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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung:Advanced Glycation Endproducts (AGES) spielen enischeidende Rolle bei der
Entstehung degenerativer und tumordser Erkrankunenvorliegende Arbeit soll die Wir-
kung exogener AGE-reicher Nahrungsmittel (Kaffed &notkruste) auf die Vermehrung bzw.
den Zelltod von WI-38-Fibroblasten untersuchen. éaleht die Aktivierung von Signalkaska-
den wie der Akt-Kinase (survival pathway), ERK1/#i#se (Zellproliferation) und p38 (stress
pathway) im Mittelpunkt.

Methoden:WI-38-Fibroblasten wurden fir 10 min mit 0,3-30/myBrotkruste- und Kaffeeex-
trakt (Konzentrationsreihe) sowie fur 2,5-60 mirt &® mg/ml Brot und 1 mg/ml Kaffee (Zeit-
reihe) stimuliert. Dies erfolgte bei niedriger (kahfluent) bzw. hoher (konfluent) Zelldichte in
Medium mit bzw. ohne Serumzusatz. Die Aktivierurey dhkt, ERK1/2 und p38 wurde mit
Hilfe von phosphospezifischen Antikbrpern mittets dVestern-Blot-Technik bestimmt. Paral-

lel dazu erfolgte eine Zellzahlbestimmung am Zéllea

Ergebnisse:Brotkruste- und Kaffeeextrakt stimulieren konzations- und zeitabhangig die
Akt-, p38 MAP- und ERK1/2 MAP-Kinasen. Hohe Konzetion und lange Einwirkdauer fiih-
ren zu hohem Zellstress (p38-Aktivierung), wahrareirigere Dosen bzw. kiirzere Einwirkzei-
ten eher die Akt- bzw. ERK1/2-Aktivierung bewirkedie gefundenen Effekte sind von den
Zellkulturbedingungen abhangig. Im mittleren Kornzationsbereich induziert v.a. der Brotex-
trakt eine Zellproliferation, wahrend der Kaffedkias ab einer Konzentration von 0,3 mg/ml

zur Abnahme der Zellzahl fihrt.

Schlussfolgerungbie analysierten AGEs bewirken in mittleren Doserl bei mittleren Inku-

bationszeiten eine Zellproliferation von WI-38 imlkur. LAngere Inkubationszeiten bei hGheren
Dosen sind zytotoxisch, wobei Kaffee eine starkstetoxische Potenz als Brotkruste hat. Ein
niedriger Phospho-p38/Phospho-Akt-Quotient bzw. aiiedriger Phospho-p38/Phospho-
ERK1/2-Quotient korrelieren mit Zellproliferatiomd kénnten so evtl. als Proliferationsmarker
z.B. von Bindegewebstumoren Auskunft geben. Unkeesitiche Zellzuchtbedingungen mus-

sen bei der Interpretation von Versuchsergebnistghere Berlicksichtigung finden.

Weil3enberg, KristianDer Einfluss von Glykierungsendprodukten aus Lebusttsin auf intra-
zellulare Signalkaskaden in humanen Lungenfibrablas
Halle (Saale), Univ. Med. Fak., Diss, 77 Seiterl,0
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Advanced Glycation Endproducts

»+Advanced Glycation Endproducts® (AGEs) entstehen Btoffwechsel durch eine nicht-
enzymatische Reaktion von reduzierenden ZuckerrPnateinen oder Aminosauren. Diese Stoff-
wechselendprodukte lagern sich im Laufe des Altam&ewebe ab und beschleunigen degenera-
tiv-entziindliche und proliferative Prozesse. Im mimischen Bereich spielen AGEs eine zentrale
Rolle bei der Entstehung von diabetischen Komplikegn wie Mikro- und Makroangiopathien,
Nephropathien und Neuropathien. Sie kommen aben aw. als Aroma- und Geschmackstoff-
komponenten in Lebensmitteln vor. In dieser Artssil die Wirkung von exogenen AGEs auf
intrazellulare Signalkaskaden in humanen Lungeofilasten unter verschiedenen Zellzuchtbedin-

gungen untersucht werden.

1.1.1 Entstehung und Vorkommen von AGEs

Louis Camille Maillard beschrieb im Jahr 1912 e8rdie Entstehung eines braungefarbten und
aromatisch riechenden Gemisches, welches bei niediger Erhitzung einer Verbindung von
Zuckern und Aminoséuren bei 100 °C entsteht. Dibsgnische Reaktion, die ohne eine enzymati-
sche Katalyse ablauft, wurde nach ihrem EntdeclsefMaillard-Reaktion” bezeichnet. Im Engli-
schen wird der Begriff ,glycation* verwendet, deicimt mit der enzymatischen Glykosilierung
gleichgesetzt werden darf. Im Deutschen benutzt mderdem die Begriffe ,nichtenzymatische
Glykosilierung” oder ,Glykierung“. Die durch Dehyidrungs- und Oxidationsreaktionen entste-
henden Verbindungen werden bei ,in vitro“-Entstefpwor allem als ,Maillard-Verbindungen*
(MRPs) aber auch als ,,Advanced Glycation Endprasfustzeichnet [1]. Die letztere Bezeichnung
hat sich fur die ,in vivo“ entstandenen Verbindungiurchgesetzt. Die Maillard-Reaktion ist fur
alle Zucker beschrieben worden, die eine freie @aylgruppe aufweisen. Glukose ist hierbei die
am wenigsten reaktive Verbindung [2]. Fruktose,kkose-3-Phosphat, intrazellulare Zucker und
Zuckerfragmentierungsprodukte, wie z.B. Dihydroxgtaaphosphat, Glycerinaldehydphosphat,
Deoxyglucoson, Glyoxal und Methylglyoxal, die baidativem Stress im Kérper gebildet werden,
sind besonders reaktiv [3]

Im ersten Schritt der AGE-Bildung erfolgt die Addit eines Zuckermolekiils oder eines Zucker-
metaboliten an eine Aminoséure oder ein Proteire Bieaktion findet Uber eine reaktive
Carbonylgruppe des Zuckers mit einer primaren Amiappe statt, z.B. die-Aminogruppe des
Lysins. Als Folge bildet sich eine Schiff'sche Bage sich in einem weiteren Reaktionsschritt

zum Amadoriprodukt umlagert. In der weiteren Remidkette entstehen Uber Kondensation, De-
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hydrierung und Oxidation proteingebundene, z.Thaacbige, heterozyklische Ringverbindungen

mit einem charakteristischen Fluoreszenzspektrurlfs. 1).
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Abbildung 1: Entstehung von Advanced Glycation Endproducts (Absiad MS, Ahmad N: An-
tiglycation properties of aged garlic extract: pbisrole in prevention of diabetic complicatiods.
Nutr. 136 (2006) 796S-799S)

In vielen protein- und kohlenhydratreichen Lebertiim, wie z.B. Brotkruste, Backwaren, gebra-
tenem Fleisch und Fisch, frittierten oder gebrateliartoffeln, Cola, Bier und Kaffee entstehen
abhéngig vom Herstellungsverfahren eine Vielzahl EAtaltiger Verbindungen durch die
Maillard-Reaktion [2]. Es ist bekannt, dass Uber Mahrung aufgenommene AGEs zu erheblichen
Prozentsatzen resorbiert werden kénnen. So sindriex@ntell fir Fructosyllysin Aufnahmeraten
zwischen 60 und 80 % nachgewiesen worden. Ahnkaifeahmeraten wurden mitC-markierten
MRPs gezeigt, die zu unspezifischer AGE-Bildungrféh [4]. In Studien mit radioaktiv markier-
ten AGEs/MRPs konnte dargestellt werden, dass iis& und 30 % dieser Verbindungen Uber
den Darm absorbiert werden und mit der Blutzirkalain den ganzen Koérper gelangen [5,6]. Die
bekanntesten in Lebensmitteln nachgewiesenen Pwdikd Carboxymethyllysin (CML) [7],
Oxalsauremonolysinylamid (OMA) [8] und Pentosiddj. [

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

nichtenzymatische Glykierung im menschlichen Kérgeguivalente Verbindungen im menschli-

-2-
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chen Organismus sind Substanzen wie CML [7], OMA [Bidazolium Cross Links [9] und
Glucosepane [10]. Als Kohlenhydratkomponenten wirkeer v.a. Glucose, Fructose, Glyoxal und

Methylglyoxal. Mit zunehmendem Alter lagern sich B&vermehrt im Organismus ab.

1.1.2 Medizinische Bedeutung der AGEs

Generell ist die AGE-Bildung im menschlichen Orgamiis ein normaler Vorgang. Insbesondere
kommt es im Verlauf des Alterns zu einer vermehA&GE-Ablagerung bei Proteinen mit langsa-
men Turnover. Dazu findet sich ein vermehrter Nagkwon AGEs in Geweben von Menschen
mit alterstypischen Krankheitsbildern, wie z.B. Betes mellitus oder Morbus Alzheimer. In die-
sem Zusammenhang wurden diese Modifikationen algiBi@marker des Alterns interpretiert
[11]. Der vermehrten Anreicherung liegen zwei Patbohanismen zu Grunde: erhéhter oxidativer
Stress durch gesteigerte Glukosekonzentrationddei eine verminderte Ausscheidung von AGEs
aufgrund einer Nierenfunktionsstoérung [13]. Wiedier erwahnt, kann die vermehrte Bildung von
AGEs zu verschiedenen Komplikationen fihren, wi8. zMikro- und Makroangiopathien,
Nephropathien oder Retinopathien. Von diesen Giykigsprozessen betroffen sind v.a. ,langlebi-
ge“ Proteine, wie Amyloide, Kollagen in Bindegewstoskturen der extrazellularen Matrix (z.B.
Knorpel, Knochen, Sehnen und Haut) und das Augstaltiin [14, 15, 16]. Im Gelenkknorpel fuhrt
eine Anreicherung von AGESs zu vermehrter Steifigkles Gewebes und macht es so fir mechani-
sche Schadigung empfanglicher [16, 17]. Bei MorBigheimer lassen sich AGEs vermehrt in
senilen Plaques nachweisen. Deren Glykierung #iheiner Aggregation der Plaques in vitro und
spielt wahrscheinlich bei der Progression der Erkuag eine erhebliche Rolle [18, 19].

Des Weiteren werden die nichtenzymatisch entstard@tykierungsprodukte als Modulatoren fur
Apoptoseprozesse diskutiert. In diesem Zusammenbkelmginen sie auch bei der Entstehung ma-
ligner Tumore bedeutsam zu sein. Der Wirkungsmeshars ist noch nicht im Detail geklart,
jedoch qilt als sicher, dass AGEs auch Uber bedemRezeptoren (s. Kap. 1.2) wirken.
Rezeptorvermittelte sowie proteinvernetzende Rea&ti spielen dartiber hinaus bei der Entzin-
dungsentstehung eine wichtige Rolle. Anhand diablkeéir Mausmodelle konnte gezeigt werden,
dass AGE-reiche Testnahrungen einen erhohten $giegeGESs im Serum und in Nieren der Tie-
re zur Folge hatten, was zu einer Hochregulatiam pr-inflammatorischen Markern wie TGF-
und Laminin-B1 fuhrt und mit einer erhéhten Motti@idurch eine Beschleunigung einer diabeti-
schen Nephropatie einhergeht [20]. Makrophagen Mitdogliazellen exprimieren unter AGE-
Einfluss pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1,-B und TNFel und radikalinduzierende Enzy-
me (INOS) [2, 21, 22, 23]. Ein Vergleich diatischit MGEs behandelter Mduse und einer Kont-
roligruppe konnte in einer weiteren Studie zeiggass erhdhte AGE-Spiegel in der Nahrung zu
einem erhdhten Plasmainsulinspiegel, einem erhéKtapergewicht bei gleicher Nahrungsauf-

nahme und zu schlechteren Ergebnissen im Glucosgahatest fuhrten [24]. Hofmaet al (2002)

-3-
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belegten in derselben Studie, dass die diatetigdtarimelten Mause einen erniedrigten HDL-
Cholesterinspiegel hatten. Am menschlichen Orgamskonnte gezeigt werden, dass gut einge-
stellte Diabetespatienten, die eine AGE-reiche Kakialten hatten, im Vergleich zu AGE-arm
erndhrten Probanden nach sechs Wochen signifikhbhee Entzindungsparameter wie TiF-
VCAM-1 und CRP (C-reaktives Protein) im Serum aefs@n [6]. Versuche mit jungen mannli-
chen Wistar-Ratten erbrachten nach zweiwochiger A&€&her Ernahrung mit Extrakten aus Brot-

kruste und Kaffeepulver erhéhte AGE-Level im Lungenebe der Tiere [25].

1.2 AGE-bindende Rezeptoren

AGEs konnen nach Bindung an spezifische Rezeptoreime Reihe bekannter
Signaltransduktionswege aktivieren (JAK/STAT, RGRK, p38). Uber nachfolgende Transkripti-
onsfaktoren wie NKB und AP-1 kdnnen zelltypabhéngig bestimmte zeltulGene aktiviert wer-
den. Einige dieser Gene sind den Wachstumsfaktouenordnen (z.B. VEGF, PDGF, TGd-
Neben dem Superperoxid/KB-Weg werden Uber Phosphorylierungskaskaden (Serin-
/Threoninkaskaden) noch weitere Signalwege aktijizar 21, 22, 23]. Exemplarisch sollen im
Folgenden zwei Rezeptoren detaillierter beschrietenen, fir die ein Zusammenhang mit der in

dieser Arbeit untersuchten MAP-Kinasenaktivierueggdnnt ist.

1.2.1 Receptor for Advanced Glycation EndproductsRAGE)

Der am besten charakterisierte Rezeptor ist RAGEvUEde zunachst in Rinderlungen nachgewie-
sen [26]. Seine Expression findet man auf versarnied Zelltypen wie u.a. Endothelzellen, glatter
Muskulatur, Makrophagen, Mesangiumzellen, Blutpln und Lungenfibroblasten [27]. RAGE
gehort zur Familie der Immunoglobuline und bestabs einer intrazellularen Domane, einer
transmembrandsen Domane und einer extrazellulaoendDe, welche als Ligandenbindungsstelle
dient. Die extrazellulare Doméane beinhaltet dranmmoglobulindhnliche Regionen: eine V-Typ-
Domaéne gefolgt von zwei C-Typ-Doménen (benannt & @n). Als Hauptligandenbindungsstelle
dient die V-Domane. Die Funktion der C- und C'-Regin besteht nach Kislinget al (1999)
wabhrscheinlich darin, die V-Doméane zu stabilisiej28]. RAGE enthalt aul3erdem eine einzelne
transmembrandse Doméane und einen zytosolischengdahwer aus 43 Aminoséuren besteht. Die
intrazellulare Domane hat keine bekannten Erkenseemuenzen bzw. Signalmotive, ist aber
wichtig fir die RAGE-abhangige Zellaktivierung. Eiexperimentell hergestellte Form des RAGE
ohne den zytosolischen Schwanz bindet zwar diendga entsprechend der Wildtypform, hat aber
keine intrazellulare Signalaktivierung zur Folg8][2

RAGE st ein Multiligandenrezeptor. Im Unterschieal den nachfolgend beschriebenen
Scavenger-Rezeptoren kommt es aber nach Bindumsg &GES nicht zu einer Endozytose des

Liganden, sondern zu einer Aktivierung bestimmitdraizellularer Signalkaskaden. Als Liganden
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wurde z.B. Carboxymethyllysin (CML) charakterisig?8], das dem Rezeptor allerdings zusam-
men mit einem Protein oder Polypeptid prasentierden muss, um von ihm erkannt zu werden
Uber Ligandenbildung kommt es normalerweise zuiviéiung des NFR<B-Weges, welcher wie-
derum proinflammatorische Gene aktiviert. NB-kann aber auch selbst RAGE aktivieren. Unter
Bedingungen wo viele RAGE-Liganden vorhanden sin®.(Diabetes mellitus, Artherosklerose
oder Amyloidf-Protein bei Morbus Alzheimer) etabliert sich, inegensatz zu anderen AGE-
Rezeptoren, eine positive Riickkopplung mit der €@uper chronischen Entzindungsreaktion [30,
31, 32].

1.2.2 Scavenger-Rezeptor

Neben RAGE haben einige AGEs auch eine Affinitdh Zsicavenger-Rezeptor der Makrophagen
[33]. Dieser Rezeptor spielt eine wichtige Rollé der Entstehung der Artherosklerose, was ver-
mutlich mit der Uber ihn vermittelten Transformatieon Makrophagen zu Schaumzellen zu tun
hat. Neben wichtigen Liganden wie LDL und HDL kdnnauch AGE-modifizierte Proteine an
Mitglieder der Scavenger-Rezeptor-Familie binden. riennen sind SR-A, CD36, SR-BI und
LOX-1 [34]. Fur AGEs konnte nachgewiesen werdessdaR-A einer der Hauptrezeptoren bei der
endozytotischen Aufnahme von AGE-Liganden in derpgPerie artherosklerotischer Lasionen ist
[33]. Cholesterin fuhrt, Uber den SR-A vermittelt, einer Aktivierung der in dieser Arbeit unter-
suchten und in Kap. 1.3.3 beschriebenen Stresskp@8. In der Folge einer solchen Aktivierung

l&sst sich eine Apoptose der Makrophagen nachw§&dn

1.3 MAP-Kinasen-vermittelte Signaltransduktion

Es ist bekannt, dass AGEs dosis- und zeitabhangajrer Aktivierung von MAP-Kinasen flihren
koénnen. ,In vivo" kommt es dabei zur Aktivierungdifiriggerung von zellularen Signalkaskaden,
die eng mit Entziindungsreaktionen, zellularer Rnation, Tumorwachstum und Metastasierung
verknipft sind [36, 37, 38, 39].

1.3.1 Mehrstufiger Prozess der MAP-Kinasenaktivierang

Alle MAP-Kinasen-Wege werden Uber einen zentralegistufigen Prozess durch Phosphorylie-
rung aktiviert, wobei typischerweise hierarchisailgeordnete Proteinkinasen wirken (Abb.2):
MAPKKKSs (auch bezeichnet als MEKKs oder MKKKs), MKRs (auch bezeichnet als MEKs
oder MKKs) und MAPKs. In der Folge regulieren diktigerten MAP-Kinasen Uber weitere
Phosphorylierungsschritte die Aktivierung von Tiargionsfaktoren oder weiterer Kinasen. Da-

bei werden die MAP-Kinasen Uber eine Phosphoryligreon Tyrosin (Tyr)- und Threonin (Thr)-
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Resten innerhalb eines Thr-X-Tyr-Motivs in der Adgrungsschleife der Kinasen-Subdoméane
VIII aktiviert. MAPKKs wiederum werden tber einerSain/Threonin-Phosphorylierung aktiviert,

ebenfalls innerhalb eines bestimmten Motivs deraken-Domane-Subdoméane VIII [40, 41, 42,
43].

