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Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung
durch Cyanidin-3-O-Rutinosid

Einleitung und Zielstellung

Anthocyane sind wasserlosliche blau gefarbte sekundédre Pflanzenstoffe. Thre Bezeichnung
leitet sich von den griechischen Wortern anthos (Bliite) und kyanos (blau) ab. Diese Verbin-
dungen werden vorrangig in Beerenfriichten, Blumen und einigen Gemdiisearten gebildet.
Uber 400 Anthocyane lassen sich anhand ihrer Substituenten unterscheiden, die entweder
Hydroxy- und Methylgruppen, Zucker oder organische Séduren sind, die an verschiedenen
Stellen des Ringsystems gebunden werden konnen. Die Anzahl der Aglykone ist mit 18 ver-
schiedenen Verbindungen wesentlich geringer. Die am hiufigsten gebildeten Anthocyane sind
Cyanidinverbindungen. Sie kommen besonders reichlich vor in Aronia, Holunder, Brombee-
ren, schwarzen Johannisbeeren, schwarzen Himbeeren, Kirschen und Rotkohl. Abb. 1 zeigt
die Grundstruktur des Anthocyanidins und Beispiele fiir Substitutionen am C-und B-Ring des
Molekiils von 6 hiufigen Aglykonen. Durch die Esterbildung mit Zuckern (Glucose, Galacto-
se, Rhamnose oder Arabinose) am C3- und/oder freien OH-Gruppen am C5, C7, C3' und C5'
gewinnen die Verbindungen an Stabilitidt. Die Substitutionsmuster sind oft noch durch die
Bindung mehrerer aneinander gereihter Zucker oder eine Veresterung mit verschiedenen or-
ganischen Sduren erweitert, dadurch nimmt die Stabilitidt der Verbindungen weiter zu. Cha-
rakteristisch flir Anthocyane ist die positive Ladung in Position 1 des C-Ringes; dadurch wird
das Aglykon zu einem Flavylium-Kation [1].
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Abb. 1 Grundstruktur der Anthocyane nach Wang und Stoner [3]
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Durch den Nachweis einer Reihe gesundheitsfordernder Effekte, die tiberwiegend aus In-
vitro-Experimenten abgeleitet wurden, nahm das Interesse an dieser Stoffklasse im letzten
Jahrzehnt stark zu [2]. Die publizierten Befunde vieler Arbeiten beziehen sich auf Experimen-
te mit Zellkulturen, bei denen Konzentrationen von Anthocyanen eingesetzt wurden, die z. T.
um mehrere GroBenordnungen héher waren als die, die in vivo erreichbar sind, was eine
Ubertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen einschriinkt. Sie bildeten aber die
Grundlage fiir das iiber viele Jahrzehnte vertretene Konzept der antioxidativen Effekte dieser
Stoffklasse [3]. Um die Ergebnisse von /n-vivo-Studien richtig einschitzen zu konnen, ist die
Kenntnis der Stabilitdit von Anthocyanen im Gastrointestinaltrakt, ihre Bioverfligbarkeit und
Halbwertszeit im Organismus sowie der Umsatz von Anthocyanen durch die intestinale Mi-
krobiota und die dabei gebildeten Metaboliten erforderlich.

Die Struktur der Anthocyane hingt in wissrigen Losungen entscheidend vom pH- Wert ab
(Abb. 2). Wihrend im sauren Milieu (pH <2) eine rot gefarbte Flavyliumstruktur vorliegt, tritt
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Abb. 2 Einfluss des pH-Wertes auf die Struktur und Fdrbung der Anthocyane nach Prior und Wu [2]

bei hoheren pH-Werten eine blaue chinoide Basenform auf. Durch Hydratation kann das farb-
lose Hemiketal gebildet werden, aus dem durch Tautomerisierung eine Offnung des C-Ringes
erfolgt, wodurch ein gelb gefarbtes Chalcon entsteht [1, 4].Weiterhin ist zu beriicksichtigen,
dass die Stabilitdt von Aglykonen der Anthocyane geringer als die der anderen Flavonoide ist.
Die genannten Faktoren entscheiden unter /n-vivo-Bedingungen dariiber, welcher Anteil der
aufgenommenen Menge an Antocyanen bereits im Gastrointestinaltrakt instabil und damit
unwirksam wird, welcher unresorbiert das Kolon erreicht, dort mikrobiell abgebaut und ver-
wertet wird oder nach der Resorption iiber den Blutkreislauf von den Gewebszellen aufge-
nommen und systemisch wirkt.

Es ist nicht liberraschend, dass die in der Literatur zu findenden Angaben von An-
thocyankonzentrationen im Blutplasma stark variieren. Sie liegen im Bereich von 1 bis 100
nmol/L [2, 4, 5]. Realistisch sind Spiegel von 1-2 nmol/L. Die hochsten zelluldren Konzentra-
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tionen wurden in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Niere und in

Zellen verschiedener Gehirnregionen festgestellt [5, 6, 7]. Die Ausscheidung von resorbierten

Anthocyanen erfolgt in Form von glucuronidierten, methylierten, selten sulfatierten Metaboli-

ten tiber die Niere mit dem Harn. Dariiber hinaus gelangen Anthocyane und ihre Metabolite

aus der Leber auch in den enterohepatischen Kreislauf und kommen damit wieder in Kontakt
mit der intestinalen Mikrobiota.

Maximale Konzentrationen von Anthocyanen werden im Plasma 2 bis 3 Stunden nach ih-
rer oralen Aufnahme erreicht, die Halbwertszeit betrdgt 1,5 bis 3 Stunden und die Wiederfin-
dungsrate ist mit etwa 1 % sehr gering [8]. Die Resorption von Anthocyanen erfolgt schneller
als die von Flavonolen. Sie beginnt im Magen, erreicht im Diinndarm ihr Maximum, ist aber
auch noch im Kolon nachweisbar [9]. Anthocyane kdnnen aktiv als Glucoside oder nach einer
Hydrolyse der B-glykosidischen Bindung und nachfolgender Glucuronidierung der Aglykone
aufgenommen werden [10]. Eine rasche Resorption ist von Cyanidin-3-Glucosid und Cyani-
din-3,5-diglucosid bekannt. Beide Verbindungen wurden in geringen Konzentrationen im
Blutplasma nachgewiesen [5, 8, 11]. Es ist moglich, dass diese Cyanidinglucoside auch direkt
iiber die Pfortader aufgenommen werden. Generell existieren zwei Resorptionsmechanismen:
1. Transport von Anthocyanglucosiden mit Hilfe eines Natrium-Glucose-Cotransporters in

die Epithelzellen der Schleimhaut, wo sie durch zytosolische B-Glucosidasen hydrolysiert
werden und anschlieend glucuronidiert in den Blutkreislauf gelangen [11, 12]. Aglykone
treten im Blutplasma nicht auf. Die Glucuronidierung wird durch UDP-
Glucuronyltransferasen katalysiert. Diese Enzyme sind nicht nur in Enterozyten sondern
auch in hoher Aktivitit in Leber- und Nierenzellen vorhanden. Die in der Niere gebildeten
Produkte werden direkt mit dem Harn ausgeschieden.

