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Referat und bibliographische Beschreibung 

Zielsetzung: Advanced Glycation Endproducts (AGEs) spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Entstehung degenerativer und tumoröser Erkrankungen. Die vorliegende Arbeit soll die Wir-

kung exogener AGE-reicher Nahrungsmittel (Kaffee und Brotkruste) auf die Vermehrung bzw. 

den Zelltod von WI-38-Fibroblasten untersuchen. Dabei steht die Aktivierung von Signalkaska-

den wie der Akt-Kinase (survival pathway), ERK1/2-Kinase (Zellproliferation) und p38 (stress 

pathway) im Mittelpunkt.   

 
Methoden: WI-38-Fibroblasten wurden für 10 min mit 0,3-30 mg/ml Brotkruste- und Kaffeeex-

trakt (Konzentrationsreihe) sowie für 2,5-60 min mit 10 mg/ml Brot und 1 mg/ml Kaffee (Zeit-

reihe) stimuliert. Dies erfolgte bei niedriger (subkonfluent) bzw. hoher (konfluent) Zelldichte in 

Medium mit bzw. ohne Serumzusatz. Die Aktivierung der Akt, ERK1/2 und p38 wurde mit 

Hilfe von phosphospezifischen Antikörpern mittels der Western-Blot-Technik bestimmt. Paral-

lel dazu erfolgte eine Zellzahlbestimmung am Zellzähler. 

 
Ergebnisse: Brotkruste- und Kaffeeextrakt stimulieren konzentrations- und zeitabhängig die 

Akt-, p38 MAP- und ERK1/2 MAP-Kinasen. Hohe Konzentration und lange Einwirkdauer füh-

ren zu hohem Zellstress (p38-Aktivierung), während niedrigere Dosen bzw. kürzere Einwirkzei-

ten eher die Akt- bzw. ERK1/2-Aktivierung bewirken. Die gefundenen Effekte sind von den 

Zellkulturbedingungen abhängig. Im mittleren Konzentrationsbereich induziert v.a. der Brotex-

trakt eine Zellproliferation, während der Kaffeeeinfluss ab einer Konzentration von 0,3 mg/ml 

zur Abnahme der Zellzahl führt. 

 
Schlussfolgerung: Die analysierten AGEs bewirken in mittleren Dosen und bei mittleren Inku-

bationszeiten eine Zellproliferation von WI-38 in Kultur. Längere Inkubationszeiten bei höheren 

Dosen sind zytotoxisch, wobei Kaffee eine stärkere zytotoxische Potenz als Brotkruste hat. Ein 

niedriger Phospho-p38/Phospho-Akt-Quotient bzw. ein niedriger Phospho-p38/Phospho-

ERK1/2-Quotient korrelieren mit Zellproliferation und könnten so evtl. als Proliferationsmarker 

z.B. von Bindegewebstumoren Auskunft geben. Unterschiedliche Zellzuchtbedingungen müs-

sen bei der Interpretation von Versuchsergebnissen stärkere Berücksichtigung finden.  
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1 Einleitung 

 

1.1 Advanced Glycation Endproducts 

 

„Advanced Glycation Endproducts“ (AGEs) entstehen im Stoffwechsel durch eine nicht-

enzymatische Reaktion von reduzierenden Zuckern mit Proteinen oder Aminosäuren. Diese Stoff-

wechselendprodukte lagern sich im Laufe des Alterns im Gewebe ab und beschleunigen degenera-

tiv-entzündliche und proliferative Prozesse. Im medizinischen Bereich spielen AGEs eine zentrale 

Rolle bei der Entstehung von diabetischen Komplikationen wie Mikro- und Makroangiopathien, 

Nephropathien und Neuropathien. Sie kommen aber auch u.a. als Aroma- und Geschmackstoff-

komponenten in Lebensmitteln vor. In dieser Arbeit soll die Wirkung von exogenen AGEs auf 

intrazelluläre Signalkaskaden in humanen Lungenfibroblasten unter verschiedenen Zellzuchtbedin-

gungen untersucht werden. 

 

1.1.1 Entstehung und Vorkommen von AGEs  

 

Louis Camille Maillard beschrieb im Jahr 1912 erstmals die Entstehung eines braungefärbten und 

aromatisch riechenden Gemisches, welches bei mehrstündiger Erhitzung einer Verbindung von 

Zuckern und Aminosäuren bei 100 °C entsteht. Diese chemische Reaktion, die ohne eine enzymati-

sche Katalyse abläuft, wurde nach ihrem Entdecker als „Maillard-Reaktion“ bezeichnet. Im Engli-

schen wird der Begriff „glycation“ verwendet, der nicht mit der enzymatischen Glykosilierung 

gleichgesetzt werden darf. Im Deutschen benutzt man außerdem die Begriffe „nichtenzymatische 

Glykosilierung“ oder „Glykierung“. Die durch Dehydrierungs- und Oxidationsreaktionen entste-

henden Verbindungen werden bei „in vitro“-Entstehung vor allem als „Maillard-Verbindungen“ 

(MRPs) aber auch als „Advanced Glycation Endproducts“ bezeichnet [1]. Die letztere Bezeichnung 

hat sich für die „in vivo“ entstandenen Verbindungen durchgesetzt. Die Maillard-Reaktion ist für 

alle Zucker beschrieben worden, die eine freie Carbonylgruppe aufweisen. Glukose ist hierbei die 

am wenigsten reaktive Verbindung [2]. Fruktose, Fruktose-3-Phosphat, intrazelluläre Zucker und 

Zuckerfragmentierungsprodukte, wie z.B. Dihydroxyacetonphosphat, Glycerinaldehydphosphat, 

Deoxyglucoson, Glyoxal und Methylglyoxal, die bei oxidativem Stress im Körper gebildet werden, 

sind besonders reaktiv [3]. 

Im ersten Schritt der AGE-Bildung erfolgt die Addition eines Zuckermoleküls oder eines Zucker-

metaboliten an eine Aminosäure oder ein Protein. Die Reaktion findet über eine reaktive 

Carbonylgruppe des Zuckers mit einer primären Aminogruppe statt, z.B. die ε-Aminogruppe des 

Lysins. Als Folge bildet sich eine Schiff`sche Base, die sich in einem weiteren Reaktionsschritt 

zum Amadoriprodukt umlagert. In der weiteren Reaktionskette entstehen über Kondensation, De-
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hydrierung und Oxidation proteingebundene, z.T. auch farbige, heterozyklische Ringverbindungen 

mit einem charakteristischen Fluoreszenzspektrum (s. Abb. 1).  

 

 

 

Abbildung 1: Entstehung von Advanced Glycation Endproducts (aus: Ahmad MS, Ahmad N: An-

tiglycation properties of aged garlic extract: possible role in prevention of diabetic complications. J 

Nutr.  136 (2006) 796S-799S) 

 

In vielen protein- und kohlenhydratreichen Lebensmitteln, wie z.B. Brotkruste, Backwaren, gebra-

tenem Fleisch und Fisch, frittierten oder gebratenen Kartoffeln, Cola, Bier und Kaffee entstehen 

abhängig vom Herstellungsverfahren eine Vielzahl AGE-haltiger Verbindungen durch die 

Maillard-Reaktion [2]. Es ist bekannt, dass über die Nahrung aufgenommene AGEs zu erheblichen 

Prozentsätzen resorbiert werden können. So sind experimentell für Fructosyllysin Aufnahmeraten 

zwischen 60 und 80 % nachgewiesen worden. Ähnliche Aufnahmeraten wurden mit 14C-markierten 

MRPs gezeigt, die zu unspezifischer AGE-Bildung führten [4]. In Studien mit radioaktiv markier-

ten AGEs/MRPs konnte dargestellt werden, dass zwischen 5 und 30 % dieser Verbindungen über 

den Darm absorbiert werden und mit der Blutzirkulation in den ganzen Körper gelangen [5,6]. Die 

bekanntesten in Lebensmitteln nachgewiesenen Produkte sind Carboxymethyllysin (CML) [7], 

Oxalsäuremonolysinylamid (OMA) [8] und Pentosidin [9].  

AGEs entstehen nicht nur bei der Verarbeitung von Lebensmitteln, sondern auch endogen durch 

nichtenzymatische Glykierung im menschlichen Körper. Äquivalente Verbindungen im menschli-
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chen Organismus sind Substanzen wie CML [7], OMA [8], Imidazolium Cross Links [9] und 

Glucosepane [10]. Als Kohlenhydratkomponenten wirken hier v.a. Glucose, Fructose, Glyoxal und 

Methylglyoxal. Mit zunehmendem Alter lagern sich AGEs vermehrt im Organismus ab.  

 

1.1.2 Medizinische Bedeutung der AGEs  

 

Generell ist die AGE-Bildung im menschlichen Organismus ein normaler Vorgang. Insbesondere 

kommt es im Verlauf des Alterns zu einer vermehrten AGE-Ablagerung bei Proteinen mit langsa-

men Turnover. Dazu findet sich ein vermehrter Nachweis von AGEs in Geweben von Menschen 

mit alterstypischen Krankheitsbildern, wie z.B. Diabetes mellitus oder Morbus Alzheimer. In die-

sem Zusammenhang wurden diese Modifikationen auch als Biomarker des Alterns interpretiert 

[11]. Der vermehrten Anreicherung liegen zwei Pathomechanismen zu Grunde: erhöhter oxidativer 

Stress durch gesteigerte Glukosekonzentration [12] oder eine verminderte Ausscheidung von AGEs 

aufgrund einer Nierenfunktionsstörung [13]. Wie bereits erwähnt, kann die vermehrte Bildung von 

AGEs zu verschiedenen Komplikationen führen, wie z.B. Mikro- und Makroangiopathien, 

Nephropathien oder Retinopathien. Von diesen Glykierungsprozessen betroffen sind v.a. „langlebi-

ge“ Proteine, wie Amyloide, Kollagen in Bindegewebsstrukturen der extrazellulären Matrix (z.B. 

Knorpel, Knochen, Sehnen und Haut) und das Augenkristallin [14, 15, 16]. Im Gelenkknorpel führt 

eine Anreicherung von AGEs zu vermehrter Steifigkeit des Gewebes und macht es so für mechani-

sche Schädigung empfänglicher [16, 17]. Bei Morbus Alzheimer lassen sich AGEs vermehrt in 

senilen Plaques nachweisen. Deren Glykierung führt zu einer Aggregation der Plaques in vitro und 

spielt wahrscheinlich bei der Progression der Erkrankung eine erhebliche Rolle [18, 19].  

Des Weiteren werden die nichtenzymatisch entstandenen Glykierungsprodukte als Modulatoren für 

Apoptoseprozesse diskutiert. In diesem Zusammenhang scheinen sie auch bei der Entstehung ma-

ligner Tumore bedeutsam zu sein. Der Wirkungsmechanismus ist noch nicht im Detail geklärt, 

jedoch gilt als sicher, dass AGEs auch über bestimmte Rezeptoren (s. Kap. 1.2) wirken. 

Rezeptorvermittelte sowie proteinvernetzende Reaktionen spielen darüber hinaus bei der Entzün-

dungsentstehung eine wichtige Rolle. Anhand diabetischer  Mausmodelle konnte gezeigt werden, 

dass AGE-reiche Testnahrungen einen erhöhten Spiegel an AGEs im Serum und in Nieren der Tie-

re zur Folge hatten, was zu einer Hochregulation von pro-inflammatorischen Markern wie TGF-β 

und Laminin-B1 führt und mit einer erhöhten Mortalität durch eine Beschleunigung einer diabeti-

schen Nephropatie einhergeht [20]. Makrophagen und Mikrogliazellen exprimieren unter AGE-

Einfluss pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-α und radikalinduzierende Enzy-

me (iNOS) [2, 21, 22, 23]. Ein Vergleich diätisch mit AGEs behandelter Mäuse und einer Kont-

rollgruppe konnte in einer weiteren Studie zeigen, dass erhöhte AGE-Spiegel in der Nahrung zu 

einem erhöhten Plasmainsulinspiegel, einem erhöhten Körpergewicht bei gleicher Nahrungsauf-

nahme und zu schlechteren Ergebnissen im Glucose-Toleranztest führten [24]. Hofman et al (2002) 
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belegten in derselben Studie, dass die diätetisch behandelten Mäuse einen erniedrigten HDL-

Cholesterinspiegel hatten. Am menschlichen Organismus konnte gezeigt werden, dass gut einge-

stellte Diabetespatienten, die eine AGE-reiche Kost erhalten hatten, im Vergleich zu AGE-arm 

ernährten Probanden nach sechs Wochen signifikant erhöhte Entzündungsparameter wie TNF-α, 

VCAM-1 und CRP (C-reaktives Protein) im Serum aufwiesen [6]. Versuche mit jungen männli-

chen Wistar-Ratten erbrachten nach zweiwöchiger AGE-reicher Ernährung mit Extrakten aus Brot-

kruste und Kaffeepulver erhöhte AGE-Level im Lungengewebe der Tiere [25]. 

 

1.2 AGE-bindende Rezeptoren 

 

AGEs können nach Bindung an spezifische Rezeptoren eine Reihe bekannter 

Signaltransduktionswege aktivieren (JAK/STAT, Ras, ERK, p38). Über nachfolgende Transkripti-

onsfaktoren wie NFκB und AP-1 können zelltypabhängig bestimmte zelluläre Gene aktiviert wer-

den. Einige dieser Gene sind den Wachstumsfaktoren zuzuordnen (z.B. VEGF, PDGF, TGF-β). 

Neben dem Superperoxid/NFκB-Weg werden über Phosphorylierungskaskaden (Serin-

/Threoninkaskaden) noch weitere Signalwege aktiviert [2, 21, 22, 23].  Exemplarisch sollen im 

Folgenden zwei Rezeptoren detaillierter beschrieben werden, für die ein Zusammenhang mit der in 

dieser Arbeit untersuchten MAP-Kinasenaktivierung bekannt ist. 

 

1.2.1 Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) 

Der am besten charakterisierte Rezeptor ist RAGE. Er wurde zunächst in Rinderlungen nachgewie-

sen [26]. Seine Expression findet man auf verschiedenen Zelltypen wie u.a. Endothelzellen, glatter 

Muskulatur, Makrophagen, Mesangiumzellen, Blutplättchen und Lungenfibroblasten [27]. RAGE 

gehört zur Familie der Immunoglobuline und besteht aus einer intrazellulären Domäne, einer 

transmembranösen Domäne und einer extrazellulären Domäne, welche als Ligandenbindungsstelle 

dient. Die extrazelluläre Domäne beinhaltet drei immunoglobulinähnliche Regionen: eine V-Typ-

Domäne gefolgt von zwei C-Typ-Domänen (benannt C und C`). Als Hauptligandenbindungsstelle 

dient die V-Domäne. Die Funktion der C- und C´-Regionen besteht nach Kislinger et al. (1999) 

wahrscheinlich darin, die V-Domäne zu stabilisieren [28]. RAGE enthält außerdem eine einzelne 

transmembranöse Domäne und einen zytosolischen Schwanz, der aus 43 Aminosäuren besteht. Die 

intrazelluläre Domäne hat keine bekannten Erkennungssequenzen bzw. Signalmotive, ist aber 

wichtig für die RAGE-abhängige Zellaktivierung. Eine experimentell hergestellte Form des RAGE 

ohne den zytosolischen Schwanz bindet zwar die Liganden entsprechend der Wildtypform, hat aber 

keine intrazelluläre Signalaktivierung zur Folge [29]. 

RAGE ist ein Multiligandenrezeptor. Im Unterschied zu den nachfolgend beschriebenen 

Scavenger-Rezeptoren kommt es aber nach Bindung eines AGEs nicht zu einer Endozytose des 

Liganden, sondern zu einer Aktivierung bestimmter intrazellulärer Signalkaskaden. Als Liganden 
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wurde z.B. Carboxymethyllysin (CML) charakterisiert [28], das dem Rezeptor allerdings zusam-

men mit einem Protein oder Polypeptid präsentiert werden muss, um von ihm erkannt zu werden.  

Über Ligandenbildung kommt es normalerweise zur Aktivierung des NF-κB-Weges, welcher wie-

derum proinflammatorische Gene aktiviert. NF-κB kann aber auch selbst RAGE aktivieren. Unter 

Bedingungen wo viele RAGE-Liganden vorhanden sind (z.B. Diabetes mellitus, Artherosklerose 

oder Amyloid-β-Protein bei Morbus Alzheimer) etabliert sich, im Gegensatz zu anderen AGE-

Rezeptoren, eine positive Rückkopplung mit der Folge einer chronischen Entzündungsreaktion [30, 

31, 32].  

 

1.2.2 Scavenger-Rezeptor  

 

Neben RAGE haben einige AGEs auch eine Affinität zum Scavenger-Rezeptor der Makrophagen 

[33]. Dieser Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Artherosklerose, was ver-

mutlich mit der über ihn vermittelten Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen zu tun 

hat. Neben wichtigen Liganden wie LDL und HDL können auch AGE-modifizierte Proteine an 

Mitglieder der Scavenger-Rezeptor-Familie binden. Zu nennen sind SR-A, CD36, SR-BI und 

LOX-1 [34]. Für AGEs konnte nachgewiesen werden, dass SR-A einer der Hauptrezeptoren bei der 

endozytotischen Aufnahme von AGE-Liganden in der Peripherie artherosklerotischer Läsionen ist 

[33]. Cholesterin führt, über den SR-A vermittelt, zu einer Aktivierung der in dieser Arbeit unter-

suchten und in Kap. 1.3.3 beschriebenen Stresskinase p38. In der Folge einer solchen Aktivierung 

lässt sich eine Apoptose der Makrophagen nachweisen [35].  

 

1.3 MAP-Kinasen-vermittelte Signaltransduktion 

 

Es ist bekannt, dass AGEs dosis- und zeitabhängig zu einer Aktivierung von MAP-Kinasen führen 

können. „In vivo“ kommt es dabei zur Aktivierung und Triggerung von zellulären Signalkaskaden, 

die eng mit Entzündungsreaktionen, zellulärer Proliferation, Tumorwachstum und Metastasierung 

verknüpft sind [36, 37, 38, 39]. 

 

1.3.1 Mehrstufiger Prozess der MAP-Kinasenaktivierung  

 

Alle MAP-Kinasen-Wege werden über einen zentralen dreistufigen Prozess durch Phosphorylie-

rung aktiviert, wobei typischerweise hierarchisch angeordnete Proteinkinasen wirken (Abb.2): 

MAPKKKs (auch bezeichnet als MEKKs oder MKKKs), MAPKKs (auch bezeichnet als MEKs 

oder MKKs) und MAPKs. In der Folge regulieren die aktivierten MAP-Kinasen über weitere 

Phosphorylierungsschritte die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren oder weiterer Kinasen. Da-

bei werden die MAP-Kinasen über eine Phosphorylierung von Tyrosin (Tyr)- und Threonin (Thr)-
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Resten innerhalb eines Thr-X-Tyr-Motivs in der Aktivierungsschleife der Kinasen-Subdomäne 

VIII aktiviert. MAPKKs wiederum werden über eine Seronin/Threonin-Phosphorylierung aktiviert, 

ebenfalls innerhalb eines bestimmten Motivs der Kinasen-Domäne-Subdomäne VIII [40, 41, 42, 

43].  

