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‘Der Mensch unterscheidet sich vom Tier durch den Wunsch,
Medikamente einzunehmen.”’

England, um 1900
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A. EINLEITUNG

1. Einflihrung:

Die koronare Herzkrankheit (KHK) gehort, neben den malignen Erkrankungen, zu
den haufigsten Todesursachen in den Industrienationen der westlichen Welt, aus-
gel6st durch Fehlernahrung, Bluthochdruck, Stress und Bewegungsmangel. Etliche
Autoren postulieren einen signifikanten Zusammenhang zwischen Lebensfuhrung -
besonders in Hinblick auf die Ernahrungsweise - und der Inzidenz sogenannter Zi-
vilisationskrankheiten, darunter besonders die Herz-Kreislauf-Erkrankungen [18; 91;
185; 319; 336].

In Frankreich liegt nach Untersuchungen die Inzidenz flr Mortalitat durch kardio-
vaskulare Ereignisse im Vergleich zu anderen Industrienationen trotz reichhaltiger
Kost mit einem hohen Grad an Risikofaktoren (z. B. gesattigten tierischen Fettsau-
ren) auf deutlich niedrigerem Niveau. Dieser Umstand wird auch als "French para-
dox" bezeichnet [239; 344]. Mit anderen Worten: in Frankreich herrscht die niedrig-
ste Sterblichkeitsrate durch koronare Herzkrankheit (KHK) in der gesamten westli-
chen Welt, obwohl im Bezug auf Risikofaktoren und Ernahrungsgewohnheiten kein
Unterschied besteht.

Ein gern herangezogener Erklarungsansatz ist, dass dort zum Essen haufig und re-
gelmalig Rotwein konsumiert wird [403]. Eine etwas abgewandelte Konstellation
findet sich bei der in letzter Zeit ebenfalls haufiger zitierten "Kreta-Diat": fisch- und
gemusereiche Kost, wenig, Uberwiegend helles Fleisch, Olivenél und Wein [59;
430] und in der japanischen und Okinawa-Klche (Reis, Fisch, Gemuse, fettarm).

Als mogliches Erklarungsmodell der beobachteten Schutzwirkung von Rotwein in
Bezug auf kardiovaskulare und auch andere Erkrankungen werden oftmals Poly-
phenole oder Flavonoide herangezogen, die vor allem in rotem Wein in hoher Kon-
zentration vorkommen [146; 164; 190]. Zahlreiche epidemiologische Arbeiten zei-
gen, dass eine Korrelation zwischen beobachteter taglicher Flavonoidaufnahme ei-
nerseits und verringerter Sterblichkeit an kardio- und cerebrovaskularen Erkrankun-
gen andererseits besteht [189; 191; 219; 227]. Trotz Uberzeugender epidemiologi-
scher Daten sind aber letztendlich die beteiligten Stoffe und molekularen Mechanis-
men, die bei Rotweingenuss protektiv wirksam werden kdnnten, unklar.

2. Der Rotwein:

Definition: "Wein: gesetzlich gesicherte Bezeichnung flr das durch alkoholische
Garung aus dem frisch gepreften Beerensaft der Weinrebe hergestellte Getrank."
[278]. Analytisch betrachtet ist Wein eine hydro-alkoholische Losung, genauer eine
wassrige Losung von Ethanol und im Schnitt 15-30 g/l geloster anderer Substan-
zen. Diese Stoffe kdnnen organischer oder anorganischer Natur sein, Uberwiegend
handelt es sich um Zucker, Sauren, Ester, Mono- und Polyphenole, Aromastoffe,
Salze und Spurenelemente [48; 164; 190; 225; 401].

2.1. Biologie und Geschichte
Die etwa 60 Millionen Jahre existierende Weinrebe Vitis vinifera gehort zur Ord-
nung der Rhamnales, Familie der Rebengewachse (Vitaceae) und ist fir den Men-



schen von uber funfzig, vor allem in lichten Auwaldern vorkommenden Rebenarten
der einzige bedeutsame Vertreter. Sie kommt nur in den gemaRigten Klimazonen
der Erde vor. Botanisch ist die mehrjahrige Pflanze eine Sprossranken-tragende
Liane mit Lang- (Lotten) und Kurztrieben (Geizen), die Frichte sind wenigsamige
Beeren. Die bekannten Rebsorten gehen vermutlich alle auf die wilde Urform Vitis
vinifera sylvestris zurlick. Die Pflanze begann ihre endgultige heutige Erscheinung
aber erst seit etwa 5000 Jahren in der Obhut des Menschen anzunehmen [118].
Von den im Lauf der Zeit immer wieder neu herausgezichteten Sorten (heute et-
wa 1500), sind immerhin noch etwa 400 fur den Weinbau von Bedeutung.

Archaologische Funde von Garbehaltnissen und Traubenkernresten lassen auf ei-
ne erstmalige Herstellung weinartiger Getranke in der spaten Jungsteinzeit (vor et-
wa 6500 Jahren) schliefen. Von Mesopotamien und der sudlichen Kaukasusregi-
on Uber das agyptische Reich und die Levante gelangte die Weinkultur schliellich
nach Griechenland. Der Wein wurde meist stark geharzt oder mit Gewlrzen ver-
setzt und mit Wasser verdunnt getrunken. Mit Dionysos wurden Weinbau und kul-
tischem Rausch ein eigener Gott gewidmet [168]. Griechische Handler und Siedler
nahmen Wein und ihr Wissen daruber mit in ihre Kolonien (Schwarzmeerregion,
Suditalien, Sudfrankreich und Spanien). Den endgultigen Siegeszug trat der Wein
dann im romischen Reich an: das beliebte Getrank wurde bis in die Nordprovinzen
exportiert. Seit damals haben sich Anbau- und vor allem Produktionsmethoden
und somit auch Geschmack und Bekdmmlichkeit verandert. Die gréliten europa-
ischen Weinproduzenten nach Produktionsmenge, Qualitat und Bekanntheitsgrad
sind heute Italien, Frankreich, Spanien und Deutschland, dicht gefolgt von aul3er-
europaischen Erzeugern wie den USA (Kalifornien), Australien, Chile und
Argentinien.

2.2. Produktion

Nach der Weinlese werden die Trauben, um Oxidationsvorgange beim austreten-
den Traubensaft zu verhindern, méglichst schnell zum Verarbeitungsbetrieb bzw.
Weinkeller gebracht. Dort wird das Erntegut in einer Traubenmuhle leicht ange-
quetscht und eventuell entstielt ("entrappt’). Im Gegensatz zu Weildwein (der aus
weillen oder roten Trauben entstehen kann), bei dem der Most schnell und scho-
nend abgepresst sowie anschlieRend von Triubteilchen getrennt, entschleimt und
oftmals mit Ribenzucker angereichert wird, um die Kontaktzeit mit gerb-und farb-
stoffabgebenden Beerenhauten und Kernen kurzzuhalten, wird beim Rotwein die
Maische zusammen mit den Hauten, Stielen und Kernen in Tanks zur Garung ge-
bracht. Der entstehende Alkohol I6st die hier erwiinschten Farbstoffe und Tannine
heraus. Die Garung, bei der vor allem Alkohol und CO, entstehen, kommt durch
die aulRen an den Weinschalen anhaftenden Mikroorganismen und Hefepilze zu-
stande, oft werden die naturlichen Hefen aber auch mittels Filter oder Zentrifuge
entfernt und durch industriell vorgefertigte Trockenhefe ersetzt. Der Garprozess
findet unter kontrollierten Bedingungen statt: bei Weildweinen bei Temperaturen
von 18-22°C, bei Rotwein in etwas hoheren Temperaturbereichen (bei Temperatu-
ren uber 35°C entstehen allerdings zu viele flichtige Sauren wie Essigsaure, die
den Garprozess vorzeitig zum Stehen bringen). Als nachster Schritt (beim Rotwein
erfolgt zuvor noch eine Abtrennung des "Rohweines" von der Maische) folgt der
Prozess der "zweiten" oder "Apfelmilchsdure-Garung". Hierbei handelt es sich
allerdings nicht um eine wirkliche Garung, sondern um die mikrobielle Verstoff-
wechselung von Malat zu Laktat und CO, - dadurch wird dieser noch sehr junge
Wein milder und weicher.



AnschlieRend erfolgt, wenn nicht unbedingt Lage- und Sortenreinheit eingehalten
werden soll, das Mischen (Verschnitt) von Weinen unterschiedlicher Lesegebiete
und Rebsorten, um ein komplexeres und gefalligeres Endprodukt zu erzeugen. Der
so entstandene Wein, insbesondere der Rotwein, durchlauft in der Regel noch eine
gewisse Reifungszeit in Stahltank oder Holzfass. Besonders der qualitative "Aus-
bau" des Weines durch Zufligen von Eichenholzspanen oder die Lagerung in 250 |
Fassern ist in den letzten Jahren bei vielen Weinproduzenten stark in Mode gekom-
men. Diese "Barriques" oder "Piéces" sind meist aus franzdsischer, amerikanischer
oder slovenischer Eiche gefertigt und bewirken neben der Weinoxidation durch
Kontakt mit Luftsauerstoff und einem gewissen Alkoholverlust durch Verdunstung
auch eine alkoholische Auslosung von Gerbstoffen, Terpenen, Anthocyan-Glyko-
siden, Chromanen sowie aromatischen Aldehyden und Carbonsauren (z.B. Gallus-
sauren, Chromon, Flavonen, Quercetin, Zimtaldehyd, Vanillin, Ethylvanillin und Cu-
marin) aus dem Holz der Fassdauben, welche die ebenfalls schon in der Trauben-
maische enthaltenen organischen Stoffe weiter anreichern kénnen. Viele Weinpro-
duzenten behelfen sich allerdings mit der preiswerteren Variante - einer zeitweili-
gen Zugabe von Eichenholz-Chips oder -spanen - um einen vergleichbaren Effekt
zu erzielen.

Rotwein ist somit ein Gemisch von vielerlei verschiedenen Verbindungen unter-
chiedlicher Stoffklassen, von denen nur ein Bruchteil untersucht ist - geschweige
denn, dass deren Bioverfligbarkeit und mdgliche pharmakologische Wirkung be-
kannt ware. Das Ziehen auf Flaschen beendet den Produktionszyklus. In der Fla-
sche kommt es aber bei langerer Lagerung weiterhin zu chemischen Umbau- und
Reifeprozessen: der Sauregehalt nimmt allmahlich ab und Tannine kdnnen sich an
Farbstoffe anlagern und sehr gro3e Molekile bilden, die sich im Laufe der Zeit,
ebenso wie vorhandenes Kaliumhydrogentartrat (Weinstein), am Boden absetzen
konnen.

3. Erkrankungen des kardiovaskularen Systems

3.1. Ubersicht

Die haufigste Todesursache in Deutschland - noch vor malignen Erkrankungen - ist
die koronare Herzkrankheit (KHK) mit ihren Folgen. Etwa 9% der Manner und 4%
aller Frauen leiden daran. Ursache der koronaren Mangelversorgung ist eine durch
morphologisch greifbare Gefallwandveranderung, Atherosklerose, bedingte suk-
zessive Lumeneinengung und mdgliche Infarzierung der Herzkranzgefalle [40]. Die
Arteriosklerose - von vielen Autoren mit dem Begriff der Atherosklerose gleichge-
setzt - ist ein Sammelbegriff fur primar nichtentzindliche bzw. metabolisch verur-
sachte Arterienerkrankungen. Streng per definitionem wird mit dem Begriff "Arte-
riosklerose" eine GefalRwandverhartung bezeichnet, deren Ursache eine gestei-
gerte Bildung von kollagenen Fasern und Proteoglykanen ist. Dieser Prozess findet
besonders im Bereich der Intima, vor allem von Aorta und den gro3en Korper-
schlagadern, statt. Gerade in dieser Zone treten auch haufig Zellen auf, die Merk-
male von glatten Muskelzellen (Myozyten) und Bindegewebsmatrix-produzierenden
Fibroblasten in sich vereinen [365]. Sie leiten sich wahrscheinlich von normalerwei-
se ruhenden subendothelialen Mesenchymzellen oder Mediamyozyten her.

Die Zellsysteme der Endothelzellen und diese "Myofibroblasten" sind strukturell
metabolisch miteinander gekoppelt, unter anderem produzieren Endothelzellen
Faktoren, die die Proliferation von Mediamyozyten hemmen [153]. Die Media-
myozyten/Myofibroblasten selbst liegen in einer gesunden Gefallwand in kontrak-
tiler Form vor, der auch als k-Phanotyp bezeichnet wird. Der Myozytenverband ist
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also in der Lage sich zu kontrahieren, aufgrund der endothelialen Hemm-stoffe aber
nicht, sich mitotisch zu teilen. Durch wiederholte Schadigungen der En-
dothelschicht kann diese Mitosebremse aber wegfallen. Die Mediamyozyten kon-
nen sich dann in eine metabolisch aktive Form, den sogenannten m-Phanotyp, um-
wandeln. Dieser reagiert auf mitogene Reize und kann unter anderem grof3e Men-
gen an faserhaltig-fibroser Grundsubstanz produzieren [66; 364; 365]. Der Wieder-
eintritt von Gefalizellen in den Zellzyklus und dessen Fortschreiten wird als Schlis-
selereignis von proliferativen Gefallerkrankungen wie Atherosklerose sowie post-
angioplastischer Restenosierung angesehen [44; 45; 207].

Derartige Prozesse sind bis zu einem gewissen Grad auch Bestandteil der na-
turlichen Alterung eines Organismus und werden dann als "Physiosklerose" be-
zeichnet. Sowohl bei dieser altersabhangige Abnutzungserscheinung, als auch bei
den pathologisch gesteigerten Formen einer Arteriosklerose ("Pathosklerose") sind
zunehmende Calziumsalzeinlagerungen nachweisbar [49]. Als arteriosklerotische
Erkrankungen werden im allgemeinen klinisch-pathologischen Sprachgebrauch die
Atherosklerose, die Monckeberg'sche verkalkende Mediasklerose, die Arteriolo-
sklerose sowie andere Manifestationen hypertoner Vaskulopathie bezeichnet [49].

3.2. Die menschlichen Blutgefale

3.2.1. Histologie und Physiologie

Die Blutgefalwand im menschlichen Kérper besteht von innen nach aul3en aus

drei Schichten: der Tunica intima ("Intima"), der Tunica media ("Media") und

Tunica externa ("Adventitia"). Ihre wesentlichen zellularen Bestandteile sind die

glatten Muskelzellen (Myozyten) und die Endothelzellen [246; 251]. Die physiologi-

sche Aufgabenverteilung der einzelnen Schichten ist im intakten Blutgefal®

folgende:

Die innerste Schicht, die Tunica intima, dichtet das Gefallslumen - vergleichbar der
FlieRenauskleidung eines Schwimmbeckens - luckenlos ab. Sie steuert so den
Stoff-, Gas- und FlUssigkeitsaustausch, sowie durch bestimmte Oberflachenstruktu-
ren immunologische Vorgange (beispielsweise die Transmigration von Monozyten
und Makrophagen) und ist endokrin tatig (u. a. NO, Endothelin, EDGF) [259; 261;
262]. Die Tunica media, bestehend aus zirkular verlaufenden Bindegewebsstruktu-
ren und Myozyten/Myofibroblasten, reguliert Lumenweite und die Blutbewegung,
und Uber die Tunica externa (langsgerichtetes Bindegewebe und z.T. glatte Musku-
latur) sind die GefalRe in ihre Umgebung eingebettet [251]. Entsprechend den ab-
weichenden Anforderungen der verschiedenen Kreislaufabschnitte sind die Wand-
schichten bei Venen, Arterien und Kapillaren jeweils etwas unterschiedlich aufge-
baut [26, 251].

3.2.2. Das Endothelium - Aufbau und Funktionen

Endothelzellen sind nicht nur die Innenbegrenzung der Blutgefal’e, sondern haben
noch zahlreiche andere Funktionen, die bei Stérung oder Veranderung zur
Atherogenese beitragen konnen:

Die Innenflache der Blutgefalte wird von einer einfachen Zellschicht ("Monolayer”)
spindeliger bis polygonaler, abgeflachter und 50 bis 250 ym langer Endothelzellen
lickenlos abgedichtet. Diese Zellen sind, wie das im Schichtverlauf folgende sub-
endotheliale Bindegewebe, in Richtung des Gefallverlaufs ausgerichtet. Diese En-
dothelzellen trennen das Kompartiment des Blutlumens durch dicht abschlieRende
sogenannte tight-junctions ab und kontrollieren so Stofftransport und Zellmigration.
An ihrer Unterseite sind sie fest Uber bestimmte Moleklle an die unter der Basal-
membran liegende Bindegewebsmatrix gebunden [199; 201; 259].

Das Endothel sorgt durch Modulation des Gerinnungssystems flur reibungslosen

Blutdurchflul, kann Uber Rezeptoren der Zelloberflache Blutzellen andocken las-
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sen oder Botenstoffe binden und durch Sezernieren unterschiedlicher Stoffe den
Gefaltonus beeinflussen [259; 261; 262].

Bei Verletzung der Integritat dieser innersten Schicht werden sowohl vasoaktive

Stoffe frei, als auch die Gerinnungskaskade in Gang gesetzt. Thrombozyten kon-

nen an Kollagenfasern, die mit dem Blutlumen Kontakt bekommen, zu einem

Thrombus aggregieren. Die wichtigsten Aufgaben des Endothels, sind im Folgen-

den nochmals zusammengefasst [nach 364]:

- Ausbildung einer moglichst nicht-adharenten Oberflache fur Thrombozyten und
Leukozyten

- Bildung einer dichten Permeabilitatsbarriere, die den Austausch von Nahrstoffen
und Flussigkeit zwischen Blutplasma und Arterienwand kontrolliert

- Aufrechterhaltung des Gefaldtonus durch die Abgabe kleiner vasodilatorischer
Molekile wie NO und Prostazyklin (PGl2) sowie vasokonstriktiv wirksamer
Molekule wie Endothelin (ET) und den Angiotensin-Regelkreis.

- Bildung und Sekretion einer Reihe von Wachstumsfaktoren und Cytokinen

- Bildung und Erhalt von Bindegewebsgrundsubstanz, inklusive der Basalmembran
auf der sie verankert ist, von Collagenen, elastischen Fasern und Proteoglykanen

- Fahigkeit, Plasmasubstanzen chemisch oder strukturell zu verandern, wenn sie
durch die Arterienwand transportiert werden (wie beispielsweise Lipoproteine, die
durch Endothelzellen oxidiert werden konnen)

- Aufrechterhaltung einer nicht-thrombogenen Oberflache durch die Bildung von
Molekulen wie Heparinsulfat, PGI2 und einer EctoADPase

- Gewahrleistung der antikoagulanten und prokoagulanten Funktionen (bei Gefal3-
verletzungen) im Kreislaufsystem.

3.3. Atherosklerose
3.3.1. Definition
Die WHO definierte die Atherosklerose als “variable Kombination von Intimaveran-
derungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen
Kohlehydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Calziumablagerun-
gen, verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“ [462].
3.3.2. Risikofaktoren und Atiologie
Kausalpathogenetisch wichtige Einflisse bei der Entstehung der Atherosklerose
werden als Risikofaktoren bezeichnet. Mit diesem klinisch bedeutsamen Begriff
werden exo- und endogene Faktoren bezeichnet, deren Vorhandensein als statist-
isch signifikant fur die Pathogenese atherosklerotischer Erkrankungen erkannt wur-
de. Sie werden in der Regel, der beigemessenen Wichtigkeit entsprechend, in
Klasse |-, Klasse Il-, sowie unbeeinflulbare Risikofaktoren eingeteilt [49; 142; 188]:
» Klasse I:
- Zigarettenkonsum:
hemmt die NO-Freisetzung aus Endothelzellen, beeintrachtigt den Blutcholeste-
rinspiegel, der CO-Gehalt kann an ischamischen Gewebsschadigungen beteiligt
sein, aullerdem kdnnen mutagene Substanzen wie Superoxide auf den Prolifera-
tionsstoffwechsel des Endothels EinfluR nehmen [5; 184]. Bei gleichzeitiger Ein-
nahme oraler Kontrazeptiva besteht ein erhohtes Atheroskleroserisiko.
- Hyperlipidamie und Fettstoffwechselstérungen:
Den wichtigsten Faktor scheint hierbei die Hypercholesterinamie [406; 408] dar-
zustellen, aber auch erhohte LDL- und VLDL-, sowie erniedrigte HDL-Werte zei-
gen ein erhohtes Risiko an.
VLDL nimmt in Leber und Darm synthetisierte Lipide (Triglyceride und Chol-
esterin) auf, um sie in die Peripherie zu transportieren (von den Gefalkendothelien
werden z.T. Lipoproteinlipasen sezerniert, die den Abbau des Fettanteils von Chy-
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lomikronen und VLDL in die Wege leiten). HDL nimmt in der Peripherie Chol-
esterin und Phospholipide auf und transportiert sie Richtung Leber (obwohl es u.
U. auch umgekehrt Cholesterinester an VLDL und LDL abgeben kann). In der Re-
gel wird also durch HDL eine vermehrte LDL-Aufnahme in die Korperzellen unter-
druckt und somit eine Cholesterinanhaufung verhindert. Es wird deshalb zu den
Protektivfaktoren gerechnet [111; 244].

Unter den genetisch bedingten Faktoren sind besonders die Apolipoprotein-Poly-
morphismen (hier v.a. ApoEe4-Polymorphismen) zu nennen [126; 195].

- Arterielle Hypertonie:

Bei der Hypertonie spielen nicht nur die veranderten hamodynamischen Kompo-
nenten, sondern teilweise auch die begleitenden genetischen Faktoren eine Rolle
in der Atheroskleroseentstehung. Da bei Mannern mit hohen Triglycerid- und nied-
rigen HDL-Cholesterinwerten das Risiko fur eine KHK in Studien nicht direkt mit
dem Niveau von systolischem und diastolischem Blutdruck korreliert, ist strittig, ob
sich eine Blutdrucksenkung oder aber eine Therapie der Dyslipoproteinamie star-
ker auf die KHK-Risikosenkung auswirkt (fur Patienten mit Dyslipoproteinamie
sollte der Blutdruck gesenkt werden, um das Schlaganfallrisiko zu reduzieren, bei
Hypertonikern ist es aber wohl therapeutisch sinnvoll, nicht nur den Blutdruck,
sondern mehrere Risikofaktoren - siehe unten - mit zu therapieren, um das Risiko
fur eine ischamische Herzerkrankung zu minimieren).

- Diabetes mellitus: neuere Studien deuten darauf hin, dass den postprandialen
Blutzuckerwerten, insbesondere hinsichtlich der Spatkomplikationen Mikroangio-
pathie und Atherosklerose, eine besonders grof3e Bedeutung zukommt [73]. Dies
ist fur den Diabetiker und seinen behandelnden Arzt insofern wichtig, als die post-
prandialen Werte weniger stark in den HbA{C-Wert einflieRen als die Nuchtern-
werte.

- Hyperhomocysteinamie: die Aminosaure Homocystein kommt als Zwischen-pro-
dukt im Methionin-Stoffwechsel vor. Der Plasmaspiegel ist primar abhangig vom
Ernahrungsverhalten, von genetisch regulierten Spiegeln essentieller Enzyme so-
wie der Zufuhr von Vitaminen und Spurenelementen, aber auch Faktoren wie Nie-
reninsuffizienz, hdoheres Lebensalter sowie gewisse Noxen oder Chemothera-
peutika (z. B. NoO, MTX) konnen eine Rolle spielen [79; 414; 440; 461]. Phar-
makotherapeutische Ansatzmoglichkeiten zur Regulation erhéhter Homocystein-
spiegel scheint die kombinierte Gabe von Folsaure, Vitamin B6 (Pyridoxin), Vita-
min B12 (Cyanocobalamin) oder Betain darzustellen [112].

- Hyperfibrinogenamie

» Klasse Il:

Folgende Punkte treten meist kombiniert und oft mit Klasse |-Faktoren zusammen

auf (oft subsummiert unter "ungesunder Lebensweise" oder "metabolischem Syn-

drom") und sind daher statistisch schwerer greifbar.

- Adipositas:
Ein wichtiger Mechanismus, der Ubergewicht mit erhdhtem kardiovaskuléren Ri-
siko verbindet, ist - neben Kreislaufbelastung, mangelnder Bewegung, Hyperlipi-
damie und verschobener endokriner Parameter - eine durch Ubergewicht beein-
flusste Funktionsstorung des Gefaliendothels, die auch durch kurzfristigen, mode-
raten Gewichtsverlust nicht zu beheben ist [47].

- falsche Ernahrung:
Hierunter zahlen v. a. eine dauerhaft erhdhte Kalorienzufuhr, tierische Fette (ho-
her Anteil an gesattigten Fettsduren) und eine dauerhaft erniedrigte Aufnahme
pflanzlicher Ballaststoffen (wie a-Glucane, die einen Teil an Cholesterin und Tri-
glyceriden schon im Darm binden sollen). Auch die regelmaRige Zufuhr von Anti-
oxidantien (z. B. Ascorbinsaure und a-Tocopherol) soll (beispielsweise durch Ein-
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schrankung der Oxidation von aufgenommenen Nahrungsfetten) protektiv wirken
[405; 407].

- Stress

- Bewegungsmangel

- Typ A-Personlichkeit (Ehrgeiz, Hektik, Aggressivitat)

- Hyperurikamie

» unbeeinflussbare Risikofaktoren:

- Lebensalter

- Geschlecht
Geschlechtsreife Frauen weisen hdhere HDL- und niedrigere LDL-Spiegel auf als
Manner, sie haben daher (falls Nichtraucherin und keine Einnahme oraler Kontra-
zeptiva) ein niedrigeres Atheroskleroserisiko. Diese in weiten Bereichen noch we-
nig aufgeklarte physiologische Schutzwirkung wird durch die Wirkung von Ostro-
genen erklart, da sie in der Postmenopause zurlickgeht.

- Genetische Faktoren
Sie treten oft bei der Untersuchung besonders junger Patienten oder durch eine
"familiare Infarktanamnese" zutage. Als besonders gefahrdet gelten Patienten mit
einer Hyperlipoproteinamie der Typen Il (Hypercholesterindmie) oder IV (Hy-
pertriglyzeridamie), mit Homocystinurie [79; 414; 461] sowie Hyperurikamie
(Gicht) - eine kausale Bedeutung kommt der Harnsaure bei der Entstehung der
Atherosklerose aber vermutlich nicht zu (mdglicherweise wird die Abgabe von Li-
poproteinlipasen durch Gefalkendothelium und Leber beeintrachtigt) und eine
Therapie der Hyperurikdmie scheint keinen wesentlichen Einfluy auf den Verlauf
der GefalRsklerosierung zu haben.

Als unabhangiger Risikofaktor wird weiterhin ein erhéhter Plasmafibrinogenspiegel
gewertet [121]. Auch Gewebsthromboplastin (Tissue Factor) scheint eine Rolle bei
der Atherogenese zu spielen [422]. Sind zwei Risikofaktoren erster Ordnung
vorhanden, ist das Infarktrisiko im Vergleich mit der Normalpopulation vervierfacht,
bei drei Risikofaktoren steigt das Risiko schon um den Faktor zehn [142; 188].

Bei primaren Formen der Atherosklerose ist die Atiologie weitgehend ungeklart, bei
den sekundaren Formen sind in der Vorgeschichte meist langer andauernde meta-
bolische, entzindliche oder physikalische Gefallwandschaden beschrieben, die
progredient in Umbau und Sklerosierung des Gefalles munden. Zur Diagnostik und
Therapie von Atherosklerose und koronarer Herzkrankheit sind in den letzten Jah-
ren neue Standards etabliert (z.B. Katheteruntersuchungen, Herzszintigraphie, neu-
e biochemische Marker) sowie neue Ansatze in Diagnostik [183; 284] und Therapie
angedacht worden, wie beispielsweise die long-term release-Beschichtung von
Koronarstents mit Chemotherapeutika wie Ciclosporin oder Rapamycin, bzw. die
Verhinderung von Restenosen nach Angioplastie durch den Einsatz von Antisense-
Oligodeoxynukleotiden gegen Regulatorgene des Zellzyklus [291] oder Ansatze in
Gentransfermodellen [70].

3.3.3. Pathogenese

Obwohl unterschiedliche Theorien zur Atiologie und Pathogenese der Atherosklero-
se existieren (injury-response-Modell, chronischer Entzindungsprozel} oder Im-
mundysregulation, bakterielle Dauerinfektion [20; 254; 408; 410]) sind die einzelnen
Vorstellungen dabei aber doch recht ahnlich. Als "Atherosklerose" im eigentlichen
Sinne wird meist eine fortschreitende Lipideinlagerung in die Arterienwand bezeich-
net, deren Ursachen v. a. in einem gestorten Lipoproteinstoffwechsel zu suchen
sind.
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Von den nach Aufnahme aus dem Darmlumen im Blut zirkulierenden Lipopro-
teinkoérpern (Chylomikronen, VLDL, LDL und HDL) kénnen nur LDL und HDL die
Endothelschranke Uberwinden, da diese Molekulgebilde wegen ihrer relativ gerin-
gen GroRke (200 respektive 100 A) durch Vermittlung der vorhandenen endotheli-
alen Transportvesikel vom GefalRlumen ins Subendothel transportiert werden [111].
Weiter innerhalb der GefalRwand werden die Lipoproteine dann durch den in der
Media bestehenden Flissigkeitsstrom weiterbeférdert oder auch durch rezeptor-
gesteuerte Endozytose von Myozyten aufgenommen. Ein gesteigertes Anfluten des
stark cholesterinreichen LDL im Blutstrom fiuhrt somit auch zu einer Konzen-
trationserhdhung dieses Lipoproteins in den Gefallwanden. HDL ist, wie im vorigen
Kapitel erwahnt, in der Lage, als sogenannter "protektiver Faktor" einen gewissen
Cholesteriniberschuld aufzunehmen und von der Peripherie Richtung Leber zu
transportieren, wo dieses u.a. fur die Gallensaurebiosynthese bendtigt wird [111;
244]. Eine langerfristige Erhohung der LDL-Konzentration ist mit einer erhdhten
Verweilzeit dieses Stoffes sowohl im Blut, als auch im vaskularen Interstitium ver-
bunden. Im Bereich der GefaBRwand kann LDL auch dann vermehrt angereichert
werden, wenn der oben angefuhrte interstitielle FlUssigkeitsstrom durch fort-
geschrittene arteriosklerotische Kollagenfaser- und Proteoglykanbildung starker be-
eintrachtigt wird. Auch ein primares Intimaddem ware als Erklarung denkbar: durch
eine Vorschadigung (z. B. ausgelost durch arteriellen Hypertonus) wurden Wasser
und Plasmabestandteile eingeprefl3t und es kommt zu einer 6dematds-gelatinésen
Verquellung der Intima, die Stofffluss und Metabolismus beeintrachtigt [111]. Sol-
che "liegengebliebenen" LDL-Molekule verandern sich chemisch, sie "altern”, d.h.
sie werden oxidiert. Das dabei entstehende oxidierte LDL wird oxLDL abgekurzt.

Monozyten und Makrophagen werden durch Chemokine, chemotaktische Lock-
molekule wie MCP-1, die unter anderem von den Endothelzellen der betroffenen
Region ausgeschuttet werden [6], angezogen. Makrophagen, die von in die Gefal3-
wand eingewanderten Blutmonozyten abstammen, besitzen spezielle Scavenger-
Rezeptoren, die Uberschiussiges denaturiertes LDL binden und phagozytieren kon-
nen [315]. Diese Lipidspeichermakrophagen sammeln sich vor allem im Bereich der
Intima, zunachst vereinzelt, spater zunehmend herdférmig an, was pathomor-
phologisch als Lipidplaque sichtbar wird [122]. Aufgrund des schaumigen Aspekts
ihres Cytoplasmas bei zunehmender intravakuolarer Anhaufung oxidierten LDLs
werden diese Makrophagen auch als Schaumzellen bezeichnet. In den Schaumzel-
len durchlauft der Grofteil der aufgenommenen Lipoproteine eine saure Hydrolyse
in den Lysosomen, es entstehen Aminosauren, Glycerin und Fettsauren. Das beim
Hydrolyseschritt aus Cholesterinestern freigesetzte Cholesterin kann von den Ma-
krophagen nicht weiter verstoffwechselt werden und fallt bei ausreichend hoher
Konzentration als Kristalle aus, ein Vorgang der schlie3lich auch die Integritat auch
der umgebenden Zellen schadigt. Aus diesem Grunde gehen altere Schaumzell-
herde oft in Nekrose Uber, wobei ein Grofteil des phagozytierten Materials, Uber-
wiegend Cholesterin, in kristalliner Form freigesetzt wird. So entsteht ein Herd mit
einer zentralen, fettigen Detritus enthaltenden nekrotischen Zone, der von noch vi-
talen Schaumzellen umgeben ist. Eine solche Konstellation wird als stabile athero-
tische Plaque oder Atherom bezeichnet [123 ]. Oftmals beginnt, besonders bei alte-
ren Menschen, zusatzlich ein ausgepragter sklerosierender Prozess durch Einlage-
rung von Calziumsalzen. Die atherosklerotische Plaque wird dann von einer sklero-
sierenden Zone der schon erwahnten proliferierten Myofibroblasten mit aktinhalti-
gem Cytoskelett eingeschlossen [215]. Diese aktivierten Myofibroblasten einer
atherosklerotischen Plaque leiten sich von einer einzigen Mutterzelle her. Die starke
Proliferation und Umwandlung zum m-Phanotyp erfolgt wahrscheinlich fol-
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gendermalen: das im gesunden System antikoagulatorisch wirksame Endothel
uber der atherosklerotischen Plaque wird, auch wenn strukturell noch intakt, in eine
partiell prokoagulatorisch wirkende Schicht umgewandelt [364]. Die durch oxLDL
aktivierten Plaguemakrophagen geben zunehmend proinflammatorische Zytokine
wie TNF-a und IL-1 ab. Diese bringen zum einen Endothelzellen dazu, Endothelin-
1, Plattchenaktivierungsfaktor (PAF) sowie einen Inhibitor des Plasminogenaktiva-
tors freizusetzen, zum anderen bewirken sie ein - wenn auch geringfugiges - Be-
gleitinfiltrat von T-Lymphozyten [215; 252; 253]. Zusatzlich werden Thrombozyten
aktiviert. Eine besondere Rolle spielt vermutlich das sowohl vasokonstriktorisch als
auch mitogen wirkende Endothelin-1 (es kann sowohl von Endothelzellen, Makro-
phagen als auch den Myofibroblasten selbst gebildet werden [254]). Auch von den
Plaquemakrophagen produzierte mitogene Faktoren und die von den Lymphozyten
sezernierten Zytokine haben eine stark myozytenproliferative Wirkung [43; 153;
252; 253]. Im perivaskularen Bereich kann es auRerdem sekundar zur Ausbildung
von erweiterten Raumen der GréRe von 500-1000 pm?, sog. Kribliiren oder Laku-
nen Typ lll kommen, was weitere Instabilitdt der betroffenen Regionen bedeutet
[331].

Im weiteren Verlauf reisst schlieB3lich die Endotheldecke Uber der fettreichen Plaque
ein (Plaquefissur): es kann nachfolgend zu Einblutungen in die Plaque kom-men.
Die Folge ist eine intramurale Gerinnselbildung durch Thrombozyten-aggre-gation
und Thrombinbildung, gleichzeitig kommt es aber auch zur Freisetzung weiterer
Myofibroblasten-Mitogene. Falls die Plaquefissur nicht abheilen kann und es zu
weiteren Einbrichen der Gewebsdecke kommt, entsteht ein atheroskleroti-sches
Ulkus. Auf dieses Ulkus kann sich sekundar ein Thrombus aufpropfen, der
anfanglich das GefalRlumen nur einengt (im Falle koronarer Beteiligung kann eine
Angina pectoris-Symptomatik auftreten), es aber im weiteren Verlauf auch ganz
verschlieBen kann (manifester Infarkt). Bei weiterer Progedienz der Sklerose er-
schopft sich die proliferative Aktivitat der Mediamyozyten, die Umgebung des Athe-
roms wird zellarm, faserreich und verhartet durch die Einlagerung von Calzium-
salzen. Durch die damit verbundene GefalRwandschwache ist schlieRlich auch die
Ausbildung eines atherosklerotischen Aneurysmas maoglich [49; 142].

Einige Autoren sehen als Ursache des chronisch entzindlichen und degenerativen
Krankheitsprozesses der Atherosklerose und verwandter Erkrankungen eine Im-
munmodulationsstorung bzw. eine chronische Entzindung beispielsweise durch
eine persistierende Chlamydieninfektion im Bereich der Gefalkwand [20; 254; 410].
Auch ein mdglicher Zusammenhang in der Atiologie und Pathogenese von athero-
sklerotischen Prozessen und M. Alzheimer, beides Erkrankungen mit langerer La-
tenzperiode, wird in jungerer Zeit diskutiert [62; 94; 361]: so soll der M. Alzheimer
madglicherweise als sekundarer Prozess in der Folge atherosklerotischer Gescheh-
nisse in intrakranialen [361] oder extrakranialen Gefal3en [195] auf der Basis einer
prolongierten Minderperfusion [94] oder Infarzierung [445] entstehen. Auch mut-
mallich toxische Effekte einiger Gefal3-Faktoren auf die MikrogefalRversorgung em-
pfanglicher Hirnregionen (wie dem medialen Lobus temporalis) wurden in diesem
Zusammenhang diskutiert [125]. Auch andere Beobachtungen, wie ein weitgehend
ubereinstimmendes Risikofaktoren-Profil [62], (neo-)angiogenetische Prozesse
[438] oder auch vergleichbar positive Effekte beim Einsatz verschiedener pharma-
kologisch aktiver Substanzklassen (antiinflammatorische NSAIDs, Statine, Antioxi-
dantien wie EPCG) bei beiden Erkrankungen lassen vermuten, dass es sich - bei
letztendlich ungeklarter Atiologie (Stérungen der Immunregulation, prolongierte
Entziindungsprozesse, chronische Infektion, genetische Komponenten) doch um
konvergente Krankheitsprozesse handeln kdnnte [62].
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3.3.4. Molekulare Mechanismen bei Myokarduntergang und Revaskularisierung
Man beginnt gerade erst zu verstehen, welche molekularen intra- und
interzellularen Regulationsmechanismen eine Rolle spielen, wenn es bei einem
KHK-Patienten infolge fortgeschrittener Atherosklerose mit nachfolgender Infar-
zierung nicht zu einem grof¥flachigen irreversiblen Myokarduntergang oder zu
Reperfusionsschaden kommt, sondern solche Schadigungen nur geringfligig aus-
gepragt auftreten oder eine Revaskularisierung erfolgt. So konnte im Tiermodell
gezeigt werden, dass eine Reduktion ischamischer Schaden (wie die VEGF-ge-
steuerte Erhdhung der GefaRpermeabilitat mit Odembildung) wahrscheinlich tber
eine Inhibition von c-Src verursacht wird. Die Angiogenese im durch ein Infarkt-
ereignis geschadigten Myokard verlauft dagegen vermutlich Uber ein Zusammen-
spiel von Freisetzung verschiedener Transkriptionsfaktoren (wie Stat3, Pax-5,
NFkB, TFIID und SP1) und Aktivierung antiapoptotischer Gene beispielsweise flr
Bcl-2 und Survivin [152].

4. Das franzosische Paradoxon: Was ist die Ursache fiir die mutmaRlich
protektive Wirkung auf die Gesundheit?

4.1. Der Wissensstand

Eine Reihe epidemiologischer Untersuchungen wiesen auf eine graphisch U-
formige Beziehung zwischen mafRigem Alkoholkonsum und der Sterblichkeit an
koronarer Herzerkrankung hin. Dieses Phanomen, das in der Literatur gemeinhin
mit dem Schlagwort "French paradox" bezeichnet wird, konnte also mit Rotwein
bzw. einigen seiner Inhaltsstoffe zusammenhangen, zumal fur einen wirklich als
gefalprotektiv anerkannten Faktor - das HDL-Cholesterin - in Frankreich keines-
falls hohere Blutwerte gemessen wurden als in den Vergleichslandern. Dem
Rotwein bzw. einigen seiner Inhaltsstoffe werden von verschiedener Seite gewisse
,positive” oder protektive Eigenschaften (sowohl bei Reisediarrhoe als auch im
Bezug auf Atherosklerose- und sogar Tumorprotektion [404]) beigemessen.

4.1.1. Epidemiologische Daten

Die Ergebnisse des MONICA-Projektes der Weltgesundheitsorganisation (WHO,
1989 [463]) zeigten, dass die Mortalitatsrate ischamischer koronarer Ereignisse in
Frankreich (besonders flr Frauen) eher der in China oder Japan als der vergleich-
barer westlicher Industrienationen nahezukommen scheint. Dieses Ergebnis ist
daher interessant, weil auch der Franzose im Schnitt mindestens 15 % der aufge-
nommenen Tagesenergiemenge durch gesattigte Fette abdeckt, und die unter-
suchten Cholesterin-Serumkonzentrationen sich nicht von den Werten in Grol3bri-
tannien oder den USA unterschieden. Auch andere Risikofaktoren wie Hypertonus,
Rauchen, wenig koérperliche Bewegung und Ubergewicht kommen in Frankreich
laut der Untersuchung im Vergleich mit anderen westlichen Industrienationen kei-
neswegs minder haufig vor.

Renaud und De Logeril zeigten in einer Auswertung statistischer Daten der WHO
und der Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD)
von 1980 bis 1985 u. a., dass unter verschiedensten Nahrungsmitteln eigentlich
nur die regelmalige Aufnahme tierischen Fettes (v.a. aus Molkereiprodukten und
Fleisch) signifikant positiv mit der Sterblichkeitsrate an koronarer Herzkrankheit
korreliert [342; 344]. Sie zeigten weiterhin mit der Auswertung von Statistiken aus
17 Landern (MONICA-Studie) mit erfassbarem Weinkonsum der Bevolkerung,
dass die Korrelation der Ereignisse "Tod durch KHK" und ‘regelmafige Aufnahme
von tierischem Fett” hochsignifikant ist.
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Sterblichkeit an KHK (1987)
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[Regressions-Gleichung: y = 26.3 + 0.27 tierisches Fett]

Abb. 1: Relation der altersstandardisierten Mortalitatsrate durch KHK zum Konsum
tierischer Fette in Landern mit Weinkonsum [nach Renaud u. de Logeril, [344], bearbeitet]

Fur Frankreich kommt der Datenpunkt des Graphen (Abb. 1) in einigem Abstand
von der Regressionslinie zu liegen, d.h. trotz des Konsums tierischer Fette in
Frankreich ahnlich dem in Deutschland, GroRbritannien oder Australien, ist die
Mortalitatsrate fur koronare Herzkrankheit niedriger (fur Grof3britannien scheint im
Gegensatz dazu - zumindest was diese eine Statistik betrifft - sogar ein "umgekehr-
tes Paradoxon" zu bestehen).

Eine von den Autoren weitergefuhrte stufenweise Multivarianzanalyse ergab, dass
in den 17 Landern, fur die Weinkonsum erfasst werden konnte, dieser neben der
Aufnahme tierischer Fette der einzige Faktor ist, der ebenfalls signifikant mit der
Sterblichkeitsrate korreliert.
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Sterblichkeit an KHK (1987)
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Abb. 2: Relation der altersstandardisierten Mortalitatsrate durch KHK und Konsum
von tierischem Fett und Wein [nach Renaud u. de Logeril, [344], bearbeitet]

Bei dieser Abbildung liegt der Datenpunkt flr Frankreich jetzt nahe der Regres-
sionslinie und zeigt keine ,paradoxe” Abweichung verglichen mit anderen Landern
mehr. Dies lasst vermuten, dass die negativen Effekte der gesattigten Fette auf den
Organismus und besonders das Kreislausystem durch den Weingenul3 aufgefan-
gen werden. Zusatzlich zeigt die groflere Signifikanz in Abb. 2, dass eine postu-
lierte schutzende Wirkung des Weines auch fur die Schweiz und andere Industrie-
nationen zu gelten scheint (das "umgekehrte Paradoxon" GrofRbritanniens, das in
Abb. 2 nicht mehr zu erkennen ist, ware demnach vielleicht mit dem relativ niedrig
anzusetzenden Weinkonsum in dieser Region zu erklaren). Die Quintessenz der
epidemiologischen Betrachtungen von Renaud und de Logeril ist zusammen-
fassend die Aussage: "Das franzosische Paradoxon ist auf Weinkonsum zurtickzu-
fuhren". Diese Hypothese wird indirekt durch weitere Daten, erhoben in den beiden
Populationen mit der welthéchsten Lebenserwartung, den Kretern und den Japa-
nern (Okinawa), gestutzt [34; 216; 235; 463; 467]. Beide Volker zeigen neben Ei-
genheiten in der Ernahrung, zumindest statistisch, einen moderaten Alkohol-
konsum: die Kreter im Schnitt 20 g/Tag (hauptsachlich in Form von Wein) [235], die
Japaner 28 g (Uberwiegend Bier und Sake) [216].

Es wurden bislang sieben epidemiologische Studien veroffentlicht, die sich mit der
Korrelation von Flavonoid- oder Rotweinaufnahme und dem Auftreten von sowie
der Sterblichkeit an kardio- und cerebrovaskularen Erkrankungen beschaftigten:

+ Zutphen Elderly Study, 1993, NL [189]

« The Howthorn Study, 1994, D [381]

+ The Seven Countries Study, 1995 [190]

+ The Zutphen Stroke Study, 1996, NL [219]

+ Cohort Study in Finnland, 1996 [227]

+ Studie Uber KHK-Mortalitat bei mannlichen Arzten, 1996, USA [356]

+ Harvard Drinking Pattern and Coronary Heart Disease Study, 2003, USA [293]
Mit Ausnahme der vorletzten zeigten alle Studien einen positiven Zusammenhang
zwischen taglicher Flavonoid- bzw. Rotweinaufnahme und verbesserten Gefalipa-
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rametern bzw. herabgesetzter koronarer Sterblichkeit. In der letztgenannten Studie
(Uber 12 Jahre durchgefuhrt an 38 077 im Gesundheitswesen Tatigen) erwies sich
allerdings keines der untersuchten alkoholischen Getranke (Rot- und Weilwein,
Bier oder harte Alkoholika) im Hinblick auf eine mdgliche koronare Protektion als
den anderen Uberlegen.

4.1.2. Alkoholika: Ethanol als maoglicher alleiniger Effektor

4.1.2.1.Epidemiologische Studien zum protektiven Effekt alkoholischer Getranke

- Andere Studien haben sich mit der dargelegten umgekehrt proportionalen Bezie-
hung von mafigem Alkoholkonsum und KHK beschaftigt. Eine Untersuchung mit
51000 Mannern zeigte beispielsweise, dass mafRiger Alkoholkonsum (Mengen von
20-50 g taglich) das Risiko fur koronare Herzkrankheit senken kann [355]. Weiter-
fuhrende Studien zur gleichen Thematik ergaben, dass dieser protektive Effekt
des Alkohols bei Mannern und Frauen [248], bei alteren Menschen [82], Rau-
chern wie Nichtrauchern [148; 355] und angeblich sogar in Bezug auf die Gesamt-
sterblichkeitsrate [248] Wirkung zeigt. Andererseits steigt das Mortalitatsrisiko bei
regelmafigem Konsum groRer Mengen Alkohols an, besonders bei regelmaRigen
Exzessen (‘binge drinking”) oder sogenannten "Wochenendalkoholikern™ [149;
232].

- Mehrere Untersucher, vor allem aus den USA, bescheinigen Bier, Wein und
Spirituosen gleichermalien protektive Eigenschaften in Bezug auf das Herz-
Kreislauf-System: Eine dieser Studien raumt allerdings nur Wein und Bier (im
Gegensatz zu starkeren Spirituosen) bei einer Population von Nichtrauchern eine
Schutzwirkung ein [149; 205; 293; 355].