Die MAP-Kinasen weisen untereinander homologe $urek und &hnliche biologische Eigen-

schaften auf.

Extrazellulare Signale

j

Plasmamembran e —————

Rezeptor

y

Zytoplasma

zytoplasmatische

Substrate @
—= @
e
Kernmembran Q
Zellkern c Genexpression
DNA

Abbildung 2: Aktivierungskaskade der MAP- Kinasen

1.3.2 AGE-abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen

An der menschlichen Adenocarcinomzelllinie Caco-Brde nachgewiesen, dass Casein-N

(Carboxymethyl)lysin (Casein-CML) in Abh&ngigkeirv Zeit und Dosis zu einer Aktivierung der

ERK1/2-MAP-Kinase fihrt [44]. An der gleichen Zelie konnte die dosis- und zeitabhangige
Aktivierung der ERK1/2-MAP-Kinase durch gerdstetankungsmittel wie Brotkruste und Kaffee-

extrakt belegt werden [45].

Die MAP-Kinasen gehoren zu den am besten untersuochRegulationsmechanismen

eukaryotischer Zellen, wobei verschiedene MAP-KémaKaskaden an der Regulation der Emb-
ryogenese, der Zelldifferenzierung, des Zellwaahstund der Apoptose beteiligt sind. Die MAP-

Kinasen der Saugetiere kdnnen durch eine grolRelBaitel verschiedener Stimuli, aber auch tber
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verschiedene Rezeptorfamilien aktiviert werden. rklie gehéren Hormone, die Uber
Thyrosinkinase-Rezeptoren wirken, wie das Insulieroauch Wachstumsfaktoren, wie der Epi-
dermal Growth Factor (EGF), Platelet Derived Growtttor (PDGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), aber auch die Uber RAGE vermittelte Aktivieg durch AGEs. Des Weiteren kdnnen
MAP-Kinasen auch uber G-Proteine aktiviert werdem(nach Stimulation mit Endothelin oder
Angiotensin Il). Entzindungszytokine der Tumor-Nme-Faktor-Familie (TNF) oder Zellstress,
wie osmotischer Schock und ionisierende Strahldilgren ebenfalls zu einer Aktivierung der
MAP-Kinasen. Diese sind mitverantwortlich fur di&tivierung der Gentranskriptionen und Prote-
insynthese und somit fur nachfolgende physiologisghtworten wie Induktion des Zellzyklus, der
Apoptose oder Zelldifferenzierung. In Saugern dgingi wichtige MAP-Kinasengruppen identifi-

ziert worden: p38, ,Extracellular Regulated KindsgsRKs) und die c-Jun-N-terminalen-Kinasen

(JNKSs), von denen in dieser Arbeit die ersten beigetersucht werden.

1.3.3 p38 MAPK

Die p38 MAPK ist eine stressaktivierte, in Saugetievorkommende MAP-Kinasenfamilie. Ur-
springlich wurde p38 als ein 38 kDA grof3es Polyipegiarakterisiert, welches auf osmotischen
Zellschock reagiert [46]. Die p38 wird ,in vivo*ak durch Umweltstress und inflammatorische
Zytokine aktiviert. Bekannt sind vier Untergrupp@38x, p38, p38 und p38). Die Aktivierung
dieser MAP-Kinase fuhrt Giber eine Aktivierung deARKAP-Kinase-2 (,MAPK-activated prote-
in kinase-activated protein kinase-2“) und der MAfRKinase-3, zwei strukturell und funktionell
ahnlichen Proteinkinasen, zur Phosphorylierung ukktivierung eines 27 kDA grolRen
Hitzeschockproteins (HSP27), wodurch unter Zeldstrauch antiapoptotische Mechanismen grei-
fen. Die p38 wird neben Umweltstress (UV-Strahluetg,) auch durch inflammatorische Reizung
(z.B. Interleukin-1), Insulin und Wachstumsfaktgremie Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF), Fibroblast Growth FactFGF) und Erythropoetin aktiviert [47].
Eine Aktivierung der Kinase kann also als MarkearZ@listress gelten. Eine experimentelle Hem-
mung der p38 gelang mittels der sog. ,zytokine-seggive anti-inflammatory drugs® (CSAIDS),
wie das SB203580. Jedoch konnten bisher lediglietu-dund B-Isoformen gehemmt werden, was
eine signifikante Reduktion der Anzahl der Entzimgkmediatoren in Zellkulturen zur Folge hatte
[48]. Anhand von Experimenten mit FS-4-Fibroblastend Granulazellen des Kleinhirns, bei de-
nen eine induzierte Apoptose mittels des speziéisgn38-Blockers SB203580 gehemmt werden
konnte, wird die Bedeutung der p38-Kinase fir dexgmammierten Zelltod deutlich [47, 49].

Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass vorp@&iSignalkaskade nicht nur apoptotische
Signale ausgehen. Die kardioprotektive Wirkung g@eder und exogener Cannabinoide Uber
Cannabinoidrezeptoren (GBRezeptor) scheint auch tber den p38-Signalwegegedtzu werden

[50]. Die p38-MAP-Kinase konnte in Zukunft ein neygharmakologisches Ziel bieten, um chroni-
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sche Entziindungsprozesse zu therapieren, wie dregdfir die entziindliche Osteolyse propa-

giert worden ist [51].

1.3.4 Extrazellulare, regulierende Kinasen (ERKS)

Diese ERK-Familie besteht aus sechs verschiedemmas&nsubtypen. Die in dieser Arbeit unter-
suchten ERK1 und ERK2 (44 und 42 kDA grof3) stimmarB83 % in ihrer Aminosauresequenz
Uberein. Eine Phosphorylierung fuhrt zu einer Alktiung von verschiedenen zytoplasmatischen
Substraten. Einige dieser zytoplasmatischen Subsivie z.B. die ribosomale S6-Kinase (RSK)
translozieren anschlieRend in den Zellkern unddiitso zu einer Translation und Transkription
von flr das Zellwachstum wichtiger mRNA. Es gibtealauch eine direkte Translokation der
ERK1/2 selbst in den Zellkern. Dort kommt es zup$ihorylierung und Aktivierung von Trans-
kriptionsfaktoren, die das Zellwachstum aktivieterd einer Apoptose entgegen wirken [52, 53].
Neben dem Zellwachstum sind die ERK1/2 auch anZadidifferenzierung beteiligt [54]. Eine
kurz andauernde Aktivierung von ERK flhrt zu eider Proliferation steigernden Reaktion, eine
langere Aktivierung eher zu einer Zelldifferenzisgwon HL-60-Zellen [55]. Die ERK1/2 werden
nach Bindung von Zytokinen und WachstumsfaktorenVembranrezeptoren aktiviert, jedoch
kdnnen auch eine Depolarisierung der Zellmembraifager ein Calciumeinstrom ihre Aktivie-
rung bewirken. Eine Aktivierung der ERK1/2 schamteuronalen und renalen Epithelien aller-
dings auch mit einer vermehrten Apoptoserate emigmhen. Eine erhthte ERK1/2-
Phosphorylierung konnte hier durch oxidativen SireSiftstoffe und einer Hemmung von
Wachstumfaktoren provoziert werden, wahrend eineiefe Hemmung der ERK-Kinasen-
Kaskade eine Blockade der Apoptose zur Folge [ie Auch mechanische Gewebereize kdnnen
zu einer MAP-Kinasenaktivierung fuhren. Eine zyéhie mechanische Belastung von
Herzfibroblasten fuhrt z.B. zu einer AktivierungrdeRK1/2 und der p38. Es konnte gezeigt wer-
den, dass eine Hemmung der ERK1/2 die durch mesttamReize induzierte Expression von Pro-
kollagenel hemmt, wahrend eine experimentelle Hemmung d8rARRivierung zur Steigerung
der Expression fihrt [57].

Bei der malignen Zellproliferation spielt die gesamaur Aktivierung von ERK flihrende Kaskade
(Ras/Raf/MEK/ERK) eine Rolle. Bei 30 % aller Turmaden ist dieser verschiedene Proto-
Onkogene enthaltende Stoffwechselweg gestort [B2]er Krebstherapie werden bereits Substan-
zen getestet, welche die ERK-Aktivierung hemmen dadurch eine unkontrollierte Zellprolifera-
tion einschranken kénnen.

An Nierentubulizellen wurde gezeigt, dass AGEsmi2 MAP-Kinase ERK2 aktivieren und nach-
folgend der Transkriptionsfaktor AP-1 exprimiertravi[58], welcher zur Aktivitdtsverdnderung

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

Eine weitere in dieser Arbeit untersuchte Kinasalis Akt- oder auch als Proteinkinase B bekann-
te PKB, welcher eine zentrale Bedeutung fiur dien&igansduktion des Zelliberlebens zuge-
schrieben wird [59, 60]. Bisher wurden drei Isofermisoliert (Aktl, Akt2 und Akt3) [61]. Jede
Isoform besteht aus einem Aminoende mit einer gagckstrin-homology“(PH)-Domaneginer
Kinasedomane und einer regulatorischen Doméne ammogende. Das Protein hat eine GroRRe
von 57 kDA.

Eine schnelle Aktivierung der Akt kann durch Reize Insulin und verschiedene Wachstumsfak-
toren erzielt werden. Die Aktivierung lauft Gbemen Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-
abhangigen Weg. Ein Stimulus fuhrt PI3K-abhangig Bildung von 3-Phosphoinositiden
(PtdIns(3,4p, und Ptdins(3,4,%)%), welche an die PH-Doméane der Akt-Kinase binden. Mamn
mutet in der Folge eine Konformationsanderung inKieasenstruktur. In einem zweiten Schritt
findet eine Translokation vom Zytosol zur Plasmarnemn statt, wo eine Kinasenaktivierung
durch Phosphorylierung erfolgt [62]. Es ist unkhaie die Akt-Kinase zur Zellmembran gelangt,
allerdings scheint hierfur ein intaktes Aktin-Zyketett notwendig zu sein [63]. Eine Phosphorylie-
rung der Akt kann an zwei regulierenden Struktuedalgen, die in der Kinase-Doméne (T#Hfir

die Aktl nachgewiesen) bzw. in der C-terminalen (Ratipnsdoméne (SEF, ebenfalls fir die
Aktl nachgewiesen) liegen. Fiur die Phosphorylierudgr ersteren konnte man die
Phosphatidylinositol-3-abhéngige Kinase (PDK1) idemeren. Die Phosphorylierung am C-
terminalen Bereich konnte bisher nicht aufgeklderden. Nach Aktivierung der Akt-Kinase ge-
langt diese wieder in das Zytosol und phosphotyéktiviert eine Reihe von Zielproteinen [64].

Es ist erwiesen, dass die Akt bei einer Reihe velttypen antiapoptotisch wirkt. In der Skelett-
muskulatur und bei Adipozyten scheint der Akt-Kimasne entscheidende Mediatorrolle bei der
durch Insulin regulierten Glucoseverwertung zuzukwn [63]. Der Akt-Sighalweg spielt aulRer-
dem eine wichtige Rolle bei der Regulierung deszitachstums und der Angiogenese der
Koronarien [65].

In experimentellen Studien hat man die phosphatgliEorm der Akt-Kinase als Marker zur Vor-
hersage fur das Outcome bestimmter Krebsartenutter. Bei Prostatakarzinompatienten kann
eine Zunahme der aktivierten Form der Kinase alskbtaflir ein schlechtes Outcome interpretiert
werden [66]. Eine Korrelation zwischen der Akt-Akgérung und Akt-Lokalisation mit dem inva-
siven Wachstum und der Onkogenexpression wurd@aar enderen Studie fir das Schilddrisen-
karzinom belegt [67]. Daruber hinaus scheint digiidrung der Akt-Kinase eine wichtige Rolle

im Fortschreiten des papillaren und auch des tdbiten Schilddrisenkarzinoms zu spielen [68].
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1.5 Zellzyklus und Apoptose

Fur das weitere Verstandnis dieser Arbeit ist defliiss verschiedener Zellzuchtbedingungen auf
Zellkulturen von Bedeutung. Allgemein induziert a@rumhaltiges Kulturmedium ein Fortschrei-
ten des Zellzyklus und damit eine Vermehrung voherie wahrend unter Serumentzug (Hunger-
bedingung) die Proliferation der Zellen eingesteiitd und in manchen Féllen auch der program-

mierte Zelltod bzw. Nekrose eintritt.

1.5.1 Zellzyklusregulation

Die Zellproliferation verlauft nach einer genauebfédlge von Prozessen, die als Zellzyklus be-
zeichnet werden [69]. Man unterteilt die Phasen@A-Replikation (S-Phase) und der Mitose
(M-Phase), die durch Zwischenphasen (Gap-PhasenPhaSen) voneinander getrennt werden.
Eine sich proliferierende Zelle durchlauft somiindéyklus in der Reihenfolge £5-G-M. Am
Ubergang der G-Phasen liegen wichtige Kontrollpenitobei der Zellzyklus nur fortgesetzt wird,
wenn vorherige zellulare Prozesse ordnungsgemaéafdbegiurden. Eine ruhende, sich nicht tei-
lende Zelle befindet sich in der-Bhase, einem Status der minimalen mMRNA und Ptethese
[70]. Durch extrazellulare Aktivatoren (wie z.B. iIRCS vorhandene Wachstumsfaktoren) kommt
es nach Bindung an einen spezifischen Rezeptorhathevon sechs Stunden zur Exprimierung
von sog. ,Immediate Early Response Genes" [71]di&ser Gruppe der Proto-Onkogen-Proteine
zéhlen c-fos, c-myc und c-jun, denen allen einehtdge Funktion im Fortschreiten der-Bhase
zugeschrieben wird. C-fos und c-jun bilden Heteradie (=AP1), welche an der AP-1-Seite von
DNA-Sequenzen binden und hier als Transkriptiortsiaa wirken [72, 73]. Fir ein weiteres Fort-
schreiten des Zellzyklus benétigen die Zellen ewneite Gruppe von Wachstumsfaktoren, die sog.
Progressionsfaktoren, von denen IGF-1, EGF, FGFT@iE{f von Bedeutung sind [74]. In der-G
Phase bereiten sich die Zellen auf die S-PhaseZzwischen S- und M-Phase liegt dig-Bhase, in

der fur die Zellteilung notwendige m-RNAs und Piogesynthetisiert werden.

1.5.2 Regulationsmechanismen des Zellzyklus

Der Zellzyklus kann an zwei sog. Checkpoints reggtiiverden, die an den UbergangenSszw.
S-G; intra- und extrazellulare Bedingungen prufen. Higrd er auf unvollstdndige Replikation,
fehlerhafte DNA oder mangelhafte Zellumgebung hitetbrochen [75]. Die Regulation im Zell-
zyklus erfolgt durch eine Phosphorylierungskaskagdinabhangiger Kinasen (CDKs) an regulie-
renden Proteinen, die DNA-Replikation, Mitose undakinese initiieren. Die Cycline wiederum
sind regulatorische Proteine, die die Kinasen aeniWirkungsort geleiten. Eine negative Regula-
tion des Zellzyklus wird unter anderem durch intabsche Proteine (CKI) verursacht, die in der

G;-Phase an Cyclin/CDK-Komplexe binden und diesehienen [76]. Neben den genannten Fak-
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toren wirken eine Reihe weiterer Transkriptionsba&h und regulatorischer Proteine auf den Zell-

zyklus ein, deren Aufzahlung in diesem Kontext aitviiihren wirde.

1.5.3 Apoptose - der programmierte Zelltod

Apoptose wird intrazellular durch sog. Caspasemwt@sen) gesteuert, deren Aufgabe darin be-
steht, Zellstrukturen durch Proteolyse zu zerstfzeB. die Lamina des Nukleus) oder andere regu-
latorische Proteine durch Proteinspaltung zu adtén.

Der extrinsische Weg wird nach Bindung so genanhtetesliganden (z.B. TNE; FasL) durch
rezeptorvermittelte Aktivierung eines ,death-indgisignalling complex® (DISC) eingeleitet.
Nach mehreren Zwischenschritten unter Einbeziehuomg Caspase 8 vermitteln proapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie (z.B. Bak und Bax) dieiBetzung von Proteinen wie Cytochrom c aus
dem Kompartiment zwischen innerer und auf3erer Miodrienmembran und triggern so die
Apoptose.

Intrinsisch stért die Freisetzung von“Cdie Funktion des Endoplasmatischen Reticulums; akt
viert Bak und Bax, Caspase 9 und 12 und setzt mesit€4" frei. Caspase 9 ist Uber weitere
Caspasen (3 und 7) an Proteinabbau, DNA-Fragmengierund Translokation von
Phosphatidylserin zur Kennzeichnung der apoptatiscellen fir Makrophagen beteiligt.
Mitochondrial I6sen Sauerstoffradikale, NO,?Cand Fettsduren unter Vermittlung von Bak und
Bax die Freisetzung von Cytochrom C aus dem &AuRlitachondrienkompartiment aus. Uber
Zwischenschritte werden wieder Caspase 3 und Vieuti

Histologisch kommt es zur Zellschrumpfung: Zellmearbund Organellen bleiben weitestgehend
intakt, die DNA kondensiert und bricht auseinander entstehen letztendlich apoptotische Korper,
die phagozytiert werden kdénnen.

Uber die Hemmung von Caspasen und Procaspaseergiibteine der IAP-Familie (,inhibitors

of apoptosis”) regulierend in den programmiertetitde ein [64, 77].

1.5.4 Das Verhalten von WI-38-Fibroblasten in Zellkltur

Da fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versutimenane embryonale Lungenfibroblasten der
Zelllinie WI-38 verwendet wurden, erfolgt nun dieafBtellung bekannter Eigenschaften dieser
Zellen in Kultur.

WI-38-Fibroblasten wurden urspriinglich von Leonbtalyflick aus dem drei Monate alten Lun-

gengewebe eines weiblichen Embryos isoliert. Keichnend fur diese Zellen ist eine endliche
Lebenszeit in vitro (50 = 10 Populationen). Siedsmcht transformiert und haben einen diploiden
Karyotyp. Etwa ab der 50. Populationsverdopplungka es zur Unfahigkeit, die S-Phase des

Zellzyklus zu durchlaufen, was als Altern (replikatSeneszenz) bezeichnet wird. Charakteristisch
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ist hierfur ein Anstieg der Zellgrof3e. WI-38-Zellesachsen adhérent und nicht in Suspension [78,
79].

