), einer
langandauernden Verstirkung der synaptischen Ubertragung, bzw. in Form der
Langzeitdepression (long term depression, LTD), einer Hemmung oder Abschwéchung
der synaptischen Effektivitit, ausdriicken, werden ebenfalls durch Glutamatrezeptoren

gesteuert (Muller et al., 1988; Miiller, 1998; Kullmann et al., 2000).

Glutamatrezeptoren sind dariiber hinaus wichtige Mediatoren verschiedener Formen
von Erregungstoxizitit. Vermehrt freigesetztes Glutamat kann bei bestimmten
pathophysiologischen  Zustinden neurotoxische Wirkungen an Nervenzellen
hervorrufen, die zum Zelluntergang fiihren (Bruno et al., 1993; Castillo u. Babson,
1998). Beispiele dafiir sind durch Hypoxie, Ischdmie (Benveniste et al., 1984; Choi u.
Rothman, 1990) und Hypoglykédmie (Auer et al., 1985; Wieloch et al., 1986) ausgeldste
Veranderungen in Neuronen. Glutamatrezeptoren sind daher auch von Bedeutung fiir
eine Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson (Turski et al.,
1991), amyotrophe Lateralsklerose (Plaitakis, 1990), M. Huntington (Coyle u.
Schwarcz, 1976; Choi, 1988; Di Figlia, 1991) und M. Alzheimer (Maragos et al., 1987,
Greenamyre u. Young, 1989; Beal, 1992; Miiller, 1998).
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2.3.4.2  Glutamatrezeptoren: Struktur und Funktion

Die Einteilung der Glutamatrezeptoren erfolgte nach pharmakologischen Gesichts-
punkten hinsichtlich ihrer spezifischen Agonisten in vier Subtypen (Barnes und Henley,

1992; Gasic und Hollmann, 1992) (Abb. 2.7).

Unterschieden werden:
1.) N-Methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptoren

2.) 25, 38, 4S-2-Carboxy-4-(1-methylethenyl)-3-pyrrolidinacetat (Kainat)-Rezep-

toren
3.) a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat (AMPA)-Rezeptoren

4.) trans-1-Aminocyclopentan-1,3-dicarbonsdure (t-ACPD)-Rezeptoren, alternative

Bezeichnung: Quisqualat (QUIS)-Rezeptoren

Letztere gehoren zur Gruppe der metabotropen Rezeptoren. Die t-ACPD-Rezeptoren
mGIuR 1-mGluR 8 kénnen anhand von Sequenzhomologien in drei Gruppen eingeteilt
werden, die sich in den fiir die Signalfortleitung verwendeten Transduktions-
mechanismen unterscheiden (Conn und Pin, 1997). Metabotrope Rezeptoren sind mit
einem sekundiren Botenstoffsystem {iber ein G-Protein gekoppelt und vermitteln eine

verzogerte langanhaltende Zellreaktion (Tanabe et al., 1992).

Die ersten drei Subklassen werden zur Gruppe der ionotropen Rezeptoren zusammen-
gefasst. Bei diesen sind der Rezeptor und der Ionenkanal direkt miteinander gekoppelt
(Rezeptorkanal). Durch einen transmembrandsen Proteinkomplex, der nach der Bindung
eines Liganden an die spezifische Erkennungsstelle eine Konformationsédnderung
vollzieht und somit den Durchtritt bestimmter Ionen erlaubt, kommt es zu einer
schnellen postsynaptischen Membrandepolarisation. Diese wird durch einen intra-
zellulir gerichteten Na'-Einstrom und einen geringen extrazellulir gerichteten K'-

Ausstrom im Bereich der Kanéle herbeigefiihrt.
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Glutamatrezeptoren
Ionotrope Rezeptoren Metabotrope Rezeptoren
NMDA AMPA Kainat t-ACPD
NR 1 GluR 1 GluR 5 mGluR 1
NR 2A GluR 2 GIuR 6 mGIuR 2
NR 2B GluR 3 GluR 7 mGluR 3
NR 2C GIuR 4 KA1 mGluR 4
NR 2D KA 2 mGIuR 5
mGIuR 6
mGIuR 7
mGIuR 8

Abb. 2.7: Einteilung der Glutamatrezeptoren in die Subtypen NMDA-, AMPA-, Kainat- und t-
ACPD-Rezeptoren mit ihren jeweiligen Untereinheiten. Nach Kortenbruck (2003).

Dariiber hinaus weisen die NMDA-Rezeptoren eine intrazellulir gerichtete Ca**-Ionen-
Leitfahigkeit auf (Burnashev et al., 1992; Dingledine et al., 1992; Hume et al., 1991).
NMDA-Rezeptoren steuern zudem die langsame Komponente des EPSP. AMPA-
Rezeptoren vermitteln hingegen die schnelle exzitatorische Signalkomponente des
EPSP. Uber eine Beeinflussung der Leitfihigkeit durch Kainat-Rezeptoren wird noch
diskutiert (Chittajallu et al., 1999; Frerking et al., 2000; Schmitz et al., 2001).

Die ionotropen Glutamatrezeptoren weisen eine pentamere Struktur auf (Nakanishi,
1992). Sie konnen dabei sowohl aus jeweils gleichen Untereinheiten (homomer), als
auch aus einer Kombination verschiedener Untereinheiten des jeweiligen Rezeptortyps

(heteromer) aufgebaut sein (Kortenbruck, 2003).
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Wesentliche Eigenschaften der Rezeptoren wie die Ca®’-Leitfihigkeit, die Strom-
Spannungs-Kennlinie und die Gesamtleitfdhigkeit des Kanals werden durch die
Zusammensetzung der Untereinheiten bestimmt. Zur Familie der AMPA-Rezeptoren
zéhlen die Untereinheiten GluR 1-GluR 4 (Boulter et al., 1990), die auch als GluR A bis
GluR D bezeichnet werden (Keindnen et al., 1990), zur Gruppe der Kainat-Rezeptoren
die Untereinheiten GluR 5-GluR 7, sowie KA 1 und KA 2 (Blaschke, 1993).

Jede Untereinheit setzt sich dabei aus vier Sequenzabschnitten, den Transmembran-
regionen (TM) I-IV, zusammen. Dem Drei-Transmembran-Doménen-Modell ionotroper
Glutamatrezeptoren zufolge liegt der N-Terminus des Proteins extrazelluldr, der C-
Terminus intrazelluldr. Die Polypeptidkette durchquert die Membran dreimal und bildet
in der Membran von der intrazelluliren Seite her eine Schleife (Abb. 2.8) (Wo und

Oswald, 1995).

Die Region zwischen den mit TM III und TM IV bezeichneten hydrophoben
Sequenzabschnitten kommt im Extrazellularraum zu liegen. Die Transmembranregion II
(TM 1II), welche die Kanalwand ,auskleidet“ und damit entscheidend die
Permeabilititseigenschaften des lonenkanals determiniert, ist nach diesem Modell keine
wirkliche Transmembranstruktur. Es handelt sich hierbei um einen hydrophoben
Bereich innerhalb der Polypeptidkette, der von der intrazelluldren Seite in die Membran

eintritt und sie auch auf der zytoplasmatischen Seite wieder verldsst (Kraus, 1999).

2.3.4.3 Exzitotoxizitat durch posttranskriptionale Modifikationen

Neben den durch einen modularen Aufbau gewdhrten Mdoglichkeiten fiir eine
funktionelle Diversifizierung wird die Vielfalt der AMPA-/Kainat-Rezeptoren durch
posttranskriptionale Prozesse, wie alternatives Spleilen oder RNA-Editierung weiter

vergrofBert.

Es wird davon ausgegangen, dass 40 bis 60% aller humanen Gene alternativ gespleif3t

werden (Hide et al., 2001; Kan et al., 2001; Modrek et al., 2001).

In Eukaryonten werden kodierende Sequenzen (Exons) von nicht-kodierenden
Sequenzen (Introns) unterbrochen. Bei einem als konstitutivem Spleilen bezeichneten

Prozess werden Introns aus der primidren RNA entfernt und die Enden der Exons
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miteinander verbunden. Wéhrend beim konstitutiven Spleilen jedes Exon mit dem
ndchsten stromabwirts gelegenen verkniipft wird, werden beim alternativen Spleiflen
andere SpleiBmuster benutzt und alternative 5°- bzw. 3’-Spleifstellen aktiviert (Croft et

al., 2000; Hide et al., 2001; Kan et al., 2001; Modrek et al., 2001).

Nach heutigem Kenntnisstand liegt jede der AMPA-Rezeptoruntereinheiten GIuR 1-
GluR 4 in einer von zwei verschiedenen Formen vor, die durch alternatives Spleifien
einer 114 bp-Region entstehen. Die hieraus resultierenden Varianten werden mit ,,flip*
und ,,flop* bezeichnet (Spencer et al., 1987) (Abb. 2.8). Thre Expression variiert im
Verlauf der Entwicklung. Wéhrend die ,flip“-Varianten im prénatalen und frithen
postnatalen Gehirn dominieren, soll die Expression der ,,flop“-Variante erst zwischen

dem 8. und dem 14. postnatalen Tag stark ansteigen (Monyer et al., 1991).

Das Auftreten der ,flip“- oder ,,flop“-Varianten ist von wesentlicher funktioneller
Bedeutung. So bedingen die ,,flip“-Formen der GluR-Untereinheiten einen langsameren
desensitisierenden Strom, d.h. eine langsamere Desensitisierung durch den AMPA-

Rezeptor als die ,,flop*“-Formen (Carlson et al., 2000).

Eine weitere posttranskriptionale Modifikation stellt die RNA-Editierung dar. Bei der
RNA-Editierung kommt es wéhrend der Dekodierung der genomischen DNA in die
mRNA zu einer Basenverdnderung des Primirtranskriptes und in der Folge zu einer

verdnderten Aminosdurenzusammensetzung des funktionalen Rezeptors.

Der Q/R Editierungsschritt fiihrt zu einem Aminosdureaustausch in der Transmembran-
region II (TM II) der Proteinstruktur der Untereinheiten GluR 2, GIuR 5 und GluR 6.
Die in der genomischen DNA kodierte Aminosdure Glutamin (Q) (ungeladen) im
Bereich des Exons 11 wird auf Ebene der messenger RNA durch die Aminosdure
Arginin (R) (positiv geladen) ausgetauscht. Beeinflusst von Adenosindeaminase kommt
es zur Bildung von Inosin aus Adenin (Rueter et al., 1995). Nachfolgend wird Inosin als
Guanin interpretiert und das Triplet CAG fiir Glutamin (Q) wird zu CGG fiir Arginin
(R). Daher wird dieser Vorgang auch als Q/R-Editierung bezeichnet.
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Abb. 2.8: Schematische Darstellung einer fiir eine GluR Untereinheit kodierenden mRNA mit
der Q/R Editierungsstelle in TM 11, sowie den alternativ gespleifiten Exons flip und flop (oben).
Unten ist das Drei-Transmembran-Doménen-Modell ionotroper Glutamatrezeptoren von Wo
und Oswald (1995) mit den vier Transmembranregionen TM [-TM IV dargestellt. Nach Carlson
et al. (2000).

Die Editierung ist fiir den Rezeptor von wesentlicher funktioneller Bedeutung. Als
Folge der Editierung weist der Kanal eine geringere Leitfdhigkeit auf (Swanson et al.,
1996), insbesondere eine vermindete Ca2+—Leitfahigkeit (Hume et al., 1991; Verdoorn et
al., 1991; Egebjerg u. Heinemann, 1993; Washburn et al., 1997) (Abb. 2.9). Zudem
zeigt der Rezeptor eine verdnderte Strom-Spannungs-Kennlinie (Dingledine et al.,

1999).

Kanile mit einer editierten Untereinheit GIuR 2 besitzen keine Leitfdhigkeit fiir

. . . . 2+ .. . .
zweifach geladene Kationen, insbesondere fiir Ca™ -lonen, wihrend Kanile die aus der
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nicht-editierten Version von GluR 2 aufgebaut sind {iber eine ausgeprigte Leitfahigkeit
fir Ca*"-Ionen verfiigen (Hollmann et al., 1991). Auch homomere Kanile aus den
Untereinheiten GluR 1, GIuR 3 oder GIuR 4, mit Arginin an der kritischen Position der
TM Region II, zeigen nur eine geringe Ca”'-Leitfahigkeit (Curutchet et al., 1992; Hume
etal., 1991; Verdoorn et al., 1991).

4

4 +
Ca G Ma MNa
Glu Glu
o+ B+
Hukleotid Sequensz:
zenonusch mBEN A
of Ty o5 (B

Abb. 2.9: Die Adenosin zu Inosin Editierung an der Q/R-Stelle von AMPA Rezeptoren
reguliert die Ionenpermeabilitits-Eigenschaften der Rezeptoren (speziell fiir Ca®"). Rezeptoren
mit editierter Untereinheit (rechts) besitzen keine Leitfahigkeit fiir Ca®", wihrend Kandle die aus
der nicht-editierten Version aufgebaut sind (links) iiber eine ausgeprigte Leitfahigkeit fiir Ca®'-
Tonen verfiigen .

Tierexperimentellen Untersuchungen zufolge wirkt sich die Q/R-Editierung von GluR 2
u.a. auf neuropathologische Prozesse aus, die eine abnorme zerebrale Erregbarkeit
bedingen (Brusa et al., 1995; Feldmeyer et al., 1999; Higuchi et al., 2000; Sailer et al.,
1999; Vissel et al., 2001).

In der mRNA von GluR 2, GluR 3 und GIuR 4 wurden weitere Editierungsstellen
nachgewiesen. Eine solche Position befindet sich in Exon 13, welches unmittelbar den
flip- und flop-Exons der AMPA-Rezeptoren vorausgeht. Infolge des Austauschs eines
Arginin (R)-Codons (AGA) gegen ein Glycin (G)-Codon (GGA) wird diese Stelle auch

' Nach: https://medschool.mc.vanderbilt.edu/emesonlab/images/rnaediting 1 .gif.
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als R/G-Position bezeichnet (Lomeli et al., 1994). Wihrend die Editierung der Q/R-
Stelle in der TM II von GluR 2 zu einer drastisch verminderten Ca®’-Permeabilitit des
AMPA-Rezeptorkanals fiihrt, bewirkt die Editierung der R/G-Stelle einen Anstieg der
Erholungsraten von der Desensitisierung, wodurch der Kanal schneller wieder erregbar

ist (Kraus, 1999).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel der Glutamatrezeptor-
untereinheit GIuR 2 anhand von Spleiivarianten- und Editierungs-Analysen erstmals
untersucht, inwieweit Flavonoide auf posttranskriptionale Determinanten der Exzito-

toxizitat Einflufl nehmen.

2.3.5 Direkte antivirale Effekte

In der Literatur wird iiber antivirale Effekte von Flavonoiden berichtet (Vlietinck et al.,
1998; Middleton et al., 2000). So konnte u.a. eine Beeinflussung der Replikation des
HI-Viruses durch Flavonoide im Zellmodell nachgewiesen werden (Fesen et al., 1993;
Brinkworth et al., 1992; Hu et al., 1994; Middleton et al., 2000). Fiir Quercetin und
Baicalein hat man eine Inhibierung der HIV-1 Reverse Transkriptase beobachtet (Zhang
et al., 2005a). Wogonin zeigte anti-Hepatitis B Virus Effekte in einer humanen Zelllinie

(Huang et al., 2000).

In der ferndstlichen Medizin besitzt die Anwendung ,,Chinesischer Heilkrduter*
besonders bei Lebererkrankungen, wie z.B. der Hepatitis, eine lange Tradition
(Schuppan et al., 1999; Dhiman und Chawla, 2005). In Japan und China wird z.B. das
Medikament Sho-Saiko-to (TJ-9) in der traditionellen Medizin gegen chronische
Leberbeschwerden wie Hepatitis oder Leberzirrhose eingesetzt (Mizushima et al., 1995;
Motoo und Sawabu, 1994). Flavonoide aus der Heilpflanze Scutellaria baicalensis sind
Bestandteile dieses Medikaments, das sich aus Extrakten von sieben verschiedenen
Pflanzen, darunter Bupleuri radix, Pinelliae tuber, Scutellaria radix, Zizyphi fructus,
Ginseng radix, Glycyrrhizae radix und Zingiberis rhizoma zusammensetzt (Mizushima

et al., 1995; Matzuzaki et al., 1996). Hauptinhaltssoffe sind Saponine und Flavonoide
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(Matzuzaki et al., 1996). Man nimmt an, dass die Flavonoide protektive Effekte gegen

virale Lebererkrankungen ausiiben.

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit das Hepatitis B Virus als

Modell zur Untersuchung antiviraler Effekte von Scutellarein gewéhlt.

2.3.5.1  Hepatitis B Virus Infektionen

Unter einer Hepatitis versteht man eine Entziindungsreaktion der Leber, die aufgrund
von Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Medikamenten oder toxischen Substanzen,
wie z.B. Alkohol, ausgelost werden kann (Preuss, 2000; Koller, 2005). Das Hepatitis B
Virus (HBV) ist wie die Hepatitis A-, C-, D-, und E-Viren primér hepatotrop und gehort
zu den hiufigsten Erregern einer Virushepatitis. 90% aller Infektionen laufen lediglich
akut ab, d.h. sie heilen aus, jedoch kann die durch Hepatitis B-, C- und D-Viren
ausgeloste Hepatitis auch in eine chronische Verlaufsform tibergehen. Hepatitis B zéhlt
neben Tuberkulose, HIV, Malaria und Hepatitis C zu den hiufigsten Infektions-
krankheiten weltweit. Die Ubertragung dieser viralen Infektion erfolgt durch Blut oder
andere Korpersekrete. Schitzungen zufolge sind derzeit etwa 300-420 Millionen
Menschen (ca. 5-7% der Weltbevdlkerung) chronisch mit dem Hepatitis B Virus
infiziert (Koller, 2005; Robert-Koch-Institut, Stand: 17.11.2006).

Hauptendemiegebiete sind Siidostasien, Zentral- und Siidafrika, sowie Teile
Siidamerikas (Abb. 2.10). Aber auch in Deutschland ist trotz Impfempfehlung der
Standigen Impfkommission (StIKo) der Bundesrepublik Deutschland fiir Kinder,
Jugendliche und expositionsgefdhrdete Personen immer noch eine hohe Zahl an
Neuinfektionen, im Jahre 2006 waren es ca. 1000, zu verzeichnen. Laut Angaben des
Robert-Koch-Instituts (Stand 2006) ist bundesweit von 300000 bis 650000 chronischen
Hepatitis B Virustrdgern auszugehen (Robert Koch Institut, Stand: 17.11.2006). Eine
erhebliche gesundheitspolitische Bedeutung der Hepatitis B ergibt sich vor allem aus

den Folgen chronischer Infektionen. Pro Jahr wird weltweit mit bis zu einer Million
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Todesfillen infolge von Hepatitis B-bedingten Leberzirrhosen oder Leberkarzinomen

gerechnet (Robert Koch Institut, Stand: 17.11.2006).

Hepatitis B Surface
Antigen Prevalence

[ High 8%
| Imtermadiate 2% - T%
Low «2%

Abb. 2.10: Weltweite Pridvalenz an Hepatitis B, ausgedriickt anhand der Verbreitung des HBV-
Oberflichenantigens (HBsAg): dunkelgriin: hohes, hellgriin: mittleres, weiB: geringes
Vorkommen (Stand: 2006) (Arguin et al., 2007).

Das Hepatitis B Virus gehort zur Familie der Hepadnaviridae und hier in die Gattung
der Orthohepadnaviren. Das 42 nm gro3e Virus wurde nach seiner Entdeckerin auch

»Dane-Partikel* genannt (Dane et al., 1970).

2.3.5.2  Aufbau des Hepatitis B Virions und Genomstruktur

Neben den kompletten Virionen, den Dane-Partikeln, finden sich im Blut von Hepatitis
B Virus-Tragern auch sogenannte Hepatitis B Virus-assoziierte Partikel. Diese
subviralen Partikel weisen einen Durchmesser von ca. 18-25 nm auf und kommen in
Form von filamentdsen (mit einer Linge von bis zu 300 nm) oder sphérischen
(rundlichen) Partikeln vor (Gerin et al., 1975; Millman et al., 1970). Die Partikel
bestehen nur aus HBV-Oberfldchenantigen und Wirtszelllipiden. Sie enthalten weder
ein Kapsid, noch virale DNA und sind daher nicht infektids. Im Blut von Virustrdgern

befinden sich diese subviralen Partikel in viel groBBerer Menge, als die Dane-Partikel.
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Das quantitative Verhéltnis beider Partikel betragt 1000:1 bis 1000000:1 (Ganem, 1996;
Tausch, 2005).

Die infektidsen kompletten Virionen haben eine sphérische Gestalt, weisen einen
Durchmesser von 42 nm auf und sind von einer Hiillmembran umgeben, die das
ikosaedrische Nukleokapsid, sowie die viralen Erbinformationen einschlieft (Abb.
2.11). In die Hiillmembran, deren Lipiddoppelschicht aus der Wirtszelle stammit, ist als
Transmembranprotein das Hepatitis B Virus-spezifische Oberflichen-Protein (Hepatitis
B surface-Antigen; HBsAg) eingelagert. Aufgrund seiner ersten Isolierung 1965 (von
Blumberg et al.) aus dem Serum von Aborigines in Australien wurde es frither auch
Australia-Antigen (AuAg) genannt (Blumberg et al., 1965). HBsAg kommt in drei
unterschiedlich groBen Formen vor: als grofles (IHBs), mittleres (mHBs) und kleines
(sHBs) Hepatitis B surface Antigen (Stibbe et al., 1983). AuBBerdem kann es auch in

glycosylierter Form auftreten.

Im Inneren der Hiille befindet sich das aus dimerisierten, kubisch-symmetrisch
angeordneten Hepatitis B core-Proteinen bestehende, ca. 28 nm grofie Kapsid (das sog.

Core-Partikel).

Im Nukleokapsid wiederum liegt die zirkuldre, partiell doppelstrangige DNA, mit der
das terminale Protein kovalent verkniipft ist (Gerlich et al., 1980).

Das Hepatitis B Virus besitzt mit einem etwa 3,2 kb langem Genom eines der kleinsten
Genome unter den DNA-Viren. Es liegt als zirkuldrer, nicht kovalent geschlossener,
partieller Doppelstrang (relaxed circular DNA, rcDNA) vor (Abb. 2.12). Der
kodierende Minusstrang ist komplett vorhanden. An seinem 5’-Anfang ist das sog.
Terminale Protein kovalent gebunden (Robinson et al., 1974). Bei zirkuldrer Anordnung
des Genoms iiberlappen sich Anfang und Ende, wodurch sterisch eine Liicke von
mehreren Nukleotiden (sog. gap) entsteht. Der komplementére Plusstrang sorgt fiir den
Zusammenhalt der zirkuliren DNA-Struktur und besitzt etwa 230 nt vor der
Minusstrang-Liicke seinen 5’-Anfang. An ihn ist eine kurze RNA-Sequenz
(Oligoribonukleotid) von 18 nt kovalent gebunden (sog. cap-Struktur), die vermutlich

als Primer fiir die Plusstrang-Synthese dient (Seeger et al., 1997).
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Prest Pres2 HB<-Antigen

Abb. 2.11: Schematische Darstellung des Dane-Partikels: Das innere Sechseck symbolisiert das
HBV-core-Protein, das die partiell doppelstringige Virus-DNA (schwarze Linien im Zentrum)
umgibt. Die &duBlere Virushiille wird von den drei verschiedenen Formen des vom HBs-Gen
kodierten Hiill-Proteins (Pra-S1, Pra-S2, HBs) gebildet (Freilinger, 2004).

Der Plusstrang tiberbriickt zwar die Minusstrang-Liicke, verlduft aber nur etwa 1000 bis
2500 nt in 3’-Richtung dariiber hinaus und ist somit nur inkomplett vorhanden (Landers
et al., 1977; Delius et al., 1983). Dadurch entsteht eine Einzelstrangregion, die sich iiber
20-50% des Virusgenoms erstreckt (Summers et al., 1975).

Die zirkuldre Struktur des Genoms wird durch Basenpaarung zwischen den 5’-Enden
der beiden DNA-Stringe gewihrleistet. Dieser Bereich wird auch als kohésive

Uberlappungsregion bezeichnet (Sattler et al., 1979).
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[-Jstrand, 2. 4ich
[+]strand, 3.dkch

TATas
T5-like

Abb. 2.12: Partieller Doppelstrang des Hepatitis B Virus. Nach Ganem (1996).

Mit vier offenen Leserahmen (ORF) zeigt das HBV-Genom eine sehr kompakte
Organisation (Abb. 2.13). Durch Uberlappungen der ORF wird eine hohe
Kodierungskapazitét des relativ kleinen Genoms erreicht. Die vier offenen Leserahmen

werden mit S, C, P und X bezeichnet.

pre- 32

pre-31

[-Jstrand, 2.dkch
[+]strand, 3 .4dkb
TAThS

T5-like

Abb. 2.13: Organisation des Hepatitis B Virus Genoms mit den vier ORF: S, C, P und X. Nach
Ganem (1996).
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Die P-Region, die sich iiber 80% des viralen Genoms erstreckt, kodiert fiir die virale
Polymerase und das Terminale Protein. Das S (surface)-Gen, bestehend aus pra-Sl-,
pra-S2- und S-Region, kodiert durch unterschiedlich gelegene Start-Codons fiir die drei
Oberfldchenantigene IHBs, mHBs und sHBs (HbsAg). Das core-Gen, bestehend aus
pria-core und core-Region, kodiert fiir das core-Protein und das Hepatitis B-e-Antigen
(HBeAg). Der X-ORF kodiert fiir einen viralen Transaktivator, das HBx-Protein
(Ganem, 1996).

Ausgehend vom DNA-Genom des HBV wird wihrend des Replikationszyklus die
genetische Information des Virus in vier verschiedene RNA-Transkripte {ibersetzt
(Cattaneo et al., 1984; Yokusuka et al., 1986; Will et al., 1987; Su et al., 1989). Bei den
Transkripten handelt es sich um (Abb. 2.14):

ein 3,5 kb langes supergenomisches (= prdgenomisches) RNA-Intermediat
(pgRNA). Es steht unter Kontrolle des préd-core Promotors und enthidlt die

Information fiir die Produkte des core- und des Polymerase-Gens;

- das 2,4 kb subgenomische RNA-Transkript. Es kodiert unter Kontrolle des pra-
S1-Promotors fiir das gro3e HBsAg;

- das 2,1 kb RNA-Transkript mit dem prd-S2-Promotor. Es beinhaltet die

Information fiir das mittlere und das kleine HBsAg;

- sowie das 0,7 kb RNA-Transkript mit dem x-Promotor. Es kodiert fiir das HBx-

Protein.
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Pre,S2/S promoter

Pre-S1 promoter

3.5kb RNA

Enhancer I/X
Promoter

Enhancer |

Abb. 2.14: Organisation des HBV-Genoms mit den vier verschiedenen RNA-Transkripten
(3,5 kb, 2,4 kb, 2,1 kb und 0,7 kb RNA-Transkript) und zugehdrigen regulatorischen
Sequenzabschnitten Die Pfeile weisen in die Richtung der Transkription. Nach Locarnini
(2005).

Alle vier Transkripte weisen eine 5’-terminale ,,cap‘-Struktur auf und besitzen ein

gemeinsames 3’-terminales polyadenyliertes Ende (Cattaneo et al., 1984).

2.3.5.3  Virale Transkripte und Genprodukte

Die Oberflachenproteine (HBsAg) des HBV werden durch den S-Leserahmen kodiert.
Dieser setzt sich aus drei Regionen zusammen, der prd-Sl1-, der prd-S2- und der S-
Region. Jede der drei genannten Regionen besitzt ein eigenes Start-Codon. Es liegt
jedoch nur ein gemeinsames Stop-Codon am 3’-Ende des Gens vor. Somit werden
jeweils unterschiedlich grofle Proteine kodiert, die alle den selben C-Terminus, aber

unterschiedliche N-Termini besitzen (Locarnini et al., 2003).

Beginnt die Translation in der prd-S1-Region, so wird das lange HBsAg (IHBsAg)
gebildet. Bei einem Translations-Start ab der prd-S2- bzw. S-Region entstehen analog

das mittlere (mHBsAg) und das kurze HBsAg (sHBsAg) (Abb. 2.15).
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Abb. 2.15: Schematische Darstellung der Proteine des HBsAg. Nach Locarnini et al. (2003).

In den verschiedenen viralen Partikeln tritt ein charakteristisches Verteilungsmuster der

unterschiedlichen HBsAg-Subtypen auf (Molnar-Kimber et al., 1988).

Das 3,5 kb priagenomische RNA-Transkript (pgRNA) kodiert sowohl fiir das Core-Gen,
als auch fiir das Polymerase-Gen (Ou et al., 1990) (Abb. 2.16). Im Core-Gen befinden

sich zwei Startcodons, die das Gen in eine pri-core- und eine core-Region unterteilen.

Die core-Region enthilt die Informationen fiir die Synthese der 22 kDa gro3en Kapsid-
Proteine (core-Protein, HBcAg). Diese bilden Dimere und lagern sich zum
ikosaedrischen Nukleokapsid zusammen (Onodera et al., 1982; Gerlich et al., 1982;
Konig et al., 1998).

Startet die Translation bereits in der prd-core-Region, so entsteht das Hepatitis B-e-

Antigen (17,5 kDa).

Im Gegensatz zum HBcAg aggregiert das HBeAg nicht in der Zelle, sondern wird
sezerniert. Da das préi-core-Start-Codon unter Kontrolle derselben regulatorischen
Elemente steht wie die Transkription der pgRNA, korreliert die im Blut von
Virustragern gefundene HBeAg-Menge meist mit der replikativen Aktivitit des HBV
(Radziwill et al., 1990; Doo und Liang, 2001). HBeAg dient als serologisch leicht
nachweisbarer Marker einer Hepatitis B-Infektion (Tausch, 2005).
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Abb. 2.16: Schematische Darstellung der Organisation der prigenomischen RNA. Pré-core-
und core-Transkript bilden das core-Gen. Im unteren Bildbereich sind die Produkte des core-
Gens, das HBeAg und das core-Protein, dargestellt. Die Polymerase ist ein multifunktionelles
Enzym. Die Doméinen sind wie folgt bezeichnet: Prim = Primase-Aktivitit-Region; spacer =
Spacer-Region; RT = Reverse Transkriptase-Aktivitdts-Region, RNAseH = RNAse-Aktivitéts-
Region. Nach Tausch (2005).

Die virale Polymerase ist ein multifunktionelles Enzym mit mehreren enzymatisch
aktiven Doménen (Radziwill et al., 1990; Schreck, 1995; Ganem, 1996; Doo und Liang,
2001).

Dabei handelt es sich um:

- eine N-terminale Doméne mit Primase-Aktivitit, hidufig als Terminales Protein

bezeichnet;

- einen Bereich mit Reverser Transkriptase-Aktivitdt weiter C-terminal. Er enthélt
im aktiven Zentrum eine konservierte Aminosdure-Sequenz (Tyr-Met-Asp-

Asp), das sog. YMDD-Motiv;

- einen sog. Spacer-Bereich zwischen den Domédnen mit Primase- und Reverser

Transkriptase Aktivitit;

- sowie am weitesten C-terminal eine Doméne mit RNAseH-Aktivitit, die fiir den

Abbau der RNA-Matrize wihrend der Reversen Transkription zusténdig ist.

Die virale Polymerase veranlaf3t die Reverse Transkription der prigenomischen RNA in
die Minusstrang-DNA, den anschlieBenden Abbau der RNA-Matrize durch die
RNAseH und die darauf folgende Synthese der Plusstrang-DNA.
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Dariiberhinaus wird die Polymerase fiir die Verpackung der prigenomischen RNA in

die Nukleokapside eingesetzt (Bartenschlager et al., 1990; Hirsch et al., 1990).

Der kleinste offene Leserahmen kodiert das HbxAg, ein 17 kDa grofles Protein mit

unbekannter Funktion.

2.3.5.4  Regulatorische Elemente

Neben den verschiedenen Promotoren und dem Polyadenylierungssignal sind im HBV-

Genom noch weitere cis-regulatorische Elemente bekannt:
- Zwei transkriptionale ,,Enhancer-Elemente*:

- Der ,,Enhancer I* befindet sich unmittelbar stromaufwérts des X-Leserahmens
im P-Gen (Guo et al., 1991). Er wirkt auf die viralen Promotoren C, (Jameel und
Siddiqui, 1986), S1, (Faktor et al., 1988), S2, (Su et al., 1992) und X,

(Nakamura et al., 1993) stimulierend.

- Der ,,Enhancer II* befindet sich im Nukleotidbereich (ntygy) 1497-1646 und
tberlappt teilweise mit C, (Wang et al., 1990). Da die E;/Cp-Region die
Transkription der pragenomischen RNA reguliert, ist sie auch fiir die Regulation

der Virusreplikation von groBBer Bedeutung (Honigwachs et al., 1989).

- Flankiert wird der Enhancer II von je einer direkten Sequenzwiederholung
(TTCACCTCTGC) im sog. DR II (direct repeat 11) (ntygy 1464-1473) und im
stromabwirts liegenden DR I (ntggy 1697-1707). Die Sequenzwiederholungen
sind von Bedeutung fiir die Replikation des HBV-Genoms (Will et al., 1987).

- Das Verpackungssignal ¢ liegt am 5’-Ende der priagenomischen RNA (ntygy
1726-1779) (Junker-Niepmann et al., 1990; Gerelsaikhan, 1998). Es wird von
einer ,.,stem-loop*“‘-Struktur (,,RNA-Haarnadel-Struktur®) gebildet und ist von
entscheidender Bedeutung fiir die Verpackung der viralen RNA ins
Nukleokapsid (Pollack und Ganem, 1993; Gerelsaikhan, 1998).

- Das ,.glucocorticoid responsive element” (GRE) (ntygy 222-239) befindet sich

im Bereich des S-Gens. Dieses Element fiihrt bei Anwesenheit von
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Glucocorticoiden zu einer etwa flinffachen Erhohung der Genexpression (Tur-

Kaspa et al., 1986).

2.3.5.5  HBV Replikationszyklus

Der Replikationszyklus des Hepatitis B Virus umfasst mehrere Schritte: Von der
Infektion der Hepatozyten iiber den Transport der Viruskapside zum Kern, die
Transkription und Translation, bis hin zum Virustransport aus der Zelle (Abb. 2.17).
HBYV zeigt eine auffallende Speziesspezifitit und einen ausgepragten Gewebetropismus.
Gelangt das Virus iiber den parenteralen Weg in einen Wirtsorganismus, dann erreicht

es per Blutkreislauf seine Zielzellen, die humanen Hepatozyten und infiziert diese.

Uber den ersten Schritt des Vermehrungszyklus, den Eintritt des Hepatitis B Virus in
die Leberzellen, ist nur wenig bekannt. Als Mechanismus wird ein rezeptorvermittelter
Vorgang vermutet. Aufgrund des ausgeprdgten Hepatotropismus (Robinson, 1991)
wurden verschiedene hepatozelluldre Oberflaichen-Membran-Proteine als Rezeptoren
fiir das Hepatitis B Virus postuliert (Rigg et al., 1992; Scaglioni et al., 1996; Mabit et
al., 1996; Le Seyec et al., 1999; Paran et al., 2003).

Nach Eintritt in die Zielzelle wird das Nukleokapsid freigesetzt und zum Zellkern
transportiert. Dort bindet es an den Kern-Pore-Komplex. Innerhalb des Kerns kommt es

daraufhin zur Freisetzung der viralen DNA (Kann et al., 1999; Rabe et al., 2003).

Nach Entfernung der terminal kovalent gebundenen Strukturen wird im Kern das virale
Genom von der partiell doppelstridngigen zirkuldren DNA mit Hilfe zelluldrer Enzyme
zu einer komplett doppelstriangigen, kovalent geschlossenen zirkuldren DNA (cccDNA)

konvertiert.
Die cccDNA dient als Matrize fiir die Transkription:

Die Wirts-RNA-Polymerase (zellulire DNA-abhéngige RNA-Polymerase-II) transkri-
biert im Zellkern die drei subgenomischen RNA-Transkripte (2,4 kb, 2,1 kb und 0,7 kb),
die in der Folge ins Zytoplasma transportiert und dort in die entsprechenden Proteine

translatiert werden.
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Abb. 2.17: Replikationszyklus der Hepatitis B Viren. Die viralen Kapside werden nach der
Fusion mit der Membran zum Kern transportiert. Die cccDNA wird im Kern transkribiert und
die RNA anschlieBend ungespleiit exportiert. Von der mRNA werden die Proteine translatiert.
Die genomische RNA wird in Kapside verpackt. Die Kapside knospen in das endoplasmatische
Retikulum (ER) oder erhdhen den cccDNA-Pool im Kern. Nach der ,,Knospung® in das ER
werden die Virionen aus der Zelle sezerniert (Untergasser, 2002).

Auch das 3,5 kb grofle prigenomische RNA-Intermediat gelangt ins Zytoplasma
(Nassal, 1999). Dort dient es als Matrize fiir die Transkription des HBeAg, des core-
Proteins und der viralen Polymerase. Die virale Polymerase bindet an die RNA-
Haarnadel-Struktur (¢) am 5’-Ende der pgRNA (Hu et al., 1996); ¢ dient sowohl als
Verpackungs-, als auch als Initiationssignal fiir die Reverse Transkription. Durch ein
enges Zusammenspiel dieses Reverse Transkriptions-Komplexes mit dimerisierten core-
Proteinen kommt es zur Minusstrang-DNA-Synthese und gleichzeitig zur Bildung des

Kapsids (Bartenschlager et al., 1990; Kramvis und Kew, 1998; Junker-Niepmann et al.,
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1990). Im Inneren des Kapsids befindet sich nun die virale rcDNA (relaxed circular

DNA).

Die HBV-Oberflichenproteine werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet
und zum groften Teil in Form von subviralen Partikeln vesikuldr unter Einbeziehung

des Golgi-Apparates aus der Zelle transportiert.
Fiir die Nukleokapside existieren dagegen zwei alternative Verwendungsmdglichkeiten:

Zum einen konnen die Kapside umhiillt und dann als komplette, infektiose Virionen
mittels Vesikeln aus der Zelle transportiert werden. Andererseits konnen sie auch
mittels eines intrazelluldren Kreislaufs zuriick in den Zellkern gelangen, um dort das

cccDNA-Depot wieder aufzufiillen (Doo und Liang, 2001).

2.3.5.6 Variationen und Mutationen im HBV-Genom

Eine groe Anzahl an Sero- und Genotypen von HBV reflektiert die hohe Variabilitit
seines Genoms, ohne dass dadurch die Infektiositdt und Replikationsfahigkeit des Virus
beeintrachtigt werden wiirden. Das Hepatitis B Virus weist eine 10-fach hdhere
Mutationsrate als andere DNA-Viren auf (Locarnini, 2005). Ein moglicher Grund
hierfiir ist das Fehlen der ,,Proof-Reading-Funktion® der Polymerase (Bartholomeusz

und Locarnini, 2001; Zoulim, 2001).

Nicht alle Bereiche des HBV-Genoms sind gleich hdufig von Mutationen betroffen. So
zeigt z.B. der Spacer-Bereich (gelegen zwischen den Sequenzen mit Primase-Aktivitét
und Reverser Transkriptase-Aktivitit im HBV Polymerase-Komplex) eine hohe
Toleranz gegeniiber Punktmutationen, Deletionen und Insertionen. Die daran
anschlieende Domine der Reversen Transkriptase (RT) hingegen zeigt sich stdrker
konserviert (Ganem, 1996). Ahnlich verhilt es sich im e-Bereich. In dieser Region kann
mittels experimenteller Mutagenese eine bis zu 10-fache Verringerung der

Verpackungseffizienz erzielt werden (Pollack und Ganem, 1993).

Vergleichsweise haufig treten im Hepatitis B Virus Aminosdureaustausche auf, die z.B.
die HBeAg- und/oder die HBcAg-Bildung beeinflussen (Locarnini, 2005). Diese

Mutationen treten vor allem im Bereich des Basic Core Promotors (BCP) auf. Aber
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auch im X-Gen und im Polymerase-Gen im Bereich der Reversen Transkriptase sind

Mutationen bekannt (Locarnini, 2005).

Mutationen, die eine Resistenz gegen Lamivudin bewirken, einem Nukleosidanalogon,
das als antivirales Therapeutikum eingesetzt wird (vgl. 2.3.5.7), sind weithin bekannt
und beschrieben: Sie treten im sog. YMDD-Motiv auf, welches in der Doméne mit
Reverser Transkriptase Aktivitit im Sequenzbereich des viralen Polymerase-Komplexes

gelegen ist (Stuyver et al., 2001; Locarnini, 2005).

2.3.5.7 Strategien bei viraler Hepatitis B

Mittels antiviraler Agentien soll eine Unterbrechung oder Blockierung der Virusrepli-
kation erreicht werden. Dafiir kommt theoretisch jede Stufe des viralen Replikations-

zyklus in Frage.

Eine Blockierung der Virusreplikation ist demnach denkbar durch:

- Verhinderung der Anheftung des viralen Erregers an die Wirtszelle, beispiels-
weise durch Binden freier Viruspartikel mittels ldslicher Rezeptormolekiile

(decoys) oder durch Blockieren des zelluliren Rezeptors,
- Unterbindung der Freisetzung des viralen Genoms (,,uncoating*),
- Blockierung der Replikation der viralen Erbinformation,

- Verhinderung der Synthese viraler Hiillproteine und Enzyme, oder der

posttranslationalen Modifikation dieser Proteine,

- Unterbindung des Zusammenbaus der Viren (Virusassembly) und deren

Freisetzung

(Fields und Green, 1982; Weil3, 1995).

Bei einer chronischen HBV-Infektion werden vielfach Nukleosidanaloga, z.B.

Lamivudin als Therapeutikum eingesetzt (Maynard et al., 2005; Shin et al., 2005).
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Lamivudin, ein Cytidin-Analogon aus der HIV-Therapie, wirkt als RT-Hemmer. Nach
einer einmonatigen Einnahme kommt es bei iiber 95% der chronisch HBV-Infizierten
zu einer Senkung der Virdmie um mehr als 95%. Mit einer Langzeiteinnahme von
Lamivudin ist jedoch hdufig die Entwicklung von resistenten Stdmmen verbunden
(Renner, 2000). Diese Mutationen, die eine Resistenz gegen Lamivudin bewirken, treten

im YMDD-Motiv des HBV-Genoms auf (vgl. 2.3.5.6) (Locarnini, 2005).

AuBer den Nukleosidanaloga stellen Interferone (bes. IFN-o und pegyliertes Interferon)
bei chronischer Hepatitis B zur Zeit die am erfolgversprechendste Behandlungsmethode

dar.

2.3.5.8 Virusabwehr durch RNA editing
(m)RNA editing wurde vor 20 Jahren entdeckt (Powell et al., 1987; Chen et al., 1987).

Inzwischen ist diese posttranskriptionale Modifikation ein bekannter Mechanismus
geworden, der zur Erweiterung der molekularen Variabilitit dient (Bass, 1997; Maas et
al., 1997; Rueter, 1998). Als Folge von RNA editing konnen aus einem einzelnen Gen
Proteine mit unterschiedlicher Funktionalitit gebildet werden. Diese posttrans-
kriptionale Modifizierung beinhaltet sowohl einzelne als auch mehrere Basen
umfassende Insertionen oder Deletionen, aber auch Substitutionen. Dies kann oftmals

entscheidende Auswirkungen auf die jeweilige Proteinfunktionalitit haben.

Die am besten untersuchten RNA editing Beispiele finden sich dabei in Apolipoprotein
B (Apo B)-Transkripten (C>U-Austausch) sowie in neuronalen Glutamat- und
Serotoninrezeptoruntereinheiten (A>I-Austausch). Aber nicht nur dort, sondern auch in
Virus-RNA konnte RNA editing nachgewiesen werden. Hierbei werden zwei Varianten
unterschieden: Zum einen Beispiele, bei denen RNA editing fiir einen kompletten,
funktionierenden viralen Replikationszyklus notwendig ist, RNA editing also von
Vorteil fiir das Virus ist, und zum anderen Fille, bei denen diese posttranskriptionale
Modifikation zu einer Limitierung der viralen Replikation fiihrt und somit einen

antiviralen Effekt bewirkt.