- Vergleicht man, wie Rimm und Mitarbeiter in ihrer statistischen Bearbeitung von
WHO MONICA-Daten, die Sterblichkeit an koronarer Herzkrankheit in Tou-
louse/F mit der in Stanford/USA, kann man eine Reduktion um 57% (78 versus
182/100 000 Untersuchte) ausmachen [355]. Der durchschnittliche von den Un-
tersuchern ausgemachte Alkoholkonsum wird hierbei fur Toulouse mit etwa 38
g/Tag angegeben (34 g davon in Form von Wein), der in Stanford konnte aus
nicht beschriebenen Grinden nicht genau ermittelt werden, wird aber um einiges
niedriger angesetzt. Nimmt man in der Studie die Stadte Glasgow/GB und
Belfast/GB noch mit in den Vergleich, wird die Absenkung der KHK-Sterblich-
keitsrate in Toulouse noch augenfalliger, sie betragt dann sogar 79%. Falls die-
ser Schutzeffekt wirklich durch die unterschiedlichen Trinkgewohnheiten zu er-
klaren ist, wird postuliert, dass Wein groferen protektiven EinfluR als andere
alkoholische Getranke besitzt, da Rotweinkonsum - wohl aber nicht der anderer
Alkoholika - in Belfast, Glasgow und Stanford mit groRer Wahrscheinlichkeit um
einiges niedriger anzusetzen ist als in Toulouse.
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jahrliche
KHK-
Sterblich-
keit/ mittleres mittlerer Anteil an
100 000 Serum- systolischer|regelmaiig
Bevolke- Cholesterol |Blutdruck Rauchenden
MONICA- | rung (mg/dl) I(mm Hg) (in %)
Zentrum M F 'm! F tm! F Imt F
Lille, F 105 20 252 248 139 135 39 11
Strasbourg, F 102 21 218 | 2186 145 137 34 15
Toulouse, F 78 11 230 224 133 128 37 17
Belfast, GB 348 88 232 236 135 132 34 33
Glasgow, GB 380 132 | 244 248 138 134 52 50
;Sgl'}rv;ﬁ'szchmtts_ 103 17 | 248§ 232 132 126 32 21
wert)
Stanford, USA | 182 48 | 200| 205 {128 124 40 | 37
Beijing, VC 49 27 | 163 166 130 129 {1 50 16

M = Manner
F = Frauen

Tab.1: altersstandardisierte jahrliche Sterblichkeit an KHK unter Einbeziehung von
Risikofaktoren bei ausgewahlten Bevolkerungsgruppen der WHO MONICA-Studie (nach
Renaud u. de Logeril sowie WHO) [342; 463]

- Wein wird im mediterranen Kulturkreis zum Essen konsumiert, somit eher ver-
langsamt aufgenommen und Ethanol oder andere Rotweininhaltsstoffe haben
folglich einen verlangerten protektiven Effekt (auch oder gerade wenn die Nah-
rungsfette vom Koérper aufgenommen werden und ihre teilweise negativen Aus-
wirkungen beispielsweise auf Thrombozyten [151; 303], einsetzen).

4.1.2.2. Hypothesen zu einer ausschlielBlichen Schutzwirkung durch Ethanol

Die Hypothesen uber die moglichen Mechanismen des alleinigen protektiven Effek-

tes des Ethanols untersuchter Alkoholika haben unterschiedlichste Ansatze, sind

aber alle nicht hundertprozentig uberzeugend.

- Es wurde gezeigt, dass der Schweregrad der Atherosklerose nicht zwangslaufig
mit der aufgenommenen Alkoholmenge korreliert [290].

- Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass das Fortschreiten arterieller
Lasionen eher durch hohe (= 36% der aufgenommenen Tagesenergiemenge)
[366] als durch niedrige Alkoholaufnahme (10% der Tagesenergiemenge)
verhindert wird [23; 24], ebenso wie Alkoholiker mit vorbestehender alkoholindu-
zierter Leberschadigung/Leberzirrhose eine geringere Atherosklerose-Inzidenz
aufweisen sollen als lebergesunde Kontrollpersonen [290].

- Auch der postulierte Anstieg von HDL-Cholesterin durch Alkoholeinfluss als Er-
klarungsmodell konnte bisher nicht befriedigend nachgewiesen werden, die Kon-
zentration der antiatherogenen Fraktion apoA | scheint durch Alkoholkonsum so-
gar eher gesenkt zu werden [24, 245, 290, 332].

- Andere prospektive [23] oder Case-Control-Studien [467] ergaben, dass malige
Alkoholaufnahme Myokardinfarkte und somit rickschlieRend wohl auch eine auch
Koronar-Thrombose, nicht aber stabile Angina pectoris [467] (die ja primar das
Ergebnis atheriosklerotischer Lasionen ist) verhindern kann. Auch ist der rasche
Verlust des KHK-Schutzes, der bei ehemaligen Alkoholikern beobachtet wird,
sehr wahrscheinlich nicht auf eine gesteigerte Atheroskleroserate zurlckzu-
fuhren, da diese eher als ein chronisch progredienter Prozess zu werten ist [467].
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- SchlieBlich scheint gesteigerter Alkoholkonsum auch das Risiko fur eine Suba-
rachnoidalblutung zu erhéhen [110] - eine Beobachtung, die wiederum flr einen
modglichen Zusammenhang zwischen Ethanolaufnahme und Blutgerinnung
sprechen konnte.

Unter den an der Blutgerinnung beteiligten Faktoren spielen die Thrombozyten eine

wichtige Rolle bei der Entstehung thrombotischer Gefaldverengungen. Inzidenz und

Pravalenz einer KHK korrelieren u. a. mit einer erhohten Plattchenaggregabilitat.

Pharmakologische Substanzen wie Acetylsalicylsdure, Clopidogrel, oder die GP

lIb/llla Rezeptor-Inhibitoren die die Thrombozytenaggregation hemmend beeinflus-

sen [120, 425] und werden als Basistherapeutika beispielsweise in der Infarkt-
nachsorge eingesetzt.

- Tatsachlich hemmt die Aufnahme oder Infusion von Alkohol die Thrombozyten-
Aggregation beim Menschen. Im Tierversuch reduziert die Zugabe von 4-6%
Ethanol zur Trinkflissigkeit bei Ratten ebenfalls die Aggregationsneigung - ein
Effekt der zwar schnell eintritt, aber nach Alkoholentzug ebenso schnell wieder
verschwindet und dann sogar Rebound-Effekte zeigt [339].

- Eine ex vivo - Studie zu dieser Thematik durchgefihrt mit 1600 Patienten in
Wales ergab, dass die Thrombozytenaggregation nach ADP-Stimulation durch
Alkohol ebenfalls gehemmt wird und zwar durch die gleichen konsumierten

Mengen, die zuvor als KHK-protektiv beschrieben wurden [355]. Zusatzliche
Ethanol-Effekte auf Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen) oder auch die fibrino-
lytische Aktivitat kdnnen nicht ausgeschlossen werden [343].

- Franzésische Untersuchungen verglichen aul3erdem Thrombozytenaktivitat und

Alkoholkonsum von Bauern in Sudfrankreich mit der schottischer Bauern [267,
268], wobei sich herausstellte, dass die Plattchenaggregationsneigung der unter-
suchten franzésischen Population um einiges niedriger war.
Die Aggregation nach ADP-Gabe (- ADP wird, wie bei Renaud et. al. [343] be-
schrieben, durch Alkoholwirkung mit am starksten erniedrigt [339]) war sogar um
55% niedriger als bei den untersuchten Schotten, wahrend das ebenfalls be-
stimmte mittlere Serumcholesterin in Girvan/Schottland 69 mg/dl, in Stan-
raer/Schottland 66 mg/dl und in Var/Frankreich 63 mg/dl betrug, also nicht signi-
fikant durch regelmaligen Alkoholgenul} beeinflult wurde. Der ermittelte Alko-
holkonsum war am hdéchsten in Var (45 g/Tag, hauptsachlich in Form von Rot-
wein), in den beiden schottischen Stadten betrug er im Schnitt 20 g/Tag (Uber-
wiegend Bier).

Im Folgenden sind die unterschiedlichen Ergebnisse der vorstehend beschriebenen

epidemiologischen Studien zusammengefasst:

- In Frankreich, dem Land mit dem statistisch hochsten pro Kopfverbrauch an
Wein, herrscht - trotz kalorienreicher Kost mit regelmafligem Konsum tierischer
Fette, sowie Serumcholesterinwerten und Risikofaktoren, die denen der Nach-
barlandern durchaus vergleichbar sind - die geringste Mortalitatsrate durch koro-
nare Ereignisse unter allen untersuchten westlichen Industrienationen.

- RegelmaRiger maliger Konsum alkoholischer Getranke (zwischen 20 und 40 g
Alkohol taglich) scheint, unabhangig von anderen Ernahrungsfaktoren, das Risi-
ko, an den Folgen koronarer Herzkrankheit zu versterben signifikant zu ver-
ringern.

- Einen tatsachlich hemmenden Effekt auf atherosklerotische Lasionen scheint
dabei aber nur der Konsum solcher Alkoholmengen zu haben, der mit einer eini-
germalden gesunden Lebensfihrung nicht mehr vereinbar ist.

- Die gemabRigte Alkoholaufnahme, deren mutmallich protektive Wirkung gegen-
uber den Folgen der KHK epidemiologisch nachgewiesen ist, konnte zumindest
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teilweise auf einer Beeinflussung der Blutgerinnung - dabei am ehesten einer
Verminderung der Thrombozytenaktivitat - beruhen. Der ebenfalls nachgewiese-
ne Rebound-Effekt der Thrombozytenaggregabilitat nach Alkoholentzug kénnte
dabei das gesteigerte Risiko fur plotzlichen Tod, das besonders mit exzessivem
Alkoholkonsum assoziiert ist, erklaren.

Alle Ergebnisse der zitierten Studien und epidemiologischen Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die besagte Schutzwirkung bezuglich Mortalitatsrisiko und
KHK auf der Ernahrungweise und zu einem weiteren Teil wohl auf maligem Kon-
sum alkoholischer Getranke - hier vor allem Rotwein - beruht. Die genauen Mecha-
nismen und die Substanzen, die neben dem oft zitierten Ethylalkohol, sicherlich
eine Rolle spielen, bleiben unklar. Allein aufgrund epidemiologischer Daten lasst
sich ein verstarkter protektiver Effekt von Rotwein gegenuber Ethanol alleine,
zumindest in Hinblick auf die koronare Herzerkrankung, nicht beweisen.

Da die Ethanol-Hypothese alleine vielen Untersuchern offenbar nicht plausibel er-
schien, wurde eine ganze Reihe von Versuchen mit Rotweinextakten [250] oder de-
alkoholisierten Rotweinkontrollen [390] unternommen, um eine besondere Wirkung
von bestimmten, ebenfalls potentiell gesundheitsférderlichen Substanzen im Wein,
den “Sekundaren Pflanzenstoffen®, nachzuweisen, die im Verlauf des Produktions-
prozesses stabil vorhanden sind [31] bzw. wahrend der Weinreifung entstehen [48;
164; 166] oder um eine Ethanolwirkung bei den Untersuchungen auszuschliel3en
[52; 53; 147; 162; 220; 390]. Einer Gruppe von Phenol-Derivaten, den mono- bis
polyzyklischen Phytophenolen scheint dabei eine besondere Rolle zuzukommen
[166; 356].

4.2. Rotweininhaltsstoffe mit vermuteter protektiver Wirkung

Wie eingangs erwahnt, sind im Rotwein eine grof3e Zahl sowohl anorganischer als
auch phytochemischer Substanzen enthalten. Die Mehrzahl dieser wohl Uber 400
moglichen verschiedenen Einzelsubstanzen ist noch nicht naher untersucht und
somit liegen auch physiologische Wirkungen weitgehend im Dunkeln. Ein Grofteil
dieser Stoffe sind sogenannte sekundare Pflanzenstoffe.

4.2.1. Sekundare Pflanzenstoffe

Unter dieser Sammelbezeichnung fasst man in der Pflanzenphysiologie eine
Vielzahl im chemischen Aufbau recht heterogener Verbindungen zusammen, die
vom Syntheseapparat der Pflanzenzellen erzeugt werden, ohne im Primarstoff-
wechsel nachweisbar eine wirkliche Rolle zu spielen. Sie kdnnen in Auftreten und
Zusammensetzung fiur bestimmte Arten, Gattungen oder Familien typisch sein und
dienen den produzierenden Pflanzen entweder als Schutzstoffe (Gerbsauren, Ca-
techine, Phytoalexine), Bau- und Speicherstoffe (Zimtaldehyd-Derivate, Lignin,
Starkemolekule), oder es sind Farbstoffe (Anthocyane, Flavone, Carotine), Meta-
bolite und Stoffwechselendprodukte (organische Sauren, Desoxyadenin-Derivate)
oder Phytohormone (Cytokinine, Abscisinsaure, Sterolverbindungen, Ethylen).

4.2.2 Mogliche Pflanzeninhaltsstoffe aus Weintraube und Holz im Rotwein

Etliche Pflanzeninhaltsstoffe (im Folgenden eine unspezifische und sicherlich auch

unvollstandige Aufzahlung) kénnen Uber Trauben, Kerne, Fassholz oder chemi-

sche Umbaureaktionen und Reifungsprozesse in den Rotwein gelangen. Sie kon-

nen aus Cytosol oder Speicherorganellen, Traubenschalen, Kernen oder Holz-

strukturen stammen.

- Der Vakuoleninhalt von Pflanzenzellen kann u.a. eine Vielzahl organischer
Carbonséauren oder ihrer Salze enthalten : Wein-, Apfel- Citronen- Oxal-, Kaffee-
und etliche andere Sauren.
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- Viele Pflanzen, darunter auch die Weinrebe (Vitis vinifera) und diverse Eichen-
spezies (Quercus) enthalten Farbstoffe (auch als Saftfarbstoffe oder Vakuolen-
farbstoffe bezeichnet), wasserlosliche Anthocyane und Anthoxanthine und fett-
I6sliche Lipochrome.

Die Uberwiegend violetten, blauen und purpurroten Anthocyane bestehen aus

einem zuckerfreien Anteil, dem sog. Anthocyan-Aglykon (oder Anthocyanidin)

und einer Kohlenhydratkomponente (meist Glucose, Galactose, Rhamnose oder

Glucuronsaure) auf welche die Wasserloslichkeit solcher Chromosaccharide

zuruckzufuhren ist. Als chemischer Grundbaustein dieser Pflanzenfarbstoffe ist

das Flavangerust anzusehen.

Die wichtigsten Anthocyanidine, von denen auch die Weinrebe héhere Konzen-

trationen produziert, sind Cyanidin, Delphinidin, Malvidin, Paeonidin, Pelargoni-

din, Petunidin und das besonders in den Fruchtschalen der Trauben vorkom-
mende Oenidin.

Weilde Bliten kdnnen auch farblose Modifikationen von Anthocyanen, sog. Leu-

koanthocyanidine, enthalten.

Den Anthocyanen chemisch nahe verwandt sind die ebenfalls zu den Flavanab-

kommlingen zahlenden Anthoxanthine oder Flavone. Sie tragen vor allem gelb-

liche Farbténe und sind als Glykoside ebenfalls wasserléslich. Die haufigsten

Aglykone der Anthoxanthine sind die sogenannten Flavonole (Oxidations-

produkte der Anthocyane).

Aus der groRen Gruppe der Glykoside, die nur einen chemisch-systematischen

Begriff darstellen (- die Aglykone kdénnen den verschiedenen chemischen Stoff-

klassen angehodren) kdnnen beispielsweise Bitterstoff- und Cumaringlykoside

auftreten.

- In sehr geringen Konzentrationen konne auch Aldehyde wie Acetaldehyd und
Formaldehyd vorkommen [225]

- Mitglieder der nachsten Gruppe, Gerb- und Flechtenstoffe angefullter Vakuolen,
finden sich vor allem in Rinde und Stangeln (als braunliche Phlobaphene oder
oxidierte Gerbstoffe) und in Frichten. Gerbstoffe sind in der Lage, Eiweille aus-
zufallen und fungieren deshalb auch als eingelagerte Schutzstoffe der Pflanze
gegenuber Mikroorganismen. Es sind uUberwiegend Gemische verschiedener
Polyphenolverbindungen. Weitverbreitete Bausteine sind Chlorogen-, Gallus-
und Ellagsaure. Bekanntere Vertreter dieser Phenolsaureester (Depside) leiten
sich beispielsweise als sogenannte Gallotannine oder "hydrolysierbare Gerb-
stoffe" von der Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure) ab. Die bekannteste
Verbindung ist hierbei Tannin, ein weiterer Vertreter ist die m-Digallussaure.

Die andere Gerbstoffhauptgruppe stellen die "kondensierten Catechugerbstoffe"
oder Catechine und Catechole dar. Etliche Stoffe dieser Gruppe schutzen Pflan-
zen vor Tierfrall oder Schadlingsbefall (beispielsweise das weitverbreitete o-Di-
phenol Brenzkatechin). Einige dieser Stoffe oder Stoffgemische kénnen beim
Menschen Dermatitiden auslésen, z. B. Urushiol (enthalten beispielsweise im
Giftefeu (Rhus radicus) und Sumach) oder Primin [176, 472].
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Urushiol
OH R = [CH?]H"CH]
OH R = (CHy)y ~CH = CH - (CH,)g ~CHj
R = {CH?]? -CH=CH -~ CH: ~CH=CH- fCH?}? - CH3
R =

R (CH, ) - CH=CH -CH, = CH = CH -CH, - CH = CH,

0

Hacoxﬁf\/\, CH,

0 Primin

Abb. 3: Struktur der Phenolderivate Urushiol und Primin [aus 472]

- Vor allem faulnisverhindernde Eigenschaften haben auch die vielen unterschied-
lichen atherischen Ole, Balsame und Harze. Sie sind, ebenso wie die Carotinoide,
Uberwiegend aus Isoprenmolekilen (CsHsg) oder deren oxidierten Derivaten auf--
gebaut (Isoprenoide oder Polyterpene).

(C5Ha)n Gruppe Beispiele
1 Hemiterpene «Prenylrest» in Chinonen und Cumarinen
2 Monoterpene offen: Citral, Geraniol, Linalool

monocyclisch: Limonen, Menthol, Thymol, Menthon, Carvon
Cineol, Phellandren
bicyclisch: Kampfer, &t- und B-Pinen

3 Sesquiterpene offen: Farnesol
cyclisch: B-Cadinen, Abscisinsiure

4 Diterpene offen: Phytol
cyclisch: Harzsduren, Gibberelline

6 Triterpene offen: Squalen
cyclisch: Triterpenalkohole, Triterpensiuren, Steroide,
Gossypol, Cucurbitacine

8 Tetraterpene Carotinoide (Carotine, Xanthophylle)

X Polyterpene Kautschuk, Guttapercha, Balata

Tab. 2: Die Gruppe der Isoprenoide (modifiziert nach [326])

- Einen wichtigen Einfluss auf Wachstum und Orientierung einer Pflanze sowie

Fruchtreifung und Blattwechsel hat die Gruppe der Phytohormone.

Nach Wirkung und Bau lassen sich u.a. folgende Phytohormongruppen unter-

scheiden [473]:

a) Auxine (Streckungswachstum): z. B. B-Indolylessigsaure, Glucobrassicin.

b) Cytokinine (fordern Zellteilung): z. B. Kinetin, Zeatin; chemisch gesehen han-
delt es sich meist um Desoxyadenin-Derivate, in 1 | Rebenblutungssaft kdnnen
50-100 pl enthalten sein.

c) Abscisinsaure (ein Terpenoid) hemmt Stoffwechsel und Wachstum, induziert
Fruchtreifung, Blatt- und Fruchtfall; in einem Liter Xylemsaft hoherer Pflanzen
kdnnen 6-1000 ug enthalten sein.

- Einige Isoflavone haben 6strogenartige Wirkung:

bei vielen Pflanzen (z. B. Leinsamen, Soja, Hopfen, Traubensilberkerze, Rot-

klee) sind Phytosterole bekannt, deren pflanzenphysiologische Funktion aber un-

klar ist. Ihrer dstrogenahnlichen physiologischen Wirkungen beim Menschen we-
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gen werden sie auch als PhytoOstrogene bezeichnet. |hr Vorkommen in der
Weinrebe ist eher gering und eine modgliche Atheroskleroseschutzfunktion un-
wahrscheinlich, obwohl es Autoren gibt, die die positive Wirkung des Rotweins
primar oder zumindest teilweise auf Inhaltsstoffe mit Gstrogenartiger Wirkung
zurlickfihren [53, 328, 424]. Ostrogenartige Verbindungen sollen beispielsweise
die Signaltransduktion bzw. uUber den MAP-Kinase-Weg (siehe auch Kap 6.)
Form und Funktion von Endothelzellen [157, 337, 369] und glatter Gefalimusku-
latur [276] beeinflussen kdnnen

Die Mehrzahl der typischen sekundaren Pflanzenstoffe mit wiinschenswerten bio-
logischen Eigenschaften flir den Menschen - auch die im Rotwein enthaltenen -
sind also Phenole oder Phenol-Derivate/Polyphenole, Flavonoide, 3,4-Trihydroxy-
stilbene und Leukocyanidole. Chemisch gesehen sind natlrliche Polyphenole
Chroman-Derivate [401]. Aufgrund des mutmalilich positiven Effektes auf das kar-
diovaskulare System ist die Gruppe der Flavonoide die bislang am besten unter-
suchte. In héheren Pflanzen und deren Produkten treten sie in einer aul3erorden-
tlichen Vielfalt auf (Uber 4000 naturlich vorkommende Flavonoide) [143]. Flavo-
noide sind Derivate des Phenylchromans. Anhand struktureller Unterschiede kon-
nen sie in unterschiedliche Untergruppen eingeteilt werden: Flavane, Flavanone,
Flavone, Flavonole und Anthocyanidine. Die Grundstruktur besteht aus einem aro-
matischen Ringsystem: zwei Benzenringen, die durch einen mittleren hetero-
zyklischen Pyran- oder Pyronring verbunden sind. So haben Flavonoide und Toco-
pherole (z. B. Vitamin E) eine gemeinsame Grundstruktur, den Chromanring [280].
Flavonoide unterscheiden sich untereinander durch die Orientierung von Hydroxy-
oder Methylgruppen oder funktionellen Derivaten davon, durch die Position von
Benzolsubstituenten und in der Anzahl ungesattigter Bindungen.

Meist liegen sie in der Form von Glykosiden oder Zuckerestern vor (beispielsweise
Hyperosid = Quercetin-3-galactosid, Rutin = Quercetin-3 rutinosid, Isoquercitrin =
Quercetin-3-glucosid) [343]. In diesem Fall sind sie wasserloslich. Die Strukturei-
genschaften von Flavonoiden scheinen also eng mit den ihnen zugeschriebenen
Egenschaften wie antioxidative und antiproliferative Aktivitat in Verbindung zu
stehen [67; 143; 280]

C-Grundgeriist Gruppe  Beispiele

einfache
Phenole

Hydrochinon
Arbutin

Phenol-
carbon-
sduren

00

p-Hydroxy-
benzoesiure
Protocatechu-
siure
Gallussiure

Phenyl-
propane

C—-C-C~—

()

Zimtsiduren
Zimtalkohol
Cumarine
Lignin

Flavan-
derivate

7

Flavanone
Flavone
Flavonole
Anthocyanidine

Abb. 4: Ubersicht (iber die Hauptgruppen pflanzlicher

Phenole [aus 472]
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Im Folgenden eine kurze Beschreibung haufiger Untergruppen dieser wichtigen

Stoffe [nach 472]:

- Zimtsaurederivate:

Zimtsaure kann frei oder verestert in Olen, Harzen und Balsamen vorkommen.
Durch Hydroxylierung entsteht p-Cumarsaure. Diese kann durch weitere Hydro-
xylierung in Kaffeesaure und durch nachfolgende Methylierung in Ferula- und
Sinapinsaure umgewandelt werden. Deren Alkohole Coniferylalkohol und Sina-
pylalkohol stellen wiederum zusammen mit dem Alkohol der p-Cumarsaure, dem
p-Cumarylalkohol die Grundbausteine des Lignins dar. Ein weiteres Zimt-
saurederivat ist Vanillin.

- Lignin ist nach der Cellulose mengenmallig gesehen die zweitwichtigste Sub-
stanz im Pflanzenreich und wird durch Polymerisation der drei vorgenannten Al-
kohole (bzw. deren glykosylierten Transportformen Coniferin, Syringin und Glu-
cocumarylalkohol) von der Pflanzenzelle gebildet. Das Verhaltnis der Alkohole
untereinander schwankt dabei in Abhangigkeit von der Organisationsstufe des
Produzenten.

- Derivate der Phenolcarbonsauren und freie Phenole haben, oft als Schutzstoffe
vor Fral} oder Schadlingsbefall (siehe auch unter Gerbstoffe), eine weite Ver-
breitung. Beispiele: p-Hydroxybenzoesaure ist Ausgangssubstanz fir Ubichi-
non, die Substanz o-Hydroxybenzoesaure ist auch als Salicylsaure bekannt.

c(@,cn-cn—caou
H

p-Cumarsdure
lp-Oxidation
OOH (@’H <Glucose
BogSeg-r3og
p-Hydroxy-  Hydroxychinon Arbutin
benzoesadure

Abb. 5: Biosynthese von Phenolcarbonsauren bzw.
Phenolglucosiden sowie Strukturgerust der Gallus-
saure [aus 472]

Freie Phenole/Phenolderivate sind beispielsweise Brenzcatechin, Epicatechin,
Resorcin, Hydrochinon und dessen Glukosid Arbutin, Chinon, Phloroglucin,
Protocatechusaure, Veratrol und Kampferol.

Eine weitere Gruppe phenolischer Stoffe sind die sogenannten Phytoalexine,
Schutzstoffe, die von der Pflanze oft erst bei Infektion mit pathogenen Organismen
(z.B. bei Vitis mit dem "Edelfaule’-Pilz Botrytis cinerea) oder Verletzung produziert
werden [472]. Beispiele sind Viniferin, Resveratrol, Adstringin, Kaffeesaure und
Chlorogensaure.

4.2.3. Die Flavanderivate oder Flavonoide

Die letzte Gruppe der hier vorgestellten Phenolverbindungen sind die Flavan-
derivate oder Flavonoide, die ubiquitar im Pflanzenreich vorkommen. Das poly-
phenolische Grundgerist des Flavans ist das chemische Strukturmotiv fir eine
grole Anzahl unterschiedlicher Stoffgruppen [89; 181; 472], darunter viele Farb-
stoffe. Bislang sind Uber 4000 verschiedene Flavonoide isoliert worden. lhre Auf-
gaben sind unter anderem Beteiligung an Redoxsystemen der Zelle, Schutzfunk-
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tion (ahnlich den verwandten Phytoalexinen, s. 0.) und, bereits erwahnt, Farb-

gebung [85; 274; 447; 472].

Die Flavonoide werden systematisch in acht Hauptklassen eingeteilt:

1. Flavone (Flavon-Derivate im eigentlichen Sinne enthalten die C-2/C-3-
Doppelbindung, aber keine Sauerstoff-Funktion am C-3)

. Flavonole (z. B. Quercetin)

. Flavonone/Flavanone

. Catechine (Vorstufen von Gerbsauren)

. Anthcyanidine oder Anthocyanidine

. Isoflavone (bei Isoflavon-Derivaten findet sich der aromatische Substituent am
C-3-Atom des Ringes)

. Dihydroflavonole

. Chalcone [181; 194; 197; 237]

OB WN

oo N

4.2.3.1. Struktur und chemische Eigenschaften

Die chemische Aktivitat von Flavonoiden und ihren Metaboliten ist stark abhangig
von chemischer Struktur, Anzahl und Anordnung von Hydroxyl-, Oxyl- und C-Alkyl-
resten an den flankierenden Ringen sowie dem Oxidationsgrad des zentralen sau-
erstofftragenden C-Ringes:

Polyphenole agieren als reduzierende Agentien, Protonendonatoren und Metall-
Chelatoren. Da bislang relativ wenig uber den Zusammenhang zwischen ihrer
Struktur und der antioxidativen Aktivitat bekannt ist, untersuchten verschiedene Ar-
beitsgruppen strukturell unterschiedliche Polyphenole [17; 56; 453]. Demnach er-
hohen Hydroxylreste am Flavonoid-Ring die antioxidative Aktivitat, wahrend eine
Substitution dieser Gruppen durch Methoxyreste diese Aktivitat herabsetzt. Andere
Arbeiten [264; 268] suchten einen Zusammenhang von spektroskopischer ldenti-
fizierbarkeit von Polyphenolen und ihren strukturellen Charakteristika: die meisten
Flavone und Flavonole zeigen zwei Absorptionsbanden im Ultraviolett-Bereich (B-
Ring- und die A-Ring-Absorptionen). Es wurde aber auch beobachtet, dass eine
ansteigende Zahl an Hydroxylgruppen eine Rotverschiebung zur Folge hat (bei-
spielsweise von 367 nm fir Kaempferol mit Hydroxylsubstituenten in den Positio-
nen 3,5,7, und 4 nach 371 nm fur Quercetin mit Hydroxylgruppen in den Posi-
tionen 3,5,7,3’'und 4°). Die gemessenen kurzeren Wellenlangen bei Flavonen re-
sultieren aus dem Fehlen einer 3-OH-Gruppe in der Strukturformel. Bei den Flava-
nonen mit gesattigtem heterozyklischem C-Ring ist die fehlende Bindung zwischen
A- und B-Ring durch sehr starke Maximum-UV-Spektra und eine schwachere anti-
oxidative Aktivitat definiert [17, 56]. Das Flavonol Quercetin tragt beispielsweise die
gleiche Anzahl an Hydroxylgruppen in den gleichen Postionen wie das Flavan Ca-
techin, gleichzeitig aber noch eine Doppelbindung im C-Ring zwischen Position 2
und 3 sowie eine 4-Oxyl-Gruppe. Erst dieses Zusammenspiel der 3-OH-Gruppe mit
der 2,3-Doppelbindung neben dem 4-Carboxylrest im C-Ring verleiht dem Quer-
cetin seine antioxidativen Eigenschaften [349]. Flavanone mit nur einer Hydroxyl-
gruppe am B-Ring besitzen lediglich geringe antioxidative Aktivitat [349; 391].
Aufgrund seines ungesattigten Heterozyklus hat Quercetin eine zweimal hohere
antioxidative Aktivitat als Catechin mit seinem gesattigten heterozklischen Ring-
system [349]. Auch andere Autoren berichten, dass das Ausmald der Hydroxylie-
rung und die Position der OH-Gruppen der Schlussel zur antioxidativen Aktivitat der
Flavonoide sind [115; 330]. Flavonoide bendtigen zum Radikal-Fang die o-Dihy-
droxy-Struktur im B-Ring, die dem Molekul grolRere Stabilitat verleint und auch an
Elektronenverschiebungen Teil hat [42; 395]. Die Doppelbindung zwischen Position
2 und 3 in Nachbarschaft zu einer 4-Oxo-Gruppe im C-Ring verursacht Elektro-
nenverschiebungen im B-Ring, wahrend die 3- und 5-OH Gruppen in der Nahe zu
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einer 4-Oxo-Gruppe fur Elektronenverschiebungen im A- und B-Ring verantwortlich
sind.

Viele Flavonoide sind aufderdem mit Zuckern zu einem Glucosid verbunden, was
ihre Loslichkeit erhdht. So ist beispielsweise Rutin (internationaler pharmazeuti-
scher Freiname der Substanz Rutosid), das auch pharmakotherapeutisch genutzt
wird (Birutan®, Rutinon®), ein Glykosid (3-Rutinosid) des Quercetins. [266; 447]. Al-
erdings reduziert eine Glucosylierung in gewissem Male auch die antioxidative Po-
tenz der Flavonoide [391].

Die zum Ende dieser Arbeit untersuchten, haufig in Wein und Nahrungspflanzen
vorkommenden Flavonoide Quercetin, Resveratrol und Myricetin werden systema-
tisch den Flavonolen zugerechnet [140; 143; 190; 266; 274], wahrend beispielswei-
se Delphinidin [11; 270; 271], Cyanidin und Oenidin, weitere aktive Rotweininhalts-
stoffe, Anthocyanidine sind. In welchen GroRenordnungen diese Substanzen
jeweils in Weinen enthalten sind ist weitgehend ungeklart, die Konzentrationen
schwanken sicherlich starker. In lediglich einer einzigen Arbeit war der gefundene
Gehalt von Resveratrol in einem alkoholfreien, aus Rotwein gewonnenen Poly-
phenol-Extrakt mit 0,57 mg/l angegeben [250].
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Abb. 6: Flavangeriist und schematische Ubersicht tiber

die Biosynthese wichtiger Derivate wie Flavonol [aus 472]

Chemisch nahe verwandt sind, wie oben schon erwahnt, auch die Heterozyklen der
Chromangruppe, beispielsweise Chromon, Cumarin (u. a. in Waldmeister und ge-
mahtem Heu), Fisetin (u. a. in Bohnen) und Taxifolin (u. a. in Eiben).
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4.2.3.2. Flavonoid-Wirkungen im Korper

In der Pflanze spielen phenolische Flavon-Derivate vor allem die Rolle von Radikal-
fangern und Redoxkatalysatoren. In einer Reihe von Arbeiten werden Flavonoiden
bioaktive Wirkungen aber auch im Warmbluterorganismus zugeschrieben, so z. B.
antioxidative und antivirale Wirkungen [132; 177], immunmodulierende und anti-
allergische Wirkungen [197, 198], sowie antiinflammatorische und sogar potentiell
neuroprotektive Eigenschaften [131; 319; 374; 428].

Bald nach der Entdeckung der Ascorbinsaure beobachtete man, dass die reine
Saure nicht in gleichem Malke wirksam ist, wie Frichte oder pflanzliche Zubereitun-
gen, die gleiche Ascorbinsauremengen enthalten. Der zunachst unbekannte Fak-
tor, der diese Wirkung offensichtlich synergistisch unterstutzt, wurde “Vitamin P*
genannt. Man fand dann heraus, dass es sich beim sogenannten Faktor P um ein
Gemisch von Flavon-Derivaten handelt, von denen wohl dem Rutin (ein Glykosid
des Quercetins, s. 0.) die grofdite Wirksamkeit zukommt. Flavon-Derivate wirken je
nach struktureller Konstitution auf3erdem mehr oder weniger kapillarabdichtend. Die
Gefahr der Kapillarbrichigkeit soll dabei gleichzeitig verringert werden, eine Wir-
kung, die vielleicht Uber eine Hemmung der Hyalonurat-Lyase und somit Uber einen
verzogerten Abbau von Hyaluronsauren erfolgt [447]. Auch eine gewisse Schutz-
funktion bezlglich maligner Transformation bzw. der Bildung von Neoplasien [190;
197; 210; 416] wurde postuliert.

Im Folgenden sind verschiedene sekundare Pflanzenstoffe unterschiedlicher Stoff-
klassen aufgelistet, die nach Aufnahme in den Korper theoretisch eine protektive
Wirkung entfalten konnten:

Stoffname Gruppe oder Funktion _chemische Stoffklasse mogliche oder
bekannte Wirkung

- Carotine Farbstoff Terpen IAntioxidantien

- Lycopin Farbstoff Terpen Antioxidantien

- Anthocyane und deren Glykoside Farbstoffe Flavonoid IAntioxidantien

- Anthoxanthine und deren Glukoside Farbstoffe Flavonoid Antioxidantien

- Flavonole und deren Glucoside (wie Flavonoid IAntioxidatien

Quercetin, Delphinidin, Myricetin)

- Chromane (Chromon) Farbstoffe Flavonoid (phenol.) IAntioxidantien

- Cumarine Farbstoffe, Schutzstoffe | Phenylpropane

- Resveratrol, Genistein Phytoalexin Stilbenderivat, Isoflavonoide  |Antioxidans,
Phytodstrogen

- Adstringin Phytoalexin Stilbenderivat

- Chlorogenséure Schutzstoff org. Saure

- Zimtsaurederivate (Cumarsaure, Bausteine, Schutzstoff | Phenylpropane

Kaffeesaure, Ferulasdure, Sinapinsaure)

- Ascorbinsaure Vitamin Lacton/KH-Derivat Antioxidans

- Riboflavin Farbstoff, Vitamin Flavin

- Salicinsaure Phenolcarbonsédure

- Salicin PCS-Glucosid

- Cumarinsaure, Protocatechusaure Schutzstoff, Baustoff Phenolcarbonsaure

- Coniferin, Syringin, Glucocumarylalkohol | Ligninbausteine Phenylpropane

- Sterole und Stilbene (“Phytodstrogene”) Funktion unbekannt Weingehalt
\vermutlich in
geringsten Mengen

- Phlobaphene oxid. Gerbstoffe Phenolcarbonsduren

- Gallusaurederivate Gerbstoff Phenolcarbonsauren

- Catechine kondensierte Catechu- |PCS-Derivate

gerbstoffe

- Brenzcatechin, Epicatechin Schutzstoffe einfache freie Phenole

- Hydrochinon, Arbutin Schutzstoffe einfache freie Phenole

- Resorcin, Veratrol Schutzstoffe freie Phenole

- Phloriglucin Schutzstoffe, Bausteine | einfache freie Phenole

- Cytokinine Phytohormon Desoxyadenin-Derivate \Weingehalt fraglich

Tab. 3: Einige sekundare Pflanzenstoffe (mdgliche Rotweininhaltsstoffe) mit potentiell protektiven

Eigenschaften
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Es ist weiterhin moglich, dass auch geringe Mengen an Fassdesinfektionsmittel-
oder Herbizidrickstanden im Wein verbleiben, die in grélkeren Mengen eine Wir-
kung zeigen kdnnten, oder dass durch Manipulationen bei Erzeugung oder Abfll-
lung Fremdstoffe zugesetzt werden (“Aufzuckern®, Schwefeln, Glykolskandal in
Osterreich in den 80er-Jahren).

Beispiele fiur Herbizide waren Norflurazon, Oxyfluorfen, Oxadiazon, Trifluratin und
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure. Die Substanz mit der langsten Halbwertszeit ist
offenbar Norflurazon, andere Herbizide sind Untersuchungen zufolge nach etwa 28
Tagen abgebaut. In weillen Trauben scheinen sich dabei aus noch ungeklarten
Grunden etwas hohere Konzentrationen an Herbizidriickstanden anzureichern und
zu verbleiben [8; 468]. Das Vorhandensein geringster Reste von Fassdesinfek-
tionsmittel-Ruckstanden (wie Formaldehyd) ist ebenso moglich. Synthetische, im
Pflanzenbau eingesetzte Substanzen zur Wachstumsregulation sind beispiels-
weise Naphtylessigsaure, Etephon und Diaminozid [473].

Weiter offene Fragen im Rahmen dieses Thesenkomplexes um sekundare
Pflanzeninhaltssoffe im Rotwein bleiben die Klarung der durchschnittlichen
Konzentrationen physiologisch relevanter Stoffe (Problem der fraglichen Re-
produzierbarkeit von Inhaltsstoffen) im Naturprodukt Rotwein, die Frage der
digestiven Degradation/Zerstorung genannter Stoffe im Verdauungstrakt bzw. die
Frage, welche Inhaltsstoffe Uberhaupt eine entsprechende Bioverfugbarkeit
aufweisen, um in wirksamen Konzentrationen im Kérper vorzuliegen [447; 449] und
schliel3lich die Frage wie im Falle einer Aufnahme pharmakologische Effekte,
intrakorporale  Wechselwirkungen, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik
aussehen. Zuverlassige Daten sind hier aufgrund der komplexen und wahrschein-
lich auch stark schwankenden Zusammensetzung des Weines bezuglich seiner
Inhaltsstoffe rar. Die meisten Angaben beziehen sich Uberwiegend auf den ,Einzel-
stoff Resveratrol: die Resveratrolkonzentration in Rotwein soll einigen Autoren
zufolge etwa bei 0,57 mg/l [250] bzw. zwischen 0,4 und 60 uM [464], anderen
zufolge bei etwa 100 uM [306] liegen. Resveratrol-angereicherter Traubensaft (17,5
MM) wird vom Darm [402] in offenbar genugend grof3en Mengen aufgenommen, um
im in vivo-Experiment bei gesunden mannlichen Probanden eine Beeinflussung des
Aggregationsverhaltens von Thrombozyten zu bewirken [309]. Im Tiermodell wurde
aulRerdem beschrieben, dass Resveratrol, wenn es regelmallig an Ratten
verabreicht wird, sich einigen Geweben anreichert [97; 402; 464]. Eine andere
Autorengruppe fand einen Anstieg von Plasma-Polyphenolen von 6,4 + 3,0 mg/g
Protein (Bestimmung nach Folin-Ciocalteau), nachdem die Probanden Uber zwei
Wochen hinweg kontrolliert 375 ml Rotwein taglich zu sich genommen haben [300].
Dies soll einer im Zellexperiment effektiven in vitro Plasma-Polyphenolkonzen-
tration von etwa 450 pg/ml entsprechen [250].

4.2.4. Veroffentlichungen von Ergebnissen zur Wirkung von méglichen Rotwein-
inhaltsstoffen

Im Folgenden werden die Aussagen von Arbeiten zusammengefasst, die sich Uber-
wiegend mit Rotwein bzw. einem oder mehreren Weininhaltsstoffen und deren bio-
chemischen oder physiologischen Wirkungen befasst haben.

a) Thrombozytenfunktion und Gerinnung:

untersuchte Komponente: Wirkung: Autoren:
1) Synthetisches und natirliches zeigen “antiplatelet’- Aktivitat Bertelli et al., 1995 [28]
Rotwein-Resveratrol:
2) trans-Resveratrol und Quercetin: hemmen die Plattchenaggregation beim Pace-Asciak et al., 1995 [308]
Menschen
3) Wein und Traubensaft: beeinflussen die Plattchenaggregation beim Pace-Asciak, 1996 [309]

Gesunden, allerdings viel schwacher als Ethanol
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4) Rotwein und Alkohol: vermindern die kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation und den
Fibrinogenspiegel bei gesunden freiwilligen
Probanden

Pellegrini et al. ,1996 [321]

5) Rotwein: verandert die Zusammensetzung von
Thrombozyten-Phospholipiden beim Gesunden

Pellegrini et al., 1996 [322]

6) Rotwein-Phenole wie Quercetin und vermindern die

Constant, 1997 [84]

Resveratrol: Thrombozytenaggregationsneigung und steigern
die Fibrinolyse
7) Rotwein und Traubenprodukte vermindern die Plattchenaktivitat Folts et al., 1997 [140]
8) Rotwein-Phenole hemmen die Thrombozytenaggregation Lugasi, 1997 [260]
9) Wein-Phenole vermindern evtl. die durch NO vermittelte (?) Ruf, 1999 [367]

Plattchenaktivitat; desweiteren heben sie den
Vitamin E-Spiegel an und vermindern die
Oxidation von Thrombozyten, die oxidativem
Stress unterworfen sind

10) Polyphenole in Wein und Kakao: beeinflussen die Plattchenaktivitdt und -funktion

Rein et al., 2000 [338]

11) Antioxidantien (Resveratrol, Toco- beeintrachtigen die Plattchenadhasion
pherol, Selen):

b) Modifikation der Eicosanoid-Biosynthese:

Zbikowska & Olas, 2000 [469]

untersuchte Komponente: Wirkung: Autoren:
1) Trans-Resveratrol und Quercetin : hemmen die Eicosanoidsynthese Pace-Asciak et al., 1995 [308]
2) Phenole/Resveratol: Phenole steigern die Prostacyclinsynthese und  Goldberg, 1996 [164]

senken Thromboxan; evtl. senkt Resveratrol die
intrazellulare Konzentration und Freisetzung von
Apolipoprotein B

3) Rotwein-Phenole: vermindern die Eicosanoidsynthese Lugasi, 1997 [260]

4) Rotwein: stimuliert Endothelzellen zur Prostacyclin- Schramm et al., 1997 [385]
Sekretion

5) Wein-Phenole: senken die Prostanoidsyntheserate aus Ruf, 1999 [367]
Arachidonsaure

6) Rotwein, sowie auch dessen SMW induziert die 6-keto-Prostaglandin F1-a-  Schramm et al., 1999 [386]

hochmolekulare ("Tannine") und Synthese, RW bzw. seine hochmolekulare Frak-

niedermolekulare Fraktion ("SMW"): tion erhéhen den Thromboxan B, - und den 6-ketc

Prostaglandin-Spiegel

c) antioxidative Wirkungen:

Untersuchte Komponente: Wirkung: Autoren:
1) pflanzliche Polyphenole: sind Antioxidantien und kénnen sowohl die LDL- Zloch, 1974 [474]

Oxidation, als auch die Bioaktivitat carzinogener
Substanzen hemmen; zusatzlich sind sie in der

Lage, antioxidative und detoxifizierende Enzyme

zu aktivieren

2) Resveratrol: hemmt die Oxidation humanen LDLs Frankel et al., 1993 [146]
3) Phenole; Zimtsaurederivate Extrakte phenolischer Stoffe aus verschiedenen Abu-Amsha et al., 1996 [1]
(Kaffeesaure) aus Rotwein: Getréanken hemmen die Serum- und LDL-Oxidatio

(Lipid-Hydroperoxid-Bildung) in vitro;

das extrahierte Zimtsaurederivat Kaffeesaure
hemmt in Konzentration ab 1uM die Lipidoxida-
tion und schont so a-Tocopherol

4) Phenole: schitzen LDL vor Oxidation

Goldberg et al., 1996 [163]

5) pflanzliche Phenole: wirken als Radikalfanger und Antioxidantien.
Hypothese: aus Traubenpigmenten werden im
Laufe des Reifungsprozesses stabilere
Pigmentmolekile mit verdnderter Aktivitat

Brouillard et al., 1997 [48]

6) Wein-Flavonoide, Vitamin E und senken in vitro die Spiegel cytotoxischer Wickramasinghe et al., 1996 [457]
andere Antioxidantien aus Komplexe wie Acetaldehyd und Acetaldehyd-
Nahrungsmitteln: Albumin

7) Rotwein-Flavonoide wie Resveratrol haben bessere antioxidative Wirkungen als o-  Constant, 1997 [84]
und Quercetin: Tocopherol, wobei in Traubensaft nur etwa die

Halfte der Flavonoidmenge des Rotweins
enthalten sein soll

8) Rotwein-Inhaltsstoffe: Stilbene haben antioxidative Eigenschaften und kénnen al Fauconneau et al., 1997 [127]

(Resveratrol und Adstringin) und Radikalfanger wirken
Flavonoide (Anthocyane und

Catechin):
9) Rotwein und dessen fraktionierte hemmen LDL-Oxidation und verzégern die Kerry & Abbey, 1997 [220]
phenolische Komponenten: Aufnahme durch Makrophagen
10) Flavonoide aus Rotwein und hemmen die LDL-Oxidation, RW hat dabei die Miyagi et al., 1997 [285]
Traubensaft: langere Wirkdauer (bessere Aufnahme der

Rotwein-Flavonoide?)
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11) Polyphenolische Flavonoide:

hemmen die makrophagengesteuerte Oxidation
von LDL

Aviram & Fuhrman, 1998 [14]

12) Rotwein-Polyphenole

vermindern in vivo die Anfalligkeit von LDL fir
Oxidation

Nigdikar et al., 1998 [300]

13) Flavonoide und Hydroxystilben:

schitzen vor ,oxidativen Schaden* im Kérper

Goldberg et al., 1999 [165]

14) (+)-Catechin:

verhindert durch AAPH gesteuerte Oxidation von
Vitamin E und Lipiden im Plasma

Lolito & Fraga, 1999 [258]

15) Resveratrol

schitzt isolierte Rattenherzen vor ischamischen
Reperfusionsschaden

Ray et al. 1999 [336]

16) Rotwein:

verhindert die zellgesteuerte Oxidation
von LDL und HDL

Rifci et al., 1999 [354]

17) Resveratrol

verhindert eine durch Cu**-lonen oder Azo-
komponenten induzierte oxidative Modifikation
humanen LDLs

Zou et al.; 1999 [476]

18) trans-Resveratrol:

wirkt als Hydroxylradikalfanger, hilft Glutathion
zu sparen und verhindert somit DNA-Schadigung

Burkitt & Duncan, 2000 [50]

19) Rotwein:

erhdht postprandial die antioxidative Kapazitat
bei alteren Frauen

Cao et al., 2000 [55]

20) Rotweine (hier speziell Vini novelli):

besitzen antioxidative Kapazitat

Pellegrini et al., 2000 [323]

