TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Lehrstuhl fiir Biofunktionalitat der Lebensmittel

Untersuchungen zum Einfluss von Ferulasaure
auf zellulare Mechanismen
der Kolonkarzinogenese und Tumorprogression
mit einem Zellkulturmodell (HT29 Klon 19A)

Anja Osterhues

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fur Ernahrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Munchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. M. Schemann

Prifer der Dissertation: 1. Hon.-Prof. Dr. G. Rechkemmer
Universitat Karlsruhe (TH)

2. Univ.-Prof. Dr. W. Schwab

Die Dissertation wurde am 17.12.2007 bei der Technischen Universitat Minchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir

Ernahrung, Landnutzung und Umwelt am 23.04.2008 angenommen.



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

| Inhaltsverzeichnis

| INHALTSVERZEICHNIS ...cceeeuusiirrnnmnnssssrnnnnsssssssnnmsssssssmsnnsssssssnnnsssssssnnnnnssns I
Il ABBILDUNGSVERZEICHNIS ......cctveuussssemmnmnsssssemnmnssssssmssnnsssssssnnnsssssssnnnnnes \'
lll. TABELLENVERZEICHNIS ...ccuuuuiirrmnnssssssmnnmssssssmmmnnsssssssmnnnssssssssnnsssssssnnnnns Vi
IV ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....cceveusssssrmmnnnsssssmmmmnssssssmmnnsssssssnnnsssssssnnnnns Vil
I 1= i 0 1
1.1 Kolorektales Karzinom. ... ss s s s 1
1.1.1 Vorkommen und HAUfigKeit..............ooooiiiii e 1
1.1.2 KolONKarziNnOgENESE.........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 1
1.1.2.1 Molekularbiologische MechaniSmen ...............cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 2
1.1.2.2 Ernahrung und sonstige Einflussfaktoren ..............ccccooooiiiiiiiiinn 4

1.2  PhenolSAuren ... s rrss s s s s s s s s s s nmsns s s s e e e e e s e mmmnnnns 8
1.2.1 Struktur, Biosynthese und Vorkommen...........cccooooiiiiiiiiiiiieii e, 8
1.2.2 Bioverfugbarkeit, Absorption und Metabolisierung.................cceevvvvrrnnnnn. 11
1.2.3 Allgemeine Wirkungen und Funktionen bei der Kolonkarzinogenese ...... 15
1.2.3.1 Antioxidative WIrKUNG ...........coiiiiiiiiiiccee e 15
1.2.3.2 Antikarzinogene WIrkUnNg ............uueueeeummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeaees 16
1.2.3.3 Antiinflammatorische Wirkung ............ooiiiiiiiiiiiceeeee e, 18

1.3 Zielsetzung der Arbeit ... s 19

2 MATERIAL UND METHODEN.....ccuuuiiimrnmnssssrnnnnssssssssnnnssssssnnmnsssssssnnnnssnss 20
720 T | - 1 1= - | 20
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien ............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 20

2 B N o1 11 o ] o = PRI 22
2.1.3 Synthetische Oligonukleotid-Primer ..............ooooiiiiiiiiiiiiceeee e 23
2.1.4 Sonstige Materialien und Verbrauchsmittel.................cccc 23
2.1.5 Gerate und ZUDENOT........ .o 24



Inhaltsverzeichnis

2.1.6 Software und Datenbanken...........cooooioiiiiii i 26
2.2 Methoden ... 27
F A T = | | 1 ]| U ERPFPPPRIN 27
2.2.1.1 Charakteristika der verwendeten Zelllinie HT29 Klon 19A................. 27
2.2.1.2 Kultivierung und KONSErVIErUNG ........cccvveviiiuuiiiieeeeeeeeeeeiicie e e e e e eeeeanns 28
2.2.1.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung ...........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 29
2.2.2 Stabilitatsmessung mittels HPLC ..o 29
2.2.3 Zytotoxizitatsmessung mittels MTT-TesSt........cccccveeiiiiiiiiiiiee 30
2.2.4 Durchflusszytometrische Apoptosemessung mittels Annexin V............... 31
2.2.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE und 2D-DIGE)............. 33
2.2.5.1 Induktion mit Ferulasaure .............cccccciiiiii 33
2.2.5.2 Zellernte ..o 33
2.2.5.3 Probenaufarbeitung ... 34
2.2.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ....................... 35
2.2.5.5 Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung)...........cccccccceeinn. 35
2.2.5.6 Herstellung von SDS-Gelen fur die zweite Dimension....................... 37
2.2.5.7 Zweite DIMENSION .....cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
2.2.5.8 Proteindetektion (Farbung, Fluoreszenzmarkierung)......................... 39
2.2.5.9 Softwaregestitzte Auswertung der Gele ...........ccooovvviiiiiiiiiieeeeeennns 42
2.2.6 MassenspeKiromMetrie. .. ... oo 45
2.2.6.1 Enzymatischer Verdau der Proteine ............cccoooeeiiiiiiiiiiiiciiieeeeeeeeees 45
2.2.6.2 Analyse der Peptidextrakte mittels LC-ESI-MS/MS ............cccccvveeeen. 47
2.2.7 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGE).........ccccccceieeeeeeeeennnn, 49
2.2.7.1 Induktion mit Ferulasaure ............cccccoiiiiiiiie 49
2.2.7.2 Probenaufarbeitung ..o 49
2.2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ....................... 51
2.2.7.4 Elektrophoretische Auftrennung..........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 52
2.2.8 WeStern BlOt ........coooiiiiie 53
2.2.8.1 Proteinnachweis auf der Membran ...........cccccciii 54
2.2.8.2 Strippen von Membranen ...........ccoooeeiiiiiiiiiiicii e 55
2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Real Time-Modus......................... 55



Inhaltsverzeichnis

2.2.9.1 Isolierung der Gesamt-RNA..........oooiiiiiiiiiiiieeeeeeee 55
2.2.9.2 Bestimmung der RNA-Konzentration............cccooooviiiiiiiiiiiiiiiecciiieeeees 55
2.2.9.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese ...........ccccccvvviiiiiiininnnnn. 56
2.2.9.4 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR).......... 57
2.2.9.5 Real TIME-PCR.....oe et e e e e eeeees 57
2.2.10 Indirekte ImMmuNfluOreSzenz............ccooe e 58
3 ERGEBNISSE.....cccuuuiiiirrensssiinnnnsssssnsnsssssssrnnnssssssssnnsssssssnsnssssssssnnnnssnss 60
3.1 Stabilitat von Ferulasaure unter Zellkulturbedingungen............. 60
3.2 Zytotoxizitat von Ferulasaure...........cccccoviiiiiiiniiiiiininnnsnssssssssssseenens 61
3.3 Apoptoseinduktion durch Ferulasaure..........cccccccceeiiiiiiirremnnccennnn. 63
3.4 Effekte von Ferulasaure auf das Proteom von HT29 Kion 19A-
Zellen..... . —————— 65
3.4.1 Etablierung einer geeigneten proteomanalytischen Durchfuhrung........... 66
3.4.2 Proteomanalyse mittels 2D-PAGE ... 68
3.4.3 Proteomanalyse mittels 2D-DIGE ............ccoooriimiiiiii e, 71
3.5 Untersuchung der ferulasaurevermittelten Proteinregulation am

Beispiel von Annexin Il, Annexin IV und Ezrin ..........cccoovennrnennenns 74

3.5.1 Ferulasaurevermittelte Effekte auf die Proteinexpression ausgewahlter

Proteine mittels Western Blot-Analyse ...........cccoooiiiiiiiiiiee, 75

3.5.2 Ferulasaurevermittelte Effekte auf die Genexpression ausgewahlter

Zielgene mittels Real Time-PCR-Analyse...........cccccovviieiiiiiiiiiciieee e, 78
3.5.3 Ferulasaurevermittelte Wirkung am Beispiel von Annexin Il .................... 79
3.5.3.1 Einfluss von Ferulasaure auf die Solubilisierung von Annexin Il........ 80

3.5.3.2 Einfluss von Ferulasaure auf die Lokalisation von Annexin Il

iN HT29 Klon 19A-ZelleN.........coiiiiiiiiieee e 82

4 DISKUSSION ...ccoiiirmmmmmmmnnsssissssirsnssnnsssssssssssssssssssnsnsssssssssssesssssnnnnnnnnns 86

4.1 Stabilitat von Ferulasaure unter Zellkulturbedingungen............. 86
4.2 Zytotoxische, antiproliferative, proapoptotische Effekte von

FOIrUIASAUI@.....ceeieeieeieieieeeinensensrnsrnsrnsrassassassassnssassnssassnssnssnsnnsnnsnnse 87



Inhaltsverzeichnis

4.3 Effekte von Ferulasaure auf das Proteom von

HT29 Klon 19A-Zellen...........ccciimmmmmmriiiinsssess s 90
4.3.1 Verwendete Ferulasdurekonzentrationen und Inkubationszeiten............. 90
4.3.2 Proteomanalytische DurchfUhrung...........cccoooii, 91
4.3.3 Ferulasaureregulierte Proteine............coooeiiiiiiiiiic e, 93

4.4 Untersuchung der ferulasaurevermittelten Proteinregulation

am Beispiel von Annexin Il, Annexin IV und Ezrin ....................... 97

4.4.1 Ferulasaurevermittelte Regulation von Annexin Il, Annexin IV und Ezrin

auf EXPresSioNSEDENE............uiiiiiiiieeeece e 100

4.4.2 Einfluss von Ferulasaure auf die Lokalisation und Solubilisierung von

ANNEXIN Tl ...t e e e e e e e e e e e eeaaaa 101
ZUSAMMENFASSUNG ....ccuuiirmenirrmnsssrnnnsssrnmsssssnmssssrnnsssssnnssssnnnssssnnnnnns 106
SUMMARY ....ooiiceiiirecaerrnmsssrrnnsssrrnnssrsnnsssrennsssrnnssssrnnsssssnnssssennsssennnns 108
LITERATURVERZEICHNIS ....couiieeiiemeirenssrnsssmnsssnssssnnsssnssssnssssnnssrnnsssnns 109



Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abbildungsverzeichnis

10:
11:
12:

13:

14:

15:

16:

17:

Das Mehrstufenmodell der Kolonkarzinogenese am Beispiel der Adenom-
KarzinOm-SEQUENZ ........ccooiiiieiiie e e 2

Chemische Struktur der am haufigsten in Lebensmitteln vorkommenden

Hydroxyzimt- und HydroxybenzoeSauren .............ccceevvvvieiiiieeiieeeeieee e 9
Chemische Struktur nativer Diferulasauren.............cooooeieiiiiiiiiiiieecceceees 11
Stabilitat von Ferulasaure unter Standardzellkulturbedingungen................ 61
Einfluss von Ferulasaure auf die Vitalitat von HT29 Klon 19A-Zellen ......... 62

Dot-Plots der durchflusszytometrischen Analyse von Annexin V-FITC/PI-

gefarbten HT29 Klon 19A-Zellen.............oiiiiiiiiieceee e 63
Einfluss von Ferulasaure auf die Apoptoseinduktion in HT29 Klon 19A-

4= | =T o ORI 64
HT29 Klon 19A-Proteom nach Silberfarbung und nach kolloidaler CBB-

Farbung von 2D-PAGE-Gelen ........cccoooiiiiiiiiiceieeeeeeeeeee e 67
FS-regulierte Proteine im HT29 Klon 19A-Proteom nach 2D-PAGE........... 69
FS-regulierte Proteine im HT29 Klon 19A-Proteom nach 2D-DIGE ............ 72
Lokalisation ausgewahlter FS-regulierter Proteine im 2D-PAGE-Gel.......... 74

Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten von FS auf die
Proteinexpression von Anx I, Anx IV und Ezrin (Western Blot).................. 76

Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von FS auf die

Proteinexpression von Anx Il, Anx IV und Ezrin (Western Blot).................. 77
Einfluss von FS auf die mRNA-Spiegel von Anx I, Anx IV und Ezrin ......... 79
Immunodetektion von Anx Il im gesamten 2D-PAGE-Gel........................... 81

Immunfluoreszenz von Anx Il in unbehandelten und FS-inkubierten

HT29 KIoN 19A-ZEllEN......cco o 83
Immunodetektion von Anx Il nach Zellfraktionierung von unbehandelten
und FS-inkubierten HT29 Klon 19A-Zellen............ccooooieiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee, 84



Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tabellenverzeichnis

O N gk b2

10:
11:
12:
13:
14:

15:

Elutionsgradient flr die HPLC ...........ccooiiiiiic e, 29
Protokoll der ersten Dimension (Isoelektrische Fokussierung) ................... 36
Zusammensetzung von 12,5 %igen SDS-Gelen (Ansatz fur 13 Gele)........ 37
Laufbedingungen der zweiten Dimension ..........cccccoovvvviiiiiciie e, 39
Protokoll der Silberfarbung nach Shevchenko ...........cccccoeeeeiiiiiiiniiiiinneen. 40
Verwendete Parameter fir den Fluoreszenzscan (Typhoon Trio#)............. 43
Elutionsgradient fur die LC/MS ...........uuiiiiiiii 47
Gerateparameter LC-ESI-MS/MS ... 48
Verwendete Antikdrperkonzentrationen fur Western Blot............................ 54
o) (o] o] | e 1=l I O = 57
Protokoll der Real TIme-PCR ... 58
Verwendete Antikdrper/Fluorochrome in der indirekten Immunfluoreszenz 59
Verwendete Filter fur die Fluorochromdetektion (Axioskop 40 FL).............. 59
Ubersicht tiber die FS-regulierten Proteine von HT29 Klon 19A-Zellen

NACH 2D-PAGE ... 70
Ubersicht Uber die FS-regulierten Proteine von HT29 Klon 19A-Zellen

NACKH 2D-DIGE....... e e 73

VI



Abkurzungsverzeichnis

IV Abkirzungsverzeichnis

(NH4),SO4
°C

2D
2D-DIGE
2D-PAGE
A

A

AA

Abb.

ACN
AgN03
AICR

Anx
Anxz/p1 1 2
AOM
APC

APS

Aqua dest.

Aqua pur.
Aquaws
Aquapcr
Av.

BisAA

BP

BSA

bzgl.

C
C2H3N802

CaC|2' 2 Hzo

CBB
CHAPS
cm
COX
CT
DAPI
DCC
DEPC
DMEM
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA

EGTA
EPIC
EtOH

Ammoniumsulfat

Grad Celsius

zweidimensional

Zweidimensionale Differenzielle Gelelektrophorese
Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Adenosin

Angstrom

Acrylamid

Abbildung

Acetonitril

Silbernitrat

American Institute of Cancer Research

Annexin

heterotetramer Komplex zwischen Annexin Il und p11
Azoxymethan

Adenomatdses Polyposis Coli

Ammoniumpersulfat

destilliertes Wasser

entmineralisiertes Wasser

Wasser fur die MS, ultra resi-analysed

Wasser fur die Molekularbiologie

durchschnittlich (average)

Bisacrylamid

Bandpass-Filter

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
bezlglich

Cytidin

Natriumacetat

Calciumchlorid-Dihydrat

Coomassie Brilliant Blau
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
Zentimeter

Zyklooxygenase (cyclooxygenase)
Schwellenwert-Zyklus (Threshold Cycle)
4,6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid

Deleted in Colorectal Cancer

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (Deoxyribonucleic Acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure (Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid)

Ethylenglycoltetraessigsaure (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid)
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
Ethanol

VI



Abkurzungsverzeichnis

FACS
FCS
FITC
FS
FT

g

g
G

GTP

h

HCI
HEPES
HNPCC

HPFS
HRP
i.d.R.
IEF

lg
IPG
KCI
kDa

I

LDL
LP

M

mA
MCT

MgCl; - 6 H,O
min
mind.
ml

mM
MOPS
MP

M;

MS
MW
MW
m/z
N82CO3

N328203 -5 Hzo

NaCl
NaOH
NH4HCO;3
NL

ng

nm

nM

Nr.

Fluorescence Activated Cell Sorting

Fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum)
Fluorescein-Isothiocyanat

Ferulasaure

Strahlteiler (Fluorescence Threshold)
Erdbeschleunigung

Gramm

Guanin

Guanosintriphosphat

Stunde

Salzsaure
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
Hereditares nichtpolypdses kolorektales Karzinom
(Hereditary Non-Polyposis Colorectal Carcinoma)
Health Professionals Follow-Up Study
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase)
in der Regel

Isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin

Immobilisierter pH-Gradient

Kaliumchlorid

Kilodalton

Liter

Low Density Lipoprotein

Tiefpass-Filter (Low Pass Filter)

molar

Milliampere

Monokarbonsaurentransporter (Monocarboxylic Acid
Transporter)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Minute

mindestens

Milliliter

millimolar
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
Milchpuffer

relative Masse

Massenspektrometrie; Massenspektrometer
Molekulargewicht (Molecular Weight)
Mittelwert

Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
Natriumcarbonat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Ammoniumhydrogencarbonat

nicht linear

Nanogramm

Nanometer

nanomolar

Nummer

VI



Abkurzungsverzeichnis

NHS
PAA
PBS
PBS™
PBS™
PCR
PenStrep
pl

Pl
pmol
PMSF
PP
PS
psi
PVDF
rel.
rev
RNA
RNase
ROS
rom
RT
RT-PCR
sc
SD
SDS
seq

T
TAE
TBST
TEMED
Temp.
TFA
Tris

U

UN

\

viv
w/v
WCRF

um
MM; pmol/l

Nurses’ Health Study

Polyacrylamid

Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline)
PBS ohne Ca®*/Mg?*

PBS mit Ca**/Mg?*
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Penicillin/Streptomycin

Isoelektrischer Punkt

Propidiumiodid

Pikomo

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polypropylen

Polystyrol

pound per square inch; 1 bar = 14,5 psi
Polyvinylidendifluorid

relativ

revers, fur antisense-Primer

Ribonukleinsaure (Ribonucleic Acid)
Ribonuklease

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Sequenzabdeckung (Sequence Coverage)
Standardabweichung (Standard Deviation)
Natriumdodecylsulfat
Sequenz, flr sense-Primer

Thymin

Tris-Acetat-EDTA

Trispuffer-Tween (Tris Buffered Saline Tween)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Temperatur

Trifluoressigsaure (Trifluoracetic Acid)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehung

uber Nacht

Volt

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

World Cancer Research Fund

Mikroampere

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

mikromolar



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Kolorektales Karzinom

1.1.1  Vorkommen und Haufigkeit

Das kolorektale Karzinom' stellt weltweit die dritthaufigste Krebserkrankung dar,
wobei sein Auftreten Uberwiegend auf Wohlstandsgesellschaften beschrankt ist
[Stewart & Kleihues, 2003; Parkin et al., 2005]. Allein in Europa erkrankten im
Jahr 2004 Uber 375.000 Menschen an Kolorektalkrebs. Uber 200.000 Menschen
starben an den Folgen ihrer Erkrankung, was ungefahr zwolf Prozent aller
krebsbedingten Todesfalle entspricht [Boyle & Ferlay, 2005]. In Deutschland zahlt
das Kolorektalkarzinom nach Lungenkrebs bei Mannern und Brustkrebs bei Frauen
zu der haufigsten Krebstodesursache. Im Vergleich mit den Erkrankungsraten
anderer EU-Lander steht die Inzidenz in Deutschland fur Frauen an erster Stelle, fur
Manner an vierter Stelle. Generell ist Darmkrebs eine Alterserkrankung mit der
hdchsten altersspezifischen Inzidenz bei den tUber 80-85 Jahrigen [GEKID, 2006].

11.2 Kolonkarzinogenese

Die Mehrzahl aller Kolorektalkarzinome entsteht sporadisch. Weniger als 10 % der
kolorektalen Tumoren sind auf eine genetische Pradisposition zurtickzufuhren [Kitisin
& Mishra, 2006; Souglakos, 2007]. Bei der Entwicklung von Darmkrebs spielen v. a.
Lebensstilfaktoren, insbesondere die Ernahrung, eine wichtige Rolle [Willett, 2001].
Der Entstehung liegen komplexe biologische Prozesse zugrunde. Durch Akkumu-
lation genetischer und epigenetischer Veranderungen und klonaler Expansion der
initiierten Zellen kommt es zu einer autonomen, progressiven und Uberschiel3enden
Proliferation des Darmepithels. Dies fuhrt letztlich zur Ausbildung eines Adenoms
und schliel3lich zum Karzinom. Es dauert meist Jahrzehnte bis sich eine kritische

Anzahl solcher genetischen und epigenetischen Ereignisse in einer Zelle angehauft

' Das kolorektale Karzinom bezeichnet Tumoren des Kolons (Dickdarms) und des Rektums
(Mastdarms).
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hat. Dies stimmt mit der altersspezifischen Inzidenz fur Darmkrebs Uberein [Gryfe et
al., 1997].
Im Folgenden sollen die Mechanismen der Kolonkarzinogenese sowie beein-

flussende Faktoren naher beleuchtet werden.

1.1.2.1 Molekularbiologische Mechanismen

Im Jahre 1990 wurde von Fearon und Vogelstein ein Mehrstufenmodell der
Kolonkarzinogenese entwickelt, die sog. Adenom-Karzinom-Sequenz (s. Abb. 1).
Dieses Modell beschreibt die Kolonkarzinogenese als einen mehrstufigen Prozess,
bei dem die Akkumulation genetischer Veranderungen zum selektiven Wachstums-
vorteil einer Zelle und Uber benigne Vorstufen letztendlich zur Ausbildung eines
invasiven Karzinoms fuhrt. Beteiligte Gene sind u.a. APC, DCC, k-ras und p53
[Fearon & Vogelstein, 1990]. Inzwischen ist bekannt, dass neben genetischen
Veranderungen auch epigenetische Ereignisse eine entscheidende Rolle bei der
Darmkrebsentstehung spielen. Diese aullern sich in einem veranderten
Methylierungsmuster bestimmter DNA-Abschnitte und kénnen zum Verlust der
Genfunktion fihren [Shen & Issa, 2002].

DNA-
Hypomethylierung
Weitere
APC-Deletion lk—ras-Mutation DCC-Deletion  p53-Deletion Veranderungen
Normales l Hyperpro- Friihes l Inter- l Spates l l
Epithel > liferatives > Adenom > mediares [ Adenom
Epithel Adenom
N AN N\ /
Y ' '
Initiation Promotion Progression

Abb. 1: Das Mehrstufenmodell der Kolonkarzinogenese am Beispiel der Adenom-Karzinom-
Sequenz

In der Initiationsphase der Kolonkarzinogenese kommt es zu einer Schadigung der DNA durch
karzinogene Noxen. Sofern diese genetischen Veranderungen durch zelleigene Abwehrmechanismen
nicht behoben werden, wird die irreversible Mutation an die nachfolgende Tochtergeneration
weitergegeben. Die initiierte Epithelzelle kann sich der Zellzykluskontrolle entziehen und
hyperproliferieren. Dabei bilden sich zunachst benigne Adenome aus (Promotion). Die Progressions-
phase ist von weiteren genetischen Veranderungen gekennzeichnet und flhrt schlieRlich zu einer
zunehmenden Entdifferenzierung der Zelle und zur Entstehung von Karzinomen. Durch zunehmende
Autonomie kann sich ein invasiver Tumor mit der Fahigkeit zur Metastasierung entwickeln. Modifiziert
nach [Fearon & Vogelstein, 1990].
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Keimbahnmutationen fihren zu hereditaren Formen des Kolorektalkarzinoms; eine
Anhaufung von somatischen Mutationen resultiert in einer sporadischen Form von
Darmkrebs [Souglakos, 2007].

Von zentraler Bedeutung fur die Entstehung des kolorektalen Karzinoms sind
genetische und/oder epigenetische Veranderungen in bestimmten Protoonkogenen,
Tumorsuppressorgenen sowie DNA-Reparaturgenen.

Protoonkogene kodieren fur Proteine, die in Zellwachstum und -differenzierung ein-
gebunden sind. Mutierte Protoonkogene, sog. Onkogene, fihren zu einem verstark-
ten Zellwachstum. Ein wichtiger Vertreter dieser Familie ist k-ras. Mutationen im
k-ras-Gen finden sich bei etwa 40 % aller kolorektalen Karzinome [Forrester et al.,
1987].

Tumorsuppressorgene sind in der Lage die Zellproliferation zu inhibieren und damit
die Tumorentstehung zu unterbinden. Im Gegensatz zu den Onkogenen, die i. d. R.
dominant wirken, verhalten sich Tumorsuppressorgene normalerweise rezessiv. Das
heillt, beide Allele des Suppressorgens mussen durch Mutation, Deletion, Insertion
oder durch epigenetische Mechanismen inaktiviert sein, damit eine Veranderung in
der Genfunktion sichtbar wird [Vogelstein & Kinzler, 2004]. Beispiele fur Tumor-
suppressorgene sind APC- und DCC-Gene, p53 und verschiedene SMAD-Gene?.
Mutationen im APC-Gen (Chromosom 5q) sind verantwortlich fur die Entstehung der
familiaren adenomatosen Polyposis (FAP), kommen aber auch in 30-70 % der spora-
dischen Kolonkarzinome vor [Nagase & Nakamura, 1993; Takayama et al., 2006].
APC-Mutationen konnten bereits in frGthen Lasionen nachgewiesen werden und
stellen daher ein frihzeitiges Ereignis innerhalb der Adenom-Karzinom-Sequenz dar
[Powell et al., 1992].

60-80 % aller Kolonkarzinome weisen einen Verlust des langen Arms von
Chromosom 18q auf. Neben der Lokalisation von DCC konnten mittlerweile auch die
Tumorsuppressorgene SMADZ2 und SMAD4 auf Chromosom 18 identifiziert werden
[Eppert et al., 1996]. Diese Art der Deletion ereignet sich meist nach Mutationen im
APC-Gen bzw. in k-ras. Sie tritt jedoch haufig vor p53-Mutationen auf.

Das Gen p53 ist auf dem Chromosom 17p lokalisiert und stellt das am haufigsten

mutierte Tumorsuppressorgen in verschiedenen Typen maligner Tumoren dar.

2 SMAD-Proteine sind Homologe des Drosophila-Proteins, mothers against decapentaplegic (MAD)
und des C. elegans-Proteins SMA. Die Bezeichnung ergibt sich aus der Kombination der beiden
Proteinnamen.
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Normalerweise induziert p53 DNA-Reparatur-Mechanismen uber einen G1-Zell-
zyklusarrest oder fordert die Apoptoseinduktion. Mutationen im p53-Gen treten im
Allgemeinen beim Ubergang vom Adenom zum Karzinom auf und reprasentieren
damit ein relativ spates Ereignis in der Kolonkarzinogenese [Takayama et al., 2006].
75 % aller Kolonkarzinome sind durch einen Verlust von p53 charakterisiert [Baker et
al., 1989].

Auf Grund von Mutationen in DNA-Reparaturgenen konnen diese keine fehlerfreie
DNA-Replikation mehr gewahrleisten. Ebenso kann durch eine aberrante Methy-
lierung die Expression von DNA-Reparaturgenen vermindert werden [Jubb et al.,
2001]. Dies fuhrt mitunter zu genetischen Veranderungen in Protoonkogenen und
Tumorsuppressorgenen [Gryfe et al., 1997]. DNA-Reparaturgene spielen nach dem
heutigen Stand der Forschung im sporadischen Kolorektalkarzinom nur eine unter-
geordnete Rolle, sind jedoch von grofder Wichtigkeit beim hereditaren nichtpolypdsen
kolorektalen Karzinom (HNPCC). Ursache fir die HNPCC-Entstehung ist eine Mikro-
satelliteninstabilitat auf Grund eines defekten DNA-Mismatch-Reparatursystems
[Jass, 2006].

1.1.2.2 Ernahrung und sonstige Einflussfaktoren

Die Ausbildung eines Tumors ist ein langjahriger multifaktorieller Prozess.
Inzwischen ist bekannt, dass fur die Krebsentstehung weniger eine genetische Pra-
disposition als vielmehr Umwelt- und Lebensstilfaktoren verantwortlich sind. Neben
Tabakkonsum kommt dabei der Ernahrung auf Grund ihrer komplexen Interaktion mit
vielen Stoffwechselprozessen und ihrer Fahigkeit pathophysiologische Mechanismen
der Kanzerogenese zu beeinflussen eine herausragende Bedeutung zu. Wahrend
bestimmte Nahrungsmittel bzw. deren Bestandteile protektive Effekte ausuben
konnen, wirken andere potenziell kanzerogen [Willett, 2001].

Schatzungen ergaben, dass etwa 70 % aller kolorektalen Karzinome durch Ernah-
rungsintervention vermieden werden konnten [Stewart & Kleihues, 2003]. Die epi-
demiologische Beweislage flir einen kausalen Zusammenhang zwischen der
Ernahrung und der Darmkrebsentstehung weist allerdings noch viele Licken auf.

In dem folgenden Abschnitt sollen die wichtigsten Risikofaktoren und protektiven

Faktoren diskutiert werden.
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Risikofaktoren:

Es gibt zahlreiche Hinweise aus epidemiologischen Studien, dass ein hoher Verzehr
von rotem und verarbeitetem Fleisch das Risiko fur die Entstehung von kolorektalen
Karzinomen erhéhen kann [Norat & Riboli, 2001; Matos & Brandani, 2002; Biesalski,
2002; Norat et al., 2005]. In diesem Zusammenhang scheinen N-Nitroso-Verbin-
dungen eine wichtige Rolle zu spielen. N-Nitroso-Verbindungen sind in gepokelten
und geraucherten Fleischwaren zu finden, entstehen aber auch durch endogene
Bildung beim Verzehr von rotem Fleisch. Fleisch, das bei hohen Temperaturen ge-
braten bzw. gegrillt wird, enthalt zudem eine Reihe weiterer Mutagene wie z. B.
heterozyklische Amine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe [Cross &
Sinha, 2004]. Der World Cancer Research Fund (WCRF) und das American Institute
of Cancer Research (AICR) empfehlen daher die wochentliche Aufnahme von 500 g
rotem Fleisch nicht zu Uberschreiten [WCRF/AICR, 2007].

Es besteht eine Uberzeugende Evidenz fur eine dosisabhangige Beziehung zwischen
dem Alkoholkonsum und der Darmkrebsentstehung. Die Aufnahme von mehr als
30 g Ethanol durch den Konsum alkoholhaltiger Getranke ist mit einem erhdhten
Kolorektalkrebsrisiko assoziiert [WCRF/AICR, 2007]. Wird Ethanol verstoffwechselt,
entstehen reaktive Metabolite wie Azetaldehyd, die karzinogen wirken konnen.
Zudem konnte Alkohol als Losungsmittel das Eindringen anderer Karzinogene in die
Mukosazelle férdern [WCRF/AICR, 2007].

Faktoren wie ein hoher BMI, abdominale Fettleibigkeit und der Verzehr von zu viel
tierischem Fett werden ebenfalls im Zusammenhang mit einem erhohten Kolorek-
talkrebsrisiko diskutiert [WCRF/AICR, 2007].

Auch ein hoher Zuckerkonsum ist vermutlich mit einem gesteigerten Risiko
verbunden [WCRF/AICR, 2007]. Haufige Zwischenmahlzeiten, die viel Saccharose
enthalten, beispielsweise Kuchen und Desserts, kdnnen zur Entstehung von Kolorek-

talkarzinomen beitragen [Giovannucci, 2003].
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Protektive Faktoren:

In vielen epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen Obst- und
Gemuseverzehr und dem Darmkrebsrisiko untersucht. Die Uberwiegende Mehrheit
dieser Studien zeigte eine inverse Assoziation zwischen der Hohe des Gemduse-
und/oder Obstkonsums und dem Risiko Kolorektalkarzinome zu entwickeln. Die
Evaluierung durch den WCRF/AICR ergab, dass zwar eine Uberzeugende Evidenz
besteht, die Ergebnisse zum protektiven Einfluss von Obst und Gemuse jedoch nicht
einheitlich sind [WCRF/AICR, 2007]. Eine von Riboli und Norat publizierte Meta-
analyse veranschaulicht, dass letztendlich nur Fall-Kontroll-Studien eine signifikante
Assoziation zwischen dem Obst- und Gemiuseverzehr und einem verringerten
Kolorektalkrebsrisiko aufzeigen konnten. Allerdings wird vermutet, dass die Wirkung
eines hohen Obst- und Gemusekonsums in prospektiven Studien haufig unterschatzt
wird v.a. aus Grinden einer begrenzten Variabilitdt in der Nahrungsaufnahme
innerhalb einer Kohorte [Riboli & Norat, 2003]. Vorlaufige Ergebnisse der EPIC-
Studie bestatigen die protektiven Effekte von Gemuse und/oder Obst. Es wird
geschatzt, dass der tagliche Verzehr von 500 g Obst und Gemduse die Inzidenz fur

Darmkrebs um etwa 25 % reduzieren kann [Bueno-de-Mesquita et al., 2002].