So ist z.B. RNA editing ein essentieller Mechanismus fiir die Replikation des
humanpathogenen Hepatitis Delta Virus (HDV). A-zu-l1 Editierung in dessen
antigenomischer RNA kontrolliert die Bildung der Hepatitis-Delta-Antigene S und L.
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Die uneditierte Variante bildet HDAg-p24 (S-Antigen), ein Protein, welches nach
erfolgter Transkription und Translation des HDV Genoms fiir die Replikation bendtigt
wird. Die editierte Form hingegen bildet HDAg-p27 (L-Antigen), dessen Aufgabe es ist,
die Replikation zu unterdriicken und die Verpackung des Hepatitis Delta Genoms zu
fordern. Da beide Proteine notwendig sind, ist RNA editing fiir HDV unerldBlich (Maas
und Rich, 2000).

Es wird angenommen, dass das RNA editing hier von einer RNA spezifischen Adenosin

Deaminase (ADAR1) reguliert wird (Maas und Rich, 2000).

Fir das Hepatitis C Virus hingegen wurden antivirale Effekte durch RNA editing
beobachtet. Von Taylor et al., konnte gezeigt werden, dass small inhibitory RNA
(siRNA) - spezifisch fir ADARI - die Replikation von HCV um das 40-fache erhohte.
Die Autoren erbrachten den Nachweis, dass ADARI bei der Limitierung der Replikation
der viralen RNA von HCV von groBler Bedeutung ist (Taylor et al., 2005).

Dies war einer der ersten Berichte iiber die Bedeutung einer durch ADAR-Proteine
regulierten Adenosin zu Inosin Editierung als neuer antiviraler Mechanismus (Taylor et

al., 2005).

Neben den ADAR-Proteinen beeinflussen aber auch einige Mitglieder der APOBEC
Genfamilie posttranskriptionale Modifikationen in verschiedenen Viren. Darunter sind
besonders APOBEC3G, APOBEC3F und APOBEC3B von Bedeutung. Sie bewirken
Effekte gegen HIV und andere Lentiviren durch RNA editing. Experimente zeigen, dass
APOBEC3G und APOBEC3F auch die Replikation von Hepatitis B Viren inhibieren
konnen (Turelli und Trono, 2005).
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Cytotoxizitatsstudien

Eine Voraussetzung fiir die Nutzung der immunmodulatorischen und neuroprotektiven
Eigenschaften von Flavonoiden stellt die Erfassung cytotoxischer Effekte dieser

Stoffgruppe dar.

Als Cytotoxizitidt wird die Fahigkeit von Substanzen bezeichnet, Zellen zu schidigen
bzw. zu toten. Wie einleitend angefiihrt, unterscheidet man prinzipiell zwei Arten des

Zelltods: Die Nekrose und die Apoptose.

Einige in vitro-Studien belegen die Fihigkeit einer Reihe von Flavonoiden, Apoptose in
verschiedenen Zelllinien zu férdern (z.B. Tilly et al., 1992; Traganos et al., 1992; Wei et
al., 1994; Hirano et al., 1995, Wenzel et al., 2000). Die Induktion des programmierten
Zelltods in Tumorzellen ist ein wichtiger Mechanismus, der eine chemoprédventive
Wirkung der Flavonoide erkldren konnte. So wird z.B. eine flavonoidreiche Erndhrung
mit einem geringeren Krebsrisiko in Verbindung gebracht (Jacobasch et al., 2000; Parr
und Bolwell, 2000; Watzl und Rechkemmer, 2001). Verschiedene Mechanismen
werden beschrieben, die am Auslésen des Flavonoid-initierten Zelltodes beteiligt sein
konnten. Darunter werden sowohl die Inhibierung von Proteasomen (Chen et al., 2005),

als auch die Hemmung der Fettsdurensynthese (Brusselmans et al., 2005) diskutiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die cytotoxischen Eigenschaften
verschiedener Flavonoide aus unterschiedlichen Stoffgruppen an der humanen
leukdmischen T-Zelllinie Jurkat E6-1, an der humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-SH
sowie an dendritischen HL-60-Zellen untersucht, um die molekularen Mechanismen,
welche hinter dem Flavonoid-induzierten Zelltod stehen, zu ermitteln und diejenigen
Strukturelemente zu identifizieren, welche fiir die cytotoxische Aktivitit dieser

Stoftklasse von Bedeutung sind.

Analysiert wurden die Substanzen Chrysin, Apigenin, Hispidulin, Baicalein,
Scutellarein, EMD 21388, Naringenin, Hesperetin, Catechin, Quercetin,
Pelargonidinchlorid und Xanthohumol (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Strukturen der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Flavonoide.
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Die Substanzen Chrysin, Apigenin, Hispidulin, Baicalein und Scutellarein gehoren der
Untergruppe der Flavone an. Fiir diese Gruppe typisch ist die C2-C3-Doppelbindung im
C-Ring. Im Gegensatz zu den anderen ausgewéhlten Flavonen ist EMD 21388 (3°,5’-
Dibrom-6,4’-dihydroxy-3-methylflavon) ein synthetisches Flavon mit endokrino-

logischen Aktivitdten (Rosen et al., 1994).

Die Hydrierung der C2-C3-Doppelbindung fiihrt zur Grundstruktur der Flavanone. Aus

dieser Gruppe wurden die beiden Substanzen Naringenin und Hesperetin untersucht.

Reduktion der Flavanon-4-Carbonylgruppe und Hydroxylierung von C3 fiihrt zur
Untergruppe der Catechine. Als typischer Vertreter dieser Gruppe wurde Catechin
gewihlt. Von Catechin wird einerseits iliber einen Apoptose-induzierenden Effekt in
Leukdmiezellen (Nakazato et al., 2005a; Nakazato et al., 2005b; Lung et al., 2004;
Hibasami et al., 1996), andererseits aber auch {iber eine Apoptose-hemmende Aktivitét

in neuronalen Zellen berichtet (Heo und Lee, 2005).

Quercetin gehort der Gruppe der Flavonole an und ist eines der am besten untersuchten
Flavonoide. Flavonole unterscheiden sich von Flavononen durch die Anwesenheit einer

C3-Hydroxygruppe.

Pelargonidinchlorid gehort der Stoffklasse der Anthocyanidine an. Shih et al.
berichteten 2005 {iber einen geringen pro-apoptotischen Effekt dieses Anthocyanidins

(Shih et al., 2005).

Xanthohumol gehort zur Gruppe der Chalcone, welche sich durch ihren offenen C-Ring
auszeichnen. In der Literatur wird iiber die Cytotoxizitit von Chalconen, und im
speziellen von Xanthohumol, in verschiedenen Tumorzellen berichtet (Miranda et al.,

1999).
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3.1.1 Cytotoxizitatsstudien (Jurkat und SK-N-SH)

3.1.1.1  Durchflusszytometrie (Jurkat)

Die Durchflusszytometrie (FACS; fluorescence activated cell sorting) kann zur Analyse
bestimmter physikalischer und molekularer Eigenschaften von Zellen verwendet
werden. Sie ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberflichen- und

intrazelluldren Molekiilen und wird unter anderem fiir Cytotoxizitétstests eingesetzt.

Nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit Jurkat E6-1-Zellen wurde mittels FACS die
Cytotoxizitit der ausgewihlten Flavonoide gemessen. Dabei wurden Doppelfarbungen
mit dem Oberflichenmarker Annexin-V-FITC und dem in die DNA interkalierenden

Farbstoff 7-AAD durchgefiihrt.

Die Mehrzahl der verwendeten Substanzen verursachten nach 24-stiindiger Inkubation
im untersuchten Konzentrationsbereich (0-100 bzw. 200 uM) keine bzw. nur eine

geringgradige Toxizitdt in Jurkat E6-1-Zellen (Abb. 3.2, 3.3 und 3.4).

100

+ Xanthohumol
507 + Quercetin

tote Zellen [%]

0 11- 2 3
log [Konzentration (UM)]

Abb. 3.2: Ergebnisse von Cytotoxizitdtsstudien mit Quercetin und Xanthohumol (in den
Konzentrationen 0-100 uM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen nach 24-stiindiger
Inkubation. Aufgetragen sind jeweils die Regressionsanalysen, wobei x der Logarithmus der
untersuchten Flavonoidkonzentration und y der Prozentanteil an toten Zellen ist.
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Abb. 3.3: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mit Apigenin, Chrysin, EMD 21388,
Hesperetin, Hispidulin, Naringenin und Pelargonidinchlorid (in den Konzentrationen 0-100
bzw. 200 uM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation.
Aufgetragen sind jeweils die Regressionsanalysen, wobei x der Logarithmus der untersuchten
Flavonoid-konzentration und y der Prozentanteil an toten Zellen ist.
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Abb. 3.4: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mit Baicalein, Scutellarein und Catechin (in den
Konzentrationen 0-100 pM bzw. 200 uM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen nach 24-
stiindiger Inkubation. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung der
Relation an toten Zellen in %. Signifikante Unterschiede relativ zur Kontrolle (unbehandelte
Zellen) ergaben sich lediglich fiir Baicalein (100 pM) (Mann-Whitney-test; p < 0,05;
Bonferroni-korrigiert).
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Fir Apigenin, Chrysin, EMD 21388, Hesperetin, Hispidulin, Naringenin und
Pelargonidinchlorid blieb hierbei die Anzahl an toten Zellen unter 30%. Die ECso-Werte

lagen ausserhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs (ECsy> 300 uM).

Baicalein und Scutellarein induzierten nach 24-stiindiger Inkubation ebenfalls nur eine
geringe Toxizitdt unter 25%, gemessen am Anteil toter Zellen. Fiir Catechin lag der

Anteil an toten Zellen unter 5%.

Fiir Quercetin wurde ein ECso-Wert von 208 pM nach 24-stiindiger Inkubation in Jurkat
E6-1-Zellen ermittelt. Xanthohumol induzierte unter allen untersuchten Flavonoiden die
hochste Toxizitdt. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Xanthohumol (100 pM) lag der
Anteil an toten Jurkat-Zellen tiber 90% (Abb. 3.2). Mittels Regressionsanalyse wurde
fiir das Chalcon ein ECso-Wert von 33 uM ermittelt.

Bezogen auf den Anteil an toten Zellen bei einer Konzentration von 100 uM nach 24-
stiindiger Inkubation in Jurkat-Zellen konnte hinsichtlich der verschiedenen
untersuchten Flavonoidklassen folgender Trend beobachtet werden: Die grofite
Cytotoxizitit zeigte das Chalcon (Xanthohumol), gefolgt vom Flavonol (Quercetin), den
Flavonen (Chrysin, Apigenin, Hispidulin, Baicalein, Scutellarein), den Flavanonen
(Naringenin, Hesperetin), dem Anthocyanidin (Pelargonidinchlorid) und schlieBlich
dem Catechin (Catechin). Da pro Untergruppe meist nur jeweils eine geringe Anzahl an
Vertretern untersucht wurde, fiir einige Klassen sogar nur eine einzige Substanz, kann

diese Reihung allerdings lediglich als Trend angesehen werden.

Damit kommen folgende Strukturmerkmale fiir eine Erhdhung der Cytotoxizitdt in

Betracht:

- Die C2-C3-Doppelbindung: Das Flavon Apigenin unterscheidet sich vom
Flavanon Naringenin lediglich beziiglich dieser Doppelbindung. Im Vergleich

der beiden Substanzen zeigte Apigenin die hohere Cytotoxizitét.

- Die 4-Carbonylgruppe im C-Ring: Catechin, von allen hier untersuchten
Substanzen die einzige ohne 4-Carbonylgruppe, zeigte im untersuchten

Konzentrationsbereich keine Toxizitit in Jurkat E6-1-Zellen.
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- Der offene C-Ring: Ein offener C-Ring ist das charakteristische Merkmal der
Chalcone. Xanthohumol, als Vertreter dieser Gruppe, zeigte unter allen hier

untersuchten Substanzen die grofite Cytotoxizitit in Jurkat E6-1-Zellen.

Folgende Strukturmerkmale hingegen kommen fiir eine Verringerung der Cytotoxizitét

in Betracht:

- Hydroxylierung des A-Rings: Scutellarein, mit drei Hydroxygruppen am A-
Ring, zeigte eine geringere Toxizitdt als Apigenin, mit lediglich zwei OH-

Substituenten am A-Ring.

- Methoxygruppen an Stelle von Hydroxysubstituenten im A-Ring: Hispidulin,
mit einer Hydroxygruppe im A-Ring, war stirker toxisch als Scutellarein,

welches einen Methoxysubstituenten aufweist.
Widerspriichliche Befunde ergeben sich hinsichtlich der Hydroxylierung am B-Ring:

- Apigenin (mit hydroxyliertem B-Ring) zeigte eine hohere Cytotoxizitdt als
Chrysin (ohne Hydroxylierung im B-Ring). Fiir Scutellarein und Baicalein
hingegen ergab sich ein gegenlaufiger Effekt. Bei Scutellarein (mit
Hydroxylierung im B-Ring) konnte gegeniiber Baicalein, der Substanz ohne
Hydroxylierung in diesem Ring, eine verringerte Cytotoxizitit beobachtet

werden.

Um eine exakte Struktur-Wirkungsbeziehung ermitteln zu konnen, ist allerdings
einerseits die Fallzahl zu gering und andererseits wire fiir eine eindeutige Aussage ein

direkter Vergleich im gleichen Experiment notwendig.

Einige dieser Beobachtungen konnen anhand von fritheren Befunden in der Literatur

bestitigt werden.

So wurde zum Beispiel das Vorhandensein der C2-C3-Doppelbindung, die zur
Unterscheidung von Flavonen oder Flavonolen und Flavanonen dient, in
Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen Beobachtungen mit einer erhohten
Flavonoid-Aktivitdt in Verbindung gebracht (Dorta et al., 2005). Gleiches gilt fiir die 4-
Carbonylgruppe. Fotsis et al. berichteten 1997 f{iber die geringe Cytotoxizitit von
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Catechin, der Substanz ohne 4-Carbonylgruppe (Fotsis et al., 1997). Xanthohumol, ein
prenyliertes Chalcon, zeigte unter allen untersuchten Substanzen die stdrkste
Cytotoxizitit. Uber cytotoxische Effekte von Chalconen gegeniiber humanen

Tumorzelllinien wird vielfach berichtet (Miranda et al., 1999).

3.1.1.2  Kinetik der Cytotoxizitat (Jurkat)

Mit einer Auswahl von fiinf Substanzen wurde der zeitliche Verlauf der Cytotoxizitit
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dabei wurden das Chalcon Xanthohumol, das
Flavonol Quercetin, die Flavone Hispidulin und Scutellarein, sowie das Flavanon

Hesperetin untersucht.

Die Kinetik der Cytotoxizitidt wurde in Jurkat E6-1-Zellen in einer Zeitspanne von 72

Stunden bestimmt.

100
90 | —e— Xanthohumol (50 pM)
%0 —e— Quercetin (100 pM)
70
g Hispidulin (100 xM)
= 50
E 40 1 —a— Scutellarein (100 pM)
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0 —=— Kontrolle
7 24 48 72
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Abb. 3.5: Kinetik der Cytotoxizitdt in Jurkat E6-1-Zellen fiir Xanthohumol (50 uM), Quercetin
(100 uM), Hispidulin (100 uM), Scutellarein (100 pM), Hesperetin (100 uM) und die Kontrolle
(unbehandelte Zellen). Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung
der Relation an toten Zellen in % in einer Zeitspanne von 72 h.
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Die Substanzen Quercetin, Hispidulin, Hesperetin und Scutellarein wurden dabei in der
Konzentration 100 pM, Xanthohumol in der Konzentration 50 uM eingesetzt. Alle
untersuchten Flavonoide zeigten eine zeitabhingige Zunahme des Anteils an toten
Zellen. Die Effektstirke stieg dabei in folgender Reihenfolge an: Hesperetin <
Scutellarein < Hispidulin < Quercetin < Xanthohumol. Hierbei blieb der Anteil toter
Zellen fiir Hesperetin selbst nach 72-stiindiger Inkubation unter 20%, fiir Scuteallarein
stieg er auf 50%, flir Hispidulin auf 63% und fiir Quercetin auf 94%. Bereits nach 48-
stiindiger Xanthohumol-Exposition wurde die maximale Toxizitit, iiber 90% tote

Zellen, erreicht (Abb. 3.5).

3.1.1.3  Visualisierung der Cytotoxizitat (SK-N-SH)

SK-N-SH-Zellen bilden als adhérente Zellen einen Zellrasen auf den Bdden von
Zellkulturflaschen und -platten aus. Als Folge cytotoxischer Substanzen auftretende
Zellschiadigungen konnen in diesen Zellen, auch schon in frithen Stadien, mikroskopisch

erkannt werden.

Die in Jurkat-Zellen beobachteten toxischen Wirkungen von Quercetin und

Xanthohumol sind auch in SK-N-SH-Zellen deutlich unter dem Mikroskop zu erkennen.

Bei den mit Quercetin (100 uM) behandelten Zellen traten nach 24-stiindiger Inkubation
erste Anzeichen toxischer Einfliisse auf. Die adhdrenten SK-N-SH-Zellen 16sten sich

schon teilweise aus dem Zellrasen auf dem Plattenboden heraus und rundeten sich ab

(Abb. 3.6).

Fiir Xanthohumol waren die Merkmale toxischer Effekte noch stirker ausgeprigt. Bei
Xanthohumol (50 pM) zeigten sich nach 24-stiindiger Inkubation deutlich die vom
Plattenboden abgelosten Zellen. Unter dem Mikroskop konnte man die abgerundeten,
frei umherschwimmenden SK-N-SH-Zellen beobachten. Fiir Xanthohumol (100 pM)
waren nicht nur alle SK-N-SH-Zellen vom Boden abgelost, sondern bereits lysiert.
Unter dem Mikroskop waren nur noch die einzelnen Zellpartikel zu erkennen (Abb.

3.6).
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Abb. 3.6: Mikroskopische Aufnahmen der unbehandelten SK-N-SH-Zellen (A), sowie von
SK-N-SH-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Quercetin (100 uM) (B), bzw. Xanthohumol
(50/100 uM) (C/D). Deutlich sind hierbei die, durch cytotoxische Effekte von Quercetin und
Xanthohumol im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auftretenden morphologischen
Veranderungen, wie das Abrunden der abgelosten Zellen zu erkennen.

3.1.1.4  Durchflusszytometrie (SK-N-SH)

Die Cytotoxizitdt von Quercetin und Xanthohumol auf SK-N-SH-Zellen wurde nicht
nur visuell, sondern auch mittels FACS-Messungen (nach 24-stiindiger Inkubation mit
den Zellen) bestimmt. Dariiber hinaus wurden auch die Substanzen Hispidulin,

Scutellarein, Baicalein und Hesperetin untersucht.
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Abb. 3.7: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mit Quercetin und Xanthohumol (in den
Konzentrationen 0-100 uM), ausgewertet mittels FACS an SK-N-SH-Zellen nach 24-stiindiger
Inkubation. Aufgetragen sind jeweils die Regressionsanalysen, wobei x der Logarithmus der
untersuchten Flavonoidkonzentration und y der Prozentanteil an toten Zellen ist.
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Abb. 3.8: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mit Hispidulin, Hesperetin, Scutellarein und
Baicalein (in den Konzentrationen 0 und 100 uM), ausgewertet mittels FACS an SK-N-SH-
Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert sowie die
Standardabweichung der Relation an toten Zellen in %. Alle untersuchten Flavonoide zeigten
keine signifikanten Unterschiede relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) (Mann-Whitney-
test; p < 0,05; Bonferroni-korrigiert).
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SK-N-SH-Zellen sind adhdrente Zellen. Sie miissen fiir die FACS-Analysen erst durch
Trypsinierung vom Plattenboden abgelost und in die FACS-R6hrchen iiberfiihrt werden.
Hierbei kann es sehr leicht zur Beschddigung der Zellen kommen. Kontrollen (Zellen
ohne Flavonoidexposition) wiesen teilweise einen Anteil von bis zu 20-30% toter Zellen
auf. Erst nach Optimierung der Trypsinierung (Volumen an ATV, Inkubationszeit)
konnte der prozentuale Anteil an toten Zellen auf unter 10% verringert werden (Abb.

3.8).

Fiir die untersuchten Flavonoidlésungen zeigten sich in SK-N-SH-Zellen folgende
Ergebnisse: Fiir Hispidulin und Hesperetin, aber auch fiir Scutellarein und Baicalein trat
in der Konzentration 100 uM keine signifikante Toxizitit auf (Abb.3.8). Quercetin und
Xanthohumol zeigten konzentrationsabhéngige Cytotoxizitit in den Neuroblastom-
zellen. In Regressionsanalysen wurden ECso-Werte von 118 uM fiir das Flavonol, bzw.
45 puM fiir das Chalcon ermittelt. Xanthohumol induzierte in SK-N-SH-Zellen wie
bereits zuvor in Jurkat E6-1-Zellen unter allen untersuchten Substanzen die stirkste
Cytotoxizitdt. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Xanthohumol in der Konzentration
100 uM war fiir beide Zelllinien eine nahezu 100%-ige Toxizitit, gemessen am Anteil

toter Zellen, beobachtbar (Abb. 3.7).

3.1.1.5  Laktatdehydrogenase (LDH)-Bestimmungen (Jurkat und SK-N-SH)

Erginzt wurden die Ergebnisse der Cytotoxizitits-FACS-Messungen an Jurkat- und
SK-N-SH-Zellen mittels eines zweiten Toxizititstests. Der Laktatdehydrogenase
(LDH)-Cytotoxizititstest gibt auf Basis von Laktatdehydrogenase-Bestimmungen
Cytotoxizitatseffekte der untersuchten Substanzen an. Laktatdehydrogenase ist in allen
Zellen priasent, wird jedoch nur von geschddigten oder toten Zellen in das
Kulturmedium freigesetzt. Durch Messung des LDH-Gehaltes in den Zelliiberstinden

wird ein weiterer Parameter der Cytotoxizitét analysiert (Duthie et al., 1997).

Wiederum wurden sowohl Jurkat-, als auch SK-N-SH-Zellen fiir 24 h mit den
Flavonoiden Hispidulin, Scutellarein, Baicalein, Hesperetin, Quercetin und
Xanthohumol inkubiert; anschlieBend wurde mittels LDH-Tests die Cytotoxizitit

quantifiziert.
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Abb. 3.9: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mittels eines Laktatdehydrogenase-Tests an
Jurkat-Zellen (oben) und SK-N-SH-Zellen (unten) nach 24-stiindiger Inkubation von Quercetin
(Q) und Xanthohumol (Xan) in den Konzentrationen 10, 25, 50 und 100 uM, sowie nach
Exposition mit Hispidulin (Hisp), Hesperetin (Hesp), Scutellarein (Scut) und Baicalein (Baic) in
der Konzentration 100 uM. Aufgetragen sind Mittelwert sowie die Standardabweichung an
Cytotoxizitét in %. * : signifikante Unterschiede relativ zur Kontrolle (Kont.; unbehandelte
Zellen) (Mann-Whitney-test; p < 0,05; Bonferroni-korrigiert).



74 Ergebnisse und Diskussion

Obwohl bei diesen auf Laktatdehydrogenase-Messungen beruhenden Tests die Cyto-
toxizititen der Substanzen durch andere Parameter definiert werden, ergaben sich auch

hier analoge Ergebnisse zu den mittels FACS ermittelten Cytotoxizitdtswerten.

Hesperetin zeigte in beiden untersuchten Zelllinien in der Konzentration 100 uM keine
Toxizitdt. Aber auch fiir Hispidulin (100 uM) war keine signifikante Cytotoxizitit zu
beobachten. In Ubereinstimmung mit den FACS-Analysen ergab sich sowohl fiir
Quercetin, als auch fiir Xanthohumol eine konzentrationsabhingige, signifikante
Zunahme der Cytotoxizitdt. Dabei erfolgte der Anstieg fiir Quercetin kontinuierlich im
Konzentrationsbereich 10 pM-100 pM, wohingegen fiir Xanthohumol das Maximum
(100%-ige Toxizitdt) bereits fiir 25 uM (in Jurkat-Zellen) bzw. 50 uM (in SK-N-SH-
Zellen) erreicht wurde (Abb. 3.9).

Lediglich die Ergebnisse fiir Scutellarein und Baicalein in den LDH-Tests wichen von
denen in den FACS-Analysen ab. Fiir beide Flavone konnten bei Konzentrationen von
je 100 uM signifikante Toxizitdten beobachtet werden. Dabei zeigte Scutellarein in
Jurkat E6-1-Zellen eine 40%-ige, Baicalein eine 60%-ige Cytotoxizitdt. In SK-N-SH-
Zellen zeigte Baicalein im Vergleich zu Scutellarein die stirkere Toxizitdt. Mittels der
Methode der FACS-Analysen war lediglich fiir Baicalein signifikante, wenn auch nur
sehr geringe Toxizitdt in Jurkat E6-1-Zellen bestimmt worden. Scutellarein zeigte dort
keine, und in SK-N-SH-Zellen zeigte keines der beiden Flavone in der Konzentration

100 uM signifikante toxische Effekte.

Da bei den Laktatdehydrogenase-Analysen die Cytotoxizititen der Substanzen auf
anderen Parameter basierend definiert werden als bei den FACS-Bestimmungen, sind
nicht direkt miteinander ibereinstimmende Ergebnisse in beiden Testsystemen
erklarbar. So ist z.B. denkbar, dass die durchflusszytometrischen Messungen eine
hohere Sensitivitit als die LDH-Messungen aufweisen, da sie frithere Ereignisse der
Zellschidigung (Annexin-Exposition) detektieren als die LDH-Messungen (Membran-
ruptur).
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3.1.2 Charakterisierung des Zelltods als Apoptose oder Nekrose

Wie erwihnt, lassen sich zwei Varianten des Zelltuntergangs unterscheiden: Apoptose

und Nekrose.

Die Apoptose ist durch Abrundung der Zellen und Chromatinkondensation entlang der
nuklearen Membran, begleitet von einer Schrumpfung der Zellen, charakterisiert. Eine
spezifische internukleosomale DNA-Fragmentation, ein Auflosen der Zellen in
einzelne, membranumhiillte Fragmente, sog. ,,apoptotic bodies*, sowie Phagozytose
durch Makrophagen und andere umliegende Zellen kennzeichnen den weiteren Verlauf
der Apoptose. Die Zellmembran als auch die Membranen der Organellen bleiben
wihrend der ersten Phase dieses Prozesses intakt; eine funktionsfihige
Permeabilitétsschranke ist somit gewihrleistet. Die Exposition von Phosphatidylserin,
welches normalerweise nur auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran vorhanden
ist, auf die Zelloberfldche fiihrt zur Erkennung und Eliminierung apoptotischer Zellen

durch Makrophagen und andere benachbarte Zellen (Savill, 1996).

Im Gegensatz zur Apoptose verlduft die Nekrose passiv. Als typisches Merkmal der
Nekrose kommt es gleich zu Beginn zur Zellschwellung, gefolgt vom Verlust der
Zellmembranintegritdt. Die daraus resultierende Enzymfreisetzung fiihrit zu
inflammatorischen Reaktionen und dadurch zur Schidigung des umgebenden Gewebes
(Afanas’ev et al., 1986; Golstein et al., 1991; Kroemer et al, 1998; Weiland, 1999;
Hetts, 1998).

Da es in der Zellkultur nicht zur Phagozytose kommen kann, erfolgt dort eine sekundire
Nekrose der apoptotischen Korperchen (Bredesen, 1995). Daher kann es in der
Zellkultur zu Problemen beim Differenzieren zwischen nekrotischen und spét-
apoptotischen Zellen kommen. AuBlerdem sind die beiden Zelltodarten, Apoptose und
Nekrose, nicht immer klar von einander zu trennen, da auch zahlreiche Zwischenstufen
auftreten konnen (Leist und Jaétteld, 2001; Martin, 2001). Ein weiteres Phdnomen ist
das Auftreten atypischer Apoptosen, bei denen ein oder mehrere Charakteristika fehlen

konnen.
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Um also in vitro die Spezifitit des Apoptosenachweises zu erhéhen, miissen mehrere
Nachweismethoden kombiniert werden. Die hier verwendeten Methoden weisen die

Apoptose alle aufgrund unterschiedlicher Charakteristika nach.

3.1.2.1  Charakterisierung des Zelltods mittels FACS (Jurkat und SK-N-SH)
Durch die Doppelfarbung mittels Annexin-V-FITC und 7-AAD kann in den FACS-

Analysen nicht nur zwischen toten und lebenden Zellen unterschieden werden, sondern

der Zelltod néher als Apoptose oder Nekrose charakterisiert werden.

In vitalen Zellen findet sich unter physiologischen Bedingungen eine asymmetrische
Verteilung verschiedener Phospholiplde zwischen intra- und extrazelluldr. Es zeigen
sich Phosphatidylcholin und Sphingomyelin hauptsiachlich extrazelluldr, wohingegen
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin nach intrazelluldr gerichtet sind (Op de
Kamp, 1979; Zachowski, 1993). Die Zellen kdnnen Phosphatidylserin (PS) auf
bestimmte Stimuli hin nach extrazellulér translozieren (Martin et al., 1995). Dieser ,,PS-
flip* erfolgt bereits in den frithen Stadien der Apoptose (Adayev et al., 1998). Die
verdanderte Phospholipidanordnung scheint bei der Erkennung apoptotischer Zellen
durch Makrophagen eine entscheidende Rolle zu spielen (Bennett et al., 1995). Mit
FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markiertes Annexin bindet an dieses Phospholipid (van
Engeland et al., 1998) und kann so z.B. mittels Durchflusszytometrie (Vermes et al.,
1995) nachgewiesen werden. Die Unterscheidung zur Nekrose erfolgt {iiber
Gegenfarbung mit 7-AAD. 7-AAD ist ein Farbstoff, der in DNA-Stringe interkaliert
(Philpott et al., 1996). Eine fehlende Farbung zeigt somit eine intakte Membranintegritit

an und schlief3t die Nekrose aus.

Ein Problem kann die Beurteilung spét-apoptotischer Zellzustdnde darstellen, bei denen
die Zellmembran aufgrund erschopfter ATP-Speicher ihre Integritédt verliert und somit

die Gegenfarbung mit 7-AAD positiv werden ldsst (Koopmann et al., 1994).
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Abb. 3.10: Ergebnisse der FACS-Analysen der Jurkat-Zellen (oben) bzw. der SK-N-SH-Zellen
(unten) nach 24-stiindiger Exposition mit Quercetin (10/25/50/100 uM) (links) bzw. mit
Xanthohumol (10/25/50/100uM) (rechts). Aufgetragen ist jeweils die Relation an frith-apop-
totischen (blau), spat-apoptotischen (violett) und nekrotischen ( ) Zellen in %.

Der von Quercetin in Jurkat E6-1- und SK-N-SH-Zellen induzierte Zelluntergang
konnte hierbei als Apoptose identifiziert werden. Es traten sowohl friith-apoptotische
(Annexin-V-positive, 7-AAD-negative), als auch spit-apoptotische (Annexin-V-
positive, 7-AAD-positive) Zellen auf (Abb. 3.10). Besonders gut ist diese Einteilung in
Jurkat E6-1-Zellen zu beobachten, da in SK-N-SH-Zellen wiederum Probleme beim
Trypsinieren der Zellen mit eine Rolle spielen, und sich dadurch die Population der

apoptotischen Zellen mehr in den spét-apoptotischen Bereich verschiebt.

Der von Xanthohumol induzierte Zelluntergang wurde stattdessen vorrangig als
Nekrose charakterisiert. Nur in den beiden niedrigsten untersuchten Konzentrationen
10 uM und 25 uM tritt auch ein geringer Anteil an frith-apoptotischen Zellen auf. Mit
steigender Konzentration nimmt dann der Anteil an spét-apoptotischen (Annexin-V-

positive, 7-AAD-positive) und vor allem an nekrotischen (Annexin-V-negative,
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7-AAD-positive) Zellen stark zu. Dies konnte sowohl in Jurkat E6-1-, als auch in
SK-N-SH-Zellen beobachtet werden (Abb. 3.10).

3.1.2.2  Charakterisierung des Zelltods mittels des Breitspektrum-Caspase-
Inhibitors zVAD (Jurkat- und SK-N-SH)

Wie bereits beschrieben, konnten in den Cytotoxizitdtsexperimenten mittels Durchfluss-
zytometrie fiir Quercetin apoptotische Eigenschaften und fiir Xanthohumol vorwiegend
nekrotische Effekte sowohl in Jurkat E6-1-, als auch in SK-N-SH-Zellen beobachtet

werden.

Um diese Ergebnisse weiter zu liberpriifen, wurden Versuche mittels zVAD (zVAD-
fmk;  N-benzyloxycarbonyl-valyl-alanyl-aspartyl-fluoromethylketon)  durchgefiihrt.
zVAD ist ein Breitspektrum-Caspase-Inhibitor, welcher die von Apoptose induzierte
Caspaseaktivierung hemmen kann (Wang et al., 1999; Ueda et al., 2001; Kim und Han,
2001).

Nach Co-Inkubation von Quercetin bzw. Xanthohumol mit zVAD (100 uM) in Jurkat-
bzw. SK-N-SH-Zellen (fiir 24 h) wurden erneut Toxizitdtsstudien mittels Annexin-V-
FITC- und 7-AAD-Doppelfarbungen in der FACS durchgefiihrt.

Wie zu erwarten war, konnte zVAD (100 uM) die von Quercetin (100 uM) ausgeldste
Cytotoxizitit sowohl in Jurkat E6-1-, als auch in SK-N-SH-Zellen (signifikant)
inhibieren (Abb. 3.11). Dies stellt einen weiteren Nachweis dar, dass es sich bei dem in

beiden Zelllinien von Quercetin induzierten Zelluntergang um Apoptose handelt.

Die nekrotischen Effekte nach Xanthohumol-Exposition lieBen sich mittels zZVAD nicht
signifikant inhibieren. In Ubereinstimmung mit den unter Punkt 3.1.2.1 beschriebenen
geringen Anteilen an frith-apoptotischen Jurkat-Zellen nach einer 24-stiindigen
Inkubation mit Xanthohumol in den Konzentrationen 10 uM und 25 pM, war auch hier

eine Reduzierung der induzierten Toxizitit mittels zZVAD zu beobachten (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien einer 24-stiindigen Co-Inkubation von
Quercetin (Q) (100 pM) (links) bzw. Xanthohumol (Xan) (10/25/50/100 uM bzw. 50/100 uM)
(rechts) und zVAD (100 uM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen (oben) bzw.
SK-N-SH-Zellen (unten). Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.; unbehandelte Zellen), sowie
Zellen nach zVAD-Exposition mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert so wie die
Standardabweichung der Relation an toten Zellen in %. * : signifikante Unterschiede der Co-
Inkubation relativ zur Flavonoid-Exposition alleine (SPSS-Statistik; MANOVA; p < 0,05).

3.1.2.3  DNA-Fragmentierung (Jurkat)

Die Apoptose-induzierenden FEigenschaften von Quercetin bzw. die nekrotischen
Effekte von Xanthohumol in beiden untersuchten Zelllinien lieBen sich auch auf DNA-

Ebene in Jurkat E6-1-Zellen bestdtigen.

Das Verfahren des ,,DNA-Ladderings* beruht auf der Darstellung der fiir die Apoptose
typisch fragmentierten DNA. Der Nachweis erfolgt durch eine Auftrennung der durch
Endonukleasen in etwa 180 Basenpaare oder ein Vielfaches davon geschnittener DNA

auf einem Agarosegel. Die spezifisch nur bei Apoptose induzierten DNAsen schneiden
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nur zwischen den Histonkomplexen, also im sog. ,,Linker-Bereich* (Arends et al., 1990;
Cohen und Duke, 1984; Mc Conkey et al., 1989). Wurde in den Zellen Apoptose
induziert, so kann man auf dem angefiarbten Gel leiterformig angeordnete Banden
erkennen. Liegt hingegen Nekrose vor, dann ist auf dem Gel ein sog. ,,Schmier* (DNA-
smear) zu sehen, d.h. die Grofe der DNA-Stiicke ist zufdllig, weil die bei Nekrose
aktivierten DNAsen an jeder Stelle der DNA schneiden konnen.

Der grofle Vorteil der DNA-Fragmentierung gegeniiber anderen Nachweismethoden
liegt in der eindeutigen Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose, die auch in
der Spitphase der Apoptose noch moglich ist. Da der Nachweis {iber die
gelelektrophoretische Trennung der DNA geschieht, ist eine Grundvoraussetzung
jedoch eine Mindestanzahl an apoptotischen Zellen bzw. deren DNA (Gong et al.,
1994). Nachteil dieser Methode ist, dass hiermit keine exakte Quantifizierung der
Apoptose moglich ist.

Abb. 3.12: Gelelektrophorese der fragmentierten DNA aus Jurkat-Zellen. Von links nach rechts
ist aufgetragen: DNA unbehandelter Zellen (1), Quercetin-behandelter Zellen (100 pM) (2),
Xanthohumol-behandelter Zellen (50 pM) (3) und (100 uM) (4) (jeweils 24 h), sowie als
Positivkontrolle DNA aus Zellen nach 7-stiindiger mAb7C11-Exposition (0,2 ug/ml) (5).
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Auf dem Agarosegel ist fiir Quercetin das fiir die Apoptose typische ,,DNA-Laddering*
(leiterdhnliches Muster der fragmentierten DNA), wie in den mit der Positivkontrolle
(mAb7C11) behandelten Zellen, deutlich zu erkennen. Fiir Xanthohumol zeigte sich,
wie zu erwarten, dieses Muster nicht. Der bei einer Konzentration von 50 uM
auftretende ,,DNA-smear lasst auf nekrotische Effekte von Xanthohumol schlieen
(Abb. 3.12).

In SK-N-SH-Zellen konnte aufgrund der Adhérenz der Zellen eine Fragmentierung der

DNA nicht nachgewiesen werden.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass Hesperetin, Hispidulin und Scutellarein keine
oder nur geringe toxische Effekte im untersuchten Konzentrationsbereich in Jurkat
E6-1- und SK-N-SH-Zellen aufwiesen. Quercetin und Xanthohumol zeigten mittlere
bzw. starke Cytotoxizitit in beiden Zelllinien. Dabei konnten fiir Quercetin ein
apoptotischer Mechanismus und flir Xanthohumol nekrotische Eigenschaften sowohl in
Jurkat E6-1, als auch in SK-N-SH identifiziert und dieser Befund mittels mehrerer
Experimente (zZVAD, DNA-Laddering) bestatigt werden.

- Jurkat E6-1-Zellen:

Quercetin verursachte Cytotoxizitit in humanen Jurkat T Lymphozyten. Gezeigt wurde
dies anhand eines signifikanten Anstiegs an Laktatdehydrogenaseaktivitit im
Zellkulturiiberstand und mittels Annexin-V- und 7-AAD-FACS-Farbungen. Die von
Quercetin verursachte Toxizitdt war sowohl konzentrations-, als auch zeitabhéingig.
Nach 24-stiindiger Inkubation wurde ein ECsp-Wert von 208 puM ermittelt. Dabei
zeigten sich typische Anzeichen eines apoptotischen Zelltodmechanismus. So
beobachtete man die mittels Phosphatidylserin definierte Zellmembran-Asymmetrie,
aber auch die Fragmentierung der nuklearen DNA in 180 bp Fragmente. Mit dem
Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD liel sich die von Quercetin in Jurkat E6-1-
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Zellen induzierte Toxizitdt signifikant inhibieren, ein Indiz dafiir, dass Caspasen-

Aktivierung beim Quercetin-vermittelten Zelltod von Bedeutung sein sollte.

Xanthohumol zeigte von allen untersuchten Substanzen den hochsten Anteil an toten
Zellen (ECsp-Wert: 33 uM). Auch hier war die Cytotoxizitdt sowohl konzentrations-, als
auch zeitabhingig. Im Gegensatz zu Quercetin ergaben sich beim Xanthohumol-
induzierten Zelltod Hinweise auf einen vorwiegend nekrotischen Mechanismus,
wohingegen Apoptose lediglich eine untergeordnete Rolle spielte. Typische Anzeichen
fiir Nekrose zeigten sich durch vorwiegend Annexin-V- und 7-AAD-doppelt-positive,
sowie Annexin-V-negative und 7-AAD-positive Populationen an humanen T-Zellen.
Dies lédsst auf eine Verdnderung der Zellmembranen durch Xanthohumol schlieen.
Ebenso war die fiir Quercetin zu beobachtende, typisch apoptotische DNA-
Fragmentierung fiir Xanthohumol nicht zu sehen. Der Pancaspase-Inhibitor zZVAD
konnte die von Xanthohumol induzierte Toxizitit lediglich in den beiden geringsten
Konzentrationen (10 uM und 25 uM) reduzieren, eine weitere Bestitigung dafiir, dass
eine Apoptose-typische Caspasen-Aktivierung bei Xanthohumol nur eine unter-

geordnete Rolle spielt und eher bei niedrigen als bei hoheren Konzentrationen auftritt.

Die hier beobachteten apoptotischen Effekte von Quercetin sowie die vorwiegend
nekrotischen Mechanismen von Xanthohumol in Jurkat-Zellen sind in der Literatur
bereits fiir andere Zelllinien beschrieben worden (Nguyen et al., 2004; Miranda et al.,

1999; Wang et al., 1999; Shen et al., 2003; Xiao et al., 1997; Spencer et al., 2003).

Wenn Pan et al. in einer Verdffentlichung im Jahre 2005 iiber apoptotische Effekte von
Xanthohumol berichten, so steht dies nicht im Widerspruch zu den in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Nekrose-Befunden. Die fiir den programmierten Zelltod typischen
Caspasen-Aktivierungen durch Xanthohumol wurden bei niedrigen Konzentrationen des
prenylierten Chalcons gefunden (Pan et al., 2005). In diesem Bereich traten auch in der
vorliegenden Arbeit geringe apoptotische Effekte durch Xanthohumol in Jurkat E6-1-

Zellen auf.

Hesperetin erhohte im untersuchten Konzentrationsbereich die LDH-Aktivitdt nicht.

Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den FACS-Analysen. Eine Inkubation mit bis zu
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100 uM Hesperetin verursachte dort keine Cytotoxizitdt. Auch in der Literatur wird

Ubereinstimmendes iiber Hesperetin berichtet (Cos et al., 2001).

Hispidulin verursachte keine signifikanten LDH-Aktivitdtsverdnderungen und zeigte
auch in den FACS-Analysen nur geringe Toxizitdt (unter 20%, gemessen am Anteil
toter Zellen), bei einer Konzentration von 100 uM in Jurkat E6-1-Zellen. Cui et al.
untersuchten 1999 die Cytotoxizitdt des aus Pflanzen isolierten Hispidulins in 12
verschiedenen anderen humanen Tumorzellen. Hierbei ergaben sich ECsp-Werte von
1,3 pg/ml bis > 20 pg/ml je nach Zelllinie (Cui et al., 1999). Es ist jedoch bekannt, dass
die Cytotoxizitdt eines Flavonoids in Abhédngigkeit von den zur Messung verwendeten
Zellen Schwankungen unterliegt (Nagao et al., 2002). Im Ames-Test wurde weder
Mutagenitit noch Zytotoxizitit des Flavons nachgewiesen (Chulasiri et al., 1992).
Vielmehr hat man Hispidulin in einigen Untersuchungen als antimutagenes Agens

identifiziert (Chulasiri et al., 1992).