Die MAP-Kinasen weisen untereinander homologe Strukturen und ähnliche biologische Eigen-

schaften auf. 
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Abbildung 2: Aktivierungskaskade der MAP- Kinasen 

 

1.3.2 AGE-abhängige Aktivierung der MAP-Kinasen  

 

An der menschlichen Adenocarcinomzelllinie Caco-2 wurde nachgewiesen, dass Casein-Nє-

(Carboxymethyl)lysin (Casein-CML) in Abhängigkeit von Zeit und Dosis zu einer Aktivierung der 

ERK1/2-MAP-Kinase führt [44]. An der gleichen Zelllinie konnte die dosis- und zeitabhängige 

Aktivierung der ERK1/2-MAP-Kinase durch geröstete Nahrungsmittel wie Brotkruste und Kaffee-

extrakt belegt werden [45].   

Die MAP-Kinasen gehören zu den am besten untersuchten Regulationsmechanismen 

eukaryotischer Zellen, wobei verschiedene MAP-Kinasen-Kaskaden an der Regulation der Emb-

ryogenese, der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und der Apoptose beteiligt sind. Die MAP-

Kinasen der Säugetiere können durch eine große Bandbreite verschiedener Stimuli, aber auch über 
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verschiedene Rezeptorfamilien aktiviert werden. Hierzu gehören Hormone, die über 

Thyrosinkinase-Rezeptoren wirken, wie das Insulin oder auch Wachstumsfaktoren, wie der Epi-

dermal Growth Factor (EGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor 

(FGF), aber auch die über RAGE vermittelte Aktivierung durch AGEs. Des Weiteren können 

MAP-Kinasen auch über G-Proteine aktiviert werden (z.B. nach Stimulation mit Endothelin oder 

Angiotensin II). Entzündungszytokine der Tumor-Nekrose-Faktor-Familie (TNF) oder Zellstress, 

wie osmotischer Schock und ionisierende Strahlung, führen ebenfalls zu einer Aktivierung der 

MAP-Kinasen. Diese sind mitverantwortlich für die Aktivierung der Gentranskriptionen und Prote-

insynthese und somit für nachfolgende physiologische Antworten wie Induktion des Zellzyklus, der 

Apoptose oder Zelldifferenzierung. In Säugern sind drei wichtige MAP-Kinasengruppen identifi-

ziert worden: p38, „Extracellular Regulated Kinases“ (ERKs) und die c-Jun-N-terminalen-Kinasen 

(JNKs), von denen in dieser Arbeit die ersten beiden untersucht werden. 

 

1.3.3  p38 MAPK 

 

Die p38 MAPK ist eine stressaktivierte, in Säugetieren vorkommende MAP-Kinasenfamilie. Ur-

sprünglich wurde p38 als ein 38 kDA großes Polypeptid charakterisiert, welches auf osmotischen 

Zellschock reagiert [46]. Die p38 wird „in vivo“ stark durch Umweltstress und inflammatorische 

Zytokine aktiviert. Bekannt sind vier Untergruppen (p38α, p38β, p38γ und p38δ). Die Aktivierung 

dieser MAP-Kinase führt über eine Aktivierung der MAPKAP-Kinase-2 („MAPK-activated prote-

in kinase-activated protein kinase-2“) und der MAPKAP-Kinase-3, zwei strukturell und funktionell 

ähnlichen Proteinkinasen, zur Phosphorylierung und Aktivierung eines 27 kDA großen 

Hitzeschockproteins (HSP27), wodurch unter Zellstress auch antiapoptotische Mechanismen grei-

fen. Die p38 wird neben Umweltstress (UV-Strahlung, etc.) auch durch inflammatorische Reizung 

(z.B. Interleukin-1), Insulin und Wachstumsfaktoren, wie Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor (GM-CSF), Fibroblast Growth Factor (FGF) und Erythropoetin aktiviert [47]. 

Eine Aktivierung der Kinase kann also als Marker für Zellstress gelten. Eine experimentelle Hem-

mung der p38 gelang mittels der sog. „zytokine-suppressive anti-inflammatory drugs“ (CSAIDs), 

wie das SB203580. Jedoch konnten bisher lediglich die α- und β-Isoformen gehemmt werden, was 

eine signifikante Reduktion der Anzahl der Entzündungsmediatoren in Zellkulturen zur Folge hatte 

[48]. Anhand von Experimenten mit FS-4-Fibroblasten und Granulazellen des Kleinhirns, bei de-

nen eine induzierte Apoptose mittels des spezifischen p38-Blockers SB203580 gehemmt werden 

konnte, wird die Bedeutung der p38-Kinase für den programmierten Zelltod deutlich [47, 49]. 

Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass von der p38-Signalkaskade nicht nur apoptotische 

Signale ausgehen. Die kardioprotektive Wirkung endogener und exogener Cannabinoide über 

Cannabinoidrezeptoren (CB2-Rezeptor) scheint auch über den p38-Signalweg gesteuert zu werden 

[50]. Die p38-MAP-Kinase könnte in Zukunft ein neues pharmakologisches Ziel bieten, um chroni-
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sche Entzündungsprozesse zu therapieren, wie dies bereits für die entzündliche Osteolyse propa-

giert worden ist [51]. 

 

1.3.4 Extrazelluläre, regulierende Kinasen (ERKs) 

 

Diese ERK-Familie besteht aus sechs verschiedenen Kinasensubtypen. Die in dieser Arbeit unter-

suchten ERK1 und ERK2 (44 und 42 kDA groß) stimmen zu 83 % in ihrer Aminosäuresequenz 

überein. Eine Phosphorylierung führt zu einer Aktivierung von verschiedenen zytoplasmatischen 

Substraten. Einige dieser zytoplasmatischen Substrate wie z.B. die ribosomale S6-Kinase (RSK) 

translozieren anschließend in den Zellkern und führen so zu einer Translation und Transkription 

von für das Zellwachstum wichtiger mRNA. Es gibt aber auch eine direkte Translokation der 

ERK1/2 selbst in den Zellkern. Dort kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung von Trans-

kriptionsfaktoren, die das Zellwachstum aktivieren und einer Apoptose entgegen wirken [52, 53]. 

Neben dem Zellwachstum sind die ERK1/2 auch an der Zelldifferenzierung beteiligt [54]. Eine 

kurz andauernde Aktivierung von ERK führt zu einer die Proliferation steigernden Reaktion, eine 

längere Aktivierung eher zu einer Zelldifferenzierung von HL-60-Zellen [55]. Die ERK1/2 werden 

nach Bindung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren an Membranrezeptoren aktiviert, jedoch 

können auch eine Depolarisierung der Zellmembran und/oder ein Calciumeinstrom ihre Aktivie-

rung bewirken. Eine Aktivierung der ERK1/2 scheint in neuronalen und renalen Epithelien aller-

dings auch mit einer vermehrten Apoptoserate einherzugehen. Eine erhöhte ERK1/2-

Phosphorylierung konnte hier durch oxidativen Stress, Giftstoffe und einer Hemmung von 

Wachstumfaktoren provoziert werden, während eine gezielte Hemmung der ERK-Kinasen-

Kaskade eine Blockade der Apoptose zur Folge hatte [56]. Auch mechanische Gewebereize können 

zu einer MAP-Kinasenaktivierung führen. Eine zyklische mechanische Belastung von 

Herzfibroblasten führt z.B. zu einer Aktivierung der ERK1/2 und der p38. Es konnte gezeigt wer-

den, dass eine Hemmung der ERK1/2 die durch mechanische Reize induzierte Expression von Pro-

kollagen-α1 hemmt, während eine experimentelle Hemmung der p38-Aktivierung zur Steigerung 

der Expression führt [57].  

Bei der malignen Zellproliferation spielt die gesamte zur Aktivierung von ERK führende Kaskade 

(Ras/Raf/MEK/ERK) eine Rolle. Bei 30 % aller Tumorleiden ist dieser verschiedene Proto-

Onkogene enthaltende Stoffwechselweg gestört [52]. In der Krebstherapie werden bereits Substan-

zen getestet, welche die ERK-Aktivierung hemmen und dadurch eine unkontrollierte Zellprolifera-

tion einschränken können. 

An Nierentubulizellen wurde gezeigt, dass AGEs die p42 MAP-Kinase ERK2 aktivieren und nach-

folgend der Transkriptionsfaktor AP-1 exprimiert wird [58], welcher zur Aktivitätsveränderung 

bestimmter Gene führt. 
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1.4 Akt oder Proteinkinase B (PKB) 

 

Eine weitere in dieser Arbeit untersuchte Kinase ist die Akt- oder auch als Proteinkinase B bekann-

te PKB, welcher eine zentrale Bedeutung für die Signaltransduktion des Zellüberlebens zuge-

schrieben wird [59, 60]. Bisher wurden drei Isoformen isoliert (Akt1, Akt2 und Akt3) [61]. Jede 

Isoform besteht aus einem Aminoende mit einer sog. „pleckstrin-homology“ (PH)-Domäne, einer 

Kinasedomäne und einer regulatorischen Domäne am Carboxyende. Das Protein hat eine Größe 

von 57 kDA. 

Eine schnelle Aktivierung der Akt kann durch Reize wie Insulin und verschiedene Wachstumsfak-

toren erzielt werden. Die Aktivierung läuft über einen Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-

abhängigen Weg. Ein Stimulus führt PI3K-abhängig zur Bildung von 3-Phosphoinositiden 

(PtdIns(3,4)P2 und PtdIns(3,4,5)P3), welche an die PH-Domäne der Akt-Kinase binden. Man ver-

mutet in der Folge eine Konformationsänderung in der Kinasenstruktur. In einem zweiten Schritt 

findet eine Translokation vom Zytosol zur Plasmamembran statt, wo eine Kinasenaktivierung 

durch Phosphorylierung erfolgt [62]. Es ist unklar, wie die Akt-Kinase zur Zellmembran gelangt, 

allerdings scheint hierfür ein intaktes Aktin-Zytoskelett notwendig zu sein [63]. Eine Phosphorylie-

rung der Akt kann an zwei regulierenden Strukturen erfolgen, die in der Kinase-Domäne (Thr308 für 

die Akt1 nachgewiesen) bzw. in der C-terminalen Regulationsdomäne (Ser473, ebenfalls für die 

Akt1 nachgewiesen) liegen. Für die Phosphorylierung der ersteren konnte man die 

Phosphatidylinositol-3-abhängige Kinase (PDK1) identifizieren. Die Phosphorylierung am C-

terminalen Bereich konnte bisher nicht aufgeklärt werden. Nach Aktivierung der Akt-Kinase ge-

langt diese wieder in das Zytosol und phosphoryliert/aktiviert eine Reihe von Zielproteinen [64].  

Es ist erwiesen, dass die Akt bei einer Reihe von Zelltypen antiapoptotisch wirkt. In der Skelett-

muskulatur und bei Adipozyten scheint der Akt-Kinase eine entscheidende Mediatorrolle bei der 

durch Insulin regulierten Glucoseverwertung zuzukommen [63]. Der Akt-Signalweg spielt außer-

dem eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Herzwachstums und der Angiogenese der 

Koronarien [65]. 

In experimentellen Studien hat man die phosphorylierte Form der Akt-Kinase als Marker zur Vor-

hersage für das Outcome bestimmter Krebsarten untersucht. Bei Prostatakarzinompatienten kann 

eine Zunahme der aktivierten Form der Kinase als Marker für ein schlechtes Outcome interpretiert 

werden [66]. Eine Korrelation zwischen der Akt-Aktivierung und Akt-Lokalisation mit dem inva-

siven Wachstum und der Onkogenexpression wurde in einer anderen Studie für das Schilddrüsen-

karzinom belegt [67]. Darüber hinaus scheint die Aktivierung der Akt-Kinase eine wichtige Rolle 

im Fortschreiten des papillären und auch des follikulären Schilddrüsenkarzinoms zu spielen [68]. 
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1.5 Zellzyklus und Apoptose 

Für das weitere Verständnis dieser Arbeit ist der Einfluss verschiedener Zellzuchtbedingungen auf 

Zellkulturen von Bedeutung. Allgemein induziert ein serumhaltiges Kulturmedium ein Fortschrei-

ten des Zellzyklus und damit eine Vermehrung von Zellen, während unter Serumentzug (Hunger-

bedingung) die Proliferation der Zellen eingestellt wird und in manchen Fällen auch der program-

mierte Zelltod bzw. Nekrose eintritt.  

 

1.5.1 Zellzyklusregulation 

 

Die Zellproliferation verläuft nach einer genauen Abfolge von Prozessen, die als Zellzyklus be-

zeichnet werden [69]. Man unterteilt die Phasen der DNA-Replikation (S-Phase) und der Mitose 

(M-Phase), die durch Zwischenphasen (Gap-Phasen = G-Phasen) voneinander getrennt werden. 

Eine sich proliferierende Zelle durchläuft somit den Zyklus in der Reihenfolge G1-S-G2-M. Am 

Übergang der G-Phasen liegen wichtige Kontrollpunkte, wobei der Zellzyklus nur fortgesetzt wird, 

wenn vorherige zelluläre Prozesse ordnungsgemäß beendet wurden. Eine ruhende, sich nicht tei-

lende Zelle befindet sich in der G0-Phase, einem Status der minimalen mRNA und Proteinsynthese 

[70]. Durch extrazelluläre Aktivatoren (wie z.B. im FCS vorhandene Wachstumsfaktoren) kommt 

es nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor innerhalb von sechs Stunden zur Exprimierung 

von sog. „Immediate Early Response Genes“ [71]. Zu dieser Gruppe der Proto-Onkogen-Proteine 

zählen c-fos, c-myc und c-jun, denen allen eine wichtige Funktion im Fortschreiten der G1-Phase 

zugeschrieben wird. C-fos und c-jun bilden Heterodimere (=AP1), welche an der AP-1-Seite von 

DNA-Sequenzen binden und hier als Transkriptionsfaktoren wirken [72, 73]. Für ein weiteres Fort-

schreiten des Zellzyklus benötigen die Zellen eine zweite Gruppe von Wachstumsfaktoren, die sog. 

Progressionsfaktoren, von denen IGF-1, EGF, FGF und TGF-β von Bedeutung sind [74]. In der G1-

Phase bereiten sich die Zellen auf die S-Phase vor. Zwischen S- und M-Phase liegt die G2-Phase, in 

der für die Zellteilung notwendige m-RNAs und Proteine synthetisiert werden. 

 

1.5.2 Regulationsmechanismen des Zellzyklus 

 

Der Zellzyklus kann an zwei sog. Checkpoints reguliert werden, die an den Übergängen G1-S bzw. 

S-G2 intra- und extrazelluläre Bedingungen prüfen. Hier wird er auf unvollständige Replikation, 

fehlerhafte DNA oder mangelhafte Zellumgebung hin unterbrochen [75]. Die Regulation im Zell-

zyklus erfolgt durch eine Phosphorylierungskaskade cyclinabhängiger Kinasen (CDKs) an regulie-

renden Proteinen, die DNA-Replikation, Mitose und Zytokinese initiieren. Die Cycline wiederum 

sind regulatorische Proteine, die die Kinasen an ihren Wirkungsort geleiten. Eine negative Regula-

tion des Zellzyklus wird unter anderem durch inhibitorische Proteine (CKI) verursacht, die in der 

G1-Phase an Cyclin/CDK-Komplexe binden und diese inhibieren [76]. Neben den genannten Fak-
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toren wirken eine Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren und regulatorischer Proteine auf den Zell-

zyklus ein, deren Aufzählung in diesem Kontext zu weit führen würde. 

 

1.5.3 Apoptose - der programmierte Zelltod 

 

Apoptose wird intrazellulär durch sog. Caspasen (Proteasen) gesteuert, deren Aufgabe darin be-

steht, Zellstrukturen durch Proteolyse zu zerstören (z.B. die Lamina des Nukleus) oder andere regu-

latorische Proteine durch Proteinspaltung zu aktivieren.  

Der extrinsische Weg wird nach Bindung so genannter Todesliganden (z.B. TNF-α, FasL) durch 

rezeptorvermittelte Aktivierung eines „death-inducing signalling complex“ (DISC) eingeleitet. 

Nach mehreren Zwischenschritten unter Einbeziehung von Caspase 8 vermitteln proapoptotische 

Proteine der Bcl-2-Familie (z.B. Bak und Bax) die Freisetzung von Proteinen wie Cytochrom c aus 

dem Kompartiment zwischen innerer und äußerer Mitochondrienmembran und triggern so die 

Apoptose.  

Intrinsisch stört die Freisetzung von Ca2+ die Funktion des Endoplasmatischen Reticulums, akti-

viert Bak und Bax, Caspase 9 und 12 und setzt weiteres Ca2+ frei. Caspase 9 ist über weitere 

Caspasen (3 und 7) an Proteinabbau, DNA-Fragmentierung und Translokation von 

Phosphatidylserin zur Kennzeichnung der apoptotischen Zellen für Makrophagen beteiligt. 

Mitochondrial lösen Sauerstoffradikale, NO, Ca2+ und Fettsäuren unter Vermittlung von Bak und 

Bax die Freisetzung von Cytochrom C aus dem äußeren Mitochondrienkompartiment aus. Über 

Zwischenschritte werden wieder Caspase 3 und 7 aktiviert. 

Histologisch kommt es zur Zellschrumpfung: Zellmembran und Organellen bleiben weitestgehend 

intakt, die DNA kondensiert und bricht auseinander. Es entstehen letztendlich apoptotische Körper, 

die phagozytiert werden können. 

Über die Hemmung von Caspasen und Procaspasen greifen Proteine der IAP-Familie („inhibitors 

of apoptosis“) regulierend in den programmierten Zelltod ein [64, 77].  

 

1.5.4 Das Verhalten von WI-38-Fibroblasten in Zellkultur 

 

Da für die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche humane embryonale Lungenfibroblasten der 

Zelllinie WI-38 verwendet wurden, erfolgt nun die Darstellung bekannter Eigenschaften dieser 

Zellen in Kultur.  

WI-38-Fibroblasten wurden ursprünglich von Leonard Hayflick aus dem drei Monate alten Lun-

gengewebe eines weiblichen Embryos isoliert. Kennzeichnend für diese Zellen ist eine endliche 

Lebenszeit in vitro (50 ± 10 Populationen). Sie sind nicht transformiert und haben einen diploiden 

Karyotyp. Etwa ab der 50. Populationsverdopplung kommt es zur Unfähigkeit, die S-Phase des 

Zellzyklus zu durchlaufen, was als Altern (replikative Seneszenz) bezeichnet wird. Charakteristisch 
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ist hierfür ein Anstieg der Zellgröße. WI-38-Zellen wachsen adhärent und nicht in Suspension [78, 

79]. 