Fir die krebsprotektive Wirkung eines hohen Verzehrs an Obst und Gemuse werden
darin enthaltene potenziell antikarzinogene Bestandteile verantwortlich gemacht. Zu
ihnen gehdren neben Ballaststoffen, Vitamin C und E sowie Selen die sekundaren
Pflanzenstoffe [Steinmetz & Potter, 1991].

Die molekularen Mechanismen einer mdglichen Krebspravention durch Obst und

Gemuse werden am Beispiel der Phenolsauren in Kap. 1.2.3 beschrieben.

Wie bereits erwahnt, wird ein hoher Verzehr von Ballaststoffen im Zusammenhang
mit einem verminderten Risiko fur die Entstehung von kolorektalen Krebs-
erkrankungen diskutiert [Marlett et al., 2002; Chen et al., 2003]. Erste Ergebnisse der
EPIC-Studie zeigen, dass das Kolorektalkrebsrisiko durch eine doppelt so hohe

Ballaststoffaufnahme um bis zu 40 % gesenkt werden kann [Bingham et al., 2003].
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Nach der Definition der American Association of Cereal Chemists (AACC) sind
Ballaststoffe essbare Pflanzenbestandteile oder analoge Kohlenhydrate®, die im
Dunndarm nicht verdaut und absorbiert werden koénnen, im Dickdarm jedoch
vollstandig oder teilweise fermentiert werden [DeVries, 2003].

Der praventive Effekt von Ballaststoffen auf das Kolorektalkrebsrisiko wird u. a. auf
eine beschleunigte Darmpassage, eine erhohte Wasserbindungskapazitat und eine
Erhohung des Stuhlvolumens zurlckgefuhrt. Dadurch verweilen potenziell karzino-
gene Substanzen kurzer im Darmlumen und werden starker verdunnt [Gazzaniga &
Lupton, 1987]. Die gesteigerte Fermentation bewirkt zudem eine erhdhte Konzen-
tration kurzkettiger Fettsauren. Es konnte gezeigt werden, dass Butyrat die Zell-
proliferation von Tumorzellen inhibiert und Apoptoseprozesse induziert. Eine erhdhte
Konzentration an Butyrat und Propionat fuhrt zusatzlich zu einer Senkung des pH-
Werts. Dies reduziert die Umsetzung von primaren zu sekundaren Gallensauren.
Damit wird die Léslichkeit der sekundaren Gallensauren, die mdgliche Risikofaktoren
darstellen, vermindert [Bingham et al., 2003].

Inzwischen ist jedoch umstritten, ob Ballaststoffe generell einen protektiven Einfluss
auf die Kolonkarzinogenese nehmen. Zweifel ergeben sich daraus, dass Ballaststoffe
verschiedene Bestandteile umfassen, die unterschiedliche physiologische Effekte
besitzen [Faivre & Bonithon-Kopp, 2002]. Zudem darf nicht aul3er Acht gelassen
werden, dass Ballaststoffe diverse bioaktive Substanzen enthalten, die fur die krebs-
praventive Wirkung mitverantwortlich sein kdnnen. Ein wichtiges Beispiel hierflr ist
Ferulasaure, eine Hydroxyzimtsaure, die mit bestimmten Polysacchariden von Ge-

treidezellwanden konjugiert ist (s. Kap. 1.2.1) [Rondini et al., 2004; Ferguson, 2005].

Es qilt als sehr wahrscheinlich, dass koérperliche Aktivitat einen bedeutenden praven-
tiven Effekt auf die Entstehung von Darmkrebs hat. Zahlreiche Studien konnten eine
inverse Assoziation zwischen korperlicher Bewegung und dem Kolonkrebsrisiko auf-
zeigen [Colditz et al., 1997; Friedenreich & Orenstein, 2002; Berglund, 2002]. Durch
hohe korperliche Aktivitat lasst sich die Inzidenz um etwa 30-50 % reduzieren
[Giovannucci, 2003].

3 Analoge Kohlenhydrate entsprechen chemisch den natirlich vorkommenden Kohlenhydraten; sie
entstehen durch chemische oder physikalische Prozesse (z. B. Hitzeeinwirkung). Zu ihnen gehdren
unverdauliche Dextrine, resistente Starke und verschiedene synthetisch hergestellte Kohlenhydrate.
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Auch Kalzium und Vitamin D scheinen einen moderat protektiven Effekt im
Zusammenhang mit Darmkrebs auszuuben [Lipkin et al., 1999]. Bei zwei grolden
prospektiven Kohortenstudien, der NHS und der HPFS, wurde eine inverse Korre-
lation zwischen einer héheren Kalziumaufnahme (bis 700 mg/Tag) und dem Risiko
fur distalen Kolonkrebs festgestellt [Wu et al., 2002].

Als praventive Faktoren werden des Weiteren Mikronahrstoffe diskutiert, die
entweder an Vorgangen wie DNA-Methylierung, -Synthese bzw. -Reparatur beteiligt
sind (beispielsweise Folsaure und Methionin) oder antioxidative Eigenschaften be-
sitzen (z. B. Selen, Vitamin E und C) [Kune & Watson, 2006].

1.2 Phenolsauren

1.2.1  Struktur, Biosynthese und Vorkommen

Phenolsauren sind phenolische Verbindungen und bilden mit weiteren Substanz-
klassen wie z. B. Flavonoiden und Stilbenen die heterogene Stoffgruppe der Poly-
phenole. Polyphenole gehdren zu den sekundaren Pflanzenstoffen. Unter diesem
Begriff werden eine Reihe chemisch sehr unterschiedlicher Substanzen zusammen-
gefasst, die — anders als primare Pflanzenprodukte wie Kohlenhydrate, Lipide und
Proteine — im sekundaren Stoffwechsel von Pflanzen gebildet werden. Sekundare
Pflanzenstoffe erfillen zahlreiche Funktionen in der Pflanze und dienen u. a. als
Abwehrstoffe gegen Schadlinge, Krankheiten und UV-Licht, als Wachstums-
regulatoren sowie als Farbstoffe. DarUber hinaus werden sekundaren Pflanzen-

stoffen vielfaltige pharmakologische Effekte zugeschrieben.

Phenolsauren lassen sich in Hydroxyzimtsauren (Ce-C3) und Hydroxybenzoesauren
(Ce-C1) einteilen, wobei sich die jeweiligen Derivate in ihrem Hydroxy- bzw. Methoxy-
lierungsmuster im aromatischen Ring unterscheiden (s. Abb. 2). Phenolsauren
kommen ubiquitar und in teilweise betrachtlichen Konzentrationen in pflanzlichen
Lebensmitteln vor. Hydroxybenzoesauren sind dagegen meist in nur geringen Men-
gen enthalten. Die wichtigsten Vertreter der Hydroxyzimtsauren sind p-Kumarsaure,

Kaffeesaure, Ferulasdure und Sinapinsaure. lhre Bildung erfolgt in der Pflanze aus
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Phenylalanin oder Tyrosin im Zuge des Shikimisaure-Weges [Bourne & Rice-Evans,
1998]. Hydroxyzimtsauren kommen in wasserloslicher Form im Zytoplasma vor, als
lipidlésliche Komponenten in der Wachsschicht auf der Oberflache der Pflanze sowie
kovalent an pflanzliche Zellwande gebunden [Chesson et al., 1999]. Dabei liegen sie
selten in freier Form vor, sondern vorwiegend als Ester, z. B. von organischen
Sauren wie China- und Weinsaure, als Amide oder als Glykoside [Clifford, 1999].
Haufige Hydroxybenzoesauren sind Protokatechusaure, Gallussaure, Vanillinsaure
und Syringasaure. Wahrend Gallussaure mit Chinasaure oder Katechinen verestert
ist bzw. als Kondensationsprodukt dieser Verbindungen vorliegt, bilden die anderen

Hydroxybenzoesauren Glykoside aus [Radtke et al., 1998].

Hydroxyzimtsauren Hydroxybenzoesauren

R, R,

/ COOH

HO HO COOH
R, R,
p-Kumarsaure R,=H,R,=H Protokatechusure R, =OH, R,=H
Kaffeesaure R,=H,R,=0H Gallussaure R,=0H, R, =0H
Ferulasaure R,=H,R,=0CH, Vanillinséaure R,=0CH;,R,=H
Sinapinsaure R, =0CH,, R, = OCH, Syringaséaure R, =0CH,, R, = OCH,

Abb. 2: Chemische Struktur der am haufigsten in Lebensmitteln vorkommenden Hydroxyzimt-
und Hydroxybenzoesauren

Phenolsauren tragen zu etwa einem Drittel zur Gesamtphenolzufuhr bei. Die
durchschnittliche tagliche Aufnahme an Phenolsauren im Rahmen einer gemischten
Kost betragt ungefahr 200-300 mg [DGE, 2004].

Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) und Ferulasaure (4-Hydroxy-3-methoxy-
zimtsaure bzw. Kaffeesaure-3-methylether) sind die in pflanzlicher Nahrung am hau-
figsten vorkommenden Phenolsauren. In der Pflanze entsteht Ferulasaure durch
Methylierung von Kaffeesaure. Kaffeesaure wird aus p-Kumarsaure entweder direkt

aus Tyrosin oder uber das Zwischenprodukt Zimtsaure aus Phenylalanin gebildet.
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Kaffeesaure liegt in hoher Konzentration in Kaffee vor. Ester von Kaffeesaure und
Chinasaure bilden die gut I6sliche Chlorogensaure, welche in vielen Fruchten und in
groler Menge in Kaffee zu finden ist. Eine Tasse Kaffee enthalt etwa 25-75 mg
Kaffeesaure bzw. 50-150 mg Chlorogensaure. Bei hohem Kaffeekonsum kénnen pro
Tag bis zu 1 g dieser Sauren aufgenommen werden [Watzl & Rechkemmer, 2001].
Ferulasaure kommt ubiquitar in Pflanzen vor. Sie stellt die haufigste Hydroxy-
zimtsaure in Getreide dar und ist hauptsachlich in der auf’eren Schicht bzw. der
Schale des Getreidekorns, der sog. Kleie, zu finden. Wahrend Weizenkleie eine
durchschnittliche Ferulasduremenge von 5 g/kg enthalt, betragt der Gehalt in
Vollkornweizen 500 mg/kg, in niedrig ausgemahlenem Mehl nur noch 50 mg/kg
[Watzl & Rechkemmer, 2001]. Menschen mit einem hohen Verzehr an Getreide-
produkten konnen taglich mehr als 100 mg Ferulasaure aufnehmen [Kroon &
Williamson, 1999]. Weitere pflanzliche Lebensmittel, die vergleichsweise grolere
Mengen an Ferulasaure enthalten, sind z. B. Beeren und Zitrusfriichte, verschiedene
Gemusesorten wie Tomaten und Spargel sowie Kaffee [Herrmann, 1989; Graf, 1992;
Manach et al., 2004].

In der pflanzlichen Zellwand ist Ferulasaure kovalent an Mono- und Disaccharide,
verschiedene Polysaccharide, Glykoproteine, Polyamine, Lignin sowie an Hydroxy-
fettsauren in Suberin und Kutin gebunden [Graf, 1992; Bourne & Rice-Evans, 1998].
98 % der Gesamtmenge an Ferulasaure sind in der Aleuronschicht und dem Perikarp
eines Weizenkorns lokalisiert, wobei der grof3te Teil an Arabinoseeinheiten der
Arabinoxylane in den Zellwénden gebunden ist. Etwa 10 % der Ferulasauremenge in
Weizenkleie liegen in Form der I6slichen freien Saure vor [Manach et al., 2004].
Durch Dimerisierung zweier Ferulasauremolekule bilden sich in Getreide Brucken-
strukturen zwischen benachbarten Arabinoxylanen und Lignin aus. Uberwiegend
geschieht dies durch radikalische Kopplung und fihrt zur Bildung 8-5’-, 8-8’-, 8-O-4'-,
4-0O-5'- und 5-5-gekoppelter Diferulasauren, die in der Zellwand zu Dehydro-
ferulasaureestern reagieren [Ralph et al., 1994; Bunzel & Steinhart, 2003].

Abb. 3 gibt einen Uberblick tiber die in Getreide vorkommenden Diferulasduren. Die
Ausbildung von Dehydrodimeren hat Auswirkung auf den Vernetzungsgrad und
damit auf die Zellwandstabilitat. Dies beeinflusst moglicherweise auch die Loslichkeit
sowie die mikrobielle Fermentierbarkeit dieser Polysaccharide im menschlichen
Dickdarm [Bunzel & Steinhart, 2003].
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OCH,

H,CO
OH
OH
8-5‘-Diferulasaure 8-8‘-Diferulasaure 8-8‘-Diferulasaure
(zyklisch) (zyklisch) (offene Form)
(0]
‘ oH o Ho 0
HO /0 o /
H
(0]
OCH,
o] OCH,
OCH, OCH, OH
OH
8-0-4‘-Diferulasaure 4-0O-5‘-Diferulasaure 5-5'-Diferulasaure

Abb. 3: Chemische Struktur nativer Diferulasdauren

1.2.2 Bioverfugbarkeit, Absorption und Metabolisierung

Die Bioverfluigbarkeit sekundarer Pflanzenstoffe hat groRen Einfluss auf das Ausmal}
ihrer pharmakologischen Wirkung in vivo. Faktoren, die die Bioverfugbarkeit beein-
flussen, beinhalten chemische und physikalische Eigenschaften der jeweiligen
Substanz, De- und Rekonjugationsprozesse, Absorption sowie Metabolisierung
[Yang et al., 2001].

Im Gegensatz zu anderen Polyphenolen wurde die Bioverfugbarkeit von
Phenolsauren bislang in nur wenigen Studien untersucht [Manach et al., 2005].

Freie Hydroxyzimtsduren werden im menschlichen Organismus i. d. R. im Dinndarm
rasch absorbiert [Manach et al., 2004; Zhao et al., 2005]. Allerdings liegen die

meisten Phenolsauren als Ester vor und sind haufig an Polysaccharide pflanzlicher

11
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Zellwande gebunden, was die Bioverfugbarkeit beeintrachtigt. Veresterte Hydroxy-
zimtsauren sowie Diferulasauren stellen komplexe Moleklle dar und kdnnen als
solche nicht bzw. in nur geringem Malde absorbiert werden. Bestimmte Esterasen im
Dunndarm sowie in der Mikroflora des Kolons sind jedoch in der Lage durch Spal-
tung der Esterbindungen Hydroxyzimtsauren freizusetzen, welche dann aufgenom-
men werden konnen [Buchanan et al., 1996; Andreasen et al., 2001a]. Allerdings ist
die Absorption im Dickdarm generell weniger effizient als jene im Dinndarm, da die
Flache fur einen Stoffaustausch sowie die Dichte von Transportsystemen im Kolon
geringer sind [Manach et al., 2004].

Fir freie Ferulasaure konnte beim Menschen eine effiziente Aufnahme aus Tomaten
(bis zu 25 %) und Bier nachgewiesen werden [Bourne & Rice-Evans, 1998; Bourne
et al., 2000]. Im Getreide liegt Ferulasaure durch Veresterung mit Arabinoxylanen
und Lignin dagegen in einer sehr komplexen unldslichen Matrix vor, was die
Absorption sowohl im Menschen als auch in der Ratte erschwert [Adam et al., 2002;
Kern et al.,, 2003a]. Matrixdegradierenden Enzymen (Xylanasen, Esterasen) mit
einem Molekulargewicht grofRer 20 kDa ist es nicht moglich in komplexe Zellwande
einzudringen, so dass ein Abbau Uberwiegend an der Oberflache erfolgt. Kovalent
gebundene Ferulasauren konnen daher nur durch exzessive Metabolisierung durch
Enzyme der Mikroflora im Dickdarm freigesetzt werden [Chesson et al., 1999]. Dabei
spalten Xylanasen Polymere in kleine, I6sliche Oligosaccharide, aus denen nach-
folgend Esterasen freie Ferulasaure freisetzen [Manach et al., 2004]. Es wird ver-
mutet, dass die Freisetzung von Ferulasauremolekilen zu Gber 95 % durch Fermen-
tation im Dickdarm erfolgt [Kroon et al., 1997]. Nicht metabolisierte Hydroxyzimt-
sauren bzw. deren Ester werden Uber den Fazes ausgeschieden [Buchanan et al.,
1996].

Fur die Aufnahme von Hydroxyzimtsauren aus dem Darmlumen in die Enterozyten
der intestinalen Mukosa werden sowohl passive als auch aktive Transport-
mechanismen diskutiert [Wolffram et al., 1995; Ader et al., 1996; Adam et al., 2002].
Am Beispiel der Ratte konnte gezeigt werden, dass Hydroxyzimtsauren neben
passiver Diffusion voraussichtlich iber einen Na*-abhangigen Transport entlang der
Blrstensaummembran im Jejunum absorbiert werden [Wolffram et al., 1995]. Fur
Ferulasaure und Kaffeesaure wurde die intestinale Absorption Uber einen Mono-

karbonsaurentransporter (MCT) in Caco2-Zellen nachgewiesen [Konishi & Shimizu,
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2003; Konishi & Kobayashi, 2004]. Eine MCT-mediierte Aufnahme von Phenolsauren
findet vermutlich bereits im Magen statt [Konishi et al., 2006]. Jungste Ergebnisse
zeigen, dass Ferulasaure uberwiegend durch passive transzellulare Diffusion in die
Enterozyten transportiert wird [Silberberg et al., 2006; Poquet et al., 2007]. Nur ein
geringer Prozentsatz an freier Ferulasaure wird héchstwahrscheinlich Uber carrier-
vermittelte Transportmechanismen in die Epithelzellen aufgenommen [Poquet et al.,
2007].

Wahrend oder nach erfolgter Absorption werden Hydroxyzimtsauren im Rahmen der
Biotransformation fur die spatere Eliminierung Uber die Galle und den Urin meta-
bolisiert. Die Konjugationsreaktionen des Phase-lI-Metabolismus umfassen haupt-
sachlich Methylierungs-, Sulfatierungs- bzw. Sulfonierungs- sowie Glukuronidierungs-
prozesse. Dies geschieht in den Enterozyten des Dinndarms oder nachfolgend in
der Leber [Manach et al., 2004]. Kern et al. konnten zeigen, dass Hydroxyzimtsauren
in enterozytenahnlichen Caco2-Zellen durch Phase |- sowie Phase lI-Enzyme
metabolisiert werden. Die Hydrolyse von Hydroxyzimtsaureestern und Diferulasduren
durch Esterasen fand sowohl intra- als auch extrazellular statt, wobei Phase II-
Konjugate bzw. -Metabolite nur in der Zelle gebildet wurden. Ferulasaure, Sinapin-
saure und p-Kumarsaure wurden Uberwiegend sulfatiert [Kern et al., 2003b]. Bei der
Ratte konnten neben sulfatierten Konjugaten auch glukuronidierte Metabolite im
Plasma und im Urin nach Ferulasaureaufnahme nachgewiesen werden [Rondini et
al., 2004; Zhao et al., 2004]. Dagegen wurden im menschlichen Plasma und Urin
vermehrt Glukuronsaurekonjugate von Ferulasaure oder anderen Hydroxyzimtsauren
detektiert [Bourne & Rice-Evans, 1998; Rechner et al., 2002; Kern et al., 2003a]. Aus
diesem Grund wird vermutet, dass Sulfatierungsreaktionen von Hydroxyzimtsauren
hauptsachlich im Dinndarmepithel stattfinden, wahrend Glukuronidierungsprozesse
v. a. in der Leber erfolgen [Kern et al., 2003b; Mateos et al., 2006]. Kaffeesaure wird
nach erfolgter Absorption Uber O-Methylierung hauptsachlich zu Ferulasaure,
Isoferulasaure und Dihydroferulasaure metabolisiert. Glukuronide dieser Verbin-
dungen konnten im menschlichen Urin nach Kaffeekonsum nachgewiesen werden.

Bei Fermentation von Ferulasaure, Isoferulasdure und Dihydroferulasdure im Kolon
entsteht 3-Hydroxyphenylpropionsaure, die in der Leber letztendlich zur 3-Hydroxy-

hippursaure abgebaut wird. 3-Hydroxyhippursaure kann damit als Biomarker fur die
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Bioverfugbarkeit und den Metabolismus von Hydroxyzimtsauren in vivo fungieren
[Rechner et al., 2001].

Die Bioverfugbarkeit nativer Phenolsauren wird im Vergleich zu anderen sekundaren
Pflanzenstoffen auf 3-15 % geschatzt [DGE, 2004]. Manach et al. verglichen die
Bioverfugbarkeit von Polyphenolen verschiedener Studien [Manach et al., 2005]. Um
eine direkte Aussage uber die Bioverfugbarkeit unterschiedlicher polyphenolischer
Verbindungen treffen zu kdnnen, wurden die Daten auf die Zufuhr von 50 mg des
jeweiligen Aglykonaquivalents umgerechnet. Die hoéchsten Plasmakonzentrationen
wurden bei der Hydroxybenzoesaure Gallussaure sowie bei freien Hydroxy-
zimtsauren, die Uberwiegend im Dunndarm absorbiert werden, nach durchschnittlich
1,5 h erreicht. Dabei wurde von allen Polyphenolen Gallussaure mit einer maximalen
Plasmakonzentration von 4 umol/l am besten aufgenommen. Die Ausscheidung Uber
den Urin betrug 38 %. Die maximale Plasmakonzentration von Ferulasdure betrug
0,03 pmol/l, wobei durchschnittlich 27,6 % uber den Urin ausgeschieden wurden. Fir
Kaffeesaure bzw. Chlorogensaure wurde im Schnitt eine Plasmakonzentration von
maximal 0,96 pmol/l bzw. 0,26 umol/l gemessen. Uber den Urin wurden 10,7 % der
aufgenommenen Kaffeesaure eliminiert und nur 0,3 % der absorbierten Chlorogen-
saure. Die Aussagekraft der berechneten Mittelwerte ist letztlich jedoch fraglich, da
nur wenige Daten zur Bioverfugbarkeit von Phenolsauren vorliegen und die Ergeb-
nisse zwischen verschiedenen Studien stark voneinander abweichen. Letzteres kann
durch Variation in der gewahlten Lebensmittelmatrix oder durch interindividuelle
Unterschiede erklart werden [Manach et al., 2005]. Generell werden als hochste
Plasmakonzentration fur einzelne Hydroxyzimtsauren bis zu 200 nM angegeben
[Watzl & Rechkemmer, 2001].

Verschiedene Hydroxyzimtsauren bzw. deren Derivate konnten ebenfalls im Fazes-
wasser nachgewiesen werden. Jenner et al. konnten bei Probanden ohne diatetische
Einschrankung eine durchschnittliche Ferulasaurekonzentration von 4,6 yM im
Fazeswasser messen. Die Konzentration von Kaffeesaure betrug im Schnitt 51,8 uM
[Jenner et al., 2005]. In einer anderen Humanstudie wurde Ferulasaure in einer
durchschnittlichen Konzentration von 18,3 uM, Kaffeesaure in einer Konzentration
von 136,1 pM im Fazeswasser ermittelt [Halliwell et al., 2005]. Generell wird

vermutet, dass Fazeswasser in starkerem Umfang mit dem Kolonepithel interagiert
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als die feste Phase und daher groReren Einfluss auf die Entstehung von
Dickdarmkrebs hat [Jenner et al., 2005].

1.2.3 Allgemeine Wirkungen und Funktionen bei der

Kolonkarzinogenese

Phenolsauren werden zahlreiche protektive Effekte zugesprochen. Neben einer zum
Teil starken antioxidativen Wirkung Uben Phenolsauren antikarzinogene bzw. anti-
mutagene sowie antiinflammatorische Funktionen aus. Auch besitzen einige Phenol-
sauren antimikrobielle Eigenschaften. Im Folgenden sollen die Hauptwirkungen der

Phenolsauren und ihr Einfluss auf die Kolonkarzinogenese naher beleuchtet werden.

1.2.3.1 Antioxidative Wirkung

Phenolsauren konnen vor oxidativem Stress schitzen, da sie als Radikalfanger und
Chelatbildner fur Metalle wirken konnen. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie z. B.
Hydroxyl-, Superoxidanionradikale und Singulettsauerstoff sind hochreaktive Verbin-
dungen, die Lipide, Proteine sowie Nukleinsduren oxidativ schadigen. Oxidativer
Stress kann die Entstehung von Arteriosklerose und damit von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, aber auch die Entwicklung von Krebserkrankungen férdern. Phenol-
sauren sind in der Lage ROS zu neutralisieren, wobei die Starke ihrer antioxidativen
Wirkung i. d. R. von der Anzahl der Hydroxylgruppen im Molekll abhangt [Graf,
1992]. Das antioxidative Potenzial von Phenolsauren wurde mittels verschiedener
in vitro-Methoden bestimmt. Die antioxidative Kapazitat fir Ferulasaure betragt im
Trolox-Test 1,9 und ist damit doppelt so hoch wie die von Ascorbinsaure (Trolox-Wert
1,0). Fur das antioxidative Potenzial von Kaffeesaure wurde ein Wert von 1,3
ermittelt [Rice-Evans et al., 1997]. Unter Berucksichtigung des hohen Vorkommens
von Phenolsauren in der pflanzlichen Nahrung spielen Ferulasaure und Kaffeesaure
hochstwahrscheinlich eine wichtige Rolle fir den Antioxidantienstatus [Watzl &
Rechkemmer, 2001]. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass sowohl
Ferulasdure als auch Kaffeesaure die LDL-Oxidation in vitro inhibierten. Eine
50 %ige Hemmung der LDL-Oxidation wurde durch eine 0,3 uM Kaffeesaure-

konzentration bzw. durch eine Ferulasaurekonzentration von 0,9 uM erreicht

15



Einleitung

[Castelluccio et al., 1996]. Ebenso konnten Diferulasduren die LDL-Oxidation
inhibieren. Diferulasauren stellen im Vergleich zu verschiedenen Hydroxyzimtsauren
mitunter bessere Antioxidantien dar. Besonders effektiv waren 8-O-4’- bzw. 8-8’-
Diferulasauren [Garcia-Conesa et al., 1999; Andreasen et al., 2001c]. Obwohl nach
dem heutigen Wissensstand noch keine Daten uber mogliche Plasmakon-
zentrationen von Phenolsaureestern bzw. freien Diferulasauren im menschlichen
Organismus vorliegen, konnte bei Ratten die Absorption von Diferulasauren aus
Getreidekleie nachgewiesen werden. Dies lasst eine generelle Bioverfugbarkeit
dieser Substanzen vermuten [Andreasen et al., 2001b]. Jayaprakasam et al. konnten
zeigen, dass auch verschiedene synthetisierte Ferulasaure- bzw. Kaffeesaureester

Lipidperoxidationsprozesse verhindern [Jayaprakasam et al., 2006].

1.2.3.2 Antikarzinogene Wirkung

Bestimmte Phenolsauren konnen sowohl Initiation als auch Promotion der
Karzinogenese inhibieren. Verschiedene Umweltkarzinogene wie polyzyklische aro-
matische Kohlenwasserstoffe, Mykotoxine und Nitrosamine kdnnen durch Phenol-
sauren in ihrer Bildung gehemmt bzw. unschadlich gemacht werden. Fur die
antimutagene und antikarzinogene Wirkung der Phenolsauren werden die pheno-
lischen Hydroxylgruppen verantwortlich gemacht [Wattenberg et al., 1980]. Die
karzinogenesehemmenden Mechanismen umfassen neben antioxidativen Effekten
die Hemmung von Phase-I-Enzymen, die Induktion von Phase-ll-Enzymen, die
Wechselwirkung mit dem aktivierten Karzinogen und die Verhinderung einer
Karzinogenanlagerung an die DNA. Auch antiproliferative und proapoptotische
Effekte spielen eine wichtige Rolle [Watzl & Rechkemmer, 2001]. Es liegen
zahlreiche Hinweise aus in vitro-Experimenten bzw. Tierstudien zur krebsprotektiven
Wirkung von Phenolsauren vor. Ergebnisse aus Humanstudien, die einen direkten
Einfluss von Phenolsduren auf die Karzinogenese und die Tumorpromotion

untersuchen, fehlen bislang [Watzl & Rechkemmer, 2001].
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Die Oxidation der DNA bewirkt eine Veranderung ihrer Struktur sowie der Gen-
funktion und fordert damit eine mogliche Krebsentstehung. Phenolsauren kdnnen
durch ihre antioxidativen Eigenschaften (s. Kap. 1.2.3.1) zum Schutz vor DNA-
Schadigung beitragen. So konnten beispielsweise die im Tomatensaft vorhandene
p-Kumarsaure und Chlorogensaure durch ihre antioxidative Wirkung die Nitrosamin-
bildung in vitro unterdrucken [Helser & Hotchkiss, 1994]. Nitrosamine wirken
karzinogen, da sie nach Umwandlung in alkylierende Verbindungen mit der DNA
reagieren konnen [Preussmann, 1984]. Auch Ferulasaure besitzt die Fahigkeit die
Zelle vor DNA-Schadigung zu schitzen. In HT29-Kolonkarzinomzellen konnte Feru-
lasaure die Anzahl von durch Wasserstoffperoxid induzierten DNA-Strangbriichen

vermindern [Ferguson et al., 2005].

Phase-lI-Enzyme wie Cytochrom P450-abhangige Monooxygenasen katalysieren im
Rahmen der Biotransformation Reaktionen, bei denen lipophile Substanzen mit reak-
tiven Gruppen versehen werden. Dadurch entstehen potenziell elektrophile Molekdle,
die u. a. mit Nukleinsauren reagieren konnen [Depeint et al., 2002]. Phenolsauren
sind in der Lage Phase-lI-Enzyme in ihrer Aktivitdt zu hemmen. Ein Beispiel ist die
durch Kaffee-, Chlorogen- und Gallussaure nachgewiesene Inaktivierung Cytochrom
P450-abhangiger Enzyme, die mitunter die Umwandlung von Aflatoxin B4 in das
aktive Karzinogen katalysieren. Damit konnte im Tierversuch die Entstehung von
Leberkrebs signifikant vermindert werden [Stich & Rosin, 1984]. Auch in der Kolon-
karzinomzelllinie HT29 wurde durch Ferulasaure und p-Kumarsaure die Cytochrom
P450 1A-Aktivitat verringert [Ferguson et al., 2005].

Im Tierversuch konnte die Induktion verschiedener Phase-ll-Enzyme (z. B.
Glutathion-S-Transferase und Quinon-Reduktase) sowie deren gesteigerte hepa-
tische Synthese durch Ellagsaure, einem oxidativen Kopplungsprodukt der Gallus-
saure, gezeigt werden [Barch et al., 1995; Barch et al., 1996]. Durch Phase-lI-
Konjugationsreaktionen wird die Loslichkeit hydrophober Substanzen verbessert,

was zu deren Entgiftung bzw. Eliminierung fihrt.

Phenolsauren konnen mit aktivierten Karzinogenen kovalente Bindungen eingehen
und damit zu deren biologischen Inaktivierung fuhren. Wood et al. zeigten, dass

Kaffee-, Chlorogen-, Ferula- und Ellagsaure in direkte Wechselwirkung mit poly-
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zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen treten und dadurch die Karzino-
genese hemmen konnten. Ellagsaure war dabei 80-300 Mal effektiver als die

anderen Phenolsauren [Wood et al., 1982].