GroBere Abweichungen zwischen den Ergebnissen im LDH-Test und den FACS-
Analysen ergaben sich lediglich fiir Scutellarein und Baicalein. Beide Flavone erhéhten
die Laktatdehydrogenase-Aktivitdt, aber nur Baicalein zeigte nach 24-stiindiger
Inkubation signifikante Cytotoxizitdt in der Durchflusszytometrie. Die unter-
schiedlichen Ergebnisse in beiden Toxizitdtsanalysen sind dadurch erkldrbar, dass in
den Tests die Cytotoxizitit der Substanzen auf anderen Parametern basierend definiert
werden. Cytotoxizitdt fiir Baicalein wird ebenfalls flir einige andere Zelllinien
beschrieben (Li et al., 2004; Dong et al., 2003; Chang et al., 2002a; Chang et al.,
2002b).

Ganz allgemein konnte folgende Struktur-Wirkungs-Beziehung (bezogen auf den Anteil
toter Zellen bei einer Konzentration von 100 uM nach 24-stiindiger Inkubation)
beobachtet werden: Die grofite Cytotoxizitdt in den humanen T-Zellen zeigte das
Chalcon (Xanthohumol), gefolgt vom Flavonol (Quercetin), den Flavonen (Chrysin,
Apigenin, Hispidulin, Baicalein, Scutellarein), Flavanonen (Naringenin, Hesperetin),

dem Anthocyanidin (Pelargonidinchlorid) und schliefSlich dem Catechin (Catechin).
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Verschiedene Strukturmerkmale, wie z.B. die Anwesenheit einer 4-Carbonylgruppe
oder der C2-C3-Doppelbindung wurden als von Bedeutung fiir die Cytotoxizitit in

Betracht gezogen.

Ein Vorhandensein der 4-Carbonylgruppe wird mit einer Inhibierung der
Fettsdurensynthese in Verbindung gebracht, ein Vorgang, welcher als ursdchlicher
Faktor in der Flavonoid-induzierten Cytotoxizitdt diskutiert wird (Brusselmans et al.,

2005).

Die C2-C3-Doppelbindung fiihrt zu einer planaren Struktur des A- und C-Rings des
Flavonoid-Geriistes. Das Vorhandensein dieser Doppelbindung steht in Beziechung mit
effizienter Bindung und Inhibierung des P-Glykoproteins (P-gp), einem
Plasmamembran-Protein, welches fiir den Export chemotherapeutischer Reagenzien
verantwortlich ist (Kitagawa et al., 2005). Eine Hemmung dieses wichtigen zelluldren
Systems konnte an einer Flavonoid-induzierten Cytotoxizitdt beteiligt sein. In
Ubereinstimmung mit den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen wurde das
Auftreten der C2-C3-Doppelbindung mit mitochondrialer Schiadigung und Zelltod in
Verbindung gebracht (Dorta et al., 2005).

Eine ortho-Hydroxylierung des B-Rings steht im Einklang mit einer erhdhten
antioxidativen Aktivitdt (Rice-Evans et al., 1996), und ein Zusammenspiel zwischen
pro- und antioxidativen Aktivitdten von Flavonoiden konnte bei Cytotoxizitéitseffekten

von Bedeutung sein (Fujisawa und Kadoma, 2006).

In Betracht kommt auch eine erleichterte Membranpermeabilitidt fiir Flavonoide mit
geringer Anzahl an Hydroxygruppen und hieraus resultierender hoherer intrazelluldrer
Wirkstoffkonzentration. So besitzt Xanthohumol, das unter allen untersuchten Flavo-
noiden die hochste Cytotoxizitit zeigte, eine Prenylgruppe am C6-Atom. Dieser

Substituent ist fiir seine Wechselwirkung mit Zellmembranen bekannt (Gomes et al.,

2003).
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- SK-N-SH-Zellen:

Fiir die Substanzen Quercetin und Xanthohumol waren typische Zelltodcharakteristika
an dieser adhédrenten Zelllinie mikroskopisch gut zu erkennen. Nach 24-stiindiger
Inkubation mit Quercetin (100 uM) losten sich bereits die ersten Zellen aus dem
Monolayer ab. Bei einer Inkubation mit Xanthohumol konnte man die weiteren Stadien
des Zelluntergangs, zunéchst die vom Plattenboden abgeldsten, abgerundeten und frei
umherschwimmenden Zellen (Xanthohumol 50 pM), bei hoherer Konzentration von

Xanthohumol (100 uM) schlieBlich die bereits lysierten SK-N-SH-Zellen, beobachten.

Die von Quercetin verursachte (signifikante) konzentrationsabhingige Cytotoxizitit war
sowohl in der Durchflusszytometrie als auch in Laktatdehydrogenase-Messungen zu
beobachten. In Regressionsanalysen wurde ein ECsp-Wert von 118 uM bestimmt. Eine
Charakterisierung dieses Effekts erwies sich als schwierig aufgrund der Adhdrenz der

Zellen.

So konnte die fiir Apoptose typische Fragmentierung der nuklearen DNA in 180 bp
Fragmente in SK-N-SH-Zellen nicht nachgewiesen werden. Jedoch lassen die mittels
Annexin-V- und 7-AAD-FACS-Fiarbungen beobachtete Phosphatidylserin definierte
Zellmembran-Asymmetrie und eine Inhibierung der Cytotoxizitit (gemessen am Anteil
toter Zellen) mittels des Breitspektrum-Caspase-Inhibitors zVAD auf einen

apoptotischen Zelltodmechanismus fiir Quercetin schlieen.

Xanthohumol induzierte auch in SK-N-SH-Zellen von allen untersuchten Substanzen
die stirkste Cytotoxizitit. Das Chalcon zeigte eine signifikante konzentrationsabhingige
Toxizitdt in FACS-Analysen. Dabei wurde mittels Regressionsanalysen ein ECso-Wert
von 45 puM ermittelt. In Laktatdehydrogenase-Messungen erreichte Xanthohumol
bereits in der Konzentration 50 pM das Maximun einer 100%-igen Toxizitdt (gemessen
am Anteil toter Zellen). Im Gegensatz zu Quercetin ergaben sich fiir Xanthohumol
Hinweise fiir einen primér nekrotischen Mechanismus. In den FACS-Analysen waren
vorwiegend Annexin-V-negativ/7-AAD-positiv (sowie Annexin-V-/7-AAD-doppelt
positiv) gefdarbte SK-N-SH-Zellen zu beobachten. AuBlerdem konnte die von
Xanthohumol induzierte Cytotoxizitdt nicht mittels des Breitspektrum-Caspase-

Inhibitors zVAD signifikant inhibiert werden.
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Hesperetin, Hispidulin, Scutellarein und Baicalein zeigten in SK-N-SH-Zellen keine

signifikante Cytotoxizitét.

3.1.3 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress stellt die Folge von iibermdBig auftretenden Oxidantien in der Zelle
dar (Sies, 1991). Zu den Ausldésern von Oxidativem Stress zdhlen die sog. ,,reaktiven
Sauerstoffspezies™ (,,reactive oxygen species, ROS), wie Wasserstoffperoxid (H,0,),

Superoxidanionen-Radikale (O, *) und Hydroxyl-Radikale (OH *) (Schwarzer, 2004).

Ein UbermaB an Oxidantien wird als ein gemeinsames Element in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson und M. Alzheimer angesehen

(Simonian und Coyle, 1996).

Bei unzureichender antioxidativer Abwehr konnen die ROS Schidden in unter-
schiedlichen Zellkompartimenten, z.B. Lipidperoxidation (LPO) in den Zellmembranen
verursachen. Daher kommt der Quantifizierung von Parametern des Oxidativen Stress

zentrale Bedeutung zu.

3.1.3.1  Glutathion-Bestimmungen (Jurkat und SK-N-SH)

Glutathion ist seit langem als Antioxidans bekannt (Yu, 1994; Halliwell und Gutteridge,
1999). Es kann in den Zellen in reduzierter (GSH) oder in oxidierter (GSSG) Form
vorliegen (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Oxidation von GSH zu GSSG (Halliwell und Gutteridge, 1999).
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Das intrazelluldre Verhéltnis von reduziertem (GSH) zu oxidiertem (GSSG) Glutathion
beeinflusst den Redoxzustand der Zelle. Die Oxidation von GSH zu GSSG ist reversibel
und stellt so ein Puffersystem fiir den Redoxzustand der Zelle dar. Dieser wird mit einer
Reihe von Zellaktivititen, wie der Stimulierung der Zellproliferation, einem Einflufl auf
die Aktivitit des Ubiquitin-Proteosomen-Stoffwechselweges, einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB (Nuclear Factor kappa B), oder einer Verdnderung des
Apoptoseverhaltens der Zellen in Verbindung gebracht (Kalder, 1999; Weisel, 2006).

Um zu {berpriifen, inwieweit die Toxizitdtsmechanismen von Quercetin und
Xanthohumol Oxidativen Stress in der Zelle mit beeinflussen, wurde der
Glutathiongehalt von Jurkat- und SK-N-SH-Zellen nach 24-stlindiger Inkubation mit
Quercetin (100 uM) bzw. Xanthohumol (50/100 uM) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (mittels HPLC) bestimmt und auf den jeweiligen Proteingehalt bezogen.

Jurkat SK-N-SH
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Abb. 3.14: Ergebnisse von Glutathionmessungen mittels HPLC in Jurkat-Zellen (links) bzw.
SK-N-SH-Zellen (rechts) nach 24-stiindiger Inkubation mit Quercetin (Q) (100 uM) bzw.
Xanthohumol (Xan) (50/100 uM). Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.; unbehandelte Zellen)
mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Gehalt an GSH in pg je pg Protein.

Allgemein war der GSH-Gehalt der Jurkat E6-1-Zellen etwa um den Faktor drei hoher,
als der der SK-N-SH-Zellen (Abb. 3.14).

Die mit Quercetin (100 uM) behandelten Zellen zeigten einen deutlich geringeren GSH-

Gehalt als die unbehandelten Zellen. Fiir mit Xanthohumol inkubierte Zellen sank der
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GSH-Gehalt sogar noch stirker ab. In Jurkat E6-1-Zellen ergab sich dabei eine
konzentrationsabhdngige Abnahme des GSH-Spiegels bis unter die Nachweisgrenze

(500 ng GSH/ml).

Die Verringerung des GSH-Spiegels durch Xanthohumol und Quercetin im Vergleich
zur Kontrolle in den Zellen spricht fiir Toxizititsmechanismen der beiden Substanzen,
welche den Redoxstatus der Zellen mit beeinflussen. Allerdings wurden die GSH-
Bestimmungen nur jeweils einmal durchgefiihrt, so dass diese Werte nur als
Ansatzpunkte genommen werden kénnen und noch durch weitere Experimente bestétigt

werden miissen.

3.1.3.2 Inhibierung der Cytotoxizitat mittels der Antioxidantien Glutathion und
NAC (Jurkat und SK-N-SH)

Bei der Inhibierung der Toxizitdt mittels zZVAD handelt es sich um eine spezifische
Inhibierung der Caspasen-Aktivierung und somit indirekt der Apoptose. Da gezeigt
werden konnte, dass die von Quercetin- und Xanthohumol-induzierte Toxizitdt den
Redoxstatus einer Zelle mit beeinflusst (vgl. 3.1.3.1), sollten die cytotoxischen Effekte
dieser beiden Substanzen auch mittels Antioxidantien wie Glutathion oder dessen

Vorstufe NAC (N-Acetyl-Cystein) inhibiert werden konnen.

Um die von Quercetin und Xanthohumol induzierten Cytotoxizitdtsmechanismen nédher
zu charakterisieren, wurde untersucht, inwieweit eine Co-Inkubation mit Antioxidantien

deren Toxizitit inhibieren kann.

Dazu wurden Experimente mittels Co-Inkubationen von NAC (10/20 mM) bzw.
Glutathion (10/20 mM) und jeweiliger Flavonoidldsung (Quercetin oder Xanthohumol)
in Jurkat E6-1- und SK-N-SH-Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.15 und 3.16).
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Abb. 3.15: Ergebnisse von Cytotoxizitdtsstudien einer 24-stiindigen Co-Inkubation von
Quercetin (Q) (100 uM) (links) bzw. Xanthohumol (Xan) (10/25/50/100 uM bzw. 100 pM)
(rechts) und Glutathion (Glu) (10/20 mM bzw. 10 mM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-
Zellen (oben) bzw. SK-N-SH-Zellen (unten). Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.;
unbehandelte Zellen), sowie Zellen nach Glutathion-Exposition mit dargestellt. Aufgetragen ist
jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung der Relation an toten Zellen in %. * :
signifikante Unterschiede der Co-Inkubation relativ zur Flavonoid-Exposition alleine (SPSS-
Statistik; MANOVA; p <0,05).

Sowohl Glutathion, als auch dessen Vorstufe NAC konnten die von Quercetin
induzierte Toxizitdt in Jurkat E6-1-Zellen verringern. Ein signifikanter Unterschied

ergab sich bei Verwendung von Glutathion (10/20 mM) sowie NAC (10/20 mM).

In SK-N-SH-Zellen traten nur sehr viel geringere Reduzierungen der Toxizitédtseffekte
von Quercetin durch Glutathion und NAC auf. Signifikante Unterschiede ergaben sich
lediglich bei Verwendung von NAC (10/20 mM).

In Jurkat E6-1-Zellen trat in allen untersuchten Konzentrationen von Xanthohumol
(10/25/50/100 pM) eine signifikante Verringerung der Toxizitdt durch Glutathion
(10 mM) und NAC (10 mM) auf.
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Abb. 3.16: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien einer 24-stiindigen Co-Inkubation von
Quercetin (Q) (100 uM) (links) bzw. Xanthohumol (Xan) (10/25/50/100 uM bzw. 50/100 uM)
(rechts) und NAC (10/20 mM bzw. 10 mM), ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen (oben)
bzw. SK-N-SH-Zellen (unten). Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.; unbehandelte Zellen),
sowie Zellen nach NAC-Exposition mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert sowie
die Standardabweichung der Relation an toten Zellen in %. * : signifikante Unterschiede der
Co-Inkubation relativ zur Flavonoid-Exposition alleine (SPSS-Statistik; MANOVA; p < 0,05).

In SK-N-SH-Zellen wurde Xanthohumol in der Konzentration 100 uM (Glutathion)
bzw. 50 und 100 uM (NAC) untersucht. Hier war sowohl fiir Glutathion (10 mM), als
auch fiir NAC (10 mM) eine signifikante Inhibierung fiir Xanthohumol in der
Konzentration 100 uM zu beobachten.

Eine Inhibierung der Toxizitdt durch Glutathion oder NAC trat somit fiir beide
Substanzen in beiden Zelllinien auf. Dies stellt einen weiteren Hinweis auf die
Beteiligung oxidativer Prozesse an den Toxizitditsmechansimen von Quercetin und

Xanthohumol dar.
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3.1.4 Lipidperoxidation (LPO) (Jurkat und SK-N-SH)

Bei unzureichender antioxidativer Abwehr konnen Radikale Schdden in unter-
schiedlichen Zellkompartimenten anrichten. Lipidperoxidation (LPO) ist z.B. ein
bekannter Mechanismus der Zellschddigung. Dieser Prozess fiihrt unter anderem zur
Bildung von Lipidperoxiden und schlie8lich zum Verlust von Zellmembranfunktionen
und -integritdt. Bei der Peroxidation von ungesittigten Fettsduren und deren Estern
kommt es durch radikalische Kettenreaktionen u.a. zur Bildung von Malondialdehyd

(MDA) und 4-Hydroxyalkenale (HAE).

Inwieweit die Flavonoide Quercetin und Xanthohumol durch ihre toxischen Effekte auf
Jurkat E6-1- und SK-N-SH-Zellen selber LPO in den Zellen auslosen, wurde mittels
eines Lipidperoxidations-Tests untersucht. Hierzu wurden Jurkat- und SK-N-SH-Zellen
mit den Substanzen Quercetin (100 pM) und Xanthohumol (50/100 uM), aber auch mit
Hispidulin (100 pM) bzw. Hesperetin (100 uM) fiir 24 h inkubiert und anschlieBend
geerntet. Dann wurde jeweils der Gehalt an MDA und HAE bestimmt, auf den Protein-
gehalt der Zellen normalisiert, und mit dem jeweiligen Anteil der unbehandelten

Kontrollzellen verglichen.
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Abb. 3.17: Ergebnisse von Lipidperoxidationsanalysen in Jurkat-Zellen (links) bzw. SK-N-SH-
Zellen (rechts) nach 24-stiindiger Inkubation mit Quercetin (Q) (100 uM), Xanthohumol (Xan)
(50/100 uM), Hispidulin (Hisp) (100 pM) bzw. Hesperetin (Hesp) (100 uM). Zum Vergleich ist
die Kontrolle (Kont; unbehandelte Zellen) mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert
sowie die Standardabweichung des Gehalts an MDA + HAE in nmol pro pg Protein. * :
signifikante Unterschiede relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) (Mann-Whitney-test; p <
0,05).
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Trotz sehr hoher Zellkonzentrationen ergaben sich nur geringe Anteile an MDA und
HAE. Dies fiihrte zu groflen Standardabweichungen, wodurch keine Signifikanz

zwischen den Ergebnissen der behandelten und der unbehandelten Zellen auftrat.

Der sehr geringe Gehalt an MDA und HAE in SK-N-SH-Zellen ldsst keine Aussage
iiber einen moglichen Lipidperoxidation-auslosenden Effekt der untersuchten

Substanzen in diesen Zellen zu (Abb. 3.17).

In Jurkat E6-1-Zellen traten MDA und HAE-Werte in Bereichen um ca. eine
Zehnerpotenz hoher auf. Auch hier konnten keine signifikanten Verdnderungen durch
die untersuchten Substanzen erzielt werden. Allerdings ist der Trend einer Zunahme des
MDA und HAE-Spiegels durch Quercetin und Xanthohumol deutlich zu erkennen. Fiir
Xanthohumol, verwendet in den Konzentationen 50 puM und 100 puM, trat ein

konzentrationsabhéngiger Anstieg der Lipidperoxidationsendprodukte auf (Abb. 3.17).

Hispidulin (100 pM) und Hesperetin (100 pM) zeigten keine Zunahme der

Lipidperoxidationsendprodukte im Vergleich zur Kontrolle.

Uber Lipidperoxidationseffekte von Flavonoiden liegen widerspriichliche Befunde vor.
Wihrend verschiedene Autoren annehmen, dass einige Flavonoide in der Lage sind
freie Radikale zu erzeugen, und man gezeigt hat, dass eine erhohte Cytotoxizitit von
Quercetin mit einer gesteigerten Lipidperoxidation einherging (Limasset et al., 1993;
Ramanathan et al., 1994), beschrieben andere Forscher, dass die Cytotoxizitit von

Quercetin keine Lipidperoxidation auslost (Hanasaki et al., 1994).

3.1.5 Fenton Reagenz (Jurkat und SK-N-SH)

Um weiter zu untersuchen, inwieweit Flavonoide oxidative Prozesse beecinflussen,
wurden die Zellen beider Zelllinien mit Fenton Reagenz (H,O, und FeSQO,), einem
bekannten Modell zum Auslosen von Oxidativem Stress, behandelt und Effekte einer

Co-Inkubation mit verschiedenen Flavonoiden beobachtet.

Wasserstoffperoxid z&hlt zu den wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies. In Gegenwart

von katalytischen Eisenionen konnen aus Wasserstoffperoxid Hydroxyl-Radikale
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gebildet werden. Diese Reaktion wird als Fenton-Reaktion bezeichnet (Halliwell und

Gutteridge, 1992) (Abb. 3.18):

Fe*" + H,0, EE— Fe?* +OH + OH

Abb. 3.18: Bildung von Hydroxyl-Radikalen mittels Fenton-Reaktion (Halliwell und
Gutteridge, 1992).

Fenton Reagenz (in der Konzentration H,O, 200 uM und FeSO4 50 uM) verursachte
sowohl in Jurkat E6-1-, als auch in SK-N-SH-Zellen massive Cytotoxizitdt (gemessen

am Anteil toter Zellen).

Obwohl Quercetin in den Konzentrationen 50 uM und 100 uM selbst toxische Effekte
auf Jurkat E6-1-Zellen zeigte, konnte es in diesen Konzentrationen die von Fenton-
Reagenz induzierte Toxizitdt signifikant inhibieren. Ein analoges Phénomen
beobachteten auch Bestwick und Milne (2001). In deren Studien zeigte sich, dass
Quercetin einerseits gegen Menadion-induzierte DNA-Einzelstrangbriiche schiitzen

konnte, jedoch andererseits Membranschdden verursachte (Bestwick und Milne, 2001).

Xanthohumol, Hispidulin und Hesperetin zeigten keine signifikante Verdnderung der
Cytotoxizitit in Co-Inkubationen mit Fenton Reagenz im Vergleich zur Cytotoxizitdt

von Fenton Reagenz alleine in Jurkat-Zellen (jeweils gemessen am Anteil toter Zellen)

(Abb. 3.19).

In SK-N-SH-Zellen zeigten sich keine signifikanten Verédnderungen der Cytotoxizitdt in
Co-Inkubationen der Flavonoide Hesperetin (100 uM), Hispidulin (100 pM), Quercetin
(50/100 uM) bzw. Xanthohumol (50/100 uM) mit Fenton Reagenz im Vergleich zur
Cytotoxizitit von Fenton Reagenz alleine (jeweils gemessen am Anteil toter Zellen)

(Abb. 3.20).
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Abb. 3.19: Ergebnisse von Cytotoxizitdtsstudien einer 24-stiindigen Co-Inkubation von
Quercetin (Q) (50/100 uM), Xanthohumol (Xan) (50 uM), Hispidulin (Hisp) (100 uM) bzw.
Hesperetin (Hesp) (100 uM) und Fenton Reagenz, ausgewertet mittels FACS an Jurkat-Zellen.
Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.; unbehandelte Zellen), sowie Zellen nach Fenton
Reagenz-Exposition mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert, sowie die
Standardab-weichung der Relation an toten Zellen in %. * : signifikante Unterschiede der Co-
Inkubation relativ zur Flavonoid-Exposition alleine (SPSS-Statistik; MANOVA; p < 0,05).

In der Literatur werden antioxidative Eigenschaften von Flavonoiden hiufig erwihnt
(Rice-Evans et al., 1997; Pietta, 2000). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit anhand
der Verwendung von Hydroxyl-Radikalen mittels Fenton Reagenz mit Ausnahme von
geringen antioxidativen Effekten von Quercetin nicht beobachtet werden. In diesem
Zusammenhang berichteten Robak und Gryglewski 1988, dass die antioxidativen
Effekte von Flavonoiden primér auf der Eliminierung von Superoxidanionen-Radikalen
beruhen, wohingegen Nicht-Flavonoid-Antioxidantien andere Radikalkettenreaktionen,

so z.B. die Eliminierung von Hydroxyl-Radikalen, beeinflussen (Robak und

Gryglewski, 1988).
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Abb. 3.20: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien einer 24-stiindigen Co-Inkubation von
Quercetin (Q) (50/100 uM), Xanthohumol (Xan) (50 pM), Hispidulin (Hisp) (100 uM) bzw.
Hesperetin (Hesp) (100 uM) und Fenton Reagenz, ausgewertet mittels FACS an SK-N-SH-
Zellen. Zum Vergleich ist die Kontrolle (Kont.; unbehandelte Zellen), sowie Zellen nach Fenton
Reagenz-Exposition mit dargestellt. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert, sowie die Standard-
abweichung der Relation an toten Zellen in %. * : signifikante Unterschiede in der Co-
Inkubation mit Fenton Reagenz relativ zur Flavonoid-Exposition alleine (SPSS-Statistik;
MANOVA; p <0,05).

Von uns konnte gezeigt werden, dass sich die Flavonoid-induzierte Cytotoxizitdt (in
Jurkat- und SK-N-SH-Zellen) durch Antioxidantien wie GSH und NAC reduzieren lieB3.
Dies lasst vermuten, dass der Flavonoid-induzierte Zelltod sensitiv zum Redoxstatus der
Zelle ist. Dariiber hinaus zeigten die Xanthohumol-behandelten Zellen eine erhohte
Lipidperoxidation. Dies ldsst darauf schlieBen, dass Oxidativer Stress am Xanthohumol-
induzierten Zelltod beteiligt ist. Auch in anderen Studien hat man eine durch Flavonoide
ausgeloste erhohte Cytotoxizitit mit gesteigerter Lipidperoxidation in Verbindung

gebracht (Ramanathan et al., 1994).

Auch wenn diese Daten vermuten lassen, dass einige Flavonoide oxidativ wirken, sind
antioxidative Effekte von Flavonoiden verstirkt dokumentiert. Man kann annehmen,
dass die prooxidativen Effekte, die in der vorliegenden Arbeit, aber auch von Anderen
beobachtet worden sind, durch indirekte Mechanismen, wie dem Verlust des zelluldren
Reduktionspotentials zusétzlich zur Induktion des Zelltod-Programmes, ausgelost
werden. So hat man z.B. gezeigt, dass Zellen, die an Apoptose zugrunde gehen, einen

enormen Verlust an GSH haben, was mit einer oxidativen Schadigung zusédtzlich zur
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Apoptose-Induktion einhergeht (Jiang et al., 2004; Slater et al.,, 1995; van den
Dobbelsteen et al., 1996).

3.1.6 Cytotoxizitatsstudien (HL-60)

Die Flavonoide wurden auch hinsichtlich ihrer cytotoxischen Effekte auf dendritische

HL-60-Zellen tiberpriift.

Hierzu wurde nach 24-stiindiger Inkubation der Flavonoidlosungen mit HL-60-Zellen

die Vitalitdt der Zellen mittels eines Cytotoxizitétstests, basierend auf dem ATP-Gehalt

der Zellen, luminometrisch bestimmt.
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Abb. 3.21: Ergebnisse eines ATP-abhidngigen Cytotoxizititstests an HL-60-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation mit Quercetin (Q), Hispidulin (Hisp), Scutellarein (Scut) und
Xanthohumol (Xan), jeweils in den Konzentrationen 10, 50 und 100 uM. Aufgetragen sind
Mittelwerte sowie die Standardabweichung aus drei unabhingigen Messungen in %. * :
signifikante Unterschiede relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen; Kont. = 100 %) (One-
Way-Anova; Kruskal-Wallis-test; p < 0,0001).

Quercetin zeigte hierbei in allen drei untersuchten Konzentrationen (10, 50 und
100 uM) keine toxischen Effekte. Wahrend fiir Scutellarein auch in der Konzentration
100 pM der Anteil an lebenden Zellen iiber 80% blieb, nahm die Vitalitét der Zellen fiir

Hispidulin und Xanthohumol konzentrationsabhéngig signifikant ab. Fiir Hispidulin
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sank der Anteil an lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) in
der Konzentration 50 uM auf 60% und in der Konzentration 100 uM auf unter 40% ab.
Xanthohumol zeigte die stiarkste Cytotoxizitét aller hier untersuchten Flavonoide. Nach

einer 24-stiindigen Inkubation mit 50 uM Xanthohumol war die Vitalitit der HL-60-
Zellen auf unter 10% gefallen (Abb. 3.21).

Anhand eines Laktatdehydrogenase-Tests wurden weitere Cytotoxizitdtsanalysen durch-
gefiihrt.
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Abb. 3.22: Ergebnisse von Cytotoxizititsstudien mittels eines Laktatdehydrogenase-Tests an
HL-60-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Quercetin (Q), Hispidulin (Hisp), Scutellarein
(Scut) und Xanthohumol (Xan), jeweils in den Konzentrationen 10, 50 und 100 uM.
Aufgetragen sind Mittelwerte sowie die Standardabweichung aus sechs unabhidngigen
Messungen in %. * : signifikante Unterschiede relativ zur Kontrolle (Kont.; unbehandelte
Zellen) (Mann-Whitney-test; p < 0,05; Bonferroni-korrigiert).

Fiir Quercetin, Hispidulin und Scutellarein war im Laktatdehydrogenase-Test in den
Konzentrationen 10, 50 und 100 uM keine Toxizitdt in HL-60-Zellen zu beobachten.
Dagegen zeigte Xanthohumol, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des ATP-
abhingigen Tests, signifikante, konzentrationsabhidngige Cytotoxizitit. Sie stieg von

42% (Xanthohumol 10 uM) auf 75% (Xanthohumol 100 puM) nach 24-stiindiger
Inkubation (Abb. 3.22).
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Zur Differenzierung von Apoptose und Nekrose wurden Experimente mittels eines
weiteren ATP-abhingigen Cytotoxizititstest und der Bestimmung des ADP:ATP-
Quotienten durchgefiihrt. Dabei ergaben sich lediglich fiir Xanthohumol in der
Konzentration 100 uM Anzeichen eines nekrotischen Zelltodmechanismus in HL-60-
Zellen. Fiir alle weiteren untersuchten Substanzen, Quercetin, Hispidulin und
Scutellarein, zeigten sich keine Verdnderungen des ADP:ATP-Quotienten im Ver-

gleich zur Kontrolle (unbehandelte HL-60-Zellen).

Einige Autoren berichten iiber einen Apoptose-induzierenden Effekt von Quercetin in
HL-60-Zellen. So hat man eine konzentrationsabhidngige Abnahme der Zell-Vitalitdt
nach 8-stlindiger Inkubation mit Quercetin in den Konzentrationen 20, 40 und 80 uM
gezeigt (Shen et al, 2003). Die fiir die Apoptose typischen morphologischen
Veranderungen, wie Chromatin-Kondensation, Kernfragmentierung and Reduktion des
Zellvolumens konnten in konzentrationsabhéngiger Weise in HL-60-Zellen beobachtet
werden (Xiao et al., 1997). Eine Aktivierung der an der Apoptose-beteiligten Caspasen
in HL-60-Zellen nach 12-stiindiger Inkubation mit Quercetin in der Konzentration

60 uM wurde beschrieben (Wang et al., 1999).

In beiden im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Cytotoxizitétstests konnten keine
cytotoxischen Effekte von Quercetin an HL-60-Zellen beobachtet werden. Gestiitzt wird
dieses Ergebnis durch zahlreiche Befunde, die ebenfalls gegen eine Cytotoxizitit von
Quercetin sprechen: So konnten nach 12-stiindiger Inkubation von Makrophagen mit
Quercetin in den Konzentrationen 25 und 50 pM keine Cytotoxizititseffekte beobachtet
werden. Bei 100 uM war nur eine geringgradige (< 20%) Abnahme der Anzahl lebender
Zellen zu verzeichnen. Zugleich inhibierte Quercetin (50 pM) signifikant die von H,O,-
induzierte LDH-Freisetzung ins Zellkulturmedium (Chow et al., 2005). Auch andere
Autoren konnten keine signifikante Cytotoxizitit von Quercetin in HL-60-Zellen

beobachten (Mirossay et al., 2001).

Im Einklang mit diesen Befunden wird die Vertraglichkeit von Quercetin in klinischen
Studien als gut bewertet (Okamoto, 2005). Quercetin wird als eine der stdrksten

chemopriventiv wirksamen Substanzen beschrieben (Gerhduser et al., 2003).
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Dariiber hinaus wird in zahlreichen Studien iiber cytoprotektive Effekte von Quercetin
berichtet: So verringerte Quercetin in der Konzentration 200 pM signifikant die LDH-
Ausschiittung in Mesothelzellen im in vitro Modell der Peritonealen Dialyse
(Riesenhuber et al., 2007). Ebenso wurden die protektiven Effekte von Quercetin in
Bezug auf oxidative Schiden in Spermatogonien beobachtet (Mi et al., 2007). Quercetin
(150 puM) zeigte antioxidative Effekte in Endometriumzellen und verbesserte die
Vitalitit oxidierter Zellen, wenn es mit Hydroxylperoxid co-inkubiert wurde (Estany et
al., 2007). In Jurkat-Zellen zeigte Quercetin, im Vergleich zu Rutin und Catechin, die
stirkste Aktivitdt gegeniiber H,O,-induzierter Cytotoxizitdt (Zhang et al., 2006). In
Epithelzellen schiitzte Quercetin vor den toxischen Wirkungen von Arsen (Bongiovanni
et al., 2007). Cytoprotektive Effekte von Quercetin in Tubuluszellen der Niere
versprechen sogar Vorteile in der Konservierung von Spenderorganen (Ahlenstiel et al.,
2006). Des Weiteren werden protektive Effekte von Quercetin auch in neuronalen
Zellen beschrieben. In neuroendokrinen Zellen zeigte Quercetin (10-100 pM) gegeniiber
H,0,-induziertem Oxidativem Stress eine hohere Aktivitdt als Vitamin C (Heo und Lee,
2004). Ebenso konnte mittels DNA-Fragmentierungs-Studien die protektiven Effekte
von zahlreichen Flavonoiden, darunter auch Quercetin, gegeniiber oxidativer Insults in

dopaminergen Neuronen nachgewiesen werden (Mercer et al., 2005).

Entscheidend fiir die gegensétzlichen Befunde fiir Quercetin scheinen zwei Aspekte zu
sein: Zum einen wurde beobachtet, dass die cytoprotektiven Effekte von Quercetin nur
innerhalb eines bestimmten Konzentrationsbereichs auftreten. In Aorta-Muskelzellen
von Ratten zeigte das Flavonol in geringen Konzentrationen antiproliferative und
antiinflammatorische Effekte, wihrend es in Konzentration > 100 uM gegensétzliche
Effekte induzierte und die Zellvitalitidt verringerte (Shih et al., 2004). Zum anderen
besteht die Hypothese, wonach die Cytoprotektion bzw. Cytotoxizitdt von Quercetin
von der jeweiligen Menge an freien Radikalen in der Zelle abhéngig ist. Untersucht
wurde dies anhand der Effekte von Quercetin und H,O, und der Analyse eines

Zusammenhangs zum jeweiligen MDA -Status in HL-60-Zellen (Chen et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit zeigten unter allen untersuchten Flavonoiden lediglich
Xanthohumol in beiden durchgefiihrten Cytotoxizitétstests iibereinstimmend

signifikante toxische Effekte in HL-60-Zellen.



100 Ergebnisse und Diskussion

Bereits in Jurkat- und SK-N-SH-Zellen induzierte Xanthohumol die stéirkste
Cytotoxizitdt aller untersuchter Flavonoide. Wie bereits aufgefiihrt, wurden die
cytotoxischen Effekte von Xanthohumol in der Literatur auch fiir andere
Tumorzelllinien beschrieben (Colgate et al., 2007; Goto et al., 2005; Lust et al., 2005;
Pan et al., 2005; Vanhoecke et al., 2005).

Scutellarein zeigte in HL-60-Zellen in Ubereinstimmung mit den beiden anderen
Zellmodellen ein Profil niedriger Toxizitit. Der im ATP-abhidngigen Toxizitétstest
beobachtete konzentrationsabhingige, vitalitdtsmindernde Effekt von Hispidulin konnte
im LDH-Cytotoxizititstest sowie in weiteren Charakterisierungen der Toxizitét (mittels
ATP:ADP-Quotienten) nicht bestétigt werden. Fiir Hispidulin war auch in humanen T-

Zellen sowie in neuronalen Zellen nur eine geringgradige Toxizitdt zu beobachten.
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3.2 Superoxidanionen-Radikalfanger-Eigenschaften

Das Eliminieren freier Radikale z&hlt zu den wichtigsten bekannten Mechanismen, die

bei Flavonoid-vermittelter Neuroprotektion eine Rolle spielen.

Flavonoide vermogen aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale reaktive Sauerstoff-
bzw. Stickstoffspezies durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren und damit
zu deaktivieren (Pietta, 2000). Diese Eigenschaft wirkt oxidativem Stress entgegen, der
bei einem UbermaB an Oxidantien in der Zelle auftritt und unter anderem durch

Hydroxyl-Radikale, bzw. Superoxidanionen-Radikale (O, ) ausgeldst wird.

Ein UbermaB an Oxidantien wird als ein gemeinsames Element in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson und M. Alzheimer angesehen
(Simonian und Coyle, 1996). Entsprechend groB ist fiir die Prdvention und Therapie

dieser Storungen das Interesse an Substanzen, die Oxidantien neutralisieren.

Fiir die Quantifizierung antioxidativer Effekte in vitro eignen sich in besonderem Maf3e
dendritische Zellen. Diese stellen einen wichtigen Bestandteil unserer zelluldren
Immunantwort dar und fungieren dabei als Vermittler zwischen angeborener und
adaptiver Immunitét (Banchereau und Steinman, 1998). Sie gehdren zu den Antigen-
prasentierenden Zellen. Dendritische Zellen kdnnen an ihren Zielort migrieren, T-Zellen

stimulieren, mit ihnen interagieren und ihre Antwort lenken (Hart, 1997).

Die hier verwendeten dendritischen HL-60-Zellen werden vielfach auch als Modell fiir
Mikrogliazellen betrachtet, den Mediatoren der Immunantwort im ZNS
(Mohamadzadeh und Luftig, 2004). Mikrogliazellen liegen iiber das gesamte ZNS
verteilt vor und stellen neben Astrozyten und Oligodendrozyten etwa 20% der
Gliazellen dar (Banati et al., 1993). Sie iibernehmen eine Schliisselrolle in der
Vermittlung inflammatorischer Prozesse des ZNS (Nakamura, 2002). Mikrogliazellen
erzeugen eine Reihe von toxischen Sauerstoffverbindungen, wie Superoxidanionen-
Radikale (O, ), Hydroxyl-Radikale (OH ") und Stickstoffmonoxid (NO), welche u.a.
fiir die Phagozytose von Pathogenen bendtigt werden (Banati et al., 1993; Babior,
2000).
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In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, inwieweit die Substanzen Quercetin,
Hispidulin, Scutellarein und Xanthohumol Superoxidanionen-Radikale abzufangen

vermogen.

Hierzu wurden HL-60-Zellen zunéchst fiir sechs Tage mittels 1,3% DMSO differenziert
und anschlieBend mittels PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), in der Konzentration
200 ng/ml, zur Superoxidanionen-Radikalbildung stimuliert (Bokoch und Prossnitz,
1992; Feuk-Lagerstedt, 1999). AnschlieBend wurde luminometrisch der Anteil freier,

d.h. nicht durch Flavonoidlosungen abgefangener Radikale gemessen.

Die Superoxidanionen-Radikalproduktion wurde iiber 7 h hinweg verfolgt und die
Flache unter der Kurve (Integral) jeweils mit dem Integral der Kontrollkurve (HL-60-
Zellen ohne Flavonoid-Inkubation) verglichen (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Superoxidanionen-Radikalproduktion in HL-60-Zellen nach Stimulation mit PMA
in der Konzentration 200 ng/ml (Kontrollbedingung ohne Flavonoidinkubation). Die
Quantifizierung der Superoxidanionen-Radikale erfolgte nach Reaktion mit Luminol in
relativen Lichteinheiten (relative light units; RLU) iiber einen Zeitverlauf von 7 h.

Es wurden zwei unterschiedliche Experimentansdtze gewahlt: Co- und Pra-Inkubation.
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3.2.1 Co-Inkubationsmodell

Im Co-Inkubations-Experimentansatz wurden HL-60-Zellen kurzzeitig (5 min) mit den
Flavonoidlosungen inkubiert und danach ohne Mediumwechsel mit PMA stimuliert. Die
Flavonoide Hispidulin, Scutellarein und Quercetin wurden hierbei in den Konzentra-
tionen 1 pM, 10 uM und 50 uM verwendet, fiir Xanthohumol wurden die Konzentra-
tionen 10 uM und 50 pM gewdhlt. Alle gepriiften Flavonoidlésungen wiesen im Co-
Inkubationsversuch deutliche konzentrationsabhingige Superoxidanionen-Radikal-

fanger-Eigenschaften auf (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Ergebnisse von Co-Inkubationsversuchen mit Hispidulin, Scutellarein und Quercetin
in den Konzentrationen 10, 50 und 100 uM, sowie Xanthohumol in den Konzentrationen 10 und
50 uM mit HL-60-Zellen. Aufgetragen sind jeweils die Regressionsanalysen, wobei x der
Logarithmus der untersuchten Flavonoidkonzentration und y der Prozentanteil an Superoxid-
anionen-Radikalen ist. (Eine Konzentration von 0 uM wurde dabei néherungsweise als 10® M
angesehen.)

Scutellarein zeigte dabi die hochste Aktivitdt (SCso = 0,4 uM), gefolgt von Quercetin
(SCso = 0,9 uM), Hispidulin (SCsp = 4,4 uM) und Xanthohumol (SCso = 10,4 pM)
(Tabelle 3.1).

Die Superoxidanionen-Radikalfinger-Eigenschaften von Quercetin wurden sowohl in

zellbasierten, als auch in nicht-zellbasierten Systemen untersucht. Dabei konnte eine
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signifikante Verringerung des ROS-Gehaltes in stimulierten humanen neutrophilen
Zellen durch Quercetin (1-100 pM) beobachtet werden (Zielinska et al., 2000). Auch im
enzymatischen Versuchsmodell des Xanthin-Xanthin-Oxidase-Systems wurden Super-
oxidanionen-Radikalfanger-Eigenschaften von Quercetin gezeigt (Robak und
Gryglewski, 1988). In einem weiteren Modellansatz hat man Superoxidanionen-
Radikale in einem Phenazin-Methosulphat-NADH-System erzeugt und die Radikal-
Eliminierungs-Aktivitdit von Flavonoiden anschlieBend mittels Reduzierung von
Nitroblue Tetrazolium analysiert. Dabei wurden starke Aktivitidten fiir das Flavonol

Quercetin und schwache Effekte fiir das Flavon Hispidulin ermittelt (Chen et al., 1990).

Struktur-Wirkungsbeziehungen beziiglich der antioxidativen Aktivitit von Flavonoiden
wurden sowohl in zelluldren , als auch in nicht-zelluldren Systemen untersucht (Selloum
et al., 2001). Dabei standen antioxidative Effekte besonders mit folgenden Struktur-

elementen in Verbindung:

- C2-C3-Doppelbindung bei gleichzeitiger Anwesenheit der 4-Carboxyl-gruppe
(Cao et al., 1997; Rajendran et al., 2004);

- Anzahl der Hydroxysubstituenten (Zielinska et al., 2000; Selloum et al., 2001;
Rajendran et al., 2004);

- ortho-Anordnung von zwei Hydroxygruppen (im B-Ring) (free-catechol
grouping) (Rice-Evans et al., 1996; Zielinska et al., 2001).

Quercetin erfiillt alle diese Strukturmerkmale. Es besitzt eine 3’,4’-Dihydroxylierung,
also eine ortho-Anordnung der beiden Hydroxygruppen im B-Ring. Neben der C2-C3-
Doppelbindung ist auch die 4-Carbonylgruppe im C-Ring vorhanden. Die Anwesenheit
des C3-OH-Substituenten fordert bei gleichzeitiger C2-C3-Doppelbindung die
Resonanzstabilisierung aufgrund von Elektronendelokalisierung (Bors et al., 1990;
Jovanovic et al., 1998; Rajendran et al., 2004). Hiermit in Ubereinstimmung zeigte
Quercetin auch in der vorliegenden Arbeit ausgepridgte Superoxidanionen-Radikal-
fanger-Effekte im Vergleich zu anderen untersuchten Substanzen. Scutellarein, ein

Flavon ohne ortho-Dihydroxylierung im B-Ring und ohne C3-OH-Substituent, zeigte
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jedoch noch groBere Radikalfinger-Aktivitit. Hierzu ist beschrieben, dass eine
Catechol-Struktur im A-Ring eine fehlende ortho-Dihydroxylierung im B-Ring
kompensieren kann (Rajendran et al., 2004). Durch die ortho-Stellung der OH-
Substituenten im A-Ring bei Scutellarein ist eine Catechol-Struktur moglich (Moody
und Whitham, 1995).