Faßhauer (1998) zeigt in seiner Dissertationsschrift, dass WI-38-Fibroblasten unter Serummangel 

in G0 arretieren und nach anschließender Serumzugabe wieder in den Zellzyklus eintreten [80]. Um 

eine ruhende Zelle wieder zur Proliferation anzuregen, sind, wie oben beschrieben, 

Signaltransduktionswege notwendig, welche eine Verbindung extrazellulärer Signale mit dem Zell-

zyklus vermitteln [81]. WI-38-Fibroblasten wachsen „anchorage dependent“ [78, 79], d.h. dass 

diese Zellen für ein proliferatives Wachstum in Kultur die Anheftung an ein geeignetes Substrat 

benötigen (z.B. Zellkulturschale). Dieser Vorgang ist reversibel wenn die Anheftung an eine Kul-

turschale und damit die Proliferation unterbrochen wurde. Wird den vitalen Fibroblasten die An-

heftung an ein geeignetes Substrat ermöglicht, kommt es zum Wiedereintritt in den Zellzyklus [82].  
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2  Zielstellung  

 

Bisher ist wenig bekannt, welchen Anteil exogene AGEs aus der Nahrung auf Altersveränderungen 

des Menschen haben. Da die Fibrose eine wichtige Altersveränderung ist, war es das Ziel der Dis-

sertation, die Aktivierung von Modellfibroblasten (WI-38) durch Glykierungsendprodukten aus 

Lebensmitteln genauer zu analysieren. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte daher zunächst der Ein-

fluss solcher AGEs auf die Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden von WI-38-Fibroblasten 

untersucht werden, die eine Bedeutung für das Zellüberleben (Akt), die Zellproliferation (ERK1/2) 

oder für die Induktion des Zellstresses (p38) haben. Diese intrazellulären Signalwege sollten dann 

durch Analysen der Zellzahl (Zellvermehrung versus Zelltod) ergänzt werden.  

Häufig kann man in der Literatur bei vergleichbarer Stimulation von Zellen mit ähnlichen Faktoren 

kontroverse Ergebnisse finden. Dabei stellt man fest, dass in bisherigen Veröffentlichungen Zell-

zuchtbedingungen wie der Nährstoffgehalt des Mediums, Konfluenz oder Subkonfluenz unzurei-

chend Beachtung finden. Vor dem Hintergrund der komplexen biochemischen Prozesse innerhalb 

der Zelle sollte in einem zweiten Teil der Arbeit der Einfluss von Zellkulturbedingungen auf die 

Ergebnisse der Zellversuche vergleichend untersucht werden. 

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden: 

 

• Haben AGE-reiche Nahrungsmittel einen zeit- und/oder konzentrationsabhängigen Effekt 

auf die Aktivierung der Akt-, ERK1/2- und p38-Kinasen in WI-38-Fibroblasten? 

• Unterscheidet sich die Kinasenaktivierbarkeit unter verschiedenen Zellkulturbedingungen 

(serumfreies vs. serumhaltiges Zellmedium, konfluentes vs. subkonfluentes Wachstum)? 

• Haben AGE-reiche Nahrungsmittel einen konzentrationsabhängigen Effekt auf die absolute 

Zellzahl? 

• Gibt es Unterschiede in der Zellreaktion bezüglich der absoluten Zellzahl unter verschie-

denen Zellkulturbedingungen (serumfreies vs. serumhaltiges Zellmedium, konfluentes vs. 

subkonfluentes Wachstum) bei Stimulation mit AGE-reichen Nahrungsmitteln?
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3 Material und Methoden 

 
Den Fragestellungen dieser Arbeit entsprechend wurden humane WI-38-Fibroblasten mit AGE-

reichen Nahrungsmitteln (Kaffee- und Brotextrakt) inkubiert und deren intrazelluläre 

Kinasenaktivierung anhand von Westernblots ausgewertet. Dabei sollten zum einen Konzentrati-

ons- und Zeitreihen durchgeführt werden und zum anderen unterschiedliche Zellkulturbedingungen 

Berücksichtigung finden. Tabelle 1 zeigt die gewählten Bedingungen und die schematische Ver-

suchsanordnung. 

 

Tabelle 1: Schematischer Aufbau der Konzentrations- und Zeitreihen 

 

 Phospho-Akt 

- Zellüberleben? - 

Phospho-ERK1/2 

-Proliferation? - 

Phospho-p38 

- Apoptose? - 

nicht konfluent ohne Serum Kaffee   Brot       Kaffee     Brot       Kaffee        Brot       

nicht konfluent mit Serum Kaffee        Brot      Kaffee    Brot  Kaffee    Brot  

konfluent ohne Serum Kaffee    Brot Kaffee       Brot Kaffee       Brot   

konfluent mit Serum Kaffee    Brot  Kaffee    Brot  Kaffee   Brot  

 

Zusätzlich sollten die Ergebnisse dieser Versuche mit der absoluten Zellzahl verglichen werden, 

um eine Aussage über den Einfluss der untersuchten Kinasen hinsichtlich eines proliferativen oder 

apoptotischen Verhaltens von WI-38-Zellen unter AGE-Einfluss zu erlangen. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden  

- 15 - 

3.1 Chemikalien 

 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien (wenn nicht anders vermerkt, wurden stets Chemikalien mit 

dem höchsten Reinheitsgrad verwendet) 

 

3-Mercaptopropionsäure HSCH 2CH 2COOH Bruno Bock, Hamburg, 

Deutschland 

Acrylamid-Bis Lsg 37,5:1,40 % C3H5NO Serva GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Albumin bovine Fraction V 

(Protease, Peroxidase, Alkaline, 

Phosphatase-free, lyophilisiert) 

 AppliChem GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Amido Black 4-Amino-5-hydroxy-3-[(4-

nitrophenyl)azo]-6-(phenylazo)-2,7-

Naphthalene disulfonylsäure, disodium 

salt 

Bio Rad, Hercules, Ca., 

USA 

APS Ammoniumsulfatase p.A. [NH4]2S2O8 Biomol GmbH GmbH, 

Hamburg, Deutschland 

Benzonase-Reinheitsgrad II  Merck KG aA, Dar-

mstadt, Deutschland  

beta-Mercaptoethanol C2H6OS Fluka, Buchs, Schweiz 

Bromphenolblau 3,3',5,5'-

Tetrabromphenolsulfonphthalein 

Bio Rad, Hercules, Ca., 

USA 

CAPS p.A. 3-(Cyclohexylamino)-

propylsulfonicacid 

[C9H19NO3S] 

Biomol GmbH, Ham-

burg, Deutschland 

DMEM Zellmedium + 4500 mg/l Glucose 

+ L-Glutamin 

+ Pyruvat 

Gibco®, Auckland, 

Neuseeland 

DMSO Dimethyl Sulfoxid [C2H6SO] Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 

Fetal Calf Serum (FCS) 10%  Hyclone, Prebioscience, 

Bonn, Deutschland 

Glycerin C3H5(OH)3 Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland 

Luminol 5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-

Phytalazinedion 

Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 
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Magic MarkerTM  Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA 

Methanol CH3OH Merck KG aA, Dar-

mstadt, Deutschland 

 

Natriumazid NaN3 Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 

Natriumchlorid NaCl AppliChem GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid NaOH Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 

Nonidet P40  AppliChem GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Page Ruler Prestained Protein 

Ladder 

 Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 

p-Coumarsäure [4-Hydroxycinnamic acid] Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 

Penicillin/Streptomycin  Gibco®, Auckland, 

Neuseeland 

Salzsäure HCl Merck KG aA, Dar-

mstadt, Deutschland 

SDS Dodecylsulfat Na-Salz 

[C12H25S.Na] 

Serva GmbH, Heidel-

berg, Deutschland 

TEMED [N,N,N`,N`-

Tetramethylethylenediamine] 

Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 

Vanadat Na3VO4 Merck KG aA, Dar-

mstadt, Deutschland 

Wasserstoffperoxid  H2O2 Sigma®, St. Louis, 

Mo., USA 
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3.2 Geräte 

 
Tabelle 3: Verwendete Geräte 

 
Bildanalyseprogramm AIDA Image Analyzer Vers. 

3.51 

Raytest, Straubenhardt, 

Deutschland 

Blotkammer Miniprotean Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Brutschrank Heracell 150 Heraeus Instruments GmbH, 

Düsseldorf, Deutschland 

Durchlichtmikroskop eclipse TS 100 Nikon, Tokio, Japan 

Elektropipette Pipet-Aid XP Drummond, Broomall, Pa., 

USA 

Geldokumentationsgerät LAS-3000 Fujifilm Intelligent 

Dark Box 

Fujifilm Europe GmbH, Düs-

seldorf, Deutschland 

Feinwaage BL 1500 S Sartorius AG, Göttingen, 

Deutschland 

Feinwaage BP 301 S Sartorius AG, Göttingen, 

Deutschland 

Gelgiesskammer  Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Magnetrührer REO Ikamag®, Staufen, Deutschland 

Nitrozellulosemembran  Schleicher und Schüll, 

Deutschland 

pH-Meter PH 537 WTW GmbH, Weilheim, 

Deutschland 

Pipette pipet lite Rainin, Oakland, Ca., USA 

Pipette Eppendorf research Eppendorf AG, Hamburg, 

 Deutschland 

Schüttler Ika KS 250 basic Ikamag®, Staufen, Deutschland 

Schüttler Polymax 1040 HeidolphKInstruments GmbH 

und Co.KG, Kelheim, Deutsch-

land 

Thermomixer Eppendorf comfort Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Ultraschallzerkleinerer Bandelin Sonopuls Bandelin, Berlin, Deutschland 
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Vortexer Genie-2 Carl-Roth, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Zellkulturschale  TPP®, Trasadingen, Schweiz 

Zelkulturschrank Heraeus, Thermo Heraeus, Langenselbold, 

Deutschland 

Zellzähler CASY cell Counter  Innovatis, Reutlingen Deutsch-

land 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau 

Zentrifugenröhrchen  TPP®, Trasadingen, Schweiz 

 

Es wurden außerdem Geräte der Standardlaborausrüstung verwendet. 

 
3.3 Zellkultur 

 
3.3.1 Zelllinie 

 

Für die vorliegenden Versuche wurden WI-38-Fibroblasten der 23.-30. Generation benutzt, so dass 

Zellalterung die Versuche nicht beeinflussen sollte. 

 

3.3.2 Zellzucht 

 

Die WI-38-Fibroblasten wurden in Alliquots von 1 ml Volumen und einer darin vorliegenden 

Zellzahl von 1 Million Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert. Das hierzu benutzte Zellmedium 

bestand je zur Hälfte aus 20 % DMSO in Zellkulturmedium und FCS. Das Auftauen erfolgte 

schnell durch sofortiges Lagern der Zelltubes in einem 37 °C warmen Wasserbad. Unter kreisenden 

Handbewegungen wurde abgewartet, bis nur noch wenig Resteis zu sehen war. Danach wurden die 

Tubes mit Ethanol desinfiziert, die kalte Zellsuspension 1:10 mit Medium verdünnt und mit einer 

Pipette resuspensiert. Anschließend erfolgte bei 400 g ein Abzentrifugieren für 5 min. Das nun 

vorliegende Zellpellet wurde in 20 ml Zellmedium resuspendiert und auf 10 cm Durchmesser gro-

ßen Kulturschalen ausgesät. Eine Kultivierung fand im Begasungsbrutschrank in einer 5 %-CO2-

Atmosphäre bei 37 °C statt. In der ersten Woche wurde der Mediumwechsel täglich durchgeführt. 

Insgesamt konnten eine „viability“ von 80-90 % nachgewiesen werden. Nach erstmaligem Errei-

chen der Konfluenz wurden die Zellen noch zweimal umgesetzt, bevor sie erstmalig für Versuche 

verwendet wurden. Zellzahlen und Viabilität der Zellen wurden mit Hilfe des CASY-

Analysegerätes ermittelt.  
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3.3.3 Kultivierung der Fibroblasten auf 24-Well-Kulturschalen 

 

Die eigentliche Kultivierung der WI-38 Zellen fand im Begasungsbrutschrank (5 % CO2, 37 °C) 

auf 24-Well-Kulturschalen statt. Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von 10 – 15.000 Zellen pro 

cm². Alle 2 Tage wurde das Medium (DMEM mit Streptomycin (100 µg/ml) und Penicillin (100 

U/ml)) gewechselt. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen 48 h mit 10 % FCS oder ohne FCS 

beim letzten Mediumwechsel der Stimulation kultiviert (s. Abb. 3). Die Versuche wurden bei einer 

mikroskopisch festgestellten Zelldichte von 60-70 % (subkonfluent) bzw. 95-100 % (konfluent) 

durchgeführt.  
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Abbildung 3:  Zellkultivierung bis zur Stimulation.  Der letzte Mediumwechsel erfolgte 48 h bei 

den konfluenten Zellen und 24 h bei den subkonfluenten Zellen vor der Stimulation (Zellzahl und 

Kultivierungsdauer sind rein hypothetisch). 

 

3.4 Stimulationsversuche von WI-38 mit Brotkruste und Kaffee auf 24-Well-Platten 

 

Stammlösungen von Extrakten aus Brotkruste (Roggen/Weizen-Mischbrot) bzw. geröstetem Kaf-

fee (Coffee arabica, Kolumbien, dekoffeiniert) wurden in Zellkulturmedium hergestellt. Die Her-

stellung des Brotkrustenextraktes orientierte sich dabei an einem Protokoll von Lindenmeier, et al. 

[83]. 1 ml Medium zum Lösen der Extrakte wurde vom Überstand der Versuchsplatten entnommen 

(s. Tab. 3.4). Nach einer 30-minütigen Erhitzung der Tubes auf 60 °C im Thermoblock unter dau-

erhafter Schüttlung wurden die Extrakte mittels Sonotrode des Ultraschallzerkleinerers bei einer 

Amplitude von 60 % für jeweils 3 min behandelt. Danach wurden die Extrakte bei 16.000 g für 5 
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min abzentrifugiert. Der Überstand wurde erneut für weitere 2 min bei 16.000 g abzentrifugiert. 

Der nun gewonnene Überstand wurde als Stammlösung A für die Stimulationsversuche verwendet 

und entsprechend weiter verdünnt (s. Kap. 3.4.1). 

 

 

3.4.1 Konzentrationsversuche 

 

• Stammlösung A: 300 mg Extrakt/1 ml Medium  

• Stammlösung B: 10 µl der Stammlösung A verdünnt mit 90 µl des von den 24-Well-

Platten abgenommenen Mediums   

• Stammlösung C: 10 µl der Stammlösung B verdünnt mit 90 µl des von den 24-Well-

Platten abgenommenen Mediums   

 
Vor den Stimulationen wurden die Stammlösungen zur pH-Einstellung für 2 h im Brutschrank 

inkubiert. Auf den Wells befand sich jeweils 1 ml Zellmedium vor Versuchsbeginn. Für die Ein-

stellung der Konzentrationen wurden von den Wells entsprechende Mengen Medium abpipettiert. 

Dieser Überschuss fand in der Herstellung der Stammlösungen und der Dilutionen (s. Tab. 4) Ver-

wendung. Die Stimulationen wurden mit folgenden Konzentrationen für 10 min durchgeführt: 

 

Tabelle 4: Konzentrationseinstellungen Brot- und Kaffeeextrakt 

 

  
Abnahme vor 

Stimulation 

Vorhandenes 

Medium vor 

Stimulation 

Zugabe Menge 

der Stammlö-

sung/FCS 

Menge nach 

Stimulation 

  0 mg/ml       0 ml        1 ml 0 ml 1 ml 

30 mg/ml 550,0 µl 450,0 µl 50,0 µl A 500 µl  

10 mg/ml 516,6 µl 483,4 µl 16,6 µl A 500 µl 

  3 mg/ml 550,0 µl 450,0 µl 50,0 µl B 500 µl 

  1 mg/ml 516,6 µl 483,4 µl 16,6 µl B 500 µl 

0,3 mg/ml 550,0 µl 450,0 µl 50,0 µl C 500 µl 

Serumkontrolle 550,0 µl 450,0 µl     50,0 µl FCS 500 µl 

  

Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit 10 % Serum. Phosphatasen wurden durch Zugabe 

von 0,03 mM Vanadat direkt vor der Stimulation im Versuchsansatz in der Aktivität reduziert, was 

aber selbst zu keiner Aktivierung von Kinasen im Versuch führte.  Die gewertete Versuchsanzahl 

betrug n = 3. 
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3.4.2 Zeitkinetiken 

 

In Analogie zu den Konzentrationsversuchen wurden die WI-38-Fibroblasten mit festen Konzentra-

tionen für unterschiedliche Zeiten stimuliert, um eine Zeitkinetik der Kinasenaktivierung zu erstel-

len. Für die Stimulationen mit Kaffeeextrakt wurde eine Konzentration von 1 mg/ml und für die 

Versuche mit Brotkrustenextrakt wurden 10 mg/ml verwendet (s. Tab. 4). Stimuliert wurden die 

Zellen jeweils für 2,5, 5, 10, 30 und 60 min. Die Nullprobe wurde wie bei den Konzentrationsrei-

hen ohne Manipulation belassen, während für die Positivkontrolle mit 10 % Serum stimuliert wur-

de. 

Die Anzahl der gewerteten Versuche betrug ebenfalls n = 3. 

 
3.4.3 Zellzählungen 

 

Die Versuche erfolgten - wie in Kapitel 3.3 beschrieben – in 24-Well-Platten, wobei das Medium 

unter subkonfluenten Bedingungen hier letztmalig 24 h vor der Stimulation gewechselt wurde. Eine 

Stimulation wurde mit Kaffee- und Brotkrustenextrakt in Analogie zu den Konzentrationsversu-

chen (s. Kap. 3.4.1) für 12 h im Brutschrank durchgeführt. Anschließend wurde das Medium von 

den Zellen abpipettiert und die Wells zweimalig mit PBS gespült. Das Ablösen der Zellen wurde 

mithilfe einer Trypsin (5 ml 5 % Trypsin auf 45 ml 1x PBS)-EDTA-Lösung durchgeführt. Mithilfe 

des CASY Zellzählers fand anschließend die Bestimmung der absoluten Zellzahl statt. Hierzu wur-

de eine Versuchsanzahl von n = 6 durchgeführt.  

 
3.5 Herstellung der verwendeten Lösungen 

 
3.5.1 Pufferlösungen 

 
Tabelle 5: Verwendete Pufferlösungen 

 
Lower Buffer (500 ml) Upper Buffer (500 ml) 

91,0 g Tris 30,5 g Tris 

20,0 ml 10 % SDS  20,0 ml 10 % SDS 

pH-Wert Einstellung auf 8,8  pH-Wert Einstellung auf 6,7  

Lysepuffer für Western-Blot-Lysate (2 ml) Laufpuffer 10x für Western-Blot (1 l) 

1860,0 µl Tris/ HCl (50 mM) mit SDS (2 %)  30,0 g Tris  

40,0 µl Mercaptoethanol (2 %) 144,0 g Glycin 

20,0 µl Na3VO (1 mM) 15,0 g SDS 

80,0 µl Proteaseinhibitormix pH-Wert-Einstellung auf 8,6 

20,0 µl Okadainsäure (50 µM) 

pH-Wert-Einstellung auf 6,7 
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Blotpuffer (1 l) Trispuffer (1 l, 500 mM) 

11,1 g CAPS  6,06 g Tris      

87,0 µl 3-Mercaptopropionsäure   29,23 g NaCl    

pH-Wert-Einstellung auf 10,0 2,00 ml NP40 (Triton-X100) 

pH-Wert-Einstellung auf 7,5 

Wenn nicht anders angegeben, wurde mit destilliertem Wasser auf die angegebenen Volumina 

aufgefüllt.  

 

3.5.2 Benzonase (Merck KG aA: # 1.01653.0001) 

 

Mit Aqua dest wurde eine 6 %-Lösung hergestellt. Im Folgenden sind einige Beispiele für die Er-

zeugung verschiedener Mengen aufgeführt: 

• 150 µl:  09 µl + 141 µl H2O 

• 250 µl:  15 µl + 235 µl H2O 

• 500 µl:  30 µl + 470 µl H2O 

 

3.5.3 Bromphenolblau-Färbelösung 

 

Es wurden einige Körner Bromphenolblau in 50 %-Glycerinlösung gegeben (Glycerin und Aqua 

Dest im Verhältnis 1:1). 