Die Karzinogenese ist gekennzeichnet von einer erhéhten Zellproliferation und/oder
einer verminderten Zelltodesrate, was zu einem unkontrollierten Zellwachstum und
folglich zur Ausbildung von Tumoren fuhren kann. Phenolsauren besitzen
antiproliferative Eigenschaften und konnen die Apoptose von Zellen induzieren.
Kampa et al. konnten eine Proliferationshemmung von T47D-Brustkrebszellen durch
verschiedene Phenolsauren (z. B. Kaffeesaure und Ferulasdure) nachweisen.
Kaffeesaure bewirkte eine Apoptoseinduktion Uber das Fas/FasL-System [Kampa et
al., 2004]. Kaffeesaure und Kaffeesaurephenylethylester (CAPE) konnten die Proli-
feration und Metastasierung von HepG2-Leberkarzinomzellen durch Hemmung des
nuklearen Transkriptionsfaktors (NF-kB) sowie durch Inaktivierung der Matrix-
metalloproteinase-9 (MMP-9) inhibieren [Chung et al., 2004]. Auch verschiedene
synthetisierte Ester von Ferula- und Kaffeesaure waren in der Lage die Proliferation
von HCT116-Kolonkarzinomzellen zu hemmen [Jayaprakasam et al., 2006].

In vivo-Versuche mit Ratten zeigten eine starke Inhibierung AOM-induzierter
aberranter Krypt Foci (ACF) durch Ferulasaure [Wargovich et al., 2000; Mori et al.,
2000]. Damit scheint Ferulasaure eine vielversprechende chemopraventive Wirkung

bei der Initiationsphase der Kolonkarzinogenese auszuuben [Wargovich et al., 2000].

1.2.3.3 Antiinflammatorische Wirkung

Verschiedene Polyphenole, darunter einige Phenolsauren, besitzen anti-
inflammatorische Eigenschaften. Sie kdnnen in den Arachidonsaurestoffwechsel, der
bei Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt, eingreifen. Durch die Hem-
mung der Aktivitat verschiedener beteiligter Enzyme wie Dbeispielsweise Phos-
pholipase A,, Zyklooxygenase (COX) und Lipoxygenase kdnnen sie die Bildung von
Entzindungsmediatoren (Prostaglandine, Leukotriene) unterbinden. Besonders
effektiv erwies sich in diesem Zusammenhang Kurkumin (Diferuloylmethan) [Huang
et al., 1991; Hong et al., 2004]. Auch Ferulasaure konnte neben Kurkumin in HT29-
Kolonkarzinomzellen die COX-2-Aktivitat inhibieren [Ferguson et al., 2005]. Sowohl
die COX-1- als auch die COX-2-Aktivitat lie® sich durch Ester von Ferula- und
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Kaffeesaure signifikant unterbinden [Jayaprakasam et al., 2006]. Es qilt als sehr
wahrscheinlich, dass die Hemmung von COX-2 die Inzidenz fur Kolonkrebs reduziert
[Peek, Jr., 2004]. Bis zu 10 % aller Krebsfalle sind moglicherweise auf chronische

Entzindungsprozesse zuruckzufuhren [Gerhaeuser, 2001].

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss der Phenolsaure Ferulasaure, eine der in
pflanzlicher Nahrung am haufigsten vorkommenden Hydroxyzimtsauren, auf zellulare
Mechanismen der Kolonkarzinogenese und Tumorprogression im Zellkulturmodell
untersucht werden. Dazu wurden permanent differenzierte HT29 Klon 19A-Kolon-
karzinomzellen verwendet, die durch Behandlung mit Natriumbutyrat aus der
humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 entstanden sind und ein ruckdifferenziertes

Modell fur das intestinale Epithel darstellen [Augeron & Laboisse, 1984].

Zunachst wurden die Stabilitdt von Ferulasdure unter Standardzellkultur-
bedingungen, mogliche zytotoxische Effekte sowie die Auswirkung von Ferulasaure
auf Proliferation und Apoptose von HT29 Klon 19A-Zellen analysiert. Ein weiterer Teil
der Arbeit sollte sich mit dem potenziellen Einfluss von Ferulasdure auf
Mechanismen der Kolonkarzinogenese und Tumorprogression auf Proteinebene
beschaftigen. Mittels Proteomanalyse sollten durch Ferulasaure regulierte Proteine
identifiziert werden, die Aufschluss Uber die Wirkungsweise dieser Phenolsaure

geben kdnnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211

Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die im Folgenden aufgelisteten Chemikalien

von in Deutschland ansassigen Firmen bezogen.

Substanz

Hersteller/Lieferant

1,4-Dithiothreitol (DTT)
2-lodacetamid
Acetonitril (ACN) LC-MS Chromasolv
Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung
30 %/0,8 % (37,5:1)
Agarose
Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat (NHsHCO3)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4)
Antifade
Benzonase Nuklease 2,5 KU
Brefeldin A
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl; - 2 H,0)
CHAPS
Chemolumineszenz-Reagenz
SuperSignal® West Pico
Coomassie® Brilliant Blau G250
DEPC
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM mit stabilem Glutamin
dNTP-Mix
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
Essigsaure 100 %
Ethanol 100 %
Ethanol 99 %, vergallt mit 1 % MEK
Ethidiumbromid
FACS Clean
FACS Rinse
Ferulasaure
Fluoreszenzfarbstoffe CyDye™ DIGE
Fluor minimal dyes Cy2, Cy3, Cy5
Formaldehyd 37 %
Formamid, deionisiert
Fotales Kalberserum (FCS) Gold

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
VWR, Darmstadt

QBiogen, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Riedl-de Haen, Seelze
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
NeolLab, Heidelberg

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Pierce, Bonn

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Eppendorf, Hamburg
AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Mallinckrodt Baker, Griesheim
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Fluka, Neu-Ulm

GE Healthcare Life Sciences, Munchen

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Gibco, Eggenstein
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Glutardialdehyd 25 %
Glycerin
Glycin
Harnstoff
HEPES
Kalibrierlosungen pH-Meter
Kaliumchlorid (KCI)
Kit zur Apoptosedetektion
Annexin V-Fluos Staining Kit
Kit zur Aufreinigung von Gesamt-RNA
Perfect RNA™ Eucaryotic, Mini
Kit zur Proteinkonzentrationsbestimmung
Bradford Protein Assay
Lysin
Lysispuffer (10 x)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl; - 6 H20)
Mastermix RealMasterMix (2,5 x)
Methanol 99,9 %
M-MLV Reverse Transkriptase
(mit 5 x Erst Strang-Puffer)
Molekulargewichtsmarker PageRuler™
Prestained Protein Ladder
MOPS
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Natriumacetat (C,H3zNaOy)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
(N328203 -5 Hzo)
Natronlauge (NaOH)
Normalserum Ziege
PBS
Penicillin/Streptomycin (PenStrep)
Pharmalyte pH 3-10
Phosphorsaure 85 %
PMSF
Ponceau S
Propidiumiodid
Proteaseinhibitor Complete™-Mini
Random Hexamer-Primer
Ribonuklease-Inhibitor
Prime RNase Inhibitor™
Ribonuklease-Inhibitor RNaseOUT™
Rinderserumalbumin (BSA)

Roéntgen-Entwickler Kodak GBX Developer
Rontgen-Fixierer Kodak GBX Replenisher

Saccharose
Salzsaure (HCI)
SDS

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt
WTW, Weilheim
AppliChem, Darmstadt
Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Munchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Cell Signaling, Frankfurt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Roth

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
VWR, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein

Gibco, Eggenstein

GE Healthcare Life Sciences, Munchen
Neolab, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Roche, Mannheim

Biomers, Ulm

Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Bonn

Kodak, Stuttgart
Kodak, Stuttgart
Serva, Heidelberg
NeolLab, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
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Silbernitrat (AgNO3)
Silikonol

Immobiline™ DryStrip Cover Fluid
3-Mercaptoethanol
Staurosporin
TEMED
Thioharnstoff
Trifluoressigsaure (TFA)
Tris-Base
Tris-Hydrochlorid
Trypanblau
Trypsin, Proteomics Grade
Trypsin/EDTA

(2,5 g/l Trypsin; 0,38 g/l EDTA - 4 Na)
Tween® 20
Wasser fur die Molekularbiologie
Wasser fur die MS, ultra resi-analyzed
e-Aminocapronsaure

21.2  Antikorper

Primarantikorper Eigenschaften

AppliChem, Darmstadt
GE Healthcare Life Sciences, Minchen

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Fluka, Neu-UIlm
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
AppliChem, Darmstadt

Hersteller/Lieferant

Anti-B-Actin
Anti-Annexin Il
Anti-Annexin IV
Anti-Ezrin
Anti-lkB-a

Anti-IL-1R1

Sekundarantikorper

Polyklonaler Kaninchenantikorper
gegen humanes (-Actin
Monoklonaler Mausantikorper
gegen humanes Annexin |l
Monoklonaler Mausantikdrper
gegen humanes Annexin IV
Monoklonaler Mausantikdrper
gegen humanes Ezrin
Polyklonaler Kaninchenantikorper
gegen humanes IkB-a
Monoklonaler Rattenantikdrper
gegen murines IL-1R1 (p80)

Eigenschaften

Cell Signaling, Frankfurt

BD Biosciences,
Heidelberg

BD Biosciences,
Heidelberg

BD Biosciences,
Heidelberg

Cell Signaling, Frankfurt

Pharmingen, San Diego,
USA

Hersteller/Lieferant

Anti-mouse IgG HRP
Anti-rabbit IgG HRP

Anti-rat IgG HRP
Anti-mouse IgG FITC

Peroxidasekonjugiert
Peroxidasekonjugiert

Peroxidasekonjugiert
Peroxidasekonjugiertes F(ab’),-
Fragment

Cell Signaling, Frankfurt
Upstate, Lake Placid,
New York, USA
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
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21.3 Synthetische Oligonukleotid-Primer

Kodiertes Primer- Primer-Sequenz

Protein Bezeichnung (sense = seq; antisense = rev)

Annexin |l huAnxll1seq seq: ATG TCT ACT GTT CAC GAAATC CTG TG
(P0O7355) huAnxIl117rev rev. AGC ATC CCG CTC AGC ATC A
Annexin IV huAnxIV77seq seq: GCC ATG GCAACC AAAGGAG
(P09525) huAnxlV216rev  rev: GTG TTG CGG TAG GCA AGG AC
Ezrin huEzr1746seq seq: TGA CAT CAT CCA CAACGA GAACA
(P15311) huEzr1819rev rev: TGC CCT GCC GGATCT G

Aldolase A huAldoAseq1302 seq: AAA TCC AAG GGC GGT GTT
(P04075) huAldoArev1382 rev: GGT GGT AGT CTC GCC ATT TGT C

Alle Primer wurden hergestellt von der Firma Biomers, Ulm.

21.4

Material/Verbrauchsmittel

Sonstige Materialien und Verbrauchsmittel

Hersteller/Lieferant

p-Vials 8004-WM-D/i3u

Aufsatze fur IEF-Probenapplikation
Sample Cups

Biopsiestanzer 2, 3, 4 und 5 mm

Deckglas, 12 mm x 12 mm

Einfrierrohrchen (Cryogenic vials) 1,2 ml

Einwegkiivetten Plastibrand®

Filterpapier Whatman 3MM

Gelstreifen Immobiline™ DryStrip
pH 3-10 NL, 18 cm

Neubauer Zahlkammer

Objekttrager

Parafilm M®

Pasteurpipetten

PCR-Platte 96-well twin.tec

pH-Indikatorstabchen

PP-Feindosierungsspritze 1 ml

PP-Kanule 22G

PP-Rohrchen 15 und 50 ml

PP-Spatel

PP-Pipetten 1, 2, 5, 10 und 25 ml

PS-Rundbodenréhrchen 5 ml

Prapariernadel

Quarzkuvette, 10 mm Schichtdicke

Reaktionsgefalle Eppendorf Safe-Lock
0,5,1,5und 2 ml

Infochroma, Zug, Schweiz
GE Healthcare Life Sciences, Minchen

Kai Europe, Solingen
Henneberg-Sander, Giel3en

Nunc, Wiesbaden

Brand, Wertheim

Schleicher und Schuell, Dassel

GE Healthcare Life Sciences, Munchen

Brand, Wertheim

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Neolab, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Brand, Wertheim

Corning Costar, Bodenheim
BD Biosciences, Heidelberg
NeolLab, Heidelberg

Hellma, Mullheim

Eppendorf, Hamburg
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Roéntgenfilme Agfa Curix Cronex 5
Schlauchfolie

Schraubkappen 8004-WM-C-Si/Te
Spinfilter 0,45 pm
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturplatten 6-, 12- und 96-well
Zellkulturschalen 3,5 und 10 cm
Zellschaber

21.5 Gerate und Zubehor

Gerat/Zubehor

Agfa, KoIn

NeolLab, Heidelberg
Infochroma, Zug, Schweiz
Corning Costar, Bodenheim
Corning Costar, Bodenheim
Corning Costar, Bodenheim
Corning Costar, Bodenheim
Corning Costar, Bodenheim

Hersteller/Lieferant

Analysenwaage APX-1502
Aufrechtes Mikroskop Axioskop 40 FL
mit Digitalkamera AxioCam MRc und
Filtersatzen 02 (DAPI) und 09 (FITC)
Begasungsbrutschrank ThermoForma 371
Durchflusszytometer BD LSR Il System
Fluoreszenzscanner Typhoon Trio+
Fokussierungssystem Ettan IPGphor
Isoelectric Focusing System-UM
Geldokumentationsgerat GeneFlash
Gelelektrophoresekammer EasyCas
Horizontal System B1A
Gelelektrophoresekammer Minigel Twin®
Gelelektrophoresekammer
PROTEAN Plus™ Dodeca Cell
GelgieRkammer PROTEAN plus®
Multi-Casting Chamber
Gelkassetten PROTEAN plus®
Hinged Spacer Plates
25 x 20,5 x 0,1 cm®
HPLC Waters 2695 Alliance
(quaternare Pumpe) mit
Photodioden-Array-Detektor Waters 996
HPLC-Saule Jupiter Proteo
4 um, 90 A, 250 x 2 mm?
HPLC-Saule Prontosil 120-5-c18 ace-EPS
5 um, 250 x 4,6 mm?
Inverses Mikroskop Nikon TMS
Keramikschalen
Ettan IPGphor Strip Holder
Kompaktschuttler KS 15 B
Kuhlzentrifuge Avanti J-25
mit Rotor JA-25.50
Kahlzentrifuge SIGMA 4K15
Magnetriihrer IKAMAG® RCT basic

tTM

Denver Instrument, Goéttingen
Zeiss, Hallbergmoos

Thermo Electron, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

GE Healthcare Life Sciences, Minchen
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Syngene, Cambridge, UK

Owl Separation Systems, PEQLAB,
Erlangen

Biometra, Géttingen

Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Munchen

Waters, Eschborn

Phenomenex, Aschaffenburg
Bischoff, Leonberg

Nikon, Dusseldorf

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

NeolLab, Heidelberg

Beckman Coulter, Krefeld

Sigma, Osterode
IKA, Staufen
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Massenspektrometer
LC-ESI-MSD-Ilon-Trap System

Agilent 1100 Series: 1100 Micro-LC mit

Autosampler (G1377A),

binédrer Hochdruckpumpe mit

Flow-Restrictor (G1376A),

Degasser (G1379A),

Dioden-Array-Detektor (G1315B),

Elektrospray-lonenquelle (G1948A),

lon-Trap XCT (G2446A)
Mikrotiterplattenreader

Multiskan Spectrum
Mikrotiterplattenschuttler Titramax 100
PCR-Cycler Px2 Thermal Cycler
pH-Meter inoLab pH Level 1
Plastikrohren zur Aquilibrierung

Equilibration Tube Set

Power Supply Standard Power Pack P25

Prazisionswaage TB-215D
Real-Time PCR-Cycler

Mastercycler® ep realplex
Rehydratationssystem

Immobline DryStrip Reswelling Tray
Rontgenkassette
Scanner PowerlLook Il
Spektrophotometer BioPhotometer
Sterilbank HeraSafe
Thermomixer comfort
Thermostat HAAKE DC10
Tischzentrifuge 5415 R
Ultraschallprozessor UP 200S
Ultrazentrifuge Optima TLX

mit Rotor TLA 55
Vakuumkonzentrator

SpeedVac SPD 111V
Vorsaulenkartuschen MaxRP

41,90 A, 4 x2mm?
Vortex-Schuttler MS 2 Minishaker
Wasserbad GN 1/1-150

mit Thermostat DC 30
Wasserbad WB 20
Western-Blot-Apparatur

Trans-Blot® SD Cell
Wippschuttler Rocky

Agilent, Waldbronn

Thermo Electron, Karlsruhe

Heidolph, Schwabach

Thermo Electron, Karlsruhe

WTW, Weilheim

GE Healthcare Life Sciences, Munchen

Biometra, Gottingen
Denver Instrument, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare Life Sciences, Minchen

Rego, Augsburg

Umax, Willich

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Thermo Haake, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher, Teltow
Beckman Coulter, Krefeld

Thermo Electron, Karlsruhe
Phenomenex, Aschaffenburg

IKA, Staufen
Thermo Haake, Karlsruhe

Medingen, Dresden
Bio-Rad, Munchen

Frobel, Lindau
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2.1.6 Software und Datenbanken

Software

Hersteller

AxioVision 4.6.1.0
DataAnalysis 5.3

DeCyder™ 6.5

BD FACS DiVa™ 3.0
ImageQuant 5.2

ImageQuant TL 2005
Mastercycler® ep realplex 1.5
Multiskan Spectrum 1.0
Phoretix PowerScan™ 2003.01
Proteomweaver 3.0.9.3
SigmaStat 3.10

Datenbank

Zeiss, Hallbergmoos

Agilent, Waldbronn

GE Healthcare Life Sciences, Munchen
BD Biosciences, Heidelberg

Molecular Dynamics, Krefeld

GE Healthcare Life Sciences, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron, Karlsruhe

Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK
Definiens, Minchen

Statcon, Witzenhausen

Anbieter

Spectrum Mill Proteomics Workbench
3.02.060a
Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/)

Agilent, Waldbronn
Amos Bairoch, Universitat Genf,

Schweiz und European Bioinformatics
Institute, EBI, Hinxton, UK

26



Material und Methoden

2.2 Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die im Folgenden aufgefuhrten Losungen

mit Aqua pur. hergestellt.

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Charakteristika der verwendeten Zelllinie HT29 Klon 19A

HT29 Klon 19A-Zellen (zur Verfiigung gestellt von C. Laboisse) sind Klonzellen der
humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29, die 1964 von J. Fogh aus dem Kolon-
adenokarzinom einer 44-jahrigen Frau etabliert wurde. Unter Standardzellkultur-
bedingungen (glukosehaltiges Medium mit Zusatz von FCS) sind HT29-Zellen
undifferenziert und wachsen in Form eines Multilayers aus unpolarisierten Zellen
[Pinto et al., 1982]. Werden die Kulturbedingungen modifiziert, z. B. durch die
Verwendung von glukosefreiem Medium mit Zusatz von Galaktose oder Inosin,
kommt es zu einer enterozytenahnlichen Differenzierung von HT29-Zellen [Pinto et
al., 1982; Wice et al., 1985]. Wahrend diese Form der Differenzierung jedoch
reversibel ist, sind HT29 Klon 19A-Zellen permanent differenziert. HT29 Klon 19A-
Zellen entstanden aus HT29-Zellen durch Behandlung mit Natriumbutyrat [Augeron &
Laboisse, 1984]. Unter Standardkulturbedingungen, d. h. ohne weiteren Zusatz von
Natriumbutyrat, differenzieren HT29 Klon 19A-Zellen spontan. Morphologisch wach-
sen sie nach Erreichen der Konfluenz als polarisierte Monolayer unter Ausbildung
von Tight Junctions und Domen, die transepitheliale Transportprozesse ermdglichen
[Augeron & Laboisse, 1984; Rousset, 1986]. Somit kann die Zelllinie HT29 Klon 19A
als ein ruckdifferenziertes Zellkulturmodell fur das intestinale Epithel angesehen
werden [Busche et al., 1993].
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2.21.2 Kultivierung und Konservierung

Losungen:

Kulturmedium 89 % (v/v) DMEM mit stabilem Glutamin
10 % (v/v) FCS Gold
1 % (v/v) PenStrep

Einfriermedium 60 % (v/v) DMEM mit stabilem Glutamin

20 % (v/v) FCS Gold
20 % (v/v) DMSO

Kulturmedium, PBS und Trypsin/EDTA wurden vor der Verwendung im Wasserbad
auf 37 °C temperiert. Das Einfriermedium wurde vor Gebrauch auf 4 °C vorgekuhlt.

Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt.

Kultivierung:

HT29 Klon 19A-Zellen wurden unter Standardzellkulturbedingungen (wasserdampf-
gesattigte Atmosphare, 5 % CO,, 37 °C) in 10 cm-Zellkulturschalen kultiviert. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die Subkultivierung der Zellen
wurde bei etwa 85-95 % Konfluenz durchgefihrt. Dazu wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen wurden mit 2 ml PBS™ gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA
vom Schalenboden abgelost. Der Trypsinierungsprozess (durchschnittliche Dauer
ca. 5-7 min bei 37 °C) wurde durch Zugabe von 2 ml Kulturmedium gestoppt. Nach
Zentrifugation der Zellsuspension fiir 5 min bei 306 x g wurde der Uberstand abge-
saugt und die Zellen wurden in 2 ml frischem Medium resuspendiert. Ein Aliquot
dieser Suspension wurde mit frischem Medium in eine neue 10 cm-Zellkulturschale

ausgesat, so dass das Verhaltnis der Subkultivierung 1:3 bis 1:6 betrug.

Konservierung:

Zur Konservierung wurden die Zellen wie bei der Subkultivierung zunachst
trypsiniert. Nach Zentrifugation der Zellsuspension (5 min bei 306 x g) wurde das
Zellpellet in Medium aufgenommen und die Suspension erneut zentrifugiert, um
Reste von Trypsin/EDTA zu entfernen. Die Resuspension der Zellen erfolgte in eis-
kaltem Einfriermedium (5 x 10° Zellen/ml). Die Zellen wurden in Einfrierrdhrchen bei

-80 °C fur mindestens 24 h eingefroren und danach in flissigem Stickstoff gelagert.
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2.21.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung erfolgten mit einem Gemisch aus Zellsuspen-
sion und 0,13 %igem Trypanblau mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Trypanblau
ist ein blauer DNA-Farbstoff, welcher nur bei Verlust der Membranintegritat in die
Zelle eindringen kann und damit nur nekrotische Zellen anfarbt. Die Auswertung
erfolgte lichtmikroskopisch. Nekrotische Zellen sind deutlich blau gefarbt, wahrend
vitale Zellen durchsichtig erscheinen.

2.2.2 Stabilitatsmessung mittels HPLC

Losungen:

Eluent A 1 % (v/v) Ameisensaure
hergestellt mit AqQuams

Eluent B 1 % (v/v) Ameisensaure in ACN

Die Stabilitat von Ferulasaure (FS) wurde mittels HPLC analysiert. Dazu wurden
verschiedene FS-Konzentrationen in jeweils 2 ml Kulturmedium in einer 3,5 cm-Zell-
kulturschale geldst und unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Zu unterschied-
lichen Zeitpunkten wurden je 200 pl der inkubierten Lésung mit 800 pl 1 %iger
Ameisensaure (30 % Eluent B, 70 % Eluent A) versetzt und diese Mischung in die
HPLC injiziert. Die stationare Phase bildete die HPLC-S&aule Prontosil 120-5-c¢18 ace-
EPS. Die Thermostatisierung betrug 30 °C; das Injektionsvolumen lag zwischen 10
und 100 pl. Die Elution erfolgte in Form eines linearen Gradienten bei einer Flussrate

von 1 ml/min (s. Tab. 1), wobei FS bei 323 nm detektiert wurde.

Tab. 1: Elutionsgradient fiir die HPLC

Zeit (min) 0 25 33 38 45 55
Eluent A (%) | 95 45 5 5 95 95
Eluent B (%) |5 55 95 95 5 5
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2.2.3 Zytotoxizitaitsmessung mittels MTT-Test

Losungen:
MTT-Stammliésung 5 mg/ml MTT in PBS™
MTT-Gebrauchslésung MTT-Stammldsung 1:9
mit Komplettmedium verdunnt
Lysispuffer SDS 109
DMSO 99,4 ml
100 % Essigsaure 0,6 ml

bei 50 °C unter leichtem Ruhren Iosen

Um mogliche zytotoxische bzw. antiproliferative Effekte von FS abschatzen zu
konnen, wurde die Vitalitat der Zellen in Abhangigkeit von der verwendeten FS-
Konzentration mittels MTT-Test untersucht. Der MTT-Test ist ein quantitativ kolori-
metrischer Test, der lebende Zellen durch ihre mitochondriale Stoffwechselaktivitat
identifiziert. Er beruht auf dem Nachweis von blauen Formazankristallen, die durch
den Umsatz von MTT, einem gelben Tetrazoliumsalz, durch mitochondriale Dehydro-
genasen in vitalen Zellen entstehen.

Fur die Zytotoxizitatsmessung wurden zunachst 30.000 vitale HT29 Klon 19A-Zellen
pro Vertiefung in 96-well-Zellkulturplatten in 100 pl Kulturmedium ausgesat. Die
aulderen Vertiefungen wurden zum Schutz vor Verdunstung mit je 100 ul PBS befullt.
Nach Erreichen von etwa 80 % Konfluenz (i. d. R. zwei Tage nach der Aussaat)
erfolgte ein Mediumwechsel mit gleichzeitiger Zugabe von FS in unterschiedlichen
Konzentrationen (jeweils in Funffachbestimmung). Verwendet wurden eine 1 M FS-
Stammldsung in DMSO sowie eine 0,25 M FS-Stammldsung in EtOH. Die End-
konzentration an DMSO betrug 0,5 %, die von EtOH 2 %. Um mdgliche Lésungs-
mitteleffekte ausschlielen zu kénnen, wurde pro Versuchsansatz zusatzlich eine
DMSO- bzw. eine EtOH-Kontrolle in Funffachbestimmung eingesetzt. Nach 24-
stindiger Inkubation mit den Testsubstanzen wurden die Medienuberstande abge-
saugt und durch jeweils 100 pyl MTT-Gebrauchslosung ersetzt. Nach einer halb-
stiindigen Inkubation bei 37 °C wurde die MTT-Umsetzung durch Zugabe von 120 pl
Lysispuffer pro Vertiefung gestoppt. Um Verdunstungsverluste zu verhindern, wurden
die Zellkulturplatten mit einer Klebefolie versehen und bis zur vollstandigen Lésung
der gebildeten Formazankristalle UN bei 300 U/min und 37 °C geschiittelt. Die MTT-

Umsetzung konnte nachfolgend bei einer Wellenlange von 560 nm (Referenz
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690 nm) gegen einen Leerwert (100 yl MTT-Gebrauchslésung ohne Zellen, in Drei-
fachbestimmung) am Plattenreader Multiskan Spectrum photometrisch bestimmt
werden. Die Vitalitdt der behandelten Zellen in Prozent errechnete sich wie folgt:
Absorptionswert nach Abzug des mittleren Leerwerts geteilt durch den Mittelwert der

Absorptionen der jeweiligen Losungsmittelkontrolle multipliziert mit 100.

2.2.4 Durchflusszytometrische Apoptosemessung mittels Annexin V

Losungen:

Inkubationspuffer 10 mM HEPES
140 mM NaCl
5 mM CaCl;, - 2 H,0
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Propidiumiodid-Lésung 50 ug/ml Pl in Aqua pur.

Annexin V-PI-Farbelésung Ansatz fur 10 Versuche:
Inkubationspuffer 500 pl
Annexin V-Fluos-Losung 10 pl
(gebrauchsfertig)
Propidiumiodid-Lésung 10 ul

Das Prinzip dieser Methode ist die spezifische kalziumabhangige Anlagerung von
FITC-gekoppeltem Annexin V an Phosphatidylserin apoptotischer Zellen. Wahrend
des Apoptosevorganges translozieren Phosphatidylserin-Reste von der Innenseite
der Plasmamembran auf die AulRenseite [van Engeland et al., 1998]. Da Annexin V
durch den Verlust der Membranintegritat ebenfalls an Phosphatidylserin von nekro-
tischen Zellen bindet, wurde eine Simultanfarbung mit Propidiumiodid (PI) durch-
gefuhrt. Pl durchdringt die permeabilisierte Membran und lagert sich an die DNA
nekrotischer Zellen an. Die durchflusszytometrische Messung erlaubt damit die
Unterscheidung von apoptotischen (FITC*/PI) und nekrotischen (FITC'/PI") Zellen.

Fir die Apoptosemessung wurden zunachst 1 x 10° vitale HT29 Klon 19A-Zellen pro
Vertiefung in 6-well-Zellkulturplatten in 2 ml Kulturmedium ausgesat. Nach drei
Tagen erfolgte bei etwa 80-85 % Konfluenz ein Mediumwechsel mit gleichzeitiger
Zugabe von FS in unterschiedlichen Konzentrationen. Verwendet wurden eine 1 M
FS-Stammldésung in DMSO sowie eine 0,25 M FS-Stammlésung in EtOH. Die End-
konzentration an DMSO betrug 0,5 %, die von Ethanol 2 %. Als Positivkontrolle
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diente ein Ansatz mit 0,5 yM Staurosporin in Kombination mit 0,5 uM Brefeldin A. Als
Negativkontrolle wurde Kulturmedium verwendet. Um mogliche Losungsmitteleffekte
ausschlieen zu konnen, wurde pro Versuchsansatz zusatzlich eine DMSO- bzw.
eine EtOH-Kontrolle eingesetzt. Nach 24-stindiger Inkubation mit den Test-
substanzen wurden die Medienuberstande in 15 ml-PP-R&hrchen Uberfuhrt. Daran
schloss sich ein zweimaliges Waschen der Zellen mit 1 ml PBS™ (37 °C) an, wobei
die Waschflussigkeit zu den Medienuberstanden in die PP-Rohrchen gegeben
wurde. Die Ablosung der Zellen von der Kulturflache erfolgte mit 250 pl
Trypsin/EDTA bei 37 °C. Der Trypsinierungsprozess wurde mit 1 ml Kulturmedium
abgestoppt, sobald mikroskopisch ein Abrunden der Zellen zu erkennen war. Die
abgelosten Zellen wurden in die entsprechenden Rohrchen zu den Medien-
uberstanden und Waschlosungen uberfuhrt und fur 5 min bei 212 x g zentrifugiert.
Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellpellets in 1 ml Kulturmedium auf-
genommen und die Zellzahl und -vitalitdt mittels Trypanblaufarbung bestimmt.
Je 0,5 x 10° Zellen wurden in PS-Rundbodenrdhrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei
359 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Nach
Waschen der Zellen mit je 1 ml PBS™ und wiederholter Zentrifugation fir 5 min bei
359 x g erfolgte die Anfarbung der Zellen mit je 50 yl Annexin V-Pl-Farbelésung fur
10 min im Dunkeln bei RT. Im Anschluss daran wurden zu jedem Rohrchen 400 pl
Inkubationspuffer gegeben und die Proben bis zur Messung vor Licht geschatzt auf
Eis gestellt.

Mit dem Durchflusszytometer BD LSR Il System wurden unter Verwendung der
Software BD FACS DiVa™ 3.0 sowohl die Lichtstreuung in Vor- und Seitwérts-
richtung (engl. forward-scatter (FSC) und sideward-scatter (SSC)) als auch die
Fluoreszenzemission bestimmt. Folgende Parameter wurden gemessen: Relative
Zellgrole (FSC), relative Zellgranularitat (SSC; 575 nm Bandpass-Filter), Annexin V-
FITC (530 nm Bandpass-Filter) und Pl (585 nm Bandpass-Filter).
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225 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE und 2D-DIGE)

Die Durchfuhrung der 2D-PAGE sowie der 2D-DIGE erfolgte nach der Methode von
Gorg et al. mit geringen Modifizierungen [Gorg et al., 2004a; Gorg et al., 2004b].
Mit Ausnahme des 1 x SDS-Laufpuffers wurde fir alle im Folgenden aufgeflhrten

Puffer und Losungen Aqua pur. verwendet.