FalBhauer (1998) zeigt in seiner Dissertationssclu@ss WI-38-Fibroblasten unter Serummangel
in Gy arretieren und nach anschlielRender Serumzugabemieden Zellzyklus eintreten [80]. Um
eine ruhende Zelle wieder zur Proliferation anzareg sind, wie oben beschrieben,
Signaltransduktionswege notwendig, welche eine Médtmg extrazellularer Signale mit dem Zell-
zyklus vermitteln [81]. WI-38-Fibroblasten wachsgnchorage dependent* [78, 79], d.h. dass
diese Zellen flr ein proliferatives Wachstum in &uldie Anheftung an ein geeignetes Substrat
bendtigen (z.B. Zellkulturschale). Dieser Vorgasgreversibel wenn die Anheftung an eine Kul-
turschale und damit die Proliferation unterbrocksnde. Wird den vitalen Fibroblasten die An-

heftung an ein geeignetes Substrat ermdglicht, koesraum Wiedereintritt in den Zellzyklus [82].
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2 Zielstellung

Bisher ist wenig bekannt, welchen Anteil exogeneEAGus der Nahrung auf Altersveranderungen
des Menschen haben. Da die Fibrose eine wichtiggrsMeranderung ist, war es das Ziel der Dis-
sertation, die Aktivierung von ModellfibroblasteWV(-38) durch Glykierungsendprodukten aus
Lebensmitteln genauer zu analysieren. Im erstehdleser Arbeit sollte daher zunachst der Ein-
fluss solcher AGEs auf die Aktivierung intrazelkda Signalkaskaden von WI-38-Fibroblasten
untersucht werden, die eine Bedeutung fur das Eeflében (Akt), die Zellproliferation (ERK1/2)
oder fur die Induktion des Zellstresses (p38) habeese intrazellularen Signalwege sollten dann
durch Analysen der Zellzahl (Zellvermehrung verdaltod) erganzt werden.

Haufig kann man in der Literatur bei vergleichba&@&mulation von Zellen mit dhnlichen Faktoren
kontroverse Ergebnisse finden. Dabei stellt mah fisss in bisherigen Verdffentlichungen Zell-
zuchtbedingungen wie der Nahrstoffgehalt des Medjukonfluenz oder Subkonfluenz unzurei-
chend Beachtung finden. Vor dem Hintergrund der dewen biochemischen Prozesse innerhalb
der Zelle sollte in einem zweiten Teil der ArbedrEinfluss von Zellkulturbedingungen auf die
Ergebnisse der Zellversuche vergleichend untersuerden.

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen bsgrbwerden:

* Haben AGE-reiche Nahrungsmittel einen zeit- und/damzentrationsabhangigen Effekt
auf die Aktivierung der Akt-, ERK1/2- und p38-Kireasin WI-38-Fibroblasten?

e Unterscheidet sich die Kinasenaktivierbarkeit unerschiedenen Zellkulturbedingungen
(serumfreies vs. serumhaltiges Zellmedium, konflegns. subkonfluentes Wachstum)?

« Haben AGE-reiche Nahrungsmittel einen konzentraibhéngigen Effekt auf die absolute
Zellzahl?

e Gibt es Unterschiede in der Zellreaktion beziglien absoluten Zellzahl unter verschie-
denen Zellkulturbedingungen (serumfreies vs. sealtigies Zellmedium, konfluentes vs.

subkonfluentes Wachstum) bei Stimulation mit AGEmen Nahrungsmitteln?
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3 Material und Methoden

Den Fragestellungen dieser Arbeit entsprechend emuftimane WI-38-Fibroblasten mit AGE-
reichen Nahrungsmitteln (Kaffee- und Brotextrakthkubiert und deren intrazellulare
Kinasenaktivierung anhand von Westernblots ausgewddabei sollten zum einen Konzentrati-
ons- und Zeitreihen durchgefiihrt werden und zuneerdunterschiedliche Zellkulturbedingungen
Berucksichtigung finden. Tabelle 1 zeigt die gewglBedingungen und die schematische Ver-

suchsanordnung.

Tabelle 1:Schematischer Aufbau der Konzentrations- und dbgre

Phospho-Akt Phospho-ERK1/2 Phospho-p38

- Zelliberleben? -|  -Proliferation? - - 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

Zusatzlich sollten die Ergebnisse dieser Versuchiedar absoluten Zellzahl verglichen werden,
um eine Aussage Uber den Einfluss der untersudtiteasen hinsichtlich eines proliferativen oder

apoptotischen Verhaltens von WI-38-Zellen unter AEEfluss zu erlangen.

-14 -



Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien (wenn nicht anders vermertden stets Chemikalien mit

dem hochsten Reinheitsgrad verwendet)

3-Mercaptopropionsaure HSGBH ,COOH Bruno Bock, Hamburg,

Deutschland

Acrylamid-Bis Lsg 37,5:1,40 %C3;HsNO Serva GmbH, Hamburg,

Deutschland

Albumin bovine Fraction V AppliChem GmbH,
(Protease, Peroxidase, Alkaline, Darmstadt, Deutschland

Phosphatase-free, lyophilisiert)

Amido Black 4-Amino-5-hydroxy-3-[(4- Bio Rad, Hercules, Cal,
nitrophenyl)azo]-6-(phenylazo)-2,7- | USA

Naphthalene disulfonylsaure, disodium

salt
APS Ammoniumsulfatase p.A. [NHS;0s | Biomol GmbH GmbH,
Hamburg, Deutschlang
Benzonase-Reinheitsgrad Il Merck KG aA, Dar-
mstadt, Deutschland
beta-Mercaptoethanol -860S Fluka, Buchs, Schweiz
Bromphenolblau 3,3,5,5"- Bio Rad, Hercules, Cal,
Tetrabromphenolsulfonphthalein USA
CAPS p.A. 3-(Cyclohexylamino)- Biomol GmbH, Ham-
propylsulfonicacid burg, Deutschland
[CoH:9NO;S]
DMEM Zellmedium + 4500 mg/l Glucose Gibco®, Auckland,
+ L-Glutamin Neuseeland
+ Pyruvat
DMSO Dimethyl Sulfoxid [GHsSO] Sigma®, St. Louis,
Mo., USA
Fetal Calf Serum (FCS) 10% Hyclone, Prebioscience,
Bonn, Deutschland
Glycerin GHs5(OH); Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Luminol 5-Amino-2,3-Dihydro-1,4- Sigma®, St. Louis,
Phytalazinedion Mo., USA
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Magic Markef"

Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Methanol CHOH Merck KG aA, Dar-
mstadt, Deutschland

Natriumazid NanN Sigma®, St. Louis,
Mo., USA

Natriumchlorid NacCl AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschlan

Natriumhydroxid NaOH Sigma®, St. Louis,
Mo., USA

Nonidet P40 AppliChem GmbH,

Darmstadt, Deutschlan

Page Ruler Prestained Protei
Ladder

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

p-Coumarsaure [4-Hydroxycinnamic acid] Sigma®,L8uis,
Mo., USA
Penicillin/Streptomycin Gibco®, Auckland,
Neuseeland
Salzséaure HCI Merck KG aA, Dar-
mstadt, Deutschland
SDS Dodecylsulfat Na-Salz Serva GmbH, Heidel-
[C12H25S.Na) berg, Deutschland
TEMED [N,N,N*,N"- Sigma®, St. Louis,
Tetramethylethylenediamine] Mo., USA
Vanadat NavO, Merck KG aA, Dar-

mstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid

10,

Sigma®, St. Louis,
Mo., USA
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3.2 Gerate

Tabelle 3:Verwendete Gerate

Bildanalyseprogramm

AIDA Image Analyzer Vers.
3.51

Raytest, Straubenhardt,

Deutschland

Blotkammer Miniprotean Bio-Rad Laboratories GmbH
Minchen, Deutschland
Brutschrank Heracell 150 Heraeus Instruments GmbH

Dusseldorf, Deutschland

Durchlichtmikroskop

eclipse TS 100

Nikon, Tokiopaa

Elektropipette

Pipet-Aid XP

Drummond, Broomall, Pa.
USA

Geldokumentationsgerat

LAS-3000 Fuijifilm Intelligen
Dark Box

Fujifilm Europe GmbH, Dis-

seldorf, Deutschland

Feinwaage BL 1500 S Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Feinwaage BP 301 S Sartorius AG, Gdéttingen,
Deutschland

Gelgiesskammer Bio-Rad Laboratories GmbH
Minchen, Deutschland

Magnetrihrer REO Ikamag®, Staufen, Deutschl

Nitrozellulosemembran Schleicher und Schiill,
Deutschland

pH-Meter PH 537 WTW GmbH, Weilheim,
Deutschland

Pipette pipet lite Rainin, Oakland, Ca., USA

Pipette Eppendorf research Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Schuttler lka KS 250 basic Ikamag®, Staufen, Dénltstd

Schuttler Polymax 1040 HeidolphKInstruments Gmb

und Co.KG, Kelheim, Deutsch

land

Thermomixer

Eppendorf comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Deutschland

Ultraschallzerkleinerer

Bandelin Sonopuls

Banddfierlin, Deutschland

and

H
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Vortexer Genie-2 Carl-Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Zellkulturschale TPP®, Trasadingen, Schweiz

Zelkulturschrank Heraeus, Thermo Heraeus, Langeokkl

Deutschland

Zellzahler CASY cell Counter Innovatis, Reutling@autsch-
land

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Zentrifugenréhrchen TPP®, Trasadingen, Schweiz

Es wurden aulRerdem Geréte der Standardlaborausgiistowvendet.
3.3 Zellkultur

3.3.1 Zelllinie

Fur die vorliegenden Versuche wurden WI-38-Fibretda 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 ndblumen und einer darin vorliegenden
Zellzahl von 1 Million Zellen in flissigem Stickstogelagert. Das hierzu benutzte Zellmedium
bestand je zur Halfte aus 20 % DMSO in Zellkultudimen und FCS. Das Auftauen erfolgte
schnell durch sofortiges Lagern der Zelltubes mesi 37 °C warmen Wasserbad. Unter kreisenden
Handbewegungen wurde abgewartet, bis nur noch vieesgeis zu sehen war. Danach wurden die
Tubes mit Ethanol desinfiziert, die kalte Zellsusgen 1:10 mit Medium verdinnt und mit einer
Pipette resuspensiert. AnschlieBend erfolgte b8i gi@in Abzentrifugieren fir 5 min. Das nun
vorliegende Zellpellet wurde in 20 ml Zellmediunsuspendiert und auf 10 cm Durchmesser gro-
Ben Kulturschalen ausgesat. Eine Kultivierung famdBegasungsbrutschrank in einer 5 %,€0
Atmosphare bei 37 °C statt. In der ersten Wochadevaler Mediumwechsel taglich durchgefiihrt.
Insgesamt konnten eine ,viability* von 80-90 % ngetviesen werden. Nach erstmaligem Errei-
chen der Konfluenz wurden die Zellen noch zweimmabesetzt, bevor sie erstmalig fur Versuche
verwendet wurden. Zellzahlen und Viabilitét der |@el wurden mit Hilfe des CASY-

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

Die eigentliche Kultivierung der WI-38 Zellen famth Begasungsbrutschrank (5 % £@7 °C)
auf 24-Well-Kulturschalen statt. Die Aussaat erfelgit einer Dichte von 10 — 15.000 Zellen pro
cm?. Alle 2 Tage wurde das Medium (DMEM mit Strepy@in (100 pg/ml) und Penicillin (100
U/ml)) gewechselt. Je nach Versuchsaufbau wurderZeilen 48 h mit 10 % FCS oder ohne FCS
beim letzten Mediumwechsel der Stimulation kultivig. Abb. 3). Die Versuche wurden bei einer
mikroskopisch festgestellten Zelldichte von 60-70(8tbkonfluent) bzw. 95-100 % (konfluent)
durchgefihrt.

45000 H &Stimulation
40000 - letzter Mediumwechsel v

35000 -
30000
25000

N
Y
yAY

Zellzahl/cm x cm

20000 Stimulation
15000 .
letzter Mediumwechsé

10000

0 2 4 6 8 10 12

Zeit in Tagen
—O—konfluent, ohne FCS —e@—konfluent, mit FCS
—A— subkonfluent, mit FCS —/\—subkonfluent, ohne FCS

Abbildung 3: Zellkultivierung bis zur Stimulation. Der letzteediumwechsel erfolgte 48 h bei
den konfluenten Zellen und 24 h bei den subkontlreiZellen vor der StimulatiofZellzahl und

Kultivierungsdauer sind rein hypothetisch).
3.4 Stimulationsversuche von WI-38 mit Brotkruste md Kaffee auf 24-Well-Platten

Stammldsungen von Extrakten aus Brotkruste (Rog@eizen-Mischbrot) bzw. gerdstetem Kaf-
fee (Coffee arabicaKolumbien, dekoffeiniert) wurden in Zellkulturmeain hergestellt. Die Her-
stellung des Brotkrustenextraktes orientierte si@hei an einem Protokoll von Lindenmeiet al.
[83]. 1 ml Medium zum Lésen der Extrakte wurde viotverstand der Versuchsplatten entnommen
(s. Tab. 3.4). Nach einer 30-minutigen Erhitzung Tabes auf 60 °C im Thermoblock unter dau-
erhafter Schittlung wurden die Extrakte mittels @mde des Ultraschallzerkleinerers bei einer

Amplitude von 60 % fir jeweils 3 min behandelt. Bah wurden die Extrakte bei 16.000 g fir 5
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min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneutviiéitere 2 min bei 16.000 g abzentrifugiert.
Der nun gewonnene Uberstand wurde als Stammldsufiig die Stimulationsversuche verwendet

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

3.4.1 Konzentrationsversuche

e Stammldsung A:300 mg Extrakt/1 ml Medium

e Stammldsung B:10 ul der Stammldsung A verdiinnt mit 90 pl des den 24-Well-

Platten abgenommenen Mediums

o Stamml6sung C:10 pl der Stammldsung B verdinnt mit 90 pl des dem 24-Well-

Platten abgenommenen Mediums

Vor den Stimulationen wurden die Stammldsungen ptdfEinstellung fur 2 h im Brutschrank

inkubiert. Auf den Wells befand sich jeweils 1 n#lifhedium vor Versuchsbeginn. Fir die Ein-
stellung der Konzentrationen wurden von den Wellsgrechende Mengen Medium abpipettiert.
Dieser Uberschuss fand in der Herstellung der Stasumgen und der Dilutionen (s. Tab. 4) Ver-

wendung. Die Stimulationen wurden mit folgenden Kamtrationen fir 10 min durchgefuhrt:

Tabelle 4:Konzentrationseinstellungen Brot- und Kaffeeextrakt

Vorhandenes Zugabe Menge

Abnahme vor _ Menge nach
Medium vor der Stammlo-
Stimulation _ ; Stimulation
Stimulation sung/FCS
0 mg/ml oml 1ml Oml 1ml
30 mg/ml 550,0 pl 450,0 pl 50,0 ul A 500 pl
10 mg/mi 516,6 pl 483,4 pul 16,6 ul A 500 pl
3 mg/ml 550,0 pl 450,0 pl 50,0 ul B 500 pl
1 mg/ml 516,6 pl 483,4 pl 16,6 ul B 500 pl
0,3 mg/ml 550,0 pl 450,0 pl 50,0 ul C 500 pl
Serumkontrolle 550,0 pl 450,0 pl 50,0 ul FCS 500 pl

Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit ¥ Serum. Phosphatasen wurden durch Zugabe
von 0,03 mM Vanadat direkt vor der Stimulation irarSuchsansatz in der Aktivitat reduziert, was
aber selbst zu keiner Aktivierung von Kinasen intséeh fuhrte. Die gewertete Versuchsanzahl

betrug n = 3.
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3.4.2 Zeitkinetiken

In Analogie zu den Konzentrationsversuchen wurdeiWd-38-Fibroblasten mit festen Konzentra-
tionen fur unterschiedliche Zeiten stimuliert, umeeZeitkinetik der Kinasenaktivierung zu erstel-
len. Fur die Stimulationen mit Kaffeeextrakt wureiee Konzentration von 1 mg/ml und fur die
Versuche mit Brotkrustenextrakt wurden 10 mg/miweandet (s. Tab. 4). Stimuliert wurden die
Zellen jeweils fur 2,5, 5, 10, 30 und 60 min. Diallgrobe wurde wie bei den Konzentrationsrei-
hen ohne Manipulation belassen, wahrend fir didiPkentrolle mit 10 % Serum stimuliert wur-
de.

Die Anzahl der gewerteten Versuche betrug ebenfat<3.

3.4.3 Zellzahlungen

Die Versuche erfolgten - wie in Kapitel 3.3 besehgn — in 24-Well-Platten, wobei das Medium
unter subkonfluenten Bedingungen hier letztmalidn26r der Stimulation gewechselt wurde. Eine
Stimulation wurde mit Kaffee- und Brotkrustenextrék Analogie zu den Konzentrationsversu-
chen (s. Kap. 3.4.1) fur 12 h im Brutschrank dusstigrt. AnschlieRend wurde das Medium von
den Zellen abpipettiert und die Wells zweimalig PBS gespult. Das Ablésen der Zellen wurde
mithilfe einer Trypsin (5 ml 5 % Trypsin auf 45 d PBS)-EDTA-L6sung durchgefihrt. Mithilfe

des CASY Zellzahlers fand anschliel3end die Bestingrder absoluten Zellzahl statt. Hierzu wur-

de eine Versuchsanzahl von n = 6 durchgefihrt.
3.5 Herstellung der verwendeten Lésungen
3.5.1 Pufferlésungen

Tabelle 5: Verwendete Pufferldsungen

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 fir Western-Blot-Lysate (2 ml) Laufpuffer 10x fir Western-Blot (1 1)
1860,0 ul Tris/ HCI (50 mM) mit SDS (2 %) 30,0 g Tris

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

20,0 ul Ngvo (1 mM) 15,0 g SDS

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

20,0 pl Okadainséaure (50 pM)
pH-Wert-Einstellung auf 6,7

-21 -



Material und Methoden

Blotpuffer (1 1) Trispuffer (1 1, 500 mM)
11,1 g CAPS 6,06 g Tris

87,0 ul 3-Mercaptopropionsaure 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 destilirekéasser auf die angegebenen Volumina

aufgefullt.
3.5.2 BenzonaséMerck KG aA: # 1.01653.0001)
Mit Aqua dest wurde eine 6 %-L6sung hergestelltFlmigenden sind einige Beispiele fir die Er-
zeugung verschiedener Mengen aufgefihrt:
e 150 pl: 09 pl + 141 pl 4O
e 250 ul: 15 pl + 235 pl 4O
e 500 pl: 30 ul +470 ul 4O

3.5.3 Bromphenolblau-Farbelésung

Es wurden einige Kérner Bromphenolblau in 50 %-@fyddsung gegeben (Glycerin und Aqua
Dest im Verhéltnis 1:1).