 

3.5.4 10x PBS für Zellzucht 

 

Für 1 l wurden verwendet: 

• 80 g NaCl                                                         

• 2 g KCl 

• 11,49 g Na2HPO4 (wasserfrei) 

• 2 g KH2PO4 

Die pH-Wert-Einstellung wurde auf 7,4 durchgeführt. Anschließend wurden für die Zellzucht der 

10x PBS auf 1x PBS mit Aqua dest verdünnt und autoklaviert. 

 

3.6 Western-Blot 

 

Die in dieser Arbeit analysierten Kinasen wurden mittels Western-Blot-Technik untersucht. 
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3.6.1 Herstellung der Western-Blot-Lysate (für 24-Well-Platten) 

 

Zunächst wurde das Medium der Fibroblasten abgesaugt. Pro Well wurden 50 µl Lysepuffer (s. 

Tab. 5) auf die Zellen gegeben und unter gleichmäßigem Schütteln 10 min lang lysiert. Zum Nuk-

leinsäure-Verdau wurden 10 µl Benzonaselösung (6 %) pro Well zugegeben und erneut für 10 min 

auf dem Schüttler inkubiert. Die Anfärbung der Lysate erfolgte anschließend mit 7 µl Bromphe-

nolblaulösung pro Well.  

Zur thermischen Denaturierung der Proteinstrukturen erfolgte eine Erhitzung der Zelllysate bei 60 

°C für weitere 10 min auf dem Schüttler. Die nun fertigen Lysate wurden auf Eis abgekühlt. Eine 

Lagerung der Proben fand bei minus 80 °C statt. 

 

3.6.2 Herstellung der Western-Blot-Gele 

 

Für die in dieser Arbeit analysierten Kinasen wurden - wie in Tabelle 6 dargestellt - 10 %  

Trenngele (SDS-Gele) und zur Konzentration 3 % SDS-Gele verwendet. 

Es wurden Gele der Stärke 1,5 mm mit 15 Slots hergestellt und nach der Polymerisation zum Bela-

den mit Proteinproben in die mit 1-fachem Laufpuffer gefüllten Laufkammern eingesetzt.  

 

Tabelle  6: Western-Blot-Gele 

  

Konzentrationsgel 3 % (Angaben für 2 Gele) Trenngel 10 % (Angaben für 2 Gele) 

H2O   3,385 ml H2O  4,950 ml 

40 % Acrylamid plus 

0,8 % Bis 

 0,375 ml 40 % Acrylamid plus 

0,8 % Bis 

 3,750 ml    

Upper Buffer  1,250 ml Lower Buffer  3,800 ml 

TEMED   6,000 µl Glycerin (90 %)  2,500 ml 

APS 40 %                                           12,000 µl TEMED 12,000 µl 

  APS 40 %                                           18,000 µl 

Total    5 ml Total  15 ml 

 

3.6.3 Proteinanalyse mittels Western-Blot 

 

Pro Slot wurde 12 µl Lysatmenge benutzt. Als Beladungskontrolle und zur Erkennung der Protein-

bandengrößen dienten Page Ruler® und Magic Marker™® (3- 4 µl/Slot).  

Die Elektrophorese erfolgte bei einer angelegten Spannung von 200 V zum Konzentrieren und 150 

V zum Trennen der Proteine in 1x Laufpuffer. Für den Semidryblot wurden pro 

Nitrozellulosemembran 4 in Blotpuffer (180 ml 50 mM CAPS Puffer plus 20 ml Methanol, pH 10) 
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eingeweichte Blotpapiere benutzt, zwischen denen die glattgestrichene Nitrozellulosemembran 

(z.B. mit dem Griff einer Glaspipette vorsichtig glattgestrichen) gelegt wurde. Das Blotten erfolgte 

anschließend für 45 min bei einer angelegten Stromstärke und  -spannung von 0,08 A und 25 

V/cm2 Blotfläche.                                 

Die Membranen wurden anschließend ca. 3 min in Amido-Black-Lösung gefärbt und danach mit 

Aqua-Dest abgespült, bis Proteinbanden sichtbar waren, um ein gleichmäßiges Blotten zu bestäti-

gen. Pro Membran fand danach eine Blockierung mit 5 ml 2 %-Blockierlösung  (20 ml 500 mM 

Trispuffer plus 0,4 g BSA, pH 7,5) für 1 h bei Raumtemperatur oder 12 h bei 4 °C statt. 

Nach dem Abgießen der Blockierlösung erfolgte eine primäre Antikörperinkubation (in 10 ml 50 

mM Trispuffer plus 0,2 g BSA plus 100 µl NaN3, pH 7,5) über Nacht bei 4 °C. Eine Waschlösung 

(1,2 g bovines Albumin [BSA] in 240 ml 500 mM Trispuffer plus NP-40, pH 7,5) wurde danach in 

sechs Waschschritten von je 6 min angewendet. 

Der Sekundärantikörper band für 1 h an den Proteinen, anschließend wurden wieder sechs Wasch-

schritte mit der Waschlösung durchgeführt. 

 

3.7 Verwendete Antikörper 

 

3.7.1 Primärer Antikörper 

 

Für die Herstellung von 10 ml primären Antikörper (Tab. 7) wurden benötigt: 0,2 g BSA gelöst in 

50 mM Tris-Puffer/150 mM NaCL (pH 7,5; 0,2 % Nonidet P40; 0,03 % NaN3). Die so hergestellte 

Primärantikörperlösung ist bei Lagerung im Kühlschrank (4 °C) mehrfach verwendbar. Die primä-

ren Antikörper wurden mit Ausnahme von GAPDH von Cell Signaling®, Danvers, MA, USA be-

zogen. Anti-GAPDH benutzten wir von der Firma  Abcam®, Cambridge, UK. 

 

Tabelle 7: Primärantikörper  

 

Antikörper Größe Spezies Verdünnung 

Anti-Phospho-

Akt 

ca. 60 kDA Rabbit 1: 1000 

Anti-Phospho-

ERK1/2 

 42/44 kDA Rabbit 1: 1000 

Anti-Phospho-

p38 

      38 kDA Rabbit 1: 300 

Anti-GAPDH 30-40  kDA Rabbit 1: 2000 
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3.7.2 Sekundärer Antikörper 

 

Als sekundärer Antikörper wurde Anti-Rabbit von DIANOVA® eingesetzt (Peroxidase konjugiert, 

1:1000 verdünnt in 10 ml 2 %-BSA-Tris-Lösung).  

  

3.7.3 Antikörperdetektion 

 

Die Membranen wurden 2 min lang mit 10 ml Detektionslösung, einer 1:1 Mischung bestehend aus 

Luminollösung (500 µl Luminol plus 220 µl Cumarsäure, auf 50 ml mit 0,1 mM Trispuffer, pH 8,5 

aufgefüllt) und Wasserstoffperoxyd (0,05 % = 5 µl H2O2 auf 10 ml 0,1 mM Trispuffer, pH 8,5 ), 

inkubiert. Anschließend wurde die Lichtreaktion mit Hilfe einer Digitalkamera (LAS-3000 Fujifilm 

® Intelligent Dark Box) aufgenommen.  

 

3.8 Datenauswertung und Statistik 

 

Die aus den Western-Blots gewonnenen digitalisierten Daten wurden mit der Bildanalysensoftware 

AIDA hinsichtlich der gemessenen Absorptionen (Schwärzungen) der Bandenmuster ausgewertet. 

Diese wiederum sind als Maß der Kinasenaktivierung zu interpretieren. Computergestützt erfolgte 

eine Subtraktion des Bildhintergrundes. Die Rohdaten zur Aktivierung (Phosphorylierung) von 

Akt, ERK1, ERK2 und p38 wurden durch Quotientenbildung mit GAPDH als Beladungskontrolle 

abgeglichen. Die Aktivierung der GAPDH variierte unter den gewählten Versuchsbedingungen 

nicht wesentlich, so dass das Enzym als Beladungskontrolle verwendet werden konnte. Die gemes-

senen Nullwerte (unstimulierte Negativkontrollen) wurden zur Berechnung gleich 100 % gesetzt, 

so dass die erhobenen Daten der Kinasenaktivierung eine prozentuale Steigerung oder Hemmung in 

Bezug auf den Nullwert darstellen.  

Die statistische Analyse der erhobenen Werte wurde mittels Excel (Microsoft®, Redmond, WA, 

USA) durchgeführt. Dabei werden die Daten mithilfe von Mittelwert und dem Standardfehler des 

Mittelwerts beschrieben. Die statistische Auswertung der interessierenden Konzentrationsunter-

schiede erfolgte mittels Student’s T-Tests für unverbundene Stichproben. Entsprechend der Frage-

stellungen wurden so die Kinasenaktivierungen der einzelnen Experimentalbedingungen mit der 

Kinasenaktivierung der unstimulierten Kontrolle verglichen. Hierbei gilt nach gängiger Konvention 

die Unterschreitung eines Signifikanzniveaus von 5 % (p < 0,05 (*)) als signifikanter Unterschied, 

die eines Signifikanzniveaus von 1 % (p < 0,01 (**)) als hochsignifikanter Unterschied.  
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4 Ergebnisse 

 

Um den Einfluss verschiedener AGE-reicher Nahrungsmittelextrakte hinsichtlich der 

Kinasenaktivierung und deren Einfluss auf das Zellüberleben unter verschiedenen Zellkulturbedin-

gungen zu untersuchen, wurden WI-38-Fibroblasten mit Kaffee- und Brotkrustenextrakt inkubiert. 

Eine Konzentrationsreihe und eine Zeitkinetik wurden durchgeführt. Es fanden Messungen im 

subkonfluenten (70 % Konfluenz) und konfluenten Zustand mit und ohne Serumzugabe (FCS) 

statt. 

  

4.1 Konzentrationsabhängige Kinaseninduktion durch Kaffee- und Brotextrakt in WI-38 

 

Im Folgenden werden zunächst die Versuchsergebnisse der Konzentrationsreihen dargestellt. Hier-

zu wurden die WI-38-Fibroblasten für 10 min mit 0,3-30 mg/ml Brotkruste- und Kaffeeextrakt 

stimuliert. 48 h (konfluent) bzw. 24 h (subkonfluent) vor Beginn der Experimente wurde der letzte 

Mediumwechsel mit oder ohne 10 % FCS durchgeführt. 

Die Aktivierung von Kinasen wurde über phosphorilierungs-/ aktivierungsspezifische Antikörper 

mittels Western-Blot analysiert. Teilabbildung a gibt jeweils einen representativen Western-Blot 

und Teilabbildung b die gemessenen Aktivierungskurven wieder. 

 

4.1.1 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, ohne FCS) 

 

Brotextrakt (s. Abb. 4a und 4b) führt ab einer Konzentration von 0,3 mg/ml zum signifikanten An-

stieg der Phospho-Akt um den Faktor 2,17 ± 0,19 (p < 0,05). Bei 3 mg/ml zeigt sich eine auf das 

3,41-fache (± 0,6) der Kontrolle gesteigerte Aktivierung, die aber bei höheren Konzentrationen 

wieder abfällt.  

Bei der MAP-Kinase ERK ist ein vergleichbarer Kurvenverlauf zu erkennen. So kommt es zu einer 

signifikanten Steigerung von Phospho-ERK bis zu einem Maximum bei 10 mg/ml um den Faktor 

2,98 ± 0,31 (p < 0,05), um bei höheren Konzentrationen wieder abzufallen.  

Der Nachweis der Phospho-p38 zeigt dagegen einen stetig steigenden Kurvenverlauf, so dass auch 

in höheren Konzentrationen eine Aktivierungszunahme der p38 zu verzeichnen ist. Signifikante 

Aktivierungsraten (p < 0,05) sind bei Konzentrationen von 10 mg/ml um den Faktor 2,85 ± 0,40 

und bei 30 mg/ml um den Faktor 3,07 ± 0,46 zu verzeichnen. 
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Abbildungen  4a und 4b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer 

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3) 

 

4.1.2 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkonfluent, ohne FCS) 

 

Auch bei den äquivalenten Versuchen mit geröstetem Kaffee zeigt sich, wie in den Abbildungen 5a 

und 5b dargestellt, eine Abhängigkeit der Aktivierung/Phosphorylierung der untersuchten Kinasen 

von der Konzentration des Extraktes. 

Die Kinasenaktivierung steigt bei Akt und ERK1/2 mit zunehmenden Konzentrationen an und hat 

bei beiden ihr Maximum bei 3 mg/ml (Phospho-Akt: Faktor 5,02 ± 0,37 (p < 0,01) und Phospho-

ERK1/2: Faktor 2,2 ± 0,38). Die aktivierte Akt-Kinase weist bereits bei niedriger Konzentration 

von 0,3 mg/ml eine 3,15-fache (± 0,32) Steigerung ihrer Aktivierung auf, die signifikant ist (p < 

0,05).  

Eine signifikante, um das 2,46-Fache (± 0,19) gesteigerte Phosphorylierung der p38-Stresskinase (p 

< 0,05) kann ebenfalls bereits bei Konzentrationen ab 0,3 mg/ml nachgewiesen werden. Ein maxi-

males Kurvenniveau mit einer 12,52-fachen (± 1,41) Steigerung wird schließlich bei 30 mg/ml 

erreicht (s. Übersicht Tab. 8). Gerade bei dieser Kinase sieht man einen großen Unterschied der 

maximalen Phosphorylierung um ca. den Faktor 4 zwischen beiden verwendeten Extrakten. 
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Abbildungen 5a und 5b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer 

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3) 

 

Tabelle 8: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation  nicht konfluenter Fibroblasten mit 

Nahrungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des 

Mittelwertes, letzter Mediumwechsel 24 h vor Versuchsbeginn, Medium ohne Serum) 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 217,62* 

±19,05 

312,26* 

±41,77 

340,87* 

±60,03 

 283,78* 

±20,60 

 225,20 

±33,80 

Kaffee 100 315,25* 

±31,90 

468,50** 

±27,04 

502,15** 

±37,00 

451,62** 

±21,13 

375,42* 

±10,96 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 159,40 

±24,77 

209,85 

±40,03 

248,24** 

±13,03 

 297,71* 

 ±31,51 

 212,90 

 ±31,11 

Kaffee 100 161,94 

±24,26 

199,19 

±31,83 

219,18 

±37,99 

 168,12 

 ±24,40 

 147,67 

 ±29,31 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 128,07 

±14,69 

156,12 

±18,39 

250,01 

±42,80 

 284,52* 

 ±39,52 

 306,92* 

 ±46,36 

Kaffee 100 245,54* 

±19,00 

855,96* 

±80,67 

1070,26* 

±190,92 

1112,72* 

±179,43 

1252,17* 

±141,29 

           Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

           Versuchsanzahl: n = 3 
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4.1.3 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, mit FCS) 

 

Die Untersuchungen zur Phosphorylierung der Akt-Kinase und der ERK1/2 zeigen 

Optimumsverhalten. Bis zu einer bestimmten Konzentration erhöhte sich die Phosphorylierung der 

Kinasen (auf das 1,7-fache bei 3 mg/ml bei der Akt-Kinase bzw. auf das 3,69-fache bei 1 mg/ml 

bei der ERK1/2), um danach wieder deutlich zu fallen.  

Dagegen verhält sich der Kurvenverlauf bei der p38-Kinase anders. Hier wird ein Maximum der 

Phosphorylierung bei 10 mg/ml (245,35 % ± 17,74) erreicht, das sich nicht weiter ändert (s. Abb. 

6a und 6b). 
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Abbildungen 6a und 6b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Feh-

ler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3) 

                                                  

4.1.4 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkonfluent, mit FCS) 

 

Auch beim Kaffeeextrakt findet man ein ähnliches Verhalten wie beim Brotextrakt. Die Phospho-

rylierung der Akt bzw. ERK-Kinasen haben ein Optimumsverhalten, während das bei der p38 so 

nicht zu sehen ist. Man erreicht bei der Akt ein Maximum bei 1 mg/ml (2,42-fach ± 0,59) und bei 

der ERK1/2 bei 3 mg/ml (240,99 % ± 19,9). In beiden Fällen sind die Phosphorylierungen signifi-

kant (p < 0,05). 

                                                                  



Ergebnisse  

- 30 - 

0

500

1000

1500

2000

0,1 1 10 100

[mg/ml]

A
kt

iv
itä

t i
n 

%
 d

er
 

N
ul

lk
on

tr
ol

le
Phospho-Akt Phospho-p38

Phospho-ERK1/2

Nullkontrolle

 

Abbildungen 7a und 7b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer 

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3) 

 

Tabelle 9: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation  nicht konfluenter Fibroblasten mit 

Nahrungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des 

Mittelwertes, letzter Mediumwechsel 24 h vor Versuchsbeginn, Medium mit Serum) 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 139,51 

±10,38 

165,79 

±26,41 

 172,27 

±18,42 

 115,07 

 ± 7,88 

 106,47 

 ± 8,06 

Kaffee 100 177,45 

±56,58 

242,10 

±59,42 

 160,77 

±56,40 

 104,21 

±10,45 

  98,05 

±22,87 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 283,91* 

±21,75 

368,52** 

 ± 5,90 

 340,24** 

  ± 9,82 

 268,63* 

±23,10 

 196,12* 

±13,48 

Kaffee 100 135,29 

±15,42 

194,10* 

±13,92 

 240,99* 

±19,91 

 240,84* 

±18,49 

 180,28 

  ± 3,93 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 145,07 

±14,93 

160,10* 

 ± 7,56 

 187,27* 

±10,23 

 245,35* 

±17,74 

 239,47 

±52,83 

Kaffee 100 190,30 

±30,21 

825,68* 

±99,34 

1709,77** 

 ± 56,54 

1518,52* 

±148,46 

1425,34** 

 ± 97,75 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl: n = 3  
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Die Phosphorylierung der p38 wird bereits bei 1 mg/ml (Faktor 8,26 ± 0,99) signifikant (p < 0,05). 

Das Maximum (p < 0,01) wird mit 3 mg/ml erreicht und bleibt in etwa auf diesem Niveau  (s. Abb. 

7a und 7b sowie Darstellung der Versuchswerte in Tab. 9). 

 

4.1.5 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, ohne FCS) 

 

Für diese Zellkulturbedingung sind die WI-38 Zellen mit 10 % Serum bis zur Konfluenz gewach-

sen. Danach wurde das Serum für 48 h entzogen und die Zellen anschließend für 10 min stimuliert.  

Wie in den Abbildungen 8a und 8b dargestellt, sind die Verläufe der Aktivierungskurven der unter-

suchten Kinasen nach Stimulation mit Brotkrustenextrakt sehr ähnlich und zeigen bei Phospho-Akt 

und Phospho-p38 ein deutliches Optimumsverhalten. 

Phospho-Akt und Phospho-p38 haben jeweils ein Maximum bei 3 mg/ml und Phospho-ERK1/2 bei 

1 mg/ml. 

Die Phospho-Akt steigt maximal auf das 3,68-Fache (± 0,52) des Nullwertes an (p < 0,05).   

