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Abkurzungsverzeichnis

APS Ammoniumpersulfat

BHT Butylhydroxytoluol

Cx Connexin

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol

DDT Dichlor-diphenyl-trichlorethan

DMEM Eagle’s Medium, nach Dulbecco’s Modifikation

DMSO Dimethylsulfoxid

EGF extracellular signal-regulated kinase

EGFR extracellular signal-regulated kinase receptor

EtOH Ethanol

FCS fotales Kélberserum

GJ Gap Junction

GJs Gap Junctions

HdF humane Hautfibroblasten (human dermal fibroblasts)

HFFF2 human foetal foreskin fibroblast (humane Vorhautfibroblasten)
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

MeOH Methanol

MAPK mitogen-activated protein kinase (mitogenaktivierte Proteinkinase)
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
PBS Phosphate-buffered Saline (Natriumphosphatpuffer)

PDGF Platelet derived growth factor

PKC Proteinkinase C

PPAR Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor

RAR Retinsédurerezeptor

RARE Retinsdurespezifisches responsives Element

RS Retinsdure

RXR Retinoid-X-Rezeptor

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TBS Tris-gepufferte isotonische Salzlosung

TBST Tris-gepufferte isotonische Salzlosung mit 0,1 % (v/v) TritonX 100
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

THF Tetrahydrofuran

TPA 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VEGF Vascular endothelial growth factor

WB-F344 hier: WB-F344 Zellen (s.a. 2.2.1.1)

ZNS Ziegennormalserum

77K Zell-Zell-Kommunikation
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1 Einleitung

1.1 Carotinoide
1.1.1 Allgemeines

1.1.1.1 Vorkommen

Carotinoide sind natiirlich vorkommende Farbstoffe (Pigmente), die in Bakterien, Hefen,
Algen, Pilzen, Pflanzen, Tieren und im menschlichen Organismus zu finden sind. Diese
natiirlichen Farbstoffe, von denen bisher iiber 600 bekannt sind, verleihen vielen Pflanzen
und Tieren ihre Farbenpracht, angefangen bei strahlend gelben, iiber orange bis hin zu
tiefen Rottonen. So sind sie z.B. fiir die Farbe von Lachsfleisch und Hummerschalen oder
auch fiir so manches farbenprichtige Federkleid bei Vogeln (z.B. von Flamingos)
verantwortlich. Auch in griinen Pflanzen kommen Carotinoide vor, sind dort jedoch nicht
anhand der gelb-orange-roten Farbgebung zu erkennen, da sie durch das Chlorophyll in den
griinen Pflanzengeweben iiberdeckt werden. Lediglich im Herbst, wenn das Chlorophyll

abgebaut wird, werden die Carotinoide sichtbar [Britton 1995 a, S. 13f, Mortensen 2004].

Menschen kénnen keine Carotinoide de novo synthetisieren, sondern miissen diese mit der
Nahrung aufnehmen. In der menschlichen Erndhrung sind sie in Obst und Gemiise, wie z.B.
Paprika, Tomate, Mohre, Pfifferling, Spinat, Orange, Grapefruit u.v.m. zu finden.
Hauptcarotinoide in der Nahrung des Menschen sind a-Carotin, 3-Carotin, B-Cryptoxanthin,
Lycopin, Zeaxanthin und Lutein [Mayne 2003]. Im menschlichen Plasma bzw. in
menschlichen Geweben findet man von den mehr als 600 natiirlich vorkommenden
Carotinoiden lediglich 34. Dabei handelt es sich um 25 Carotinoide, die ebenfalls in der
Nahrung zu finden sind, und um 9 Metabolite von Nahrungscarotinoiden (2 von Lycopin, 5
von Lutein/ Zeaxanthin, 2 von Lutein infolge nicht-enzymatischer Dehydration) [Khachik
2002]. o-Carotin, B-Carotin, Cryptoxanthin, Lycopin, Zeaxanthin und Lutein, die
Hauptcarotinoide im Humanplasma, kommen in einer GroBenordnung von 107-10" mol/L

im Plasma vor [Sowell 1994, Olmedilla 2001].

1.1.1.2 Struktur und Eigenschaften
Die Carotinoidstruktur zeichnet sich durch ein C4-Grundgeriist, aufgebaut aus

Isopreneinheiten, mit einem mehr oder weniger ausgeprigten konjugierten
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Doppelbindungssystem aus. Carotinoide werden in zwei Hauptgruppen klassifiziert: die
Carotine und Xanthophylle. Bei den Carotinen handelt es sich um reine Polyen-
Kohlenwasserstoffe, wohingegen in Xanthophyllen Sauerstoffunktionen (Hydroxy-,
Epoxy-, Oxogruppen) enthalten sind. Zusitzlich gliedert man die Carotine in lineare,
acyclische und mono- bzw. bicyclische Carotine. In Abb. 1 sind charakteristische Vertreter
der Carotine (Lycopin, B-Carotin) und Xanthophylle (Lutein) einschlieBlich ihrer
Numerierung dargestellt [Belitz 1992, S. 215f; Britton 1995 a, S. 27f].

Lutein (Xanthophyll, Hydroxygruppen)

Abb. 1: Beispiele fiir Carotinoide aus den beiden Hauptgruppen Carotine und Xanthophylle
[Straub 1987].

Das Polyengertist und strukturelle Faktoren wie z.B. Ringsysteme, funktionelle Gruppen am
Ring, cis-/trans-Isomerie beeinflussen die Eigenschaften der Carotinoide. Insbesondere die
funktionellen Gruppen bestimmen die Polaritit und Loslichkeit eines Carotinoids. Im
Allgemeinen besitzen Carotinoide lipophile Eigenschaften und sind daher unldslich in

hydrophilen Solventien, ausgenommen Carotinoide mit extrem stark polaren Gruppen.
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Mit ihrem konjugierten Doppelbindungssystems verfligen sie tiber ein Chromophor, das zur
Lichtabsorption im sichtbaren Bereich bzw. in einigen Féllen im UV-Bereich (z.B. Phytoen,
Phytofluen) des Spektrums flihrt. Daraus resultieren die gelb-orange-roten Farbgebungen
vieler Carotinoide. Die Absorptionsmaxima liegen bei fast allen Carotinoiden in einem
Wellenliangenbereich von 400 nm bis 500 nm (Beispiel s. 2.2.1.5). Die absorptiven
Eigenschaften der Carotinoide sind abhdngig vom jeweiligen Medium und die
Absorptionsspektren konnen sich in vivo aufgrund von Interaktionen der Carotinoide mit
Proteinen, Lipiden, etc. von denen in organischen Ldsungsmitteln unterscheiden. Diese
Interaktionen mit anderen Molekiilen konnen allgemein zu verdnderten chemischen und
physikalischen Eigenschaften der Carotinoide fithren und insbesondere Carotinoid-Protein-
Interaktionen konnen entscheidend die Funktion oder Aktivitit von Carotinoiden

beeinflussen [Britton 1995 a, S. 18; Britton 1995 b, S. 13 und 17].

Einige Carotinoide, wie z.B. B-Carotin, sind Vorldaufer von Vitamin A und fiir Organismen
hinsichtlich der Vitamin A-Versorgung von Bedeutung [Krinsky 2004, S. 279; Stahl 2003].
Carotinoide sind auflerdem natiirlich vorkommende Antioxidantien, die aufgrund ihres
konjugierten Doppelbindungssystems Singulettsauerstoff ('O,) inaktivieren und Radikale
abfangen konnen [El-Agamey 2004, Stahl 2003]. Die verschiedenen moglichen
Mechanismen der antioxidativen Wirkung von Carotinoiden sind in Tab. 1

zusammengefalit.

Tab. 1: Mechanismen der antioxidativen Wirkung von Carotinoiden [Krinsky 2004
S.107ff, El-Agamey 2004].

Quenchen
1 '0, + CAR —> 30, +CAR* Energietransfer
g

Abfangen von freien Radikalen (Kettenabbruch)

2) CAR+ROO» —> CAR+ +ROO Elektronentransfer
3) CAR +ROO» —> CAR*+ROOH Wasserstoffabstraktion
4) CAR +ROO* ——» ROOCAR- Addition
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Auf diese Weise werden hochreaktive Molekiile (reaktive Sauerstoffspezies (ROS): 'O, und
v.a. Peroxylradikale) abgefangen, die sonst zu Schadigungen von Biomolekiilen (Lipide,
Proteine, DNA) in Organismen fithren konnten. Neben 'O, und Peroxylradikalen
deaktivieren Carotinoide auch elektronisch angeregte Sensibilisatoren, die an der Bildung
von Radikalen und 'O, beteiligt sind [Stahl 2003]. Die Interaktion von Carotinoiden mit 'O,
basiert hauptsidchlich auf einem physikalischen Prozess: Energie wird direkt zwischen
beiden Molekiilen transferiert. Chemische Reaktionen zwischen 'O, und Carotinoiden sind
weniger bedeutsam, da sie nur 0,05 % der gesamten Quenchrate ausmachen. Von den unter
oxidativen Bedingungen gebildeten Radikalen reagieren Carotinoide v.a. mit
Peroxylradikalen, die wéhrend der Lipidperoxidation entstehen. Wahrscheinlich werden

hierbei resonanzstabilisierte Radikaladdukte gebildet.

In biologischen Systemen kann Lichteinstrahlung (UV-Strahlung) zur Bildung von ROS
filhren, die dann Biomolekiile schiadigen konnen (s.o.). Photooxidative Prozesse spielen
eine wichtige Rolle in der Pathobiochemie mehrerer Erkrankungen von lichtexponierten
Geweben, wie z.B. von Auge und Haut. Wenn die Haut dem UV-Licht ausgesetzt wird,
dann wird zuallererst ein Sonnenbrand (Erythembildung) als Reaktion des Korpers auf die
exogene Noxe UV-Licht beobachtet [Stahl 2003]. Ergebnisse von in vitro- und in vivo-
Studien weisen darauthin, daB B-Carotin vor photooxidativen Schidigungen und
Sonnenbrand schiitzt [Stahl 2003]. Nach einer 12-wochigen Behandlung mit 3-Carotin bzw.
mit B-Carotin in Kombination mit a-Tocopherol war die mit einem Sonnenlichtsimulator
induzierte Erythembildung ab der achten Behandlungswoche signifikant erniedrigt [Stahl
2000]. Dieser photoprotektive Effekt wurde auch bei anderen Carotinoiden beobachtet: eine
10-wochige Zufuhr einer Menge an Tomatenpaste, die 16 mg Lycopin pro Tag entsprach,
erhohte die Serumkonzentration von Lycopin und den Gesamtcarotinoidgehalt in der Haut
[Stahl 2001]. In der Gruppe, die Tomatenpaste a3, war die Erythembildung im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Ahnliche Resultate lieferte eine Intervention mit
3-Carotin bzw. mit einer Carotinoidmischung aus B-Carotin, Lutein und Lycopin [Heinrich
2003]. Die Mikrondhrstoffe Carotinoide eignen sich daher zum Schutz gegen
Erythembildung nach UV-Lichtexposition, d.h. sie stellen endogene Sonnenschutzmittel

dar, die mit der Nahrung zugefiihrt werden konnen [Sies 2004].

Mehrere Studien weisen auBerdem darauthin, dal Lutein und Zeaxanthin, die
Hauptpigmente in der Macula lutea der menschlichen Retina, das Auge vor Lichtschidden

schiitzen. Je hoher der Gehalt an Lutein/ Zeaxanthin in der Macula, desto geringer ist das

4
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Risiko, an einer altersbedingten Makuladegeneration zu erkranken [Landrum 1997, Bone
2000, Krinsky 2003]. Die Carotinoide wirken zum einen antioxidativ und zum anderen

modulieren sie durch UV-Licht induzierte Signalwege [Stahl 2005, Wertz 2005].

Epidemiologische Studien haben gezeigt, da obst- und gemiisereiche, d.h. carotinoid-
reiche, Erndhrung korreliert ist mit einer praventiven Wirkung hinsichtlich verschiedener
Erkrankungen, wie z.B. bestimmter Krebsarten, kardiovaskuldrer Erkrankungen, Katarakt
oder altersbedingter Makuladegeneration (Abb. 2) [Mayne 1996, Gann 1999, Donaldson
2004, Wu 2004, Ito 2005, Nkondjock 2005].

Schlaganfall

Immunomodulation

AN

Photoprotektion

Krebs Carotinoide Katarakt
Makula- Ischamische
degeneration Herzerkrankungen

Alterung

Abb. 2: Am Menschen beobachtete protektive Effekte von Carotinoiden
(modifiziert nach [Mayne 1996]).

Die praventive Wirkung wird zum einen der antioxidativen Eigenschaft, zum anderen der
Provitamin A-Aktivitdt zugeschrieben. Uberdies beeinflussen einige Carotinoide
Signaltransduktionswege (s. 1.1.2). Zurzeit sind die Wirkmechanismen der Carotinoide und
ihrer krankheitspraventiven Wirkungen noch nicht endgiiltig gekldrt und werden intensiv

erforscht.

Neben der antioxidativen Wirkung, die fiir die chemoprédventive Wirkung von Carotinoiden
mit verantwortlich sein soll, sind auch prooxidative Effekte der Carotinoide bekannt. So

wurde in zwei Interventionsstudien zur chemopriventiven Wirkung von Carotinoiden
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(CARET', ATBC?) beobachtet, da B-Carotin und Vitamin A bei Rauchern und Asbest
exponierten Personen zu einer erhohten Inzidenz von Lungenkrebs fithren [Mayne 1996,
Krinsky 2004 S. 127, Schmidt 2004 S. 11f]. Eine erhohte Lungenkrebsinzidenz nach einer
Supplementierung mit B-Carotin beobachteten Wang et al. auch bei Frettchen, die
Tabakrauch ausgesetzt waren [Wang 1999], allerdings nur bei hoheren B-
Carotinkonzentrationen. Bei den Frettchen war die Carotinoidsupplementierung und

Tabakexposition mit einer Storung des Retinoid-Signalwegs assoziiert.

1.1.2 Wirkung von Carotinoiden auf molekularer, regulatorischer Ebene

Neben den beschriebenen antioxidativen Eigenschaften besitzen Carotinoide auch nicht-
antioxidative, die der Literatur zufolge ebenfalls zu den in vielen Studien beobachteten
anticancerogenen Wirkungen von Carotinoiden beitragen. Carotinoide wirken auf
vielfdltige Weise auf unterschiedliche Zellfunktionen. Sie beeinflussen Mechanismen der
Zellproliferation, die Signalweiterleitung von Wachstumfaktoren (z.B. IGF-System), die
interzellulire Kommunikation {iber Gap Junctions (s.a. 1.2, v.a. 1.2.3) und Enzyme des
Entgiftungsapparates (z.B. Cytochrom P450), indem sie die Expression von Proteinen, die
in diese Prozesse involviert sind, verdndern. Dieser EinfluB auf die Expression vieler
verschiedener Proteine legt nahe, da3 Carotinoide und/ oder deren Metabolite hinsichtlich
ihres initialen Effekts Transkriptionssysteme modulieren. Entweder handelt es sich hierbei
um eine direkte Interaktion von Carotinoidmolekiilen bzw. Carotinoidderivaten mit
Transkriptionsfaktoren (z.B. mit Liganden aktivierten Kernrezeptoren) oder um eine
indirekte Modifikation der transkriptionellen Aktivitit (beispielsweise iiber Anderung des
zelluldren Redoxstatus), die redoxsensitive Transkriptionssysteme, wie z.B. AP-1 (activator
protein-1), NF-xB (nuclear factor-kB) oder ARE (antioxidant response element) betrifft
[Krinsky 2004, S. 165-196].

Grundsitzlich wurde davon ausgegangen, daB Carotinoidderivate Kernrezeptoren
aktivieren. Aber bis vor kurzem war dies nur fiir Retinsdure, die aus 3-Carotin oder anderen
Vitamin A-Vorldufern gebildet wird, bewiesen. Inzwischen gibt es Anzeichen, daf3 auch
Derivate anderer Carotinoide bzw. Carotinoide selbst die  Aktivitdit von

Transkriptionsfaktoren modulieren.

' CARET-Studie: B-Carotene and Retinol Efficacy Trial.
* ATBC: Alpha-Tocopherol Beta-Carotene Trial.
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Retinsdure ist die Stammsubstanz der als Retinoide bekannten Liganden. Sie iibt
verschiedene Wirkungen auf die Zellproliferation und —differenzierung tiiber zwei Klassen
von Kernrezeptoren (GroBfamilie der Steroidhormonrezeptoren) aus, die als Retinséure-
Rezeptoren (RARs) und Retinoid-X-Rezeptoren (RXRs) bezeichnet werden. Retinsdure
bindet nur an RAR, wohingegen das Isomer 9-cis-Retinsdure an beide Rezeptortypen
bindet. Wie auch andere ligandenabhidngige Rezeptoren (Schilddriisenhormon-, Vitamin D-
Rezeptor) konnen diese Rezeptoren (RAR, RXR) die entsprechenden Zielgene nur als
Heterodimere aktivieren. RAR bildet nur mit RXR ein Heterodimer, RXR kann dagegen
auch mit anderen Mitgliedern der nukledren Hormonrezeptor-Familie Heterodimere bilden
[Krinsky 2004, S.179f, Loffler 2003, S. 729]. Acylco-Retinsdure, ein hypothetisches
Oxidationsprodukt von Lycopin transaktivierte ein Reportergen, das eine RARE-Sequenz
(retinoic acid responsive element) enthélt, allerdings 100fach schwicher als Retinsdure
[Ben-Dor 2001]. Zugleich inhibierte es in gleichem Malle wie Retinsdure und Lycopin das
Zellwachstum von humanen Brustkrebszellen (MCF-7). AuBlerdem wurde durch die
Inkubation mit diesen Substanzen das Fortschreiten des Zellzyklus verlangsamt. Da
Acyclo-Retinsdure nur sehr schwach mit RAR interagierte, wird seine wachstums-
inhibierende Wirkung offenbar nicht durch RAR vermittelt. Andere acyclische Retinoide,
mit ein oder zwei Doppelbindungen weniger als Acyclo-Retinséure, transaktivierten ein
Reportergen in gleichem Mafle wie Retinsdure. Bei diesen acyclischen Retinoiden handelt
es sich um mogliche Derivate von Phytoen und Phytofluen, zwei Carotinoide, die in der
Tomate vorkommen und in Studien die Proliferation von verschiedenen Krebszellen

inhibierten [Krinsky 2004, S. 179f].

Die anticancerogene Aktivitdit von Carotinoidderivaten wird nicht nur durch die
Aktivierung der Retinoidrezeptoren vermittelt. Mehrere Spaltungsprodukte von B-Carotin
inhibierten beispielweise stark die Aktivitit von AP-1 [Tibaduiza 2002], ebenso wie
Lycopin selbst [Karas 2000]. Im Allgemeinen wird angenommen, daf3 Carotinoide oder ihre
oxidierten Derivate mit einem ganzen Netzwerk an Transkriptionsfaktoren wechselwirken,
die durch verschiedene Liganden mit geringer Affinitdt bzw. Spezifitdt aktiviert werden.
Die Aktivierung mehrerer Systeme von Transkriptionsfaktoren durch verschiedene
Carotinoide ist moglicherweise die Ursache fiir die synergistische Inhibierung des
Zellwachstums durch Carotinoide. Neben Retinoidrezeptoren und AP-1 zdhlen vermutlich
auch Transkriptionssysteme wie z.B. PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors),
das ARE (antioxidant response element), NF-kB und bisher nicht ndher identifizierte

Rezeptoren (Orphan Receptoren, z.B. xenobiotische Rezeptoren) zu den zelluldren
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Zielsystemen von Carotinoiden [Krinsky 2004, S. 180-183]. Orphanrezeptoren haben eine
dhnliche Struktur wie nukledre Hormonrezeptoren, interagieren aber nicht mit den bisher

bekannten physiologischen Liganden [Xie 2001].

Neuere Studien haben gezeigt, dal Rezeptoren, die zur Familie der bisher nicht niher
identifizierten Rezeptoren zdhlen und als xenobiotische Rezeptoren bezeichnet werden, ein
Teil des Verteidigungssystems gegen lipophile Fremdstoffe (Xenobiotika) wie z.B.
Umweltgifte, Carcinogene, Nahrungsbestandteile oder Medikamente sind. Sie sind
vermutlich beteiligt an der Regulation der Expression der Cytochrom P450 Enzyme (CYP),
die die Oxidation von Xenobiotika katalysieren und eine wichtige Rolle im Metabolismus
und in der Eliminierung der Xenobiotika aus dem Korper spielen. Einige Carotinoide
induzieren CYP-Enzyme, die Bestandteile des Phase-I-Entgiftungsweges sind [Xie 2001].
Canthaxanthin und Astaxanthin induzierten CYP1Al und CYP1A2 in der Rattenleber und
dhnliche Effekte wurden auch fiir B-Apo-8’-Carotenal beobachtet. Dahingegen zeigten B-
Carotin, Lutein und Lycopin keine Aktivitidt [Gradelet 1996 a und b, Astorg 1994]. Der
Mechanismus, der der Induktion der CYP-Enzyme durch Carotinoide zugrunde liegt, ist
noch nicht bis ins Detail verstanden. Aber es gibt Anzeichen, daB der AhR-abhingige
Signalweg darin involviert ist. AhRs (aryl hydrocarbon receptors) werden den
xenobiotischen Rezeptoren zugeordnet [Gradelet 1997, Denison 2003]. In einer anderen
Studie induzierte Lycopin in der Leber von Ratten, denen Lycopindosen von 0,001 bis
0,1 g/ kg verabreicht worden war, dosisabhéngig die in der Leber vorkommenden Enzyme
CYP1A1/2, 2B1/2 und 3A. Da die Enzymaktivititen schon bei niedrigem Lycopin-
Plasmalevel induziert wurden, wird vermutet, dal die Modulation dieser Enzyme des
Entgiftungsapparates durch Carotinoide auch beim Menschen eine Rolle spielen kdnnte
[Breinholt 2000]. Untersuchungen zum direkten Effekt von Carotinoiden auf ein
xenobiotisches Rezeptorsystem in einem in vitro-Transkriptionssystem (HepG2 Hepatoma
Zellen) zeigten, dafl B-Carotin das PXR-Reportergen in dhnlicher Weise wie Rifampicin
transaktiviert, das bekannterweise CYP-Enzyme induziert. Es wird auch diskutiert, daf3
Carotinoide nicht nur mit xenobiotischen Rezeptoren, sondern auch mit anderen, bisher

unbekannten Typen der Orphanrezeptoren interagieren [Krinsky 2004, S. 182f].

Die in in vitro, in vivo und epidemiologischen Studien beobachtete anticancerogene
Wirkung von Lycopin wurde im Zusammenhang mit dem Plasmaspiegel des IGF-I (insulin-
like growth factor-I) untersucht [Krinsky 2004, S. 174-176]. Hohe IGF-I-Plasmaspiegel
werden mit einem erhohten Erkrankungsrisiko flir Darmkrebs, Brustkrebs bzw.

Prostatakrebs assoziiert. Eine erhohte Zufuhr von Lycopin bzw. ein erhohter Lycopin-
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Plasmaspiegel ist mit einem geringeren Prostatakrebsrisiko assoziiert. Aufgrund
verschiedener Studienresultate wird vermutet, dal die inhibierende Wirkung von Lycopin
auf das Zellwachstum dadurch zu erklédren ist, dal Lycopin in den mitogenen Signalweg
von IGF-I eingreift. IGF-I aktiviert nach der Bindung an den IGF-I-Rezeptor eine
Signalkaskade, die auch zur Aktivierung von Transkriptionssystemen wie dem AP-1-
Komplex fiihrt, der auch Bestandteil von Signalkaskaden anderer Wachstumsfaktoren ist.
AP-1 wiederum beeinflusst u.a. die Expression von Proteinen, die fiir den Zellzyklus-
Apparat wichtig sind, z.B. Cyclin D,. Karas et al. [Karas 2000] fanden heraus, da3 die
Behandlung von Brustkrebszellen (MCF7) mit Lycopin zu einer Inhibierung der IGF-I
vermittelten Stimulation der Thyrosinphosphorylierung des IRS-1 (insulin-receptor-
substrate-1) und der DNA-Bindungskapazitit des AP-1-Transkriptionskomplexes fiihrte.
Diese Effekte waren nicht mit einer Verdnderung der Anzahl oder der Affinitdt der IGF-I-
Rezeptoren assoziiert, sondern vielmehr mit einer Zunahme der membranassoziierten IGF-
Bindungsproteine (IGFBPs), die negativ mit der IGF-Wirkung korreliert sind. Aulerdem
wird vermutet, da Lycopin die Konzentration an Cyclin D; reduziert, was in einer
verminderten Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins resultiert [Nahum 2001]. Die
Inhibierung dieser Phosphorylierung ist wahrscheinlich mit einem Wachstumsstop
assoziiert, da die Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins eine Schliisselreaktion in

der Progression von der G;-Phase in die S-Phase darstellt [Stahl 2002].

Carotinoide beeinflussen auf unterschiedlichste Weise zellulire Mechanismen. Parallele
Effekte mehrerer Substanzen auf mehrere dieser Mechanismen (Transkriptionssysteme,
Signalkaskaden) ist eine mogliche Erklarung auf molekularer Ebene fiir die synergistische
anticancerogene Wirkung von Wirkstoffkombinationen aus verschiedenen Carotinoiden
bzw. aus Carotinoiden mit anderen Nahrungs- und pharmakologischen Substanzen [Krinsky

2004, S. 165-196].

1.1.3 Astaxanthin und Canthaxanthin

Astaxanthin (3,3’-Dihydroxy-B,3-Carotin-4,4’-dion, s. Abb. 3) ist ein a-Hydroxyketon
(Xanthophyll), das insbesondere in Tieren, die im Wasser leben (Lachs, Forelle, Brasse,
Krustazeen, z.B. Hummer, Shrimps [Guerin 2003]) zu finden ist, aber auch in Vogeln
(Flamingos, Wachteln [Guerin 2003]), einigen Blumen (z.B. Adonis annua [Krinsky 2004
,S. 18] und Mikroorganismen (Haematococcus pluvialis [Boussiba 1991], Phaffia
rhodozyma [ Andrewes 1976]) vorkommt (s.a. Abb. 4).
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Canthaxanthin gehort ebenfalls zu den Xanthophyllen und kommt natiirlicherweise in
Fischen, Krustentieren, Pfifferlingen, Algen und Flamingofedern vor

[http://www.zusatzstoffe-online.de/html/zusatz.php?nr=161g] (Abb. 3 und 4).

OH

W RI"-"-YYrRFIHRH

OH

Astaxanthin

R R R R RIS

Canthaxanthin

Abb. 3: Strukturen von Astaxanthin und Canthaxanthin.

Astaxanthin ist verantwortlich fiir die intensive Férbung des Lachsfleisches und von
gekochtem Hummer. In lebenden Hummern kommt Astaxanthin gebunden an ein Protein
als a-Crustacyanin vor. Durch seine Freisetzung aus dem Carotinoprotein erfolgt ein
intensiver Farbumschlag von blau (Amax = 632 nm) nach rot (Amax ~ 480 nm). Dieser
bathochrome Shift zdhlt zu den stirksten, die in der Natur bekannt sind [Weesie 1997]. In
freier Form ist Astaxanthin sehr oxidationsanfallig, daher ist es in der Natur durch Bindung
an Proteine (s. Crustacyanin) oder Veresterung seiner Hydroxygruppen mit Fettsduren
(Mono- oder Diester) stabilisiert [Britton 1995a, S.287ff, Britton 1995b, S. 48, Guerin
2003].
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Abb. 4:

Vorkommen von Astaxanthin und Canthaxanthin in der Natur.

A Hummer (Astaxanthin)
[http://charlestonseafood.com/images/Amazon/Lobster-500.jpg (15.08.05)]

B Lachs (Astaxanthin und Canthaxanthin)

[http://www.rienow-fisch.de/kundenbilder/frischfisch-lachssammlung?.jpg
(15.08.05)]

C Adonis annua (Herbstfeuerréschen) (Astaxanthin).
[http://www.gifte.de/Giftpflanzen/adonis_annua_ bild01.htm (15.08.05)]

D Pfifferling (Canthaxanthin)
[http://www.gifte.de/Giftpflanzen/adonis_annua_ bild01.htm (15.08.05)]

E Flamingo (Canthaxanthin)
[http://www.rienow-fisch.de/kundenbilder/frischfisch-lachssammlung?.jpg
(15.08.05)]

Astaxanthin kann weder von Tieren noch von Pflanzen synthetisiert werden. Die

Biosynthese von Astaxanthin ist auf wenige Mikroorganismen wie z.B. die Hefe Phaffia

rhodozyma [Andrewes 1976], die Frischwasseralge Haematococcus pluvialis [Boussiba

1991] und die Meeresbakterien Agrobacterium aurantiacum und Alcaligenes sp. PC-1-
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Strang [Yokoyama 1994] limitiert [Fraser 1997, Guerin 2003]. Daher sind andere

Organismen darauf angewiesen, Astaxanthin mit der Nahrung aufzunehmen [Guerin 2003].

Im Unterschied zu B-Carotin besitzen Astaxanthin und Canthaxanthin keine Provitamin A-

Aktivitét [Jyonouchi 1995, Guerin 2003, Chew 2004].

In der 3- und 3’-Position besitzt Astaxanthin jeweils ein Chiralitdtszentrum. Daher sind
prinzipiell drei isomere Formen von Astaxanthin moglich: (3R, 3’R), (3S, 3’S) und die
optisch inaktive meso-Form (3R, 3°S). In der Natur kommen alle drei Isomeren vor. In
Shrimps und Lachs findet sich eine Mischung aller Isomeren, jedoch in unterschiedlichem
Verhiltnis (Tab. 2). Die Hefe Phaffia rhodozyma synthetisiert optisch rein das (3R,3’R)-
Isomer, Haematococcus pluvialis und Adonis annua hingegen das (3S,3’S)-Isomer.
Industriell hergestelltes Astaxanthin wird meist als 1:2 (meso):1-Mischung produziert.

Inzwischen sind aber auch die reinen isomeren Formen kommerziell erhiltlich.

Tab. 2: Verhdltnis der Astaxanthin-Isomeren in Shrimps
und Lachs [Krinsky 2004, S. 18]. In % Gesamt-

astaxanthin.
Shrimps Lachs
3R,3’R 25 % 12-17%
3R,3’S (meso) 50 % 2-6%
38,3°8 25 % 75 -85 %

Astaxanthin zdhlt zu den Carotinoiden mit dem hdchsten antioxidativen Potential [Miki
1991, Yousry 2000, Beutner 2001]. In einem Modellsystem hat es sich als stdrkster
Radikalfinger verglichen mit anderen Antioxidantien erwiesen, zweimal effizienter als
Canthaxanthin, fiinfmal effizienter als B-Carotin und zehnmal stérker als a-Tocopherol
Auch als '0O,-Quencher ist es stirker als Canthaxanthin [Miki 1991]. Dies scheint in seiner
besonderen Struktur (Hydroxyketocarotinoid) begriindet. Diese ermdglicht ihm z.B. in
Biomembranen eine spezielle Orientierung, so dafl sowohl die Polyenkette im hydrophoben
Membraninnern als auch die Ringsysteme an der Membranoberfliche zur antioxidativen
Wirkung beitragen konnen. Die Ausrichtung der Astaxanthinmolekiile in der Membran

trdgt zu einem besseren Schutz der Zelle vor oxidativer Schidigung bei. Zudem nimmt es
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damit eine Art Verbindungsfunktion zwischen der polaren zytoplasmatischen Seite und den
lipophilen Kompartimenten der Zelle ein: es wird diskutiert, daB von Astaxanthin im
Lipophilen abgefangene Radikalfunktionen an Molekiile im Zytoplasma weitergegeben
werden konnen, wo sie dann fiir wasserldsliche Antioxidantien (z.B. Vitamin C) zuginglich

sind [Goto 2001].

Im Gegensatz zu Canthaxanthin, eines der Hauptcarotinoide in der menschlichen Erndhrung
sowie im Humanplasma, kommt Astaxanthin liblicherweise nicht in nennenswerten Mengen
in der menschlichen Erndhrung vor, auer man komsumiert eine astaxanthinreiche Nahrung
(viel Lachs, Shrimps) [Sowell 1994, Olmedilla 2001, Mayne 2003]. Daher ist Astaxanthin
normalerweise auch nicht im menschlichen Plasma zu detektieren. Als
Nahrungsergiinzungsmittel gewinnt Astaxanthin aufgrund seiner positiven Eigenschaften
[Guerin 2003] mehr und mehr an Bedeutung und hat sich in den bisherigen Studien als
toxikologisch unbedenklich erwiesen. Sowohl eine Supplementierung mit einer Einzeldosis
Astaxanthin (100 mg synthetisches Astaxanthin) [@sterlie 1999a, 1999b] als auch eine
Gabe von 3,85 mg/d bzw. 19,25 mg / d (Astaxanthin aus Haematococcus pluvialis) iiber
einen Zeitraum von 29 Tagen [Mera Pharmaceuticals 1999] war unbedenklich und ohne
gesundheitliche Risiken fiir den Menschen. Canthaxanthin ist laut Zusatzstoff-Zulassungs-
Verordnung in Deutschland ausschlieflich als Zusatzstoff (Farbstoff, E 161 g) fiir die
Farbung von Saucisses de Strasbourg (Wurstwaren) mit einer Hochstmenge von 15 mg/kg
zugelassen (Begriindung s.w.u.) [http://www.zusatzstoffe-online.de/html/zusatz.php?nr

=161g, Bundesgesetzblatt 1998].