21) Phenole aus Bitterschokolade:

erhdéhen dosisabhangig den Epicatechin-
Plasmaspiegel und verhindern oxidative Schaden

Wang et al., 2000 [545]

22) trans-Resveratrol

d) andere Effekte
untersuchte Komponente:

erniedrigt die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase in
Rattenaorta-Homogenaten in vitro

Wirkung:

Orallo et al.; 2002 [306]

Autoren:

1) Weine und andere Traubenprodukte:

verursachen eine endothelabhangige
Vasorelaxation

Fitzpatrick, 1993 [134]

2) Nahrungsflavonoide wie Quercetin
(besonders aus Tee):

kénnen bei regelmaRiger Aufnahme das Risiko
eines Schlaganfalls verringern

Keli et al., 1996 [219]

3) nichtalkoholische Komponenten des
Rotweins:

erhéhen den Gehalt an mehrfach ungesattigten
Fettsauren in Plattchen-Phospholipiden beim
Gesunden und verringen die Thrombozyten-
aggregationsneigung

Pellegrini et al., 1996 [321]

4) Rotwein-Phenole wie Quercetin und
Resveratrol:

erhéhen die HDL-Konzentration

Constant, 1997 [84]

5) Wein (bzw. seine Inhaltsstoff-
komposition aus Ethanol, Glycerin,
Ascorbinsaure und phenolischen
Weininhaltsstoffen):

schitzt vor Peroxid-induzierten DNA-Schaden
(Weilwein sogar besser als Rotwein)

Fenech et al., 1997 [131]

6) Rotwein-Phenole:

férdern in vivo die Bildung endothelabhangiger
Relaxationsfaktoren wie NO

Lugasi, 1997 [260]

7) naturliche Phenole in der Nahrung

bewirken experimentell eine Endothel-abhangige
Vasorelaxation in der Rattenaorta in vitro

Andriambeloson et al., 1998 [11]

8) Grapefruitsaft sowie auch Rotwein:

haben hemmenden Einflu} auf zellulares
Cytochrom Puso 3A4

Chan et al., 1998 [68]

9) Resveratrol:

hemmt die Ribonukleotid-Reduktase so-
wie die DNA-Synthese in Sdugerzellen

Fontecave et al., 1998 [141]

10) Rotwein-Extrakte und Phenole:

die Stoffe Resveratrol, Catechin, Epicatechin
(aus der Traubenschale) und die Proanthocya-
nidine (aus Kernen) wirken - wie auch Rotwein-
extrakte - als Antioxidantien und schitzen das
Myocard vor ischdmischen Reperfusionsschaden

Das et al., 1999 [92]

11) Resveratrol

hemmt MAP Kinasen-Aktivitat und wirkt stimu-
latorischen Effekten von Endothelin-1 entgegen

El Mowafy & White; 1999 [119]

12) Resveratrol:

steigert den NO-Synthetase-Gehalt, die
Exprimierung des Tumorsuppressorprotein-Gens
p53 und des Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitors
p21 (WAF1/CIP1), und unterdriickt die Prolifera-
tion bovinen Pulmonararterien-Endothels in vitro

Hsieh et al., 1999 [200]

13) Rotwein:

Weingenuss sowohl zu fettreicher als auch
mediterraner Ernahrungsweise erhéht die anti-

oxidative Kapazitat des Plasmas, vermindert DNA

Schaden und normalisiert die Endothelfunktion

Leighton et al., 1999 [249]

14) Gallate (Gerbsaureverbindungen):

hemmen die cytokininduzierte Aktivierung von
NF«B, sowie die Bildung von IL-1a, TNFa-indu-
zierter mRNA und Zelloberflachen-Adhéasions-
molekiilen wie VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin
in kultivierten HUVEC

Murase et al., 1999 [294]
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15) Resveratrol: hemmt die Expression von ‘tissue factor” in Pendurthi et al., 1999 [324]

Gefalzellen

16) Rotwein kann die Flow-velocity reserve im Tiermodell Shimada et al. 1999 [393]
beeinflussen

17) Resveratrol: induziert in vitro Apoptose in menschlichen Surh et al., 1999 [404]
promyelo-zytischen Leukdmiezellen (HL-60)

18) Resveratrol: induziert MAP-Kinase-Aktivitat in bestimmten Tredici et al., 1999 [428]

neuronalen Zellen und kénnte als Neuroprotek-
tivum wirken (Demenz)

19) Rotwein: wirkt den Folgen fettreicher Ernahrung entgegen Cuevas et al., 2000 [91]
und fiihrt iber den NO-cGMP-Weg zu einer
Relaxation glatter Mukulatur in BlutgefaRen

20) Resveratrol: hat einen antiproliferativen Effekt auf menschliche Schneider et al., 2000 [382]
Colonkarzinom-Zellen

21) Rotwein: beeinflusst Lipoproteine und stimuliert die zellula- Senault et al., 2000 [389]
re Abgabe von Cholesterin an Serumproteine

22) trans-Resveratrol hemmt in zellfreien in vitro Studien die DNA- Stivala et al.; 2001 [411]
Polymerase a und &

23) Rotwein-Polyphenole steigern eNOS-Expression und NO-Freisetzung Leikert et al.; 2002 [250]
aus Endothelzellen

24) Resveratrol verhindert eine durch Angiotensin-ll-induzierte ~ Haider et. al.; 2002 [174]
Hypertrophie von glatter GefaRmuskulatur

25) Rotwein-Polyphenole erhéhen den Calziumgehalt in Endothelzellen der Martin et al.; 2002 [269]
Rinderaorta

26) Resveratrol und Quercetin senken die TF-Expression Di Santo et al.; 2003 [99]

27) Delphinidin (phenolischer zeigt - wahrscheinlich uber einen Cyclin-abhangi- Favot et al.; 2003 [128]

Rotweininhaltsstoff) gen Signalweg - einen hemmenden Effekt auf die

Angiogenese

28) Rotwein-Polyphenole steigern die NO-Synthase Expression und Hollenberg; 2003 [196]

nachfolgende NO-Freisetzung von Endothelzellen
29) Delphinidin (ein Anthocyan aus dem hemmt eine Endothelzellproliferartion und ein Martin et al.; 2003 [270]

Rotwein) Fortschreiten des Zellzyklus durch vortibergehen-
de Aktivierung von ERK-1/-2
30) Delphinidin verhindert eine Endothelzell-Apoptose durch Martin et al.; 2003 [271]

Aktivierung des ‘NO-Signalwegs und Uber
Regulation der intrazelluldren Calziumhomdostase

31) Trauben-Polyphenole haben vasorelaxierende Wirkung auf praparierte Mendes et al., 2003 [277]
Ratten-Aorten; dieser Effekt wird moglicherweise
Uber einen purinergen Signalweg (P2Y1 und
P2Y2 Purinozeptoren in Endothelzellen) vermittelt

32) Rotwein-Polyphenole verursachen Uber einen redoxsensitiven Mecha- Ndiaye et al.; 2003 [296]
nismus eine Endothel-abhangige, EDHF-vermit-
telte Relaxation von Koronararterien-Praparaten
des Schweines

33) Resveratrol hemmt die membranassoziierte Proteinkinase C ¢ Slater et al.; 2003 [398]
(PKC a) und die konventionelle PKC

34) Rotwein reguliert die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) Wallerath et al., 2003 [450]
sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene
hoch

35) Rotwein-Polyphenole induzieren Vasorelaxation tber gesteigerte NO- Zenebe et al., 2003 [470]
Bioaktivitat

e) Aussagen zu Weilwein und Ethanol:

untersuchte Komponente: Wirkung: Autoren:
1 & 2) Alkohol: erhdéht HDL und senkt die Thrombozytenaggre- Goldberg et al., 1996 [164] und
gation (proportional zum Gehalt) Goldberg et al., 1999 [165]
3) Rotwein, Weilwein, Traubensatft, scheinbar ist nur Ethanol die Komponente mit Pace-Asciak et al., 1996 [309]
Traubensaft und Resveratrol: der antithrombotischen Wirkung
4) Rotwein und Weilwein: Weilwein schitzt besser als Rotwein vor Hydro- Fenech et al.,1997 [131]
genperoxid-induzierten DNA-Schéaden in vitro
5) Ethanol und und Nichtflavonoid- haben keinen EinfluR auf die LDL-Oxidation Miyagi et al.,1997 [285]
Phenole:
6) Alkohol: beeintrachtigt die Plattchenfunktion und hat Ein- Hendriks & van der Gaag, 1998 [187]
fluR auf die Fibrinolyse
7) Rotwein, Weilwein: WeilRwein hat einen geringeren Phenolgehalt als Lamuela-Raventos & de la Torre-
Rotwein Boron, 1999 [243]
8) Ethanol: hat bei der Hemmung zellvermittelter LDL- und  Rifci et al.,1999 [354]

HDL-Oxidation durch Rotwein keinen Einflul
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9) Ethanol steigert, in Abhangigkeit von der Calzium- Slater et al.; 2003 [399]
Konzentration und anderer Aktivatoren, entweder
die Aktivierung der PKC a uber rho GTPasen
durch Erhéhung der Interaktionen beider Proteine
oder aber vermindert die Aktivitét der rho GTPase
assoziierten PKC a durch Beeinflussung der
entscheidenden Konformationsanderungen

f) kontroverse Ergebnisse:

untersuchte Komponente: Wirkung: Autoren:

1) Rotwein: der kardioprotektive Effekt wird vermutlich iber Day & Stansbie, 1995 [93]
Urat vermittelt

2) Wein: protektiv wirkt geringer Lebensstress, Alkohol-  Cleophas et al., 1996 [78]
konsum dagegen erhdht das Myokardinfarkt-Risik:

3) Rotwein: hat keinen EinfluR auf die Oxidierbarkeit von LDL De Rijke, 1996 [95]

4) Resveratrol: fordert atherosklerotische Lasionen im Tiermodell Wilson, 1996 [459]
bei Kaninchen (Hypercholesterindmie-Stdmme)

5) pflanzliche Polyphenol: Quercetin, RW-Farbstoffe und Phenolcarbonsau- Zloch, 1996 [475]

ren in Kaffee zeigen in Gentoxizitatstests muta-
gene Eigenschaften (bei der Aufnahme normaler
Mengen besteht aber kein erhdhtes Risiko bezlig-
lich der Induktion neoplastischer Erkrankungen)

6) Resveratrol: hat bei gesunden Ratten keinerlei Effekt auf das Turrens et al., 1997 [432]
Lipoproteinprofil und schiitzt auch nicht vor Se-
rumlipid-Oxidation; es zeigt sich in vitro aber ein
antioxidativer Effekt gegenliber Hydroxid-Radi-

kalen
7) Rotwein: zeigt keinen positiven Akuteffekt auf die Endo-  Djousse et al., 1999 [108]
thelfunktion
8) Rotwein, Bier und vermindern den 3-Carotingehalt im Plasma (Bier Van der Gaag et al., 2000 [439]
Spirituosen: und Spirituosen vermindern zusatzlich noch den

Vitamin C-Gehalt) - die absolute antioxidative Ka-
pazitat des Blutplasmas wird dadurch aber nicht
wesentlich beeinflusst

9) (-)-Epigallocatechin-3-gallat (ein Tee- induziert eine Endothel-unabhangige Kontraktion Alvarez-Castro et al.; 2004 [9]
Catechin) der Rattenaorta, wahrscheinlich durch Erhéhun
unspezifischer und Dihydropyridin-sensitiver Ca“’-
Kanale in den Membranen der glatten Gefal3-
muskulatur

4.3. Hinweise und Ergebnisse aus ex vivo-, in vivo- und Tiermodellen

untersuchte Komponente: Ergebnis: Autoren:
1) Alkohol: mehr als 36% der Tagesenergiemenge Rudel et al., 1981 [366]

regelmafig in Form von Ethanol aufge-nommen
vermindert das Fortschreiten atherosklerotischer
Lasionen

2) Resveratrol: zeigt an der isolierten Meerschweinchen-Trachea Ragazzi et al., 1988 [334]
einen Relaxierungseffekt, der durch B-Blocker unc
Indometazin hemm-bar ist

3)und Kinetikexperimente und Konzentrations- Bertelli et al., 1996 [30], und
4) Rotwein, sowie trans- und cis- messungen von cis- und trans —Resvera-trol in Bertelli et al., 1996 [31]
Resveratrol: Rattengeweben nach oraler Rot-wein-Gabe zeige!l

eine Affinitat zu Leber und Nieren sowie eine
verstarkte Bioakti-vitat im Herzen

5) Resveratrol und Quercetin: zeigen an isolierter Rattenaorta vasorela-xierende Chen et al., 1996 [71]
Effekte
6) Rotwein: i. v. Gabe hemmt im Tierversuch die Demrow et al., 1996 [98]

Plattchenaktivitdt und die Thrombosie-
rungsneigung in stenosierten Koronar-arterien.

7) Wein und Traubensaft: kénnen die Plattchenaggregation in vivo Pace-Asciak, 1996 [309]
beeinflussen, allerdings schwacher als Ethanol

8) Rotwein-Phenole: induzieren NO-Produktion und endothel- Andriambeloson et al., 1997 [10]
gesteuerte Vasorelaxation in der Ratten-aorta

9) Resveratrol: hemmt, wenn auch etwas schwacher als Belguendouz et al., 1997 [25]

Flavonoide, beim Schwein die Oxidation von LDL
(in Konzentationen 0,5, 1 und

1,5 uM) durch Chelierung von Metallionen und
Radikalfangereigenschaften

10) Rotwein: induziert im Kaninchen eine endothelab-hangige, Cishek et al., 1997 [77]
wohl liber cGMP vermittelte GefaRrelaxation, die
durch NG-L-Arginin-Methylester hemmbar ist.
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11) Rotwein, Quercetin und Catechin:  senken LDL-Oxidation (durch Erhéhung einer Hayek et al., 1997 [182]
Serum-Paraoxonase-Aktivitat) und
Thrombozytenaggregation in Apolipopro-tein E-
defizienten M&usen. Phenole kénnten mit den
LDL-Partikeln dabei eine Etherbindung ausbilden.

12) Traubenkern-Proanthocyanidine: zeigen im Rattenmodell Radikalfanger-aktivitdt ~ Sato et al., 1999 [374]
und schitzen so Zellen vor oxi-dativem Stress, wi
er bei Ischamie und Reperfusion auftreten kann

13) Rotwein: moduliert im Rattenversuch die Hdmo-stase und Wollny et al., 1999 [460]
verhindert eine experimentell erzeugte
Thrombosierung wahrscheinlich tiber einen NO-
abhangigen Mechanismus

14) Resveratrol schutzt im experimentellen Tiermodell Zou et al.; 2000 [477]
(Kaninchen) nach Endothel-Denudation vor einer
ntima-Hyperplasie

15) Rotwein verhindert eine durch Homocystein indu-zierte Fu et al.; 2003 [150]
Endotheldysfunktion in Koronar-arterien des
Schweines

16) Rotwein und Resveratrol verbessern die Endothelfunktion in Kanin-chen  Zou et al.; 2003 [478]

(hypercholesteramische Stdmme) gemessen an
den Parametern FMD (flow mediated dilatation)
der Arteria femoralis, ET-1-Freisetzung und
Plasma-NO-Gehalt
17) Rotwein (bzw. die darin enthaltenen wirkt einer durch Zigarettenrauch indu-zierten Papamichael et al; 2004 [314]
Antioxidantien) Endotheldysfunktion in gesunden Nichtrauchern
entgegen

4.2.4. Zusammenfassung der protektiven Eigenschaften sekundarer Pflanzenstoffe

in Hinsicht auf die Atheroskleroseentstehung

Die Mehrzahl der vorgenannten Untersuchungsergebnisse lal3t den Schluss zu,

dass vor allem Rotweininhaltsstoffe primar pflanzlichen Ursprungs fur die angefihr-

ten protektiven Eigenschaften verantwortlich sind, die sich folgendermallen zusam-

menfassen lassen:

1. Senkung des oxidativen Stresses durch Erhohung der antioxidativen Kapazitat
und Radikalfangeraktivitat, dadurch auch verminderte Fettsdure-Oxidation

2. antithrombotischer Effekt durch Hemmung der Thrombozytenaktivitat und -
aggregabilitat

3. Gefalrelaxation durch eine NO-cGMP-vermittelte Beeinflussung der glatten
Gefalmuskulatur

4. Beeinflussung von Mediatorproduktion sowie Oberflachenmolekulstruktur des
Endothels (Einflusse auf Suppressorgen- und DNA-Ebene.)

Die WHO definierte 1997 “moderaten” Alkoholkonsum mit 10-30 g Alkohol pro Tag,
die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung e.V. (DGE) 1999 mit maximal 20 g Alkohol
taglich. Um das Risiko fur koronare Herzerkrankung, Myokardinfarkt und Apoplex
um bis zu 40% zu reduzieren, kdnnten Frauen demnach maximal 15-25 g und Man-
ner maximal 20-35 g Alkohol taglich zu sich nehmen [82, 156; 249, 344, 355]. Bei
einem angenommenen durchschnittlichen Alkoholgehalt von 12 Vol.% entspricht
das 150 bis 350 ml Rotwein taglich. Viele Mediziner gehen aber davon aus, dass
schon bei regelmafiger Aufnahme von etwas mehr als 30 g Alkohol taglich die
schadlichen Auswirkungen etwaige Nutzeffekte bei weitem Uberwiegen [149, 232;
293].

5. Informationsuibertragung in der Zelle

Alle in den vorgenannten Kapiteln erwahnten Erkenntnisse zu Zellentwicklung und
Wachstum, zu Entstehung von GefalRerkrankungen und schlieBlich auch zu phar-
makologisch fassbaren Eingriffen von Nahrungsinhaltsstoffen in physiologische
Systeme des Organismus haben Regelkreise und den Austausch von Informationen
zwischen verschiedenen Korperregionen und Organbausteinen zur Grundlage. Die
Mechanismen zur Informationsweitergabe haben sich im Laufe der Evolutions-
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geschichte herausgebildet. Sie sind kompliziert, untereinander vernetzt, und haben
Anteil unter anderem an immunologischen Prozessen, Zellreaktionen, Determinie-
rungsprozessen und Apoptose. Somit stehen sie auch mit einer Vielzahl von Erkran-
kungen in Zusammenhang, angefangen bei Mil3bildungen uber chronisch entzind-
liche Prozesse bis hin zu maligner Entartung.

5.1. Ubersicht

5.1.1. Mechanismen und Signalstoffe

Die Zellen eines Zellverbandes sind durch sogenannte Gap Junctions (Nexus), be-
stehend aus verschiedenen Proteinen (z.B. Integrine, Connexine, Cadherine und
Catenine) [199; 201; 242] miteinander verbunden, die ihrerseits mit dem Cyto-
skelett in Verbindung stehen [383]. So kann kontrollierter Stoffaustausch stattfinden
und Informationen (beispielsweise Uber cAMP) innerhalb einer Zelle weitergegeben
bzw. von einer Zelle zur nachsten Ubermittelt werden. Wenn Information Uber
weitere Strecken von einer Korperregion oder einem Organsystem zu einem
anderen transportiert werden soll, wird in der Regel auf Hormone und Transmitter-
substanzen zuruckgegriffen. Im Gegensatz zu lipophilen Botenstoffen wie Steroid-
hormonen, Thyroxin oder Retinolsaure [221], deren Wirkort in der Regel direkt im
Zellkern der Zielzellen liegt, sind hydrophile Signalmolekile (meist kleine Proteine
oder Peptide) wie die meisten Hormone und Wachstumsfaktoren nicht ohne weite-
res in der Lage, die lipophile Zellmembran zu Uberwinden. lhre Information wird
daher Uber unterschiedliche, membrangebundene Rezeptoren ins Zellinnere
weitervermittelt. Diese Rezeptoren sind integrale Membranproteine die auf
extrazellularer Seite einen - beispielsweise zellproliferationsstimulierenden - Boten-
stoff ("first messenger") binden konnen. Durch eine dadurch zustandekommende
Veranderung der raumlichen Struktur wird auf der intrazellularen Seite der Mem-
bran ein Zweitsignal ausgeldst, welches im weiteren Verlauf zu zellularen Reak-
tionen wie DNA-Duplikation und Zellteilung (bei Wachstumsfaktoren) oder Gen-
aktivierung und -translation (bei Hormonen) fuhren kann.

Wachstumsfaktoren haben aber nicht ausschliel3lich mitogene Wirkung, sondern
kénnen auch die Zelldifferenzierung und sogar Motilitat der einzelnen Zellen beein-
flussen, denn eine Zelle kann sich nur dann mitotisch teilen, wenn sie zuvor unter
dem Einflull von Wachstumsfaktoren mit separierender Wirkung ("Scatter-Fakto-
ren") die Zellkontakte mit ihren Nachbarn abbrechen konnte. Diese von Fibro-
blasten erzeugten Glycoproteine - eines der bekanntesten ist HGF/SF (hepatocyte
growth factor/ scatter factor) - beeinflussen die Zelle Gber transmembranale Rezep-
toren, z. B. den 'C-Met Tyrosin-Kinase-Rezeptor” [421].

Einige Wachstumsfaktoren kdnnen - je nach Zielzelle und Beeinflussung der Proto-
onkogen-Expression - sowohl proliferationsfordernd als auch -hemmend wirken,
wahrend sie bei embryonalen Zellen durch die Beeinflussung der Homoéobox-Regu-
latorgen-Expression das Wachstum in eine bestimmte Richtung (Kdérperachsen)
dirigieren [221; 417].
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5.1.2. Beispiele fur Wachstumsfaktoren

Name: Vorkommen: Struktur: Molekulargewicht:
EGF ("epidermal growth factor") | Plasma, Speicheldrise eine Polypetidkette ~6000 kd
PDGF ("platelet derived growth | Thrombozyten zwei Polypetidketten ~ 30 000 kd

factor")

FGF (“fibroblast growth factor")

glatte Muskelzellen, Plasma,
einige Isoformen sollen auch im
Zellkern vorkommen [61]

eine Polypeptidkette

verschiedene Isoformen: 18,
21.5, 22 und 24 kd

IGF I ("insulin like growth factor")

Plasma

@hnlich dem Proinsulin)

eine Polypeptidkette (sehr

~ 13 000 kd

Tab. 4: Wachstumsfaktoren

Die Wirkweise solcher Wachstumsfaktoren sei im Folgenden am Beispiel des
"epidermal growth factors" (EGF) der Maus erlautert: Es handelt sich um ein klei-
nes Protein (53 Aminosauren) von 6 kd, das durch Prozessierung eines 1168
Aminosaurereste-langen Transmembran-Vorlauferproteins entsteht und dessen
Tertiarstruktur durch drei Disulfidbricken stabilisiert wird. Es bindet an Rezeptoren
der Zelloberflache, von denen es, je nach Zelltyp etwa 40 000 bis 100 000 pro Zelle
gibt. Im Tiermodell kann es bei Injektion in neugeborene Mause zu vorzeitiger
Offnung der Lidspalte und Zahndurchbruch fiihren, aber auch die DNA-Synthese
und Zellteilung verschiedener Kulturzellen anregen [81; 186; 375].

Abb. 7: Aminosauresequenz von EGF
(nach Savage et al.,1973) [375]
(Erlauterung des internationalen Aminosaure-

Co

des siehe Anhang)

5.1.3. Unterschiedliche Rezeptortypen
5.1.3.1. Typ1: Proteinkinasen

Der Rezeptortyp 1 besitzt selbst Enzymaktivitat. Es handelt sich um Proteinkinasen
mit transmembranaler Helix, die die y-Phosphat-Gruppe des ATP auf andere Mole-
kile (z. B. auf die Hydroxy-Seitenketten der Aminosauren Tyrosin, Serin und Thre-
onin) Ubertragen kdnnen.

Typ: Name: Struktur: Molekulargewicht: Funktion:

1 EGF EGF- Rezeptor eine Polypeptidkette ~ 170 000 kd tyrosinspezifische Proteinkinase

2 IGF | - Rezeptor zwei o, - Ketten ~ 135 000 kd tyrosinspezifische Proteinkinase
zwei B - Ketten ~90 000 kd

3 PDGF-Rezeptor eine Polypeptidkette ~ 185 000 kd tyrosinspezifische Proteinkinase

4 FGF-Rezeptor eine Polypeptidkette ~ 130 000 kd tyrosinspezifische Proteinkinase

Tab. 5: Beispiele fir Wachstumsfaktor-Rezeptoren
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Oftmals sind diese Rezeptoren Tyrosin-Kinasen, die durch Bindung des Botenstof-
fes aktiviert werden und durch Phosphorylierung von Tyrosin-Resten intrazellularer
Proteine deren chemische Aktivitat verandern. Auf diese Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
wird in Kapitel 5.4. noch genauer eingegangen. In erster Linie phosphoryliert dieser
Rezeptor sich am zytosolseitigen, carboxyterminalen Ende selbst. An die so ent-
standenen phosphorylierten Tyrosinreste binden dann spezifisch Proteine, die
durch anschlieRende Phosphorylierung ihrerseits als Enzyme aktiviert werden und
so das Signal ans Zellinnere weitergeben konnen.

5.1.3.2. Typ 2: lonenkanal

Der Rezeptortyp 2 ist ein Protein mit lonenkanal-Funktion, das in der Regel vier
Transmembran-Helices enthalt. Die Bindung eines Botenstoffes fuhrt hier zu einer
Erhohung der Offnungswahrscheinlichkeit eines Kanals fiir bestimmte lonen, meist
Ca?*, Na*, K" oder CI". Auf eine solche Veranderung der lonenkonzentration rea-
giert jede ZeIIe mit einer fur sie typischen Antwort. So bendtigen Muskelzellen zur
Aktivierung ihrer Aktin-Myosin-Strukturen einen erhdhten intrazelluliren Ca** -
Spiegel. Auch Neuronen nutzen mit ihren Transmittern dieses Rezeptorsystem:
Acetylcholin bindet an den nicotinischen cholinergen Rezeptor, einen Na*- und K*-
Kanal, GABA an den neuronalen A-Rezeptor, einen Chlorid-Kanal.

5.1.3.3. Typ 3: Sieben-Helix-Rezeptor

Der Rezeptortyp 3 besitzt sieben Transmembran-Domanen in Form von a-Helices
und wird auch als 7-Helix-Rezeptor bezeichnet. Er Ubertragt seine Signale mit Hilfe
Guaninnucleotid-bindender Proteine, den sogenannten G-Proteinen. Auf diesen von
vielen hydrophilen Botenstoffen genutzten Mechanismus wird in Kapitel 5.3 noch
genauer eingegangen.

~— Oligosaccharide

uo@ﬂuuu ] NH;

——_SC000E00CC00g.,

[CYTOSOL]

5 &
Coscoceoaoeend
Coo-

oaﬁoemﬁu

.0...006.0G..’.Q.b..'@DO.QQ.OOOOQ(DufLf(

Abb. 8: Schematische Darstellung eines 7-Helix-Rezeptors
(nach Dohlman et al., 1987 und Maisel et al., 1987, bearbeitet) [109; 265]

5.2. Second Messenger

5.2.1. Eigenschaften und Beispiele

Im Laufe der Stammesgeschichte sind verschiedene Moglichkeiten fur den Trans-
port des intrazellularen Zweitsignals entstanden. Alle sogenannten Second
Messenger haben gemeinsame Eigenschaften:
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- Ihre intrazellularer Konzentration wird Uber extrazellulare Signale und Membran-
rezeptoren streng kontrolliert.

- Sie entstehen in einer kaskadenartigen Reaktion, d. h. ein Liganden-Rezeptor-
Paar kann bis zu seiner Inaktivierung viele entsprechende Zweitsignaltrager frei-
setzen oder aktivieren

- Falls mehrere Informationssignale tber den gleichen Second Messenger gene-
rieren, ist eine Integration von Signalwirkungen maoglich

Als Second Messenger kdonnen 3°,5°-cyclo-AMP (cAMP), cGMP, ein- und zweiwer-

tige lonen (z. B. Calzium), Diacylglycerin (DAG), Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und

Arachidonsaure sowie Fumarat (bei Halobakterien) fungieren.

5.2.2. Wirkungen von Ca**-lonen als Second Messenger

5.2.2.1. Eigenschaften des lons

Calziumionen treten bei vielen Signallbertragungswegen als intrazellularer Boten-

stoff auf, auBerdem sind sie fur die Aktin-Myosin-Interaktion, beispielsweise bei

Muskelbewegungen, von grundlegender Bedeutung.

Folgende Elgenschaften lassen es fur diese Rolle geeignet erscheinen:

- Der intrazelluldre Ca**-Spiegel ist normalerweise recht niedrig (etwa 0,1 uM intra-
zellular gegenltber 1uM extrazellular). Ein Grund dafur ist unter anderem das
Vorhandensein eines Uberschusses an phosphathaltigen Verbindungen im Cyto-
plasma mit der Gefahr der Bildung schwer |Gslicher Calzmmphosphate Durch
spezielle Transportsysteme, z.B. die Ca®**-ATPase oder den Na*-Ca**-Antiport
sorgen die Zellen fur eine gleichmalig niedrige Calzium-Konzentration in ihrem
Inneren. Der so aufrecht erhaltene Konzentrationsgradient gibt einer Zelle die
Moglichkeit, Gber die Offnung von lonenkanalen in Plasmamembran und/oder
sarkoplasmatischem Retikulum, eine Anhebung des intrazellularen Calziumspie-
gels - schnell und reversibel - zur Verschlisselung fur die Weiterleitung eines
extrazellular eintreffenden Signals zu nutzen.

- Eine weitere Eigenschaft ist seine Fahigkeit, sich fest an Proteine anzulagern. So-
wohl ungeladene Sauerstoffatome (wie Carbonylgruppen der Proteinhauptketten
oder die Sauerstoffatome von Glutamin- und Asparaginresten), wie auch negativ
geladene (in Glutamat- und Aspartatresten) binden bevorzugt an das zweifach
posmv geladene Calzium-lon (- das Mg?-lon, ein méglicher Konkurrent und
Ca?*-Inhibitor kann, selbst in zwei bis drei Zehnerpotenzen hdherer Konzen-
tration, verdrangt werden weil es nur sehr geringe Affinitat zu ungeladenen
Sauerstoffatomen zeigt, und weil Mg?* |n der Regel nur kleine symmetrische Ko-
ordinationsraume bildet, wahrend Ca?* auch zur Ausbildung asymmetrischer
Komplexe mit gréRerem Radius fahig ist.)

Somit ist von den ubiquitar im Korper vorhandenen Kationen das Calzium, im Ge-

gensatz zum Magnesium, gut fur die Bindung an unregelmafig geformte Protein-

taschen ausgestattet.

5.2.2.2. Vermittlung der Ca®* -Wirkung

Viele der Calziumwirkungen in der Zelle werden durch Calmodulin, ein 17 kd-
Protein (148 Aminosauren) vermittelt. Es dient in fast allen eukaryontischen Zellen
als Calziumsensor und besteht aus zwei ahnlich aufgebauten globularen Regionen,
die durch eine flexible lange a-Helix verbunden sind. Jede globulare Region besitzt
zwei sogenannte "EF-Hand-Strukturen", welche die eigentlichen Calziumbindungs-
stellen sind. Diese Orte der Calziumbindung vieler calziumempfindlicher Proteine
(benannt nach den Helices E und F im Parvalbumln [83]) bestehen jeweils aus
einer "Helix-Schleife-Helix"-Einheit, in der das Ca** an sechs Sauerstoffatome an-
gelagert werden kann [233]. Calmodulin besitzt somit vier Bindungsstellen fir
Calzium-lonen. Steigt der cytoplasmatische Calziumspiegel auf tUber 0,5 uyM an,
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wird Calmodulin durch die Bindung von drei oder vier Calzium-lonen aktiviert und
verandert seine Form.

¥ EF1 S flexible Region
zwischen den Doménen

flexibles Verbindungs-
stiick ~

Abb. 9: Ca®*-Calmodulin und seine Konformationsénderung bei Bindung an
ein Zielprotein (nach Babu et al., 1987 u.1988 und Ikura et al., 1992)
[21; 22; 204]

Das Ca**-Calmodulin ist ein Regulator, der mit etlichen Zielproteinen in Wechsel-
wirkung treten und diese so aktivieren kann. Beispiele hierfur sind die Myosin-
Leichtketten-Kinase, die multifunktionelle, calmodulinabhangige Protein-Kinase Il
(CaM-Kinase II) [187; 357; 387], welche verschiedene Proteine phosphoryliert und
so Einfluss auf lonenpermeabilitat, Energiestoffwechsel und auch Synthese und
Freisetzung von Neurotransmittern nehmen kann und schlieBlich die Ca?*-ATPase-
Pumpe der Plasmamembran, die die urspringliche Calziumkonzentration in der
Zelle wieder herstellt [80].
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Calmodulin

Ca ™ Calmodulin ADP ATP
©) ) \
Q ...A_,_, \ Phosphatase

inaktive Kinase vollkommen aktive Kinase vollkommen aktive Kinase teilweise aktive Kinase inaktive Kinase

Abb. 10: Wirkweise des aktivierten Calmodulins am Beispiel der CaM ll-Kinase [modifiziert, nach
387]

Die vielen unterschiedlichen Zielproteine erkennt Calmodulin wahrscheinlich Uber
deren positiv geladene, amphipathische a-Helixregionen mit Leucin-, Lysin- oder
Tryptophanresten, die mit durch die Ca®*-Bindung frei werdenden negativ gelade-
nen komplementaren Regionen der globularen Domanen eine Bindung eingehen
kénnen [80; 233].

5.3. G-Proteine

5.3.1. Aufbau, Funktionsmechanismus und Inaktivierung

"Guaninnucleotidbindende Proteine" oder G-Proteine sind Teil des Signaltransduk-
tionsmechanismus bei sogenannten Klasse-3-Rezeptoren oder "G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren". Diese zeichnen sich, im Gegensatz zu den Klasse-2-Rezep-
toren (sog. "ligandengesteuerten lonenkanalen"), durch sieben statt vier Trans-
membran-Domanen aus und werden deshalb auch als "7-Helix-Rezeptoren" oder
"Serpentinrezeptoren” bezeichnet. G-Proteine sind Heterotrimere, sie bestehen aus
je einer a-Untereinheit mit 45 kd, einer - sowie einer y-Untereinheit, mit 35 bzw. 7
kd [169; 267; 360]. Die a-Untereinheit ist der Bindungsort eines Guanosin-Diphos-
phat (GDP)-Moleklls. Nach Bindung eines passenden Moleklls am Rezeptor wird
das zugehorige ruhende G-Protein durch Austausch von Guanosin-Diphosphat an
der a-Untereinheit gegen energiereicheres Guanosin-Triphosphat (GTP) aktiviert.
Die aktivierte a-GTP-Untereinheit spaltet sich vom By-Proteinkomplex ab und inter-
agiert ihrerseits mit der ebenfalls zum Rezeptor gehdrigen Effektoreinheit (z. B.
lonenkanal, Phospholipase C, Adenylat-Cyclase oder einer zytosolstandigen Pro-
teinkinase). Ein einzelner Botenstoff-Rezeptor-Komplex kann so die Bildung vieler
aktiver G, katalysieren und so beispielsweise ein Anspringen der Adenylat-Cyclase-
Kaskade initileren [208; 359].

Die Inaktivierung erfolgt durch Hydrolyse des GTP zu GDP (wobei die a-Einheit

selbst als GTPase fungiert) und anschlieRendem ‘Reassembling” mit dem verblie-
benen By-Proteinkomplex [169; 360].
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Abb. 11: Schema von Aktivierung und Inaktivierung bei G-Proteinen
[modifiziert, nach 169 und 360]

5.3.2. Funktionelle Regionen und Angriffspunkte fur bakterielle Toxine

G-Proteine konnen durch die Bindung von Choleratoxin (produziert von virulenten
Stammen von Vibrio cholerae) oder Pertussistoxin (Bordetella pertussis) in ihrer
Funktion veréndert werden. Die Toxine katalysieren die Ubertragung einer ADP-
Ribosylgruppe von NAD" auf einen Arginin- oder Cysteinrest der G,-Untereinheit.
Diese Modifikation durch das Choleratoxin scheint die aktivierte GTP-Form des G-
Proteins, die Veranderung durch Pertussistoxin dagegen die inaktive GDP-Form zu
stabilisieren und somit die bekannten Wirkungen im Korper auszulésen [87; 348].

GTP-GDP- Effektor- Rezeptor-

Bindung von Sy Bindung bindung bindung
Bindungsstelle flr Bindungsstelle
Choleratoxin fur

Pertussistoxin

Abb. 12: Funktionelle Regionen von G, [modifiziert, nach 377]

5.3.3. Vier funktionelle Untertypen

5.3.3.1. Die Adenylat-Cyclase-Kaskade

5.3.3.1.1. Wirkmechanismus und Inaktivierung

Die a-Untereinheit eines bestimmten G-Proteins aktiviert eine membranstandige
Adenylat-Cyclase, welche ATP-Molekule in cAMP umwandelt, so dass dessen in-
trazellulare Konzentration ansteigt. Das G-Protein, das die Adenylat-Cyclase kon-
trolliert, wird auch stimulatorisches G-Protein oder G5 genannt (bei einigen wenigen
G-Proteinen kann allerdings auch eine Hemmung der Adenylat-Cyclase beobachtet
werden). Die meisten Wirkungen des cAMP in Eukaryontenzellen gehen vermutlich
auf dessen Aktivierung einer einzigen Proteinkinase zuruck [239]. Dieses Schlus-
selenzym bezeichnet man als Protein-Kinase A (PKA). Es besteht aus zwei katalyti-
schen C-Ketten, die von zwei regulatorischen R-Ketten blockiert werden. In Abwe-
senheit von cAMP ist der R,C,-Komplex katalytisch inaktiv. Wird jedoch cAMP, ein
allosterischer Effektor, an die regulatorischen Einheiten gebunden, kommt es zur
Freisetzung der katalytischen Ketten. Die aktivierte PKA phosphoryliert nun spezi-
fische Serin- und Threoninreste in einer ganzen Reihe von Zielproteinen, z. B. in
lonenkanalen, und ist so in der Lage, deren Aktivitat zu verandern [202].
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Um den inaktiven unstimulierten Ausgangszustand wieder herzustellen, sind fol-

gende Schritte nétig:

- durch die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit von Gs wird gebunde-
nes GTP in kurzer Zeit wieder zu GDP hydrolysiert.

- auch der Hormon-Rezeptor-Komplex muss inaktiviert werden: eine Rezeptor-Ki-
nase phosphoryliert das carboxyterminale Ende eines Hormon-Rezeptor-Kom-
plexes und ein Arrestin-Protein schirmt den phosphorylierten Rezeptor zusatzlich
ab, um die Fahigkeit der Aktivierung von Gg weiter zu verringern [358; 360].

- schlieBlich wird das am Rezeptor gebundene Hormon entfernt und cAMP wird
durch die cytoplasmatische Phosphodiesterase abgebaut. Dieser Enzymschritt
kann pharmakologisch durch Methylxanthine wie Coffein und Pentoxifyllin oder
die pharmakologische Stoffgruppe der PDE-Inhibitoren [257] gehemmt werden.

5.3.3.1.2. Hormone, die cAMP als Second Messenger benutzen

Folgende Hormone nutzen cAMP als Zweitsignaltrager: Adrenalin, Calcitonin, Cho-
riogonadotropin, Corticotropin, FSH, Glucagon, Lipotropin, LH, MSH, Noradrenalin,
Parathormon, TSH und Vasopressin.

5.3.3.1.3. Beispiele fur physiologische Prozesse, die von cAMP und PKA reguliert

werden

- Aktivierung der Phosphorylase-Kinase [144]

- Senkung der Produktionsrate proinflammatorischer Cytokine wie TNF-a via NFkB
und NFAT [214; 423]

- Stimulierung der Expression spezifischer Gene Uber die PKA durch
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB ('cAMP-response element
binding protein’) oder AP-1 [214]

- Glykogenabbau

- Inaktivierung der Glykogen-Synthase [144]

5.3.3.2. Aktivierung eines lonenkanals

5.3.3.2.1. Wirkmechanismus und Inaktivierung

Bei dieser Variante bindet die aktivierte G,-Untereinheit des G-Proteins an einen
lonenkanal fiir Ca?’- oder K*-lonen. Die intrazelluldre Veranderung der lonenkon-
zentration I10st bei den Zellen entsprechende Reaktionen aus. Nach Hydrolyse des
GTP verringert sich die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanalproteins wieder.

5.3.3.3. Aktivierung einer Phosphodiesterase

5.3.3.3.1. Mechanismus

Die a-Untereinheit stimuliert hier eine cGMP-spezifische Phosphodiesterase, da-
durch wird cGMP beschleunigt hydrolysiert und der cytoplasmatische Spiegel sinkt
schnell ab (inhibitorischer Regelkreis).

5.3.3.4. Die Phosphoinositidkaskade

5.3.3.4.1. Wirkmechanismus und Inaktivierung

Hierbei handelt es sich um die rezeptorvermittelte Hydrolyse von membranstandi-
gem Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat.

Die Bindung eines Hormons wie ADH an einen Oberflachenrezeptor mit G-Protein-
Kopplung flhrt Gber einen der vorgenannten Schritte zur Aktivierung eines weiteren
Enzyms, der Phospholipase C (PLC). Dieses Enzym kommt in verschiedenen Iso-
formen vor (a, B, y und & mit Molekiimassen von 61 bis 154 kd), von denen
vermutlich alle bis auf den Isotyp PLCy1 von G-Proteinen aktiviert werden. PLC
hydrolysiert Membranlipide, und zwar an der Phosphodiesterbindung, welche die
phosphorylierte Inositoleinheit mit der acylierten Glycerineinheit verbindet. So ent-
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stehen durch Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zwei Reak-
tionsprodukte mit Second Messenger-Funktion:

- Inositol-1,4,5,-trisphosphat (IP3) und

- Diacylglycerin (DAG) [256; 346; 347; 409].

Das hydrophile IP3 wandert ins endoplasmatische Reticulum und bewirkt dort die
Freisetzung von Calziumionen aus intrazellularen Speichern. Das lipophile DAG
verbleibt in der Membran und aktiviert dort die multifunktionelle Protein-Kinase C
(PKC), die bei Anwesenheit von Ca?* und Phosphatidylserin Serin- und Threonin-
reste in vielen Zielproteinen phosphoryliert [281; 302]. Molekule, die mit Diacyl-
glycerin Strukturahnlichkeit aufweisen, kénnen die Proteinkinase C ebenfalls akti-
vieren. Ein Beispiel hierfur ist die Gruppe der Phorbolester wie Crotondl. Da Phor-
bolester physiologisch schwer abzubauen sind, ist die von ihnen induzierte Aktivie-
rung von langerfristiger Natur. Wegen dieses moglichen Eingriffs in die Kontroll-
ebene von Zellteilung und Zellproliferation gelten Phorbolester als potente Carzino-
gene bzw. Tumorpromotoren.

Beide so entstandenen Second Messenger werden in physiologischem Milieu in
kurzer Zeit wieder metabolisiert. IP3 kann entweder direkt durch Phosphatasen zu
Inositol abgebaut, oder auf anderem Wege erst zu Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat
phosphoryliert, und anschlieend in Inositol umgewandelt werden DAG wird ent-
weder zu Phosphatidat phosphoryliert, oder aber zu Glycerin und den ent-
sprechenden Fettsauren hydrolysiert (darunter auch Arachidonsaure, die normaler-
weise die Position 2 der Glycerineinheit von PIP, einnimmt und Vorstufe der Pro-
staglandine ist) [27].

5.3.3.4.3. Durch die Phosphoinositidkaskade vermittelte Effekte

- Adrenalinsekretion der chromaffinen NNR-Zellen

- Aggregation von Thrombozyten

- Glykogenolyse in Leberzellen

- Histaminsekretion von Mastzellen

- Insulinsekretion der Inselzellen

- Kontraktion glatter Muskelzellen

- Serotoninfreisetzung durch Thrombozyten und

- Sehreizibertragung in Photorezeptoren wirbelloser Organismen

Signal Rezeptor G-Protein-Typ Effektor Zellantwort

Adrenalin B-adrenerger Gs Adenylat-Cyclase Glykogenabbau
Rezeptor

ADH 7-Helix-ADH- Gq Phospholipase C Kontraktion glatter
Rezeptor Muskelzellen

Acetylcholin muscarinischer G Kaliumkanal Verringerung der
Rezeptor Schrittmacheraktivitat

Geruchsstoff-Molekul | Geruchsrezeptor Gor Adenylat-Cyclase Geruchsempfindung

Licht (Photonen) Rhodopsin Transducin | cGM-Phosphodiesterase | Sehempfindung

Tab. 6: Von verschiedenen G-Protein-Typen vermittelte physiologische Reaktionen (nach Stryer &
& Bourne, 1986) [413]

5.4. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind ebenfalls Vermittler von Proteinphosphorylierun-
gen bei der Signalibertragung. Im Gegensatz zu den "informationsmoderieren-
den" 7-Helix-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die nur eine Transmem-
bran-Domane aufweisen, jedoch selbst Enzyme. Die extrazellulare Domane mit
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dem N-Terminus tragt die Bindungsregion fur den Botenstoff, die katalytische Do-
mane mit den Autophosphorylierungsstellen ragt frei ins Cytosol.

’ ligandenbindende
\ Domaéne

Cytosol

Doméne §

Autophosphorylierungs- Z/ coo-
stellen

Abb. 13: Schematische Darstellung einer
Rezeptor-Tyrosin-Kinase

5.4.1. Die vier Klassen

Wie in Kapitel 5.1.3. einleitend angesprochen, unterscheidet man vier Klassen von
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Der EGF-Rezeptor steht fur Typ 1, der IGF |- bzw.
Insulin-Rezeptor fur Typ 2, der PDGF-Rezeptor fur Typ 3 und FGF-Rezeptoren flur
den vierten Typ.

Typ 2 ist, im Gegensatz zu den drei anderen monomeren Proteinen, ein Tetramer:
jede a-Kette ist Uber Disulfidbriicken an die andere a- sowie an eine B-Kette gebun-
den. Bei allen vier Ketten liegt das N-terminale Ende auf extrazellularer Seite.

I

N
l NH? NH?
00~ G

!
|

NHY

3
coo” c 00" [elele) coo-

1 2 3 4
Abb. 14: Die vier Klassen der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (modifiziert
nach Ullrich et al., 1986) [434]
1= EGF-Rezeptor; 2= Insulin-Rezeptor; 3=PDGF-Rezeptor; 4= FGF-
Rezeptor

5.4.2. Funktionsweise

Docken Botenstoffe, beispielsweise EGF, an den extrazellularen Bindungsregionen
der Rezeptormolekile an, kommt es bei den einzelnen Rezeptormolekilen zur
Konformationsanderung und einer Zusammenlagerung zu Dimeren. Dadurch wird
die Tyrosin-Kinase-Aktivitat des Proteins ,angeschaltet” und das katalytische Zen-
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trum einer Kette phosphoryliert in der Folge funf Tyrosinreste am carboxytermi-
nalen Ende der anderen Kette des Dimers. Diese Autophosphorylierung steigert die
Fahigkeit des Rezeptors, das empfangene Signal durch Phosphorylierung anderer
Proteine ins Zellinnere weiterzuleiten und scheint den Zielproteinen die Anlagerung
zu erleichtern.

Beim schon als Dimer aus zwei ap-Ketten vorliegenden Insulinrezeptor lauft die
Aktivierung ebenfalls Uber raumliche Konformationsanderung und gegenseitige
Autophosphorylierung der Dimerpartner ab.

Autophosphorylierung ' ' )
Liganden-Bindung Phosphorylierung von Zielproteinen

EGF-Rezeptor
2
%) é g g @j_E@
inaktive Monomere aktives Dimer

aktivierte Zielproteine

Abb. 15: Schematische Darstellung von Konformationsdnderung, Dimerisierung und Aktivierung
durch Autophosphorylierung am Beispiel des EGF-Rezeptors.