3.5.4 10x PBS fur Zellzucht

Fir 1 | wurden verwendet:

« 80gNacCl

e 2gKCI

e 11,49 g NgHPOQO, (wasserfrei)
¢ 2gKHPO,

Die pH-Wert-Einstellung wurde auf 7,4 durchgefulmhschlielend wurden fir die Zellzucht der
10x PBS auf 1x PBS mit Aqua dest verdinnt und davdrt.

3.6 Western-Blot

Die in dieser Arbeit analysierten Kinasen wurdettets Western-Blot-Technik untersucht.
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3.6.1 Herstellung der Western-Blot-Lysatdfur 24-Well-Platten)

Zunéchst wurde das Medium der Fibroblasten abgésBug Well wurden 50 pl Lysepuffer (s.

Tab. 5) auf die Zellen gegeben und unter gleichgeifliSchitteln 10 min lang lysiert. Zum Nuk-
leinsaure-Verdau wurden 10 pl Benzonaseltsung (fréo)Vell zugegeben und erneut fur 10 min
auf dem Schuittler inkubiert. Die Anfarbung der Ligsarfolgte anschlie3end mit 7 pl Bromphe-
nolblaulésung pro Well.

Zur thermischen Denaturierung der Proteinstruktundolgte eine Erhitzung der Zelllysate bei 60
°C fur weitere 10 min auf dem Schuttler. Die nurtifen Lysate wurden auf Eis abgekunhlt. Eine

Lagerung der Proben fand bei minus 80 °C statt.

3.6.2 Herstellung der Western-Blot-Gele

Fur die in dieser Arbeit analysierten Kinasen wardwvie in Tabelle 6 dargestellt - 10 %
Trenngele (SDS-Gele) und zur Konzentration 3 % &28 verwendet.

Es wurden Gele der Starke 1,5 mm mit 15 Slots Is¢etieund nach der Polymerisation zum Bela-

den mit Proteinproben in die mit 1-fachem Laufpuffefullten Laufkammern eingesetzt.

Tabelle 6:Western-Blot-Gele

Konzentrationsgel 3 % (Angaben fur 2 Gele) | Trenngel 10 % (Angaben fur 2 Gele)

H,O 3,385 ml H,O 4,950 ml

40 % Acrylamid plus 0,375 ml 40 % Acrylamid plus 3,750 ml

0,8 % Bis 0,8 % Bis

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

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

APS 40 % 12,0004 TEMED 12,0004
APS 40 % 18,000ul

Total 5ml Total 15 ml

3.6.3 Proteinanalyse mittels Western-Blot

Pro Slot wurde 12 pl Lysatmenge benutzt. Als Betgdikontrolle und zur Erkennung der Protein-
bandengrof3en dienten Page Ruler® und Magic Marke(3¢@pl/Slot).

Die Elektrophorese erfolgte bei einer angelegtean8png von 200 V zum Konzentrieren und 150
V zum Trennen der Proteine in 1x Laufpuffer. Firndeé&emidryblot wurden pro
Nitrozellulosemembran 4 in Blotpuffer (180 ml 50 n®APS Puffer plus 20 ml Methanol, pH 10)
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eingeweichte Blotpapiere benutzt, zwischen denen gliattgestrichene Nitrozellulosemembran
(z.B. mit dem Griff einer Glaspipette vorsichtigaigestrichen) gelegt wurde. Das Blotten erfolgte
anschlieBend fir 45 min bei einer angelegten Stémkes und -spannung von 0,08 A und 25
V/cn? Blotflache.

Die Membranen wurden anschlie3end ca. 3 min in Arithck-Losung gefarbt und danach mit
Aqua-Dest abgespiilt, bis Proteinbanden sichtbaenyarm ein gleichmafiiges Blotten zu bestati-
gen. Pro Membran fand danach eine Blockierung nmitl 2 %-Blockierlosung (20 ml 500 mM
Trispuffer plus 0,4 g BSA, pH 7,5) fir 1 h bei Raamperatur oder 12 h bei 4 °C statt.

Nach dem Abgiel3en der Blockierlosung erfolgte girimare Antikérperinkubation (in 10 ml 50
mM Trispuffer plus 0,2 g BSA plus 100 pl NahH 7,5) Gber Nacht bei 4 °C. Eine Waschlésung
(1,2 g bovines Albumin [BSA] in 240 ml 500 mM Trigfer plus NP-40, pH 7,5) wurde danach in
sechs Waschschritten von je 6 min angewendet.

Der Sekundéarantikérper band fir 1 h an den PrateiaeschlieRend wurden wieder sechs Wasch-

schritte mit der Waschlésung durchgefihrt.

3.7 Verwendete Antikorper

3.7.1 Primarer Antikorper

Fur die Herstellung von 10 ml priméren Antikrp&ab. 7) wurden bendtigt: 0,2 g BSA geldst in
50 mM Tris-Puffer/150 mM NaCL (pH 7,5; 0,2 % Nonid#&10; 0,03 % Nal. Die so hergestellte
Primarantikorperlésung ist bei Lagerung im Kuhlsetk (4 °C) mehrfach verwendbar. Die prima-
ren Antikorper wurden mit Ausnahme von GAPDH vorll Ggnaling®, Danvers, MA, USA be-

zogen. Anti-GAPDH benutzten wir von der Firma Aim@, Cambridge, UK.

Tabelle 7: Primarantikdrper

Antikorper Grole Spezies Verdinnung
Anti-Phospho-  ca. 60 kDA Rabbit 1: 1000

Akt

Anti-Phospho- 42/44 KDA Rabbit 1: 1000
ERK1/2

Anti-Phospho- 38 kDA Rabbit 1: 300

p38

Anti-GAPDH 30-40 kDA  Rabbit 1: 2000
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3.7.2 Sekundarer Antikorper

Als sekundarer Antikorper wurde Anti-Rabbit von IN®VA® eingesetzt (Peroxidase konjugiert,
1:1000 verdunnt in 10 ml 2 %-BSA-Tris-Losung).

3.7.3 Antikorperdetektion

Die Membranen wurden 2 min lang mit 10 ml Deteksiésung, einer 1:1 Mischung bestehend aus
Luminollésung (50Qul Luminol plus 220ul Cumarsaure, auf 50 ml mit 0,1 mM Trispuffer, p}3 8
aufgefullt) und Wasserstoffperoxyd (0,05 % $5H,0, auf 10 ml 0,1 mM Trispuffer, pH 8,5 ),
inkubiert. Anschlieend wurde die Lichtreaktion iitfe einer Digitalkamera (LAS-3000 Fujifilm

® Intelligent Dark Box) aufgenommen.

3.8 Datenauswertung und Statistik

Die aus den Western-Blots gewonnenen digitaligietaten wurden mit der Bildanalysensoftware
AIDA hinsichtlich der gemessenen Absorptionen (S&faungen) der Bandenmuster ausgewertet.
Diese wiederum sind als Mal3 der Kinasenaktivierzungnterpretieren. Computergestitzt erfolgte
eine Subtraktion des Bildhintergrundes. Die Rohuater Aktivierung (Phosphorylierung) von
Akt, ERK1, ERK2 und p38 wurden durch Quotiententnilg mit GAPDH als Beladungskontrolle
abgeglichen. Die Aktivierung der GAPDH variiertetemden gewahlten Versuchsbedingungen
nicht wesentlich, so dass das Enzym als Beladumgskie verwendet werden konnte. Die gemes-
senen Nullwerte (unstimulierte Negativkontrollenyrden zur Berechnung gleich 100 % gesetzt,
so dass die erhobenen Daten der Kinasenaktiviezimegprozentuale Steigerung oder Hemmung in
Bezug auf den Nullwert darstellen.

Die statistische Analyse der erhobenen Werte wuanidtels Excel (Microsoft®, Redmond, WA,
USA) durchgefiihrt. Dabei werden die Daten mithitean Mittelwert und dem Standardfehler des
Mittelwerts beschrieben. Die statistische Auswagtuler interessierenden Konzentrationsunter-
schiede erfolgte mittels Student’s T-Tests fur wbhuadene Stichproben. Entsprechend der Frage-
stellungen wurden so die Kinasenaktivierungen dezednen Experimentalbedingungen mit der
Kinasenaktivierung der unstimulierten Kontrolle glezhen. Hierbei gilt nach gdngiger Konvention
die Unterschreitung eines Signifikanzniveaus vér § < 0,05 (*)) als signifikanter Unterschied,

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

Um den Einfluss verschiedener AGE-reicher Nabhrurnigsiaxtrakte hinsichtlich der
Kinasenaktivierung und deren Einfluss auf das belileben unter verschiedenen Zellkulturbedin-
gungen zu untersuchen, wurden WI-38-FibroblastdrKaifee- und Brotkrustenextrakt inkubiert.
Eine Konzentrationsreihe und eine Zeitkinetik wurddurchgefihrt. Es fanden Messungen im
subkonfluenten (70 % Konfluenz) und konfluententaond mit und ohne Serumzugabe (FCS)

statt.

4.1 Konzentrationsabhéangige Kinaseninduktion durchKaffee- und Brotextrakt in WI-38

Im Folgenden werden zunéachst die Versuchsergebd&sikonzentrationsreihen dargestellt. Hier-
zu wurden die WI-38-Fibroblasten fur 10 min mit -@@ mg/ml Brotkruste- und Kaffeeextrakt

stimuliert. 48 h (konfluent) bzw. 24 h (subkonfltiewor Beginn der Experimente wurde der letzte
Mediumwechsel mit oder ohne 10 % FCS durchgeftihrt.

Die Aktivierung von Kinasen wurde uber phosphoruiggs-/ aktivierungsspezifische Antikbrper

mittels Western-Blot analysiert. Teilabbildung dtgjeweils einen representativen Western-Blot

und Teilabbildung b die gemessenen Aktivierungséarnwieder.

4.1.1 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfuent, ohne FCS)

Brotextrakt (s. Abb. 4a und 4b) fuhrt ab einer Kemization von 0,3 mg/ml zum signifikanten An-
stieg der Phospho-Akt um den Faktor 2,17 + 0,18 (p05). Bei 3 mg/ml zeigt sich eine auf das
3,41-fache (= 0,6) der Kontrolle gesteigerte Aldnang, die aber bei hoheren Konzentrationen
wieder abfallt.

Bei der MAP-Kinase ERK ist ein vergleichbarer Kunverlauf zu erkennen. So kommt es zu einer
signifikanten Steigerung von Phospho-ERK bis zemirMaximum bei 10 mg/ml um den Faktor
2,98 £ 0,31 (p < 0,05), um bei héheren Konzentratiowieder abzufallen.

Der Nachweis der Phospho-p38 zeigt dagegen eiedig steigenden Kurvenverlauf, so dass auch
in héheren Konzentrationen eine Aktivierungszunaltae p38 zu verzeichnen ist. Signifikante
Aktivierungsraten (p < 0,05) sind bei Konzentraiorvon 10 mg/ml um den Faktor 2,85 + 0,40
und bei 30 mg/ml um den Faktor 3,07 + 0,46 zu viehren.
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Abbildungen 4a und 4b:Konzentrationsabhangige Kinasenaktivierung nicimfkienter
Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Maah ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)

4.1.2 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkamfluent, ohne FCS)

Auch bei den aquivalenten Versuchen mit gerostétaffee zeigt sich, wie in den Abbildungen 5a
und 5b dargestellt, eine Abhangigkeit der Aktivigg(Phosphorylierung der untersuchten Kinasen
von der Konzentration des Extraktes.

Die Kinasenaktivierung steigt bei Akt und ERK1/2t minehmenden Konzentrationen an und hat
bei beiden ihr Maximum bei 3 mg/ml (Phospho-Aktktea 5,02 + 0,37 (p < 0,01) und Phospho-
ERK1/2: Faktor 2,2 + 0,38). Die aktivierte Akt-Kisa weist bereits bei niedriger Konzentration
von 0,3 mg/ml eine 3,15-fache (+ 0,32) Steigerumgr Aktivierung auf, die signifikant ist (p <
0,05).

Eine signifikante, um das 2,46-Fache (+ 0,19) ggstes Phosphorylierung der p38-Stresskinase (p
< 0,05) kann ebenfalls bereits bei Konzentratioaler®,3 mg/ml nachgewiesen werden. Ein maxi-
males Kurvenniveau mit einer 12,52-fachen (x 1,8fgigerung wird schlieBlich bei 30 mg/ml
erreicht (s. Ubersicht Tab. 8). Gerade bei dieseage sieht man einen groRen Unterschied der

maximalen Phosphorylierung um ca. den Faktor 4cweis beiden verwendeten Extrakten.
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Abbildungen 5a und 5b: Konzentrationsabhéngige Kinasenaktivierung nicntfkienter
Fibroblasten bei Stimulation mit Kaffeeextrakt iredum ohne Serum (Mittelwerte +/- mittlerer

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)

Tabelle 8 Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulationhnkonfluenter Fibroblasten mit
Nahrungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nultikde, Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des

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

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

Brot 100 217,62 312,26* 340,87 283,78* 225,20
Phospho- +19,05 +41,77 +60,03 20,60 33,80
Akt Kaffee 100 315,25*  468,50** 502,15** 451,62** 375,42*
+31,90 +27,04 37,00 #21,13 10,96
Brot 100 159,40 209,85 248,24 297,71* 212,90
Phospho- 24,77 +40,03  £13,03 31,51 31,11
ERK1/2 | Kaffee 100 161,94 199,19 219,18 168,12 147,67
124,26 +31,83  £37,99 24,40 +29.31
Brot 100 128,07 156,12 250,01 284,52* 306,92*
Phospho- +14,69 +18,39 42,80 +39,52 46,36
p38 Kaffee 100 245,54  855,96* 1070,26* 1112,72* 1252,17*
+19,00 +80,67  £190,92 +£179,43 +141,29

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,G&sus 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 Aktadssm und der ERK1/2 zeigen

Optimumsverhalten. Bis zu einer bestimmten Konzgiain erhohte sich die Phosphorylierung der
Kinasen (auf das 1,7-fache bei 3 mg/ml bei der Kikiase bzw. auf das 3,69-fache bei 1 mg/ml
bei der ERK1/2), um danach wieder deutlich zu falle

Dagegen verhalt sich der Kurvenverlauf bei der [B&se anders. Hier wird ein Maximum der
Phosphorylierung bei 10 mg/ml (245,35 % + 17,74&ieht, das sich nicht weiter andert (s. Abb.
6a und 6b).

400
_ a0 . A
S o 3004 %
Phospho-Akt -.aan RS 250 1
£ ‘g 200 T
GAPDH = = = = « « T X 150 %
Phospho-ERK1 g - 2= 1000 =3
Phospho-ERK2 [ < 50
GAPDH ;; - -e Nullkontrolle 1 10 100
Phospho-p38 [mg/ml]
GAPDH — —— — Phospho-Akt —0—Phospho-p38
- - - A - - Phospho-ERK1/2

0031 & 10 30 mgml

Abbildungen 6a und 6b:Konzentrationsabhangige Kinasenaktivierung nicimfkenter
Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Maah mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Feh-

ler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)

4.1.4 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkafluent, mit FCS)

Auch beim Kaffeeextrakt findet man ein ahnlicheshédten wie beim Brotextrakt. Die Phospho-
rylierung der Akt bzw. ERK-Kinasen haben ein Optinaverhalten, wahrend das bei der p38 so
nicht zu sehen ist. Man erreicht bei der Akt einxviaum bei 1 mg/ml (2,42-fach + 0,59) und bei
der ERK1/2 bei 3 mg/ml (240,99 % + 19,9). In beidiétllen sind die Phosphorylierungen signifi-
kant (p < 0,05).
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Abbildungen 7a und 7b:Konzentrationsabhéngige Kinasenaktivierung nicntfkienter

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

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)

Tabelle 9: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation nkamfluenter Fibroblasten mit

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

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

Omg/ml  0,3mg/ml 1mg/ml  3mg/ml 10mg/ml 30 mg/ml
Brot 100 139,51 165,79 172,27 115,07 106,47
Phospho- +10,38 26,41  +18,42 +7,88 + 8,06
Akt Kaffee 100 177,45 242,10 160,77 104,21 98,05
56,58 +59,42 56,40 +10,45  +22,87
Brot 100 283,91* 368,52** 340,24** 268,63* 196,12*
Phospho- 21,75 +5,90 +9,82 +23,10 +13,48
ERK1/2 Kaffee 100 135,29 194,10*  240,99* 240,84* 180,28
115,42 +13,92  +19,91 +18,49 +3,93
Brot 100 145,07  160,10*  187,27* 245,35 239,47
Phospho- +14,93 +7,56  +10,23 +17,74 52,83
p38 Kaffee 100 190,30 825,68* 1709,77** 1518,52* 1425,34**
30,21 99,34 +56,54 +148,46 +97,75

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

Versuchsanzahl: n =3
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Die Phosphorylierung der p38 wird bereits bei 1migfFaktor 8,26 + 0,99) signifikant (p < 0,05).
Das Maximum (p < 0,01) wird mit 3 mg/ml erreichtdubleibt in etwa auf diesem Niveau (s. Abb.

7a und 7b sowie Darstellung der Versuchswerte m 9

4.1.5 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, ohne FCS)

Fur diese Zellkulturbedingung sind die WI-38 Zelleait 10 % Serum bis zur Konfluenz gewach-
sen. Danach wurde das Serum flir 48 h entzogeniargkdlen anschlieend fir 10 min stimuliert.
Wie in den Abbildungen 8a und 8b dargestellt, sliedVerlaufe der Aktivierungskurven der unter-
suchten Kinasen nach Stimulation mit Brotkrusterattsehr ahnlich und zeigen bei Phospho-Akt
und Phospho-p38 ein deutliches Optimumsverhalten.

Phospho-Akt und Phospho-p38 haben jeweils ein Mamirbei 3 mg/ml und Phospho-ERK1/2 bei
1 mg/ml.

Die Phospho-Akt steigt maximal auf das 3,68-Faeh@,%2) des Nullwertes an (p < 0,05).
Phospho-ERK1/2 erreicht bei 1 mg/ml Signifikanzaiwe(p < 0,05) und erlangt hier mit einer
2,61-fachen (+ 0,16) Signalsteigerung ihr Maximum.
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Abbildungen 8a und 8b:Konzentrationsabhéngige Kinasenaktivierung komfleeFibroblasten
bei Stimulation mit Brotextrakt in Medium ohne Sar(Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, Versuchszahl n = 3)

Ahnlich den anderen Kinasenverlaufen, jedoch réadmifikant, hat die Phospho-p38 einen Hohe-
punkt bei 3 mg/ml mit dem 1,77-Fachen (x 0,25) Wesgleichswertes von 0 mg/ml. Mit einer
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mittleren Restaktivierung von 107,35 % (+ 15,9) bmier 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 Zellstiaubnen durchgefihrt (s. Abb. 9a und 9b).