Canthaxanthin und Astaxanthin werden als Futtermittelzusatz, v.a. in der Fischzucht
(Lachse) verwendet, da es den Fischen die vom Verbraucher erwiinschte intensive rosa
Fleischfarbe verleiht. Astaxanthin ist auBerdem essentiell fiir das Wachstum von Fischen
und wirkt vitamindhnlich [http://www.zusatzstoffe-online.de/html/zusatz.php?nr=161g,
http://www.astaxanthin.org/astax-foods.htm]. Canthaxanthin ist laut Futtermittelverordnung
gemil EU-Recht in Deutschland als Futtermittel (z.B. fiir Legehennen, Lachse und
Forellen) nur mit Einschrdnkungen zugelassen, da es in wissenschaftlichen Studien bei
hoheren Dosierungen von Canthaxanthin zu Einlagerungen in der Netzhaut des Auges

(Retinopathie) kam [ Amtsblatt 2003].
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1.2 Zell-Zell-Kommunikation uber Gap Junctions

Im Laufe der Evolution schlossen sich Einzeller zu arbeitsteilig organisierten Mehrzellern
(Organismen) zusammen. Grundvoraussetzung flir die Aufrechterhaltung der Homdostase
und Koordination biochemischer Prozesse in einem multizelluliren Organismus ist die
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und die interzellulire Kommunikationsfihigkeit

[Loffler 2003, S. 790 + 814].

Zell-Zell-Kontakte (sog. Junctions) konnen in drei Subtypen unterteilt werden
[http://www.uniftr.ch/histologie/elearningfree/allemand/epithel/epithel05.html; Faller 2004
S. 76]:

1. Tight Junctions (zonula occludens): undurchlissige Verbindungen

2.  Desmosomen: adhdsive Verbindungen
a. macula adhaerens: Punktdesmosom

b. zonula adhaerens: Gurteldesmosom

3. Gap Junctions (nexus): kommunizierende Verbindungen.

Uber Gap Junctions (GJs) konnen in den meisten Geweben von Invertebraten und
Vertebraten Substanzen, die kleiner als 1000 Da sind, zwischen dem Zytoplasma zweier
benachbarter Zellen ausgetauscht werden. Die transferierten Substanzen konnen
unterschiedlicher Natur sein, z.B. Metabolite, Néhrstoffe, Signalmolekiile, Abbauprodukte
[S6hl 2004, Saez 2003] (s.a. 1.2.2). In einem Organismus werden Signale aber nicht nur
mittels direkten Austauschs von Signalmolekiilen (z.B. second messenger) iiber GJs
iibermittelt, sondern auch auf humoralem Weg. Hierbei werden Signalmolekiile (Hormone,
Zytokine) sezerniert, die nach Bindung an einen Rezeptor (membranstindig oder frei im
Zytosol) die Signalantwort in der Zelle auslosen, meist mittels Aktivierung intrazelluldrer

Signalkaskaden [Loffler 2003, S. 790ff].

Neben dem direkten Molekiilaustausch zwischen zwei benachbarten Zellen, erfolgt liber die
GJs auch die Weiterleitung elektrischer Signale, z.B. bei Herzmuskel- und Nervenzellen

[Saez 2003].
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1.2.1 Grundlagen der Zell-Zell-Kommunikation tiber Gap Junctions

1.2.1.1 Aufbau der Gap Junctions

Die ersten Hinweise fiir die Existenz einer direkten, physischen Zell-Zell-Kopplung fand
Weidman 1952 in Myocardgewebeproben [ Weidmann 1952]. Er vermutete, dal3 ein bisher
unbekannter Zell-Zell-Kanal die elektrische Kopplung zwischen benachbarten Zellen
bewerkstelligte. Nach und nach fand man sowohl in erregbaren (Herzmuskelzellen
[Weidmann 1952, Barr 1965], Neuronen [Sipe 1976, Sloper 1978]) als auch in nicht-
erregbaren Zelltypen das Phidnomen der ZZK in Form von elektrischer bzw. metabolischer

Kopplung [Saéz 2003].

Diese Zell-Zell-Kommunikation wird iiber Zell-Zell-Kanile, sog. Gap Junction Kanéle
(GJs), realisiert. Groflere Ansammlungen von solchen GJs in der Zellmembran werden als
Gap Junctions bzw. Gap Junction Plaques bezeichnet. Bei den GJs handelt es sich um
Proteinkandle, die zwischen zwei benachbarten Zellen ausgebildet werden und eine
hydrophile, mit Wasser gefiillte Pore (Porendurchmesser ca. 2 — 4 nm [Laird 1996]) bilden.
Jede der beiden benachbarten Zellen steuert jeweils einen Halbkanal (Connexon) bei, der
aus 6 Protein-Untereinheiten zusammengesetzt ist (s. Abb. 5) [Goodenough 1996]. Die
ZZK tber GJs ist ein weit verbreiteter Mechanismus und findet sich sowohl in
Invertebraten als auch in Vertebraten. Allerdings werden die Kanalproteine durch vollig
unterschiedliche Genfamilien codiert: durch Connexine in Vertebraten und durch Innexine
in Invertebraten. Sie besitzen keine primdre Sequenzhomologie und ihre strukturellen
Ahnlichkeiten begrenzen sich gemiB dem derzeitigen Wissensstand darauf, daB die
Kanalproteine vier transmembrane Bereiche und hochkonservierte Cystein-Reste in der
extrazelluldren Schleife gemeinsam haben (Erlduterungen zur Proteinstruktur am Beispiel
der Connexine s.w.u.). Die gebildeten interzelluliren Kanéle jedoch besitzen dhnliche
Eigenschaften [Stout 2004]. Die Genfamilie der Connexinproteine umfafit bislang 20
Mitglieder in der Maus und 21 im Humangenom [Goodenough 1996].

Bei Connexinen handelt es sich um Transmembranproteine mit vier o—helicalen
Transmembranbereichen (M1-M4), einer zytoplasmatischen (CL — cytoplasmatic loop) und
zwei extrazelluldren (EL — extracellular loop) Schleifen und einem zytoplasmatischen N-
und C-Terminus (s. Abb.5). Die extrazelluliren Schleifen enthalten jeweils drei,

hochkonservierte Cysteinreste, deren Position zueinander entscheidend fiir die

15



1 Einleitung

Funktionalitdt der Gap Junctions ist. Sie sind maBgeblich an der Ausbildung der GJs
beteiligt, d.h. an den interzelluldren Interaktionen der Connexone zwischen den
benachbarten Zellen iiber den extrazelluliren Spalt (ca. 35 A) hinweg. Die
Zusammenlagerung der Connexine zu GJ scheint mit bestimmten Zelladhédsionssystemen
gekoppelt zu sein. In mehreren Zellsystemen war die Adhdsion {iber Cadherin
Voraussetzung flir die Ausbildung von GJs. Umgekehrt fiihrte eine blockierte ZZK dazu,
dafl adhidrente Zellverbindungen entweder nicht gebildet wurden oder instabil waren.
Ublicherweise wird bei der Nomenklatur der Connexine die Spezies, in der das Connexin
(Cx) vorkommt, und das Molekulargewicht angegeben: so wird z.B. das am meisten
vorkommende Connexin in der Ratte mit einem Molekulargewicht von 43 000 Da als

Ratten-Connexin43 (rCx43) bezeichnet [Goodenough 1996].

Gap-junction @y Connexon
channel g0
NH.*
E1
e (b
Cytosol

Connexin COO0~
Intercellular gap subunit

Abb. 5: Schematische Darstellung der transmembranen Struktur von Connexinen.

El, E2 — extrazelluldre Schleife 1 bzw. 2
CL — zytoplasmatische Schleife.

Die chromosomale Lokalisierung der Connexingene ist in Mensch und Maus
unterschiedlich (s. Beispiel Cx43 Tab. 3). Gemeinsam ist ihnen, da3 sie dazu neigen, in
Clustern auf bestimmten Chromosomen aufzutreten. Die genomische Struktur ist relativ

einfach (Abb. 6): die 5’-nichttranslatierte Region (5’-untranslated region, 5’UTR, Exonl)
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ist von der Kodierungsregion (“coding region”) des Connexingens, die sich im Exon2
befindet, durch ein Intron von variabler Linge getrennt. An die Kodierungsregion schlief3t
sich eine 3’-nichttranslatierte Region (3’-untranslated region, 3’-UTR) an. Bis jetzt sind
mehrere  Ausnahmen und Abweichungen von diesem einfachen Schema der

Connexingenstruktur bekannt [S6hl 2004].

Tab. 3: Lokalisation von Cx43 im Genom [S6hl 2004, NCBI
http://www.pubmed.de/data/nlm.link. html]

Organismus Chromosom Lokalisation Genname
Homo sapiens 6 6q21-q23.2 GJA1
Mus musculus 10 10 B4 Gjal
1029.0cM

Rattus norvegicus 20 20ql1 Gjal

Intron

AL

~ ™~
Coding 3-UTR
. region
Exon1 Exon2

Abb. 6: Schematische Darstellung der allgemeinen Genstruktur von Connexinen
(modifiziert nach [Sohl 2004]).

Exonl: 5°-UTR (untranslated region)
Exon2: Kodierungsregion (graue Box) und 3°-UTR
Intron: besitzt variable Linge.

Die Connexine sind eng miteinander verwandt (50-80 %) und die Unterschiede sind
hauptséchlich in den zytoplasmatischen Anteilen der Connexinmolekiile zu finden

[Goodenough 1996]. Mit Ausnahme von Cx26 handelt es sich nach derzeitigem
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Wissensstand bei allen Connexinen um Phosphoproteine [Traub 1989, Saez 2003, Lampe

2000] (s.a. 1.2.1.3).

In fast allen Geweben von Vertebraten 146t sich ZZK {iber GJs beobachten, wobei einige
Zelltypen im ausdifferenzierten Zustand (z.B. rote Blutkdrperchen, Skelettmuskeln) keine
GJs mehr bilden. Die jeweiligen Stammzellen exprimieren jedoch Connexine mit
anschlieBender Bildung von GJs [Sidez 2003]. Das Connexinexpressionsmuster
unterscheidet sich je nach Gewebetyp und Entwicklungsstand. Manche Connexine werden
spezifisch nur in wenigen Geweben exprimiert, andere wie z.B. Cx43 sind weit verbreitet

[Carruba 2002, Lampe 2004].

Die verschiedenen Connexin-Isoformen konnen eine Vielfalt an unterschiedlichen
Kanaltypen ausbilden, die sich in ihrer Leitfdhigkeit, molekularen Permeabilitdt und ihrer
elektrischen wie auch chemischen Sensitivitdt hinsichtlich des SchlieB- und
Offnungsmechanismus (“gating”) unterscheiden. In Abb. 7 sind die mdglichen Kanaltypen
je nach Kombination der Connexin-Isomeren bzw. der Connexone dargestellt, beginnend
bei homomer/ homotypisch bis hin zu heteromer/ heterotypisch [Goodenough 1996, Harris

2001, Hulser 2001, Cottrell 2005].

homomer —  einheitlicher Connexintyp im Connexon

heteromer —  verschiedene Connexintypen innerhalb eines Connexons
homotypisch —  gleiche Zusammensetzung der beiden Connexone
heterotypisch —  unterschiedliche Zusammensetzung der Connexone

homomer heteromer homomer heteromer
homotypisch homotypisch heterotypisch heterotypisch

Abb. 7: Schematische Darstellung der moglichen Kanaltypen je nach Kombination von
Connexintypen bzw. Connexonen (aus [Stuhlmann 2004]).
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Fiir rekombinantes Cx26 und Cx32 konnte die Bildung heteromerer Connexone gezeigt
werden [Stauffer 1995], und fiir Cx46 und Cx50 in vivo an Augenlinsen von Schafen [Jiang
1996]. Heterotypische Connexon-Interaktionen wurden sowohl in mit verschiedenen
Connexinen transfizierten HeLa Zellen [Elfgang 1995]) als auch in Oozytenpaaren von
Xenopus laevis fir Cx32 und Cx43 [Werner 1989], Cx26 und Cx32 [Barrio 1991] bzw.
Cx37 und Cx40 [Hennemann 1992] gefunden. Nicht alle Connexin-Kombinationen fiihren
zu funktionellen Kandlen. Fiir Cx31 wurden bisher nur homotypische funktionelle Kanéle

beobachtet [Elfgang 1995].

1.2.1.2 Zellulirer Lebenszyklus von Connexinen

GJs sind dynamische Plasmamembran-Strukturen mit schnellem Umsatz und nicht wie
friiher angenommen statische, langlebige Zellstrukturen. Wihrend ihre Anzahl, Groe und
Verteilung unter physiologischen Bedingungen im Allgemeinen konstant bleibt, verlduft der
Ein- und Ausbau der GJ-Proteine, der Connexine, extrem schnell [Hervé 2004]. Fallon et al.
[Fallon 1981] fanden 1981 fiir GJs in der Mausleber eine Halbwertszeit von 5 h. In spiteren
in vitro Studien zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dal Cx26 und Cx43 einen Umsatz

von sogar nur 1,0 — 3,5 h haben [Traub 1987, Laird 1991 + 1995, Beardslee 1998].

Morphologische, genetische und funktionale Studien haben gezeigt, daB Connexine -
vergleichbar zu anderen Transmembranproteinen - hinsichtlich ihrer Synthese,
Zusammenlagerung (“assembly”) und ihres Transports (“trafficking”) dem allgemeinen
sekretorischen Weg folgen [Hervé 2004]. Zunidchst werden sie im endoplasmatischen
Retikulum (ER) synthetisiert, im Golgi- und im frans-Golgi-Apparat weiter prozessiert, ehe
sie dann mittels vesikulirem Transportmechanismus vom trans-Golgi-Apparat zur
Plasmamembran transportiert und dort eingebaut werden [Laird 1996]. Die
Oligomerisierung der Connexine zu Connexonen erfolgt nicht im ER, sondern erst spiter,

hochstwahrscheinlich im trans-Golgi- Apparat [Musil 1993].

Friihe post-translationale Modifikationen im sekretorischen Pathway beobachteten Crow et
al. [Crow 1990] fiir Cx43 in Maus-Fibroblasten. Die Bedeutung der Phosphorylierung fiir
den Transport bzw. die korrekte Zusammenlagerung ist bislang nicht eindeutig geklért. Fest
steht, daB Cx43 beim Einbau in die Plasmamembran die hochste Phosphorylierungsstufe
erreicht hat, fraglich bleibt, ob dies Ursache, Folge oder ein gleichzeitiges unabhéngiges

Ereignis bzgl. der Zusammenlagerung in GJ-Plaques in der Plasmamembran ist [Laird
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1996]. Entscheidend fiir die interzelluliren Connexon-Interaktionen mit dem Ziel der
Ausbildung von GJs sind die in den extrazelluldren Schleifen in Vertebraten genetisch hoch
konservierten Cystein-Reste. In einer Mutationsstudie tauschten Dahl et al. die Cystein-
Reste gegen Serin aus und beobachteten einen totalen Funktionsverlust der Connexine

[Dahl 1992].

Der Ausbau der GJ-Plaques aus der Plasmamembran sowie deren intrazelluldrer Abbau ist
bislang wenig verstanden. In verschiedenen Studien fand man intrazelluldre
Doppelmembranstrukturen, sog. ringformige GJs. Dies legt nahe, da3 die GJs als Ganzes
ausgebaut werden. Es gibt bislang keine Hinweise, daBl GJs oder ihre Connexine
wiederverwertet und wieder in die Plasmamembran eingebaut werden [Laird 1996]. Der
Abbau der GJs und Connexine erfolgt entsprechend bisherigen Studienergebnissen offenbar
auf lysosomalem wund/oder proteasomalem Weg [Laird 1996, Berthoud 2004].
Verschiedene Arbeitsgruppen fanden GJs und/ oder Connexine in Lysosomen [Rahman
1993, Naus 1993]. Andere zeigten, da8 der Einsatz von Inhibitoren lysosomaler bzw.
proteasomaler Enzyme in einer Akkumulation von intrazellulirem Cx43 in BICR-M1Rk-

Zellen bzw. in BWEM-Zellen resultiert [Laird 1996].

1.2.1.3 Regulation der Zell-Zell-Kommunikation

Urspriinglich hatte man angenommen, daf} es sich bei den GJs um einfache, nicht-selektive
Poren handelt [Cottrell 2005]. Nach und nach entpuppte sich dieser Weg der interzelluldren
Kommunikation als komplexer, vielseitiger und hochregulierter Prozess. Ausschlaggebend
fiir die Feinregulation der interzelluliren Kopplung ist [Hossain 2000, Cascio 2005, Cottrell
2005]:

1) die Menge an Connexonen bzw. GJs in der Plasmamembran,
2) deren funktionaler Zustand (offener oder geschlossener Kanal) sowie
3) deren Permeabilitdt und

4) deren Kanaltyp.

Allgemein determinierend hierfiir sind die Kanalproteine, die Connexine, sowie ihre

Interaktionen mit Proteinen und / oder Lipiden.

Die Menge an Connexonen bzw. GJs in der Plasmamembran resultiert aus der Summe
diverser zelluldrer Prozesse (Expression, Transport, Zusammenlagerung und Umsatz der

Connexine; s.a. 1.2.1.2). Nach der Expression der Connexine muf} ein korrekter Transport
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der Connexine zur Plasmamembran, ein korrekter Einbau der Connexine in die
Plasmamembran sowie eine korrekte Zusammenlagerung in der Plasmamembran
gewihrleistet sein. Diese Prozesse sowie der Ausbau aus der Plasmamembran
("internalization”) und der intrazellulire Abbau der GJs stellen relativ schnelle zelluldre
Abliufe dar, die innerhalb weniger Stunden von einem Connexinmolekiil (Halbwertszeiten
s. 1.2.1.2) durchlaufen werden und ebenfalls sehr fein reguliert sind [Cascio 2005]. An ihrer
Regulation — mit Ausnahme der Expression — sind posttranslationale Modifikationen,
insbesondere Phosphorylierungen, beteiligt. Dieser Mechanismus der Phosphorylierung
spielt auch in der Regulation des weiter unten erlduterten Schlief- und
Offnungsmechanimus der GJs (“gating”) eine entscheidende Rolle [Laird 2005, Moreno
2005, Solan 2005].

Substanzen wie cAMP und der Tumorpromotor 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat
(TPA) fiihren durch Aktivierung von Phosphorylierungsreaktionen an Cx43 zu einer
erhohten bzw. verminderten GJ-Menge in der Plasmamembran. Ein erhohter interzelluldrer
cAMP-Spiegel erhoht die Anzahl und Gréfe an GJs in der Plasmamembran und dadurch
die ZZK. Im Falle von TPA werden alle GJs internalisiert bzw. neu synthetisiertes Cx43

wird nicht mehr in die Membran eingebaut.  Daher  werden in

Immunofluoreszenzexperimenten die GJs im Zytoplasma der Zellen detektiert (s.Abb. 8)

[Lampe 2004, Ale-Agha 2002].

Abb. 8: Immunofluoreszenzaufnahmen von Cx43 in TPA behandelten Rattenleber-
epithelzellen (WB-F344) (aus [Ale-Agha 2003]). Internalisation von Cx43.
A Kontrollzellen B TPA behandelte Zellen. Cx43 griin, weifer Pfeil: Cx43 in
Plasmamembran, oranger Pfeil: Cx43 im Zytoplasma.
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Der Einbau von GJs in die Plasmamembran ist jedoch nicht alleinige Voraussetzung fiir
eine intakte interzellulire Kommunikation. Die eingebauten Kandle miissen auch
funktionsfahig sein. Thr Offaungsgrad wird durch pH, Ca*’-, Glucosespiegel,
Membranpotential und Phosphorylierungen an den Connexinen beeinfluf3t [Cascio 2005]. In
unterschiedlicher Weise verindern diese Faktoren den SchlieB- und Offnungsmechanismus,
das “gating”, der GJs. Im Allgemeinen werden beim SchlieB- und Offnungsmechanismus
von Membrankanilen Konformationsdnderungen an den Kanalproteinen induziert, die
rasche und reversible Anderungen der Kanaleigenschaften, wie z.B. der Leitfihigkeit oder
Permeabilitét, verursachen. Neben den beiden extremen Kanalzustdnden — geschlossen und
ganz gedffnet — sind mehrere Offnungs-, d.h. Kommunikationsgrade mdglich [Moreno

2005] (Abb. 9).

Connexon =
6 Connexine
extrazellularer
Raum ¥ | h |
i - I = - i E .
| = . n & k] ——
.|; | 1- 1 |
\ .
.I !l . .II \ i L% |
: ]~ i =
zytoplasmatischer
Raum
geodffneter geschlossener
Zustand Zustand

Abb. 9:  Schematische Darstellung des vermuteten Schlief3-Offnungsmechansimus von
Connexinen (modifiziert nach [Sohl 2004]).

Wie bereits erwidhnt sind die meisten Connexine Phosphoproteine, d.h. sie kdnnen post-
translational phosphoryliert werden. Diese Modifikation ist durch zahlreiche Stimuli
induzierbar und stellt einen sehr wichtigen Regulationsmechanismus der ZZK, sowohl fiir
die Funktionalitdt der GJs als auch fiir Transport, Zusammenlagerung, Internalisation und
Abbau der Connexine, Connexone bzw. GJs dar [Lampe 2004, Moreno 2005, Solan 2005,
Laird 2005]. Mogliche Phosphorylierungsstellen in Connexinen sind Serin-, Thyrosin- und
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Threoninreste, die von einer Vielzahl unterschiedlicher Kinasen phosphoryliert werden
konnen (s. Abb. 10). Der zytoplasmatische C-Terminus scheint der wichtigste
Molekiilabschnitt fiir die Phosphorylierungen an Connexinen zu sein, wenngleich Cx56 im
Gegensatz zu Cx43 auch zusdtzlich innerhalb der zytoplasmatischen Schleife

phosphoryliert werden kann [Berthoud 1997, Lampe 2004].
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Abb. 10:  Phosphorylierungsstellen in Cx43. Spezifische Phosphorylierungsstellen
bestimmter Kinasen sind farbig markiert. Die Trennstriche reprdsentieren
Spaltstellen nach Trypsin-Behandlung. Das mit * markierte Fragment ist in S-
Phase-Zellen signifikant vermehrt phosphoryliert verglichen zu Gy-Phase-Zellen
(nach [Solan 2005]).

In Experimenten zur Bedeutung des C-Terminus am Beispiel von Cx43 (Aminosduren 227-
382) wurden Xenopus Oozyten mit einem C-terminal gekiirzten Cx43-Mutanten
transfiziert. Die inhibierende Wirkung der Tyrosinkinase v-Src auf die ZZK konnte erst
nach der unabhingigen Expression der C-terminalen Region (Aminosduren 246-382) in den
Cx43-Mutanten exprimierenden Oozyten beobachtet werden. Dies lieferte einen klaren
Hinweis darauf, da die Phosphorylierungsreaktionen und die damit verbundenen
Verdnderungen der ZZK vom C-Terminus abhingen [Zhou 1999]. Je nach Cx-Isotyp
variiert die Lange und die Sequenz des C-Terminus. Cx26 stellt eine Ausnahme dar: es ist

kein Phosphoprotein [Traub 1989], bildet aber dennoch funktionsfihige GJs. Ebenso sind
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C-terminal gekiirzte Cx43-Mutanten in der Lage, funktionelle GJs zu bilden, allerdings
besitzen sie verdnderte elektrophysiologische und Permeabilititseigenschaften.

Phosphorylierungen am N-Terminus der Connexine sind bislang nicht bekannt.

Cx43 ist ein weit verbreitetes und das bisher am intensivsten untersuchte Connexin. Es kann
an mindestens 12 der 21 Serin- und 2 der 6 Thyrosinreste in der C-terminalen Region

phosphoryliert werden [Lampe 2004] (s. Abb. 10).

Verschiedene Modulatoren der ZZK, zu denen Onkogene (ras, raf, src, neu, mos),
Tumorpromotoren (Phorbolester, DDT, Phenobarbital, Saccharin) und Wachstumsfaktoren
(EGF, PDGF, VEGF) zihlen, bewirken, meist nach Aktivierung bestimmter
Signalkaskaden, Phosphorylierungen an unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen der
Connexine. Sie aktivieren Kinasen, aber auch Phosphatasen, die ebenfalls den
Phophorylierungszustand von Connexinen verdndern und damit die ZZK beeinflussen
konnen. Eine Phosphorylierungsstelle kann auch von mehreren Kinasen phosphoryliert
werden: beispielsweise wird S255 im Cx43-Molekiil (s. Abb. 10) sowohl von MAPK als
auch von Cyclin B/p34°** phosphoryliert [Trosko 2001, Lampe 2004, Solan 2005] (Tab. 4).

Tab. 4: Phosphorylierung unterschiedlicher Phosphory-
lierungsstellen im C-Terminus [Lampe 2004].

ﬁgfusrlz gsosrt}e]:-lle verantwortliche Kinase oder Signalweg
Y247 pp60src

S255 MAP-K und Cyclin B/p34°*

S262 Cyclin B/p34°

Y265 pp60src

S279 MAP-K

S282 MAP-K

S325 CK1

S328 CK1

S330 CK1

S364 PKA oder PKA-abhingige Kinasen
S365 FSH Stimulation (PKA?)

S368 PKC

S369 FSH Stimulation (PKA?)

S373 FSH Stimulation (PKA?)
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Einige Modulatoren wirken iiber Rezeptoren (z.B. EGF, PDGF), andere wie das Onkogen
src besitzen selbst Kinaseaktivitidt. Viele Stimuli aktivieren den MAPK-Signalweg
(s. Abb. 11A), der zu einer Cx43-Phosphorylierung und in der Folge meist zur Inhibierung
der ZZK fiihrt (s. Abb. 11B). Die ligandeninduzierte Aktivierung der EGF- und PDGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivitdt verursachte eine rasche, voriibergehende Inhibierung der
ZZK und zugleich eine erhohte Cx43-Phosphorylierung an Serinresten [Hossain 1998,
Kanemitsu 1993, Rivedal 2001]. Im Falle des EGF-Rezeptors war dies unabhéngig von der
Proteinkinase C (PKC)-Aktivitdt, jedoch abhédngig von der Aktivierung des MAPK-
Signalwegs [Kanemitsu 1993]. In den EGF behandelten Zellen phosphorylierte die MAPK
vermutlich direkt Cx43. Die Wirkung von PDGF gestaltet sich komplexer. Zunéchst spielen
offensichtlich zwei Serinprotein-Kinasen, PKC und MAPK, in der Vermittlung der PDGF-
Wirkung auf die ZZK eine Rolle. Cx43 besitzt fiir beide Kinasen Phosphorylierungsstellen,
dennoch ist bisher nicht klar, ob diese Kinasen Cx43 direkt phosphorylieren. Allerdings
sind neben PKC und MAPK offensichtlich weitere Signalkomponenten von Bedeutung und
der jeweils ausgeloste Signalweg hingt vom Zelltyp ab [Hossain 2000]. Auch die Wirkung
von EGF variiert je nach Zelltyp: in Rattenleberepithelzellen wurde die ZZK infolge von
MAPK (ERK1/2) vermittelter Cx43-Phosphorylierung an S255, S279 und S282 blockiert
[Lau 1996, Warn-Cramer 1998]. In humanen epithelialen Nierenzellen war die ZZK trotz
Aktivierung der MAPK und Cx43-Phosphorylierung nicht erniedrigt [Vikhamar 1998§].
Auch Vitamin K3 (Menadion) verminderte die ZZK durch eine MAPK vermittelte Cx43-
Phosphorylierung nach Aktivierung des EGF-Rezeptors [Klotz 2002]. Die Verdanderung des
Phosphorylierungszustands von Cx43 durch die Behandlung mit dem Tumorpromotor TPA
filhrte in vielen Zellen (z.B. WB-F344) nicht nur durch SchlieBen der Kanile, sondern
durch die induzierte Internalisation der GJs ins Zytoplasma zu einer totalen Inhibierung der
Z7ZK [Ale-Agha 2002, Lau 1996, Hossain 1998, Cruciani 1997]. Die PKC ist der
interzellulire Mediator von TPA und fiihrt zu einer Phosphorylierung von Cx43 an S368
[Lampe 2000]. Allerdings ist bislang nicht geklédrt, ob PKC alleine oder eventuell auch
MAPK-induzierte Reaktionen daran beteiligt sind [Hossain 2000]. Ruch et al. [Ruch 2001]
beobachteten in WB-F344 (Rattenleberepithelzellen) eine TPA induzierte MAPK
(ERK1/2)-Aktivierung und anschlieBende Cx43-Phosphorylierung mit gleichzeitiger
Inhibierung der ZZK. Moglicherweise sind mehrere Signalwege bzw. Signalkomponenten

mvolviert.
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Abb. 11:  MAPK-Signalweg.

A Darstellung des allgemeinen Schemas des MAPK-Signalwegs und ein Beispiel
fiir einen MAPK-Signalweg mit ERK als MAPK (modifiziert nach
[http://www.cellsignal.com/category.asp?catalog name=CellSignal&category
name=MAPK+Signaling])

B Induktion des MAPK-Signalwegs durch Aktivierung des EGFR, anschlieffende
Phosphorylierung von Cx43 in Gap Junctions in der Zellmembran. Daraus
resultiert eine Hemmung der ZZK (modifiziert nach [Abdelmohsen 2003]).

26



1 Einleitung

Das Onkogen src 16st iiber eine direkte Phosphorylierung der Tyrosinreste Y265 und Y247
im C-Terminus von Cx43 eine Inhibierung der ZZK aus. Die MAPK spielt hier
offensichtlich keine Rolle. Die alleinige Phosphorylierung von Y265 reicht nicht aus, um
die GJs zu schliefen. Vielmehr scheint nach bisherigen Untersuchungen src zundchst mit
einer SH3-Doméne an eine prolinreiche Region im Cx43 (P274-P284) zu binden, so daf} src
und Cx43 sich rdumlich sehr nahe kommen. Nun kann Y265 durch die src-Kinase-Doméne
phosphoryliert werden. AnschlieBend wird die Bindung zwischen den beiden Molekiilen
durch die Interaktion einer SH2-Doméne von src und dem phospho-Y265 stabilisiert.
Darauthin wird Y247 phosphoryliert und die Inhibierung der ZZK ausgeldst. Dieser Ablauf
zeigt, da3 die Phosphotyrosine wahrscheinlich unterschiedliche Aufgaben haben: phospho-
Y265 ist wichtig fiir die Interaktion von Cx43 und src, phospho-Y247 hingegen erzwingt
das Schlieffen der Cx43-GJs [Lampe 2004, Giepmans 2004].

Die interzellulire Kommunikation wird auBerdem limitiert und kontrolliert durch die
Permselektivitit (Permeabilitdt und Selektivitit) und die Leitfdhigkeit der GlJs.
Bestimmende Faktoren sind die Grofe der Kanaloffnung (Pore) und die elektrostatische
Ladung innerhalb sowie im Eingangsbereich dieser Pore. AuBlerdem spielen der jeweilige
Cx-Isotyp und der Kanaltyp (s.1.2.1.1) eine Rolle [Lampe 2004, Cottrell 2005].
Beispielsweise wurde ATP von Zellen mit Cx43-Kandlen 300 mal, ADP und AMP 8 mal
besser ausgetauscht als in Zellen mit Cx32-Kanile [Goldberg 2002]. Elfgang et al.
beobachteten, dal der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow homomere Kanile
verschiedener Connexine (Cx26, Cx31, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 bzw. Cx45), die in HeLa-
Zellen exprimiert wurden, passieren konnte. Propidiumiodid und Ethidiumbromid dagegen
wurden kaum oder gar nicht iiber Cx31- bzw. Cx32-Kanile, aber iiber Kanile anderer

Connexine ausgetauscht [Elfgang 1995].

Heterogen zusammengesetzte GJs weisen oftmals ein anderes Verhalten hinsichtlich des
SchlieB-Offnungsmechanismus, der Leitfahigkeit, Permselektivitit und ihrer Regulation auf

als homogene GJs [Elfgang 1995, Mills 1995, Cottrell 2005].

Fir eine umfassende Sicht auf die Regulationsmechanismen, die der interzelluldren
Kommunikation zugrunde liegen, diirfen die Connexone bzw. GJs nicht isoliert betrachtet
werden, sondern miissen im subzelluliren Kontext gesehen werden. Die GJs sind in die
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran eingebettet. Daher ist es denkbar, da3 neben den
oben erlduterten Regulationsmechanismen der interzelluliren Kommunikation auch

Protein-Lipid-Interaktionen bzw. die Zusammensetzung der Lipiddoppelschicht eine Rolle
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spielen. Die dynamische Natur der Komponenten der Lipiddoppelschicht, inbesondere der
Proteine und Lipide, fiihrt zur gegenseitigen Beeinflussung und Verdnderung von Struktur
und Funktion [Cascio 2005, Giepmans 2004]. Auch sind weitere Protein-Protein-
Interaktionen, abgesehen von denen zwischen Connexinen und Kinasen, moglich. Wie
weiter oben erwihnt, beeinflussen Zelladhdsionsmolekiile die ZZK wie es fiir E- und N-

Cadherin in epidermalen Mauszellen bzw. in Novikoff Zellen beschrieben ist [Laird 1996].

Am Beispiel von Cx43 konnte gezeigt werden, dafl die Cx43-Phosphorylierung und damit
die ZZK eng mit dem Zellzyklus verkniipft und je nach Zellzyklusphase hochreguliert ist
[Lampe 2004]. Beim Ubergang von der Go-Phase in die S-Phase nimmt die ZZK ab,
einhergehend mit einer Zunahme der Cx43-Phosphorylierung und in Abhéngigkeit von
PKC. In G/ S ist die ZZK relativ niedrig, nimmt in der S-Phase dann zu, um in G/ M
drastisch abzunehmen. Diese extreme Abnahme der ZZK wéhrend G,/ M ist mit einer
erhdhten p34°“*-Kinase-abhingigen Phosphorylierung von Cx43 und Internalisierung der
GJs korreliert. Fiir einen normalen Verlauf des Zellzyklus sind diese Verdnderungen in der

77K offensichtlich erforderlich.