2.2.5.1 Induktion mit Ferulasaure

Fir die Durchfihrung einer 2D-PAGE wurden zunachst 4 x 10° vitale
HT29 Klon 19A-Zellen in eine T75-Zellkulturflasche in 12 ml Kulturmedium ausgesat.
Bei Anwendung der 2D-DIGE-Methode wurden 3,4 x 10° Zellen pro 10 cm-Zell-
kulturschale in 10 ml Medium angezuchtet. Nach zwei Tagen erfolgte ein Medium-
wechsel. Nach Erreichen von etwa 80 % Konfluenz (i. d. R. drei Tage nach der
Aussaat) wurden die Zellen mit 100 yM bzw. 500 pyM FS in Kulturmedium induziert.
Eingesetzt wurde eine 1 M FS-Stammlosung in DMSO, wobei die Endkonzentration
an DMSO letztendlich 0,05 % betrug. Um mdgliche Ldsungsmitteleffekte aus-
schlielen zu kdénnen, wurde zusatzlich eine DMSO-Kontrolle eingesetzt. Die Inkuba-
tionszeiten betrugen 4 h bzw. 24 h unter Standardzellkulturbedingungen. Pro Ver-
suchsansatz (100 uyM FS; 500 pyM FS; DMSO-Kontrolle; jeweils zwei Inkuba-
tionszeiten) wurden drei T75-Zellkulturflaschen fur die 2D-PAGE bzw. zwei 10 cm-
Zellkulturschalen fur die 2D-DIGE verwendet.

2.2.5.2 Zellernte

Losung:

Waschlésung 250 mM Saccharose

FUr die darauf folgende Probenaufarbeitung wurden die Zellen zunachst geerntet.
Dazu wurden die Zellen zweimal mit eiskalter 250 mM Saccharoseldsung gewaschen
und nachfolgend in 3 ml frischer Saccharoseldésung mittels eines Zellschabers vom
Boden der Kulturflasche abgelost. Die Zellsuspension von drei T75-Zellkulturflaschen
wurde in ein vorgekuhltes 15 mI-PP-Réhrchen Gberfuhrt und fur 5 min bei 1.900 x g

und 4 °C zentrifugiert. Nach vollstandigem Absaugen des Uberstandes wurden die
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Zellpellets in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Proben-

aufarbeitung gelagert.

2.2.5.3 Probenaufarbeitung

Losungen:

2D-PAGE-Lysispuffer 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
4 % (w/v) CHAPS
2 % (v/iv) Pharmalyte pH 3-10
1% (w/v) DTT
0,05 % (v/v) Proteaseinhibitor-Stammldsung
0,001 % (v/v) Benzonase

Proteaseinhibitor-Stammlésung 2 Tabletten Complete™-Miniin 1 ml Aqua pur.

2D-DIGE-Lysispuffer 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
4 % (w/v) CHAPS
30 mM Tris-Base
mit HCI auf pH 8,5 einstellen

Ziel der Probenaufarbeitung ist die Disaggregation, Denaturierung, Reduktion sowie
eine moglichst vollstandige Losung der Proteine.

Zunachst wurden die eingefrorenen Zellpellets (vgl. 2.2.5.2) in jeweils ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und auf Eis gestellt. Jedes Zellpellet, d. h. geerntete Zellen
aus insgesamt drei T75-Zellkulturflaschen, wurde mit 250 ul 2D-PAGE-Lysispuffer
bzw. bei nachfolgender Fluoreszenzmarkierung mit 2D-DIGE-Lysispuffer versetzt
und die Lysate mittels Plastikspatel homogenisiert. Der vollstandige Zellaufschluss
erfolgte durch Sonifizierung mit Hilfe eines Ultraschallstabes (10 Stole, 35 % Ampli-
tude, 50 % Pulsierung). Daran schloss sich eine einstiundige Zentrifugation der
Lysate bei 16.100 x g und 10 °C an. Die Uberstande, die die Proteine enthielten,
wurden abgenommen und jeweils in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal® uberfuhrt. Bis
zur nachfolgenden Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford verblieben

die Lysate auf Eis.
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2.2.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford [Bradford, 1976]
mittels Bradford Protein Assay.

2D-DIGE-Proben wurden vor der Konzentrationsbestimmung mit 50 mM NaOH auf
einen pH-Wert von 8,5 eingestellt. Zur Herstellung einer Eichgeraden dienten
BSA-Konzentrationen von 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16 und 24 ug/ml als Standards. Das
Bradford-Reagenz wurde 1:5 mit PBS verdunnt. Die BSA-Standards bzw. 2 pl Probe
wurden mit 1 ml dieser Gebrauchslosung versetzt. Die spektralphotometrische
Messung der Extinktionen und Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte bei
einer Wellenlange von 595 nm mittels des Spektrophotometers BioPhotometer.

Die Proteinkonzentration der Proben sollte 5-10 mg/ml betragen. Sofern notig,
wurden die Proben mit 2D-PAGE- bzw. 2D-DIGE-Lysispuffer entsprechend verdinnt.

Aliquotierte Proben wurden bis zur isoelektrischen Fokussierung bei -80 °C gelagert.

2.2.5.5 Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung)

Losungen:

Rehydrierungspuffer 6 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
1 % (w/v) CHAPS
0,5 % (v/v) Pharmalyte pH 3-10
0,4 % (w/v) DTT
0,002 % (w/v) Bromphenolblau (Zugabe in Form
einer 1 %igen Stammlésung)

Bromphenolblau-Stammlésung 1 % (w/v) Bromphenolblau
50 mM Tris-Base

Die Proteine wurden in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt
aufgetrennt. Die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde mit dem Fokussierungs-
system Ettan IPGphor Isoelectric Focusing System-UM durchgefuhrt.

Verwendung fanden 18 cm lange Gelstreifen mit einem nicht linearen immobilisierten
pH-Gradienten von 3-10 (Immobiline™ DryStrips, pH 3-10 NL). Diese wurden
zunachst Uber Nacht (10-15 h) mit je 350 yl Rehydrierungspuffer in einer speziellen
Vorrichtung (Reswelling Tray) rehydriert. Die gequollenen Streifen wurden danach in
die zur IPGphor gehérenden Keramikschalen (Ettan IPGphor Strip Holder) gelegt

und mit Silikondl (Cover Fluid) Uberschichtet, um ein Austrocknen der Gelstreifen
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wahrend der IEF zu verhindern. Die Probenapplikation erfolgte am anodischen Ende
mittels Cup Loading, d. h. die Proben wurden in trichterformige Aufsatze (Sample
Cups) pipettiert. Bei Durchfuhrung einer 2D-PAGE wurden fir eine nachfolgende
CBB-Farbung jeweils 550 pug Protein aufgetragen, bei anschlieRender Silberfarbung
70 ug Protein. Erfolgte eine 2D-DIGE wurden 150 pg Protein appliziert. Sowohl fur
2D-PAGE als auch fur 2D-DIGE wurden fur jede Probe zwei Replikate angefertigt.
Die IEF wurde bei 20 °C und einer konstanten Stromstarke von 50 pA je Gelstreifen
bis zum Erreichen von ca. 29.000 Volt-Stunden durchgefihrt (s. Tab. 2). Bei Ver-
wendung von 2D-DIGE-Proben erfolgte die IEF im Dunkeln.

Nach beendeter Fokussierung lagerten die Gelstreifen bis zur zweiten Dimension bei
-80 °C.

Tab. 2: Protokoll der ersten Dimension (Isoelektrische Fokussierung)

Schritt | Betriebsart Spannung (V) | Zeit (h:min) Volt-Stunden (Vh)
1 Step-n-Hold 100 1:00 100

2 Step-n-Hold 150 1:00 150

3 Gradient 500 0:10 54

4 Gradient 4.000 1:30 3.375

5 Step-n-Hold 8.000 - 25.000
Volt-Stunden gesamt 28.679
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2.2.5.6 Herstellung von SDS-Gelen fir die zweite Dimension

Losungen:

Gellésung 12,5 % (v/v) AA/BisAA-Lo6sung (30 %/0,8 %)
25 % (v/v) Gelpuffer
5 % (v/v) Glycerin
0,05 % (w/v) APS
0,005 % (v/v) TEMED

Gelpuffer 1,5 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
mit HCI auf pH 8,6 einstellen

Verdrdngungslésung 50 % (v/v) Glycerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau
einige Kornchen Tris-Base

Fir die zweite Dimension wurden 12,5 %ige SDS-Gele mit einer GroéfRe von
25cmx20,5cmx0,1ecm (HxB xD) gegossen. Verwendet wurde die Gelgiel3-
kammer PROTEAN plus® Multi-Casting Chamber, wobei die Herstellung der Gele
geringflugig modifiziert nach der Methode von Anderson et al. erfolgte [Anderson &
Anderson, 1978]. Die Gelldsung wurde Uber einen Schlauch am Boden der Kammer
eingefullt bis die gewunschte Hohe erreicht war. Danach wurde die Gellosung durch
Verdrangungslosung ersetzt, so dass die Gelldsung vollstandig aus dem Schlauch
entfernt wurde. Die Gele wurden mit Aqua dest. Uberschichtet und nach einer Poly-

merisierungsdauer von etwa 24 h fir die zweite Dimension verwendet.

Tab. 3: Zusammensetzung von 12,5 %igen SDS-Gelen (Ansatz fiir 13 Gele)

Substanz 12,5 % PAA-Konzentration
AA/BisAA-Loésung 30 %/0,8 % 365,14 ml

Gelpuffer 225 mi

Glycerin 100 % 45 ml

APS 10 % 4,5 ml

TEMED 100 % 42,43 pl
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2.2.5.7 Zweite Dimension

Losungen:

Aquilibrierungspuffer | 6 M Harnstoff
30 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
0,05 M Tris-Hydrochlorid, pH 8,8
1% (w/iv) DTT
0,002 % (w/v) Bromphenolblau (Zugabe in Form
einer 1 %igen Stammlosung)

Aquilibrierungspuffer Il 6 M Harnstoff
30 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
0,05 M Tris-Hydrochlorid, pH 8,8
4 % (w/v) lodacetamid
0,002 % (w/v) Bromphenolblau (Zugabe in Form
einer 1 %igen Stammlosung)

Agaroselésung 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
0,5 % (w/v) Agarose
0,002 % (w/v) Bromphenolblau (Zugabe in Form
einer 1 %igen Stammlésung)

1 x SDS-Laufpuffer 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
hergestellt mit Aqua dest.

In der zweiten Dimension erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrem Mole-
kulargewicht nach dem Prinzip einer SDS-PAGE.

Die nach der ersten Dimension eingefrorenen Gelstreifen wurden aufgetaut und zwei
Aquilibrierungsschritten unterzogen. Dazu wurden die Streifen jeweils 15 min unter
leichtem Schutteln in speziellen Plastikrohren (Equilibration Tube Set) zunachst in
Aquilibrierungspuffer | und anschlieRend in Aquilibrierungspuffer Il inkubiert. Die
aquilibrierten Gelstreifen wurden kurz in 1:1 mit Aqua pur. verdlnnten
1 x SDS-Laufpuffer getaucht und danach auf die 12,5 %igen SDS-Gele aufgelegt.
Um bei der Auswertung der Gele das Molekulargewicht der Proteinspots annahernd
bestimmen zu kdonnen, wurde zusatzlich ein Molekulargewichtsmarker (PageRulerTM
Prestained Protein Ladder) aufgetragen. Dazu wurde ein mit Marker getranktes

Filterpapierstiick neben den Gelstreifen auf das SDS-Gel aufgebracht. Nach der
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Fixierung des Streifens mit 2 ml warmer Agaroselésung wurden die Gelkassetten mit
den SDS-Gelen in die Gelelektrophoresekammer PROTEAN Plus™ Dodeca Cell
eingesetzt, die mit 1 x SDS-Laufpuffer gefullt war. Die zweite Dimension wurde bei
20 °C uber Nacht durchgefuhrt (s. Tab. 4). Bei Verwendung von 2D-DIGE-Proben
erfolgte die zweite Dimension im Dunkeln. Die Elektrophorese wurde beendet,

sobald sich die Bromphenolblau-Lauffront ca. 0,5 cm vom unteren Gelende befand.

Tab. 4: Laufbedingungen der zweiten Dimension

Schritt Stromstarke/Gel (mA) | Zeit (h) Temperatur (°C)
1 5 2 20
2 15 mind. 16 20

2.2.5.8 Proteindetektion (Farbung, Fluoreszenzmarkierung)

Mit Ausnahme der Fluoreszenzmarkierung von Proteinen mittels 2D-DIGE-Technik
ist im Anschluss an die zweite Dimension eine Visualisierung der aufgetrennten
Proteine erforderlich. In dieser Arbeit wurden Silberfarbung und Kkolloidale

Coomassie-Farbung angewandt.

Silberfarbung:

Losungen:

Alle im Folgenden aufgeflhrten Losungen wurden mit Aqua dest. hergestellt.

Fixierlbsung 50 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Essigsaure

Sensitivierungslésung 0,02 % (w/v) NazS,03 - 5 H,O
Farbelbsung 0,1 % (w/v) AgNO3
Entwicklerlésung 0,04 % (v/v) Formaldehyd (37 %)

2% (W/V) Na,COs3

Stopplésung 5 % (v/v) Essigsaure
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Grundlage der Silberfarbung ist eine Anlagerung von Silberionen an die basischen

und schwefelhaltigen Aminosaurereste der Proteine. Natriumthiosulfat als starkes

Reduktionsmittel bewirkt eine Umwandlung der Silberionen in metallisches Silber.

Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 1 ng Protein. Die Silberfarbung wurde nach der
Methode von Shevchenko et al. durchgefihrt [Shevchenko et al., 1996].
Tab. 5 gibt einen Uberblick Uber das Farbeprotokoll. Alle Schritte fanden auf dem

Schuttler statt. Pro Gel wurden 400 ml Losung eingesetzt. Nach dem Scannen

(s. Kap. 2.2.5.9) wurden die Gele zur weiteren Aufbewahrung bei 4 °C mindestens

2 hin 7 %iger Essigsaure inkubiert und nachfolgend in Schlauchfolie eingeschweil3t.

Tab. 5: Protokoll der Silberfarbung nach Shevchenko

Arbeitsschritt Verwendete Losung Dauer

Fixierung Fixierldsung UN

Waschen 50 % (v/v) Methanol 10 min

Waschen Aqua dest. UN
Sensitivierung Sensitivierungslosung 1 min

Waschen Aqua dest. 2 x1 min
Silberfarbung Farbeldsung 20 min (bei 4 °C)
Waschen Aqua dest. 2 x1 min
Entwicklung Entwicklerlosung 2 x 3-5 min
Stopp Stoppldsung 3 x5 min
Lagerung 7 % (v/v) Essigsaure bis zu mehreren Wochen bei 4 °C
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Kolloidale Coomassie-Farbung:

Losungen:

Alle im Folgenden aufgefuhrten Losungen wurden mit Aqua dest. hergestellt.

Fixierlésung 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

Farbelbsung 0,1 % (w/v) CBB G250
25 % (v/iv) Methanol
10 % (W/V) (NH4)2SO4
2 % (v/v) Phosphorsaure

Waschlésung 7 % (v/v) Essigsaure

Die Anfarbung praparativer 2D-PAGE-Gele erfolgte mittels kolloidaler CBB-Farbung
geringflugig modifiziert nach der Methode von Neuhoff et al. [Neuhoff et al., 1988].
Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 10-30 ng Protein.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung in der zweiten Dimension wurden die
2D-PAGE-Gele bei RT uber Nacht in Fixierlosung unter leichtem Schatteln inkubiert.
Danach wurden sie in die Farbelésung gelegt und ebenfalls unter leichtem
Schwenken mindestens 24 h angefarbt. Die Entfarbung der Gele erfolgte durch
Waschen mit Aqua dest. bis der Gelhintergrund fast vollstandig transparent war.
Nach dem Scannen (s. Kap. 2.2.5.9) wurden die Gele zur weiteren Aufbewahrung
bei 4 °C mindestens 2 h in Waschldsung inkubiert und nachfolgend in Schlauchfolie

eingeschweil}t.

Fluoreszenzmarkierung von Proteinen:

Losungen:
Lysinlésung 10 mM Lysin
2 x Probenpuffer 7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

4 % (w/v) CHAPS

2 % (v/iv) Pharmalyte pH 3-10
2% (wiv) DTT
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Bei Anwendung der 2D-DIGE-Technik wurden die Proteine vor der IEF mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert. In dieser Arbeit wurde das sog. minimal labelling
durchgefuhrt, d. h. nur etwa 1-2 % der Lysinreste eines jeden Proteins wurden
fluoreszenzmarkiert [Unlu et al., 1997]. Verwendung fanden drei verschiedene
Fluorophore, sog. CyDye DIGE Fluor minimal dyes (Cy2, Cy3, Cy5).

Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden nach Herstellerangaben mit DMF zu 1 mM-
Stammldsungen rekonstituiert. Von jeder der drei Stammlésungen wurden 0,8 ul mit
1,5yl DMF zu einer Gebrauchslésung mit einer CyDye-Konzentration von
320 pmol/pl verdinnt. Jeweils 1 pl dieser Gebrauchslésung wurde mit 50 ug Protein
des entsprechenden Lysats versetzt. Die Markierung der DMSO-Kontrolle erfolgte
mit Cy2, jene der 100 yM FS-Behandlung mit Cy3 und diejenige der 500 uM FS-
Behandlung mit Cy5. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis im Dunkeln wurde die
Markierungsreaktion durch Zugabe von je 1 ul Lysinlésung und einer erneuten
Inkubation fir weitere 10 min auf Eis im Dunkeln gestoppt. Anschlielend wurden die
jeweiligen fluoreszenzmarkierten Proben im Verhaltnis 1:1 mit 2 x Probenpuffer
verdunnt und fir 10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Alle Cy-markierten Protein-
lysate wurden vereinigt (150 pg Protein gesamt) und in der nachfolgenden ersten

Dimension aufgetrennt (s. Kap. 2.2.5.5).

2.2.5.9 Softwaregestiitzte Auswertung der Gele

Um eine Aussage Uber mdgliche Veranderungen im Proteom nach FS-Behandlung
treffen zu kdnnen, mussten die Spotintensitat und -lokalisation der einzelnen Protein-
spots zwischen den Gelen unterschiedlicher Behandlung mittels spezieller Software
verglichen werden.

In dieser Arbeit erfolgte ein Vergleich des Spotmusters des 2D-Gels der jeweiligen
behandelten Gruppe (100 uM FS- bzw. 500 yM FS-Inkubation) mit jenem der DMSO-
Kontrollgruppe.
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2D-PAGE-Gele:

Fiur die Auswertung von CBB-gefarbten 2D-PAGE-Gelen wurden diese zunachst mit
dem Scanner PowerLook Ill unter Verwendung der Software Phoretix PowerScan™
2003.01 im Durchlichtmodus eingescannt (16 bit Graustufen, 300 dpi). Die Spot-
detektion, die Quantifizierung der Spotintensitaten, die Uberlagerung der 2D-PAGE-
Bilddateien von Kontroll- und jeweiliger Behandlungsgruppe (sog. matching) sowie
die Normalisierung der Spotintensitaten erfolgten automatisch mittels Proteom-
weaver-Software (Version 3.0.9.3). Gegebenenfalls wurde eine manuelle Korrektur
durch den Benutzer vorgenommen, sofern Spots von der Software fehlerhaft detek-
tiert oder falsch gematcht wurden. Es wurden letztendlich nur die Spots berlck-
sichtigt, die in allen Replikaten vorhanden waren. Um eine Aussage uber eine
mogliche Expressionsanderung eines bestimmten Proteins nach FS-Behandlung
treffen zu kdnnen, wurden diejenigen Spots ausgewahlt, deren durchschnittliche
Spotintensitat aus mehr als drei unabhangigen Experimenten mindestens um den
Faktor 0,5 bzw. 2 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe variierte (per Definition

der Proteomweaver-Software: Regulationsfaktorsp.pace < 0,5 bzw. = 2,0).

2D-DIGE-Gele:

Im Anschluss an die zweite Dimension wurden 2D-DIGE-Gele mit dem
Fluoreszenzscanner Typhoon Trio+ gescannt. Dazu wurden die Gele aus den Glas-
kassetten herausgenommen, luftblasenfrei auf die Scanneroberflache gelegt und mit
einer Aufldsung von 100 um pro Pixel gescannt. Tab. 6 gibt einen Uberblick tber die

Scanparameter:

Tab. 6: Verwendete Parameter fiir den Fluoreszenzscan (Typhoon Trio+)

Fluorophor Emissionsfilter Laser Photomultiplier
Cy2 520 nm BP 40 Blau (488 nm) 460 V
Cy3 580 nm BP 30 Grun (532 nm) 460 V
Cy5 670 nm BP 30 Rot (633 nm) 460 V
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Die Auswertung der 2D-DIGE-Bilddateien erfolgte mit der Software DeCyder™ 6.5.
Zunachst wurde mittels DIA-Modul (DIA = Differential In-gel Analysis) eine auto-
matische Spotdetektion innerhalb der drei Bilddateien eines 2D-DIGE-Gels durch-
gefuhrt. Die Quantifizierung der Spots wurde durch die Normalisierung der Spot-
volumina sowie durch die Berechnung der sog. Spot Volume Ratios erreicht. Die
Volume Ratio beschreibt das Verhaltnis der berechneten Volumina eines bestimmten
Spots in den verschiedenen Bilddateien eines 2D-DIGE-Gels. Die DIA-generierten
Daten von drei unabhangigen Experimenten wurden anschlieRend mit Hilfe des BVA-
Software-Moduls (BVA = Biological Variation Analysis) ausgewertet. Dabei wurden
2D-DIGE-Bilddateien verschiedener Experimente automatisch gematcht. Fir die
nachfolgende massenspektrometrische Analyse wurden letztendlich nur diejenigen
Spots berucksichtigt, die in allen Replikaten vorhanden waren und deren durch-
schnittliche Volume Ratio aus drei unabhangigen Experimenten mindestens um den
Faktor 0,5 bzw. 2 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe variierte (per Definition

der DeCyder-Software: Regulationsfaktorap.pice < -2,0 bzw. = 2,0).
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2.2.6 Massenspektrometrie

2.2.6.1 Enzymatischer Verdau der Proteine

Losungen:
Waschlésung 100 mM NH4HCO3
Entfarbelésung 50 % (v/v) ACN

50 mM NH4HCO;
Dehydrationslésung 50 % (v/v) ACN
Verdaupuffer 50 mM NH4HCO3

5mM CaC|2' 2 Hzo
Trypsinlésung 50 mM NH4HCO3

5 mM CaCl;, - 2 H,0

25 ng Trypsin (Proteomics Grade) pro ul Puffer
Extraktionspuffer | 20 mM NH4HCO;
Extraktionspuffer Il 5 % (v/v) Ameisensaure

50 % (v/v) ACN
Aufnahmepuffer 0,01 % (v/iv) TFA

15 % (v/v) ACN
hergestellt mit AqQuams

An die softwaregestiutzte Auswertung der Gele schloss sich der tryptische Verdau
der CBB-gefarbten Proteinspots zur nachfolgenden massenspektrometrischen ldenti-
fizierung an. Der Trypsinverdau erfolgte geringflgig modifiziert nach der Methode
von Macours et al. [Macours et al., 2003]. Die Arbeitsschritte der Proteinreduktion
mittels DTT gefolgt von einer Alkylierung von Thiolgruppen durch lodacetamid im
Originalprotokoll konnten ausgelassen werden, da diese schon wahrend der Aquili-
brierung der Gelstreifen in der zweiten Dimension erfolgt waren (s. Kap. 2.2.5.7).

Zunachst wurden die ermittelten regulierten Spots mit Hilfe eines Biopsiestanzers
aus der Gelmatrix ausgestanzt und jeweils in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall tberfihrt.
Kleinere Spots wurden aus mehreren Gelen vereinigt. Nach Zerkleinerung der Spots
wurden diese in je 50 yl Waschlésung kurz gewaschen. Die Entfarbung der Gel-
stiicke wurde durch die Zugabe von 50 pl Entfarbeldsung und einer 20-minutigen
Inkubation erreicht. Danach wurden die Spots mit 50 uyl Dehydrationslésung ge-

schrumpft (5-minltige Inkubation) und anschlieBend im Vakuumkonzentrator
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SpeedVac SPD 111V fur 5 min getrocknet. Nach 10-minttigem Waschen der Gel-
sticke mit Waschlosung erfolgte ein erneutes Schrumpfen mit Dehydrationslosung
fur 10 min. Der gesamte Vorgang wurde wiederholt. Daran schloss sich abermals
eine Trocknung fur 5-10 min im Vakuumkonzentrator an. Die Proben wurden jeweils
mit 25 ul Trypsinlésung versehen und fiur 45 min im Eisbad inkubiert. Nachfolgend
wurde der Uberstand, sofern vorhanden, verworfen. Zu den Spots wurden je 5
Verdaupuffer pipettiert. Der tryptische Verdau erfolgte Uber Nacht (mindestens 18 h)
bei 37 °C unter Schatteln (350 rpm) im Thermoblock. Zur Peptidextraktion wurden
die Proben flr 20 min mit 25 ul Extraktionspuffer | versetzt. Der Peptidextrakt wurde
nachfolgend abgenommen und in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal® Uberflhrt. Die
weitere Extraktion, die noch zweimal wiederholt wurde, erfolgte durch Zugabe von je
25 pl Extraktionspuffer 1l (20-minutige Inkubation). Alle Extrakte der jeweiligen Probe
wurden vereinigt und im Vakuumkonzentrator eingetrocknet. Fur die massenspektro-
metrische Analyse wurden die eingetrockneten Peptidextrakte in je 50 ul Aufnahme-
puffer gelost, fur 10 min bei 2.000 x g Uber Spinfilter zentrifugiert und die Filtrate in
p-Vials Uberfuhrt.
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2.2.6.2 Analyse der Peptidextrakte mittels LC-ESI-MS/MS

Losungen:

Eluent A 0,012 % (v/iv) TFA
hergestellt mit Aquaws

Eluent B 0,01 % (v/iv) TFA

in 80 % (v/v) ACN
hergestellt mit Aquaws

Die durch den tryptischen Proteinverdau erhaltenen Peptidextrakte wurden mittels
LC-ESI-MS/MS analysiert. Die stationare Phase in der LC/MS bildete die HPLC-
Saule Jupiter Proteo unter Verwendung von Vorsaulenkartuschen MaxRP. Die Ther-
mostatisierung betrug 40 °C; das Probenvolumen umfasste jeweils 15 pl. Die Elution
erfolgte in Form eines linearen Gradienten bei einer Flussrate von 250 pl/min
(s. Tab. 7). Die Detektion bei 214 nm und 280 nm wurde im Auto MS/MS-Modus
durchgefuhrt.

Tab. 7: Elutionsgradient fiir die LC/MS

Zeit (min) 0 5 62 68 75 75,5 95
Eluent A (%) | 98 98 60 0 0 98 98
Eluent B (%) | 2 2 40 100 100 2 2

Das Eluat der HPLC wurde mittels Elektrospray ionisiert (Nebulizer 40 psi, Dry
Gas 9 I/min, Dry Temp. 350 °C). Die Kapillarspannung betrug 3.500 V. Die Aufnahme
der MS-und MS/MS-Spektren erfolgte an einer lon Trap XCT im Standard-
Enhanced-Modus (8.100 m/z) bzw. im Ultra Scan-Modus mit 26.000 m/z unter den in
der Tab. 8 angegebenen Bedingungen. Als Kollisionsgas wurde Helium verwendet.
Die Kollisionsspannung lag zwischen 0,3 und 2,2 V. Die Detektion der Precursor-
und Fragmentionen wurde im Positiv Scan-Modus durchgefuhrt. Die ldentifizierung
der Peptide anhand von Molekilionenmassen [M+H]" und MS-MS-Fragmentspektren
erfolgte mit Hilfe der Datenbank Spectrum Mill Proteomics Workbench 3.02.060a. Zur
weiteren Auswertung wurde die Datenbank Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/)

herangezogen.
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Tab. 8: Gerateparameter LC-ESI-MS/MS

MS/MS Fragment. Amplitude
MS(2) Averages

Isolation width

Scan Speed MS(2)

0.30-2.00 V (1.00 V)
5 scans

4 m/z

26.000 m/z /sec

Aktives Segment 2 3
Gruppe Parameter 1.9-10.1 min 10.1-73.5 min
ESI-Source Nebulizer (N2) 40 psi 40 psi
Dry Gas 9 I/min 9 I/min
Dry Temperature 350 °C 350 °C
Capillary Voltage -3.500 V -3.500V
End Plate Offset -500 V -500 V
Trap/MS-Scan Scan Speed 8.100 m/z /sec 8.100 m/z /sec
Smart Parameter Settings (SPS) on on
Target Mass 400 m/z 900 m/z
Compound Stability 100 % 100 %
Trap Drive Level 100 % 100 %
Polarity positive positive
Trap Filling Smart Target 200.000 (cts) 200.000 (cts)
Max. Accumulation Time 200.00 msec 200.00 msec
Scan Range 100-1.500 m/z 100-2.200 m/z
Averages 5 scans 5 scans
MS(n)-Parameter Auto-MS (n) /SPS 2/on 2/on
Precursor Selection 100-2.200 m/z 100-2.200 m/z
Exclude Precursor-Masses - -
Nr. of Precursors 4 4
Threshold 20.000 (cts) 20.000 (cts)
Exclude Single Charged lons off off
Prefer Double Charged lons off off
Preferred Masses off off

0.30-2.00 V (1.00 V)
5 scans

4 m/z

26.000 m/z /sec
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2.2.7 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.2.7.1 Induktion mit Ferulasaure

Um den Einfluss von verschiedenen FS-Konzentrationen und Inkubationszeiten auf
die Proteinexpression zu analysieren, wurden pro 6-well 1 x 10° bzw. pro 12-well
0,5 x 10° vitale HT29 Klon 19A-Zellen in 3 ml bzw. 1,5 ml Kulturmedium ausgesat.
Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses der Zelldichte wurden pro Vertiefung
einer 12-well-Zellkulturplatte 0,2 x 10°, 0,4 x 10° bzw. 0,6 x 10° vitale HT29 Klon 19A-
Zellen in 1,5 ml Medium angezichtet. Wurde eine Zellfraktionierung nach FS-
Behandlung vorgenommen, erfolgte die Aussaat von 3 x 10° lebenden HT29 Klon
19A-Zellen in 10 ml Kulturmedium pro 10 cm-Zellkulturschale.

Nach Erreichen von etwa 80 % Konfluenz wurden die Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen an FS in Kulturmedium inkubiert. Bei den Zelldichteexperimenten
erfolgte die Substanzzugabe generell am zweiten Tag nach der Aussaat. Eingesetzt
wurde eine 1 M FS-Stammlosung in DMSO, wobei die Endkonzentration an DMSO
nicht mehr als 0,2 % betrug. DMSO-behandelte Zellen dienten als Losungs-
mittelkontrolle. Die Inkubation fand unter Standardzellkulturbedingungen statt, wobei

die Inkubationszeiten variierten.

2.2.7.2 Probenaufarbeitung

Gesamtproteinextrakte:

Losungen:

1 x Lysispuffer 10 % (v/v) 10 x Lysispuffer
1 mM PMSF (Zugabe in Form einer 500 mM
Stammldsung)

PMSF-Stammlésung 500 mM PMSF

Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen zunachst zweimal mit eiskaltem PBS™
gewaschen und pro 6-well mit jeweils 400 pl bzw. pro 12-well mit je 200 pl
1 x Lysispuffer versetzt. Die Zellkulturplatte wurde flr 20 min bei 300 rpm und 4 °C
auf dem Plattenschuttler geschuttelt. Danach wurden die Zelllysate jeweils in ein
1,5 ml-Reaktionsgefal® Gberfihrt und flr 20 min bei 2.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Die Uberstande, die die Proteine enthielten, wurden abgenommen und in neue
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1,5 ml-Reaktionsgefalle pipettiert. Nach erfolgter Proteinbestimmung lagerten die
Proben bei -20 °C.