2. Hydrolyse von Anthocyanglycosiden durch eine Laktat Phlorizin Hydrolase, die in der
Biirstensaummembran lokalisiert ist [13]. Die dabei freigesetzten Aglykone werden ent-
weder im Darmlumen weiter abgebaut oder diffundieren in Enterozyten, von wo sie nach
Glucuronidierung tiber die basolaterale Membran in die serologische Fliissigkeit gelangen.
Bei einer Zufuhr von gréf8eren Mengen an Anthocyanen, werden die freigesetzten Agly-
kone durch Methyltransferasen unter Nutzung von S-Methylmethionin als Cofaktor me-
thyliert [8, 14, 15]. Uber diesen Mechanismus schiitzt sich der Organismus vor einer zu
hohen oxidativen Belastung. Methylierte Cyanidine treten auch in der Leber und in der
Niere, nicht aber im Blutplasma auf [10].

Im Kolon werden Anthocyanverbindungen sehr schnell durch bakterielle f-D-Glucuronidasen
oder B-D-Glucosidasen wieder dekonjugiert. Danach wird der C-Ring der Aglykone gespalten
und zu Aldehyden und Phenolsduren abgebaut. Diese werden entweder mit den Faeces ausge-
schieden oder auch resorbiert und somit im Blutplasma nachweisbar. [16] (Abb. 3). Das am
héufigsten gebildete Abbauprodukt ist die 3,4-Dihydroxybenzoesdure. Diese Phenolséure
erreicht bereits 2 Stunden nach einer oralen Aufnahme von Anthocyanen maximale Werte im
Kolon und im Blutplasma.

Das Ziel dieser Arbeit war es, an einem In-vivo-Modell die antikarzinogene Wirkung von
Cyanidin-3-O-Rutinosid zu tiberpriifen und den dadurch zu erreichenden Effekt mit dem des
Cyclooxygenaseinhibitors Sulindac und dem des Flavonols Quercetin zu vergleichen. Auller-
dem wurde versucht, die Abbauprodukte, die durch die intestinale Mikrobiota aus diesem
Anthocyan gebildet werden, zu analysieren.
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Abb. 3 Abbau der Anthocyane durch die intestinale Mikrobiota

Tiermodell

Als Tiermodell wurde die apc-Gen defekte Min'/-Maus gewihlt (C57BL67-Min'/- Maus). Es
ist ein klinisch relevantes Modell, dem ein hereditérer Defekt zugrunde liegt, der zur Entwick-
lung einer intestinalen Polyposis flihrt. Der apc-Gendefekt wurde durch eine Behandlung von
maéannlichen Tieren C57BL/6JL (B6) mit Ethylnitroharnstoff erzeugt und durch Ziichtung in
die Keimbahn iibertagen [17]. Es handelt sich um eine Punktmutation des murinen apc-Gens
im Chromosom 1. Durch den erfolgten Basenaustausch im Codon 850 wird nicht mehr die
Aminosdure Leuzin in die Polypeptidkette eingebaut sondern, da ein Stoppcodon entstanden
ist, die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen. Die daraus resultierende Verkiirzung
umfasst fast zwei Drittel des APC-Proteins. Damit ist ein Verlust von mehreren funktionalen
Domaénen verbunden, die normalerweise Wechselwirkungen mit mehreren Proteinen einge-
hen, und dadurch Einfluss auf die chromosomale Stabilitét, die Kontrolle des Zellzyklus, die
Zelladhidsion u. a. Prozesse nehmen. Die apc-Gene von Maus und Mensch verfiigen beide
tiber 15 Exons und stimmen in der Aminosduresequenz der APC-Proteine zu 92% {iberein
[18]. Das APC-Protein ist eine Schliisselverbindung im WNT-Signalweg. Heterozygote
Min'/-Miuse entwickeln eine Polyposis mit mehr als 60 — 70 Adenomen, die aber, im Gegen-
satz zum Krankheitsbild beim Menschen, {iberwiegend im Diinndarm und nicht im Kolon
lokalisiert sind. Im Dickdarm entstehen meistens nicht mehr als 2 Adenome (Abb. 4). Oft sind
die Polypen gestielt wie in Abb. 4 dargestellt. Die Lebenserwartung der Min /-Miuse betrigt
maximal 120 Tage. Die ersten Symptome werden 5-6 Wochen nach der Geburt manifest. Die
Min-Maiuse bleiben im Vergleich zu gesunden Tieren im Wachstum und im Gewicht deutlich
zuriick. Nicht alle Adenome entarten gleichzeitig, aber mit ihrer Anzahl erhoht sich das Risi-
ko fiir die Herausbildung eines Karzinoms. Mit der Entdifferenzierung der zunéchst kleinen
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Adenome geht eine stirker werdende Blutung einher, die den Darminhalt dunkel farbt. Die
Folge der Blutungen ist eine Verringerung des Hdmatokritwertes und eine kompensatorische
Zunahme an jungen erythroiden Zellen im Blut. Auch die Milzgewichte nehmen signifikant
Zu.

Abb. 4 Gestielter Darmpolyp der Min+/-Maus (Ldngsschnitt, HE-Fdrbung)

Das APC-Protein steht am Anfang einer Tumorkaskade, in der durch eine bevorzugte Zelltei-
lung von Zellklonen mit mehreren mutierten Tumorgenen die Akkumulation von Mutationen
rasch ansteigt. Da die Polyposis im Gegensatz zur FAP (familidre adenomatdse Polyposis) des
Menschen bei den Min'/-Miusen vom Kolon in den Diinndarm verlagert ist, bietet dieses
Modell die Moglichkeit, die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen weitgehend ohne
Beeinflussung durch die intestinale Mikrobiota zu untersuchen.

Studiendesign und Methoden

Die Experimente wurden mit 5 Wochen alten Tieren gestartet. 20 Min'/-Miuse erhielten eine
semisynthetische Standardkost; bei 8 Min'/-Mausen war sie zusitzlich mit Cyanidin-3-O-
Rutinosid Chlorid (Keracyaninchlorid) angereichert. 180 mg (0,285 mmol) wurden fiir die
Herstellung von 1 kg Futter verwendet, davon lieen sich in den fertigen Pellets nur noch
14,25mg (0,022mmol) wiederfinden, was die erwihnte Instabilitdt der Anthocyane unter-
streicht. Bei 8 Min'/-Mausen war die Diét durch 14 Mikrogramm Quercetin erginzt und bei
weiteren 8 Min+/-Méusen war dem Trinkwasser Sulindac in einer Dosierung von 270 mg/L
zugesetzt.