Phospho-ERK1/2 erreicht bei 1 mg/ml Signifikanzniveau (p < 0,05) und erlangt hier mit einer 

2,61-fachen (± 0,16) Signalsteigerung ihr Maximum. 
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Abbildungen 8a und 8b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten 

bei Stimulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, Versuchszahl n = 3)  

 

Ähnlich den anderen Kinasenverläufen, jedoch nicht signifikant, hat die Phospho-p38 einen Höhe-

punkt bei 3 mg/ml mit dem 1,77-Fachen (± 0,25) des Vergleichswertes von 0 mg/ml. Mit einer 
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mittleren Restaktivierung von 107,35 % (± 15,9) bei einer Stimulation mit 30 mg/ml Brotkruste 

erreicht die Phospho-p38 fast wieder Ausgangsniveau. 

 

4.1.6 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (konfluent, ohne FCS)  

 

Analog zu 4.1.5 wurden mit Kaffeeextrakt Zellstimulationen durchgeführt (s. Abb. 9a und 9b).  

Die Aktivierung der Phospho-Akt, Phospho-Erk1/2 und der Phospho-p38 weisen ein 

Optimumsverhalten mit einem Maximum bei 3 mg/ml auf.  

Das Maximum der Akt-Kinasenaktivierung weist eine Phosphorylierungszuahme auf das 2,62-

Fache (± 0,57) des Nullwertes auf.  

Die Phospho-ERK1/2 hingegen weist einen signifikanten Anstieg (p < 0,05) auf das 4,81-Fache (± 

0,79) des Ausgangswertes auf. In  beiden Fällen sinkt die Kinasenaktivierung mit  zunehmender 

Kaffeekonzentration wieder ab. 

Phospho-p38 hat eine maximal 2,9-fache (± 0,47) Phosphorylierungszunahme im Vergleich zum 

Nullwert. Nach Erreichen des Maximums fällt der Kurvenverlauf verglichen mit den anderen 

Kinasen langsamer ab (s. Tab. 10). 
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Abbildungen 9a und 9b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten 

bei Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des 

Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)  
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Tabelle 10: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation konfluenter Fibroblasten mit Nah-

rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, letzter Mediumwechsel 48 h vor Versuchsbeginn, Medium ohne Serum) 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 
166,56 

±15,92 

329,86 

±63,24 

367,92* 

±51,88 

262,29 

±71,70 

207,51 

±46,42 

Kaffee 100 
198,47** 

 ± 7,87 

249,30* 

±25,37 

262,39 

±57,36 

 156,44 

±44,28 

 145,48 

±45,71 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 
244,39 

±36,51 

261,37* 

±15,75 

232,40 

±33,90 

162,35* 

±9,56 

154,16* 

±7,21 

Kaffee 100 
170,25 

±27,75 

346,31 

±58,66 

481,02* 

±79,20 

376,72 

±83,94 

153,30 

±24,16 

Phospho-

p38 

Brot 100 
128,85 

±10,34 

135,90 

± 9,92 

176,60 

±24,67 

128,43 

± 9,85 

107,35 

±15,91 

Kaffee 100 
122,89 

±12,93 

 194,98 

±62,03 

 290,32 

±47,69 

233,64 

±50,17 

221,36 

±55,45 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl: n = 3.  

 

4.1.7 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, mit FCS)  

 

Die WI-38 wurden bis zur Konfluenz wachsend, letztmalig 48 h vor den Versuchen einem 

Mediumwechsel mit FCS-haltigem Medium unterzogen und mit Brotextrakt stimuliert. 

Wie aus den Abbildungen 10a und 10b hervorgeht, führen bereits niedrige Konzentrationen zu 

einer starken Akt-Aktivierung. Zwischen 0,3 mg/ml (509 % ± 43,25) und einem Maximum bei 1 

mg/ml (601,19 % ± 73,69) ist die Phosphorylierungssteigerung signifikant (p < 0,05) im Vergleich 

zur Nullkontrolle.  

ERK1/2 erreicht eine maximale Kinasenaktivierung bei 3 mg/ml mit einer 3-fachen (± 1,32) Zu-

nahme. Die Kurve fällt in höheren Dosen wieder ab. 

Phospho-p38 zeigt Optimumsverhalten mit einer leichten Aktivierungssteigerung bis auf einen 

Höchstwert bei 10 mg/ml und einer Steigerung um den Faktor 1,37 (± 0,22). Bei der maximalen 

Brotkonzentration von 30 mg/ml hat die Kinase einen minimalen Wert, der mit 92,7 ± 2,38 % un-

terhalb der Nullprobe liegt.  
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Abbildungen 10a und 10b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Feh-

ler des Mittelwertes, Versuchszahl n=3)   

                           

4.1.8 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (konfluent, mit FCS)  

 

Für die Stimulationen mit Kaffeextrakt wurde die WI-38-Anzucht in Analogie zu 4.1.7 durchge-

führt. 

Phospho-Akt zeigt einen Kurvenverlauf mit einer maximal 2,56-fach (± 1,1) gesteigerten Aktivie-

rung bei 1 mg/ml und fällt danach rasch unter Ausgangsniveau ab. Der T-Test ergibt hier keine 

signifikanten Unterschiede. 

Die Phosphorylierung der ERK1/2 erlangt einen Höhepunkt (Faktor 3,68 ± 0,17) bei einer Kon-

zentration von 3 mg/ml. Die Kinasenaktivierung ist bei 3 mg/ml und höhere Konzentrationen signi-

fikant (p < 0,01). 

Phospho-p38 zeigt mit zunehmender Konzentration eine kontinuierliche Aktivierungssteigerung, 

die bei 30 mg/ml eine 10,2-fache (± 4,04) Erhöhung des Kontrollwertes aufweist (s. Abb. 11a und 

11b sowie Tab. 11).  
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Abbildungen 11a und 11b: Konzentrationsabhängige Kinasenaktivierung konfluenter 

Fibroblasten bei Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer 

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)  

 

Tabelle 11: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation konfluenter Fibroblasten mit Nah-

rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, letzter Mediumwechsel 48 h vor Versuchsbeginn, Medium mit Serum) 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 509,11* 

±43,25 

601,19* 

±73,69 

312,52 

±26,82 

230,44 

±73,52 

166,50 

±44,98 

Kaffee 100 211,82 

±53,74 

  255,90 

±110,35 

105,86 

±36,90 

  42,98 

±17,34 

  46,23 

±18,96 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 141,81 

±14,71 

189,57 

±33,13 

  299,99 

±131,62 

166,35 

±32,62 

124,32 

±16,71 

Kaffee 100 142,26 

±11,13 

218,82 

±30,85 

367,84** 

±16,62 

365,60** 

±11,03 

329,43** 

±10,54 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 105,02 

±26,42 

107,76 

±28,15 

135,37 

±17,00 

137,20 

±22,22 

92,73 

 ±2,83 

Kaffee 100 117,92 

±15,95 

300,44 

±84,64 

  502,91 

±106,50 

  701,74 

±161,42 

1020,79 

±404,39 

       Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

       Versuchsanzahl: n = 3. 
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4.2 Die zeitliche Dauer als Einflussgröße auf die intrazelluläre Kinasen-aktivierung durch 

natürliche AGEs 

 

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse aus den Zeitreihen dargestellt. Dabei wurden WI-

38-Fibroblasten mit 10 mg/ml Brotextrakt oder 1mg/ml Kaffeeextrakt für 2,5, 5, 10, 30 und 60 min 

stimuliert. Analog zu Kapitel 4.1 wurde 24 h (subkonfluent) bzw.  48 h (konfluent) vor Beginn der 

Experimente der letzte Mediumwechsel mit oder ohne 10 % FCS durchgeführt. 

 

4.2.1 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, ohne FCS)  

 

Phospho-Akt und Phospho-ERK1/2 haben sehr ähnliche Kurvenverläufe mit einem Aktivierungs-

maximum bei fünfminütiger Stimulation (Phospho-Akt: 440,55 % ± 27,62 (p < 0,01); Phospho-

ERK1/2: 612,37 % ± 84,01 (p < 0,05)). Unter längerer Einwirkdauer des Brotextraktes fallen die 

Phosphorylierungsraten rasch wieder ab. 

Die Aktivierung der p38 nimmt mit Zeitdauer des AGE-Einflusses kontinuierlich zu und erreicht 

ein Maximum mit 2,25-facher (± 0,52) Intensitätszunahme. 

Die Ergebnisdarstellung erfolgt in Tabelle 12 und den Abbildungen 12a und 12b. 
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Abbildungen 12a und 12b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter Fibroblasten bei 

Stimulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, Versuchszahl n = 3) 
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4.2.2 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkonfluent, ohne FCS)  

 

Bei den Serum-freien, nicht konfluenten Zellen wird eine maximale Erhöhung der Phospho-Akt um 

den Faktor 5,35 (± 1,71) bei 60-minütiger Stimulation erreicht (s. Abb. 13a und 13b). 

Phospho-ERK1/2 hat ihren Höhepunkt (563,57 % ± 190,09) bei 5 min dauernder Stimulation, wäh-

rend bei  kürzerer oder längerer Stimulation geringere Phosphorylierungsraten gemessen werden.  

Die p38 weist bei 10 min ein Maximum der Aktivierung um den Faktor 18,93 ± 2,65 auf. Unter 

längerer AGE-Wirkung kommt es zu einem Kurvenabfall. Aufgrund eines fehlerhaften Antikörpers 

in einer der Versuchsreihen wurden nur 2 Versuche ausgewertet. Eine Signifikanztestung wurde 

daher hier nicht durchgeführt.  
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Abbildungen 13a und 13b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter Fibroblasten bei 

Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, Versuchszahl n = 2-3 (s.u.)) 
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Tabelle 12: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation  nicht konfluenter Fibroblasten mit 

Nahrungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des 

Mittelwertes, letzter Mediumwechsel 24 h vor Versuchsbeginn, Medium ohne Serum) 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 319,35** 

± 9,43 

440,55** 

±27,62 

425,02* 

±53,04 

171,15 

±20,40 

163,46 

±28,37 

Kaffee 100 147,35 

±73,96 

240,06 

±42,01 

312,03 

±73,57 

  481,07 

±176,88 

  534,67 

±170,85 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 501,66 

±102,29 

612,37* 

±84,01 

510,88* 

±89,08 

198,71* 

 ± 5,76 

130,85 

 ± 8,85 

Kaffee 100 253,72 

±34,39 

  563,57 

±190,09 

  395,97 

±116,15 

  273,92 

±118,43 

216,43 

±73,73 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 114,26 

 ± 8,62 

163,91 

±27,74 

171,09 

±32,95 

187,34 

±29,56 

225,43 

±52,14 

Kaffee 100 784,401 

±36,51 

1870,491 

±192,78 

1892,981 

±265,11 

761,741 

±19,89 

683,421 

±221,60 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl: n = 3. 1 Versuchsanzahl n = 2. 

 

4.2.3 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, mit FCS)  

 

Brotextrakt führt ab 10 min zu einer signifikanten (p < 0,05) Steigerung von Phospho-Akt um den 

Faktor 1,42 (± 0,10). Ein Phosphorylierungsmaximum auf den 1,85-fachen (± 0,18) Ausgangswert 

wird nach 30 min erreicht. Zwischen 10 und 60 min zeigt der T-Test signifikantes Niveau (p < 

0,05). 

Die Phosphorylierungskurve der ERK1/2  hat Optimumscharakter mit einem Maximum bei 10 min. 

Hier kann eine 1,79-fache (± 0,34) Steigerung der Kinasenaktivierung nachgewiesen werden.  

Phospho-p38 weist eine im Vergleich zur Nullkontrolle signifikante (p < 0,05) und kontinuierliche 

Zunahme der Enzyminduktion auf das 6,14-fache (± 0,95) nach 60 min auf (s. Abb. 14a und 14b). 
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Abbildungen 14a und 14b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter Fibroblasten bei 

Stimulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3) 

 

4.2.4 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkonfluent, mit FCS)  

 

Kaffeeextrakt führt mit zeitlichem Einfluss zu einer kontinuierlichen Aktivierungszunahme von 

Akt und p38 (s. Abb. 15a und 15b), die nach 60 min zu einer 3,12-fach (± 0,30) (Phospho-Akt) 

bzw. 4,03-fach (± 0,55) (Phospho-p38) gesteigerten Grundaktivierung führen. Während sich signi-

fikante Unterschiede der Akt-Kinasenaktivierung (p < 0,05) erst im Maximum nachweisen lassen, 

zeigt sich eine signifikante (p < 0,05) Zunahme der Phospho-p38 schon nach fünfminütiger Stimu-

lation.   

Phospho-ERK1/2 erreicht im Gegensatz dazu ihren Maximalwert bereits nach 5 min und ist hier 

signifikant (p < 0,05) um das 2,37-Fache (± 0,25) erhöht. Nach 30 min kommt es zur Unterschrei-

tung der Aktivierung des Nullwertes. Eine Darstellung der Versuchswerte erfolgt in Tabelle13. 
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Abbildungen 15a und 15b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung nicht konfluenter Fibroblasten bei 

Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, Versuchszahl n = 3) 

 

Tabelle 13: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation  nicht konfluenter Fibroblasten mit 

Nahrungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des 

Mittelwertes, letzter Mediumwechsel 24 h vor Versuchsbeginn, Medium mit Serum) 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 116,96 

± 9,56 

131,97 

±14,42 

142,15* 

± 9,56 

184,53* 

±17,67 

165,00* 

±13,48 

Kaffee 100 108,69 

± 5,57 

178,03 

±46,72 

185,42 

±43,60 

256,28 

±75,27 

312,25* 

±29,90 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 113,93 

±21,98 

165,33 

±34,40 

179,38 

±33,73 

174,55 

±21,81 

134,28 

±20,74 

Kaffee 100 158,19* 

± 7,42 

236,85* 

±24,54 

223,27** 

± 9,31 

 43,93** 

± 4,71 

 36,99** 

± 6,11 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 206,20 

±30,60 

293,49 

±49,24 

357,79 

±71,08 

  557,50 

±150,22 

614,62* 

±95,43 

Kaffee 100 107,33 

± 9,77 

206,98* 

±15,12 

246,24* 

± 7,39 

350,53* 

±31,30 

403,64* 

±54,74 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl:  n = 3. 
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4.2.5 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, ohne FCS)  

 

Die Stimulation der konfluenten Fibroblasten mit Brotextrakt in 48 h Serumfreiheit  (s. Abb. 16a 

und 16b) zeigt bei allen drei Kinasen Optimumkurven. Einem rapiden Anstieg folgt jeweils ein 

langsamer Abfall. 

Der Phospho-Akt-Nachweis erbringt eine maximale Aktivierung nach 5 min. Bei diesem Zeitpunkt 

ist die nachgewiesene Kinase um den Faktor 2,65 (± 0,70) erhöht.  

Phospho-ERK1/2 und Phospho-p38 erreichen jeweils nach zehnminütiger Stimulation ihre Maxi-

malwerte: 293 % ± 109 (Phospho-ERK1/2) bzw. 289 % ± 92 (Phospho-p38). Die Vergleiche mit 

den Kontrollwerten ergeben bei allen drei Enzymen keine signifikanten Unterschiede (s. Tab. 14).  
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Abbildungen 16a und 16b:  Zeitabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten bei Sti-

mulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3) 

 

4.2.6 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (konfluent, ohne FCS)  

 

Im Gegensatz zu den Versuchen in 4.2.5 zeigen sich bei den mit Kaffee behandelten Fibroblasten, 

Phospho-Akt und Phospho-p38 mit kontinuierlich ansteigenden Phosphorylierungsraten bis zu 

einem Maximum von 783 % (± 134) nach 60 min (Phospho-Akt) bzw. 655 % (± 59,32) nach 30 

min (Phospho-p38). Der T-Test erbrachte im Nullkontrollenvergleich signifikante Unterschiede (p 

< 0,05) für Phospho-Akt nach 5 min und für Phospho-p38 nach 30 min.  
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Abbildungen 17a und 17b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten bei Sti-

mulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3) 

 

Tabelle 14: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation konfluenter Fibroblasten mit Nah-

rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, letzter Mediumwechsel 48 h vor Versuchsbeginn, Medium ohne Serum) 

  

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 215,71 

±40,90 

265,44 

±69,85 

225,56 

±58,77 

149,90 

±27,70 

121,45 

±35,49 

Kaffee 100 128,53 

±20,41 

138,54* 

±  4,90 

478,45* 

±93,09 

 753,13* 

±107,93 

 782,90* 

±133,78 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 173,65* 

±  9,96 

256,05 

±82,39 

  292,52 

±108,98 

  229,21 

±100,79 

118,06 

±20,11 

Kaffee 100 120,49 

±  5,93 

515,94* 

±52,10 

500,74** 

±35,52 

454,67* 

±53,95 

212,34* 

±19,71 

 

Phospho- 

p38 

Brot 100 154,77 

±29,09 

172,25 

±35,44 

288,89 

±91,78 

216,04 

±80,52 

138,11 

±39,82 

Kaffee 100 263,75 

±95,12 

  418,74 

±143,03 

  517,83 

±121,37 

655,78* 

±59,62 

654,11* 

±59,32 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl: n = 3. 
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Die durch Kaffee aktivierte ERK1/2 weist Optimumsverhalten mit einem Höhepunkt nach 5 min 

auf (515,94 % ± 52,10) (p < 0,05). Die Abbildungen 17a und 17b geben die Versuchsergebnisse 

grafisch wieder. 

 

4.2.7 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, mit FCS)  

 

Unter den hier gewählten Zellbedingungen erreichen die Aktivierungen der Phospho-Akt und 

Phospho-ERK1/2 jeweils nach 30 min (191,67 % ± 42,98 bei Phospho-Akt, 240,49 % ± 48,72 bei 

Phospho-ERK1/2) Maximalwerte. 

Die p38 verzeichnet ein Phosphorylierungsmaximum nach 10 min mit 188 % ± 27,57. Alle hier 

untersuchten Kinasen weisen Optimumsverhalten auf. Die Aktivierungen unterscheiden sich unter 

allen Bedingungen nicht signifikant von den jeweiligen Nullkontrollen (s. Abb. 18a und 18b).  
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Abbildungen 18a und 18b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten bei Sti-

mulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwertes, 

Versuchszahl n = 3) 
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4.2.8 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (konfluent, mit FCS)  

 

Das Maximum der Akt-Aktivierung ist mit 372,47 % (± 10,33) nach 30 minütiger Stimulation er-

reicht. Der T-Test ergibt hier zur Nullprobe einen signifikanten Unterschied (p < 0,01).  

Phospho-ERK1/2 zeigt ein deutlicheres Optimumsverhalten mit einem Maximum nach 10 min 

(341,18  % ± 26.02). Der Nullproben-Vergleich ist ebenfalls signifikant (p < 0,05).  
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Abbildungen 19a und 19b: Zeitabhängige Kinasenaktivierung konfluenter Fibroblasten bei Sti-

mulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3) 

 

 

 

Phospho-p38 zeigt eine ähnliche Phosphorylierungskurve wie die Akt-Kinase. Nach 10-minütiger 

AGE-Einwirkung  ist die Phosphorylierung auf das 2,51-Fache (± 0,24) maximal und signifikant 

angestiegen (p < 0,05). Beide Kurven fallen nach Erreichen eines Plateaus langsam ab (s. Abb. 19a 

und 19b). 