5.4.3. Tyrosin-Kinasen der src-Familie (,Nichtrezeptor-Tyrosin-Kinasen®)

Das c-src-Protein ist der Prototyp fur eine Familie von neun Tyrosin-Kinasen (da-
runter src, hck, fyn, yes und lyn), oft auch als Nichtrezeptor-Tyrosin-Kinasen
bezeichnet. Alle Mitglieder der src-Familie besitzen eine variable Region gefolgt von
SH2 (src-homology 2)- und SH3 (src-homology 3)-Domanen, der katalytischen
(Kinase)Region und einem kurzen carboxyterminalen Schwanz. Src, ein 60 kd-Pro-
tein des Cytoplasmas, ist im aktiven, metabolisch wirksamen Zustand membran-
affin (inaktiv ist es vorwiegend perinuklear angesiedelt). Diese Membranaffinitat
wird durch eine Myristylierung, eine kovalenten Verknupfung des N-Terminus mit
Fettsauren, vermittelt [230; 231].

Die Protein-Kinase c-src wird beispielsweise in Sauger-Fibroblasten vorubergehend
wahrend des Zellzyklus beim Ubergang von der G,-Phase zur Mitose aktiviert.
Auch Thrombin induziert Uber den G-Protein-gekoppelten 7-Helix-Thrombin-
Rezeptor einen schnellen (<30 sec), vorubergehenden Anstieg der Kinase-Aktivitat.
Schlielich sind auch sowohl der aj-adrenerge Rezeptor als auch der muskari-
nische m4-Rezeptor in der Lage, die src-Kinase-Aktivitat sowohl Uber Pertussis-
toxin-sensitive als auch -nichtsensitive G-Proteine zu erhdhen [318].

Diese Tatsachen deuten darauf hin, dass die Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen der src-
Familie ein Effektorsystem darstellen, das G-protein-gekoppelte Membranrezepto-
ren mit der Aktivierung untergeordneter Ebenen wie den ras-Proteinen und der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase)-Kaskade verbindet, die Signalwei-
terleitung also moderiert [263; 396].
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4.4.3.1. Wirkmechanismus

Adapterproteine wie Grb2 scheinen durch Tyrosinphosphorylierung aktivierte Wach-
stumsfaktorrezeptoren mit einem sog. ras-Guaninnukleotid-Austauschprotein (z.B.
sos) in Kontakt bringen zu kénnen (siehe auch Abb. 18). Nach einem solchen
Nukleotidaustausch bringt das GTP-gebundene ras ein Protein Namens raf-1-Kina-
se zur Plasmamembran, wo es aktiviert wird und die MAP-Kinase-Kaskade anstofit
[396]. Nichtrezeptor-Tyrosin-Kinasen wie die Mitglieder der src-Familie kdnnen
offenbar sowohl als direkte Effektoren von G-Proteinen wirken, als auch den ras-
Signallbertragungsweg aktivieren. Vermutlich geschieht dies Uber Adaptoren wie
die Shc-Moleklle, die - nach Phosphorylierung ihrer Tyrosinreste - mit Grb2 und
sos komplexieren und interagieren. Tyrosinphosphorylierte Shc-Molekule werden
beispielsweise in Zellen gefunden, die mit einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren
stimuliert oder auch durch v-src transformiert wurden [65; 263; 316; 318; 377].

Auch die verschiedenen Klassen der Phosphoinositid 3-Kinasen (PI3K) tragen an
ihrer regulatorischen Einheit SH2-Domanen [182; 183]. Diese strukturkonservierte
Familie - Oberflachenrezeptor-aktivierte Pl3K finden sich in so verschieden Eukary-
onten wie Saugetieren, Insekten, Nematoden und Schleimpilzen, nicht aber bei
Hefen - mit Signalubermittler-Funktion ist mutmallicher Erzeuger von Second Mes-
sengern, beispielsweise der Lipide Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat (PIP2) und
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (IP3), die offensichtlich bei rezeptorstimulier-
ten Signalprozessen, z. B. Uber eine Verbindung mit dem platelet-derived growth
factor receptor (PDGFR), von Bedeutung sind [275; 281; 466]. Klasse 1A Pls-Kina-
sen sind heterodimere Proteine bestehend aus einer regulatorischen Untereinheit
(85 kD), die eng mit einer katalytischen Untereinheit (110 kd) verbunden ist. Eine
Aktivierung erfolgt wahrscheinlich durch eine Translokation an der Plasmamembran
durch eine Interaktion der SH2-Domane der p85-Untereinheit von PlsK mit pYXXM-
Motiven von Rezeptorproteinkinasen oder deren Substraten, wobei verschiedene
Domanen von Adapter-Untereinheiten, Ras, sowie interagierende Proteine eine
Rolle spielen sollen. Das letztendlich entstehende Produkt, Inositol-1,4,5,-
trisphosphat (IP3), kann dann seinerseits mit verschiedenen Proteinen wie der
Akt/Proteinkinase B (PKB), Bruton's Tyrosinkinase (Btk), Phosphoinositide-
dependent kinase (PDK), der Integrin-linked kinase (ILK), der Proteinkinase C
(PKC), der Phospholipase Cy und anderen interagieren. Neben der Bildung von Ds-
phosphorylierten Lipiden haben die PIsK auch eine intrinsische Proteinkinase-
Aktivitat [466]. Fur die trimere GTP-bindende protein-aktivierte Pl3Ky beispiels-
weise, scheint eine entsprechende Proteinkinase-Aktivitat sogar notwendig zu sein,
um mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) beeinflussen zu kdnnen [466]. PlsK
kommt somit eine SchlUsselrolle in vielerlei zellularen Prozessen vielzelliger Orga-
nismen wie Zellteilung und Zellbewegung, Apoptose, Aktin-Reorganisation sowie
Regulation des vesikularen ‘'membrane-trafficking” zu [65; 231; 400; 404; 441]. Die
Steigerung ihrer Lipidkinase-Aktivitat kann in vitro unter anderem durch MCP-1 sti-
muliert werden [431], Statine (erste Untersuchungen existieren zu Lovastatin)
scheinen diesen Growth factor-Signalweg teilweise blockieren zu konnen [275].

5.4.3.2 Bedeutung von Autophosphorylierung und SH2- und SH3-Domanen

Die Zielproteine des Cytoplasmas erkennen ihre durch phosphorylierung aktivierten
Tyrosin-Kinasen mit Hilfe einer konstanten Region aus 100 Aminosaureresten, die
SH2 (src-homologe Region 2) genannt wird. Das src-Protein besitzt ebenfalls eine
katalytische Region mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat, ihm fehlt allerdings eine extrazel-
lulare Rezeptordomane fur Botenstoffe. Aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen jedoch
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konnen src binden und phosphorylieren die Tyrosinreste dieses Proteins - dadurch
wird auch seine katalytische Aktivitdt angeschaltet (src-Kinase) [133; 318].

Die SH2-Domanen, ein immer wiederkehrendes konserviertes Strukturmotiv, kén-
nen also offenbar bestimmte phosphorylierte Peptide erkennen und gezielt daran
binden. So bringen sie ihre Trager (src oder andere intrazellulare Signalproteine wie
ras) effektiv zu den aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen [133; 230; 396; 448]. Ein
weiteres Beispiel hierfur ist die Phospholipase C-lIsoform y1 (PLCy1), die in Kapitel
5.3.2.4. erwahnt wurde. Dieses Enzym wird vom EGF-Rezeptor aktiviert, was Calzi-
um-Freisetzung und Stimulierung der Protein-Kinase C zur Folge hat. Es wurde
nachgewiesen, da® PLCy1, im Gegensatz zu den anderen Phospholipase C -
Isoformen, zwei SH2-Domanen tragt (- zusatzlich ermoglicht auch ihr eine weitere
spezielle Domane, SH3 genannt, die Bindung an die inneren Cytoskelettstrukturen
der Plasmamembran) [346; 347].

In der Regel erkennen SH3-Domanen Aminosaure-Motive, die die Sequenz PXXP,
also eine Polyprolin-Typ Il (PP II) - Helix beinhalten. Sie selbst bestehen aus funf 3-
Strangen, die eine hydrophobe Bindungsoberflache fur die prolinreiche Sequenz bil-
den, flankiert von zwei Verbindungs-Schleifen, der sog. RT und der n-Src-Schleife.
Diese Schleifen kdnnen selbst offenbar ebenfalls spezifische Bindungen mit Ligan-
den eingehen und so die Affinitat erhdhen [318; 396].

Tyrosin-Kinase

se [ [ BT [ |
SH3 SH2
- ~ Phospholipase C _ Phospholipase C
e[ [ ] T ]
SH2 SH2 SH3
b2 [ | [ |
SH3 SH2 SH3

Abb. 16: SH2-Domanen in Signal- und Regulatorproteinen wie src, PLCy1 und
Grb2 (nach Schlessinger & Ullrich, 1992 und Pawson, 1997) [318; 377]

6. ‘Downstream- Effektoren”: MAP-Kinasen (MAPK) und GTPasen

6.1. MAP-Kinasen

Die Signalubertragungskaskade via Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) ist
ein wichtiger und von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Neurotransmittern oft
beschrittener Weg, um physiologische Antworten zu regulieren. Obwohl die Aktivie-
rung des MAPK-Weges Uber Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat und nachfol-
gende Enzymschritte geklart ist, liegt ein Grof3teil der Mechanismen, wie hetero-
trimere, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren dies im einzelnen bewerkstelligen, noch
im Dunkeln.

6.1.1. Aktivierung und Funktion

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind eine Familie von Enzymen, die

durch Phosphorylierung von Threonin- und Thyrosinresten, die durch eine einzige

Aminosaure getrennt sind, aktiviert werden. Diese Aktivierung geschieht - wahr-

scheinlich Uber Vermittlung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren - durch eine Protein-

kinase aus der Genfamilie der sogenannten Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Ki-
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nasen oder MAP Kinase Kinasen (MAPKK). Diese werden, zumindest teilweise, ih-
rerseits von Protoonkogenprodukten reguliert [307; 370; 451]. Die ersten beiden
entdeckten Mitglieder der MAPK-Familie in Saugerzellen waren die nah verwandten
p42 und p44 MAP-Kinasen, die von einer ganzen Reihe Wachstumsfaktoren und
anderer Stimuli aktiviert werden konnen. Sie phosphorylieren ihrerseits eine Viel-
zahl intrazellularer Proteine, darunter andere Kinasen, Transkriptionsfaktoren aber
auch Cytoplasma- und Cytoskelettproteine. Beide scheinen fur die Zellproliferation
und Differenzierungsschritte von Bedeutung zu sein [458].

Als nachstes wurden p54 MAPK (a, B und y) und p38 MAPK gefunden. Beide Pro-
teine werden nur in geringem Malde durch mitogene Substanzen, dafur aber von
Zellstressoren, Endotoxinen und den Entzindungsmediatoren Interleukin 1 (IL-1)
und TNF (Tumornekrosefaktor) aktiviert [370]. Die p54 MAP-Kinase phosphoryliert
und aktiviert die Transkriptionsfaktoren c-Jun und "activating transcription factor-2",
ihre Hauptfunktion scheint somit die Kontrolle der Expression von c-Jun und ande-
ren, von Aktivator-Protein-1-Komplexen regulierten Genen zu sein. Die Funk-tion
der p38 MAP-Kinase ist nicht vollig klar. Sie ist strukturell verwandt mit dem Hefe-
Genprodukt HOG1. Dieses ist Teil eines alten osmosensorischen Signal-wegs, der
unter anderem die Glycerinsynthese reguliert, um dem primitiven Euka-ryonten
das Uberleben unter hyperosmolaren Bedingungen zu ermoglichen [173]. Im
Saugetierorganismus scheint die p38 MAPK ein potenter Aktivator der MAPK-
aktivierten Proteinkinase-2 (MAPKAPK-2) zu sein, die das kleine Hitzeschock-
protein hsp 27 phosphoryliert. Die physiologische Bedeutung dieses Schrittes ist
fraglich, es konnte Zellen helfen, thermischen Stress besser zu Uberstehen. Ein
starker Anstieg von phosphoryliertem hsp 27 wird aber auch wahrend der
Plattchenaktivierung beobachtet, so dass das Enzym eventuell zusatzlich eine
Rolle in der physiologischen Thrombozyten-Antwort spielt [38; 305; 370].

6.2. ras-ahnliche GTPasen

Hier handelt es sich um eine Familie von etwa 50 kleinen, zytosolischen Proteinen
(20-35 kd) mit GTPase-Aktivitat, die durch ihre regulatorischen Wirkungen eine
Kontrollfunktion in der Zelle, beispielsweise auf Cytoskelettkonformation, Zellproli-
feration und -differentiation, intrazellularen Vesikeltransport sowie die NADPH-Oxi-
dase-Funktion Ubernehmen (Beispiele sind die Familien der GTP-bindenden rho-,
rac-, und ral-Proteine und eben die ras-Familie). Sie liegen als Monomere vor und
sind kleiner als G-Proteine, scheinen mit diesen aber einige gemeinsame Eigen-
schaften und Strukturmotive zu haben [37; 39; 129; 130].

6.2.1. Funktion und Inaktivierung

Saugerzellen besitzen vier ras-Proteine mit jeweils einem Molekulargewicht von 21
kd: H-, N-, K- und K-rasB. Diese Proteine pendeln zwischen einer aktivierten GTP-
und einer inaktiven GDP-Form hin und her. Die GTP-Formen dieser Proteine kon-
nen uber eine Wirkung auf Serin-Threonin-Proteinkinasen Zellwachstum und Diffe-
renzierung stimulieren [378].

Durch die autokatalytisch eingeleitete Hydrolyse von GTP zu GDP kommt es durch

eine Konformationsénderung des ras-Proteins zu dessen enzymatischen Inaktivie-
rung [37; 39; 310].
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Abb. 17: Schematische Darstellung einer ras-Aktivierung
durch Phosphorylierung

6.2.2. Das ras-Gen und seine Produkte

Einige ras-Proteine besitzen - ebenso wie die membranassoziierten Strukturprotei-
ne Ankyrin, Vinkulin und Glycophorin oder einige Hormonrezeptoren - einen Mem-
brananker aus Lipiden (Fettsauren und Isoprenoide).

Die ras-Proteine wurden durch die krebsauslésenden Eigenschaften ihres viralen
Gegenstlcks v-ras entdeckt, das von bestimmten Mause-Sarkom-Viren codiert
wird. Dieses virale Onkogenprodukt unterscheidet sich vom zellularen c-ras-Gen-
produkt lediglich durch seine verminderte GTPase-Aktivitat, die es dauernd kataly-
tisch aktiv halt. Schon die Mutation in einer einzigen Aminosaure, z.B. Austausch
von Glycin gegen Valin, genugt zur Umwandlung von c-ras in ein Onkogen. Bei den
zellularen ras-Proteinen kann der inaktivierende Hydrolyseschritt von gebundenem
GTP zu GDP durch das sogenannte GTPase-aktivierende Protein GAP (116 kd)
erheblich beschleunigt werden. Dieses Protein bindet zwar auch an onkogene ras-
Produkte, kann deren Hydrolysegeschwindigkeit aber nicht nennenswert herauf-
setzen. Onkogenes ras-Protein befindet sich somit die meiste Zeit in der aktivierten
GTP-Form [37].

6.2.3. Mechanismen in der Zellentwicklungskaskade

Ras-Proteine bekommen die fur sie bedeutsamen Informationen von Botenstoffen
wie Wachstumsfaktoren Uber Tyrosin-Kinase-assoziierte Rezeptoren (TKAR), 7-
Helix-Rezeptoren und vor allem Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und SH2-Domanen-
tragende, sogenannte Adapterproteine wie Grb2, vermittelt. Ihr Aktivierungsschritt
kann in Saugerzellen noch von GTP-GDP-Austausch-Katalysatoren wie dem Pro-
tein sos getriggert werden [129; 396]. Aktivierte ras-Proteine katalytisieren die Akti-
vierung in der Signaltransduktionshierarchie der Zelle untergeordneter Proteine, vor
allem von Serin- und Threoninkinasen, die durch Phosphorylierung wiederum die
Funktionszustande anderer Proteine beeinflussen. Letztendlich werden Zellprolife-
rations- und Transkriptionsprozesse stimulierend beeinflusst [130; 378].
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Abb. 18: Schematisierte Wachstumskontrollkaskade im Saugerorganismus
(nach Schlessinger, 1993 und Simon et al., 1993, bearbeitet) [378; 396]

6.3. Bedeutung unterschiedlicher Signaltransduktionsproteinen fur Zellfunktion und
-interaktion

Besondere Bedeutung fur die Zelle haben Signaltransduktionsproteine (die sich ge-
genseitig beeinflussen kdnnen bzw. in den Kaskadereaktionen voneinander abhan-
gig sind), besonders der MAP-, Src- und Ras-Gruppen. Sie beeinflussen und mo-
dulieren unter anderem Veranderungen an Aktinfasern und Cytoskelett [75; 353],
und damit verbunden auch intrazellularen Transport, die Zelladhasion [221], Uber
Interaktionen mit Cateninen und Cadherinen die Undurchlassigkeit von tight
junctions, sowie Zellteilungsvorgange [75; 76; 86; 199; 353].

EGF-R
;
c-Src
l (;-pf\rp
p190RhoGAP
Rho-GDP Rho-GTP

T

Abbau Aktin-StreRfaser-
Zusammenbau

\_//

Abb. 19: Schema des Zusammenwirkens verschiedener Ebenen der
Signaltransduktionskaskaden vom Wachstumsfaktor-Rezeptorsignal
bis zur Umstrukturierung des Aktin-Gerustes (nach Chang et al., 1995,
bearbeitet) [69]

Durch die Vielzahl dieser basalen Funktionen ist auch ein Einfluss auf die Integritat
des Endothel-Monolayers, die Funktionalitat des Endotheliums und Atherosklerose-
entstehung [75; 165], und im Falle einer Fehlregulation sogar die Gefahr von
pathologischer Zellfunktion oder maligner Transformation, aber auch eine Maoglich-
keit zur pharmakologischen Beeinflussung durch von auf’en zugefihrte Faktoren
gegeben.
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7. Gene: Erbinformation und ihre Tragersubstanzen

7.1. Nucleinsauren

Die Gene beinhalten die Information Uber den Gesamtbauplan und die biochemi-
schen Funktionsmdglichkeiten eines Organismus. Sie liegen in bei Eukaryonten
der Regel auf der DNA (Desoxyrobonukleinsaure) einer jeden Zelle, einem meist
doppelstrangigen, gerichteten polymeren Nucleinsauremolekil. Die monomeren
Bausteine einer Nukleinsaure sind die sogenannten Nukleotide, die aus drei Kom-
ponenten aufgebaut sind: einer Purin- oder Pyrimidinbase, einem Pentose-Zucker,
und an dessen C5-Atom einem Phosphatrest. In der unverzweigten DNA kommen
als Zuckerbestandteil Desoxyribose, sowie die beiden Purinbasen Adenin und
Guanin und die Pyrimidinbasen Thymin und Cytosin vor.

Die ebenfalls unverzweigten RNA-Molekille (Ribonukleinsauren) unterscheiden
sich von der DNA in folgenden Merkmalen: sie enthalten als Zuckeranteil Ribose
und die Pyrimidinbase Uracil anstelle von Thymin. Es gibt mehrere Arten von RNA:
ribosomale RNAs (rRNA) sind die Bau- und Funktionselemente der Ribo-somen
(Proteinsyntheseapparat der Zelle), Messenger-RNA (mRNA) Uberbringt dem
Proteinsyntheseapparat eine Kopie des Gens auf der DNA, Transfer-RNA (tRNA)
liefert jeweils exakt markierte und aktivierte Aminosaurebausteine zum Ort der
Proteinsynthese, und bei RNA-und Retroviren tritt sie als originarer Trager der
Erbinformation des Viruspartikels auf. Der redundante genetische Code aus dem
die Erbinformation aufgebaut ist, besteht aus einer Dreierfolge von Nukleotiden: je
(mindestens) ein Triplett auf der DNA oder RNA steht fur eine Aminosaure im
nachfolgend entstehenden Genprodukt, dem Protein. Die Proteine werden an den
Ribosomen genau nach der “Blaupause” auf der m-RNA aus einzelnen aktivierten
Aminosauren zusammengebaut. Der internationale Ein- und Drei- Buchstaben-
code fur Aminosauren ist im Anhang aufgefuhrt.

7.2. Early-Response-Genes: Funktionen und Beispiele

‘Early-Response-Genes” bzw. ‘immediate early genes” sind unterschiedliche Ge-
ne, die in der Frihphase einer Zellreaktion aktiviert und abgelesen werden, deren
MRNA und Genprodukt also sehr frih, beispielsweise nach einer entsprechenden
Zellstimulation (in der vorliegenden Arbeit Inkubation mit TNF oder PMA), nach-
weisbar ist. Beispiel fur ein Frihphase-Protein bei Entziindungsprozessen im
Saugerorganismus ist das C-reaktive Protein (CRP). Bei Endothelzellen kénnen,
abhangig vom einwirkenden Reiz, beispielsweise die Gene c-fos, EGA-1 und
MCP-1 [362; 363] aktiviert werden. |hre Funktion in der Zelle kann unter anderem
die Bereitstellung von Kernproteinen oder Transkriptionsfaktoren (c-fos, NF«kB)
oder die Bildung bestimmter Oberflachenproteine und Chemokine, die u. a. eine
Rolle beim Anlocken von Monozyten, deren Adhasion an die Gefallinnenflache
bzw. Transmigration durch die Intima spielen (MCP-1, ICAM).

7.2.1. MCP-1

Das ‘Monocyte Chemoattractant Protein” (MCP-1) ist ein Mitglied der CC-Chemo-
kin-Familie [455]. Es hangt eng mit der Interaktion verschiedener Zellarten bei Im-
munreaktionen und Entzindungsprozessen sowie mit dem Beginn atherosklero-
tischer Prozesse zusammen. Es wird vor allem durch proinflammatorische Sub-
stanzen wie die Interleukine IL-8 und IL-12 oder TNF-a induziert [46; 394] und vor
allem von cytokinaktivierten Endothelzellen gebildet und sezerniert [362]. Es tritt bei
entzindlichen Prozessen, rheumatoider Arthritis [229], Lungenfibrose, bestimmten
infektiosen und granulomatosen Lungenerkrankungen [72] sowie in atherosklero-
tischen Lasionen bzw. atheromatdsen Plaques auf [6; 298; 420]. Sein Konzentra-
tionsgradient bei Expression scheint Monozyten und CD45RO" Lymphozyten Uber
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das Rezeptormolekil Chemokinrezeptor 2 (CCR2) hochwirksam anzulocken [154]
und somit ein effektiver Regulator der Monozytenwanderung zu sein [60; 261]. In
Monozyten scheint es zusatzlich die Expression bestimmter Adhasionsmolekule zu
regulieren sowie (eventuell Uber einen NFkB-vermittelten Weg) einen Einflu® auf
die Produktion von Cytokinen zu nehmen [213; 214]. Im in vitro Versuch lagerten
sich Monozyten bevorzugt an wandernde Endothelzellen bzw. an die Zellen der Re-
paraturfront nach Ballon-Denudationsverletzungen im lebenden Modell an [213;
362]. In vitro scheint MCP-1 aulerdem in der Lage zu sein, Phosphatidylinositol 3-
Kinasen zu aktivieren [431].

In der vorliegenden Arbeit wurde beispielhaft in vitro die Aktivierung von MCP-1 in
Endothelzellen nach alleiniger Vorbehandlung mit dem proinflammatorischen Zyto-
kin Tumornekrosefaktor/TNF bzw. Phorbol-12-myristilat-13-acetat/PMA (einem un-
spezifischen Mitogen, das Uber Proteinkinase C und ras wirkt), mit dem maglichen
Einflul einer nachfolgenden Exposition mit physiologischem Rotwein-Eluat (1%o)
auf die Zellen verglichen.

8. Onkogene und Moglichkeiten der malignen Transformation

8.1. Ubersicht und Beispiele

Onkogene sind genetische Elemente, deren eigentliche Funktion im Bereich Zell-
teilung, Zellwachstum und Zelldifferenzierung anzusiedeln ist, die nach Verande-
rungen oder Wegfall von Kontrollinstanzen aber tumorigenes Potential haben. Sie
wurden zuerst in Sarkom-verursachenden Viren entdeckt: 1909 klarte P. Rous den
ursachlichen Zusammenhang eines - spater Rous-Sarkom-Virus getauften - Virus
mit dem Auftreten bestimmter Geflugel-Tumoren auf.

c-onc : Mutation : Tumorform :
abl Translokation zum bcr-Gen auf dem Chr. 22 chronisch myeloische Leukamie (CML)
("Philadelphia-Chromosom”)

erb B Genamplifikation Glioblastom

myc Translokation zum Immunglobulin-Gen Burkitt-Lymphom u. a.

L-myc Genamplifikation Kleinzelliges Lungenkarzinom

N-myc Genamplifikation Neuroblastom u. a.

K-ras Punktmutation Colon-, Lungen-, Pankreas-Karzinom u. a.

H-ras Punktmutation Blasenkarzinom u. a.

Tab. 7: Beispiele fur die Rolle von Onkogenen bei der Tumorentstehung (nach Fleckenstein et al.,
1994) [135]

8.1.1 Protoonkogene, Onkogene und ihre Produkte

Um zwischen Onkogenen, die in ein Retrovirusgenom aufgenommen und eventu-
ell verandert wurden und den "Protoonkogenen”, die im regularen Genom einer
Zelle vorkommen unterscheiden zu kdnnen, wurden die Abkurzungen v-onc (viral)
und c-onc (zellular) eingeflhrt. Regulare zellulare Onkogene, auch Protoonkogene
genannt, codieren in der Regel flr eine Gruppe von Proteinen, die an der Kontrolle
normaler Wachstums-, Differenzierungs- und Regenerationsprozesse beteiligt
sind. Am Beispiel der rho-Subfamilie (rho A, B und C, CDC 42, sowie rac 1 und 2)
waren das Veranderungen der Aktin-Binnenstrukturen und der fokalen Adhasion.

Virale Onkogene sind meist nicht mehr mit den Ursprungsgenen identisch, und ein
Protoonkogen kann, nachdem es von einem Retrovirus aufgenommen wurde, fol-
gendermalden zu einem Onkogen verandert werden: entweder wird seine Sequenz
durch Nucleotidaustausch, Deletion oder Vervielfachung strukturell verandert oder
durch Fusion mit retroviralen Strukturgenen modifiziert, oder aber das Protoonko-
gen gerat unter die Kontrolle der viralen LTR-Transkriptionsstartsignal-Sequenzen
und wird deshalb Uberexprimiert (letzteres kdnnte auch mit einem regularen zellu-
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laren Protoonkogen geschehen, das nach dem Einbau einer retroviralen DNA-Ko-
pie in den Einflussbereich eines schwach karzinogenen Retrovirus gerat [54; 229]).

Genprodukt Onkogen Retrovirus Wirt Tumor
nukleére Proteine / fos FBJ-Osteosarkom-Virus Maus Sarkom
Transkriptionsfaktoren: myb Vogel-Myeloblastose-Virus Gefllugel Leukdmie
myc Vogel-Myelo-cytomatose- Gefllgel Karzinom
Virus Sarkom
Leukémie
Tyrosin-Kinasen: abl Abelson-Mause-Leukamie- Maus Leuk@mie
Virus
erbA Vogel-Erythroblastose- Geflugel Erythroleukamie
Virus
erbB Vogel-Erythroblastose- Geflugel Erythroleukamie
Virus
src Rous-Sarkom-Virus Geflugel Sarkom
Gliom
yes Yamaguchi-Sarkom-Virus Geflugel Sarkom
neu Ratten-Neuroblastom-Virus Nager Neuroblastom
HER-2 Punktmutation durch Mensch Brust- und
Neuroblastom-Virus? Gebarmutterkrebs
guanylnucleotidbindende H-ras Harvey-Ratten-Sarkom- Nager Sarkom
Proteine Virus
Ki-ras Kirsten-Ratten-Sarkom- Nager Sarkom
Virus
Wachstumsfaktoren sis Affen-Sarkom-Virus Primaten Sarkom
tax HTLV-1 Mensch T-Zell-Leukémie
Wachstumsfaktor-Rezeptoren erbB Vogel-Erythroblastose- Geflugel Erythroleukédmie
Virus
tax HTLV-1 Mensch T-Zell-Leukéamie

Tab. 8: Beispiele retroviraler Onkogene (nach Knippers, 1985 und Riede et al., 1995) [229; 351]

Onkoprotein Gen DNA-Virus natiirl. tumorentwickelnde Erkrankung
Wirt Spezies
Tyrosin-Kinasen yes Polyomavirus Maus Jungmaus Karzinom,
Sarkom
proliferationsverstarkender E1A Adenoviren Mensch Junghamster Sarkome,
Ligand von Transkriptions lymphatische Leukamien
kofaktor Cyclin A
nukleare Proteine, die  E1A Adenoviren (Typen 12, Mensch Junghamster Sarkome,
Tumor-Suppressorgene 18,31und 3,7, 11) lymphatische Leukdmien
inhibieren (bes. P53 und E1B Adenoviren (Typen 12, Mensch Junghamster Sarkome,
pRB-110) 18,31und 3, 7, 11) Lymphatische Leukadmien
"T" BK-Virus Mensch Junghamster Sarkome
nukleare Proteine bzw. myc EBV Mensch Mensch Burkitt-Lymphom,
Transkriptionsfaktoren Nasopharynx-Karzinom
myc HPV-Typ 16, 18, 31, 33 Mensch Mensch Larynxpapillom,
Zervixkarzinom, anogenitales
Karzinom
Tab. 9: Onkogene aus DNA-Viren (nach Fleckenstein et al., 1994 und Riede et al., 1995) [135;
351]

8.1.2. Kontrollinstanzen der Zelle

Tumor-Suppressor-Gene bzw. proapoptotische Gene verhindern in ausdifferen-
zierten Zellen eine unkontrollierte Proliferation durch Unterdriickung einer Rick-
kehr zum Zellteilungszyklus. Sie werden daher auch als Anti-Onkogene bezeich-
net. Beispiele sind Rb, wt1 und 2, DCC, APC und das Apoptosegen p53 mit sei-
nen nachgeschalteten Effektoren wie bax, Bclx. oder NOXA.

8.2. Maligne Transformation

8.2.1. Ursachen und Verstarker

8.2.1.1. Initiation

Praktisch jeder Tumor beginnt mit einer Schadigung der DNA einer einzigen Zelle.
Der Defekt kann durch physikalisch-chemische Noxen, Viren oder Mutation entste-
hen. Die Mehrzahl solcher Defekte bleibt Dank DNA-Reparaturmechanismen und
nuklearen Tumorsuppressor- und Apoptosegenen folgenlos. Falls der Defekt aber
den Bereich eines Protoonkogens oder antiapoptotischen Gens betrifft und und die
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Reparatur- und Kontrollmechanismen nicht mehr greifen, kann man von "Tu-
morinitiation” sprechen, denn nur Defekte von Protoonkogenen (oder aber Tumor-
suppressorgenen) scheinen flur eine maligne Transformation wirklich entscheidend
Zu sein [54; 352].

8.2.1.2. Tumorpromotion

Der als "Tumorpromotion” bezeichnete Prozess ist eine protegierte Vermehrung
geschadigter beziehungsweise veranderter Zellen (Klonbildung), der Genschaden
wird durch Zellteilungen in den nachfolgenden Zellgenerationen etabliert. Es han-
delt sich hier in der Regel um einen langsam ablaufenden Vorgang, der sich Uber
Monate oder Jahre erstrecken kann. Die Zellen sind nicht mehr fahig zur Differen-
zierung, teilen sich zunehmend ungehemmt und zeigen Veranderungen an Zell-
oberflache und Cytoskelett, sowie eine verschobene Kern-Plasma-Relation. Der
Terminus "Tumorprogression” bezeichnet dann die dritte Stufe, den Erwerb der
Malignitat mit Infiltrationstendenz und Metastasierung [352].

8.2.2.Beispiele fur Mechanismen maligner Transformation

8.2.2.1. Fehlregulation bei Phosphorylierungen

Mutationen in Rezeptorgenen, die beispielsweise eine langdauernde Aktivitat einer
Tyrosin-Kinase-Funktion zur Folge haben, konnen zur Transformation fuhren. Sol-
che Mutationen werden, wie in Tabelle 4 dargestellt, tatsachlich bei etlichen be-
kannten Onkogenen gefunden. Durch die andauernde Phosphorylierungsaktivitat
werden untergeordnete Zielproteine in standig verandertem Aktivitatsniveau - im
Sinne einer Signalimpulsweiterleitung - gehalten. Ein Beispiel fur Transformations-
induktion ist die Daueraktivierung der Proteinkinase C durch Phorbolester wie
Crotondl.

8.2.2.2. Daueraktivierte GTPasen

Mutationen im Bereich des ras-Gens, die seine GTPase-Aktivitat einschranken,
konnen krebsauslésend wirken: onkogenes ras hat eine sehr niedrige GTPase-
Aktivitat und ist deshalb permanent aktiv. Dadurch werden andere nachgeschal-
tete Enzyme, hauptsachlich Serin- und Threonin-Kinasen, in aktivem Zustand ge-
halten, was standige Phosphorylierungen und damit Aktivierung einer ganzen
Reihe weiterer Proteine zur Folge hat. Ha-ras und Ki-ras sind Beispiele fir solche
veranderten, onkogen wirksamen ras-GTPasen.

8.2.2.3. Veranderte Anti-Onkogene

Auch der Ausfall der regulativen Funktion von Anti-Onkogenen und Apoptosege-

nen, beispielsweise durch Mutation beider Allele im betroffenen Genbereich, kann

durch den Wegfall der Restriktion zu einer Initiation oder Uberaktivitat von vorher
unterdruckten Onkogenen und somit eventuell zu einer malignen Transformation
fuhren. Beispiele hierfur ist der Wegfall des APC- und progredient des DCC-, p53-
und schliel3lich pNM23 Gens bei der Entstehung und Metastasierung des colo-
rektalen Carzinoms. DCC codiert dabei fur das Zelladhasionsmolekul N-CAM, p53
ist ein Genomwachter- und Apoptosegen und pNM23 ein Anti-Metastasierungs-

Gen [171, 352].

- Eine besondere Rolle kommt dem Genomwachterprotein p53 zu. Es ist ein aus
1572 Aminosauren bestehender Transkriptionsfaktor (MG 174 612 kd), dessen
vier identischen DNA-bindenden Domanen sich gezielt an eine genau definierte
Abfolge von Nukleotidbausteinen der Doppelhelix heften kdnnen. Vereinfacht
gesagt hindert p53 mit seinen nachgeschalteten proapoptotischen Proteinen ge-
netisch geschadigte Zellen daran, sich zu vermehren - eine Funktion, die in vie-
len Fallen die maligne Transformation verhindern hilft [171].
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- Das Gen NF1 codiert fur ein Protein, das grofe Ahnlichkeit mit dem c-ras-assozi-
ierten GTPase-Aktivierungsprotein GAP aufweist und seine Funktion unter-
druckt. Der Ausfall eines Allels kann zu Neurofibromen und Cafe-au lait-Flecken,
der Verlust beider Allele zu neurogenen Sarkomen fuhren. Das wt1-Gen suppri-
miert die Aktivitat benachbarter Gene wie IGF-2, deren Genprodukte den Eintritt
in den Zellzyklus steuern kdnnen, WT2 reguliert Zellwachstum. Bei ihrem Ausfall
entsteht der Wilms-Tumor.

- Das Genprodukt des Retinoblastomgens verhindert Uber die Bindung an gewisse
Transkriptionsfaktoren wie E2F die Expression von Genen, die wahrend des
Zellzyklus den Ubergang von Gj in S steuern und ziigelt dadurch die Zellteilung.
Der Genausfall hat die Entstehung des Retinoblastoms zur Folge [352].

8.3. Tumorwachstum und -versorgung

8.3.1. Endothel, (Neo-)Angiogenese und Atherosklerose

GefalRwachstum und Angioneogenese finden sowohl unter physiologischen Bedin-

gungen (Rekapillarisierungsprozesse, Gefalieinsprossung in verheilendes Narben-

gewebe oder Kollateralenbildung) als auch bei pathologischen Prozessen eine
wichtige Rolle. Hier seien beispielhaft die Bildung von Hamangiomen sowie die

Angioneogenese im Rahmen von Tumorwachstum und -versorgung beschrieben.

- Bei Hamangiomen oder Blutschwammen, benignen Angiomen in Haut und
Schleimhaut, handelt es sich histologisch um echte kapillare Gefal3neubildun-
gen, wobei endotheliale Zellen embryonalen Charakters - meist im Bereich von
Papillarkorper, Cutis oder Subcutis - herdférmig proliferieren.

- Weitaus folgenreicher fur einen Organismus ist die Enstehung eines autonomen,
entarteten Zellhaufens. Ein wachsender Tumor vermag sich aber nur bis etwa
150 ym Durchmesser durch Diffusionsprozesse zu versorgen, weiteres Wach-
stum setzt den Ausbau eines eigenen Kapillar-Versorgungsnetzes voraus [36,
142]. Die meisten Tumoren produzieren, um ihr Uberleben zu gewahrleisten,
Faktoren, die die Bildung neuer Blutgefalle anregen, z.B. Angiogenin und VEGF
(vascular endothelial growth factor), der komplizierte Prozess des Ein-wachsens
von Endothelzellen in eine neue Region wird durch Wachstums-faktoren der
FGF-Familie [97, 352] gesteuert [142; 295]. Mit Ausschuttung dieser Faktoren
regelt und Uberwacht der Tumor den Ausbau seiner Gefal3-stralden [388]. In den
aktivierten BlutgefaRen kommt es zu folgenden Prozes-sen: Endothelzellen
beginnen sich zu vermehren und wandern durch die gelok-kerte Wand nach
aulen, wo sie die Innenrohre zu einem neuen Seitengefal bilden und ihrerseits
Wachstumsfaktoren sezernieren [33; 209]. Durch Ausbil-dung bestimmter
Adhasionsmolekiile (Integrine), heften sich die Zellen an Pro-teine der sie
umgebenden Matrix an, gleichzeitig sind diese Integrine mit intra-zellularen
Gerustfilamenten wie Aktin verbunden. Der betreffende Gefald-abschnitt im
Bereich maligner Tumoren kann aber morphologisch stark veran-dert
erscheinen [138, 327]. Als veranschaulichendes Beispiel der sich abspie-lenden
molekularpathologischen Prozesse sei die Pathogenese des Kaposi-Sarkoms,
einer neoplastischen Wucherung von Endothelzellen und modifizier-ten glatten
Muskelzellen erlautert. Das Kaposi-Sarkom, im angelsachsischen Sprachraum
auch als "angioreticuloendothelioma” oder ‘endotheliosarcoma’ bezeichnet, tritt
klinisch sowohl in einer chronischen (klassischen) Form als auch in
lymphadenopathischer, transplantationsassoziierter und der HIV-assozi-ierten
Form auf [352]. Letztere wird von etwa 30% aller AIDS-Patienten entwik-kelt.
Der Entstehung geht in der Regel eine Entzundungsreaktion voraus, die in
vielen Fallen auf einer Virusinfektion (EBV oder CMV) beruht. In der Folge
werden im Gewebe eine Reihe proinflammatorischer Zytokine wie TNF- und IL-
1 produziert, welche u. a. die Expression des angiogenetischen Wachstumsfak-
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tors bFGF (basischer Fibroblastenwachstumsfaktor) durch die Endothelzellen in
die Wege leiten, so dass diese sich selbst dauerhaft zur Proliferation zwingen.
Damit die Endothelzellen wachsen konnen, brauchen sie nicht nur ein Proli-
ferationssignal durch einen angiogenetischen Faktor aus der FGF-Familie [97;
352], sondern auch ein topologisches Orientierungssignal seitens der Extrazel-
lularmatrix wie Fibronektin, durch das die Endothelzellen ihre Spindelform an-
nehmen [36; 242]. Das tat-Protein (Virus-Protein 35) der HIV-Viren imitiert
offenbar diesen Fibronektineffekt und bringt auch die Endothelzellen dazu, be-
stimmte Integrine zu exprimieren, welche als spezifische Protein-Rezeptoren
fungieren [352]. Dadurch wird die Wirkung dieser Proteine prolongiert. Zusatz-
lich bewirkt im Falle der HIV-Infektion das tat-Protein die Bildung einer Kollge-
nase, welche zur Basalmembranauflosung geeignet ist. So wird den sich teilen-
den Endothelzellen ermdglicht zu wandern und infiltrativ das umliegende Gewe-
be zu befallen. Eine weitere seltene (u. U. auch in diesem Zusammenhang
auftretende Erkrankung) mit Angioneogenese-Tendenz kann der hyalin-vasku-
lare Typ des primaren Hamangiolymphoms (M. Castleman) sein.

Bei atherosklerotischen Prozessen im Menschen scheint eine Neovaskularisation
der Intima die Plaque-Progression durch eine bessere Versorgung mit Nahrstoffen
und Sauerstoff sowie einer Forderung der Ansammlung von Blutmonozyten in der
Intima zu fordern [415]. Diese neuen Gefalle entstehen aus den Vasa vasorum,
die normalerweise nur die Adventitia versorgen [471]. Als Stimuli fur atheroskle-
rotische Neovaskularisation sind u. a. hypoxische Zustande, aber auch bestimmte
Zytokine und andere Mediatorsubstanzen (beispielsweise VEGF) zu sehen [392;
444]. Dies legen auch Ergebnisse aus Atherosklerose-Tiermodellen nahe, in de-
nen VEGF eine Plaque-Progression unterhielt, wahrend die Zugabe von Angioge-
nese-Inhibitoren die Neovaskularistion der Intima sowie Plaquewachstum deutlich
verringern konnten [64; 292].

Ein wichtiger Punkt sowohl bei der Angiogenese wie auch bei verschiedenen
Stadien der Atherosklerose und bei malignen Prozessen ist eine reaktive morpho-
logische Veranderung vieler Zellen im betroffenen Bereich, die u. a. mit Veran-
derung im Zytoskelett einhergeht. Diese wird von einer Vielzahl intrazellularer Sig-
naltransduktions-Kaskaden initiiert, gesteuert und reguliert. Eine morphologische
Veranderung der die Intima-bildenden Endothelzellen ist somit (kontrollierte physi-
ologische Reparatur- oder GefalRwachstumsprozesse ausgenommen) immer als
Ausdruck eines pathologischen Prozesses zu sehen.

Neue Ansatze in der Krebsbekampfung zielen u. a. auch darauf hin ab, die Blut-
versorgung von Tumorgewebe zu unterbinden [57, 335]. Erste Versuche in dieser
Richtung gingen von J. Folkman und seiner Arbeitsgrupe aus, die mit korpereige-
nen Angiogenese-Inhibitoren, beispielsweise Angiostatin, experimentierten [139].
Ein weiterer Ansatz nutzt zyklische Peptide aus 5 Aminosauren mit zusatzlicher
Methylgruppe, die das Integrin avB3/VLA-4 blockieren, das im Normalfall an das
Matrixprotein Fibronektin andockt, wo es einen kurzen, als RGD-Sequenz bezeich-
neten Abschnitt (benannt nach dem internationalen Einbuchstaben-Aminosaure-
code flr Arginin, Glycin und Asparaginsaure) zu erkennen vermag [222]. Auch das
Phytodstrogen und Isoflavon Genistein aus Soja, Rotklee oder Monchspfeffer soll
die Zellproliferation reduzieren, die Angiogenese hemmen indem es der Prolifera-
tion von Endothelzellen entgegenwirkt und die Mikrovaskularisation von Tumoren
verringern. Keiner dieser potentiellen Therapieansatze hat bislang allerdings das
Stadium der praklinischen Phase Uberschritten.
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8.4. Pflanzliche Nahrungsstoffe mit Schutzfunktionen

8.4.1. Einleitung und ausgewahlte Beispiele

Seit altersher gibt es in allen Medizinsystemen der Welt Medikamente beziehungs-

weise Stoffe pflanzlichen Ursprungs, denen heilende oder vorbeugende Wirkung

bei schweren chronischen oder bosartigen Erkrankungen nachgesagt wird. Unter
diesen Pflanzen finden sich, neben den klassischen Heikrautern, auch Nah-
rungspflanzen beispielsweise Kreuzblitler wie Kohl, Broccoli, Rettich und Senf,
aber auch Sojabohnen, Zwiebelgewachse, rote Riuben, Sellerie, Petersilie, Gur-
kengewachse, Zitrusfrichte und Nusse. Ein Teil dieser positiven Wirkungen wird in
neuerer Zeit Polyphenolen/Flavonoiden zugeschrieben [155], die in vielen der
genannten Pflanzen enthalten sind [116]. Viele Arbeitsgruppen haben sich mit der

Untersuchung und dem Nachweis protektiver Funktionen von Nahrungspflanzen

bzw. deren isolierten Inhaltsstoffen beschaftigt [41; 116], die oft einfach auch als

.Sekundare Pflanzenstoffe” bezeichnet werden. Die Wirksamkeit vieler der nach-

genannten Substanzen und ihrer Funktionen sind in der Literatur diskutiert [41;

328] und partiell in vitro, im Tiermodell oder in epidemiologischen Ansatzen

nachgewiesen [155, 190; 191; 240]:

- Inhaltsstoffe von Soja-Produkten (Glycine maius) [240; 286; 329]

- Isoflavone wie Daidzein und Genistein aus Rotklee (Trifolium pratense) und
Monchspfeffer (Cimicifuga agnus-castus)

- Silibinin, Silydianin, Silychristin sowie weitere Flavonolderivate der Mariendistel
(Silybum marianum)

- Lycopin aus Tomaten [3] und B-Glucane wie Lentinan aus Shiitake-Pilzen [288;

299]

- das Isoflavon und Stilbenderivat Resveratrol aus Weintrauben [32, 210]

- Brassicin aus Kohlgewachsen und Senf [443]

- aromatische Verbindungen, z.B. Curcumin und Garcinol [397, 313]

- pflanzliche Lectine [212], selenhaltige pflanzliche Nahrungsmittel [7; 206], und
Zitrusfruchte [287]

- Antioxidantien pflanzlichen Ursprungs (Ascorbinsaure, a-Tocopherol, Carotine,
Catechine) [287; 329; 373]. Chemische Modifikation ‘klassischer” bzw. naturlicher
Antioxidantien (beispielsweise das Anfligen hydrophober Gruppen) soll zukiinftig
Vebindungen mit weiter verbesserten Wirkeigenschaften (z.B. erhdhter Zellmem-
brangangigkeit) ergeben [124]

- Myrtillin und andere Extrakte aus Vaccinium-Spezies, z. B. Blaubeer- (V. mirtillus)
und Preiselbeerextrakt [40], sowie Tannine, Catechine und Phenole (Proantho-
cyane) [180] wie (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EPCG) [9] und Theasinensin A [58;
312] aus Griun- und Schwarztee (Thea sinensis und indica)

- aus der Ethnobotanik: Pau d’arco [101], und das Naphtochinon Lapachol [102]
aus Tabebuia impetiginosa ('Lapacho tree’) mit mutmallich canceroprotektiven
sowie antipsoriatischen Eigenschaften

8.4.2. Vorkommen und Wirkmechanismen

Die genannten Stoffe kommen in alltaglichen Nahrungsprodukten vor (beispiels-
weise enthalten Tomatenprodukte Lycopin [3; 161], Soja enthalt Genistein, Daid-
zein und Trypsin-Inhibitoren [240; 286], Lentinan ist in einigen hoheren Pilzen
(Lentinus edodes, Cortinellus shiitake, Agaricus blazei) enthalten [288; 299]. Kohl-
gemuse ist reich an Brassicin und antioxidativen Thioverbindungen [443]. Catechi-
ne sind in Obst und Kakaopulver bzw. Bitterschokolade [338; 454], das polyphe-
nolische Stilbenderivat Resveratrol in Wein und Obstschalen [343; 382], Ascorbin-
saure in vielen Gemuse- und Obstpflanzen [287; 342] enthalten) oder sind Be-
standteile traditioneller Heildrogen oder -tees [101, 102; 317].
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Vielen der oben genannten Stoffe oder Drogenmischungen wird in der Literatur zu-
mindest eine antioxidative oder entzindungshemmende Wirkung bescheinigt, d.h.
diese Stoffe wirken primar als Radikalfanger und senken so die Schadi-gungsrate
der DNA, andere wie beispielsweise Mistel-Lectine [212] sollen neben einem
immunstimulierenden Effekt beispielsweise auch durch induzierte DNA-
Fragmentation (nachweisbar durch ‘DNA-Laddering -Apoptoseassays) cytotoxisch
auf Tumorzellen wirken und die Apoptose anstollen [212; 223]. Einige Stoffe,
darunter Resveratrol hemmen auf3erdem die Aktivitat von Enzymen wie Hydroper-
oxidase und Cyclooxigenase, die ihrerseits viele Stoffe erst in proinflammatorische
oder potentiell cancerogene Metabolite umwandeln [210, 212, 324; 329].