Nach 65 Versuchstagen wurden die Miuse getotet, die intestinalen Polypen gezdhlt und ihr
Entdifferenzierungsgrad histologisch ermittelt. In einem weiteren Testansatz wurde die Meta-
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bolisierung des Anthocyans durch die intestinale Mikrobiota gepriift. Dazu wurde eine frisch
gewonnene Faecesprobe von einer gesunden ménnlichen Person verwendet, die eine normale
Didt konsumierte. Diese wurde in einem Fermentationsmedium in Hungate-Geféflen suspen-
diert, die bis zu 8 Stunden bei pH 7,2-7,5 bei 37 °C in einer anaeroben Arbeitsstation
(N2/CO,/H; = 90:10:10) inkubiert wurden. Die Kontrollprobe enthielt keinen Zusatz von Ant-
hocyanen, die Testprobe dagegen 4,1mg Keracyaninchlorid pro 100 mg Faeces. Nach 0 und 8
Stunden wurden Aliquots aus dem Inkubat entnommen, mit H,/CO; (80:20, v/v) begast und
sofort bei —20 °C eingefroren. Zur Analyse der Abbauprodukte des Anthocyans wurden die
Proben in handwarmen Wasser aufgetaut, zentrifugiert, mit Ameisensdure versetzt und eine
Filtration tiber PTFE vorgenommen. Die Anthocyanprodukte wurden auf einer C-18 Lichro-
spher Sédule durch HPLC bei 20 °C unter Verwendung eines Acetonnitrilgradienten (von 10
bis 60 %) in 0,5 % Ameisensdure getrennt und mit einem Dioden-array Detektor identifiziert .

Ergebnisse und Diskussion

Auf Grund des relativ niedrigen Anthocyangehaltes im Futter stieg der Spiegel von An-
thocyanglucuroniden im Blutplasma nur leicht an. Trotzdem war ein signifikanter antikarzi-
nogener Effekt nachweisbar. Die Anzahl der Polypen war bei den Min/-M#usen, deren Futter
Anthocyan enthielt, um nahezu 70 % geringer als bei denen, die nur mit Standardfutter er-
ndhrt wurden (Tab. 1). Die Anzahl der Polypen nahm nur im Diinndarm und nicht im Kolon
ab. Histologisch waren alle Polypen, die bei den Anthocyan-Miusen zu finden waren, Ade-
nome. Bei den Min'/-Miusen, deren Futter kein Anthocyan enthielt, wurden dagegen auBer
Adenomen 3 bis 5 Karzinome pro Tier identifiziert. Kein einziges Adenom war aber sowohl
im Diinndarm als auch im Kolon von Min'/-Miusen festzustellen, die Sulindac mit dem
Trinkwasser aufnahmen. Durch Quercetin wurde im Min'/-Maus-Modell die Karzinogene
noch effektiver als durch Cyanidin-3-O-Rutinosid gehemmt, allerdings in hoheren Konzentra-
tionen [19]. Diese Befunde unterstiitzen die Schlussfolgerung, dass die Unterdriickung der
intestinalen Tumorentwicklung durch Flavonoide, wenn bereits eine Mutation im apc-Gen
vorliegt, nur noch iiber systemische Effekte zu erreichen ist.

Tab.1 Einfluss von Keracyaninchlorid, Quercetin und Sulindac auf die intestinale

Polyposis von Min+/-Mausen nach 70 Versuchstagen

Anzahl der Polypen

Standarddiat Standarddiat + Standarddiat + Standarddiat + Su-

Keracyaninchlorid Quercetin lindac

Mw SD n Mw SD n Mw SD n Mw SD n

71 28 20 24 9 8 8 4,2 8 0 - 8

Werte sind Mittelwerte = SD; n = 8 bzw. 20

Uber 70 % aller sporadischen kolorektalen Karzinome des Menschen weisen eine Mutation
im apc-Gen auf. Fiir den Stoffwechsel und die Differenzierung der Kolonepithelzellen ist die
Resorption von Butyrat, einem Endprodukt der mikrobiellen Fermentation, essentiell. Der
dafiir verantwortliche Natrium-abhingige Monocarboxylattransporter-1 wird jedoch bereits
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im Friihstadium der Entdifferenzierung, noch vor dem Auftreten von Mutationen im apc-Gen,
inaktiviert. Ist dieses Ereignis eingetreten, ist eine Unterdriickung der Karzinogenese durch
Flavonoide im Kolon nicht mehr mdéglich. Praventiv schiitzen Flavonoide jedoch auch die
Epithelzellen der Dickdarmschleimhaut vor einer Entdifferenzierung. So konnte z.B. mit dem
Azoxymethan- (AOM) Modell bei F344 Ratten gezeigt werden, dass durch eine 33-wochige
Zufuhr einer Diit, die 2.5, 5 oder 10 % lyophilisierte schwarze Himbeeren (Rubus occidenta-
lis) enthielt, die Anzahl an Polypen konzentrationsabhidngig um 42, 45 und 71 % gesenkt und
die Bildung von Adenokarzinome um 28, 35 und 80 % unterdriickt werden konnte [20]. Auch
die Anzahl der aberranten crypt foci (ACF) nahm in Abhéngigkeit von der aufgenommenen
Beerenmenge um 36, 24 bzw. 21 % ab. Eine weitere Studie wurde mit dem Dimethylhydra-
zin- (DMH) Modell mit F344 Ratten durchgefiihrt [21]. Hierbei wurden Anthocyane in Form
von blauem Mais (5 % in der Diit) verwendet; 73 % der Flavonoide entfielen hierbei auf 8
verschiedene Cyanidinderivate. Auch sie bewirkten eine weitgehende Unterdriickung der ko-
lorektalen Karzinogenese.

Diese Befunde unterstreichen, dass sowohl Flavonole als auch Anthocyane fiir eine
Chemoprivention der intestinalen Karzinogenese geeignet sind. Die Wasserldslichkeit der
Anthocyane erleichtert ihren Einsatz. Wegen der hohen Instabilitét sollten aber moglichst nur
frisch geerntete Beeren oder frisch hergestellte Sifte vor einer Mahlzeit aufgenommen wer-
den, um die fiir eine antikarzinogene Wirkung notwendige Konzentration an Anthocyanen im
Blutplasma zu erreichen.

Wodurch lésst sich die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen erklidren? Weitgehend
auszuschlieBen ist die hiufig diskutierte antioxidative Wirkung von Anthocyanen, denn 1. ist
dafiir die Konzentration im Blutplasma viel zu gering und 2. iiben die vorwiegend im Plasma
auftretenden Glucuronide der Anthocyane keine antioxidativen Effekte aus.