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

Optimumsverhalten mit einem Maximum bei 3 mg/ml. auf

Das Maximum der Akt-Kinasenaktivierung weist einkoBphorylierungszuahme auf das 2,62-
Fache (x 0,57) des Nullwertes auf.

Die Phospho-ERK1/2 hingegen weist einen signifikarmnstieg (p < 0,05) auf das 4,81-Fache (=
0,79) des Ausgangswertes auf. In beiden Fallekt siie Kinasenaktivierung mit zunehmender
Kaffeekonzentration wieder ab.

Phospho-p38 hat eine maximal 2,9-fache (x 0,47)sptmorylierungszunahme im Vergleich zum
Nullwert. Nach Erreichen des Maximums féllt der Wemverlauf verglichen mit den anderen

Kinasen langsamer ab (s. Tab. 10).
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Phospho-Akt ~ 500
- ° o 400
GCAPDH [ — o ]
003 1 3 10 30 mg/ml = % 300
Phospho-ERK1 | . g = 200
Phospho-ERK2 = ==s= =3
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Nullkontrolle 1 [mg/ml] 10 100

Phospho-p38
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Abbildungen 9a und 9b:Konzentrationsabhéngige Kinasenaktivierung komfleeFibroblasten
bei Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohner@a (Mittelwerte +/- mittlerer Fehler des

Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)
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Tabelle 10: Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulation kenfter Fibroblasten mit Nah-
rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkdietrdittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

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

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

Brot 100 166,56 329,86 367,92* 262,29 207,51
ro
Phospho- +15,92 +63,24 +51,88 +71,70 +46,42
Akt 198,47** 249,30* 262,39 156,44 145,48
Kaffee 100
+ 7,87 +25,37 +57,36 +44.28 +45,71
244,39 261,37* 232,40 162,35* 154,16*
Brot 100
Phospho- +36,51 +15,75  +33,90 £9,56 17,21
ERK1/2 170,25 346,31 481,02* 376,72 153,30
Kaffee 100
+27,75 +58,66 +79,20 +83,94 +24,16
128,85 135,90 176,60 128,43 107,35
Brot 100
Phospho- +10,34 +9,92 +24.67 +9,85 +15,91
p38 122,89 194,98 290,32 233,64 221,36
Kaffee 100
+12,93 +62,03 +47,69 +50,17 +55,45

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versusiolle, ** = 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, le&im 48 h vor den Versuchen einem
Mediumwechsel mit FCS-haltigem Medium unterzoged onit Brotextrakt stimuliert.

Wie aus den Abbildungen 10a und 10b hervorgehtiefillbereits niedrige Konzentrationen zu
einer starken Akt-Aktivierung. Zwischen 0,3 mg/rBD0 % = 43,25) und einem Maximum bei 1
mg/ml (601,19 % + 73,69) ist die Phosphorylierunggerung signifikant (p < 0,05) im Vergleich
zur Nullkontrolle.

ERK1/2 erreicht eine maximale Kinasenaktivierung »eng/ml mit einer 3-fachen (+ 1,32) Zu-
nahme. Die Kurve fallt in hdheren Dosen wieder ab.

Phospho-p38 zeigt Optimumsverhalten mit einer teichAktivierungssteigerung bis auf einen
Hochstwert bei 10 mg/ml und einer Steigerung um Eeaktor 1,37 (+ 0,22). Bei der maximalen
Brotkonzentration von 30 mg/ml hat die Kinase eingnimalen Wert, der mit 92,7 + 2,38 % un-

terhalb der Nullprobe liegt.
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Abbildungen 10a und 10b:Konzentrationsabhangige Kinasenaktivierung komflee
Fibroblasten bei Stimulation mit Brotextrakt in Mewh mit Serum (Mittelwerte +/- mittlerer Feh-

ler des Mittelwertes, Versuchszahl n=3)
4.1.8 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (konfluent, mit FCS)

Fur die Stimulationen mit Kaffeextrakt wurde die \88-Anzucht in Analogie zu 4.1.7 durchge-
fuhrt.

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

rung bei 1 mg/ml und fallt danach rasch unter Anggaiveau ab. Der T-Test ergibt hier keine
signifikanten Unterschiede.

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

zentration von 3 mg/ml. Die Kinasenaktivierungtist 3 mg/ml und héhere Konzentrationen signi-
fikant (p < 0,01).

Phospho-p38 zeigt mit zunehmender Konzentratior &bontinuierliche Aktivierungssteigerung,

die bei 30 mg/ml eine 10,2-fache (+ 4,04) Erhdéhdeg Kontrollwertes aufweist (s. Abb. 11a und
11b sowie Tab. 11).
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Abbildungen 11a und 11b:Konzentrationsabhéngige Kinasenaktivierung komiftee

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

Fehler des Mittelwertes, Versuchszahl n = 3)

Tabelle 11 Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulationfkemter Fibroblasten mit Nah-

rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkdletrvittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

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

Omg/ml 0,3mg/ml 1mg/ml  3mg/ml  10mg/ml 30mg/ml
Brot 100 509,11* 601,19* 312,52 230,44 166,50
Phospho- 143,25 173,69 126,82 173,52 144,98
Akt Kaffee 100 211,82 255,90 105,86 42,98 46,23
153,74 +110,35 +36,90 +17,34  +18,96
Brot 100 141,81 189,57 299,99 166,35 124,32
Phospho- +14,71 +33,13  +131,62 32,62 +16,71
ERK1/2 Kaffee 100 142,26 218,82  367,84** 365,60** 329,43**
+11,13 +30,85 +16,62  +11,03  +10,54
Brot 100 105,02 107,76 135,37 137,20 92,73
Phospho- 126,42 +28,15 +17,00 122,22 +2,83
p38 Kaffee 100 117,92 300,44 502,91 701,74 1020,79
+15,95 184,64 106,50 +161,42 404,39

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

Versuchsanzahl: n = 3.
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4.2 Die zeitliche Dauer als EinflussgrofRe auf dientrazellulare Kinasen-aktivierung durch

nattrliche AGEs

In den folgenden Kapiteln werden die ErgebnissedausZeitreihen dargestellt. Dabei wurden WI-
38-Fibroblasten mit 10 mg/ml Brotextrakt oder 1migiaffeeextrakt fur 2,5, 5, 10, 30 und 60 min
stimuliert. Analog zu Kapitel 4.1 wurde 24 h (sub®oent) bzw. 48 h (konfluent) vor Beginn der
Experimente der letzte Mediumwechsel mit oder dtthé& FCS durchgefihrt.

4.2.1 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, ohne FCS)

Phospho-Akt und Phospho-ERK1/2 haben sehr ahnkelreenverlaufe mit einem Aktivierungs-
maximum bei funfminitiger Stimulation (Phospho-Ak#0,55 % + 27,62 (p < 0,01); Phospho-
ERK1/2: 612,37 % * 84,01 (p < 0,05)). Unter langeEmwirkdauer des Brotextraktes fallen die
Phosphorylierungsraten rasch wieder ab.

Die Aktivierung der p38 nimmt mit Zeitdauer des AGimflusses kontinuierlich zu und erreicht
ein Maximum mit 2,25-facher (+ 0,52) Intensitatsalime.

Die Ergebnisdarstellung erfolgt in Tabelle 12 ued dbbildungen 12a und 12b.
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Abbildungen 12a und 12b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung nicht konfluerigaroblasten bei
Stimulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serumittiglwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, Versuchszahl n = 3)

- 36 -



Ergebnisse

4.2.2 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkmfluent, ohne FCS)

Bei den Serum-freien, nicht konfluenten Zellen weide maximale Erh6hung der Phospho-Akt um
den Faktor 5,35 (+ 1,71) bei 60-minutiger Stimwaaterreicht (s. Abb. 13a und 13b).
Phospho-ERK1/2 hat ihren Hohepunkt (563,57 % +A®0bei 5 min dauernder Stimulation, wéah-
rend bei kirzerer oder langerer Stimulation gemiad®hosphorylierungsraten gemessen werden.
Die p38 weist bei 10 min ein Maximum der Aktivieguom den Faktor 18,93 + 2,65 auf. Unter
langerer AGE-Wirkung kommt es zu einem Kurvenabfallfgrund eines fehlerhaften Antikdrpers
in einer der Versuchsreihen wurden nur 2 Versualsgewertet. Eine Signifikanztestung wurde

daher hier nicht durchgefuhrt.
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Phospho-ERKT | s S i 0 0
Phospho-ERK2

GAPDH o s s o

Aktivitatin % der
Nullkontrolle
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- e e
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GAPDH

0256 5 10 30 60 min
Abbildungen 13a und 13b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung nicht konfluerfigaroblasten bei

Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Ser(vhttelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

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

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

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

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

Brot 100 319,35% 440,55* 42502* 171,15 163,46

Phospho- +9,43 27,62 53,04 £20,40 +28,37
Akt Kaffee 100 147,35 240,06 312,03 481,07 534,67
+73,96 #4201 73,57 176,88 +170,85

Brot 100 501,66  612,37* 510,88* 198,71* 130,85

Phospho- +102,29 484,01 #89,08 £576  +8,85

ERK1/2 | Kaffee 100 253,72 563,57 39597 273,92 216,43

+34,39  +190,09 116,15 +118,43 +73,73

Brot 100 114,26 163,91 171,09 187,34 225,43

Phospho- +8,62 27,74 43295 #2956 52,14

p38 Kaffee 100 784,46  1870,49 189298 761,74 683,42
+36,51  +192,78 265,11 +19,89  +221,60

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

Versuchsanzahl: n = 8vVersuchsanzahl n = 2.

4.2.3 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (subkonfluent, mit FCS)

Brotextrakt flihrt ab 10 min zu einer signifikanign< 0,05) Steigerung von Phospho-Akt um den
Faktor 1,42 (£ 0,10). Ein Phosphorylierungsmaximauf den 1,85-fachen (+ 0,18) Ausgangswert
wird nach 30 min erreicht. Zwischen 10 und 60 maéigz der T-Test signifikantes Niveau (p <

0,05).

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

Hier kann eine 1,79-fache (+ 0,34) Steigerung deagenaktivierung nachgewiesen werden.

Phospho-p38 weist eine im Vergleich zur Nullkorleraignifikante (p < 0,05) und kontinuierliche
Zunahme der Enzyminduktion auf das 6,14-fache §5)0nach 60 min auf (s. Abb. 14a und 14b).
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Abbildungen 14a und 14b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung nicht konfluerfigaroblasten bei
Stimulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (K&lwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3)

4.2.4 Kinasenaktivierung durch Kaffeeextrakt (subkamfluent, mit FCS)

Kaffeeextrakt fuhrt mit zeitlichem Einfluss zu eineontinuierlichen Aktivierungszunahme von

Akt und p38 (s. Abb. 15a und 15b), die nach 60 mireiner 3,12-fach (x 0,30) (Phospho-Akt)

bzw. 4,03-fach (+ 0,55) (Phospho-p38) gesteige@amdaktivierung fuhren. Wahrend sich signi-
fikante Unterschiede der Akt-Kinasenaktivierung<(,05) erst im Maximum nachweisen lassen,
zeigt sich eine signifikante (p < 0,05) Zunahme Bleospho-p38 schon nach finfminitiger Stimu-
lation.

Phospho-ERK1/2 erreicht im Gegensatz dazu ihreniiwert bereits nach 5 min und ist hier
signifikant (p < 0,05) um das 2,37-Fache (x 0,25phat. Nach 30 min kommt es zur Unterschrei-
tung der Aktivierung des Nullwertes. Eine Darstediuder Versuchswerte erfolgt in Tabelle13.
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Abbildungen 15a und 15b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung nicht konfluerigaroblasten bei

Stimulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit SeruMiftelwerte +/- mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, Versuchszahl n = 3)

Tabelle 13 Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulationhhkonfluenter Fibroblasten mit

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

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

0 min 25min  5min 10 min 30 min 60 min
Brot 100 116,96 131,97  142,15* 184,53* 165,00*
Phospho- +956 £14,42 +9,56 +17,67  +13,48
Akt Kaffee 100 108,69 178,03 185,42 256,28  312,25*
+557 146,72  +43,60 175,27  +29,90
Brot 100 113,93 165,33 179,38 174,55 134,28
Phospho- +21,98 £34,40 +33,73  £21,81  +20,74
ERK1/2 Kaffee 100 158,19* 236,85* 223,27** 43,93**  36,99**
+7,42 2454 +9.31 +4,71 +6,11
Brot 100 206,20 293,49 357,79 557,50 614,62*
Phospho- +30,60 $49,24  +71,08  £150,22 95,43
p38 Kaffee 100 107,33 206,98* 246,24* 350,53* 403,64*
+9,77 £15,12 +7,39 +31,30 54,74

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versusifolle, ** = 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 mibtxtrakt in 48 h Serumfreihei{s. Abb. 16a
und 16b) zeigt bei allen drei Kinasen OptimumkurvEmem rapiden Anstieg folgt jeweils ein
langsamer Abfall.

Der Phospho-Akt-Nachweis erbringt eine maximaleii&ung nach 5 min. Bei diesem Zeitpunkt
ist die nachgewiesene Kinase um den Faktor 2,857@) erhoht.

Phospho-ERK1/2 und Phospho-p38 erreichen jeweith mahnminttiger Stimulation ihre Maxi-
malwerte: 293 % + 109 (Phospho-ERK1/2) bzw. 289 @+ Phospho-p38). Die Vergleiche mit

den Kontrollwerten ergeben bei allen drei Enzymeimd signifikanten Unterschiede (s. Tab. 14).

450
o8 e & = 400+
Phospho-Akt - g T .
GAPDH | o s s = Z% oo | )
i@ =X 200
Phospho-ERK1 . o =2 1501
Phospho-ERK?2 “se S5 o
50
carod S

Phospho-033 Nullkontrolle 10 20 30 40 50 60 70
0SPNo-p - - e .-

[min]

— —- —Phospho-Akt ~ —o— Phospho-p38
-- - A- - - Phospho-ERK1/2

(GAPDH | s s e

0 25 510 3060 min

Abbildungen 16a und 16b: Zeitabhangige Kinasenaktivierung konfluenter &iidasten bei Sti-
mulation mit Brotextrakt in Medium ohne Serum (Mitverte +/- 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 zeigenb®cHen mit Kaffee behandelten Fibroblasten,
Phospho-Akt und Phospho-p38 mit kontinuierlich amggnden Phosphorylierungsraten bis zu
einem Maximum von 783 % (+ 134) nach 60 min (Phosfkt) bzw. 655 % (+ 59,32) nach 30
min (Phospho-p38). Der T-Test erbrachte im Nullkoltenvergleich signifikante Unterschiede (p
< 0,05) fur Phospho-Akt nach 5 min und fur PhospB8-nach 30 min.
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Phospho-Akt - =S
Phospho-ERK] 208 = &
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Abbildungen 17a und 17b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung konfluenter Hibasten bei Sti-
mulation mit Kaffeeextrakt in Medium ohne Serum {&liwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3)

Tabelle 14 Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulationfkemter Fibroblasten mit Nah-
rungsextrakten (Angegeben in Prozent der NullkdletrMittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

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

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

Brot 100 215,71 265,44 225556 149,90 121,45

Phospho- +40,90 69,85 58,77 +27,70  +35,49
Akt Kaffee 100 128,53 138,54* 478,45 753,13* 782,90*
120,41 + 490 +93,09 +107,93 133,78

Brot 100 173,65* 256,05 292,52 229,21 118,06

Phospho- + 996 £82,39 +108,98 100,79 20,11
ERK1/2 Kaffee 100 120,49 515,94* 500,74* 454,67* 212,34*

+ 593 $52,10 #3552 453,95 +19,71

Brot 100 154,77 172,25 288,89 216,04 138,11

Phospho- +29,09 £3544 91,78 £80,52  +39,82
p38 Kaffee 100 263,75 418,74 517,83 655,78* 654,11*

195,12 +143,03 121,37 59,62 59,32

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

Versuchsanzahl: n = 3.
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Die durch Kaffee aktivierte ERK1/2 weist Optimumehwaten mit einem H6hepunkt nach 5 min
auf (515,94 % + 52,10) (p < 0,05). Die Abbildungera und 17b geben die Versuchsergebnisse

grafisch wieder.
4.2.7 Kinasenaktivierung durch Brotextrakt (konfluent, mit FCS)

Unter den hier gewahlten Zellbedingungen erreicien Aktivierungen der Phospho-Akt und

Phospho-ERK1/2 jeweils nach 30 min (191,67 % + 826i Phospho-Akt, 240,49 % + 48,72 bei
Phospho-ERK1/2) Maximalwerte.

Die p38 verzeichnet ein Phosphorylierungsmaximuichrni) min mit 188 % + 27,57. Alle hier

untersuchten Kinasen weisen Optimumsverhaltenief Aktivierungen unterscheiden sich unter

allen Bedingungen nicht signifikant von den jevgath Nullkontrollen (s. Abb. 18a und 18b).
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Abbildungen 18a und 18b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung konfluenter Hitasten bei Sti-

mulation mit Brotextrakt in Medium mit Serum (Milteerte +/- 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 % {6,33) nach 30 minutiger Stimulation er-
reicht. Der T-Test ergibt hier zur Nullprobe eirggnifikanten Unterschied (p < 0,01).
Phospho-ERK1/2 zeigt ein deutlicheres Optimumsuerhamit einem Maximum nach 10 min
(341,18 9% + 26.02). Der Nullproben-Vergleich ibegfalls signifikant (p < 0,05).