Einige Stoffe die mutmalilich protektive Eigenschaften - besonders im Hinblick auf
Atherosklerose und Tumorentstehung - besitzen (z.B. Isoflavone und Lignine, da-
runter Genistein und Resveratrol), werden au3erdem zu den Phytodstrogenen ge-
rechnet und ein Teil ihrer Effekte mit der schwachen 6strogenahnlichen Wirkung
begrindet. Hier wird in der Literatur allerdings unterschiedlich und zum Teil kontro-
vers argumentiert [2, 44, 258; 328]. Die Bedeutung von Ostrogen als atherosklero-
tischem Schutzfaktor im weiblichen Organismus ist - zumindest fur die Zeit
zwischen Menarche und Menopause - weitgehend anerkannt [58; 217]. Eine pro-
phylaktische Substitution (Hormon Replacement Therapy, HRT) mit kinstlich zu-
gefihrten Ostrogenpréparaten ist im Herbst des Jahres 2003 wegen des Ver-
dachtes seltener aber schwerer Nebenwirkungen einer neuerlichen strengen Nut-
zen-Risiko-Abwagung (Stufenplanverfahren des Bundesinstituts flr Arzneimittel
und Medizinprodukte) der deutschen Bundesoberbehdrde, sowie einer Urgent
Safety Restriction der European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
(EMEA) mit neuerlicher Indikationseinschrankung unterworfen worden.

8.4.3. Untersuchungen am Knoblauch (Allium sativum)

Eine besondere Gruppe, die in den letzten Jahren ahnlich grol3es Interesse wie
Rotwein-Inhaltsstoffe weckten, stellen die Inhaltsstoffe der Zwiebelgewachse
(Fam. Alliaceae) [206; 211], besonders die des Knoblauchs (Allium sativum L.) dar.
Als wichtigste Inhaltsstoffe seien hier Ajoen, Allicin und Ajeol genannt [13, 100;
101, 211; 325]. Untersuchungen der letzten Jahre zeigen gewisse anti-inflam-
matorische [102] und antileukamische Eigenschaften (Steigerung der Apoptose-
rate in vitro), beispielsweise Uber eine Foérderung der Bildung von Sauerstoff-
radikalen, einer Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors NFkB [100, 103]
und eine Hemmung der MAPK ERK [13]. Im Vergleich dazu scheint das Rotwein-
Polyphenol Resveratrol bestimmte Zellpopulationen wie glatte Gefallmuskelzellen
in einen reversiblen Arrest in der frihen S-Phase des Zellzyklus zu zwingen oder
auch die Wirkung von modifiziertem und daher in seiner Funktion beeintrachtigtem
p53 zu verstarken - ohne jedoch die untersuchte Apoptoserate betroffener Zell-
gruppen zu steigern [171]. Desweiteren scheint Knoblauch in gewissem Umfang
die Zytokinexpression zu modulieren [218]. Eine postulierte Inhibition von NFkB
und nachfolgend der Ex-pression des Adhasionsmolekils E-Selectin auf
Endothelzellen schien sich dage-gen nicht zu bestatigen [104]. Die ‘Inducible NO
Synthase” (iNOS) hat Anteil an atherosklerotischen Lasionen und an der Bildung
der Zellnoxe Peroxynitrit. Knoblauch-Inhaltsstoffe wurden in ihrer Wirkung auch im
Hinblick auf Atherosklerose-Enstehung untersucht: es konnten in vitro deutlich
reduzierte INOS-Protein-Level sowie entsprechend reduzierte mMRNA-Level in LPS-
stimulierten Makrophagen nach Inkubation mit Allicin und Ajoen gezeigt werden
[101].
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9. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

In westlichen Industrienationen stehen kardiovaskulare Erkrankungen als Todesur-
sache an erster Stelle, Weingenul} soll einen gewissen Schutz vermitteln kénnen
[403]. Vor allem epidemiologische Studien weisen auf eine Senkung der Mortalitat
an koronarer Herzerkrankung durch maRigen Alkoholkonsum hin, wobei einige Au-
toren dem gerade dem Rotwein eine zusatzliche protektive Wirkung bescheinigen
[90; 170; 344]. In dieser Arbeit soll der Versuch gemacht werden, einen weiteren,
bisher wenig beachteten Ansatz, namlich die Wirkung von Rotwein auf die gefal3-
wandauskleidenden Endothelzellen in einem in vitro Versuchsaufbau zu hinterfra-
gen. Diese Zellpopulation ist durch endokrine Regulation, Gestaltdnderung, Lipid-
aufnahme und Einflu® auf die Monozyteneinwanderung (ebenso wie die besser
untersuchten Thrombozyten und Lipideffekte) primar an der Entstehung von Athe-
rosklerose beteiligt. Durch eine orientierende stoffchemische Untersuchung sollten
zusatzlich Hinweise auf beteiligte aktive Rotweininhaltsstoffe gefunden werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Techniken eingesetzt werden, die einen gewis-
sen Einblick in sich im Zellinneren abspielenden Prozesse der Endothelzellen und
modgliche biochemische Reaktionen auf Rotweinkontakt bieten:

(1) Mikromorphologische Untersuchungen am Cytoskelett, um festzustellen, ob
Rotweinkontakt bei den Endothelzellen nachweisbare Reaktionen oder mor-
phologische Veranderungen auslost.

(2) Versuch des Nachweises einer mdglichen BeeinfluRung von kultivierten huma-
nen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) durch Kontakt mit verdinnter Rot-
weinlosung in Western-Blot-Assays, bei denen speziell nach Proteinen mit
Phosphorylierungen am Aminosaurerest Tyrosin gefahndet wird. Dies ist ein
von Tyrosin-Kinasen vermittelter Stoffwechselschritt [241], der bei der intrazel-
lularen Signalubertragung haufig dazu benutzt wird, den Aktivitatszustand von
Proteinen der Informationskette zu verandern. Bei Thrombozyten konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass das Soja-Isoflavonoid Genistein, das als
Tyrosin-Kinase-Inhibitor wirkt, sowohl den Gestaltwandel als auch die Tyrosin-
phosphorylierung verschiedener thrombozytarer Proteine hemmt [297]. Daher
erschien die Frage interessant, ob Veranderungen in der Tyrosinphosphory-
lierung von Proteinen auch bei den bislang nicht untersuchten Endothelzellen
auftreten, und ob aulerdem die im Rotwein enthaltenen mutmalilich wirksa-
men sekundaren Pflanzenstoffe/Flavonoide moglicherweise Uber ahnliche Me-
chanismen wie Genistein wirken.

(3) Untersuchung eventuell durch den Rotweinkontakt induzierter mRNA-Expres-
sion mittels Northern-Blot-Assay. Hierzu wahlten wir das Chemokin "Monocyte
Attractant Protein-1" (MCP-1) aus, das zum einen als early response-Gen frih
im Rahmen einer entzundlichen Zellreaktion aktiviert wird und zum anderen als
ein Vermittler der Monozytentransmigration bei Entzindungsprozessen auch
mit der Progression der Atheroskleroseentstehung in Zusammenhang steht
[298].

(4) Vierter Ansatzpunkt der Arbeit sollte die orientierende Untersuchung und, wenn
mdglich, grobe Einordnung von eventuell als Effektoren in Frage kommenden
Rotweininhaltsstoffen mit Hilfe von Fraktionierungen und einfachen chromato-
graphischen Verfahren.

54



B. MATERIAL UND METHODEN

Vorgehensweise und Methodik der vorliegenden Arbeit:

Konfluente Endothelzellen der Passagen p3 bis p5 wurden uUber definierte Zeitab-
schnitte (Sekunden- bis Stundenbereich) mit pufferverdinnten 0,5%o, 1%. und
2,5%oigen Losungen von Wein, Ethylalkohol bzw. anderen Kontrollsubstanzen (Zell-
kulturmedium, PBS-Puffer, DMSO, Weilwein, Traubensaft, gruner Tee und Bier)
inkubiert. Der verwendete Rotwein (12 Vol%) sowie alle anderen Versuchs- und
Kontrollsubstanzen kamen somit nur stark verdunnt mit den Zellen in Kontakt. Die
verwendeten Weinverdinnungen entsprechen bei 0,5%o, 1%0 und 2,5%.iger Losung
60, 120 und 240 pg Alkohol in 1 ml Versuchsflussigkeit - was wiederum einem Blut-
alkoholgehalt von rund 0,06, 0,12 und 0,24%. entsprache. Bei reinem Ethanol (98%)
ergaben sich Blutalkoholwerte von 0,49 sowie 0,98 und 1,96%o.

Nach zuerst probatorischen Versuchen mit unterschiedlichen Zelloberflachen- und
Zytoskelettfarbetechniken konnte mit Hilfe einer Aktinfarbetechnik zunachst eine
mikroskopisch sichtbare reaktive Veranderungen am Cytoskelett ("Stressfasern")
beobachtet werden. In einem weiteren Schritt wurde mittels Western-Blot-Analyse
auf spezifisch nach Rotweinkontakt auftretende Veranderungen im Proteinmuster
der Endothelzellen hin untersucht. Zur Detektion wurden monoklonale Antikdrper
gegen phosphoryliertes Tyrosin (py-Antikdrper) verwendet. Die Tyrosinphosphory-
lierung ist bei intrazellularer Informationstbertragung ein haufig beschrittener Weg,
um Proteinaktivitaten zu verandern. Nach Auffinden einer rotweinabhangig auftre-
tenden Proteinbande wurde versucht, deren Funktion mit unterschiedlichen Hemm-
stoffen von Signaltransduktionswegen einzukreisen und deren Identitat gegebenen-
falls zu bestimmen. Desweiteren wurde mit Hilfe RNA-analytischer Methoden (Nor-
thern-Blot) nach einer eventuell auftretenden Aktivitatsinduktion von Genen der
early-response Ebene (hier beispielhaft am Genort des Chemokins MCP-1) ge-
sucht und aulRerdem versucht, beteiligte Rotweininhaltsstoffe mit verschiedenen
Fraktionierungstechniken sowie einfachen chromatographischen Verfahren grob
orientierend einzuordnen.

1. Material

1.1. Verwendete Chemikalien und Pharmaka
a) von der Firma Sigma
Acrylamid
Ammoniumpersulfat
Aprotinin
BSA
C3-Transfersase
EDTA
EGTA
Genistein
Gentamicin
HEPES
2-Mercaptoethanol
Myricetin
N33VO4
PBS
Quercetin
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Resveratrol
SDS
TEMED

b) von der Firma Merck:
n-Butanol
Diethylether
Diphenylboryloxyethylamin
DMSO
Ethanol
Fast blue B
HCI
H2SO4
Isopropylalkohol
KOH
Methanol
Ninhydrin
PEG-400
rauchende H3PO4
Vanillin

c) von der Firma Bio-Rad:
APS
Blotting Grade low fat Dry Milk
SDS-Page-Proteinstandard “high range’
SDS-Page-Proteinstandard ‘'medium range’
SDS-Page-Proteinstandard "‘Rainbow-Marker’
Tween® 20

d) von der Firma Biomol.
Glycin
Pefabloc® SC
Tris/HCI

e) von der Firma Amersham:
sekundarer AK, Klon HRP Anti-Mouse IgG, peroxidase-linked species-specific
whole antibody from sheep

f) von der Firma Calbiochem.
Herbimicin A
PD 98059
PP1
Tyrphostin A23
Wortmannin

g) von der Firma Santa Cruz
primarer AK, Klon py20B, Isotyp 1gG, von der Maus
primarer AK, Klon p99, Isotyp IgGz, von der Maus

weitere Substanzen verschiedener Hersteller:

Bromphenolblau LKB Bromma

Kollagen G Collagenresgenz Horm
Luminol Reagenz, Super Signal Substrat™,  Pierce
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primarer Ak, Klon 4G10, von der Maus Upstate Biotechnology
Y-27632 Yoshitomi Pharmaceut. Ind.

1.2. Verwendete Materialien und Gerate verschiedener Hersteller
Blot-Apparatur LKB 2117 Multiphor, semidry Bio-Rad

Filterpapier Bio-Rad
Fluoreszenzmikroskop

Gelelektrophorese-Kammern Bio-Rad
Nitrozelluloseacetat-Folie

"Hybond® TMC super’ Bio-Rad
programmierbare Spannungsgeber Bio-Rad

Filme und Rontgenfiime Kodak
Nucleosil® gp 5C18 Macherey-Nugil
Laser-Scanner Ultroscan XL Pharmacia
Sephadex-LH20 Pharmacia

Bei den benutzten Pipetten und Spitzen, Zentrifugen, Neubauer-Zahlkammern,
Eppendorfgefasse, Zellkulturflaschen, 6-Wells, Schaber, Blue- und Red Caps etc.
handelt es sich um handelsibliche Laborbedarfsprodukte diverser bekannter
Hersteller.

2. Praparation und Kultur von HUVEC (human umbilical vein endothelial
cells)

2.1. Allgemeines

Um lebende Endothelzellen zu Versuchszwecken zu gewinnen, verwendet man
madglichst geburtsfrische Nabelschnurpraparate. Diese sind in der Regel einfacher
zu beschaffen als gefalchirurgische Resektionsspraparate und ersparen fur viele
Fragestellungen das Manipulieren am lebenden Tier.

2.1.1. Histologie der menschlichen Blutgefalie

Die Blutgefallwand im menschlichen Korper besteht von innen nach auf3en aus drei
Schichten: der Tunica intima ("Intima"), der Tunica media ("Media") und Tunica
externa ("Adventitia"). Die innerste Schicht dichtet das Gefalllumen durch einen
Monolayer von spindeligen bis polygonalen, abgeflachten und 50-150 um langen
Endothelzellen llickenlos ab. Diese Zellen sind ebenso wie das subendotheliale
Bindegewebe, in Richtung des Gefal3verlaufs ausgerichtet. Die Tunica intima steu-
ert den Stoff-, Gas- und Flussigkeitsaustausch durch die GefaBwand. Die Tunica
media, bestehend aus zirkular verlaufenden Bindegewebsstrukturen und glatten
Muskelzellen, reguliert die Blutbewegung und Uber die Adventitia mit langsgerich-
tetem Bindegewebe und teilweise glatter Muskulatur sind die Gefal3e in ihre Umge-
bung eingebettet. Entsprechend den abweichenden Anforderungen der verschie-
denen Kreislaufabschnitte ist der Aufbau der Wandschichten bei Venen, Arterien
und Kapillaren jeweils leicht modifiziert.

2.1.2. Situs der Nabelschnurgefalle

Die Nabelgefalle entstehen nach Einsetzen der embryonalen Herzpulsation aus
den sogenannten Blutinseln des Chorions. Die Vena umbilicalis entspringt in den
Chorionzotten und fuhrt dem Embryo, im Gegensatz zu den paarig angelegten und
ebenfalls in der Nabelschnur verlaufenden Arteriae umbilicales, sauer- und nahr-
stoffreiches Blut zu. Nach der Geburt obliteriert der embryoseitige Teil der Nabel-
vene und wird zum Ligamentum teres hepatis [195].
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2.2. Praparation der Nabelschnur und Zellgewinnung
Die folgenden Arbeiten werden am sterilen Airflow-Zelllaborarbeitsplatz durch-
geflihrt.

Die moglichst geburtsfrische oder kurzfristig bei ca. 4°C gelagerte Nabelschnur wird
mit einer Pinzette gefasst, mit steriler Schere auf einer Seite aufgeschnitten und
eine Knopfsonde in die Vena umbilicalis (= die nichtpaarige Struktur) eingefuhrt.
Nach hangender Fixierung wird die Nabelschnur zuerst von anhaftendem Material
und Blut gesaubert und dann auf’en mit vorgewarmtem, Gentamicin-versetztem
PBS (1 ml Gentamicin auf 250 ml PBS), innen mit PBS und Chymotrypsin gespuilt.
AnschlieBend wird die Nabelschnur am unteren Ende abgeklemmt, mit Chymo-
trypsinlosung (50pug Chymotrypsin auf 50 ml PBS) mit einer 20 ml-Spritze Uber die
Sonde wurstartig aufgeblaht und verschlossen. Nach 25-minultiger Inkubation bei
37°C wird der endothelzellhaltige Inhalt der Nabelschnurvene in einen roten 45 ml-
Cup ausmassiert und bei 25°C und 800 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert.

2.3. Primarkultur

Das sich absetzende Pellet wird mit 5 ml FCS-haltigem Kulturmedium (ein
Rohrchen Supplement ECGS\H-2 plus 50 ml fetales Kalberserum FCS auf eine
Flasche "Endothelial Cell Growth Medium") gelost und die Zellsuspension in einen
kollagenisierten blauen Primaria-Kulturkolben Uberflihrt. Wenn nach 90 Minuten im
Inkubator bei 37°C die meisten gesunden Zellen am kollagenisierten Boden adha-
rieren, wird die Uberfiihrungsfliissigkeit abgesaugt und durch 5 ml frisches auf 37°C
vorgewarmtes FCS-Medium ersetzt. AnschlieRende Lagerung weiterhin im Inku-
bator.

2.4. Passage/Aussaat und Zellkultur

Nach einigen Tagen sollten die Zellen einen dichten, konfluenten Monolayer
gebildet haben. Falls bei mikroskopischer Kontrolle keine mikrobiellen Verunrei-
nigungen aufgetreten sind, kann auf kollagenisierte Sekundarkolben aufgeteilt wer-
den ("Passage" oder "Splitten"). Dazu wird das alte Medium vollstandig abgesaugt
und die Zellen mit vorgewarmtem PBS gewaschen, um im serumhaltigen Medium
enthaltene Proteasen zu entfernen. Nach Zugabe von 3 - 4 ml Trypsin sollten sich
Zellkontakte 16sen und die Zellen sich zu Kugelform zusammenziehen. Wenn sich
die Zellen weitgehend abgeldst haben, werden zur Trypsin-Inaktivierung 11 ml vor-
gewarmtes FCS-Medium zugegeben. Nach Abschatzen der Zellzahl/ml wird die
Suspension in zwei Cups aufgeteilt und bei 25°C und 800 Umdrehungen/min fir 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in vorgewarmtem
FCS-Medium resuspendiert und, abhangig von der Zelldichte, in 2 bis 10 kollageni-
sierte Zellkulturkolben ausgesat. Nach erneuter Adhasion der Zellen am Kolben-
boden erfolgt ein Mediumwechsel. Die weitere Kultur erfolgt im Inkubator bei 37°C,
98% Luftfeuchte und 0,2% CO, bei 3-tdgigem Mediumwechsel. Eine weitere Aus-
saat dieser Zellen zu Versuchszwecken kann dann auf kollagenisierten 6-Well-
Platten, Petrischalen oder Deckglaschen erfolgen.

2.5. Kollagenisieren synthetischer Oberflachen

Eine Kollagenschicht auf der synthetischen Kunststoff- oder Glasoberflache von
Zellkulturkolben, Cover-Slips und 6-Well-Platten erleichtert den Endothelzellen ein
Anwachsen und Ausbreitung (vgl. Kapitel 1.1, subendotheliale Bindegewebs-
schicht).

Herstellung der Kollagenstamml6sung:
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5 ml "Kollagen G" und 1 ml Gentamicin fur 20 Minuten in 200 ml PBS einruhren und
anschlielend sterilfiltrieren.

Deckglaschen (Cover-Slips) 1 Stunde in Ether-Ethanol schwenken und autokla-
vieren. Auf die abgeflammten Cover-Slips werden jeweils 200 ul, auf den Boden
eines gelben 100 ml Kulturkolbens 4 ml der Kollagenldsung pipettiert und nach zwei
Stunden abgesaugt. Lagerung erfolgt steril verpackt, kiihl und dunkel.

3. Zellbehandlung zur Durchfiihrung der Versuche/Versuchsansatze

3.1. Fur Proteinuntersuchungen und Inhaltsstoffsuche

3.1.1. Zellinkubation mit Versuchsstoffen

Bei den in 6-Well-Schalen zur Konfluenz gezogenen Endothelzellen der Passagen
p3 bis p5 wird das Kulturmedium abgesaugt und jeweils 1 ml vorgewarmte Ver-
suchslésung zugegeben. Diese wird, je nach Versuchsanordnung zu 0,5%o, 1%o
oder 2,5 %o hergestellt, d.h. 0,5, 1 oder 2,5 yl Rotwein oder andere Versuchs-
flissigkeit auf 1 ml Pufferlésung, 10%ig pufferverdiinntes Plasma oder Vollplasma.
3.1.2. Zellinkubation unter Zugabe von Hemmestoffen der Signaltransduktion

Bei den Hemmstoff-Versuchen werden die Zellen zuerst mit einer Medium-
verdinnung des jeweiligen Hemmstoffes im Brutschrank inkubiert. Nach Absaugen
des hemmstoffhaltigen Mediums wird wie unter 3.1.1. verfahren.

3.1.2.1. Genistein

Genistein wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 200 uM
gebracht und die Zellen fur 60 Minuten inkubiert.

3.1.2.2. PP1

PP1 wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 20 uM gebracht
und die Zellen fur 60 Minuten inkubiert.

3.1.2.3. Herbimicin A

Hebimicin A wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 2 mM
gebracht, sterilfiltriert und die Zellen fir 24 Stunden inkubiert.

3.1.2.4. Tyrphostin A23

Tyrphostin A23 wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 20 yM
gebracht und die Zellen fir 60 Minuten inkubiert.

3.1.2.5. C3-Transferase

C3-Transferase wird auf eine finale Konzentration von 5 pg/ml gebracht, sterilfiltriert
und die Zellen fur 24 Stunden inkubiert.

3.1.2.6.Wortmannin

Wortmannin wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 5 ym
gebracht und die Zellen fur 60 Minuten inkubiert.

3.1.2.7. PD 98059

PD 98059 wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 20 uM
gebracht und die Zellen flr 60 Minuten inkubiert.

3.1.2.8. Y- 27632

Y-27632 wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 10 uM
gebracht und die Zellen fir 90 Minuten inkubiert.

3.1.2.9. EGTA

EGTA wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 1mM gebracht
und die Zellen fur 45 Minuten inkubiert.

3.1.2.10. BAPTA/AM

BAPTA/AM wird in 1 ml Kulturmedium auf eine finale Konzentration von 1 uM
gebracht und die Zellen fur 45 Minuten inkubiert.
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3.2. Fir RNA-Analytik

Die Endothelzellen werden wie zuvor beschrieben in 10 cm Kulturschalen bis zur
Konfluenz angezogen.

3.2.1. Vorbehandlung

Die Zellen werden zuerst mit 8 ml Inkubationsmedium fur 2 Stunden depriviert, und
anschlielend flr 30 Minuten mit 10 U/ml TNF (Tumor-Nekrosefaktor) bzw. 10 nM
PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) inkubiert. Diese Stoffe dienen als Zellstres-
soren bzw. Stimulantien zur Induktion von Zellreaktionen.

3.2.1. Inkubation

Im Anschluss an den Vorinkubationsschritt erfolgt nach Absaugen des TNF/PMA-
haltigen Mediums die Inkubation mit 8 ml Rotwein- oder Ethanollésung (1% in PBS)
fur 30 Minuten. Als Kontrolle werden Zellen mit den gleichen Lésungen fur 15, 30
oder 45 Minuten inkubiert - allerdings ohne den vorhergehenden Schritt mit TNF
oder PMA.

3.3. Zur Untersuchung von Aktinstrukturen des Cytoskeletts

Far Untersuchungen der Mikrostruktur lasst man die Endothelzellen auf kollage-
nisierten Deckglaschen zum konfluenten Monolayer anwachsen. Nach Absaugen
des Kulturmediums wird jeweils 1ml der vorgewarmten Versuchslésung zugegeben.
Diese wird zu 1 oder 2,5%0 hergestellt.

3.4. Fixierung, Gewinnung der Samples zur Potein-Analytik

Nach Inkubation wird die Versuchslésung grindlichst abgesaugt und 200 ul erhitz-
ten Lysepuffers aufpipettiert. Die lysierte Zellmasse wird zusammengeschabt, in
Eppendorfgefalle uberfuhrt, fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt und anschliel3end ent-
weder sofort weiterbearbeitet oder bei -20°C gelagert.

4. Die Aktin-Fluoreszenz-Farbung mit Phalloidin-Rhodamin

4.1. Beschreibung des Verfahrens

Phalloidin ist ein thermostabiles zyklisches Heptapeptid aus der Gruppe der Knol-
lenblatterpilzgifte. Es beschleunigt in vivo die Polymerisation von Aktin, stabilisiert
polymeres F-Aktin und kann zur Schadigung der Zellmembran flhren. Durch diese
Aktinspezifitat des Phalloidins eignet sich das Verfahren nach Kopplung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff wie Rhodamin zur mikroskopischen Darstellung von zellmem-
branstandigen oder intrazellularen Aktinfibern.

4.2. Vorbereitung der Zellen und Durchfihrung

4.2.1. Fixieren der Zellen

- Die Endothelzellen werden wie beschrieben auf kollagenisierten Deckglaschen bis
zur Konfluenz angezogen.

- Deckglaschen werden in PBS gewaschen und 10 Minuten in 3,7%iger Forma-
linldsung fixiert (dazu 1 Teil Formalin 37% mit 9 Teilen PHEM-Puffer verdunnen).

- drei mal kurz in PBS waschen.

- 5 Minuten bei -20°C in Aceton fixieren und an der Luft trocknen lassen.

4.2.2. Farbung mit Phalloidin-Rhodamin

- 5 yl Phalloidin-Rhodamin in 195 ul PBS lésen. Je 25 pl dieser Losung auf vor-
bereitete Parafilm-Stuckchen pipettieren.

- Die trockenen, acetonfixierten Deckglaschen mit der Zellschichtseite auf die Trop-
fen legen und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

- 4 mal kurz in PBS waschen und abtupfen.

- nach Zugabe von 5 yl Mount Medium Deckglas auflegen.
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- Abschlieiend Deckglasrander mit Nagellack versiegeln.

Auswertung und photographische Dokumentation erfolgt am Phasenkontrast-
Mikroskop (VergréfRerung x 1000).

5. Der Western-Blot

5.1. Kurzbeschreibung des Verfahrens

Der Western-Blot ist eine Transfer-und Detektionstechnik aus der Proteinanalyse.
In einem ersten, elektophoretischen Schritt werden die Moleklile nach Wande-
rungsgeschwindigkeit (elektrische Ladung) und Grolde/Molekulargewicht (Poren-
groflie/Dichte der Laufmatrix) aufgetrennt. Das in der vorliegenden Arbeit verwandte
Trennmedium Polyacrylamid wurde erstmals im Jahr 1959 von Raymond und
Weintraub als Elektrophoresematrix eingesetzt. Es handelt sich um ein Radikalen-
polymerisat aus Acrylmonomeren und einem Vernetzer (meist N, N’-Methylen-
isoacrylamid, einem Dimer von Acrylamid). Die Monomere sind ein Haut- und
Nervengift. In einem zweiten Schritt erfolgt die Ubertragung der aufgetrennten Pro-
teine auf ein haltbareres und leichter weiterzubearbeitendes Medium (z. B. Nitrozel-
luloseacetat-Folie) durch Kapillarkrafte oder im elektrischen Feld. Dadurch kommt
es auch zu einem Aufkonzentrierungsschritt der Proteinmolekule aus dem Gel auf
die Membranoberflache. Nach diesem eigentlichen Blotting-Schritt erfolgt eine Mar-
kierung der zu untersuchenden Molekule indirekt mit spezifischen Antikérpern oder
direkt durch Anfarbung (z. B. Coomassie-Blau). In einem letzten, beispielsweise
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Schritt mit modifizietem Sekundarantikorper,
kann ein Sichtbarmachen markierter Proteine durch Filmschwarzung proportional
der fixierten Molekllmenge auf der Nitrozelluloseacetat-Membran erfolgen.

5.2. Probenvorbereitung
5.2.1.Herstellung des Sample Buffers und des Lysepuffers
"2x Sample Buffer":
40 ml aqua dest.
10 ml 0,5 M Tris-HCI
8 ml Glycerol
48 ml 10% SDS
4 ml 9-Mercaptoethanol
2 ml 0,05% Bromphenolblau (w/v)
416,8 mg EDTA

Puffer nach Laemmli [238]
750 pl 2x Sample Buffer (6% SDS, 10mM EDTA)
750 yl aqua dest.
1,5 pl Leustatin
1,5 pl Pepstatin
1,5 pl Aprotinin
6 pl 2mM NazVO,
eine Pipettenspitze Pefabloc® (Mix aus verschiedenen Enzymblocker und Stabilisa-
toren) zugeben, gut vermischt auf 95°C erhitzen und sofort verwenden.

5.2.2.Probenvorbereitung

- Nach Ende der vordefinierten Versuchszeit wird das Inkubationsmedium in den 6-
Well-Platten grundlich abgesaugt und zwei mal mit PBS nachgewaschen.

- 200 pl des erhitzten Lysepuffers auf die Proben geben, abschaben und in
Eppendorf-Gefalle Uberfihren.
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- Fir 5 Minuten auf 95°C erhitzen, bis zur weiteren Verwendung bei -40° C lagern.

5.3. Detektionsantikorper

Zum Nachweis von tyrosinphosphorylierten Proteinen in Western-Blots wurden in
unserem Labor entweder die mausgenerierten monoklonalen Antikorper py-20B
(Santa Cruz) und 4G10 (Upstate Biotechnology) kombiniert oder der Klon p 99
(Santa Cruz) alleine, jeweils in einer Verdinnung von 1:1000 verwendet.

Herstellung der Antikdrper-Losung:

jeweils 400 ul der Antikorperstammlosung in 400 ml aqua dest. einpipettieren und
vorsichtig rihren, zur Konservierung Zugabe von 5 % Na-Azid. Lagerung dunkel bei
4°C.

Als Sekundarantikérper wurde "Anti-Mouse-IgG with horseraddish-peroxidase" vom
Schaf (Amersham) in einer Verdinnung von 1:15000 bzw. 1:20000 (2,6 bzw. 2,0 ul
Antikorperlosung in 40 ml aqua dest.) eingesetzt. Die Ligierung des AK-Moleklils
mit Meerettich-Peroxidase ermoglicht im weiteren eine Chemolumineszenz-
Detektion.

5.4. Elektophorese (PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von nativen Serum- oder Zellproteinen wer-
den Uberiegend SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet. Polyacrylamid-Gele (PA) sind
chemisch wie mechanisch stabil, anfarbbar und eignen sich zur Immunfixation, An-
farbung und nach Glycerinzugabe auch zum Trocknen. Die Porengrof3e des Gels
wird durch die Acrylamidkonzentration und den chemischen Vernetzungsgrad C
(‘crosslinking”) bestimmt und ist gut reproduzierbar. Durch die Zugabe von SDS
(Sodiumdodecylsulfat) wird die Eigenladung der Proteinmolekile abgedeckt, ihre
Wanderungsgeschwindigkeit ist somit primar vom Molekulgewicht abhangig. Die
Elektrophorese wird in einer vertikalen Kammer mit dem 1970 von Laemmli be-
schriebenen [238] Puffersystem durchgeflhrt.

5.4.1 Herstellung eines SDS-PA-Gels flur vertikale Laufbedingungen

- Glasplatten mit aqua dest., Isopropanol und Aceton reinigen

- Gelkassette mit Abstandhalter zusammenbauen, mit Parafiim abdichten und in
der Giel3bank befestigen (Kontrolle mit Wasserwaage).

5.4.1.1. Herstellung des 10%igen Trenngels
12,5 ml Polyacrylamid-Stammldsung 40%ig
12,5 ml Tris-Puffer (1,5 m; pH 8,8)

500 pl 10%ige SDS-Loésung
mit aqua dest. ad 50 ml auffullen

- Rdhren und far 10 Minuten entluften

- 30 pyl TEMED und 300 pl 10% Ammoniumpersulfat (APS) zugeben

- bis zur Markierung in die Gelkassette eingie3en, Luftblasen entfernen
- mit Buthanol Uberschichten

5.4.1.2. Herstellung des 4%igen Sammelgels
12,8 ml aqua dest.
5 ml Tris-Puffer (0,5 m)
2 ml Polyacrylamid-Stammlosung 40%ig
200 pl 10%ige SDS-Lésung
ruhren und fur 10 Minuten entluften

62



30 yl TEMED und 120 pl APS 10% zugeben

- nach Absaugen des Buthanols auf das vollstandig durchpolymerisierte Trenngel
gielRen und sofort den Kamm fur die Samplekammern einstecken.

- Vollstandige Polymerisation abwarten, mit feuchten Tuchern und Frischhaltefolie
verpacken und bis zur Verwendung dunkel bei 4°C aufbewahren.

Die Polymerisatmengen reichen fur ein Gel der Grofde 20 x 16 x 0,15 cm.

5.4.2. Herstellung der Lauf- und Blottingpuffer
Running Buffer (Gelelektrophoresekammer):
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Blottingpuffer:

a) Anoden-Puffer 1 (pH 10,4):
300 mM Tris
20 % Methanol

b) Anoden-Puffer 2 (pH 10,4):
25 mM Tris
20 % Methanol

c) Kathoden-Puffer :
40 mM E-Aminocapronsaure
20 % Methanol

5.4.3. Aufbau der Elektrophoresekammer und Sample-Beschickung

- 400 ml Running Buffer mit 2000 ml aqua dest. verdinnen.

- Kamm aus dem vorgekihlten Gel entfernen, Gel in die Elektrophoresekammer
einsetzen und Puffer zugiellen.

- Kuihlvorrichtung anschlief3en.

- 9 yl Standardmarker in eine Sampletasche einpipettieren.

- Samples 45 Sekunden auf 95°C erhitzen, 30 Sekunden grindlich "vortexen” und
jeweils 50 pl pro Tasche einpipettieren.

5.4.4 Gellauf

- Der Gellauf erfolgt bei Zimmertemperatur unter Wasserkihlung.

- Das Gel mit 9 mA fahren bis die Farbstoff-Protein-Front die Grenze Sammelgel-
Trenngel erreicht hat, dann auf 30 mA hochschalten (Laufzeit etwa 14 Stunden).

- Gegen Ende der Laufzeit kann zur Erreichung scharferer Banden noch fur etwa 1
Y2 Stunden bei 40 mA fokussiert werden.

- Die Auftrennung wird beendet, wenn die Farbstofffront den Unterrand des Trenn-
gels erreicht hat.

5.5 Der Blot (Semidry-Verfahren)

5.5.1. Vorbereitung des Gels

- Nach Beendigung des Laufs Gelkassette aus der Elektrophoresekammer ent-
nehmen und vorsichtig 6ffnen.

- Gel mit aqua dest. sdubern und auf eine GroRe von 10 x 16 cm zuschneiden,
Sammelgel und unteren Trenngelbereich verwerfen.

5.5.2. Aufbau und Proteintransfer (Blottingprozedur)
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In der vorliegenden Arbeit wurde das Semidry-Verfahren mit diskontinuierlichem

Puffersystem nach Kyhse-Andersen [236] angewandt.

- Nach Wassern der Graphitbodenplatte und Einsetzen in die Blotkammer werden
zu unterst funf zugeschnittene und in "Anodenpuffer 1" getrankte Filterpapiere
deckungsgleich und blasenfrei aufgelegt.

- Darauf folgend funf weitere in "Anodenpuffer 2" getrankte Filterpapierstlicke.

Zwischen den beiden Anodenpuffern entsteht so ein durch Tris vermittelter Kon-

zentrations- und pH-Gradient.

- Die gut vorgewasserte Nitrozelluloseacetat-Folie (10 x 16 cm) und das zuge-
schnittene Polyacrylamidgel auflegen.

- Den Abschluss bilden funf mit "Kathodenpuffer" getrankte Filterpapiere.

- Die gewasserte Graphitdeckplatte aufsetzen und mit Bleiplatten beschweren

- Elektrische Kontakte anschlie3en und die Blotkammer verschliel3en.

- Laufdauer: - Einzelgel (10 x 16 cm): 95 Minuten bei 195 mA und 10 V

- fur zwei Gele : 95 Minuten bei 390 mA und 10 V

5.6. Herstellung des TBS-T-Waschpuffers
TBS-T (10 x Stammldsung):
350,64 g NaCl
48,40 g Tris (pH 8)
20,00 ml Tween 20
mit aqua dest. auf 4 | auffillen und ca. 1 Stunde gut mischen

5.7. Blocken der Nitrozelluloseacetat-Folie

Nach dem Blotten werden Filterpapiere und Gel von der Nitrozelluloseacetatfolie

abgezogen und verworfen. Um spater einen stérungsarmen und definierten Hinter-

grund zu haben, sollten die auf der Membran noch vorhandenen proteinbindungs-

fahigen Valenzen abgesattigt und neutralisiert werden. Mogliche Systeme sind FCS

(fetales Kalberserum) oder BSA (bovines Serumalbumin), die aber speziell fur die

Untersuchung von Tyrosinphosphorylierungen weniger geeignet sind. In der vorlie-

genden Arbeit die Folie daher fur mindestens 30 Minuten in 10% "Low Fat Milk"

("Blocking-Milch”) geblockt.

Herstellung der Blocking-Milch:

- 1g des Milchpulvers (BioRad) wird in 10 ml TBS-T (1:10 verdinnte Stammldsung)
aufgeldst.

Die Folie kann fur einige Zeit im Kuhlschrank in dieser Losung aufbewahrt werden.
Vor weiteren Arbeitsschritten Folie griindlich in 1 x TBS-T waschen: 3 mal kurz spu-
len, 3 mal 5 Minuten auf dem Schiutteltisch. Diese erste Waschung erfolgt grind-
lich, um nicht mit verschlepptem Milchprotein die Antikorperlésungen zu konta-
minieren.

5.8. Der Primarantikorper

Der eigentliche Detektionsschritt: die Zugabe eines spezifischen, gegen Phospho-
tyrosin gerichteten monoklonalen Maus-Antikorpers. Wir verwendeten entweder
eine Mischlésung monoklonaler Antikorper (pY-20 B und 4G10) oder nur den Klon p
99 in einer Verdunnung von jeweils 1:1000, die Uber einige Wochen wiederver-
wendet wurde (zum Haltbarmachen zusatzlich 5% Na-Azid zugeben).

- Die Nitrozelluloseacetat-Folie 90 Minuten mit der Antikorperldsung inkubieren.

- Grindliches Waschen der Folie mit 1 x TBS-T (5 mal kurz spulen, 3 mal 5 Minuten
auf dem Schutteltisch).
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5.9. Der Sekundarantikorper
Mit diesem Schritt wird der spezifische mausgenerierte Primarantikbrper mit einem
Anti-Maus-Immunglobulin markiert. Diese Antikorper sind zusatzlich mit einem
Molekul Meerettich-Peroxidase gekoppelt, was eine anschlieliende Chemolumines-
zenzreaktion ermoglicht.
In der vorliegenden Arbeit wurde IgG vom Schaf, Klon HRG (Amersham) in einer
Verdinnung von 1:15000 oder 1:20000 verwendet.
- Herstellung der Anti-Maus-Antikdrperldsung:

- 1:15000: 2,6 pl Antikorper in 40 ml 1 x TBS-T

- 1:20000: 2,0 ul Antikérper in 40 ml 1 x TBS-T
- Inkubation der Blotfolie fur 45 Minuten.
- Waschen mit 1 x TBS-T

5.10. Zugabe des Lumineszenz-Reagens

Das verwandte Lumineszenzreagens zum Sichtbarmachen der Blot-Proteinbanden

auf dem Film besteht aus den Komponenten Luminol/Enhancer und Peroxidldsung.

- Jeweils 4,5 ml der beiden lichtempfindlichen Losungen in zwei Plastikcups einpi-
pettieren (erst unmittelbar vor Benutzung mischen).

- Das Gemisch Uber die abgetropfte Nitrozelluloseacetat-Folie giel3en

- lichtgeschutzt fur 5 Minuten inkubieren.

5.11. Filmexposition, Entwicklung und densitometrische Auswertung

- Die Nitrocellulose-Membran wird luftblasen- und faltenfrei in Haushaltsklarsicht-
folie oder eine Aktenschutzhille eingeschlagen

- In der Dunkelkammer mit einem Rontgenfilm in einen Expositionskasten legen

- Je nach Leuchtintensitat der Blotfolie 30 Sekunden bis 35 Minuten exponieren

Der belichtete Film wird im Anschlul® entwickelt, fixiert, gewassert und getrocknet.

Die Ergebnisauswertung der Filme erfolgt nach dem Einscannen (ImageMaster®,

Pharmacia Biotech).

6. Der Northern-Blot

6.1. Kurzbeschreibung der Methodik

Zur Untersuchung von Nukleinsauren wurden zwei Transfer- und Detektionstechni-
ken entwickelt, der Southern-Blot zur ldentifikation von DNA-Fragmenten (nach E.
M. Southern) und der Northern-Blot zur RNA-Analytik. Im letzteren wird ein zuvor
aus Zellen isoliertes Nukleinsaure-Gemisch elektrophoretisch aufgetrennt, wobei
die RNA moglichst denaturiert d. h. nur in ihrer Primarstruktur vorliegen sollte. Im
AnschluBl erfolgen eine dauerhafte Ubertragung (Blotting) auf eine feste Trager-
matrix (z.B. Nitrozellulose) sowie nach Zugabe einer radioaktiv oder chemolu-
mineszent markierten kongruenten RNA-Sonde Sichtbarmachen (Schwarzung der
Filmplatte) und Auswertung

6.2. Vorbereitung der Zellen

6.2.1. Zellkultur

Fir die RNA-Versuche werden Endothelzellen wie beschrieben in 10 cm
Kulturschalen bis zur Konfluenz angezogen.

6.2.2. Vorbehandlung und Inkubation der Zellen

Die Zellen werden zuerst mit 8 ml Inkubationsmedium fur 2 Stunden depriviert, und
anschlielfend fur 30 Minuten entweder mit 10 U/ml TNF (Tumor-Nekrosefaktor)
oder 10 nM PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) inkubiert. Diese Stoffe werden
eingesetzt, um eine deutliche Aktivierung (,Stressreaktion®) der Zellen zu
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induzieren. Das proinflammatorische Zytokin TNF aktiviert den Transkriptionsfaktor
NFkB (“nuklearer Faktor®), PMA wirkt Gber Aktivierungsschritte der Proteinkinase C
und Ras. Im Anschlu® an die Vorbehandlung, nach Absaugen des Aktivator-
haltigen Mediums, erfolgt eine 30-minutige Inkubation mit 8 ml Rotwein- oder
Ethanollésung (auf 1%0 mit PBS verdunnt). Als Kontrolle werden Zellen mit 8 ml
Rotwein- oder Ethanollésung (auf 1%. mit PBS verdinnt) fur 15, 30 oder 45 Minuten
inkubiert - allerdings ohne Vorbehandlung mit TNF oder PMA.

6.3. RNA-Isolierung

Alle Arbeitsschritte erfolgen auf Eis.

- Nach Ablauf der Inkubationszeit Zellsamples mit jeweils 600 ul Cell-Lysis-So-
lution versetzen

- Nach 5 Minuten unter vorsichtigem Schwenken wird das Zellysat zusammen-
geschabt und in 1.5 ml Beckman-Ultrazentrifugationsgefal3e Gberfuhrt

- Zugabe von 200 ul Protein-DNA-Prazipitationsléosung (dabei jedes Gefald sofort
mehrmals umdrehen und schutteln)

- Nach 5 Minuten Gefalde bei 80000 rpm abzentrifugieren.

- Uberstand in 1,5 ml EppendorfgefalRe Uberfihren und je 600 pl Isopropanol
zugegeben

- etwa 50 mal invertieren, fur 3 Minuten bei voller Geschwindigkeit zentifugieren und
Uberstand abpipettieren

- Pellet mit 1 ml 70% Ethanol waschen

- Uberstand verwerfen und Pellet kurz in der Speedvac trocknen

- AnschlieRend Pellet in 100 pl DEPC-Wasser oder RNA-Hydration-Solution I6sen
(dabei gut mischen bzw. ‘vortexen’, damit moglichst viel RNA in Losung geht)
und sofort wieder auf Eis lagern

- fir 10 Minuten bei 14 000 rpm zentrifugieren

- 90 pl Uberstand abnehmen, in ein verschraubbares Eppendorf-Gefal geben und
auf Eis lagern (in den verbleibenden 10 yl am Boden befindet sich nicht in Lo-
sung gegangene RNA).

6.4. Quantitatsbestimmung am UV-Spektrophotometer
Als Anhaltspunkt fur das weitere Procedere wird der RNA-Gehalt der einzelnen Ge-
falke nach photometrischer Messung der OD bei 260 nm bestimmt.
- Berechnung des RNA-Gehaltes:
Extinktionzeo nm X Verdunnung (100) x RNA-Faktor (40) = Menge RNA in pg/mi

RNA-Menge pro eingesetztes Eppendorf-Gefal (Probenvolumen 80 ul):
Extinktionzeo nm X 100 x 40 x 0,08 = RNA-Menge in pg pro 80 ul Probe

Der kleinste errechnete Wert dient als Basis. An ihm kann abgeschatzt werden, ob
die gewonnene RNA-Menge ausreicht, um eine Hybridisierung durchzufihren. Die
RNA-Menge pro Ansatz sollte auf eine Mindestkonzentration von 10 ug/20 ul einge-
stellt werden. Hierfur mussen die RNA-Proben meist mit weiterem DEPC-Wasser
verdunnt werden.
Berechnungshilfe:
10 pg ~ 20
y Mg RNA-Einsatz~ x pl

6.5. Pufferherstellung und Giel3en des RNA-Agarosegels

Da die RNA bei der Elektrophorese als Einzelstrang vorliegen sollte, benutzt man
zur Auftrennung sogenannte denaturierende Gele (Formaldehyd-Agarose, Ethidi-
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umbromid-Agarose), die die Ausbildung von Wasserstoffbricken in Makromole-
kulen unterbinden.

5.5.1. Pufferherstellung
a) 5% BPB (Bromphenolblau) (10 ml)

500 mg BPB
10 ml aqua bidest. (steril)
b) RSB (20 ml): c) RLB (20 ml):
10 ml Formamid (99%) 3 g Ficoll (Ficoll 400)
3,5 ml Formaldehyd (37%) 10 ml 10 x MOPS
2 ml 10 x MOPS 6 ml DEPC-H20
4,5 ml DEPC-H,0O 332 pl Ethidiumbromid
Mischen und zu 1 ml aliquotieren. 2 ml 5% BPB

Ficoll 400 in MOPS und DEPC-H,0
uber Nacht l6sen, mit DEPC-H>O
auf 18 ml auffullen. Ethidiumbromid
und BPB zugeben, danach 1 ml-Ali-
quots zugig bei -20°C wegfrieren.

Zusatzlich werden folgende Puffer bendtigt:
10 x MOPS (1 1):
41,9 g MOPS
4,1 g Na-Na-Acetat (wasserfrei)
3,79 EDTA
- Zum Ldsen mit sterilem aqua dest. zu etwa % des Volumens auffullen
- Mit 10 N NaOH auf pH 7 einstellen und restliches Volumen zugiel3en.

1 x MOPS (1 1) (erst kurz vor dem Elektrophorese-Lauf frisch herstellen):
100 ml 10 x MOPS
900 ml aqua bidest.

6.5.2. Agarosegel-Herstellung (N-Blot-Maxi-Gel 1.2%)
Das Maxigel (1,2 %) enthalt, berechnet fur 175 ml:
1,75 g Agarose
31,5 ml Formaldehyd (37%)
17,5 ml 10 x MOPS
126,0 ml aqua bidest.
- Bis auf Formaldehyd alles im Erimeyerkolben |6sen, Flussigkeitsstand markieren
- nach Verschlieen mit Frischhaltefolie in der Mikrowelle erhitzen (~30 ml aqua bi-
dest. als Verdunstungsreserve zusatzlich zugeben).
- zuviel verdunstete Flussigkeit bis zur Markierung mit aqua bidest. nachfullen
- vorbereitete Gussform mit Klebeband abdichten
- Formaldehyd unter dem Abzug zugeben (tropfenweise Uber die Glaswand einlau-
fen lassen und gut vermischen) und das Gel sofort gielden
- Kamm fur Sampletaschen einstecken
- ca. 1 Stunde ausharten lassen.