Rolle der Cyclooxygenase-2 (COX-2) in der Karzinogenese

Ein frithes Ereignis in der intestinalen Karzinogenese ist die Hochregulation der COX-2 (Abb.
5). Wihrend die COX-1 konstitutiv ist, wird die Expression der COX-2 nur bei einer Aktivie-
rung des NF-kB-Weges induziert. Die COX-Isoenzyme kontrollieren die Umsetzung der un-
gesdttigten Arachidonsdure zu Prostanoiden, die als Signalmolekiile in viele Stoffwechselwe-
ge eingreifen.

Abb. 5 Histochemischer Nachweis der COX-2 anhand der Immunreaktivitit (POD/DAB).
Von links nach rechts: gesunde Balb c-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac

Sulindac, zdhlt zur Gruppe der nichtsteroidalen antiinflammatorischen Verbindungen
(NSAID). Es unterdriickt nicht nur die Expression der COX-2 (Ptgs2-Gen) sondern hemmt
auch vollstindig die Entwicklung der Polyposis bei Min'/-Miusen (Tab. 1). Sulindac hat ge-
geniiber wesentlich spezifischeren COX-2-Inhibitoren den Vorteil, dass seine Anwendung
nicht mit kardiovaskuldren Nebenwirkungen einhergeht. Sulindac wird deshalb auch weiter-
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hin in der Therapie bei FAP-Patienten eingesetzt. Einen weiteren experimentellen Beleg flir

eine Schliisselfunktion der COX-2 bei Entdifferenzierungsprozessen lieferten Studien, bei

denen Apc A716 Méuse mit Tieren gekreuzt wurden, die kein funktionelles Ptgs2-Gen hatten.

Die Nachkommen dieser Tiere entwickelten wesentlich weniger und kleinere Polypen als die

Apc A716 Méuse. Auch eine Ausschaltung des Prostaglandinrezeptors EP2 senkte die Anzahl

der Polypen [22]. Anthocyane konnen ebenso wie Quercetin die Induktion der COX-2 iiber

verschiedene Wege verhindern. Gehemmt wird:

1. konzentrationsabhidngig die Bildung von Entziindungsmediatoren, vor allem die des Tu-
mornekrosefaktor o (TNFa) und die von Interleukin-la (IL-1a) [23]. Dadurch wird der
NF-kB-Weg gedrosselt und gleichzeitig die Bildung antiinflammatorischer Cytokine sti-
muliert.

2. Mit der Unterdriickung der Bildung von IL-1a entféllt dessen Stabilisierungseffekt auf die
COX-2 mRNA, der auch durch das onkogene ras-Protein zustande kommen kann [24].
Diese Stabilisierung erfolgt iiber eine konservierte 116 Nukleotide umfassende AU-reiche
Region (AU-Rich Element = ARE), die in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) der
COX-2 mRNA lokalisiert ist.

3. Ein weiterer Angriffspunkt liegt bei den Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren, die
ebenfalls iiber den NF-kB-Weg eine Expression der COX-2 bewirken [25]. Flavonoide
beeinflussen direkt die Funktion der NF-kB-Proteine. Diese verfiigen iiber eine zu einem
Protoonkogen homologe Doméne mit einer Sequenz fiir ihre Kernlokalisation. Sie wird zu
Beginn der Karzinogenese aktiviert und fiihrt iiber die Erhdhung der NF-«xB-
Konzentration zur COX-2-Expression.

4. In Wechselwirkung mit dem NF-kB-Weg steht auch die Signalkaskade der AKT (Serin-
Threonin-Proteinkinase B) und ERK (Extrazellular Regulierte Mitogen Aktivierte Pro-
tein-Kinase). Die Gene der AKT-Gruppe weisen eine Homologie zu einem viralen Onko-
gen auf, die zum Tragen kommt, wenn AKT die IkB-Kinase aktiviert [26]. Der Hemmfak-
tor IkB wird dann verstérkt phosphoryliert und kann somit durch das Proteasom abgebaut
werden. Das hat zur Folge, dass der nun freigesetzte Transkriptionsfaktor NFkB in den
Zellkern translozieren kann, dort an spezifische Motive von Zielgenen bindet, zu denen
auch das Ptgs2-Gen zéhlt und damit die COX-2 hochreguliert wird. Anthocyane und
Quercetin bewirken eine Hemmung der AKT- und ERK-Phosphorylierung. Dadurch wird
nicht nur die Expression der COX-2 verhindert, sondern es werden auch die pathologisch
gesteigerte Zellteilung und das Zellwachstum unterdriickt und die Aktivierung von Caspa-
sen, die die Apoptose einleiten konnen, bleibt erhalten.

Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose

Flavonoide greifen auch in die Wechselwirkung der AKT mit dem WNT-Signalweg ein. Hier

hemmt AKT die Phosphorylierung von B-Catenin, wodurch dieses zytosolische Protein nicht

proteolytisch abgebaut werden kann und deshalb verstérkt in den Zellkern transportiert wird.

Dadurch wird die Expression von Genen, die die Tumorbildung steigern, vorangetrieben.

Unter diesen Bedingungen wird das Tumorwachstum auflerdem durch Wachstumsfaktoren

und das ras-Onkogen, die den PI3K/AKT-Signalweg aktivieren, verstarkt [27].

1. AKT beeinflusst auch die Kontrolle des Zellzyklus. Es aktiviert durch Phosphorylierung
das Protoonkogen Mdm2 (Murine double minute Chromosom 2). Dadurch werden die
Kontrollfunktionen des p53 Proteins auf den Ablauf des Zellzyklus eingeschréinkt

2. AKT hemmt auBerdem Cyclin D 1. Dadurch wird der Kontrollmechanismus beim Uber-
gang von der G;- in die S-Phase aufgehoben und die Zellteilung beschleunigt.

Anthocyane kénnen die Storung im Ablauf des Zellzyklus abschwichen, indem sie die Ex-

pression von p21 WAF induzieren. Dieses Protein ist ein Inhibitor von Cyclin-CK-Komplexen

und kann einen Stopp in der G1-Phase herbeifiihren.
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Charakteristisch in der Tumorentwicklung ist die Hemmung der Apoptose, die zu Wachs-
tumsvorteilen bei Zellklonen mit Mutationen in Tumorgenen fiihrt; denn sie werden nicht
mehr durch die Apoptose eliminiert. Die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen
an Kolonschnitten von Min+/-Mé&usen zeigen, dass die Apoptose im Verlaufe der Karzinoge-
nese stark gehemmt wird und dieser Effekt durch Sulindac und Flavonoide verhindert werden
kann (Abb. 6).
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Abb. 6 Immunhistochemische Darstellung der Apoptoseintensitdt in Kolonschnitten (Klenow-Technik)
Von links nach rechts: gesunde Balbc-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac

Eine Apoptose kann iiber intrinsische (mitochondrial) und extrinsiche (FAS-Rezeptor, CD95,
TNF-Rezeptor) Wege ausgelost werden. Signale zur Initiierung der Apoptose kdonnen von
unterschiedlichen Ereignissen ausgehen, ebenso ihre Hemmung. Ursachen fiir eine Verminde-
rung der Apoptose in Tumorzellen konnen sein [27]:
1. ein Ausfall des TNF-Rezeptors, der fiir die Weiterleitung von Apoptosesignalen verant-
wortlich ist
2. eine verstarkte Expression von antiapoptotischen Genen durch Aktivierung des NF-«kB-
Weges
3. Tp53 Mutationen im fortgeschrittenen Tumorstadien, wodurch die Apoptosestimulation
durch BCI-2 entfdllt. Das Protoonkogen kann aber auch unabhingig von p53 durch
miRNA gehemmt werden. Gegenspieler von BCI-2 ist das BAX-Protein. Seine Transkrip-
tion wird durch den p53-Widtyp aktiviert, was zur Aufthebung der apoptotischen Wirkung
von BCI-2 fiihrt. Mutiertes p53 kann dagegen die Transkription von BAX nicht mehr rea-
lisieren. In beiden Fillen hat das zur Folge, dass eine Offnung von Mitochondrienkanilen
nicht mehr zustande kommt und damit der intrinsische Apoptoseweg ausgeschaltet wird.
Bei einer Aktivierung des Signalweges der MAPK wird dagegen die Expression der
Caspase 8 verhindert, iiber die eine Apoptose extrinsisch initiiert werden kann.
Anthocyane erhdhen in Tumorzellen das mitochondriale Membranpotential und induzieren
die proapoptotischen BCL-2-Proteine BAX und BAD. Diese sind fiir die Bildung von Poren
in der Mitochondrienmembran verantwortlich, durch die dann Cytochrom C ins Zytosol iiber-
tritt und eine intrazelluldre Proteolysekaskade in Gang setzt. Durch eine Phosphorylierung
kann dabei die Caspase 9 aktiviert werden, die wiederum weitere Effektorcaspasen zur Einlei-
tung der Apoptose aktiviert. Anthocyane kdnnen aber auch den extrinsischen Apoptoseweg
erhohen, indem sie die Expression von FAS und Fas-Ligand steigern. Durch die Bindung des
Liganden an den Fas-Rezeptor kommt es zur Anlagerung eines Adaptermolekiils. An diesen
Komplex bindet dann die Initiatorcaspase 8 und kann dadurch proteolytisch aktiviert werden
und anschlieend weitere Effektorcaspasen zur Einleitung der Apoptose in Gang setzen. Es
ist zu vermuten, dass diese protektiven Effekte der Anthocyane vorrangig durch eine Blockie-
rung des NF-kB-Weges sowie der AKT zustande kommen.
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Angiogenese

Eine weitere Voraussetzung fiir das Wachstum von Tumorzellen ist die Aufrechterhaltung der

erforderlichen Sauerstoffzufuhr. Das geschieht zum einen durch die Wanderung von Karzi-

nomzellen in Randgebiete des Tumors oder ein verstirktes invasives Wachstum und zum an-
deren durch die Entwicklung neuer BlutgefaBe. Erreicht die Sauerstoffversorgung kritische

Werte (einen O,-Partialdruck <40mmHg) nimmt die Aktivitdit von Hypoxie-induzierbaren

Faktoren (HIF) zu. Das sind basische Transkriptionsfaktoren, die an Promotoren von Zielge-

nen binden, die Hypoxie-regulierte Elemente (HREs) enthalten [28]. Diese Transkriptionsfak-

toren bestehen aus einer B-Untereinheit, an die je eine der 3 a-Untereinheiten bindet. Dadurch
bilden sich die Dimere HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a. Entscheidend fiir die HIF-Aktivitét ist

jeweils die a-Untereinheit. Bei einem hohen Sauerstoffangebot wird sie abgebaut, bei O,-

Mangel bleibt sie dagegen stabil und aktiv. Die Kontrolle erfolgt iiber Sauerstoffsensoren.

Diese Funktion wird von Dioxygenasen ausgeiibt. Dazu zéhlen

1. die Prolyl-Hydroxylasen (PHDs). Bei ausreichender Sauerstoffversorgung hydroxylieren
sie in der HIF-1a-Untereinheit zwei Prolinreste. Dadurch wird der HIF-Faktor von einem
Tumorsuppressorprotein erkannt und an ihn gebunden; in dieser Form kann er ubiquiti-
niert und im Proteasom abgebaut werden.

2. AuBerdem reguliert eine Asparagin-Hydroxylase die Aktivitit der HIF-Untereinheit. Sie
wird als HIF-1 inhibierender Faktor (FIH) bezeichnet. Dieses Enzym hydroxyliert einen
Asparaginrest in einer Transaktivierungsdoméne von HIF-1a, die sich am C-Terminus be-
findet. In Tumoren, ebenso in gesunden Geweben nimmt bei unzureichender Sauerstoftf-
zufuhr die Hydroxylierung von HIF-1a wieder ab, der Faktor wird dadurch stabilisiert und
die HREs werden aktiviert [29]. Daraus resultiert eine Akkumulation und Dimerisierung
von HIF-1B, was zu einer transkriptionalen Aktivierung von Zielgenen fiihrt. Dabei kon-
nen auch Wechselwirkungen mit Genen auftreten, deren Expression Voraussetzungen fiir
ein progressives und invasives Tumorwachstum schaffen. Dazu zdhlen u. a. der vaskuldre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), Faktoren fiir eine Zunahme der Erythropoese,
Proteine fiir die extrazelluldre Matrix, die Proliferation und den Zellzyklus sowie Schliis-
selenzyme fiir den Kohlenhydratstoffwechsel.

Konnen Flavonoide auch Mechanismen beeinflussen, die durch HIFs gesteuert werden? Er-

gebnisse liegen dazu bisher nur aus Untersuchungen mit Zellkulturen (z.B. HepG2 Zellen)

vor. Sie wurden ausschlieflich mit sehr hohen Quercetinkonzentrationen von 100 uM durch-

gefiihrt, die im Blutplasma nie erreicht werden [29]. Da jedoch das Aglykon Quercetin im

neutralen pH-Bereich recht instabil ist und die Versuche sich iiber mehrere Stunden erstreck-

ten, ist die aktuelle Quercetinkonzentration wiahrend der Versuchsdauer schwer einschitzbar.

Aus den Ergebnissen dieser Studien wurde abgeleitet, dass Quercetin

1. die Stabilitdt von HIF-1a durch Hemmung der Prolinhydroxylasen erh6ht

2. die HIF-1-Aktivitdt hemmt durch Blockierung der MAPK-abhingigen Phosphorylierung
von HIF-1a und die Akkumulation dieses Transkriptionsfaktors im Zellkern verringert

3. sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie die Zellzyklusprogression hemmt iiber eine
HIF-1-abhingige Induktion des Cyklin abhéngigen Inhibitors p2 1 WAF.