250 %
00— T~ & e
150-#\’\&\“‘;
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r I
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Nullkontrolle 10 20 30 40 50 60 70
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GAPDH —~ ™ s ww — —- —Phospho-Akt  —0— Phospho-p38
--- A - - Phospho-ERK1/2

025 510 30 60 min

Abbildungen 19a und 19b:Zeitabhangige Kinasenaktivierung konfluenter Hibasten bei Sti-
mulation mit Kaffeeextrakt in Medium mit Serum (kéitwerte +/- mittlerer Fehler des Mittelwer-

tes, Versuchszahl n = 3)

Phospho-p38 zeigt eine @hnliche Phosphorylierungskwie die Akt-Kinase. Nach 10-minutiger
AGE-Einwirkung ist die Phosphorylierung auf daS12Fache (+ 0,24) maximal und signifikant
angestiegen (p < 0,05). Beide Kurven fallen nackiEhnen eines Plateaus langsam ab (s. Abb. 19a

und 19b).
Eine zusammenfassende Darstellung der Versuchsesgelerfolgt in der Tabelle 15.
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Tabelle 15 Phosphorylierung von Kinasen nach Stimulationfkemter Fibroblasten mit Nah-
rungsextrakten (Angegeben in Prozent der Nullkdietrittelwerte +/- mittlerer Fehler des Mit-

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

0 min 25min 5 min 10 min 30 min 60 min

Brot 100 128,18 136,61 173,04 191,67 144,96

Phospho- +10,26 £18,02  +40,68 +42,98 33,71
Akt Kaffee 100 128,26 177,81  285,72* 372,47** 347,75**

+13,07 $28,99 + 9,96 +10,33  +20,62

Brot 100 126,57 140,19 175,98 240,49 143,59

Phospho- +15,27 423,43  +37,40  £48,72 123,77

ERK1/2 Kaffee 100 158,47 270,00 341,18* 209,00 130,11

+22,10 £29,05 +26,02  £33,50 +25,89

Brot 100 125,95 139,09 188,46 168,30 101,46

Phospho- + 931 +£ 9,12 +27,57 £23,65 16,22

p38 Kaffee 100 133,83 232,87 251,46* 241,57 160,97

+17,11 £19,95 +24,15  £27,20 37,00

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

Versuchsanzahl: n = 3.

4.3 Vergleich der Zellkulturbedingungen und deren Enfluss auf die Kinasenaktivierungen

mithilfe der Western-Blot-Analyse

Wahrend in der vorhergehenden Kapiteln die Ergesleniger jeweiligen Einzelversuche beschrie-
ben wurden, werden im Folgenden die Effekte detkdklrbedingung (Stimulation konfluent /
subkonfluent bzw. in Gegenwart von Medium mit odene Serum) vergleichend dargestellt. Die

Statistik wird im Vergleich zu konfluenten Zellehree Serum gerechnet.

4.3.1 Untersuchung der Phospho-Akt

Betrachtet man die konzentrationsabhangigen Veranden der Akt Kinase (s. Tab. 16) in
konfluenten FCS-haltigen Fibroblasten bei Stimolatmit Brotextrakt, so fallt ein signifikanter
Unterschied der Kinasenaktivierung in niedriger Kamtration (bis 1 mg/ml) auf (p < 0,05). Im
weiteren Vergleich ergeben héhere Konzentratioreneksignifikanten Unterschiede. Keinen Un-

terschied ergab die Gegeniberstellung der hungezeléen (subkonfluent und konfluent).
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Bei der Stimulation mit Kaffeeextrakt liegt ein sifikanter Unterschied des Phospho-Akt-
Nachweises ab einer Konzentration von 1 mg/ml kemn dvergleich der konfluenten WI-38-
Fibroblasten ohne Serum mit den nicht konfluentémdblasten ohne Serum vor (p < 0,01). Auch
in héheren Konzentrationen bleibt der VergleicmBigant unterschiedlich.

In den Zeitkinetiken, dargestellt in Tabelle 17nkdlr die Stimulation der Kinase mit Brotextrakt
kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Bei der Stimulation mit Kaffeeextrakt zeigt sicmeisignifikante (p < 0,05) Ergebnisdifferenz bei
30 min dauernder Stimulation zwischen den konfleenwI-38-Fibroblasten ohne Serum und den

nicht konfluenten Fibroblasten mit Serum.

Tabelle 16 Mittelwerte der Phospho-Akt bei konzentratiortsigiger Stimulation in Prozent der

Nullkontrolle
Omg/ml 0,3mg/ml 1mg/ml  3mg/ml 10mg/ml 30mg/ml
100 % | Brot 100 166,56 329,86 367,92 262,29 207,51
Konfluenz +15,92 63,24 51,88 71,70 146,42
ohne FCS | Kaffee 100 198,47 249,30 262,39 156,44 145,48
+ 7,87 +25,37 157,36 +44,28 145,71
100 % | Brot 100 509,11** 601,19* 312,52 230,44 166,50
Konfluenz 43,25 +73,69 26,82 73,52  +44,98
mit FCS | Kaffee 100 211,82 255,90 105,86 42,98 46,23
153,74 +110,35 +36,90 +17,34 18,96
70 % Brot 100 217,62 312,26 340,87 283,78 225,20
Konfluenz +19,05 +41,77 60,03 20,60  *33,80
ohne FCS | Kaffee 100 315,25 468,50** 502,15* 451,62** 375,42*
+31,90 27,04 37,00 21,13 +10,96
70 % Brot 100 139,51 165,79 172,27 115,07 106,47
Konfluenz +10,38 26,41 +18,42 +7,88 + 8,06
mit FCS Kaffee 100 177,45 242,10 160,77 104,21 98,05
156,58 +59,42 156,40 +10,45 +22,87

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

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

trolle

0 min 25min 5 min 10 min 30 min 60 min

100 % | Brot 100 215,71 265,44 22556 149,90 121,45

Konfluenz +40,90 69,85 £58,77 27,70 35,49
ohne FCS | Kaffee 100 128,53 138,54 478,45 753,13 782,90
120,41 + 490 493,09 107,93 +133,78

100 % | Brot 100 128,18 136,61 173,04 191,67 144,96

Konfluenz +10,26 +18,02 140,68 +4298 33,71

mit FCS | Kaffee 100 128,26 177,81 285,72 372,47 347,75

+13,07 +28,99 + 9,96 10,33 +20,62

70 % Brot 100 319,35 440,55 425,02 171,15 163,46
Konfluenz +9,43  +27,62 153,04 120,40 +28,37
ohne FCS | Kaffee 100 147,35 240,06 312,03 481,07 534,67
173,96 +42,01 +73,57 176,88 +170,85

70 % Brot 100 116,96 131,97 142,15 184,53 165,00

Konfluenz +9,56 +14,42 +£956 +17,67 13,48

mit FCS | Kaffee 100 108,69 178,03 185,42 256,28* 312,25

+557  +46,72 143,60 75,27 +29,90

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

Versuchsanzahl: n = 3.

4.3.2 Untersuchung der Phospho-ERK1/2

Der Vergleich konfluenter Fibroblasten ohne Seruinmcht konfluenten WI-38-Zellen mit FCS
(s. Tab. 18) weist bei einer Stimulation mit 1 mgBrotextrakt einen hoch signifikanten (p < 0,01)
und bei 10 mg/ml signifikanten (p < 0,05) Untergchauf. Die restlichen Bedingungen ergeben flr
Brotextrakt keine Unterschiede.

Bei dem Vergleich der konfluenten WI-38 ohne FCRBilmation und den konfluenten Zellen mit
FCS-haltigem Medium kann bei 30 mg/ml der einzigmifikante (p < 0,05) Unterschied fir die

Konzentrationsversuche mit Kaffeeextrakt gezeigtden.

=47 -



Ergebnisse

Tabelle 18 Mittelwerte der Phospho-ERK1/2 bei konzentrageshéngiger Stimulation in % der

Nullkontrolle
Omg/ml 0,3mg/ml 1mg/ml  3mg/ml 10mg/ml 30mg/ml
100 % | Brot 100 24439 261,37 232,40 162,35 154,16
Konfluenz +36,51 +15,75 £33,90 +9,56 7,21
ohne FCS | Kaffee 100 170,25 346,31 481,02 376,72 153,30
127,75 +58,66 179,20 183,94 124,16
100 % | Brot 100 141,81 189,57 299,99 166,35 124,32
Konfluenz +14,71 +33,13  +131,62 +32,62 +16,71
mit FCS | Kaffee 100 142,26 218,82 367,84 365,60 329,43*
+11,13 +30,85 16,62 11,03 110,54
70 % Brot 100 159,40 209,85 248,24 297,71 212,90
Konfluenz 124,77 +40,03 13,03 #31,51 #31,11
ohne FCS | Kaffee 100 161,94 199,19 219,18 168,12 147,67
124,26 +31,83 +37,99 $24,40 29,31
70 % Brot 100 283,91 368,52** 340,24 268,63* 196,12
Konfluenz +21,75 +5,90 +9,82 23,10 £13/48
mit FCS | Kaffee 100 135,29 194,10 240,99 240,84 180,28
+15,42 +13,92 +1991 +18,49 + 3,93

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,G&sus Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.

Versuchsanzahl: n = 3.

In der Zeitreihe (s. Tab. 19) lasst sich ein sigaiiter (p < 0,05) Unterschied bei der Stimulation
mit 10 mg/ml Brotextrakt fir die Dauer von 5 minchaeisen. Die restlichen Ergebnisse variieren
nicht signifikant.

Die Versuche mit Kaffeeextrakt erbringen bei mittke Einwirkdauer (5-30 min) fur die
konfluenten Zellen mit FCS und fir die subkonflenZellen mit FCS signifikante bis hochsigni-
fikante Ergebnisunterschiede. Die vergleichendeetsnichung der subkonfluenten Zellen ohne

Serum weist keine signifikanten Ergebnisabweichoregd.
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Tabelle 19 Mittelwerte der Phospho-ERK1/2 bei zeitabhangiggmulation in % der Nullkon-

trolle

0 min 25 min 5 min 10 min 30 min 60 min
100 % | Brot 100 173,65 256,05 292,52 229,21 118,06
Konfluenz + 9,96 +82,39 +108,98 +100,79 +20,11

ohne FCS | Kaffee 100 120,49 515,94 500,74 454,67 212,34
+ 593 52,10 +35,52 153,95 19,71
100 % | Brot 100 126,57 140,19 175,98 240,49 143,59
Konfluenz +15,27 23,43  £37,40 £48,72 23,77
mit FCS | Kaffee 100 158,47  270,00** 341,18* 209,00* 130,11
+22,10 £29,05 +26,02 33,50 £25,89
70 % Brot 100 501,66 612,37* 510,88 198,71 130,85
Konfluenz +102,29 84,01 +89,08 +576 +8,85
ohne FCS | Kaffee 100 253,72 563,57 395,97 273,92 216,43
134,39 +190,09 +116,15 +118,43 +73,73
70 % Brot 100 113,93 165,33 179,38 174,55 134,28
Konfluenz 21,98 £34,40 £33,73 £21,81 20,74
mit FCS | Kaffee 100 158,19 236,85* 223,27* 43,93* 36,99*
+7,42 2454 +931 +471 +6,11

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,0&sus 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 Konzerdrsreihen mit Brotextrakt einen einzigen sig-
nifikanten (p < 0,05) Unterschied bei 10 mg/ml askien konfluenten WI-38-Fibroblasten ohne
Serum und den nicht konfluenten mit Serum.

In der Konzentrationsreihe mit Kaffee lassen sith die subkonfluenten Zellen ohne und die
subkonfluenten Zellen mit FCS im Vergleich zu demfluenten Zellen ohne Serum fast durchweg
signifikante Ergebnisdifferenzen nachweisen (srzuielab. 20). Einen signifikanten (p < 0,05)
Unterschied ergibt sich auch im mittleren Konzemtresbereich (3 mg/ml) fur die konfluenten
Zellen mit FCS.

Eine 60-minltige Stimulation der WI-38-Fibroblastmit Brotextrakt erbringt in der Zeitreihe (s.
Tab. 21) den einzigen signifikanten (p < 0,05) Wsthied zwischen konfluenten Zellen ohne Se-
rum und den subkonfluenten Zellen ohne Serum. Bédlichen Bedingungen verhalten sich ahn-
lich.
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Tabelle 20 Mittelwerte der Phospho-p38 bei konzentratiohsalgiger Stimulation in % der

Nullkontrolle
Omg/ml 0,3mg/ml 1mg/ml 3mg/ml 10mg/ml 30 mg/mi
100 % | Brot 100 128,85 13590 176,60 128,43 107,35
Konfluenz +10,34 +9,92 124,67 +9,85 +15,91
ohne FCS | Kaffee 100 122,89 194,98 290,32 233,64 221,36
+12,93 162,03  +47,69 150,17 455,45
100 % | Brot 100 105,02 107,76 135,37 137,20 92,73
Konfluenz 126,42 +28,15 17,00 122,22 12,83
mit FCS | Kaffee 100 117,92 300,44 502,91* 701,74 1020,79
115,95 +84,64 £106,50 +161,42 +404,39
70 % Brot 100 128,07 156,12 250,01 284,52 306,92
Konfluenz +14,69 +18,39  +42,80 +39,52 46,36
ohne FCS | Kaffee 100 245,54**  85596** 1070,26  1112,72* 1252,17**
19,00 +80,67 £190,92 +179,43 141,29
70 % Brot 100 145,07 160,10 187,27 245,35% 239,47
Konfluenz +14,93 +7,56 £10,23 17,74 52,83
mit FCS | Kaffee 100 190,30 825,68* 1709,77** 1518,52* 1425,34*
130,21 199,34 +56,54 +148,46 +97,75

Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05s1e3 Kontrolle, ** = p < 0,01 versus Kontrolle.

Versuchsanzahl: n = 3.

Fir die zeitabhangigen Kaffeestimulationen zeigeh signifikante Ergebnisdifferenzen fur die
konfluenten WI-38-Fibroblasten mit FCS (p < 0,0hduie subkonfluenten Zellen mit FCS (p <
0,05) fur 30 und 60 min gegenuber der Standardigedim Die hungernden subkonfluenten WiI-
38-Zellen verhalten sich hingegen bei kiirzerer Hikungszeit (2,5 und 5 min) signifikant (p <
0,05) unterschiedlich.
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Tabelle 21 Mittelwerte der Phospho-p38 bei zeitabh&ngigen@ation in % der Nullkontrolle

0 min 2,5min 5 min 10 min 30 min 60 min
100 % | Brot 100 154,77 172,25 288,89 216,04 138,11
Konfluenz +29,09 35,44 +91,78 +80,52 +39,82

ohne FCS | Kaffee 100 263,75 418,74 517,83 655,78 654,11
195,12  +143,03 +121,37 59,62 159,32
100 % | Brot 100 125,95 139,09 188,46 168,30 101,46
Konfluenz +931 +912 27,57 23,65 16,22
mit FCS | Kaffee 100 133,83 232,87 251,46 241,57** 160,97**
+17,11  £19,95 +24,15 27,20 37,00
70 % Brot 100 114,26 163,91 171,09 187,34 225,43
Konfluenz +8,62 +27,74 £32,95 29,56 52,14
ohne FCS | Kaffee 100 784,40* 1870,49* 1892,98 761,74 683,42
+36,51 +192,78 265,11 +19,89 +221,60
70 % Brot 100 206,20 293,49 357,79 557,50 614,62*
Konfluenz +30,60 +49,24 +71,08 +150,22 +95,43
mit FCS | Kaffee 100 107,33 206,98 246,24 350,53* 403,64*
+9,77 $15,12 +7,39 +31,30 54,74

Signifikanzkennzeichnung: * =p < 0,05s1&3 Kontrolle, ** =p < 0,01 versus Kontrolle.

Versuchsanzahl: n = 3.

4.4 Zellzahlversuche

Im Folgenden wird dargestellt, wie sich die Stintiolaen mit den Lebensmittelextrakten auf das
Zellwachstum bzw. den Zelltod auswirken. Dazu wurdke Zellen abgeldst und mittels des
CASY Zellzahlers die Zahl der vitalen Zellen bestitn

4.4.1 Zellzdhlungen in Abhangigkeit unterschiedlicar Kulturbedingungen bei Stimulation

mit Brotkruste

Aus den Abbildungen 20 und 21 wird ersichtlich,sdas Unterschiede im Proliferationsverhalten
der Zellen bei unterschiedlichen Kulturbedingungater Stimulation mit Brotextrakt gibt.
Hinsichtlich der Zellzahl ergibt sich bei den karghten Fibroblasten eine starke Abhangigkeit
gegenltber dem zugegebenen Medium. Die hungerndérkanfluenten Zellen proliferieren bei

Brotzugabe deutlich starker als die mit FCS inketbie konfluenten Zellen. Die 70 % konfluenten
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WI-38 weisen jedoch mit und ohne FCS keine grof3etetdchiede auf. Bei allen Z&ahlversuchen

zeigt sich konzentrationsabhangig ein Optimusvéshal
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Abbildungen 20 und 21:Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten unter dem Hiis#$ verschiedener
Brotkonzentrationen in Prozent des MittelwertesNigltkontrolle, links 100 % Konfluenz, rechts

70 % Konfluenz.
Signifikanzkennzeichnung: * = p < 0,05 versus Kolér. Versuchsanzahl n = 6.

Bei einer Konzentration von 30 mg/ml kommt es lem &onfluenten Zellen, die mit FCS kultiviert
wurden, zu einem Abfall der Zellzahl auf 81,4 + %b Hier zeigt sich ein signifikanter Unter-
schied (p < 0,05) zwischen konfluenten WI-38 mitlwhne Serumkultivierung hinsichtlich der

Zellzahl.

4.4.2 Zellzahlungen in Abhangigkeit unterschiedlicar Kulturbedingungen bei Stimulation

mit Kaffeepulver

Zur Uberpriifung der proliferationsfordernden odeemmenden Wirkung des Kaffeepulvers er-
folgten in Analogie zu den Versuchen aus KapitélM4Zellzédhlungen unter dem Einfluss des Kaf-
fees bei verschiedenen Kulturbedingungen.

Kaffee wirkt stark reduzierend auf die Zellzahl,dass es durchschnittlich ab einer Konzentration
von 1 mg/ml zu einem Abfall der Zellzahl kommt. EiAbhangigkeit der konfluenten Zellen hin-
sichtlich der Zellzahl und deren Inkubation mit pdane FCS zeigt sich mit einer Proliferation bei
den hungernden Zellen bis zu 1 mg/ml. Bei den kmmften WI-38 mit FCS kommt es hingegen
bei niedriger Dosis (0,3 mg/ml) bereits zu einensiAken der Zellzahl (s. Abb. 22 und 23).
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Abbildungen 22 und 23:Die Zellzahl von WI-38-Fibroblasten unter dem Hiis#$ verschiedener
Kaffeekonzentrationen in Prozent des MittelwertesNullkontrolle, links 100 % Konfluenz,
rechts 70 % Konfluenz.

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

Signifikante Proliferationsunterschiede gibt esdi@ konfluenten Zellen bei 30 mg/ml und fir 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 Eius# verschiedener Kaffeekon-
zentrationen in Prozent des Mittelwertes der Mutkolle. Kultivierung in FCS-haltigem Medi-
um.