3.2.2 Pra-Inkubationsmodell

In einem zweiten Experimentansatz wurden von uns HL-60-Zellen fiir 24 h mit
Flavonoidldsungen pré-inkubiert; im Anschlul an einen Mediumwechsel erfolgte die

Stimulation mit PMA zur Superoxidanionen-Radikal-Produktion (Pré-Inkubation).
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Abb. 3.25: Ergebnisse von Pri-Inkubationsversuchen mit Hispidulin, Scutellarein, Quercetin
und Xanthohumol jeweils in den Konzentrationen 10 und 50 uM fiir 24 h mit HL-60-Zellen.
Aufgetragen sind jeweils die Regressionsanalysen, wobei x der Logarithmus der untersuchten
Flavonoidkonzentration und y der Prozentanteil an Superoxidanionen-Radikalen ist. (Eine
Konzentration von 0 uM wurde dabei niherungsweise als 10°* M angesehen.)

Die Flavonoide Hispidulin, Scutellarein, Quercetin und Xanthohumol wurden hierbei

jeweils in den Konzentrationen 10 uM und 50 uM verwendet.
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Alle untersuchten Flavonoidlosungen wiesen auch im Pré-Inkubations-Versuchsmodell
deutliche konzentrationsabhéngige Superoxidanionen-Radikalfdnger-Eigenschaften auf

(Abb. 3.25).

In der Reihenfolge ihrer Effektstirken lagen Xanthohumol (SCsyp = 0,7 uM) und
Quercetin (SCsp = 1,0 uM) vor Hispidulin (SCsy = 5,7 uM). Scutellarein zeigte den
schwichsten Effekt (SCso = 33,1 uM) (Tabelle 3.1).

3.2.3 Vergleich der Ergebnisse beider Modelle

Uber die Aufnahme von Flavonoiden in die Zelle, einem wichtigen Parameter der
Bioverfiigbarkeit, ist bisher nur wenig bekannt. Fiir die gegeniiber den Glycosiden
starker hydrophoben Flavonoidaglykone wird eine passive Diffusion durch die
Zellmembran postuliert (Aherne und O’ Brien, 2002; Watzl und Rechkemmer, 2001).
Um den EinfluB3 struktureller Faktoren auf die Aufnahme einzelner Flavonoide in die
Zelle ndher zu erfassen, wurden die Ergebnisse beider Experimentansitze (Co- und Pré-
Inkubation) miteinander verglichen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei den
durchgefiihrten Experimenten um keine direkten Diffusions- bzw. Permeabilitdtsstudien
handelt, so dass nur eingeschrinkt Aussagen bzgl. des Transports bzw. der Aufhahme

der untersuchten Flavonoide in die Zelle moglich sind.

Grundsatzlich ldsst sich sagen, dass alle hier untersuchten Flavonoidlosungen sowohl
im Co-, als auch im Pri-Inkubationsmodell starke Superoxidanionen-Radikal-

Eliminierungs-Eigenschaften aufwiesen.

Wihrend die Relation der Mefwerte aus beiden Inkubationsmodellen zu Hispidulin und
Quercetin weitgehend vergleichbar ist, ergaben sich fiir Scutellarein und Xanthohumol
ermittelte Daten dagegen modellabhéngige Abweichungen. So zeigte Xanthohumol im
Pra-Inkubationsversuch eine 10-fach stirkere Wirkung als bei einer Co-Inkubation.
Scutellarein wiederum vermochte den Superoxidanionen-Radikal-Gehalt in der Co-

Inkubation stirker zu reduzieren als im Pra-Inkubationsmodell (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: SCso-Werte (half maximal scavenging concentration) als Ausdruck der
Superoxidanionen-Radikalfinger-Eigenschaften von Hispidulin, Scutellarein, Quercetin und
Xanthohumol im Co- bzw. Pra-Inkubationsmodell.

SCso [UM]
Co-Inkubation Pra-Inkubation
Hispidulin 4.4 5,7
Scutellarein 0,4 33,1
Quercetin 0,9 1,0
Xanthohumol 10,4 0,7

Der strukturelle Unterschied zwischen den beiden Flavonen Scutellarein und Hispidulin
beschrankt sich auf den Substituenten an C-6 (Methoxy- gegeniiber Hydroxygruppe)
(Abb. 3.26).

Hispidulin Scutellarein

Abb. 3.26: Strukturen von Hispidulin und Scutellarein.
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Eine hohere intrazelluldre Konzentration von Hispidulin gegeniiber Scutellarein im Pré-
Inkubationsmodell 1dsst sich durch eine erhdhte Membranpermeabilitit und eine
erleichterte passive Diffusion in die Zelle erkldren. Die Zellmembranaffinitit bzw.
-permeabilitdt hidngt von der Lipophilie der jeweiligen Substanz ab (Oldendorf, 1974;
Habgood et al., 2000; Plochmann et al., 2007). Bei einer geringeren Anzahl an
Hydroxygruppen ist Hispidulin im Vergleich zu Scutellarein stérker lipophil.

Auf einen groBeren Stellenwert der passiven Diffusion fiir hydrophobe Flavonoid-
aglykone gegeniiber Flavonoidglycosiden ist bereits hingewiesen worden (Aherne und
O’Brien, 2002; Watzl und Rechkemmer, 2001). So wird angenommen, dass z.B. die
Aufnahme von Quercetin in die Zelle primir iiber passive Diffusion, d.h. ohne

Beteiligung spezifischer Transportmechanismen erfolgt (Pohl, 2005).

Offen bleibt jedoch die Ursache fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachteten
ausgepriagten Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider Versuchsmodelle fiir

Scutellarein und Xanthohumol, fiir die zusitzliche Einfluifaktoren zu postulieren sind.

Die Aktivitit von spezifischen Transportproteinen gewinnt bei hydrophilen und sterisch
komplexen Verbindungen an Bedeutung (Karawajczyk et al., 2007). So wird fiir
Flavonoidglycoside ein gerichteter Transport in bzw. aus der Zelle unter Beteiligung
von verschiedenen Membrantransportern diskutiert, darunter des Natrium-unabhéngigen
Glucose-Transporters (GLUT2), des Natrium-abhidngigen Glucose-Transporters 1
(SGLT1), der ,multidrug-resistance-associated* Proteine 1 and 2 (MRP1/2), des P-
Glykoproteins  (P-gp), des Monocarboxylat-Transporters (MCT), sowie des
Plasmamembrantransporters Bilitranslocase (Block, 2002; Kottra und Daniel, 2007;

Karawajczyk et al., 2007).

Aussagen zur Wechselwirkung zwischen Flavonoiden und Membrantransportern
beruhen dabei tiberwiegend auf Modellen aus Monolayern humaner intestinaler Caco-2-

Zellen oder intestinaler Ratten-Priparationen (Walle, 2004).

So wird die Interaktion einer Reihe von Flavonoiden mit dem Na'-unabhingigen

Glucose-Transporter (GLUT2) auf strukturelle Ahnlichkeit mit den etablierten
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spezifischen Glucose-Carrier-Inhibitoren Phloretin bzw. Phlorizin zuriickgefiihrt
(Kimmich und Randles, 1978). Bestimmte Flavonoidglycoside, die als Phlorizin-
Analoga betrachtet werden koénnen, hemmen ebenfalls dieses Na'-unabhingige
Transportsystem, jedoch in geringerem Malle als die zugehorigen Aglykone (Block,
2002).

Ein Transport von Flavonoidglucosiden iiber den SGLT1 wurde am Beispiel von
Quercetin-4’-B-glucosid in humanen Caco-2-Zellen und in stabil mit SGLTI1
transfizierten Ovar-Zellen des chinesischen Hamsters (G6D3-Zellen) nachgewiesen
(Walgren et al., 2000). Die Flavonoide konnen dabei in zwei unterschiedlichen
Orientierungen an SGLT1 binden, d.h. entweder mit ihrem Zucker-Rest oder mit einem

anderen Teil des Molekiils, bevorzugt mit ihrem B-Ring (Kottra und Daniel, 2007).

Elektrophysiologische Messungen sprechen daflir, dass die Absorption der
Flavonoidglucoside an der apikalen Membran durch das Wechselspiel zwischen der
Aufnahme durch SGLT1 und dem Efflux iiber MRP2 bzw. andere MRP-Isoformen
reguliert wird (Walgren et al., 2000; Walle, 2004). Eine Induktion des MRP2-
Transporters durch Quercetin nimmt u.a. Einfluf auf die intestinale Entgiftung und die
Verteilung von Xenobiotika in Tumorzellen des Darms (Pohl, 2005) und wird auch fiir
Chrysin (Walle et al., 1999) und Epicatechin (Vaidyanathan und Walle, 2001)
postuliert.

Epicatechin-3-gallat erwies sich dariiber hinaus als Substrat von MRP1, einem ATP-

abhingigen Transporter organischer Anionen (Walle, 2004).

Reduziertes Glutathion (GSH) besitzt eine sehr geringe Affinitdt zu MRP1, und einige
MRP1-Substrate werden zusammen mit diesem Tripeptid transportiert. Verschiedene
Flavonoide, so Apigenin, Naringenin, Genistein und Quercetin, vermogen den MRP1-
abhingigen GSH-Transport durch Steigerung der Affinitdt des Transporters zu GSH zu
stimulieren. Es ergaben sich aber bislang keine Hinweise auf einen Co-Transport dieser

Flavonoide (Leslie et al., 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist eine Reduzierung des GSH-Spiegels nach
Flavonoidexposition in Jurkat- und SK-N-SH-Zellen beobachtet worden (vgl. 3.1.3.1).
Beide Zelllinien exprimieren MRP1 (Blanc et al., 2003; Hammond et al., 2007). Eine
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Steigerung der Affinitdt des Transporters zu GSH und damit eine Stimulierung des
GSH-Transports durch die beiden untersuchten Flavonoide Quercetin und Xanthohumol

kann demnach auch auf MRP1-Effekte zuriickgehen.

Zur Bedeutung weiterer Transportsysteme fiir Flavonoide ist der Kenntnisstand derzeit
noch liickenhaft. Angenommen wird eine Rolle des Efflux-Transporters P-Glykoprotein
(P-gp) bei der Regulierung intrazelluldrer Naringenin-Konzentrationen (Tourniaire et
al., 2005), sowie eine Beteiligung des absorptiven Monocarboxylat-Transporters (MCT)
am Transport von Epicatechin-3-gallat (Walle, 2004).

SchlieBlich sollen bestimmte Flavonoidaglykone neben Anthocyanen und organischen
Anionen, wie Bilirubin und einigen Phthalinen, von der Bilitranslocase transportiert
werden. Ausschlaggebend fiir die Bindungskapazitit ist dabei die Fahigkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbindungen (Karawajczyk et al., 2007).

Diese FEigenschaft bestimmt zugleich allgemeine Wechselwirkungen zwischen
Flavonoiden und Zellmembranen. Die stirker hydrophoben Flavonoide wandern in den
hydrophoben Kern der Membran, wohingegen die hydrophileren Flavonoide mit den
polaren Kopfgruppen der Membranlipide mittels Wasserstoffbindungen interagieren

(Oteiza et al., 2005).

Verdnderungen der Membranrheologie konnen sich dann ebenfalls auf die Aktivitat
verschiedener Enzyme und den Transport von Metaboliten auswirken, daneben auf die
Signaltransduktion, auf Membranrezeptoren, auf Endo- und Exocytose und auf
zahlreiche andere Prozesse mit der Beteiligung von Membrankomponenten,
einschlieBlich der Protektion vor Membranoxidation (Tomassoni et al., 1999; Niranjan

und Krishnakantha, 2000; Hashimoto et al., 2001; Oteiza et al., 2005).

Mallgeblich fiir die Membranaffinitit der Flavonoide sind neben dem Grad der
Lipophilie auch andere strukturelle Faktoren. So ist die Membranaffinitit von

Flavonolen aufgrund derer planaren Struktur groBer als die von Flavanonen (Hendrich,

2006).
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In der Zusammenschau spricht somit vieles fiir eine komplexe Wechselwirkung
zwischen Flavonoiden und Zellmembranen. Zur Ermittlung substanzspezifischer
Diffusionskonstanten und zur Bestimmung der an einem aktiven Transport beteiligten
Membranproteine bedarf es weiterfiihrender Quantifizierungen von Flavonoiden im

Intra- und Extrazelluldrraum.
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3.3 Immunmodulatorische Effekte: Genexpressionsstudien

Neuroprotektive Wirkung von Flavonoiden 148t sich einerseits aufgrund antioxidativer
Effekte begriinden, andererseits konnen jedoch auch immunmodulatorische Effekte von

Bedeutung sein.

Wihrend zunichst hauptsichlich ein Ubermaf3 an Oxidantien in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. M. Alzheimer beschrieben wurde, werden
zunehmend auch inflammatorische Prozesse als Komponenten dieser Erkrankung
angesehen (Heneka und O'Banion, 2007). Die Bedeutung von Inflammationen in der
Pathogenese von M. Alzheimer wurde bei epidemiologischen Untersuchungen, anhand
eines weniger hdufigen Auftretens dieser Erkrankung nach  Einnahme
antiinflammatorisch wirksamer Medikamente indirekt nachgewiesen. Derartige Wirk-

stoffe zeigten mehr protektive als therapeutische Wirkung (Zilka et al., 2006).

In diesem Zusammenhang kdnnten immunmodulatorische Effekte von Flavonoiden,
neben deren antioxidativen Effekten, eine neuroprotektive Wirkung dieser Stoffgruppe
mit begriinden. Einige immunmodulatorische Effekte dieser Stoffgruppe sind bereits

beschrieben:

So kommt es u.a. zu einer funktionellen Beeinflussung des an Entziindungsprozessen
beteiligten Enzymsystems, insbesondere der Tyrosin und Serin/Threonin-Protein-

kinasen durch verschiedene Flavonoide (vgl. 2.3.3).

Flavonoide werden demnach nicht nur mit unspezifischen Effekten auf Transkriptions-
vorgdnge in Verbindung gebracht, sondern iiberdies mit direkten regulatorischen

Eingriffen in die Expression einzelner Gene (Li und Sarkar, 2002; van Erk et al., 2005).

So wird z.B. beziiglich der NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase postuliert, dass
spezifische DNA-Bindungsstellen, antioxidativ-responsive FElemente (ARE), die
Wechselwirkung in diesem Falle einleiten (Valerio et al., 2001). Fiir Epicatechin konnte
die Stimulierung der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors cAMP-response
element binding Protein (CREB), einem Regulator der neuronalen Vitalitit und

synaptischen Plastizitdt, gezeigt werden (Schroeter et al., 2007).
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In der vorliegenden Arbeit wurden beispielhaft fiir die grofle Substanzklasse der
Flavonoide das Flavonol Quercetin, die Flavone Hispidulin und Scutellarein, sowie das
Chalcon Xanthohumol hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften mittels

Genexpressionsstudien in HL-60-Zellen untersucht.

Diese dendritischen Zellen eignen sich, wie im Abschnitt 3.2 bereits ausgefiihrt wurde,
in besonderem Malle zur Untersuchung immunmodulatorischer Eigenschaften. HL-60-
Zellen werden als Modell fiir Mikrogliazellen betrachtet, welche sowohl Mediatoren der
Immunantwort im ZNS darstellen (Mohamadzadeh und Luftig, 2004), als auch eine
Schliisselrolle in der Vermittlung inflammatorischer Prozesse des ZNS spielen

(Nakamura, 2002).

3.3.1 Genexpressionsprofile mittels cDNA-Arrays
Die Genexpressionsstudien wurden anhand von Arrays durchgefiihrt.

Vorteile der Arrays gegeniiber ,traditionellen” Genexpressionstechniken wie PCR oder
Northern Blot Analysen ergeben sich dabei aufgrund der Anzahl an Genen, die
innerhalb eines Experiments bestimmt werden konnen. Wéhrend bei erstgenannten
Techniken lediglich ein oder wenige Gene parallel nebeneinander untersucht werden
konnen, sind es bei Array-Analysen mehere hundert. Bei Microarray-Technologie
erhoht sich die Anzahl der Gene sogar auf mehrere tausend. Dabei ergibt sich anhand
von u.a. Clusteranalysen die Moglichkeit, die Korrelation im Expressionsverhalten
verschiedener Gene zu untersuchen, d.h. Gensubgruppen zu identifizieren, welche ein
dhnliches Expressionsmuster aufweisen. Des Weiteren kann auch {iberpriift werden, ob
verschiedene Gene, deren Genprodukte in einem Stoffwechselweg miteinander

verkniipft sind, dhnlich reguliert werden (Miiller und Roder, 2004).

Diesem Vorteil stehen Nachteile wie sehr hohe Kosten und Schwierigkeiten bei der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gegeniiber. Besonders bei schwacher Expression von
Genen wurde eine hohe Variabilitdt der Array-Daten gezeigt (Schulze und Downward,
2000). Die Arbeitsgruppe ,,Microarray Gene Expression Data Society” (mged) hat

einen Leitfaden ,minimum information about a microarray experiment* (MIAME)
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herausgegeben, um die Qualitdt verdffentlichter Ergebnisse besser beurteilen und
Resultate verschiedener Studien einfacher miteinander vergleichen zu kénnen (Victor et
al., 2005; Brazma et al., 2001). Der Nachweis der Reproduzierbarkeit mittels
Mehrfachbestimmungen (Duplikate) und eine Verifizierung einzelner ausgewéhlter
Array-Ergebnisse mittels Realtime-PCR, wie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt,

sind Qualititskriterien zur Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse.

Je nach Anwendungsgebiet wird zwischen Protein- und Nukleinsdure-Arrays unter-
schieden. Nukleinsdure-Arrays konnen in zwei Untergruppen aufgeteilt werden, die sich
durch die Lénge der auf den Arrays gebundenen DNA-Fragmenten unterscheiden:
Oligonukleotid- und cDNA-Arrays. Wéhrend bei ersteren kurze Oligonukleotide von 7
bis 25 Basen-Lénge auf den Arrays gebunden sind, sind die DNA-Sonden bei letzteren
mehrere hundert Basen lang. Ein Anwendungsgebiet der cDNA-Arrays stellen Expres-
sionsstudien dar, da durch die Linge des Targets die Spezifitit erhoht wird (Thibault et
al., 2001; Miiller und Roder, 2004).

Mittels Array-Technologie wurden bereits Genexpressionsprofile von Flavonoiden zu
unterschiedlichen Fragestellungen erstellt. Ein Hauptgebiet stellen dabei die Unter-
suchungen von tumorpriventiven Effekten dieser Stoffgruppe dar. Expressionsstudien
mit Genistein in humanen PC3-Tumorzellen zeigten insbesondere eine Beeinflussung
von Genen, welche an der Regulation des Zellwachstums, des Zellzyklus, der Apoptose
und der Zellsignaltransduktion beteiligt sind (Li und Sarkar, 2002). Ein Experiment mit
Quercetin und 4000 humanen Genen in Caco-2-Zellen zeigte, dass Quercetin die
Expression von Genen, welche den Zellzyklus regulieren, wie z.B. CDC6, CDK4 und
Cyclin DI abschwicht. Ebenso wird die Expression von Genen, welche filir die
Zellproliferation von Bedeutung sind, reduziert. Die Expression von verschiedenen
Tumor Supressor-Genen wird hingegen durch Quercetin in Caco-2-Zellen verstérkt (van
Erk et al., 2005). Genistein zeigte hohe Aktivitét in der Privention gegeniiber Prostata-
Krebs (Takahashi et al., 2004), es beeinflusste aber auch in vitro als negativer Mediator
die Proliferation und Angiogenese von Endothelzellen. Dabei wurde insbesondere die
Expression von Zelladhdsions-Genen herabreguliert und die Zelladhdsion vermindert
(Piao et al., 2006). Die Bedeutung von Quercetin in der Pravention und Therapie von

Colon-Krebs wurde anhand von DNA-Mikroarrays in der CO115 Colon-
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Adenokarzinom Zelllinie untersucht. Quercetin induzierte hierbei Zellzyklusarrest
anhand der Modulation von Zellzyklus- und Apoptose-relevanter Gene (Murtaza et al.,
2006). Des Weiteren wurden die tumorpriaventiven Eigenschaften von Biochanin A,
einem Phytoestrogen aus Pflanzen, mittels eines 96-Gen human drug Metabolismus

Enzym Mikroarray untersucht (Moon et al., 2007).

Aber auch andere Fragestellungen wie die anti-allergischen Effekte von Chrysin und
Apigenin (Yano et al., 2007) oder eine Beeinflussung der Expression von
Adipocytokinen nach Anthocyan-Exposition (Tsuda et al., 2006) wurden mittels Array-

Analysen untersucht.

Um mittels eines Testsystems moglichst viele Gene, welche an der Regulierung
immunrelevanter Prozesse beteiligt oder fiir diese direkt oder indirekt von Bedeutung
sind, untersuchen zu kénnen, wurde von uns ein GEArray S Series Human Dendritic
and Antigene Presenting Cell Gene Array (Superarray) ausgewdhlt. Dieser cDNA-
Array umfasst eine reprisentative Auswahl von 171 verschiedenen immunrelevanten
Genen, die in HL-60-Zellen exprimiert werden. Hierzu zdhlen Cytokine, Chemokine
und ihre Rezeptoren sowie Gene, die fiir Zelloberflachenrezeptoren bzw. fiir Strukturen

der Antigenaufnahme, der Antigenprasentation und der Signaltransduktion kodieren.

Die dendritischen HL-60-Zellen wurden mit den Flavonoidlosungen Quercetin (50/
100 uM), Hispidulin (10/50/100 uM), Scutellarein (10/50/100 uM) und Xanthohumol
(10 uM) fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und die RNA
isoliert. Nach Reverser Transkription in cDNA und Markierung mit Biotin folgten die
Hybridisierung mit den Array-Membranen iiber Nacht und schlieBlich, nach mehreren
Waschschritten, Chemilumineszenz-Detektion der Signale auf Rontgenfilmen (Abb.

3.27 und 3.28). Fiir alle Array-Experimente wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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Isolierung der RNA von unbehandelten bzw. mit Flavonoidlosungen fiir 24 h

inkubierten HL-60-Zellen

'

Reverse Transkription in cDNA

v

Markierung der Transkripte mit Biotin-16-dUTP

'

Array-Hybridisierung

v

Signal-Detektion (Chemilumineszenz)

'

Datenanalyse

Abb. 3.27: Erstellung von Genexpressionsprofilen nach Flavonoidexposition.

Abb. 3.28: Chemilumineszenz-Detektion der Hybridisierungssignale auf einem Rontgenfilm
(hier: Genexpressionsmuster unbehandelter HL-60-Zellen). Punktférmige Schwérzungen

(,,Spots*) stehen dabei fir die wuntersuchten Gene und deren unterschiedliche
Expressionsstérken.
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In Abbildung 3.29 ist beispielhaft ein typisches Genexpressionsprofil dargestellt.
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Abb. 3.29: Fiir Scutellarein (10 puM) erstelltes Genexpressionsprofil. Logarithmische Auf-
tragung der Genexpressionswerte aus unbehandelten Zellen (x-Achse) gegen Werte der mit
Scutellarein inkubierten Zellen (y-Achse). Mit schwarzen Kreuzen sind Gene gekennzeichnet,
die eine Expressionsverdnderung gegeniiber der Kontrolle (kleiner Faktor 2) aufweisen, in rot
und griin Gene deren Expression sich stirker verdndert. Dabei steht rot fiir eine hochregulierte
Expression und griin fiir eine herabregulierte Expression relativ zur Kontrolle.

Die Auswertung ergab, dass etliche Gene nur bei einzelnen Flavonoiden bzw. nur bei
einer von mehreren Konzentrationsstufen deutliche (mindestens um den Faktor 2)
Veridnderungen ihrer Expression aufwiesen. Dagegen konnten nur wenige Gene
identifiziert werden, deren Expression von mehreren der untersuchten Substanzen und
dariiber hinaus bei verschiedenen Konzentrationsstufen entsprechend variiert wurde.
Dabei spricht die Konsistenz der gemessenen Verdnderungen, soweit replizierbar, fiir

einen gemeinsamen Wirkmechanismus der untersuchten Flavonoide.

In der Zusammenschau wurde unter dem EinfluB der angegebenen Flavonoide
insgesamt bei acht Genen relativ zur Kontrollbedingung die Expressionsstirke deutlich

(mindestens um den Faktor 2) herabreguliert (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Gene mit deutlich verringerter Expression (relativ zu unbehandelten Zellen um
mindestens Faktor 2) nach Flavonoidexposition.

Gen Flavonoid Expressionsfaktor
Hispidulin 100 uM 0,40
10 uM 0,46
ADARI Scutellarein 50 uM 0,25
(Adenosine deaminase,
RNA specific) 100 uM 0,13
Chrlg21
(Chrie2]) 50 uM 0,46
Quercetin
100 uM 0,15
Xanthohumol 10 uM 0,50
Hispidulin 10 uM 0,48
Scutellarein 100 pM 0,41
STK4
(Serine/Threonine kinase 4) 50 uM 0,37
(Chr20ql11) Quercetin
100 uM 0,31
Xanthohumol 10 uM 0,41
10 uM 0,48
Hispidulin
50 uM 0,46
CHDY 50 uM 0,47
(Chromodomain helicase Scutellarein
DNA binding protein 4) 100 UM 0.24
(Chr12p13) H ’
50 uM 0,35
Quercetin
100 uM 0,22
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Tabelle 3.2: Fortsetzung.

Gen Flavonoid Expressionsfaktor
Hispidulin 100 uM 0,46
ARHGDIB . S0rM 0,33
(Rho GDP dissociation Scutellarein 100 UM 0.18
inhibitor beta) H ’
Chri2p12
(Chriopl2) 50 uM 0,38
Quercetin
100 uM 0,40
IL16 Scutellarein 100 uM 0,39
(Interleukine 16)
(Chr15g26) Quercetin 100 uM 0,39
1SG20 .
(Interferone stimulated gene Scutellarein 100 M 0,48
20 kD
(Chrl5 212)6) Xanthohumol 10 uM 0,40
PFNI Scutellarein 100 uM 0,45
(Profiline 1)
(Chrl7p13) Quercetin 100 uM 0,43
SOD2 .
(Superoxide dismutase 2, Scutellarein 100 pM 0,40
itochondrial .
ml(g;rgnzgl)a ) Quercetin 100 uM 0,36

Hierzu zéhlen Gene, die fiir Strukturen der Antigenaufnahme bzw. der Signaltrans-
duktion kodieren, wie SOD2, PFNI, ISG20, ARHGDIB, CHD4, STK4 und ADARI, aber
auch Cytokine wie Interleukin 16 (/L16). In der Mehrzahl der Fille zeigte sich eine
Expressionsverringerung auf das 0,3-0,4-fache der Expressionsstirke im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Im Folgenden soll auf die Funktion dieser Gene und auf den
moglichen Zusammenhang mit zelluldren Effekten von Flavonoiden niher eingegangen

werden.
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Alle acht aufgefilhrten Gene dienen primédr der zelluliren Abwehr und werden
bevorzugt in Gegenwart von Toxinen bzw. von anderen aggressiven Wirkstoffen
hochreguliert. So hat man Induktion von Superoxiddismustase 2 (SOD2) nach
Exposition mit prooxidativen Substanzen wie Kohlenmonoxid (CO) in Ratten gezeigt
(Piantadosi et al., 2006). Die von uns in den Array-Studien beobachtete Verringerung
der Expression von SOD2 auf den Faktor 0,4 (relativ zur Kontrolle) nach Exposition mit
Scutellarein (100 uM) oder Quercetin (100 uM) kann demnach als Ausdruck der
antioxidativen Flavonoid-Effekte interpretiert werden, die keine zusétzliche SOD2-

Aktivitat erforderlich machen.

Profiline wiederum sind kleine, Aktin-bindende Proteine, welche die Dynamik der
Aktin-Polymerisation regulieren. Thre Expression wird u.a. in mesangialen Zellen
hochreguliert, wenn Oxidativer Stress vorherrscht und eine Schiadigung des Zytoskeletts
droht (Clarkson et al., 2002). Die Expression von PFNI wurde bei unseren Studien in
HL-60-Zellen dagegen sowohl von Scutellarein, als auch von Quercetin (jeweils in der
Konzentration 100 uM) auf einen Expressionsfaktor von ca. 0,4 im Vergleich zur
Kontrolle verringert. Damit verzichtet die Zelle auf eine Inanspruchnahme von

Mechanismen, die meist durch Oxidantien induziert werden.

Auch die an inflammatorischen Geschehen beteiligten Gene ISG20 und IL16 wurden

nur eingeschrinkt exprimiert:

ISG20 (Interferon stimulated gene 20 kDa) ist ein Interferon (IFN)-induziertes Gen.
Scutellarein (100 pM) und Xanthohumol (10 uM) verringerten die Expression von
1SG20 auf den Expressionsfaktor 0,48 bzw. 0,40 im Vergleich zur Kontrolle.

IL16 (Interleukin 16) zeigte in HL-60-Zellen nach Exposition mit Scutellarein oder
Quercetin (jeweils in der Konzentration 100 uM) einen Expressionsfaktor von 0,39
relativ zur Kontrolle. /L/6 ist an der Entstehung von autoimmunen Prozessen und
anderen Entziindungserkrankungen, wie z.B. der atopischen Dermatitis oder dem
Reizkolon (irritable bowel syndrome), aber auch von neurodegenerativen Erkrankungen
beteiligt (Glass et al., 2006). /L16 kann die Synthese proinflammatorischer Cytokine,
wie z.B. IL1, IL6 und des Tumor-Nekrose-Faktors (TNF) o in Monozyten stimulieren.

Die durch /L16 induzierten Cytokine sind damit in der Immunantwort auf Antigene
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involviert. Daneben fungiert /L6 als Initiator der zelluldren und der humoralen Immu-
nitdt durch eine Vermittlung des zelluldren cross-talk zwischen T-Zellen, B-Zellen und

dendritischen Zellen (Deng und Shi, 2006).

Beriicksichtigt man, dass der Radikalfanger Edaravon (EDA; 3-Methyl-1-phenyl-2-
pyrazolin-5-on) die Expression von Interleukinen zu verringern vermag (Kono et al.,
2003), so kann fiir die untersuchten Flavonoide Quercetin, Hispidulin, Scutellarein und
Xanthohumol ein dhnlicher Zusammenhang postuliert werden. Die fiir diese Substanzen
belegten Radikalfingereigenschaften wiren demzufolge durch antiinflammatorische

Effekte zu ergédnzen.

Dariiber hinaus existieren bereits zahlreiche Studien, in denen iiber eine herabregulierte
Expression von Interleukinen nach Flavonoidexposition berichtet wird. So inhibierte
Quercetin (40 uM) die IL6-Produktion in Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten
Neutrophilen (Liu et al., 2005). Auch Apigenin zeigte antiinflammatorische Effekte
aufgrund der Verminderung der LPS-induzierten /LI2-Expression in dendritischen
Zellen (Yoon et al., 2006). Des Weiteren verringerte Apigenin die TNF-alpha-induzierte
Produktion von /L6 in Osteoblasten (Choi, 2007). Auch die Gruppe der Chalcone
beeinflusste die Expression von Interleukinen. Sie erwiesen sich u.a. als starke
Inhibitoren von [L5. Dabei wurde die Benzylgruppe als entscheidend fiir die
Effektstirke identifiziert (Yang et al., 2007).

ARHGDIB (Rho GDP dissociation inhibitor beta) zéhlt zu den Mitgliedern der Rho
(oder ARH) Proteinfamilie. Die Expression von ARHGDIB wird in Makrophagen nach
Kontakt mit Erregern einer Pilzinfektion hochreguliert (Martinez-Solano et al., 2006).
Damit wird u.a. eine prooxidative Reaktionslage in der Zelle in Verbindung gebracht.
Bei unseren Studien verringerte sich unter EinfluB von Hispidulin (100 uM) die
Expression von ARHGDIB dagegen um den Faktor 2 (relativ zur Kontrolle). Nach
Exposition mit Quercetin (50/100 pM) zeigte sich eine 0,4-fache Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Unter Scutellareinexposition war eine konzentrationsabhéngige
Reduzierung der ARHGDIB-Expression in HL-60-Zellen zu beobachten. Dabei
verringerte sie sich von 0,33-facher Expression (50 uM) auf 0,18-fache Expression fiir

Scutellarein in der Konzentration 100 uM jeweils relativ zur Kontrolle. Eine verringerte
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Expression von ARHGDIB nach Flavonoidexposition stiitzt erneut die Hypothese des

antioxidativen und damit protektiven Profils der untersuchten Flavonoide.

CHD4 steht fiir ,,Chromodomain helicase DNA binding protein 4. Es wird bei
inflammatorischen Antworten, u.a. bei Autoimmunprozessen vermehrt exprimiert
(Srinivasan et al., 2006). Unter Einflul von Hispidulin (10/50 pM) verringerte sich die
Expression von CHD4 um den Faktor 2 relativ zu den unbehandelten Zellen. Sowohl
nach Exposition mit Scutellarein, als auch nach Inkubation mit Quercetin zeigte sich
eine konzentrationsabhidngige Reduzierung der CHD4-Expression. Dabei sank die
Expression von 0,47-facher Expression (50 uM) auf 0,24-fache Expression (100 pM)
fiir Scutellarein bzw. von 0,35-facher Expression (50 uM) auf einen Faktor von 0,22
(100 uM) fiir Quercetin (jeweils relativ zur Kontrolle). Das mittels der Arrays bestétigte
Ergebnis einer verminderten Expression von CHD4 nach Flavonoidexposition stimmt
iiberein mit den bereits gewonnenen Anzeichen fiir antiinflammatorische Eigenschaften

der untersuchten Flavonoide.

Die Serin/Threonin Kinase 4 (STK4) schlieBlich ist ein wichtiger Caspase-Effektor, der
zur Apoptose beitrigt. Eine Uberexpression von STK4 kann Apoptose auslosen und
fiihrt zu den fiir Apoptose typischen morphologischen Verdnderungen der Zelle (Ura et
al., 2001). Die Expression von STK4 wurde von allen vier untersuchten Flavonoiden,
Hispidulin (10 pM), Scutellarein (100 uM), Quercetin (50/100 uM) und Xanthohumol
(10 uM) auf 0,3-0,4-fache Expression im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
reduziert. Eine verringerte Expression nach Flavonoidexposition spricht damit am

ehesten fiir cytoprotektive Effekte der untersuchten Substanzen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die nach Flavonoidexposition konsistent
herabregulierte Expression von Genen, die alle primér der zelluliren Abwehr dienen,
mit einem antioxidativen, antiinflammatorischen sowie (cyto)protektiven Profil der

Testsubstanzen gut vereinbar ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Array-Experimente auch die Expression von

ADAR ]I untersucht.

Die Abkiirzung ADAR steht fiir ,,RNA-spezifische Adenosin deaminase®. Im Menschen
treten drei Mitglieder der 4ADAR-Genfamilie auf: ADARI, ADAR2, sowie ADARS3.
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Wihrend ADARI und ADAR?2 ubiquitdr exprimiert werden, wird ADAR3 lediglich in
geringen Mengen im Gehirngewebe, vor allem im Amygdala und im Thalamus,

exprimiert (Barbon et al., 2003).

Bei ADAR handelt es sich um ein sog. ,,RNA editing-Gen* (Barbon et al., 2003). RNA
editing stellt eine posttranskriptionale Modifikation der Gensequenz dar. Dabei kann es
sich um die Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basen oder um die Substitution
einer Base handeln (Maas und Rich, 2000). ADAR bewirkt die Substitution von
Adenosin durch Inosin (Yang et al., 2003; Levanon et al., 2004). Dieser Austausch und
seine funktionelle Relevanz wurden vor allem fiir neuronale Rezeptoren wie den

Glutamatrezeptoren beschrieben (Yang et al., 2003; Levanon et al., 2004).

Alle bekannten neuronalen A-zu-I-Editierungen werden dabei durch ADARI und
ADAR? katalysiert. Wahrend ADAR?2 beziiglich des Aminosiuregehaltes lediglich 31%
Gesamtidentitdt mit ADAR/ aufweist, zeigt es groBe Homologie mit dessen Deaminase-
Domine. ADAR3 zeigt keine Adenosindeaminase-Aktivitit (Schmauss und Howe,

2002; Maas und Rich, 2000).

Die Expression des Gens ADARI wurde in den Array-Experimenten am deutlichsten

und zudem konsistent dosisabhédngig nach Flavonoidexposition verdndert.

Wie die Streudiagramme (Abb. 3.30) zeigen, war unter Scutellarein-Exposition eine
konzentrationsabhéngige Reduzierung der ADARI-Expression in HL-60-Zellen zu
beobachten. Dabei verringerte sich die Expression von ADARI von 0,46-facher
Expression (10 puM), iiber 0,25-facher Expression (50 uM), bis hin zu 0,13-facher
Expression fiir Scutellarein (100 pM) jeweils relativ zur Kontrolle (unbehandelte
Zellen). Nach Quercetin-Exposition zeigte sich ebenfalls eine konzentrationsabhéngige

Reduzierung der ADARI-Expression.
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Abb. 3.30: Genexpressionsprofile fiir Scutellarein in den Konzentrationen 10 pM (oben),
50 uM (Mitte) und 100 uM (unten). In schwarz sind Gene gekennzeichnet, die eine
Expressionsverdnderung gegeniiber der Kontrolle (unbehandelte Zellen) kleiner Faktor 2
aufweisen, in rot und griin Gene deren Expression stirker hoch- bzw. herabreguliert wird (vgl.
Abb. 3.30). Die Expression des Gens ADARI (mit blau eingekreist) verringert sich
konzentrationsabhingig unter Scutellareinexposition relativ zu den unbehandelten Zellen.
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.



Ergebnisse und Diskussion 125

3.3.2 Verifizierung mittels Realtime-PCR und Nachweis alternativ
gespleiRter Transkripte fir ADAR1

Es wurde eine Verifizierung der Array-Ergebnisse mittels Realtime-PCR durchgefiihrt.

DNA-Array-Analysen identifizieren Genexpressionsverdnderungen, beriicksichtigen
hierbei jedoch mogliche Expressionsunterschiede verschiedener auftretender alterna-

tiver Spleilvarianten eines Gens nicht (Kothapalli et al., 2002).

In Eukaryonten werden kodierende Sequenzen (Exons) von nicht-kodierenden (Introns)
unterbrochen. Bei einem als Spleien (konstitutives Spleilen) bezeichnetem Prozess
werden die Introns aus der primdren RNA (prd-mRNA) entfernt und die Enden der
Exons miteinander verbunden. Wéhrend beim konstitutiven Spleiflien jedes Exon mit
dem néchsten stromabwiérts gelegenen verknilipft wird, werden beim alternativen
Spleiflen andere SpleiBmuster benutzt und alternative 5’- bzw. 3°-Splei3stellen aktiviert.
Dabei konnen beim Zusammenfiigen der Exons ein oder mehrere Exons iibersprungen
werden (,,Exon-Skipping®), zwei Exons konnen alternativ und sich gegenseitig
ausschliefend benutzt werden, oder es kann innerhalb eines Exons ein Bereich als
Intron erkannt werden (,,Intron-Retention®). Dadurch koénnen aus einem Primér-
transkript, und damit einem Ursprungsgen, durch alternatives Spleilen verschiedene
mRNAs (SpleiBvarianten) entstehen, die letztendlich zu funktionell unterschiedlichen
Proteinen fithren (Bindereif, 2004). Es wird davon ausgegangen, dass 40-60% der
humanen Gene alternativ gespleiit werden (Croft et al., 2000; Hide et al., 2001; Kan et
al., 2001; Modrek et al., 2001).

Abbildung 3.31 zeigt in einer Ubersicht einige durch alternatives Spleifien auftretende

bekannte ADARI-Transkripte.
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Abb. 3.31: Schematische Ubersicht iiber einige durch alternatives Spleien erzeugte, bekannte
ADARI-Transkripte. A: Transkript: NM_001111; B: Transkript: NM_015840; C: Transkript:
NM 015841; D: Transkript: NM_001025107 (Benson et al., 2007).

W)

Da das Hybridisierungssignal je nach cDNA-Matrize variieren kann, wenn ein Gen
alternativ gespleifit wird, und nur begrenzte Erkenntnisse iliber die tatsdchliche Zahl von
unterschiedlichen Transkripten vorliegen, wurden von uns zundchst die héiufigsten
Spleififormen von ADARI ermittelt und anschlieBend die Expressionsunterschiede fiir

mehrere Transkripte quantifiziert.

Hierbei wurden keine Expressionsunterschiede zwischen der Kontrollgruppe der cDNA
aus unbehandelten Zellen und der cDNA aus mit den Flavonoidldsungen Hispidulin
(10/50/100 uM), Scutellarein (10/50/100 uM), Quercetin (50/100 uM) oder
Xanthohumol (10 uM) fiir 24 h inkubierten HL-60-Zellen ermittelt.

Jedoch konnte bei Expressionsstudien in verschiedenen Regionen des ADARI-Gens die
Existenz zweier, in bestimmten ADARI-Transkripten zusitzlich auftretender Exons

nachgewiesen werden (Abb. 3.32).
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Abb. 3.32: Schematische Darstellung der genomischen Organisation von ADARI mit 16 Exons.
Eingezeichnet ist die Lage der nachgewiesenen zusitzlich auftretenden Exons: Exon 2a
(Sequenz in Transkript X79448 beschrieben), zwischen Exon 2 und Exon 3, sowie Exon 11a
(Sequenz in Transkript BE175656 beschrieben), zwischen Exon 11 und Exon 12. Pfeile zeigen
die Position der verwendeten exonspezifischen Primerpaare (Exon 2a: ADAR2a+/ADAR2a-;
Exon 11a: ADAR11a+/ADARI1a-).

Es handelt sich hierbei zum einen um das Exon 2a, welches zwischen den Exons 2 und
3 liegt, sowie um das Exon 11la, dessen Position zwischen den Exons 11 und 12 der
ADARI-Gensequenz ist (Abb. 3.33 und 3.34) (Bezeichnungen der Exons willkiirlich
selbst gewéhlt).

Abb. 3.33: Sequenz des Exons 2a des Gens ADARI (Sequenz beschrieben im ADARI-
Transkript X79448) (Benson et al., 2007).
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57-GTCTGTACAG TTCCTGTTGC TGCCAGGGTG
GGCCCTGCCA GGCTGTTAGA ATTGGGTATC
CAAATGCTCT CCTGGCCTGT AAATCGAACC
TGATACAATA AGCCACACTC CACTGTGGGT
TTGAGGTCCA TATTCAGGTG TAGATGACTC
ACATGTACTG CTGTCCACCT CCAGTCTCCC
ATGGTAGGCC TTAGAAAACA TCCCTTGCTT
CTGTCACATC TGACTGTTTT GGAGCCCCAC
GAAATTGCAG ATTTCCCACA GGTGAGTTTT
AACAGCCACC CCTGTTTTTC AG -3~

Abb. 3.34: Sequenz des Exons lla des Gens ADARI (Sequenz beschrieben im ADARI-
Transkript BE175656) (Benson et al., 2007).

Um die auf den Arrays detektierten Expressionsunterschiede mit einer unabhéngigen
Methode zu verifizieren, wurde die Expression von 4ADARI mittels genspezifischer

Primer (Superarray) und Realtime-PCR in einer Region im Exon 16 untersucht (Abb.

3.35).
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Abb. 3.35: Schematische Darstellung der genomischen Organisation von ADARI.
Eingezeichnet ist die mittels Realtime-PCR untersuchte 150 Basen umfassende Region im Exon
16. Pfeile zeigen die Position des verwendeten spezifischen Primerpaares.

Dariiber hinaus wurden die Expressionsdaten fiir drei weitere Gene (IL/6, SOD2 und

STK4) mittels Realtime-PCR quantifiziert.
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Abb. 3.36: Relative Expressionswerte der Gene ADARI, IL16, STK4 und SOD2 in HL-60-
Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Scutellarein (Scut) (10/50/100 uM) und Quercetin (Q)
(50/100 uM) (IL16, SOD2), bzw. Scutellarein (Scut) (10/50/100 pM), Hispidulin (Hisp)
(10/50/100 puM), Quercetin (Q) (50/100 uM) und Xanthohumol (Xan) (10 uM) (4DAR, STK4).
Aufgetragen sind Mittelwerte sowie die Standardabweichung der relativen Expressionswerte
aus unabhingigen Realtime-PCR-Experimenten. * : signifikante Verdnderung relativ zur
Kontrolle (unbehandelte Zellen; Ratio = 1) (One-way-Anova; Kruskal-Wallis-Test; p < 0,05).
(Fir Xanthohumol war eine Signifikanzbestimmung mittels dieses Tests nicht moglich.).