Aus den Befunden vergleichender Studien mit verschiedenen Flavoniden, auler Anthocyanen,
wurde abgeleitet, dass die aufgezeigten positiven Effekte nur durch Quercetin bewirkt wer-
den, da sie die Gegenwart von Hydroxylgruppen in der 3'- und 4'-Position im B-Ring erfor-
dern [29]. Diese Bedingung wiirde aber auch Cyanidin erfiillen. Es ist deshalb zu vermuten,
dass Cyanidin die gleichen positiven Effekte auf die Angiogenese ausiiben kann wie Querce-
tin.
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Intestinale Mikrobiota

Die bisher aufgezeigten antikarzinogenen Effekte kamen ausschlieBlich durch systemische
Wirkungen von Flavonoiden nach ihrer Resorption zustande. Sie sind von solchen zu trennen,
die auf die hohe Aktivitit der intestinalen Mikrobiota zum Abbau von Anthocyanen zuriick-
zufithren sind. Vergleiche der UV/VIS-Spektren von Proben, Kontrollen und Blindwerten
zeigten, dass Keracyaninchlorid vollstindig durch die intestinalen Bakterien unter anaeroben
Bedingungen innerhalb von 8 Stunden abgebaut wird (Abb. 7). Die Abb. 7 A, B, C veran-
schaulichen den Abbau von Keracyaninchlorid durch Faeces des Menschen zum Zeitpunkt 0
(A) und nach 8 Stunden (B) sowie in zweifach autoklaviertem Faeces nach 8 Stunden (C). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Chromatogramm bei 279,7 nm und als Konturdiagramm von
240 bis 520 nm zwischen 7 bis 14 Minuten. Die Pfeile zeigen die Positionen der Abbaupro-
dukte von Keracyaninchlorid an. Es wurden 4 Metabolite gefunden. Ein Metabolit hatte ein
Absorptionsmaximum bei 260 und 294 nm, ein 2. Metabolit wies ein Maximum bei 281 nm
auf. Die Metabolite 3 und 4 hatten ein Absorptionsmaximum bei 400 nm. Aus einem Ver-
gleich mit Retentionszeiten und UV/VIS Spektren von mehreren verwendeten Standards
konnte abgeleitet werden, dass das Hauptprodukt des mikrobiellen Abbaus bei 8,44 Minuten
3,4-Dihydroxybenzoesédure (3,4-DBA) ist (Abb.7B). Die 3 iibrigen Produkte konnten ohne
Massenspektrometrie nicht identifiziert werden.

i e e ﬁ I ;\fw\m
f | 1

s 1 279.7
Spec | Protocat
Coeff! @.9443

{-- ABS 7.88 .88 9.0 10.86 11.60 12.88 13.08



Gisela Jacobasch u.a. Leibniz Online, 10/2011
Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung S 12v. 15

- B L - WETi@18.089 [
o a0k WETIGG1.DAD

i e 2 : :
{-- RBS 7.80 8.66 9.00 18.88 11.08 i12.29 13.90

Abb. 7 UV/VIS Spektren und Konturdiagramme des mikrobiellen Abbaus von Keracyaninchlorid durch die
intestinale Mikrobiota des Menschen

A: Oben: Inkubation der frischen Faecessuspension zum Zeitpunkt 0

B: Mitte: Inkubat der Faecessuspension nach 8 Stunden. Die Pfeile weisen auf die Positionen der Abbauproduk-
te des Keracyanins hin

C: Unten: Inkubat mit autoklavierter humaner Faecesprobe

Neuere HPLC/MS/MS-Befunde anderer Arbeitsgruppen ergaben eindeutig, dass 3.4-DBA das
hauptsdchliche Endprodukt beim mikrobiellen Abbau von Anthocyanen ist [30]. Auf diese
durch die intestinale Mikrobiota gebildete Phenolsdure entfallen >70 % der oral aufgenom-
menen Menge an Anthocyanen. Sie wird nicht nur mit den Faeces (Konzentration etwa
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2nmol/g) ausgeschieden, sondern kann auch bereits im Diinndarm und im Kolon resorbiert
werden, wodurch eine relativ hohe Konzentration im Blutplasma erreicht wird. Sie kann bei
der Ratte und beim Menschen ca. 8-fach hoher sein als die der Cyaninglucuronide. Beim
Menschen wurden im Blutplasma 3,4-BPA-Werte bis zu 500 nmol/L zwei Stunden nach einer
oralen Aufnahme von Anthocyanen bestimmt [31]. Danach fillt der 3,4-DBA-Plasmaspiegel
wieder rasch ab, schneller als der der Cyaninglucuronide. Da 3,4-DBA stark antioxidativ
wirkt, hat der Nachweis dieser Phenolsidure im Blutplasma die Diskussion antikarzinogener
Effekte durch Antioxidantien wieder belebt [31,32]. Gegen eine solche Interpretation spricht
aber die Tatsache, dass Quercetin, dessen mikrobieller Abbau nicht zu 3.4-DBA fiihrt, sogar
stirkere antikarzinogene Wirkungen zeigt als Cyanidine.

Insgesamt belegen die Ergebnisse aber, dass die intestinale Mikrobiota iiber eine hohe Ka-
pazitdt zum Abbau von Anthocyanen verfiigt. Sie nutzt die Anthocyane als Substrate zum
Energiegewinn und die Abbauprodukte als Bausteine fiir zahlreiche Synthesen. Anthocyane
tragen deshalb ebenso wie andere mikrobiell gut abbaubare Flavonoide zur Stabilisierung
einer nicht pathogenen intestinalen Mikrobiota bei und verstirken das Immunsystem.
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Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung
durch Cyanidin-3-O-Rutinosid

Einleitung und Zielstellung

Anthocyane sind wasserlosliche blau gefarbte sekundédre Pflanzenstoffe. Thre Bezeichnung
leitet sich von den griechischen Wortern anthos (Bliite) und kyanos (blau) ab. Diese Verbin-
dungen werden vorrangig in Beerenfriichten, Blumen und einigen Gemdiisearten gebildet.
Uber 400 Anthocyane lassen sich anhand ihrer Substituenten unterscheiden, die entweder
Hydroxy- und Methylgruppen, Zucker oder organische Séduren sind, die an verschiedenen
Stellen des Ringsystems gebunden werden konnen. Die Anzahl der Aglykone ist mit 18 ver-
schiedenen Verbindungen wesentlich geringer. Die am hiufigsten gebildeten Anthocyane sind
Cyanidinverbindungen. Sie kommen besonders reichlich vor in Aronia, Holunder, Brombee-
ren, schwarzen Johannisbeeren, schwarzen Himbeeren, Kirschen und Rotkohl. Abb. 1 zeigt
die Grundstruktur des Anthocyanidins und Beispiele fiir Substitutionen am C-und B-Ring des
Molekiils von 6 hiufigen Aglykonen. Durch die Esterbildung mit Zuckern (Glucose, Galacto-
se, Rhamnose oder Arabinose) am C3- und/oder freien OH-Gruppen am C5, C7, C3' und C5'
gewinnen die Verbindungen an Stabilitidt. Die Substitutionsmuster sind oft noch durch die
Bindung mehrerer aneinander gereihter Zucker oder eine Veresterung mit verschiedenen or-
ganischen Sduren erweitert, dadurch nimmt die Stabilitidt der Verbindungen weiter zu. Cha-
rakteristisch flir Anthocyane ist die positive Ladung in Position 1 des C-Ringes; dadurch wird
das Aglykon zu einem Flavylium-Kation [1].