Eine zusammenfassende Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgt in der Tabelle 15.  
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Tabelle 15: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation konfluenter Fibroblasten mit Nah-

rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkontrolle, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, letzter Mediumwechsel 48 h vor Versuchsbeginn, Medium mit Serum) 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

 

Phospho- 

Akt 

Brot 100 128,18 

±10,26 

136,61 

±18,02 

173,04 

±40,68 

191,67 

±42,98 

144,96 

±33,71 

Kaffee 100 128,26 

±13,07 

177,81 

±28,99 

285,72** 

±  9,96 

372,47** 

±10,33 

347,75** 

±20,62 

 

Phospho-

ERK1/2 

Brot 100 126,57 

±15,27 

140,19 

±23,43 

175,98 

±37,40 

240,49 

±48,72 

143,59 

±23,77 

Kaffee 100 158,47 

±22,10 

270,00* 

±29,05 

341,18* 

±26,02 

209,00 

±33,50 

130,11 

±25,89 

 

Phospho-

p38 

Brot 100 125,95 

±  9,31 

139,09 

±  9,12 

188,46 

±27,57 

168,30 

±23,65 

101,46 

±16,22 

Kaffee 100 133,83 

±17,11 

232,87* 

±19,95 

251,46* 

±24,15 

241,57* 

±27,20 

160,97 

±37,00 

   Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

   Versuchsanzahl: n = 3. 

 

4.3 Vergleich der Zellkulturbedingungen und deren Einfluss auf die Kinasenaktivierungen 

mithilfe der Western-Blot-Analyse 

 

Während in der vorhergehenden Kapiteln die Ergebnisse der jeweiligen Einzelversuche beschrie-

ben wurden, werden im Folgenden die Effekte der Zellkulturbedingung (Stimulation konfluent / 

subkonfluent bzw. in Gegenwart von Medium mit oder ohne Serum) vergleichend dargestellt. Die 

Statistik wird im Vergleich zu konfluenten Zellen ohne Serum gerechnet.  

 

4.3.1 Untersuchung der Phospho-Akt 

 

Betrachtet man die konzentrationsabhängigen Veränderungen der Akt Kinase (s. Tab. 16) in 

konfluenten FCS-haltigen Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt, so fällt ein signifikanter 

Unterschied der Kinasenaktivierung in niedriger Konzentration (bis 1 mg/ml) auf (p < 0,05). Im 

weiteren Vergleich ergeben höhere Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede. Keinen Un-

terschied ergab die Gegenüberstellung der hungernden Zellen (subkonfluent und konfluent). 
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Bei der Stimulation mit Kaffeeextrakt liegt ein signifikanter Unterschied des Phospho-Akt-

Nachweises ab einer Konzentration von 1 mg/ml bei dem Vergleich der konfluenten WI-38-

Fibroblasten ohne Serum mit den nicht konfluenten Fibroblasten ohne Serum vor (p < 0,01). Auch 

in höheren Konzentrationen bleibt der Vergleich signifikant unterschiedlich. 

In den Zeitkinetiken, dargestellt in Tabelle 17, kann für die Stimulation der Kinase mit Brotextrakt 

kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.  

Bei der Stimulation mit Kaffeeextrakt zeigt sich eine signifikante (p < 0,05) Ergebnisdifferenz bei 

30 min dauernder Stimulation zwischen den konfluenten WI-38-Fibroblasten ohne Serum und den 

nicht konfluenten Fibroblasten mit Serum.  

 

Tabelle 16: Mittelwerte der Phospho-Akt  bei konzentrationsabhängiger Stimulation in Prozent der 

Nullkontrolle 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 166,56 

±15,92 

329,86 

±63,24 

367,92 

±51,88 

262,29 

±71,70 

207,51 

±46,42 

Kaffee 100 198,47 

 ± 7,87 

249,30 

±25,37 

262,39 

±57,36 

156,44 

±44,28 

145,48 

±45,71 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 509,11** 

±43,25 

601,19* 

±73,69 

312,52 

±26,82 

230,44 

±73,52 

166,50 

±44,98 

Kaffee 100 211,82 

±53,74 

 255,90 

±110,35 

105,86 

±36,90 

  42,98 

±17,34 

  46,23 

±18,96 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 217,62 

±19,05 

312,26 

±41,77 

340,87 

±60,03 

 283,78 

±20,60 

 225,20 

±33,80 

Kaffee 100 315,25 

±31,90 

468,50** 

±27,04 

502,15* 

±37,00 

451,62** 

±21,13 

375,42* 

±10,96 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 139,51 

±10,38 

165,79 

±26,41 

 172,27 

±18,42 

 115,07 

 ± 7,88 

 106,47 

 ± 8,06 

Kaffee 

 

100 177,45 

±56,58 

242,10 

±59,42 

 160,77 

±56,40 

 104,21 

±10,45 

  98,05 

±22,87 

           Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

           Versuchsanzahl: n = 3. 
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Tabelle 17: Mittelwerte der Phospho-Akt bei zeitabhängiger Stimulation in Prozent der Nullkon-

trolle 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 215,71 

±40,90 

265,44 

±69,85 

225,56 

±58,77 

149,90 

±27,70 

121,45 

±35,49 

Kaffee 100 128,53 

±20,41 

138,54 

±  4,90 

478,45 

±93,09 

 753,13 

±107,93 

 782,90 

±133,78 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 128,18 

±10,26 

136,61 

±18,02 

173,04 

±40,68 

191,67 

±42,98 

144,96 

±33,71 

Kaffee 100 128,26 

±13,07 

177,81 

±28,99 

285,72 

±  9,96 

372,47 

±10,33 

347,75 

±20,62 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 319,35 

± 9,43 

440,55 

±27,62 

425,02 

±53,04 

171,15 

±20,40 

 163,46 

 ±28,37 

Kaffee 100 147,35 

±73,96 

240,06 

±42,01 

312,03 

±73,57 

  481,07 

±176,88 

  534,67 

±170,85 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 116,96 

± 9,56 

131,97 

±14,42 

142,15 

± 9,56 

184,53 

±17,67 

165,00 

±13,48 

Kaffee 

 

100 108,69 

± 5,57 

178,03 

±46,72 

185,42 

±43,60 

256,28* 

±75,27 

312,25 

±29,90 

          Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

          Versuchsanzahl: n = 3. 

 

4.3.2 Untersuchung der Phospho-ERK1/2 

 

Der Vergleich konfluenter Fibroblasten ohne Serum mit nicht konfluenten WI-38-Zellen mit FCS 

(s. Tab. 18) weist bei einer Stimulation mit 1 mg/ml Brotextrakt einen hoch signifikanten (p < 0,01) 

und bei 10 mg/ml signifikanten (p < 0,05) Unterschied auf. Die restlichen Bedingungen ergeben für 

Brotextrakt keine Unterschiede. 

Bei dem Vergleich der konfluenten WI-38 ohne FCS-Inkubation und den konfluenten Zellen mit 

FCS-haltigem Medium kann bei 30 mg/ml der einzige signifikante (p < 0,05) Unterschied für die 

Konzentrationsversuche mit Kaffeeextrakt gezeigt werden.  
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Tabelle 18: Mittelwerte der Phospho-ERK1/2  bei konzentrationsabhängiger Stimulation in  % der 

Nullkontrolle 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 244,39 

±36,51 

261,37 

±15,75 

232,40 

±33,90 

162,35 

± 9,56 

154,16 

± 7,21 

Kaffee 100 170,25 

±27,75 

346,31 

±58,66 

481,02 

±79,20 

376,72 

±83,94 

153,30 

±24,16 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 141,81 

±14,71 

189,57 

±33,13 

  299,99 

±131,62 

166,35 

±32,62 

124,32 

±16,71 

Kaffee 100 142,26 

±11,13 

218,82 

±30,85 

367,84 

±16,62 

365,60 

±11,03 

329,43* 

±10,54 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 159,40 

±24,77 

209,85 

±40,03 

248,24 

±13,03 

 297,71 

 ±31,51 

 212,90 

 ±31,11 

Kaffee 100 161,94 

±24,26 

199,19 

±31,83 

219,18 

±37,99 

 168,12 

 ±24,40 

 147,67 

 ±29,31 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 283,91 

±21,75 

368,52** 

 ± 5,90 

340,24 

  ± 9,82 

 268,63* 

±23,10 

 196,12 

±13,48 

Kaffee 

 

100 135,29 

±15,42 

194,10 

±13,92 

 240,99 

±19,91 

 240,84 

±18,49 

 180,28 

  ± 3,93 

           Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

           Versuchsanzahl: n = 3. 

 

 

In der Zeitreihe (s. Tab. 19) lässt sich ein signifikanter (p < 0,05) Unterschied bei der Stimulation 

mit 10 mg/ml Brotextrakt für die Dauer von 5 min nachweisen. Die restlichen Ergebnisse variieren 

nicht signifikant. 

Die Versuche mit Kaffeeextrakt erbringen bei mittlerer Einwirkdauer (5-30 min) für die 

konfluenten Zellen mit FCS und für die subkonfluenten Zellen mit FCS signifikante bis hochsigni-

fikante Ergebnisunterschiede. Die vergleichende Untersuchung der subkonfluenten Zellen ohne 

Serum weist keine signifikanten Ergebnisabweichungen auf.  
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Tabelle 19: Mittelwerte der Phospho-ERK1/2  bei zeitabhängiger Stimulation in % der Nullkon-

trolle 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 173,65 

±  9,96 

256,05 

±82,39 

  292,52 

±108,98 

  229,21 

±100,79 

118,06 

±20,11 

Kaffee 100 120,49 

±  5,93 

515,94 

±52,10 

500,74 

±35,52 

454,67 

±53,95 

212,34 

±19,71 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 126,57 

±15,27 

140,19 

±23,43 

175,98 

±37,40 

240,49 

±48,72 

143,59 

±23,77 

Kaffee 100 158,47 

±22,10 

270,00** 

±29,05 

341,18* 

±26,02 

209,00* 

±33,50 

130,11 

±25,89 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 501,66 

±102,29 

612,37* 

±84,01 

510,88 

±89,08 

198,71 

 ± 5,76 

130,85 

 ± 8,85 

Kaffee 100 253,72 

±34,39 

  563,57 

±190,09 

  395,97 

±116,15 

  273,92 

±118,43 

216,43 

±73,73 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 113,93 

±21,98 

165,33 

±34,40 

179,38 

±33,73 

174,55 

±21,81 

134,28 

±20,74 

Kaffee 

 

100 158,19 

± 7,42 

236,85* 

±24,54 

223,27* 

± 9,31 

 43,93* 

± 4,71 

 36,99* 

± 6,11 

           Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

           Versuchsanzahl: n = 3. 

 

4.3.3 Untersuchung der Phospho-p38 

 

Wie in Tabelle 20 gezeigt, gibt es in den Konzentrationsreihen mit Brotextrakt einen einzigen sig-

nifikanten (p < 0,05) Unterschied bei 10 mg/ml zwischen konfluenten WI-38-Fibroblasten ohne 

Serum und den nicht konfluenten mit Serum.  

In der Konzentrationsreihe mit Kaffee lassen sich für die subkonfluenten Zellen ohne und die 

subkonfluenten Zellen mit FCS im Vergleich zu den konfluenten Zellen ohne Serum fast durchweg 

signifikante Ergebnisdifferenzen nachweisen (s. hierzu Tab. 20). Einen signifikanten (p < 0,05) 

Unterschied ergibt sich auch im mittleren Konzentrationsbereich (3 mg/ml) für die konfluenten 

Zellen mit FCS. 

Eine 60-minütige Stimulation der WI-38-Fibroblasten mit Brotextrakt erbringt in der Zeitreihe (s. 

Tab. 21) den einzigen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen konfluenten Zellen ohne Se-

rum und den subkonfluenten Zellen ohne Serum. Die restlichen Bedingungen verhalten sich ähn-

lich. 
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Tabelle 20: Mittelwerte der Phospho-p38  bei konzentrationsabhängiger Stimulation in  % der 

Nullkontrolle 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 128,85 

±10,34 

135,90 

± 9,92 

176,60 

±24,67 

128,43 

± 9,85 

107,35 

±15,91 

Kaffee 100 122,89 

±12,93 

 194,98 

±62,03 

 290,32 

±47,69 

233,64 

±50,17 

221,36 

±55,45 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 105,02 

±26,42 

107,76 

±28,15 

135,37 

±17,00 

137,20 

±22,22 

92,73 

 ±2,83 

Kaffee 100 117,92 

±15,95 

300,44 

±84,64 

  502,91* 

±106,50 

  701,74 

±161,42 

1020,79 

±404,39 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 128,07 

±14,69 

156,12 

±18,39 

250,01 

±42,80 

 284,52 

 ±39,52 

 306,92 

 ±46,36 

Kaffee 100 245,54** 

±19,00 

855,96** 

±80,67 

1070,26 

±190,92 

1112,72* 

±179,43 

1252,17** 

±141,29 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 145,07 

±14,93 

160,10 

 ± 7,56 

 187,27 

±10,23 

 245,35* 

±17,74 

 239,47 

±52,83 

Kaffee 

 

100 190,30 

±30,21 

825,68* 

±99,34 

1709,77** 

 ± 56,54 

1518,52* 

±148,46 

1425,34* 

 ± 97,75 

         Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.  

         Versuchsanzahl: n = 3. 

 

Für die zeitabhängigen Kaffeestimulationen zeigen sich signifikante Ergebnisdifferenzen für die 

konfluenten WI-38-Fibroblasten mit FCS (p < 0,01) und die subkonfluenten Zellen mit FCS (p < 

0,05) für 30 und 60 min gegenüber der Standardbedingung. Die hungernden subkonfluenten WI-

38-Zellen verhalten sich hingegen bei kürzerer Einwirkungszeit (2,5 und 5 min) signifikant (p < 

0,05) unterschiedlich.  
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Tabelle 21: Mittelwerte der Phospho-p38  bei zeitabhängiger Stimulation in  % der Nullkontrolle 

 

  0 min 2,5 min 5 min 10 min 30 min 60 min 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 154,77 

±29,09 

172,25 

±35,44 

288,89 

±91,78 

216,04 

±80,52 

138,11 

±39,82 

Kaffee 100 263,75 

±95,12 

  418,74 

±143,03 

  517,83 

±121,37 

655,78 

±59,62 

654,11 

±59,32 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 125,95 

±  9,31 

139,09 

±  9,12 

188,46 

±27,57 

168,30 

±23,65 

101,46 

±16,22 

Kaffee 100 133,83 

±17,11 

232,87 

±19,95 

251,46 

±24,15 

241,57** 

±27,20 

160,97** 

±37,00 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 114,26 

 ± 8,62 

163,91 

±27,74 

171,09 

±32,95 

187,34 

±29,56 

225,43 

±52,14 

Kaffee 100 784,40* 

±36,51 

1870,49* 

±192,78 

1892,98 

±265,11 

761,74 

±19,89 

683,42 

±221,60 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 206,20 

±30,60 

293,49 

±49,24 

357,79 

±71,08 

  557,50 

±150,22 

614,62* 

±95,43 

Kaffee 

 

100 107,33 

± 9,77 

206,98 

±15,12 

246,24 

± 7,39 

350,53* 

±31,30 

403,64* 

±54,74 

          Signifikanzkennzeichnung: * =p < 0,05 versus Kontrolle, ** =p < 0,01 versus Kontrolle.  

          Versuchsanzahl: n = 3. 

 

4.4 Zellzählversuche 

 

Im Folgenden wird dargestellt, wie sich die Stimulationen mit den Lebensmittelextrakten auf das 

Zellwachstum bzw. den Zelltod auswirken. Dazu wurden die Zellen abgelöst und mittels des 

CASY Zellzählers die Zahl der vitalen Zellen bestimmt.  

 

4.4.1 Zellzählungen in Abhängigkeit unterschiedlicher Kulturbedingungen bei Stimulation 

mit Brotkruste 

 

Aus den Abbildungen 20 und 21 wird ersichtlich, dass es Unterschiede im Proliferationsverhalten 

der Zellen bei unterschiedlichen Kulturbedingungen unter Stimulation mit Brotextrakt gibt.  

Hinsichtlich der Zellzahl ergibt sich bei den konfluenten Fibroblasten eine starke Abhängigkeit 

gegenüber dem zugegebenen Medium. Die hungernden und konfluenten Zellen proliferieren bei 

Brotzugabe deutlich stärker als die mit FCS inkubierten konfluenten Zellen. Die 70 % konfluenten 
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WI-38 weisen jedoch mit und ohne FCS keine großen Unterschiede auf. Bei allen Zählversuchen 

zeigt sich konzentrationsabhängig ein Optimusverhalten. 
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Abbildungen 20 und 21: Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten unter dem Einfluss verschiedener 

Brotkonzentrationen in Prozent des Mittelwertes der Nullkontrolle, links 100 % Konfluenz, rechts 

70 % Konfluenz. 

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle. Versuchsanzahl n = 6. 

 

Bei einer Konzentration von 30 mg/ml kommt es bei den konfluenten Zellen, die mit FCS kultiviert 

wurden, zu einem Abfall der Zellzahl auf 81,4 ± 9,5 %. Hier zeigt sich ein signifikanter Unter-

schied (p < 0,05) zwischen konfluenten WI-38 mit und ohne Serumkultivierung hinsichtlich der 

Zellzahl.  

 

4.4.2 Zellzählungen in Abhängigkeit unterschiedlicher Kulturbedingungen bei Stimulation 

mit Kaffeepulver 

 

Zur Überprüfung der proliferationsfördernden oder –hemmenden Wirkung des Kaffeepulvers er-

folgten in Analogie zu den Versuchen aus Kapitel 4.4.1 Zellzählungen unter dem Einfluss des Kaf-

fees bei verschiedenen Kulturbedingungen. 

Kaffee wirkt stark reduzierend auf die Zellzahl, so dass es durchschnittlich ab einer Konzentration 

von 1 mg/ml zu einem Abfall der Zellzahl kommt. Eine Abhängigkeit der konfluenten Zellen hin-

sichtlich der Zellzahl und deren Inkubation mit oder ohne FCS zeigt sich mit einer Proliferation bei 

den hungernden Zellen bis zu 1 mg/ml. Bei den konfluenten WI-38 mit FCS kommt es hingegen 

bei niedriger Dosis (0,3 mg/ml) bereits zu einem Absinken der Zellzahl (s. Abb. 22 und 23).  
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Abbildungen 22 und 23: Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten unter dem Einfluss verschiedener 

Kaffeekonzentrationen in Prozent des Mittelwertes der Nullkontrolle, links 100 % Konfluenz, 

rechts 70 % Konfluenz. 

Signifikanzkennzeichnung: * = p  < 0,05 versus Kontrolle. Versuchszahl n = 6. 

 

Signifikante Proliferationsunterschiede gibt es für die konfluenten Zellen bei 30 mg/ml und für die 

70 % konfluenten Zellen bei 10 mg/ml (p < 0,05). 
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Abbildung 24: Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten unter dem Einfluss verschiedener Kaffeekon-

zentrationen in Prozent  des Mittelwertes der Nullkontrolle. Kultivierung in FCS-haltigem Medi-

um. 

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kontrolle, ** = p < 0,01. Versuchsanzahl n = 6. 