Fiir ADARI wurden die Ergebnisse der Arrays fiir die Flavonoidlosungen Scutellarein,
Hispidulin und Quercetin mittels Realtime-PCR bestitigt. Alle untersuchten Substanzen
zeigten auch hier im Vergleich zur Kontrolle verringerte Expressionsstiarken. Lediglich

Scutellarein (50 uM) und Hispidulin (50 uM) wichen ab.

Wihrend sich die ADARI-Expression in den Konzentrationen 10 und 100 uM auf
0,2-fache Expression fiir Scutellarein, bzw. auf 0,3-fache Expression fiir Hispidulin
verringerte, lag die Expressionsratio fiir diese beiden Flavone in der Konzentration
50 uM bei Werten von 0,4- bzw. 0,9-facher Expression jeweils relativ zur Kontrolle

(unbehandelte Zellen). Fiir Quercetin konnte, als einziges von allen mittels Realtime-
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PCR untersuchten Flavonoiden, eine konzentrationsabhingige Abnahme der Ex-
pressionsstirke von ADARI in HL-60-Zellen beobachtet werden. Dabei sank die
Expressionsratio unter Quercetinexposition auf Werte von 0,7 bzw. 0,4 fiir die
Konzentrationen 50 bzw. 100 uM. Nach Exposition mit Xanthohumol (10 uM) zeigte
ADARI in den Realtime-PCR-Analysen keine verringerte Expression im Vergleich zur
Kontrolle (unbehandelte Zellen). Als Expressionsratio wurde ein Wert von 1,2 ermittelt

(Abb. 3.36).

Fiir die drei weiteren beispielhaft ausgewidhlten Gene, IL16, SOD2 und STK4, gilt:
Mittels der Realtime-PCR-Analysen wurden vergleichbare Genexpressionsver-

anderungen unter Flavonoidexposition wie in den Arrays beobachtet.

Die Expressionsstirke der Gene /L1716 und SOD2 wurde unter Einflul von Scutellarein
(100 uM) und Quercetin (100 uM) in beiden Analysen deutlich verringert. Dabei wurde
fiir beide Gene ein Expressionsfaktor von ca. 0,4 (relativ zu den unbehandelten Zellen)
ermittelt. Auch in den Array-Experimenten ergaben sich nach Exposition mit
Scutellarein bzw. Quercetin (jeweils 100 uM) fiir beide Gene Expressionsfaktoren von

0,4 (Abb. 3.36).

Die Expression des Gens STK4 wurde, analog zu den cDNA-Array-Ergebnissen, auch
in den Realtime-PCR-Analysen unter Einfluss von Scutellarein, Hispidulin, Quercetin
und Xanthohumol verringert. Nach Exposition mit Scutellarein bzw. Hispidulin (10, 50
und 100 uM) ergaben sich Expressionsfaktoren zwischen 0,2 und 0,3, wihrend sich fiir
Xanthohumol (10 pM) 0,6-fache Expression (relativ zur Kontrolle) zeigte. Fiir
Quercetin beobachtete man eine konzentrationsabhingige Abnahme der Expressions-
stirke von 0,6-facher Expression (bei 50 pM) auf 0,2-fache Expression (bei 100 uM) in
der Realtime-PCR. Die in den Array-Analysen ermittelten Expressionsfaktoren filir
STK4 lagen zwischen 0,3 und 0,5 fiir Hispidulin (10 pM), Scutellarein (100 uM),
Quercetin (50 und 100 pM) und Xanthohumol (10 uM) (Abb. 3.36).
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3.3.3 ADAR1-Western Blots

Genexpressionswerte reflektieren nicht automatisch die Expression der entsprechenden
Proteine. Die Proteinexpression ist stark von den jeweiligen Bedingungen abhingig und
unterliegt stirker als die Genexpression einem dynamischen Prozess (Spielbauer und

Stahl, 2005).

Effekte der Flavonoidlosungen auf die Expression von ADAR1 wurden von uns daher
nicht nur auf RNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene mittels Western Blots
iiberpriift (Abb. 3.37). Dabei wurde als Standard zusétzlich die Expression von GAPDH

untersucht.

Die gleichbleibende Intensitit der GAPDH-Bande bei allen Experimenten bestétigt die

Verwendung gleicher Proteinmengen fiir alle Expositionen.

Fiir alle vier untersuchten Substanzen ergab sich konsistent eine abgeschwichte
ADARI1-Proteinbande nach Flavonoidexposition der HL-60-Zellen relativ zur Referenz
(unbehandelte Zellen) (Abb. 3.37).

Fiir Scutellarein zeigte sich fiir die drei gepriiften Konzentrationen (10, 50 und 100 pM)
eine deutlich schwichere Proteinbande im Vergleich zur Kontrolle. Das Korrelat zu der
in den Arrays ermittelten konzentrationsabhéngigen Reduzierung der ADARI-Gen-
expression konnte auf Proteinebene nicht nachgewiesen werden, da aufgrund der
schwachen Expression eine quantitative Bestimmung nicht moglich war. Fiir das
Flavonol Quercetin (10/50/100 uM) trat eine konzentrationsabhingige Abnahme der
Proteinbandenintensitit von ADARI1 auf. Eine konzentrationsabhingige Genexpres-
sionsverringerung war flir Quercetin (50/100 uM) auch in den Realtime-PCR-Analysen
ermittelt worden. Die ADARI1-Proteinbande fiir Xanthohumol (10 uM) war deutlich
schwicher als die Bande der unbehandelten Zellen. Analog hierzu wurde unter Einfluf3
von Xanthohumol (10 uM) auch in den Array-Analysen die ADARI-Genexpression um
den Faktor 2 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen verringert. Fiir Hispidulin war
der Proteingehalt an ADARI erst ab einer Konzentration von 50 pM schwach
verringert. Auch fiir die Genexpression von ADARI ergab sich in den Array-Analysen
unter Hispidulin-Exposition erst bei einer Konzentration von 100 uM eine Expressions-

verringerung unter den Faktor 0,5 im Vergleich zur Kontrolle.
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ADARI zeigte somit sowohl auf RNA-Ebene in cDNA-Array- und Realtime-PCR-
Analysen, als auch auf Proteinebene in den Western Blots eine verringerte Expression
nach Exposition mit den Flavonoiden Scutellarein, Quercetin, Hispidulin und

Xanthohumol.

3.3.4 Quantitative Realtime-PCR fir ADAR2 und Gene der
APOBEC3-Familie

Zusitzlich zu den Genen aus den Arrays wurde die Expression von ADAR2 und von vier

Mitgliedern aus der Familie der APOBEC3-Gene nach Flavonoidexposition untersucht.

APOBEC3 (Apolipoprotein B-editing catalytic subunit 3) umfasst die Gene
APOBEC3 A, B, C, D, E, DE, F, G,und H (Turelli und Trono, 2005).

Die APOBEC3-Genfamilie gehort, wie auch ADAR, zu den sog. ,,RNA editing-Genen*.
RNA editing stellt eine posttranskriptionale Modifikation der Gensequenz dar. Dabei
kann es sich um die Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basen, oder um die
Substitution einer Base handeln (Maas und Rich, 2000). Wéahrend ADARI und ADAR2
eine Substitution von Adenosin durch Inosin bewirken (A>I-Editing) (Yang et al., 2003;
Levanon et al., 2004), regulieren die Mitglieder der APOBEC3-Genfamilie den
Austausch von Cytosin durch Uracil (C>U-Editing) (Turelli und Trono, 2005).

Wie ADAR beeinflussen auch Mitglieder der APOBEC3 Familie posttranskriptionale
Modifikationen in verschiedenen Viren. Darunter sind besonders APOBEC3G,
APOBEC3F und APOBEC3B, aber z.B. auch APOBEC3C von Bedeutung. Sie bewirken
antivirale Effekte gegeniiber HIV und anderen Lentiviren durch Deaminierungen von

Cytosin im Virus-DNA-Minusstrang (Franca et al., 2006).

Auch die Replikation von Hepatitis B Viren kann mittels APOBEC3-Genen inhibiert
werden (Turelli und Trono, 2005). Dabei scheint Editing keine bzw. nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Derzeit wird diskutiert, dass APOBEC3-Proteine
mittels nicht-katalytischer Mechanismen das Verpacken der viralen pragenomischen

RNA ins Nukleokapsid blockieren, den Reverse-Transkriptions-Komplex destabili-
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sieren und die Akkumulation der HBV-DNA in die Virionen verhindern (Chiu und
Greene, 2006).

Untersucht wurden die Gene ADAR2, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F und
APOBEC3G hinsichtlich ihrer Expression in HL-60-Zellen nach 24-stiindiger
Inkubation mit den Flavonoiden Scutellarein (10/50/100 puM), Hispidulin (10/50/
100 uM), Quercetin (50/100 uM) bzw. Xanthohumol (10 pM).

Alle vier untersuchten Gene der APOBEC3-Familie zeigten unter Flavonoidexposition
ein nahezu einheitliches Expressionsmuster (Abb. 3.38). Unter Einflull von Scutellarein
(10/50/100 pM) verringerte sich die Expression von APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3F und APOBEC3G mindestens um den Faktor 2 im Vergleich zu den
unbehandelten HL-60-Zellen. Eine Ausnahme stellt APOBEC3G dar. Hier ergab sich
nach Exposition mit Scutellarein in der Konzentration 50 uM ein Expressionsfaktor von

0,8.

Hispidulin zeigte in allen Versuchen die stirkste Expressionsverringerung in der
Konzentration 10 pM. Fiir alle vier untersuchten Gene ergab sich hierbei ein

Expressionstaktor zwischen 0,2 und 0,3.

Die von Quercetin initiierte konzentrationsabhéngige Abnahme der Genexpression war
sowohl fiir APOBEC3B und APOBEC3C, als auch fiir APOBEC3F und APOBEC3G zu
beobachten. Die Expressionsratio verringerte sich von 0,8 (APOBEC3C, APOBEC3F,
APOBEC3G) bzw. 1,0 (APOBEC3B) fiir Quercetin in der Konzentration 50 uM auf
Werte von ca. 0,2 fiir alle vier Gene nach Exposition mit Quercetin in der Konzentration

100 pM.

Unter Einfluss von Xanthohumol zeigte sich in keinem der vier untersuchten
APOBEC3-Gene eine Expressionsabschwédchung. Die Expressionsfaktoren stiegen
hingegen nach Exposition mit Xanthohumol (10 uM) auf Werte zwischen 1,5 und 2,0

relativ zur Kontrolle.
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Abb. 3.38: Relative Expressionswerte der Gene ADAR2, APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3F und APOBEC3G in HL-60-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Scutellarein

(Scut) (10/50/100 uM), Hispidulin (Hisp) (10/50/100 uM), Quercetin (Q) (50/100 uM) und
Xanthohumol (Xan) (10 uM). Aufgetragen sind Mittelwerte sowie die Standardabweichung der
relativen Expressionswerte aus unabhingigen Realtime-PCR-Experimenten. * : signifikante
Verinderung relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen; Ratio = 1) (One-way-Anova; Kruskal-

Wallis-Test; p < 0,05). (Fiir Xanthohumol war eine Signifikanzbestimmung mittels dieses Tests
nicht méglich.).

Das Gen ADAR? zeigte unter Flavonoidexposition ein dhnliches Expressionsmuster wie
ADARI (Abb. 3.36 und Abb. 3.38). Nach Exposition mit den Flavonoidlosungen
Scutellarein, Hispidulin und Quercetin zeigten sich in Ubereinstimmung mit ADARI
auch bei ADAR2 im Vergleich zur Kontrolle verringerte Expressionsstirken. Lediglich
Scutellarein (50 uM) und Hispidulin (50 uM) wichen wiederum ab. Wéhrend sich die
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ADAR?2-Expression in den Konzentrationen 10 und 100 uM auf 0,2- bis 0,4-fache
Expression flir Scutellarein bzw. Hispidulin verringerte, lag die Expressionsratio fiir
diese beiden Flavone (je 50 uM) bei Werten von 1,2- bzw. 0,7-facher Expression

jeweils relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen).

Fiir Quercetin ist eine Expressionsratio von 0,1 fiir ADAR2 bei beiden untersuchten
Konzentrationen ermittelt worden. Fiir ADARI wurde nach Exposition mit Quercetin
eine konzentrationsabhéngige Abnahme der Expressionsstirke in HL-60-Zellen beo-
bachtet. Dabei sank die Expressionsratio unter Quercetinexposition auf Werte von 0,7

bzw. 0,4 (fiir die Konzentrationen 50 bzw. 100 uM).

Nach Exposition mit Xanthohumol (10 pM) zeigte ADAR2 in den Realtime-PCR-
Analysen keine verringerte Expression im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte
Zellen). Als Expressionsratio wurde ein Wert von 1,5 ermittelt. Fiir ADAR] ist ein Wert

von 1,2-facher Expression relativ zur Kontrolle erzielt worden (Abb. 3.36).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten: Um die Flavonoide Hispidulin, Scutellarein,
Quercetin und Xanthohumol hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen Wirkung in HL-
60-Zellen zu untersuchen, wurden Genexpressionsstudien durchgefiihrt. Hierbei wurde
die Expression der Gene STK4, CHD4, ARHGDIB, IL16, ISG20, PFNI und SOD2 nach
Flavonoidexposition (signifikant) auf 0,3-0,4-fache Expressionsstirke im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle reduziert. Diese Gene zdhlen vor allem zur Klasse der fiir
Strukturen der Antigenaufnahme bzw. der Signaltransduktion kodierenden Gene. IL16
zahlt zu den Entziindungsmediatoren (Deng und Shi, 2006). Das erhaltene
Expressionsmuster weist auf eine antiinflammatorische und immunsupressive Wirkung
der untersuchten Flavonoide hin und spiegelt das (cyto)protektive Profil dieser

Substanzen wider.

Die Expression von ADARI wurde nach Flavonoidexposition am stirksten und am
konsistentesten verdndert. Die Expression dieses Gens wurde von allen vier
untersuchten Flavonoidlosungen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen in den
Array-Experimenten signifikant reduziert. Unter Scutellarein-Einflul zeigte sich eine

konzentrationsabhédngige Expressionsverringerung von ADARI.
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Die Ergebnisse aus den Arrays liefen sich mittels Realtime-PCR beispielhaft fiir vier
ausgewdhlte Gene bestdtigen. Im Falle von ADARI fand eine Verifizierung der

Ergebnisse zusitzlich auch auf Proteinebene mittels Western Blots statt.

ADAR reguliert, als sog. ,,RNA editing-Gen®, eine posttranskriptionale Modifikation,
die RNA-Editierung. Alle bekannten neuronalen A-zu-I-Editierungen werden dabei

durch ADARI und ADAR?2 katalysiert (Schmauss und Howe, 2002).

Auch der Effekt von Flavonoiden auf die Expression von ADAR2 wurde mittels
Realtime-PCR untersucht. Dabei zeigte sich ein dhnliches Expressionsmuster wie fiir
ADARI. Nach Exposition mit Scutellarein, Hispidulin und Quercetin verringerte sich
die Expression beider Gene; nach Xanthohumol-Exposition zeigte sich keine

Herabregulierung.

Dariiber hinaus wurden Effekte von Flavonoiden auf die Expression weiterer RNA
editing-Gene, ausgewdhlte Mitglieder der APOBEC3-Genfamilie, untersucht. Dabei
verdnderte sich das Expressionsmuster von APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F und
APOBEC3G nahezu einheitlich nach Flavonoidexposition. Unter Einfluss von
Scutellarein, Hispidulin und Quercetin ergaben sich Expressionsfaktoren zwischen 0,8
und 0,2 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte HL-60-Zellen). Nach Exposition mit
Xanthohumol stiegen die Expressionsfaktoren hingegen auf Werte zwischen 1,5 und 2,0

relativ zur Kontrolle.

Damit ist zum ersten Mal gezeigt worden, dass Flavonoide die Expression von sog.
»RNA editing-Genen* beeinflussen konnen. Dies eréffnet ganz neue Moglichkeiten von
Wirkmechanismen dieser Stoffgruppe insbesondere auch im Hinblick auf neuro-

protektive, immunmodulatorische sowie virologische Fragestellungen.
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3.4 Beeinflussung der Exzitotoxizitat am Beispiel der Gluta-
matrezeptoruntereinheit GIuR 2

Als Exzitotoxizitit wird die Apoptose von Nervenzellen, ausgelost aufgrund tiberméaBig
freigesetzter Neurotoxine, z.B. Glutamat, bezeichnet (Bruno et al., 1993; Castillo und
Babson, 1998). Exzitotoxizitdt kann an Prozessen sowohl akuter, als auch chronischer
neurologischer Erkrankungen beteiligt sein und wird unter anderem mit
neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson, M. Huntington oder M.

Alzheimer in Verbindung gebracht (Beal, 1992; Miiller, 1998).

Glutamatrezeptoren, insbesondere AMPA-Rezeptoren, stellen aufgrund ihrer Bedeutung
bei der Regulierung der Ca*"-Permeabilitit der Kanile wichtige Mediatoren der
Exzitotoxizitit dar (Choi, 1992; Rothman und Oley, 1995). So nimmt man an, dass
RNA editing in Glutamatrezeptoren an Prozessen der Exzitotoxizitit beteiligt ist
(Vollmar et al., 2004). Aber auch ein Zusammenhang mit dem Auftreten neurologischer

Erkrankungen wie Epilepsie wird diskutiert (Beal, 1992).

Aus den unter Punkt 3.3 beschriebenen Genexpressionsversuchen war bekannt, dass die
hier untersuchten Flavonoidldsungen die Expression sogenannter ,,RNA editing-Gene*
verdandern. So zeigte beispielhaft das Gen ADARI in den Array-Experimenten sowohl
die stdrksten, als auch die konsistentesten Expressionsverringerungen nach
Flavonoidexposition. Des Weiteren wurde auch die Expression von ADAR2 und von

Mitgliedern der APOBEC3-Genfamilie beeinflusst.

Um die funktionellen Effekte einer durch Flavonoide verdnderten Expression dieser
Gene in HL-60-Zellen zu untersuchen, wurde die AMPA-Glutamatrezeptoruntereinheit

GluR 2 gewihlt.

Abbildung 3.39 zeigt die genomische Organisation der Glutamatrezeptoruntereinheit
GluR 2. Wie im Abschnitt 2.3.4.3 bereits beschrieben, besitzt GluR 2 zwei bekannte
RNA editing-Stellen, die sog. Q/R- und die R/G-Position. Dariiber hinaus liegt GluR 2
nach heutigem Kenntnisstand in zwei Spleiflvarianten, den sog. ,,flip“- und ,,flop*-

Varianten vor (Zhou, 2001; Vollmar, 2004) (Abb. 3.39 und 3.41).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Abb. 3.39: Genomische Organisation der Glutamatrezeptoruntereinheit GIuR 2 mit 17 Exons.

Eingezeichnet sind die beiden RNA editing-Positionen, Q/R (orange) und R/G (rot), sowie die
alternativ gespleiiten Exons flop (blau) und flip (gelb).

3.4.1 Spleildvarianten von GIuR 2

Zunichst wurde untersucht, inwieweit die Substanzen Scutellarein und Xanthohumol
EinfluBl auf das Auftreten verschiedener Spleiflvarianten von GluR 2 in HL-60-Zellen
nehmen. Hierzu wurde mittels der Primer R/G-V48+ und flip/flop-, welche die aus der
Literatur beschriebenen Spleilstellen flankieren, ein PCR-Produkt amplifiziert und

anschlieBend mittels Gelelektrophorese ausgewertet (Abb. 3.40).

Dabei traten flir Scutellarein zwei Amplicons unterschiedlicher Lénge auf. Je nach
Konzentration war das kiirzere, ca. 500 bp lange Amplicon (fiir 10 und 50 puM), bzw.
fir 100 uM das léngere, ca. 600 bp-Amplicon, zu beobachten. In der Kontrolle

(unbehandelte Zellen) zeigten sich beide Amplicons.

Fiir Xanthohumol trat in der Konzentration 10 uM nur das lingere Amplicon auf.

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, um welche Spleilvarianten es sich jeweils
handelte, wurden die beiden Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten, hieraus die

DNA extrahiert und mittels der Primer R/G-V48+ und flip/flop- sequenziert.
Dabei ergab sich folgendes Ergebnis:

Das 500 bp lange Amplicon wurde durch Sequenzabgleich zur GluR 2-Sequenz als die
in der Literatur beschriebene ,,flip“-Variante identifiziert. Bei dieser Variante fehlt das

flop-Exon vollstindig (Abb. 3.41).
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Abb. 3.40: Gelelektrophorese der mittels der Primer R/G-V48+ und flip/flop- amplifizierten
PCR-Produkte von GIluR 2 mit der RNA aus HL-60-Zellen nach Exposition mit Scutellarein
(Scut) (10/50/100 uM) (oben) bzw. Xanthohumol (Xan) (10 uM) (unten) im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (Kontrolle; Kont.). Mit aufgetragen ist ein 100 bp Standard (Std.).
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Das ldngere Amplikon hingegen stellt eine neue, in der Literatur noch nicht
beschriebene Spleilvariante dar. Bei dieser Variante des GluR 2-Transkriptes sind

sowohl flip-, als auch flop-Exon vorhanden.

Exon 13 Exon 14 Exon 15 Exon 16

flop flip

B

Abb. 3.41: Schematische Darstellung der erwarteten Spleilvarianten ,,flip* (A) und ,,flop* (B)
des GIuR 2-Transkriptes. Eingezeichnet sind die Positionen der fiir die PCR verwendeten
Primer: R/G-V48+ in Exon 13 und flip/flop- in Exon 16.

Aus diesen mittels PCR durchgefiihrten Experimenten konnen lediglich qualitative
Aussagen liber das Auftreten der verschiedenen Spleiflvarianten getroffen werden. Um
quantitative Schliissse iiber die prozentuale Verteilung der jeweils vorkommenden
SpleiBvarianten unter dem Einflu verschiedener Flavonoid-substanzen treffen zu

konnen, wurden weitere, quantitativ ausgerichtete Experimente durchgefiihrt.

Vollmar et al. entwickelten 2004 einen enzymatischen Assay zur Quantifizierung von
,»flip*“- und ,,flop*“-Spleifvarianten der AMPA-Rezeptoruntereinheit GluR 2. Dabei wird
anhand des stattgefundenen bzw. nicht-erfolgten Verdaus des PCR-Amplifikates mit
den Enzymen St I und Hga 1 eine Differenzierung zwischen den beiden

Spleifvarianten vorgenommen (Vollmar et al., 2004).
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Analog hierzu wurde mittels flankierender Primer (R/G-V48+ und flip/flop-) ein
605 bp-langes PCR-Produkt amplifiziert. Dieses wurde bei den jeweiligen optimalen
Reaktionsbedingungen (Puffer, Temperatur) mit Stu [ bzw. Hga I {iber Nacht inkubiert

und der Verdau anschlieBend mittels Gelelektrophorese ausgewertet.

Die Erkennungssequenz des Enzyms Stu 1 liegt im flop-Exon von GIuR 2. Bei einem
Restriktionsverdau spaltet Stu I das amplifizierte PCR-Produkt in zwei Fragmente mit je

183 bzw. 422 bp (Tabelle 3.3).

Die Erkennungssequenz des Enzyms Hga I liegt hingegen im flip-Exon von GluR 2.
Nach dem Restriktionsverdau betrigt die Lange der beiden auftretenden Fragmente 287

bzw. 318 bp (Tabelle 3.3).

Anhand der Lénge der erhaltenen Fragmente ist dann eine Differenzierung zwischen

den verschiedenen Varianten moglich.

Tabelle 3.3: Quantifizierung der ,.flip“- und ,flop“-Spleilvarianten von GIluR 2 mittels
enzymatischen Verdau mit Stu [ und Hga 1.

Nachweis von ,,flip“- und ,,flop“-SpleilRvarianten
Spez. Linge des PCR- Fragmentlidngen
Enzym Erkennungssequenz Amplifikates nach
in p Restriktionsverdau
Stu 1 flop 605 bp 183 bp; 422 bp
Hgal flip 605 bp 287 bp; 318 bp

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten waren die Banden nach
Restriktionsverdau mit Stu I bzw. Hga 1 nur sehr schwach ausgeprigt. In diesem
Zusammenhang war eine Quantifizierug des Auftretens der verschiedenen
Spleiflvarianten in HL-60-Zellen unter Flavonoideinflu mittels dieses enzymatischen

Assays nicht moglich.
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Fasst man zusammen, so ergibt sich: AMPA-Rezeptoren stellen wichtige Mediatoren
der Erregungstoxizitit dar. In der Literatur wurde bisher beschrieben, dass die AMPA-
Glutamatrezeptoruntereinheit GIuR 2 jeweils in zwei Formen auftritt (Zhou, 2001;
Vollmar, 2004). Die durch alternatives Spleilen entstechenden Varianten werden als
HHip* bzw. ,flop*“ bezeichnet. Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimente konnte gezeigt werden, dass dariiber hinaus auch nicht-gespleiite GluR 2-

Transkripte auftreten, in denen sowohl das flip-, als auch das flop-Exon enthalten sind.

Bei der Uberpriifung von Flavonoiden hinsichtlich ihres Effektes auf das Spleil3-
verhalten von GluR 2 wurden dariiber hinaus folgende Beobachtungen gemacht: Die
untersuchten Flavonoide scheinen das Spleilverhalten von GIuR 2-Transkripten

gerichtet zu verdndern, ein einheitliches Muster war dabei aber nicht zu erkennen.

3.4.2 Editierung von GIuR 2-Transkripten

Aber nicht nur die verschiedenen SpleiBBvarianten von GIuR 2, sondern auch die ,,Q/R-
editing““-Position der AMPA-Glutamatrezeptoruntereinheit GluR 2 wurde beziiglich

einer Beeinflussung durch Flavonoidexposition in HL-60-Zellen von uns untersucht.

Die ,,Q/R-editing“-Position ist in der Transmembran-Region II (TM II) der
Proteinstruktur der Untereinheit GIuR 2 lokalisiert. Die in der genomischen DNA
codierte Aminosdure Glutamin (Q) im Bereich des Exons 11 wird auf Ebene der
messenger-RNA in die Aminosdure Arginin (R) umcodiert. Durch Bindung einer
Adenosindeaminase an das Primértranskript im Kern kommt es zur Bildung von Inosin
aus Adenin (Rueter et al., 1995). Nachfolgend wird Inosin als Guanin interpretiert und
das Triplet CAG fiir Glutamin (Q) wird zu CGG fiir Arginin (R). Aus diesem Grund
wird dieser Vorgang auch als Q/R-Editierung bezeichnet.

Die Editierung der Q/R-Position ist fiir den Glutamatrezeptor von wesentlicher
funktioneller Bedeutung. Als Folge der Editierung besitzt der Kanal eine geringere
Leitfihigkeit (Swanson et al., 1996) und insbesonders eine vermindete Ca’'-

Leitfahigkeit (Hume et al., 1991; Verdoorn et al., 1991; Egebjerg und Heinemann,
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1993; Washburn et al., 1997). Des Weiteren zeigt der Rezeptor eine veridnderte Strom-

Spannungs-Kennlinie (Dingledine et al., 1999).

Um die Q/R-Editierung der AMPA-Rezeptoruntereinheit GluR 2 in HL-60-Zellen nach
Flavonoidexposition zu analysieren und gleichzeitig zu quantifizieren, wurde die

Methode der Sequenzierung gewdhlt.

CTTTATGC

|
NV

) AL
CTTTATGCGGCAAGGA

T

Abb. 3.42: Teil der Sequenz des GIuR 2-Transkriptes. Mit einem Pfeil ist die nicht-editierte (A)
(oben) bzw. editierte (G) (unten) Q/R-Position gekennzeichnet.

Hierzu wurden HL-60-Zellen fiir 24 h mit Scutellarein (50/100 pM) inkubiert.
AnschlieBend wurde die RNA der Zellen isoliert und mittels RT-PCR in ¢cDNA
tiberfiihrt. Mit der cDNA aus mit Scutellarein inkubierten bzw. unbehandelten Zellen
und den Primern Q/R-V13+ und Q/R-V24- wurde ein 369 bp langes PCR-Produkt
amplifiziert. Nach der Gelelektrophorese wurden die gesuchten Banden aus dem

Agarosegel ausgeschnitten, die DNAs extrahiert und kloniert. Zur Quantifizierung der
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GluR 2 Q/R-Editierung wurden als Kontrolle 12 Klone der DNA aus unbehandelten
HL-60-Zellen sowie 14 bzw. 10 Klone der DNA aus mit Scutellarein 50 uM bzw. 100
uM inkubierten Zellen sequenziert (Abb. 3.42).

Tabelle 3.4: Quantifizierung der Q/R-Editierung der Glutamatrezeptoruntereinheit GluR 2.
Untersucht wurden insgesamt 36 Klone der DNA aus unbehandelten HL-60-Zellen (Kontrolle),
bzw. aus fiir 24 h mit Scutellarein (50/100 pM) inkubierten Zellen. Scutellarein zeigte hierbei
eine signifikante Verdnderung der Editierungshiufigkeit der Q/R-Position (Contingency tables-
Test; Chi-square test for trend; p < 0,0001).

unbehandelt Scutellarein Scutellarein
(50 uM) (100 pM)
untersuchte 1 B N
Klone
G
(..editiert) 12 14 )
(,,nicht editiert*) ) - 8

Bei der Editierung der Q/R-Stelle in der Glutamatrezeptoruntereinheit GluR 2 kommt
es, kontrolliert durch ADAR, zu einem Austausch der Basen A zu I, wobei I im

weiteren als G interpretiert wird.

Alle 14 untersuchten Klone der mit Scutellarein (50 uM) fiir 24 h inkubierten HL-60-
Zellen waren, wie auch alle 12 Klone der Kontrollgruppe der unbehandelten Zellen,
editiert. Von den 10 Klonen der mit Scutellarein (100 uM) behandelten HL-60-Zellen
zeigten nur 2 Klone die editierte Base G. Acht Klone hingegen waren nicht editiert und
wiesen an der Q/R-Position ein A auf (Tabelle 3.4). Scutellarein bewirkte somit eine
signifikante Verdnderung der Editierungseffizienz der Q/R-Position in GluR 2 im

Modell der HL-60-Zellen.
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Die Editierung der Q/R-Position der Glutamatrezeptoruntereinheit GluR 2 beeintrichtigt
die Ca®'-Permeabilitit der Kanile der mit dieser Untereinheit aufgebauten AMPA-
Rezeptoren. Wihrend Kanile mit einer editierten GluR 2-Untereinheit keine Leit-
fihigkeit fiir zweifach geladene Ionen, insbesondere fiir Ca**-Ionen besitzen, verfiigen
Kanile, die aus der nicht-editierten Version von GIluR 2 aufgebaut sind, iiber eine

ausgeprigte Leitfihigkeit fiir Ca®*-Ionen (Hollmann et al., 1991).

Studien zeigten, dass in Gehirnen von adulten Ratten nahezu alle GluR 2 mRNAs
editiert sind (Burnashev et al., 1992; Takuma et al., 1999). Wéhrend einige Autoren
berichten, dass auch im humanen postnatalen Gehirn die Q/R-Position von GluR 2 zu
iiber 99% editiert vorliegt (Sommer et al., 1991; Swanson et al., 1997), wird diese
Aussage von anderen Forschern insoweit spezifiziert, als dies nur fiir gewisse
Gehirnregionen korrekt sei. So wird die Editierungs-Effizienz der Q/R-Position der
GluR 2 mRNA in der préifrontalen weilen Substanz insoweit beschrieben, dass nur 94%
aller GluR 2 Q/R-Positionen editiert sind (Akbarian et al., 1995; Takuma et al., 1999).
Dass der Grad der Editierung einer bestimmten Position innerhalb verschiedener
Gehirnregionen variieren kann, wird auch in anderen Berichten erldutert (Burns et al.,

1997; Niswender et al., 1999).

AMPA-Rezeptoren stellen aufgrund ihrer Bedeutung bei der Regulierung der Ca?'-
Permeabilitdt der Kanidle wichtige Mediatoren der Exzitotoxizitit dar (Choi, 1992;
Rothman und Oley, 1995; Rump et al., 1996). Exzitotoxizitit kann an Prozessen sowohl
akuter, als auch chronischer neurologischer Erkrankungen beteiligt sein (Beal, 1992).
Inwieweit die Editierung der Q/R-Position in GluR 2 jedoch in direkter Beziechung mit

neurologischen Erkrankungen steht, wird noch diskutiert.

Bei Untersuchungen der Editierungs-Effizienz der Q/R-Position von GluR 2 mRNA in
neuronalen Zellen des ZNS von Gesunden gegeniiber an ALS (amyotrophic lateral
sclerosis) erkrankten Personen variierte die Editierungs-Effizienz von 0% bis hin zu
100% innerhalb der Gruppe der an ALS erkrankten Individuen. Die Q/R-Position war in
dieser Gruppe zu 56% nicht vollstindig editiert, wihrend in der Kontrollgruppe eine

100%-i1ge Editierung nachgewiesen wurde (Kwak und Kawahara, 2005).
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In anderen Studien konnte hingegen kein Zusammenhang zwischen Ischdmie und der
Modifizierung der Q/R-Position der AMPA-Rezeptoren gefunden werden (Rump et al.,
1996).

Zunidchst wurde ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Epilepsie und
Verdnderungen im Editierungsprozess der Q/R-Position in GluR 2 vermutet. Diese
Annahme konnte jedoch nicht bestétigt werden. Bis auf zwei Ausnahmen lagen alle
untersuchten GluR 2-Transkripte aus dem Hippocampus der an Epilepsie erkrankten

Patienten mit vollstdndig editierter Q/R-Position vor (Grigorenko et al., 1998).

Die funktionale Relevanz von uneditierten GluR 2-Untereinheiten wurde mittels
Studien an Miusen, welche ein GIuR 2-Allel mit Arginin-Codon besitzen, untersucht.
Die Ergebnisse zeigten, dass ein erhdhter Calcium-EinfluB durch AMPA-Rezeptoren

keine pathophysiologischen Konsequenzen bewirken muss (Kask et al., 1998).

Davon abgesehen wurde eine Beeinflussung von Gliazellen durch die mittels Editierung
verdnderte Ca®’-Permeabilitit der Rezeptoren aufgezeigt. Untersuchungen zeigten, dass
eine reduzierte Ca*"-Permeabilitit von GluR 2-Rezeptoren im Kleinhirn zu morpho-
logischen Verdnderung in benachbarten Gliazellen und schlieBlich zum Verlust

synaptischer Verbindungen fiithren kann (Iino et al., 2001).

Der Editierungs-reduzierende Effekt von Scutellarein und die dadurch erhohte Ca*"-
Permeabilitit der GluR 2-Rezeptoren stellt in diesem Zusammenhang, neben z.B. den
antioxidativen Effekten von Flavonoiden, einen weiteren moglichen Mechanismus fiir

die neuroprotektiven Eigenschaften dieser Stoffgruppe dar.

Kwak und Kawahara zeigten kiirzlich, dass die Editierungs-Effizienz von GluR 2 in
Zusammenhang mit der Aktivitit von Proteinen der RNA-spezifischen Adenosin
Deaminase steht (Kwak und Kawahara, 2005). Analog hierzu konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine Verringerung der ADAR-Expression unter Scutellarein-
Einflu8 sowohl auf RNA- (ADARI und ADAR?2) als auch auf Proteinebene (ADARI1)

nachgewiesen und eine Reduzierung der Editierungseffizienz der Q/R-Position in
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GluR 2 nach Scutellarein-Exposition im Modell der dendritischen HL-60-Zellen gezeigt

werden.
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3.5 Untersuchung antiviraler Effekte anhand des Hepatitis B

Virus

Die Aktivitdten von Flavonoiden in Bezug auf die Immunantwort bleiben nicht nur auf
wirtsspezifische Effekte beschriankt, sondern beinhalten auch direkte Wirkungen auf

humanpathogene Erreger.

Antivirale Effekte von Flavonoiden sind in der Literatur vielfdltig beschrieben worden
(Vlietinck et al., 1998; Middleton et al., 2000). Fiir das Flavonol Quercetin wurden
bereits 1985 antivirale Effekte gegen Herpes-simplex-Viren Typ 1, Polio-Viren Typ 1,
Parainfluenza-Viren Typ 3 und RS-Viren (Respiratory-Syncytial-Viren) gezeigt (Kaul et
al., 1985). Auch eine Beeinflussung der Replikation von HIV durch Flavonoide hat man
nachgewiesen (Fesen et al., 1993; Brinkworth et al., 1992; Hu et al., 1994; Middleton et
al., 2000). Fiir Quercetin und Baicalein beobachtete man anti-HIV-Effekte durch
Inhibierung der HIV-1 reversen Transkriptase (Tao, 1992; Ono et al., 1990). Fiir
Wogonin wurde iiber anti-Hepatitis B Virus Effekte in einer humanen Zelllinie berichtet

(Huang et al., 2000).

Fiir Untersuchungen antiviraler Effekte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde
das Flavon Scutellarein verwendet. Eventuelle antivirale Effekte dieses Flavons sollten
anhand des Hepatitis B Virus am Modell der primiren humanen Hepatocyten

nachgewiesen werden.

3.5.1 HBV-Experimente

Primére humane Hepatocyten wurden mit dem Serum von an chronischer Hepatitis B
erkrankten Patienten infiziert und bei tdglichem Mediumwechsel fiir 21 Tage mit bzw.
ohne Scutellarein (100 uM) kultiviert (Experimente V1 und V2). Um Aussagen iiber
den jeweiligen Infektionsgrad machen zu konnen, wurden die Virus-DNA-
Konzentration, die HBsAg- und die HBeAg-Konzentrationen gemessen. Alle Be-

stimmungen wurden in den Zelliiberstinden jeweils an den Tagen 1, 2, 3 und dann jeden
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zweiten Tag, d.h. an Tag 5, 7, 9 usw. bis zum Tag 21 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass Scutellarein (100 uM) die HBV-Replikation der Hepatomzellen deutlich inhibieren
konnte. Die antiviralen Effekte von Scutellarein waren sowohl anhand der Virus-DNA-

Konzentration, als auch bei der HBs- und HBe-Antigenproduktion zu beobachten.

Im Detail ergaben sich die folgenden Ergebnisse.

3511 HBV-DNA-Konzentration

Die Virusreplikation wurde vom Flavon Scutellarein (100 pM) inhibiert. Die DNA-
Konzentration der Hepatitis B Viren verringerte sich hierbei um nahezu zwei
Zehnerpotenzen im ersten Experiment (V1) bzw. um eine Zehnerpotenz in einem

zweiten Versuch (V2).

Am Tag 0 wurde das infektiose Serum auf die primédren Hepatocyten gegeben. Hieraus
resultierte eine hohe HBV-DNA-Konzentration im Zelliiberstand am Tag 1. Durch
nachfolgendes 10-maliges Waschen mit Zellkulturmedium innerhalb der folgenden zwei
Tage wurden ungebundene Hepatitis B Viren entfernt, wodurch die Virus-DNA-
Konzentration sowohl in den behandelten, als auch in den unbehandelten Zellen
deutlich absank. Erst zwischen dem dritten und dem fiinften Tag nach Infektion der
Zellen kommt die Replikation von HBV in Gang, d.h. die Synthese von Hepatitis B
Viren in den primédren Hepatocyten wird gestartet. Folglich stieg die Konzentration an
HBV-DNA ab diesem Zeitpunkt wieder an. Die mit Scutellarein (100 pM) inkubierten
Zellen zeigten hierbei in zwei durchgefiihrten Experimenten einen sehr viel geringeren

Anstieg der HBV-DNA-Kurve als die unbehandelten ,,Kontroll-Zellen* (Abb. 3.43).
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Abb. 3.43: Verlauf der Hepatitis B Virus Infektion von mit Scutellarein 100 uM inkubierten
Zellen (tiirkis) im Vergleich zur Kontrollkurve (blau) dargestellt anhand der Konzentration an
HBV-DNA in Kopien je ml iiber einen Zeitverlauf von 21 Tagen nach Infektion der priméren
humanen Hepatocyten mit infektiosem Serum. Oben ist das Experiment V1, unten das
Experiment V2 dargestellt.

3.5.1.2  HBs- und HBe-Antigenkonzentrationen

Die Antigene HBs und HBe stellen leicht nachweisbare serologische Marker dar, mittels

derer Aussagen iiber den Verlauf einer HBV-Infektion gemacht werden konnen.

Sowohl die Konzentration des Oberflichenantigens HBs, als auch die Konzentration an

HBe wurden in beiden Versuchsreihen (V1 und V2) von Scutellarein (100 pM)
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verringert. Beide Antigene zeigten den gleichen Kurvenverlauf wie in den DNA-

Konzentrations-Graphen (Abb. 3.44 und 3.45).
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Abb. 3.44: Verlauf der Hepatitis B Virus Infektion von mit Scutellarein 100 uM inkubierten
Zellen (tirkis) im Vergleich zur Kontrollkurve (blau) dargestellt anhand der Konzentration an
HBsAg in ng/ml iiber einen Zeitverlauf von 21 Tagen nach Infektion der primédren humanen
Hepatocyten mit infektiosem Serum. Oben ist Experiment V1, unten Experiment V2 dargestellt.

Zu Beginn der Versuchsreihen war eine hohe Antigenkonzentration aufgrund der
Zugabe des infektiosen Serums zu beobachten. Es folgte eine Abnahme der
Antigenkonzentrationen bis zum Start der Virusreplikation und anschlieendem

erneutem Anstieg der Antigenkonzentrationen. Scutellarein (100 uM) konnte hierbei die
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Konzentration an Oberflichenantigen HBsAg um 40% im ersten Versuch (V1), bzw.
um 48% in einem zweiten Experiment (V2) (im Vergleich zu den unbehandelten Zellen)
verringern (Vergleich der maximalen HBsAg-Werte von mit Scutellarein-behandelten

und unbehandelten PHH in beiden Infektionsversuchen) (Abb. 3.44).
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Abb. 3.45: Verlauf der Hepatitis B Virus Infektion von mit Scutellarein 100 uM inkubierten
Zellen (tiirkis) im Vergleich zur Kontrollkurve (blau) dargestellt anhand der Konzentration an
HBeAg in ng/ml iiber einen Zeitverlauf von 21 Tagen nach Infektion der primidren humanen
Hepatocyten mit infektiosem Serum. Oben ist Experiment V1, unten Experiment V2 dargestellt.
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Das HBe-Antigen stellt den stabilsten Parameter bei der Analyse des Verlaufs einer
Hepatitis B Infektion im verwendeten Versuchsmodell dar. Das HBeAg befindet sich,
im Gegensatz zu HBsAg, weder in den infektiosen Viruspartikeln, noch in den nicht-
infektidsen subviralen Partikeln des zur Infektion der Hepatocyten verwendeten Serums.
Die somit zu Beginn des Infektionsversuchs im Vergleich zu HBsAg geringe
Konzentration an HBeAg, kann durch die Waschschritte an Tag 1 und 2 nach Infektion
der Zellen aufgrund der geringen Grofle von HBeAg und der sehr guten Loslichkeit
dieses Antigens auf Werte bis zu 0,1 ng/ml gesenkt werden. Erst nach Start der
Replikation der Hepatitis B Viren in den primdren Hepatocyten steigt die HBeAg-
Konzentration wieder deutlich an. Dabei kann bei HBeAg, im Gegensatz zu HBsAg, in
den unbehandelten ,,Kontroll-Zellen* auch meist die Anfangskonzentration an Antigen

wieder erreicht werden.

Scutellarein (100 uM) verringerte die HBe-Antigenkonzentration im Modell der
primdren humanen Hepatocyten um 68% im ersten Versuch (V1), bzw. um 82% in
einem zweiten Experiment (V2) im Vergleich zur Kontrollbedingung. (Vergleich der
maximalen HBeAg-Werte von mit Scutellarein-behandelten und unbehandelten PHH in

beiden Infektionsversuchen) (Abb. 3.45).