1.2.2 Funktion und Bedeutung der Zell-Zell-Kommunikation

Wie eingangs bereits erldutert ermoglicht die ZZK via GJs die passive Diffusion
hydrophiler Substanzen unterschiedlichster Natur (< 1000 Dalton) zwischen benachbarten
Zellen. Dariiberhinaus werden auch elektrische Signale weitergeleitet. Die Kardiomyozyten
(Herzmuskelzellen) sind im Bereich der Glanzstreifen durch GJs verbunden, iiber die die im
Sinusknoten des Herzen entstandene Erregung zunéchst facherformig tiber die Vorhofe des
Herzens ausgebreitet werden [Faller 2004, S.242]. In Kardiomyozyten werden Cx40, Cx43
und Cx45 exprimiert. Verdnderungen in der Cx-Expression oder in der GJ-Organisation
bzw. —Struktur sind ein auffilliges Begleitmerkmal von menschlichen Herzerkrankungen,
die durch arrhythmische Tendenzen gekennzeichnet sind [Severs 2004]. Die ZZK iiber GJs
ist flir viele verschiedene zellulire Funktionen wie z.B. die Regulation von Wachstum,
Differenzierung und Entwicklung der Zelle von Bedeutung. Mutationen in Connexingenen
werden mit einer Vielzahl von menschlichen Erkrankungen wie z.B. kardiovaskuldren
Anomalien, peripheren Neuropathien, Taubheit / Schwerhorigkeit, Hauterkrankungen,
Katarakt und Krebs in Verbindung gebracht [Kelsell 2001, Carruba 2002, Gerido 2004, Wei
2004]. Knock-out von Cx43 filihrt bei Miusen zur neonatalen Letalitdt und daher sind

Untersuchungen bzgl. weiterer Auswirkungen solcher Mutationen nicht moglich [White
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2001]. Die meist autosomal dominante, X-gebundene, erbliche Charcot-Marie-Tooth-
Krankheit (CMT) wird mit Cx32-Mutationen assoziiert. Hierbei handelt es sich um eine
meist im Kindesalter beginnende, chronisch fortschreitende neurale Muskeldystrophie, die
durch die Degeneration der peripheren Nerven sowie einer Hypertrophie der SCHWANN-
Scheiden gekennzeichnet ist. CMT-Patienten werden mit normalen Muskeln geboren, die
dann atrophieren, da die von CMT beeintrichtigten Nerven die Befehle des Gehirns fiir
bestimmte Muskelbewegungen nicht exakt {ibertragen konnen [Gerido 2004,

http://www.kaikracht.de/cmt/text crl.htm; Hoffmann-La Roche 2003, S.307f].

Cx26 ist wie Cx32 und Cx43 ein in vielen Geweben exprimiertes Connexin, dessen
dominante Mutation zu epidermalen Erkrankungen, z.B. einer Keratosis palmoplantaris,
einer erblichen Verhornungsstorung mit Verdickung der Haut an Handtellern und
FuB3sohlen, fiihrt [Kelsell 2001, Gerido 2004, Hoffmann-La Roche 2003, S.993]. AuBler bei
epidermalen Erkrankungen scheint eine Mutation des in der Gehorgangsschnecke (cochlea)
hoch-exprimierten Cx26 auch bei der genetisch bedingten nicht-syndromalen,
sensorineuralen Schwerhorigkeit eine Rolle zu spielen [Gerido 2004, Kelsell 2001, Petersen

2001, http://www.crg.es/deafness].

Studien zeigten, dafl auch Mutationen an den Innenohr-Connexinen Cx30 bzw. Cx31 non-
syndromale Schwerhorigkeit verursachen [Kelsell 2001]. Je nach Mutationsart sind fiir
Cx31 unterschiedliche Krankheitsbilder beobachtet worden: neben der non-syndromalen
Schwerhorigkeit konnen auch Hauterkrankungen (Erythrokeratoderma variabilis, EKV)
oder Schwerhorigkeit in Verbindung mit einer Neuropathie die Folge sein. Im Gegensatz zu
den von Cx26-Mutationen ausgelosten Hauterkrankungen geht die durch eine Cx31-

Mutation verursachte EKV nicht mit der Beeintrichtigung des Horvermdgens einher.

Mutationen von Cx46 bzw. Cx50 (Connexine in der Linse) fithren zu autosomal dominant
vererbtem kongenitalen Katarakt beim Menschen [Kelsell 2001, Gerido 2004]. Dieser
Zusammenhang von kongenitalem Katarakt und Mutationen an Cx46 und/ oder Cx50
wurde auch durch knock-out-Experimente in Méiusen gefunden. Allerdings ist der

Vererbungsgang bei Méusen autosomal rezessiv [Gerido 2004].

Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, daB3 die ZZK auch bei Gewebeverletzungen, in
der Entziindungsantwort und fiir Immunzellen bzw. die Immunantwort von Bedeutung sein

kann [De Maio 2002, Chanson 2005, Oviedo-Orta 2004, Wong 2004].
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Vieles weist darauthin, dal die ZZK eine notwendige, wenn nicht sogar unabdingbare
biologische Funktion fiir die Regulation der Wachstumskontrolle, Differenzierung und
Apoptose normaler Stammzellen ausiibt [Trosko 2002]. Daher spielt sie offensichtlich eine
entscheidende Rolle in der Kanzerogenese, allerdings nicht in der Initiationsphase.
Krebszellen zeichnen sich durch den Verlust dieser regulatorischen Prozesse aus: sie
wachsen unkontrolliert, differenzieren nicht mehr aus und zeigen auch kein apoptisches
Verhalten. Bei fast allen Tumorzellen und durch Onkogene transformierten Zellen ist die
heterologe ZZK komplett inhibiert (Abb. 12). Wéhrend der Krebsentstehung ist es
offensichtlich erforderlich, daf} sich die Tumorzelle dem EinfluB3 der sie umgebenden Zellen
entzieht und dadurch nicht mehr unter der Wachstumskontrolle normaler Zellen steht. Sie
realisiert dies durch den Verlust der heterologen ZZK mit den normalen Nachbarzellen,
indem keine Connexine mehr exprimiert werden oder keine funktionsfahigen GJs gebildet
werden. Die Transformation von Zellen ist eindeutig mit einer verminderten ZZK zwischen
den transformierten und den normalen Nachbarzellen korreliert (heterologe ZZK).
Dariiberhinaus ist oftmals auch die homologe ZZK zwischen den Tumorzellen bzw.
zwischen transformierten Zellen vermindert [Hotz-Wagenblatt 1993, Trosko 2001 + 2002,
Vine 2002].

normale Zelle
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Normale Situation: Nach Stimulation:

- Mangel an ZZK - Erhéhte ZZK:
homolog und heterolog

-

_—

.
-

- Proliferation der

initiierten Zelle - Verminderte Proliferation
- Weiterentwicklung - keine Weiterentwicklung
zur Krebszelle zur Krebszelle

Abb. 12:  Homologe und heterologe ZZK (modifiziert nach [Bertram 2004]). Situation bei
carcinogen-induzierter Zelle (weifs). Normale Zellen (grau). Zellkern (rot).
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Durch die Transfektion von Krebszellen, von chemisch transformierten oder von src-
transformierten Zellen mit Connexinen konnte in verschiedenen Experimenten die
heterologe ZZK wiederhergestellt werden. Zugleich war die Wiederherstellung der ZZK
mit einer Suppression des unkontrollierten Wachstums und der Tumorgenese in diesen
Untersuchungen assoziiert [Trosko 2001, Hotz-Wagenblatt 1993, Mehta 1999]. Ahnliche
Effekte wurden durch den Einsatz von Stimulatoren der ZZK (z.B. Retinoide, Carotinoide)
oder anti-onkogenen Wirkstoffen (z.B. Lovastatin) erreicht [Livny 2002, Pung 1993, Zhou
2003]. Diese Daten legen nahe, dafl Connexine als Tumorsuppressoren fungieren. Daher hat
die ZZK in den letzten Jahren mehr und mehr an Bedeutung als potentieller Ansatzpunkt in

der Chemopravention und —therapie gewonnen.

1.2.3 Wirkung von Carotinoiden auf die Zell-Zell-Kommunikation

Eine eindeutige Korrelation existiert zwischen der Stimulation der Cx43 Expression durch
Carotinoide und der erhohten Wachstumskontrolle sowie der Inhibierung der
neoplastischen Transformation karzinogen-initiierter Zellen nach Carotinoid-Behandlung
[Hossain 1993, Bertram 1993 + 1995, Hieber 2000, Livny 2002]. B-Carotin und
Canthaxanthin verhinderten in der Post-Initiationsphase der Kanzerogenese die
neoplastische Transformation von Zellen, die mit dem chemischen Carcinogen 3-
Methylcholanthren initiiert worden waren [Bertram 1993]. Allerdings war dies ein
reversibler Effekt, denn 3-5 Wochen nach Entfernen der Carotinoide aus dem
Inkubationsmedium der Zellen, wurde ein weiteres Wachsen der transformierten Zellen
detektiert. Als Mechanismus wird vermutet, da3 die Carotinoide die Cx43-Expression
stimulieren und dadurch zunédchst die homologe ZZK zwischen den normalen Zellen, aber
zusétzlich auch die heterologe ZZK zwischen der initiierten Zelle und den sie umgebenden
normalen Zellen erh6ht wird. In immunohistochemischen Experimenten wurden nach einer
Carotinoid-Behandlung von Zellkulturen, die aus normalen und vereinzelten initiierten
Zellen zusammengesetzt waren, mehr GJs in der Plasmamembran beobachtet. Durch die
Aufrechterhaltung der heterologen ZZK kann das Wachstum der initiierten Zelle weiterhin
kontrolliert werden. Sobald die Carotinoide entfernt werden, nimmt die heterologe ZZK
infolge fehlender Stimulation der Cx43-Expression ab. Die initiierte Zelle unterliegt keiner
Wachstumskontrolle mehr durch die normalen Nachbarzellen, wichst ungehemmt und kann

sich zur transformierten Zelle entwickeln.
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Die Effekte der Carotinoide auf die ZZK sind unabhédngig von ihrer Provitamin A-Aktivitét
bzw. ihrem antioxidativen Potential [Zhang 1991, Bertram 1993, Stahl 1997]. Nicht alle
Carotinoide stimulieren die ZZK. Einige beeinflussen die ZZK nur geringfiigig oder
iiberhaupt nicht [Stahl 1997, Zhang 1991]. Zhang et al. fanden in Mausfibroblasten
(C3H/10T1/2) mittels Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay  unterschiedlich  starke
stimulatorische Effekte fiir verschiedene Carotinoide in der Reihenfolge B-Caro-
tin > Canthaxanthin > Lutein > Lycopin > a-Carotin. Dahingegen beeinflusste Methylbixin
[Zhang 1991, Bertram 1993] ebenso wenig die ZZK wie Capsorubin [Stahl 1997]. Die
unterschiedliche Wirkweise von Carotinoiden auf die ZZK beruht zumindest teilweise auf
strukturellen Charakteristika. Stahl et al. [Stahl 1997] zeigten, dal Carotinoide mit 6-
Ringsystemen die ZZK stirker stimulierten als solche mit 5-Ringsystemen (Dinor-
Canthaxanthin < Canthaxanthin). Die Position eines Sauerstoff-Substituenten hatte
hingegen wenig Einfluf3: die 3-Hydroxy- und 4-Hydroxy-Derivate des 3-Carotin differieren
kaum in ithrer Wirkung auf die ZZK. Canthaxanthin und Echinenon, die sich hinsichtlich
der Anzahl der Sauerstoff-Substituenten unterscheiden, stimulierten in gleichem Malle die

ZZK in C3H/10T1/2 Zellen [Stahl 1997].

Der Mechanismus, der der Wirkung der Carotinoide auf die ZZK zugrunde liegt, ist bislang
nicht eindeutig geklart. Carotinoide beeinflussen die ZZK nicht immer auf die gleiche
Weise. Retinoide sind ebenfalls als starke Stimulatoren der ZZK bekannt. Provitamin A-
Carotinoide, wie beispielsweise B-Carotin, entfalten ihre Wirkung aber bisherigen
Ergebnissen zufolge nicht {iber den Metabolismus zu ihren Retinoid-Derivaten. [Hieber
2000, Bertram 2004]. Fiir andere Carotinoide, z.B. Canthaxanthin und Lycopin, wird
angenommen, dafl nicht unbedingt die Muttersubstanzen, sondern Metabolite die
Stimulation der ZZK vermitteln. Hanusch et al. fanden, daB3 die biologische Aktivitdt von
Canthaxanthin auf die ZZK zumindest teilweise durch die Bildung des Oxidationsderivats
4-Oxo-Retinsdure (all-trans- und 13 cis-Isomer) vermittelt wird [Hanusch 1995]. Hierbei
handelt es sich um ein Produkt der zentralen, oxidativen Spaltung von Canthaxanthin.
Dieses Spaltprodukt nimmt vermutlich iiber den Retinoid-Signalweg Einflufl auf die ZZK
[Teicher 1999]. Produkte der exzentrischen Spaltung von Canthaxanthin, sog. Apo-
Carotinoide, zeigten keine stimulatorische Aktivitit auf die ZZK [Teicher 1999]. Im Falle
von Lycopin jedoch verhilt es sich anders: ein Spaltprodukt der zentralen Spaltung von
Lycopin, acyclo-Retinsédure, stimulierte die ZZK nur schwach. Dahingegen wies das durch
Oxidation gebildete Apo-Carotinoid 2,7,11-Trimethyl-tetradecahexaen-1,14-dial fast die

gleiche biologische Aktivitit wie die Muttersubstanz Lycopin auf. Daher wird vermutet,
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dal an der stimulatorischen Wirkung von Lycopin zumindest teilweise auch Metaboliten
von Lycopin beteiligt sind. B-Carotin und Canthaxanthin stimulierten die ZZK in
C3H/10T1/2 Zellen durch eine Erhohung der Cx43-Expression [Bertram 1993]. Lycopin
erhohte ebenfalls signifikant die Cx43-Expression in menschlichen Mundhéhlenkrebszellen
(KB-1 Zellen). B-Carotin war jedoch weniger potent bzgl. der Stimulation der ZZK in
diesen Tumorzellen [Livny 2002]. Auch die Dosis spielt eine Rolle bei der Wirkung der
Carotinoide auf die ZZK [Zhang 1991, Bertram 1993, Krutovskikh 1997]. In C3H/10T1/2
Zellen stimulierten B-Carotin, Canthaxanthin, Lutein und Lycopin die ZZK dosisabhingig
[Zhang 1991, Bertram 1993]. In der Leber von ménnlichen F344-Ratten erhohten -
Carotin, B-Carotin und Lycopin die ZZK in vivo signifikant in einer Konzentration von
Smg/ kg. Bei einer zehnfach hoheren Konzentration (50 mg/kg) inhibierten alle drei
Carotinoide die ZZK und bei 0,5 mg/ kg zeigten sie keinen Einflufl [Krutovskikh 1997].
Moglicherweise beruht dieses ambivalente Verhalten, zumindest im Falle von B-Carotin,
auf der Wirkung von Oxidationsprodukten, die bei hoheren Konzentrationen von B-Carotin
in vivo gebildet werden. Die Inkubation einer menschlichen Lungenadenokarzinom-Zellinie
(A549) mit einem Gemisch von Oxidationsprodukten des -Carotin hatte eine Inhibierung
der ZZK =zur Folge, einhergehend mit einer Delokalisation von Cx43 von der

Plasmamembran sowie einer Phosphorylierung von Cx43 [Yeh 2003].

1.3 Dicumarol

Neben Carotinoiden beeinflussen auch andere (natiirlich) vorkommende Substanzen die
77K, z.B. Retinoide, Cholecalciferol, 3,3',5-Triiodo-L-Thyronin, L-Thyroxin [Stahl 1998]
und Chinone (z.B. Vitamin K3) [Klotz 2002, Abdelmohsen 2003].

Chinone hemmen die ZZK, indem sie mit dem EGF-Rezeptor interagieren, so dafl der
ERK-Signalweg (MAPK-Signalweg s. Abb. 11) aktiviert und schlieflich Cx43
phosphoryliert wird. Dies hat zur Folge, dal die ZZK abnimmt. Die Chinon-induzierte
Abnahme der ZZK konnte mit einer spezifischen Inhibierung der ERK-Aktivierung
verhindert werden. Von Dicumarol ist bekannt, da3 es die ERK-Aktivierung durch Chinone
(wie z.B. Vitamin K3) verhindert. Durch die Inhibierung der NAD(P)H-Quinon-
Oxidoretuktase-1 (NQO-1, DT-Diaphorase) blockiert es aulerdem die Regeneration von
Vitamin K und wirkt auf diesem Wege antikoagulativ [http://www.emedicine.com/emerg/

topic872.htm, Klotz 2002, Abdelmohsen 2003].
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Dicumarol (3,3’-methylen-bis(4-hydroxycumarin) gehort zur Substanzklasse der Cumarine,
von denen einige therapeutisch als Antikoagulantien bzw. als Rodentizide eingesetzt
werden. Cumarine inhibieren die hepatische Synthese der Vitamin K abhéngigen
Koagulationsfaktoren II, VII, IX, X und der Antikoagulationsproteine C und S. Vitamin K
spielt eine entscheidende Rolle in der postribosomalen Synthese dieser Faktoren und ist in
Carboxylierungsschritte von Glutaminsdureresten involviert. Hierflir ist in der Regel die
Regeneration von Vitamin K erforderlich. Cumarine verhindern jedoch die Reduktion von
Vitamin K in seine aktive Form. Das am héufigsten eingesetzte Antikoagulans ist Warfarin
und findet einen breiten Einsatz in der Behandlung von mechanischen Klappen,
chronischen Vorhoffibrillationen (Behandlung und Prévention), Lungenembolien,

fortgeschrittenen Kardiomyopathien [http://www.emedicine.com/emerg/topic872.htmy].
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1.4 Zielstellungen

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte von Carotinoiden und Dicumarol auf die interzelluléare
Kommunikation iiber Gap Junctions (ZZK) auf makroskopischer und molekularer Ebene zu

untersuchen.

1.  Zunéchst sollten vergleichende Untersuchungen zur Wirkung von ausgewihlten,
natiirlich vorkommenden Carotinoiden (Mikrondhrstoffe) auf die ZZK in

Rattenleberepithelzellen (WB-F344) durchgefiihrt werden.

2.  AnschlieBend sollte im Detail die Konzentrationsabhéngigkeit der Effekte der
strukturell eng verwandten Carotinoide Astaxanthin und Canthaxanthin auf die
ZZK in humanen Hautfibroblasten untersucht werden. Des Weiteren sollten
molekularbiologische Experimente AufschluB geben iiber die molekularen
Mechanismen, die der Wirkung von Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK

zugrunde liegen.

3. AuBlerdem war der Einflul des zelluldren Stressors UV-Strahlung auf die ZZK
sowie die potentielle protektive Wirkung der antioxidativ und chemopriventiv
wirkenden Carotinoide von Interesse. Daher sollte die ZZK in UV-gestreBten,

Carotinoid behandelten humanen Hautfibroblasten ndher untersucht werden.

4.  SchlieBlich sollte Dicumarol aus der Familie der Cumarine, das therapeutisch als
Antikoagulans von Bedeutung ist, hinsichtlich seiner Wirkung auf die ZZK in zwei
unterschiedlichen Zellsystemen (Rattenleberepithelzellen WB-F344, humane
Hautfibroblasten HFFF2) getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Mikroinjektionsanlage
FemtoJet
InjectMan
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 TV
Digital Camera C4742

Camera Controller C4742

Begasungsbrutschrank
Elektrophoresekammer X Cell Sure Lock™
Semi-Dry-Blotter

Power Supply Consort E835

HPLC-Anlage
Autosampler L-2200
Pumpe L-7100
UV/ VIS —Detektor L-7420

UV/VIS Spektrophotometer DU 530
Milli-Q académic

UVA-Lampe UVA700

Diana III Camera

Vortexer Reax 2000

2.1.2 Software

Aqua Cosmos Version 1.2.

AIDA
HPLC System Manager, D-7000 Multi HSM

2.1.3 Chemikalien

Methanol, p.a.
Ethanol, p.a.
Acetonitril, p.a.

Tetrahydrofuran, p.a.

Eppendorf
Eppendorf
Zeiss
Hamamatsu

Hamamatsu

Binder GmbH
Invitrogen
Roth

VWR

Merck Hitachi

Beckman, Inc.
Millipore
Waldmann
Raytest
Heidolph

Hamamatsu

Merck Hitachi

Merck
Merck
Merck
Fluka

Hamburg
Hamburg
Jena
Herrsching
a. Ammersee
Herrsching
a. Ammersee

Tuttlingen
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt

Fullerton (CA,USA)
Billerica (Mass., USA)

Straubenhardt
Kelheim

Herrsching
a. Ammersee

Darmstadt

Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Buchs (CH)
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n-Hexan, p.a.

Diethylether

Dichlormethan

DMSO, > 99,9 % (GC)

Stickstoff

MTT

Lucifer Yellow CH, Dilithium Salz
Lithiumchlorid, p.a.

Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)

SDS ultra pure, > 99 %, f. Elektrophorese
APS, p.a.

TEMED

TRIS Pufferan®, >99,9 %

D, Protein-Assay

Prestained Protein Molecular Weight Marker
Milchpulver, blotting grade

Tween 20, f. Molekularbiologie
anti-Connexin43 (Kaninchen)

anti-B-Tubulin (Maus; 200 pg/ ml)

stabilisiertes HRP-konjugiertes IgG,
Ziege-anti-Kaninchen (10 pg/ ml)

stabilisiertes HRP-konjugiertes IgG,
Ziege-anti-Maus(10 pg/ ml)

AlexaFluor® 546,
Ziege-anti-Kaninchen IgG (2 mg/ ml)

Chemilumineszenz-Kit
(SuperSignal West Femto)

Fixierer-Konzentrat
Entwickler-Konzentrat

DMEM-Medium

Hanks’ balanced salt solution
PBS’

Penicillin/ Streptomycin-Losung

L-Glutamax I (100 x)
Trypsin/ EDTA (1x)

Merck
Merck
Merck
Fluka
Linde
Sigma
Sigma
Merck
Roth
Roth
Serva
Serva
Roth
BioRad
BioMol
BioRad
Sigma
Sigma

Santa Cruz
Biotechnology

Pierbio Science

Pierbio Science

Molecular Probes

Pierbio Science

Adefo-Chemie
GmbH

Adefo-Chemie
GmbH

Sigma
Sigma
selbst hergestellt

PAA Laboratories
GmbH

Gibco
PAA Laboratories

Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Buchs (CH)
Hollriegelskreuth
Deisenhofen
Deisenhofen
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Heidelberg
Heidelberg

Karlsruhe

Hercules (CA, USA)

Hamburg

Hercules (CA, USA)

Deisenhofen

Deisenhofen

Santa Cruz (CA, USA)

Bonn

Bonn

s. Invitrogen

Bonn

Dietzenbach

Dietzenbach

Deisenhofen

Deisenhofen

Pasching (A)

s. Invitrogen

Pasching (A)

20,2 g KCl, 0,2 g KH,PO,, 8 g NaCl, 1,44 g Na,HPO, x 2 H,O wurden in 1Liter bidestilliertem Wasser

gelost und autoklaviert.



2 Material und Methoden

GmbH
FCs* Greiner Bio-One Kremsmiinster (A)
ZNS Dianova Hamburg
Triton-X 100 Bohringer Ingelheim Ingelheim a. Rhein
Ponceau S-Losung Sigma Deisenhofen
0,1 % Ponceau S (w/ v) in 5 % Essigsdure Sigma Deisenhofen
NaCl, p.a. Merck Darmstadt
DAPI Sigma Deisenhofen
Fluromount G Shandon
Carotinoide’ BASF Ludwigshafen
Dicumarol Sigma Deisenhofen
Bidestilliertes Wasser”
2.1.4 Sonstiges
Femtotips® Eppendorf Hamburg
Microloader Eppendorf Hamburg
Gelkassetten (10 x 10 cm, Dicke 1,5 mm) Invitrogen Karlsruhe
Nitrocellulose-Membran Hybond™-C Extra Amersham Freiburg
Biosciences
Gel-Blotting Papiere (580 x 580 mm) Roth Karlsruhe
Glaspléttchen (@ 25 mm) Greiner Solingen
Chemiluminescence BioMax Light Film Kodak (bei Sigma)  Deisenhofen
HPLC-Séule Suplex pKb-100 Supelco Bellfonte

(Pennsylvania, USA)

* Fotales Kilberserum wurde vor Verwendung bei 56°C 30 min hitzeinaktiviert.

> Die verwendeten Carotinoide wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. Ernst (BASF) zur Verfligung
gestellt.

6 Zur Herstellung von bidestilliertem Wasser wurde eine Millipore-Anlage verwendet.
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2.1.5 Strukturen der Testsubstanzen

2.1.5.1 Carotinoide

OH

NI IR

OH

Astaxanthin

N R R

Canthaxanthin

N RMRI"-r-RI-RI-RY IR

3-Carotin

OH

N RTINS

OH

Lutein
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N N RTI"-r-RIr-FI"-RI-RY X
Lycopin
X N N NI N N

trans-Phytoen

OH

NI R

OH

Zeaxanthin

2.1.5.2 All-trans-Retinsidure

o

NIRRT OH

2.1.5.3 Dicumarol
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelltypen

WB-F344

WB-F344 sind Rattenleberepithelzellen, die phdnotypisch von einer normalen Leber einer
erwachsenen Ratte (Fischer-Ratte) stammen. Es handelt sich um eine diploide Zellinie
[Tsao 1984]. Diese Zellinie zeichnet sich durch eine sehr hohe Connexin-Expression aus
[Zhang 1994].

Die Zellen wurden bis zur Passage 32 kultiviert.

WB-F344 Zellen wurden freundlicherweise von Dr. James E. Trosko (East Lansing, MI,
USA) zur Verfligung gestellt.

HFFF2

Diese Zelllinie wurde bei ECACC (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK;
ECACC-Nr.: 86031405) bezogen. Es handelt sich um humane fétale Vorhautfibroblasten,
die von einem 14-18 Wochen alten kaukasischen Fotus stammen und eine begrenzte

Lebensdauer besitzen.

Humane Hautfibroblasten (HdF = human dermal fibroblasts)

Hierbei handelt es sich um humane primére Hautfibroblasten, die von Praeputien 5-12
jahriger Knaben des kaukasischen Menschentyps stammen. Die Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Peter Brenneisen (Institut fiir Biochemie und

Molekularbiologie I, Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) zur Verfligung gestellt.

Zellen wurden bis zur Passage acht verwendet.
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2.2.1.2 Biopsie von humanen Hautfibroblasten

Die Biopsien werden einmal in kaltem PBS, anschlieBend 1 min in PBS mit 20 pg/ ml
Gentamyzin gewaschen. Mit einem Skalpell wird das Fettgewebe groBziigig entfernt.
Hierbei muf3 darauf geachtet werden, da die Biopsie nicht austrocknet. Dann wird die
Biopsie in Stiicke kleiner als 5 mm geschnitten und diese auf eine Petrischale gelegt.
Nachdem die Biopsiestiicke mit der Dermisseite nach unten 10 min angetrocknet sind, wird
DMEM mit 20 % FCS zugegeben. Nach einigen Tagen Kultivierung wachsen zunichst
epitheliale Zellen aus der Biopsie nach auflen, danach die Fibroblasten. Zu diesem
Zeitpunkt kann trypsiniert werden. Es wird weiterhin mit dem hohen Serumanteil kultiviert,

den nur die Fibroblasten iiberleben.

2.2.1.3 Stammhaltung und Anzucht der Zellen

Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), das mit 10 % hitze-
inaktiviertem FCS, 2 mM Glutamax und Penicillin/ Streptomycin (Komplettmedium)
supplementiert ist, in einer Wasserdampf gesittigten, auf 37 °C temperierten Atmosphére
mit 5 % Kohlendioxid in einem Inkubator kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80 — 90 %
wurden die Zellen zunédchst mit PBS gewaschen, anschliefend mit einer Trypsin-EDTA :
PBS — Losung (1:1) trypsiniert. Nach einer Inkubation von ca. 2 - 5 min. wurde die
Trypsinaktivitdt mit FCS-haltigem Medium’ abgestoppt, die Zellen resuspendiert und auf
die entsprechende Anzahl von Kulturflaschen bzw. —schalen verteilt. Die Zellen wurden
entweder 1:4, 1:5 oder 1:10 in Kulturflaschen passagiert. Fiir die Anzucht auf kleinen
Kulturschalen (@ 35 bzw. 90 mm) wurden entsprechend hohere Verdiinnungen der
Zellsuspensionen im Komplettmedium hergestellt. Bis zum Erreichen der gewiinschten

Konfluenz wurde alle 3 Tage das Medium gewechselt.

Fiir die immunohistochemischen Untersuchungen wurden die Zellen auf Glaspléttchen

(9 25 mm) angeziichtet.

2.2.1.4 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

Zum lingeren Konservieren von Zellen wurden diese in moglichst frithen Passagen
trypsiniert, in Einfriermedium (DMEM, 20 % FCS, 10 % DMSO) eingefroren und bei -
80 °C gelagert. Hierfir wurde nach dem Trypsinieren die Enzymaktivitdt mit

Komplettmedium abgestoppt, die Zellzahl in einer Neubauer-Kammer bestimmt und die

7 Volumen (FCS-haltiges Medium) : Volumen (Trypsin-PBS-Gemisch) = 3:2.
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Zellsuspension zentrifugiert (2000 U/ min, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen, die
Zellen in Einfriermedium (ca. 10 Zellen/ ml) resuspendiert und in speziellen Kryordhrchen

eingefroren.

Fiir das Anziichten kryokonservierter Zellen wurden diese bei Raumtemperatur schnell
angetaut und in Kulturschalen (@ 10 cm) oder 75 cm’ Kulturflaschen iiberfiihrt. Nach 4-5 h
sowie nach 24 h wurde das Medium gewechselt, um den DMSO-Gehalt im Medium auf

unter 1 % zu reduzieren und damit Membranschidigungen zu verhindern.

2.2.1.5 Inkubation von Zellen mit Testsubstanzen
WB-F344 Zellen wurden in Kulturschalen bis zur 70 - 90 % igen Konfluenz in
Komplettmedium kultiviert. Im AnschluB wurden die Zellen 24 h in einem FCS-freien

Medium kultiviert, um eine durch FCS erhohte Grundkommunikation zu vermeiden.

HFFF2-Zellen wurden bei einer ca. 90 % igen Konfluenz 24 h mit serumfreiem Medium

inkubiert.

HdF wurden hingegen nach Erreichen einer ca. 90 %igen Konfluenz 24 h in einem Medium

mit 3 % FCS inkubiert.

Von Retinsdure und den Carotinoiden wurden Stammldsungen hergestellt, die bei -28 °C
gelagert werden konnten und die fiir die Experimente 1:1000 in das Inkubationsmedium
(WB-F344: 0% FCS; HdF: 3% FCS) verdinnt wurden. Die Konzentrationen der
Stammlosungen  wurden photometrisch  eingestellt  (UV/ VIS-Spektrophotometer,
Extinktionskoeffizienten, s. Tab. 5) Fiir Dicumarol wurde eine 10 mM Stammlésung
angesetzt, die dann entsprechend den bendtigten Konzentrationen in das serumfreie
Inkubationsmedium verdiinnt wurde. Als Solubilisationsmittel wurde fiir die Stammldsung
von Retinsdure Ethanol, fiir die Carotinoide THF und fiir Dicumarol DMSO verwendet. Um
Pipettierfehler durch Interaktion der Substanzen mit dem Pipettenmaterial zu minimieren,
wurden im Falle der Carotinoide und Retinsdure zum Pipettieren der Stammldsungen eine
Hamiltonspritze und der Carotinoid bzw. Retinsdure enthaltenden Medien sterile

Glaspipetten verwendet.

Die Arbeiten wurden in abgedunkelter Umgebung durchgefiihrt, um photooxidativen Abbau

der Testsubstanzen zu vermeiden.
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Tab. 5: Extinktionskoeffizienten von Carotinoiden (nach [Britton 1995 b])
und Retinsdure [Sporn 1994, S.188].

Absorptions-
Carotinoid g, M'em™ wellenlidnge, Losungsmittel
nm
Astaxanthin 125100 470 n-Hexan
Canthaxanthin 124100 466 n-Hexan
B-Carotin 139000 451 n-Hexan
Lycopin 184575 472 n-Hexan
Lutein 136600 450 n-Hexan
cis-Phytoen 49800 276 n-Hexan
trans-Phytoen 85500 348 n-Hexan
Zeaxanthin 132900 452 n-Hexan
all-trans-Retinsdure 45300 350 Ethanol

2.2.2 Zellvitalitatsassay (MTT-Test)

Im sog. MTT-Test wird die Zellvitalitdit von Zellen {iber die Aktivitit der
Succinatdehydrogenase, einer mitochondrialen Dehydrogenase, bestimmt. Der angewandte
MTT-Test liefert Informationen dariiber, wie die Vitalitdt von Zellen in der Zellkultur durch

Inkubation mit bestimmten Substanzen beeinflusst wird.