6.6. Probenauftrag

Aufgetragen und aufgetrennt wird jeweils die Gesamt-RNA der Zellprobe, nur etwa

2% davon machen die in unserem Fall eigentlich interessierende mRNA aus. Die

RNA muss wahrend der gesamten Verarbeitungsschritte auf Eis gehalten werden.

- 10 ug RNA in Eppendorfgefal® pipettieren und etwa 15 Minuten in der Speedvac
eintrocknen lassen.
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- Mit 16 pl RSB I6sen und nach guter Vermischung 4 ul RLB zugeben.

- danach RNA-L6sung fir 15 Minuten bei 60°C inkubieren und anschliel3end sofort
auf Eiswasser abschrecken.

- Nach etwa 2 min kurz herunterzentrifugieren.

- Klebebandabdichtung vom Gel entfernen

- Gel in die Laufkammer einsetzen und ausrichten, Kamm entfernen

- Laufpuffer (1x MOPS) in Gelkammer flllen

- 20 ul der RNA-Samples in die Sammeltaschen pipettieren.

- Kammer schlief3en und Puffer-Zirkulationspumpe einschalten.

- Stromversorgung und Voltzahl einstellen

6.7. Gellauf

Gellauf entweder

- Am Tage mit ca. 4 Stunden Laufzeit bei 100 V oder

- Uber Nacht bei 28 V

Eine Stromstarke von 60 bis 70 mA sollte jeweils nicht Uberschritten werden. Wenn
die Lauffront die andere Gelseite erreicht hat, wird die Auftrennung beendet.

6.8. Der RNA-Transfer (Vakuum-Blot)

FUr die weiteren Untersuchungsschritte erfolgt im Anschluss an die Auftrennung
eine Ubertragung der RNA auf eine haltbarere und besser zu bearbeitende Trager-
matrix, z. B. Nitrozellulosefolie oder Nylonmembran.

6.8.1 Pufferherstellung

Blotting-Puffers 20 x SSC+ NaOH (5 I):

876,5 g NaCl

441,0 g Na-Citrat

in ca. 4 | sterilem aqua bidest. 16sen, mit 10 N NaOH auf pH 7,0 einstellen und
restliches Volumen aufgiel3en.

5 x SSc+NaOH (2 ) (fur den Blotlauf bendtigt):
500 ml 20 x SSC

2 ml 10 N NaOH

1498 ml aqua bidest.

6.8.2. Vorbereitungen und Lauf

- Gel unter UV-Licht kontrollieren und eventuell photographieren (Blende 8, Be-
lichtungszeit 1 Sekunde - dabei konnen Bandenverlauf, 18 und 20 s-Bande
sowie Auftragsstellen und Probennummern markiert werden

- Gel mit den Sammeltaschen nach oben Uber einen dicht abschliellenden Mas-
kenrahmen auf die zugeschnittene und zuvor in Blotting-Puffer eingeweichte,
neutrale Nylonmembran legen

- mit ca. 11 5 x SSC+NaOH bedecken und Unterdruck (Wasserpumpe) anschlies-
sen

- Laufdauer etwa 2 bis 3 Stunden bei 50 - 60 mbar.

- Nach Beendigung des Blotvorganges Puffer absaugen (kann mehrfach verwen-
det werden).

- Im Anschlul3 Membran mit der anhaftenden RNA auf 3 MM Papier an warmer
Stelle kurz trocknen (etwa 1 Minute).

- Bei UV-Gelkontrolle sollten keine fluoreszierenden Stellen mehr auszumachen
sein.
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- Nach dem Antrocknen Membran fur 1 Minute in den UV-Crosslinker geben, da-
nach kénnen unter UV-Licht die 18 und 28 s-Bande, sowie Auftragsstellen und
Probennummern markiert werden.

- Nachdem die Folie weiter getrocknet wurde, kann sie bis zur Hybridisierung ein-
geschweilt und kuhl gelagert werden.

6.9. Radioaktive Hybridisierung (Riboprobe-Sonde)
6.9.1. Synthese der 'Riboprobes’

Auf Eis Reagentien in folgender Reihenfolge pipettieren:
4,0 pl 5 x Transkriptionspuffer

2,0 yl 100mM DTT

4,0 yl NTP-Mix

2,5u10.1mMCTP

Direkt im Radioaktivlabor werden die folgenden Reagentien pipettiert:
1,0 pl linearisierte c-DNA

0,5 pl Rnasin

5,0 ply -*2P-CTP

3,0 ul GAPDH

2,0 ul DEPC

1,0 pl T7 RNA-Polymerase (fir MCP-1)

- kurz anzentrifugieren

- bei 37 °C fur 1 Std. inkubieren

Zugabe von:

5,0 pl 10 x DNAse I-Puffer

24 ul DEPC-H20

1,0 ul RNAse-freie DNAse |

- Mischen und kurz anzentrifugieren

- fur 15 Minuten bei 37 °C inkubieren

- Saulen (Push-columns) vorbereiten: einspannen und zwei Eppendorf-Gefalie
ubereinander stellen

- 70 yl 1 x STE auf die Saule pipettieren, mit einer 20 ml Spritze durchdricken und
Probengefald Nr. 2 in den Sockel stellen

- Nach der zweiten Inkubation Probe mit 10 yl Markierungsfarbstoff mischen, 60 pl
Reaktionsgemisch in die Saule pipettieren und wieder mit 20 ml Spritze durch-
dricken

- Im Anschluss noch einmal mit 70 yl 1 x STE nachspulen und durchdricken

- Alles in Eppendorf-Gefaly auffangen (das Volumen betragt jetzt etwa 100 pl) und
von diesem Schritt an in Plexiglasbox aufbewahren (Strahlenschutz)

Zum Messen der Counts/ul nach dem Einbau mischt man 1 ul der Probe mit einem
Hub Szintillationsflussigkeit und gibt sie in ein Szintillationszahlergefal® (pro ml Hy-
bridisierungslésung sollten 1-2 Mio. Counts eingesetzt werden).

6.9.2. Hybridisierung

- Réhrchen bereitstellen und mit Hi-Salt-Losung fullen

- Membran vom unteren Ende (der dem Probenauftrag gegentberliegende Seite)
her aufrollen und in ein Réhrchen geben. Réhrchen ganz aufflllen, verschliel3en
und drehen, bis Membran der Innenwand ohne Luftblasen anliegt

- Hi-Salt-Lésung ausgief3en (kann mehrfach verwendet werden) und etwa 8 ml Hy-
bridisierungslésung in das Réhrchen flllen
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- Dicht verschlie®en und fur 2 Stunden bei ca. 65°C prehybridisieren (unpezifische
Bindungsstellen werden abgedeckt).

- Nach dem Prehybridisieren Riboprobe mit Hybridisierungslésung versetzen (auf
gemessene 1-2 Mio. Counts wird ein ml Hybridisierungslésung eingesetzt), gut
mischen und in das Probenréhrchen geben.

- Hybridisierung der Sonde Uber Nacht (ca. 12 Std.) bei 65°C.

Waschschritte mit 20 x SSC und 20 X SSPE:

- Réhrchen aus dem Ofen holen

- Boxen mit ca. 250 ml Waschlésung fllen.

- 50 ml Waschlésung in das Roéhrchen geben, verschliel3en, drehen und wieder 6ff-
nen, dann Membran herausholen und in die bereitgestellte Box geben.

- Box fur 45 Minuten bei 65°C im Wasserbad bei leichtem Schutteln inkubieren

- Waschvorgang auf gleiche Weise 2 mal fur jeweils 30 Minuten wiederholen

- abschlietend Membran auf 3MM-Papier trocknen lassen

6.10. Filmexposition

Die Expositionspappe der Expositionskassette wird mit Autoradiogramm-Markern
gekennzeichnet. Nach dem Trocknen der radioaktiven Membran werden entweder
die Filme eingeschweisst oder die Expositionspappe nach Aufkleben der Membran
in Klarsichtfolie eingepackt. Die Filmexposition erfolgt in der Expositionskassette bei
-70°C mit Lichtverstarkerfolie fir 5 bis 30 Stunden (abhangig von der Membran-
strahlung).

6.11. Entwicklung und Auswertung

Film direkt aus dem Kuhilschrank nehmen, in Entwicklerbad einlegen, anschliel3end
fixieren und grundlich wassern. Die Bandenauswertung erfolgt nach dem Trocknen
im Gegenlicht beziehungsweise densitometrisch.

7. Chromatographische Verfahren

Bei den moglicherweise wirksamen Rotweininhaltsstoffen kann es sich um Flavo-
ne, Hydroxyflavone, Chromane, Anthocyane und Tannine (Gerbstoffe) handeln.
Dies sind - mit Ausnahme der aromatischen Carbonsaure Gallussaure und ihren
Glykosiden, den Tanninen - Uberwiegend heterocyclische organische Verbindun-
gen, sogenannte benzokondensierte Ringsysteme des 1-Pyrons. Die Anthocyane
besitzen dabei Flaven als Ringgrundskelett, die Gbrigen werden zur Gruppe der
Chromane gezahlt. Auch diese beiden Stoffgruppen liegen in der Natur haufig als
Glykoside vor, also einem Zuckeranteil und der entsprechenden Farbstoffkompo-
nente (Aglykon). Durch Chromatographieverfahren kdnnen unterschiedliche Sub-
stanzen aus der Rotweinlosung praparativ dargestellt und somit der Versuch ge-
macht werden, aufgefundene Stoffe anhand ihrer chemischen Charakteristiken
einzuordnen. Weiterhin lasst sich die Wirksamkeit verschiedener, durch Auftren-
nungsverfahren oder pH-abhangige Ausschuttelungen gewonnener Fraktionen des
Weins im Zellversuch testen.

7.1. Kurzbeschreibung der Saulen- und Dunnschichtchromatographie

Bei der Saulenchromatographie kommt es zur Auftrennung aufgrund verschiedener
Wanderungsgeschwindigkeiten von den im Losungsmittel (bewegliche Phase) ge-
|6sten Stoffen bei ihrem Weg durch ein in einer Kartusche befindliches Adsorp-
tionsmittel (stationdre Phase). Zwischen beiden Phasen entwickelt sich fur jede
Substanz ein typisches Gleichgewicht zwischen der Stoffkonzentration im Losungs-
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mittel und am Adsorptionsmedium. Als Adsorbentien dienen haufig AIOH oder Sili-
cagel. Nach dieser groben mechanisch - chemischen Trennung versucht man, die
einzelnen Substanzen abhangig von ihren Eigenschaften mit geeigneten Lésungs-
mitteln (wassrig oder hydrophob) aus der Bindung in der Matrixsaule heraus-
zulosen. Die aufgefangenen Eluate enthalten aufgetrennte Stoffe in relativ grof3er
Reinheit und abhangig vom Lésungsmittel, mit verschiedenen stofftypischen chemi-
schen Charakteristika.

Bei der Dunnschichtchromatographie (DC/TLC) wird als Trennmatrix Kieselgel
(Silicagel) oder AIOH in einer etwa 250 um dicken Schicht auf eine Glasplatte oder
Metallfolie aufgebracht. Am unteren Rand wird etwas von der zu trennenden
Losung aufpipettiert. Der Auftrennprozess findet in einer ver-schlieBbaren
Trennkammer statt, die 0,5 - 1 cm hoch mit einem Laufmittel gefullt ist. Die Laufzeit
betragt, abhangig vom FlieBmittel zwischen 5 und 70 Minuten. Anschlief3end
versucht man, Stoffe durch spezifische Farbe- und Detektions-reagentien oder
gegebenenfalls unter Zuhilfenahme von UV-Licht sichtbar zu ma-chen und zu
identifizieren.

7.2. Vorbereitende MalRnahmen

FiUr die pH-abhangige Ether-Extraktion von Stoffen aus der wassrigen Phase muss
der handelsubliche Ether durch Reduktion, Destillation und Entfernung von mogli-
cherweise entstandenem Peroxid gebrauchsfertig gemacht werden. Peroxid kann
zum einen an der Entstehung unerwlnschter artifizieller Substanzen beteiligt sein,
zum anderen besteht bei Aufkonzentration Explosionsgefahr. 1 | Ether wird mit 2,5
g FeS0Oy4, 0,5 g CaO und 150 ml aqua dest. ausgeschuttelt, dabei wird das grine
Fe(ll) zu braunem Fe(lll) oxidiert. Anschlieliend erfolgt die Destillation (Siedepunkt
des Ethers 39° C) im Wasserbad in einer Destillierkolonne mit absteigendem Was-
serkuhler und Sammelgefal® im Eisbad (cave Siedeverzug). Stopsel und Verbin-
dungen sollten hierfir nur mit Wasser, nie mit Fett gangig gemacht werden. Die
letzten ca. 150 ml im Kolben enthalten Uberwiegend schwersiedende Bestandteile
und Verunreinigungen und werden verworfen.

7.3. Fraktionieren der Rotweinprobe

Die Auftrennung des Weines wurde in unserem Fall mit einer Sephadex LH 20-

Saule ("lipophile Gelpermeationschromatographie") und mit C18-Kartuschen aus-

probiert, wobei sich durch die Verwendung von Aceton als Eluator grof3e Schwierig-

keiten in der Handhabung der Sephadex-Saule ergaben.

7.3.1. Saulengelpermeationschromatographie an einer Sephadex LH 20-Matrix:

- Trockene, lipophile Sephadex-LH20-Matrix (Pharmacia, Uppsala) eine Stunde in
Methanol vorquellen lassen

- anschlieRend im Wasserstrahlvakuum entgasen

- Eine Saule gielRen (Kunststoffsaule), den unteren Abschluss bildet Watte gut mit

Methanol spllen

- 1,5 ml Rotweinprobe auf die Saule aufpipettieren

- Nachdem die aufgetragene Testsubstanz in die Saulenmatrix eingezogen ist, mit
Methanol und im Anschluss mit Aceton eluieren

- die unten austropfenden Fraktionen einzeln aufnehmen (u. a. an verschiedener
Eluatfarbung erkennbar)

Hier ergaben sich Schwierigkeiten, weil die Kunststoffsdaule und die Schichtung der

Trennmatrix vom Aceton stark angegriffen wurden. Die Methode wurde aus diesem
Grund verlassen.
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7.3.2. Festphasenextraktion an einer C18-Kartusche

- Die vorgefertigte Saule gut mit Methanol spulen
mit aqua dest. nachwaschen

- Nachdem das Wasser in die Kartuschenmatrix eingezogen ist, Probenauftrag
(4,5 ml Rotwein)

- Nach Adsorption der Substanz wird zuerst die wassrige Phase (PBS als
Fliel3mittel), anschlieBend die lipophile Phase (Flieldmittel Aceton) eluiert und
aufgefangen.

- Aceton im Rotationsverdampfer eindampfen

- Probe mit 10 %igem Ethanol aufnehmen.

Sowohl mit der lipophilen als auch mit der wassrigen Fraktion kdnnen Untersuchun-
gen bzw. Expositionsversuche mit Lebendzellen gemacht werden.

7.4. pH-abhangige Ether-Ausschittelungen

Bei der Fraktionierung an der C18-Kartusche erhielten wir jeweils 9 ml wassrige (in
PBS) und lipophile Phase. Der lipophile Ansatz wird mit gleicher Menge Ether
ausgeschuttelt, die wassrige Phase jeweils abgelassen, die Etherphase gesammelt
(Wiederholung 3x). Die Ansatze werden dazu auf pH 8 und auf pH 1 (c. HCI)
gebracht; ein dritter Ansatz wird (c. NaOH) auf pH 14 eingestellt (30 min bei 40°C),
anschlieend auf pH 1 abgesenkt und ebenfalls ausgeschuttelt. Hierbei wird bei
glykosidischen Verbindungen der hydrophile Zuckeranteil abgespalten und das lipo-
phile Aglykon kann im Ether extrahiert werden Die so erhaltenen organischen
Etherphasen werden Uber nacht bei etwa 8°C Uber Na,SO4 getrocknet. Die Proben
werden eingedampft und in 9 ml Aceton aufgenommen. Ein 20 pl Aliquot wird
entnommen, im Rotationsverdampfer eingetrocknet, mit 10 ml 10% Ethanol (in
PBS) aufgenommen und im Anschluss eine Zellinkubation wie vorbeschrieben
durchgefuhrt.

Eine Ausschittelung von Proben bei pH-Werten von 1 bis 9 erfolgt nach dem
Einstellen /(wie vorbeschrieben) sinngemali.

7.5. DUnnschichtchromatographie (DC/TLC) oder Reversed-Phaser-Kieselgel-
Chromatographie (RP)

7.5.1. Vorbereitung

Die vorbeschichtete Glasplatte wird mit einem Glasschneider auf die geeignete
GroRe gebracht und zuerst mit Aceton, oder bei Laufmittelgemischen auch mit
einem der Bestandteile, gewaschen und gut getrocknet.

7.5.2. Probenauftrag

Die mit Bleistift markierte Probenauftragsregion sollte etwa 1 cm oberhalb des
Unterrandes liegen, auch zum Rand der Glasplatte sollte mindestens 1 cm Abstand
gewahrt werden. Es werden vorsichtig jeweils zwischen 2 und 20 yl Substanz-
l6sung in kleinen Portionen auf die Kieselgelmatrix aufpipettiert. Vor jedem
Nachpipettieren Flussigkeitsspots antrocknen lassen (Fohn). Anschliefend die
Platte in eine verschlielbare Laufkammer stellen (I6sungsmittelgesattigte Atmos-
phare), deren Boden etwa 0,5 cm hoch mit Laufmittel gefullt ist.

7.5.3. Laufmittel

Die Laufmittel (Monosubstanzen oder Gemische) unterscheiden sich hauptsachlich
in ihrer Polaritat und Laufgeschwindigkeit und konnen abhangig von der
Zusammensetzung zur Analyse bestimmter Stoffgruppen benutzt werden: Essig-
saureethylester-Methanol-H,O (100:13,5:10) oder H,O-Methanol/HCI (50:50) fur
polare Komponenten/Glycoside, oder Toluen-Essigsaureethylester (93:7) fur lipo-
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phile Substanzen. Folgende Laufmittel wurden bei unseren Untersuchungen aus-
probiert:

- Aceton und Dichlormethan-Methanol (50:50): -> ungeeignet

- Methanol (relativ unpolar): -> schlecht geeignet

- Methanol-Eisessig und Methanol/HCI (100:1): -> malig geeignet

- H,O-Methanol/HCI (50:50): -> gut geeignet

7.6. Einsatz verschiedener Spruhreagentien

Nach Beendigung des Laufes, wenn die Laufmittelfront kurz vor der Oberkante der
Glasplatte steht, wird diese aus der Kammer nehmen. Platte unter den Abzug stel-
len bis alle Laufmittelreste verdampft sind. Anschliel’iend werden schlecht sichtbare
oder mit bloRem Auge unsichtbare Spots mit Hilfe unterschiedlicher spezifischen
Spruh- oder Tauchreagentien und eventuell Betrachtung unter UV-Licht sichtbar ge-
macht.

7.6.1. Verwendete Reagentien

a) Anisaldehyd-H,SO4-Reagenz (AS): besonders fur Terpenoide, Bitterstoffe und
Saponine.
Rezept: 0,5 ml Anisaldehyd mit 10 ml Eisessig mischen, dann 85 ml Methanol
und 5 ml konz. H,SO,4 zugeben. Die Platte unter dem Abzug mit etwa 10 ml
bespruhen und anschlielend 7 Minuten bei ~100°C inkubieren. Bei Tageslicht
oder UV3g5 nm auswerten.

b) Fast Blue B Salt-Reagenz (FSB): fur phenolische Komponenten.
Rezept: 0,5 g 3,3"-Dimethoxybiphenyl-4,4°-bis(diazonium)-dichlorid (= Fast blue
B) in 100 ml aqua dest. I6sen. Platte mit 6 - 8 ml besprihen, trocknen lassen und
unter Tageslicht betrachten. Eventuell mit 10%iger ethanolischer NaOH nach-
spruhen.

c) KOH/Borntrager-Reagenz: fur Anthrachinone (rot), Anthrone (UV3ss nm: gelb)
und Cumarine (UV3es5 nm: blau).
Rezept: Die Platte mit 10%igem ethanolischem KOH besprihen und nach
kurzem Erwarmen unter Tageslicht oder UV3g5 nm auswerten.

d) Millon’s Reagenz (ML): fur Phenylglykoside und Arbutin.
Rezept: 3 ml Quecksilber in 27 ml rauchender Salpetersaure l6sen und die
Losung dann mit gleichem Volumen H2O verdinnen. Die Platte vorsichtig be-
spruhen und bei Tageslicht auswerten.

e) Natural-Products-Polyethylenglycol-Reagenz (NP/PEG oder NEU-Reagenz): fur
Flavonoide, Aloin.
Rezept: Die Platte zuerst mit 10 ml 1 %igem methanolischem Diphenyl-Borsaure-
9-ethylaminoester (= Diphenylboryloxyethylamin, NP), und anschliessend mit 8
ml  5%igem ethanolischem Polyethylenglykol-4000 (PEG) bespruhen.
Auswertung bei Tageslicht oder UVsss nm (meist intensives Fluoreszenz-
verhalten).

f) Ninhydrin-Reagenz: fir Aminosauren, biogene Amine und Ephedrine.
Rezept: 30 mg Ninhydrin (1,2,3-Indantrion-hydrat) in 10 ml n-Butanol |6sen, dann
0,3 ml 98% Essigsaure zugeben. Platte mit 8-10 ml bespruhen, flir 5-10 Minuten
unter Beobachtung erwarmen und bei Tageslicht auswerten.
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g) Vanillin-H,SO4 (VS): fir sogenannte "essential oils" (Terpenoide, Phenylpropa-
noide).
Rezept: Losung |: 1%iges ethanolisches Vanillin; Lésung 1l: 10%ige ethanolische
H.SO4. Die Platte zuerst mit 10 ml Lésung | und anschlieRend sofort mit 10 mi
Lésung Il bespruhen. Unter Beobachtung bei 110°C fur 5-10 Minuten erwarmen
und auswerten.

8. Im Zellexperiment verwendete Verbindungen und Losungsmittel

8.1. Losungsmittel

Die folgende Stoffe wurden zur Losung von im Zellexperiment benutzten Fest-
stoffen bzw. zur Herstellung der Verdunnungslosungen vor Zugabe zu den Zell-
kulturen verwendet.

8.1.1. DMSO (Dimethylsulfoxid)

Molekulargewicht 78,13; Molekulformel: (H3C),SO. Dimethylsulfoxid ist eine farb-
lose, hygroskopische Flussigkeit (Sdp. 189°C), gut mischbar mit Wasser, Alkoho-
len, Benzol, Chloroform und Aceton. Es dient in der chemischen Industrie unter
anderem als Loésungsmittel fir PVC, Perlon, Polyacrylnitril und Polyurethane. Au-
grund seiner nukleophilen Eigenschaften solvatisiert es Kationen sehr viel besser
als Anionen, so dass diese in DMSO besonders reaktiv sind. In der Dermatologie
findet DMSO aullerdem als sogenannte "Schleppersubstanz" zur besseren Auf-
nahme von Wirkstoffen durch die Hautbarriere Verwendung.

8.1.2. Ethanol

Synonym: Ethylalkohol. Molekulformel: C,HsOH.

Ethanol ist eine wasserahnliche Flussigkeit (Sdp. 78,4°C) mit charakteristischem
Geruch und verbrennt mit blassblauer Flamme bis zu einer Verdinnung von etwa
50 % mit Wasser.

8.1.3. PBS

"Phosphated buffered saline" ist ein physiologischer Elektolyt-Phosphat-Puffer zur
universellen Anwendung in Labor und Zellkultur, beispielsweise zum Ldsen, Wa-
schen oder Verdinnen.

8.2. Blutplasma

8.2.1. Gewinnung

Das fur die Plasma-Kontrollversuche bendtigte Blutplasma wurde von freiwilligen
Spendern mit Hilfe handelsiblicher Heparin-Monovetten® nach Punktion der
Cubitalvene gewonnen. Im Anschluss wurden die Blutproben zentrifugiert, der
Uberstand gesammelt und vermischt (‘gepoolt’) und anschlieRend in Aliquots bei -
20°C tiefgefroren.

8.2.3. 10 %iges Plasma

Um 10 %iges Plasma zu erhalten, wurden 10 ml Aliquots aus 1 ml gepooltem Plas-
ma und 9 ml PBS-Puffer gemischt und bei -20°C tiefgeforen.

8.3. Hemmstoffe der Signaltransduktionsproteine

Um die Identitat der gefundenen Proteinbande einzukreisen, wurden vor Rotwein-
exposition der Zellen Hemmstoffe verschiedener Sinaltransduktionswege zum je-
weiligen Versuchsansatz zugegeben. Die verwendeten Konzentrationen sind Orien-
tierungswerte vorliegender Versuchsprotokolle bzw. Herstellerempfehlungen.
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8.3.1. Src-Kinase-Hemmstoffe

Hierzu zahlen unter anderem Calphostin C, Geldanamycin, Herbimicin A, PP1,
Tyrphostin A23 und Genistein. Herbimicin und Genistein beispielsweise hemmen
auf mikroskopisch sichtbarer Ebene die Stressfaserbildung in Endothelzellen.
8.3.1.1. Genistein

Synonym: 4°,5,7-Trihydroxyisoflavon;

gelber, kristalliner Feststoff, 16slich in DMSO. Diese Verbindung kommt in der
Sojabohne (Glycine maius) vor und soll canceroprotektive Eigenschaften besitzen.
Sie wirkt als Hemmstoff der Tyrosin-Protein-Kinase und der Topoisomerase |lI-
Aktivitat in vitro, sowie als kompetitiver Inhibitor von ATP in anderen Protein-
Kinase-Reaktionen.

8.3.1.2. PP1

Synonym: {4-Amino-5-(4-methylphenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo [3,4-d] pyrimidin}; hell-
brauner Feststoff, 16slich in DMSO. Die Verbindung ist ein potenter, membranper-
meabler Inhibitor der src-Tyrosinkinasen-Familie.

8.3.1.3. Herbimicin A

Molekulargewicht: 574,7; Molekulformel: C3;0H42N,09; gelbbrauner Feststoff,
I6slich in DMSO. Die Verbindung ist ein Stoffwechselprodukt von Streptomyces
hygroscopicus. Sie ist membranpermeabel und ein potenter Inhibitor sowohl der
Tyrosin-Kinase als auch der PDGF-induzierten Phospholipase D-Aktivierung.
Hemmende Wirkung auf Tumorwachstum und Angiogenese ist nachgewiesen.
Vermutete Wirkungsweise: Die Inaktivierung beispielsweise der Phosphotyrosin-
Kinase-Aktivitat von pp60src (Onkogen bei Rous-Sarkoma-Virus-transformierten
Zellen) kommt durch Interaktion der Sulfhydrylreste des Proteins mit der p-
Benzochinongruppe von Herbimicin A zustande.

8.3.1.4. Tyrphostin A23

Synonyme: AG 18; 9-cyano-(3,4-dihydroxy)cinnamonitril oder [3,4-Dihydroxy-
benzylidin]malononitril; weilder Feststoff, 16slich in DMSO und Ethanol. Die
Verbindung inhibiert die Protein-Tyrosinkinase, die Autophosphorylierung des EGF-
Rezeptors und die GTPase-Aktivitat von Transducin.

8.3.2. Rho-Kinase-Hemmstoffe

8.3.2.1. C3-Transferase

Feststoff

8.3.2.2.Y-27632
Synonym:(+)-(R)-trans-4-(1-Aminoethyl)-N-(4-pyridyl)cyclohexancarboxamid-dihy-
drochlorid-monohydrat; Molekulargewicht: 338,3; Molekulformel: C14H21N3O « 2HCI
* H,O; weildes, kristallines Pulver, 16slich in Wasser.

8.3.3. MAP-Kinase-Hemmstoffe

8.3.3.1. PD 98059
Synonyme:2’-Amino-3’-Methoxyflavon,2-[2-Amino-3-methoxyphenyl]-4H-1-
benzopyran-4-on; Molekulargewicht 267,3; Molekulformel C16H1303; blaligelber
Feststoff, 16slich in DMSO. PD 98059 blockt selektiv die Aktivitat der MAP-Kinase-
Kinase (MAPKK/ERK-Kinase/MEK) durch eine Hemmung der MAP-Kinase-
Aktivierung und somit der nachfolgenden Phosphorylierung von MAP-Kinase-Sub-
straten (sowohl in vitro, als auch in natlrlich wachsenden Zellen). Diese Hemmung
wird wahrscheinlich durch die Bindung der Substanz an eine Stelle des MAPKK-
Molekuls verursacht, die den Zugang zu Aktivierungsenzymen blockiert.

75



8.3.4. IP3-Kinase-Hemmstoffe

8.3.4.1.Y-27632

Synonym: (+)-(R)-trans-4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl)cyclohexancarboxamid-
dihydrochlorid-Monohydrat; Molekulargewicht: 338,3; Molekulformel C14H21N3O -
2HCI - Ho0; weilder kristalliner Feststoff.

8.3.4.2. Wortmannin

Synonyme: KY 12420, Antibiotikum SL-2052;

Molekulargewicht 428,4; Molekulformel C3H240s; weilder Feststoff, I6slich in DMSO
oder Ethanol. Die Verbindung ist ein Pilzmetabolit (Penicillus fumiculosus), der als
potenter, selektiver, zellpermeabler und irreversibler Inhibitor der Inositol-1,4,5-tri-
phosphat-Kinase (IP3-Kinase) sowohl in gereinigten Zellpraparationen als auch in
Cytosolfraktionen wirkt.

8.3.5. Chelatoren intrazellularen Calziums

8.3.5.1. EGTA

Synonyme: 1,2-Bis(2-aminoethoxy)-ethan-N,N,N"N"-tetraessigsaure oder 3,6-Di-
oxaoctan-1,8-diamin-N,N,N",N -tetraessigsaure; Molekulargewicht: 380,35.

8.3.5.2. BAPTA/AM
Synonym:1,2-Bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N",N"-Tetraessigsaure-tetra(acetoxy-
methyl)ester;

hellgelber Feststoff, I6slich in DMSO. Diese Verbindung ist die membranpermeable
Form von BAPTA und kann von einer Vielzahl Zellen aufgenommen werden. Sie
wird von cytosolstandigen Esterasen hydrolysiert und so als aktivierter Ca?*-Chela-
tor BAPTA intrazellular angereichert. Beschrieben ist u. a. eine Inaktivierung der
Proteinkinase C.

8.4. Ausgewahlte Rotweininhaltsstoffe mit moglicher pharmakologischer Wirkung
Folgende Inhaltsstoffe des Rotweins (lediglich drei von hunderten) sind wegen
moglicher pharmakologischer Wirksamkeit und protektiven Eigenschaften im Ge-
sprach. Die Untersuchung und Validierung eines moglichen Einflusses auf Endo-
thelzellen sollte in der vorliegenden Arbeit unternommen werden.

8.4.1. Quercetin

Synonym: 3,3°,4",5,7-Pentahydroxyflavon;

grunlichgelber Feststoff, I6slich in Ethanol, Essigsaure oder DMSO.

Ein Stoff aus der Gruppe der Hxdroxyflavone/Chromane. Er ist einer der wichtig-
sten Pflanzenfarbstoffe dieser Gruppe und kommt unter anderem als L-Rhamnosid
in Eichenholz und frei oder glykosidisch gebunden in den Bliten von Goldlack, Ro-
se, Stiefmutterchen sowie in Tee, Hopfen und Traubenschalen vor. Durch gezielte
Lagerung von Wein oder bestimmten Branntweinen in jungen Eichenholzfassern
(‘Barrique-Ausbau’) konnte es durchaus zu einer Anreicherung dieser Substanz
kommen. Quercetin wird als Inhibitor von IP3-Kinase, Phospholipase A2, mitochon-
drialer ATPase, Phosphodiesterasen sowie Proteinkinase C beschrieben und soll
des weiteren Apoptose in verschiedenen Tumorzellinien in vitro induzieren kénnen.

8.4.2. Myricetin

Synonyme: Cannabiscetin; 3,3",4",5,5",7-Hexahydroxyflavon;

weilllicher Feststoff, 16slich in Ethanol.

Diese Substanz, ebenfalls aus der Gruppe der Hydroxyflavone, kommt in etlichen
Pflanzen und deren Frichten oder Fruchtschalen vor.
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8.4.3. Resveratol

Synonym: Trans-3,4°,5 -Trihydroxystilben;

weillicher Feststoff, 16slich in Ethanol oder DMSO.

Eine phenolische Verbindung mit Pilzwachstum-hemmenden, antitumordsen bzw.
proapoptotischen und antioxidativen Eigenschaften, die unter anderem in Trauben-
schalen und Wein vorkommt. Resveratol ist vor allem als Antioxidans und "Krebs-
schutzmittel" im Gesprach. Die Substanz wird beschrieben als spezifischer Hemm-
stoff fur Cyclolxygenase-1 (Cox-1) und deren Hydroxyperoxidase-Aktivitat. Ferner
soll sie eine Phorbolester-induzierte freie Radikalbildung in HL-60-Zellen
unterdricken und bei DMBA-vorbehandelten TM 677-Zellen antimutagen wirken.
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C. ERGEBNISSE

1. Zellmorphologie: Aktin-Fluoreszenz-Farbung

Zum Sichtbarmachen von Veranderungen in Bereich des Cytoskeletts wurden die
Zellen mit Phalloidin-Rhodamin gefarbt und anschlieRend im Fluoreszenzmikroskop
untersucht.

1.1. Naive Zellen

Unbehandelte gesunde konfluente und adharente Endothelzellen zeigen eine
unauffallige Morphe ohne mikroskopisch sichtbare Veranderungen von Zell-
membran und intrazellularer Aktinfaserstruktur.

Abb. 20: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (x 1000) naiver kon-
fluenter Endothelzellen (HUVEC)

1.2. Ausbildung von Stressfasern nach Inkubation mit Rotwein
Gesunde konfluente und adharente Endothelzellen zeigen nach 35-mindtiger
Inkubation mit Rotweinldsung (1%. in PBS) Veranderungen an Zellmembran und
intrazellularer Aktinstruktur (Stressfasern, Roughes und Spikes).

VR
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Abb. 21a und b: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (x 1000) von

Veranderungen an Zellmembran und Cytoskelett von Endothelzellen

(HUVEC) nach 35-mindtiger Inkubation mit Rotweinlésung (PBS-
Verdinnung zu 1%o)

1.3 Inhibierender Einflu} von src-Kinase-Inhibitoren

Die Ausbildung von Stressfasern ist durch die src-Kinase-Inhibitoren Herbimicin A
und Genistein teilweise zu beeintrachtigen.

Abb. 22: ‘flu‘oreszenzmikroskopische Aufnahme (x 1000): Inkubation
konfluenter Endothelzellen (HUVEC) mit Herbimycin vor 15-minutiger

Inkubation mit Rotweinldsung (zu 0.5%. in PBS) schrénkt die
Ausbildung von Stressfasern ein

2. Protein-Analyse: Western-Blot

2.1. Rotwein-induzierte Tyrosinphosphorylierung

Nach Exposition von gesunden konfluenten Endothelien mit Rotweinelutionen von
0,5%0, 1%0 und 2,5%0 in PBS wird im Western-Blot Assay eine spezifische Phos-
photyrosin-Bande mit einem Molekulgewicht von 85 kd sichtbar.
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Bei einem geringen Prozentsatz der Blots tritt zusatzlich mit der 85 kd-Bande eine
schmale Bande im 210 kd-Bereich und/oder eine Doppelbande bei etwa 190 kd auf.

-
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Abb. 23: Die 85 kd-Bande bei Rotweinverdinnungen von 0,5%o, 1%o und 2,5%o
in PBS (n=3)

(1) Mediumkontrolle, (2) PBS-Kontrolle,

(3) Ethanol (PBS-Vediinnung zu 1%o), 30-minutige Zellinkubation;

(4) Ethanol (PBS-Verdinnung zu 2,5%o), 30-minutige Zellinkubation;

(5) Ethanol (PBS- Verdiinnung zu 2,5%o), 60-minitige Zellinkubation;

(6) Rotwein (PBS- Verdiinnung zu 0,5%.), 30-minutige Zellinkubation;

(7) Rotwein (PBS- Verdlinnung zu 1%o), 30-minltige Zellinkubation;

(8) Rotwein (PBS- Verdinnung zu 2,5%.), 30-minttige Zellinkubation

PBS = Porbello’s buffered saline
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Abb. 24: Effekte verschiedener Rotweinverdinnungsstufen bei 30-mindtiger
Zell inkubation, mit Kontrollen (MW+SEM), n=4;
PBS = Porbello’s buffered saline EtOH = Ethanol, RW = Rotwein
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Abb. 25: Zeit-Wirkungs-Abhangigkeit der 85 kd-Bande bei Inkubation gesunder
konfluenter Endothelzellen mit Rotwein-Verdlinnungen und Kontrollen

(1) Mediumkontrolle; (2) PBS-Kontrolle;

(3) Ethanol (PBS-Verdinnung zu 1%o.), 30-minutige Zellinkubation;

(4) Ethanol (PBS-Verdinnung zu 2,5%o), 30-minutige Zellinkubation;

(5) Rotwein (PBS-Verdlnnung zu 1%o), 1-minutige Zellinkubation;

(6) Rotwein (PBS-Verdinnung zu 1%o), 5-minutige Zellinkubation;

(7) Rotwein (PBS-Verdinnung zu 1%o), 15-minitige Zellinkubation;

(8) Rotwein (PBS-Verdlinnung zu 1%o), 30-minltige Zellinkubation;

(9) Rotwein (PBS-Verdinnung zu 1%o.), 60-mindtige Zellinkubation
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Abb. 26: Rotweineffekt (Zunahme der 85 kd-Bande) in Abhangigkeit von der
Inkubationsdauer (MW+SEM, * p < 0,05), n = 4;
PBS = Porbello’s buffered saline, EtOH = Ethanol, RW = Rotwein

Dies lasst den Schluld zu, dass in den exponierten Zellkulturen ein intrazellularer
Mechanismus - mit dem Ergebnis der Bildung verschiedener Molekule
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wahrscheinlich im Rahmen eines reaktiven Signaltransduktionsprozesses - in Gang
gesetzt wird, der ab ca 5 Minuten Inkubationszeit voll zum Tragen kommt und in
dessen Verlauf ein Protein unbekannter Funktion mit der Molekilmasse 85 kd
bebildet oder freigesetzt wird.
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Abb 27: 85 kd-Banden mit zusatzlich sichtbaren Banden in den
Bereichen von 210 und 190 kd (die Pfeile zeigen die Marker des
Proteinstandards an)

(1) Proteinstandard; (2) Mediumkontrolle;

(3) Ethanol (PBS-L6ésung zu 1%o), 30-minltige Inkubation;

(4) Rotwein (PBS-L6sung zu 1%o), 30-minutige Inkubation;

(5) PBS-Kontrolle;

(6) Rotwein (PBS-Lésung zu 1%o), 30-minutige Inkubation;

(7) Rotwein (PBS-Lésung zu 1%o), 30-minutige Inkubation

2.2. Auswaschversuche mit PBS-Puffer

AnschlieRend an eine 30-minutige Inkubation mit der Rotwein-Pufferldsung wurden
die Versuchsansatze mit auf 37° C vorgewarmten Losungspuffer Gber unterschied-
lich lange Zeitabschnitte (1 Sekunde bis 60 Minuten) im Uberschuss gespiilt, um zu
uberprifen, ob die Tyrosinphosphorylierungsreaktion der Zellen als Antwort auf
Rotweinexposition konstant und unumkehrbar ist oder ob eventuell beteiligte Agen-
tien oder Zellprodukte abdiffundieren kbnnen oder ausgewaschen werden. Das
Auftreten der Bande ist durch anschlielende Spllbehandlung mit PBS in einem
Zeitbereich von 1 Sekunde bis zu 30 Minuten nicht wesentlich abzuschwachen. Bei
langerer Einwirkzeit (>45 Minuten) des Puffers wird die Bande langsam aber stetig
schwacher.
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Abb. 28: Aussplileffekt durch PBS in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

(1) Mediumkontrolle; (2) Ethanol (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation;

(3 )Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation;

(4) WeiBwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 30" Inkubation;

(5) Ethanol (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 15-miniitige PBS-Spiilung;
(6) Rotwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 1-minutige PBS-Spilung;
(7) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlie®end 5-minitige PBS-Spulung;
(8) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 15-minltige PBS-Spulung;
(9) Rotwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschliefend 30-minitige PBS-Spiilung;
(10) Rotwein (PBS-Loésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 45-minitige PBS-Spiilung;
(11) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 60-minlitige PBS-Spulung;
(12) WeiBwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 30" Inkubation, anschlieRend 1-minttige PBS-Spllung;
(13) WeiBwein (PBS-Lésung zu 1 %), 30" Inkubation, anschlieRend 15-minltige PBS-Spulung;
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Abb. 29: Zeitverlaufsdiagramm des von PBS-verursachten Auswasch-Effekies auf die nach 30
minutiger Inkubation in den Endothelzellen induzierte Rotweinwirkung (Ausbildung der 85 kd Bande)

in vitro, (MW + SEM); n = 3

83



2.3. Zeit-Wirkungs-Kinetik fur den Bandeneffekt der Rotweinlosungen

Das Auftreten der 85 kd-Bande zeigt reproduzierbar eine Abhangigkeit von der
Inkubationszeit. Eine Zellreaktion mit dem Effekt der Bandenbildung tritt sowohl bei
Rotweinverdinnungen von 0,5%., 1%. als auch 2,5 %, auf, und scheint damit relativ
unabhangig von der eingesetzten Verdunnungskonzentration zu sein. Eine
deutliche Zellreaktion tritt nach etwa 15 Minuten ein. Der Zeitbereich der starksten
Zellreaktion liegt zwischen 15 und 45 Minuten Exposition, wobei die langste Inkuba-
tionszeit in den hier beschriebenen Versuchsansatzen 60 Minuten war. Danach
wird das Zellverhalten inkoharent. In der folgenden Blot-Abbildung wird das
Ergebnis exemplarisch verdeutlicht:
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Abb. 30: Blotphoto der Zeit-Wirkungs-Kinetik zweier PBS-Rotweinverdinnungen
(1) Mediumkontrolle; (2) PBS-Kontrolle; (3) Ethanol (1 %0 in PBS), 15-minlitige Exposition;
(4) Ethanol (1 %o in PBS), 30-minttige Exposition;

(5) Rotwein (1 %o in PBS), 1-minutige Exposition;

(6) Rotwein (1 %o in PBS), 5-minutige Exposition;

(7) Rotwein (1 %o in PBS), 15-minitige Exposition;

(8) Rotwein (1 %o in PBS), 30-minttige Exposition;

(9) Rotwein (1 %o in PBS), 60-minttige Exposition;

(10) Rotwein (2,5 %o in PBS), 1-minutige Exposition;

(11) Rotwein (2,5 %o in PBS), 5-minltige Exposition;

(12) Rotwein (2,5 %o in PBS), 15-minltige Exposition;

(13) Rotwein (2,5 %o in PBS), 30-minltige Exposition;

(14) Rotwein (2,5 %o in PBS), 60-minltige Exposition;
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2.4. Weillweinkontrollen
Der oben angeflhrte Bandeneffekt tritt fir WeilRwein sehr stark abgeschwacht auf

und bewegt sich in etwa auf Hohe der Werte fir Medium- und PBS-Kontrolle.
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Abb. 31: Zeit-Wirkungs-Kinetik fur verschiedene Rot- und Weilweinverdinnungen
(1) Mediumkontrolle; (2) PBS-Kontrolle; (3) Ethanol (PBS-Lésung zu 1 %o), 5 Minuten Inkubation;
(4) Ethanol (PBS-Lésung zu 1 %o), 15-minltige Inkubation;

(5) Ethanol (PBS-L6ésung zu 1 %), 30-minutige Inkubation;

(6) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 1-minutige Inkubation;

(7) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 5-minutige Inkubation;

(8) Rotwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 15-mintige Inkubation;

(9) Rotwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 30-minutige Inkubation;

(10) Rotwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 60-minltige Inkubation;

(11) WeiBwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 5-minutige Inkubation;

(12) WeiBwein (PBS-Lésung zu 1 %o), 15-minltige Inkubation;

(13) WeiBwein (PBS-L6sung zu 1 %o), 30-minutige Inkubation;

(14) Weillwein (PBS-Losung zu 1 %o), 60-mindtige Inkubation
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Abb. 32: Zeit-Wirkungs-Diagramm der Endothelzell-Reaktion in vitro.
Inkubation mit Rotwein- und WeiRweinproben sowie Kontrollen; RW = Rotwein, WW = Weil3wein,
Et = Ethanol, Med = Mediumkontrolle (MW + SEM), n =4

2.5. Die Wirkung von unterschiedlichen Rotweine und Kontrollsubstanzen
Die Induktion der 85 kd-Bande tritt bei Inkubation mit Losungen aller nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlten Rotweine der unteren und mittleren Preisklasse unter-
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schiedlicher Rebsorten und Anbaugebiete auf. Die Bande erscheint nicht oder nur
viel schwacher bei Weillwein (0,5%o ige, 1%o ige und 2,5%.ige Verdinnung in PBS),
Ethanol (PBS-Lésungen zu 0,5%o, 1%0 und 2,5%0), dunklem Bier, grinemTee und
der Vektorsubstanz DMSO (jeweils auf 1% in PBS verdunnt). Die relativ deutlichste
Bande aller Kontrollsubstanzen verursacht die Inkubation der Endothelzellkulturen
mit rotem Traubensaft-Fertigprodukt (1%ige Verdinnung in PBS).
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Abb. 33: Darstellung des Bandeneffektes bei jeweils 30-mintiger Inkubation mit den
PBS-L6sungen verschiedener Rotweine (1%0) unterschiedlicher Lage und Rebsorte mit
Kontrollen: Californien/USA; Bordeaux/F; Burgund/F; Languedoc/F; Rioja/E; Sudtirol/I
PBS = Porbello’s buffered saline, EtOH = Ethanol (MW + SEM), n =5
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Abb. 34: Darstellung des Bandeneffektes verschiedener Rotweine im Vergleich zu
unterschiedlichen Kontrollsubstanzen (jeweils 30-mindtige Inkubation mit PBS-
Lésungen zu 1%o), (MW + SEM); n =4

2.6. Versuchsansatze in 10%igem Plasma und Vollplasma

Um auch in vitro physiologischere Bedingungen zu erzeugen und die Zellreaktion
auf Rotweinexposition unter diesen Voraussetzungen zu uberprufen, wurde gepool-
tes humanes 10%iges Plasma (in PBS) beziehungsweise humanes Vollplasma an-
stelle von PBS als Ldsungspuffer verwendet. Die Ansatze und die Durchflhrung
waren ansonsten identisch mit den unter Punkt 2.1 bis 2.5, 3 und 4 beschriebenen
Versuchen. Die gewonnenen Ergebnisse lassen sowohl bei den Versuchen mit der
10%igen Plasmaverdinnung als auch beim Vollplasma keine eindeutigen Aussa-
gen zu. Die 85 kd-Banden erscheinen entweder insgesamt stark abgeschwacht
oder unregelmafiger und ohne deutliche und reproduzierbare Zeit- oder Konzentra-
tionabhangigkeit. Erschwert wird die Beurteilung dieser Versuche durch inkoha-
rente, unruhige Blots mit starken Hintergrundstérungen.

3. Identifikationsversuch der auftretenden Proteinbande durch gezielte
Hemmung verschiedener Signaltransduktionsproteine der Zelle

In einem nachsten Schritt wurden 10 unterschiedliche biologische Hemmstoffe
eingesetzt, die durch ihren spezifischen Eingriffsort in den Signaltransduktionskas-
kaden einen moglichen Hinweis auf die Identitat des tyrosinphosphorylierten 85 kd-
Proteins liefern sollten.