Proteinextrakte nach Zellfraktionierung:

Losungen:

Hypotoner Puffer 10 mM Tris-Hydrochlorid, pH 7,9
1,5 mM MgCl; - 6 H,O
10 mM KCI
0,5mMDTT

1 mM PMSF (s. Gesamtproteinextrakte)
0,05 % (v/v) Proteaseinhibitor-Stammldsung
(s. Kap. 2.2.5.3)

Die subzellulare Fraktionierung erfolgte modifiziert nach der Methode von Goncalves
et al. [Goncalves et al., 1994].

Nach erfolgter Inkubation mit FS wurden die Zellen zunachst zweimal mit je 3 ml
eiskaltem PBS™ gewaschen und nachfolgend in 3 ml frischem PBS™ mittels eines
Zellschabers vom Boden der Zellkulturschale abgeldst. Die Zellsuspension von drei
10 cm-Zellkulturschalen wurde in ein vorgekuhltes 15 ml-PP-Rohrchen pipettiert und
fur 10 min bei 1.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 1 ml frischem PBS™ aufgenommen, die Suspension in ein
1,5 ml-Reaktionsgefall uberfliihrt und nochmals fur 10 min bei 1.000 x g zentrifugiert.
Das resultierende Zellpellet wurde in 300 pl hypotonem Puffer resuspendiert und fur
10 min auf Eis inkubiert. Um die Zellen vollstandig aufzubrechen, wurde die Zell-
suspension mit Hilfe einer 1 ml-Insulinspritze 15-mal durch eine 22G-Kanule
gezogen. Eine 5-minutige Zentrifugation bei 800 x g und 4 °C schloss sich an, um die
Zellkerne vom Zytoplasma zu separieren. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal® pipettiert und zur weiteren Auftrennung in Zytoplasma und Plasma-
membran fur 30 min bei 50.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das daraus resultierende
Pellet reprasentierte die Membranfraktion, der Uberstand die Zytoplasmafraktion.
Das Zellkernpellet wurde mit 150 ul hypotonem Puffer versetzt und durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt (25.000 x g, 20 min, 4 °C) von zytoplasmatischen
Uberresten aufgereinigt. Der Grad des Zellaufschlusses sowie der Reinheitsgrad der
Zellkerne wurden mittels Phasen-Kontrast-Mikroskopie Uberpruft. Zur Solubilisierung
der Proteine wurde die Kernfraktion mit 300 pl, die Membranfraktion mit 30 pl

1 x Lysispuffer (s. Gesamtproteinextrakte) versetzt. Die Zytoplasmafraktion wurde
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unmittelbar flr die spatere elektrophoretische Auftrennung eingesetzt. Nach erfolgter

Proteinbestimmung lagerten die Proben bei -80 °C.

2.2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford [Bradford, 1976]
mittels Bradford Protein Assay.

Zur Herstellung einer Eichgeraden dienten BSA-Konzentrationen von 0,025, 0,125,
0,25, 0,5, 0,75 und 1 mg/ml als Standards. Das Bradford-Reagenz wurde 1:5 mit
Aqua dest. verdunnt. 10 yl BSA-Standard bzw. 5 ul Probe wurden mit 500 ul dieser
Gebrauchslésung versetzt. Die spektralphotometrische Messung der Extinktionen
und Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte bei einer Wellenlange von

595 nm mittels des Spektrophotometers BioPhotometer.
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2.2.7.4 Elektrophoretische Auftrennung

Losungen:

5 x SDS-Probenpuffer

Sammelgellésung (5 %)

Trenngellésung (10 %)

1 x SDS-Laufpuffer

0,3 M Tris-Base

25 % (w/v) Glycerin
5 % (w/v) SDS

50 mM DTT
2,5mM EDTA

einige Kornchen Bromphenolblau

Ansatz fur ein Minigel:
AA/BisAA-Lo6sung 30 %/0,8 %
0,5 M Tris-Hydrochlorid, pH 6,8
10 % (w/v) SDS

Aqua pur.

TEMED

10 % (w/v) APS
Bromphenolblau

Ansatz fur ein Minigel:
AA/BisAA-L6sung 30 %/0,8 %
1,5 M Tris-Hydrochlorid, pH 8,8
10 % (w/v) SDS

Aqua pur.

TEMED

10 % (w/v) APS

25 mM Tris-Base

0,2 M Glycin

0,1 % (w/v) SDS
hergestellt mit Aqua dest.

0,33 ml
0,5 ml

20 i
1,17 mi

2 ul

15 pl
Kornchen

2,7 ml
3,0 ml
80 pl
2,3 mil
7 Ml
40 pl

Es wurden 1 mm dicke SDS-Gele bestehend aus einem 10 %igen Trenngel und

einem 5 %igen Sammelgel in einer Grofle von 8 cm x 8 cm gegossen. Die Protein-

proben wurden im Verhaltnis 4:1 mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt, flir 5 min bei

95 °C gekocht und danach fur 5 min bei 13.400 x g zentrifugiert. Pro Geltasche

wurden 10 pg Protein aufgetragen. Als Marker wurde der Molekulargewichtsmarker

PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet. Die Elektrophorese in der Gel-

elektrophoresekammer Minigel Twin erfolgte bei 15 mA pro Gel und einer konstanten

Spannung von 120 V far 1,5-2 h je nach Gro3e des nachzuweisenden Proteins.
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2.2.8 Western Blot

Losungen:

Alle im Folgenden aufgefuhrten Losungen wurden mit Aqua dest. hergestellt.

Anodenpuffer | 0,3 M Tris-Base
20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer Il 25 mM Tris-Base
20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base
40 mM e-Aminocapronsaure
20 % (v/v) Methanol

Ponceau-Féarbelésung 0,5 % (w/v) Ponceau S
1 % (v/v) Essigsaure

Die Ubertragung der Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran erfolgte durch
Halbtrocken-Blotting, sog. semi dry-Methode.

Zunachst wurde die Membran zum Benetzen 5 min in Methanol inkubiert, danach
kurz in Aqua dest. gespult und in Anodenpuffer Il aquilibriert. Zwei Filterpapiere in
der GrolRe der Membran wurden in Anodenpuffer | inkubiert und auf die Anodenseite
der Western-Blot-Apparatur Trans-Blot® SD Cell gelegt. Ein Filterpapier, ebenfalls
getrankt in Anodenpuffer Il, wurde auf die beiden ersten Filterpapiere aufgebracht.
Darauf wurde die Membran gelegt, nachfolgend das SDS-Gel. Den Abschluss bildete
ein in Kathodenpuffer inkubiertes Filterpapier. Der Transfer fir eine Membran der
GroRe 8,5 cm x 6 cm wurde bei 230 mA und maximal 25 V fur 20 min durchgefuhrt.
Im Anschluss an den Western Blot erfolgte eine reversible Proteinanfarbung mit

Ponceau-Farbeldsung.
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2.2.8.1 Proteinnachweis auf der Membran

Losungen:
TBST 20 mM Tris-Base

140 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween 20

mit HCI auf pH 7,6 einstellen
Milchpuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST

Zunachst wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation der Membran in
Milchpuffer blockiert (1 h bei RT oder UN bei 4 °C). Nach dreimaligem Waschen der
Membran fir jeweils 5 min in TBST schloss sich die Inkubation in Primaranti-
kérperlésung fiir 2 h bei RT oder UN bei 4 °C an. Dann wurde der Blot erneut dreimal
fur jeweils 5 min in TBST gewaschen und nachfolgend in Sekundarantikorperldsung
fur 1 h bei RT inkubiert. Nach drei Waschschritten fir jeweils 10 min mit TBST
wurden die peroxidasekonjugierten Sekundarantikdrper mit dem Chemolumineszenz-
Reagenz SuperSignal® West Pico nachgewiesen. Dazu wurde die Membran fir
5 min nach Herstellerangaben in der Gebrauchslosung inkubiert, danach in Frisch-
haltefolie gewickelt, in eine Rontgenkassette gelegt und ein Rdntgenfilm belichtet.
Die nachfolgende densitometrische Auswertung der Banden erfolgte mittels der
Software ImageQuant TL 2005.

Eine Ubersicht Uber die verwendeten Antikdrper und ihre jeweilige Verdiinnung gibt
Tab. 9.

Tab. 9: Verwendete Antikorperkonzentrationen fiir Western Blot

Primarantikorper | Verdiinnung Sekundarantikorper | Verdiinnung
Anti-Annexin I 1:20.000 in MP | Anti-mouse IgG HRP | 1 :40.000 in MP
Anti-Annexin IV 1:10.000 in MP | Anti-mouse IgG HRP | 1 : 20.000 in MP
Anti-Ezrin 1:1.500 in MP Anti-mouse IgG HRP | 1 : 3.000 in MP
Anti-lkB-a 1:2.000 in TBST | Anti-rabbit IgG HRP | 1:5.000 in MP
Anti-IL-1R1 1:1.000 in MP Anti-rat IgG HRP 1:2.000 in MP
Anti-B-Actin 1:2.000 in TBST | Anti-rabbit IgG HRP | 1:4.000 in MP
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2.2.8.2 Strippen von Membranen

Losungen:
TBST s. Kap. 2.2.8.1
Stripppuffer 0,8 M Glycin
mit HCI auf pH 2,5 einstellen
Stripplésung 30 % (v/v) Stripppuffer

hergestellt mit Aqua dest.

Um bereits gebundene Antikérper von der Membran flr einen weiteren Protein-
nachweis zu entfernen, wurde die Membran dreimal fur jeweils 30 min in TBST
gewaschen. Nach 30-mindtiger Inkubation der Membran in Stripplosung bei RT
schlossen sich drei weitere Waschschritte mit TBST a 30 min an. Die weitere Vor-

gehensweise erfolgte wie bereits in Kap. 2.2.8.1 beschrieben.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Real Time-Modus
2.29.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus mit FS induzierten Zellen (Vorgehensweise
analog zur FS-Induktion bei SDS-PAGE s. Kap. 2.2.7.1) erfolgte mit dem Kit Perfect
RNA™ Eukaryotic Mini gemaR den Herstellerangaben. Zum Schutz vor Proteasen
wurde pro 60 pl RNA-Eluat 1 ul Ribonuklease-Inhibitor Prime RNase Inhibitor™
zugegeben. RNA-Proben wurden bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.9.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Losungen:

DEPC-Wasser 0,1 % (v/v) DEPC
Inkubation UN bei RT mit anschlieRendem
Autoklavieren

1 x TE-Puffer 10 mM Tris-Base

1 mM EDTA
mit HCI auf pH 8,0 einstellen
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Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurden 2 ul Probe mit 68 pl
TE-Puffer versetzt. Die Messung erfolgte photometrisch in einer Quarzkuvette bei
260 nm mittels des Spektrophotometers BioPhotometer (1 Absorptionseinheit ent-

spricht etwa 40 pg/ml einzelstrangiger RNA).

2.2.9.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Losungen:
10 x MOPS-Puffer 0,2 M MOPS
50 mM CzH3NaOQ
10 mM EDTA
hergestellt mit DEPC-Wasser
mit NaOH auf pH 7 einstellen
1 x MOPS-Laufpuffer 10 % (v/v) 10 x MOPS-Puffer in DEPC-Wasser
3 x RNA-Probenpuffer Formamid, deionisiert 3,6 mi
10 x MOPS-Puffer 2,3 ml
37 % Formaldehyd 1,3 ml
80 % Glycerin 0,5 ml
Ethidiumbromid 25yl
0,5M EDTA 14 pl
Bromphenolblau Kdérnchen
Agarosegellésung Ansatz fur ein RNA-Kleingel:
Agarose 0,5¢
DEPC-Wasser 37 ml
10 x MOPS-Puffer 5 ml
kochen und im Wasserbad auf 50 °C abkuhlen
37 % Formaldehyd 7,8 ml

Zur Kontrolle der Integritat der isolierten RNA wurde eine denaturierende Agarose-
Gelelektrophorese durchgefihrt. Dazu wurde 1 ug RNA der jeweiligen Probe mit
DEPC-Wasser auf ein Volumen von 10 pul verdannt. Nach Zugabe von 5 ul 3 x RNA-
Probenpuffer wurde dieser Ansatz fur 5 min bei 95 °C gekocht und auf das
Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in der Gelelektrophorese-

kammer EasyCast™

Horizontal System B1A mit 1 x MOPS-Laufpuffer fur etwa
30 min bei einer konstanten Spannung von 100 V. Die Banden wurden nachfolgend
mit Hilfe des Geldokumentationsgerats GeneFlash sichtbar gemacht. Die Auftren-
nung der RNA in ihren 28S- und 18S-Anteil deutet darauf hin, dass die RNA intakt

und nicht degradiert ist.
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2.2.9.4 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die isolierte RNA wurde mittels der RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Alle Schritte
erfolgten im PCR-Cycler Px2 Thermal Cycler. Zunachst wurde 1 uyg RNA mit 1 pl
Random Hexamer-Primer (100 pmol/ul) sowie 1 pl 10 mM dNTP-Mix versetzt und mit
Aquapcr auf ein Volumen von 12 ul verdinnt. Diese Mischung wurde fir 5 min bei
65 °C im PCR-Block inkubiert. Danach wurden 4 ul 5 x Erst Strang-Puffer, 2 pl 0,1 M
DTT sowie 1 ul Ribonuklease-Inhibitor RNaseOut (40 U/ul) zugegeben und alles fur
2 min bei 37 °C erwarmt. Nach Zugabe von 1 pyl M-MLV Reverser Transkriptase
(200 U/ul) wurde die RT-PCR gestartet (s. Tab. 10). Die Lagerung der cDNA-Proben
erfolgte bei -20 °C.

Tab. 10: Protokoll der RT-PCR

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)
1 25 10
2 37 50
3 70 15

2.2.9.5 Real Time-PCR

Die Real Time-PCR erfolgte unter Verwendung des PCR-Cyclers Mastercycler® ep
realplex. Von jeder cDNA-Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Zur
Normalisierung des jeweiligen Zielgens diente das Housekeeping-Gen Aldolase A als
Referenzgen. Pro Zielgen wurde eine Negativkontrolle (non template control) mitge-
fuhrt. Zunachst wurde 1 ml Mastermix RealMasterMix (2,5 x) mit 125 pl 20 x SYBR
Green versetzt. Fur jede cDNA-Probe wurden 15 pl Mastermix-Ansatz bestehend
aus 9 ul RealMasterMix/SYBR Green, je 0,4 ul des antisense- bzw. sense-Primers
(10 pmol/ul) des jeweiligen Zielgens sowie 5,2 pyl Aquapcr in eine Vertiefung der
PCR-Platte pipettiert. Nachfolgend wurden pro Vertiefung je 5 pul cDNA-Probe in
einer Verdlinnung von 1:400 bzw. Aquapcr flr die Negativkontrolle zugegeben. Das
Protokoll der Real Time-PCR ist in Tab. 11 veranschaulicht.

Den Abschluss der Real Time-PCR bildete eine Schmelzkurve (20 min bei 95 °C).
Die Quantifizierung erfolgte anhand der AACT-Methode [Livak & Schmittgen, 2001].
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Dabei wurde der CT-Wert des Referenzgens vom CT-Wert des jeweiligen Zielgens
subtrahiert (ACT). Die beiden ACT-Werte der einzelnen Gruppen (FS-Behandlung im

Vergleich zur Kontrolle) wurden anschlief3end voneinander abgezogen (AACT).

Tab. 11: Protokoll der Real Time-PCR

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (sec) Zyklen
Initialisierung 95 120 1
Denaturierung 95 20 45
Annealing/Elongation | 60 40
2.210 Indirekte Imnmunfluoreszenz
Losung:
Blockierungslésung Ansatz pro Deckglas:
1 % (w/v) BSA in PBS™ 45 pl
Normalserum (Ziege) 5ul

Durch indirekte Immunfluoreszenz lassen sich markierte Antigene in der Zelle sicht-
bar machen. Das Prinzip beruht auf der Bindung eines fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikérpers an einen Primarantikdrper, der gegen ein bestimmtes Antigen
gerichtet ist.

Zunachst wurden je 1 x 10° vitale HT29 Klon 19A-Zellen auf einem sterilen Deckglas
in 6-well-Zellkulturplatten in jeweils 2 ml Kulturmedium angezlchtet. Nach zwei
Tagen wurden die Zellen mit FS in unterschiedlichen Konzentrationen induziert,
wobei die Endkonzentration an DMSO 0,5 % betrug. Um mdgliche Lésungsmittel-
effekte ausschliel3en zu kdnnen, wurde pro Versuchsansatz zusatzlich eine DMSO-
Kontrolle mitgefuhrt. Nach 4- bzw. 24-stindiger Inkubation wurden die Zellen zwei-
mal mit jeweils 2 ml eiskaltem PBS"™ gewaschen und nachfolgend mit je 2 ml
eiskaltem Methanol fur 5 min bei RT fixiert und permeabilisiert. Daran schloss sich
ein dreimaliges Waschen der Zellen mit jeweils 2 ml PBS™ an. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch eine einstindige Inkubation der Zellen in Blockie-
rungslésung bei RT abgesattigt. Dazu wurden 50 pl Blockierungslosung auf die auf

dem Deckglas angewachsenen Zellen pipettiert und ein Stick Parafilm entsprechend
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der GroRRe des Deckglases aufgelegt, um eine bestmdgliche Verteilung zu gewahr-
leisten. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit jeweils 2 ml PBS™ schloss sich
eine zweistundige Inkubation mit 50 yl Primarantikérperlosung bei RT an. Wiederum
wurden die Zellen dreimal gewaschen und flr 1 h mit 50 yl Sekundarantikérper-
I6sung bei RT im Dunkeln behandelt. Es folgte eine 20-minttige DAPI-Farbung bei
RT im Dunkeln, nachdem die Zellen erneut dreimal gewaschen worden waren. Nach
einem Waschschritt mit PBS™, gefolgt von einem kurzen Spiilen der Zellen mit Aqua
dest., wurde das Deckglas mit den Zellen nach unten auf einen Objekttrager gelegt,
der mit einem Tropfen Antifade versehen wurde.

Eine Ubersicht Uber die verwendeten Antikérper/Fluorochrome und ihre jeweilige
Verdunnung gibt Tab. 12.

Tab. 12: Verwendete Antikorper/Fluorochrome in der indirekten Immunfluoreszenz

Antikorper/Fluorochrom Verdiinnung
Primarantikorper: Anti-Annexin Il in Blockierungslosung 1:250
Sekundarantikdérper: Anti-mouse IgG FITC in 1200
Blockierungslosung

DAPI in PBS™ 1:10.000

Die mikroskopische Betrachtung der markierten Zellen wurde mit dem Axioskop
40 FL unter Verwendung entsprechender Filter durchgefuhrt (Tab. 13). Die mehrdi-
mensionale Bildaufnahme erfolgte mittels der Digitalkamera AxioCam MRc sowie der
Software AxioVision 4.6.1.0.

Tab. 13: Verwendete Filter fiir die Fluorochromdetektion (Axioskop 40 FL)

Fluorochrom Anregung Strahlteiler Emission
FITC/Alexa 488 450-490 nm BP 510 nm FT 515 nm LP
DAPI 365 nm G 395 nm FT 420 nm LP
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3 Ergebnisse

Die Erkenntnisse aus verschiedenen epidemiologischen Studien geben Anlass zur
Vermutung, dass ein hoher Obst- und Gemuseverzehr das Kolonkrebsrisiko
nachhaltig senken kann. Neben Ballaststoffen und Vitaminen wird sekundaren
Pflanzenstoffen ein praventiver Einfluss auf die Darmkrebsentstehung zuge-
schrieben. Bereits mehrfach konnten risikosenkende Effekte der Phenolsaure
Ferulasaure nachgewiesen werden. Um mdgliche Wirkmechanismen von Ferula-
saure aufzuklaren, wurden im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche in vitro-
Experimente mit HT29 Klon 19A-Zellen durchgefuhrt, die im Folgenden vorgestellt

werden.

3.1 Stabilitat von Ferulasaure unter Zellkulturbedingungen

Um die Stabilitdt von Ferulasaure unter Standardzellkulturbedingungen zu unter-
suchen, wurden funf verschiedene Ferulasaurekonzentrationen (5, 10, 50, 100 und
500 puM) in einer Endkonzentration von 0,5 % DMSO verwendet und fur maximal
48 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Stabilitdtsmessung erfolgte zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten mittels HPLC. Die Ferulasaurestabilitat errechnete sich im

Vergleich zum jeweiligen 0 h-Wert.

500 uM Ferulasaure war Uber einen Zeitraum von 48 h nahezu 100 % stabil
(s. Abb. 4). Bei einer verwendeten Konzentration von 100 uM war nach etwa 4 h ein
leichter Stabilitatsverlust zu verzeichnen; nach einem Inkubationszeitraum von 48 h
betrug die Stabilitat noch 95 %. Eine uUber zehnprozentige Abnahme der Ferula-

saurestabilitat nach 48 h war bei einer Konzentration von 50 uM erreicht.

Ebenso wurde neben der Verwendung von DMSO als Losungsmittel der Einfluss von
Ethanol (Endkonzentration 2 %) auf die Ferulasdurestabilitat untersucht. Die
Versuchsdurchfihrung erfolgte analog dem Ansatz Ferulasaure in DMSO. Die
Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant von denjenigen bei Gebrauch des

Lésungsmittels DMSO (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 4: Stabilitit von Ferulasaure unter Standardzellkulturbedingungen

Verschiedene FS-Konzentrationen (5, 10, 50, 100 und 500 uM; Endkonzentration an DMSO 0,5 %)
wurden in DMEM als Kulturmedium geldst und unter Standardkulturbedingungen (wasserdampf-
gesattigte Atmosphare, 5 % CO,, 37 °C) fir maximal 48 h inkubiert. Nach 0, 1, 4, 8, 24 und 48 h
wurde jeweils ein Aliquot der inkubierten Lésung entnommen und im Verhaltnis 1:5 mit 1 %iger
Ameisensaure (30 % ACN, 70 % Aquays) versetzt. Die nachfolgende FS-Analyse erfolgte mittels
HPLC. Dargestellt sind die ermittelten Stabilitatsraten (in %) im Vergleich zum jeweiligen 0 h-Wert aus
drei unabhangigen Experimenten (MW+SD). * P < 0,05, ** P < 0,01.

3.2 Zytotoxizitat von Ferulasaure

Ob Ferulasdure moglicherweise zytotoxische bzw. antiproliferative Effekte auf
HT29 Klon 19A-Zellen ausubt, wurde mittels MTT-Test untersucht. Funf verschie-
dene Ferulasaurekonzentrationen (100 yM, 500 pM, 1 mM, 3 mM und 5 mM) wurden
auf ihre zytotoxische Wirkung bei einer 24-stiindigen Inkubation der Zellen getestet.
Eventuelle Loésungsmitteleffekte sollten am Beispiel von DMSO und Ethanol
bestimmt werden (DMSO- bzw. EtOH-Endkonzentration: 0,5 % bzw. 2 %). Die Vitali-
tatsrate der Zellen wurde photometrisch Uber die Umsetzung an MTT im Vergleich

zur jeweiligen Lésungsmittelkontrolle ermittelt.
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Abb. 5: Einfluss von Ferulasdure auf die Vitalitat von HT29 Kion 19A-Zellen

30.000 HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro Vertiefung einer 96-well-Zellkulturplatte ausgesat und bei
etwa 80 % Konfluenz mit verschiedenen FS-Konzentrationen (100, 500 uM; 1, 3, 5 mM) in DMSO
bzw. EtOH (Endkonzentration 0,5 % bzw. 2 %) fir 24 h inkubiert. Zusatzlich wurde eine DMSO- bzw.
eine EtOH-Kontrolle eingesetzt. Nach der Behandlung wurde die Vitalitat der Zellen mittels MTT-Test
photometrisch bestimmt. Dargestellt sind die ermittelten Vitalitatsraten (in %) im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle aus vier unabhangigen Experimenten (MW+SD). ** P < 0,01, *** P < 0,001.

Ein hoch signifikanter wachstumshemmender Effekt nach 24 h-Inkubation mit
Ferulasaure zeigte sich bereits ab einer Konzentration von 100 uM Ferulasaure in
DMSO bzw. Ethanol, wobei die Vitalitat der HT29 Klon 19A-Zellen jeweils um
lediglich 5 % abnahm (s. Abb. 5). Eine mindestens zehnprozentige Verminderung der
Zellviabilitat wurde bei der Verwendung von Ethanol als Ldsungsmittel durch-
schnittlich ab einer 500 uM Ferulasaurekonzentration erreicht, bei Ferulasaure in
DMSO erst ab einer Konzentration von 3 mM. Bei 24-stiindiger Inkubation mit 5 mM
Ferulasdure in DMSO bzw. Ethanol kam es jeweils zu einem etwa zwanzig-
prozentigen Vitalitatsverlust.
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3.3 Apoptoseinduktion durch Ferulasaure

Eine mdgliche Apoptoseinduktion durch Ferulasdure wurde durchflusszytometrisch
mittels Annexin V-Methode untersucht. Insgesamt wurden vier verschiedene
Ferulasaurekonzentrationen analysiert (500 uM, 1 mM, 3 mM und 5 mM), wobei
potenzielle Losungsmitteleffekte am Beispiel von DMSO und Ethanol bestimmt
werden sollten. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die mit 0,5 yM Staurosporin in
Kombination mit 0,5 yM Brefeldin A behandelt wurden. Die Endkonzentration an
DMSO im Kulturmedium betrug 0,5 %, diejenige von Ethanol 2 %. HT29 Klon 19A-
Zellen wurden fur 24 h mit den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation wurden die Zellen Annexin V-FITC/PIl-gefarbt und die Apoptoseinduktion
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Apoptoserate errechnete sich im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle.

Abb. 6 zeigt beispielhaft Dot-Plot-Abbildungen der durchflusszytometrischen Mes-
sung nach Annexin V-FITC/PI-Farbung der entsprechend behandelten HT29 Klon
19A-Zellen.
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Abb. 6: Dot-Plots der durchflusszytometrischen Analyse von Annexin V-FITC/Pl-gefarbten
HT29 Klon 19A-Zellen

Der linke Dot-Plot zeigt die unbehandelte Negativkontrolle (DMEM); der mittlere Dot-Plot
veranschaulicht die Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit 3 mM FS/DMSO, wahrend der rechte
Dot-Plot die Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 3 mM FS/EtOH zeigt. Der linke untere Quadrant
verdeutlicht vitale (FITC/PI'), der rechte untere Quadrant apoptotische (FITC*/PI) und der rechte
obere Quadrant nekrotische Zellen (FITC*/PI%).
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Abb. 7 zeigt, dass Ferulasaure in steigender Konzentration eine verstarkte Apoptose-
induktion in behandelten HT29 Klon 19A-Zellen im Vergleich zur jeweiligen Losungs-
mittelkontrolle bewirkte. Allerdings erfolgte erst ab einer Konzentration von 3 mM
eine signifikante Steigerung der Apoptoserate unabhangig von der Wahl des
Lésungsmittels. Ethanolische Ferulasaure flhrte zu einer allgemein hdheren
Zunahme apoptotischer Zellen relativ zur EtOH-Kontrolle als Ferulasaure in DMSO
relativ zur DMSO-Kontrolle.
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Abb. 7: Einfluss von Ferulasdure auf die Apoptoseinduktion in HT29 Kion 19A-Zellen

1 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte ausgesat und bei
etwa 80-85 % Konfluenz mit verschiedenen FS-Konzentrationen (500 pM; 1, 3, 5 mM) in DMSO bzw.
EtOH (Endkonzentration 0,5 % bzw. 2 %) fiir 24 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Kulturmedium
(DMEM) verwendet; als Positivkontrolle wurden je 0,5 uM Staurosporin und Brefeldin A eingesetzt.
Zusatzlich wurde eine DMSO- bzw. eine EtOH-Kontrolle verwendet. Nach der Behandlung wurden die
Zellen Annexin V-FITC/Pl-gefarbt und die Apoptoserate durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt
sind die ermittelten Apoptoseraten (in %) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle aus drei unabhangigen
Experimenten (MW+SD). * P < 0,05, ** P < 0,01.
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3.4 Effekte von Ferulasaure auf das Proteom von
HT29 Klon 19A-Zellen

Inwieweit Ferulasaure das Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen beeinflusst, wurde
mittels Proteomanalyse untersucht. Dazu wurden zwei unterschiedliche Methoden
der zweidimensionalen Gelelektrophorese durchgefihrt, die 2D-PAGE- sowie die
2D-DIGE-Technik. Prinzip beider Varianten ist die isoelektrische Fokussierung der
Proteine in einer ersten Dimension und deren nachfolgende Auftrennung nach ihrem
Molekulargewicht mittels SDS-PAGE in einer zweiten Dimension. Die 2D-DIGE-
unterscheidet sich von der herkdbmmlichen 2D-PAGE-Methode dahingehend, dass
die Proteine vor der IEF mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden.

Der Einfluss von Ferulasaure auf das HT29 Klon 19A-Proteom wurde anhand von
zwei verschiedenen Ferulasaurekonzentrationen in Kombination mit unterschiedlich
langen Inkubationszeiten analysiert. Auf der Grundlage der Stabilitdts- und Zyto-
toxizitatsversuche (vgl. 3.1 und 3.2) wurden Endkonzentrationen von 100 yM und
500 uM Ferulasaure in DMSO verwendet (0,05 % DMSO-Endkonzentration). Beide
Konzentrationen gewahren ausreichende Stabilitat unter Standardzellkultur-
bedingungen und zeigen kaum zytotoxische Effekte. Um mdgliche Losungsmittel-
effekte ausschliellen zu kénnen, wurde bei allen Versuchen zusatzlich eine DMSO-
Kontrolle eingesetzt. Die Auswirkung der Behandlungsdauer wurde anhand 4- und

24-stundiger Inkubationsexperimente untersucht.
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3.41 Etablierung einer geeigneten proteomanalytischen Durchfiihrung

Zunachst musste die Methode der Proteomanalyse etabliert und an die Fragestellung
angepasst werden. Dadurch sollte eine mdglichst hohe Reproduzierbarkeit der
2D-Gele erreicht werden, um somit differenziell exprimierte Proteine nach FS-
Behandlung erkennen zu kénnen. Die Durchfuhrung der zweidimensionalen Gel-
elektrophorese wurde im Verlauf dieser Arbeit fortlaufend optimiert. Generell wurden
2D-PAGE und 2D-DIGE in Anlehnung an die Protokolle von Gorg et al. durchgefuhrt
[Gorg et al., 2004a; Gorg et al., 2004b]. Im Folgenden soll auf Modifizierungen in der

Durchfihrung eingegangen werden.

Ein Schwerpunkt in der Optimierung der zweidimensionalen Gelelektrophorese
bildete die Probenaufarbeitung. Diese spielt eine wesentliche Rolle fir die Solubili-
sierung der Proteine und die Qualitdt der 2D-Gele. Es wurde angestrebt nach
Moglichkeit samtliche Proteine einer Zelle zu erfassen. Eine bessere Loslichkeit der
Proteine, insbesondere von Membranproteinen, wurde durch die Verwendung einer
Mischung aus 7 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff in Kombination mit CHAPS
erreicht [Rabilloud et al., 1997]. Der Gebrauch von 9 M Harnstoff im Lysispuffer
resultierte in einer etwas geringeren Anzahl detektierter Spots (Ergebnisse nicht
gezeigt). Durch Zusatz der Nuklease Benzonase zum 2D-PAGE-Lysispuffer wurden
freigesetzte Nukleinsauren abgebaut und somit stérende Verunreinigungen entfernt,
die die Qualitat der 2D-Ergebnisse beeintrachtigen. Zum vollstandigen Zellaufschluss
wurden sowohl fur 2D-PAGE als auch fur 2D-DIGE die Lyse mittels Lysispuffer und

die Sonifizierung der Zellen kombiniert.