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

Signifikante Unterschiede des Wachstumsverhaltengen sich auch beim Vergleich der nicht
hungernden konfluenten mit den nicht hungernderkauituenten WI-38 bei Anzucht in FCS-
haltigem Zellmedium (s. Abb. 24) bei 1 mg/ml (p %) und 3 mg/ml (p< 0,01). Tabelle 22 gibt

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

dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von é&ffund Brotextrakt bei unterschiedlichen

Zellkulturbedingungen

Omg/ml 0,3mg/ml 1mg/ml 3mg/ml 10mg/ml 30mg/mi
100 % | Brot 100 154,7 162,8 156,7 150,3 137,7
Konfluenz +24,3 +19,6 +18,1 +17,3 +18,3 15,2
ohne FCS | Kaffee 100 123,2 113,2 44,6 37,6 31,5
29,9 +13,4 +16,7 18,0 18,6 17,5
100 % | Brot 100 119,2 121,7 120,7 109,8 81,4
Konfluenz 25,0 +11,2 +13,3 +13,0 +14,2 19,5
mit FCS | Kaffee 100 91,2 82,2 58,5 12,5 8,0
+31,4 4,6 15,0 15,7 13,9 12,1
70 % Brot 100 1245 126,8 137,7 133,7 124,7
Konfluenz +13,1 18,3 19,9 13,5 16,3 18,1
ohne FCS | Kaffee 100 118,5 91,5 46,0 43,5 37,0
+13,3 +12,0 17,5 +10,2 18,2 +11,4
70 % Brot 100 118,1 124,7 124,0 117,8 104,2
Konfluenz +17,0 5,5 8,4 19,4 17,2 16,0
mit FCS | Kaffee 100 107,1 96,6 33,8 21,9 13,8
+18,0 17,2 4,1 4.7 4,5 13,5

4.5 Explorative Analyse

Vor dem Hintergrund der gewonnenen Daten stelh sie Frage, ob tatsachlich ein Zusammen-

hang zwischen der Induktion der Phosphorylierung Kiasen und der Proliferation bzw. des
Zelltodes besteht. Da die p38-MAPK fir die Antwdetr Zellen auf Stress, die Akt-Kinase fiir den
Survival Pathway und die ERK1/2-MAPK fir das Zeltligtum stehen, sollten deren Aktivierung

im Vergleich zur Zellzahl analysiert werden. Expliv wurden daher Quotienten aus Phospho-
p38/Phospho-Akt bzw. Phospho-p38/Phospho-ERK1/2Znégeen in den Konzentrationsreihen
(Kap. 4.1)) gebildet und mit der gemessenen Zdll@gghp. 4.4) verglichen. Die Datenanalyse aus

Stimulationen mit Brotkruste und Kaffeepulver egtoemeinsam, um die Datenmenge zu erho-

hen.
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4.5.1 Das Verhaltnis zwischen stress pathway (p38hd survival pathway (Akt) im Bezug zur
Zellzahl

Abbildung 25 zeigt, dass ein niedriger Quotient Bhespho-p38 und Phospho-Akt mit einer hohen
Zellzahl einhergeht.
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Abbildung 25: Darstellung des Einflusses verschiedener AGEs &ktéraus Kaffee und Brotkrus-
te) auf die intrazellulare Kinasenaktivierung imsammenhang mit der gemessenen Zellzahl der
WI-38-Fibroblasten unter verschiedenen Kulturbedimgen anhand des Ratios Phospho-

p38/Phospho-Akt. Darstellung unter zu Hilfenahmbypomischer Trendlinien.

Besonders deutlich ist bei Betrachtung der mit k@@&bierten Zellreihen ein Absinken der ge-
messenen Zellzahl bei Zunahme des dargestellteiosRali sehen. Die graphisch eingefligten
Trendlinien schneiden die 100 % (Zellzahl bleibng@ant) im Mittel bei einem Ratio von 2,0
(konfluent mit FCS: 2,9; konfluent ohne FCS: 0,&ht konfluent mit FCS: 2,9; nicht konfluent
ohne FCS: 1,4).
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4.5.2 Das Verhaltnis zwischen stress pathway (p38pd Zellproliferation (ERK 1/2) im Bezug

zur Zellzahl

Aus Abbildung 26 ist ersichtlich, dass eine hoh#zaal ebenfalls mit einem niedrigen Quotienten
aus Phospho-p38 und Phospho-ERK1/2 einhergehth&ner Quotient (hohe p38-Aktivierung)
geht folglich mit einer niedrigen Zellzahl einher.

Ein Unterschied der Zellzahl (100 %) ist durchstthich bei einem Ratio von 1,8 (konfluent mit
FCS: 0,8; konfluent ohne FCS: 1,5; nicht konfluanit FCS: 2,5; nicht konfluent ohne FCS: 2,5)

zu verzeichnen.
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Abbildung 26: Darstellung des Einflusses verschiedener AGEs g@Etdraus Kaffee und Brotkrus-
te) auf die intrazellulare Kinasenaktivierung imsZzmmenhang mit der gemessenen Zellzahl der
WI-38-Fibroblasten unter verschiedenen Kulturbedimgen anhand des Ratios Phospho-
p38/Phospho-ERK1/2. Darstellung unter zu Hilfenalpmlynomischer Trendlinien.
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5 Diskussion

AGEs gelten als die aromatischen Hauptbestandesitézter Nahrung und entstehen bei der
Maillard-Reaktion protein- und karbohydrathaltigéshrung unter Einwirkung hoher Temperatu-
ren [2].

Bisher ist wenig bekannt Uber den Effekt der mit Nahrung aufgenommenen AGEs auf den
menschlichen Kdrper. Von dgm vitro* entstandenen AGEs weil3 man, dass sie zur Entstehung
degenerativer Erkrankungen wie Alzheimer, Diabetdsr kardiovaskularen Erkrankungen fuhren
kénnen [11]. Es wurde mehrfach beschrieben, dasEsAfB Saugetierzellen Kinasenkaskaden
aktivieren kdnnen [36, 84, 44, 45].

5.1 Die intrazellulare Kinasenaktivierung durch Glykierungsend-produkte aus Nahrungsmit-

teln

Mit der ersten Fragestellung dieser Arbeit solltiteussucht werden, ob AGEs einen konzentrations-
und/oder zeitabh&ngigen Einfluss auf die Aktivieyuter Akt-, ERK1/2- und p38-Kinasen haben.
Eine Stimulation der WI-38-Zellen wurde hierzu unterschiedenen Zellkulturbedingungen mit
AGE-reichen Nahrungsmitteln durchgefiihrt und mnstt&V/estern-Blot eine Kinasenaktivierung
analysiert. Die Ergebnisse sollen jetzt getrenntdi@ jeweiligen Kinasen kurz zusammengefasst

und im Kontext bisheriger Forschung diskutiert vesrd

5.1.1 Konzentrations- und zeitabhéngiger Einflussan Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der Akt-Kinase in humanen Lungenfibroblasten

Fur viele Zellarten (z.B WI-38-Fibroblasten, humadautfibroblasten, Retinale Ganglienzellen,
Glioblastomzellen, etc.) wurde die Akt-Aktivieruiads ein Marker fir das Zelliberleben identifi-

zZiert [75, 85, 86, 87, 88, 89]. Die Akt/PKB-Signaikadenaktivierung fuhrt dazu, dass Zellen
apoptotischen Stimuli widerstehen kénnen [90].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dads sowohl durch Brotextrakt als auch durch
Kaffeeextrakt teilweise signifikante Aktivierungeler Akt-Kinase in WI-38-Fibroblasten erzielen

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

einer Dosis von 1-3 mg/ml erreicht. Sie implizieme positive Wirkung nattrlicher AGEs flr das
Zelluberleben innerhalb dieses Dosisbereichs.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu bishefgearimenten der Arbeitsgruppe Simm mit
kardialen Mausfibroblasten bei denen kein positigfiekt auf die Phosphorylierung der Akt-

Kinase durch Brotextrakt nachgewiesen werden koj@ite
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Bei hoheren Dosen scheinen wiederum zytotoxischektef zu tiberwiegen und es kommt zu einer
Reduktion des Uberlebenssignals. Muscat al. (2007) wiesen an einer humanen
Macrophagenzelllinie den zytotoxischen Effekt koffaltigen Kaffees Uber eine RAGE-
unabhangige Aktivierung des NiB-Weges nach [92]. Dabei werden verschiedene Midigiiten

fur die beschriebene zytotoxische Wirkung des Kasdfediskutiert: Im Kaffee enthaltene
Tanninsaure hat durch die Produktion von Reakt&eunerstoffspezies (ROS) zytotoxische Potenz.
Parket al. (2008) zeigten in einer Arbeit diesbezlglich dygomxischen Effekte von gallischer
Saure, ein Hydrolysat der Tanninsaure, an eindiktd&ren Zelllinie [93]. Zum anderen gibt es
eine direkte zytotoxische Wirkung von AGEs [94]eBikbnnte auch der Mechanismus sein, wel-
cher sich in den vorliegenden Experimenten im Akeinder Akt-Phosphorylierung unter Aus-
gangsniveau bei hohen Kaffeekonzentrationen dertrd@l®en Fibroblasten widerspiegelt.

Eine bei den gewahlten Konzentrationen vorhandei@bhangige Akt-Aktivierung konnte mit
vergleichbaren Verlaufen der Aktivierungskurvenuser und Stimulanzienabhangig gezeigt wer-
den. Kaffee verursacht in den durchgefiihrten Erpenten meistens eine kontinuierliche Zunah-
me der Kinasenaktivierung, wahrend durch die Aktivihg mit Brotextrakt ein Optimumsverhalten
erreicht wird. Kaffee erzielt in der hier gewéhlt€onzentration einen starkeren Effekt als Brot-
kruste auf die Phosphorylierung der Akt-Kinase.

Ob es siclum einen Effekt der Kaffeesaure [95] handelt, diteu Zellstressbedingungen einen
protektiven Effekt auf das Uberleben von Fibroldashaben kann, bleibt offen. Guijares al.
(2007) propagierten hingegen eine Myc-induzierteoptpseresistenz hungernder Fibroblasten in
Kultur durch freie Radikale, die sich Uber eine Adtivierung zeigt [96]. Weitere Untersuchun-
gen hinsichtlich der Konzentration freier Radikalger den in dieser Arbeit gegebenen Versuchs-
bedingungen wéren interessant.

Welche AGEs zu der Aktivierung der Akt-Kinase getihaben, lasst sich aus den gewonnenen
Ergebnissen nicht sagen. In Frage kdmen bei denibehen Bearbeitung von Lebensmitteln ent-
stehende Melanoidine [97]. Eines dieser Melanoidtimente als Pronyl-L-Lysin identifiziert wer-
den, welches u.a. beim Backvorgang von Brot entg&3j. Im Rahmen der Maillard-Reaktion
entsteht auch regelmafiig CML, welches als sensitiarker fur hitzebehandelte Nahrung Ein-

gang in die Lebensmittelchemie gefunden hat [9], 98

5.1.2 Konzentrations- und zeitabhéngiger Einflussan Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der ERK1/2-MAP-Kinase in humanen Lungenfibroblasten
Durch die Aktivierung der ERK1/2 werden in den nemsZelltypen eine Proliferation induziert

und die Apoptose gehemmt [52, 53]. In dieser Areitde eine ERK1/2-Aktivierung in humanen

Lungenfibroblasten durch nattirliche AGEs nachgesvies
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Die Stimulationsversuche der ERK1/2-Kinase durcliféé und Brotextrakt weisen vorwiegend
eine signifikante und konzentrationsabhéngige A&tivng der Kinase fiur alle Zellbedingungen
auf. Unter subkonfluenten Bedingungen hat Brotrestérkeren Aktivierungseffekt als Kaffee.

Die eigenen Experimente bestatigen die vone&tilhil. (2003) an hungernden (serum-freien) Caco-
2-Zellen gezeigte Aktivierung der ERK1/2-MAPK. Ime@ensatz zu den Experimenten mit Caco-
2-Zellen erreichte in den vorliegenden Versucheit misnahme der nicht konfluenten, FCS-
freien WI-38) die Kinasenaktivierung durch Kaffeghlere Aktivierungsraten. Zikt al. (2003)
fuhrten jedoch keine Differenzierung hinsichtliakr tkonfluenz durch [45].

Aus Ergebnissen an HelLa-Zellen weild man, dassdéiekte Interaktion der p38mit der ERK1/2
MAP-Kinase zu einer Komplexbildung fihren kann,deren Folge eine Phosphorylierung der
ERK1/2 durch die MEK1/2 verhindert wird [99]. DiesBusammenhang scheint moglicherweise
auch in WI-38-Fibroblasten zu bestehen, da einelmmende Phospho-p38-Aktivierung mit einer
verminderten Phospho-ERK1/2-Aktivierung einhergdddsonders deutlich zeigt sich dieser Zu-
sammenhang bei Stimulation mit Kaffeeextrakt.

Dies erklart allerdings den Effekt beim Brot nichda hier ein Nachweis der ERK1/2-
Kinasenaktivierung trotz erhdhter Phospho-p38 gelinBrotkruste verursacht in kardialen
Mausfibroblasten nur einen moderaten oxidativeresStr{91], welcher vielleicht hier mit einer
MAP-Kinasen-Aktivierung der ERK1/2 einhergeht und eaner Proliferation assoziiert ist.

Ahnlich wie bei der konzentrationsabhangigen Altiung der ERK1/2-MAP-Kinase konnte eine
Zeitabhangigkeit nachgewiesen werden, die meisgenslaximum zwischen 5 und 10 min Stimu-
lationsdauer erreicht. Die nicht konfluenten Zellait FCS weisen bei Kaffeestimulation ab 30
min niedrigere Aktivierung der MAP-Kinase auf als dicht stimulierte Kontrolle. Méglicherwei-
se spielt hier die zytotoxische Wirkung des Kaffdasch die Bildung freier Radikale [92] eine so

starke Rolle, dass es bedingt durch Zelltod zuréignalabschwachung kommt.

5.1.3 Konzentrations- und zeitabhéngiger Einflussan Brot- und Kaffeeextrakt auf die Phos-

phorylierung der p38 in humanen Lungenfibroblasten

Die Aktivierung der p38-MAPK gilt in vielen Zelllien als Stress bzw. Apoptosemarker [47, 49].
Fur die Phospho-p38 lieRRen sich tatsachlich aucddreWI-38 Zellen in den Konzentrations- und
Zeitreihen dieser Arbeit durch Brot und Kaffee #igante Phosphorylierungsraten messen. Kaf-
feeextrakt fuhrt in allen Versuchen zu einer stégkeAktivierung der p38-MAP-Kinase als Brotex-
trakt.

Verschiedene AGEs (CML, Pronylglycin, etc.) konrene vermehrte p38-Phosphorylierung aus-
|6sen [45, 91, 100]. Wie in der Einleitung erwahst,die Aktivierung der p38-MAP-Kinase durch
Kaffee und Brotkruste u.a. an Caco-2-Zellen betsdisannt [45]. Brotkruste triggert die Bildung
von ROS und kann Uber diesen Weg eine p38-Aktimigroedingen [84, 91Muscatet al. (2007)

- 59 -



Diskussion

beschrieben diesen Aktivierungsweg ebenfalls fiffekahaltigen Kaffee. Uber den NMB-Weg
kommt es hier zu einer p38-Aktivierung [92].

Die eigenen Resultate bestatigen die Ergebnissanzilb et al. (2003): Kaffee scheint auch in
humanen Lungenfibroblasten ein starkerer Verursaohie Zellstress zu sein als Brotkruste [45].
Einige Autoren klassifizierten bereits bestimmtéoryxische AGEs als Toxic AGEs (TAGs) [101,
102, 103]. Die starkere Kinasenaktivierung der Bhogp38 und die verminderte Zellzahl (s. Kap.
5.3 und 5.4) unter Einfluss von Kaffeeextrakt lassiglicherweise darauf schliessen, dass in Kaf-
fee viele dieser TAGs enthalten sind. Neuere Erngebnvon Hegelet al. (2009) weisen hingegen
darauf hin, dass ¥, welches in AGE-reichen Nahrungsmittelkomponented Kaffee reichlich
entsteht, als Hauptverursacher der Zytotoxizitéseten ist [104].

Kritisch anzumerken ist, dass bei den Western-Besuchen mit Kaffeeextrakt teilweise ein
alterer und ein neuerer p38-Antikdrper verwendetden, so dass es hier zu Abweichungen der
Intensitat der Absorptionsraten im Bandenmustdre tdgleich mit GAPDH kam - der teilweise

hdhere Standardfehler des Mittelwertes lasst sigtlicherweise so erklaren.

5.2 Der Einfluss der Kulturbedingungen auf die Kinagenaktivierung in WI-38 Fibroblasten

Als zweite Fragestellung dieser Arbeit sollte usteht werden, ob unterschiedliche Zellkulturbe-
dingungen zu unterschiedlichen Versuchsergebnibgesichtlich der Kinasenaktivierungen fiih-
ren. Normalerweise werden Untersuchungen zu MAP#&sPhorylierungen an konfluenten Zellen
mit Serumentzug durchgefiihrt. Diese Ergebnisse el ,in vivo“- Verhaltnisse jedoch nicht
wieder. Neben dem teilweise unterschiedlichen M&haler einzelnen Kinasen variieren die Ein-
zelwerte der Phospho-Akt, Phospho-ERK1/2 und derspio-p38 in der eigenen Untersuchung
unter verschiedenen Kulturbedingungen teilweiseikgnt voneinander.

In den Zeitversuchen der Akt-Aktivierung kommt es&hnlichen Kurvenverlaufen der Kinase in
Abhangigkeit der Zugabe von FCS zum Zellmedium.fé&afihrt in gewahlter Konzentration von
1 mg/ml unter hungernden Bedingungen zu einer kaigilichen Zunahme der Akt-Aktivierung,
wahrend es unter FCS-Zugabe zu einem Optimumsyerhiabmmt. Brot zeigt hier ein generelles
Optimumsverhalten.

Die Effekte der Serum-Zugabe (FCS-frei/FCS-haltig) den Zellen und die Zell-Zellkontakte
(Subkonfluenz/Konfluenz) und deren Interaktionemddiomplex.