Das wasserlosliche Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-
bromid (MTT) wird in lebenden, metabolisch aktiven Zellen von der mitochondrialen
Succinatdehydrogenase in ein blaues Formazansalz umgewandelt (Abb. 13). Die Menge des
gebildeten Formazansalzes dient als Mall fiir die Vitalitit der Zellen und wird

photometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm bestimmit.

Die zu untersuchenden Zellen wurden nach Waschen mit PBS mit MTT-Komplettmedium
(0,5 g/ 1)® fiir 1-2 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Formazanbildung (Kontrolle
unter dem Mikroskop) wurde die Inkubation durch Absaugen des MTT-haltigen Mediums
beendet. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit DMSO solubilisiert.

Fir die quantitative Auswertung wurde der Gehalt des in DMSO gelosten Formazans

¥ MTT-Stammlosung: 5 g/ 1 (PBS), 1:10 in Komplettmedium verdiinnt.
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spektrophotometrisch bei einer Wellenlinge von 570 nm mit einer Referenzwellenlinge

von 690 nm ermittelt.

I I
O NADH+H* NAD" O/
N—N \ /‘ N=—NH
O—(l | cr > 4 cr
N=N Succinat- N=NH"
\©\ dehydrogenase O\
NO. NO.

2

2

Tetrazoliumsalz Formazansalz

570 nm

Abb. 13:  Prinzip des MTT-Tests: Spektrophotometrische Messung der Bildung von
Formazansalz als Parameter der Zellvitalitdt.

Reines DMSO wurde fiir den Nullabgleich verwendet. Das Verhiltnis der Menge der
Formazan-Bildung in behandelten Zellen zur Menge der Formazan-Bildung in
unbehandelten Zellen, angegeben in Prozent, ermdglicht eine Aussage iiber die Vitalitédt der

Zellen bzw. Zytotoxizitédt der Inkubationssubstanzen (Abb. 14).

Absorption penandelte zellen
% Vitalitat = x 100
Absorption kontroll-zelien

Absorption pehandelte zelien
% Zytotoxizitat = | 1 - PHON behandett zel x 100

AbSOf'ption Kontroll-Zellen

Abb. 14:  Berechnung der Vitalitdt bzw. Toxizitdt im MTT-Test.
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2.2.3 Bestimmung der Zell-Zell-Kommunikation mittels
Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay (Kommunikationsassay)

Die relative Zell-Zell-Kommunikation wurde durch die intrazelluldre Mikroinjektion einer
10 % igen (w/v) Losung des nichttoxischen Fluoreszenz-Farbstoffs Lucifer Yellow CH
(Abb. 15) bestimmt.

NH,
Li

SO, so, H

o N o)
NH-C—NH-=NH,
o)

Abb. 15:  Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer Yellow CH.

Im sog. Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay diffundiert der Fluoreszenzfarbstoff nach
Injektion in eine ausgewdhlte Zelle iiber die Gap Junctions in die benachbarten Zellen
(Abb. 16). Nach einer Minute werden die fluoreszierenden Zellen, ausgenommen die
injizierte Zielzelle, gezdhlt. Die Anzahl der fluoreszierenden Zellen ist ein MaR fiir die

Z7K.

Aufgrund der Farbstoff-Struktur konnen unspezifische Membrandiffusionen ausgeschlossen
werden: Lucifer Yellow besitzt zwei Sulfonatgruppen mit niedrigem pK,-Wert, die bei
physiologischem pH-Wert als Anion vorliegen. Intakte Membranen sind daher impermeabel

fir diesen wasserloslichen Farbstoff.

Fir die Mikroinjektions-Messung wurde eine Gerdtekombination aus einem inversen
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Kdln), einem Mikromanipulator (FemtolJet,
Eppendorf, Hamburg) und einem semiautomatischen Mikroinjektor (Inject Man,
Eppendorf, Hamburg) verwendet. 50 - 200 Femtoliter einer 10 % igen (w/v) Lucifer Yellow
CH-Losung in einer 0,33 M LiCl-Losung wurden mittels Femtotip bei einem
Injektionsdruck von 150 hPa, einem Kompensationsdruck von 50 hPa und einer

Injektionsdauer von 0,5 Sekunden in das Zytoplasma einer Zielzelle injiziert.
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Abb. 16:  Fluoreszenz-Farbstoff-Assay

A Kontrolle, A* Injektionsnadel und fluoreszierende Zellen im Mikroskop,

B erhohte ZZK nach Stimulation der ZZK.

Die Anregungswellenldnge von Lucifer Yellow liegt bei 428 nm und das Emissionswellen-

lingenmaximum bei 536 nm.

Die Zellen wurden fiir den Farbstoff-Transfer-Assay in @ 35 mm-Kulturschalen bis zur

geeigneten Konfluenz kultiviert und mit den entsprechenden Testsubstanzen inkubiert. Pro

Kulturschale wurden zehn zufillig ausgewihlte Zellen mit der Farbstoff-Losung injiziert

und die ZZK bestimmt.

Pro dargestelltem Wert wurden 4-6 Messungen (n = 4-6) a 10 Injektionen durchgefiihrt. Die

Rohdaten wurden gemittelt und mittels t-Test (Signifikanzniveau s. jeweilige Diagramme)

statistisch ausgewertet.

Absorption
—

450 A00 550

Wellenlange, nm

GO0

B4l

700

Fluoreszenzemission

Abb. 17: Absorptions- und
Emissionsspektrum des
Fluoreszenzfarbstoffs Luci-
fer Yellow CH.
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2.2.4 Immunohistochemischer Nachweis von subzellularen Strukturen

Zellen wurden auf Glasplittchen (@ 25 mm) kultiviert. Das Medium wurde nach der
Behandlung entfernt, die Zellen zweimal vorsichtig mit kaltem PBS gewaschen und durch
eine 10-miniitige Inkubation mit -20 °C kaltem Methanol bei -20 °C auf den Glaspléttchen

fixiert.

2.2.4.1 Gap Junction Protein Connexin43

Zur Detektion des Gap Junction Proteins Cx43 wurden die Zellen nach der Fixierung
zweimal mit PBS gewaschen und mit 1 ml der Blockierlésung (3 % ZNS, 0,3 % Triton X-
100, PBS) fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Uber Nacht erfolgte dann bei 4 °C die
Inkubation mit je 1 ml Primdrantikérper (anti-o-Cx43, Kaninchen; 1:1500 in PBS, 1%
ZNS). Anschlieend wurde dreimal je 5 min mit PBS unter Riitteln gewaschen und mit je
I ml des Sekundérantikorpers (Alexa-546-gekoppeltes a-Maus-IgG; 1:1000 in PBS) fiir
60 min bei 37 °C inkubiert. Es wurde wieder dreimal je 5 min mit PBS unter Schiitteln

gewaschen.

2.2.4.2 Zellkern

Die Kern-Firbung wurde im Anschlu an die immunohistochemische Cx43-Kopplung
durchgefiihrt: Die fixierten und gewaschenen Zellen wurden mit je 1 ml 4°,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI)-Losung (0,5 mg/ ml in PBS) fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert

und anschlieBend dreimal je 5 min mit PBS gewaschen.

Am Ende der immunohistochemischen Behandlung wurden die Glaspldttchen mit einem
Tropfen Fluoromount G auf einem Objekttriger fixiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop

(Tab. 6) ausgewertet.

Tab. 6: Absorptions-/ Emissionswellenldngen von DAPI und AlexaFluor®546.

A Absorptions A Emissions
nm nm
DAPI (an dsDNS gebunden) 358 461
Alexa Fluor® 546, 556 573
Ziege-anti-Kaninchen IgG
(H+L)
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2.2.5 Proteinbestimmung in Zelllysaten

Nach Ultraschall-Behandlung wurde der Proteingehalt der Zelllysate mit einem Protein-
Detektions-Kit nach Lowry (BioRad) bestimmt. Die Ldsungen wurde nach einer
15 miniitigen Reaktionszeit photometrisch bei einer Wellenldinge von 750 nm vermessen
und die Proteinmenge anhand einer Standardkurve ermittelt. Die Standardkurve wurde mit
BSA erstellt. Als Nullabgleich wurde ein Reaktionsansatz mit bidestilliertem Wasser

vermessen.

2.2.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
und immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Proteine konnen in der denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot
Methode nachgewiesen werden. Die Auftrennung der Proteine basiert auf der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen durch ein dreidimensionales
Netzwerk aus Acrylamid und Bis-Acrylamid im elektrischen Feld in Abhdngigkeit von
threm Molekulargewicht. Zugabe von APS und Temed zu einer Acrylamid-Bis-Acrylamid-
Losung flihrt zur chemischen Kopolymerisierung der Monomeren. Je nach Konzentration
der Acrylamidmolekiile ergibt sich eine unterschiedliche Porengroe in der Gelmatrix. Fiir
die durchgefiihrten Analysen wurden Trenngele mit 10 % Acrylamid verwendet. Vor das
Trenngel (pH = 8,8) wurde jeweils ein weitporiges Sammelgel (pH = 6,8) gegossen, um die
Bandenschirfe zu erhohen. Das den Proben zugegebene amphiphile Detergenz SDS lagert
sich stochiometrisch an die Proteine, wodurch alle Proteine eine negative Ladungshiille
tragen und als Anionen in die gleiche Richtung im elektrischen Feld von Kathode zu Anode

wandern.

Nach der Auftrennung koénnen Proteine im Western Blot immunologisch nachgewiesen

werden.

2.2.6.1 Probenaufarbeitung fiir Cx43-Analyse mittels Western Blot

Nach den Carotinoid-/ Retinsdure-Behandlungen wurden die auf @ 35 mm-Kulturschalen
kultivierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 pl 0,5 % iger SDS-Losung
lysiert und bis zur weiteren Analyse bei -28 °C in Eppendorf-Réhrchen gelagert.

Zelllysate wurden mit Ultraschall behandelt, sofort auf Eis gesetzt und jeweils 10 pl davon

zur Proteinbestimmung (s. 2.2.5) abpipettiert. Zu dem restlichen Lysat wurde Dithiothreitol-
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Blaupuffer’ (Tab. 7) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Lysate 10 min auf 95 °C
erhitzt. Der UberschuB an SDS, die Temperatur und Dithiothreitol fiihren dazu, daB die

Tertidr- und Sekundarstruktur der Proteine zerstort werden.

Tab. 7: Blaupuffer’ (5x), pH = 6,8. Tab. 8: Lammli-Puffer (2x), pH = 6,8.
SDS 10 % SDS 4 %
Tris 0,25M Tris 125 mM
Saccharose 30 % Glycerin 20 % (W/ v)
Bromphenolblau 0,1 % (wW/ v) Bromphenolblau 0,2 % (W/ v)
DTT * 100 mM

* DTT wird jeweils frisch zugesetzt.

Die mit Dicumarol behandelten Zellen (@ 90 mm-Kulturschalen) wurden 1 x mit PBS
gewaschen und in 600 ul 2x-Ladmmli-Puffer (Tab. 8) lysiert. Es wurde keine
Proteinbestimmung durchgefiihrt. Lysate konnten an dieser Stelle eingefroren werden. Vor

der elektrophoretischen Auftrennung der Lysate, wurden diese ebenfalls fiir 10 min auf

95 °C erhitzt.

2.2.6.2 SDS-PAGE
Gele (Tab. 9) wurden in Plastikgelkassetten (10 cm x 10 cm) gegossen und konnten feucht
verpackt tiber Nacht bei 4 °C auspolymerisieren. Gele sind in dieser feuchten Verpackung

mehrere Wochen im Kiihlschrank haltbar.

Fir die Cx43-Analyse nach Carotinoid-Behandlung wurden von den nach 2.2.6.1
aufgearbeiteten Proben definierte Volumina in die Geltaschen pipettiert, die je nach
Experiment einem Proteingehalt von 15 — 25 ug (aus vorangegangener Proteinbestimmung
berechnet) entsprachen. Von den Lysaten nach Dicumarol-Behandlung wurden jeweils 8 pl
aufgetragen. Die Trennung erfolgte in einem SDS-Laufpuffer (50 mM Tris, 384 mM
Glycin, 0,1 % (w/ v) SDS) bei 25 mA/ Gel im Sammelgel und nicht mehr als 40 mA/ Gel

im Trenngel.

° Der Blaupuffer wird als 5x-Puffer angesetzt und 1:5 in die Lysate verdiinnt. Kurz vor der Verwendung des
Puffers werden einige Granulatkérner Dithiothreitol zugesetzt.

50



2 Material und Methoden

Tab. 9: Gel-Zusammensetzung.

Trenngel pH = §,8 Sammelgel pH = 6,8
Bidestilliertes Wasser 4,8 ml 3,5ml
Tris 2,5ml (1,5 M, pH = 8,8) 650 ul (1 M, pH = 6,8)
SDS 10 % (v/v) 100 pl 50 ul
Acrylamid-Bisacrylamid- 2,5 ml 720 pl
Losung
Temed 4 ul Sul
APS* 10 % (v/v) 100 pl 50 ul

* jeweils frisch hergestellt

Als Protein Marker wurden 10 pl Prestained Protein Molecular Weight Marker (19 —
119 kDa) von BioMol in eine Geltasche pro Gel pipettiert. Cx43 lauft entsprechend seinem
Molekulargewicht von 43 kDa zwischen der dritten (31 kDa) und vierten (46 kDa)
Markerbande.

2.2.6.3 Western Blot (Semi-Dry-Blotting)

Nach der Protein-Auftrennung im Gel werden die Proteine im elektrischen Feld vom SDS-
Gel auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mittels Antikdrpern nachgewiesen.
Der Proteintransfer wird mit einem diskontinuierlichen Puffersystem (Anodel-, Anode2-,
Kathodenpuffer; s. Tab. 10) durchgefiihrt. Zunichst wurden in jeder der drei Pufferlosungen
pro Gel je zwei in Gelgrof3e zugeschnittene Blottingpapiere getrdnkt. Die Nitrozellulose-
Membran, ebenfalls entsprechend der Gelgréf3e zugeschnitten, wurde vor dem Trianken im
Kathodenpuffer kurz in bidestilliertem Wasser aktiviert. AnschlieBend wurden fiir das
Semi-Dry-Blotting Gel, Membran und Blottingpapiere wie in Abb. 18 dargestellt
zusammengesetzt und die Proteine bei 60 mA/ Gel wihrend einer Dauer von 60 min auf die
Membran transferiert. Die Gele wurden vor dem Auflegen auf die Membran kurz in

Kathodenpuffer getrankt.

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran nach dem Blotten mit PonceauS-
Losung gefirbt und anschlieBend in PBS entfirbt. Uber Nacht wurde mit 5% (w/v)
fettfreiem Milchpulver in TBST (50 mM Tris, 150 mM, 0,1 % Tween 20, pH = 7.5) bei

4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
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Tab. 10: Puffer fiir Semi-Dry-Blotting.

Anode 1 Anode 2 Kathode
Tris 300 mM 25 mM 25 mM
Methanol (p.a.) 10 % 10 % 10 %
Glycin -—- --- 40 mM
pH* 10,4 10,4 9,4
* mit HCI eingestellt
Kathode
P
P Gel
________ ———  Membran
T  Anode 2
\ Anode 1

Abb. 18: Schematischer Aufbau fiir das Semi-Dry-Blotting.

Cx43/ 3-Tubulin:

Am néchsten Tag wurde die Membran zundchst 1 h mit dem Primérantikorper inkubiert,

danach 1,5h mit TBST (ca. 5-6 Mal TBST-Wechsel) gewaschen, 1 h mit HRP-

gekoppeltem Sekundirantikdrper inkubiert und wie nach Primédrantikorper-Inkubation

gewaschen.

Verwendete Primérantikorper:

- Anti-a-Cx43 (Kaninchen), 1:1000 in TBST (1 % Milchpulver), Sigma

- Anti-B-Tubulin (Maus), 1:500 in TBST (1 % Milchpulver), Santa Cruz
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Verwendete Sekundirantikorper:

- HRP-konjugiertes IgG, Ziege-anti-Kaninchen, 1:10000 in TBST (1 % Milchpulver),
Pierce

- HRP-konjugiertes 1gG, Ziege-anti-Maus, 1:10000 in TBST (1 % Milchpulver),

Pierce

Die Detektion wurde mit einem Chemilumineszenz-Kit (SuperSignal West Femto, Pierce,
Biotechnology) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Luminol- und Verstirker-Losung im
Verhéltnis 1:1 miteinander gemischt und die in Plastikfolie eingeschweiflite Membran
5—10min damit inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran je nach Signalstirke
0,5—-5min in einer lichtundurchldssigen Kassette auf einen BioMax Film (Kodak)

exponiert und das Signal mit Entwickler- und Fixierer-Losung (Adefo) entwickelt.

2.2.7 Bestimmung von Carotinoidgehalten in Zelllysaten und
—uberstanden mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie
(HPLC)

2.2.7.1 Probenaufarbeitung der Zelllysate und —iiberstinde

Fiir die Quantifizierung der Carotinoidgehalte im Mediumiiberstand und in den Zelllysaten

wurde nach den entsprechenden Inkubationszeiten der Mediumiiberstand abpipettiert (2 ml)

und die Zellen mit kaltem PBS zweimal gewaschen. AnschlieBend wurden auf die Zellen

300 pl bidestilliertes Wasser pipettiert. Nach einer Schwellzeit von 15 min auf Eis wurden

die Zellen abgeschabt und bei -28 °C gelagert.

Alle Arbeiten fiir die HPLC-Analysen wurden im abgedunkelten Raum und mit
lichtundurchldssigen Gefden durchgefiihrt, um Substanzverluste und Analysen-

verzerrungen durch ungewollte Reaktionen zu verhindern.

Nach dem Auftauen wurden die Proben 10s mit Ultraschall behandelt und 150 pl
Mediumiiberstand bzw. —lysat zur Carotinoidextraktion eingesetzt. Als interner Standard
(IS) wurde B-apo-8’-Carotenal verwendet. 1 ml Puffer (KH,PO4 2 mM, K;HPO4 2 mM,
EDTA 0,7 M), 20 ul IS und 150 pul Probe wurden in ein Plastikzentrifugenréhrchen
pipettiert. Proteine wurden durch Zugabe von 1 ml Ethanol und anschlieBendem Schiitteln
ausgefillt. Danach wurden 6 ml Extraktionsmittel (n-Hexan/ Dichlormethan 6:1, 0,01 %
BHT) =zugefiigt und nach maschinellem Schiitteln (1 min, Vortexer), Ultraschall-

Behandlung (5 min) und erneutem Schiitteln (0,5 min, Vortexer) alle lipophilen Substanzen
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aus der wissrigen Phase extrahiert. Nach anschlieBendem Zentrifugieren (10 min,
5000 U/ min) wurden 5 ml der organischen Phase abpipettiert und unter Stickstoff
eingedampft. Dann wurde mit ca. 1 ml Diethylether die RShrchenwand gespiilt, um
Carotinoidreste von der Rdohrchenwand zu 16sen. AnschlieBend wurde erneut unter

Stickstoff eingedampft.

Fiir die HPLC-Messungen wurde die Trockne mit 20 pl Dichlormethan vorgeldst und in
200 pl Laufmittel (s. 2.2.7.2.) aufgenommen.

2.2.7.2 HPLC

Die HPLC-Messung und —Auswertung wurde an einer HPLC-Anlage von Merck Hitachi
(s.2.1.1.) und mit der Software HPLC System Manager (Merck Hitachi, s.2.1.2.)
durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte isokratisch auf einer pKb-100-Sdule von Supelco
(250 x 4,6 mm, 5 uM PartikelgroBe) in einem Laufmittelgemisch aus Methanol/ Acetonitril/
Dichlormethan (540/ 440/ 20) (v/v/v). Astaxanthin und Canthaxanthin wurden bei einer
Wellenlinge von 470 nm im UV/ VIS-Detektor erfaBBt. Es wurden jeweils 50 pl der

aufgearbeiteten Probe mit einem Autosampler injiziert.

2.2.8 Bestrahlung von Zellen mit UVA-Strahlung

Zellen (HdF) wurden nach Vorinkubation mit Carotinoiden (24 h, 72 h) einmal mit Hanks-
Puffer (Sigma) gewaschen und in 0,5 ml Hanks-Puffer mit einer UV A-Lampe (Waldmann)
bestrahlt. Die Bestrahlungsdosis betrug 5 J/ cm?, 10 J/ cm® bzw. 15 J/ cm?). Die fiir die
jeweilige Dosis erforderliche Bestrahlungsdauer wurde zuvor durch Messung der Intensitét
der Lampe anhand des zur Lampe gehdrenden Densitometers ermittelt.

Nach der Bestrahlung wurden 2 ml Medium (ohne Phenolrot, FCS-Gehalt entsprechend den
Vorinkubationsbedingungen 3 %) zugegeben und die Zellen sofort in den Inkubator gestellt.
Nach definierten Zeitintervallen wurde die ZZK bestimmt und wurden Lysate fiir die

Western Blot Analyse von Cx43 (s. 2.2.6.1) hergestellt.
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Abb. 19:  Exemplarisches HPLC-Chromatogramm. Astaxanthin 10 uM, Zelllysat.
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3 Ergebnisse

In epidemiologischen Studien wurde eine positive Korrelation zwischen einer obst- und
gemiisereichen Erndhrung und krankheitspraventiven bzw. gesundheitsfordernden
Wirkungen gefunden [Mayne 1996, Chylack 2002, Miller 2002, Schalch 1992, Mares-
Perlman 2002, Mozaffarieh 2003, Gann 1999, Halsted 2003]. U.a. wird angenommen, daf}
die Mikronihrstoffklasse der Carotinoide fiir diese Effekte verantwortlich ist. Carotinoide
besitzen antioxidative Eigenschaften. Sie fangen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ab und
verhindern dadurch oxidative Schiden in Zellen. Thre protektiven Effekte werden neben der
antioxidativen Wirkung auch nicht-antioxidativen Eigenschaften (z.B. EinfluBl auf Zell-
Zell-Kommunikation) zugeschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst ein breites
Spektrum an Carotinoiden hinsichtlich ihres Potentials, die ZZK zu beeinflussen,
untersucht. Hierdurch sollten ndhere Informationen iiber die in vielen Obst-, Gemiisearten
und verarbeiteten Lebensmitteln vorkommenden Carotinoide und ihre moglichen Effekte

auf zelluldrer Ebene gewonnen werden.

3.1 EinfluB von Carotinoiden auf die Zell-Zell-Kommunikation
uber Gap Junctions in Zellkultur

Bisherige Zellkulturstudien, z.B. in Mausfibroblasten (C3H/10T1/2 Zellen) und
Rattenleberepithelzellen (WB-F344), konnten stimulatorische Effekte einiger Carotinoide
auf die ZZK nachweisen [Aust 2003, Stahl 1997, Bertram 1993, Zhang 1991].

In diesen Studien wurden Inkubationszeiten von 1-15 Tagen und Carotinoid-
Konzentrationen von 1-10 uM untersucht. In Anlehnung daran wurden fiir die Experimente
zur Wirkung von Carotinoiden auf die ZZK Zellen mit Carotinoid-Konzentrationen von

1 uM und 10 uM 0-24 h bzw. 0-72 h inkubiert.

3.1.1 EinfluR von Carotinoiden auf die ZZK in WB-F344 (Rattenleber-
epithelzellen)

Als Zell-Modell-System wurden WB-F344 Zellen (Rattenleberepithelzellen) gewéhlt, da sie

sich in einigen Studien als geeignetes Modellsystem fiir ZZK-Experimente erwiesen hatten
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[Aust 2003, Ale-Agha 2002]. Sie besitzen eine relativ hohe Basalkommunikation
(Mittelwert + SD: 15,5 + 6,7)'°, so daB sowohl inhibitorische als auch stimulatorische
Effekte auf die ZZK gut nachgewiesen werden konnen. WB-F344 ist eine diploide,
hepatische epitheliale Zellinie, die aus der Leber einer erwachsenen ménnlichen Fischer-
344-Ratte gewonnen wurde und phéinotypisch Ovalzellen aus der Leber am néchsten steht
[Tsao 1984]. Ihre Generationszeit hiingt von der Passagenzahl ab und liegt bei 20 — 23 h fiir
Passagen kurz nach der Isolation und 12,5 h nach langerem Kultivieren. Diese Zellinie 14sst
sich im Allgemeinen sehr gut kultivieren und eignet sich aufgrund ihrer relativ kurzen
Generationszeit gut flir zeitnahe Laborexperimente. Ein zusitzlicher Vorteil ist ihre
unbegrenzte Lebensdauer im Vergleich zu Primérzellen, die meist nur wenige Male
passagiert werden konnen und bei denen donorspezifische Parameter beriicksichtigt werden

miissen.

Die Gruppe der zu untersuchenden Carotinoide setzte sich zusammen aus B-Carotin,

Lycopin, Zeaxanthin, Lutein, Canthaxanthin, Astaxanthin, cis- und trans-Phytoen.

Die Auswahl dieser Carotinoide fuBte auf unterschiedlichen Uberlegungen: zum einen
sollte ein GroBteil der Hauptcarotinoide der menschlichen Ernédhrung (a-Carotin, 3-Carotin,
(3-Cryptoxanthin, Lycopin, Zeaxanthin, Lutein), zum anderen die Hauptcarotinoide im
Humanserum (o-Carotin, B-Carotin, Lycopin, Zeaxanthin/Lutein) [Sowell 1994]
berticksichtigt werden. Dariiber hinaus sind diese Carotinoide interessant wegen ihrer
antioxidativen Eigenschaften [Stahl 2003, Yousry 2000, Beutner 2001, Mortensen 1997, El-
Agamey 2004].

3.1.1.1 Messung der Zell-Zell-Kommunikation in WB-F344 im
Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay
Die WB-F344 Zellen wurden mit den jeweiligen Inkubationsmedien (Kontrolle 0,1 % THF,
Carotinoide 1 bzw. 10 uM) iiber einen Zeitraum von 0 - 24 h bzw. 0 - 72 h behandelt. Der
EinfluB der ausgewihlten Carotinoide (B-Carotin, Lycopin, Zeaxanthin, Lutein,
Canthaxanthin, Astaxanthin, cis- und trans-Phytoen) auf die ZZK in WB-F344 Zellen
wurde im Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay (s. 2.2.3) bestimmt. Hierbei handelt es sich
um eine semi-quantitative Methode zur Bestimmung der ZZK. Die Anzahl
kommunizierender Zellen wurde 1 min nach der Injektion des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer

Yellow in eine ausgewihlte Zielzelle ausgezédhlt (Abb. 20, s.a. 2.2.3.). In Abb. 20 sind

' Eigene Messung.
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Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen als Beispiele fir die Messung der ZZK im
Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay dargestellt. Bild A zeigt den Kontrollwert der ZZK in
WB-F344 Zellen. Diese sind mit 0,1 % des Carotinoid-Solvens Tetrahydrofuran (THF)
behandelt. Diese THF-Konzentration zeigt keinerlei Auswirkungen auf die ZZK
(Basalwerte nicht dargestellt; entsprechen der hier gezeigten Kontrolle). In Bild B und C ist
eine Stimulation der ZZK, in Bild D eine Inhibierung der ZZK abgebildet. Bei den
kommunizierenden Zellen werden primire und sekundire kommunizierende Zellen
unterschieden. Der Fluoreszenzfarbstoff wird direkt von der injizierten Zelle iiber Gap
Junctions zu einer Nachbarzelle, der primdren kommunizierenden Zelle, weitergegeben.
Diese gibt den Fluoreszenzfarbstoff iiber die Gap Junctions an sekunddre kommunizierende
Zellen weiter. Sekundidre kommunizierende Zellen haben keinen direkten physikalischen
Kontakt zu der injizierten Zelle. Sie nehmen den Fluoreszenfarbstoff durch die
Kommunikation mit primdren kommunizierenden Zellen auf. Insbesondere in Bild B und C

(Stimulation der ZZK) in Abb. 20 sind sekundidre kommunizierende Zellen gut zu erkennen.

Sekundare
kommunizierende
Zellen

g

3

Primare
kommunizierende
Zellen

Abb. 20:  Beispiel fiir Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay.
72 h Inkubation (1 uM):

A Kontrolle (0,1 % THF) B f(-Carotin (Stimulation)
C Zeaxanthin (Stimulation) D Astaxanthin (Inhibierung)
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Die ZZK-Daten sind generell in Prozent des jeweiligen Kontrollwertes angegeben. Der
absolute ZZK-Wert der Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Im Mittel wurde eine

absolute ZZK von 15,5 + 6,7 kommunizierenden Zellen in WB-F344 Zellen gemessen.

Fiir die bereits in Zellkultursystemen untersuchten Carotinoide Lycopin, B-Carotin und
Canthaxanthin wurde ein stimulatorischer Effekt auf die ZZK in WB-F344 Zellen
beobachtet (Tab. 11, Nr. 1, 2, 4 und Abb. 21). Dies steht in Einklang mit den Literaturdaten.
Canthaxanthin und Lycopin stimulierten die ZZK in beiden getesteten Konzentrationen
(1 und 10 uM) sowohl nach 24 h als auch nach 72 h. Allerdings zeigten sich im Detail
Unterschiede: im Falle von Canthaxanthin konnte unabhéngig von der Konzentration eine
Zunahme der Stimulation von der 24 h-Inkubation hin zur 72 h-Inkubation beobachtet
werden. Lycopin hingegen zeigte dieses Verhalten nur bei einer Konzentration von 10 pM.
1 uM Lycopin stimulierte zwar generell nach beiden Inkubationszeiten. Allerdings fiihrte
eine ldngere Behandlung (72 h) mit 1 uM Lycopin einer niedrigeren Stimulation der ZZK
(119 % des Kontrollwertes) als nach einer 24-stiindigen Behandlung (132 % des
Kontrollwertes). Dieser Effekt ist durch den semi-quantitativen Charakter der Methode
erkldrbar und dndert nichts an dem allgemeinen Trend der Stimulation der ZZK in WB-
F344 Zellen durch Lycopin. Canthaxanthin und Lycopin stimulierten die ZZK maximal auf

ca. 150 % des Kontrollwertes.

10 uM B-Carotin fiihrten nach 24 h und 72 h zu einer Stimulation der ZZK, wobei die
stimulatorische Wirkung von B-Carotin nach 72 h ca. dreimal stirker war. 1 uM B-Carotin
hatte keinen Einflu} auf die ZZK nach einer 24 h-Inkubation. Nach 72 h dagegen erhohte B3-
Carotin die ZZK auf 206 % des Kontrollwertes.

Die Inkubation mit den iibrigen Carotinoiden fiihrte mit Ausnahme von Zeaxanthin (1 pM,
72 h) zu keiner nennenswerten Erhohung der ZZK. Vielmehr wurden fiir Lutein (10 pM,
72 h) und cis-Phytoen (1 uM, 24 h; 10 uM, 72 h) ein statistisch signifikant erniedrigter
Z7ZK-Wert gemessen. Fiir die cis/ trans-Isomeren des Phytoen konnte keine einheitliche
Wirkweise festgestellt werden. Einzig erkennbarer Trend war, daf3 eine ldngere Inkubation
(72 h) mit der hoheren Konzentration (10 uM) von cis- bzw. trans-Phytoen zu einer
erniedrigten ZZK fiihrte. Fiir 10 uM cis-Phytoen war die Abschwichung der ZZK nach
einer 72 h-Inkubation statistisch signifikant.

Vollig unerwartet fiel Astaxanthin (s. Tab. 11, Nr.3, Abb.21) aus dem Rahmen der

bisherigen Ergebnisse: Astaxanthin wirkte dosis- und zeitabhdngig als duBerst starker

59



3 Ergebnisse

Inhibitor der ZZK in WB-F344. Die inhibierende Wirkung betrug je nach Dosis und Zeit ca.
30 - 90 %. Im Falle der Inkubation mit 10 pM Astaxanthin zeigte sich der gleiche Effekt

wie mit 1 uM Lycopin (s.0.): der durch das Carotinoid verursachte Effekt schwiéchte bei

lingeren Inkubationszeiten ab. Wurde nach 24 h eine liber 90 % ige Hemmung der ZZK

beobachtet, so waren es nach 72 h lediglich ca. 80 %.

Tab. 11: Einflufs von Carotinoiden auf die ZZK in WB-F344 Zellen. 24 h und 72 h

Inkubation. Absolute ZZK der Kontrolle (0,1 % THF im Inkubationsmedium) im

Mittel: 17,4+ 7,2 (1 uM, 24 h), 18,5+ 7,9 (10 uM, 24 h), 12,6 + 6,3 (1 uM, 72 h),
13,5+5,5 (10 uM, 72 h) kommunizierende Zellen.

Mittelwert % + SD %

Carotinoid 24 h 72 h
1 uM 10 uM 1 uM 10 uM

1. | Lycopin 131,6 +40,4 *** | 119,4+49,8 * 120,4 £ 68,2 - 152,4+52,0 ***
2. | B-Carotin 96,9 +47,6 - 121,7 £ 41,6 ** 1 206,0+752 *** | 169,0+620 ***
3. | Astaxanthin 76,0 + 36,6 > 7,5+11,5 ok 31,4+ 32,0 ok 17,0 £ 27,0 ok
4. | Canthaxanthin 141,2+57,2 ** | 132,6+450 *** | 150,7+656 *** | 140,7+57,2 ***
5. | Zeaxanthin 86,7 41,6 - 88,5+40,0 - 154,7 + 67,8 *** 96,4+72,8 -
6. | Lutein 109,1 £ 37,0 - 89,4 + 31,8 - 108,7 £ 57,7 - 70,3+ 39,4 e
7. | cis-Phytoen 77,3+£54,5 * 106,3 £ 44,3 - 104,8 £ 63,4 - 87,8+37,8 *
8. | trans-Phytoen 92,0 £45,3 - 95,9 + 36,8 - 101,4 + 46,5 B 79,0 + 40,3 B
p

*

<0,05, **p < 0,005, *** p < 0,0005.
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A: 24 h-Inkubation
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Abb. 21:  Einfluf von Carotinoiden auf die ZZK in WB-F344 Zellen. Inkubation mit 1 uM

bzw. 10 uM des jeweiligen Carotinoids. A 24 h, B 72 h. Kontrolle: 0,1 % THF
im Inkubationsmedium. ZZK gemessen im Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay.
*p <0,05 **p < 0,005 **¥*p < 0,0005.