Die unterschiedlichen Inhibitionseffekte von Scutellarein, gemessen anhand der beiden
Antigene HBsAg und HBeAg, in beiden Experimenten (V1 und V2) kommen aufgrund
der Verwendung unterschiedlicher Zellchargen sowie unterschiedlicher Seren mit
verschiedenen Virusisolaten zur Infektion der humanen primédren Hepatocyten und
hieraus resultierenden unterschiedlichen Infektionseffizienzen im verwendeten Zell-

modell zu stande.

Die Ergebnisse beider Infektionsversuche V1 und V2 wurden (mittels jeweils anbei
durchgefiihrter Standardkurve) normalisiert und der mittlere HBeAg-Inhibitionswert auf
Signifikanz tiberpriift. Hierbei zeigte sich fiir Scutellarein (100 uM) (im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle) eine signifikante (t-test; non-parametric test; Mann-Whitney
Test; p < 0,0001) Reduzierung der HBe-Antigenproduktion im verwendeten Versuchs-

modell der primiren humanen Hepatocyten.
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3.5.2 Cytotoxizitatsstudien von Scutellarein an primaren humanen
Hepatocyten

Um einen toxischen Effekt von Scutellarein in der Konzentration 100 uM als Ursache
fiir eine inhibierende Wirkung auf die HBV-Replikation ausschlieBen zu koénnen,
wurden Cytotoxizititsstudien im Verlauf beider Versuchsreihen (V1 und V2)
durchgefiihrt. Die Vitalitit der Zellen wurde dabei sowohl anhand morphologischer
Parameter (Mikroskop), als auch auf Ebene der Stoffwechselaktivitdt (Umsetzung von

AlamarBlue) kontrolliert.

Abb. 3.46: Mikroskopische Aufnahmen der PHH der Versuchsreihe 1 (V1) am Tag 8 p.i.. A)
Positivkontrolle (unbehandelte Zellen); B) Scutellarein (100 pM)-behandelte Zellen; C)
Negativkontrolle (Zellen nach Antiseptikum-Exposition). Deutlich ist der toxische Effekt des
Antiseptikums zu erkennen. Die mit Scutellarein-behandelten PHH zeigen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen keine morphologischen Verdnderungen, die auf einen toxischen Effekt
von Scutellarein auf die Zellen hinweisen wiirden.

Am Tag 8 nach Infektion der Zellen zeigten sich in beiden Versuchsreihen (V1 und V2)
keine morphologischen Verdanderungen in den mit Scutellarein (100 uM) behandelten

Hepatocyten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Abb. 3.46 und 3.47).
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Abb. 3.47: Mikroskopische Aufnahmen der PHH der Versuchsreihe 2 (V2) am Tag 8 p.i.. A)
Positivkontrolle (unbehandelte Zellen); B) Scutellarein (100 pM)-behandelte Zellen; C)
Negativkontrolle (Zellen nach Antiseptikum-Exposition). Deutlich ist der toxische Effekt des
Antiseptikums zu erkennen. Die mit Scutellarein-behandelten PHH zeigen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen keine morphologischen Verdnderungen, die auf einen toxischen Effekt
von Scutellarein auf die Zellen hinweisen wiirden.

Auch auf Ebene der Stoffwechselaktivitit wurde die Vitalitét der Zellen am Tag 12 und
am Tag 14 nach Infektion der Zellen (in der Versuchsreihe V2) bestimmt. Hierbei ergab
sich in beiden Analysen kein signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten und mit
Scutellarein (100 pM) behandelten Zellen. Lediglich im Vergleich zu den nicht
infizierten PHH ist ein Vitalitdtsverlust durch die Infektion der Zellen mit Hepatitis B
erkennbar (Abb. 3.48).
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Abb. 3.48: AlamarBlue-Cytotoxizitdtstest. Dargestellt ist die Fluoreszenz (als Parameter fiir die
Vitalitit der Zellen) der unbehandelten sowie mit Scutellarein (Scut) (100 pM) behandelten
HBV-infizierten PHH am Tag 12 (tiirkis), bzw. Tag 14 (violett) nach Infektion der Zellen (p.i.)
der Versuchsreihe V1. Zum Vergleich ist die Fluoreszenz unbehandelter (pos. Kont.) sowie mit
70%-Ethanol fiir 15 min. inkubierter (neg. Kont.) nicht-infizierter PHH (blau) mit angegeben.

Somit kann ein toxischer Effekt von Scutellarein (100 uM) auf primdre humane
Hepatocyten als Ursache fiir eine inhibierende Wirkung auf die HBV-Infektion dieser

Zellen ausgeschlossen werden.

3.5.3 Wirkmechanismus

In einem nédchsten Schritt wurde versucht, den Scutellarein-Wirkmechanismus

gegeniiber Hepatitis B Viren zu ermitteln.
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3.5.3.1 RNA Editierung als moglicher antiviraler Mechanismus

Antivirale Agentien konnen in unterschiedlichen Stufen des HBV-Replikationszyklus
eingreifen und damit eine Senkung der Viruslast hervorrufen (Fields und Green, 1982;

WeiB, 1995).

In der Literatur wird iiber RNA Editierung berichtet, einem posttranskriptionalem
Mechanismus, dessen Modifikationen bei verschiedenen antiviralen Effekten von
Bedeutung sein kann. RNA Editierung beinhaltet sowohl einzelne, als auch mehrere
Basen umfassende Insertionen oder Deletionen, als auch Substitutionen Dies kann
oftmals entscheidende Auswirkungen auf die jeweilige Proteinfunktionalitdt haben. Der
gezielte Austausch einzelner Basen wird durch die sog. ,RNA editing-Gene*
kontrolliert. Je nach Expressionsstirke dieser Gene wird eine RNA Editierung
veranlasst. RNA Editierung und seine Folgen sind vor allem fiir neuronale Rezeptoren,
z.B. den Glutamatrezeptoren (vgl. 2.3.4.3) bekannt, werden aber in jlingster Zeit auch

mit antiviralen Effekten in Verbindung gebracht (vgl. 2.3.5.8).

Aus den Genexpressionsstudien mit HL-60-Zellen (vgl. 3.3) war bekannt, dass
Scutellarein die Expression verschiedener ,RNA editing-Gene* beeinflusst. So
verringerte es die Expression von ADARI und ADAR?2, aber auch von Mitgliedern der
APOBEC3-Familie, wie z.B. von APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F und
APOBEC3G. In diesem Zusammenhang erschien eine mdgliche Beteiligung von ,,RNA
editing am antiviralen Wirkmechanismus von Scutellarein gegeniiber Hepatitis B

plausibel.

Es bestehen mehrere Moglichkeiten RNA Editierungen nachzuweisen. Zum einen kann
diese posttranskriptionale Modifizierung auf Enzymebene, wie in den Genexpressions-
studien sog. ,,RNA editing-Gene* in HL-60-Zellen durchgefiihrt, analysiert werden.
Eine weitere, hier in den humanen primiren Hepatocyten verwendete Option, bietet sich

auf Sequenzebene an.

Zur Darstellung von RNA Editierungen wurde das HBV-Infektionsmodell der PHH mit

8-tdgiger Versuchsdauer wiederholt, wobei an den Tagen 1, 4 und 8 jeweils Zellen mit
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und ohne Scutellarein (100 uM)-Behandlung geerntet wurden (Experimente V3 und
V4).

Spezielle Regionen im HBV-Genom wurden mittels Klonierungen und anschlieBenden

Sequenzierungen iiberpriift.
Hierzu wurden zwei Regionen im HBV-Genom ausgewihlt (Abb. 3.49):

- eine Region mit bisher unbekannter Funktionalitit, im Polymerase (P)-Gen
zwischen C- und S-Gen, ins prd-S1-hineinreichend (Region I). Fiir diese Region
sind in der Literatur bereits ,,RNA editing-Stellen* beschrieben worden (Rosler

et al., 2005);

- eine weitere Region im Bereich zwischen X- und C-Gen, die den Basic Core
Promotor (BCP) und das &-Signal beinhaltet (Region II). Der BCP ist eines der
funktionalen Elemente des Core Promotors (CP) des Hepatitis B Virus. Der BCP
ist verantwortlich fiir die richtige Initiation der Transkription sowohl von
pragenomischer (pg) RNA, als auch von pri-core (pre-C) RNA (Kramvis und
Kew, 1999). Der zweite bekannte funktionelle Bereich innerhalb der
ausgewahlten Region ist das e-Signal. Das &-Signal besitzt eine entscheidende
Rolle fiir die Verpackung der viralen RNA ins Nukleokapsid (Junker-Niepmann
et al., 1990; Pollack und Ganem, 1993; Knaus und Nassal, 1993) und ist somit
fiir den gesamten HBV-Replikationszyklus von Bedeutung (vgl. 2.3.5.5).

Aus einem der unter 3.5.1 beschriebenen Infektionsversuche (Experiment V1) wurde
die HBV-DNA der Viruspartikel aus den Zelliiberstinden (ohne bzw. mit Scutellarein-
Behandlung), bzw. die HBV-RNA aus den Hepatocyten (Experiment V3) isoliert und
fiir die Sequenzierungsexperimente verwendet. Dabei wurden, um auch den zeitlichen
Verlauf beobachten zu konnen, beide Regionen in der HBV-DNA aus den
Zelliiberstdnden an den Tagen 1, 9 und 21, und in der HBV-RNA jeweils an den Tagen
4 und 8, aus sowohl mit Scutellarein (100 uM)-behandelten, als auch unbehandelten

Proben untersucht.
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pre-32

pre-31

[-)strand, 2.dkh
[+]strand, 3 .dkh
TATHS

T5-like

Abb. 3.49: Die sequenzierten Regionen des HBV-Genoms: Region I und Region I1.

Jeweils 451 bp (Region I) bzw. 324 bp (Region II) lange Bereiche in den beiden zu
untersuchenden Regionen wurden mittels flankierender Primer (HBV-2+/HBV-2- fiir
Region 1 bzw. HBV-EI+/HBV-EIl- fiir Region II) in der PCR amplifiziert und
anschlieend kloniert. Pro Zeitpunkt (Tag) und ,,Behandlung® wurden mindestens 10
Klone fiir Region I bzw. II von RNA und DNA sequenziert.
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3.5.3.1.1 Region I
Insgesamt wurden 213 Klone von RNA bzw. DNA in der Region I untersucht (Tabelle

3.5). Trotz der groBen Anzahl an untersuchten Klonen konnten nur sporadische

Einzelbasenaustausche beobachtet werden (Abb. 3.50).

Tabelle 3.5: Untersuchte Klone in RNA bzw. DNA der Region 1.

RNA

unbehandelt Scutellarein (100 uM)

Tag 4 Tag 8 Tag 4 Tag 8
13 17 12 15

DNA

unbehandelt Scutellarein (100 uM)

Tag 1 Tag 9 Tag 21 Tag 1 Tag 9 Tag 21
25 23 25 29 27 27
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Tabelle 3.6 zeigt eine Ubersicht einiger Aminosiurenaustausche in Klonen der DNA.

Signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten und mit Scutellarein (100 uM)

behandelten Zellen ergaben sich dabei nicht.

Tabelle 3.6: Ubersicht einiger Einzelbasenaustausche in den untersuchten Klonen der DNA der
Region I (unbehandelt bzw. mit Scutellarein (100 uM) behandelt an den Tagen 1, 9 und 21 nach

Infektion der Zellen).
DNA
Amlnqsaureposmon unbehandelt Scutellarein (100 uM)
im Klon
Tag 1 Tag 9 Tag 21 Tag 1 Tag 9 Tag 21
22xG | 20xG | 25xG | 28xG | 26xG 27 x G
384
3 x 3 x 1 x 1 x
178 25x T 22 x T 22 xT 29 x T 27 xT 27 x T
1 xC 3xC
69 19xT 18 x T 18 xT 27 x T 24 x T 22 xT
6 xC 5xC 7xC 2xC 3xC 5xC
54 24 xT 23 x T 21 x T 21 xT 22 xT 24 x T
1 xC 4xC 8§ xC 5xC 3xC

3.5.3.1.2 Region II

Auch in der Region II fanden sich, wie schon in der Region I, nur sporadische

Einzelbasenaustausche sowohl in der RNA, als auch in der DNA in den hier insgesamt

127 untersuchten Klonen (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7: Untersuchte Klone in RNA bzw. DNA der Region II.

RNA

unbehandelt Scutellarein (100 uM)

Tag 4 Tag 8 Tag 4 Tag 8
15 17 12 14

DNA

unbehandelt Scutellarein (100 pM)

Tag 1 Tag 9 Tag 21 Tag 1 Tag 9 Tag 21
12 12 10 15 10 10

3.53.1.3 Region I nach Zugabe von PNA

Da RNA Editierungen, wenn {iberhaupt, nur in einem sehr geringen Prozentsatz
vorkommen wiirde (Noguchi et al.,, 2005), konnte es sein, dass die Anzahl der
untersuchten Klone noch zu gering ist, um eine realistische Wahrscheinlichkeit zu

haben, tiberhaupt eine solche spezifische Variante finden zu konnen.

Um diese Wahrscheinlichkeit zu erhdhen wurde versucht, analog zu Literaturangaben
durch Zugabe eines spezifisch modifizierten Oligos, PNA (peptide nucleic acid), die
Anzahl an editierten Varianten im PCR-Amplifikat anzureichern (Noguchi et al., 2005;
Kirishima et al., 2002). Eine quantitative Aussage ist nach dieser Modifikation

allerdings nicht mehr moglich.

Eine PCR mit PNA (PNA-2) wurde nur fiir die Region I durchgefiihrt. Hier wurden pro
Zeitpunkt (Tag 1/9/21 fir DNA und Tag 4/8 fiir RNA) und ,,Behandlung® (mit
Scutellarein (100 uM) bzw. unbehandelt) jeweils mindestens 7 Klone fiir RNA und
DNA untersucht (Tabelle 3.8).
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Tabelle 3.8: Untersuchte Klone in RNA bzw. DNA der Region I nach Zugabe von PNA
(PNA-2) zur PCR.

RNA

unbehandelt Scutellarein (100 pM)

Tag 4 Tag 8 Tag 4 Tag 8

15 8 8 8
DNA

unbehandelt Scutellarein (100 uM)

Tag 1 Tag 9 Tag 21 Tag 1 Tag 9 Tag 21
7 8 8 8 7 16

Nach Zugabe von PNA zur PCR konnten erneut nur sporadische Einzelbasen-

austausche beobachtet werden (Tabelle 3.9 und 3.10). Im Vergleich zur PCR ohne

Zugabe von PNA war kein erhohter Austausch an Basen zu erkennen (Abb. 3.50 und

3.53). Lediglich an der direkten PNA-Bindungsstelle (Aminosédurepositionen 365-382 nt

der Region I) war eine erhohte Basen-Austausch-Haufigkeit sowohl in den RNA-, als

auch in den DNA-Proben zu finden (Abb. 3.51 und 3.52).
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Tabelle 3.9: Ubersicht einiger Einzelbasenaustausche in den untersuchten Klonen der RNA der
Region I nach Zugabe von PNA zur PCR (unbehandelt bzw. mit Scutellarein (100 pM)

behandelt an den Tagen 1, 9 und 21 nach Infektion der Zellen).

Aminosaureposition

RNA

unbehandelt

Scutellarein (100 uM)

im Klon
Tag 4 Tag 8 Tag 4 Tag 8
13xG 5xG &8 x G 8 x G
378 1 x 3 x
1xT
13 x 8 x 3 x
376 1 xG 8x G 5xG
1xC
374 14 x G 8 xG 8xG 5xG
1 x 3 x
6xG 8 x G 4xG
1% 15 x 2 x 4 x
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Tabelle 3.10: Ubersicht einiger Einzelbasenaustausche in den untersuchten Klonen der DNA
der Region I nach Zugabe von PNA zur PCR (unbehandelt bzw. mit Scutellarein (100 uM)
behandelt an den Tagen 1, 9 und 21 nach Infektion der Zellen).

DNA
Amlnqsaureposmon unbehandelt Scutellarein (100 uM)
im Klon
Tag 1 Tag 9 Tag 21 Tag 1 Tag 9 Tag 21
378 6xG 8x G 6xG 8x G 6xG 14 x G
1 xT 2 % 1 x 2xT
376 3 x 3 x 3 x 4 x 5 x 8 x
4xQG 5xG 5xG 4xQG 2xQG 8xG
374 7xG 7xG 8x G 8xG 7xG 16 xG
1 x
7xG 7xG 6 xG 7xG 5xG 16 xG
145
1 x 2 x 1 x 2 x

Bei der Untersuchung antiviraler Effekte von APOBEC3G in infizierten HepG2-Zellen,
hat man RNA-Editierungsstellen in der untersuchten Region I beschrieben. Es handelt
sich hierbei unter anderem um Substitutionen an den Positionen 342, 358, 359, 366, 378
sowie 379 im untersuchten Sequenzbereich (Rosler und Kock, 2004). Diese RNA-
Editierungsstellen wurden von Scutellarein (100 pM) im hier verwendeten Modell der

primédren humanen Hepatocyten nicht signifikant editiert.
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3.5.3.2  Alternativ mogliche Wirkmechanismen

Auf der Suche nach dem Scutellarein-Wirkmechanismus wurde zunéchst aufgrund von
Literaturangaben und der Ergebnisse in den Genexpressionsstudien an HL-60-Zellen
vermutet, dass RNA Editierung von Bedeutung sein konnte. Trotz der groen Anzahl an
untersuchten Klonen in RNA und DNA in zwei bedeutenden Regionen lie3 sich diese
Annahme experimentell nicht bestitigen. In beiden untersuchten Bereichen fanden sich
im Vergleich zur Kontrollbedingung keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit
der RNA Editierungen. Auch nach Anreicherung mutierter Varianten mittels einer

spezifischen PCR war keine RNA Editierung zu beobachten.

Fin inhibierender Effekt von Flavonoiden, darunter auch von Scutellarein und
Quercetin, auf die Aktivitdt der Reversen Transkriptase (RT) verschiedener Viren, wie
z.B. AMV (avian myeloblastosis virus) RT, RAV-2 (Rous-associated virus-2) RT und
MMLV (Maloney murine leukemia virus) RT, wurde bereits 1989 beschrieben
(Spedding et al., 1989). Dabei wurde ein Modell eines moglichen Wirkmechanismus der
Flavonoide auf die RT-Aktivitit postuliert (Spedding et al., 1989). Auch die Inhibierung
der HIV-1 Reversen Transkriptase-Aktivitét durch diese Stoffgruppe ist bekannt (Tan et
al., 1992; Ono et al., 1989; Ono et al., 1990).

So wurde iiber die Inhibtion der HIV-1 RT durch Catechin-Derivate, aber auch iiber die
starken inhibitorischen Effekte von Quercetin und Baicalein gegeniiber der Reversen

Transkriptase von HIV (human immunodeficiency virus) berichtet (Tao, 1992; Ono et

al., 1990).

Das Hepatitis B Virus gehort zur Klasse der DNA-Viren. HBV besitzt jedoch zusétzlich
eine Reverse Transkriptase. Die Reverse Transkriptase des Hepatitis B Virus ist der des

HI-Virus sehr dhnlich (Noguchi et al., 2005).

In diesem Zusammenhang konnte ein moglicher Effekt von Scutellarein auf die Reverse
Transkriptase dessen antivirale Aktivitit gegenliber HBV erkldren. Dies stellt eine

mogliche Hypothese eines antiviralen Scutellarein-Wirkmechanismus dar.

Dariiber hinaus wurde in Genexpressionsversuchen in Hepatitis B-infizierten humanen
Hepatocyten untersucht, inwieweit Scutellarein EinfluB auf die Gene CYPD, ARA9,
GCS1, GAA, API4, HPN, DDBI und HSP60 ausiibt (Tabelle 3.11). All diese Gene
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konnen, wie im folgenden erldutert, fiir antivirale Effekt gegeniiber HBV von

Bedeutung sein.

Tabelle 3.11: Genexpressionsstudien verschiedener Gene, welche fiir antivirale Effekte
gegeniiber HBV von Bedeutung sein konnen. Angabe der Mittelwerte = Standardabweichung
der Ratios der Expressionswerte der jeweiligen Gene bei Exposition mit Scutellarein (100 uM)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Analyse erfolgte in der RNA von priméren
humanen HBV-infizierten Hepatocyten mittels effizienz-korrigierter relativer Quantifizierung
von Realtime PCR-Bestimmungen an den Tagen 1, 4 und 8 nach Infektion der Zellen.

Ratio
Gen
Scut (100) - Tag 1 | Scut (100) - Tag 4 | Scut (100) — Tag 8

CYPD 0,111 £0,098 0,486 £ 0,671 0,744 £ 0,440
ARA9 0,162 £0,101 1,205 £0,793 0,515 +0,291
GCS1 1,097 £ 1,190 0,165 +0,217 0,293 +£ 0,381

GAA 0,343 £0,190 0,721 £ 0,987 0,376 + 0,435
API4 0,095 £ 0,078 0,001 £ 0,001 0,005 £+ 0,006
HPN 0,087 £ 0,054 0,128 +0,150 0,150+0,110
DDBI 0,144 + 0,057 0,007 £ 0,005 0,029 + 0,028
HSP60 0,127 £ 0,053 0,033 +£0,014 0,038 +£0,042

CYPD (Cyclophilin D) greift in den Zellenergiestoffwechsel ein indem es die
Permeabilitdt der Mitochondrien verdndert. Es wird fiir die Hemmung der HBV-
Vermehrung durch bestimmte Immunsuppressiva verantwortlich gemacht (Bouchard et
al., 2003; Xia et al., 2005). Scutellarein zeigte keine signifikante Beeinflussung dieses

Gens.

ARA9 (Aryl Hydrocarbon Receptor-Interacting Protein) ist ein Transkriptionsfaktor und
spezifischer zelluldrer Inhibitor der HBV-Vermehrung (Kuzhandaivelu, 1996). Unter
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EinfluB von Scutellarein (100 uM) zeigte sich eine geringfiigige Verstirkung der
Expression dieses Genes in primédren humanen HBV-infizierten Hepatocyten am vierten
Tag nach Infektion der Zellen. Dieser Effekt kehrte sich allerdings am achten Tag nach

der Infektion ins Gegenteil um.

GCS!I (Glucosidase 1) und GAA4A (ACID Alpha-Glucosidase) sind Glucosidasen im
endoplasmatischem Reticulum. Sie kontrollieren die Virusvermehrung iiber den Prozef3
der Freisetzung aus infizierten Zellen (Lu et al., 2001). Inhibierung von Glucosidasen
bremst die Virusvermehrung (Simsek et al., 2006). Scutellarein (100 uM) zeigte eine
verringerte Expression beider Gene in primdren humanen HBV-infizierten

Hepatocyten.

API4 (Survivin) wird durch HBV hochreguliert und beeinflusst den Zellzyklus (Zhang
et al., 2005¢). Die Expression von AP/4 wurde von Scutellarein (100 uM) im Vergleich

zur unbehandelten Kontrolle sehr stark, d.h. auf das 10~-fache verringert.

HPN (Hepsin) interagiert mit dem HBV-X-Protein und fordert die Virusvermehrung
iiber eine Einflussnahme auf den Zellzyklus (Zhang et al., 2005b). Die Expression des
HPN-Gens wird bereits am ersten Tag nach Infektion der Zellen unter Scutellarein

(100 uM)-EinfluB} verringert.

DDBI (DNA damage-binding Protein 1) steuert den Zellzyklus und ist fiir die HBV-
Replikation iiber das X-Protein erforderlich. HSP60 (Chaperonin) ist ebenfalls fiir die
HBV-Replikation erforderlich. Es aktiviert die HBV Polymerase. Ein Knockdown
beider Gene bremst jeweils die Virusvermehrung (Leupin et al., 2005; Park et al., 2003).
Die Expression beider Gene wurde durch Scutellarein (100 uM) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle in HBV-infizierten primiren humanen Hepatocyten stark, d.h.

auf 10~-fache Expressionswerte verringert.

Fiir den eindeutigen Nachweis einer Beteiligung dieser bzw. einer dieser Gene am
Wirkmechanismus von Scutellarein gegeniiber Hepatitis B Viren sind jedoch weitere

Analysen notwendig.
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Zusammenfassend ist festzuhalten:

Fiir Untersuchungen antiviraler Effekte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde
das Flavon Scutellarein sowie das Hepatitis B Virus am Modell der primiren
Hepatocyten verwendet. Im oberen Modell zeigte Scutellarein starke antivirale Effekte.
Eine toxische Wirkung von Scutellarein (100 uM) auf primére humane Hepatocyten als
Ursache einer Beeinflussung des HBV-Infektionsverlaufs war aufgrund der von uns

durchgefiihrten Cytotoxizitétsstudien auszuschliefen.

Zunichst wurde RNA Editierung als moglicher Wirkmechanismus von Scutellarein
gegeniiber Hepatitis B Viren aufgrund der Ergebnisse der Genexpressionsstudien und
Literaturangaben vermutet. Dies lie sich anhand von Klonierungen und Sequen-
zierungen in zwei ausgewdhlten Regionen des HBV-Genoms nicht bestétigen. Eine
Hemmung der Reversen Transkriptase durch Scutellarein scheint als Wirkmechanismus
gegeniiber Hepatitis B Viren aufgrund dhnlicher Ergebnisse flir die RT von HIV sehr

wahrscheinlich.

Weitere Experimente sind notwendig um den antiviralen Wirkmechanismus von
Scutellarein, und damit vielleicht auch anderer Substanzen aus der Stoffgruppe

pflanzlicher Polyphenole, eindeutig identifizieren zu konnen.
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4 Experimentalteil

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p.a.-Qualitdt von den
Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Fluka (Deisenhofen, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Millipore
(Schwalbach, Deutschland), Applichem (Darmstadt, Deutschland), Bioline (Lucken-
walde, Deutschland), Qiagen (Hilden, Deutschland), Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland), Bachem (Weil am Rhein, Deutschland), Immunotech (Prag, Tschechische
Republik) und Extrasynthése (Lyon, Frankreich) bezogen. Hispidulin wurde nach
Kavvadias et al. (2004) und EMD 21388 (3°,5’-Dibrom-6,4’-dihydroxy-3-methylflavon)
nach Koéhrle et al. (1989) synthetisiert. Xanthohumol wurde freundlicherweise von Prof.

Dr. H. Becker (Universitéit Saarbriicken) zur Verfiigung gestellt.

Reinstwasser wurde iiber Millipore-Kartuschen gefiltert (MilliQ biocel, Millipore,
Schwalbach, Deutschland).

Die eingesetzten Zellkulturmedien, Seren, Antibiotika und sonstige fiir die Zellkultur
bendtigten Chemikalien wurden von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), PAA (Colbe,
Deutschland), PAN (Aidenbach, Deutschland) und Biochrom (Berlin, Deutschland)

bezogen. Die Chemikalien wurden bereits sterilisiert angeliefert.

4.1.2 Verbrauchsmaterial

Alle Verbrauchsmaterialien wurden bei den Firmen Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Fisher-Scientific (Ulm, Deutschland) Hartenstein (Wiirzburg, Deutschland), Nunc
(Wiesbaden, Deutschland), Nalgene (Hamburg, Deutschland), Sarstedt (Niimbrecht,
Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Falcon (Heidelberg, Deutschland),
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), Biozym (Oldendorf, Deutschland), VWR

(Niirnberg, Deutschland), Greiner (Bio-one, Solingen, Deutschland), Falcon
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(Heidelberg, Deutschland) und Millipore (Schwalbach, Deutschland) erworben. Das

Verbrauchsmaterial fiir die Zellkultur wurde bereits sterilisiert angeliefert.

4.1.3 Zellen

Die Zelllinien SK-N-SH und Jurkat E6-1 wurden freundlicherweise von PD Dr. E.
Koutsilieri und PD Dr. C. Scheller (Institut fiir Virologie, Universitit Wiirzburg) zur
Verfligung gestellt.

Die Zelllinie HL-60 (human acute myeloid leukemia; ACC3) wurde iiber die Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) bezogen.

Die Zelllysate von primédren humanen Hepatocyten stammten aus dem Zentrum fiir
Leberzellforschung am Klinikum der Universitit Regensburg und wurden von den
Kooperationspartnern PD Dr. Thomas Weiss (Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie) und
Dr. Stephan Bohm (Virologie) zur Verfiigung gestellt.

4.1.4 Kits

Mykoplasmentest: Mycoplasmen Detection Kit Venor®GeM; Minerva Biolabs, Berlin,

Deutschland

Laktatdehydrogenase-Cytotoxizitétstest: Cytotoxicity Detection Kit (LDH); Boehringer,

Mannheim, Deutschland

ATP-abhingiger Cytotoxizititstets: Via LightTMHS Kit; Cambrex, Rockland, USA

™

ATP-abhingiger Nekrose/Apoptose-Cytotoxizitdtstest: Apo Glow — Kit; Cambrex,

Rockland, USA

AlamarBlue-Test: AlamarBlue™ Assay; Serotec, Diisseldorf, Deutschland

Lipidperoxidation: Lipidperoxidation Assay Kit; Calbiochem®, Darmstadt, Deutschland

Superoxidanionen Detektion Kit: Lumi-Max-Superoxide-Anion-Detection-Kit; Strata-

gene, Amsterdam, Niederlande
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RNA-Extraktion: Nucleo Spin® RNA and Virus Purification Kit; BD Clontech,
Heidelberg, Deutschland

Poly-A"-Aufreinigung: Oligotexm Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland

cDNA-Synthese (Reverse Transkription): Advantage™ RT-for-PCR Kit; BD Clontech,
Heidelberg, Deutschland

Gelextraktion: Nucleo Spin® Extract IT; Macherey-Nagel (MN), Diiren, Deutschland

cDNA-Array: GEArray S Series Human Dendritic & Antigen Presenting Cell Gene
Array; Superarray, BIOMOL, Hamburg, Deutschland

Array-Labeling: Ampo Labeling-LPR-Kit; Superarray, BIOMOL, Hamburg,

Deutschland

Array-Detektion: Chemiluminescent Detection Kit; upstate, BIOMOL, Hamburg,

Deutschland
Klonierung: TOPO TA Cloning® Kit; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Miniprdparation von Plasmid-DNA: QIAprep® Miniprep-Kit, Qiagen, Hilden,

Deutschland

Immundetektion immobilisierter Proteine: Visualizer™ Western Blot Detection Kit;

upstate, BIOMOL, Hamburg, Deutschland

Quantifizierung der viralen Antigene: Mikropartikel-Enzym-Immuno-Assay (MEIA);
Axsym HBsAg V2, Axsym HBe 2.0, Abbott Diagnostic Division, Wiesbaden,
Deutschland

4.1.5 Oligonukleotide, Langenstandards, Antikérper und Enzyme

Oligonukleotide:

Primer fiir die Gene STK4, ADARI, ADAR2 (ADARBI), IL16, SOD2, APOBEC3B,
APOBEC3C, APOBEC3F, APOBEC3G, CYPD, ARAY9, GCS1, GAA, API4, HPN, DDB1
und HSP60 wurden von der Firma Superarray (BIOMOL, Hamburg, Deutschland)
bezogen. Der 18S-Primer stammte von Ambion (Applied Biosystems, Foster City, USA).
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Alle weiteren verwendeten Primer wurden mittels eines spezifischen Programms
(Primer 3; Krawetz und Misener, 2000) ausgewahlt und von MWG Biotech (Ebersberg,
Deutschland) bezogen.

Tabelle 4.1: Primer fiir den Nachweis der Exons 2a bzw. 11a in ADAR I-Transkripten.

Primer
Vorwirtsprimer , ’
ADAR2a+ 5’-CAC TCC AGC CTG ATT GCA G-3
Exon 2a Riickwiartsprimer
ADAR2a- 5’-GAC ACC CCT GAT GTC CAC TT-3
Vorwirtsprimer , ’
ADARI la+ 5’-TGC TCT CCT GGC CTG TAA AT-3
Exon 1la Riickwértsprimer
ADARI 1a- 5’-GAG ATA AAT GGG CTG CAG GA-3

Tabelle 4.2: Primer fiir die Spleilvarianten-PCR in GIuR 2.

Primer
Voé/wgft\iﬂgfer 5".CAA AGG GAA ATA TGC CTA CTT GTT-3’
Spleivarianten Rickwartsori
UCKWAIISPIIMEr | 55 A T TTC GAT GCC ATA TAC GTT G-3°
flip/flop-

Tabelle 4.3: Primer fiir Quantifizierung der Editing-Effizienz der ,,Q/R editing“-Position in
GIuR 2.

Primer
Vorwirtsprimer , ,
QIR editing”- QR-V13+ 5’-TGG ATG TGC ATT GTT TTT GC-3
Position Riickwartsprimer | , ,
Q/R-V24- 5°-TCC ATA AGC AAT TTC TGT TTG CT-3
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Tabelle 4.4: HBV-Primer fiir Sequenzierungen zweier Regionen im HBV-Genom.

HBV-Primer

Voﬁvlga{/tsgﬁner 5°-CAT AAG AGG ACT CTT GGA CTC C-3’

Region I " ———
Riickwdrtsprimer | 5, 5\ A GGA AAG AAG TCA GAA GGC-3’

HBV-El-

Vorggﬁgﬁmer 5°-TGG GAA ACT TTA CTG GGC TTT-3’

Region II Ritckwartsori

uc ggvffz’flmef 5-GAA AGA ATC CCA GAG GAT TGG-3’

Das modifizierte Oligonukleotid PNA-2 stammte von Applied Biosystems (Foster City;
USA).

Tabelle 4.5: Sequenz des peptide nucleic acid PNA-2.

Peptide nucleic acid

PNA-2 5’-CTC CCA TGC TGT AGC TCT-3’

DNA- bzw. Protein-Lingenstandards:

100 bp DNA Ladder: HyperLadder IV Bioline, Luckenwalde, Deutschland

low range molecular weight marker BioRad, Miinchen, Deutschland
Antikdrper:

Rabbit anti-ADAR1 ZYMED, San Francisco, California, USA
Goat-anti-rabbit-IgG upstate, BIOMOL, Hamburg, Deutschland
GAPDH Imgenex, San Diego, California, USA

Goat-anti-mouse-I1gG upstate, BIOMOL, Hamburg, Deutschland
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Enzyme:

Die Enzyme Stu I und Hga 1 wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main,

Deutschland) bezogen.

Tabelle 4.6: Enzyme zur Charakterisierung der ,,flip*“-/,,flop“-Spleifivarianten in GluR 2.

,flip*“-/,,flop“-Spleildvarianten in GIuR 2

Primer: R/G-V48+ / flip/flop-

Enzym Erkennungssequenz Puffer |Reaktionstemperatur| Reaktionszeit

Stu 1

5...AGGYCCT ..3°
3°... TCCAGGA ..5°

NEB 2 37°C 16 h

Hgal

5°... GACGC(N)s"...3’
3’... CTGCG(N)joa ...5°

NEB 1 37°C 16 h

4.2 Sonstige Hilfsmittel

Autoklav:

Brutschrank:

CCD-Optik:
Entwickler-Automat:

FACS:

Gelelektrophoresekammer:

Hybridisierungsofen:

Luminometer:

Varioklav =~ Dampfsterilisatoren (H+P  Labortechnik,
Oberschleilheim, Deutschland)

Hera cell bzw. Heraeus Incubator 6000 (Heraeus, Hanau,

Deutschland)

Hitachi (Deutschland)

KODAK M35 X-Omat Processor (KODAK, Deutschland)
BD FacScan (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
PeqLab Modell 40-1214 (PeqLab, Erlangen, Deutschland)

Hybrid 2000 (H. Saur Laborbedarf, Reutlingen,
Deutschland)

Anthos lucy 1 microplate luminometer (Anthos, Wals/

Salzburg, Osterreich)
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Mikroskop:

PCR-Cycler:

pH-Meter:

Photometer:

Realtime-PCR-Cycler:

Spannungsgerite:

Speedvac:

Sterile Werkbank:

Tischzentrifuge:

Olympus IX70 bzw. Olympus BX51 (Olympus, Hamburg,
Deutschland)

Leitz-Fluovert (Leitz-Leica, Wetzlar, Deutschland)

Genius  Techne  (Thermo-DUX,  Wertheim/Main,
Deutschland)

Trio Thermoblock Biometra (Biometra, Gottingen,

Deutschland)
WTW pH 540 GLP (WTW, Weilheim, Deutschland)

Molecular Devices Emax precision microplate reader

(MDS, Ismaning, Deutschland)

Pharmacia Biotech Gene Quant I RNA/DNA Calculator
(Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

Multiscan Spectrum (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA)

Corbett Research Rotorgene 2000 Real-Time Cycler
(LTF-Labortechnik, Wasserburg, Deutschland)

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystem, Foster City, USA)

Biometra Power Pack P25 (Biometra, Gdéttingen,

Deutschland)

BioRad Power Pac 200 (BioRad, Miinchen, Deutschland)
Savant SC110 (GMI, Ramsey, USA)

Hera safe Type HS9 (Heraeus, Hanau, Deutschland)
Gelaire (Flow, Meckenheim, Deutschland)

Antair BSK (Heraus, Hanau, Deutschland)

Biofuge pico bzw. Biofuge fresco (Heraeus, Hanau,

Deutschland)
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Trockenschrank: WTB binder (Binder, Tuttlingen, Deutschland)
UV-Durchlichtgerit: MWG-Biotech (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland)
Waagen: Sartorius BL 1500 bzw. Sartorius BP 221S (Sartorius,

Gottingen, Deutschland)

WB-Blotter: BioRad Trans Blot SD Semidry Transfer Cell (BioRad,
Miinchen, Deutschland)

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 2.0R bzw. Megafuge 1.0 (Heraeus,
Hanau, Deutschland)

4.3 Methoden

4.3.1 Zellen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden in einer sterilen Werkbank durchgefiihrt.

4311 Zelllinien

Es wurden ausschlieflich humane Zelllinien verwendet:

Die leukdmische Zelllinie Jurkat Clone E6-1, die Neuroblastomzelllinie SK-N-SH
sowie die dendritischen HL-60.

43.1.1.1 Auftauen von Zellen

Die in fliissigem N, aufbewahrten Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in
eisgekiihlten 5 ml des jeweiligen Mediums resuspendiert und bei 1200 Umdrehungen
pro min (rpm) zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurde das Zellpellet mit
10 ml warmem (37 °C) Medium gewaschen und nach erneutem zentrifugieren in 12 ml
warmem Medium aufgenommen und fiir die Kultivierung in eine 75 cm’

Zellkulturflasche tiberfiihrt.
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43.1.1.2 Kultivieren von Zellen
Die Zellen wurden bei 37 °C in wasserdampfgesittigter Atmosphédre und einem 5 %-

igem Anteil an CO, im Brutschrank kultiviert.

Jurkat E6-1 wurden in modifiziertem RPMI, SK-N-SH in modifiziertem MEM und
HL-60 in modifizietem DMEM kultiviert. Alle Medien waren mit je 10% Hitze-
inaktiviertem Serum (Fotales Kédlberserum; fetal calf serum; FCS), sowie 1% Glutamin
und 1% Pen-/Strep-Losung supplementiert. Fiir den LDH-Test wurde dem Medium 1%
FCS zugesetzt.

Je nach Teilungsrate wurden die Zellkulturen alle 4-5 Tage passagiert.

a) Passagieren von Suspensionszellen

Bei den beiden Suspensionszelllinien Jurkat E6-1 und HL-60 wurden hierzu je 2 ml
Zellsuspensionslosung in der Zellkulturflasche belassen und je 10 ml auf 37 °C

vorgewidrmtes Medium hinzugegeben.

b) Passagieren von adhirenten Zellen

Die verbrauchte Mediumldsung wurde bei den adhirenten SK-N-SH-Zellen iiber dem
Zellmonolayer abgesaugt. Um EDTA vollstindig zu entfernen, wurden die Zellen mit
PBS gewaschen. Anschlieend wurden sie mit 4 ml ATV (Tabelle 4.7) trypsiniert und

fiir 2 min unter Kulturbedingungen inkubiert.

Dann wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden abgelost und die
Trypsinierung durch Zugabe von 6 ml Medium beendet. Die Zellen wurden
abzentrifugiert und erneut in 10 ml Medium aufgenommen. Von dieser
Zellsuspensionslésung wurden 2 ml in eine neue Zellkulturflasche (75 cm?) tiberfiihrt,
10 ml Medium zugegeben und bei den unter Punkt 4.3.1.1.2 beschriebenen

Bedingungen kultiviert.
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Tabelle 4.7: Zusammensetzung der ATV-Losung.

ATV
NacCl 8¢
KCl 0,4 ¢
D-Glucose lg
NaHCOs 0,58 g
Trypsin 05¢
Versen 2g
H,O auf 1 1 auffillen

43.1.1.3 Einfrieren von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zellen wird die Kryokonservierung genutzt. Dabei werden

Zellen in fliissigem Stickstoff, bei einer Temperatur von -196 °C eingefroren.
Es wurden ca. 1 x 107 Zellen pro Kryordhrchen eingefroren.

Die Zellen wurden geerntet, zentrifugiert (1200 rpm; 5 min), der Uberstand verworfen,
und das Zellpellet in eisgekiihltem Zellkulturmedium aufgenommen. Dabei wurden pro
einzufrierendem Roéhrchen jeweils 500 pul Medium zugegeben. AnschlieBend wurde das
gleiche Volumen an eisgekiihltem Einfriermedium (2x) hinzugefiigt und die Zellen gut

darin resuspendiert.

Einfriermedium (2x): FCS (Serum) : DMSO =9 : 1

Die Zellsuspension wurde zundchst auf die KryorShrchen verteilt (pro Réhrchen 1ml).
Das Einfrieren selbst erfolgte in zwei Schritten: Zuerst wurden die Rohrchen fiir 24 h in
einer Kryobox bei -80 °C gelagert um ein regelmifBiges, langsames (1 °C pro Stunde)
und somit flir die Zellen schonendes Absinken der Temperatur zu gewihrleisten.

Danach wurden die Zellen zur langerfristigen Lagerung in den Stickstofftank tiberfiihrt.
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43.1.1.4 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitét

Die Bestimmung der Zellzahl sowie der Vitalitdt der Zellen wurde in einer Neubauer-

Zihlkammer durchgefiihrt.

Hierzu wurden 50 pl Zellsuspensionsldsung und 50 pl Trypanblau-Losung (0,5%; w/v)
mit 100 pl PBS gemischt und die Zdhlkammer damit beschickt.

Das Farbstoffmolekiil Trypanblau kann durch geschidigte Zellmembranen, wie sie bei
toten Zellen auftreten, in die Zellen eindringen und sich in deren DNA einlagern. Somit
werden tote Zellen durch die Trypanblau-Losung blau angeférbt. Lebende Zellen mit
intakten Membranen nehmen diesen Farbstoff aufgrund der MolekiilgroBe nicht auf und
konnen so unter dem Lichtmikroskop deutlich von den toten Zellen unterschieden

werden.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden alle vier Quadranten (bestehend aus je 16

Kleinquadraten) ausgezéhlt.

Berechnung der Zellzahl pro ml Kultur:

Jedes Kleinquadrat weist eine Fliche von 0,25 mm x 0,25 mm auf. Bei einem Abstand
zwischen Deckglas und Zahlkammer von 0,1 mm ergibt sich fiir ein GroBquadrat
(Quadrant) ein Volumen von 0,1 mm® (bzw. 0,1 ul). Die mittlere Zellzahl pro ml bzw.

pro cm’ Kultur berechnet sich wie folgt:

Z — Zellzahl/ml (Kultur)

n — gezéhlte Zellen

V — Verdiinnungsfaktor

G — Anzahl der ausgezdhlten Quadranten

10* — Volumenfaktor
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43.1.1.5 Mykoplasmentest

Mykoplasmen sind parasitér, intra- oder extrazelluldr lebende Bakterien. Sie zéhlen zu

den kleinsten selbstéindig vermehrungsfahigen Organismen.