Die Probenapplikation fir die IEF erfolgte mittels Cup Loading. Dieses Verfahren
wird v.a. fur quantitative Analysen empfohlen und wird daher dem In-gel
Rehydration-Loading vorgezogen [Gorg et al., 2004a]. Problem bei der ersten
Dimension war haufig eine Salzkontamination der 2D-Proben, die sich in Spot-
mustern mit ungenigend fokussierten Proteinspots aufderte. Daher wurde das Proto-
koll der IEF dahingehend angepasst storende lonen wahrend der ersten Dimension
zu entfernen. Gute Resultate wurden erzielt, indem der eigentlichen Fokussierung
eine zweistundige Vorlaufzeit mit geringer Spannung (100-150 V) vorangestellt

wurde.
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Fir die quantitative Auswertung der 2D-PAGE-Gele wurden zwei verschiedene
Farbemethoden miteinander verglichen, die kolloidale CBB-Farbung nach Neuhoff
[Neuhoff et al., 1988] und die Silberfarbung nach Shevchenko [Shevchenko et al.,
1996]. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn bei anschlieender Silberfarbung
70 pg Protein und bei CBB-Farbung 550 ug Protein aufgetrennt wurden. Beispiele
zweier 2D-PAGE-Gele des HT29 Klon 19A-Proteoms nach Silber- bzw. CBB-
Farbung sind in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: HT29 Klon 19A-Proteom nach Silberfarbung und nach kolloidaler CBB-Farbung
von 2D-PAGE-Gelen

Reprasentative 2D-PAGE-Gele nach Silberfarbung (A) bzw. kolloidaler CBB-Farbung (B)
(unbehandelte HT29 Klon 19A-Zellen). Anndhernd konfluente HT29 Klon 19A-Zellen wurden geerntet
und fur die 2D-PAGE entsprechend aufgearbeitet. Fur eine Silberfarbung wurden 70 pg Proteinlysat,
fur eine CBB-Farbung 550 ug Proteinlysat mittels IEF (Gelstreifen pH 3-10 NL) und nachfolgend durch
SDS-PAGE in 12,5 %igen SDS-Gelen aufgetrennt. Die Gele wurden entsprechend gefarbt und
gescannt. pl = isoelektrischer Punkt; MW = Molekulargewicht.
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Die Anzahl der detektierten Spots des HT29 Klon 19A-Proteoms war trotz der héhe-
ren Sensitivitat der Silberfarbung annahernd identisch (ca. 1.300 Spots). Bei der
Silberfarbung handelt es sich im Gegensatz zur CBB-Farbung um eine Farbe-
methode mit subjektivem Endpunkt. Da die Silberfarbung daher schlechter reprodu-
zierbar ist, wurde die quantitative softwaregestitzte Auswertung in dieser Arbeit mit
CBB-gefarbten 2D-PAGE-Gelen durchgefuhrt.

3.4.2 Proteomanalyse mittels 2D-PAGE

Nach erfolgter Inkubation mit Ferulasaure wurden die HT29 Klon 19A-Zellen lysiert
und die Proteine in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
2D-PAGE-Gele wurden CBB-gefarbt, gescannt und die Bilddateien nachfolgend soft-
waregestitzt ausgewertet (s. Kap. 2.2.5.9). Dabei wurden die Spotmuster der Gele
der entsprechenden Ferulasaurebehandlung (100 uM bzw. 500 uM Ferulasaure fur
4 h bzw. 24 h) mit jenem der DMSO-Kontrolle verglichen. Ein Proteinspot galt als
reguliert, wenn dessen durchschnittliche Spotintensitat aus mindestens drei unab-
hangigen Experimenten wenigstens um den Faktor 0,5 bzw. 2 zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppe variierte (Regulationsfaktorap.pace < 0,5 bzw. = 2,0). Regulierte
Proteine wurden nachfolgend massenspektrometrisch analysiert.

Insgesamt konnten 17 regulierte Spots nach Ferulasaurebehandlung ermittelt
werden (s. Abb. 9).
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Abb. 9: FS-regulierte Proteine im HT29 Klon 19A-Proteom nach 2D-PAGE

Reprasentatives 2D-PAGE-Gel nach kolloidaler CBB-Farbung (nach 4-stiindiger Behandlung mit
100 uM FS). 4 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro T75-Zellkulturflasche ausgesat und bei etwa
80 % Konfluenz mit 100 yM bzw. 500 uM FS in DMSO bzw. mit reinem DMSO als Kontrolle
(Endkonzentration 0,05 %) fir 4 h bzw. 24 h inkubiert. Je 550 ug Proteinlysat wurden mittels IEF
(Gelstreifen pH 3-10 NL) und nachfolgend durch SDS-PAGE in 12,5 %igen SDS-Gelen aufgetrennt.
Fir jede Probe wurden zwei Replikate angefertigt. Die Gele wurden CBB-gefarbt, gescannt und die
Bilddateien mittels Proteomweaver-Software ausgewertet. Durchschnittlich mind. 0,5- bzw. 2-fach
regulierte Proteinspots im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle aus mehr als drei unabhangigen
Experimenten sind mit Pfeilen markiert. pl = isoelektrischer Punkt; MW = Molekulargewicht.

Tab. 14 gibt einen Uberblick tber die identifizierten ferulasiureregulierten Proteine
und deren Verteilung auf die einzelnen Behandlungsgruppen. 15 mindestens zwei-
fach hochregulierte Proteine entfallen auf die Gruppe nach vierstindiger Inkubation
mit 100 uM Ferulasaure (Spot 1 bis 15). Nach Behandlung mit 500 uM Ferulasaure
fur 4 h konnte nur ein hochregulierter Proteinspot ermittelt werden (Spot 16). Wurden
HT29 Klon 19A-Zellen fur 24 h mit 100 uM Ferulasaure inkubiert, war ein Protein um
den Faktor 0,5 herunterreguliert (Spot 17). Alle regulierten Proteine konnten mittels

MS identifiziert werden.
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Tab. 14: Ubersicht iiber die FS-regulierten Proteine von HT29 Klon 19A-Zellen nach 2D-PAGE
Av. Ratio = durchschnittlicher Regulationsfaktor; sc = Sequenzabdeckung in %

Spot 1 bis 15: reguliert nach Inkubation mit 100 uM FS fir 4 h

Spot 16: reguliert nach Inkubation mit 500 uM FS fiir 4 h

Spot 17: reguliert nach Inkubation mit 100 uM FS fiir 24 h

Spot- Av._ Swiss I_’rot _ Theoret. | Anzahl sc
Nr. Ratio/ Accession- | Proteinname M, (kDa)/ gefupd. (%)
SD Nr. pl Peptide

y 320111 | Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 106,9/5.7 | 4 5
precursor

2 3,65/1,5 | P13639 Elongation factor 2 95,2/6,4 12 17

3 2,26/0,4 | P15311 Ezrin 69,3/6,0 |4 5

4 3,30/1,1 | Q12931 Heat shock protein 75 kDa, 80,081 |5 12
mitochondrial precursor
Succinate dehydrogenase

5 2,20/0,3 | P31040 (ubiquinone) flavoprotein subunit, 72,7171 24 52
mitochondrial precursor

6 2,26/0,4 | 075083 WD-repeat protein 1 66,2/6,2 |6 14

7 2,35/1,0 | P29401 Transketolase 679/76 |8 22

8 213/0,6 | QoHCco | Methylcrotonoyl-CoA carboxylase | g4 376 | 3 7
beta chain, mitochondrial precursor

9 3,50/2,4 | Q99832 T-complex protein 1 subunit eta 59,4/76 |3 8

10 | 25904 | Q6PJI9 Solute carrier family 25, 534/60 |5 16
member 24

11 [3,951,7 | Po4181 Ornithine aminotransferase, 48,566 |8 25
mitochondrial precursor

12 2,72/1,1 | Q15019 Septin-2 41,5/6,2 |5 23

13 4,54/3,8 | P07355 Annexin | 38,5/76 |20 61

14 3,39/1,9 | P09525 Annexin IV 35,8/5,9 |13 44

15 | 227/03 | P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans iso- 227/93 |5 25
merase B precursor

16 2,59/0,8 | P06748 Nucleophosmin 32,6/46 |6 25

17 0,50/0,2 | P14625 Endoplasmin precursor (HSP 90) 92,5/4,8 14 21
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3.4.3 Proteomanalyse mittels 2D-DIGE

HT29 Klon 19A-Zellen wurden wie unter 3.4 beschrieben behandelt. Die Durch-
fuhrung der 2D-DIGE-Technik beschrankte sich auf die vierstindige Inkubation der
Zellen mit 100 uM bzw. 500 yM Ferulasaure, da anhand der 2D-PAGE-Daten nahezu
kein Effekt auf das Proteom nach einer Behandlungszeit von 24 h festzustellen war.
Nach der Zelllyse wurde eine Fluoreszenzmarkierung der Proteine durchgefuhrt
(s. Kap. 2.2.5.8). Proteine der DMSO-Kontrolle wurden mit Cy2 markiert, Proteine
nach 100 uM Ferulasaurebehandlung mit Cy3 und Proteine nach Inkubation mit
500 uM Ferulasdure mit Cy5. Alle drei fluoreszenzmarkierten Proben wurden
gemischt und die Proteine in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die 2D-DIGE-Gele wurden fluoreszenzgescannt und die resultierenden
Bilddateien nachfolgend softwaregestitzt ausgewertet (s. Kap. 2.2.5.9). Dabei
wurden die Spotmuster der Gele der entsprechenden Behandlung (100 uM bzw.
500 uM Ferulasaure) mit jenem der DMSO-Kontrolle verglichen. Ein Proteinspot galt
als reguliert, wenn dessen durchschnittliche Volume Ratio aus drei unabhangigen
Experimenten mindestens um den Faktor 0,5 bzw. 2 zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppe variierte (Regulationsfaktor,ppige <-2,0 bzw. =2,0). Fir die
massenspektrometrische Analyse wurden die regulierten Proteine in CBB-gefarbten
2D-PAGE-Gelen derselben Behandlungsgruppe lokalisiert und diese zur Identi-
fizierung verwendet.

Insgesamt konnten sieben regulierte Spots nach Ferulasaurebehandlung ermittelt
werden (s. Abb. 10). Alle detektierten Proteine waren in ihrer Expression vermindert

und unterschieden sich von denjenigen nach 2D-PAGE.
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Abb. 10: FS-regulierte Proteine im HT29 Klon 19A-Proteom nach 2D-DIGE

Reprasentatives 2D-DIGE-Gel nach Fluoreszenzscan (Cy2-Kanal; DMSO-Kontrolle). 3,4 x 10°
HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro 10 cm-Zellkulturschale ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz mit
100 uM bzw. 500 uyM FS in DMSO bzw. mit reinem DMSO als Kontrolle (Endkonzentration 0,05 %) fir
4 h inkubiert. Je 50 ug Proteinlysat wurden fluoreszenzmarkiert und 150 ug Protein (Summe aus drei
verschiedenen Proben) wurden mittels IEF (Gelstreifen pH 3-10 NL) und nachfolgend durch SDS-
PAGE in 12,5 %igen SDS-Gelen aufgetrennt. Fir jede Probe wurden zwei Replikate angefertigt. Nach
dem Fluoreszenzscan wurden die Bilddateien mittels DeCyder-Software ausgewertet. Durchschnittlich
mind. 0,5- bzw. 2-fach regulierte Proteinspots im Vergleich zur DMSO-Kontrolle aus drei unab-
hangigen Experimenten sind mit Pfeilen markiert. pl = isoelektrischer Punkt; MW = Molekulargewicht.

Tab. 15 gibt einen Uberblick tber die identifizierten ferulasiureregulierten Proteine
und deren Verteilung auf die einzelnen Behandlungsgruppen. Nach Inkubation mit
100 uM Ferulasaure flir 4 h wurden sechs mindestens zweifach herunterregulierte
Proteine gefunden (a, c bis g). Bei einer Behandlung mit 500 uM Ferualsaure war die
Expression von drei Spots reduziert (a, b, ¢c). Damit waren Spot a und ¢ nach der

Inkubation mit beiden verwendeten Ferulasdurekonzentrationen reguliert.
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Spot d und e konnten massenspektrometrisch nicht identifiziert werden, da sie in den

CBB-gefarbten 2D-PAGE-Gelen auf Grund der geringeren Sensitivitat von CBB im

Vergleich zu den 2D-DIGE-Fluoreszenzfarbstoffen nicht angefarbt waren.

Tab. 15: Ubersicht iiber die FS-regulierten Proteine von HT29 Klon 19A-Zellen nach 2D-DIGE
Av. Ratio = durchschnittlicher Regulationsfaktor; sc = Sequenzabdeckung in %
*: reguliert nach Inkubation mit 100 uM FS fiir 4 h
#. reguliert nach Inkubation mit 500 uM FS fir 4 h

Spot- Av. Swiss Prot Theoret. | Anzahl sc
p Ratio/ Accession- | Proteinname M, (kDa)/ efund.
Name g (%)
SD Nr. pl Peptide | '
a -2,34/0,5# P30101 Protein disulfide-isomerase A3, 56.8/6,0 6 14
-1,96/0,4 precursor
b -1,96/0.4* | P10809 Hgat shock_ protein 60 kDa, 61.1/5.7 15 41
mitochondrial precursor
c -2,37/1,1* . .
2 44/1 9" P12277 Creatine kinase B-type 42,6/5,3 10 34
d -3,34/1,6* | - unbekannt - - -
e -2,65/1,1* | - unbekannt - - -
f -2,06/0.5* | Q13283 R_as .GTPasetactwatmg protein- 52.2/5.4 2 7
binding protein 1
g -2,02/0,5* | P31943 Heterogeneous nuclear 492/59 |3 12
ribonucleoprotein H
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3.5 Untersuchung der ferulasaurevermittelten Protein-

regulation am Beispiel von Annexin Il, Annexin IV und Ezrin

Die mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese identifizierten Effekte von Ferula-
saure auf das Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen sollten mit anderen Methoden
genauer untersucht werden.

Drei ferulasaureregulierte Proteine wurden zu diesem Zweck ausgewahlt: Annexin Il
(Spot 13), Annexin IV (Spot 14) sowie Ezrin (Spot 3) (s. Tab. 14). Auswahlkriterien
fur die beiden Annexine waren die vergleichsweise hohen Regulationsfaktoren. Ezrin
schien fur die weitere Analyse interessant, da fur dieses Protein ein Zusammenhang
mit Vorgangen der Tumorprogression diskutiert wird [Gautreau et al., 2002].

Die Lokalisation der ausgewahlten Proteine Annexin II, Annexin IV und Ezrin im
2D-PAGE-Gel sowie deren Regulation nach vierstundiger Inkubation mit 100 yM
Ferulasaure sind in Abb. 11 anhand beispielhafter Gelausschnitte von Kontroll- und

Behandlungsgruppe dargestellt.
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Abb. 11: Lokalisation ausgewahlter FS-regulierter Proteine im 2D-PAGE-Gel

Reprasentative CBB-gefarbte 2D-PAGE-Ausschnitte des HT29 Klon 19A-Proteoms der DMSO-
Kontrolle bzw. nach Behandlung mit 100 uM FS fir 4 h. Gezeigt ist die Lokalisation der Proteine Ezrin,
Anx Il und Anx IV im Gel sowie deren Hochregulation nach 4-stiindiger Inkubation mit 100 uM FS.
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3.5.1 Ferulasaurevermittelte Effekte auf die Proteinexpression

ausgewahlter Proteine mittels Western Blot-Analyse

Die ferulasaurevermittelte Regulation von Annexin I, Annexin IV und Ezrin auf
Proteomebene sollte erneut auf Translationsebene mittels eindimensionaler Gel-
elektrophorese und anschlieRendem Western Blot untersucht werden. Analysiert
wurde sowohl der Effekt unterschiedlicher Ferulasdurekonzentrationen (20 pM,
100 uM, 500 uM bzw. 2 mM) als auch verschiedener Inkubationszeiten auf die
Expression der ausgewahlten Proteine. Ebenfalls wurde Uberprift, inwieweit die
Zelldichte die Proteinexpression nach Ferulasaurebehandlung beeinflusst. Um mog-
liche Losungsmitteleffekte ausschliefen zu kdnnen, wurde bei jedem Experiment
zusatzlich eine DMSO-Kontrolle mitgefuhrt (Endkonzentration < 0,2 %). Proteinlysate
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-Membran
ubertragen. Der Proteinnachweis auf der Membran erfolgte durch Immunodetektion

des jeweiligen Proteins.

Abb. 12 zeigt den Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten von Ferulasaure auf
die Proteinexpression von Annexin Il, Annexin IV sowie Ezrin. Fur kein Protein
konnte ein signifikanter Effekt auf die Expression nach entsprechender Ferula-

saurebehandlung nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten von FS auf die Proteinexpression von
Anx I, Anx IV und Ezrin (Western Blot)

B: Reprasentative Western Blots ausgewahlter Proteine nach unterschiedlich langer Behandlung mit
FS. 0,5 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro Vertiefung einer 12-well-Zellkulturplatte ausgesat und
bei etwa 80 % Konfluenz mit 100 uM bzw. 500 yM FS in DMSO bzw. mit reinem DMSO als Lésungs-
mittelkontrolle (Endkonzentration 0,2 %) fir 4, 8, 16 bzw. 24 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
Kulturmedium (DMEM) verwendet. Je 10 ug Proteinlysat wurden pro Spur aufgetragen und durch
SDS-PAGE aufgetrennt (5 %iges Sammelgel, 10 %iges Trenngel). Nach Ubertragung der Proteine auf
eine PVDF-Membran durch Halbtrocken-Blotting erfolgte die Immunodetektion von Anx Il, Anx IV,
Ezrin und B-Actin als Kontrolle mit entsprechenden Primar- und HRP-konjugierten Sekundéaranti-
koérpern. Nach densitometrischer Auswertung der Banden wurden die relativen Intensitdten im
Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle ermittelt.

A: Relative Intensitaten am Beispiel von Anx IV nach unterschiedlich langer Behandlung mit FS.
Dargestellt sind die ermittelten relativen Intensitaten von Anx IV im Vergleich zur jeweiligen DMSO-
Kontrolle aus drei unabhangigen Experimenten (MW+SD).

Ebenfalls keine signifikante Auswirkung auf die Proteinexpression von Annexin II,
Annexin IV und Ezrin hatte eine vierstundige Inkubation von HT29 Klon 19A-Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Ferulasaure (s. Abb. 13). Damit konnten
die mittels 2D-PAGE erkennbaren Unterschiede in der Spotintensitat von Annexin Il,
Annexin IV sowie Ezrin nach Ferulasaurebehandlung nicht auf eine veranderte

Proteinexpression zurlickzuflihren sein.
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Abb. 13: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von FS auf die Proteinexpression von
Anx I, Anx IV und Ezrin (Western Blot)

B: Reprasentative Western Blots ausgewahlter Proteine nach Inkubation mit unterschiedlichen FS-
Konzentrationen. 1 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte
ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz mit 20, 100, 500 yM bzw. 2 mM FS in DMSO bzw. mit reinem
DMSO als Lésungsmittelkontrolle (Endkonzentration 0,2 %) fur 4 h inkubiert. Als Negativkontrolle
wurde Kulturmedium (DMEM) verwendet. Je 10 ug Proteinlysat wurden pro Spur aufgetragen und
durch SDS-PAGE aufgetrennt (5 %iges Sammelgel, 10 %iges Trenngel). Nach Ubertragung der
Proteine auf eine PVDF-Membran durch Halbtrocken-Blotting erfolgte die Immunodetektion von Anx I,
Anx IV und B-Actin als Kontrolle mit entsprechenden Primar- und HRP-konjugierten Sekundaranti-
kérpern. Nach densitometrischer Auswertung der Banden wurden die relativen Intensitaten im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle ermittelt.

A: Relative Intensitaten am Beispiel von Anx IV nach Inkubation mit unterschiedlichen FS-Konzentra-
tionen. Dargestellt sind die ermittelten relativen Intensitdten von Anx IV im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle aus drei unabhéangigen Experimenten (MW+SD).

Western Blot-Experimente mit 2D-PAGE-Proteinlysaten der jeweiligen Behandlungs-
gruppe lieRen keine Regulation der ausgewahlten Proteine nach Ferulasaure-
inkubation erkennen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Auch konnte kein Effekt der Zelldichte von HT29 Klon 19A-Zellen auf die Protein-
expression von Annexin Il, Annexin V sowie Ezrin nach einer Behandlung mit Ferula-

saure festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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3.56.2 Ferulasaurevermittelte Effekte auf die Genexpression

ausgewabhlter Zielgene mittels Real Time-PCR-Analyse

Zusatzlich sollte der Einfluss von Ferulasaure auf die Regulation von Annexin Il und
Annexin IV sowie von Ezrin auf Transkriptionsebene untersucht werden.

Dazu wurde die mRNA-Expression jener Zielgene analysiert, die fur die Proteine
Annexin I, Annexin IV und Ezrin kodieren. Die verwendeten Ferulasaurekonzen-
trationen (100 uM und 500 uM) sowie die Inkubationszeiten (4 h und 24 h) ent-
sprachen denjenigen der 2D-PAGE-Experimente. Ebenfalls wurde eine DMSO-
Kontrolle mitgefuhrt (DMSO-Endkonzentration 0,5 %).

Isolierte mMRNA wurde durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und die
Zielgene sowie das Housekeeping-Gen Aldolase A unter der Verwendung ent-
sprechender Primer durch Real Time-PCR amplifiziert. Die Menge der Amplifika-
tionsprodukte wurde Uber die Menge des gebundenen SYBR Green erfasst. Die
Ermittlung der jeweiligen mRNA-Expression erfolgte Uber die Berechnung der AACT-
Werte.

Abb. 14 zeigt die AACT-Werte fur Annexin Il, Annexin IV und Ezrin nach ent-
sprechender Ferulasaureinkubation im Vergleich mit der zugehorigen Kontrolle. Die
AACT-Werte der untersuchten Zielgene nach Ferulasaurebehandlung unterschieden
sich kaum von jenen der DMSO-Kontrollen. Ein signifikanter Effekt von Ferulasaure

auf die Transkription liel3 sich damit fur kein Zielgen nachweisen.
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Abb. 14: Einfluss von FS auf die mRNA-Spiegel von Anx Il, Anx IV und Ezrin

1 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen wurden pro Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte ausgesat und bei
Erreichen von etwa 80 % Konfluenz mit 100 yM bzw. 500 yM FS in DMSO bzw. als Kontrolle mit
reinem DMSO (DMSO-Endkonzentration 0,5 %) fir 4 h bzw. 24 h inkubiert. Nach reverser Trans-
kription der isolierten mMRNA wurde die cDNA durch PCR im Real Time-Modus mit den
entsprechenden Primern fir Anx Il, Anx IV, Ezrin sowie fir das Housekeeping-Gen Aldolase A
amplifiziert. Dargestellt sind die ermittelten AACT-Werte (jeweilige Behandlung im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle) aus drei unabhangigen Experimenten (MW+SD).

3.5.3 Ferulasaurevermittelte Wirkung am Beispiel von Annexin Il

Wie die Ergebnisse von Western Blot und Real Time-PCR verdeutlichen, konnte die
mittels 2D-PAGE identifizierte Regulation von Annexin I, Annexin IV und Ezrin nach
Ferulasaurebehandlung nicht auf einer veranderten Proteinexpression beruhen.
Sofern die Gesamtmenge des jeweiligen Proteins nicht variierte, mussten die im
2D-PAGE-Gel erkennbaren Unterschiede in der Spotintensitat nach Ferula-
saurebehandlung auf andere Grunde zuruckzufluhren sein. Dies wurde exemplarisch

fur das Protein Annexin Il untersucht.
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3.5.3.1 Einfluss von Ferulasaure auf die Solubilisierung von Annexin Il

Zunachst sollte geklart werden, ob Annexin Il durch das Vorhandensein eventueller
Isoformen auf Grund posttranslationaler Modifikationen bei verschiedenen isoelek-
trischen Punkten im Gelstreifen wahrend der ersten Dimension fokussiert und daher
in unterschiedlichen Bereichen des 2D-PAGE-Gels zu finden ist.

Prinzipiell besteht die Moglichkeit isoelektrisch fokussierte Proteine durch Blotten des
Gelstreifens nachzuweisen [Towbin et al., 2001]. Um jedoch einen direkten Vergleich
mit den 2D-PAGE-Ergebnissen zu ermdglichen, sollte nach durchgefihrter zweiter
Dimension eine Immunodetektion von Annexin Il im kompletten 2D-PAGE-Gel
erfolgen. Proteinlysate von DMSO-Kontrollzellen und HT29 Klon 19A-Zellen nach
vierstundiger Behandlung mit 100 pM Ferulasaure wurden jeweils mittels IEF
aufgetrennt. Aus Kostengrinden wurde die zweite Dimension nicht mit SDS-
GroRgelen (25 x 20,5 x 0,1 cm®), sondern mit 12,5 %igen SDS-Minigelen durch-
gefuhrt. Dazu wurden die 18 cm langen aquilibrierten Gelstreifen von Kontrolle und
Behandlung in jeweils drei 6 cm lange Stucke geschnitten, auf drei Minigele verteilt
und mit Agarose uberschichtet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine in
der zweiten Dimension erfolgte nach den Bedingungen einer SDS-PAGE
(s. Kap. 2.2.7.4). Nach Ubertragung der Proteine auf PVDF-Membranen schloss sich
die Immunodetektion von Annexin Il an. Um eine hohe Vergleichbarkeit zwischen
Kontrolle und Behandlung zu gewahrleisten, wurden Membranen zugehoriger

pH-Bereiche parallel entwickelt.

Abb. 15 zeigt reprasentative Ausschnitte der Annexin II-Blots von DMSO-Kontrolle
und nach 100 pyM Ferulasaureinkubation fur 4 h. In allen Blots konnte Annexin I
detektiert werden. Die starksten Annexin lI-Signale wurden in den Blots nachge-
wiesen, die Proteine im pH-Bereich 7-10 des Gelstreifens abbilden. Dies war zu
erwarten, da der theoretische pl von Annexin Il bei 7,6 liegt. Der Vergleich der Blots
zwischen Kontrolle und Behandlung im Bereich pH 5-7 und pH 7-10 macht deutlich,
dass die Annexin ll-Intensitat nach Ferulasaureinkubation zunahm. Dies bestatigt die
Ergebnisse der 2D-PAGE. Jedoch scheint Annexin Il bei pH 7 in verschiedenen
Isoformen aufzutreten, was durch CBB-Farbung allein nicht zu erkennen war.
Auffallig waren die vergleichsweise starken Annexin Il-Signale im pH-Bereich 3-5, die
keinen klar definierten Spots ahnelten. Dabei war die Annexin |lI-Detektion in der

DMSO-Kontrolle im Vergleich zur behandelten Probe um etwa ein Vierfaches starker.
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Um die genaue Lokalisation von Annexin Il im 2D-PAGE-Gel im Bereich pH 3-5 zu
bestimmen, wurden die PVDF-Membranen nach erfolgter Immunodetektion mit
kolloidalem CBB angefarbt (s. Kap. 2.2.5.8). Dadurch konnte gezeigt werden, dass
die Annexin II-Detektion bei pH 3-5 mit der Probenapplikationsstelle fir die erste
Dimension (Cup Loading) zusammenfiel (Ergebnisse nicht gezeigt). Damit handelt es

sich bei diesem Signal um prazipitiertes, d. h. nicht fokussiertes Annexin 1.

DMSO-Kontr.

Anx [l— | — =~ : - — 36 kDa

100 uM FS/4 h

Anx ||— - g - — 36 kDa

A
v

A
v
A
v
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Abb. 15: Immunodetektion von Anx Il im gesamten 2D-PAGE-Gel

Je 550 pg Proteinlysat von DMSO-Kontrollzellen sowie von HT29 Klon 19A-Zellen nach 4-stindiger
Inkubation mit 100 uM FS wurden mittels IEF (Gelstreifen pH 3-10 NL) aufgetrennt. Die Gelstreifen
wurden nachfolgend in drei 6 cm lange Stiicke geschnitten und die Proteine pro Stiick im 12,5 %igen
Minigel durch SDS-PAGE getrennt. Nach Ubertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran durch
Halbtrocken-Blotting erfolgte die Immunodetektion von Anx Il mittels Primarantikorper gegen humanes
Anx Il und HRP-konjugiertem Sekundarantikorper.

Die Ursachen flir die schwachere Annexin II-Prazipitation und die modglicherweise
verbesserte Solubilisierung nach vierstindiger Behandlung mit Ferulasaure sollten

nachfolgend untersucht werden.
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3.5.3.2 Einfluss von Ferulasaure auf die Lokalisation von Annexin Il in
HT29 Klon 19A-Zellen

Im Folgenden sollte Uberpruft werden, ob die verminderte Prazipitation bzw. die
geringere Aggregation von Annexin Il nach vierstindiger Inkubation mit 100 uM
Ferulasaure mit einer besseren Loslichkeit dieses Proteins durch die Ferulasaure-
behandlung erklart werden kann.

In diesem Zusammenhang wurde der potenzielle Einfluss von Ferulasaure auf die
subzellulare Lokalisation von Annexin Il untersucht. Dies hat mdglicherweise Aus-
wirkung auf die Proteinldslichkeit.

Die Detektion von Annexin Il in der Zelle erfolgte zunachst mittels indirekter
Immunfluoreszenz. Dazu wurden HT29 Klon 19A-Zellen fur 4 h bzw. 24 h mit 100 yM
bzw. 500 uM Ferulasaure in DMSO oder mit reinem DMSO als Ldsungsmittel-
kontrolle (DMSO-Endkonzentration 0,5 %) inkubiert. Nach Fixierung und Permea-

bilisierung der Zellen erfolgte die Immunodetektion von FITC-markiertem Annexin II.

In Abb. 16 sind exemplarische Immunfluoreszenzaufnahmen von unbehandelten und
ferulasaurebehandelten HT29 Klon 19A-Zellen dargestellt. Die Immunfluoreszenz-
farbung von Annexin Il in DMSO-Kontrollzellen (4 h bzw. 24 h Inkubation) zeigte eine
deutliche Lokalisation von Annexin Il im Bereich der Plasmamembran. Teilweise
waren auch zytosolische Strukturen und die Zellkerne schwach gefarbt, was auf ein
geringes Vorkommen an Annexin Il schlielen lasst. Deutliche Unterschiede in der
Anfarbung von Annexin Il im Vergleich zur Kontrolle waren vorwiegend nach
Behandlung der Zellen mit 500 uM Ferulasaure fur 4 h bzw. 24 h sichtbar. Die
behandelten Zellen wiesen eine gleichmallige FITC-Markierung auf; eine Uber-
wiegende Verteilung von Annexin |l war im Membranbereich nicht mehr vorhanden.
Vielmehr schien Annexin Il v. a. im Zytosol und im Zellkern lokalisiert. Bei Behand-
lung der Zellen mit 100 uM Ferulasaure war dieser Effekt weniger stark ausgepragt
(Ergebnisse nicht gezeigt).
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Zellkerne Anx I Overlay
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Abb. 16: Immunfluoreszenz von Anx Il in unbehandelten und FS-inkubierten HT29 Klon 19A-
Zellen

Repréasentative Immunfluoreszenzfarbungen von Anx Il in DMSO-Kontrollzellen und in Zellen nach
Behandlung mit 500 pM FS fur 4 h bzw. 24 h. 1 x 10° vitale HT29 Klon 19A-Zellen wurden auf einem
sterilen Deckglas pro Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte ausgeséat und nach zwei Tagen mit FS in
unterschiedlichen Konzentrationen induziert (DMSO-Endkonzentration 0,5 %). Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen erfolgte die Immunodetektion von Anx Il mittels Primarantikérper gegen
humanes Anx Il und FITC-konjugiertem Sekundarantikorper. AnschlieBend wurden die Zellkerne

DAPI-gefarbt und die Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Pro Behandlung wurden mind.
drei Gesichtsfelder auf dem Objekttrager ausgewertet und fotografiert.