61



3 Ergebnisse

3.1.1.2 Effekte von Carotinoiden auf die Zellvitalitat von WB-F344

Im Kommunikationsassay hatten einige Carotinoide (Lutein, cis-Phytoen, Astaxanthin)
hemmende Effekte auf die ZZK in WB-F344 Zellen gezeigt. Insbesonders bei Astaxanthin
war eine sehr starke inhibierende Wirkung festgestellt worden. Diese Resultate wurden in
einem Zellvitalititsassay (MTT-Test, s. 2.2.2) ndher untersucht, um toxische Effekte als

Ursache fiir die Inhibierung auszuschliefen.

Die Zellen wurden hierfiir auf 24-Kammer-Kulturschalen ausgesét und die Behandlung mit

den Carotinoiden analog zu den Kommunikations-Experimenten durchgefiihrt.

Die verwendeten Konzentrationen der jeweiligen Carotinoide flihrten, mit Ausnahme des
Canthaxanthins, innerhalb des untersuchten Behandlungszeitraums zu keinen toxischen

Wirkungen (Tab. 12). Schwankungen um = 30 % sind zellsystembedingt.

Tab. 12: Zellvitalitidt (MTT-Assay) von WB-F344 Zellen nach Behandlung mit
Carotinoiden. 24 h und 72 h Inkubation. Kontrolle 0,1 % THF im
Inkubationsmedium. Daten angegeben als (Mittelwert = SD) in % der

Kontrolle.
Mittelwert % £ SD %
24 h 72 h
1 uM 10 uM 1 uM 10 uM
1. R-Carotin 90,0 + 23,3 96,2+5,2 127,4 + 16,2 111,71+ 9,6
2. Lycopin 87,3+18,2 83,4172 79,8+ 10,8 79,4 + 26,0
3. Canthaxanthin 51,4+ 6,1 60,2 + 20,5 43,2+17,7 66,9 + 15,8
4. Lutein 141,5+9,2 163,1+9,0 157,8 £ 9,1 123,17+ 11,5
5. Zeaxanthin 94,8+ 18,4 93,8+ 20,8 110,9+ 10,9 110,7 £20,2
6. cis-Phytoen 87,3+12,7 86,8 + 15,3 105,9 + 14,2 105,3+ 17,3
7. trans-Phytoen 91,3+22.2 88,3+5,7 110,8 £ 25,7 107,2+ 5,7
8. Astaxanthin 117,9 +17,9 151,2+ 255 158,5 + 54,6 825+114

In Astaxanthin und Lutein behandelten Zellen wurde bei 10 uM nach 24 h und bei 1 uM
nach 72 h eine im Vergleich zur Kontrolle um iiber 50 % erhohte Zellvitalitit gemessen.
Dies bedeutet, daB die Aktivitit der Succinat-Dehydrogenase, die in diesem
Zellvitalititstest als MaB fiir die Zellvitalitdt dient, im Vergleich zu der Aktivitdt in den

Kontrollzellen um 50 % erhoht war.
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Auffillig sind die Ergebnisse flir Canthaxanthin: Trotz der ausgesprochen stimulatorischen
Wirkung auf die ZZK in WB-F344 Zellen erniedrigte Canthaxanthin die Zellvitalitit der
WB-F344 Zellen in den untersuchten Konzentrationen (1 pM, 10 uM) sowohl nach 24 h als
auch nach 72 h um ca. 40 - 60 %.

3.1.1.3 Einflufl von Carotinoiden auf Transport, Zusammenlagerung und
subzellulare Lokalisation des Kanalproteins Connexin43 in
WB-F344

Im Kommunikationsassay zeigte sich eine unterschiedliche Wirkung von Carotinoiden auf

die ZZK iiber Gap Junctions in WB-F344 Zellen. Als nichstes stellte sich die Frage, iiber

welche Mechanismen diese Verdnderungen in der ZZK bewirkt werden.

Gap Junctions (GJs) sind aufgebaut aus Proteinen der Connexin-Familie. Das
Hauptconnexin in WB-F344 Zellen ist Connexin43 (Cx43). Eine Beeinflussung des
Transports des Kanalproteins Cx43 vom Syntheseort (endoplasmatisches Reticulum) zur
Zellmembran, seiner dortigen Zusammenlagerung zu Halbkandlen und somit seiner
subzelluldren Lokalisation kann zu einer verdnderten ZZK fithren [Lampe 2000, Ale-Agha
2002] (s.a. 1.2.1.). Auch kann eine Stabilisierung der mRNA die ZZK erhdhen [Clairmont
1997, Saez 2003].

In Abb. 23 - 26 sind die Cx43-Verteilung (griin) und die Zellkerne (rot) in WB-F344 Zellen
nach Behandlung mit Carotinoiden abgebildet (s. Abb. 22). Die Zellen wurden auf
Glasplattchen kultiviert, analog zu den ZZK-Experimenten in 3.1.1.1 behandelt und
anschlieBend Cx43 und der Nucleus wie in 2.2.4 beschrieben immunohistochemisch
lokalisiert. Die Auswertung der immunohistochemischen Aufnahmen erfolgte semi-

quantitativ. Eine Differenzierung ist nur bedingt moglich.

Die immunohistochemische Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von Cx43 in
WB-F344 Zellen nach einer Behandlung mit Carotinoiden lie unterschiedliche Effekte der
Carotinoide auf das Kanalprotein erkennen, die jedoch nur teilweise die Wirkungen der
Carotinoide auf die ZZK erkldren konnen. In Abb. 23 - 26 ist beispielhaft die subzellulire
Lokalisation von Cx43 nach der Behandlung mit 1 uM bzw. 10 uM Carotinoid fiir einen
Inkubationszeitraum von 24 — 72 h dargestellt. Die abgebildeten immunohistochemischen
Aufnahmen zeigen die Verteilung von Cx43 in WB-F344 Zellen nach Behandlung mit
Carotinoiden. Auch wenn im Kommunikationsassay einige Carotinoide inhibitorisch

wirkten, konnte fiir keines dieser Carotinoide eine komplette Delokalisation von Cx43 von
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der Membran ins Cytosol festgestellt werden wie es fiir den auf die ZZK von WB-F344
Zellen inhibitorisch wirkenden Tumorpromotor TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate) bekannt ist [Ale-Agha 2002]. Es sind auf allen Aufnahmen — wenn auch in
unterschiedlichem Ausmal} - Cx43-GlJs in der Zellmembran zu erkennen. D.h., GJs sind in
der Membran vorhanden, aber ihre Menge variiert. Die Cx43-Menge, gleichbedeutend mit
der Anzahl und GroBe der GJ-Plaques, kann, wie auch die Cx43-Lokalisation, die ZZK

beeinflussen.

Nach Inkubation mit einigen Carotinoiden wurde auf den Aufnahmen eine erhdhte
Connexinmenge beobachtet. Die immunohistochemischen Aufnahmen zeigten
beispielsweise nach einer Behandlung mit Canthaxanthin (Nr.4 in Abb. 23 - 26) eine
erhohte Cx43-Menge. Es sind mehr GJs vorhanden und im Schnitt sind die GJ-Plaques
groBer als bei den Kontrollzellen (Nr. 1 in Abb. 23 - 26). Gleiches 1d6t sich auch fiir
B-Carotin feststellen (Nr. 2 in Abb. 23 - 26). Astaxanthin verursacht keine Delokalisation
des Kanalproteins Cx43 und die Menge an eingelagertem Connexin entspricht der in den

Kontrollzellen.

V' Connexin 43

Abb. 22:  Beispiel fiir die Lokalisation von Cx43 in
WB-F344 Zellen. Immunohistochemische
Detektion von Cx43 (griin) und des Nucleus

(rot).
: Pl
Nuqleus
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1uM, 24 h

Abb. 23:  Einflufs von Carotinoiden auf die subzellulire Lokalisation von Cx43. 24 h
Inkubation mit 1 uM des jeweiligen Carotinoids.

1 Kontrolle: 0,1 % THF 6 Zeaxanthin

2 f-Carotin 7 cis-Phytoen
3 Lycopin 8 trans-Phytoen
4 Canthaxanthin 9 Astaxanthin
5 Lutein
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10 uM, 24 h

Abb. 24:  Einflufs von Carotinoiden auf die subzellulire Lokalisation von Cx43. 24 h
Inkubation mit 10 uM des jeweiligen Carotinoids.

1 Kontrolle: 0,1 % THF 6 Zeaxanthin

2 f-Carotin 7 cis-Phytoen
3 Lycopin 8 trans-Phytoen
4 Canthaxanthin 9 Astaxanthin
5 Lutein
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1uM, 72 h

Abb. 25:  Einflufs von Carotinoiden auf die subzellulire Lokalisation von Cx43. 72 h
Inkubation mit 1 uM des jeweiligen Carotinoids.

1 Kontrolle: 0,1 % THF 6 Zeaxanthin

2 p-Carotin 7 cis-Phytoen
3 Lycopin 8 trans-Phytoen
4 Canthaxanthin 9 Astaxanthin
5 Lutein
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10 pM, 72 h

Abb. 26:  Einflufs von Carotinoiden auf die subzellulire Lokalisation von Cx43. 72 h
Inkubation mit 10 uM des jeweiligen Carotinoids.

1 Kontrolle: 0,1 % THF 6 Zeaxanthin

2 p-Carotin 7 cis-Phytoen
3 Lycopin 8 trans-Phytoen
4 Canthaxanthin 9 Astaxanthin
5 Lutein

68



3 Ergebnisse

3.1.2 Vergleich des Effekts von Astaxanthin von zwei unterschied-
lichen Herstellern auf die Zell-Zell-Kommunikation in WB-F344
und humanen Hautfibroblasten

Astaxanthin hatte sich im Kommunikationsassay als starker Inhibitor der ZZK

herausgestellt und zeigte damit eine vollig unerwartete und von den anderen Carotinoiden

abweichende Wirkung auf die ZZK in WB-F344. Bis dato sind Carotinoide als

Stimulatoren der ZZK bekannt gewesen. Daher wurde der Effekt von Astaxanthin auf die

77K niher untersucht.
Zunichst waren insbesondere zwei Fragestellungen von Interesse:

1. Sind die in den ersten ZZK-Studien erhaltenen Daten iiber die Wirkung von
Astaxanthin auf die ZZK in WB-F344 reprédsentativ und tatsdchlich Astaxanthin
zuzuschreiben? Oder sind sie eventuell durch Nebenprodukte der industriellen

Synthese bedingt?

2. Ist die beobachtete inhibitorische Wirkung von Astaxanthin auf die ZZK auf das
verwendete Zellsystem der WB-F344 begrenzt?

Zur Kldrung dieser Fragen wurde Astaxanthin von einem weiteren Hersteller bezogen und
ebenfalls in WB-F344 getestet. Die ersten Versuche waren mit Astaxanthin von BASF
(Ludwigshafen) durchgefiihrt worden. Nun wurde Astaxanthin von SIGMA (Deideshofen)
verwendet. Zusétzlich wurden die Daten zur ZZK fiir Astaxanthin beider Hersteller (BASF,
SIGMA) auch in humanen Hautfibroblasten (HdF) erhoben. Damit sollte zum einen die
Wirkung von Astaxanthin prinzipiell in einem anderen Zelltyp untersucht werden. Zum

anderen stand damit ein humanes Zellsystem zur Verfligung.

Die Versuchsbedingungen orientierten sich an denen der Carotinoid-Versuche in WB-F344
Zellen (s. 3.1.1.1): Zellen wurden mit Astaxanthin (BASF, SIGMA) in einer Konzentration
von 1 uM und 10 uM iiber einen Zeitraum von 24 h bzw. 72 h inkubiert. 1 uM

Canthaxanthin wurde als Positivkontrolle verwendet.

Vor den ZZK-Experimenten wurde das Astaxanthin beider Hersteller photometrisch
vermessen und verglichen (Abb.27). Es konnten keine Unterschiede im
Absorptionsverhalten innerhalb eines Wellenldngenbereichs von 200-650 nm festgestellt

werden.
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In den durchgefiihrten Experimenten wurden vier verschiedene Ansétze untersucht:

1. Astaxanthin unterschiedlicher Hersteller (BASF, SIGMA),
2. Astaxanthin-Konzentration (1 uM, 10 uM),

3. die Inkubationszeit (24 h, 72 h),

4. Zelltyp (WB-F344, HdF).

Die Resultate (Abb. 28, Abb. 29, Tab. 13) der Experimente lieferten eindeutige Antworten

auf die Fragestellungen (s.0.):

Bzgl. des Zellsystems zeigten die Daten, daBl Astaxanthin unabhéngig von den hier
verwendeten Zelltypen (WB-F344, HdF) in Abhéngigkeit von der Konzentration die ZZK
hemmte. Je hoher die Konzentration von Astaxanthin, desto stirker die Hemmung der ZZK.
Astaxanthin unterschiedlicher Hersteller (BASF, SIGMA) zeigte keinen starken
Unterschied in der Wirkung auf die ZZK. Astaxanthin von BASF hemmte im Vergleich zu
Astaxanthin von SIGMA in WB-F344 die ZZK etwas weniger stark, ebenso in HdF bei

einer Konzentration von 10 uM. Der umgekehrte Fall wurde in HdF bei einer
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Konzentration von 1 pM Astaxanthin beobachtet: Astaxanthin von BASF verursachte eine
stirkere Hemmung als Astaxanthin von SIGMA. Ausschlaggebend ist aber die
grundsétzlich beobachtete Wirkung von Astaxanthin beider Hersteller: beide verwendeten
Substanzen fithren dosisabhéngig zu einer ausgepragten Hemmung der ZZK sowohl in WB-

F344 als auch in HdF.

Tab. 13: Einflufy von Astaxanthin unterschiedlicher Hersteller
auf die ZZK in WB-F344 bzw. HdF. 24 h und 72 h
Inkubation. ZZK angegeben als Mittelwert % =+
SD %. Absolute ZZK der Kontrolle (0,1 % THF):

s.u., n=4(WB-F344), n = 6 (HdF). * p < 0,05.

24 h'
WB-F344 HdF
BASF-Astaxanthin 1 uM 48,0+34,8* 15,56+229*
BASF-Astaxanthin 10 pM 48+121* 24+50*
SIGMA-Astaxanthin 1 pM 28,5+30,7* 234+310*
SIGMA-Astaxanthin 10 uM 1,034~ 1,2+3,3*
Canthaxanthin 1 yM 121,0+ 33,3 * 131,3+58,8 *
72 h’
WB-F344 HdF
BASF-Astaxanthin 1 uM 48,9+652* 16,4+20,2*
BASF-Astaxanthin 10 uM 1,8+4,7* 1,743~
SIGMA-Astaxanthin 1 pM 28,5+40,3* 40,4 +453*
SIGMA-Astaxanthin 10 uM 0,0+0,0* 1,0£3,1*
Canthaxanthin 1 yM 187,9+552* 127,4+424 *

! Kontrolle (0,1 % THF), ZZK absolut: 17,7 + 6,3 (WB-F344), 9,9 + 3,0 (HdF)

kommunizierende Zellen.

2 Kontrolle (0,1 % THF), ZZK absolut: 12,2 + 6,5 (WB-F344), 9,8 + 3,8 (HdF)

kommunizierende Zellen.
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Einfluf3 von Astaxanthin unterschiedlicher Hersteller (BASF, SIGMA) auf die
ZZK von WB-F344 Zellen und HdAF. 24 h Inkubation. Absolute ZZK der
Kontrolle betrdgt 17,7 £ 6,3 (WB-F344) bzw. 9,9 + 3,0 (HdF) kommunizierende
Zellen.

1 Kontrolle (0,1 % THF) 4 BASF-Astaxanthin 10 uM
2 Canthaxanthin 1 uM 5 SIGMA-Astaxanthin 1 uM
3 BASF-Astaxanthin 1 uM 6 SIGMA-Astaxanthin 10 uM

Die Inkubationszeit hatte keinen nennenswerten Einflufl auf die Wirkung von Astaxanthin

auf die ZZK. Die Hemmung der ZZK war nach einer 72-stiindigen Behandlung mit 10 uM

Astaxanthin unabhingig vom Hersteller in beiden Zelltypen am intensivsten. Nach einer

72 h-Inkubation von WB-F344 mit 1 pM Astaxanthin wurde die ZZK in gleichem Malle

gehemmt wie nach einer 24 h-Inkubation. Anders jedoch die Wirkung in HdF. SIGMA-

Astaxanthin fiel hier aus der Reihe: nach 24 h war die ZZK zu ca. 80 % gehemmt, nach

72 h jedoch nur noch zu ca. 60 %. Wie zuvor erwéhnt, setzte sich dieser Trend jedoch nicht

bei der hoheren Astaxanthin-Konzentration (10 uM) fort.
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Abb. 29:  Einflufs von Astaxanthin unterschiedlicher Hersteller (BASF, SIGMA) auf die
ZZK von WB-F344 Zellen und HdAF. 72 h Inkubation. Absolute ZZK der
Kontrolle betrdgt 12,2 + 6,5 (WB-F344) bzw. 9,8 + 3,8 (HdF) kommunizierende

Zellen.

1 Kontrolle (0,1 % THF) 4 BASF-Astaxanthin 10 uM
2 Canthaxanthin 1 uM 5 SIGMA-Astaxanthin 1 uM
3 BASF-Astaxanthin 1 uM 6 SIGMA-Astaxanthin 10 uM

3.1.3 Vergleich der Effekte der Xanthophylle Astaxanthin und
Canthaxanthin auf die Zell-Zell-Kommunikation in humanen

Hautfibroblasten
Astaxanthin und Canthaxanthin sind Xanthophylle, d.h. es handelt sich um Carotinoide mit
Sauerstoffatomen in ihrer Molekiilstruktur (s. 2.1.5.1). Astaxanthin unterscheidet sich von
Canthaxanthin lediglich durch eine zusitzliche Hydroxylgruppe im lononring in 3- bzw. 3’-
Position. In den ZZK-Studien in WB-F344 (3.1.1) zeigte sich, daB3 diese strukturell sehr
dhnlichen Molekiile sich vollig unterschiedlich hinsichtlich ihrer Wirkung auf die ZZK
verhielten: Astaxanthin hemmte, Canthaxanthin stimulierte die ZZK in WB-F344. Daher
wurde eine detailliertere Vergleichsstudie hinsichtlich der Wirkung von Astaxanthin und

Canthaxanthin auf die ZZK durchgefiihrt. In den Experimenten von 3.1.2 in HdF waren
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dhnliche Effekte fiir Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK beobachtet worden wie in
WB-F344. Als Zellsystem konnten daher auch HdF verwendet werden. Damit war es

moglich, Daten in einem humanen Zellsystem zu erheben.

Im Folgenden wurde zunichst die Dosisabhingigkeit der Effekte der beiden Xanthophylle
auf die ZZK in HdF detaillierter untersucht (Konzentrationsbereich 10® -10° M) (3.1.3.1).
Anschliefend sollte der mégliche Mechanismus, der diesen unterschiedlichen Wirkungen
auf die ZZK zugrunde liegt, erarbeitet werden. Hierfir wurden Experimente zur
subzelluldren Lokalisation, Expression und zum Phosphorylierungsstatus des Kanalproteins

Cx43 (3.1.3.2) durchgefiihrt.

3.1.3.1 Astaxanthin und Canthaxanthin wirken unterschiedlich auf die
Zell-Zell-Kommunikation in humanen Hautfibroblasten

Die in vorherigen Experimenten erkannte gegensitzliche Wirkung von Astaxanthin und

Canthaxanthin auf die ZZK in HdF bestitigte sich in den Untersuchungen zur Dosis- und

Zeitabhingigkeit dieser Effekte in HdF. Die Zellen wurden mit 10” -10”° M Astaxanthin

bzw. Canthaxanthin 24 — 72 h behandelt und die ZZK im Kommunikationsassay bestimmt

(Abb. 30).

Abb. 30: Beispiele fiir ZZK in HdF nach Behandlung mit:

A Kontrolle (0,1 % THF),
B Retinsdure 0,1 uM

C Canthaxanthin 10 uM,
D Astaxanthin 10 uM;

1 Fluoreszenzaufnahme der ZZK nach Injektion von Lucifer Yellow CH,
2 Kontrastaufnahme des Zellbereichs, in dem die injizierte Zelle lokalisiert ist.
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Als Positivkontrolle wurde Retinsdure in einer Konzentration von 0,1 pM verwendet. Sie
hatte sich in friiheren Studien als starker Stimulator der ZZK erwiesen [Carystinos 2001,

Bex 1995, Zhang 2002].

Canthaxanthin stimulierte zeitunabhingig iiber den gesamten getesteten Konzentrations-
bereich signifikant die ZZK (Abb. 31, Tab. 14). Die stimulatorische Wirkung nahm mit

hoéheren Konzentrationen zu.

Astaxanthin hingegen hemmte dosisabhingig, jedoch zeitunabhéngig im untersuchten
Zeitrahmen signifikant die ZZK ab einer Konzentration groBer als 10°M (Abb. 32,
Tab. 15). Bereits nach einer 72-stiindigen Behandlung mit 107 M Astaxanthin konnte eine
signifikante Hemmung der ZZK um ca. 30 % beobachtet werden, die sich auf einen
Maximalwert von ca. 98 % nach einer 24 - 72 h-Inkubation mit 10° M Astaxanthin erhShte.
10° M Astaxanthin fiihrte also unabhiingig von der Zeit zu einer fast vollstindigen
Inhibierung der ZZK in HdF. Konzentrationen, die unter 107 M lagen, zeigten keine

signifikante Wirkung auf die ZZK in HdF.

Tab. 14:  Einfluf3 von Canthaxanthin auf die ZZK in humanen
Hautfibroblasten. 24 h + 72 h Inkubation. Kontrolle
0,1 % THF im Inkubationsmedium: im Mittel 8,4 + 4,0
(24 h) bzw. 10,2 £ 3,2 (72 h) kommunizierende Zellen.
*p <0,05im Vergleich zur Kontrolle.

Substanz Mittelwert % + SD %
24 h 72 h
1. Kontrolle 100,0 £ 48,0 100,0 £ 31,5
2. Retinsaure 0,1 uM 163,1 £ 45,9 159,3 £+ 50,1
3. 10°M Canthaxanthin 132,7 £ 51,2 124,8 + 33,1
4. 10"®M Canthaxanthin 141,8 £ 52,1 117,0 £ 33,0
5. 10"M Canthaxanthin 126,1 £ 49,6 130,9+£41,0
6. 10°M Canthaxanthin 137,3 £ 55,1 142,8 £ 37,0
7. 10°M Canthaxanthin 165,9 £ 61,2 156,7 £ 55,4
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Abb. 31:
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Konzentrations- und Zeitabhdingigkeit des Effekts von Canthaxanthin auf die
ZZK von humanen Hautfibroblasten. Kontrolle 0,1 % THF, RS Retinsdure
0,1 uM, 10° - 10° uM Canthaxanthin. Absolute ZZK der Kontrolle betrigt 8,4
+ 4,0 (24 h) bzw. 10,2 = 3,2 (72 h) kommunizierende Zellen. * p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle.

Tab. 15:  Einfluf3 von Astaxanthin auf die ZZK in humanen Haut-

fibroblasten. 24 h + 72 h Inkubation.Kontrolle 0,1 %

THF im Inkubationsmedium: im Mittel 8,6 = 2,6 (24 h)

bzw. 7,9 £ 3,1 (72 h) kommunizierende Zellen.

*p < 0,05 05 im Vergleich zur Kontrolle.

Mittelwert % + SD %
Substanz
24 h 72 h

1. Kontrolle 100,0 £ 30,7 100,0 £ 38,7 -
2. Retinsaure 0,1 uyM 138,9 £ 43,2 163,5+£49,4 *
3. 10°M Astaxanthin 100,0 £45,0 115,0 £ 64,8 -
4. 10°®M Astaxanthin 110,5+ 55,4 107,6 £ 52,3 -
5. 10"'M Astaxanthin 99,8 + 55,2 68,6 £42,5 *
6. 10°M Astaxanthin 15,56+22,9 16,4 + 20,2 *
7. 10°M Astaxanthin 2,4+50 1,7+4,3 *
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Abb. 32: Konzentrations- und Zeitabhdngigkeit des Effekts von Astaxanthin auf die ZZK
von humanen Hautfibroblasten. Kontrolle 0,1 % THF, RS Retinsdure 0,1 uM,
10° — 107 uM Astaxanthin. Absolute ZZK der Kontrolle betrigt 8,6 + 2,6 (24 h)
bzw. 7,9 = 3,1 (72 h) kommunizierende Zellen. * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle.

3.1.3.2 Einfluf} von Astaxanthin und Canthaxanthin auf das Kanalprotein
Connexin43

Die Proteinkandle, liber die die ZZK erfolgt, sind in den hier verwendeten humanen

Hautfibroblasten (HdF) hauptsdchlich aus Connexin43 (Cx43) aufgebaut. Einfliisse auf

dieses Kanalprotein, beispielsweise auf

- seine Synthese
- seinen Transport vom Syntheseort zur Zellmembran
- seine Einlagerung in die Zellmembran und Zusammenlagerung zu Gap Junctions

- sowie auf seine Internalisierung und seinen Abbau

konnen zu Verdnderungen in der ZZK, sei es zu einer Zu- oder Abnahme, fiihren (s.a.

1.2.1.2 und 1.2.1.3).
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3.1.3.2.1 Einfluf auf die subzelluliire Lokalisation von Connexin43

Zunichst wurde in immunohistochemischen Experimenten geklért, ob Astaxanthin bzw.
Canthaxanthin die subzellulidre Lokalisation des Kanalproteins beeinflussen. In Abb. 33 und
34 sind die Cx43-Verteilung (griin) und die Zellkerne (rot) in HdF nach Behandlung mit
Canthaxanthin bzw. Astaxanthin abgebildet (s.a. Abb. 22). Die Zellen wurden auf
Glasplattchen kultiviert, analog zu den ZZK-Experimenten in 3.1.3.1 behandelt und
anschlieBend Cx43 und der Nucleus wie in 2.2.4 beschrieben immunohistochemisch

lokalisiert.

Es konnte weder fiir Canthaxanthin noch fiir Astaxanthin eine Wirkung auf die Cx43-
Lokalisation beobachtet werden. Cx43 ist auch nach der Behandlung mit diesen
Carotinoiden in den Zellmembranen der HAF lokalisiert. Trotz inhibierender Wirkung von
Astaxanthin auf die ZZK verursachte es im Gegensatz zum ZZK-Inhibitor TPA (Abb. 8)
keine Delokalisation von Cx43. Canthaxanthin behandelte Zellen wiesen jedoch eine
groBere Anzahl und zudem grofere Gap Junction Plaques in der Zellmembran auf,
insbesondere bei hoheren Konzentrationen und ldngerer Inkubationszeit (s. Bild Nr. 7 in
Abb. 34: 10 uM Canthaxanthin 72 h). Die Positivkontrolle Retinsdure fithrte zu einer
Erhohung der Cx43-Expression und in der Folge zu einer Zunahme an Cx43-Protein in der
Zellmembran. Auch im Zytosol von mit Retinsdure behandelten Zellen fand sich mehr
Cx43 (s. Bild Nr. 2 in Abb. 33). Sowohl fiir Canthaxanthin und Retinsdure 146t sich — wie
bereits in der Literatur in verschiedenen Zelltypen [Vine 2005, Zhang 1992 + 1995, Hossain
1989, Hanusch 1995, Clairmont 1997, Bex 1995, Tanmahasamut 2005] beschrieben — die
stimulatorische Wirkung auf die ZZK durch eine erhohte Cx43-Menge erkliren: mehr Cx43
in der Zellmembran fiihrt zur Bildung von mehr Zell-Zell-Kanilen, iiber die ZZK
stattfinden kann. Dadurch steigt die ZZK.

Die Aufnahmen zeigen, daB3 nach einer lingeren Inkubationszeit (72 h) mit Canthaxanthin
mehr Cx43 in die Zellmembran eingebaut ist als nach 24 h.
Zusammenfassend kann konstatiert werden:

1.  Astaxanthin fiihrt nicht zu einer Delokalisation von Cx43. Der Mechanismus der
inhibitorischen Wirkung 14Bt sich nicht durch eine Stérung im Cx43-Transport

oder in der Cx43-Zusammenlagerung in die Membran erkléren.
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2.  Canthaxanthin bewirkt eine Zunahme der Cx43-Menge in der Zellmembran und

stimuliert so die ZZK.

24 h - Inkubation

_cytoplasmatisches
« Connexind3 - ™Sy

. : /v' :
Connexin43

Nucleus

Abb. 33:  Subzellulire Lokalisation von Cx43 in humanen Hautfibroblasten nach 24 h-
Inkubation mit Canthaxanthin und Astaxanthin.

1 Kontrolle (0,1 % THF) 3 - 7 Canthaxanthin 10° M- 10 M
2 Retinsdure 0,1 uM 8 - 12 Astaxanthin 10° M —10° M
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72 h - Inkubation

Abb. 34:  Subzellulire Lokalisation von Cx43 in humanen Hautfibroblasten nach 72 h-
Inkubation mit Canthaxanthin und Astaxanthin.

1 Kontrolle (0,1 % THF) 3 - 7 Canthaxanthin 10° M- 10" M
2 Retinsdure 0,1 uM 8 - 12 Astaxanthin 10° M —10° M
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3.1.3.2.2 Einflufp auf die Expression und den Phosphorylierungsstatus von
Connexin43

Desweiteren wurde der EinfluB von Astaxanthin und Canthaxanthin auf den

Phosphorylierungsstatus von Cx43 untersucht. HdF wurden analog zu den ZZK-

Experimenten in 3.1.3.1 kultiviert und behandelt, Proteine elektrophoretisch aufgetrennt

und Cx43 sowie B-Tubulin als Ladungskontrolle im Western Blot bestimmt. Die in Abb. 36

dargestellten Blots sind repridsentativ; die Versuche wurden wenigstens dreimal mit

vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

Im Western Blot liefert Cx43 drei nahe beieinander liegende Banden, die die
unterschiedlichen Phosphorylierungszustinde des Phosphoproteins anzeigen (s. Abb. 35).,
PO représentiert den unphosphorylierten Zustand von Cx43 [Abdelmohsen 2005], P1 und
P2 sind Banden von Cx43 mit hoheren Phosphorylierungszustdnden. Die drei Banden im
Gel stehen flir Molekulargewichte von 43 kDa bis 46 kDa. Als Ladungskontrolle wurde B-
Tubulin detektiert, das aufgrund seines hoheren Molekulargewichts von 50 kDa langsamer
als Cx43 im Gel wandert und dessen Signal daher nicht mit dem des Cx43 iiberlappt. Es
konnte weder B-Actin noch GAPDH - zwei géngige Ladungskontrollen in der Western Blot
Analyse - als Ladungskontrolle verwendet werden, da ihr Signal aufgrund &hnlicher

Molekulargewichte mit dem des Cx43-Signals iiberlappt.

<« P2 unterschiedliche Phosphorylierungs-
<«— P1 zustande von Cx43 (> 43 kDa)

S < PO (43 kDa): unphosphoryliertes Cx43

Abb. 35:  Beispiel fiir Cx43-Muster im Westernblot. Cx43 aus HdF mit normaler ZZK
(funktionsfihige Kandle).
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Abb. 36:  Expression und Phosphorylierungsmuster von Cx43 in HdF nach Inkubation mit
Astaxanthin bzw. Canthaxanthin. Al: 24 h-Inkubation Astaxanthin, A2: 72 h-
Inkubation Astaxanthin, Bl: 24 h-Inkubation Canthaxanthin, B2: 72 h-
Inkubation Canthaxanthin.

K Kontrolle, RS Retinsiure 0,1 uM, 10° M—10° M Canthaxanthin bzw.
Astaxanthin.
PO, P1, P2 Phosphorylierungszustdnde von Cx43 (s. Abb. 35).

Die Western Blots (Abb. 36) zeigen deutlich, dal sich Astaxanthin und Canthaxanthin
grundsédtzlich verschieden auf die Expression und den Phosphorylierungszustand von Cx43
auswirken. Die Ergebnisse der Software (AIDA) unterstiitzten densitometrischen
Auswertung sind in Abb. 37 und 38 dargestellt. Sowohl Astaxanthin als auch Canthaxanthin
erhohen die Expression, d.h. die Gesamtmenge, an Cx43 in HAF nach einer 72-stiindigen
Inkubationszeit. Wéhrend allerdings Astaxanthin eine maximale Erhéhung der Gesamt-
Cx43-Menge auf das ca. 1,5fache des Kontrollwertes bewirkt, steigt diese in Gegenwart
von hoheren Konzentrationen Canthaxanthin auf den ca. 2,5fachen Wert an. 10°M

Canthaxanthin stimuliert die Expression von Cx43 wesentlich stirker als 107 M
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Canthaxanthin. 10 und 10° M Canthaxanthin sind am effektivsten und unterscheiden sich
nicht voneinander in ihrer Wirkung auf die Expression von Cx43. Die Erhéhung der
Expression durch Astaxanthin wird fast iiber den gesamten Konzentrationsbereich
beobachtet: schon bei 10® M ist die Gesamt-Cx43-Menge in HdF 1,5fach hoher als bei den

Kontrollzellen und stagniert um diesen Wert bei den hoheren Konzentrationen.