Mykoplasmen koénnen als Kontamination von Zellkulturen auftreten. Als
Infektionsquelle kommen hierbei vor allem das Laborpersonal, aber auch das
Kulturmediensupplement Kéilberserum, sowie der Kontakt zu bereits kontaminierten

Chargen in Betracht.

Viele Mykoplasmenarten wachsen nur langsam und ohne ihre Wirtszellen zu zerstoren.
Die Anwesenheit von Mykoplasmen kann jedoch die Physiologie der Zellen verdandern.
Genprodukte der Mykoplasmen (Enzyme, Toxine) konnen zu pH-Wert-Verdnderungen
filhren und so wichtige Rahmenbedingungen fiir Metabolismus und Wachstum der
Zellen beeinflussen. Dies kann sich in Verdnderungen der Morphologie, der Vitalitét,
sowie DNA-, RNA- und Proteinsynthese der Zellen zeigen. Eine mdgliche Folge
hieraus stellen nicht-reproduzierbare Ergebnisse dar. Um eine mogliche Infektion
auszuschlieBen, wurden die verwendeten Zellen in regelméfBigen Abstdnden (monatlich)
mittels eines ,,Mycoplasmen Detection Kit Venor®GeM* (Minerva Biolabs, Berlin,
Deutschland) untersucht. Dies ist ein Nukleinsdure-Amplifikationstest auf Basis der

Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Neben Mykoplasmenspezies wie M. orale, M. hyorhinis, M. arginini, M. fermentans, M.
salivarium und M. hominis, kdnnen auch M. pneumoniae, Acholeplasma laidlawii, M.

synoviae und verschiedene Ureaplasma-Spezies detektiert werden.

Die Primer binden in der 16S rRNA-Region des Mykoplasmengenoms, da in der 16S
rRNA besonders hiufig Spezies-spezifische Polymorphismen auftreten (Spielbauer und
Stahl, 2005). Es wird ein PCR-Produkt mit 270 bp amplifiziert, welches anschlieBend in

der Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht werden kann.

Fiir den Test wurden die Zellen jeweils fiir den Zeitraum zwischen zwei Passagen in
Antibiotika-freiem Medium kultiviert. AnschlieBend wurde der Mykoplasmen-
Nachweis nach Anleitung des Herstellers unter EinschluBB sowohl einer Positiv-, als

auch einer Negativkontrolle durchgefiihrt.
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Hierzu wurden 100 pl des Zellkulturiiberstandes in ein steriles Reaktionsgefda3 gegeben,
dicht verschlossen und fiir 5 min auf 100 °C erhitzt. Nach anschlieender Zentrifugation

(12000 rpm; 30 sec) wurde 1 ul des Uberstandes fiir den PCR-Test eingesetzt.
Die PCR wurde in einem Volumen von 25 ul durchgefiihrt.

Pro Probe wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt:

Substanz Volumen [ul]
10 x Reaktionspuffer 2,5
Primer/Nukleotid Mix 2,5
Interne Kontroll-DNA 1
Polymerase (5 U/ul) 0,1
dH,O 18

Je 24 pl des Reaktionsansatzes wurden auf die PCR-GefdBle verteilt und mit 1 pl
deionisiertem Wasser als Negativkontrolle, bzw. 1 pl Probe oder 1ul Positivkontrolle

versetzt.

Die PCR wurde in einem Thermocycler (Biometra, Trio Thermoblock) bei folgendem

Programm durchgefiihrt:

- PCR-Programm:

94 °C 2 min
Denaturierung: 94 °C 30 sec
Annealing: 55°C 30 sec 35 Zyklen

Elongation: 72 °C 30 sec
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Im AnschluB an die PCR wurde der gesamte Reaktionsansatz mit Hilfe einer

Agarosegelelektrophorese analysiert.

43.1.2 Priméare Zellen

Fiir die Hepatitis B Virus-Untersuchungen wurden primire humane Hepatocyten (PHH)

verwendet (vgl. 4.3.5)

Die Zelllysate von primdren humanen Hepatocyten stammten aus dem Zentrum fiir
Leberzellforschung am Klinikum der Universitit Regensburg und wurden von den
Kooperationspartnern PD Dr. Thomas Weiss (Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie) und
Dr. Stephan Bohm (Virologie) zur Verfiigung gestellt.

4.3.1.3  Toxizitats-Analyse-Methoden

Um die Cytotoxizititseffekte der ausgewéhlten Flavonoide auf mehreren Zelllinien zu

untersuchen, wurden die Zellen anhand verschiedener Methoden analysiert.
Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten des Zelltodes: Apoptose und Nekrose.

Die Apoptose ist ein ATP-konsumierender, regulierter Vorgang, bei dem die einzelnen
Schritte genetisch festgelegt sind. Sie ist durch Abrundung der Zellen und
Chromatinkondensation entlang der nukledren Membran, begleitet von einer
Schrumpfung der Zellen, charakterisiert. Eine spezifische, internukleosomale DNA-
Fragmentation, Auflosen der Zellen in einzelne, membranumhiillte Fragmente, sog.
»apoptotic bodies*, sowie Phagozytose durch Makrophagen und andere umliegende
Zellen kennzeichnen den weiteren Verlauf der Apoptose. Die Zellmembran wie auch
die Membranen der Organellen bleiben wihrend des gesamten Prozesses intakt. Die
Exposition von Phosphatidylserin, welches normalerweise nur auf der cytosolischen
Seite der Plasmamembran vorhanden ist, auf die Zelloberfliche fiihrt zur Erkennung
und Eliminierung apoptotischer Zellen durch Makrophagen und andere benachbarte

Zellen (Savill, 1996; Sutter, 2003).

Im Gegensatz zur Apoptose verlduft die Nekrose passiv. Als typisches Merkmal der
Nekrose kommt es gleich anfangs zur Zellschwellung, gefolgt vom Verlust der

Zellmembranintegritit. Die daraus resultierende Enzymfreisetzung fiihrt zu
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inflammatorischen Reaktionen und dadurch zur Schidigung des umgebenden Gewebes

(Golstein et al., 1991; Kroemer et al., 1998; Buja et al., 1993).

In der Zellkultur ist eine Differenzierung zwischen nekrotischen und spét-apoptotischen
Zellen erschwert, da es dort aufgrund fehlender Phagozytose zur sekunddren Nekrose
der apoptotischen Korperchen kommt (Bredesen, 1995; Mronga, 2003). In letzter Zeit
zeigte sich, dass auch zahlreiche Zwischenstufen zwischen Apoptose und Nekrose
auftreten konnen (Leist und Jaitteld, 2001; Martin, 2001; Mronga, 2003; Doppke,
2001). Die Differenzierung wird zusétzlich erschwert durch Auftreten atypischer
Apoptosen, bei denen ein oder mehrere Charakteristika fehlen konnen. Um also in vitro
die Spezifitit des Apoptosenachweises zu erhdhen, miissen mehrer Nachweismethoden

kombiniert werden.

Die hier verwendeten Methoden ergidnzen sich gegenseitig durch den Nachweis

unterschiedlicher Charakteristika von Apoptose bzw. Nekrose.

43.1.3.1 Laktatdeydrogenase (LDH)-Test

Der Laktatdehydrogenase-Cytotoxizititstest (Boehringer, Mannheim, Deutschland)
bestimmt Cytotoxizitit anhand der Messung von Laktatdehydrogenase (LDH). Dies ist
ein stabiles cytoplasmatisches Enzym, welches in allen Zellen présent ist, jedoch nur in
geschidigten oder toten Zellen freigesetzt wird. Eine Unterscheidung zwischen

apoptotischen und nekrotischen Zellen ist anhand dieser Methode nicht moglich.

Die Aktivitit von Laktatdehydrogenase wird anhand der Umsetzung von Laktat zu
Pyruvat gemessen. Bei dieser Reaktion wird NAD" zu NADH + H' reduziert. Mittels
NADH + H" und dem Katalysator Diaphorase wird in einem zweiten Schritt ein gelbes
Tetrazoliumsalz zu einem roten Formazansalz reduziert, dessen Menge schlieBlich

quantifiziert wird (Abb. 4.1).

Fiir den ,,Cytotoxicity Detection Kit“ (LDH) wurden die Zellen in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen pro Vertiefung in einer 96-well-Platte (in Medium supplementiert
mit 1% FCS) ausgesdt und mit den jeweiligen Testsubstanzen fiir 24 h inkubiert.

AnschlieSend wurde der Test nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
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Abb. 4.1: Versuchsprinzip des Laktatdehydrogenase-Cytotoxizitdts-Tests: Im ersten Schritt
reduziert die freigesetzte Laktatdehydrogenase NAD" zu NADH + H', bei gleichzeitiger
Oxidation von Laktat zu Pyruvat. Im zweiten Schritt werden mittels des Katalysators
Diaphorase 2 H von NADH + H' auf ein Tetrazoliumsalz iibertragen, wodurch ein
Formazansalz gebildet wird.

Dabei wurden jeweils 100 pl des Zellkulturiiberstandes abgenommen und mit 100 pl
einer Losung versetzt, die NAD", Diaphorase und Iodtetrazoliumchlorid (INT) enthielt.
Nach 30-mintitiger lichtgeschiitzter Inkubation bei RT wurde die Absorption der Proben
schlielich bei 490 nm (Referenz-Wellenldnge 650 nm) gemessen. Als Positivkontrolle
diente das Medium von Zellen, die mit Triton X-100® (Endkonzentration von Triton X-
100 im Medium: 2%) behandelt worden waren. Triton X-100 bewirkt eine nahezu

100%-1ge Freisetzung der gesamten LDH der Zellen.
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43.1.32 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie wird auch als FACS bezeichnet. FACS steht fiir fluorescence
activated cell sorting. Anhand dieses Verfahrens kann jedoch nicht nur eine Sortierung
der Zellen vorgenommen werden. Meist wird es zur Analyse bestimmter physikalischer

und molekularer Eigenschaften von Zellen verwendet.

Die FACS-Analyse ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberfldchen-
und intrazelluldren Molekiilen. Hierzu werden die Zellen einzeln an einem gebiindelten
Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen
des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden die
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben und fallen nach dem Laserpuls unter
Abgabe von Energie, in Form von Photonen, auf ihr Ursprungsniveau zuriick. Die
emittierte Photonenkonzentration ist proportional zur Menge an gebundenem
Antikorper pro Zelle. Aus dem von der Zelle emittierten Streulicht erhdlt man
Informationen iiber die Grofle und die Struktur der Zelle. Das Vorwirtsstreulicht FSC
(Forward Scatter) wird durch Beugung des Lichts hervorgerufen und dient als Mal} fiir
die ZellgroBe. Das Seitwartsstreulicht SSC (Sideward Scatter) wird durch Brechung des
Lichts hervorgerufen und dient als MaB fiir die Granularitdt der Zellen (Radbruch, 1992;
Shapiro, 1995; Mc Lean Grogan et al., 1990; Ormerod, 1994).

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurden pro Probe jeweils 10 000 Zellen

mittels eines FACScan Flow Cytometers (Becton Dickinson, Deutschland) analysiert.

4.3.1.3.2.1 Annexin-V-FITC/7-AAD-Doppelfiarbung

Fiir eine weitere Charakterisierung des Zelltods in Apoptose oder Nekrose, wurde eine
Doppelfiarbung der Zellen mittels Annexin-V-FITC und 7-AAD und anschlieende
Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Annexin-V bindet (in Gegenwart von Calcium-Ionen) an Phosphatidylserin (PS). PS
kommt in vitalen Zellen nur in der dem Cytoplasma zugewandten Seite der
Zellmembran vor (Castedo et al., 1996; Rojewski, 2002). Doch bereits in den frithen

Stadien der Apoptose kommt es zu einem ,PS-flip“, einer Umlagerung von
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Phosphatidylserin in die duflere Schicht der Zellmembran, wo eine Bindung mit

Annexin-V-FITC moglich wird.

Beim zweiten, flir die Doppelfarbung der Zellen verwendeten Farbstoff handelt es sich
um 7-Amino-actinomycin-D (7-AAD), einer Substanz, welche nach Assoziation mit
DNA-Molekiilen ihre Fluoreszenzeigenschaften éndert (Gill et al., 1975; Rojewski,
2002). 7-AAD interkaliert mit hoher Selektivitdt zwischen den Desoxyribonukleotiden
Guanin und Cytosin (Chen Chiao et al., 1979; Philpott et al., 1996; Rojewski, 2002).
Die in vitalen Zellen bestehende Permeabilitdtsschranke durch die Zellmembran bleibt
auch wihrend der Apoptose bis hin zu den spdten Phasen der Apoptose intakt.
Wohingegen es bei nekrotischem Zelltod zum Verlust der Membranintegritdt kommt, so
dass 7-AAD in die Zelle gelangen und dort mit der DNA interagieren kann (Schmid,
1994a; Schmid, 1994b; Rojewski, 2002).

Tabelle 4.8: Farbevariationen der Annexin-V-/7-AAD-Farbungen.

Beobachtete Farbung Interpretation
Annexin-V-neg. + 7-AAD-neg. vitale Zellen
Annexin-V-pos. + 7-AAD-neg. frith-apoptotische Zellen
Annexin-V-neg. + 7-AAD-pos. nekrotische Zellen
Annexin-V-pos. + 7-AAD-pos. spét-apoptotische Zellen

Somit bietet eine Doppelfarbung der Zellen mittels Annexin-V-FITC und 7-AAD nicht
nur die Moglichkeit einer Unterscheidung zwischen apoptotischen und nekrotischen
Zellen, sondern dariiber hinaus eine Differenzierung von frith- und spit-apoptotischen
Zellen (Philpott, 1996; Lecoeur, 1998; Rojewski, 2002). Damit ist eine Unterscheidung
aller vier Populationen — vitale, frith-apoptotische, spét-apoptotische und nekrotische

Zellen — moglich (Tabelle 4.8).
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Abb. 4.2: Durchflusszytometry-Analysen: A) unbehandelte Jurkat-Zellen (Kontrolle), B) mit
Quercetin (100 pM) fiir 24 h inkubierte Jurkat-Zellen.

Links: Auftragung des von den Zellen emittierten Streulichts: Vorwartsstreulicht FSC (Forward
Scatter) (x-Achse) gegen Seitwirtsstreulicht SSC (Sideward Scatter) (y-Achse). Durch das
Setzen von Gates wurden fiir die Auswertung extrem niedrige Werte und extrem hohe Werte
ausgeklammert.

Rechts: Logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitdt von 7-AAD (x-Achse) gegeniiber
der Fluoreszenzintensitit von Annexin-V-FITC (y-Achse). Durch die Bildung von vier
Quadranten kommt es zur Unterscheidung folgender Populationen: Quadrant unten links: vitale
Zellen; unten rechts: nekrotische Zellen; oben links: frith-apoptotische Zellen; oben rechts: spét-
apoptotische Zellen.

Fiir die FACS-Analysen wurden Jurkat E6-1-Zellen in einer Konzentration von 1 x 10
Zellen pro Vertiefung in 96-well-Platten ausgesit und mit den jeweiligen
Flavonoidlosungen fiir 24 h inkubiert. SK-N-SH-Zellen wurden in einer Konzentration

von 0,5 x 10° Zellen pro Vertiefung in 24-well-Platten ausgesit und zunichst iiber
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Nacht kultiviert, bevor sie mit den entsprechenden Substanzen fiir 24 h inkubiert

wurden.

Zur anschliefenden Analyse wurden je 100 pl resuspendierte Zelllosung in ein FACS-
Rohrchen gegeben, mit 25 pl einer 4%-igen Annexin-V-Losung versetzt und fiir 10 min
inkubiert. Nach Zugabe von 25 pl einer 4%-igen 7-AAD-Losung wurden die Zellen
nach 10 sec am Durchflusszytometer vermessen. Die Messung wurde auf einem

FACScan (Becton Dickinson) mit Anregung durch Laserlicht durchgefiihrt.

4.3.1.3.2.2 Auswertung

Die Auswertung erfolgte anhand von ,,Cell Quest Pro Software* (BD) auf einem Apple
Macintosh.

Die Zellpopulation wurde in einem FSC (Forward Scatter)-SSC (Sideward Scatter)-
DotPlot bestimmt (Abb. 4.2). Die Annexin V-FITC markierten Zellen wurden tiber die
Fluoreszenz des gekoppelten FITC auf Kanal FL-1 (530 £ 30 nm) gezdhlt, die mit
7-AAD markierten Zellen iiber Kanal FL-3 (675 £ 22 nm). FL-1 wurde logarithmisch
auf der Ordinate, FL-3 logarithmisch auf der Abszisse abgebildet (Abb. 4.2). Fiir die
Auswertung wurden extrem niedrige Werte (verursacht durch Zellfragmente), ebenso
wie extrem hohe Werte (verursacht durch Verklumpen von Zellen) durch das Setzen
von Gates ausgeklammert (Abb. 4.2). Dabei wurden die Auswertungsmarker anhand der
Messungen der unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse wurden als prozentualer

Anteil der jeweiligen markierten Zellen an der Gesamtpopulation angegeben.

43.1.33 ATP (Adenosin Triphosphat)-abhéngige Cytotoxizitétstests

Adenosin Triphosphat (ATP) ist in allen metabolisch aktiven Zellen priasent. Da alle
Zellen ATP fiir das Uberleben bendtigen, ist es gut als messbarer Parameter fiir eine
Bestimmung der Vitalitdt der Zellen geeignet. Jegliche Form von Zellschadigung fiihrt
zu einem rapiden Absinken des ATP-Gehalts im Cytoplasma (Crouch et al., 1993).
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Der Via LightTMHS Kit (Cambrex, Rockland, USA) wurde verwendet, um die
Cytotoxizititseigenschaften  verschiedener Substanzen auf HL-60-Zellen zu
untersuchen. Der Test basiert auf einer luminometrischen Luciferin-Luciferase-Messung
von ATP (Higashi et al, 1985; Stanley, 1986). Dabei wird ATP in Anwesenheit von

Luciferin und dem Enzym Luciferase folgendermaflen umgesetzt:

Luciferase

Y

ATP + Luciferin + O, Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + Licht

Mg2+

(Emission bei 565 nm)

Die dabei entstehenden Lichtquanten sind proportional zur ATP-Konzentration und
werden mittels Luminometer gemessen. HL-60-Zellen sind gut fiir diese Art von

Analyse geeignet (Crouch et al., 1993).

Die HL-60-Zellen wurden in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen pro Vertiefung in
einer 12-well-Platte ausgesdt und mit den entsprechenden Substanzen fiir 24 h, bei den
unter 4.3.1.1.2 beschriebenen Zellkulturbedingungen, kultiviert. AnschlieBend wurden
pro Probe je 100 pl in Lumineszenz-kompatible 96-well-Platten iiberfiihrt und die
Proben nach Zugabe aller Testreagenzien, laut Protokoll des Herstellers, bei 565 nm im

Luminometer vermessen.

Ein A4po Glow™ Kit (Cambrex, Rockland, USA) wurde zusitzlich verwendet, um

Cytotoxizititseffekte als Apoptose bzw. Nekrose charakterisieren zu konnen.

Der Test beruht auf einer luminometrischen Messung von ATP und ADP (Adenosin
Diphosphat). Eine Veridnderung des ADP:ATP-Quotienten im Vergleich zur Kontrolle
(unbehandelte Zellen) ldsst dabei Aussagen beziiglich Apoptose-, Nekrose- und
Proliferations-Effekten zu (Bradbury et al., 2000).

Hierzu wurden HL-60-Zellen in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen pro Vertiefung

in einer 12-well-Platte ausgesit und mit den entsprechenden Substanzen fiir 24 h
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kultiviert. AnschlieBend wurden pro Probe je 100 pl in Lumineszenz-kompatible 96-
well-Platten iiberfiihrt und die Proben nach Zugabe aller Testreagenzien, laut Protokoll

des Herstellers, bei 565 nm im Luminometer vermessen.

43134 AlamarBlue-Test

Der AlamarBlueTMAssay (Serotec, Diisseldorf, Deutschland) wurde verwendet, um die
Cytotoxizititseigenschaften von Scutellarein auf primire humane Hepatocyten (PHH)

zu untersuchen.

Er beeinhaltet einen Redoxindikator, der seine Fluoreszenz bezogen auf die jeweilige
zelluldre metabolische Aktivitdt verdndert. Die metabolische Aktivitit der vitalen Zellen
fiihrt zu einer chemischen Reduktion der oxidierten Form von AlamarBlue (nicht-
fluoreszent, blau) zur reduzierten Form (fluoreszent, rot). In Folge dessen kann die
Vitalitdit der Zellen anhand spektrofluorometischer Detektion (Extinktion:
530-560 nm; Emission: 590 nm) der reduzierten Form von AlamarBlue von mit
Scutellarein (100 uM) behandelten im Vergleich zu unbehandelten Zellen bestimmt

werden.

Die Cytotoxizitit von Scutellarein (100 pM) auf HBV-infizierte primire humane
Hepatocyten wurde innerhalb des HBV-Infektionsexperiments V1 bestimmt. Hierzu
wurden an Tag 12 bzw. 14 p.i. (post infection) das Medium je einer Vertiefung der
unbehandelten, bzw. mit Scutellarein (100 puM)-behandelten infizierten PHH gewechselt
und die Zellen fiir 4 bzw. 2 h mit 100 pl AlamarBlue-Losung (10% des
Zellkulturvolumens) unter Zellkulturbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium geerntet und in Vierfachbestimmungen (je 50 ul) bei 37 °C die Vitalitit der
Zellen anhand der Fluoreszenz der Proben bestimmt (Extinktion: 560 nm; Emission:
590 nm). Als Kontrollen wurde die Fluoreszenz unbehandelter (Positivkontrolle), sowie
mit 70%-igem Ethanol (15 min) inkubierter nicht-infizierter PHH (Negativkontrolle)
detektiert.

4.3.1.3.5 DNA-Fragmentierung (DNA-Laddering)

Die DNA einer Zelle wird wéhrend der Apoptose durch Endonukleasen fragmentiert.

Dabei entstehen primér sehr groBe DNA-Bruchstiicke, spéter dann Fragmente zwischen
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140 und 220 bp und deren Vielfache. Diese Grofle ergibt sich aus ,,Histon-assozierter
DNA* (etwa 140 bp) + ,,Linker-DNA* (etwa 20-80 bp) und deren Vielfachen (Arends
et al, 1990; Cohen und Duke, 1984; Mc Conkey et al., 1989). Mittels
Agarosegelelektrophorese ldsst sich die Fragmentierung der DNA nachweisen, wobei
sich das typische , Leitermuster ergibt. Dabei ist eine sehr gute Unterscheidung zur
Nekrose moglich, da im Gegensatz zur Fragmentierung bei der Apoptose, die bei der
Nekrose aktivierten DNAsen an jeder Stelle der DNA schneiden konnen, die Grof3e der
DNA-Stiicke damit zufillig ist und sich somit kein regelméfiges Muster ausbildet. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass hiermit keine Quantifizierung der Apoptose erfolgen

kann.

Zum Nachweis der Apoptose mittels ,,DNA-Laddering* wurden je 1 x 10° Zellen in 24-
well-Platten fiir 24 h mit den entsprechenden Substanzen inkubiert. Als Positiv-
kontrolle wurde mAb7C11 (0,2 pg/ml) fiir 7 h mit den Zellen inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen geerntet, zentrifugiert (12000 rpm; 5 min) und mit je 1ml PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 pl PBS resuspendiert und nach Zugabe von
100 pl Lysis-Puffer (Tabelle 4.9) fir 5 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
fiinfminiitiger Zentrifugation (13000 rpm) wurden die Uberstande in neue R&hrchen
tiberfiihrt. Es wurden 600 pl Isopropanol zugegeben und die Rohrchen wiederum fiir
10 min (13000 rpm) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und das Zellpellet
mittels Speed-vac getrocknet. Das trockene Zellpellet wurde in 30 pl Ladepuffer
(Tabelle 4.10) aufgenommen und mittels Gelelektrophorese in einem 1,5%-igem
Agarosegel fiir 45 min bei 120 V in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA;
pH 8) auf DNA-Fragmentierung untersucht.



198 Experimentalteil

Tabelle 4.9: Zusammensetzung des Lysis-Puffers fiir die DNA-Fragmentierung.

Lysis-Puffer

Triton X-100 1%
EDTA 20 mM
NaCl 200 mM

PBS (- MgCly/- CaCl,)

Tabelle 4.10: Zusammensetzung des Ladepuffers.

Ladepuffer
Tris (pH 7,5) 10 mM
Na-EDTA 16 mM
Glycerin 5%
Bromphenolblau 0,01% (w/v)
H,0

4314 Freie Radikale und Oxidativer Stress

Oxidativer Stress stellt die Folge von iibermifBig auftretenden Oxidantien in der Zelle
dar (Sies, 1991). Zu den Auslosern von Oxidativem Stress zdhlen die sog. ,,reaktiven
Sauerstoffspezies (,,reactive oxygen species*, ROS). Hierzu werden sowohl
Sauerstoffradikale, als auch reaktive Nicht-Radikale zusammengefasst. Zu den
wichtigsten ~ zdhlen  dabei Peroxyl-Radikale, Stickstoffmonoxid-Radikale,
Wasserstoffperoxid (H,0,), Ozon (O3), Superoxidanionen-Radikale (O, ° ), sowie
Hydroxyl-Radikale (OH ") (Schwarzer, 2004).
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Bei unzureichender antioxidativer Abwehr konnen die Radikale Schidden in
unterschiedlichen Zellkompartimenten, z.B. Lipidperoxidation (LPO) in den

Zellmembranen verursachen.

Ein UbermaR an Oxidantien wird als ein gemeinsames Element in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson und M. Alzheimer angesehen

(Simonian und Coyle, 1996).

Daher kommt der Quantifizierung von Parametern des Oxidativen Stress zentrale

Bedeutung zu.

43.1.4.1 Glutathionspiegelmessungen in der Zelle

Glutathion ist seit langem als Antioxidans bekannt. Es kann in den Zellen in reduzierter
(GSH) oder in oxidierter (GSSG) Form vorliegen. Das intrazelluldre Verhéltnis von
reduziertem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG) beeinflusst den Redoxzustand der
Zelle. Dieser wird mit einer Reihe von Zellaktivititen in Verbindung gebracht, wie der
Stimulierung der Zellproliferation, der Aktivierung des Ubiquitin-Proteosomen-
Stoffwechselweges und des Transkriptionsfaktors NFxkB (Nuclear Factor kappa B),
sowie Verdnderung des Apoptoseverhaltens der Zellen (Kalder, 1999; Weisel, 2006).

Um zu iberpriifen inwieweit die Toxizitdtsmechanismen von Quercetin und
Xanthohumol oxidativen Stress in der Zelle mit beeinflussen, wurde der
Glutathiongehalt von Jurkat- und SK-N-SH-Zellen nach 24-stlindiger Inkubation mit
Quercetin (100 uM) bzw. Xanthohumol (50/100 uM) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen mittels HPLC (high performance liquid chromatography) bestimmt und auf den

jeweiligen Proteingehalt bezogen.

Die Glutathionspiegelmessungen mittels HPLC wurden im Labor der Psychiatrie

Wiirzburg nach Protokoll durchgefiihrt (Blum-Degen et al., 1998).

Der Proteingehalt der Proben wurde mittels des Bradford-Assays (vgl. 4.3.4.1)

bestimmt.
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43.14.2 Lipidperoxidation (LPO)

Radikale konnen Schédden in unterschiedlichen Zellkompartimenten anrichten. Als Mal3
fiir die Zellschddigung dient z.B. die Bildung von Lipidperoxiden mit nachfolgendem
Verlust von Zellmembranfunktionen und Zellmembranintegritit. Durch die
Peroxidation von ungesittigten Fettsduren und deren Estern kommt es mittels
radikalischer Kettenreaktionen zur Bildung von Malondialdehyd (MDA) und 4-
Hydroxyalkenale (HAE). Der Lipidperoxidation Assay Kit (Calbiochem®™, Darmstadt,
Deutschland) basiert auf der Messung dieser beiden Endprodukte als Parameter fiir die
Lipidperoxidation (LPO). MDA bzw. HAE reagieren jeweils mit zwei Aquivalenten des
chromogenen Testreagenz R1 bei 45 °C zu einem stabilen Chromophor (mit einem
Absorptionsmaximum bei 586 nm), welches spektrophotometrisch nachgewiesen

werden kann (Abb. 4.3).

o
HW + 2 C[»m, - 5
N

R \

MDA: R =0OH
4-Hydroxyalkenal: R = Hydroxyalkyl

Abb. 4.3: Reaktionsgleichung des Lipidperoxidations (LPO)-Nachweises. MDA bzw. HAE
reagieren mit zwei Aquivalenten des Testreagenz R1 zu einem stabilen Chromophor.

Fiir den Test wurden die Zellen zunichst fiir 24 h mit den entsprechenden Substanzen
(in 6-well-Platten) kultiviert, anschlieBend geerntet und zu einer ,,Konzentration* von
20 x 10° Zellen pro Probe vereinigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (ohne
CaCly/MgCl,) wurden die Zellpellets in je 55 ul BHT/H,O-Lésung (0,5 pl einer 0,5 M
BHT-Stockldsung in Acetonitril + 55 pl H>O) aufgenommen. Die Zellen wurden durch
wiederholtes Einfrieren und Auftauen, sowie mittels eines Eppendorf-Potters lysiert.
Anschlieend wurde der Lipidperoxidationstest nach Protokoll des Herstellers

durchgefiihrt.
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Dabei wurden die lysierten Zelllosungen zu den Reaktionslosungen des Kits gegeben
und fiir 40 min bei 45 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkiihlen auf Eis
unterbrochen und die Proben anschlieBend bei 4 °C fiir 10 min zentrifugiert
(12000 rpm). Je 180 ul der Zelliiberstinde wurden in die Vertiefungen einer 96-well-
Platte gegeben und die Absorption der Proben bei 586 nm gemessen.

Der Proteingehalt der Proben wurde mittels des Bradford-Assays (vgl. 4.3.4.1) bestimmt
und die gemessenen MDA- und HAE-Werte auf den ermittelten Proteingehalt der

Proben normalisiert.

43.1.43 Lumi-Max-Superoxide-Anionen-Detection-Kit

Superoxidanionen-Radikale sind kurzlebige Radikale molekularen Sauerstoffs. Sie
zahlen neben anderen zu den sog. ,reaktiven Sauerstoffspezies”, den Auslésern von

Oxidativem Stress.

Mittels des Lumi-Max-Superoxide-Anionen-Detection-Kit (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande) wurde untersucht, inwieweit die verwendeten Substanzen freie

Superoxidanionen-Radikale abfangen konnen.
Abbildung 4.4 fasst die Durchfiihrung des Experiments zusammen.

HL-60-Zellen wurden zunichst fiir 6 Tage mit 1,3% DMSO kultiviert. DMSO diente
hierbei zum Differenzieren der Zellen (Bokoch und Prossnitz, 1992; Feuk-Lagerstedt,
1999). Dann wurden die Zellen mit den entsprechenden Substanzen fiir 24 h inkubiert
und anschlielend nach einem Mediumwechsel mit PMA (200 ng/ml) zur
Superoxidanionen-Produktion stimuliert (Pra-Inkubation), oder mit den entsprechenden
Substanzen lediglich fiir 5 min inkubiert und anschlieBend (ohne Mediumwechsel) mit
PMA (200 ng/ml) stimuliert (Co-Inkubation). Nach Zugabe von Luminol (200 uM) und
Enhancer-Losung (250 uM) bilden sich in Anwesenheit von Superoxidanionen-
Radikalen chemilumineszente Signale, welche luminometrisch detektiert werden

konnen.
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e Differenzierung:

1.3% DMSO >

HL-60 + DMSO diff. HL-60
6 Tage
e Stimulierung:
diff. HL-60 + PMA > 20, °
e Detektion:
0
- NH
2 02 + I{IH » hv
NH, O
(Luminol)

Abb. 4.4: Aufbau eines Experimentes mittels des Lumi-Max-Superoxide-Anionen-Detection-Kit
zur Messung von Superoxidanionen-Radikalen: Zunédchst wurden HL-60-Zellen fiir 6 Tage mit
1,3% DMSO kultiviert (Differenzierung). Dann wurden die Zellen mit PMA (200 ng/ml) zur
Superoxidanionen-Produktion stimuliert (Stimulierung). Luminol wird in Anwesenheit von
Superoxidanionen-Radikalen oxidiert, hierbei bilden sich chemilumineszente Signale, welche
luminometrisch detektiert werden konnen (Detektion).

4.3.1.5  Mikroskopische Aufnahmen der SK-N-SH-Zellen und der priméren

humanen Hepatocyten

SK-N-SH-Zellen wurden in einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen pro Vertiefung in
24-well-Platten ausgesdt und zundchst {iber Nacht kultiviert, bevor sie mit den
entsprechenden Testsubstanzen fiir 24 h inkubiert wurden. Anschlieend wurden die

Zellen unter einem Mikroskop nach Zelltodcharakteristika untersucht.

Auch die Vitalitit der mit Hepatitis B infizierten priméren humanen Hepatocyten wurde
wéhrend der Versuchsreihen V1 und V2 (vgl. 4.3.5) anhand morphologischer Parameter
unter dem Mikroskop kontrolliert.



Experimentalteil 203

4.3.2 RNA

4321 Isolierung von RNA aus Zellen

Zur Isolierung der RNA wurde der Nucleo Spin®RNA and Virus Purification Kit (BD
Clontech, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die RNA wurde dabei aus je 1 x 10°
Zellen pro Probe nach dem Protokoll F. BD Atlas"™ Arrays RNA Isolation Protocol for
Cultured Cells des Herstellers isoliert.

Hierbei wurden die Zellen zundchst durch Zugabe von Lyse-Puffer und
3-Mercaptoethanol (B-ME) lysiert und nach Zugabe von 95%-igem Ethanol in Séulen
(Nucleo Spin RNA Spin Columns) iiberfiihrt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde
DNAse I sowie DNAse I-Puffer auf die Sédulen gegeben und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Es folgten mehrere Waschschritte mit zwei Waschpuffern. Schlie8lich wurde

die RNA mittels RNAse-freiem Wasser aus den Sdulen eluiert.

4.3.2.2  Uberpriifung der RNA-Qualitat und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration und -Qualitit wurden photometrisch bestimmt (Pharmacia
Biotech, Gene Quant II; RNA/DNA Calculator). Zur Messung wurde eine sterile UV-
Lichtdurchlassige Kiivette (UV-ette; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) eingesetzt. Das

eingesetzte Volumen betrug jeweils 50 pl. Als Leerwert diente RNAse freies Wasser.

Die Qualitdt der RNA und somit die Reinheit der RNA wurde anhand des Quotienten
aus Absorptionsmessungen bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Dieser Quotient
(OD2601280) liegt bei reinen Nukleinsdure-Losungen zwischen 1,75 und 2,0. Niedrigere

Werte zeigen Verunreinigungen z.B. durch Proteine an.

4.3.2.3  Aufreinigung viraler RNA

Da in der viralen RNA keine Introns vorhanden sind, wiirde eine Differenzierung
zwischen Zielprodukt und Kontamination nicht iiber die Lidnge der PCR-Produkte
gelingen. Daher war es wichtig die virale RNA vor der RT-PCR nochmals von
Verunreinigungen mit genomischer DNA zu reinigen, um eindeutige quantitative

Aussagen nach der RT-PCR treffen zu kdnnen.
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Hierzu wurde die virale RNA vor der RT-PCR miittels des Oligotex™ Kit (Purification
of poly A~ RNA from total RNA; Qiagen, Hilden, Deutschland), nach Protokoll des

Herstellers gereinigt.

Hierzu wurden 5 pl virale RNA, die Oligotex-Suspensionslosung, sowie Pufferlosungen
in ein Reaktionsgefdll gegeben und zunidchst fiir 3 min auf 70 °C erhitzt. Anschlieend
wurde fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet in
Pufferlosung resuspendiert und auf eine Sdule gegeben. Es folgten zwei Waschschritte

bevor die gereinigte RNA mittels Puffer von der Séule eluiert wurde.

4.3.3 DNA

4.3.3.1 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Bei der Reversen Transkription (RT) wird die aus der Zelle isolierte RNA (bzw. die
darin enthaltene mRNA) mittels eines Enzyms, der Reversen Transkriptase, sowie eines

Primers in komplementére DNA (¢cDNA) umgeschrieben.

Fir die cDNA-Synthese wurde der Advantage’ RT-for-PCR Kit (BD Clontech,
Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Zu 1 pg der aus den Zellen isolierten RNA wurde der Random Hexamer Primer
zugegeben, die Losung fiir 2 min auf 70 °C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis
gestellt. Nach weiterer Zugabe von Reaktionspuffer, dNTP-Mix, rekombinantem
RNAse-Inhibitor und des Enzyms MMLV Reverse Transkriptase wurde die
Reaktionslésung fiir 1 h bei 42 °C inkubiert. Ein fiinfminiitiges Erhitzen auf 94 °C
schlieft die cDNA-Synthese ab. Die gewonnene cDNA wurde danach direkt als Matrize
fiir die PCR eingesetzt, oder bei -20 °C gelagert.

4.3.3.2  Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde 1985 von Kary B. Mullis entwickelt, der
1993 dafiir den Nobelpreis erhielt (Mullis und Faloona, 1987).

Die PCR dient zur in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten. Dabei erfolgt die

Amplifizierung eines spezifischen DNA-Abschnittes mittels zwei flankierender
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hybridisierender Oligonukleotide (Primer) und einer thermostabilen DNA-Polymerase

(Tag-Polymerase).

Die Polymerase-Ketten-Reaktion besteht im wesentlichen aus drei sich wiederholenden

Schritten.
Ein Zyklus eines PCR-Programmes beinhaltet:

1.) Denaturierung: Die doppelstringige DNA-Matrize wird in ihre beiden

Einzelstrange getrennt.

2.) Annealing: Die beiden Primer hybridisieren an die einzelnen DNA-

Striange.

3.) Elongation: Im Elongationsschritt werden die zuvor an die Matrize
hybridisierten Oligodesoxynukleotide durch die DNA-Polymerase
verldngert (DNA-Polymerisation).

Bei optimalen Bedingungen verdoppelt sich bei der PCR theoretisch mit jedem Zyklus

die Menge der Zielsequenz.

Die Spezifitit der PCR beruht zu einem groflen Teil an den spezifischen Primern. Um
die Bildung von Primerdimer-Formationen und ungiinstiger Sekundérstukturen zu
minimieren, wurden die Primer mit Hilfe eines spezifischen Programms (Primer 3;

Krawetz und Misener, 2000) ausgewéhlt.

43321 Amplifizierung von DNA durch PCR

Die PCR wurde in einem Volumen von 25 ul durchgefiihrt.

Pro Probe wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt:
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Substanz Volumen [ul]
cDNA (Template) 1
10 x PCR-Puffer 25
(15 mM MgCl) ’
dNTP-Mix (10 mM) 0,5
Vorwirts- bzw. Riickwértsprimer 0.5
(e 10 uM) Je s
Taq-Polymerase 0,5
dH,O 19,5

Die PCR wurde in einem Thermocycler (Genius, Techne oder Trio Thermoblock,

Biometra) bei folgendem Programm durchgefiihrt:

- PCR-Programm:

94 °C 7 min

Denaturierung: 94 °C 30 sec
Annealing: 58 °C 30 sec 40 Zyklen
Elongation: 72 °C 60 sec

72 °C 7 min

Im Anschluf an die PCR wurde der gesamte Reaktionsansatz mit Hilfe einer

Agarosegelelektrophorese analysiert.
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43322 Quantitative PCR (Realtime-PCR)

Neben dem qualitativen Nachweis eines Transkriptes durch die PCR wurden auch

quantitative Bestimmungen der Genexpression mittels Realtime-PCR durchgefiihrt.

4.3.3.2.2.1 Prinzip

Die Technologie der Realtime-PCR kombiniert die DNA-Amplifikation (PCR) mit der
Detektion des Produktes in einem einzigen Reaktionsgefdl vom Ansatz bis zur
Auswertung. Bei der Entwicklung dieser Technik war die Grundidee der Versuch, die
Amplifikation des PCR-Produktes in Echtzeit zu beobachten. Realtime-PCR Systeme
stellen eine Kombination zweier Gerdte dar: zum einen einen Thermocycler zum
Durchfiihren der eigentlichen PCR, zum anderen ein optisches Detektionsmodul zum
Messen der entstehenden Fluoreszenz (Bustin 2002; Bente, 2003). Die wihrend des
Amplifikationsprozesses emittierte Fluoreszenz wird wihrend jedes PCR-Zyklus
gemessen und ermoglicht so eine graphische Darstellung der Amplifikation, die es dem

Anwender erlaubt, die Reaktion in Echtzeit (engl.: real time) zu beobachten.

Die Visualizierung des PCR-Amplikons ist grundsdtzlich mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzdetektionssystemen moglich: einem nicht-spezifischem Detektionssystem,
welches auf der Markierung des Amplikons durch interkalierende Farbstoffe basiert,
und einem spezifischem Detektionssytem, welches fluoreszenzmarkierte Sonden
verwendet. Beide Detektionsmethoden beruhen auf der Tatsache, dass der Anstieg der
Fluoreszenz proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes

ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Visualizierung des PCR-Amplicons erstere
Methode, mittels interkalierender Farbstoffe durchgefiihrt. Dabei wurde als Farbstoff
SYBR Green™ verwendet. Interkalierende Farbstoffe emittieren, nach Anregung durch
energiereiches UV-Licht, Licht im sichtbaren energiedrmeren Wellenldngenbereich
(Fluoreszenz). SYBR Green besitzt eine Anregungswellenldnge von 497 nm und eine
Emissionswellenldnge von 520 nm (Higuchi et al., 1992). Liegt der Farbstoff frei vor,
ist die Emission sehr gering. Erst durch die Interkalierung des Farbstoffes in die kleine

Windung der doppelstringigen DNA wird die Lichtemission verstirkt (Higuchi et al.,
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1993). Die Féhigkeit des Farbstoffes zur Einlagerung in die kleinen Windungen der

DNA ist auf seinen planaren Molekiilaufbau zuriickzufiihren.

Den Vorteilen interkalierender Farbstoffe, wie z.B. ihre universelle Verwendbarkeit,
oder ihre hohe Signalstirke auf der einen Seite, stehen auf der anderen Seite Nachteile,
wie keine prinzipielle Unterscheidung zwischen korrektem Produkt und Artefakten

(z.B. Primerdimere) gegeniiber.

Eine klare Differenzierung zwischen Primerdimeren bzw. Artifakten und Zielfragment
ist daher notwendig (Vandesompele et al., 2002; Bente, 2003) und kann z.B. mittels
einer Schmelzpunktanalyse am Ende der eigentlichen PCR erfolgen (Ririe et al., 1997).
Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch in 1 °C-Schritten von 50 °C auf 95 °C erhitzt und
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Der Punkt, an dem doppelstringige DNA
schmilzt, ist durch einen Abfall der Fluoreszenz des interkalierenden Farbstoffes
gekennzeichnet, da der interkalierende Farbstoff von der einzelstringigen DNA
dissoziiert. Diejenige Temperatur, bei welcher die Signalabnahme maximal ist, wird
definitionsgemdll als Schmelztemperatur bezeichnet. Zur besseren Identifizierbarkeit
der maximalen Intensitdtsinderungen werden die Schmelzkurven als Peakkurven
dargestellt. Bei den Peakkurven handelt es sich um die negative erste Ableitung der
Schmelzkurven nach der Temperatur. Die einfach zu erkennende Lage der Peakmaxima
entspricht dann der Schmelztemperatur des Produkts (Abb. 4.5). Unterschiedlich grof3e
Produkte und Produkte mit unterschiedlichen Sequenzen haben unterschiedliche
Schmelzpunkte. Damit gewinnt dieses System an Spezifitit und erlaubt es, ein

spezifisches Produkt von Artefakten zu unterscheiden (Ririe et al., 1997; Bente, 2003).
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Abb. 4.5: Darstellung der Schmelzpunktanalyse. Nach der eigentlichen PCR wurde das Produkt
von 50 °C an in 1 °C-Temperaturschritten bis zu einer Endtemperatur von 95 °C erhitzt. Bei
einer fiir das Produkt spezifischen Temperatur denaturiert der Doppelstrang. Bei der
Schmelztemperatur der Produkte zeigen die gemessenen Signalkurven ein lokales Maximum in
der Abnahme der Fluoreszenzintensitit. Zur besseren Identifizierbarkeit der maximalen
Intensitdtsdnderungen werden die Schmelzkurven als Peakkurven dargestellt. Dabei handelt es
sich um die negative erste Ableitung der Schmelzkurven nach der Temperatur.