Da eine Quantifizierung von Annexin Il anhand der Immunfluoreszenzergebnisse
nicht moglich war, wurde eine Zellfraktionierung mit nachfolgender Immunodetektion
von Annexin Il in Kern-, Zytosol- und Membranfraktion durchgefiihrt. Dies sollte
genaueren Aufschluss Uber eine mdgliche veranderte Lokalisation von Annexin |l

nach Ferulasaurebehandlung geben.
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Dazu wurden die Zellen mit 100 yM oder 500 uM Ferulasaure in DMSO behandelt
bzw. mit reinem DMSO als Kontrolle (DMSO-Endkonzentration 0,05 %). Die Inkuba-
tionsdauer beschrankte sich auf 4 h, da nach dieser Zeit die grof3ten Annexin II-
Effekte auf 2D-PAGE-Ebene zu sehen waren. Nach Fraktionierung und Lyse der
Zellen wurde Annexin Il mittels Western Blot in den Zellfraktionen detektiert. Um die
Qualitat der Fraktionierung zu Uberprufen, erfolgte gleichzeitig die Immunodetektion
von IkB-a als zytosolisches Markerprotein sowie von IL-1R1 als Markerprotein fur die

Membranfraktion.
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Abb. 17: Immunodetektion von AnxIl nach Zellfraktionierung von unbehandelten und
FS-inkubierten HT29 Klon 19A-Zellen

Reprasentativer Western Blot von Anx Il in den unterschiedlichen Zellfraktionen nach 4-stiindiger
Inkubation mit 100 bzw. 500 uM FS sowie Immunodetektion von IkB-a als zytoplasmatisches Marker-
protein und IL-1R1 als Markerprotein fir die Membranfraktion (B). 3 x 10° HT29 Klon 19A-Zellen
wurden pro 10 cm-Zellkulturschale ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz mit 100 bzw. 500 uM FS in
DMSO bzw. mit reinem DMSO als Lésungsmittelkontrolle (Endkonzentration 0,05 %) fir 4 h inkubiert.
Nach subzellularer Fraktionierung und Zelllyse wurden je 10 ug Proteinlysat pro Spur aufgetragen und
durch SDS-PAGE aufgetrennt (5 %iges Sammelgel, 10 %iges Trenngel). Im Anschluss an die Uber-
tragung der Proteine auf eine PVDF-Membran durch Halbtrocken-Blotting erfolgte die Immuno-
detektion von Anx Il, IkB-a und IL-1R1 mit entsprechenden Primar- und HRP-konjugierten Sekundar-
antikérpern. Nach densitometrischer Auswertung der Banden wurden die relativen Anx Il-Intensitaten
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle ermittelt (A). Dargestellt sind die ermittelten relativen Intensitaten
von AnxIl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle aus drei unabhéngigen Experimenten (MW+SD).
K = Kernfraktion; Z = Zytosolfraktion; PM = Plasmamembranfraktion.
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Aus Abb. 17 wird ersichtlich, dass mittels Zellfraktionierung keine veranderte
Verteilung von Annexin Il nach Ferulasaurebehandlung erkennbar war. Anders als
erwartet, war Annexin |l Uberwiegend (ca. 45 %) in der Kernfraktion lokalisiert; etwa
35 % wurden in der Membranfraktion detektiert. Nur ein kleiner Teil an Annexin Il
(ca. 20 %) befand sich in der zytosolischen Fraktion. Bis auf sehr geringe Konta-
minationen in Kern- und Membranfraktion war IkB-a vorwiegend in der Zytosol-
fraktion nachweisbar. IL-1R1 wurde nicht nur in der Membranfraktion detektiert;
vergleichsweise starke Banden konnten ebenfalls in der nuklearen Fraktion
ausgemacht werden. Dies deutet auf eine Kontamination von Membranstrukturen in
der Kernfraktion hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-
farbung nicht durch die Ergebnisse der Immunodetektion von Annexin Il nach Zell-

fraktionierung bestatigt werden konnten.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel die Wirkungsweise von Ferulasaure auf zellu-
lare Mechanismen von Kolonkarzinogenese und Tumorprogression mit einem
Zellkulturmodell zu untersuchen. Dabei sollte Uberpruft werden, ob Ferulasaure
zytotoxisch wirkt und Einfluss auf Proliferation bzw. Apoptose nimmt. Ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit bildete die proteomanalytische Untersuchung mdglicher
Effekte von Ferulasaure auf Translationsebene.

Als in vitro-Modell wurde auf die Kolonkarzinomzelllinie HT29 Klon 19A zuruck-
gegriffen. HT29 Klon 19A-Zellen sind permanent differenzierte Zellen, die durch Be-
handlung von HT29-Zellen mit Natriumbutyrat entstanden sind und nach Konfluenz
polarisierte Monolayer ausbilden [Augeron & Laboisse, 1984]. Sie kénnen als ein
ruckdifferenziertes Zellkulturmodell fur das intestinale Epithel angesehen werden
[Busche et al., 1993].

4.1 Stabilitat von Ferulasaure unter Zellkulturbedingungen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Ferulasaurestabilitat unter Standardzellkultur-
bedingungen mit der eingesetzten Konzentration korreliert, d. h. je hoher die Ferula-
saurekonzentration im Medium ist, desto hoher ist auch deren Stabilitat (s. Abb. 4).
Wurde Ferulasaure in Konzentrationen ab 100 uM eingesetzt, war sie Uber einen
Zeitraum von 48 h unter Standardkulturbedingungen nahezu vollstandig stabil. Bei
einer Konzentration von 50 yM konnte nach 48 h eine zehnprozentige Abnahme der
Stabilitat verzeichnet werden. Noch ca. 80 % der eingesetzten Ferulasdauremenge
wurden nach zwei Tagen bei der am niedrigsten gewahlten Konzentration (5 pM) im
Zellkulturmedium gemessen. Die Chromatogramme bei der Messwellenlange von
323 nm deuteten auf kein Nebenprodukt hin, das im Zuge der Inkubation aus Ferula-
saure entstanden sein konnte (Ergebnisse nicht gezeigt). In diesem Zusammenhang
konnte eine Stabilitatsmessung im Zellkulturmedium unter Verwendung von
HT29 Klon 19A-Zellen naheren Aufschluss Uber mdgliche Metabolite von Ferula-

saure geben.
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Was die Wahl des Losungsmittels betrifft (DMSO bzw. Ethanol), unterschieden sich
die Ergebnisse nicht signifikant. Damit scheint der Gebrauch des Losungsmittels
keinen Einfluss auf die Stabilitat von Ferulasaure zu nehmen.

Soweit uns bekannt ist, liegen in der Literatur keine Daten zur Ferulasaurestabilitat
unter Zellkulturbedingungen vor. Fur Kurkumin konnte gezeigt werden, dass die
Stabilitat in Zellkulturmedium mit 10 % FCS oder in Blut hoher ist als in serumfreiem
Medium [Wang et al., 1997]. Auch der pH-Wert hat Einfluss auf die Stabilitat einer
phenolischen Verbindung. Friedman und Jirgens konnten nachweisen, dass Feru-
lasaure selbst bei einem hohen pH-Wert (pH 11) bis zu 24 h stabil war. Dies ist
eventuell darauf zurickzuflhren, dass Ferulasaure keine Chinon-Oxidationsprodukte
bilden kann. Dagegen nahm die Stabilitat von Kaffeesaure bei hohem pH-Wert stark
ab [Friedman & Jurgens, 2000].

Anhand unserer Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass Ferulasaure in den in
dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen (100 yM bis 5 mM) und Inkubations-

zeiten (maximal 24 h) stabil war.

4.2 Zytotoxische, antiproliferative, proapoptotische Effekte von

Ferulasaure

Die Untersuchung moglicher zytotoxischer bzw. antiproliferativer Effekte von Ferula-
saure auf HT29 Klon 19A-Zellen ergab, dass die Zellvitalitat mit steigender Ferula-
saurekonzentration abnahm und durch die Wahl des Ldsungsmittels beeinflusst
wurde (s. Abb. 5).

Parallel dazu wurde der Einfluss von Ferulasaure auf den programmierten Zelltod in
HT29 Klon 19A-Zellen analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass Ferulasdure erst in
Konzentrationen ab 3 mM signifikant Apoptose induzierte (s. Abb. 7). Auch hier war

ein Effekt des Losungsmittels auf die Starke der Apoptoserate zu erkennen.

In sehr hohen Ferulasaurekonzentrationen von 5 mM in DMSO bzw. ab 3 mM in
Ethanol wurde nach 24-stiindiger Inkubation eine Apoptoserate von mehr als 10 %
gemessen. Gleichzeitig waren die Nekroseraten im Vergleich zur Kontrolle gering-
fugig erhoht (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Zellvitalitat betrug im Zytotoxizitatstest fur

die beiden hochsten eingesetzten Konzentrationen (3 mM und 5 mM) zwischen
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70 und 80 %. Damit scheint Ferulasaure erst ab 3 mM zytotoxisch zu wirken und
signifikant Apoptose zu induzieren.

Wurde Ferulasaure in niedrigeren Konzentrationen als 3 mM eingesetzt, war der
Einfluss auf die Zellvitalitat bei Gebrauch von DMSO als Lésungsmittel sehr gering
(Vitalitatsverlust <10 %). Wurden ethanolische Ferulasdureldsungen verwendet,
traten starkere Effekte auf die Zellviabilitat auf (Vitalitatsverlust maximal 20 %). Die
Wachstumshemmung lasst sich vermutlich durch eine schwache jedoch nicht signi-
fikante Apoptoseinduktion durch Ferulasaurekonzentrationen kleiner 3 mM erklaren.
Allenfalls geringflgige antiproliferative Effekte kdnnten zum Vitalitatsverlust bei-
tragen.

Bereits an HT29-Kolonkarzinomzellen konnte nachgewiesen werden, dass in DMSO
geldste Ferulasaure erst in hoheren Konzentrationen (mM-Bereich) eine starkere
wachstumsinhibierende Wirkung ausubt. Der IC50-Wert flr Ferulasaure lag bei etwa
1,2 mM. Allerdings betrug die Inkubationszeit mit Ferulasaure in diesem Fall 72 h
[Ferguson et al., 2005].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss des Ldsungsmittels bzw. dessen Kon-
zentration entscheidend fir das Ausmal} der Effekte von Ferulasaure auf Zellvitalitat
und Apoptoseinduktion ist. Bei Gebrauch von ethanolischen Ferulasaureldsungen
nahm die Zellviabilitat im Vergleich zur Verwendung von DMSO als Losungsmittel bei
der entsprechenden Ferulasaurekonzentration i. d. R. starker ab. Gleichzeitig war
eine hohere Apoptoseinduktion zu beobachten, wenn Ethanol als Losungsmittel
eingesetzt wurde. Dabei fiel auf, dass die Apoptoserate durch Verwendung hoher
Ferulasdurekonzentrationen in Ethanol (3 mM und 5 mM) fast dreifach so hoch war
wie bei Gebrauch von Ferulasaure in DMSO. Im Vergleich dazu hatten Ethanol allein
bzw. ethanolische Ferulasaurelésungen bis 1 mM weniger starke Wirkung auf die
Apoptoseinduktion. Dies lasst einen synergistischen Effekt von Ferulasdure und
Ethanol vermuten, wenn die Ferulasdurekonzentration tber 1 mM betragt.

Starkere Effekte auf Zellvitalitdt und Apoptoseinduktion durch ethanolische
Ferulasaureldsungen waren prinzipiell zu erwarten, da die Ethanolkonzentration im
Medium bei beiden Tests 2 % betrug, was einer Konzentration von 430 mM
entspricht. Die DMSO-Endkonzentration dagegen war mit 0,5 % (64 mM) bedeutend

geringer und wirkte in dieser Konzentration nicht zytotoxisch. Grund fur die hohe
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EtOH-Endkonzentration ist die schlechtere Léslichkeit von Ferulasaure in Ethanol im
Vergleich zu DMSO.

Am Beispiel von Caco2-Zellen wurde nachgewiesen, dass Ethanol ab einer
Konzentration von 2,5 % die Barrierefunktion der Zellen und Teile des Zytoskeletts
wie Mikrotubuli zerstort. Diese sind fur die strukturelle und funktionelle Integritat der
Enterozyten unabdingbar [Banan et al., 1999].

Zudem kann Ethanol Apoptose und Nekrose in Zellen induzieren [Koch et al., 2004].
Chan und Chang konnten zeigen, dass Ethanol in Konzentrationen von 100-400 mM
die Zellviabilitat von myeloischen K562-Leukamiezellen dosisabhangig signifikant
reduziert. Bei einer verwendeten Konzentration von 400 mM war das Zellwachstum
um mehr als 60 % vermindert. Gleichzeitig stieg die Apoptoserate bis 250 mM auf
uber 40 %; bei hoher eingesetzten Konzentrationen kam es verstarkt zur Zellnekrose
[Chan & Chang, 2006].

Aulerdem untersuchten Chan und Chang den Einfluss von Resveratrol, einem
Stilben, auf den ethanolinduzierten Zelltod. Sie konnten nachweisen, dass Resvera-
trol in niedrigen Konzentrationen (10-25 pM) die ethanolinduzierte Apoptose und
Nekrose inhibierte, wahrend es in hdheren Dosen (100-200 uM) Uber die Bildung von
ROS die Wirkung von Ethanol bzgl. der Apoptoseinduktion noch verstarkte [Chan &
Chang, 2006].

Weitere Untersuchungen konnten darlber Aufschluss geben, ob ethanolische

Ferulasaureldsungen ahnliche biphasische Effekte ausuben.

Uber den Mechanismus der Apoptoseinduktion durch Phenolséuren ist generell noch
wenig bekannt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass verschiedene Phenolsauren,
auch Ferulasaure, nicht nur antioxidativ, sondern auch prooxidativ wirken kénnen
und Apoptoseprozesse in vitro vermutlich tber die Bildung von ROS induziert werden
[Sergediene et al., 1999; Lee, 2005; Stagos et al., 2005]. Prooxidative Effekte sind
jedoch abhangig von der eingesetzten Dosis sowie der verwendeten Zelllinie [Lee,
2005; Stagos et al., 2005]. Die prooxidative Wirkung einer Substanz ist dabei direkt
proportional zur Anzahl der Hydroxylgruppen [Cao et al., 1997].

Generell ist nicht auszuschlieen, dass prooxidative Effekte auf Grund von ROS-
Bildung auch durch chemische Reaktionen im Zellkulturmedium stattfinden konnen.

Dieser Aspekt darf bei der Interpretation von Proliferations- und Apoptoseprozessen
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durch antioxidativ wirkende Substanzen nicht aul3er Acht gelassen werden [Halliwell,
2003].

4.3 Effekte von Ferulasaure auf das Proteom von
HT29 Klon 19A-Zellen

Mit Hilfe der Proteomanalyse sollte untersucht werden, inwieweit die Behandlung mit
Ferulasaure die Proteinexpression in HT29 Klon 19A-Zellen verandern kann. Bislang
liegen in der Literatur noch keine Daten Uuber mogliche Effekte von Phenolsauren auf
das Proteom von Kolonkarzinomzellen vor.

Zwei unterschiedliche Methoden der zweidimensionalen Gelelektrophorese
(2D-PAGE und 2D-DIGE) wurden angewandt, die verschiedene Vorteile und

Nachteile in sich birgen.

4.3.1 Verwendete Ferulasaurekonzentrationen und Inkubationszeiten

Um den Einfluss von Ferulasaure auf das HT29 Klon 19A-Proteom zu analysieren,
wurde Ferulasaure in einer Konzentration von 100 uM und 500 uM in DMSO ein-
gesetzt. In epidemiologischen Studien wurden fur Ferulasaure haufig Plasma-
konzentrationen im nanomolaren Bereich gemessen, die nicht Uber 200 nM
hinausgingen [Kern et al., 2003a]. Allerdings konnte Ferulasdaure beim Menschen
inzwischen im Fazeswasser nachgewiesen werden. In dieser Matrix wurden bei
Probanden ohne diatetische Einschrankung Konzentrationen im mikromolaren
Bereich (< 20 uM) detektiert [Jenner et al., 2005; Halliwell et al., 2005]. Durch einen
hohen Verzehr an ferulasaurehaltigen Lebensmitteln wie Vollkornprodukten bzw.
durch Supplementierung mit Ferulasaure sind héhere Konzentrationen im Fazes-
wasser wahrscheinlich. Damit liegt die in dieser Arbeit verwendete Ferulasaure-
konzentration von 100 yM vermutlich nahezu im physiologischen Bereich. Um star-
kere Effekte von Ferulasdure auf das Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen erkennen

zu konnen, wurde mit 500 uM eine vergleichsweise hohe Konzentration eingesetzt.
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Die Inkubationsdauer betrug 4 h bzw. 24 h. Die Ergebnisse der Stabilitats- und
Zytotoxizitatsversuche in dieser Arbeit zeigen, dass beide verwendeten Konzen-
trationen Uber einen Zeitraum von 24 h unter Standardzellkulturbedingungen stabil

waren und nicht zytotoxisch wirkten.

4.3.2 Proteomanalytische Durchfuhrung

In dieser Arbeit wurden zwei Techniken der zweidimensionalen Gelelektrophorese,
2D-PAGE und 2D-DIGE, angewandt, die fir unsere Fragestellung zunachst etabliert
und optimiert wurden (s. Kap. 3.4.1).

Die zweidimensionale Gelelektrophorese ist derzeit die einzig verfugbare Methode
tausende von Proteinen simultan aufzutrennen [Marouga et al., 2005]. Die Durch-
fuhrung der Proteomanalyse bedeutet jedoch einen arbeits- und zeitintensiven
Prozess, der eine Vielzahl von Fehlermoglichkeiten in sich birgt [Beranova-
Giorgianni, 2003; Lopez, 2007]. Zudem ist das Proteom einer Zelle bzw. eines
Organismus ein aulerordentlich dynamisches System, das durch zahlreiche Para-
meter wie z. B. Kulturbedingungen, Differenzierungsgrad und zellulare Interaktionen
beeinflusst wird [Beranova-Giorgianni, 2003]. Zur reproduzierbaren Darstellung
sowie zur nachfolgenden Auswertung und quantitativen Beurteilung eines Proteoms
mussen daher alle Randbedingungen (Zellkulturbedingungen, Probenaufarbeitung,
Proteintrennungsschritte etc.) mdglichst genau definiert werden. Aus diesem Grund
wurden die fur die Proteomanalyse notigen Arbeitsschritte weitestgehend standar-
disiert. Die Durchfuhrung von 2D-PAGE und 2D-DIGE erfolgte durch eine exakte
Einhaltung der erarbeiteten Protokolle (s. Kap. 2.2.5).

Die Methode der 2D-DIGE bietet wesentliche Vorteile gegenuber der 2D-PAGE, der
klassischen Technik der zweidimensionalen Gelelektrophorese. Die 2D-DIGE ermdg-
licht die Auftrennung und Analyse von bis zu drei unterschiedlichen Proben innerhalb
eines Gels durch Fluoreszenzmarkierung der Proteinproben mit verschiedenen
Fluorochromen. Gel-zu-Gel-Variationen werden dadurch eliminiert, was die Reprodu-
zierbarkeit erheblich verbessert [Alban et al., 2003; Tannu & Hemby, 2006; Hrebicek
et al., 2007]. Bei der Durchfihrung einer 2D-PAGE betragt der Variationskoeffizient
bzgl. der technischen Variabilitdt im Schnitt 20-30 % [Molloy et al., 2003]. Weiterhin
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besteht bei der 2D-DIGE-Methode die Option einen internen Standard zu verwenden,
der sich zu gleichen Teilen aus den im Experiment vorhandenen Proteinproben
zusammensetzt. Dadurch kann jede Probe innerhalb eines Gels auf den internen
Standard normalisiert werden, was die Quantifizierung verbessert und die technische
Variabilitdt reduziert. Dies ist v. a. bei Proben wichtig, die sich in hohem Male von-
einander unterscheiden [Marouga et al., 2005].

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten 2D-DIGE-Experimenten wurde auf das
MitfUhren eines internen Standards verzichtet, da durch die Verwendung von Zell-
kulturproben die biologische Variabilitat allgemein recht gering ist. Zudem bestand
ein Experiment aus insgesamt drei verschiedenen Behandlungsansatzen (DMSO-
Kontrolle, 100 pM und 500 yuM Ferulasaure), wodurch sich die Fluoreszenzmar-
kierung einer jeden Probe mit einem der drei vorhandenen Fluorochrome (Cy2, Cy3
und Cy5) anbot.

Die bei der 2D-DIGE verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, die sog. cyanine dyes
(CyDyes), sind sehr sensitiv (< 1 ng pro Spot) und decken einen hohen dynamischen
Bereich ab (> 10°) [Tonge et al., 2001; Gorg et al., 2004b; Marouga et al., 2005]. Im
Vergleich dazu liegt die Sensitivitat einer Proteinfarbung mit kolloidalem Coomassie
i. d. R. bei etwa 10-30 ng pro Spot [Candiano et al., 2004; Barrett et al., 2005]. Die
Silberfarbung ist ahnlich sensitiv wie die Fluoreszenzmarkierung mittels cyanine
dyes; Proteinspots unter 1 ng kdnnen noch sichtbar gemacht werden [Tonge et al.,
2001; Westermeier & Marouga, 2005]. Allerdings stellen Silberfarbungen keine End-
punktfarbungen dar und sind daher nicht fir quantitative Untersuchungen geeignet
[Westermeier & Marouga, 2005].

Ein Nachteil der 2D-DIGE-Technik ist die schwierigere Spotidentifizierung mittels MS
(s. Ausflihrungen Kap. 4.3.3). Eine weitere Problematik sind experimentelle Fehler,
z. B. bei der Probenvorbereitung, der Fluoreszenzmarkierung der Proben und bei der
Bildverarbeitung (mangelnde Spoterkennung und Hintergrundprobleme durch unter-
schiedliche Fluoreszenzcharakteristika von Acrylamid bei verschiedenen Wellen-

langen).

Trotz technischer Verbesserungen besteht noch immer eine Hauptschwierigkeit in
der begrenzten Reproduzierbarkeit von 2D-Gelen [Barrett et al., 2005]. Daher sind
Mehrfachbestimmungen unbedingt nétig, um eine statistisch sinnvolle, quantitative

Aussage zu erhalten, v. a. bei Anwendung der 2D-PAGE-Technik. In dieser Arbeit
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wurden mindestens drei unabhangige Experimente (biologische Replikate) durch-
gefuhrt sowie innerhalb eines Experiments jede Probe in einer Doppelbestimmung
mitgefuhrt (technische Replikate). Nur diejenigen Proteine wurden als reguliert
angesehen, deren Expression mindestens um den Faktor 0,5 bzw. 2 verandert war.
Statistische Berechnungen ergaben, dass bei drei biologischen Replikaten im Allge-
meinen mindestens zwei technische Replikate notwendig sind [Horgan, 2007]. Wird
eine technische Variabilitat von 20-30 % angenommen, wird erst ab einer zweifachen

Expressionsanderung statistische Signifikanz erreicht [Barrett et al., 2005].

4.3.3 Ferulasaureregulierte Proteine

Die Ergebnisse der zweidimensionalen Gelelektrophorese zeigen, dass Ferulasaure
das Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen beeinflussen konnte. Allerdings waren die
Effekte von Ferulasaure auf Proteinebene uberwiegend gering, was die relativ
niedrigen Regulationsfaktoren v. a. in Anbetracht der hohen Standardabweichungen
verdeutlichen. Lediglich fir Annexin Il konnte eine vierfach gesteigerte Expression

nach Ferulasaurebehandlung ermittelt werden (s. Tab. 14).

Nahezu alle der mittels 2D-PAGE identifizierten 17 regulierten Proteine wurden durch
Ferulasaure in ihrer Expression erhoht (s. Tab. 14). Lediglich Endoplasmin precursor
(HSP 90) war nach 24-stindiger Behandlung mit 100 uM Ferulasaure herunter-
reguliert. Interessanterweise konnten die meisten Effekte von Ferulasaure auf das
Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen beobachtet werden, wenn die Zellen fur 4 h mit
100 uM Ferulasaure inkubiert wurden. Dies lasst eine Kurzzeitwirkung von Ferula-
saure vermuten. Keines dieser Proteine wurde durch 500 uM Ferulasaure nach
einem Zeitraum von 4 h vermehrt exprimiert, was madglicherweise auf einer dosis-
abhangigen Wirkung von Ferulasaure beruht. Andere Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass Ferulasaure nicht nur antioxidative, sondern auch prooxidative Aktivitat
besitzt, was u. a. abhangig ist von der eingesetzten Dosis [Lee, 2005; Stagos et al.,
20085].

Die Mehrzahl der durch 2D-PAGE ermittelten ferulasaureregulierten Proteine besitzt
katalytische Aktivitat: Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit, Methyl-

crotonoyl-CoA carboxylase beta chain, Ornithine aminotransferase (mitochondriale
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Vorlauferproteine), Neutral alpha-glucosidase AB, Peptidyl-prolyl cis-trans iso-
merase B (Vorlauferproteine) und Transketolase.

Drei der identifizierten Proteine sind sog. Chaperone*: Heat shock protein 75 kDa
(mitochondriales Vorlauferprotein), T-complex protein 1 subunit eta und Endoplasmin
(HSP 90) (Vorlauferprotein). Chaperone sind Proteine, die die Faltung und Oligo-
merisierung anderer Proteine kontrollieren. Die Expression einiger Chaperone wird
unter Stressbedingungen (z. B. bei erhohter Temperatur) induziert, weshalb diese
Proteine daher Hitzeschockproteine (HSP) genannt werden.

Ezrin und WD-repeat protein 1 sind Proteine, die am Aufbau des Zytoskeletts
beteiligt sind.

Annexin Il und Annexin IV gehdren zur Gruppe der durch Kalzium regulierten
phospholipidbindenden Proteine.

Die Fahigkeit GTP zu binden, besitzen sowohl Elongation factor 2 als auch Septin-2.
Wahrend Elongation factor 2 an der Translation beteiligt ist, Ubt Septin-2 eine
Funktion in der Zytokinese und damit in der Zellvermehrung aus.

Nucleophosmin ist in der Lage Nukleinsauren zu binden und dient als Shuttle-Protein
fur den nukleolaren Transport von ribosomalen Komponenten.

Ein ferulasaurereguliertes Protein, das Solute carrier family 25, member 24, gehort

zur Gruppe der mitochondrialen integralen Membranproteine.

Mit Hilfe der 2D-DIGE-Technik konnten durch Ferulasaurebehandlung von
HT29 Klon 19A-Zellen insgesamt sieben Proteine nachgewiesen werden, die min-
destens zweifach herunterreguliert waren (s. Tab. 15). Keines dieser Proteine war
ebenfalls mittels 2D-PAGE identifiziert worden. Funf der sieben Proteine konnten
nachfolgend massenspektrometrisch bestimmt werden.

Die Proteine mit katalytischer Aktivitat, Protein disulfide-isomerase A3 (Vor-
lauferprotein) und Creatine kinase B-type, wurden sowohl nach vierstindiger
Behandlung mit 100 uM Ferulasaure als auch nach vierstindiger Inkubation mit
500 uM Ferulasaure in ihrer Expression vermindert. Ras GTPase-activating protein-
binding protein 1 und Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H sind zyto-

plasmatische Proteine, die die Fahigkeit besitzen Nukleinsduren zu binden. Die

4 chaperone: engl. fir Anstandsdame
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Expression beider Proteine war nach Inkubation der HT29 Klon 19A-Zellen mit
100 uM Ferulasaure fur 4 h um die Halfte reduziert. Das Chaperon Heat shock
protein 60 kDa (mitochondriales Vorlauferprotein) wurde durch eine vierstindige

Behandlung mit 500 yM Ferulasaure herunterreguliert.

Zwei Proteine (Spot e und f), die nach vierstundiger Inkubation der Zellen mit 100 yM
Ferulasaure reguliert worden waren, konnten mittels LS-ESI-MS/MS nicht identifiziert
werden. Bei Anwendung der 2D-DIGE-Technik ist die nachfolgende Analyse der
fluoreszenzmarkierten Proteine mitunter schwierig.

Sofern kein automatisierter Spotpicker zur Verfugung steht, missen die fluoreszenz-
markierten Proteine nach dem Scannen der 2D-DIGE-Gele angefarbt werden, um
diese sichtbar zu machen. Da im Vergleich zu praparativen 2D-PAGE-Gelen die
aufgetragene Proteinmenge in analytischen 2D-DIGE-Gelen bedeutend geringer ist,
scheiden weniger sensitive Farbemethoden wie z. B. die CBB-Farbung aus. Mdglich
ist die Visualisierung durch eine MS-kompatible Silberfarbung [Shevchenko et al.,
1996], die jedoch schlecht reproduzierbar ist.

Weit problematischer gestaltet sich die massenspektrometrische Proteiniden-
tifizierung auf Grund zu geringer Proteinmengen von Spots aus analytischen Gelen.
Daher werden haufig praparative 2D-Gele zur Proteinidentifikation per MS
verwendet. Prinzipiell kann im gleichen Gel neben der fluoreszenzmarkierten
Proteinprobe unmarkiertes Zelllysat derselben Probe aufgetrennt werden. Diese
2D-DIGE-Gele kénnen nach dem Scannen mit CBB gefarbt und zur massen-
spektrometrischen Analyse eingesetzt werden. Bei der Methode des minimal
labellings, bei der ca. 1-2 % aller Lysinreste eines Proteins fluoreszenzmarkiert
werden [Unlu et al., 1997], besitzt der geringe Anteil an fluoreszierendem Protein pro
Farbstoffmolekll eine um ca. 500 Da héhere Masse als das unmarkierte Protein.
Markiertes und unmarkiertes Protein sind deshalb im Gel nicht an exakt der gleichen
Stelle zu finden, was sich starker auf Proteine mit einem geringen Molekulargewicht
auswirkt [Gharbi et al., 2002]. Dies kann dazu fuhren, dass mdglicherweise das
falsche Protein aus dem 2D-Gel ausgestanzt wird [Hrebicek et al., 2007].

In dieser Arbeit wurde bei der Auftrennung von fluoreszenzmarkiertem und unmar-
kiertem Protein mittels 2D-DIGE mit anschlieRender CBB-Farbung eine Abnahme in
der Qualitat der Spotmuster verzeichnet (Ergebnisse nicht gezeigt). Aus diesem

Grund wurden fir die massenspektrometrische Proteinidentifizierung die ferulasaure-
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regulierten Proteinspots aus CBB-gefarbten 2D-PAGE-Gelen derselben Behand-
lungsgruppe ausgeschnitten. Sowohl Spote als auch Spotf waren im CBB-Gel
jedoch nicht zu erkennen. Dies ist in der geringeren Sensitivitat der kolloidalen CBB-
Farbung im Vergleich zur Fluoreszenzmarkierung mit CyDyes begrindet [Tonge et
al., 2001; Gorg et al., 2004b]. Zudem unterschieden sich die Spotmuster von 2D-
PAGE- und 2D-DIGE-Gel derselben Behandlung leicht, was die Spotlokalisation
erschwerte. Durch das in dieser Arbeit durchgefuhrte minimal labelling (s. Kap.
2.2.5.8) werden nur diejenigen Proteine effizient gelabelt, die einen hohen Anteil an
Lysin enthalten. So kdnnen bestimmte Spots in geringerem MalRe im 2D-DIGE-Gel
zu finden sein als im 2D-PAGE-Gel. Proteine, die kein Lysin enthalten, werden nicht

markiert und sind daher letztendlich nicht im Gel erkennbar [Marouga et al., 2005].