25
m Astaxanthin
0O Canthaxanthin ] —
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2
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Abb. 37:  Einflufs von Astaxanthin und Canthaxanthin auf die Expression von Cx43.

Gesamtmenge an Cx43 in Kontrollzellen (0,1 % THF) und in HdF, die mit 10 —
10 mol/ 1 Canthaxanthin bzw. Astaxanthin 72 h behandelt wurden. Werte sind
als Vielfaches der Kontrolle (K) angegeben. Alle Werte sind auf [3-Tubulin
normiert.

Das Phosphorylierungsmuster von Cx43 wird zeitunabhingig durch hdhere
Konzentrationen von Astaxanthin beeinfluBt (Abb. 38). Mit zunehmender Astaxanthin-
Konzentration wird die P2-Bande (hSher phosphorylierter Zustand des Cx43) immer
schwicher bis sie schlieBlich bei 10° M fast nicht mehr zu detektieren ist (Abb. 38). Invers
dazu ist die Beobachtung im Falle der P1-Bande. Sie wird mit zunehmender

Konzentrationen immer intensiver und ist nach einer 72-stiindigen Behandlung mit 10° M
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Astaxanthin fast 4,5fach stiarker als die P1-Bande der Kontrolle. Die Zunahme der P1-
Bande bzw. die Abnahme der P2-Bande ist nicht linear. Ab 10° M Astaxanthin steigt die
Intensitit der P1-Bande extrem an bzw. fillt die der P2-Bande stark ab.

Die Intensitdt der PO-Bande steigt in Anwesenheit von Astaxanthin unabhingig von der

jeweiligen Konzentration auf etwa das Doppelte der Kontrolle an.

700

oP0O oP1 mP2
600 - I

500 4 .
400 - . .
300 -

200 - .

100 4

K 10° 108 107 10 10°°

mol/l

Abb. 38:  Einfluf von Astaxanthin auf den Phosphorylierungszustand von Cx43.
Verdinderung der Intensitdt der drei Cx43-Banden PO, Pl und P2 im Western
Blot nach einer 72-stiindigen Behandlung mit 107 — 10” M Astaxanthin.

K Kontrolle. PO, Pl, P2 der Astaxanthin behandelten Proben sind auf die
jeweilige PO, PI, P2 der Kontrolle bezogen. Werte wurden auf die
Ladungskontrolle 3-Tubulin der Kontrolle normiert.

Die oben dargestellten Einfliisse einer 72 h-Inkubation mit Astaxanthin bzw. Canthaxanthin
auf die Expression und den Phosphorylierungszustand von Cx43 sind auch nach einer 24 h-
Inkubation zu beobachten (Abb. 36), wenngleich in geringerer Intensitét.

Aus den Daten 148t sich letztlich schlussfolgern,

1. dafl Canthaxanthin die Cx43-Expression erhoht und zwar in Abhingigkeit von der

Konzentration sowie der Zeit und so die ZZK stimuliert. Die Erhohung der
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Proteinmenge wurde auch in den immunohistochemischen Experimenten (s.

3.1.3.2.1) beobachtet.

2. daBl Astaxanthin konzentrationsabhingig, aber zeitunabhdngig Verdnderungen am
Phosphorylierungszustand von Cx43 bewirkt. Der Effekt tritt ab einer Konzentration
von 10°M Astaxanthin auf und verstirkt sich bei 10°M. In den ZZK-
Experimenten traten die inhibitorischen Effekte von Astaxanthin ebenfalls bei
10° M und 10 M auf. Anderungen im Phosphorylierungsmuster stellen daher einen
moglichen Mechanismus dar, der der Inhibierung der ZZK durch Astaxanthin
zugrunde  liegt:  Astaxanthin  inhibiert die ZZK, indem es das
Phosphorylierungsmuster von Cx43 verdndert und dadurch nicht die subzelluldre
Lokalisation, sondern die Funktionalitit der Cx43-Kanile (Gap Junctions)

moduliert.

3.1.4 Sonderstellung des Astaxanthins: ein starker Inhibitor der Zell-
Zell-Kommunikation

3.1.4.1 Zeitlicher Verlauf des inhibitorischen Effekts von Astaxanthin auf
die Zell-Zell-Kommunikation

Der inhibitorische Effekt von Astaxanthin war bis hierhin in WB-F344 und in HdF iiber
einen weiten Konzentrationsbereich (10° M - 10 M) und bei Inkubationszeiten von 24 h
und 72 h untersucht worden. 10° M Astaxanthin fiihrten sowohl nach 24 h als auch nach
72 h zu einer beinahe kompletten Inhibierung der ZZK in beiden Zellsystemen. Als
ndchstes sollte geklart werden, wie der zeitliche Verlauf (0 —24 h) des inhibierenden
Effekts von Astaxanthin ist. Hierfir wurden HdF 3 h, 6 h und und 24 h mit 10° M
Astaxanthin bzw. mit 10° M Canthaxanthin sowie 107 M Retinséure als Positivkontrollen
inkubiert. AnschlieBend wurde die ZZK im Farbstoff-Transfer-Assay gemessen (Abb. 39,
Tab. 16).

Der Kommunikationsassay zeigte, dal 10 uM Astaxanthin bereits nach 3 h die ZZK in HdF
zu ca. 40 % hemmt, nach 6 h zu ca. 50 % bis hin zu fast 100 % nach 24 h.

Dahingegen wurde die stimulatorische Wirkung von Canthaxanthin erst nach 6 h
beobachtet. Retinsdure stimulierte unter den gegebenen Versuchsbedingungen sogar erst

nach einer 24 h-Inkubation signifikant die ZZK.
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Abb. 39:  Zeitabhdngigkeit des Effekts von Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK in
HdF. Kontrolle 0,1 % THF, Positivkontrolle Retinsdure 0,1 uM (RS 0,1 uM),
Astaxanthin 10 uM, Canthaxanthin 10 uM.

Absolute ZZK der Kontrolle s. Tab. 16.n =6 (0 h, 24 h), n =4 (3 h, 6 h).
*p < 0,05 im Vergleich zum Kontrollwert.

Tab. 16:  Einflu} von Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK in HdF. 0-24 h

Inkubation. Kontrolle 0,1 % THF im Inkubationsmedium. * p < 0,05 im

Vergleich zum Kontrollwert.

Subst Mittelwert % + SD %
vbstanz Oh' 3 h? 6h’ 24 b

Kontrolle 100,0 £ 25,8 100,0 £ 25,8 100,0 £ 27,8 100,0 £ 25,6
Retinsaure 0,1 uM 100,0 £ 25,8 93,6 £ 29,3 92,6 £ 32,0 193,8 + 39,1*
Canthaxanthin 10 yM 100,0 £ 25,8 106,0 £ 29,6 115,3 + 30,7* 153,4 + 39,8*
Astaxanthin 10 yM 100,0 £ 25,8 62,7 + 30,5* 52,5 + 32,0* 2,0+5,1*
' Kontrolle, ZZK absolut: 8,9 + 2,3 kommunizierende Zellen.
2 - :10,5+2,7 -
) D 7,9+22
¢ D 82+21
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3.1.4.2 Inhibitorischer Effekt von Astaxanthin auf die ZZK von humanen
Hautfibroblasten ist reversibel

Bislang war die Inhibierung der ZZK durch Astaxanthin ndher untersucht worden. Als
nachster Schritt war von groBem Interesse, ob der beobachtete inhibitorische Effekt von
Astaxanthin auf die ZZK reversibel ist oder nicht. Dazu wurden HdF 24 h mit 10 uM
Astaxanthin inkubiert und anschliefend das astaxanthinhaltige Medium entfernt. Nach
Waschen der Zellen mit PBS wurden diese in normalem Komplettmedium weiterkultiviert.
Nach bestimmten Zeitintervallen (24 h, 48 h) der Regenerationsmoglichkeit flir die Zellen
nach Entfernen des Astaxanthins wurde die ZZK gemessen (Abb. 40, Tab. 17). Analog
wurden HdF mit 10 uM Canthaxanthin und 0,1 pM Retinsdure behandelt.

O Kontrolle
Retinsaure
@ Canthaxanthin

;S; 150: %
;%h 100 4 %
N 50 - /

Abb. 40:  Reversibilidt des inhibitorischen Effekts von Astaxanthin auf die ZZK in HdF.
Kontrolle (0,1 % THF), Positivkontrolle Retinsdure (0,1 uM), Astaxanthin
(10 uM), Canthaxanthin (10 uM).
Absolute ZZK der Kontrolle s. Tab. 17. n = 6 (24 h Inkubation), n = 4 (24 h,
48 h Regeneration), * p < 0,05 im Vergleich zum Kontrollwert.
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Tab. 17:  Reversibilitdt des inhibitorischen Effekts von Astaxanthin.
Kontrolle 0,1 % THF. *p < 0,05 im Vergleich zum Kon-
trollwert.

Mittelwert % £ SD %
Substanz 24 h 24 h 48 h
Inkubation’ Regeneration2 Regeneration3
Kontrolle 100,0 £ 25,6 | 100,0 £ 31,3 100,0 £ 32,3
Retinsaure 0,1 uM 193,8 £ 39,1* | 197,5+56,9* | 150,0 £ 50,3*
Canthaxanthin 10 yM 153,4 £ 39,8* | 117,1 £ 39,5* | 125,5 £ 45,0*
Astaxanthin 10 yM 2,0+5,1* 72,6 + 36,9* 80,4 + 31,1*

! Kontrolle, ZZK absolut: 8,2 + 2,1 kommunizierende Zellen.
2 - : 8,0+2,5
3 - ©9,6+3,1

29

29

Es stellte sich heraus, daf3 die starke Inhibierung nach 24-stiindiger Behandlung mit 10 pM
Astaxanthin reversibel ist, sobald das Carotinoid aus dem Inkubationsansatz entfernt wird.
Nach einer Regenerationszeit von 24 h hatte sich die ZZK bereits bis auf 70 % des
wieder erholt. 48 h nach Entfernen des Astaxanthins dem

Kontrollwertes aus

Inkubationsmedium wurde eine ZZK von ca. 80 % gemessen. Der urspriinglich
stimulierende Effekt von Canthaxanthin war nach dem Entfernen des Canthaxanthins aus
dem Inkubationsmedium nach einer 24-stiindigen Regeneration ebenfalls abgeschwicht —
die stimulatorische Wirkung betrug nur noch ca. 120 % des Kontrollwertes im Vergleich zu
ca. 150 % nach 24 h Inkubation. Im Gegensatz dazu hielt der stark stimulatorische Effekt
von Retinsdure auch noch 24 h nach Entfernen der Retinsdure aus dem Inkubationsmedium
an. Erst nach einer 48-stiindigen Regenerationszeit schwéchte die Stimulation auf 150 %

des Kontrollwertes ab im Vergleich zu einer fast 200 %igen Stimulation nach einer 24 h

Inkubation sowie nach 24 h Regeneration.

Diese Beobachtungen legen den Schluf3 nahe, daf hier unterschiedliche Mechanismen eine

Rolle spielen, tiber die die ZZK beeinfluflt wird.

Die ZZK-Hemmung durch Astaxanthin ist in dem verwendeten Zellsystem (HdF)
reversibel. In 3.1.3.2.2 war als Mechanismus der ZZK-Inhibierung durch Astaxanthin eine
Beeinflussung des Phosphorylierungszustands von Cx43 beobachtet worden. Der Verlust
der P2-Bande ging einher mit der Inhibierung der ZZK. Da sich die ZZK-Inhibierung als

reversibel gezeigt hatte, sollte auch die P2-Bande in den regenerierten Zellen wieder zu

88



3 Ergebnisse

sehen sein, vorausgesetzt, dal die Verdnderung der Phosphorylierung kausal mit der

Abnahme der ZZK zusammenhing.

Die Western Blot Analyse von Zellen in der Regenerationsphase nach Entfernen des
Astaxanthins aus dem Inkubationsansatz (Abb. 41) zeigte, dafl die P2-Bande von Cx43 nach
Entfernen des Astaxanthins wieder zu detektieren war. Dies bestérkt die Annahme, dal3 ein
Zusammenhang zwischen der Anderung des Phosphorylierungsmusters und der Kanal-
Funktionalitdt (ZZK) besteht. ZZK und Phosphorylierungsmuster von Cx43 regenerierten

sich innerhalb der gleichen Zeitspanne nach Entfernen des Astaxanthins aus dem

Inkubationsansatz.
Cx43 P2 foht 3-Tubulin
A/
B AR
1 - ¢ e . ' - [ T yu——
P2
A/
o = n = — — —
e, T c—
P2
R -MA/ R e — —
3 — ' - ':' '“1
K R C A K R C A

Abb. 41:  Reversibilidt des inhibitorischen Effekts von Astaxanthin auf die ZZK in
HAF: Phosphorylierungsmuster von Cx43. 3-Tubulin als Ladungskontrolle.

K Kontrolle (0,1 % THF) C Canthaxanthin 10 uM
R Retinsdure 0,1 uM A Astaxanthin 10 uM
(Positivkontrolle)

1 24 h Inkubation
2 24 h Regeneration
3 48 h Regeneration

3.1.5 Aufnahme von Astaxanthin und Canthaxanthin in humanen
Hautfibroblasten

Substanzen miissen zur Wirkungsentfaltung mit den Zellen in Kontakt kommen, d.h. sie

miissen aufgenommen oder assoziiert werden. Dies gilt auch fiir die hier untersuchten

Carotinoide. In den bisherigen Experimenten waren die Effekte von Carotinoiden auf die

ZZK bzw. auf das Kanalprotein Cx43 bei unterschiedlichen Konzentrationen an
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Carotinoiden im Inkubationsmedium getestet worden. Die beobachteten Effekte wurden
dann in Korrelation zu den jeweiligen Konzentrationen gesetzt. Wieviel der jeweiligen
Substanz jeweils aus dem Medium in die Zellen aufgenommen oder mit den Zellen
assoziiert wurde, blieb dabei auBer acht. Daher wurde in den nichsten Untersuchungen die
Resorption bzw. Assoziation von Astaxanthin und Canthaxanthin in den Zellen in einem
Konzentrationsbereich von 10°M bis 10° M mittels HPLC-Analyse bestimmt. Die
Versuchbedingungen wurden analog zu der Vergleichsstudie der beiden Substanzen in 3.1.3

gewihlt.

HdF wurden wie fiir die ZZK-Experimente (s.3.1.3) kultiviert und inkubiert. Nach
beendeter Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert. AnschlieBend konnten die Carotinoide
extrahiert und per HPLC quantitativ bestimmt werden. Aus den Zelliiberstinden
(Carotinoidmedium) wurden die Carotinoide nach dem gleichen Schema extrahiert und

gemessen.

Die Messungen wurden flir zwei Versuchsreihen durchgefiihrt (Tab. 18). Die Resultate
variierten stark, dennoch waren das Resorptions- bzw. Assoziationsverhalten der
Carotinoide erkennbar: je hoher die Konzentration des jeweiligen Carotinoids im
Inkubationsmedium war, desto grofler war die Menge des resorbierten bzw. assoziierten
Carotinoids im Lysat (Tab. 18A) und der Carotinoidgehalt im Medium (Tab. 18B). Die
Daten lassen eine Korrelation zwischen angebotener und resorbierter Carotinoidmenge

erkennen.

Die MeBergebnisse variierten sehr stark. Daher sind keine detaillierten Aussagen {iiber

Carotinoidgehalt (Medium) und resorbierte Carotinoidmenge (Lysat) moglich.
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Tab. 18: Quantitative Bestimmung von Astaxanthin und

Canthaxanthin  im

Zelllysat

(4)

und im

Inkubationsmedium (B). nn— nicht nachweisbar.

n=2.
Standardgleichungen:
VAstaxanthin. = 0;2] 76 x N RZ = 0,9638
YCanthaxanthin. — 0,2187 x N RZ =0,9619
(A)
Lysat, ug/ mg*

24 h Astaxanthin Canthaxanthin
Kontrolle (0,1 % THF) n.n. n.n. n.n. n.n.
10° M n.n. n.n. n.n. n.n.
10° M 0,01 n.n. n.n. 0,03
10" M 0,06 0,26 0,06 0,10
10° M 1,27 3,21 0,57 0,12
10'5 M 38,39 135,97 79,63 201,54

72 h
Kontrolle (0,1 % THF) n.n. n.n. n.n. n.n.
10°M n.n. n.n. n.n. n.n.
108 M 0,01 n.n. n.n. n.n.
10" M 0,11 0,29 0,11 0,09
10° M 6,51 6,05 0,67 0,06
10'5 M 32,72 156,14 511,54 522,47

* Angegeben in pg Carotinoid pro mg Gesamtprotein im Zelllysat.

(B)
Medium, umol/ I*

24 h Astaxanthin Canthaxanthin
Kontrolle (0,1 % THF) n.n. n.n. n.n. n.n.
10° M 0,01 0,25 0,02 n.n.
10° M 0,06 n.n. 0,11 0,15
10" M 0,14 0,86 1,07 1,19
10° M 9,10 14,48 8,12 3,04
10° M 25,21 94,25 | 107,06 77,16

72 h
Kontrolle (0,1 % THF) n.n. n.n. n.n. n.n.
10° M 0,01 n.n. n.n. 0,02
10° M 0,08 0,01 0,15 0,10
10" M 0,18 0,47 0,97 0,76
10° M 7,44 7,44 10,49 1,59
10° M 19,46 | 43,82 | 46,73 33,39

* Angegeben in pmol Carotinoid pro Liter Medium.
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3.2 EinfluBR von Dicumarol auf die Zell-Zell-Kommunikation in
WB-F344 und HFFF2

Die Zell-Zell-Kommunikation (ZZK) kann durch verschiedene Substanzen stimuliert bzw.
gehemmt werden. EGF (epidermal growth factor) [Warn-Cramer 1996, Kanemitsu 1993,
Cameron 2003] und Chinone (wie z.B. das Naphthochinon-Derivat Menadion (Vitamin
K3)) [Abdelmohsen 2003, Klotz 2002] sind bekannt als Inhibitoren der ZZK. Zu den
vielfiltigen Regulationsmoglichkeiten der ZZK zidhlen auch posttranslationale
Modifikationen am Kanalprotein Cx43, beispielsweise Phosphorylierungen (s. 1.2.1.3)
[Lampe 2004, Saez 2003]. EGF und Chinone aktivieren eine Signalkaskade, die iiber die
Kinasen ERK-1 und ERK-2 verlduft und die in einer Phosphorylierung von Cx43,
einhergehend mit der Abnahme der ZZK, miindet [Abdelmohsen 2003, Klotz 2002]
(s.a. Abb. 11). Nach einer Blockierung der Aktivierung dieser Signalkaskade mit Hilfe
geeigneter Inhibitoren sollte keine Abnahme der ZZK mehr zu verzeichnen sein. Die durch
einige Chinone induzierte ERK-Aktivierung kann durch Dicumarol blockiert werden [Klotz

2002].

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob die durch Chinone induzierte und iiber
ERK vermittelte Abnahme der ZZK durch Dicumarol verhindert werden kann. In
Vorversuchen verhielt sich aber Dicumarol selbst als Inhibitor der ZZK. Daher wurde der
unvermutete inhibitorische Effekt des Cumarinderivats auf die ZZK ndher untersucht.
Hierflir wurde in unterschiedlichen Zellsystemen (WB-F344, HFFF2) die Konzentrations-

und Dosisabhingigkeit sowie die Reversibilitdt der inhibitorischen Wirkung untersucht.

3.2.1 Dicumarol - ein starker Inhibitor der Zell-Zell-Kommunikation

Dicumarol bewirkte sowohl in WB-F344 als auch in HFFF2 eine drastische Verminderung
der ZZK (Abb. 42 und 43). Allerdings war der Effekt in WB-F344 stirker als in HFFF2
(Abb. 43): eine fast komplette Inhibierung der ZZK wurde in WB-F344 bei 10 uM, in
HFFF2 dagegen erst bei 100 uM beobachtet. Dicumarol hemmte die ZZK in beiden
Zelltypen dosisabhingig: je hoher die Dosis, desto hoher die Hemmung der ZZK durch
Dicumarol. Signifikant inhibitorische Effekte wurden in WB-F344 bereits ab einer
Konzentration von 1,25 uM festgestellt. Fiir eine 50 %ige Inhibierung der ZZK in WB-

F344 war eine Konzentration (ICsp) von ca. 3 uM Dicumarol bei einer 60-miniitigen
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Inkubationszeit erforderlich. In HFFF2 lag die ICsy bei weniger als 10 uM (Abb. 43,

Tab. 19).

WB-F344 HFFF2

Abb. 42:

Abb. 43:

ZZK, % Kontrolle

Messung der ZKK in WB-F344 und HFFF2 nach 60-miniitiger Inkubation mit
10 uM Dicumarol. Fluoreszenz (1) - und Phasenkontrast (2) - Aufnahmen von
WB-F344 (A, B) und HFFF2 (C, D). Dicumarol 10 uM (B, D), DMSO als
Kontrolle (4, C).

WB-F344 HFFF2
150 150
*
[ 1 2
100 I S 100
* C
(o]
X
X *
. .
50 - ﬁ 50 -
’J_‘ N
*
* *
O T T T T T = T — O'
K 0625 125 25 5 10 25 K 10 100
Dicumarol, uM Dicumarol, uM

Dosisabhdngigkeit des inhibitorischen Effekts von Dicumarol auf die ZZK von
WB-F344 und HFFF2. 60 min Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
von Dicumarol.

K Lésungsmittel-Kontrolle (0,25 % DMSO). Absolute ZZK der Kontrolle betrdgt
durchschnittlich 16,0+ 3,9  (WB-F344)  bzw. 93+24  (HFFF2)
kommunizierende Zellen. n =3 (WB-F344), n =2 (HFFF2). * p <0,05, im
Vergleich zur Kontrolle.

93



3 Ergebnisse

Konze”trﬁf\iﬂo”f’iwmﬁm“ WB-F344 HFFF2 Tab. 19:  Dosisabhingigkeit  des

inhibitorischen Effekts von

Kontrolle 100,0 £ 24,5 100,0 £ 24,4 Dicumarol auf die 7ZZK. 7ZZK

0,625 103,6 + 26,7 angegeben als Mittelwert % = SD %.

125 86.7 + 23,5 Absolute ZZK der Kontrolle betrdigt

durchschnittlich 16,0 +3,9 (WB-

25 49,1£26,9 F344) bzw. 93+24 (HFFF2)

S 258157 kommunizierende Zellen. n = 3 (WB-

10 1,9+3,6 289+184 | F344), n =2 (HFFF2). *p < 0,05, im
o5 06423 Vergleich zur Kontrolle.

100 - 43154

Die Inhibierung der ZZK war nicht nur dosis-, sondern auch zeitabhingig (Abb. 44,
Tab. 20). Die Wirkung in WB-F344 war stirker bzw. schneller als in HFFF2. 100 uM
Dicumarol fiihrten in WB-F344 bereits nach 15 min, in HFFF2 erst nach 30 min zu einer
kompletten Inhibierung. In WB-F344 reichte ein Viertel der Konzentration (25 pM), um
nach 30 min, analog zu 100 uM in HFFF2, eine komplette Hemmung der ZZK zu
erreichen. Der Verlauf der Zeitabhidngigkeit ist jedoch in beiden Zelltypen und unabhingig
von der Konzentration identisch. Die Abnahme der ZZK ist innerhalb der ersten 10 min am

stirksten (ca. 70 - 80 %) und flacht dann langsam zur kompletten Hemmung hin ab.

Die eingesetzten Dicumarol-Konzentrationen waren in keinem der getesteten Zellsysteme
toxisch (Daten nicht dargestellt). Dies spiegeln auch die Phasenkontrastaufnahmen in

Abb. 42 wieder.
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WB-F344 HFFF2

150 150
025 uM

W @100 pM 100pM
100 - w l 100 -
50 J 50 A
T T T 0-
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Inkubationszeit, min Inkubationszeit, min

ZZK, % Kontrolle
ZZK, % Kontrolle

0 5 15 20 30

Abb. 44:  Zeitabhdngigkeit des inhibitorischen Effekts von Dicumarol auf die ZZK von
HFFF2 und WB-F344. 0, 5, 15, 20 min Inkubation. Absolute ZZK der Kontrolle
betrdgt durchschnittlich 12,5 + 3,2 (WB-F344) bzw. 10,7 + 2,2 (HFFF2)
kommunizierende Zellen. n = 3 (WB-F344, 25 uM), n = 4 (WB-F344, 100 uM),
n =2 (HFFF2, 100 uM).

Tab. 20: Zeitabhdingigkeit des inhibitorischen  Effekts von
Dicumarol auf die ZZK von HFFF2 und WB-F344.
100 uM Dicumarol. 0, 5, 15, 20 min Inkubation. Absolute
ZZK der Kontrolle betrdgt durchschnittlich 12,5 + 3,2
(WBF344) bzw. 10,7 + 2,2 (HFFF2) kommunizierende

Zellen. n = 2.
ZZK, Mittelwert % + SD %
WB-F344 HFFF2
Inkubationszeit, min 25 uyM 100 uM 100 uM

o* 100,0 + 25,4 100,0 + 33,7 100,0 £ 20,5
5 91,6 + 23,8 37,3+32,8 27,1+ 31,3
10 30,5+27,5 12,1+ 16,9

15 13,8+ 12,1 2,7+3,8 13,6+ 124
20 41+57 25+4,8 6,1+7,4
30 3957 3,1+5,0 2,3+4,0

* 0 min Inkubation = Kontrollwert.
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Weiterhin zeigte sich in Reversibilitdts-Experimenten, dafl der starke, inhibitorische Effekt

von Dicumarol reversibel ist (Abb. 45). WB-F344 wurden 60 min mit 25 pM Dicumarol

inkubiert und anschlieend wurde das Dicumarol-Medium entfernt. Die Zellen wurden

zweimal mit PBS gewaschen und in serumfreiem Medium weiter kultiviert. AnschlieBend

wurde die ZZK zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Mediumwechsel (=

Regenerationszeit) gemessen. Nach einer Regenerationszeit von 60 min hatte sich die ZZK

in WB-F344 bis auf ca. 80 % des Kontrollwertes erholt.

Abb. 45:

150
l 60min *
o Dicumarol N
S 100 A -4
c \
g \ *
\ .
X v Medium-
; ' wechsel
ﬁ 50 -1 ‘\ *
N \
\
\ *
\
\
\
0 , L e ﬁ
K 0 15 30 45 60

Regenerationszeit, min

Reversibilitit des inhibitorischen Effekts von Dicumarol auf die ZZK von
WB-F344. 60 min Inkubation mit 25 uM Dicumarol, anschliefend Meffung der
ZZK nach 0, 15, 30, 45 und 60 min nach Entfernen des Dicumarols. K Kontrolle.
Absolute ZZK der  Kontrolle betrdgt  durchschnittlich 15,7 £4,9
kommunizierende Zellen. n =4. * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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Tab. 21: Reversibilitidt des inhibi-
torischen Effekts von Dicumarol auf
die ZZK von WB-F344. 60 min
Kontrolle 100,0 + 31,3 Inkubation mit 25 uM  Dicumarol.
Absolute ZZK der Kontrolle betrdigt

Regenerationszeit nach ZZK,
Mediumwechsel*, min Mittelwert % + SD %

0 46+4,6 - >

15 14.8 4133 durchschnittlich 15,7 +4,9 kommuni-
T zierende Zellen. n = 4. * p < 0,05, im

30 43,1£15.1 Vergleich zur Kontrolle.

45 67,6+17,4

60 82,6 £ 18,8

* Entfernen des dicumarolhaltigen Mediums und Inkuba-
tion in serumfreiem Medium.

3.2.2 Mechanismus des inhibitorischen Effekts von Dicumarol auf die
Zell-Zell-Kommunikation

Wie mehrfach erwiéhnt, kann die ZZK durch Phosphorylierung des Kanalproteins Cx43
reguliert werden (s. 1.2.1.3). Der inhibitorische Effekt von Dicumarol trat sehr rasch auf —
100 pM Dicumarol flihrten zu einem mehr als 60 % igen Verlust der ZZK innerhalb der
ersten fliinf Inkubationsminuten (Abb. 42). Daher kann auch hier eine Cx43-
Phosphorylierung der Grund fiir die ZZK-Abnahme sein, da Phosphorylierungen sehr
schnell ablaufende Ereignisse in der Zelle sind. Es zeigte sich, dal Dicumarol weder EGFR
noch ERK aktiviert (s. [Abdelmohsen 2005]). Folglich 148t sich die Abnahme der ZZK in
Anwesenheit von Dicumarol nicht durch eine Aktivierung der ERK1/ ERK2- Signalkaskade
erkliren wie es beispielsweise fiir Chinone bekannt ist [Klotz 2002, Abdelmohsen 2005].

Western Blot Untersuchungen von Cx43 nach einer Behandlung von WB-F344 und HFFF2
mit Dicumarol ergaben, daB parallel zur Abnahme der ZZK eine Anderung des
Phosphorylierungsstatus von Cx43 auftrat (Abb. 46). In 3.2.1 ist beschrieben, daf3 durch
eine ca. 30-miniitige Inkubation mit 25 uM Dicumarol die ZZK in WB-F344 fast komplett
inhibiert wird. In den dazugehdrigen Western-Blot-Experimenten (Abb. 46 B) konnte eine
Abnahme bis hin zum Verschwinden der P2-Bande von Cx43 nach 30 min beobachtet
werden. Auch in HFFF2 war keine P2-Bande mehr zu detektieren, nachdem die Zellen mit
10 bzw. 100 uM Dicumarol behandelt worden waren. Der Verlust der P2-Bande war wie
die Inhibierung der ZZK reversibel: nach dem Auswaschen des Dicumarols und einer
Regenerationszeit von 60 min in serumfreiem Medium konnte die P2-Bande wieder im

Western Blot detektiert werden (Abb. 46 A).
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Waschen und

Regeneration
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Abb. 46:  Western-Blot-Analyse von Cx43 nach Inkubation mit Dicumarol.

A Cx43-Phosophorylierung in WB-F344 nach 60-miniitiger Inkubation mit 25 uM
Dicumarol (Bande 1 und 2) bzw. nach anschlieffendem Auswaschen des
Dicumarols und 60-miniitiger Regenerationszeit in serumfreiem Medium
(Bande 3 und 4). 0 = Kontrolle.

B Anderung der Cx43-Phosphorylierung in WB-F344 infolge von Inkubation mit
25 uM Dicumarol in Abhdngigkeit von der Zeit.

C  Anderung der Cx43-Phosphorylierung in HFFF2 nach 60 min Inkubation mit
unterschiedlichen  Konzentrationen von Dicumarol (10 uM, 100 uM).
0 = Kontrolle.

3.2.3 Das inhibitorische Potential von Dicumarol

Als ZZK-Inhibitoren sind auch andere Substanzen bekannt, beispielsweise Alkanole,
primdre Amide von Fettsduren (z.B. Oleamid) [Guan 1997, Boger 1998] und Substanzen,
die mit Membran-Ionenkanédlen interagieren (z.B. flufenamic acid) [Harks 2001, Eskandari

2002]. Allerdings sind die mechanistischen Abldufe der Inhibierung noch nicht geklért.

Dicumarol wurde in WB-F344 Zellen mit zwei weiteren Inhibitoren (s. Abb 47 und 48,
Tab. 14) hinsichtlich seines inhibitorischen Potentials verglichen. WB-F344 wurden mit
25 uM Dicumarol, Flufenaminsdure (flufenamic acid, FFA) oder 1-Octanol fiir 60 min
inkubiert und anschlieBend die ZZK bestimmt. Dicumarol flihrte unter diesen
Versuchsbedingungen, wie bereits in 3.2.1 (Abb. 43) beschrieben, zu einer fast kompletten
Inhibierung der ZZK (Abb. 48, Tab. 22). FFA und 1-Octanol hingegen hemmten die ZZK
in diesem Testsystem nur zu ca. 44 % (FFA) bzw. 36 % (1-Octanol) (Abb. 48, Tab. 22).
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Daraus 1dBt sich schlieBen, daBl die ICso von FFA und 1-Octanol iiber 25 uM liegt, was

verglichen mit 3 pM fiir Dicumarol (s. 3.2.1) relativ hoch ist.

CF;
NH

NN

A B

Abb. 47: Strukturformeln von GJ-Inhibitoren. A Flufenaminsdure B 1-Octanol.

Abb. 48:
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Vergleich des inhibitorischen Potentials von Dicumarol auf die ZZK mit dem
anderer ZZK-Inhibitoren. WB-F344 wurden mit DMSO (Kontrolle) bzw. 25 uM
Dicumarol (Dic), Flufenaminsdure (FFA) oder I1-Octanol (Oct) fiir 60 min
inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde die ZZK bestimmt. Absolute ZZK der
Kontrolle betrdigt durchschnittlich 13,6 + 3,3 kommunizierende Zellen. n = 4.
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ZZK, Tab. 22: Vergleich des inhibitorischen Poten-
Mittelwert % + SD % | fials von Dicumarol auf die ZZK mit dem
anderer ZZK-Inhibitoren. Absolute ZZK der
N oo N
Kontrolle* 100,0 £ 24,5 Kontroll? .betragt durchschnittlich 13,6 £ 3,3
kommunizierende Zellen. n = 4.
Dicumarol 25 yM 6,6 +8,1
Flufenamic Acid 56,1+ 27,7
25 uM
1-Octanol 25 pM 63,9 £ 20,1
* 0,25 % DMSO.