3.1. Src-Kinase-Hemmstoffe

Bei der ersten Wirkstoffgruppe, den Src-Kinase-Hemmstoffen wurden folgende
Ergebnisse beobachtet:
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3.1.1. Genistein

Die vorherige Behandlung der Endothelzellen mit Genistein verursacht keine
Hemmung der 85 kd-Bande.

3.1.2. Herbimicin A

Nach vorheriger Behandlung der Zellen mit diesem Pilzprodukt zeigt sich eine
deutliche Hemmung der Bande.

3.1.3. Tyrphostin A23

Keine Hemmung der betreffenden Bande nach Vorbehandlung mit Tyrphostin A23.
3.1.4. PP1

Eine Vorbehandlung der Endothelzellen mit PP1, einem potenten Hemmstoff der
src-Tyrosin-Kinase, verursacht eine Beeintrachtigung der Bandendicke im gesuch-
ten Bereich.
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Abb. 35: Beeinflussung der Zellreaktion bei Rotwein-Inkubation durch Zugabe der Src-Kinase-
Hemmstoffe PP1, Genistein, Herbimicin A und Tyrphostin A23

Rotwein bzw. Ethanol liegen jeweils zu 1%. in PBS gelést vor, die Inkubationszeit betrug jeweils
30 Minuten; EtOH = Ethanol; (MW + SEM); n =4

3.2. Rho-Kinase-Hemmstoffe
Die beiden getesteten Rho-Kinase-Hemmstoffe C3-Transferase und Y-27632
zeigen keine Wirkung hisichtlich der untersuchten Bande.

3.3. MAP-Kinase-Hemmstoffe

Die Versuche mit dem MAP-Kinase-Hemmstoff PD 98059 verursachen keine
Hemmung der betreffenden Bande nach Vorbehandlung der Zellen.
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3.4. PI3-Kinase-Hemmstoffe
Der PI3-Kinase-Hemmstoff Wortmannin verursacht keine Hemmung der
betreffenden Bande.

3.5. Kalzium-Chelatoren

Vorbehandlung der Endothelzellen mit EGTA beeinflusst die Entstehung der
untersuchten Bande nicht. Durch den intrazellularen Kalzium-Chelator BAPTA/AM
wird die Entstehung der 85 kd-Bande jedoch gehemmt, wobei sich eine
Konzentrations-Wirkungs-Kinetik darstellen 1asst.
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Abb. 36: Einfluss der Kalzium-Chelatoren EGTA und BAPTA/AM auf die Zellreaktion unter Rotwein-
Inkubation

(1) Proteinstandard; (2) Mediumkontrolle; (3) Ethanol (zu 1%. in PBS), 30-minitige Exposition;

(4) Rotwein (zu 1%0 in PBS), 30-minutige Exposition; (5) frisches Medium nach EGTA-
Vorbehandlung; (6) Ethanol (zu 1% in PBS), 30-minltige Exposition nach EGTA-Vorbehandlung; (7)
Rotwein (zu 1%. in PBS), 30-minltige Exposition nach EGTA-Vorbehandlung; (8) Rotwein (zu 1% in
PBS), 30-minitige Exposition nach EGTA-Vorbehandlung; (9) frisches Medium nach BAPTA/AM-
Vorbehandlung; (10) Ethanol (zu 1%. in PBS), 30-minutige Exposition nach BAPTA/AM-
Vorbehandlung; (11)Rotwein (zu 1% in PBS), 30-minltige Exposition nach BAPTA/AM-
Vorbehandlung; (12) Rotwein (zu 1% in PBS), 30-minltige Exposition nach BAPTA/AM-
Vorbehandlung; (13) Rotwein (zu 1%. in PBS), 30-minitige Exposition; (14) Rotwein (zu 1%o in
PBS), 30-minltige Exposition nach EGTA-Vorbehandlung; (15) Rotwein (zu 1%. in PBS), 30-
minutige Exposition nach BAPTA/AM-Vorbehandlung;
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Abb. 37: Konzentrations-Wirkungs-Kinetik des Kalzium-Chelators BAPTA/AM: Einfluss
einer 30-minltigen Inkubation mit dem Calzium-Chelator (verschiedene Verdiinnungs

stufen, mit Kontrollen) auf die Zellreaktion bei Rotwein-Exposition (MW + SEM); n = 3;

PBS = Porbello’s buffered saline, EtOH = Ethanol, RW = Rotwein

4. RNA-Analyse: Northern-Blot

4.1. Induktion des Chemokins MCP-1

Bei gesunden adharenten Endothelzellen kommt es in der ersten Inkubationsphase
(bis etwa 30 Minuten) nach Inkubation mit Rotwein und Ethanol zu einem Anstieg
des mRNA-Expressionslevels fir MCP-1, einem ‘immediate early-gene’. Auch nach
Vorstimulation mit PMA zeigt sich ein vergleichbarer Effekt. AnschlieRende
Rotwein-Inkubation scheint diesen Effekt leicht abzuschwachen. Die Wirkung einer
Zellinkubation mit TNF erscheint hier Uberraschenderweise relativ gering. Rotwein-
Inkubation der Zellen nach Vorstimulation mit TNF zeigt in dieser Versuchsreihe
den starksten Effekt. MCP-1 lockt in inflammatorischen Regionen Makrophagen an,
kann also bei atherosklerotischen Prozessen die Einwanderung von
Entzindungszellen und somit die Entstehung von Schaumzellen triggern bzw.
einen entzundlichen Prozess in der GefaRwand unterhalten helfen.
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Abb. 38: Northern-Blot- Analyse MCP-1-spezifischer Messenger-RNA (MCP-1 mRNA):
Expression des Chemokins MCP-1 bei Zellinkubation unter verschiedenen Bedingungen
mit und ohne vorhergehende Zellstimulation; (MW + SEM); n = 4

Legende:

1: Mediumkontrolle; 2: Rotwein 1%o, 10-minttige Inkubation; 3: Rotwein 1%., 30-mindtige
Inkubation; 4: Rotwein1%o., 45-minttige Inkubation; 5: Ethanol 1%., 10-minttige Inkubation;
6: Ethanol 1%0, 30-mindtige Inkubation; 7: Ethanol 1%., 45-mindtige Inkubation; 8: TNF; 9:
Rotwein 1%o, 30-minltige Inkubation nach Vorbehandlung mit TNF; 10: PMA; 11: Rotwein
1%o, 30-minttige Inkubation nach Vorbehandlung mit PMA

5. Chemische Auftrennungen und Chromatographie

Um eine orientierende Aussage Uber das Wesen der an der Bandenentstehung
beteiligten Rotweininhaltsstoffe machen zu kdnnen, wurden Fraktionierung, Dunn-
schichtchromatographie und zur Kontrolle die Phosphotyrosinbanden-Detektion
mittels Western-Blot angewandt.

5.1. Untersuchung lipophiler und hydrophiler Fraktionen

Bei der saulenchromatographischen Auftrennung der Rotweinprobe an der C18
Kartusche wurden eine hydrophile und eine lipophile Phase gewonnen. In zwei
Zellexpositionsversuchen mit anschlieRendem Western-Blot erwies sich die
lipophile Phase als die Fraktion, die weiterhin in der Lage ist, die 85 kd-Bande zu
induzieren.
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Abb. 39: Effekt der lipophilen und hydrophilen Extraktionsphasen in Zusammenhang
mit der Bandenentstehung (mit Kontrollen)

1: Proteinstandard; 2: Mediumkontrolle; 3: Ethanol (1%. in PBS), 30-minttige
Exposition; 4: Rotwein (1% in PBS), 30-minutige Exposition; 5: lipophile
Extraktionsphase; 6: hydrophile Extraktionsphase; 7: lipophile + hydrophile
Extraktionsphase; 8: Mediumkontrolle; 9: Rotwein (1%. in PBS), 30-minitige
Exposition; 10: Ethanol (1%. in PBS), 30-min(itige Exposition

5.2. Ausschuttelung von Rotweinproben der pH-Werte 1-9 in Ether

Die zugrundeliegende Uberlegung hierbei ist, dass unpolare Substanzen in die
organische Etherphase Ubergehen.

Die Bande zeigt sich in den Bahnen der Zellextrakte, die zuvor mit Etheraus-
schuttelungen bei pH 3 und pH 6 inkubiert worden waren. Eine oder mehrere im
Rotwein enthaltene, mit der Bandenentstehung in Zusammenhang stehende
Substanzen liegen bei pH 3 und 6 offenbar in Neutralform vor.
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Abb. 40: Wirkungen von pH-abhangiger Etherausschittelungen (“Rechallenge® von
Endothelzell-Kulturen mit den einzelnen Fraktionen); (MW + SEM); n =3
PBS = Porbello’s buffered saline, EtOH = Ethanol; RW = Rotwein

5.3. Reversed Phase-SiOH-TLC von Rotwein und wassriger Restphase der
Etherausschuttelung bei pH 8

Diese orientierende Untersuchung von Rotwein und wassriger Restphase mit ver-
schiedenen Detektionsreagentien sollte einen Uberblick tber eventuell darin vor-
handene chemische Stoffklassen geben und so Hinweise auf in Frage kommende
Einzelstoffe zulassen. Als beste Laufmittel in den Vorversuchen erwiesen sich Me-
thanol/HCI:H20 (1:1) und Methanol/HCI:H,O (2:1). Es farbten sich Spots an, die
phenolischen Gruppen, Flavonoiden, Carbonsauren, sowie vom Lauf- und Farbe-
verhalten Zuckern, Vanillinsaureverwandten und kleinen Carbonsauren wie dem
Referenzstoff Hydroxybenzoesaure zuzuordnen waren. Alle diese Stoffe gehdren
zu den als mogliche Effektoren vermuteten Substanzgruppen.

5.4. Untersuchung eines Effekts der Phytophenole Resveratrol, Quercetin und
Myricetin

Getestet wurden jeweils drei Konzentrationen (8, 15 und 25 yM) im Zellversuch. Die
Blots, ob im PBS- oder Plasmasystem, sind allesamt schwierig zu beurteilen:

die entstehenden Banden sind allesamt schwach und unregelmaRig, es zeigen sich
uberall starke Hintergrundstorungen.

Es scheint sich fur Resveratrol eine gleichbleibend schwache Bandenentwicklungs-
tendenz zu zeigen, wahrend es sich bei Quercetin eher um eine mit steigender
Konzentration leicht ansteigende (bei 25 uM erscheint hier die Bande jeweils am
relativ kraftigsten) und bei Myricetin eine leicht abfallende Wirkungskinetik (starkste
Bande bei 8 uM) zu handeln scheint. Die Banden gehen aber in keinem Fall Uber
den Grdlenbereich der Kontrollen hinaus (- eine Versuchsreihe mit n = 2 ist
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naturlich von eingeschrankter satstistische Aussagekraft, und wurde in diesem
Rahmen lediglich zur Abschatzung der Phytophenol-Effekte herangezogen).
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Abb. 41: Auswirkung verschiedener Verdiinnungsstufen (8 uM, 15 uyM und 25uM) der pflanz-
lichen Flavonoide Quercetin, Resveratrol und Myricetin auf den Bandeneffekt (mit
Kontrollen, jeweils 30 minutige Endothelzell-Inkubation); nur MW angegeben (n = 2)
EtOH = Ethanol, RW = Rotwein, Qu = Quercetin, Res = Resveratol, Myr = Myricetin
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D. DISKUSSION

1. Methodendiskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob Rotweininhaltsstoffe, mut-
mallich Polyphenole/Flavonoide, an der postulierten protektiven Wirkung von Rot-
wein in Bezug auf koronare Herzerkrankung einen Anteil haben. Dazu wurde mit
Endothelzellen in einem in vitro-Modell im Hinblick auf Hinweise einer wie auch im-
mer gearteten Zellreaktion experimentiert [4]. Beobachtet wurden zum einen mor-
phologische Veranderungen im Aktin-Zytoskelett, zum anderen, auf molekularer
Ebene, das Auftreten von tyrosinphosphorylierten Proteinen [241] und die Expres-
sion von mMRNA des Chemokins MCP-1, das eng mit inflammatorischen Prozessen
und Atheroskleroseentstehung [60; 298; 420] in Verbindung steht. Zusatzlich konn-
ten mit Hilfe einfacher chemischer Auftrennungen und Chromatographieverfahren
kombiniert mit Zellinkubationen orientierende Aussagen Uber mutmallich aktive
Rotweininhaltsstoffe gemacht werden.

1.1. Der Wein

Bei der Bewertung von Ergebnissen in dieser Arbeit und auch von anderen Arbei-
ten, die sich mit den Auswirkungen von Rotweininhaltsstoffen beschaftigen, ist zu
bedenken, dass Wein keine einheitliche, inerte Substanz ist, sondern vor allem in
Bezug auf die Zusammensetzng seiner Inhaltsstoffe eine - selbst bei identischer
Rebsorte und Reifungszeit - von Winzer zu Winzer und von Jahrgang zu Jahrgang,
wahrscheinlich sogar von Fal® zu Fal} unterschiedliche und nicht reproduzierbare
Zusammensetzung hat. Alle Versuche der vorliegenden Arbeit wurden (wenn nicht
explizit anders erwahnt) mit Aliquots von drei Flaschen ‘Chéateau de Panigon (Cru
Bourgeois)’, 1995 Haut-Médoc (anteilige Traubensorten: Cabernet Sauvignon,
Merlot und Petit Verdot) durchgefuhrt. Der Wein und die entsprechenden Flaschen
selbst wurden im Zufallsverfahren ausgewahlt, in Eppendorfgefalie aliquotiert und
bei -20° C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

1.2. In vitro-Versuche mit HUVEC

Fiur alle Versuche wurden humane Nabelvenen-Endothelzellen in einem in vitro
Kulturmodell verwendet, d. h. es kamen keine Zellkulturen von Carotis- oder Koro-
narendothelzellen, keine Operationspraparate und keine Gefalipraparate aus dem
Tiermodell zum Einsatz. Es ware moglich, dass solche Zellen, beispielsweise auf-
grund anderer Enzymausstattung und physiologischer Ausgangssituation unter den
vorgegebenen Versuchsbedingungen veranderte Reaktionen zeigen. Auch waren
Ergebnisse aus einem ex vivo Tiermodell womdglich aussagekraftiger, da sie direk-
teren Einblick Uber die Wirkungen unter den komplexen physiologischen Bedin-
gungen gewahren wirden. Schwierig ist im Nachhinein die Abschatzung, welche
Wirkungen im Blutgefal® in vivo durch die in vitro beobachteten Ergebnisse ausge-
|6st oder verandert wurden. Hier kdnnten eventuell auch vergleichende Versuche
unter identischen Bedingungen am lebenden Gefaldpraparat von Interesse sein.

1.3. PBS-System

Bei der Zellbehandlung und -inkubation wurde ein kunstliches quasi-physiologi-
sches System, basierend auf PBS-Puffer verwendet. Nachdem damit reproduzier-
bare Ergebnisse erzielbar waren, wurden zusatzliche Versuche mit Humanplasma
bzw. 10%igem humanem Plasma als Inkubationsmedium gestartet, um die Befun-
de auf das System "‘menschlicher Korper™ Ubertragen zu kdnnen. Aus der sich da-
raus ergebenden veranderten, nicht sauber reproduzierbaren Ergebnislage ist — wie
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erwartet - zu folgern, dass im Korper komplexere Prozesse und Interaktionen
ablaufen als in diesem vereinfachten System (z. B. Wegfall von Immunzellen, Se-
rumproteinen und aktiven Enzymen) und dass somit die im PBS-System gewon-
nenen Ergebnisse nicht zwangslaufig auch unter den im Korper vorliegenden Be-
dingungen gelten missen. Um eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Ver-
suchs- und Methodenaussagen zu bekommen, wurde bis auf die genannten Plas-
ma-Versuche durchgehend im PBS-System gearbeitet.

1.4. Die Methoden

1.4.1. Phalloidin-Rhodamin-Farbung

Hierbei handelt es sich um eine zytologische Farbetechnik, die Aussagen uber die
Konformation des Aktin-Anteils zulasst und eine phototechnische Reproduktion der
Mikroskopbefunde erlaubt. Aussagen Uber andere Anteile des Zytoskeletts sind
nicht moglich.

1.4.2. Phosphotyrosin-Westernblot

- zum Blocken der Nitrocelluloseacetatfolie benutzten wir aufgrund besserer Er-
gebnisse statt BSA fertige Blocking-Milch, und behielten dies aus Grinden der
Konsistenz auch bei, als wir bei den Plasma-Versuchen starkeres Hintergrund-
rauschen und sehr schlechte Reproduzierbarkeit feststellten mussten;

- nach Zellernte bzw. vor dem Auftrag auf das Laufgel wurde keine Proteingehalts-
bestimmung der Proben (z. B. nach Bradford) durchgefihrt, sondern vereinfa-
chend davon ausgegangen, dass bei Aussaat vergleichbarer Zellmengen und
identischer Behandlung bis zur Konfluenz vergleichbare Mengen an Zellen und
Protein vorliegen;

- da von den verwendeten Primarantikbrpern der Antikorperklon p99 (Santa Cruz)
bessere Ergebnisse bei der Bandenfarbung lieferte, wurde er etwa ab der Halb-
zeit der Westernblotversuche anstatt der vorher benutzten Kombination der Klo-
ne py 20B und 4G10 verwendet.

- die Blots der Versuche im Plasmasystem waren sehr schwierig zu beurteilen. Die
auftretenden Banden zeigten eine nicht reproduzierbare Verteilung, die einzel-
nen Blotbilder wiesen zudem sehr starke Hintergrundstérungen auf. Es ware in-
teressant in einer Nachfolgearbeit zu Uberprufen, ob diese Stérungen beispiels-
weise durch Einsatz anderer Blocking-Systeme oder Antikérper-Klon-Kombina-
tionen zu verringern waren.

1.4.3. Northern Blot

- Bei den Northern Blots wurde die im Labor etablierte Hybridisierungsmethode mit
Isotopeneinbau angewandt. Dennoch traten mehrmals Schwierigkeiten bei den
Hybridisierungsschritten auf, so dass von mehreren Versuchsansatzen nur vier
ausgewertet werden konnten.

- Bei einem vorgeschalteten ‘real-time PCR’-Schritt hatten sich eventuell noch ex-
aktere quantitative Aussagen bezuglich des mRNA-Gehalts der untersuchten
Samples treffen lassen. Ein solcher Schritt ware aber von Logistik und Kosten zur
Zeit der Durchfuhrung der Versuche um einiges aufwandiger gewesen.

1.4.4. Chromatographie

- Bei Laufbedingungen in der Sephadex-Saule mit Aceton als Eluator ergaben sich
Probleme, da sowohl die Matrixsubstanz als auch die Plastiksaule stark angegrif-
fen wurde und somit eine saubere Auftrennung nicht zu gewahrleisten war. Statt
dessen wurde zur Methode der C18-Fraktionierung Ubergegangen.

- Die durchgefuhrten chromatographischen Untersuchungen sind Basistechniken.
Wir ermittelten in Versuchsreihen lediglich die fur die Fragestellungen gunstigsten
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Laufmittel und Farbereagentien. WeiterfUhrende Untersuchungen mittels HPLC
konnten aus technischen Griinden nicht mehr wie geplant durchgefiihrt werden.

1.5. Blutabnahme und Plasmagewinnung

Zur Gewinnung des verwendeten Blutplasmas wurde 5 freiwilligen Spendern und
17 Patienten einer internistischen Allgemeinstation nach deren ausdricklichen
mundlichen Zustimmung eine Blutprobe durch Punktion der Cubitalvene im Rah-
men der durchgefuhrten Tagesroutine entnommen (handelsibliche Citrat-Gerin-
nungs-Monovette®). Die Blutproben wurde anschlieRend verarbeitet, gepoolt, ali-
quotiert und bei -20°C eingefroren.

Wahrend die 5 freiwilligen Spender gesund waren und eine Alkohol- und Medika-
menteneinnahme in den letzten Wochen vor Blutabnahme ausschlossen, greift die-
ses Kriterium fUr die Krankenhauspatienten nicht. Diese wurden aber miteinbe-
zogen, um eine ausreichende Menge an Blutplasma fur die geplanten Versuche zu
erhalten. Dadurch entstehende Unwagbarkeiten in Bezug auf enthaltene Medika-
mente oder Interaktionen konnten ein Grund fur die schwer zu reproduzierenden
Ergebnisse der Plasma-Samples sein. Eine unzureichende Entfernung der Serum-
proteine flhrt beispielsweise bei der klinisch-chemischen Routineelektrophorese
von Hamoglobin zur Darstellung von Artefakt-Banden anodenwarts oder anoden-
und kathodenwarts der Referenzbanden [426]. Gleichsinniges ist daher auch fur die
Elektrophorese anderer Proteine im Serum als mdglich anzunehmen.

Zusatzlich wurde bei den Patientenproben keine Hitzeinaktivierung vor Pooling
bzw. Aliquotierung durchgefuhrt, was unter Umstanden eine Alteration der Zellen
durch Complementfaktoren oder Immunkomplexe bzw. nicht definierbare enzyma-
tische Reaktionen in den einzelnen Versuchsansatzen zur Folge haben konnte.
Ebenso ist eine mogliche Schadigung der Endothelzellen durch so eingebrachte
Fremdantikorper, Immunzellen oder pharmakologische Interaktionen nicht ganzlich
auszuschlief3en.

1.6. Versuchssubstanzen und Probenbehandlung

Die in den Versuche verwendeten Weil3- und Rotweine waren zufallig ausgewahlte
Produkte unterschiedlicher Rebsorten und Anbaugebiete vom Weinhandler, Su-
permarkt bzw. vom Winzer (untere und mittlere Preisklasse); bei den Ubrigen
Substanzen (Bier, roter Traubensaft) handelte es sich ebenfalls um abgepackte
Produkte aus dem Supermarkt. Der grine Tee (Standardprodukt im Beutel) wurde
vor dem Versuch zubereitet (sechs Minuten Ziehzeit) und dann auf Zimmertempe-
ratur abgekunhlt eingesetzt bzw. bei -18°C eingefroren. Bei Festlegung der Promill-
Verdunnungsstufen wurden physiologisch vertragliche Alkoholkonzentrationen
angestrebt.

1.7. Statistik

Die Werte wurden in der Regel als Mittelwert-Saulendiagramme (MW) angezeigt,
die Abweichungen innerhalb der einzelnen Wertegruppen wurden als Standard
Error of Means ausgewiesen. Statistische Signifikanz wurde, wenn angegeben, flr
p < 0,05 angenommen (verbundener t-Test bzw. Wilcoxon-Test).
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2. Ergebnisdiskussion

2.1. Ausbildung von Stressfasern

Wahrend bei unbehandelten Endothelzellen lediglich unauffallige Zellmembranen
und Zytoskelette zu sehen sind, erscheinen nach Rotweinexposition sogenannte
Stressfasern, Roughes und Spikes in den Zellen. Dies zeigt eine deutliche Reaktion
auf den Kontakt mit Rotwein-Pufferloésung an und steht wahrscheinlich mit einer
madglichen reaktiven Konformationsanderung der Zellen in Zusammenhang, was
wiederum mit dem Anspringen einer Vielzahl verschiedener Signaltransduktions-
wege in den Zellen in Zusammenhang steht [69; 75; 76]. Unklar bleibt der Grund
dieser zellmorphologischen Veranderungen. Diese wurden allerdings nur im PBS-
System untersucht, daher ist keine Aussage maglich, ob es sich wirklich um eine
physiologische, rotweininduzierte Endothelreaktion handelt oder ob sie in den in
vitro Versuchsbedingungen zu suchen ist. Dazu waren Aussagen aus einem ex vivo
Modell sicherlich aufschlussreich.

Es ist im Rahmen der vorliegenden Ergebnisse schwerlich zu beurteilen, ob die
beobachtete morphologische Veranderung der Endothelzellen und damit eine
wahrscheinliche Konformationsanderung der Oberflache im Gefalllumen als eine
Schutzreaktion, eventuell in Verbindung mit einer GefaRabdichtung oder aber als
Reaktion zur Steigerung der Durchlassigkeit oder erhohten Reaktivitat der Intima zu
interpretieren sind. Moglich ware allerdings auch die Ausbildung von Stressfasern
als Reaktion der in vitro exponierten Zellen auf eine direkte toxische Wirkung der
applizierten Versuchslosungen.

2.2. Die 85 kd Phosphotyrosinbande

Nach Exposition von gesunden konfluenten Endothelien mit Rotweinelutionen von
0,5%0, 1%0 und 2,5%0 in PBS wird im Westernblot-Assay eine spezifische Phos-
photyrosin-Bande sichtbar. Das bedeutet, es kommt zur Entstehung eines Pro-
teins, das durch Rotweinkontakt der Zellen an mindestens einem Tyrosinrest
phosphoryliert und dadurch vermutlich aktiviert wird. Nach Auswertung der Banden
im Vergleich mit mitgelaufenen "high range- Proteinstandards” ergab sich ein Mo-
lekulargewicht von rund 85 kd fur das beobachtete Protein. Bei einem geringen
Prozentsatz der Blots trat zusatzlich zur 85 kd-Bande eine schmale Bande im 210
kd-Bereich und/oder eine schmale Doppelbande bei etwa 190 kd auf. Mdglicher-
weise konnte es sich hierbei um unprozessierte Prekursoren handeln. 'p85” kdnnte
aber auch ein Degradationsprodukt besagter Proteine mit hoherem Mole-
kulargewicht sein. Gegen diese Thesen spricht allerdings, dass die beobachteten
schwereren Banden nicht regelmafig und bei allen Blots nachzuweisen waren.

Uberlegungen zur ldentitat der gefundenen 85 kd-Phosphotyrosinbande:

In der Literatur finden sich Hinweise, dass Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K),
insbesondere die Klasse 1A Pl 3-Kinase ein Heterodimer aus einer 110 und einer
85 kd-Proteinuntereinheit darstellen [192, 466]. Dieses 85 kd Protein ist die regula-
torische Untereinheit, die Uber die Bindung von tyrosinphosphorylierten Proteinen
an seine SH2-Domane fir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist [231; 431;
441]. Da die PI3K mittlerweile als wichtiges intrazellulares Signal "strom-aufwarts’
wichtiger Prozesse wie Insulin-stimulierter Glucoseaufnahme [179], Mem-bran-
Ruffling [456], Superoxidproduktion [16] aber auch Zellteilung, Apoptose und Aktin-
Reorganisation [65] angesehen wird, ist es durchaus denkbar, dass die im Versuch
beobachtete 85 kd-Bande mit der an ihrer SH2-Domane tyrosinphospho-rylierten
p85 Untereinheit der PIsK identisch ist. Auch das gemeinsame Auftreten mit der
Ausbildung von Aktin-Stressfasern wuirde fur einen solchen Zusammen-hang
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sprechen. Der HMG CoA-Reduktaseinhibitor Lovastatin scheint einen hemmenden
Einfluss auf die Stimulation der Pl;K-Aktivitat im allgemeinen und spe-ziell auf die
Anlagerung der p85 Untereinheit an tyrosinphosphorylierte PDGF-Re-zeptoren zu
haben [275], ebenso wie der Einsatz von Stoffklassen, die wie ACE-Hemmer und
AT-Rezeptor-Inhibitoren durch Modulation verschiedener Signal-
transduktionsprozesse Angiotensin ll-vermittelte Prozesse beeinflussen kann, die
mit Bluthochdruck und Atherosklerose in Verbindung stehen. Es ware daher inte-
ressant, in weiterfihrenden Versuchsreihen auch diese Spur pharmakologisch zu
uberprufen. Ein weiterer Hinweis fur die Bedeutung der p85-Untereinheit der IP3K in
diesem Zusammenhang konnte sein, dass die experimentelle Zugabe von Angio-
tensin Il die Tyrosinphosphorylierung dieser p85-Untereinheit und folglich die Pl;K-
Aktivitat in Schweinekoronargefallen [376], nicht aber die DNA-Synthese [380] zu
stimulieren vermag. Es konnte aber ebenso gezeigt werden, dass eine Vorbehand-
lung mit 50 uM Resveratrol diese Tyrosinphosphorylierung der p85-Untereinheit,
ebenso wie eine Vorbehandlung mit dem spezifischen IP3;K-Inhibitor Wortmannin, in
vitro deutlich einschranken kann [170]. Dies laldt immerhin vermuten, dass ein
identifizierter Rotweinbestandteil - Resveratrol - als hemmendes Agens Uber den
Pl;K-Signalweg Einflul3 auf Zellreaktionen zu nehmen vermag, widerspricht letztlich
aber den in der vorliegenden Arbeit gemachten Befunden, dass nach Rotwein-
Exposition eine 85 kD-Proteinbande verstarkt auftritt, die auch durch die Zugabe
von Wortmannin (siehe weiter unten) nicht wesentlich gehemmt werden konnte.
Hier hatte im vorliegenden Versuchsaufbau vielleicht eine weiterer, selektiver
Inkubationsschritt mit einem der drei Test-Flavonole (Resveratrol/Quercetin/My-
ricetin) nach erfolgter Rotwein-Exposition neue Erkenntnisse bringen konnen.

Ein weiterer moglicher Kandidat flr die beobachtete Bande ware ein p85-Fragment
der Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) [304; 400]. Dieses Enzym, das als
»nick-Sensor im Rahmen von DNA-Reparaturmechanismen fungiert, wird im
Rahmen der Apoptose schon in der Fruhphase [51] von den Proteasen Caspase-3
und -7 [159] in ein p24-Fragment, welches die DNA-Bindungsstelle tragt und ein
katalytisch wirksames p85-Fragment gespalten, das auch kurz darauf im Cytosol
nachweisbar ist [400]. Die Zellen kdnnten durch die in vitro Rotwein-Stimulation un-
ter PBS-Bedingungen maoglicherweise starker geschadigt werden als a priori ange-
nommen und dann absterben. Somit ware auch ein Nachweis dieses PARP-
Fragments denkbar. Es fanden sich in der Literatur allerdings keine Hinweise auf
eine Tyrosinphosphorylierung dieses Proteins, was die Wahrscheinlichkeit, dass es
sich hierbei um das fragliche bandenerzeugende Protein handeln konnte, senkt.

Ein weiterer Literaturhinweis auf das Vorhandensein einer p85-Einheit fand sich in
einer Arbeit von Blomberg und Mitarbeitern [35]. Hier wird von einem 85000 dalton-
Polyprotein ("P85") mit tyrosinspezifischer Protein-Kinase-Aktivitat berichtet, das in
Zellen exprimiert wird, die nichtproduktiv mit einer Variante des Snyder-Theilen-
Stammes des Katzen-Sarkom-Virus (FeSV) transformiert wurden. Dieses Proteins
weist eine einzelne Tyrosin-Akzeptor-Region auf, die wohl fur die Enzymaktivitat
verantwortlich ist. Diese Akzeptorregion liegt in den transformierten Zellen phos-
phoryliert vor (da keine weiteren Merkmale als die tyrosinspezifische Tyrosin-Kina-
se-Aktivitat des Proteins beschrieben sind, ist diese Publikation bei der Lésungs-
findung jedoch nicht weiter hilfreich).

Das Auftreten der p85-Bande ist auch durch anschlieRende Spilbehandlung mit
37° C warmem PBS im Uberschuss ("Auswaschversuch’) in einem Zeitbereich von
1 Sekunde bis zu 30 Minuten nicht wesentlich abzuschwachen. Dies lasst schlies-
sen, dass eine einmalige anfangliche Induktion der Zellen eine unumkehrbare Re-
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aktion im Rahmen einer Signaltransduktionskette zur Folge hat, und dass auler-
dem weder das mutmalliche Agens noch das tyrosinphosphorylierte Protein von
der Zelle abdiffundieren, ausgewaschen, ausgeschieden oder sehr schnell verstoff-
wechselt werden. Lediglich bei langerer Einwirkzeit des Puffers (> 55 Minuten) wird
die Bande stetig schwacher, ein Effekt, der mit einem Abebben des ausgelosten
Signaltransduktionsprozesses, beginnender Zellirritation durch Depletion oder auch
mit einem nach dieser Einwirkzeit auftretenden Verdinnungseffekt ("Spulartefakt")
zu erklaren sein kann.

Die Bandenentstehung zeigt eindeutige Zeitabhangigkeit. Eine erste deutliche Zell-
reaktion tritt nach etwa 15 Minuten ein. Der Zeitbereich der starksten Banden-
dichte liegt zwischen 15 und 45 Minuten Zellexposition, wobei die Einwirkzeit bei
unseren Versuchsreihen 60 Minuten nicht Uberschritt. Das tyrosinphosphorylierte
Protein, kann bei Inkubation mit 0,5%ciger, 1%oiger und 2,5%ciger Rotweinldsung
beobachtet werden, scheint daher von den eingesetzten Verdunnungskonzen-
trationen unabhangig zu sein. Der Bandeneffekt tritt deutlich und reproduzierbar
bei Inkubation mit Rotwein unterschiedlicher Anbaugebiete und Rebsorten auf, fur
Weillwein ist er jedoch sehr stark abgeschwacht und bewegt sich etwa auf Hohe
der Werte fur Medium- und PBS-Kontrollen. Auch die Kontrollen Ethanol, dunkles
Bier, gruner Tee sowie die pharmakologische Vektorsubstanz DMSO konnten die
Bande nicht in vergleichbarem Malde induzieren. Die deutlichste Bande unter den
Kontrollsubstanzen erzeugte mit roter Traubensaft (1%.ige Verdinnung in PBS),
der ja auch aus ganzen Trauben gepresst, dann aber gefiltert wird. Es sind daher
Stoffe fur diese Zellreaktion verantwortlich, die weder in den Kontrollen noch im
Weillwein vorkommen, also vermutlich aufgrund der Behandlung des Rotweins bei
Produktion und Lagerung entstehen oder sich anreichern. Die Rotwein-Maische
wird mit Schalen, Kernen und Stielen gekeltert und angesetzt, daher treten
wahrend der langeren Verweilzeit mehr organische Verbindungen/sekundare
Pflanzenstoffe Uber. Auch bei langerer Holzfaldreifung konnen Verbindungen
herausgelost werden und in den Wein Ubertreten. Es ist daher anzunehmen, dass
einer oder mehrere dieser unbekannten Stoffe die beobachteten Prozesse
induziert.

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob die gleiche Reaktion nicht nur im
artifiziellen System auszuldsen ist, sondern auch unter ‘pseudo-physiologischen’
Bedingungen. Daher wurden 10%iges humanes Plasma (verdunnt mit PBS) und
humanes Vollplasma anstelle von PBS als Losungspuffer fur die Samples einge-
setzt. Das Blutplasma wurde aus den Blutproben von 21 freiwilligen Spendern
gepoolt. Die in diesen Versuchsansatzen gewonnenen Blots lassen aber keine
eindeutigen Aussagen zu. Die 85 kd-Bande erscheint entweder viel schwacher oder
auch ohne die deutliche und reproduzierbare Zeit- oder Konzentrationsabhan-
gigkeit des PBS-Systems. Erschwert wird die Beurteilung dieser Versuche zusatz-
lich durch insgesamt inkoharentere und unruhigere Blots mit starken Hintergrund-
stdérungen, was moglicherweise auf die Vielzahl zusatzlich vorhandener Proteine
zuruckzufuhren sein kann.

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass in vivo, bei sicher komplexeren Bedingungen
als im verwendeten Humanplasma-System, noch andere Mechanismen und Reak-
tionen zum Tragen kommen. Moglicherweise puffern im Blut vorhandene Verbin-
dungen die Wirkung der mutmallich proteininduzierenden Stoffe durch Bindung
oder andere Interaktion ab oder beeinflussen deren Wirkungen hemmend. Auch
eine Modulation durch direkte Interaktion mit Endothelzellen selbst und somit
Einfluld auf deren Reaktion ist denkbar. Um zu dieser Thematik mehr Klarheit zu er-
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langen, sind weitere Versuchsreihen, eventuell erganzt durch ex vivo-Trinkversuche
oder Versuche im Tiermodell notwendig.

Als nachstes wurden 10 biologische Hemmstoffe (Genistein, Herbimicin A, Tyr-
phostin A23, PP1, C3-Transferase, Wortmannin, PD 98059, Y-27632, EGTA und
BAPTA/AM) eingesetzt, die durch ihre spezifischen Angriffsorte in Signaltransduk-
tionsprozessen indirekt einen moglichen Hinweis auf die Identitat der beobachteten
85 kd Phosphotyrosinbande liefern sollten. Die Entstehung der 85 kd-Bande wird
durch Zugabe von Herbimicin A, PP1 sowie und BAPTA/AM gehemmt oder zumin-
dest beeintrachtigt. Da erstens die beiden wirksamsten Hemmstoffe, Herbimicin A
und PP1, beide zur Gruppe der src-Kinase-Inhibitoren gehéren, konnte das gefun-
dene Phosphotyrosin-Protein also eine src-Kinase oder ein zur src-Kinasen-Kas-
kade gehorendes Protein sein. Dieser Befund spricht eher fur die Hypothese, dass
es sich hierbei um die 85 kd-Untereinheit der Klasse 1A IP 3-Kinase (IP3K), die ja
auch eine src-Homology 2-Domane tragt, handelt [231; 404]. Gegen diese These
sprechen allerdings Arbeiten die berichten, dass die Verbindung Wortmannin, die in
den durchgefuhrten Versuchen keine Wirkung zeigte, ein potenter Inhibitor der
IPsK-Aktivierung sein soll [431; 456]. Allerdings muss die Hemmung der IP;K-Aktivi-
tat nicht zwangslaufig auch einen Nachweis von tyrosinphosphorylierten Unterein-
heiten der IPsK vdllig verhindern. Vielleicht waren aber auch die hier eingesetzte
Wortmanninkonzentration und/oder Prainkubationszeit fur diese spezielle Frage-
stellung zu niedrig angesetzt. Da aber auch der intrazellulare Calziumchelator
BAPTA/AM einen hemmenden Einfluss zeigt, wird das Auftreten der Bande von
modulierter intrazellularer Calziumfreisetzung positiv beeinflult, d.h. das sukzessi-
ve Auftreten eines bestimmten, an mindestens einem Tyrosinrest phosphorylierten
Proteins steht ebenfalls sehr wahrscheinlich mit einer - vermutlich im Rahmen wei-
terer Ubermittelter Signaltransduktionsprozesse - entstehenden Erh6hung der intra-
zellularen Calziumkonzentration in Zusammenhang.

Eine genauere Aussage Uber Wesen und Funktion des gefundenen Proteins, bzw.
die Klarung der Spekulation, ob es sich eventuell doch um die p85-Untereinheit der
heterodimeren Klasse 1A IP;K handelt, ist letztendlich nur durch Sequenzieren des
Aminosaurebauplans moglich. Dann ware auch eine einfachere quantitative Prote-
inmengen-Bestimmung in Zell-Lysaten z. B. mittels ELISA maoglich. Das hier in vitro
beobachtete Anschalten eines Signaltransduktionsweges mit wahrscheinlicher Be-
teiligung von src-Kinasen bei rotweinbehandelten Endothelzellen spricht auf den er-
sten Blick allerdings nicht fur die zu Versuchsbeginn angenommene protektive Ein-
flussnahme auf atherosklerotische Prozesse via Endothel. Es bleibt ungeklart, ob
das in Frage kommende Protein selbst eine src-Kinase ist oder im Rahmen einer
Signalkaskade von der src-Tyr-Kinase phosphoryliert und somit in seiner Aktivitat
verandert wird.

Zusammenfassung:

Eine 85 kD-Phosphotyrosinbande tritt als Zeichen fir intrazellulare Reaktionen der
Endothelzellen auf gewisse Stoffe nach Gabe von 0,5, 1 und 2,5 %.iger Rotwein-in-
PBS-Pufferlésung auf, Konzentrationen also, wie sie nach Resorption im Darm
ebenfalls im Korper auftreten kdnnten. Diese Bande tritt bei verschiedenen, im Zu-
fallsprinzip ausgewahlten Rotweinen auf. Da sie so gut wie nicht bei Ethanol- und
WeilRwein-Pufferlosungen gleicher Konzentration auftritt, kann zum einen die Hypo-
these der alkoholischen Komponente als alleinige Ursache der Reaktion verworfen
werden, zum anderen kann man postulieren, dass Substanzen beteiligt sind, die
zwar im roten, nicht aber im weilen Wein enthalten sind (Inhaltsstoffe von Kernen
oder Traubenschalen, die beim Pressen/Keltern in Losung gehen). Bei den im PBS-
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Puffersystem getesteten Kontrollsubstanzen trat eine schwache 85 kd-Bande nur
bei Traubensaft (1%0 -Losung) auf, bei Zugabe von dunklem Bier, Grintee und
DMSO, jeweils 1%o -LOsung, war die Reaktion negativ.

Das Auftreten der Bande ist von der Einwirkzeit des Rotweins auf die Zellen abhan-
gig, die erste schwache Bande als Zeichen einer Zellreaktion erscheint nach knapp
einer Minute, ein Maximum der Zellreaktion ist nach 30 bis 60 Minuten zu sehen.
Die eingesetzten Rotweinkonzentation (ob 0,5%cige, 1%oige oder 2,5 %cige Rotwein-
Pufferldsung) waren hierbei zweitrangig.

Fur die Versuche mit 10%igem Plasma und Vollplasma sehen die Ergebnisse an-
ders aus: hier lasst sich keine eindeutige Wirkung zuschreiben. Das Auftreten der
Banden ist unregelmafdig und scheint auch nicht reproduzierbar vom Rotwein abzu-
hangen. Eine Erklarungsmaoglichkeit fur diesen Sachverhalt ware, dass Stoffe im
Plasma die mutmalilichen Rotweinmediatoren binden oder deren Wirkung auf die
Zellen hemmend beeinflussen oder direkt die Zellreaktion mit Phosphorylierung der
Tyrosinreste in Signaltransduktionsproteinen - und damit die erwartete Bandenbil-
dung bei 85 kd - modulieren. Die Blots waren schwierig zu interpretieren, und er-
schienen, wohl durch die zusatzliche Vielzahl von Plasmaproteinen als Storgrofe,
mit starken Hintergrundeffekten und inkonsistenter, schwacher und von der Rot-
weinexposition unabhangiger Veranderungen im Bandenmuster.

2.3. Expression von mRNA des Chemokins MCP-1

Die Aktivierung des immediate early genes MCP-1 als Antwort der Endothelzellen
sowohl nach Behandlung mit Rotwein und Ethanol als auch mit TNF bzw. PMA und
anschliellend Rotwein-PBS-Lésung war, da ja von einem mutmallich primar
protektiven Effekt ausgegangen wurde, eher Uberraschend. Das proinflamma-
torische CC-Chemokin MCP-1 wird - unter anderem - von Endothelzellen an deren
Oberflache exprimiert, um Monozyten anzulocken und nach ‘Rolling” und Adhasion
deren Einwanderung in subendotheliale Zonen und somit eine immunologische
Antwort und die Perpetuation eines Entzindungsvorganges zu steuern.

Die mit den Stimulantien vorbehandelten Zellen zeigten nur bei PMA eine hdhere
Expression als die Mediumkontrolle, hielten sich aber in der ungefahren GroRen-
ordnung von Rotwein und Ethanol. Zwar scheint Rotwein nach vorhergegangener
PMA-Stimulation die mRNA-Expression leicht zu hemmen, es ist allerdings er-
staunlich, dass sich unter Rotweininkubation nach Vorbehandlung mit dem proin-
flammatorischen Zytokin TNF ein Trend zu verstarkter MCP-1- Expression zeigt (es
muss bei diesen Beobachtungen jedoch in Betracht gezogen werden, dass die An-
zahl von n = 4 auswertbaren Versuchen statistisch von relativ schwacher Aussage-
kraft ist). Die hier gemachte in vitro Beobachtung "Aktivierung von MCP-1" sowohl
durch Rotwein und Ethanol, als auch durch Kombination von Rotwein mit TNF bzw.
PMA lasst nicht auf einen primar atheroprotektiven Effekt einer Rotwein-PBS-L6-
sung zumindest im Hinblick auf entzindliches Geschehen und Makrophagenein-
wanderung, sondern eher auf eine Schutz- oder Alarmantwort schlieRen — entwe-
der auf die mdglicherweise fur die Zellen toxisch wirkende Inkubationslésung, oder
einen durch den Rotwein angestof3enen, die Zellen beeinflussenden Mechanismus.

2.4. Chemische Auftrennungen und Chromatographie

2.4.1. Saulenchromatographie

In der Literatur gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit den Wirkungen von
Rotwein auf Endothelien beschaftigen. Daher gibt es auch so gut wie keine Aussa-
gen Uber enthaltene Substanzen, die auf Endothelzellen Einfluss nehmen kénnen
bzw. die fur die wahrend dieser Arbeit aufgetretene Fragestellung ‘Induktion der 85
kd-Bande” in Frage kommen konnen. Um hierzu orientierende Aussagen tref-fen
zu konnen, war es notig, Rotwein mit analytischen Trennverfahren zu fraktio-nieren
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und dann zu untersuchen, in welchen Fraktionen die zellinduktive Aktivitat
wiederzufinden ist.

Die Lipophilitat von Verbindungen kann je nach zugrundeliegender chemischer
Struktur in diesen Trennsystemen vom pH-Wert des eingesetzten Elutionsmittels
abhangig sein. Es gibt neben dauerhaft lipophilen Verbindungen wie den Kohlen-
wasserstoffen und permanent hydrophilen Substanzen wie Zuckern und Salzen
auch solche, die abhangig vom pH der umgebenden Ldsung protoniert oder depro-
toniert vorliegen kénnen und so auch ihre Lipophilitdt andern. Der untersuchte
Rotwein hatte einen pH von knapp Uber 4. Bei diesem pH sind ambivalente funktio-
nelle Gruppen wie Carboxyl-Gruppen organischer Sauren oder OH-Gruppen von
phenolischen Verbindungen in der Regel protoniert. Moleklle, die solche Verbin-
dungen tragen, sind somit bei pH 4 eher lipophil und binden an die C18-Ketten der
Kartusche. Bei pH 7 ("physiologisches System’) lagen dieselben Substanzen wahr-
scheinlich deprotoniert und somit aufgrund ihrer Ladung hydrophil vor. Bei den ge-
suchten mutmalilichen Effektoren kdnnte es sich auch um ahnlich aktive funktio-
nelle Gruppen handeln, die sich beispielsweise durch eine unterschiedliche Art und
Anzahl gebundener Zucker- oder Aminosaurereste in Polaritat und Trennverhalten
auf der Saule unterscheiden.

Eine Mdglichkeit zur initialen Auftrennung ist die Fraktionierung nach Polaritat der
untersuchten Stoffe an einer C18-Kartusche. Dies ermdglicht eine grobe Unter-
teilung der Rotweininhaltsstoffe in hydrophile und hydrophobe Verbindungen. Das
Funktionsprinzip einer solchen Kartusche ist eine Kieselgelmatrix, an die eine grol3e
Zahl von Kohlenwasserstoffketten mit 18 Kohlenstoffatomen chemisch stabil ge-
bunden werden. Die so entstandene C18-Matrix erhalt einen deutlich lipophilen
Charakter. Gibt man nun wassrige Losungen wie Rotwein auf eine solche Kartu-
sche, werden lipophile Substanzen an der Matrix zurlickgehalten, wahrend eher
hydrophile Verbindungen (z. B. kleine Carbonsauren wie Zitronensaure, Weinsaure,
Milchsaure u.a.) mit einem wassrigen Eluenten aus der Kartusche ausgespult
werden. Im anschlieBenden Zellversuch erwies sich die lipophile Phase als die
Fraktion, die weiterhin in der Lage ist, die 85 kd-Bande zu induzieren. Dies deutet
darauf hin, dass der (beziehungsweise ein) Effektor unter den Rotweininhaltsstoffen
im leicht sauren Milieu des Weins (etwa pH 4,2, Selbstmessung) lipophil ist, also in
elektrisch neutraler Form vorliegt. Die im Wein enthaltenen Zucker und die kleinen
Carbonsauren kommen - von dieser Seite be-trachtet - fir den beobachteten Effekt
nicht in Frage.