 

Signifikante Unterschiede des Wachstumsverhaltens zeigen sich auch beim Vergleich der nicht 

hungernden konfluenten mit den nicht hungernden subkonfluenten WI-38 bei Anzucht in FCS-

haltigem Zellmedium (s. Abb. 24) bei 1 mg/ml (p < 0,05) und 3 mg/ml (p< 0,01). Tabelle 22 gibt 

die Zählversuche wieder. 
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Tabelle 22: Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten in % des Mittelwertes der Nullkontrolle unter 

dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von Kaffee- und Brotextrakt bei unterschiedlichen 

Zellkulturbedingungen 

 

  Omg/ml 0,3mg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml 

100 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

 

Brot 100 

±24,3 

154,7 

±19,6 

162,8 

±18,1 

156,7 

±17,3 

150,3 

±18,3 

137,7 

±15,2 

Kaffee 100 

±29,9 

123,2 

±13,4 

113,2 

±16,7 

44,6 

±8,0 

37,6 

 ±8,6 

31,5 

 ±7,5 

100 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 100 

±25,0 

119,2 

±11,2 

121,7 

±13,3 

120,7 

±13,0 

109,8 

±14,2 

81,4  

±9,5 

Kaffee 100 

±31,4 

91,2  

±4,6 

82,2 

±5,0 

58,5 

±5,7 

12,5 

 ±3,9 

8,0  

±2,1 

70 % 

Konfluenz 

ohne FCS 

  

Brot 100 

±13,1 

124,5 

±8,3 

126,8 

±9,9 

137,7 

±3,5 

133,7 

±6,3 

124,7 

±8,1 

Kaffee 100 

±13,3 

118,5 

±12,0 

91,5 

±7,5 

46,0 

±10,2 

43,5 

 ±8,2 

37,0 

±11,4 

70 % 

Konfluenz 

mit FCS 

Brot 

 

100 

±17,0 

118,1 

±5,5 

124,7 

±8,4 

124,0 

±9,4 

117,8 

±7,2 

104,2 

±6,0 

Kaffee 

 

100 

±18,0 

107,1 

±7,2 

96,6 

±4,1 

33,8 

±4,7 

21,9  

±4,5 

13,8 

 ±3,5 

 

4.5 Explorative Analyse  

 

Vor dem Hintergrund der gewonnenen Daten stellt sich die Frage, ob tatsächlich ein Zusammen-

hang zwischen der Induktion der Phosphorylierung von Kinasen und der Proliferation bzw. des 

Zelltodes besteht. Da die p38-MAPK für die Antwort der Zellen auf Stress, die Akt-Kinase für den 

Survival Pathway und die ERK1/2-MAPK für das Zellwachstum stehen, sollten deren Aktivierung 

im Vergleich zur Zellzahl analysiert werden. Explorativ wurden daher Quotienten aus Phospho-

p38/Phospho-Akt bzw. Phospho-p38/Phospho-ERK1/2 (gemessen in den Konzentrationsreihen 

(Kap. 4.1)) gebildet und mit der gemessenen Zellzahl (Kap. 4.4) verglichen. Die Datenanalyse aus 

Stimulationen mit Brotkruste und Kaffeepulver erfolgt gemeinsam, um die Datenmenge zu erhö-

hen. 
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4.5.1 Das Verhältnis zwischen stress pathway (p38) und survival pathway (Akt) im Bezug zur 

Zellzahl  

 

Abbildung 25 zeigt, dass ein niedriger Quotient aus Phospho-p38 und Phospho-Akt mit einer hohen 

Zellzahl einhergeht. 
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Abbildung 25: Darstellung des Einflusses verschiedener AGEs (Extrakte aus Kaffee und Brotkrus-

te) auf die intrazelluläre Kinasenaktivierung im Zusammenhang mit der gemessenen Zellzahl der 

WI-38-Fibroblasten unter verschiedenen Kulturbedingungen anhand des Ratios Phospho-

p38/Phospho-Akt. Darstellung unter zu Hilfenahme polynomischer Trendlinien. 

 

 

 

Besonders deutlich ist bei Betrachtung der mit FCS inkubierten Zellreihen ein Absinken der ge-

messenen Zellzahl bei Zunahme des dargestellten Ratios zu sehen. Die graphisch eingefügten 

Trendlinien schneiden die 100 % (Zellzahl bleibt konstant) im Mittel bei einem Ratio von 2,0 

(konfluent mit FCS: 2,9; konfluent ohne FCS: 0,9; nicht konfluent mit FCS: 2,9; nicht konfluent 

ohne FCS: 1,4). 
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4.5.2 Das Verhältnis zwischen stress pathway (p38) und Zellproliferation (ERK 1/2) im Bezug 

zur Zellzahl 

 

Aus Abbildung 26 ist ersichtlich, dass eine hohe Zellzahl ebenfalls mit einem niedrigen Quotienten 

aus Phospho-p38 und Phospho-ERK1/2 einhergeht. Ein hoher Quotient (hohe p38-Aktivierung) 

geht folglich mit einer niedrigen Zellzahl einher.  

Ein Unterschied der Zellzahl (100 %) ist durchschnittlich bei einem Ratio von 1,8 (konfluent mit 

FCS: 0,8; konfluent ohne FCS: 1,5; nicht konfluent mit FCS: 2,5; nicht konfluent ohne FCS: 2,5) 

zu verzeichnen.  
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Abbildung 26: Darstellung des Einflusses verschiedener AGEs (Extrakte aus Kaffee und Brotkrus-

te) auf die intrazelluläre Kinasenaktivierung im Zusammenhang mit der gemessenen Zellzahl der 

WI-38-Fibroblasten unter verschiedenen Kulturbedingungen anhand des Ratios Phospho-

p38/Phospho-ERK1/2. Darstellung unter zu Hilfenahme polynomischer Trendlinien.
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5 Diskussion 

 

AGEs gelten als die aromatischen Hauptbestandteile erhitzter Nahrung und entstehen bei der 

Maillard-Reaktion protein- und karbohydrathaltiger Nahrung unter Einwirkung hoher Temperatu-

ren [2].  

Bisher ist wenig bekannt über den Effekt der mit der Nahrung aufgenommenen AGEs auf den 

menschlichen Körper. Von den „in vitro“ entstandenen AGEs weiß man, dass sie zur Entstehung 

degenerativer Erkrankungen wie Alzheimer, Diabetes oder kardiovaskulären Erkrankungen führen 

können [11]. Es wurde mehrfach beschrieben, dass AGEs in Säugetierzellen Kinasenkaskaden 

aktivieren können [36, 84, 44, 45].  

 

5.1 Die intrazelluläre Kinasenaktivierung durch Glykierungsend-produkte aus Nahrungsmit-

teln 

 

Mit der ersten Fragestellung dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob AGEs einen konzentrations- 

und/oder zeitabhängigen Einfluss auf die Aktivierung der Akt-, ERK1/2- und p38-Kinasen haben. 

Eine Stimulation der WI-38-Zellen wurde hierzu unter verschiedenen Zellkulturbedingungen mit 

AGE-reichen Nahrungsmitteln durchgeführt und mittels Western-Blot eine Kinasenaktivierung 

analysiert. Die Ergebnisse sollen jetzt getrennt für die jeweiligen Kinasen kurz zusammengefasst 

und im Kontext bisheriger Forschung diskutiert werden. 

 

5.1.1 Konzentrations- und zeitabhängiger Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der Akt-Kinase in humanen Lungenfibroblasten 

 

Für viele Zellarten (z.B WI-38-Fibroblasten, humane Hautfibroblasten, Retinale Ganglienzellen, 

Glioblastomzellen, etc.)  wurde die Akt-Aktivierung als ein Marker für das Zellüberleben identifi-

ziert [75, 85, 86, 87, 88, 89]. Die Akt/PKB-Signalkaskadenaktivierung führt dazu, dass Zellen  

apoptotischen Stimuli widerstehen können [90].  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich sowohl durch Brotextrakt als auch durch 

Kaffeeextrakt teilweise signifikante Aktivierungen der Akt-Kinase in WI-38-Fibroblasten erzielen 

lassen. Eine durchschnittlich maximale Akt-Aktivierung durch Kaffee- und Brotextrakt wird bei 

einer Dosis von 1-3 mg/ml erreicht. Sie impliziert eine positive Wirkung natürlicher AGEs für das 

Zellüberleben innerhalb dieses Dosisbereichs.  

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu bisherigen Experimenten der Arbeitsgruppe Simm mit 

kardialen Mausfibroblasten bei denen kein positiver Effekt auf die Phosphorylierung der Akt-

Kinase durch Brotextrakt nachgewiesen werden konnte [91]. 
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Bei höheren Dosen scheinen wiederum zytotoxische Effekte zu überwiegen und es kommt zu einer 

Reduktion des Überlebenssignals. Muscat et al. (2007) wiesen an einer humanen 

Macrophagenzelllinie den zytotoxischen Effekt koffeinhaltigen Kaffees über eine RAGE-

unabhängige Aktivierung des NF-кB-Weges nach [92]. Dabei werden verschiedene Möglichkeiten 

für die beschriebene zytotoxische Wirkung des Kaffees diskutiert: Im Kaffee enthaltene 

Tanninsäure hat durch die Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zytotoxische Potenz. 

Park et al. (2008) zeigten in einer Arbeit diesbezüglich die zytotoxischen Effekte von gallischer 

Säure, ein Hydrolysat der Tanninsäure, an einer testikulären Zelllinie [93]. Zum anderen gibt es 

eine direkte zytotoxische Wirkung von AGEs [94]. Dies könnte auch der Mechanismus sein, wel-

cher sich in den vorliegenden Experimenten im Absinken der Akt-Phosphorylierung unter Aus-

gangsniveau bei hohen Kaffeekonzentrationen der FCS-haltigen Fibroblasten widerspiegelt.  

Eine bei den gewählten Konzentrationen vorhandene zeitabhängige Akt-Aktivierung konnte mit 

vergleichbaren Verläufen der Aktivierungskurven serum- und Stimulanzienabhängig gezeigt wer-

den. Kaffee verursacht in den durchgeführten Experimenten meistens eine kontinuierliche Zunah-

me der Kinasenaktivierung, während durch die Aktivierung mit Brotextrakt ein Optimumsverhalten 

erreicht wird. Kaffee erzielt in der hier gewählten Konzentration einen stärkeren Effekt als Brot-

kruste auf die Phosphorylierung der Akt-Kinase.  

Ob es sich um einen Effekt der Kaffeesäure [95] handelt, die unter Zellstressbedingungen einen 

protektiven Effekt auf das Überleben von Fibroblasten haben kann, bleibt offen. Guijarro et al. 

(2007) propagierten hingegen eine Myc-induzierte Apoptoseresistenz hungernder Fibroblasten in 

Kultur durch freie Radikale, die sich über eine Akt-Aktivierung zeigt [96]. Weitere Untersuchun-

gen hinsichtlich der Konzentration freier Radikale unter den in dieser Arbeit gegebenen Versuchs-

bedingungen wären interessant. 

Welche AGEs zu der Aktivierung der Akt-Kinase geführt haben, lässt sich aus den gewonnenen 

Ergebnissen nicht sagen. In Frage kämen bei der thermischen Bearbeitung von Lebensmitteln ent-

stehende Melanoidine [97]. Eines dieser Melanoidine konnte als Pronyl-L-Lysin identifiziert wer-

den, welches u.a. beim Backvorgang von Brot entsteht [83]. Im Rahmen der Maillard-Reaktion 

entsteht auch regelmäßig CML, welches als sensitiver Marker für hitzebehandelte Nahrung Ein-

gang in die Lebensmittelchemie gefunden hat [91, 98]. 

  

5.1.2 Konzentrations- und zeitabhängiger Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der ERK1/2-MAP-Kinase in humanen Lungenfibroblasten  

 

Durch die Aktivierung der ERK1/2 werden in den meisten Zelltypen eine Proliferation induziert 

und die Apoptose gehemmt [52, 53]. In dieser Arbeit wurde eine ERK1/2-Aktivierung in humanen 

Lungenfibroblasten durch natürliche AGEs nachgewiesen.  
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Die Stimulationsversuche der ERK1/2-Kinase durch Kaffee- und Brotextrakt weisen vorwiegend 

eine signifikante und konzentrationsabhängige Aktivierung der Kinase für alle Zellbedingungen 

auf. Unter subkonfluenten Bedingungen hat Brot einen stärkeren Aktivierungseffekt als Kaffee.  

Die eigenen Experimente bestätigen die von Zill et al. (2003) an hungernden (serum-freien) Caco-

2-Zellen gezeigte Aktivierung der ERK1/2-MAPK. Im Gegensatz zu den Experimenten mit Caco-

2-Zellen erreichte in den vorliegenden Versuchen (mit Ausnahme der nicht konfluenten, FCS-

freien WI-38) die Kinasenaktivierung durch Kaffee höhere Aktivierungsraten. Zill et al. (2003) 

führten jedoch keine Differenzierung hinsichtlich der Konfluenz durch [45].  

Aus Ergebnissen an HeLa-Zellen weiß man, dass eine direkte Interaktion der p38α mit der ERK1/2 

MAP-Kinase zu einer Komplexbildung führen kann, in deren Folge eine Phosphorylierung der 

ERK1/2 durch die MEK1/2 verhindert wird [99]. Dieser Zusammenhang scheint möglicherweise 

auch in WI-38-Fibroblasten zu bestehen, da eine zunehmende Phospho-p38-Aktivierung mit einer 

verminderten Phospho-ERK1/2-Aktivierung einhergeht. Besonders deutlich zeigt sich dieser Zu-

sammenhang bei Stimulation mit Kaffeeextrakt.  

Dies erklärt allerdings den Effekt beim Brot nicht, da hier ein Nachweis der ERK1/2-

Kinasenaktivierung trotz erhöhter Phospho-p38 gelingt. Brotkruste verursacht in kardialen 

Mausfibroblasten nur einen moderaten oxidativen Stress [91], welcher vielleicht hier mit einer 

MAP-Kinasen-Aktivierung der ERK1/2 einhergeht und mit einer Proliferation assoziiert ist. 

Ähnlich wie bei der konzentrationsabhängigen Aktivierung der ERK1/2-MAP-Kinase konnte eine 

Zeitabhängigkeit nachgewiesen werden, die meistens ein Maximum zwischen 5 und 10 min Stimu-

lationsdauer erreicht. Die nicht konfluenten Zellen mit FCS weisen bei Kaffeestimulation ab 30 

min niedrigere Aktivierung der MAP-Kinase auf als die nicht stimulierte Kontrolle. Möglicherwei-

se spielt hier die zytotoxische Wirkung des Kaffees durch die Bildung freier Radikale [92] eine so 

starke Rolle, dass es bedingt durch Zelltod zu einer Signalabschwächung kommt. 

 

5.1.3 Konzentrations- und zeitabhängiger Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der p38 in humanen Lungenfibroblasten  

 

Die Aktivierung der p38-MAPK gilt in vielen Zelllinien als Stress bzw. Apoptosemarker [47, 49].  

Für die Phospho-p38 ließen sich tatsächlich auch bei den WI-38 Zellen in den Konzentrations- und 

Zeitreihen dieser Arbeit durch Brot und Kaffee signifikante Phosphorylierungsraten messen. Kaf-

feeextrakt führt in allen Versuchen zu einer stärkeren Aktivierung der p38-MAP-Kinase als Brotex-

trakt. 

Verschiedene AGEs (CML, Pronylglycin, etc.) können eine vermehrte p38-Phosphorylierung aus-

lösen [45, 91, 100]. Wie in der Einleitung erwähnt, ist die Aktivierung der p38-MAP-Kinase durch 

Kaffee und Brotkruste u.a. an Caco-2-Zellen bereits bekannt [45]. Brotkruste triggert die Bildung 

von ROS und kann über diesen Weg eine p38-Aktivierung bedingen [84, 91]. Muscat et al. (2007) 
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beschrieben diesen Aktivierungsweg ebenfalls für koffeinhaltigen Kaffee. Über den NFкB-Weg 

kommt es hier zu einer p38-Aktivierung [92].  

Die eigenen Resultate bestätigen die Ergebnissen von Zill et al. (2003): Kaffee scheint auch in 

humanen Lungenfibroblasten ein stärkerer Verursacher von Zellstress zu sein als Brotkruste [45]. 

Einige Autoren klassifizierten bereits bestimmte zytotoxische AGEs als Toxic AGEs (TAGs) [101, 

102, 103]. Die stärkere Kinasenaktivierung der Phospho-p38 und die verminderte Zellzahl (s. Kap. 

5.3 und 5.4) unter Einfluss von Kaffeeextrakt lässt möglicherweise darauf schliessen, dass in Kaf-

fee viele dieser TAGs enthalten sind. Neuere Ergebnisse von Hegele et al. (2009) weisen hingegen 

darauf hin, dass H2O2 welches in AGE-reichen Nahrungsmittelkomponenten und Kaffee reichlich 

entsteht, als Hauptverursacher der Zytotoxizität zu sehen ist [104]. 

Kritisch anzumerken ist, dass bei den Western-Blot-Versuchen mit Kaffeeextrakt teilweise ein 

älterer und ein neuerer p38-Antikörper verwendet wurden, so dass es hier zu Abweichungen der 

Intensität der Absorptionsraten im Bandenmuster trotz Abgleich mit GAPDH kam - der teilweise 

höhere Standardfehler des Mittelwertes lässt sich möglicherweise so erklären.  

 

5.2 Der Einfluss der Kulturbedingungen auf die Kinasenaktivierung in WI-38 Fibroblasten  

 

Als zweite Fragestellung dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob unterschiedliche Zellkulturbe-

dingungen zu unterschiedlichen Versuchsergebnissen hinsichtlich der Kinasenaktivierungen füh-

ren. Normalerweise werden Untersuchungen zu MAPK-Phosphorylierungen an konfluenten Zellen 

mit Serumentzug durchgeführt. Diese Ergebnisse geben die „in vivo“-  Verhältnisse jedoch nicht 

wieder. Neben dem teilweise unterschiedlichen Verhalten der einzelnen Kinasen variieren die Ein-

zelwerte der Phospho-Akt, Phospho-ERK1/2 und der Phospho-p38 in der eigenen Untersuchung 

unter verschiedenen Kulturbedingungen teilweise signifikant voneinander.  

In den Zeitversuchen der Akt-Aktivierung kommt es zu ähnlichen Kurvenverläufen der Kinase in 

Abhängigkeit der Zugabe von FCS zum Zellmedium. Kaffee führt in gewählter Konzentration von 

1 mg/ml unter hungernden Bedingungen zu einer kontinuierlichen Zunahme der Akt-Aktivierung, 

während es unter FCS-Zugabe zu einem Optimumsverhalten kommt. Brot zeigt hier ein generelles 

Optimumsverhalten.  

Die Effekte der Serum-Zugabe (FCS-frei/FCS-haltig) zu den Zellen und die Zell-Zellkontakte 

(Subkonfluenz/Konfluenz) und deren Interaktionen sind komplex.  