3.3 Carotinoide als Mikronahrstoffe mit potentiell protektiver
Wirkung gegen schadigende Effekte von UVA-Strahlung
Sonneneinstrahlung, v.a. der Bereich der ultravioletten (UV) Strahlung, induziert akute und
chronische Reaktionen der menschlichen Haut [Ichihashi 2003]. Wiederholte chronische
UV-Expositionen sind die Hauptursachen fiir benigne und maligne Hauttumoren,
einschieBlich des malignen Melanoms. Der Mensch ist 75 % der gesamten Dosis an UV-
Strahlung, die ihn wihrend seines Lebens erreicht, im Erwachsenenalter ausgesetzt. Meist
schiitzt er sich nur wédhrend bestimmter Freizeitaktivititen vor der UV-Strahlung durch
Applikation von lokalen Sonnenschutzmitteln, wihrend die Haut den Rest der Zeit
ungeschiitzt der UV-Einstrahlung ausgesetzt ist. Daher ist eine Photoprotektion mit
endogenen Sonnenschutzmitteln, die in der Haut einen permanenten Schutz vor der UV-
Strahlung gewihrleisten kdnnen, erstrebenswert. Die Krebsentstehung wird im Allgemeinen
mit einem Verlust der ZZK assoziiert und in vitro Studien zeigten, dal UVA-Strahlung
(320 — 400 nm) die ZZK in humanen Keratinozyten hemmt [Provost 2003]. Es wird
angenommen, daf} der procarcinogene Effekt von UV-Strahlung u.a. iiber eine Hemmung
der ZZK vermittelt wird. In Humanstudien konnte die UV-protektive Wirkung von
Carotinoiden nachgewiesen werden, die natiirlicherweise als Mikrondhrstoffe in der
menschlichen Nahrung vorkommen und in der Haut akkumuliert werden (s. 1.1.1.2). In den
folgenden Experimenten wurde untersucht, ob UVA-Strahlung auch die ZZK in humanen
Hautfibroblasten hemmt und ob Carotinoide die inhibitorische Wirkung der UV A-Strahlung

auf die ZZK in humanen Hautfibroblasten verhindern konnen.
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3.3.1 Dosis-Zeit-Abhangigkeit des Effekts von UVA-Strahlung auf die
Zell-Zell-Kommunikation in humanen Hautfibroblasten
Vor den eigentlichen Experimenten zur protektiven Wirkung von Carotinoiden gegen
UVA-Strahlung wurde untersucht, wie es sich mit der Dosis- bzw. Zeit-
Wirkungsabhingigkeit der ZZK in humanen Hautfibroblasten bzgl. UV A-Strahlung verhalt
(Abb. 49). Zellen wurden hierfiir mit UVA-Licht in unterschiedlicher Dosis (5, 10, 15
J/ cm®) bestrahlt. Nach 3h, 6h bzw. 24h wurde die ZZK gemessen. Der getestete
Dosisbereich orientierte sich an anderen, in Zellsystemen durchgefiihrten UV-Experimenten

aus der Literatur (z.B. [Provost 2003]).
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Abb. 49:  Zeit-Dosis-Abhdngigkeit des Effekts von UVA auf die ZZK in humanen
Hautfibroblasten. Messung der ZZK im Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay
nach 3 h, 6 h bzw. 24 h nach Bestrahlung mit 5, 10 und 15 J/ cm’. Als Kontrolle
wurde die ZZK von unbestrahlten, aber identisch behandelten Zellen bestimmit.
Datenpunkte reprdsentieren den Mittelwert aus n = 2.

Nach einer UVA-Dosis von 10 J/ cm”* war die ZZK 6 h nach der Bestrahlung signifikant
erniedrigt (Abb. 49). Bei niedrigerer (5 J/ cm®) sowie hoherer (15 J/ cm®) Dosis konnte
keine signifikante Anderung der ZZK in HdF beobachtet werden. Daher wurden die
folgenden Experimente mit 10 J/ cm® durchgefiihrt.
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3.3.2 UVA-protektive Wirkung von Carotinoiden auf die Zell-Zell-
Kommunikation in humanen Hautfibroblasten

HdF wurden mit 10 uM Carotinoid (Astaxanthin, Canthaxanthin oder 3-Carotin) 24 h bzw.

72 h vorinkubiert. Dann wurde wie in 2.2.8. beschrieben mit UVA bestrahlt und 6 h bzw.

24 h nach der UVA-Bestrahlung die ZZK gemessen (Tab. 23, Abb. 50).

Tab. 23:  Einflufs von Carotinoiden auf die ZZK in HdF unter UVA-Einwirkung. Absolute
ZZK der wunbestrahlten Kontrollzellen (0,1 % THF) betrdigt 9,7 3,4
kommunizierende Zellen. n =4. * p <0,05 im Vergleich zu Kontrolle bzw.
unbestrahlten Probe.

VorinZIiJ Qation R Olj\//CAmz) % von unbestrahlter THF-Kontrolle % von unbestrahlter Probe
6h nach UVA 24 h nach UVA 6h nach UVA 24 h nach UVA
Kontrolle - 100,0 + 44,1 100,0 + 47,5 100,0 + 44,1 100,0 + 47,5
(0,1 % THF) + 85,4 + 44,5 78,8 + 46,6 85,4 + 44,5 78,8 + 46,6
Canthaxanthin - 1254 + 39,9 * 110,0 £ 50,2 100,0 + 31,8 100,0 + 45,6
10 uM + 1293 +44,7* 135,1 £ 50,2 * 103,1 + 135,6 122,8 +45,6 *
Astaxanthin - 67,8+32,9* 64,1+53,1* 100,0 + 48,5 100,0 + 82,8
10 uM + 72,7+36,1* 98,8 + 53,9 107,3 + 53,3 154,2 + 84,1 *
R-Carotin - 106,6 + 32,4 1459 +33,5* 100,0 + 30,4 100,0 + 23,0
10 uM + 122,8 + 40,9 * 120,1 + 47,2 1152 + 38,4 * 82,3+32,3*
Vorin7k2ugation R Olj\//CAmz) % von unbestrahlter THF-Kontrolle % von unbestrahlter Probe
6h nach UVA 24 h nach UVA 6h nach UVA 24 h nach UVA
Kontrolle - 100,0 + 33,5 100,0 + 29,8 100,0 + 33,5 100,0 + 29,8
(0,1 % THF) + 95,6 + 42,0 69,1+ 33,2 95,6 + 42,0 69,1+332*
Canthaxanthin - 140,6 + 34,0 * 102,0 25,9 100,0 + 24,2 100,0 + 25,4
10 uM + 1651+ 52,2 * 115,7 + 39,6 117,5+37,1* 1135 + 38,8
Astaxanthin - 77,3+333* 73,8+498* 100,0 + 43,1 100,0 + 67,5
10 uM + 104,7 + 53,8 88,2 + 36,1 135,5 + 69,7 * 119,6 + 49,0
R-Carotin - 132,8+43,9* 88,0+ 27,6 100,0 + 33,1 100,0 + 31,4
10 uM + 137,0 £ 64,8* 106,4 + 34,1 103,1 + 48,8 120,9 38,7 *

Unter den gewihlten Bedingungen war die Wirkung von UVA-Strahlen auf die ZZK in
humanen Hautfibroblasten nicht sehr ausgeprdgt (Tab. 23, Abb. 50). Nach einer 72-
stiindigen Vorinkubation war die ZZK in den Kontrollzellen 24 h nach der UVA-
Bestrahlung im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollzellen signifikant um ca. 30 %

erniedrigt (Abb 50 B). Bei allen Versuchsandordnungen war eine Abnahme der ZZK in den
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Kontrollzellen zu beobachten.

Eine signifikante Verdnderung der ZZK in den

Kontrollzellen wurde aber nur nach einer 72-stiindigen Vorinkubation 24 h nach der

Bestrahlung gemessen.
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Abb. 50:  Einflufs von Carotinoiden auf die ZZK in humanen Hautfibroblasten bei UVA-
Strefs. K Kontrolle (0,1 % THF), C Canthaxanthin, A Astaxanthin, B 3-Carotin,
Jeweils 10 uM. UVA: 10J/em’. n=4. * p < 0,05 im Vergleich zur
unbestrahlten Probe.

A 24 h Vorinkubation mit Carotinoiden.
B 72 h Vorinkubation mit Carotinoiden.
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Alle getesteten Carotinoide hoben die durch UV A-induzierte ca. 30 % ige Abnahme der
ZZK auf, die nach einer 72-stiindigen Vorinkubation 24 h nach der Bestrahlung in den

Kontrollzellen gemessen worden war.

B3-Carotin allerdings zeigte keine einheitliche Wirkung auf die ZZK. Nach einer 24-
stiindigen Vorinkubation wurde 6 h nach Bestrahlung verglichen mit den unbestrahlten B-
Carotin-behandelten Zellen eine signifikante Erhohung der ZZK beobachtet, wohingegen
24 h nach Bestrahlung die ZZK signifikant erniedrigt war. Allerdings verhielt es sich anders
nach einer 72-stlindigen Vorinkubation: bei dieser Versuchsdurchfiihrung war die ZZK 6 h
nach Bestrahlung unverdndert und 24 h nach Bestrahlung sogar um 20 % erhoht verglichen

mit den unbestrahlten B-Carotin-behandelten Zellen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zum erstenmal gezeigt, dal das Carotinoid Astaxanthin
die Zell-Zell-Kommunikation iiber GJs hemmt. Die Hemmung geht einher mit einer
Anderung des Phophorylierungsmusters von Connexin 43. Alle anderen bisher untersuchten
Carotinoide erwiesen sich in der Regel in Zellkulturstudien als Stimulatoren der ZZK, was
in dieser Arbeit bestitigt und im Detail auch mechanistisch an Canthaxanthin untersucht
wurde. Neben den antioxidativen Wirkungen der Carotinoide wurde immer wieder die
Stimulation der ZZK als ein mdglicher Mechnismus der krebspriaventiven Eigenschaften
von Carotinoiden postuliert. Studien an Zellkulturen zeigten, daf3 die Stimulation der ZZK
iiber GJs (induziert durch Carotinoide) assoziiert ist mit der Hemmung des Wachstums
prianeoplastischer Zellen. Tumorpromotoren wie TPA hingegen hemmen die ZZK {iber GJs.
In Tierversuchen zeigte Astaxanthin anticarcinogene Wirkungen. Die vorliegendenen
Ergebnisse werfen im Kontext mit der Literatur mehrere Fragen auf, die in der
nachfolgenden detaillierten Diskussion angesprochen werden. Zur Kldrung bedarf es aber

noch weiterer Untersuchungen zum Einfluss von Carotinoiden auf die ZZK.

4.1 EinfluR von Carotinoiden auf die Zell-Zell-Kommunikation
uber Gap Junctions in Zellkultur

4.1.1 EinfluB von Carotinoiden auf die Zell-Zell-Kommunikation in
Rattenleberepithelzellen (WB-F344)

Die fiir die ZZK-Studien ausgewihlten Carotinoide sind bislang nur teilweise in

Zellkulturstudien (meist in Mausfibroblasten, C3H/10T1/2 Zellen) hinsichtlich ihres

Einflusses auf die ZZK untersucht worden. Mit den ausgewédhlten Substanzen wurden

sowohl Carotine (Phytoen, Lycopin, B-Carotin) als auch Xanthophylle (Lutein, Astaxanthin,

Canthaxanthin, Zeaxanthin) in die Experimente mit einbezogen. Zeaxanthin und Phytoen

wurden zum ersten Mal auf diese Eigenschaft hin in einem Zellsystem analysiert.

In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde fiir B-Carotin, Canthaxanthin und Lycopin ein
stimulatorischer Effekt auf die ZZK in WB-F344 im Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay
gefunden (s. Tab. 11, Abb. 21). Allerdings war die gemessene Stimulation geringer als in
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der Literatur beschrieben. Fiir 10 uM B-Carotin wurde nach einer Inkubationszeit von 3
Tagen eine 1,7fache, fiir 10 uM Canthaxanthin eine 1,4fache und fiir 10 uM Lycopin eine
1,5fache Stimulation der ZZK gemessen. Stahl et al. [Stahl 1997] fanden fiir 10 uM B-
Carotin eine ca. fliinffach, fiir 10 pM Canthaxanthin eine ca. vierfach erhohte ZZK im
Vergleich zum Kontrollwert. Auch in den ZZK-Studien von Zhang et al. [Zhang 1991]
fithrte eine Behandlung mit 10 pM B-Carotin bzw. Canthaxanthin zu einer jeweils fiinffach
hoheren ZZK, mit 10 uM Lycopin zu einer dreifach hoheren ZZK im Vergleich zum
Kontrollwert. Die Studien unterscheiden sich in den Versuchsbedingungen: die
Hauptunterschiede liegen in der Inkubationszeit und den Zellsystemen. Stahl et al. und
Zhang et al. verwendeten lédngere Inkubationszeiten (Stahl et al. 5 Tage [Stahl 1997], Zhang
et al. 14 Tage [Zhang 1991]) und ein anderes Zellsystem (embryonale Mausfibroblasten:
C3H/10T1/2). In der vorliegenden Arbeit wurden Rattenleberepithelzellen (WB-F344)
1 bzw. 3 Tage mit den jeweiligen Carotinoiden inkubiert. Zhang et al. [Zhang 1995]
zeigten, daB die Wirkung von Carotinoiden auf die ZZK und die Expression des
Kanalproteins Cx43 je nach Zelltyp unterschiedlich sein kann. Auflerdem variieren
Expressionsmuster und -menge der Connexine je nach Zelltyp (s.a. Einleitung 1.2.1.1).
Generell unterscheiden sich die verschiedenen Zelltypen in ihrer Basalkommunikation
(s. eigene MeBwerte in Mittelwert = SD: 15,5 + 6,7 in WB-F344 bzw. 8,6 + 3,0 in humanen
Hautfibroblasten). Dazu tragen Parameter wie die exprimierte Connexinmenge oder die

Anzahl an gebildeten funktionsfahigen Kanélen in der Zellmembran bei.

Auch in vivo konnte von Krutovskikh et al. [Krutovskikh 1997] eine Stimulation der ZZK
durch die Behandlung von fiinf Wochen alten ménnlichen F344-Ratten mit Carotinoiden
gezeigt werden. Eine tégliche Carotinoiddosis von 5 mg/ kg Korpergewicht iiber einen
Zeitraum von fiinf Tagen stimulierte im Falle von Lycopin und B-Carotin die ZZK in der

Rattenleber um den Faktor 2.

Es ist noch nicht geklirt, ob die Muttersubstanzen oder biologisch aktive Metabolite fiir die
Aktivierung verantwortlich sind. Im Falle von Canthaxanthin konnte in C3H/10T1/2 Zellen
fiir einen Konzentrationsbereich von 1-10 uM gezeigt werden, daB3 die stimulatorische
Wirkung auf die ZZK zumindest teilweise durch aktive Metaboliten des Canthaxanthin, wie
z.B. die 4-oxo-Retinsdure, verursacht wird [Hanusch 1995]. Auch fiir Lycopin konnte in
WB-F344 ein stimulatorischer Effekt nachgewiesen werden, flir den moglicherweise ein
Abbauprodukt, das Oxidationsprodukt 2,7,11-Trimethyl-Tetradecahexaen-1,14-Dial,
verantwortlich ist [Aust 2003].
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Fiir Lutein wurde in der hier vorgestellten Studie nur eine geringe Wirkung auf die ZZK in
WB-F344 gemessen. Eine 72-stiindige Behandlung von WB-F344 mit 10 uM Lutein fiihrte
zu einer ca. 30 %igen Inhibierung der ZZK. Im Gegensatz dazu fanden Zhang et al. [Zhang
1991] fiir 10 uM Lutein nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen eine vierfache Erh6hung
der ZZK in C3H/10T1/2 Zellen. Es bleibt zu klidren, ob die Wirkung von Lutein auf die
ZZXK vom Zelltyp und/ oder von der Inkubationszeit abhidngig ist.

Phytoen, das zum ersten Mal hinsichtlich seiner Wirkung auf die ZZK untersucht wurde,
zeigte geringfligige Effekte auf die ZZK in WB-F344. Es wurden Wirkungsunterschiede
zwischen den cis/trans-Isomeren von Phytoen festgestellt. Der Effekt von trans-Phytoen auf
die ZZK war nicht signifikant, cis-Phytoen hingegen hemmte je nach Konzentration und
Inkubationszeit signifikant die ZZK: nach einer 24 h-Inkubation mit 1 uM cis-Phytoen
wurde eine ca. 20 %ige, nach einer 72 h-Inkubation mit 10 uM cis-Phytoen eine ca.

10 %ige Hemmung auf die ZZK gemessen.

Fiir das ebenfalls erstmals in einer ZZK-Studie untersuchte Zeaxanthin wurde eine 1,5fache
Erhohung der ZZK in WB-F344 nach einer 72 h-Inkubation gemessen. Die iibrigen Werte
von Zeaxanthin wichen nicht signifikant von den Kontrollwerten ab. Zeaxanthin zéhlt wie

3-Carotin, Lycopin und Canthaxanthin zu den stimulatorisch wirkenden Carotinoiden.

Im Gegensatz zu allen anderen Carotinoiden, die hier getestet wurden, zeigte Astaxanthin
eine duBerst starke inhibitorische Wirkung (s. Tab. 11, Abb. 21; [Daubrawa 2005]). Die
hohere Konzentration (10 uM) fithrte im Vergleich zur Kontrolle bei beiden
Inkubationszeiten (24 h, 72 h) zu einer liber 80 %igen Hemmung der ZZK. Bei 1 uM
Astaxanthin war die Inhibierung zwar etwas schwécher, aber betrug immer noch 25 %
(24 h) bzw. 69 % (72 h). Der Effekt von Astaxanthin auf die ZZK ist gemél der Literatur
bis dato kaum untersucht worden. Hix et al. [Hix 2005] untersuchten den Effekt von
Astaxanthin und einem Tetranatriumdiphosphat-Derivat des Astaxanthins auf die ZZK in
einem Konzentrationsbereich von 10"°M bis 10°M in embryonalen Mausfibroblasten
(C3H/10T1/2). Sie fanden innerhalb des getesteten Konzentrationsbereichs keine
inhibitorischen Effekte, sondern bei niedrigeren Konzentrationen sogar stimulatorische
Effekte von Astaxanthin auf die ZZK. Nach einer 7-tdgigen Behandlung von C3H/10T1/2
Zellen mit 10®° M bzw. 107 M Astaxanthin war die ZZK signifikant erhoht verglichen mit
den Kontrollwerten. Die Stimulation der ZZK durch Astaxanthin war nicht dosisabhingig,
da bei niedrigeren (107 M, 10° M) sowie hoheren (10° M) Dosen an Astaxanthin keine
Effekte auf die ZZK beobachtet wurden. 10 uM Astaxanthin (10° M), fiir die in der hier
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vorliegenden Arbeit eine stark inhibitorische Wirkung auf die ZZK in WB-F344 gemessen
wurde, ist von Hix et al. nicht getestet worden, und kann daher nicht verglichen werden. Bei
10°M Astaxanthin beobachteten Hix et al. in ihrer Studie keinen Effekt von Astaxanthin
auf die ZZK. Im Gegensatz dazu flihrte in Experimenten der hier vorliegenden Arbeit eine
Inkubation mit 10°M Astaxanthin zu einer signifikanten, ausgeprigten Hemmung der
ZZXK. Eine inhibitorische Wirkung von hoheren Konzentrationen Astaxanthin auf die ZZK
wie sie in der vorliegenden Arbeit beschrieben ist, widerlegt die Studie von Hix et al nicht.
Die Diskrepanz zwischen diesen beiden Studien hinsichtlich der Ergebnisse des
Funktionsassays (ZZK-Messung) sind vermutlich auf unterschiedliche experimentelle
Konditionen und Zelltypen zuriickzufiihren. Wie bereits erwdhnt, zeigten Zhang et al.
[Zhang 1995], dafl die Wirkung von Carotinoiden auf die ZZK und die Expression des
Kanalproteins Cx43 je nach Zelltyp unterschiedlich sein kann. Aullerdem inkubierten Hix et
al. die Zellen wesentlich linger (7 Tage) mit Astaxanthin [Hix 2005]. Zudem fiihrten Hix et
al. die Messungen der ZZK nicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay nach der
Methode der Mikroinjektionstechnik, sondern nach der Methode des Scrape-Loading-

Assays durch, der im Vergleich zur Mikroinjektionstechnik ungenauere Daten liefert.

Der inhibitorische Effekt des Astaxanthins kann nicht mit einer toxischen Wirkung des
Astaxanthins begriindet werden. Im Zellvitalitits-Assay (MTT-Assay) war nach
Astaxanthin-Behandlung unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine signifikante
Abnahme der Zellvitalitdt, sondern sogar eine Zunahme der Zellvitalitdit der WB-F344
beobachtet worden, obwohl die ZZK unter den gleichen Bedingungen stark gehemmt
wurde. Die hier eingesetzten Astaxanthin-Konzentrationen werden gemdfl den Resultaten
des MTT-Tests als nicht toxisch beurteilt. Hix et al. [Hix 2005] postulierten fiir 10° M
Astaxanthin eine kumulative zytotoxische Wirkung auf Mausfibroblasten (10T1/2) nach
einer 4-wochigen Inkubationszeit. Im Unterschied dazu wurden die Zellen in der hier
vorgestellten Arbeit nicht liber Wochen, sondern maximal drei Tage mit Astaxanthin
inkubiert. Fiir eine umfassende toxikologische Bewertung von Astaxanthin ist eine ndhere
Untersuchung des toxikologischen Potentials in weiteren toxikologischen Tests

erforderlich.

Erstaunlich ist, da3 Canthaxanthin, ein Stimulator der ZZK, die Zellvitalitit unter den
gegebenen Versuchsbedingungen um 50-60 % erniedrigte. Uber die Toxizitit von
Canthaxanthin sind nur wenige Daten in der Literatur verfligbar. Rock et al. [Rock 1995]
beobachteten, dal eine Canthaxanthin-Behandlung  Auswirkungen auf die

Proliferationsfahigkeit und Differenzierung von humanen, priméren epithelialen Brustzellen
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hat, die aus Brustamputationen stammten. Neben o- und B-Carotin erniedrigte auch
Canthaxanthin die Zellvitalitdt (MTT-Test) in Darmkrebszellen [Onogi 1998]. Die in der
vorliegenden Arbeit beobachtete toxische Wirkung (MTT-Test) von Canthaxanthin in WB-
F344 hatte unter den gegebenen Bedingungen keinerlei negative Auswirkungen auf den
Parameter der ZZK. Im Falle von Krebszellen ist die Hemmung der Proliferation bzw.
Reduktion der Zellvitalitidt sowie die Induktion der zelluliren Differenzierung positiv zu
sehen. Die toxikologische Wirkung von Canthaxanthin auf nicht entartete Zellen und deren

Bedeutung fiir die Zellen bleibt zu kldren.

Untersuchungen von Astaxanthin zweier verschiedenener Hersteller (BASF, SIGMA)
zeigte, dal} der inhibitorische Effekt von Astaxanthin auf die ZZK nicht auf Nebenprodukte
der industriellen Synthese von Astaxanthin zuriickzufiihren ist. Sowohl Astaxanthin von
SIGMA als auch das von BASF hemmte die ZZK konzentrationsabhdngig. Der Zelltyp
hatte ebenfalls keinen EinfluB auf die Wirkung des Astaxanthins auf die ZZK: sowohl in
WB-F344 als auch in humanen Hautfibroblasten wurde die ZZK dosisabhingig gehemmt.
Unterschiede in der Stiarke der Hemmung zwischen den beiden Astaxanthin-Substanzen bei
einer Konzentration von 1 uM ist in dem aufiretenden Mafle mit der semi-quantitativen
Natur des Funktions-Assays (Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay) bzw. durch
zellspezifische Faktoren zu erkldren. Der verwendete Assay eignet sich flir semi-
quantitative, aber nicht fiir prizise quantitative Aussagen. Dariliberhinaus wird in
Zellsystemen gearbeitet, die aufgrund ihrer komplexen und sensitiven Funktionsweise trotz
Beriicksichtigung der Kontrollzellen einen weiteren Anteil an Schwankungen von

MeBergebnissen der ZZK haben.

4.1.2 EinfluB von Carotinoiden auf Expression und subzellulare
Lokalisation des Kanalproteins Connexin43 in Rattenleber-
epithelzellen (WB-F344)

Es ist bekannt, dal} die ZZK durch unterschiedliche Mechanismen beeinfluffit werden kann

(s. 1.2.1.3.). In der Literatur wurde gezeigt, dafl Carotinoide (B-Carotin, a-Carotin, Lycopin,

Canthaxanthin, Lutein und B-Cryptoxanthin) die ZZK stimulieren und zugleich die

Connexin-Expression erhohen [Bertram 1995, Bertram 1993, Zhang 1992, Hanusch 1995].

Die Erhohung der Cx43-Expression wurde auch in den hier dargestellten

immunohistochemischen Experimenten nach Behandlung von WB-F344 mit den ZZK-

Stimulatoren B-Carotin, Canthaxanthin, Lycopin beobachtet (s. Abb. 23 - 26). Durch die

Erhohung der Cx43-Expression wird mehr Protein (Cx43) bereitgestellt. Es konnen daher
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mehr Gap-Junction-Kanéle in der Plasmamembran gebildet werden. Als Konsequenz wird
eine erhohte ZZK gemessen. Der molekulare Mechanismus der Expressionserhdhung ist
bislang noch nicht bekannt. Clairmont et al. [Clairmont 1997] zeigten, dafl Retinsdure die
Cx43-Expression beeinfluflit, indem sie die mRNA von Cx43 iiber Elemente, die in der 3’-
UTR lokalisiert sind, stabilisiert. Weiter vermuteten sie, da3 es sich um eine indirekte
Stabilisierung der mRNA durch Retinsdure handelt. Retinsdure wirkt durch Binden an die
Kernrezeptoren RAR bzw. RXR auf die Expression bestimmter Zielgene, die RAREs
(Retinoic Acid Responsive Elements) als Erkennungssequenz im Promotor fiir den
heterodimeren Rezeptorkomplex enthalten. Diese Zielgene konnten fiir Proteine codieren,
die an der posttranskriptionellen Regulation von Cx43 beteiligt sind, indem sie
beispielsweise an die 3’-UTR binden und dadurch die mRNA stabilisieren. Ein &hnlicher
Mechanismus ist fiir das Provitamin A-Carotinoid B-Carotin denkbar. In weiteren Studien
ist zu kldren, ob die Induktion der Cx43-Expression durch Carotinoide ohne Provitamin A-

Charakter (Canthaxanthin, Lycopin) auch auf posttranskriptionalen Effekten basiert.

Bei anderen hier getesteten Carotinoiden, d.h. bei Lutein, Zeaxanthin und Phytoen, wurden
in den immunohistochemischen Untersuchungen keine Anderungen in der Cx43-Expression
im Vergleich zu den Kontrollzellen festgestellt. Dies korreliert mit ihrem geringen bzw.

fehlenden Einfluf auf die ZZK.

Keines der hier getesteten Carotinoide (Phytoen, Lycopin, B-Carotin, Lutein, Zeaxanthin,
Canthaxanthin, Astaxanthin) beeinflulite unter den gewihlten Versuchsbedingungen die

subzelluldre Lokalisation von Cx43.

Auftillig ist, daB trotz des starken inhibitorischen Effekts von Astaxanthin auf die ZZK in
den Astaxanthin behandelten Zellen die Proteinmenge von Cx43 im Vergleich zu den
Kontrollzellen in den immunohistochemischen Untersuchungen nicht verdndert war (s.
Abb. 23-26). Demzufolge gilt zwar fiir einige Carotinoide (z.B. Canthaxanthin, B-Carotin,
Lycopin), daB sie die ZZK stimulieren und zugleich die Cx-Expression erhohen. Eine
Hemmung der ZZK ist jedoch nicht zwangsldufig mit der Erniedrigung der Cx-Expression
assoziiert - wie das Beispiel Astaxanthin zeigt (s. Abb. 23-26, 33, 34, 36). Astaxanthin
fithrte auch nicht zu einer Delokalisation des Kanalproteins Cx43 von der Plasmamembran
in das Zytoplasma wie es flir den Tumorpromotor TPA bekannt ist, der ein starker Inhibitor
der ZZK ist (s. Abb. 8; [Matesic 1994, Ale-Agha 2002]. Folglich mufl Astaxanthin die ZZK
iiber einen anderen Mechanismus beeinflussen als es fiir den Tumorpromotor TPA

postuliert wird.
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Die Effekte der Expressionserhohung und der Stimulation der ZZK sind unabhéngig von
der Provitamin A-Aktivitit der Carotinoide und korrelieren in Ubereinstimmung mit der
Literatur nicht mit ihren antioxidativen Eigenschaften [Bertram 1993, Stahl 1997, Zhang
1991 und 1992]. Denn sowohl das Provitamin A-Carotinoid B-Carotin als auch
Canthaxanthin, das keinen Provitamin A-Charakter besitzt, stimulieren die ZZK und die
Cx43-Expression (s. vorliegende Arbeit und Zhang 1991, Bertram 2004). Stahl et al. [Stahl
1997] zeigten, dal die Féhigkeit von Carotinoiden, Singulettsauerstoff abzufangen,
unabhéngig ist von ihrer Wirkung auf die ZZK. In verschiedenen Untersuchungen [Miki
1991, Yousry 2000, Beutner 2001] erwies sich Astaxanthin als starkes Antioxidans, das
sowohl ein stirkerer Singulettsauerstoff-Quencher als auch ein  stirkerer
Peroxylradikalfainger ist als Canthaxanthin bzw. B-Carotin. Trotz seiner starken
antioxidativen Eigenschaften inhibierte es in hoheren Konzentrationen die ZZK, wahrend
die im Vergleich zu Astaxanthin schwicheren Antioxidantien Canthaxanthin und B-Carotin

die ZZK stimulierten (s. Abb. 21, Tab. 11).

Aufgrund der inhibitorischen Wirkung von Astaxanthin auf die ZZK stellt sich die Frage,
ob die beobachteten krebspriaventiven Effekte von Carotinoiden und ihre Effekte auf die
ZZK mechanistisch in einem Zusammenhang stehen. Die Stimulation der ZZK durch
Carotinoide war bislang neben ihrer antioxidativen Eigenschaften als ein mdglicher
Mechanismus in der krebspriaventiven Wirkung der Carotinoide postuliert worden. In der
Literatur sind auch fiir Astaxanthin krebspriventive Wirkungen beschrieben [Kurihara
2002, Chew 1999, Tanaka 1994]. Umso mehr bleibt zu kldren, was die inhibitorische
Wirkung von Astaxanthin auf die ZZK bedeutet, ob sie ein Risiko fiir Zellen darstellt und
ob sich mit Astaxanthin behandelte priacarcinogene Zellen der Wachstumskontrolle
entziehen. Da die Inhibierung der ZZK bisher mit einer procarcinogenen Wirkung assoziiert
wurde (z.B. Behandlung mit dem Tumorsuppressor TPA, s. 1.2.1.3), mul} somit in weiteren
Arbeiten unbedingt gekldrt werden, ob Astaxanthin neben seiner beobachteten
krebspriventiven Wirkung auch eine procarcinogene besitzt. Bis dato gibt es dafiir keine

Anzeichen.
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4.1.3 Vergleich der Effekte der Xanthophylle Astaxanthin und
Canthaxanthin auf die Zell-Zell-Kommunikation in humanen
Hautfibroblasten und mechanistische Erklarungsansatze

Die vergleichende Untersuchung der Effekte der strukturell eng verwandten Xanthophylle

Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK in humanen Hautfibroblasten (HdF) zeigte,

dal3 Astaxanthin dosisabhidngig die ZZK inhibiert (s. Abb. 32), wihrend Canthaxanthin iiber

den gesamten getesteten Konzentrationsbereich (10° — 10° M) die ZZK stimuliert

(s. Abb. 31). Fiir die inhibitorische Wirkung von Astaxanthin auf die ZZK ist in der

Zellkultur HAF eine Konzentration von mindestens 0,1 uM erforderlich. In einer

Humanstudie mit 32 ménnlichen Testpersonen wurden nach einer einmaligen

Astaxanthingabe von 40 mg je nach Bioverfiigbarkeit der getesteten Astaxanthin-

Lipidformulierung maximale Plasmaspiegel von 0,09 bis 0,21 uM Astaxanthin gemessen

[Odeberg 2003]. Die Halbwertszeit von Astaxanthin betrug im Blut zwischen 12 und 16 h.

Daher kann es zu einer Akkumulation bei mehrfacher Astaxanthingabe und daraus

resultierende hohere Plasmaspiegel kommen. Eine physiologische Relevanz des in

Zellkultur beobachteten stark inhibitorischen Effekts der hoheren Astaxanthinkonzentration

ist deshalb in vivo denkbar. Um hohe Astaxanthinspiegel zu erhalten, mu3 die Substanz

supplementiert werden, da bei einer normalen Erndhrung nur wenig Astaxanthin in der

Nahrung enthalten ist und somit auch nur wenig Astaxanthin dem Organismus zugefiihrt

wird. Nennenswerte Mengen an Astaxanthin finden sich in Lebensmitteln wie z. B. Lachs

und Forelle (1-10 mg Astaxanthin pro kg). Ublicherweise konsumiert der Mensch diese
astaxanthinreichen Lebensmittel in einer Menge und Héiufigkeit, die gemdB den

Ergebnissen der oben erwédhnten Studie [Odeberg 2003] nicht zu den fiir die Inhibierung der

ZZK relevanten Astaxanthinkonzentrationen im Blut fiihren. Effekte auf die ZZK in vivo

sind jedoch infolge von Akkumulation von Astaxanthin in Geweben denkbar. Es bleibt

aullerdem zu kliren, ob der in vitro beobachtete inhibitorische Effekt von Astaxanthin und

seine Dosisabhédngigkeit auch in vivo relevant ist.