Es konnte kein Protein nachgewiesen werden, das nach Anwendung beider
Proteomanalyse-Techniken als ferulasaurereguliert identifiziert wurde. Dies kann
zum einen dadurch erklart werden, dass die Effekte von Ferulasaure auf das
Proteom von HT29 Klon 19A-Zellen Uberwiegend gering waren. Zum anderen durfen
die bereits beschriebenen methodischen Unterschiede bei der Durchfihrung einer
2D-PAGE oder einer 2D-DIGE nicht auller Acht gelassen werden. Eine wichtige
Rolle in diesem Zusammenhang spielt die aufgetragene Proteinmenge. Wahrend
letztendlich nur 150 ug pro 2D-DIGE-Gel verwendet wurden, betrug die Protein-
menge pro 2D-PAGE-Gel fast das Vierfache. Je hdher der Proteinauftrag in der
ersten Dimension ist, desto groRer ist die Konkurrenz der Proteine um das Ein-
wandern ins Gel. Dies wirkt sich v. a. auf sehr hydrophobe bzw. sehr alkalische
Proteine oder solche mit einem hohen Molekulargewicht aus. Diese Proteine ten-
dieren generell zur Aggregation und Prazipitation in wassriger Lésung und wandern
nur mit Schwierigkeit in die Gelmatrix ein [Rabilloud et al., 1997; Gorg et al., 2004b].
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4.4 Untersuchung der ferulasaurevermittelten Protein-

regulation am Beispiel von Annexin Il, Annexin IV und Ezrin

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal ferulasdurevermittelte Effekte auf das
Proteom von Kolonkarzinomzellen analysiert. Nach unserem derzeitigen Wissens-
stand existieren bislang nur Untersuchungen, die sich mit der Wirkung von
Flavonoiden (Quercetin bzw. Flavon) auf das Proteom von Kolonkarzinomzellen
beschaftigt haben [Wenzel et al., 2004; Herzog et al., 2004a; Mouat et al., 2005].
Verschiedene Proteine, die durch Quercetin bzw. Flavon in ihrer Expression
verandert wurden, wurden auch durch Ferulasaure reguliert, so z. B. Proteine der

Annexinfamilie wie Annexin Il und IV.

Annexine bilden eine Familie strukturell verwandter Proteine, die in Abhangigkeit von
Kalzium an Phospholipide und Membranen binden kénnen [Raynal & Pollard, 1994;
Rescher & Gerke, 2004]. Die meisten Annexine sind haufig vorkommende intra-
zellulare Proteine, die oft mehr als 2 % des zellularen Gesamtproteins ausmachen
[Raynal & Pollard, 1994]. Wichtige Funktionen von Annexinen umfassen u. a. die
Beteiligung an Exo- und Endozytoseprozessen sowie die Mitwirkung bei der

Membranorganisation [Rescher & Gerke, 2004].

Annexin Il ist ein Struktur- bzw. Gerustprotein (scaffolding protein), das vermutlich
verschiedene Membrandomanen in der Zelle stabilisiert und/oder deren Dynamik
reguliert [Rescher & Gerke, 2004]. Annexin Il ist ein Substrat fur verschiedene
Proteintyrosinkinasen und scheint an zahlreichen Signaltransduktionsprozessen
beteiligt zu sein, die Einfluss auf die Krebsentstehung nehmen [Gerke & Moss,
2002]. Eine Funktion von Annexin Il im Rahmen der DNA-Synthese und Zellproli-
feration wird diskutiert [Vishwanatha et al., 1993; Chiang et al., 1999]. Verschiedene
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Annexin Il in einer Vielzahl von Krebszelllinien
und Tumoren hoher exprimiert ist [Frohlich et al.,, 1990; Cole et al., 1992;
Vishwanatha et al., 1993; Nygaard et al., 1998]. Auch bei HT29-Kolonkarzinomzellen
wurde eine hdhere Annexin lI-Expression im Vergleich zu nicht transformierten
Zellen detektiert [Wildrick et al., 1992]. In Prostatakrebszellen konnte im Gegensatz
dazu eine verminderte Expression von Annexin |l nachgewiesen werden [Liu et al.,

2003]. Noch besteht Unklarheit dartber, ob eine gesteigerte Expression von
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Annexin Il mit der Tumorprogression und Metastasierung von kolorektalen Karzi-
nomen assoziiert [Emoto et al., 2001] oder zelltypspezifisch ist und vom Differen-

zierungsgrad der Zelle abhangt [Guzman-Aranguez et al., 2005].

Die Funktion von Annexin IV im Zusammenhang mit verschiedenen Krebserkran-
kungen ist weniger gut erforscht. Annexin |V ist wie Annexin Il ein Substrat fur die
Proteinkinase C [Weber et al., 1987] und nimmt eine Schlusselrolle bei der Apoptose
von Zellen ein [Mouat et al., 2005]. Es konnte gezeigt werden, dass Annexin IV im
Verlauf des programmierten Zelltodes aus dem Kern in das Zytosol translozierte
[Gerner et al., 2000]. Damit scheint Annexin IV als ein friher Apoptosemarker zu
fungieren [Sohma et al., 2002]. Durch Proteomanalysen wurde eine erhohte
Expression von Annexin IV bei Nierenzellkarzinomen [Zimmermann et al., 2004]
sowie in HCT15/A204197-Kolonkarzinomzellen nachgewiesen [Han et al., 2000].
Moglicherweise kommt Annexin IV eine Bedeutung bei der Tumordissemination zu

[Zimmermann et al., 2004].

Wahrend Annexin Il und Annexin IV nach Inkubation von HT29-Zellen mit 150 uM
Flavon in ihrer Expression vermindert waren [Herzog et al., 2004a], wurden
verschiedene Annexine durch Behandlung von Kolonkarzinomzellen mit Quercetin in
einer Konzentration von 20 uM [Mouat et al., 2005] bzw. 150 uM [Wenzel et al.,
2004] vermehrt exprimiert. Unsere Versuche zeigten ebenfalls eine erhohte
Expression von Annexin Il und Annexin IV nach vierstundiger Behandlung der Zellen
mit 100 yM Ferulasaure. Wenzel et al. vermuten, dass der quercetininduzierte
Annexin Il-Anstieg in HT29-Kolonkarzinomzellen mit einer gestorten Migrations-
fahigkeit der Zellen einhergeht [Wenzel et al., 2004]. Dies ware eine Erklarung fur die
hemmende Wirkung von Quercetin auf die Tumorprogression. Bereits Liu et al.
konnten durch Reexpression von Annexin Il in Prostatakrebszellen inhibierende
Effekte von Annexin Il auf die Zellmotilitat und -migration aufzeigen, wobei Proli-
feration und Apoptose unbeeinflusst waren [Liu et al., 2003]. Anhand der in dieser
Arbeit ermittelten Ergebnisse zur Zytotoxizitat von Ferulasaure sowie zur Apoptose-
induktion durch Ferulasaure lassen sich nach 24-stindiger Inkubation der Zellen mit
100 uM Ferulasaure nur geringe antiproliferative jedoch keine proapoptotischen
Effekte feststellen (s. Kap. 3.2 und 3.3). Ein mdglicher Einfluss von Ferulasaure auf

die Zellmigration kdnnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Nach Behandlung von NCOL-1-Kolonepithelzellen mit 150 uM Quercetin fur 24 h
konnten Herzog et al. mittels Proteomanalyse eine erhdhte Expression an Annexin IV
nachweisen. Die Apoptoseinduktion durch Quercetin wird fur diesen Effekt verant-
wortlich gemacht [Herzog et al., 2004b]. Da eine proapoptotische Wirkung durch
100 uM Ferulasaure in unseren Versuchen ausgeschlossen werden kann, mussen

andere Grunde fur die Hochregulation von Annexin IV in Betracht gezogen werden.

Neben Annexin Il und IV wurde zudem der Einfluss von Ferulasaure auf die Expres-
sion von Ezrin auf Translationsebene mittels Western Blot und auf Transkrip-
tionsebene mittels Real Time-PCR Uberpruft.

Ezrin gehort neben Radixin und Moesin zur Gruppe der ERM-Proteine. ERM-
Proteine verbinden Aktinfilamente mit der Plasmamembran und sind beteiligt an der
Morphogenese von Membranstrukturen, an der Zellmotilitdt sowie an der Zell-
adhasion [Tsukita et al., 1997; Mangeat et al., 1999]. Ezrin ist ein wichtiger
Bestandteil der Mikrovilli intestinaler Epithelzellen und kommt in aktinreichen Struk-
turen zahlreicher Zelllinien vor [Berryman et al., 1993]. Wie Annexin Il ist auch Ezrin
Substrat flr verschiedene Proteintyrosinkinasen und spielt damit eine Rolle bei
Signaltransduktionsprozessen [Akisawa et al., 1999]. Es konnte gezeigt werden,
dass Ezrin mit dem Produkt des Tumorsuppressorgens NF-2, Merlin, interagieren
kann und dadurch vermutlich an der Tumorentstehung beteiligt ist [Meng et al.,
2000]. Inzwischen besteht eine zunehmende Evidenz fir eine Bedeutung von Ezrin
im Rahmen der Tumorprogression [Gautreau et al., 2002]. Im Vergleich zwischen
metastatischen und nicht-metastatischen Zellen unterschiedlichen Ursprungs weisen
metastatische Zellen eine allgemein hdohere Expression an Ezrin auf [Akisawa et al.,
1999; Ohtani et al., 1999]. Auch invasive Zellen von Tumoren sind durch eine hohe
Ezrinexpression charakterisiert [Geiger et al.,, 2000; Nestl et al., 2001]. Unsere
Ergebnisse der 2D-PAGE, die eine Hochregulation von Ezrin nach Ferula-
saurebehandlung aufzeigten, stehen dazu im Widerspruch. Allerdings war in unseren
Versuchen die Regulation von Ezrin durch Ferulasaure nicht UbermaRig stark; der

durchschnittliche Regulationsfaktor betrug etwa 2.
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441 Ferulasaurevermittelte Regulation von Annexin Il, Annexin IV

und Ezrin auf Expressionsebene

Mit anderen molekularbiologischen Methoden sollte die mittels Proteomanalyse
erkennbare Regulation von Annexin II, Annexin IV und Ezrin durch Ferulasaure
genauer untersucht werden. Die ferulasaurevermittelten Effekte wurden erneut auf
Proteinebene durch Western Blot und nachfolgender Immunodetektion sowie auf
MRNA-Ebene durch Real Time-PCR analysiert. Neben den in der zweidimensionalen
Gelelektrophorese verwendeten Konzentrationen wurden zusatzlich niedrigere bzw.
hohere Ferulasdurekonzentrationen eingesetzt. Auch der Einfluss einer unter-
schiedlichen Inkubationsdauer und der Zelldichte wurde Uberpruft.

Weder auf Translationsebene mittels Western Blot noch auf Transkriptionsebene
mittels Real Time-PCR konnte eine signifikante Wirkung von Ferulasaure auf die
Expression der ausgewahlten Proteine bzw. der zugehorigen Zielgene festgestellt
werden (s. Abb. 12, Abb. 13 und Abb. 14). Damit gingen die im 2D-Gel erkennbaren
Unterschiede in der Spotintensitat von Annexinll, IV und Ezrin nach Ferula-
saureinkubation nicht auf eine differenzielle Expression zurlick. Eine Expressions-
anderung hatte zumindest im Western Blot sichtbar sein mussen. Dagegen geht die
Regulation auf Proteinebene nicht zwingend mit einer solchen auf mRNA-Ebene
einher. Dies kann mehrere Ursachen haben wie z. B. alternatives Spleil3en der RNA
oder posttranslationale Modifikationen [Czupalla et al., 2005]. Welche Grinde fur die
ferulasaurevermittelte Regulation von Annexin I, Annexin IV und Ezrin verantwortlich

sein kdonnten, wurde Gegenstand der nachfolgenden Untersuchung.

Allen drei ausgewahlten Proteinen ist gemein, dass sie intrazellular sowohl in
|6slicher Form im Zytoplasma als auch membranassoziiert vorliegen konnen
[Mangeat et al., 1999; Gerke et al., 2005]. Eine Bindung von Annexin II, Annexin IV
bzw. Ezrin an Membranstrukturen und deren Beteiligung an der Membran-
organisation erfolgt jedoch nur auf bestimmte Ausldser hin. Im Falle vieler Annexine
kommt es vorwiegend dann zu einer Rekrutierung an die Membran, wenn der intra-
zellulare Kalziumspiegel steigt [Rescher & Gerke, 2004; Gerke et al., 2005]. Bei
ERM-Proteinen wie Ezrin fuhrt vermutlich eine Konformationsénderung zu einer
Translokation des Proteins aus dem Idslichen Pool zur membranassoziierten Form.
Dabei geht die Verknupfung von Membran-Zytoskelett-Strukturen durch ERM-

Proteine mit einer gesteigerten ERM-Phosphorylierung einher. Im Gegensatz dazu
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vermittelt die Dephosphorylierung den Ubergang zum I8slichen Zustand [Mangeat et
al., 1999].

Moglicherweise ware ein ferulasaurevermittelter Verteilungsunterschied von
Annexin Il, Annexin IV und Ezrin innerhalb der Zelle denkbar, der sich auf die zwei-
dimensionale Proteinsolubilisierung bzw. -auftrennung auswirken und die feststell-
baren Veranderungen in der Spotintensitat im HT29 Klon 19A-Proteom erklaren

konnte. Dies sollte am Beispiel von Annexin |l genauer untersucht werden.

4.4.2 Einfluss von Ferulasaure auf die Lokalisation und

Solubilisierung von Annexin I

Zunachst sollte ausgeschlossen werden, dass auf Grund moglicher posttrans-
lationaler Modifikationen Isoformen von Annexin Il existieren, die sich zwischen
unbehandelten HT29 Klon 19A-Zellen und Zellen nach Ferulasdurebehandlung
unterscheiden konnten. Die Fokussierung von Proteinisoformen zu unterschiedlichen
isoelektrischen Punkten wahrend der ersten Dimension hatte eine Lokalisation von
Annexin Il in verschiedenen Bereichen des 2D-Gels zur Folge. Die Summe der
Annexin II-Expression bliebe dabei insgesamt unverandert. Das Vorkommen
bestimmter Annexin ll-Isoformen kdnnte die mittels Proteomanalyse festgestellten
Unterschiede in der Spotintensitat zwischen Kontrolle und Behandlung erklaren
(s. Abb. 11). Die Immunodetektion von Annexin Il im gesamten 2D-Gel machte
deutlich, dass Annexin Il zwar in mehreren Isoformen vorlag, diese aber kaum
zwischen unbehandelten und behandelten Gelen differierten. Lediglich im pH-
Bereich 5-7 des HT29 Klon 19A-Proteoms wurden nach Ferulasaurebehandlung
zwei Isoformen in geringer Intensitat nachgewiesen, die im Kontrollgel nicht sichtbar
waren (s. Abb. 15). Auffallig war, dass Annexin |l durch Ferulasaure zweidimensional
besser aufgeschlossen bzw. aufgetrennt wurde. Wahrend im 2D-Gel nach Ferula-
saurebehandlung starkere Annexin lI-Signale im pH-Bereich 7 im Vergleich zur
Kontrolle detektiert wurden, wies das Kontrollgel mehr prazipitiertes Annexin Il an der

Probenapplikationsstelle fur die erste Dimension auf (s. Abb. 15).

Ein moglicher Grund fir die geringere Annexin ll-Prazipitation nach Ferulasaure-

inkubation konnte ein verstarktes Einwandern dieses Proteins in den Gelstreifen

101



Diskussion

wahrend der ersten Dimension sein. Dies ware mit einer besseren Loslichkeit von
Annexin |l erklarbar. Die Proteinloslichkeit scheint dabei eng mit der Lokalisation des
Proteins innerhalb der Zelle verknUpft zu sein. Generell sind hydrophobe Proteine,
insbesondere integrale Membranproteine, im Vergleich zu I6slichen zytoplasma-
tischen Proteinen schlechter solubilisierbar und tendieren zur Aggregation und
Prazipitation in wassriger Losung [Gorg et al., 2004b]. Periphere Membranproteine
lassen sich durch sehr hoch- oder niederosmolare Losungen bzw. durch Losungen
mit extremen pH-Werten von der Membran I6sen. Dagegen sind integrale Membran-
proteine nur unter Bedingungen 16slich, die zur Zerstérung der Membran fihren. Eine
Schwierigkeit besteht haufig auch im Transfer der Membranproteine von der ersten
zur zweiten Dimension [Rabilloud et al., 1997; Gorg et al., 2004b]. Es wurde
beobachtet, dass die quantitativen Verluste an Membranproteinen umso grofRer sind,
je mehr Protein in der ersten Dimension aufgetragen wird (v. a. bei praparativen
2D-Gelen) [Rabilloud et al., 1997].

Annexin Il als peripheres Membranprotein ist ein wichtiger Teil des submembrandsen
Zytoskellets und Uberwiegend in Subdomanen von Plasmamembran und frihen
Endosomen zu finden [Gerke & Moss, 1997; Gerke & Moss, 2002]. Durch
Assoziation von Annexin Il mit Dimeren des S100-Proteins p11 liegt Annexin Il als
Heterotetramer (Anxy/p11;) vor, welches durch hydrophobe Wechselwirkung stabili-
siert wird [Gerke, 1989; Gerke & Moss, 1997]. An der Verknupfung von Membran-
Zytoskelett-Strukturen ist nur heterotetrameres Annexin Il beteiligt [Thiel et al., 1992;
Waisman, 1995]. Heterodimere Formen von Annexin Il kdnnen mit dem Zellkern
assoziieren, wahrend monomeres Annexin |l hauptsachlich im Zytosol lokalisiert ist
[Waisman, 1995]. Welche Form von Annexin Il in der Zelle Uberwiegt, ist abhangig
von der Zelllinie bzw. vom Gewebe. In intestinalen Epithelzellen liegt Annexin Il
nahezu zu 100 % als Anx,/p11,-Heterotetramer vor [Eberhard et al., 2001].

Thiel et al. konnten zeigen, dass monomeres Annexin Il durch Triton X-100 unter
Anwesenheit von Kalzium vollstandig extrahiert wurde. Heterotetrameres Annexin Il
dagegen konnte nicht extrahiert werden, da es mit dem submembrandsen
Zytoskelett vernetzt war [Thiel et al., 1992]. Liu und Zimmermann demonstrierten,
dass mittels EGTA nur die Extraktion von l6slichem zytosolischem Annexin Il
erfolgte. Annexin Il in membrangebundener Form konnte unter alkalischen Bedin-
gungen extrahiert und durch Behandlung mit Triton X-114 solubilisiert werden [Liu et
al., 1997].
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Fir den Anxa/p11,-Komplex wurde in der Literatur zudem eine Assoziation mit
Membrandomanen wie z. B. lipid rafts beschrieben [Eberhard et al., 2001; Rescher &
Gerke, 2004]. Generell lassen sich Proteine aus Membrandomanen nur nach
Isolierung des Subproteoms mittels spezieller Fraktionierungstechniken nachweisen.
Auch die Wahl der Detergenzien bei der Probenaufarbeitung ist kritisch fir die
Solubilisierung von lipid raft-Proteinen. So ist die Loslichkeit von Membranproteinen
deutlich erhoht, wenn anstelle des Detergens CHAPS, welches in dieser Arbeit
eingesetzt wurde, Triton X-100 in Kombination mit Harnstoff und Thioharnstoff ver-
wendet wird [Sprenger et al., 2004].

Es ist daher anzunehmen, dass die zellulare Lokalisation von Annexin Il Einfluss auf
dessen Solubilisierungsfahigkeit hat. Annexin Il in membranassoziierter Form ist
hochstwahrscheinlich fur die zweidimensionale Auftrennung schlechter in Losung zu
bringen. Die Proteinsolubilisierung mit 2D-Lysispuffer ohne Zusatz von Kalzium-
komplexierern wie EGTA oder EDTA lasst vermuten, dass membranassoziiertes

Annexin Il nur unvollstandig von der Membran gelost wurde.

Inwieweit sich das subzelluldare Vorkommen von Annexin Il durch Ferulasaure
verandert, wurde zunachst mittels Immunfluoreszenz Uberprift. Bei unbehandelten
HT29 Klon 19A-Zellen war Annexin |l Uberwiegend im Bereich der Plasmamembran
lokalisiert (s. Abb. 16), was ebenfalls Guzman-Aranguez et al. am Beispiel der
Kolonkarzinomzelllinie BCS-TC2 aufzeigen konnten [Guzman-Aranguez et al., 2005].
Nach Inkubation der Zellen mit Ferulasaure, v. a. bei einer verwendeten Konzentra-
tion von 500 uM, war Annexin Il nur noch in geringem Malde mit der Plasmamembran
assoziiert. Dagegen wurde Annexin Il verstarkt im Zellkern und im Zytoplasma nach-
gewiesen (s. Abb. 16). Dies lie® einen Einfluss von Ferulasaure auf die intrazellulare
Verteilung von Annexin Il vermuten. Da eine Quantifizierung von Annexin Il mittels
Immunfluoreszenz nicht moglich war, wurde eine Zellfraktionierung durchgefuhrt und
die Menge an Annexin Il in Kern-, Zytosol- und Membranfraktion durch Immuno-
detektion bestimmt. Dabei konnte auf Translationsebene keine veranderte Verteilung
von Annexin Il nach Ferulasaurebehandlung festgestellt werden (s. Abb. 17).
Annexin Il wurde vorwiegend in der Kernfraktion detektiert, was den Immunfluores-
zenzergebnissen fur unbehandelte Zellen widerspricht. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Kernfraktion Kontaminationen mit Membranstrukturen aufwies

(s. Abb. 17). Diese Verunreinigung der Kernfraktion kénnte in der Durchfihrung der
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Fraktionierung begrindet sein. Jingste Untersuchungen von Say und Hooper
ergaben, dass nukleare Fraktionen je nach Art der subzellularen Fraktionierung mit
lipid raft-Membranstrukturen bzw. mit sonstigen Membranbestandteilen kontaminiert

sein kdnnen [Say & Hooper, 2007].

Mittels Zellfraktionierung konnte damit keine Veranderung des intrazellularen
Vorkommens von Annexin Il nachgewiesen werden. Fur die Immunodetektion von
Annexin Il wurde in der Immunfluoreszenz wie auch im Western Blot der gleiche
monoklonale Antikorper verwendet. Da mittels Immunfluoreszenz eine veranderte
Annexin lI-Verteilung nach Ferulasaurebehandlung sichtbar war, konnte die Dis-
krepanz der Immunfluoreszenz- und Western Blot-Ergebnisse moglicherweise in der
Durchfuhrung der Zellfraktionierung begrindet sein. In nachfolgenden Unter-
suchungen ware zu klaren, ob die Verwendung des hypotonen Puffers bzw. die
Zentrifugationsbedingungen bei der Zellfraktionierung die Verteilung von Annexin Il

beeinflussen kdnnen.

Weiterhin kdnnte der Frage nachgegangen werden, inwieweit bzw. durch welchen
moglichen Mechanismus Ferulasdure die Solubilisierung von Annexin Il oder
anderen Proteinen verbessern kann. Denkbar ware, dass Ferulasaure mit dem
heterotetrameren membranassoziierten Annexin Il einen Komplex bildet, dessen
Wechselwirkungen jene zwischen Annexin Il und Kalziumionen Ubersteigen. Dies
konnte zur Ablosung des Annexin lI-Ferulasaure-Komplexes von der Membran
fuhren. In der nachfolgenden proteomanalytischen Probenaufarbeitung wirden die
frei vorliegenden Komplexe mittels 2D-Lysispuffer gespalten. Das entstehende
monomere Annexin Il ware besser zweidimensional auftrennbar, was die mittels
Proteomanalyse sichtbaren Unterschiede in der Spotintensitat zwischen Kontrolle
und nach Ferulasaureinkubation erklaren konnte. Die Durchfuhrung einer Auto-
radiographie konnte Aufschluss Uber die potenzielle Komplexbildung zwischen

Ferulasaure und Annexin |l geben.

Grundlegend muss jedoch ausgeschlossen werden, dass die mittels zweidimen-
sionaler Gelelektrophorese festgestellte Regulation von Annexin Il kein bloRRes
Artefakt ist. In einer Vielzahl von publizierten Proteomanalysen wurde Annexin Il als

differenziell reguliert identifiziert. Allerdings erfolgte haufig keine Validierung auf
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Translations- bzw. Transkriptionsebene unter Verwendung anderer Methoden
[Wenzel et al., 2004; Mouat et al., 2005; Qiu et al., 2007; Li et al., 2007]. Es darf nicht
auller Acht gelassen werden, dass die zweidimensionale Gelelektrophorese als hoch
aufldsende Trenntechnik mit Schwierigkeiten in der technischen Durchfihrung und
mit verschiedenen Limitationen verbunden ist. Das Proteom als dynamisches System
reagiert sehr empfindlich auf Veranderungen verschiedenster Einflussgro3en. Die
grofldte Problematik bei der Durchfuhrung einer quantitativen Proteomanalyse liegt
daher in der reproduzierbaren Darstellung des Proteoms, ohne die in der Natur vor-
liegenden quantitativen Verhaltnisse wahrend der zweidimensionalen Gelelektro-

phorese zu verandern.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deutlich, dass Ferulasaure
in physiologischen Konzentrationen nahezu keinen Effekt auf die Apoptoserate bzw.
auf die Proliferation von HT29 Klon 19A-Zellen ausibt. Auch konnte nur eine margi-

nale Wirkung von Ferulasaure auf Proteomebene festgestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom stellt weltweit die dritthaufigste Krebserkrankung dar. Es besteht
eine Uberzeugende Evidenz dafir, dass ein hoher Obst- und Gemuseverzehr dazu beitragt
das kolorektale Krebsrisiko zu senken. Die krebsprotektiven Effekte von Obst und Gemuse
beruhen auf den darin enthaltenen potenziell antikarzinogenen Bestandteilen wie Ballast-
stoffen, Vitaminen und sekundaren Pflanzenstoffen. Phenolsauren sind in der Natur weit
verbreitete sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, wobei deren krebspraventive Wirkungsweise auf
molekularer Ebene bislang nur unzureichend bekannt ist. In dieser Arbeit wurde der Einfluss
von Ferulasaure, der haufigsten Hydroxyzimtsaure in Getreide, auf zellulare Mechanismen
der Kolonkarzinogenese und Tumorprogression in einem Zellkulturmodell (HT29 Klon 19A)
untersucht. Vorversuche ergaben, dass Ferulasdure ab einer Konzentration von 100 yM tber
einen Zeitraum von 48 h unter Standardzellkulturbedingungen nahezu vollstandig stabil war.
In niedrigen Ferulasdurekonzentrationen konnten kaum proapoptotische bzw. prolifera-
tionshemmende Effekte nachgewiesen werden. Erst in hohen Konzentrationen (> 3 mM)
wirkte Ferulasaure zytotoxisch und induzierte signifikant Apoptose. Mittels Proteomanalyse
(2D-PAGE und 2D-DIGE) wurde untersucht, inwieweit Ferulasaure in Konzentrationen von
100 uM bzw. 500 pM Uber einen Expositionszeitraum von 4 h bzw. 24 h die Protein-
expression in HT29 Klon 19A-Zellen verdndern kann. Die in ihrer Expression veranderten
Proteine wurden massenspektrometrisch unter Verwendung von LC-ESI-MS/MS bestimmt.
Durch 2D-PAGE wurden insgesamt 17 regulierte Proteine nach Ferulasdaurebehandlung
identifiziert, wahrend durch 2D-DIGE sieben differenziell exprimierte Proteine ermittelt
wurden. Dabei waren die Effekte von Ferulasaure auf das Proteom von HT29 Klon 19A-
Zellen relativ gering, was sich in niedrigen Regulationsfaktoren widerspiegelte. Die durch
Ferulasaure am starksten hochregulierten Proteine waren Annexin Il und Annexin IV, welche
gemeinsam mit Ezrin in den nachfolgenden Experimenten naher auf ihre Regulation hin
untersucht wurden. Es konnte sowohl auf Translationsebene mittels Western Blot als auch
auf Transkriptionsebene durch Real Time-PCR gezeigt werden, dass die Regulation der
ausgewahlten Proteine durch Ferulasaure nicht auf einer veranderten Expression beruhte.
Da Annexin Il und Annexin IV wie auch Ezrin intrazellular sowohl in I6slicher Form als auch
membranassoziiert vorliegen kénnen, schien ein durch Ferulasdure vermittelter Verteilungs-
unterschied innerhalb der Zelle wahrscheinlich. Dies wurde im Weiteren am Beispiel von
Annexin Il untersucht. Die Immunodetektion von Annexin Il im gesamten 2D-Gel ergab, dass
dieses Protein nach Ferulasdurebehandlung besser zweidimensional aufgetrennt wurde, was
vermutlich in einer gesteigerten Proteinldslichkeit begrindet war und die scheinbare
Regulation erklarte. Eine veranderte Lokalisation von Annexin Il als Grundlage fir eine
verbesserte Solubilisierung liel3 sich nach Ferulasaureinkubation mittels Immunfluoreszenz
jedoch nicht durch Zellfraktionierung nachweisen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Ferulasdure die zelluldaren Mechanismen der Kolon-
karzinogenese und Tumorprogression in vitro nur in hohen Konzentrationen beeinflusste.
Obwohl Ferulasaure in groRer Menge in pflanzlichen Lebensmitteln zu finden ist, geht eine
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mogliche krebsprotektive Wirkung daher wahrscheinlich nicht auf die Einzelsubstanz als
solche zurick. Die in der Literatur beschriebenen positiven Effekte eines hohen Verzehrs an
Obst und Gemilse sowie Getreide/-produkten auf das Kolonkrebsrisiko lassen sich
vermutlich vielmehr auf das Zusammenspiel verschiedenster potenziell antikarzinogener
bzw. antimutagener Lebensmittelinhaltsstoffe zurtickflihren.
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6 Summary

Colorectal cancer is the third most common type of cancer worldwide. Eating plenty of fruit
and vegetables is said to reduce the risk of contracting colorectal cancer. Fruit and vege-
tables contain potentially anticarcinogenic ingredients, such as fibres, vitamins and second-
ary plant substances, which protect against cancer. Phenolic acids are secondary plant sub-
stances widespread in nature. The way these phenolic acids work on molecular level to
prevent cancer, is insufficiently known so far. The most common hydroxycinnamic acid in
grain is ferulic acid. In this study, the influence of ferulic acid on the cellular mechanisms of
colon carcinogenesis and tumor progression was investigated in a cell culture model (HT29
clone 19A). Preliminary tests showed that ferulic acid was almost completely stable under
cell culture conditions at a concentration of 100 uM over a time period of 48 h. At low con-
centrations ferulic acid caused only marginally proapoptotic or proliferation inhibiting effects.
Only at high concentrations (> 3 mM) did ferulic acid have a cytotoxic effect and induced
apoptosis significantly. By means of proteome analysis (2D-PAGE and 2D-DIGE) it was
investigated, whether ferulic acid at concentrations of 100 yM or 500 uM may change the
protein expression of HT29 clone 19A cells after an incubation time of 4 h and 24 h. Proteins
changed in expression level were analysed with the help of mass spectrometry using LC-
ESI-MS/MS. By means of 2D-PAGE a total of 17 regulated proteins were identified after
ferulic acid treatment. With the help of 2D-DIGE seven differentially expressed proteins were
determined. The effects of ferulic acid upon the proteome of HT29 clone 19A cells were rela-
tively small due to low regulation factors. The proteins Annexin Il and Annexin IV were
upregulated to the strongest extent by ferulic acid. In the following experiments, the regu-
lation of those proteins and of Ezrin was investigated in more detail. Western Blotting
revealed at the translational level that the regulation of the selected proteins by ferulic acid
was not due to an altered expression. In addition, this was also shown at the transcriptional
level using Real time PCR. Annexin Il and IV and also Ezrin occur intracellularly in soluble as
well as in membrane associated form. Therefore, a distinct cellular distribution of them by
ferulic acid seemed to be probable. This was further investigated by using the example of
Annexin Il. The immunodetection of Annexin Il within the 2D-gel revealed that the protein
was better separated two-dimensionally after having been treated with ferulic acid. Pre-
sumably, this was due to an increased protein solubility and could account for the apparent
regulation. A changed localization of Annexin Il, which might be the basis for a better
solubilization, was detected by means of immunofluorescence but could not be analysed
using cell fractionation.

The present study shows that ferulic acid affected the cellular mechanisms of colon carcino-
genesis and tumor progression in vitro solely in high concentrations. Although ferulic acid
occurs in plant-based foods in large amounts, a possible cancer protective effect is probably
not due to the single substance. The beneficial impact of a high intake of fruit and vegetables
as well as of grain and cereal products described in the literature is more likely based on the
interaction of distinct potentially anticarcinogenic or antimutagenic food ingredients.
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