Andjelkovic et al (1997) erklarten eine rasche Akt-Aktivierung mhkeyonalen Nierenzellen (293-
Zellen) durch Wachstumsfaktoren (IGF1-abhangig)e Birbeitsgruppe liess Zellen in 24 h-
Serumfreiheit wachsen und stimulierte diese ansBahd mit IGF-1 [62]. Die eigenen Ergebnisse
weisen hingegen darauf hin, dass AGE-reiche Nalsmittgl selbst in der Lage sind, weitgehend

unabhangig von Wachstumsfaktoren (FCS-freies Meduineiner Akt-Aktivierung zu fuhren.
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Des Weiteren zeigt sich, dass eine Aktivierung BRK1/2-Kinase durch Zell-Zell-Kontakte in
konfluenten Zellen nicht verhindert wird. In dipdi@in Fibroblasten, wie den WI-38, kommt es
normalerweise durch Zell/Zell-Kontakte zu einer Heamg des Wachstums Uber das Protein
Kontaktinhibin [105] Vinals et al. prasentierten 1999 einen Zusammenhang fur die Hegrder
ERK1/2-MAP-Kinase mit Zunahme der Konfluenz von IZel und den damit verbundenen
Zell/Zellkontakten. In der Folge kam es zu einemiederten Mitoserate [106]. In der vorliegen-

den Arbeit konnte gezeigt werden, dass trotz Kamffukeine Hemmung der ERK1/2 erreicht wird.

5.3 Der konzentrationsabhéngige Einfluss von Brotund Kaffeeextrakt auf die absolute
Zellzahl humaner WI-38-Fibroblasten

In einer dritten Fragestellung sollte geklart werdab zum einen die untersuchten Nahrungsmittel-
extrakte direkt auf die Zellzahl Einfluss haben g anderen ob es hier wiederum zu Unter-
schieden unter verschiedenen Kulturbedingungen Koiaben den kurzfristigen Effeken (disku-
tiert in Kap. 5.1) sollten hier die langerfristigéirkung der Extrakte untersucht werden.

In der eigenen Arbeit zeigt sich, dass Brotkrusehinals Kaffee eine proliferationsférdernde Wir-
kung auf die WI-38-Fibroblasten hat. Lediglich irerd Kombination hohe Konzentration
(30 mg/ml), FCS-haltiges Medium und Konfluenz witktotkruste verringernd auf die Zellzahl.
Kaffee hingegen bewirkt generell in Dosen unterd/mi eine Proliferation und in héheren Kon-
zentrationen eine Verminderung der Zellzahl. Diestéitigt auch fur WI-38 Ergebnisse von Neu-
ro2-Zellen, bei denen AGEs in niedriger Konzentmatzu einer Proliferation und in hohen Dosen
zytotoxisch wirkten [107]. Ein positiver Effekt d@sotextraktes auf hungernde Zellen und deren
Uberlebenspotential wurde in &hnlichen Konzentratio auch fir kardiale Mausfibroblasten be-
schrieben [91]. Kaffee ist starker zytotoxisch uredluziert in niedrigerer Konzentration die
Zellzahl als Brotkruste. Eine Ursache konnte eitdgkere HO,-Produktion mit anschlieRender
Aktivierung des NFReB-Weges [92, 93] durch Kaffee sein. Hierzu mussta iweiterfihrend die
WI-38-Fibroblasten hinsichtlich des genauen Apopigeges untersuchen. Im Gegensatz zu den
eigenen Experimenten zeigten Musettl. (2009) an Makrophagen lediglich eine Proliferations
hemmung unter AGE-Wirkung statt einer ReduktionZigizahl [108].

5.4 Der Einfluss von Brot- und Kaffeeextrakt auf de absolute Zellzahl unter verschiedenen

Kulturbedingungen in WI-38-Fibroblasten
Mit der vierten Fragestellung sollte geklart werdeln es zu Unterschieden der Zellzahl in Abhan-

gigkeit der Zellkulturverhaltnisse bei gleichem $achsaufbau kommt, was sich teilweise signifi-

kant bestatigen lies.
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Der Nahrstoffgehalt des Serums hat Einfluss da@ugich Zellen teilen oder diese in hoher oder
niedriger Konfluenz vorliegen. WI-38-Fibroblastemedieren normalerweise unter Serummangel in
der G-Phase des Zellzykly80]. Kélberserum enthalt zusatzlich anti-apoptites bioaktive Sub-
stanzen [109], die dies verhindern. Unter FCS-Epkam es hingegen bei Zugabe von Brotextrakt
in unseren Versuchen zu einer Zellzahlvermehrung.

Wie bei der Inkubation mit Brotextrakt in hoher Bscheint hohe Konfluenz in Zusammenhang
mit FCS unter Kaffeewirkung generell zu einer Viegerung der Zellzahl zu fihren. Zytotoxizitat
hoher AGE-Konzentrationen und eine begrenzte Ausatedp in den Kulturschalen fiihrt eventuell
zu einer Apoptose. Eine fur das Wachstum der Wh88vendige ,anchorage dependency” [78,
79] wird vielleicht bei Konfluenz durch den begrtz Platz in den Kulturschalen verhindert. Kaf-
fee kénnte diesen Prozess durch schadliche TAGEsD,-Produktion [101, 102, 103] zusatz-
lich beschleunigen.

Aufgrund der hohen Komplexitat dieser Mechanismenrke in der vorliegenden Arbeit keine zu

favorisierende Zellbedingung spezifiziert werden.

5.5 Wechselwirkungen der Kinasen im Bezug zur Zel&hl

Uber die eigentliche Fragestellung dieser Dissertatinaus wurde betrachtet, inwieweit es einen
Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis der Aktivigreinzelner Kinasen und der Zellzahl gibt,

da es in eukaryoten Zellen immer ein Zusammenspisichiedener Kinasen gibt.

5.5.1 Die Wechselwirkungen der Stresskinase p38 urtks Uberlebenssignals Akt im Bezug

zur Zellzahl

Es lasst sich vermuten, dass das Verhaltnis zwisdben Uberlebenssignal Phospho-Akt [85] und
der stressinduzierten MAP-Kinase Phospho-p38 [8F ndit der Veranderung der Zellzahl huma-
ner Lungenfibroblasten assoziiert sein konnte.éitshan ein Ratio pp38/pAkt, so zeigt sich un-
terhalb eines bestimmten Quotienten eine VermehdangwWI-38-Fibroblasten. Oberhalb kommt
es zu einem Uberwiegen der Apoptose.

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der Versgetsgsse wird deutlich, dass es mit zu-
nehmender Akt-Aktivierung eher zu einem UberlebenFlbroblasten kommt. Dieser Zusammen-
hang lasst sich mit Ausnahme der konfluenten Zaleme Serum fur alle Kulturbedingungen zei-
gen. So kdnnte die Fahigkeit einer Akt-Aktivieruigerhaupt erst die Vorraussetzung dazu sein,
den Zelltod zu umgehen. Moglicherweise kommt es abeh zu einer Downregulierung der Akt-
Kinase im Gegenzug zu einer p38-Aktivierung. Eirs@mmenhang konnte darin bestehen, dass

eine Verminderung der Akt-Aktivierung Zellen firidativen Stress empfindlicher machen kann
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[110], was sich im Gegenzug in einer vermehrtenvidtung der p38 unter dem Einfluss naturli-
cher AGEs zeigt.

Bei einer starkeren Aktivierung der p38 sterben \Wie38 ab. Die p38 durfte somit als Marker
einer AGE-induzierten Apoptose gelten.

5.5.2 Die Wechselwirkung der Stresskinase p38 unded Proliferationssignals ERK1/2 im

Bezug zur Zellzahl

Betrachtet man kumulativ die Versuchsergebniss&dp. 4.5) dieser Arbeit, zeigt sich, dass das
Verhaltnis zwischen der p38- und der ERK1/2-Aktivieg ein Marker hinsichtlich der Zellverhal-
tens (Zellproliferation oder Absterben) ist.

Es stellt sich auch hier dar, dass bei erniedrigédizahl eher eine p38-Aktivierung nachweisbar ist
und bei erhohter Zellzahl eher die antiapoptotis@tkende und das Zellwachstum regulierende
pPERK1/2 [52, 53] gemessen werden kann. Betrachset die in Kap. 4.5 bestimmten Ratios, so
ergibt sich ein pp38/pERK1/2-Quotient, unterhallssta eine Zellproliferation und dariber eine
Apoptose Uberwiegen.

Weniger deutlich wird der Effekt bei den nicht-kluginten Zellen mit FCS-Inkubation, wo eine
niedrigere Zellzahl nicht zwingend mit einem hoHemospho-p38/Phospho-ERK1/2-Quotienten
einhergeht. So konnte die ERK1/2-Aktivierung hier Gegensatz auch eine Apoptoseinduktion
bedeuten, wie sie fir neuronale und renale Epéhdiieschrieben worden ist [56]. Eine gezielte
ERKZ1/2-Inhibierung konnte hier aussagekraftige Brgese liefern.

Insgesamt bestétigt sich erneut, dass Kaffee gftetozisch und Brotextrakt eher proliferations-
foérdernd auf die WI-38 wirkt.

5.6 Relevanz der gewonnenen Ergebnisse fur Forschginnd Klinik

Bestimmte Krankheiten wie zum Beispiel Diabeteslitosl [11] oder Nierenfunktionsstérungen
[13] fiihren zu einer vermehrten AGE-Anreicherungrimenschlichen Koérper. Uber AGE-reiche
Nahrungsmittel (z.B. Kaffe und Brot) werden AGEsatbiert, gelangen in die Blutzirkulation und
werden teilweise mit dem Urin wieder ausgeschid@8il11], zum Teil kommt es aber auch zur
Ablagerung im Gewebd\us Experimenten mit Lungenfibroblasten junger tAfigtten weiss man,
dass es unter AGE-reicher Diat zu einer intrazélkr Konzentrationszunahme kommt.

Einige Arbeitsgruppen bewiesen bereits eine privfilene Wirkung der AGEs in kardialem [112]
und renalem Gewebe [113]. Die Experimente diesdeiizeigen, dass durch AGE-reiche Nah-
rungsmittel eine Proliferation von Lungenfibrobkasin vitro ausgeldst werden kann. Moéglicher-
weise kommt es so auahvivo zu einer Organfibrosierung und AGEs konnten dasrRial besit-
zen, fibrosierende Erkrankungen des Lungengewabaggravieren. Es wird bereits eine Modula-
tion der Akt-Kinase als therapeutische Option dendefibrose diskutiert [114].
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Da die AGE-Anreicherung im menschlichen Gewebeeale Normvariante des Zellalterns ange-
sehen wird [11], kbnnen die Versuche mit den WIZARlem als Alterungsmodell fir fotale
Lungenfibroblasten verstanden werden.

Auf biochemischer Ebene konnte in humanen Lungeoifiasten eine vermehrte p38-
Phosphorylierung verbunden mit einem Absinken ddizZhl gezeigt werden und lasst eine erhoh-
te Apoptoserate [33, 115, 116, 117] vermuten. Zumarekonnte sie in Zukunft Auskunft tber das
Fortschreiten degenerativer und AGE-induziertemKheiten geben, zum anderen in der Krebsthe-
rapie von Bindegewebstumoren den Erfolg einer dferiezytotoxischen Therapie anzeigen. Wei-
terflhrende Experimente kdnnten hier Auskunft geben

Eine mit der Zellvermehrung einhergehende ERK1rd Akt-Aktivierung kénnte aussagekraftig
fur die Prognose und Aggressivitat von Bindegewahsten sein und damit einen unabhangigen
Prognosefaktor darstellen. Die immunhistochemidabiektion von pERK1/2 und pAkt lasst even-
tuell eine Identifikation von ,high risk“-Patienteau. Hingegen kdnnte eine Zellsensibilisierung fir
Apoptosemechanismen in Fibroblasten durch einesfjedanhibierung der pERK1/2 oder der pAkt
zu einer erhthten Radiosensibilitat fihren. Betkaal. (2004) beschrieben diese Mdglichkeit in
einer Studie [118].

Die in den Kapiteln 4.5 beschriebenen Ratios veendguskunft dartber zu geben, inwieweit
Zellen im Rahmen der Forschung oder einer Therapiexterne Stimuli reagieren. So lassen sich
eventuell Normwerte festlegen, die mit einer Peoition bzw. mit einer Apoptose korrelieren.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Zellen iruKatter im Gewebe sehr unterschiedlich reagie-
ren und diese Normwerte zell- und gewebeabhangigutegen sind. Bei der Forschung mit Zell-
kulturen werden die Kulturbedingungen oft unbericttigt gelassen. Die Ergebnisse dieser Dis-
sertationsarbeit zeigen hingegen, wie wichtig detiBksichtigung von Zelldichte, Kulturbedin-

gungen und verwendeten Wachstumsmedien in der mesdizen Forschung sind.

5.7 Einschrankungen dieser Arbeit

Bedingt durch die Versuchsanzahl von n = 3 wareine begrenzte statistische Auswertung mog-
lich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, AGE-reiche Nahrunigfeinund ihre Wirkung auf Fibroblasten zu
untersuchen. Da in den untersuchten Extrakten higrdene AGEs enthalten sein kénnen (z.B.
Pronyl-Lysin, CML, etc.) [83, 91] ist eine Aussagasichtlich eines einzelnen AGEs nicht mog-
lich. Untersuchungen von Heged¢ al. (2009) weisen darauf hin, dass ROS wi®Him Kaffee
urséchlich fur seine zytotoxische Wirkung sind [[L®b bleibt unklar welche Substanz letzendlich
in den vorliegenden Experimenten zu den gemesdeifiekten gefiihrt hat.

Angaben wie das Molekulargewicht von Kaffeeextradér Brotkruste sind nicht moglich, so dass

die Konzentrationsangaben in mg/ml erfolgen musd$bemwirklich endgultige Konzentration der
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AGEs in den WI-38 Fibroblasten bleibt damit offé&us Experimenten mit Gber 10 Tagen diatisch
erndhrten Wistarratten weis man allerdings, dassr uhGE-Diat erhohte AGE-Konzentrationen
(zwischen 15-30 a. U. x Bpim Lungengewebe der Tiere vorliegen [25]. Auckrbei handelt es
sich nur um Relativwerte. Somoetal. (2005) analysierten tber 6 Wochen mit Brotkrusi¢isth
behandelte Wistarratten und wiesen erh6hte AGE-Buinationen im Plasma der Tiere nach [5],
so dass auch unter physiologischen Bedingungenewoer Gewebeanreicherung ausgegangen
werden kann.

Ein Kritikpunkt, den alle Zellkulturexperimente geimsam haben, ist, dass die physiologischen
Verhaltnisse im menschlichen Kérper nicht wiedegaign werden kénnen.
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6 Zusammenfassung

AGEs sind mit einer Reihe degenerativer und entiinel Krankheiten assoziiert. In dieser Arbeit
wurde der konzentrations- und zeitabhangige Eisfii&E-haltiger Nahrungsextrakte (Brotkruste
und Kaffee) auf die Aktivierung der intrazellularéanasen Akt, ERK1/2 und p38 in WI-38-
Fibroblasten unter verschiedenen Zellkulturbediggun (70 und 100 % Konfluenz, gehungerte
und mit FCS inkubierte Zellen) untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass Brotkruste und Keffieakt konzentrations- und zeitabhéngig
eine rasche Kinasenaktivierung der Akt-, ERK1/2d yp88-Kinase hervorrufen. Eine im Mittel
starkere p38-Phosphorylierung durch KaffeeextnakVergleich zu Brotkruste spiegelt den starke-
ren zytotoxischen Effekt zudem wieder. Die Kinas@gphorylierungen sind dabei abhangig von
den Zellkulturbedingungen.

Beim Vergleich der Zellkulturbedingungen zeigenhsimum Teil signifikante Unterschiede der
Versuchsergebnisse bei ansonsten unveranderteracVieeufbau, was fir die Forschung mit Zell-
kulturen und die anschlieRende Ergebnisinterpmtation erheblicher Bedeutung ist und haufig
unzureichend Beachtung findet.

Zellzahlversuche erbrachten, dass AGE-reiche Nagsexirakte auf WI-38-Fibroblasten bis zu
einem Dosisbereich von 30 mg/ml (Brot) und 0,3-YmigKaffee) die Zellzahl vermehrend wir-
ken, wobei v.a. Kaffee im hoheren Dosisbereichtmyisch wirkt. Es bleibt jedoch unklar, welche
Wirksubstanzen hierfur verantwortlich sind.

Ubertragt man die gemessenen Kinasenaktivierungedia Zellzahl, so zeigt sich, dass ein klei-
ner Phospho-p38/Phospho-Akt-Quotient sowie eimkiePhospho-p38/Phospho-ERK12-Quotient
gute Vorhersagekraft fur Zelliberleben und Pradifien von WI-38-Fibroblasten haben.

Klinische Relevanz kdnnten diese Quotienten hirlkothdes Proliferationsverhaltens von Binde-
gewebstumoren haben. So lassen sich eventuell gewel zellspezifische Normwerte festlegen,
bei denen eine Proliferation oder ein Zelliberlebarer Apoptose Uberlegen ist. Diese kbnnten

Aussagewert Uber den Erfolg oder Misserfolg einen@rtherapie haben.
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8 Thesen

1.

10.

11.

Ziel der Arbeit war es die Wirkung AGE-reicher Nahgsmittel auf intrazellulare Signal-

kaskaden in humanen Lungenfibroblasten zu unteesuch

AGEs akkumulieren in Gewebe mit dem Altern unteysiblogischen Bedingungen, kon-
nen aber auch vermehrt Uber die Nahrung aufgenomveesien und kénnen zu degenera-

tiven Erkrankungen fihren

Analysiert wurden eine Aktivierung der ,Uberlebeimsise” (Akt), der ,Stresskinase*
(p38) und des Proliferationswegs (ERK1/2) mittelesté¢rn-Blot

Brotkruste- und Kaffeeextrakt stimulieren konzetimas- und zeitabhéangig die Akt-,
p38"PX_ und ERK1/2*7¥-Kinasen in WI-38 Fibroblasten (kurzfristige Ansé)

Zellzuchtbedingungen finden nur unzureichend Beaxhtn der medizinischen Forschung

Die Versuchsergebnisse variieren mit den Zellzustittgungen zum Teil signifikant von-

einander (FCS-haltiges versus FCS-freies Mediumflient versus subkonfluent)
Keine Zellzuchtbedingung konnte als favorisiererthlisgestellt werden

Kaffeeextrakt fihrt eher zu einer Aktivierung degofitoseweges (p38) mit einer Vermin-
derung der absoluten Zellzahl, wahrend Brotextedidr eine Zellzahlvermehrung bewirkt

(langfristige Ergebnisse)
Der Quotient pp38/pAkt ist ein guter Pradiktor dhslich des Zelluberlebens

Eine hohe p38-Phosphorylierung verbunden mit emedrigen Akt-Phosphorylierung ist

bezeichnend fur eine hohe Zytotoxizitat

Eine Modulation der untersuchten Kinasen kdnnemtexd eine therapeutische Option

bestimmter degenerativer Krankheiten bieten
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