Andere biologische Effekte von Astaxanthin wurden auch schon bei niedrigerer
Astaxanthindosierung beobachtet: in  vivo wurde bereits bei einer niedrigeren
Astaxanthindosis - und demzufolge einem niedrigeren Plasmaspiegel - die LDL''-Oxidation

inhibiert. Bereits eine tdgliche Dosis von 1,8 mg Astaxanthin iiber einen Zeitraum von 14

""" LDL: low density lipoprotein.
112



4 Diskussion

Tagen fiihrte zu einer signifikant erhohten lag-Phase bis zur Oxidation von LDLs [Iwamoto

2000].

Die verminderte ZZK nach Behandlung mit hoheren Konzentrationen an Astaxanthin
(1 und 10 uM) korrelierte mit dem Verlust der P2-Bande des Kanalproteins Cx43 im
Western Blot. Moglicherweise ist daher eine Hypophosphorylierung von Cx43
verantwortlich fiir den Verlust der ZZK. Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung
funktionsfahiger Connexine (Kanalproteine), die sich in der Membran befinden, konnen den
SchlieB-Offnungsmechanismus des Kanals und damit die Kanalfunktion beeinflussen
[Lampe 2004] (s.a. 1.2.1.3). Das Phosphorylierungsmuster von Cx43 wurde durch die
Behandlung mit Canthaxanthin nicht beeinfluit. Das weist darauthin, da keine
posttranslationalen Modifkationen in den Wirkmechanismus von Canthaxanthin auf die
ZZK involviert sind. Neben Astaxanthin gibt es auch andere Inhibitoren, die eine

Verdnderung im Phosphorylierungsmuster der Connexine bewirken (s. Abb. 51).

Tumorpromotoren wie der Phorbolester TPA (12-O-Tetradedanoylphorbol-13-Acetat;
17 nM) oder wie Dieldrin (26 uM) und Heptachlorepoxid (26 uM) hemmten in WB-F344
innerhalb von 5 min 80-90 % der ZZK und mehr als 90 % nach 1 h [Matesic 1994]. Bei
TPA trat zeitgleich mit dem Verlust der ZZK eine Hyperphosphorylierung von Cx43 auf;
d.h. im Western Blot war eine zusitzliche Phosphorylierungsbande (P3) erkennbar.
AuBerdem nahm die Intensitdt der PO-Bande ab. Der Verlust der ZZK bei gleichzeitiger
Hyperphosphorylierung des Kanalproteins nach Behandlung mit Tumorpromotoren aus der
Klasse der Phorbolester (z.B. TPA) ist mehrfach in der Literatur beschrieben [Kang 2000,
Ale-Agha 2002, Rivedal 2005].

Die Behandlung mit Dieldrin und Heptachlorepoxid fiihrte zwar nach 1 h zu einem Verlust
der P2-Bande und gleichzeitiger Zunahme der Intensitdt der PO-Bande. Dieser Effekt war
aber nicht nach einer kiirzeren Behandlungszeit zu beobachten. Daher kann die rasche
Hemmung der ZZK durch Dieldrin und Heptachlorepoxid nicht primidr auf eine
Hypophosphorylierung von Cx43 zuriickgefiihrt werden. Der Verlust der P2-Bande von
Cx43 ist auch fiir Zellen beschrieben, die mit anderen ZZK-Inhibitoren, z. B. Heptanol
[Musil 1990] oder Oleamid [Guan 1997], behandelt wurden. Die erlduterten
unterschiedlichen Zusammenhénge zwischen Hemmung der ZZK und Veridnderungen im
Phosphorylierungsmuster von Cx43 zeigen, dal sowohl eine Hyper- (TPA) als auch eine
Hypophosphorylierung (Oleamid, Heptanol) von Cx43 fiir eine Hemmung der ZZK

verantwortlich sein kann.
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Abb. 51: Beispiele fiir Inhibitoren der ZZK.
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CH/291218]

Heptachlorepoxid [http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetai
I/SUPELCO/49042]
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Es ist von entscheidender Bedeutung, die jeweils betroffenen Phosphorylierungsstellen zu
kennen und ihrer (De)Phosphorylierung die jeweiligen Effekte auf die ZZK zuordnen zu

konnen. Im C-Terminus von Cx43 sind 14 Serin- und 6 Tyrosinreste als mdogliche
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Phosphorylierungsstellen lokalisiert (s.a. 1.2.1.3, Abb. 10). Daraus ergeben sich viele
Moglichkeiten bzw. Kombinationsmoglichkeiten fiir ~ Phosphorylierungen.  Der
Phosphorylierungszustand P1 reprisentiert nicht die Phosphorylierung einer bestimmten
Phosphorylierungsstelle im Cx43-Molekiil, sondern den Grad der Phosphorylierung von
Cx43. Die Phosphorylierung an einer Phosphorylierungsstelle A hat nicht automatisch die
gleiche Wirkung auf die ZZK wie eine Phosphorylierung an einer Phosphorylierungsstelle
B. Daher ist es entscheidend, die Phosphorylierungsstellen zu kennen, deren
Phosphorylierung zu einem Pl- oder P2-Phosphorylierungszustand fiihrt. Eine
Phosphorylierung an Ser279 muf3 nicht zwangsldufig den gleichen Effekt bedingen wie eine

Phosphorylierung an Ser373.

Generell mul3 gekliart werden, wie eine Verdnderung des Phosphorylierungsmusters von

Cx43 die ZZK beeinfluBBt und welche Aminosiduren im Cx43-Molekiil davon betroffen sind.

Im Unterschied zur Wirkung von TPA auf die ZZK war die Hemmung der ZZK durch
Astaxanthin nicht mit einer Delokalisation von Cx43 von der Plasmamembran ins Zytosol
assoziiert [Daubrawa 2005]. Dies wurde unabhingig vom Zelltyp beobachtet (s. Abb. 23 -
26, 33, 34). In Ubereinstimmung mit Literaturdaten war der stimulatorische Effekt von
Canthaxanthin auf die ZZK von einer Erhohung der Cx43-Expression, d.h. der Cx43-
Menge, begleitet (s. Abb. 36). Daraus kann geschluBBfolgert werden, da3 Canthaxanthin die
ZZK iber einen anderen Wirkmechanismus als Astaxanthin beeinfluit. Der bereits
bekannte Effekt von Canthaxanthin auf die Expression von Cx43 bleibt im Detail zu kliren.
Der EinfluB3 von Canthaxanthin auf die Expression von Cx43 ist auf transkriptioneller oder
auf posttranskriptioneller Ebene wie es flir Retinsdure beschrieben ist (s. 4.1.2 und
[Clairmont 1997]) denkbar. Astaxanthin beeinflult die ZZK vorrangig iiber den
posttranslationalen Weg der Phosphorylierung von Cx43 (s.a. Abb. 52).

Offensichtlich ist ein komplexes Regelwerk fiir die Feinregulation der interzelluldren
Kommunikation iiber GJs verantwortlich. Hierfiir werden im Falle der posttranslationalen
Modifikation vermutlich je nach Signalweg, den eine Substanz auslost, unterschiedliche
Phosphorylierungsstellen im Connexinprotein verdandert. Fiir TPA ist bekannt, daf3 es {iber
die Aktivierung von Phosphokinase-C (PKC) Cx43 phosphoryliert und dadurch die
Zusammenlagerung von GJs in die Membran sowie die Kanalpermeabilitit beeinfluflt [Ale-
Agha 2002, Leithe 2003]. Es bleibt zu klédren, iiber welche Signalkaskaden Astaxanthin die
Verdnderung des Phosphorylierungszustands von Cx43 bewirkt und welche

Phosphorylierungsstellen betroffen sind, d.h. welche Aminosduren im Cx43-Protein
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Astaxanthin-Einbau in die Membran
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phosphoryliert werden. Fiir die Identifizierung der Phosphorylierungsstelle mufl Cx43
mittels Immunprézipitation in hoher Reinheit aus den Zellen gewonnen und anschlieBend
mittels Massenspektrometrie untersucht werden. Bislang konnte dies noch nicht erfolgreich
durchgefiihrt werden. Insbesondere die Immunprizipitation stellte einen kritischen Schritt
dar: Cx43 konnte nicht in der fiir die Massenspektrometrie ausreichenden Menge und

Reinheit isoliert werden.

Ursache fiir die inhibitorische Wirkung von Astaxanthin auf die ZZK kann auch ein
Membraneffekt von Astaxanthin sein (s. Abb. 52). Charakteristisch fiir Carotinoide und
damit fiir Astaxanthin ist ihre Lipophilie. Aufgrund ihres lipophilen Charakters kdnnen sie
die Zellmembran passieren bzw. sich in die Zellmembran einlagern. Je nach strukturellen
Voraussetzungen orientieren sich die einzelnen Carotinoide unterschiedlich in der
Lipiddoppelschicht. Wie in Abb. 52 schematisch dargestellt, ist es denkbar, daB3 durch die
Einlagerung von Astaxanthin in die Zellmembran, Eigenschaften der Lipiddoppelschicht
bzw. Komponenten der Lipiddoppelschicht (wie z.B. GJs) beeinfluBt werden. Die
Einlagerung von Astaxanthin in die Zellmembran konnte eine Konformationsédnderung des
am Aufbau der GJs Dbeteiligten Cx43-Molekiils bewirken. Durch diese
Konformationsinderung konnten phosphorylierte Aminosdure-Reste im C-Terminus von
Cx43 besser zuginglich fiir zytosolische Phosphatasen sein. Die Dephosphorylierung von
Cx43 wiederum konnte eine erneute Konformationsédnderung von Cx43 zur Folge haben

und dadurch zum SchlieBen des Gap-Junction-Kanals flihren.

Dariiberhinaus mufl auch die Moglichkeit beriicksichtigt werden, daB3 Astaxanthin eine
Signalkaskade induziert, die eine Dephosphorylierung eingebauter Cx43-Molekiile auslost
und dadurch das Schlieen des Kanals bewirkt. AuBerdem konnte der Verlust der P2-Bande
im Phosphorylierungsmuster von Cx43 nach einer Behandlung mit hoheren Dosen
Astaxanthin auch von einer Astaxanthin induzierten Inhibierung einer Kinase ausgeldst

werden.

Die inhibitorische Wirkung von Astaxanthin war reversibel. Das Entfernen von Astaxanthin
aus dem Kulturmedium fiihrte zu einer Wiederherstellung der ZZK (s. Abb. 40). AuBlerdem
konnte auch die P2-Bande wieder detektiert werden (s. Abb. 41), was auf einen
mechanistischen Zusammenhang zwischen der Verdanderung des Phosphorylierungsmusters
von Cx43 und der Hemmung der ZZK hindeutet. Die reversible inhibierende Wirkung auf
die ZZK ist auch fiir andere Inhibitoren der ZZK, z.B. Oleamid [Guan 1997] und Olsiure
[Lavado 1997] beschrieben. Der Verlust der P2-Bande von Cx43 in Oleamid behandelten
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Zellen ist ebenfalls reversibel [Guan 1997]. Allerdings erholten sich die mit Oleamid bzw.
Olsdure behandelten Zellen schneller von der inhibierenden Wirkung: in Rattengliazellen
war eine Regeneration der ZZK innerhalb von 1h nach Entfernen des Oleamids zu
beobachten. Die ZZK in Astrozyten war nach dem Entfernen der Olsdure innerhalb von
etwa 12 h regeneriert. Die ZZK in Astaxanthin behandelten humanen Hautfibroblasten war
dagegen nach 24 h nur auf etwa 70 % des Kontrollwertes regeneriert, d.h. die Astaxanthin-
Behandlung bedingte in diesem Zelltyp einen langanhaltenderen Effekt. Im Vergleich zum
ZZXK-Inhibitor TPA waren hohere Konzentrationen und lingere Inkubationszeiten ndtig, um
eine komplette Inhibierung der ZZK zu erreichen [Matesic 1994, Ale-Agha 2003].
Astaxanthin wirkte jedoch schneller als Canthaxanthin (10 uM), dessen stimulatorischer
Effekt auf die ZZK in humanen Hautfibroblasten erst nach ca. 6 h zu beobachten war.
10 uM Astaxanthin flihrten bereits nach einer 3-stiindigen Behandlung zu einer
signifikanten Hemmung der ZZK. Der stimulatorische Effekt von Canthaxanthin war

ebenfalls reversibel (s. Abb. 40 und 41).

Je hoher die Carotinoidkonzentration im Inkubationsmedium war, desto hoher war die im
Zelllysat detektierte Carotinoidmenge. Die extremen Unterschiede zwischen den jeweiligen
EinzelmeBwerten durch das zelluldre System und das Losungsverhalten der Carotinoide
erklarbar. Bei Carotinoiden handelt es sich um stark lipophile Substanzen. Diese muf3ten fiir
die Experimente in einem wéssrigen Medium solubilisiert werden, um die Zellen damit
inkubieren zu konnen. Die Carotinoide wurden in Tetrathydrofuran (THF) vorgeldst, das
gemidll der Literatur und eigenen Erfahrungen ein geeignetes Losungsmittel fiir die
Untersuchung von Carotinoiden in Zellkulturstudien ist [Bertram 1991]. Die Carotinoide
wurden dann als Carotinoid-THF-Stammlosung in das wéssrige Medium verdiinnt.
Allerdings kann es dabei zu einer ungleichméfigen Carotinoidverteilung im Medium und

im Folgenden zu Abweichungen des auf die Zellen pipettierten Carotinoidgehalts kommen.

Auch nach der Probennahme (Zelllysate und abpipettierte Medieniiberstinde) kdnnen
Pipettierfehler zu Fehlern in den MeBergebnissen fithren. Fiir die Carotinoid-Analyse per
HPLC wurden bestimmte Volumina der Proben (Zelllysate und abpipettierte
Medieniiberstinde) abpipettiert. Hier ist es ebenfalls von groBer Wichtigkeit flir die
MeBergebnisse, dafl die Carotinoide homogen verteilt in den Proben vor dem Abpipettieren
der Analyseprobe vorliegen. Wiéhrend der experimentellen Durchfiihrung wurde zwar
versucht, durch kréftiges maschinelles Schiitteln der Zelllysate und Medien diese

Fehlerquelle zu eliminieren. Aber es ist dennoch nicht auszuschlieBen, dafl ungleiche
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Mengen an Carotinoid filir die Bestimmung des Carotinoidgehalts in Zelllysat bzw. Medium

pipettiert wurden.

Fiir exaktere Aussagen hinsichtlich des Bioverfligbarkeit der beiden Xanthophylle in Zellen
sollte ein anderes Solubilisationssystem verwendet werden (z.B. Liposomen) und eventuell
die Probennahme und/ oder die Probenaufarbeitung optimiert werden. Detailliertere Daten
iiber die Aufnahme von Carotinoiden in Zellen kdnnen auBerdem gewonnen werden, indem
die Carotinoidkonzentration nach einer subzelluldren Fraktionierung in den einzelnen

Kompartimenten (z.B. Nucleus, Mitochondrien) bestimmt wird.

4.2 EinfluBR von Dicumarol auf die Zell-Zell-Kommunikation in
Rattenleberepithelzellen (WB-F344) und humanen Haut-
fibroblasten (HFFF2)

Dicumarol inhibiert bekannterweise die ERK-Aktivierung einiger Chinone und die damit
verbundene Hemmung der ZZK [Klotz 2002]. Im Widerspruch dazu fiihrte die Behandlung
von WB-F344 (Rattenleberepithelzellen) bzw. von HFFF2 mit Dicumarol zu einer starken
Erniedrigung der ZZK.

Abdelmohsen et al. [Abdelmohsen 2005] konnten zeigen, dafl die Inhibierung der ZZK
durch Dicumarol unabhéngig vom ERK-Signalweg ist. Demzufolge inhibiert Dicumarol die
ZZK nicht iiber eine Aktivierung des ERK-Signalweges mit anschlieBender
Phosphorylierung des Kanalproteins Cx43 (s. Abb. 11). Vielmehr konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daB3 die dicumarolinduzierte Inhibierung der ZZK
dhnlich wie bei anderen Inhibitoren (z.B. Astaxanthin, Oleamid, Heptanol, s. Abb. 36 und
41, s.4.1.3) mit einer Hypophophosphorylierung einhergeht (s. Abb. 46, s4.1.3). Die
Inhibierung der ZZK war begleitet von dem Verlust der P2-Bande von Cx43 und die
Regeneration der ZZK nach Auswaschen des Dicumarols von der Regeneration der P2-
Bande im Western Blot. Daher kann vermutet werden, da3 Dicumarol die ZZK hemmt,
indem es eine Verdnderung des Cx43-Phosphorylierungsmusters verursacht. Es bleibt zu

untersuchen, iiber welche Signalwege diese Effekte von Dicumarol vermittelt werden.

Ebenso wie flir Astaxanthin bleibt auch fiir Dicumarol zu kldren, ob die Inhibierung der
ZZXK und der gleichzeitige Verlust der P2-Bande kausal miteinander verkniipft sind oder ob

es sich bei beiden Effekten um einem unbekannten Priméreffekt nachgelagerte parallele

119



4 Diskussion

Phinomene handelt. Dicumarol beeinflulte ebenso wie Astaxanthin die Lokalisation von
Cx43 nicht (immunohistochemische Daten nicht abgebildet). Dicumarol inhibierte die ZZK
reversibel (s. Abb 45). Die ZZK in WB-F344 erreichte nach Entfernen des Dicumarols aus
dem Medium im Vergleich zu Astaxanthin (s.Abb. 40) sehr schnell wieder das Niveau der
Kontrollzellen. Nach einer einstiindigen Behandlung von WB-F344 mit 25 uM Dicumarol
war die ZZK bereits 1 h nach Entfernen des Dicumarols auf 80 % des Kontrollwertes
regeneriert. Nach einer Inhibierung der ZZK mit 10 pM Astaxanthin (24 h-Inkubation)
wurde eine Regeneration der ZZK in humanen Hautfibroblasten auf 80 % des
Kontrollwertes erst nach 48 h beobachtet. Moglicherweise spielen hier zelltypabhidngige
Effekte eine Rolle, da die Reversibiltit der beiden Substanzen in unterschiedlichen
Zellsystemen (WB-F344, humanen Hautfibroblasten) getestet wurden. Weiter kann dies
auch ein Indiz filir einen unterschiedlichen Wirkmechanismus der beiden Inhibitoren auf die

ZZK sein.

Bislang sind unterschiedliche Substanzen als Inhibitoren der ZZK bekannt, z.B. Alkanole
oder primdre Amide von Fettsduren [Guan 1997, Boger 1998]. AuBlerdem ist fiir
verschiedene Substanzen, die mit Membran-lonenkanédlen interagieren, wie z.B.
Flufenaminsdure (FFA), gezeigt worden, dal sie die ZZK inhibieren. Die Aktionsweise
dieser Inhibitoren ist bis jetzt nicht gekldrt. Und iiblicherweise werden eher generelle
Effekte auf die Membrandurchléssigkeit und auf die Konformation der GJ-Halbkanéle bzw.
der Connexinmolekiile in der Membran als Ursachenerkldrung fiir die Inhibierung der ZZK
vorgeschlagen [Lerner 1997]. Im Vergleich zu Dicumarol waren sowohl 1-Octanol als auch
FFA in WB-F344 weniger effektiv als ZZK-Inhibitoren (s. Abb. 48). Die ICs,'>-Werte
beider Substanzen lagen bei ca. 25 uM (im Vergleich dazu: 3 pM bei Dicumarol), was mit
Literaturdaten {iber die reversible Inhibierung der ZZK in Rattennierenfibroblasten (NRK
Fibroblasten) durch FFA mit einer ICsy von 40 uM tibereinstimmt [Harks 2001].

4.3 Carotinoide als Mikronahrstoffe mit potentiell protektiver
Wirkung gegen schadigende Effekte von UVA-Strahlung
UVA-Bestrahlung fiihrte zur Hemmung der ZZK in humanen Hautfibroblasten. Bisher
existiert kaum Literatur iiber den Effekt von UVA-Strahlung auf die ZZK. Der
inhibitorische Effekt von UVA-Strahlung auf die ZZK ist in vitro in humanen

2 1Csq: Konzentration, bei der 50 % der ZZK inhibiert werden.
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Keratinozyten [Provost 2003] und in Hamsterfibroblasten [Banrud 1994] in der Literatur
beschrieben. Provost et al. [Provost 2003] stellten eine Dosisabhdngigkeit des
inhibitorischen Effekts von UV A-Strahlung auf die ZZK in humanen Keratinozyten fest: je
héher die Dosis der UVA-Strahlung (0-20 J/cm®) war, desto stirker war die Hemmung der
ZZXK. Eine Dosisabhidngigkeit konnte flir die Wirkung von UV A-Strahlung auf die ZZK in
humanen Hautfibroblasten (HdF) in den hier vorgestellten Untersuchungen nicht bestatigt
werden (s. Abb. 49). Eine UVA-Dosis von 10 J/cm” fiihrte zu einer signifikanten Hemmung
der ZZK, héhere bzw. niedrigere Dosen (5 bzw. 15 J/cm®) nicht. Bei den hier vorgestellten
Versuchsergebnissen handelt es sich allerdings um vorldufige Ergebnisse. Moglich ist aber,

dal3 der Effekt der UVA-Strahlung auf die ZZK vom Zelltyp abhéngt. Dies bleibt zu kléren.

Der inhibitorische Effekt von UVA-Strahlung auf die ZZK war abhingig vom
MeBzeitpunkt. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen wurde bei einer Dosis von
10 J/em® nur fir den MeBpunkt von 6h nach der Bestrahlung ein signifikanter
inhibitorischer Effekt auf die ZZK festgestellt. Fiir hohere (24 h) bzw. niedrigere (3 h)
Zeitspannen zwischen Bestrahlung und Messung der ZZK wurden keine signifikanten
Effekte auf die ZZK beobachtet. Auch Banrud et al. [Banrud 1994] zeigten, dal3 der
beobachtete Effekt der UVA-Strahlung abhingig ist von der Zeitspanne zwischen
Bestrahlung und Messung der ZZK. Thre Untersuchungen ergaben eine maximale
Hemmung der ZZK in Hamsterfibroblasten 4 h nach Bestrahlung mit UVA. Daraus kann
man schlieBen, daB die Wirkung der UVA-Strahlung auf die ZZK zeitversetzt zur
eigentlichen Bestrahlung einsetzt. Es bleibt zu kldren, welche molekularen Prozesse in der
Zelle durch die UV A-Strahlung initiiert werden, die dann letztlich zur Hemmung der ZZK
fithren.

GemilB derzeitigem Wissensstand spielt die Hemmung der ZZK eine Rolle in der
Kanzerogenese: Krebszellen weisen in der Regel eine verminderte bzw. keine ZZK auf
[Bertram 2004, Trosko 2001]. Es wird vermutet, da3 es wihrend der Tumorentstehung fiir
die Tumorzelle duBerst wichtig ist, sich von den Signalen (z.B. Wachstumskontrollsignale)
der sie umgebenden Zellen zu isolieren und damit der Wachstumskontrolle normaler Zellen
zu entziehen [Vine 2002]. Hautkrebs zéhlt zu den hdufigsten Tumorerkrankungen des
Menschen und seine Inzidenz nahm in den letzten Jahren stetig zu. Es besteht ein klarer
Zusammenhang zwischen der Entstehung von Hautkrebs und der Einwirkung ultravioletter
Strahlung, unabhingig davon, ob sie von der Sonne oder aus dem Solarium kommt [Lyons
2002, http://www .krebsinformation.de/Krebsarten/hautkrebs.html]. UV A-Strahlen dringen

tiefer in die Haut - d.h. bis zur Dermis - ein als UVB-Strahlen, die nur bis in die Epidermis
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gelangen. UV A-Strahlung wird daher neben genetischer Disposition als eine Ursache fiir
den bosartigsten Hautkrebstyp, das maligne Melanom, angesehen. Der Mechanismus der
procarcinogene Wirkung von UV A-Strahlung ist noch nicht in vollem Umfang aufgeklart.
U.a. wird angenommen, dal UVA-Strahlung biologisch relevante Molekiile (z.B. DNA)
indirekt iiber die Bildung von ROS schédigt [Ichihashi 2003, Lyons 2002, Sies 2004] und
somit zur Krebsentstehung beitrdgt. Es wird angenommen, dal die in dieser Arbeit
beschriebene inhibitorische Wirkung von UVA-Strahlung auf die ZZK in humanen
Hautfibroblasten ein weiterer moglicher Mechanismus der procarcinogenen Wirkung von

UVA-Strahlung ist.

Wertz et al. [Wertz 2005] konnten zeigen, dal die UV A-Strahlung die Expression von
vielen hundert Genen in Keratinozyten, z.T. ROS vermittelt, beeinfluBt. Daher kann die
beobachtete Hemmung der ZZK in humanen Hautfibroblasten aus einer verdnderten
Expression von Cx43 infolge von UV A-Strahlung resultieren. Die Carotinoide B-Carotin,
Astaxanthin und Canthaxanthin kompensierten die inhibitorische Wirkung von UVA-
Strahlung auf die ZZK in humanen Hautfibroblasten (s. Abb. 50) und fiihrten in
Abhingigkeit von den Versuchsbedingungen sogar zu einer Stimulation der ZZK unter
UVA-Einwirkung. Insbesondere fiir Astaxanthin wirft dies Fragen auf, da es sich in den
bisherigen ZZK-Studien als Inhibitor der ZZK erwiesen hat. Die Ursache konnen Effekte
von Astaxanthin-Metaboliten sein, die unter UVA-Einflul gebildet wurden und im
Gegensatz zu ihrer Muttersubstanz Astaxanthin stimulatorisch auf die ZZK wirken. B-
Carotin hingegen verhielt sich ambivalent: einerseits stimulierte es nach UV A-Exposition
ebenso wie Canthaxanthin die ZZK; andererseits war dic ZZK in humanen Hautfibroblasten
nach einer 24-stiindigen Vorinkubation mit 3-Carotin 24 h nach der Bestrahlung mit UVA
signifikant erniedrigt. Auch hier konnen Metaboliten eine Rolle spielen, die die
inhibitorische Wirkung der UV A-Strahlung auf die ZZK im Gegensatz zu B-Carotin nicht

kompensieren kdnnen oder selbst inhibitorisch wirken.

Die photoprotektive Wirkung von Carotinoiden ist in der Literatur mehrmals beschrieben.
O’Connor et al. [O’Connor 1998] zeigten, da3 B-Carotin (1 uM), Astaxanthin (10 nM) und
Lutein (1 uM) Rattennierenfibroblasten vor UVA-induziertem oxidativen Strel3 schiitzen,
wobei Astaxanthin die grofite antioxidative Wirkung entfaltete. Es bleibt zu kldren, ob bei
der protektiven Wirkung der Carotinoide gegen UV A-induzierte Hemmung der ZZK auch
antioxidative Mechanismen eine Rolle spielen. Dies wiirde bedeuten, da3 die ZZK durch
ROS-abhédngige Signalwege beeinfluflit wird. Fiir UVB-Strahlung ist bekannt, da3 sie ERK-
abhingige Signalwege aktiviert [Ichihashi 2003]. Die Aktivierung des ERK-Signalwegs
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wiederum kann zu einer Phosphorylierung von Cx43 und im Folgenden zu einer
Inhibierung der ZZK flihren [ Warn-Cramer 1996, Lampe 2000] (s.a. Abb. 11). Auch in vivo
wurde die photoprotektive Wirkung von natiirlich vorkommenden Carotinoiden
nachgewiesen. Eine Supplementierung mit téglich 24 mg B-Carotin, Lycopin oder einer
Carotinoidmischung (jeweils 8 mg: B-Carotin, Lycopin, Lutein) iiber einen Zeitraum von
12 Wochen verminderte die Erythemintensitidt nach UV-Exposition [Heinrich 2003]. Diese
Supplementierung erfolgte mit Carotinoiden in Gelkapsel-Formulierung. Auch eine 10-
wochige Supplementierung mit Lycopin (16 mg/ d) in einer der Nahrung entsprechenden
Matrix (Tomatenpaste mit Olivenodl) flihrte zu einer 40 % geringeren Erythembildung nach
UV-Exposition [Stahl 2001]. Diese Studien und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
legen nahe, dafl die natiirlich vorkommende Mikronédhrstoftklasse der Carotinoide als
endogene Sonnenschutzmittel fiir eine systemische Photoprotektion des menschlichen
Organismus geeignet ist. Thre Schutzwirkung ist zwar geringer als die synthetisch
hergestellter, topisch applizierter Sonnenschutzmittel (z.B. UVA- bzw. UVB- Filter in
herkdmmlicher Sonnenmilch). Aber sie konnen einen permanenten Schutz gegen UV-
Strahlung gewihrleisten und zum permanenten Verteidigungssystem des Organismus gegen

UV-Strahlung beitragen.

123



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die interzellulire Zell-Zell-Kommunikation (ZZK) tliber Zell-Zell-Kanéle (Gap Junctions)
ermoglicht komplexen Organismen den Austausch von niedermolekularen Verbindungen
(<1 kDa) zum Zwecke der Signaltransduktion (von molekularen und elektrischen Signalen)
und Austausch von Nahrstoffen. Die GJs sind aus Membranproteinen aus der Connexin-
Familie aufgebaut. Die Regulation der ZZK erfolgt auf transkriptioneller,
posttranskriptioneller und posttranslationaler Ebene. Die ZZK iiber GJs ist flir viele
verschiedene zelluldre Funktionen wie z.B. die Regulation von Wachstum, Differenzierung
und Entwicklung der Zelle von Bedeutung. Der Verlust der ZZK ist ein Charakteristikum
der meisten Krebszellen. Fiir Carotinoide, natiirlich vorkommende Mikrondhrstoffe, wurden
in vielen Studien krebspriventive Eigenschaften beobachtet. Frithere Untersuchungen
zeigten, daBl einige Carotinoide die ZZK stimulieren. Es wird diskutiert, dafl ihre
krebspriaventiven Eigenschaften wenigstens z.T. auf ihrer stimulatorischen Wirkung auf die

77K basieren.

In der hier vorliegenden Arbeit konnten stimulatorische Effekte einiger Carotinoide (8-
Carotin, Lycopin, Canthaxanthin) auf die ZZK in Rattenleberepithelzellen (WB-F344)
durch Messungen der ZZK im Fluoreszenzfarbstoff-Transfer-Assay bestdtigt werden. Fiir
andere Carotinoide (Phytoen, Zeaxanthin, Lutein) wurden keine oder nur geringfiigige
Effekte auf die ZZK beobachtet. Astaxanthin, das bislang kaum hinsichtlich seiner Wirkung
auf die ZZK untersucht worden war, fiihrte unerwarteterweise zu einer drastischen
Hemmung der ZZK in WB-F344. Interessanterweise ist das strukturell eng verwandte

Canthaxanthin ein starker Stimulator der ZZK.

Detailliertere Studien zur Wirkung von Astaxanthin und Canthaxanthin auf die ZZK
wurden vergleichenderweise in einem humanen Zellsystem (humane Hautfibroblasten,
HdF) durchgefiihrt. Diese Studien zeigten, daB Astaxanthin die ZZK dosisabhingig (10” —
10° M) signifikant hemmt, wihrend Canthaxanthin innerhalb des gleichen
Konzentrationsbereichs sowie gleicher Inkubationszeiten (24 - 72 h) die ZZK signifikant
stimuliert. Die Inkubation mit 10° M Astaxanthin fiihrt sowohl nach 24 h als auch nach
72 h zu einer fast kompletten Inhibierung (<95 %) der ZZK in HdF. Die Hemmung der
77K durch Astaxanthin ist reversibel.
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Untersuchungen zum Mechanismus der starken inhibitorischen Wirkung von Astaxanthin
auf die ZZK zeigten, dal diese mit einer Verdnderung im Phosphorylierungsmuster des
Kanalproteins Connexin43 (Cx43) assoziiert ist. Die stimulatorische Wirkung von
Canthaxanthin auf die ZZK geht nicht mit einer Verdnderung des
Phosphorylierungsmusters, sondern mit einer Erhdhung der Expression von Cx43 einher.
Dies weist auf unterschiedliche Wirkmechanismen von Astaxanthin und Canthaxanthin auf
die ZZK hin: Canthaxanthin wirkt auf posttranskriptioneller oder transkriptioneller Ebene.
Astaxanthin beeinflufit die ZZK auf posttranslationaler Ebene. Im Gegensatz zu anderen
Inhibitoren der ZZK (z.B. dem Tumorpromotor TPA) war die inhibitorische Wirkung von

Astaxanthin nicht mit einer Delokalisation von Cx43 von der Zellmembran assoziiert.

UVA-Strahlung ist als zelluldrer Stressor bekannt. Es konnte im Verlauf dieser Arbeit
gezeigt werden, dal UVA-Strahlung die ZZK in humanen Hautfibroblasten zu ca. 30 %
hemmt. Die Behandlung mit Carotinoiden (B-Carotin, Astaxanthin, Canthaxanthin) schiitzte
die Zellen vor der von UV A-Strahlung induzierten Inhibierung der ZZK. Dies unterstiitzt
die These, daB3 Carotinoide als endogene Sonnenschutzmittel beim Menschen angewendet

werden konnen.

Neben Carotinoiden wurde auch das Cumarin Dicumarol hinsichtlich seiner Wirkung auf
die ZZK in WB-F344 sowie humanen Vorhautfibroblasten (HFFF2) untersucht. Wie
Astaxanthin inhibiert es dosisabhdngig die ZZK. Moglicherweise hemmen Astaxanthin und
Dicumarol die ZZK {iiber den gleichen Mechanismus, da auch die inhibitorische Wirkung
von Dicumarol mit einer Verdnderung des Phosphorylierungszustands von Cx43 assoziiert

1st.
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