5 OH

Name R1 R
Delphinidin OH OH
Petunidin OCH; H
Cyanidin . OH H
Pelargonidin . 1] H
Peonidin OCH, H

Malvidin OCH, OCH;

Abb. 1 Grundstruktur der Anthocyane nach Wang und Stoner [3]
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Durch den Nachweis einer Reihe gesundheitsfordernder Effekte, die tiberwiegend aus In-
vitro-Experimenten abgeleitet wurden, nahm das Interesse an dieser Stoffklasse im letzten
Jahrzehnt stark zu [2]. Die publizierten Befunde vieler Arbeiten beziehen sich auf Experimen-
te mit Zellkulturen, bei denen Konzentrationen von Anthocyanen eingesetzt wurden, die z. T.
um mehrere GroBenordnungen héher waren als die, die in vivo erreichbar sind, was eine
Ubertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen einschriinkt. Sie bildeten aber die
Grundlage fiir das iiber viele Jahrzehnte vertretene Konzept der antioxidativen Effekte dieser
Stoffklasse [3]. Um die Ergebnisse von /n-vivo-Studien richtig einschitzen zu konnen, ist die
Kenntnis der Stabilitdit von Anthocyanen im Gastrointestinaltrakt, ihre Bioverfligbarkeit und
Halbwertszeit im Organismus sowie der Umsatz von Anthocyanen durch die intestinale Mi-
krobiota und die dabei gebildeten Metaboliten erforderlich.

Die Struktur der Anthocyane hingt in wissrigen Losungen entscheidend vom pH- Wert ab
(Abb. 2). Wihrend im sauren Milieu (pH <2) eine rot gefarbte Flavyliumstruktur vorliegt, tritt

OH
0
(<]
OH-
OR —— OR
H* oM
Flavylium-Kation Chinoide Base
(rot) {blau)
+H0/-H"
Hydratation
OH
Tautomerisierung OH oM
————
OR
OH 0
Hemiketal Chalcon (Z & E)
(farblos) (gelb)

Abb. 2 Einfluss des pH-Wertes auf die Struktur und Fdrbung der Anthocyane nach Prior und Wu [2]

bei hoheren pH-Werten eine blaue chinoide Basenform auf. Durch Hydratation kann das farb-
lose Hemiketal gebildet werden, aus dem durch Tautomerisierung eine Offnung des C-Ringes
erfolgt, wodurch ein gelb gefarbtes Chalcon entsteht [1, 4].Weiterhin ist zu beriicksichtigen,
dass die Stabilitdt von Aglykonen der Anthocyane geringer als die der anderen Flavonoide ist.
Die genannten Faktoren entscheiden unter /n-vivo-Bedingungen dariiber, welcher Anteil der
aufgenommenen Menge an Antocyanen bereits im Gastrointestinaltrakt instabil und damit
unwirksam wird, welcher unresorbiert das Kolon erreicht, dort mikrobiell abgebaut und ver-
wertet wird oder nach der Resorption iiber den Blutkreislauf von den Gewebszellen aufge-
nommen und systemisch wirkt.

Es ist nicht liberraschend, dass die in der Literatur zu findenden Angaben von An-
thocyankonzentrationen im Blutplasma stark variieren. Sie liegen im Bereich von 1 bis 100
nmol/L [2, 4, 5]. Realistisch sind Spiegel von 1-2 nmol/L. Die hochsten zelluldren Konzentra-
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tionen wurden in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Niere und in

Zellen verschiedener Gehirnregionen festgestellt [5, 6, 7]. Die Ausscheidung von resorbierten

Anthocyanen erfolgt in Form von glucuronidierten, methylierten, selten sulfatierten Metaboli-

ten tiber die Niere mit dem Harn. Dariiber hinaus gelangen Anthocyane und ihre Metabolite

aus der Leber auch in den enterohepatischen Kreislauf und kommen damit wieder in Kontakt
mit der intestinalen Mikrobiota.

Maximale Konzentrationen von Anthocyanen werden im Plasma 2 bis 3 Stunden nach ih-
rer oralen Aufnahme erreicht, die Halbwertszeit betrdgt 1,5 bis 3 Stunden und die Wiederfin-
dungsrate ist mit etwa 1 % sehr gering [8]. Die Resorption von Anthocyanen erfolgt schneller
als die von Flavonolen. Sie beginnt im Magen, erreicht im Diinndarm ihr Maximum, ist aber
auch noch im Kolon nachweisbar [9]. Anthocyane kdnnen aktiv als Glucoside oder nach einer
Hydrolyse der B-glykosidischen Bindung und nachfolgender Glucuronidierung der Aglykone
aufgenommen werden [10]. Eine rasche Resorption ist von Cyanidin-3-Glucosid und Cyani-
din-3,5-diglucosid bekannt. Beide Verbindungen wurden in geringen Konzentrationen im
Blutplasma nachgewiesen [5, 8, 11]. Es ist moglich, dass diese Cyanidinglucoside auch direkt
iiber die Pfortader aufgenommen werden. Generell existieren zwei Resorptionsmechanismen:
1. Transport von Anthocyanglucosiden mit Hilfe eines Natrium-Glucose-Cotransporters in

die Epithelzellen der Schleimhaut, wo sie durch zytosolische B-Glucosidasen hydrolysiert
werden und anschlieend glucuronidiert in den Blutkreislauf gelangen [11, 12]. Aglykone
treten im Blutplasma nicht auf. Die Glucuronidierung wird durch UDP-
Glucuronyltransferasen katalysiert. Diese Enzyme sind nicht nur in Enterozyten sondern
auch in hoher Aktivitit in Leber- und Nierenzellen vorhanden. Die in der Niere gebildeten
Produkte werden direkt mit dem Harn ausgeschieden.