Andjelkovic et al. (1997) erklärten eine rasche Akt-Aktivierung in embryonalen Nierenzellen (293-

Zellen) durch Wachstumsfaktoren (IGF1-abhängig). Die Arbeitsgruppe liess Zellen in 24 h-

Serumfreiheit wachsen und stimulierte diese anschließend mit IGF-1 [62]. Die eigenen Ergebnisse 

weisen hingegen darauf hin, dass AGE-reiche Nahrungsmittel selbst in der Lage sind, weitgehend 

unabhängig von Wachstumsfaktoren (FCS-freies Medium) zu einer Akt-Aktivierung zu führen. 
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Des Weiteren zeigt sich, dass eine Aktivierung der ERK1/2-Kinase durch Zell-Zell-Kontakte in 

konfluenten Zellen nicht verhindert wird. In diploiden Fibroblasten, wie den WI-38, kommt es 

normalerweise durch Zell/Zell-Kontakte zu einer Hemmung des Wachstums über das Protein 

Kontaktinhibin [105]. Vinals et al. präsentierten 1999 einen Zusammenhang für die Hemmung der 

ERK1/2-MAP-Kinase mit Zunahme der Konfluenz von Zellen und den damit verbundenen 

Zell/Zellkontakten. In der Folge kam es zu einer verminderten Mitoserate [106]. In der vorliegen-

den Arbeit konnte gezeigt werden, dass trotz Konfluenz keine Hemmung der ERK1/2 erreicht wird. 

 

5.3 Der konzentrationsabhängige Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf die absolute 

Zellzahl humaner WI-38-Fibroblasten 

 

In einer dritten Fragestellung sollte geklärt werden, ob zum einen die untersuchten Nahrungsmittel-

extrakte direkt auf die Zellzahl Einfluss haben und zum anderen ob es hier wiederum zu Unter-

schieden unter verschiedenen Kulturbedingungen kommt. Neben den kurzfristigen Effeken (disku-

tiert in Kap. 5.1) sollten hier die längerfristige Wirkung der Extrakte untersucht werden. 

In der eigenen Arbeit zeigt sich, dass Brotkruste mehr als Kaffee eine proliferationsfördernde Wir-

kung auf die WI-38-Fibroblasten hat. Lediglich in der Kombination hohe Konzentration 

(30 mg/ml), FCS-haltiges Medium und Konfluenz wirkt Brotkruste verringernd auf die Zellzahl. 

Kaffee hingegen bewirkt generell in Dosen unter 1 mg/ml eine Proliferation und in höheren Kon-

zentrationen eine Verminderung der Zellzahl. Dies bestätigt auch für WI-38 Ergebnisse von Neu-

ro2-Zellen, bei denen AGEs in niedriger Konzentration zu einer Proliferation und in hohen Dosen 

zytotoxisch wirkten [107]. Ein positiver Effekt des Brotextraktes auf hungernde Zellen und deren 

Überlebenspotential wurde in ähnlichen Konzentrationen auch für kardiale Mausfibroblasten be-

schrieben [91]. Kaffee ist stärker zytotoxisch und reduziert in niedrigerer Konzentration die 

Zellzahl als Brotkruste. Eine Ursache könnte eine stärkere H2O2-Produktion mit anschließender 

Aktivierung des NF-кB-Weges [92, 93] durch Kaffee sein. Hierzu müsste man weiterführend die 

WI-38-Fibroblasten hinsichtlich des genauen Apoptoseweges untersuchen. Im Gegensatz zu den 

eigenen Experimenten zeigten Muscat et al. (2009) an Makrophagen lediglich eine Proliferations-

hemmung unter AGE-Wirkung statt einer Reduktion der Zellzahl [108]. 

 

5.4 Der Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf die absolute Zellzahl unter verschiedenen 

Kulturbedingungen in WI-38-Fibroblasten 

 

Mit der vierten Fragestellung sollte geklärt werden, ob es zu Unterschieden der Zellzahl in Abhän-

gigkeit der Zellkulturverhältnisse bei gleichem Versuchsaufbau kommt, was sich teilweise signifi-

kant bestätigen lies.  



Diskussion 

- 62 - 

Der Nährstoffgehalt des Serums hat Einfluss darauf, ob sich Zellen teilen oder diese in hoher oder 

niedriger Konfluenz vorliegen. WI-38-Fibroblasten arretieren normalerweise unter Serummangel in 

der G0-Phase des Zellzyklus [80]. Kälberserum enthält zusätzlich anti-apoptotische bioaktive Sub-

stanzen [109], die dies verhindern. Unter FCS-Entzug kam es hingegen bei Zugabe von Brotextrakt 

in unseren Versuchen zu einer Zellzahlvermehrung.  

Wie bei der Inkubation mit Brotextrakt in hoher Dosis scheint hohe Konfluenz in Zusammenhang 

mit FCS unter Kaffeewirkung generell zu einer Verringerung der Zellzahl zu führen. Zytotoxizität 

hoher AGE-Konzentrationen und eine begrenzte Ausdehnung in den Kulturschalen führt eventuell 

zu einer Apoptose. Eine für das Wachstum der WI-38 notwendige „anchorage dependency“ [78, 

79] wird vielleicht bei Konfluenz durch den begrenzten Platz in den Kulturschalen verhindert. Kaf-

fee könnte diesen Prozess durch schädliche TAGEs oder H2O2-Produktion [101, 102, 103] zusätz-

lich beschleunigen.  

Aufgrund der hohen Komplexität dieser Mechanismen konnte in der vorliegenden Arbeit keine zu 

favorisierende Zellbedingung spezifiziert werden.  

 

5.5 Wechselwirkungen der Kinasen im Bezug zur Zellzahl 

 

Über die eigentliche Fragestellung dieser Dissertation hinaus wurde betrachtet, inwieweit es einen 

Zusammenhang zwischen dem Verhältnis der Aktivierung einzelner Kinasen und der Zellzahl gibt, 

da es in eukaryoten Zellen immer ein Zusammenspiel verschiedener Kinasen gibt. 

 

5.5.1 Die Wechselwirkungen der Stresskinase p38 und des Überlebenssignals Akt im Bezug 

zur Zellzahl 

 

Es lässt sich vermuten, dass das Verhältnis zwischen dem Überlebenssignal Phospho-Akt [85] und 

der stressinduzierten MAP-Kinase Phospho-p38 [47, 49] mit der Veränderung der Zellzahl huma-

ner Lungenfibroblasten assoziiert sein könnte. Erstellt man ein Ratio pp38/pAkt, so zeigt sich un-

terhalb eines bestimmten Quotienten eine Vermehrung der WI-38-Fibroblasten. Oberhalb kommt 

es zu einem Überwiegen der Apoptose. 

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der Versuchsergebnisse wird deutlich, dass es mit zu-

nehmender Akt-Aktivierung eher zu einem Überleben der Fibroblasten kommt. Dieser Zusammen-

hang lässt sich mit Ausnahme der konfluenten Zellen ohne Serum für alle Kulturbedingungen zei-

gen. So könnte die Fähigkeit einer Akt-Aktivierung überhaupt erst die Vorraussetzung dazu sein, 

den Zelltod zu umgehen. Möglicherweise kommt es aber auch zu einer Downregulierung der Akt-

Kinase im Gegenzug zu einer p38-Aktivierung. Ein Zusammenhang könnte darin bestehen, dass 

eine Verminderung der Akt-Aktivierung Zellen für oxidativen Stress empfindlicher machen kann 
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[110], was sich im Gegenzug in einer vermehrten Aktivierung der p38 unter dem Einfluss natürli-

cher AGEs zeigt. 

Bei einer stärkeren Aktivierung der p38 sterben die WI-38 ab. Die p38 dürfte somit als Marker 

einer AGE-induzierten Apoptose gelten.  

5.5.2 Die Wechselwirkung der Stresskinase p38 und des Proliferationssignals ERK1/2 im 

Bezug zur Zellzahl 

 

Betrachtet man kumulativ die Versuchsergebnisse (s. Kap. 4.5) dieser Arbeit, zeigt sich, dass das 

Verhältnis zwischen der p38- und der ERK1/2-Aktivierung ein Marker hinsichtlich der Zellverhal-

tens (Zellproliferation oder Absterben) ist.  

Es stellt sich auch hier dar, dass bei erniedrigter Zellzahl eher eine p38-Aktivierung nachweisbar ist 

und bei erhöhter Zellzahl eher die antiapoptotisch wirkende und das Zellwachstum regulierende 

pERK1/2 [52, 53] gemessen werden kann. Betrachtet man die in Kap. 4.5 bestimmten Ratios, so 

ergibt sich ein pp38/pERK1/2-Quotient, unterhalb dessen eine Zellproliferation und darüber eine 

Apoptose überwiegen.  

Weniger deutlich wird der Effekt bei den nicht-konfluenten Zellen mit FCS-Inkubation, wo eine 

niedrigere Zellzahl nicht zwingend mit einem hohen Phospho-p38/Phospho-ERK1/2-Quotienten 

einhergeht. So könnte die ERK1/2-Aktivierung hier im Gegensatz auch eine Apoptoseinduktion 

bedeuten, wie sie für neuronale und renale Epithelien beschrieben worden ist [56]. Eine gezielte 

ERK1/2-Inhibierung könnte hier aussagekräftige Ergebnisse liefern. 

Insgesamt bestätigt sich erneut, dass Kaffee eher zytotoxisch und Brotextrakt eher proliferations-

fördernd auf die WI-38 wirkt. 

 

5.6 Relevanz der gewonnenen Ergebnisse für Forschung und Klinik 

 

Bestimmte Krankheiten wie zum Beispiel Diabetes mellitus [11] oder Nierenfunktionsstörungen 

[13] führen zu einer vermehrten AGE-Anreicherung im menschlichen Körper. Über AGE-reiche 

Nahrungsmittel (z.B. Kaffe und Brot) werden AGEs absorbiert, gelangen in die Blutzirkulation und 

werden teilweise mit dem Urin wieder ausgeschieden [98,111], zum Teil kommt es aber auch zur 

Ablagerung im Gewebe. Aus Experimenten mit Lungenfibroblasten junger Wistarratten weiss man, 

dass es unter AGE-reicher Diät zu einer intrazellulären Konzentrationszunahme kommt. 

Einige Arbeitsgruppen bewiesen bereits eine profibrinogene Wirkung der AGEs in kardialem [112] 

und renalem Gewebe [113]. Die Experimente dieser Arbeit zeigen, dass durch AGE-reiche Nah-

rungsmittel eine Proliferation von Lungenfibroblasten in vitro ausgelöst werden kann. Möglicher-

weise kommt es so auch in vivo zu einer Organfibrosierung und AGEs könnten das Potential besit-

zen, fibrosierende Erkrankungen des Lungengewebes zu aggravieren. Es wird bereits eine Modula-

tion der Akt-Kinase als therapeutische Option der Lungefibrose diskutiert [114]. 
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Da die AGE-Anreicherung im menschlichen Gewebe als eine Normvariante des Zellalterns ange-

sehen wird [11], können die Versuche mit den WI-38 zudem als Alterungsmodell für fötale 

Lungenfibroblasten verstanden werden.  

Auf biochemischer Ebene konnte in humanen Lungenfibroblasten eine vermehrte p38-

Phosphorylierung verbunden mit einem Absinken der Zellzahl gezeigt werden und lässt eine erhöh-

te Apoptoserate [33, 115, 116, 117] vermuten. Zum einen könnte sie in Zukunft Auskunft über das 

Fortschreiten degenerativer und AGE-induzierter Krankheiten geben, zum anderen in der Krebsthe-

rapie von Bindegewebstumoren den Erfolg einer gezielten zytotoxischen Therapie anzeigen. Wei-

terführende Experimente könnten hier Auskunft geben. 

Eine mit der Zellvermehrung einhergehende ERK1/2- und Akt-Aktivierung könnte aussagekräftig 

für die Prognose und Aggressivität von Bindegewebstumoren sein und damit einen unabhängigen 

Prognosefaktor darstellen. Die immunhistochemische Detektion von pERK1/2 und pAkt lässt even-

tuell eine Identifikation von „high risk“-Patienten zu. Hingegen könnte eine Zellsensibilisierung für 

Apoptosemechanismen in Fibroblasten durch eine gezielte Inhibierung der pERK1/2 oder der pAkt 

zu einer erhöhten Radiosensibilität führen. Belka et al. (2004) beschrieben diese Möglichkeit in 

einer Studie [118].  

Die in den Kapiteln 4.5 beschriebenen Ratios vermögen Auskunft darüber zu geben, inwieweit 

Zellen im Rahmen der Forschung oder einer Therapie auf externe Stimuli reagieren. So lassen sich 

eventuell Normwerte festlegen, die mit einer Proliferation bzw. mit  einer Apoptose korrelieren.  

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Zellen in Kultur oder im Gewebe sehr unterschiedlich reagie-

ren und diese Normwerte zell- und gewebeabhängig festzulegen sind. Bei der Forschung mit Zell-

kulturen werden die Kulturbedingungen oft unberücksichtigt gelassen. Die Ergebnisse dieser Dis-

sertationsarbeit zeigen hingegen, wie wichtig die Berücksichtigung von Zelldichte, Kulturbedin-

gungen und verwendeten Wachstumsmedien in der medizinischen Forschung sind.  

 

5.7 Einschränkungen dieser Arbeit 

 

Bedingt durch die Versuchsanzahl von n = 3 war nur eine begrenzte statistische Auswertung mög-

lich.  

Das Ziel dieser Arbeit war es, AGE-reiche Nahrungsmittel und ihre Wirkung auf Fibroblasten zu 

untersuchen. Da in den untersuchten Extrakten verschiedene AGEs enthalten sein können (z.B. 

Pronyl-Lysin, CML, etc.) [83, 91] ist eine Aussage hinsichtlich eines einzelnen AGEs nicht mög-

lich. Untersuchungen von Hegele et al. (2009) weisen darauf hin, dass ROS wie H2O2 im Kaffee 

ursächlich für seine zytotoxische Wirkung sind [104]. So bleibt unklar welche Substanz letzendlich 

in den vorliegenden Experimenten zu den gemessenen Effekten geführt hat.  

Angaben wie das Molekulargewicht von Kaffeeextrakt oder Brotkruste sind nicht möglich, so dass 

die Konzentrationsangaben in mg/ml erfolgen mussten. Die wirklich endgültige  Konzentration der 
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AGEs in den WI-38 Fibroblasten bleibt damit offen. Aus Experimenten mit über 10 Tagen diätisch 

ernährten Wistarratten weis man allerdings, dass unter AGE-Diät erhöhte AGE-Konzentrationen 

(zwischen 15-30 a. U. x 10-3) im Lungengewebe der Tiere vorliegen [25]. Auch hierbei handelt es 

sich nur um Relativwerte. Somoza et al. (2005) analysierten über 6 Wochen mit Brotkruste diätisch 

behandelte Wistarratten und wiesen erhöhte AGE-Konzentrationen im Plasma der Tiere nach [5], 

so dass auch unter physiologischen Bedingungen von einer Gewebeanreicherung ausgegangen 

werden kann.  

Ein Kritikpunkt, den alle Zellkulturexperimente gemeinsam haben, ist, dass die physiologischen 

Verhältnisse im menschlichen Körper nicht wiedergegeben werden können.  
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6 Zusammenfassung 

 

AGEs sind mit einer Reihe degenerativer und entzündlicher Krankheiten assoziiert. In dieser Arbeit 

wurde der konzentrations- und zeitabhängige Einfluss AGE-haltiger Nahrungsextrakte (Brotkruste 

und Kaffee) auf die Aktivierung der intrazellulären Kinasen Akt, ERK1/2 und p38 in WI-38-

Fibroblasten unter verschiedenen Zellkulturbedingungen (70 und 100 % Konfluenz, gehungerte 

und mit FCS inkubierte Zellen) untersucht.  

Es konnte gezeigt werden, dass Brotkruste und Kaffeeextrakt konzentrations- und zeitabhängig 

eine rasche Kinasenaktivierung der Akt-, ERK1/2- und p38-Kinase hervorrufen. Eine im Mittel 

stärkere p38-Phosphorylierung durch Kaffeeextrakt im Vergleich zu Brotkruste spiegelt den stärke-

ren zytotoxischen Effekt zudem wieder. Die Kinasenphosphorylierungen sind dabei abhängig von 

den Zellkulturbedingungen.  

Beim Vergleich der Zellkulturbedingungen zeigen sich zum Teil signifikante Unterschiede der 

Versuchsergebnisse bei ansonsten unverändertem Versuchsaufbau, was für die Forschung mit Zell-

kulturen und die anschließende Ergebnisinterpretation von erheblicher Bedeutung ist und häufig 

unzureichend Beachtung findet.  

Zellzählversuche erbrachten, dass AGE-reiche Nahrungsextrakte auf WI-38-Fibroblasten bis zu 

einem Dosisbereich von 30 mg/ml (Brot) und 0,3-1 mg/ml (Kaffee) die Zellzahl vermehrend wir-

ken, wobei v.a. Kaffee im höheren Dosisbereich zytotoxisch wirkt. Es bleibt jedoch unklar, welche 

Wirksubstanzen hierfür verantwortlich sind. 

Überträgt man die gemessenen Kinasenaktivierungen auf die Zellzahl, so zeigt sich, dass ein klei-

ner Phospho-p38/Phospho-Akt-Quotient sowie ein kleiner Phospho-p38/Phospho-ERK12-Quotient 

gute Vorhersagekraft für Zellüberleben und Proliferation von WI-38-Fibroblasten haben.  

Klinische Relevanz könnten diese Quotienten hinsichtlich des Proliferationsverhaltens von Binde-

gewebstumoren haben. So lassen sich eventuell gewebe- und zellspezifische Normwerte festlegen, 

bei denen eine Proliferation oder ein Zellüberleben einer Apoptose überlegen ist. Diese könnten 

Aussagewert über den Erfolg oder Misserfolg einer Tumortherapie haben.  
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8 Thesen 

 

1. Ziel der Arbeit war es die Wirkung AGE-reicher Nahrungsmittel auf intrazelluläre Signal-

kaskaden in humanen Lungenfibroblasten zu untersuchen 

 
2. AGEs akkumulieren in Gewebe mit dem Altern unter physiologischen Bedingungen, kön-

nen aber auch vermehrt über die Nahrung aufgenommen werden und können zu degenera-

tiven Erkrankungen führen 

  
3. Analysiert wurden eine Aktivierung der „Überlebenskinase“ (Akt), der „Stresskinase“ 

(p38) und des Proliferationswegs (ERK1/2) mittels Western-Blot 

 
4. Brotkruste- und Kaffeeextrakt stimulieren konzentrations- und zeitabhängig die Akt-, 

p38MAPK- und ERK1/2MAPK-Kinasen  in WI-38 Fibroblasten (kurzfristige Analyse) 

 
5. Zellzuchtbedingungen finden nur unzureichend Beachtung in der medizinischen Forschung 

 
6. Die Versuchsergebnisse variieren mit den Zellzuchtbedingungen zum Teil signifikant von-

einander (FCS-haltiges versus FCS-freies Medium, konfluent versus subkonfluent)  

 
7. Keine Zellzuchtbedingung konnte als favorisierend herausgestellt werden 

 
8. Kaffeeextrakt führt eher zu einer Aktivierung des Apoptoseweges (p38) mit einer Vermin-

derung der absoluten Zellzahl, während Brotextrakt eher eine Zellzahlvermehrung bewirkt 

(langfristige Ergebnisse) 

 
9. Der Quotient pp38/pAkt ist ein guter Prädiktor hinsichtlich des Zellüberlebens 

 
10. Eine hohe p38-Phosphorylierung verbunden mit einer niedrigen Akt-Phosphorylierung ist 

bezeichnend für eine hohe Zytotoxizität 

 
11. Eine Modulation der untersuchten Kinasen können eventuell eine therapeutische Option 

bestimmter degenerativer Krankheiten bieten 
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