4.3.3.2.2.2 Durchfithrung

Die Realtime-PCR wurde jeweils in einem Volumen von 25 pl durchgefiihrt.

Pro Probe wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt:
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Substanz Volumen [ul]
cDNA (Template) 1
10 x PCR-Puffer 25
(20 mM MgCl) ’
dNTP-Mix (10 mM) 0,5
Vorwirts- bzw. Riickwartsprimer 0.5
(e 10 uM) e
Taq-Polymerase 0,5
SYBR-Green (100x%) 0,71
dH,O 19,29

Die Realtime-PCR wurde in einem Rotorgene 2000 Real-Time Cycler (Corbett

Research) bei folgendem Programm durchgefiihrt:

- PCR-Programm:

94 °C 7 min
Denaturierung: 94 °C 30 sec
40-
Annealing: 58 °C 30 sec 0-50
Zyklen
Elongation: 72 °C 60 sec
72 °C 7 min

AnschlieBend wurde der Lauf mittels der Methode der Effizienz-korrigierten relativen

Quantifizierung ausgewertet (Pfaffl, 2001).
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4.3.3.2.2.3 Auswertung

Bei der Realtime-PCR erfolgt die Messung der emittierten Fluoreszenz eines
Farbstoffes wihrend jedes einzelnen Zyklus. Emittierte Fluoreszenz und entstehendes
Amplifikat sind linear proportional. Die ermittelten Fluoreszenzwerte werden zum
Zweck der Auswertung in einer graphischen Darstellung gegen die Zyklenzahl
aufgetragen (Abb. 4.6).

Fluoreszenz

—— Threshold

0 10 '20 30

|
40 Zyklen

Cr

Abb. 4.6: Darstellug einer Amplifikationsgraphik: Die gemessene Fluoreszenz (Ordinate) wird
gegen die Zyklenzahl (Abszisse) aufgetragen. Der Schwellenwert (7Threshold) stellt eine
Trennlinie zur Unterscheidung zwischen signifikanter Zunahme der Fluoreszenz und
Hintergrundfluoreszenz dar. Der Schnittpunkt zwischen Amplifikationsgraph und
Schwellenwert wird als Cycle-Threshold (Cr) bezeichnet. Er markiert einen Anstieg der
Fluoreszenz iiber den Schwellenwert.

Vor dem Anstieg der Fluoreszenz bleibt die gemessene Fluoreszenz fiir eine gewisse
Anzahl an Zyklen unverdandert und verlduft als gerade Linie parallel zur Abszisse.
Dieser Bereich wird als Basislinie bezeichnet. Um einen Punkt zu definieren, ab dem

die gemessene Fluoreszenz einer Probe klar von der Hintergrundfluoreszenz zu
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unterscheiden ist, wird ein Schwellenwert (Threshold) gesetzt. Er stellt eine Trennlinie
zur Unterscheidung zwischen signifikanter Zunahme der Fluoreszenz und der
Hintergrundfluoreszenz dar. Der Schnittpunkt zwischen der Fluoreszenz und dem
Schwellenwert auf die Abszisse projiziert, wird als Cycle-Threshold (Cr) bezeichnet. Er
gibt die Zyklenzahl an, bei der das Fluoreszenzsignal erstmals den Schwellenwert
erreicht. Der Cr-Wert steht in direkter Beziehung zur Ausgangsmenge der eingesetzten
DNA und dient als Grundlage fiir die Quantifizierung des Reaktionsproduktes (Bustin,
2000; Bente, 2003).

Die Quantifizierung kann relativ oder absolut erfolgen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die relative Quantifizierung verwendet, da sie fiir Genexpressionsstudien eine
adidquate Quantifizierungsmethode darstellt (Bente, 2003). Dabei wird das Verhiltnis
der Menge an RNA in der zu untersuchenden Probe zu der Menge RNA in einer
anderen Probe (Kontrolle) bestimmt. Neben der eigentlichen Zielsequenz wird
zusdtzlich eine ,,endogene Kontrolle®, ein sog. Referenzgen mit amplifiziert. Dabei
handelt es sich um ein ubiquitir und in einer konstanten Menge in den verwendeten
Zellen vorkommendes, unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen
weitgehend konstant exprimiertes sog. ,,Housekeeping Gene“ (,,Haushaltsgen®). Im

Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde das Gen 18S dafiir verwendet.

Die Berechnung selbst kann nach der AACt-Methode erfolgen (Pfaftl, 2001):

AC, (Probe) = C, (Zielgen) — C, (Referenzgen)
AC; (Kontrolle) = C, (Zielgen) — C, (Referenzgen)

AAC, = AC, (Probe) — AC, (Kontrolle)

Ratio = 2744
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Die Ratio gibt dabei den normalisierten Expressionswert des Zielgens in der

untersuchten Probe an.

Um die AACr-Methode anwenden zu konnen, miissen die Effizienzen der PCR-
Zielsequenz und die der Referenzreaktion nahezu identisch sein. Da dies in den
Experimenten der vorliegenden Arbeit nicht der Fall war, wurde zur Auswertung der
Realtime-PCR-Léufe eine Sonderform der AACr-Methode, die Effizienz-korrigierte
relative Quantifizierung gewahlt (Pfaftl, 2001):

ACTZielgen (Kontrolle—Probe)

(EZielgen )
(EReferenzgen )

Ratlo o ACTReferenzgen (KontFOIle_PFObe )

Dabei wurde die PCR-Effizienz (E) des Ziel- und des Referenzgens aus der Steigung
der Standardkurven einer Verdiinnungsreihe der Proben fiir jeweils beide Gene

ermittelt.

43323 PNA-angereicherte PCR

PNA steht fiir ,,peptide nucleic acid“. Urspriinglich wurde PNA von Nielsen et al.
(1991) als DNA Bindungs-Reagenz entwickelt, um den Mechanismus der Doppelhelix-
Invasion zu untersuchen (Nielsen et al., 1991). Inzwischen wird die hohe
Bindungsaffinitdt von PNA zur Detektion von Einzelbasenpaaraustauschen mittels PCR

genutzt.

PNA ist ein modifiziertes Oligomer. Es bildet PNA-DNA-Hybride aus, welche
thermisch stabiler und spezifischer sind als die entsprechenden DNA-DNA-Hybride. In
Folge einer Einzelbasen-Fehlanpassung (,,Einzelbasen-Mismatch®) sinkt jedoch die

Stabilitdt der PNA-DNA-Hybride unter die Stabilitdt der entsprechenden DNA-DNA-
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Hybride. Aus diesem Grund ist eine PNA-angereicherte PCR gut zum Nachweis von

Einzelbasenaustauschen geeignet (Kirishima et al., 2002).

Die PCR wurde wie unter 4.3.3.2.1 beschrieben, unter Zugabe von zusétzlich je 0,5 ul
PNA-2-Losung (10 uM) zum PCR-Master-Mix und unter Verwendung des unten
angegebenen PCR-Programmes durchgefiihrt.

- PCR-Programm:

95 °C 5 min
Denaturierung: 95 °C 30 sec
PNA-Annealing: 72 °C 60 sec 40 Zyklen
Annealing der Primer und Elongation: 58 °C 30 sec

63 °C 7 min

4.3.3.3  Agarosegelelektrophorese

Die amplifizierten PCR-Produkte konnen mittels Gelelektrophorese im Agarosegel
detektiert werden. Agarose, ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen, ist ein lineares
Polymer aus alternierenden 1,3-verkniipften B-D-Galaktopyranose- und 1,4-verkniipften
3,6-Anhydro-a-L-Galactopyranose-Resten. Agarose 19st sich beim Erhitzen in Wasser
und bildet beim Abkiihlen ein Gel mit einer netzwerkartigen, dreidimensionalen
Struktur (mittlerer Porendurchmesser 150 nm). Je nach GréBe der zu trennenden DNA-
Molekiile wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 2% bzw. 3% verwendet.
Der Nachweis der DNA im Agarosegel erfolgte durch Zugabe von Ethidiumbromid
(10 mg/ml - hiervon 9 pl auf 500 ml) zur Agarosegellosung. Ethidiumbromid ist ein
roter Farbstoff, der zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert und in diesem
Zustand sehr stark, in der Losung hingegen nur sehr schwach fluoresziert. Die
Fluoreszenzanregung erfolgt durch nahes UV-Licht, die Fluoreszenzemission ist im

orange-roten Bereich des sichtbaren Lichtes (509 nm) wahrnehmbar.
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Die Elektrophorese der DNA beruht auf der Wanderung der negativ geladenen
Nukleinsduren im homogenen elektrischen Feld durch die Agarose-Tragermatrix. Dabei
wandern kleinere Fragmente schneller als grofere. Verschieden grofle Fragmente

konnen so voneinander getrennt werden.

Die amplifizierten PCR-Produkte der zu untersuchenden DNA-Proben wurden auf das

Gel aufgetragen und bei 120 V fiir 30 min in 1 X TAE-Puffer aufgetrennt.

Zur Bestimmung der Lénge des entstandenen Produktes wurde ein 100 bp-Standard mit
auf das Gel aufgetragen. Zur Dokumentation und Auswertung wurden die Gele auf
einem UV-Durchlichtgerdt (MWG-Biotech) mit Hilfe einer CCD-Optik (Hitachi)

aufgenommen und digitalisiert.

Bei der priaparativen Agarosegelelektrophorese wurden nach der Elektrophorese die
gesuchten DNA-Banden der gewiinschten DNA-Fragmente mit einem Skalpell unter
UV-Licht aus der Gelmatrix ausgeschnitten und die darin enthaltene DNA durch

Extraktion wiedergewonnen.

4334 Gelextraktion

Zur Wiedergewinnung der DNA wurden die gesuchten Banden der amplifizierten PCR-
Produkte nach der Gelelektrophorese aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mittels
des Gelextraktionskits Nucleo Spin® Extract II (Macherey-Nagel, MN, Diiren,
Deutschland) nach Protokoll des Herstellers die DNA isoliert.

Hierbei wurden die ausgeschnittenen Gelstiicke in Lysepuffer bei 50 °C (5-10 min)
aufgelost, anschlieBend die Losungen auf Sdulen aufgetragen und nach mehreren

Waschschritten die DNA mittels Puffer von den Siulen eluiert.

4.3.3.5  Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus (RFLP)

Um die beiden GluR 2-SpleiBvarianten ,,flip*“ und ,,flop* unterscheiden zu konnen
wurde ein enzymatischer Assay durchgefiihrt (Kortenbruck et al., 2001). Dabei wird das
PCR-Amplifikat mit Restriktionsenzymen, welche die zu untersuchenden Stellen

spezifisch schneiden, inkubiert und die hieraus entstehenden Produkte mittels
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Gelelektrophorese ausgewertet. Anhand der Lange der erhaltenen Fragmente ist dann

eine Differenzierung zwischen den verschiedenen Varianten moglich.

Fiir den Test wurde zuerst ein PCR-Produkt der zu untersuchenden Region mittels
flankierender Primer amplifiziert. Das Amplifikat wurde zusammen mit 0,5 pl BSA,
0,5 pl (1000 U/ml) spezifischem Enzym und 1,5 pl eines auf das jeweilige Enzym
abgestimmten Puffers bei der optimalen Enzymreaktionstemperatur iiber Nacht
inkubiert. Die hieraus erhaltenen Produkte wurden mittels Gelelektrophorese

ausgewertet.

4.3.3.6  Genexpressionsstudien mittels cONA-Array

4.3.3.6.1 Prinzip

Mit Hilfe von Arrays kann innerhalb eines Experiments die Expression vieler Gene

parallel analysiert werden.

Der GEArray S Series Human Dendritic & Antigen Presenting Cell Gene Array
(Superarray, BIOMOL, Hamburg, Deutschland) ist ein cDNA-Array. Er enthélt die auf
Nylonmembranen immobilisierte cDNA von 171 ausgewéhlten Genen, die einerseits ein
breites Spektrum der immunrelevanten Gene abdecken; dariiber hinaus sind aber auch
einige ubiquitdr exprimierte Gene (Housekeeping Gene; Haushaltsgene) zur

Normalisierung der Signale, sowie Positiv- und Negativkontrollen vorhanden.

Abbildung 4.7 zeigt eine vollstindige Liste aller Gene, sowie deren Platzierung auf der

Membran.
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43.3.6.2 Durchfiihrung

Als Ausgangsmaterial wurde die RNA aus den zu vergleichenden Proben isoliert.
Anschlieffend wurde die RNA mit Hilfe des Ampo Labeling-LPR-Kit (Superarray,
BIOMOL, Hamburg, Deutschland) in cDNA umgeschrieben und mit Biotin-16-dUTP
(Roche, Mannheim, Deutschland) markiert und anschlieBend die Hybridisierungs-

versuche durchgefiihrt:

Die Membranen wurden mit Lachssperma-DNA (genaxxon bioscience, Stafflangen,
Deutschland) vorhybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen zu séttigen, und dann
tiber Nacht mit den mit Biotin markierten cDNA-Proben hybridisiert. Am nichsten Tag

wurden die Membranen mehrmals mit Waschpuffer gewaschen.

Fiir die folgende chemilumineszente Detektion (Chemiluminescent Detection Kit,
upstate, BIOMOL, Hamburg, Deutschland) wurden die Membranen fiir 40 min bei RT
mit GEA blocking Solution Q blockiert, anschlieBend 10 min mit Binding Buffer
inkubiert (RT) und nach mehreren Waschschritten schlieBlich in CDP-Star chemi-
lumineszentem Substrat fiir 5 min (RT) geschwenkt. Zur Detektion wurden die
Membranen zundchst laminiert und anschlieBend mit Rontgenfilmen fiir verschiedene
Zeitrdume (1-5 min) exponiert. Die entwickelten Rontgenfilme wurden zur weiteren

Auswertung digitalisiert.

4.3.3.6.3 Auswertung

Fir die Auswertung der cDNA-Arrays wurden die Signalintensititen der einzelnen
cDNA-,Spots* auf den Rontgenfilmen zwischen den ,behandelten und den
,unbehandelten* Proben verglichen. Zur Bearbeitung wurde die Auswertungs-Software

der Firma Superarray verwendet.

Hierbei wurde die Schwirzung der einzelnen Punkte ermittelt (mittlere optische Dichte;
OD/mm?) und hiervon der unspezifische Hintergrund in der Umgebung der Punkte
abgezogen. AnschlieBend wurden die Werte auf die Expression ausgewéhlter sog.
Haushaltsgene, wie GUSB (Beta-Glucuronidase), PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A),
B2M (Beta-2-microglobulin), ACTB (Beta Actin) und GAPD (Glyceraldehyd-3-
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phosphat-dehydrogenase) normalisiert und die stirker oder schwécher exprimierten

Gene identifiziert.

Zur Ermittlung der differentiell exprimierten Gene wurden die Quotienten aus der
normalisierten Expression im Versuchs- und im Kontrollansatz gebildet. Dabei wurden
Veridnderungen um mehr als das zweifache relativ zur Kontrolle (unbehandelte Zellen)

bzw. um weniger als den Faktor 0,5 als signifikant gewertet.

4.3.3.7 Klonierung

Die benétigten PCR-Produkte wurden iiber Plasmide in kompetente E. coli-Stdmme

uberfiihrt und dort vermehrt.

4.3.3.7.1 Prinzip

Plasmide sind extrachromosomal vorkommende, ringformige DNA-Molekiile. Das
Klonieren eines PCR-Produktes in einen vorgegebenen Klonierungsvektor (Insertion),
im vorliegenden Fall pCR 2.1-TOPO-Vektor, und das anschlieBende Einbringen dieses
Plasmids in das Zytoplasma kompetenter E. coli-Zellen (Transformation), hier E. coli
TOP 10, ermoglicht die Vermehrung der Zielsequenz. Dabei erfolgt eine zweifache
Selektion der Bakterienkolonien. Der Klonierungsvektor enthélt die Gensequenz fiir die
Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin und Kanamycin. Da die Agarmedien flir die
Bakterienkolonien eines dieser beiden Antibiotika enthalten (in der vorliegenden Arbeit
Ampicillin), kénnen sich nur diejenigen E. coli-Stdimme vermehren, die das Plasmid
enthalten und damit antibiotikaresistent sind. Um Bakterienkolonien die einen leeren
Vektor enthalten, von denjenigen unterscheiden zu konnen, die einen mit dem zu
klonierenden DNA-Produkt haben, enthilt der Vektor die genetische Information der
ersten 146 Aminosduren des Galaktosidasegens. In dieser Sequenz liegt die
Insertionsstelle fiir das zu klonierende DNA-Produkt (multiple cloning site). Solche
Vektoren werden fiir Wirtszellen benutzt, welche fiir das carboxy-terminale Ende der
Galaktosidase kodieren. In einem Prozess, der als Komplementierung bezeichnet wird,
ergeben die Proteinfragmente des Galaktosidasegens sowie die der Wirtszelle ein

enzymatisch aktives Enzym, welches in Anwesenheit von 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
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D-galaktosidase zur Blaufarbung der Bakterienkolonien fiihrt. Kommt es jedoch zu
einer Insertion des zu klonierenden DNA-Produktes, so verhindert dies die
Komplementierung und die Bakterienkolonien erscheinen weill (,,Blau-Weil3-

Screening®).

433.7.2 Durchfiihrung
Die Klonierung erfolgte mittels des TOPO TA Cloning® Kits unter Verwendung von
pCR 2.1 TOPO-Vektoren und kompetenten E. coli-Zellen (TOP 10 Chemically

Competent E. coli) der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) nach Anleitung des

Herstellers.

Genotyp (TOP 10):

F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139
D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG

Abb. 4.8: Genotyp der TOP 10 E. coli-Zellen.

Die Ligation zwischen dem Vektor und dem Insert wird durch die Transferase-Aktivitat
der Tag-Polymerase vermittelt. Die Taq-Polymerase besitzt eine Template unabhéngige
Aktivitit, mit der einzelne Desoxyadenosin-(A)-Uberhinge an das 3’-Ende des
synthetisierten PCR-Produktes angehingt werden konnen. Diese cDNA-Fragmente
konnen dann in die vorbereiteten Vektoren einkloniert werden. Dabei binden die am 3°-
Ende des linearisierten Vektors befindlichen Desoxythymidin-(T)-Reste kovalent mit
den Desoxyadenosin-(A)-Uberhidngen. Dadurch wird erreicht, dass Vektor und Insert

mit hoher Frequenz ligiert werden kdnnen.

Der verwendete pCR 2.1 TOPO-Vektor besitzt eine ColE1 origin zur Replikation von E.
coli, einen versatilen Polylinker, Gene fiir die Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz
und ein lac-Z-alpha-Komplement zur blau-weil3-Selektion der Transformanten (Abb.

4.9).
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CAG GRA ACA GCT ATG ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA COG AGD TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TET CGA TAC Tof: TAC TAAR TEC GGET TOG AAC CAT GGEC TOG AGC CTA GET GAT
Esf}(l Ecui'.iRI Ecni'.!F-‘.I
;TG CTG GAA TTC GCC CTI GGEC GAR TTC T
CAC C CTT ARG CGG GRS TT ARG ACG

NSJ'II}lc’baI
CTC GAG CAT GCR TCT ARGA G
CTC GTA CGT AGR TCT CC

T7 Promaoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GRG TCG TAT TAC ART TCA O GCOC GTC GTT TTA CaR CGT CGT GAC TGEE GAR ARC
\ TCA CTC AGC ATA ATEE TTA ACGT |GA CRG CAan RAAT QQUT GCA GCA CTG A TT TT

Abb. 4.9: Vektorskizze des pCR 2.1 TOPO-Vektor (nach Kothe, 2003). Eingezeichnet ist u.a.
die Position der Vektorprimer (M13 Reverse Primer, M13 Forward Primer), die Schnittstelle fiir
das Einfiigen des PCR-Produktes, sowie Enzymschnittstellen.

Nach der Ligation des PCR-Produktes in den Vektor erfolgte die Transformation in E.

coli-Zellen.

Um Fremd-DNA in Bakterien einfithren zu konnen, miissen die Zellen in den Zustand
der Kompetenz iiberfiihrt werden. Die Kompetenz, d.h. die Féhigkeit von E. coli-Zellen
zur Aufnahme fremder DNA, ist abhidngig vom Wachstumsstatus und der
Vorbehandlung der Zellen (Hanahan, 1983; Schreck, 1995). Fiir die Transformation
wurden chemisch kompetente E. coli TOP 10-Bakterien der Firma Invitrogen

(Karlsruhe, Deutschland) verwendet (Abb. 4.8).
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Die TOP 10 E. coli-Aliquote wurden auf Eis aufgetaut, je 3 ul des Ligationsproduktes
wurden zugesetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluf3 daran erfolgte eine
Hitzeschockbehandlung fiir 30 sec bei 42 °C und sofortige Abkiihlung auf Eis. Auf
diese Weise wird die Aufnahme von DNA in die Zelle durch die nun pordse
Zellmembran erleichtert. Zu jedem Ansatz wurden 500 pl LB-Medium (Tabelle 4.11)
pipettiert und bei 37 °C fiir 1 h bei 600 rpm im Thermoblock geschiittelt. AnschlieSend
fand die Selektion der so transformierten Zellen auf Agarplatten, die zuvor mit

Ampicillin versetzt worden waren, statt.

Tabelle 4.11: Zusammensetzung des LB-Mediums.

LB-Medium
Bacto-Tryptone 10¢g
Bacto-Yeast extract S5¢g
NaCl 10g
H,O auf 1000 ml auffiillen

Die transformierten E. coli-Bakterien wurden in verschiedenen Konzentrationen (1:2-,
1:10-Verdiinnungen) auf die vorbereiteten Néhrboden (Zusammensetzung des LB-

Agars vgl. Tabelle 4.12) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Tabelle 4.12: Zusammensetzung des LB-Agars.

LB-Agar

Bacto Tryptone 50¢g
Bacto Yeast extract 25¢g
NaCl 50
Bacto Agar 75¢g

H,O auf 500 ml auffiillen

Ampicillin (100 mg/ml) 500 ul (=0,05 g)
fiir Blau-WeiB3-Screening zusétzlich:

IPTG (200 mM) 90 pul
X-Gal (40 mg/ml) 500 pl

4.3.3.8  Minipraparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurden die weillen Klone der LB-Agarplatten
gepickt und LB-Kulturen, bestehend aus je 2 ml LB-Medium mit 2 pl Ampicillin
(100 mg/ml), mit diesen Kolonien angeimpft. Nach Kultivierung iiber Nacht bei 37 °C
wurde die Plasmid-DNA (QIdprep™ Miniprep-Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland)

gewonnen.

Dazu wurden die Ubernachtkulturen zentrifugiert (4000 rpm; 5 min) und das Zellpellet
in Puffern resuspendiert, lysiert und neutralisiert. Die Zellsuspension wurde auf eine
Saule (QIlAprep Spin Column) aufgetragen und dort gebunden. Nach mehreren
Waschschritten konnte die reine Plasmid-DNA mittels Elutionspuffer von der Séule

eluiert werden.
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4.3.3.9  Sequenzierung

Die unter 4.3.3.8 gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Sequenzierung zu Geneart
(Regensburg, Deutschland) geschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden anschlieend

mit den Programmen SeqMan und Macaw ausgewertet.

4.3.3.10 Glycerinkulturen

Zur léngerfristigen Lagerung von (Plasmid-) DNA wurden Glycerinkulturen
(Glycerolkulturen) angelegt. Hierzu wurden 2 ml einer Ubernachtkultur fiir 5 min bei
4000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde in 1,5 ml
LB/Glycerin-Losung (LB:Glycerin = 1:1) resuspendiert, zu je 750 pl auf zwei Cups
verteilt und bei -80 °C gelagert.

4.3.4 Proteinchemische Methoden

4.3.4.1  Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt einer Probe wurde mit der Methode nach Bradford bestimmt

(Bradford, 1976).

Das Prinzip des Tests beruht auf der Tatsache, dass die Bindung des Farbstoffs
Coomassie Brillant Blue G-250 an ein Protein eine Verschiebung des Absorptions-
Maximums des Farbstoffes von 465 zu 595 nm verursacht. Dieser Absorptionsanstieg
wird spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm bestimmt. Anhand von
vergleichenden Standardkurven mit Bovine serum albumin (BSA) kann dann der

entsprechende Proteingehalt der Proben ermittelt werden.
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4.34.2 Western Blots

43421 Prinzip

Die Bezeichnung Western Blot geht auf den Namen des Erfinders der Blotting Technik,
Edwin Southern zuriick, der die Methode 1971 fiir die Auftrennung von DNA-
Fragmenten und nachfolgender Hybridisierung als Southern Blotting eingefiihrt hat. In
Anlehnung an seinen Namen wurde die entsprechende Auftrennung von Proteinen als

Western Blotting bezeichnet

Der Western Blot bietet die Moglichkeit ein spezifisches Protein in dem komplexen
Proteingemisch einer Zelle zu identifizieren. Dazu werden die Zellproben zunéchst in
SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) aufgenommen und auf 100 °C erhitzt. Dabei
kommt es zu einer Reduktion der Disulfidbriicken und einer vollstindigen

Denaturierung der Proteine.

AnschlieBend folgt die Auftrennung des Proteingemisches mittels SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE). In der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
wandern die Proteine durch ein elektrisches Feld in einem Polyacrylamid-Netzwerk
(Acrylamid/Bisacrylamid), das als Molekularsieb fungiert. Unter denaturierenden
Bedingungen lassen sich Proteine aufgrund ihrer Masse trennen. Die Zugabe des
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) fiihrt zur Losung nicht-kovalenter Bindungen in
nativen Proteinen. Die SDS-Anionen binden sich an die Hauptketten der Proteine, und
der gebildete Komplex aus SDS und denaturiertem Protein wird dann der
Elektrophorese unterworfen. Durch die Anlagerung von SDS an die Proteine wird ein
konstantes Verhéltnis zwischen der Nettoladung und dem Molekulargewicht der
Proteine erreicht. Damit ist die Laufstrecke eines Proteins im elektrischen Feld indirekt

proportional zu dessen Molekulargewicht.

Die Proteine durchwandern zunichst ein Sammelgel, um in einer scharfen Bande
konzentriert zu werden, und werden erst im anschlieBenden Trenngel nach ihrem

Molekulargewicht aufgetrennt.

Innerhalb eines Gels widre die Detektion von Proteinen mit Antikdrpern nur unter

Verlust der Auflosung, oder meist gar nicht zu erreichen. Daher werden die im SDS-
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PAGE aufgetrennten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix iiber ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine PVDEF- (Polyvinyliden-fluorid)
Membran transferiert (geblottet). Der Transfer wurde mittels des Semidry-Blot-
Verfahrens durchgefiihrt (Abb. 4.10).

Filterpapier
PVDF-Mentbzan

Abb. 4.10: Semidry-Blot-Verfahren *.

Hierbei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Das an den
Proteinen angelagerte SDS wird ausgewaschen und die Proteine konnen renaturieren
und teilweise ihre Sekundér- und Tertidrstruktur, jedoch nicht ihre Quartérstruktur
wieder einnehmen. Die Proteine werden durch hydrophobe Wechselwirkungen an die
Membran gebunden und konnen dort von Antikorpern erkannt werden. Hierzu miissen
zuerst die freien Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, da sich sonst die
Antikorper an diese Bindungsstellen heften und einen spezifischen Nachweis von
Antigenen unmoglich machen wiirden. Dies erfolgt mit einem fiir die Antikorper nicht
erkennbaren Protein, wie z.B. BSA (bovine serum albumine) oder Milchpulver.
Anschliefend kdnnen Primédrantikorper spezifisch an zelluldre Proteine binden. Von den

Zielproteinen gebundene Primirantikorper wiederum werden von spezies-spezifischen

% Nach: http://www.cultek.com/index.asp?p=EET-productos&id=36.
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sekunddren Antikorpern gebunden, die mit HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt
sind. Nach abgeschlossener Antigen-Antikorper-Reaktion erfolgt die Detektion des
nachzuweisenden Proteins mit Hilfe eines chemilumineszenten Substrates. Luminol
wird dabei in Gegenwart von H,;O, und Meerrettichperoxidase oxidiert. Das so
angeregte Luminol emittiert bei Riickkehr in seinen Grundzustand Lichtquanten. Diese

Chemilumineszenz kann durch Exposition auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht werden.

43422 Durchfiihrung

Die Western Blots wurden zur Verifizierung der Genexpressionsergebnisse fiir ADAR1

auf Proteinebene durchgefiihrt.

4.3.4.2.2.1 Puffer und Losungen

Laemmli-Probenpuffer

Tris/HC1 50 mM; pH 6,8
SDS 4% (wiv)
Glycerin 12% (w/v)
3-Mercaptoethanol 2% (v/v)
Bromphenolblau 0,01% (w/v)
H,O

Gelpuffer (pH 8,45)

Tris/HC1 3M

SDS 0,3% (W/v)

H,O
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Trenngele (12%)

Gelpuffer 13,2 ml
Glycerin 4,4 ml
Aa/Bis Aa (30/0,8) 16 ml
H,O 6,7 ml
TEMED 40 pul
APS (10%) 300 pl

(APS = Ammoniumpersulfat)
Sammelgele (4%0)

Gelpuffer 10 ml
Aa/Bis Aa (30/0,8) 5,2 ml

H,O 24,8 ml
TEMED 40 pl
APS (10%) 300 pl

Laufpuffer (pH 8,3)
Tris 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,1% (w/v)

H,O
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Transferpuffer (pH 8,0)

Tris 25 mM
Glycin 40 mM
Methanol 3% (v/v)
H,O
Waschpuffer (pH 7,5)
Tris 10 mM
NaCl 500 mM
Tween-20 0,1% (v/v)
H,O
Blockierlosung | (ADAR1)
Magermilchpulver 3% (W/v)
Tween-20 0,5% (v/v)

Waschpuffer




230 Experimentalteil

Blockierldsung 11 (GAPDH)

Magermilchpulver 3% (W/v)
Tween-20 1,5% (v/v)
Waschpuffer

4.3.4.2.2.2 Probenvorbereitung und SDS-PAGE

Pro Ansatz wurden jeweils 4 x 10° Zellen verwendet. Die Zellen wurden in einer 12-
well-Platte fiir jeweils 24 h mit den entsprechenden Substanzen inkubiert, danach
geerntet, zentrifugiert und einmal mit 1 ml PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in
100 ul SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) aufgenommen und fiir 10-15 min im
Thermoblock bei 100 °C zur Denaturierung der Proteine inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben fiir 2 min bei 7000 rpm zentrifugiert und sofern nicht gleich benétigt

bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Von den Uberstinden wurden je 20 pl (ADARI) bzw. 10 ul (GAPDH) auf ein
Polyacrylamidgel (bestehend aus einem 4%-igem Sammelgel und einem 12%-igem
Trenngel) aufgetragen. Zur Abschitzung des Molekulargewichtes wurde in einer Spur
ein Proteinstandard mitgefiihrt (GroBenstandard: low range molecular weight marker,
BioRad, Miinchen, Deutschland). Die elektrophoretische Auftrennung des Protein-
gemisches erfolgte bei 120 V fiir 2 h.

4.3.4.2.2.3 Transfer und Immobilisierung von Proteinen auf Membranen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung des Proteingemisches im SDS-PAGE
wurden die Proteine mittels Semidry-Blot-Verfahren bei 20 V, 66 mA fiir 75 min auf
eine PVDF-Membran (Immobilon™-P, Millipore, Schwalbach, Deutschland) geblottet.

(Zuvor waren Filterpapiere, Membran und Gel in Transferpuffer equilibriert worden.)

Um eine unspezifische Bindung der Antikorper an die Membran zu verhindern, wurde

die Membran anschlieBend zunichst in 20 ml Blockierlosung I fiir 1 h bei RT
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(ADARTI) bzw. in 20 ml Blockierlosung II {iber Nacht bei 4 °C (GAPDH) geschwenkt.
Danach wurde die Membran mit dem in 10 ml Blockierlosung I 1:1000 (ADAR1), bzw.
in 10 ml Blockierlosung II 1:5000 (GAPDH) verdiinnten primiren Antikdrper iiber
Nacht bei 4 °C (ADARI), bzw. fiir 1 h bei RT (GAPDH) unter Schiitteln inkubiert.
Dann wurde die Membran viermal fiir je 10 min gewaschen, um ungebundene
Antikorper zu entfernen. Der sekundidre an Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase; HRP) gekoppelte Antikorper ist spezifisch fiir den F-Teil des ersten
Antikorpers und wurde 1:1000 (ADARI1), bzw. 1:2500 (GAPDH) in 10 ml
Blockierlosung I bzw. II verdiinnt. Die Membran wurde fiir 1 h bei RT unter Schiitteln
darin inkubiert und anschlieBend viermal fiir je 10 min mit Waschpuffer gewaschen

(Tabellen 4.13 und 4.14).

Tabelle 4.13: Durchfiihrung des Nachweis von ADARI.

ADAR1
Konzentration Zeit Temperatur
Blockierlosung I: lh RT
1. AK: i , o
Rabbit anti- ADAR1 1:1000 iiber Nacht 4°C
2. AK:
Goat-anti-rabbit-IgG 1:1000 lh RT
(HRP-conjugates)
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Tabelle 4.14: Durchfiihrung des Nachweis von GAPDH.

GAPDH
Konzentration Zeit Temperatur

Blockierlosung I1 iber Nacht 4°C

1. AK:

GAPDH 1:5000 lh RT

2. AK:

Goat-anti-mouse- 1:2500 | h RT
IgG

(HRP-conjugates)

4.3.4.2.2.4 Immundetektion immobilisierter Proteine

Nach erfolgter Antigen-Antikorper-Reaktion kann die Detektion des nachzuweisenden

Proteins mit Hilfe eines chemilumineszenten Substrates durchgefiihrt werden.

Die Membran wurde hierzu fir 5 min im Visualizer™ Working Solution (des
Visualizer™ Western Blot Detection Kit, upstate, BIOMOL, Hamburg, Deutschland)
geschwenkt und anschlieBend in einer Rontgenkassette zusammen mit Hyperfilm ECL-

Rontgenfilmen (Agfafilm) fiir verschiedene Zeitrdume (10 sec-2 min) exponiert.

4.3.5 Hepatitis B Virus

Es wurde untersucht inwieweit Scutellarein (100 uM) antivirale Wirkung gegeniiber
Hepatitis B Virusinfektionen ausiiben kann. Hierzu wurden HBV-Experimente am
Modell der primdren humanen Hepatocyten in einer Kooperation mit der Klinik und
Poliklinik fiir Chirurgie (Klinikum der Universitdt Regensburg), PD Dr. Thomas Weiss,
und der Virologie (Klinikum der Universitit Regensburg), Dr. Stephan Bohm,
durchgefiihrt.
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4.35.1  Kultivierung der primaren humanen Hepatocyten

Zelllysate von primiaren humanen Hepatocyten stammten aus dem Zentrum fiir

Leberzellforschung am Klinikum der Universitit Regensburg.

Die Zellvitalitit wurde mittels der 7rypan Blue exclusion bestimmt und Priaparationen
mit einer Vitalitit > 85% fir Kultivierungen verwendet. Die Zellen wurden auf
Collagen-beschichteten 6-well-Platten (rat tail collagen type I, Roche, Mannheim) mit
einer Dichte von 150000-200000 Zellen/cm® in 2 ml Zellkulturmedium (DMEM
supplementiert mit 10% FCS, 0,5 IU/ml Penicillin, 0,5 pg/ml Streptomycin, 24 pg/ml
Insulin, 7,45 ng/ml Glucagon, 8,0 ug/ml Hydrocortison) pro Vertiefung ausgesit und
bei 37 °C, in wasserdampfgesittigter Atmosphére und einem 5%-igem Anteil an CO;
im Brutschrank kultiviert. Nach 12 h wurde das Medium mit den ungebundenen Zellen
abgesaugt und durch 1 ml neues Zellkulturmedium ersetzt. In der nachfolgenden
Kultivierungsperiode wurde das Medium alle 24 h gewechselt. Nachdem die Zellen
konfluent waren und ihre typische Morphologie erreicht hatten (typischerweise
zwischen Tag 2 und Tag 5 nach Aussaat der Zellen), wurde das Zellkulturmedium fiir
die weitere Kultivierung der Zellen zusidtzlich mit 1% Dimethylsulfoxid (DMSO)

supplementiert.

4352 HBV infektitse Serum-Proben

Infektiose Serum-Proben kamen von zwei chronischen HBV-Trigern. Je nach
Experiment wurden verschiedene Seren zur Infektion verwendet. Bei den Versuchen
V2, V3 und V4 wurden die PHH mit dem Serum Zachoval 1 infiziert. Dieses Serum
stellt eine Probe eines chronischen HBV-Trigers mit einer Viruslast von 1,2 x 10° ge
(genome equivalent) pro ml dar. Bei Versuch V1 wurden die PHH mit dem Serum
Pool 2 infiziert. Pool 2 ist eine, aus 9 Proben eines chronischen HBV-Trigers gepoolte

Serum-Losung. Die Viruslast von Pool 2 betrug 2 x 10° ge/ml.

4353 In vitro HBV Infektion

Fiir die in vitro Infektion wurden die primdren humanen Hepatocyten (PHH) nach 4-18
Tagen nach der Aussaat mit den jeweiligen infektiosen Serum-Proben verdiinnt auf ein

Gesamtvolumen von 1 ml pro Vertiefung in Zellkulturmedium supplementiert mit 1%
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DMSO und 5% Polyethylenglycol (PEG, MW 6.000) beimpft (Tabelle 4.15).
Gleichzeitig wurde dem Zellkulturmedium einer Vertiefung (V1 und V2), bzw. dreier
Vertiefungen (V3 und V4) ab Infektion der Zellen jeweils Scutellarein in der

Konzentration 100 uM zugesetzt.

Tabelle 4.15: HBV-Infektion der primdren humanen Hepatocyten.

. Volumen an
Infektion der cingesetztem
Experiment PHH Verwendetes Segrum o Viruslast
P (Tage nach Serum mp (ge/PHH)
Vertiefung
Aussaat)
(W)
V1 7 Pool 2 25 50
V2 4 Zachoval 1 50 60
V3 10 Zachoval 1 10 12
V4 18 Zachoval 1 10 12

Die Verdiinnungen der Seren, welche fiir die in vitro Infektionen verwendet wurden
reichten von 1:20 bis 1:100, dies entspricht einer Viruslast von 12 bis 60 ge pro
Hepatocyt bei einer Zelldichte von durchschnittlich 1,0 x 10° Zellen pro Vertiefung
(Tabelle 4.13). Nach einer Inkubation von 12-16 h wurde das virale Inoculum am Tag 1
nach der Infektion (post-infection; p.i.) entfernt und Zellen wahrend der nichsten 2 Tage
10 mal mit Zellkulturmedium gewaschen. Die Kulturen wurden fiir 21 (V1 und V2)
bzw. 8 Tage (V3 und V4) (nach Infektion der Zellen) bei jeweils tdglichem Wechsel des
Zellkulturmediums ~ gehalten. Beim 21-tdgigen Versuchsverlauf wurden die
Zellkulturiiberstande an Tag 1, Tag 2 und Tag 3 nach der Infektion, und ab Tag 4 p.i.
jeden zweiten Tag gesammelt und bis zur quantitativen Analyse der viralen Antigene

(HBsAg und HBeAg), sowie der Virus-DNA bei -20 °C gelagert.

Beim 8-tdgigen Versuchsverlauf wurden die primidren Hepatocyten jeweils einer
Vertiefung (mit Scutellarein (100 uM)-behandelt bzw. unbehandelt) an den Tagen 1, 4
und 8 geerntet und die RNA der Zellen isoliert.
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4354  Quantifizierung der viralen Antigene (HBsAg und HBeAg) und der
Virus-DNA

Um Aussagen iiber den Infektionsverlauf treffen zu konnen, wurden die Virus-DNA-

Konzentration, sowie die HBsAg- und die HBeAg-Konzentrationen gemessen.

Die in vitro Produktion von HBsAg und HBeAg (in V1 und V2) wurde mittels
automatischer kommerzieller Mikropartikel-Enzym-Immuno-Assays (MEIA; Axsym
HBsAg V2, Axsym HBe 2.0, Abbott Diagnostic Division, Wiesbaden, Deutschland)
bestimmt. Dabei wurden die absoluten Antigenkonzentrationen mittels eines Vergleichs
zu Verdiinnungsreihen von Standard-HBsAg- und Standard-HBeAg-Préparationen mit

bekanntem Antigengehalt ermittelt.

Die Quantifizierung der HBV-DNA erfolgte, unter Einsatz von Plasmidverdiinnungen
fiir die Kalibrierung, anhand eines Realtime-PCR-Tests, welcher auf einem kinetischen

Fluoreszenz-Detektionssystems (TagMan PCR) basiert (Weinberger et al., 2000).

4.3.6 Statistik

Die Versuche wurden, sofern keine abweichenden Angaben gemacht werden, jeweils

mindestens als Triplikate durchgefiihrt.

- Cytotoxizititsanalysen mittels FACS und Laktatdehydrogenase-Test:

ECso -Werte (effektive Konzentration, bei der 50% der Zellen tot sind) wurden mittels

Regressionsanalysen ermittelt.

Fiir die Bestimmmung der Signifikanz wurde dariiber hinaus ein students-t-test, non-

parametric test gewdhlt.

Alle Versuchsansidtze waren voneinander unabhingig und wurden daher mit dem

ungepaarten, zweiseitigen Mann-Whitney-Test verglichen.

Die Unterschiede zwischen zwei Versuchsansidtzen wurden als signifikant betrachtet,
wenn die p-Werte kleiner als 0,05/Anzahl der untersuchten Konzentrationen des

jeweiligen Flavonoids waren (Bonferroni-korrigiert).
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- Cytotoxizititsstudien mit Co-Inkubationen:

Fiir die Bestimmung der Signifikanz wurde ein Multiples Regressionsmodell gewihlt.
Alle Versuchsansitze wurden mit dem SPSS-Statistik-Test (allgemeines lineares
Modell, univariat; MANOVA) verglichen. Die Unterschiede zwischen zwei
Versuchsansitzen wurden als signifikant betrachtet, wenn die p-Werte kleiner als 0,05

waren.

- ATP-abhingiger Cytotoxizititstest und Realtime-PCR-Bestimmungen:

Fiir die Bestimmung der Signifikanz wurde das One-way-Anova-Modell gewéhlt. Alle
Versuchsansitze wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test, non-parametric Test verglichen.
Die Unterschiede zwischen zwei Versuchsansidtzen wurden als signifikant betrachtet,

wenn die p-Werte kleiner als 0,05 waren.

- Editierungs-Effizienz der Q/R-Position in GluR 2:

Fir die Bestimmung der Signifikanz wurden Kontingenztafeln erstellt. Alle
Versuchsansitze wurden mit dem Chi-square test for trend verglichen. Die Unterschiede
zwischen zwei Versuchsansidtzen wurden als signifikant betrachtet, wenn die p-Werte

kleiner als 0,05 waren.

- HBeAg-Konzentrationsverlauf:

Fiir die Bestimmung der Signifikanz wurde ein students-t-test, non-parametric test
gewdhlt. Die Versuchsansitze wurden mit dem ungepaarten, zweiseitigen Mann-

Whitney-Test verglichen.

Die Unterschiede zwischen zwei Versuchsansdtzen wurden als signifikant betrachtet,

wenn die p-Werte kleiner als 0,05 waren.
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