Statt in einem zweiten Schritt den pH-Wert zu verandern, um beispielsweise phe-
nolische, nicht aber lipophile Substanzen aus der Saule zu eluieren, wurde der Weg
gewahlt, nach einer Stickstofftrocknung die Kartusche mit dem stark lipophilen
Losungsmittel Aceton zu eluieren, da die weitere Bearbeitung und eine eventuelle
spatere Strukturaufklarung leichter durchzufihren sind, wenn die untersuchten Ver-
bindungen nicht in wassriger sondern organischer Losung vorliegen [465]. Das
Aceton wurde anschlielend eingedampft und die Probe mit 10 % Ethanol aufge-
nommen. Sowohl mit lipophiler als auch mit wassriger Fraktion wurden erste
Versuche zum Effekt auf Endothelzellen gemacht.

2.4.2. pH-abhangige Ether-Ausschuttelungen

Mit der C18-Kartusche erhielten wir jeweils 9 ml wassrige (in PBS) und lipophile
Fraktion. Die lipophile Fraktion wurde mit gleicher Menge Ether ausgeschuttelt, die
wassrige Phase in jedem Schritt abgelassen, die Etherphase gesammelt (drei-
malige Wiederholung). Die Ansatze werden dazu auf pH 8 und auf pH 1 (c. HCI)
gebracht; ein dritter Ansatz wurde ¢. NaOH auf pH 14 eingestellt (30 min bei 40°C),
anschliefend auf pH 1 gebracht und ebenfalls ausgeschuttelt. Dadurch sollte bei
glykosidischen Verbindungen der hydrophile Zuckeranteil abgespalten werden, das
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verbleibende, eventuell lipophile Aglykon kann dann im Ether extrahiert werden. Die
so erhaltenen organischen Etherphasen werden Uber nacht bei 7°C Uber Na;SO4
getrocknet. Die Proben wurden im Anschlul eingedampft und mit Aceton
aufgenommen. Ein Aliquot von 20 ul wird abpipettiert, im Rotationsverdampfer ein-
getrocknet und mit 10 ml 10% Ethanol aufgenommen. Gewonnen wurden durch die
Etherausschittelung der lipophilen Phase bei pH 8 eine sogenannte Etherphase
und eine wassrige Restphase (etwa pH 7). Letztere konnte weiterhin die Bande bei
Endothelzellen induzieren, d. h. der oder die in Frage kommenden Rotweininhalts-
stoffe verhalten sich hydrophil. Waren sie elektrisch neutral bzw. unpolar, hatten sie
sich im Ether gelost.

2.4.3. Reversed Phase-Dunnschicht-Chromatographie (RPTLC)

Um diese hydrophilen Stoffe etwas genauer zu charakterisieren wurden Reversed
Phase-SiOH-Dunnschicht-Chromatographien von Rotwein und der wassrigen Rest-
phase der Etherausschuttelung bei pH 8 durchgefihrt. Diese orientierende Unter-
suchung von Rotwein und wassriger Restphase mit verschiedenen Detektionsre-
agentien sollte einen Uberblick Uber vorhandene chemische Stoffklassen geben
und mdglicherweise Hinweise auf in Frage kommende Einzelstoffe zulassen. Als
praktikabelste aus einer Vielzahl Laufmittel erwiesen sich nach einer Erprobungs-
phase Methanol/HCI : H,O (1:1) und Methanol/HCI : H20 (2:1).

Es farbten sich Spots an, die phenolischen Gruppen, Flavonoiden, Carbonsauren,
sowie weiterhin - von Lauf- und Farbeverhalten - Zuckern, Vanillinsaurederivaten
und kleinen Carbonsauren wie dem Referenzstoff Hydroxybenzoesaure zuzuord-
nen waren.

2.4.4. pH-abhangige Ausschuittelungen

Als letzter Schritt im Rahmen der Analyseversuche wurden Ausschittelungen von
Rotweinproben der pH-Werte 1-9 in Ether vorgenommen. Der Grundprinzip ist,
dass nur elektrisch neutrale Stoffe in die Etherphase Ubergehen. Die Weinproben
wurden auf den jeweiligen Test-pH-Wert eingestellt und in Ether ausgeschittelt. Die
wassrigen Phasen und Etherphasen wurden gesammelt, letztere Uber nacht
getrocknet, eingedampft, in Aceton aufgenommen, ein 20 ul Aliquot entnommen, im
Rotationsverdampfer eingetrocknet und mit 10 ml 10% Ethanol aufgenommen. Im
anschlielenden Zellversuch eingesetzt wurden sowohl die Etherphasenextrakte als
auch die wassrigen Phasen. Die Bande zeigte sich bei den Bahnen der wassri-gen
Phasen der Ausschuttelungen bei pH 3 und 6. Eine oder mehrere im Rotwein
enthaltene, fur die Bandenentstehung wichtige Substanzen scheinen also bei pH 3
und 6 in Neutralform vorzuliegen. Die Intensitat der Bandendicke liegt bei pH 3 zu
pH 6 etwa im Verhaltnis 2/3 zu 1/3. Eine mogliche, wenn auch hypothetische
Erklarung fur die etwas dicker erscheinende Bande im Bereich von pH 3 ware, dass
bei pH 3 entweder mehr wirksame Molekule verschiedener Stoffgruppen neutral
vorliegen als in hoheren pH-Bereichen, oder die Molekule nur eines, etwas hoher
konzentrierten Stoffes gerade in diesem pH-Bereich elektroneutral sind.

2.4.5. Zusammenfassung

Die orientierenden Beobachtungen bezlglich des chemischen Verhaltens unter
verschiedenen pH- und Ld&slichkeitsbedingungen legen die Vermutung nahe, dass
es sich bei den mutmallich bandenerzeugenden Rotweininhaltsstoffen um zwei
stoffchemisch unterschiedliche Substanzgruppen handelt.

Als erste Gruppe kommen Carbonsauren bzw. Phenolcarbonsauren in Frage, deren
pKa-Wert oftmals um 4,75 liegt. Sie reagieren in starker sauren pH-Berei-chen
lipophil, da sie dann protoniert und somit elektroneutral vorliegen, wahrend sie in
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pH-Bereichen von 6 bis 7 als deprotoniertes lon hydrophil reagieren und somit bei
einer Etherausschuttelung in wassriger Losung verbleiben.

Die zweite Stoffgruppe kdnnte dem chemischen Verhalten nach zwei funktionell
verschiedene chemische Reste tragen: eine dieser funktionellen Gruppen ist mogli-
cherweise eine Hydroxyl- oder Carboxylgruppe, die zweite kdnnte einen protonier-
baren Stickstoff tragen. Es kdnnte sich hierbei also beispielsweise um eine Amino-
gruppe handeln. Im sauren pH-Bereich ware eine Carboxylgruppe elektroneutral,
ein Aminostickstoff jedoch protoniert, das Molekul folglich nicht neutral. Im neutra-
len bzw. leicht alkalischen Bereich waren beide Gruppen deprotoniert, was Neu-
tralitat am Aminoende und negative Ladung an der hypothetischen Carboxygruppe
zur Folge hatte - das Molekul ware hydrophil und verbliebe in der wassrigen Phase.
AulBerdem ist mit groRer Wahrscheinlichkeit auszuschlieRen, dass die fragliche
Substanz ein Neutralstoff ist, da ein solcher aufgrund seiner Ladungsverhaltnisse
immer in die Etherphase Ubergehen wirde.

Bei der Induktion des 85 kd-Proteins sind also unterschiedliche Substanzen aus
vermutlich mindestens zwei unterschiedlichen chemische Stoffklassen beteiligt. Bei
einer handelt es sich wahrscheinlich um eine Carbonsaure oder Phenolcarbon-
saure, bei einer zweiten ist am ehesten von einem Aminophenol, einer Aminosaure
oder einem Alkaloid auszugehen. Weitergehende Aussagen sind ohne speziellere
pharmakologisch-analytische Methoden und HPLC nicht méglich.

2.5. Effekte der pflanzlichen Polyphenole Resveratrol, Quercetin und Myricetin

Um Anhaltspunkte zu mdglichst sinnvollen Stoffkonzentration der Flavonole im
Zellexperiment zu haben, verglichen wir zuerst auftretende TLC-Spots der Rot-
weinbahnen mit denen der Einzelsubstanzen und versuchten anschliel3end durch
Grolenvergleiche mit Einzelstoffspots verschiedener Konzentrationen, die im Wein
enthaltene Menge grob einzuordnen. Die so abgeschatzten Werte lagen im
Bereich zwischen 20 und 40 yM. Zusatzlich orientierten wir uns an Literaturan-
gaben [25; 162; 190; 225] und an finalen Stoffkonzentrationen flr eine halbmaxi-
male Hemmung der Thrombozytenaggregation (EDsp), die in der Arbeitsgruppe zu
einem anderen Projekt ermittelt worden waren, namlich flr Myricetin 6,25 pM,
Quercetin 12,5 yM und Resveratol 20 uyM. In der vorliegenden Arbeit wurden da-
her jeweils drei gestaffelte Konzentrationen der oben genannten Flavonoide, 8, 15
und 25 pM im Zellversuch verwendet. Die Blots, sowohl im PBS- als auch im Plas-
masystem, waren allesamt schwierig zu beurteilen, die Banden waren recht
schwach. Fur Resveratrol zeigt sich eine gleichbleibend schwache Tendenz zur
Bandenentwicklung, wahrend es sich bei Quercetin eher um eine mit steigender
Konzentration leicht ansteigende (bei 25 pyM erscheint hier die Bande jeweils am
relativ kraftigsten) und bei Myricetin eine leicht abfallende Wirkungskinetik (stark-
ste Bande bei 8 uM) zu handeln scheint. Die Banden gehen aber in keinem Fall
uber den GrolRenbereich der Kontrollen hinaus. Da n = 2 ist, ist hieraus aber nicht
mehr als ein Trend abzuleiten. Moglicherweise waren auch die fur den Thrombo-
zyten-Shape-Change ermittelten wirksamen Stoffkonzentrationen, die als Orien-
tierung benutzt wurden, fur die spezielle Fragestellung an Endothelzellen zu nied-
rig angesetzt.

Quercetin, Myricetin und Resveratrol kommen aufgrund der wenig Uberzeugenden
Wirkung von allen hier getesteten Konzentrationen und Expositionszeiten fur den
85 kd-Bandeneffekt, also eine reaktive Aktivierung eines src-Kinase-Weges, nicht in
Frage. Das bedeutet, dass diese Flavonoide im kunstlichen Versuchssystem wohl
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keine reaktiven Zellveranderungen bzw. potentiell zellschadigenden Folgen
verursachen - Uber ihre womaoglich vorhandene, in der Literatur beschriebene pro-
tektive Potenz lasst sich anhand der vorliegenden Endothel-Ergebnisse keine Aus-
sage machen. Bei diesen drei Flavonoiden ist - zumindest anhand der gemachten
Experimente - keine schadigende Wirkung anzunehmen.

FUr Resvertrol und Quercetin ist in der Literatur eine Inhibition der IP3-Kinase
beschrieben. Letztendlich ergabe sich durch diese Unterbindung einer src-Kinase
gesteuerten Zellformveranderung die bzw. eine protektive Funktion dieser Mole-
kile. Auch hier waren weiterfihrende Versuche, u. a. ex vivo und Flavonoid-Gabe
vor/nach Rotwein- oder Zellaktivatoren-Exposition interessant, vielleicht unter der
Einbeziehung weiterer mittlerweile identifizierter Rotweininhaltsstoffe wie Delphini-
din, Cyanidin, Phloretin, Verartrol, Oenidin und anderen.

3. Effekte von Alkohol und pflanzlichen Flavonoiden auf Herz-Kreislauf-
System, Endothelium und kardiovaskulare Erkrankungen

In etlichen - vor allem epidemisch ausgerichteten - Studien war in den letzten drei
Jahrzehnten wiederholt gezeigt worden, dass zwischen maRkigem aber regelmafi-
gem Konsum geringer Mengen von alkoholischen Getranken und der Inzidenz fur
kardio- und cerebrovaskulare Erkrankungen eine inverse Korrelation zu bestehen
scheint [113; 149, 226, 293; 355]. In einer Untersuchung an Uber 49000 Personen
wurde aullerdem gezeigt, dass bei Probanden mit moderatem Alkoholkonsum ge-
genuber der abstinenten Vergleichsgruppe ein niedrigeres Risiko fur koronare
Herzerkrankung besteht [427].

Die postulierte eher protektive Wirkung lasst sich nicht nur durch epidemiologische
Untersuchungen, sondern auch durch Studien Uber die Effekte von Alkohol bzw.
alkoholischen Getranken wie Rotwein auf den Organismus stutzen. Neben der
durch Alkohol induzierten Erhdhung der HDL-Plasmakonzentration [63; 156; 389],
einer in vitro nachgewiesenen Hemmung der proinflammatorischen Zytokine IL-8
und TNF in Monozyten/Makrophagen durch Ethanol [15] und der beobachteten
negativen Korrelation von Alkoholkonsum und myokardialen Reinfarkten [156] wird
immer wieder eine gunstige Wirkung von Rotwein auf Entstehung und Progression
arteriosklerotischer Erkrankungen angefuhrt [170, 343; 344]. Wie schon aus-
gefuhrt ist Rotwein besonders reich an sekundaren Pflanzenstoffen, besonders
Polyphenolen/Flavonoiden. So haben mehrere Arbeitsgruppen in den letzten
funfzehn Jahren diesen Sachverhalt aufgegriffen und in epidemiologischen Stu-
dien gezeigt, dass die Menge der taglich mit der Nahrung aufgenommenen
Polyphenole eine negative Korrelation mit der Inzidenz fur Apoplex und koronare
Sterblichkeit aufweist [189, 191; 219, 227]. Es werden fur Rotwein einige Mecha-
nismen diskutiert, die Uber eine reine Ethanolwirkung hinausgehen und welche die
protektiven Effekte - zumindest partiell - erklaren konnen:
1) Antioxidative Eigenschaften
Reaktive Sauerstoffmolekule werden als Ursache fur die Entstehung einer gan-
zen Reihe von Erkrankungen, inklusive Alterungsprozesse und Gefallerkran-
kungen gesehen, wobei oxidativer Stress einer der Hauptmechanismen zu sein
scheint, der endothelialer Dysfunktion zugrunde liegt [124]. So werden Epithel-
zellschaden, ausgelost beispielsweise Uber NFkB-Aktivierung durch oxidativen
Stress unter anderem als initiale Ausloser fur atherosklerotische Prozesse dis-
kutiert [14]. Daher kdnnen rotweinvermittelte antioxidative Effekte, besonders
eine Hemmung der LDL-Oxidation [1; 96; 146, 247, 407] und die Fahigkeit, Ra-
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2)

dikale abzufangen [390], protektiv wirken. Es bleibt jedoch letztlich unklar, wel-
che phenolische Substanz im Wein Uberwiegend flr die antioxidativen Wirkun-
gen verantwortlich ist. Wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, zeigen namlich nicht nur
Polyphenole, sondern auch andere im Rotwein vorhandenen phenolischen Sub-
stanzen wie Zimtsaurederivate (Kaffeinsaure), Cumarinsdure oder Protocate-
chusaure einen hemmenden Einfluss auf die Oxidation von LDL [1]. Die Wich-
tigkeit dieser Eigenschaft wird durch Arbeiten unterstrichen, die eine Veran-
derung im Gehalt oder Oxidation und Bindung von antioxidativen Systemen wie
Aminothiolen besonders bei arteriosklerotischen Erkrankungsprozessen be-
schreiben [282]. Auch im Bier sind solche Polyphenole (Isoflavonoide) enthal-
ten, die ebenfalls Uber ihre antioxidative Potenz einen mdglichen Schutz vor kar-
diovaskularen und eventuell neoplastischen Erkrankungen bieten kdnnten [240;
328]. So wurde in einer prospektiven Studie mit 2000 Personen in Suddeutsch-
land auch bei Uberwiegendem Bierkonsum ein abgesenktes Risiko fir die Er-
krankung an einer KHK und deren Folgen gegenuber der abstinenten Ver-
gleichsgruppe nachgewiesen [217].

Antithrombotischer Effekt durch Hemmung des Thrombozytengestaltwandels
(shape change) und Senkung der Aggregationsneigung [28; 299; 308; 309; 321;
338; 339].

3) Modifikationen der Eicosanoid-Biosynthese [163; 260; 386].

4) Direkte Einflusse auf GefalRebene

Polyphenolische Verbindungen haben die Fahigkeit, im Experiment prakontra-
hierte glatte Muskulatur intakter praparierter Aortenringe zu relaxieren, einige
kdnnen wohl sogar ‘entendothelialisierte” Aortenringe relaxieren [10; 12; 134].
Verschiedene Aspekte die fur diese wichtige Eigenschaft eine Rolle spielen
konnten sind im Folgenden diskutiert:
a) Modifikation von Endothelzell-Funktionen
- Es konnte eine Verringerung der tissue-factor (TF)-Expression in arterio-
sklerotisch vorgeschadigten Endothelzellen durch das im Rotwein enthal-
tene Polyphenol Resveratrol festgestellt werden [324]. TF ist ein primarer
Iniiator der Gerinnungskaskade und hat somit auch einen entscheidenden
Einfluss auf Entstehung und Progression eines Thrombus [259; 422].
- Ein weiterer Punkt ist die Einflussnahme auf die Produktion von Endothelin-
1, einem starken Vasokonstriktor. Es wurde (neben der Hemmung von
phosphorylierenden Enzymen der Tyrosinkinase-Familie) eine starke Hem-
mung der Produktion dieses von den Gefallendothelzellen gebildeten Medi-
ators durch Rotwein-Phenole beschrieben [88]. Diese erfolgt wahrscheinlich
Uber eine Blockierung der Translation [88]. In glatten Gefalmuskelzellen der
Koronararteien soll Resveratrol anderen Autoren zufolge die MAPK-Ak-
tivitat und die nukleare Translokation hemmen und so den stimulatorischen
Effekten von Endothelin-1 entgegenwirken [119]. Eine Hemmung der Bil-
dung dieser Substanz oder eine Inhibition der von ihr gesteuerten Signal-
transduktionswege soll dabei die Relaxation glatter Gefallmuskulatur unter-
stltzen, die Lipideinlagerung in die GefaBRwande vermindern und bei bereits
vorbestehender Atherosklerose das Infarktrisiko senken [88; 134].
b) Beeinflussung von Tonus und Proliferationsverhalten glatter Gefallmuskel
zellen
- direkt antiproliferative Effekte auf glatte Muskelzellen:
Der Wiedereintritt von Gefallzellen in den Zellzyklus und dessen Fortschrei-
ten wird als SchlUsselereignis von proliferativen Gefal3erkrankungen wie
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Atherosklerose sowie postangioplastischer Restenosierung angesehen [44;
207]. Einige Stoffe wie das polyphenolische Stilbenderivat trans-Resveratrol
sollen bei glatten GefaBRmuskelzellen einen reversiblen Stopp in der frihen
S-Phase und damit eine Hemmung der Proliferation induzieren [171]. Dabei
senkt trans-Resveratrol u. a. die zellularen Spiegel der Cyklin-abhangigen
Kinase-Inhibitoren p21°?" und p27""' und hemmt zusatzlich in geringem
Male die Phosphorylierung von Erk 1/2, der Protein-Kinase B/akt und der
p70° Kinase.

Die Angiotensin ll-induzierte Hypertrophie der glatten GefalBRmuskelzellen
scheint grundsatzlich ein entscheidender Schritt bei Entstehung und Pro-
gression kardiovaskularer Erkrankungen zu sein. So konnte an isolierten
glatten GefaBmuskelzellen der Rattenaorta gezeigt werden, dass das auch
im Rotwein vorkommende pflanzliche Polyphenol Tanninsaure konzentra-
tionsabhangig die durch Angiotensin |l verursachte Steigerungsrate der
DNA-Synthese der betreffenden Zellen zu hemmen vermag [136; 137]. Bei
Nichtvorhandensein anderer Wachstumsfaktoren induziert Angiotensin I
uber den G-Protein-gekoppelten Angiotensin Typ | (AT1)-Rezeptor zwar Hy-
pertrophie der glatten Muskelzellen (aber wohl keine Hyperplasie) [158; 45].
Die Bedeutung von Angiotensin Il in der Pathogenese vaskularer Erkran-
kungen wird weiterhin deutlich durch die Wirksamkeit von ACE-Inhibitoren
und Angiotensin |l Rezeptor-Blockern bei der Pharmakotherapie von Hyper-
tension und Atherosklerose. Die Stimulation von AT-Rezeptoren in den
glatten Muskelzellen fuhrt zur Aktivierung einer Vielzahl von Proteinkinase-
Signalwegen. Die MAP-Kinasen ‘extracellular signal-regulated kinase’
(ERK) 1/2 und p38 MAPK spielen dabei wohl die Hauptrolle bei der Antwort
der glatten Muskelzellen auf Angiotensin Il [423; 424]. Ebenso konnte ge-
zeigt werden, dass die Serin/Threonin-Kinase Akt/Proteinkinase B in glatten
Gefalmuskelzellen nach Stimulation mit Angiotensin Il aktiviert wird [406;
407] und eine wichtige Rolle in der Angiotensin Il-vermittelten Hypertrophie
der glatten Muskelzellen spielt [193; 423; 424]. Die Aktivierung der in der
Signalkette weiter stromabwarts gelegenen p70 ribosomale protein S6 Ki-
nase’ (p70%° Kinase) schlieRlich bendtigt sogar sowohl die Akt/PKB als auch
die ERK Signalkaskade [117; 160]. Aktivierte p70%® Kinase wird zur
Regulation der Translation von mRNAs, die ein Oligopyrimidin-Motiv am
Transkripitionsstartplatz tragen und die fur viele Komponenten des
Proteinsytheseapparates codieren, bendtigt [333]. So gesehen haben die
MAP Kinasen ERK 1/2 und p38 MAPK, genauso wie p70°° Kinase und die
auch als "Survival-Kinase” bezeichnete Akt/PKB wohl den groRten Einflufd
bei der durch Angiotensin ll-induzierten Proteinsynthese-Steigerung und
Hypertrophie vaskularer glatter Gefallmuskelzellen. Es konnte aber nach-
gewiesen werden, dass der Rotweininhaltsstoff Resveratrol dosisabhangig
die Phosphorylierung von Akt/PKB und - wenn auch in geringerem Aus-
male - ERK 1/2 zu hemmen vermag. Auch die p70%® Kinase und der ge-
samte Akt-Signalweg, der an Angiotensin llI-gesteuerten Proteinsynthese-
Prozessen beteiligt ist, werden aber ebenso durch Resveratrol beeintrach-
tigt [170]. Weiter stromaufwarts in der Signalkette scheint Resveratrol eben-
falls Einfluss zu nehmen, allerdings wird der postulierte antihypertrophische
Effekt hier wohl eher durch Inhibition der Phosphorylierung der Phosphati-
dylinositol 3-Kinasen (PI3K) als durch eine Aktivierung von Phosphatasen
vermittelt [170].

Da die Klasse der 1A PI3K - wie weiter oben schon ausgefuhrt — heterodi-
mere Proteine bestehend aus einer regulatorischen 85 kD- und einer kataly-
tischen 110 kD-Untereinheit sind, sprachen diese Ergebnisse auch eher
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nicht dafur, dass es sich bei dem in der vorliegenden Arbeit beobachteten
85 kD-Protein moglicherweise um die regulatorische p85-Einheit der Pl;K
handelt. Weiterhin unklar bleibt aber vorlaufig, ob die oben beschriebenen
Effekte lediglich durch einen einzigen Inhaltsstoff wie das untersuchte poly-
phenolische Stilbenderivat Resveratrol, oder vielleicht eben doch durch eine
ganze Gruppe von Rotweinphenolen oder anderen Stoffgruppen verursacht
werden.

Eine weitere Erklarungsmdglichkeit fur den beschriebenen antihyperprolife-
rativen Effekt von Reveratrol (und evtl. auch anderen Rotweininhaltsstoffen)
auf die glatten GefaRmuskelzellen kdnnte die postulierte Ostrogenartigkeit
des Stilben-Derivates [157; 276; 337; 369] sein: glatte GefalRmuskelzellen
sollen namlich Ostrogen mit groRer Affinitdt zu binden vermdgen, und
Ostrogen wiederum hemmt direkt die Migration und Proliferation von glatten
Muskelzellen in vitro [276].

Beeinflussung der NO-Produktion und der Gefalirelaxation:

Stickoxid (NO) scheint in physiologischen Konzentrationen ein Molkul mit
uberwiegend vasoprotektiven Eigenschaften zu sein:

So nimmt es u. a. Einfluss auf die Regulation der Hamostase [143; 311], auf
Thrombenentstehung [460] und Gefaltonus [10; 134;]. Zuerst wurde ei-ne
direkte Vermittlung endothelabhangiger Gefalirelaxation [134; 136; 137],
wahrscheinlich Uber eine Steigerung der NO-Syntheserate [10; 202] disku-
tiert. Hierzu konnte u. a. direkt an menschlichen Koronararterienringen ge-
zeigt werden, dass Bordeauxweine vasorelaxierend wirken (dieser Effekt
war aber von der Integritat des Gefaldendothels abhangig und konnte durch
Hemmung der Stickstoffmonoxid-Synthase aufgehoben werden). Diese Be-
obachtungen lieRen den Schluss zu, dass Rotwein Uber eine gesteigerte
Freisetzung von NO, einer anschlieRenden Aktivierung der Guanylatzyklase
und der vermehrten Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat
(cGMP) eine vasorelaxierende Wirkung vermittelt [137]. Zusatzlich zu seiner
nachgewiesenen vasodilatierenden Wirkung scheint NO weitere Vorgange
im Rahmen der Atheroskleroseentstehung wie die Thrombozytenaggrega-
tion [460], die Leukozytenadhasion, die Proliferation glatter Muskelzellen
sowie die Expression von Genen, die an der Atherogenese beteiligt sind,
hemmend beeinflussen zu kénnen [255]. Die NO-Bildung verlauft entweder
Uber die sog. ‘inducible nitric oxide synthase” (iNOS) oder aber direkt in den
Endothelzellen von der ‘endothelial nitric oxide synthase” (eNOS) gebildet
und dann freigesetzt. Das Enzym eNOS wird uberwiegend auf posttrans-
kriptionaler Ebene reguliert, kann aber auch auf Transkriptionsebene be-
einflusst werden [145]. Obwohl einige Studien eher auf eine kurzzeitige Ak-
tivierung der eNOS bzw. auf einen akuten NO-abhangigen Effekt in Aorten
nach Rotweinkontakt hinweisen [412], wurde aber auch beschrieben, dass
eine langerfristige Inkubation (~20 h) von humanen Endothelzellen mit alko-
holfreiem Rotwein-Polyphenolextrakt die NO-Freisetzung, eNOS-Aktivitat
sowie eNOS-Expression stark und Uber einen langeren Zeitraum hinweg
steigern kann [250]. Zumindest die beobachteten kurzfristigen Effekte auf
eNOS-Produktion und Vasorelaxation scheinen calziumabhangig zu sein
[412] (auch in der vorliegenden Arbeit konnte ja gezeigt werden, dass Be-
handlung mit dem intrazellularen Calziumchelator BAPTA/AM vor Rotwein-
exposition (15-60 min) einen hemmenden Einfluss auf die gefundene Ban-
de und damit auch auf die mit ihr verknupften zellularen Prozesse hat). Der
Ca?*-Influx bzw der Ca®*-Spiegel in den Endothelzellen scheint damit ver-
mutlich auf mehreren Ebenen von Atherogenese bzw. antisklerotischen
Prozessen Einfluss zu haben.
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- direkt anthypertensive Effekte

Sie hangen wohl hauptsachlich mit den oben diskutierten Fahigkeiten der
Polyphenole zusammen, das NO-cGMP-System zu aktivieren. So konnte u.
a. im experimentellen Modell L-NAME-induzierter Hochdruck (iUber Hem-
mung der NO-Synthase) durch Rotweinextrakt teilweise beeinflusst und ge-
senkt werden [320]. Die in vivo-Gabe von Polyphenol-Extrakten aus Tee
oder Wein konnte auch in Tierexperimenten erhdhten Blutdruck in spontan
hypertensiven Ratten [180] senken bzw. den Blutdruck und das Insultrisiko
bei besonders anfalligen SHRSP-Ratten vermindern [283], aber auch bei
Kurzzeit-Gabe den Blutdruck normotensiver Ratten leicht senken [100]. Im
angewandt-klinischen Bereich konnte in einer Studie an 78 Herzinsuffizienz-
Patienten (Stadium NYHA IlI) durch Therapie mit flavonoidhaltigem Cra-
taegus-Extrakt sowohl die Parameter Blutdruck als auch Herzfrequenz posi-
tiv beeinflusst werden [381].

5) Antiischamische Effekte
Die protektive Rolle von Flavonoiden in Bezug auf kardiale Ischamien hangt ver-
mutlich hauptsachlich mit ihrer Fahigkeit zusammen freie Sauerstoffradikale ab-
zufangen [374], eine bestimmte NO-Konzentration aufrecht zu erhalten [10; 272]
und die Mastzell-Sekretion zu inhibieren [350]. Sowohl alkoholfreier Rotwein-
extrakt als auch trans-Resveratrol schutzten im Experiment die Herzen vor
Ischamie/Reperfusions-Schaden (belegt durch verbesserte postischamische
Ventrikelfunktion und reduzierte mokardiale Infarzierung) [374]. Sowohl der Rot-
weinextrakt als auch f-Resveratrol konnten den oxidativen Stress, gemessen
uber reduzierte Malonyldialdehyd-Bildung, in den Herzen reduzieren. Ebenso fin-
gen diese Stoffe auch hocheffektiv freie Peroxyl-Radikale ab. Eine direkte Herz-
perfusion mit reinem Ethanol scheint im Gegensatz dazu oxidativen Stress zu
verursachen indem sie vollig andere Effekte hervorruft [368]. Auch wurde ein mil-
derer Verlauf von induzierter akuter myokardialer Ischamie in isolierten Herz-
praparaten durch Flavonoidwirkung berichtet [368]. Auch soll unter Flavongabe
eine erhodhte funktionelle Erholung in reperfundierten Herzen nach kurzzeitig
induzierter globaler Ischamie zu beobachten sein [301]. Von einigen Autoren wird
diese verbesserte postischamische Erholung unter Flavongabe der Stimula-tion
des Cytochrom Pyso-Systems (CYP4s0) zugeschrieben. Es wird vermutet, dass
Flavone als allosterische Effektoren der CYPa4s0-Reduktase wirken, was
wiederum deren katalytische Effektivitdt erhdhen und die Produktion freier Radi-
kale vermindern soll. Quercetin beispielsweise soll seinen protektiven Effekt Uber
Verhinderung eines Abfalles des Xanthindehydrogenase/-oxidase-Quotienten
vermitteln, der sonst im Tierexperiment wahrend Ischamie-Reperfusionen auftrat
[372]. Inhibitorische Eigenschaften von Flavonoiden gegenuber der Xanthinoxi-
dase sind gesondert beschrieben [203]. Aul3erdem werden Flavonoiden von an-
deren Autoren zusatzlich positiv chronotrope und antiarrhythmische Eigenschaf-
ten sowie die Fahigkeit zur Verminderung mitochondrialer Ischamie-Reperfu-
sions-Defekte zugeschrieben [442]. Da wahrend Ischamie und Reperfusion bei
Ratten auch Veranderungen in der NO-Konzentration festgestellt wurden [324],
scheinen die Effekte von Rotwein-Polyphenolen (Erhéhung der NO-Molekiil-
stabilitat und -bildung) auch von dieser Seite betrachtet von zentraler Bedeutung
bei der Ischamie-Pravention zu sein (siehe auch Punkt 4b dieses Kapitels).
Einige Studien beschreiben daher auch eine Steigerung der NO-Synthaseakti-
vitdt nach Gabe von Rotwein-Polyphenolen am Herzen [320] und in der Aorta
[12; 320]. Die protektiven Effekte der Flavonoide hangen aber wohl auch mit der
Fahigkeit zusammen, die Mastzellsekretion zu inhibieren, die bei kardiovaskula-
ren Inflammationsprozessen eine Rolle spielen kann und als ein mdglicher
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zusatzlicher Schlusselfaktor bei der KHK gesehen wird [350]. So konnte gezeigt
werden, dass Quercetin und einige andere Flavonoide im Tierexperiment die
Histaminfreisetzung aus Mastzellen konzentrationsabhangig hemmen [172; 273].

AbschlieRend zusammengefasst konnten die in der vorliegenden Arbeit gemachten
Beobachtungen zur Auswirkung von Rotwein (bzw. den im Rotwein unabhangig
vom Alkoholgehalt enthaltenen organischen Inhaltsstoffe primar pflanzlichen Ur-
sprungs) auf humane Nabelendothelzellen (HUVEC) in vitro keinen wirklichen wei-
teren Erkenntnisgewinn in der Aufklarung der beteiligten Wirkmechanismen hin-
sichtlich des "french paradox” bringen, es also weder stiitzen noch widerlegen. Es
konnte aber - sowohl morphologisch als auch biochemisch - gezeigt werden, dass
im Rotwein enthaltene Stoffe in vitro reproduzierbar Reaktionen und Verande-
rungen in Endothelzellen auslosen konnten. Es hat sich in der vorliegenden Arbeit
aber auch gezeigt, dass es schwierig ist in vitro gewonnene Aussagen auf die
komplexen Bedingungen eines lebenden Organismus zu Ubertragen. Dazu missen
eine ganze Reihe weiterer wichtiger, aber oft unwagbarer oder unbekannter Ein-
flusse und physiologischer Gegebenheiten wie Verdauung und Absorption, Metabo-
lisierungsprozesse und pharmakologische Interaktionen, Ausscheidungsmechanis-
men und -kinetiken oder Akkumulierungsprozesse in Korper bzw. in Zellverbanden
mitberucksichtigt werden. Wie oben diskutiert kdnnen die durch epidemiologische
Untersuchungen untermauerten und als ‘French paradox” bezeichneten gunstigen
Auswirkungen alkoholischer Getranke bzw. von Rotwein auf Entstehung und Pro-
gression arteriosklerotischer Erkrankungen nicht von der Hand gewiesen werden.
Die protektiv wirksamen Substanzen setzen offenbar an mehreren Angriffspunkten
und in verschiedenen Ebenen an und konnen ihre positiven Wirkungen vielleicht
gerade durch synergistische Effekte Uberhaupt zum Greifen bringen bzw.
verstarken.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit konnte - sowohl mikromorphologisch als auch bioche-
misch - gezeigt werden, dass im Rotwein enthaltene Stoffe in vitro reproduzierbare
Reaktionen und Veranderungen in den behandelten Endothelzellen auszulosen
vermogen, die bei Kontrollen mit Ethanol oder auch WeiRwein nicht oder nur sehr
abgeschwacht zu beobachten waren. Eine kardio-und gefal3protektive Wirkung
von Rotwein uber eine Wirkung auf Endothelzellen 1a3t sich durch die Ergebnisse
dieser Arbeit aber weder hinreichend stlitzen noch widerlegen - dazu fehlt letztlich
einfach Wissen Uber Wesen und Funktion des gefundenen rotweininduzierten "85
kD-Phosphotyrosinproteins”, dessen Entstehung durch gewisse src-Kinase-Inhi-
bitoren sowie intrazellulare Calziumchelatoren gehemmt werden kann. Ob es sich
hierbei moglicherweise um die reaktive Untereinheit der Phosphoinositol 3-Kinase
handelt, war mit den verwendeten, von der Aussagekraft her begrenzten Metho-
den nicht herauszufinden. Eine Proteinsequenzierung in einer Folgearbeit konnte
hier Klarheit schaffen.

Bei den in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen, namlich

a) reaktive Veranderungen an intrazellularem Aktingerust und Zellmorphologie,

b) der Induktion eines tyrosinphosphorylierten, also wahrscheinlich aktivierten,
calzium- und src-Kinase-abhangigen Proteins und

c) der Aktivierung (- und nicht wie fur eine angenommene protektive Funktion eher
erwartet ein Nichtanspringen bzw. eine Inhibition) des Gens MCP-1 fur das pro-
inflammatorische Chemokin ‘Monocyte chemoattractant protein-1-

ist nicht primar von einer protektiven Funktion durch Rotweinexposition des Endo-

theliums in vitro auszugehen.

Diese Effekte sind eher im Zusammenhang mit Intimaschaden und Atherosklero-
seentstehung zu sehen. Die Initiierung von Prozessen des Src-Kinase-Weges mit
madglichen grundlegenden Veranderungen von Zellkontakten, Zytoskelett und Inti-
mapermeabilitat sowie die Aktivierung von Genen zur Initiation inflammatorischer
Prozesse spielen auch beim Fortschreiten atherosklerotischer Schadigungen der
GefaRe (subendotheliale Odemen, Schaumzellbildung) eine bedeutende Rolle.
Diese Effekte traten deutlich aber nur im PBS-Puffersystem auf.

Es ist durchaus moglich, dass auch im Rotwein zellschadigende Inhaltsstoffe vor-
handen sind. Deren Wirkung scheint aber im Regelfall - namlich unter den im Kor-
per vorherrschenden Bedingungen - von anderen Stoffen/Blutbestandteilen aufge-
fangen und sogar von den nachweislich protektiven Substanzen wie Antioxidantien
und antithrombogen wirksamen Komponenten wettgemacht zu werden. Die Versu-
che wurden ausschlielich an humanen Nabelvenen-Endothelzellen, nicht an En-
dothelien anderer Herkunft durchgeflihrt. Es wurden weiterhin keine ex vivo-Unter-
suchungen nach Rotweinaufnahme durchgefuhrt. Andere Endothelzellpopula-
tionen, beispielsweise aus adulten Coronar- oder Carotisgefassen haben maogli-
cherweise andere Enzymausstattungen und somit auch andere Reaktionsmaoglich-
keiten zur Verflgung. Um hiertber weitere Informationen zu erhalten ware es sinn-
voll, zusatzliche Untersuchungen auch mit Endothelzellen anderer Herkunft, im
Plasma- oder Serummilieu in vitro, aus ex vivo Trinkversuchen oder im Tiermodell
zu machen - vor allem aber das 85 kd-Protein zu isolieren und zu sequenzieren.
Damit sollte es mdglich sein, die Funktion und damit auch die Folgen seiner Aktivie-
rung in der gesunden, im Zellverband ruhenden GefalRendothelzelle zu beurteilen.
Die ebenfalls interessante Frage der pharmakologischen Beeinflussung des Endo-
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thels auf Genom- und Proteomebene durch Polyphenole bzw. Rotweinkontakt soll-
te flr verschiedene bei der Atheroskleroseentstehung relevanten Genorte und an
grolReren Fallzahlen untersucht werden.

Da der Rotwein, wie schon eingangs erwahnt, mehr als 500 Uberwiegend nicht-
identifizierte Inhaltsstoffe enthalt, gehéren die als ursachlich ermittelten hypothe-
tischen Stoffgruppen Carbonsaure bzw. Phenolcarbonsaure und Aminophe-
nol/Aminosaure/Alkaloid, die wahrscheinlich fir den gefundenen Bandeneffekt in
Frage kommen, mit groRer Wahrscheinklichkeit zu diesen organischen Rotwein-
verbindungen. Auch ein Hinweis auf das Vorhandensein in rotem Traubensaft hat
sich in der vorliegenden Arbeit ergeben und passt zu dieser Theorie. Die uUber-
pruften pflanzlichen Flavonoide Quercetin, Myricetin und Resveratrol, deren anti-
oxidative und protektive Wirkungen in der Literatur diskutiert werden, kommen auf-
grund der Ergebnisse fir die Entstehung der 85 kd-Bande nicht in Frage, kénnen
aber moglicherweise mit ihren in der Literatur beschriebenen Wirkungen ihren An-
teil zum franzdsichen Paradoxon beitragen.

Es ist durch maRigen aber regelmalligen Rotweingenul} (laut einigen Autoren
durch den mafigen Konsum alkoholischer Getranke ganz allgemein) aufgrund der
Herabsetzung der Thrombozyten-Aggregationsfahigkeit, Endothelin-1-Inhibition,
antioxidativer Wirkung einiger Inhaltsstoffe, moglicher relaxierender Wirkungen auf
die glatte GefaBmuskulatur sowie moglicherweise auch durch Effekte in Bezug auf
die gefalRauskleidenden Endothelzellen wohl ein gewisser Gefallschutz gegeben.
Das sogenannte ‘French paradox” ist durch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit weder bestatigt noch widerlegt. Manche Kritiker behaupten, des Ratsels
Lésung liege lediglich in der Zeitverzdgerung mit der der Korper auf ungesunde
Lebensweise reagiere: vor 30 Jahren (also zu Beginn der ersten epidemilogischen
Studien) hatten die Franzosen allgemein einfach mehr Gemuise und weniger
Fleisch und Fett gegessen. Neben den naturwissenschaftlichen Einflussgrofien wie
pharmakologischen Effekten von Inhaltsstoffen, populationsgenetischen An-satzen
wie einer moglichen besonderen genetischen Konstitution der Population in weiten
Teilen Frankreichs (beispielsweise bezuglich Enzymausstattung, Alkohol-
stoffwechsel oder dem ABCA7-Gen [446]) sollte daher vielleicht auch eher "un-
wissenschaftlichen” Einflussfaktoren beim Versuch der Erklarung dieses Parado-
xons Beachtung geschenkt werden, namlich der soziokulturellen Herkunft der
untersuchten Personen, und - sicher nicht weniger wichtig - einer womoglicher all-
gemein etwas entspannteren Lebens- und Arbeitsauffassung bestimmter Bevolke-
rungsschichten (den Franzosen ja gemeinhin als "savoir vivre® zugeschrieben).

AbschlieRend eine Bemerkung, die das ‘French paradox” zu einem gewissen Gra-
de relativieren mag: wahrend die Franzosen in der europaweiten Klassifizierung in
Bezug auf die Lebenserwartung flihrend sind, nehmen sie paradoxerweise auch
hinsichtlich eines vorzeitigen Todes eine fuhrende Position ein. Nach Angaben des
nationalen franzdsischen Gesundheitsiberwachungsamtes Institut National de
Veille Sanitaire liegt die relative Sterblichkeit der Franzosen unter 65 Jahren heute
europaweit mit am hochsten (Bulletin épidémiologique hebdomadaire, No. 30: La
mortalité évitable lieé aux comportements a risques, une priorité de santé publique
en France’). So haben im Jahr 1999 beispielsweise 110.470 Personen unter 65
Jahren den Tod gefunden. In Uber einem Drittel aller Falle hatte dies vermieden
werden kénnen, so das Urteil der Verfasser. Die Todesfalle konnten Uberwiegend
.Risikoverhalten® (Alkohol; Verkehrsunfalle; Nikotin) aber auch Suizid zugeordnet
werden. Nachdenklich stimmt, dass Frauen, die risikoreichem Verhalten und seinen
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Folgen in der Regel in geringerem Mal3e ausgesetzt sind, in dieser Hinsicht europa-
weit dennoch den Rang 3 einnehmen.

Abseits von Epidemiologie und Theorien zum ‘franzdsischen Paradoxon’, scheint
Rotwein mit Ziel und Mal} genossen, durchaus protektive Eigenschaften fur den
Konsumenten zu haben (zu begriinden mit seinen antioxidativen Eigenschaften und
dem Flavonoidgehalt).

Auch die positiven Folgen, die der Effekt mit sich bringt, sich also ab und zu etwas
Gutes zu tun, sind - neben allen anderen genannten Einflussmoglichkeiten - in
diesem Zusammenhang sicherlich nicht ganz von der Hand zu weisen.
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G. ANHANG

1. Verwendete Abkiirzungen
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Ca*
cGMP
COX-2
CYPaso
DEPC
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EMEA
EPCG
Fe**
Fe3*
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GTP
GTPase
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HDL
HPLC
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HUVEC
ICAM
lg G
IL-10
IPsK
KHK

kd

LDL
LPS
MAPK
MCP-1
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mRNA
MTX
Na3VO4
NFKB
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p

p
PAGE

PBS
pH
PKa
PKA
PKC
PMA
Py
rTLC

Antikorper

Ammoniumpersulfat
1,2-Bis(2-aminoethoxy)-ethan-N,N,N",N -tetraessigsaure
zyklisches Adenosinmonophosphat

(zweiwertiges) Calziumion

zyklisches Guanosinmonophosphat
Cyklooxygenase 2

Cytochrom Pys0, Atmungskettenenzym mit vielen Isoformen
Diethylpyrocarbonat (kanzerogen !)
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleotidic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Ethylenglyceroltetraacetat

European Ageny of the Evaluation of Medicinal Products
Epigallocatecin-3-gallat

(zweiwertiges) Eisenion

(dreiwertiges) Eisenion

Guanindiphosphat

Guanintriphosphat

Guanintriphosphat-spaltendes Enzym
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin-Ethansulfat
Lipoproteine hoher Dichte (high density lipoprotein)
High Pressure Liquid Chromatography

Hormone Replacement Therapy

Human Umbilical Vein Endothelial Cells
Intercellular Adhesion Molecule

Immunglobulin G

Interleukin 10

Inositoltriphosphat-3-Kinase

koronare Herzkrankheit

Kilodalton

Lipoproteine niedriger Dichte (low density lipoprotein)
Lipopolysaccharid

Mitogen Activated Protein Kinase

Mononcyte Chemoattractant Protein-1
3-Morpholino-1-propansulfonsaure

Messenger Ribonucleotidic Acid, Boten-RNA
Methotrexat

Natriumvanadat

nuklearer Faktor kg

Stickoxid

Passagezyklus bei Zellkultur

Probability (Wahrscheinlichkeit)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate-Buffered Saline

negativer Logarithmus der Protonenkonzentration, “Sauregrad”
chemische Dissoziationskonstante

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phorbol-12-myristat-13-acetat (kanzerogen !)
phosphoryliertes Tyrosin

Reversed Thin Layer Chromatography

145



RGD-Sequenz Aminosauresequenz aus Arginin, Glycin und Asparaginsaure

RNA Ribonucleotidic Acid, Ribonukleotidsaure

SDS Sodium Dodecylsulfate

SEM Standard Error of Means (Standardfehler)

SH2, SH3 src-Homologue (Region) 2, src-Homologue (Region) 3
SHRSP spontaneously hypertensive stroke-prone rats

SSC Solution of Sodium Citrate

TBS-T Tris Buffered Saline (+ Tween 20 %)

TEMED N, N, N",N"-Tetramethylethylendiamin

TRIS (Tris)hydroxymethyl-aminomethan

TNF-a Tumornekrosefaktor a

2. Internationale Aminosauren-Codes

<S<HVWIPOUVZZIrX—IETMMUO>

Alanin Ala
Cystein Cys
Asparaginsaure Asp
Glutaminsaure Glu
Phenylalanin Phe
Glycin Gly
Histidin His
Isoleucin lle
Lysin Lys
Leucin Leu
Methionin Met
Asparagin Asn
Prolin Pro
Glutamin GIn
Arginin Arg
Serin Ser
Threonin Thr
Valin Val
Tryptophan Trp
Tyrosin Tyr
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Relation der altersstandardisierten Mortalitatsrate durch KHK zum Konsum
tierischer Fette (S. 11)
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von tierischen Fetten und Wein (S. 12)

: Struktur der Phenolderivate Urushiol und Primin (S. 18)
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Derivate (S. 22)
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: Schematische Darstellung eines 7-Helix-Rezeptors (S. 32)
: Calmodulin und seine Konformationsanderung bei Bindung an ein Zielprotein (S.

34)
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15: Schematische Darstellung von Konformationsanderung, Dimerisierung und
Aktivierung durch Autophosphorylierung am Beispiel des EGF-Rezeptors (S.
40)

16: SH2-Domanen in Signal- und Regulatorproteinen wie src, PLCy1 und Grb2 (S.
42)

17: Schematische Darstellung einer ras-Aktivierung durch Phophorylierung (S. 44)

18: Schematisierte Wachstumskontrollkaskade im Saugerorganismus (S. 45)

19: Schema des Zusammenwirkens verschiedener Ebenen der
Signaltransduktionskaskade vom Wachstumsfaktor-Rezeptorsignal bis zur
Umstrukturierung des Aktingertistes (S. 45)

20: Fluoreszenzmikrokopische Aufnahmen (x1000) naiver konfluenter
Endothelzellen (HUVEC) (S. 78)

21a u. b: Fluoreszenzmikrokopische Aufnahmen (x1000) von Veranderungen an
Zellmembran und Cytoskelett von Endothelzellen (HUVEC) nach 35-mindtiger
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