2. Hydrolyse von Anthocyanglycosiden durch eine Laktat Phlorizin Hydrolase, die in der
Biirstensaummembran lokalisiert ist [13]. Die dabei freigesetzten Aglykone werden ent-
weder im Darmlumen weiter abgebaut oder diffundieren in Enterozyten, von wo sie nach
Glucuronidierung tiber die basolaterale Membran in die serologische Fliissigkeit gelangen.
Bei einer Zufuhr von gréf8eren Mengen an Anthocyanen, werden die freigesetzten Agly-
kone durch Methyltransferasen unter Nutzung von S-Methylmethionin als Cofaktor me-
thyliert [8, 14, 15]. Uber diesen Mechanismus schiitzt sich der Organismus vor einer zu
hohen oxidativen Belastung. Methylierte Cyanidine treten auch in der Leber und in der
Niere, nicht aber im Blutplasma auf [10].

Im Kolon werden Anthocyanverbindungen sehr schnell durch bakterielle f-D-Glucuronidasen
oder B-D-Glucosidasen wieder dekonjugiert. Danach wird der C-Ring der Aglykone gespalten
und zu Aldehyden und Phenolsduren abgebaut. Diese werden entweder mit den Faeces ausge-
schieden oder auch resorbiert und somit im Blutplasma nachweisbar. [16] (Abb. 3). Das am
héufigsten gebildete Abbauprodukt ist die 3,4-Dihydroxybenzoesdure. Diese Phenolséure
erreicht bereits 2 Stunden nach einer oralen Aufnahme von Anthocyanen maximale Werte im
Kolon und im Blutplasma.

Das Ziel dieser Arbeit war es, an einem In-vivo-Modell die antikarzinogene Wirkung von
Cyanidin-3-O-Rutinosid zu tiberpriifen und den dadurch zu erreichenden Effekt mit dem des
Cyclooxygenaseinhibitors Sulindac und dem des Flavonols Quercetin zu vergleichen. Auller-
dem wurde versucht, die Abbauprodukte, die durch die intestinale Mikrobiota aus diesem
Anthocyan gebildet werden, zu analysieren.
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Abb. 3 Abbau der Anthocyane durch die intestinale Mikrobiota

Tiermodell

Als Tiermodell wurde die apc-Gen defekte Min'/-Maus gewihlt (C57BL67-Min'/- Maus). Es
ist ein klinisch relevantes Modell, dem ein hereditérer Defekt zugrunde liegt, der zur Entwick-
lung einer intestinalen Polyposis flihrt. Der apc-Gendefekt wurde durch eine Behandlung von
maéannlichen Tieren C57BL/6JL (B6) mit Ethylnitroharnstoff erzeugt und durch Ziichtung in
die Keimbahn iibertagen [17]. Es handelt sich um eine Punktmutation des murinen apc-Gens
im Chromosom 1. Durch den erfolgten Basenaustausch im Codon 850 wird nicht mehr die
Aminosdure Leuzin in die Polypeptidkette eingebaut sondern, da ein Stoppcodon entstanden
ist, die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen. Die daraus resultierende Verkiirzung
umfasst fast zwei Drittel des APC-Proteins. Damit ist ein Verlust von mehreren funktionalen
Domaénen verbunden, die normalerweise Wechselwirkungen mit mehreren Proteinen einge-
hen, und dadurch Einfluss auf die chromosomale Stabilitét, die Kontrolle des Zellzyklus, die
Zelladhidsion u. a. Prozesse nehmen. Die apc-Gene von Maus und Mensch verfiigen beide
tiber 15 Exons und stimmen in der Aminosduresequenz der APC-Proteine zu 92% {iberein
[18]. Das APC-Protein ist eine Schliisselverbindung im WNT-Signalweg. Heterozygote
Min'/-Miuse entwickeln eine Polyposis mit mehr als 60 — 70 Adenomen, die aber, im Gegen-
satz zum Krankheitsbild beim Menschen, {iberwiegend im Diinndarm und nicht im Kolon
lokalisiert sind. Im Dickdarm entstehen meistens nicht mehr als 2 Adenome (Abb. 4). Oft sind
die Polypen gestielt wie in Abb. 4 dargestellt. Die Lebenserwartung der Min /-Miuse betrigt
maximal 120 Tage. Die ersten Symptome werden 5-6 Wochen nach der Geburt manifest. Die
Min-Maiuse bleiben im Vergleich zu gesunden Tieren im Wachstum und im Gewicht deutlich
zuriick. Nicht alle Adenome entarten gleichzeitig, aber mit ihrer Anzahl erhoht sich das Risi-
ko fiir die Herausbildung eines Karzinoms. Mit der Entdifferenzierung der zunéchst kleinen
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Adenome geht eine stirker werdende Blutung einher, die den Darminhalt dunkel farbt. Die
Folge der Blutungen ist eine Verringerung des Hdmatokritwertes und eine kompensatorische
Zunahme an jungen erythroiden Zellen im Blut. Auch die Milzgewichte nehmen signifikant
Zu.

Abb. 4 Gestielter Darmpolyp der Min+/-Maus (Ldngsschnitt, HE-Fdrbung)

Das APC-Protein steht am Anfang einer Tumorkaskade, in der durch eine bevorzugte Zelltei-
lung von Zellklonen mit mehreren mutierten Tumorgenen die Akkumulation von Mutationen
rasch ansteigt. Da die Polyposis im Gegensatz zur FAP (familidre adenomatdse Polyposis) des
Menschen bei den Min'/-Miusen vom Kolon in den Diinndarm verlagert ist, bietet dieses
Modell die Moglichkeit, die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen weitgehend ohne
Beeinflussung durch die intestinale Mikrobiota zu untersuchen.

Studiendesign und Methoden

Die Experimente wurden mit 5 Wochen alten Tieren gestartet. 20 Min'/-Miuse erhielten eine
semisynthetische Standardkost; bei 8 Min'/-Mausen war sie zusitzlich mit Cyanidin-3-O-
Rutinosid Chlorid (Keracyaninchlorid) angereichert. 180 mg (0,285 mmol) wurden fiir die
Herstellung von 1 kg Futter verwendet, davon lieen sich in den fertigen Pellets nur noch
14,25mg (0,022mmol) wiederfinden, was die erwihnte Instabilitdt der Anthocyane unter-
streicht. Bei 8 Min'/-Mausen war die Diét durch 14 Mikrogramm Quercetin erginzt und bei
weiteren 8 Min+/-Méusen war dem Trinkwasser Sulindac in einer Dosierung von 270 mg/L
zugesetzt.

Nach 65 Versuchstagen wurden die Miuse getotet, die intestinalen Polypen gezdhlt und ihr
Entdifferenzierungsgrad histologisch ermittelt. In einem weiteren Testansatz wurde die Meta-
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bolisierung des Anthocyans durch die intestinale Mikrobiota gepriift. Dazu wurde eine frisch
gewonnene Faecesprobe von einer gesunden ménnlichen Person verwendet, die eine normale
Didt konsumierte. Diese wurde in einem Fermentationsmedium in Hungate-Geféflen suspen-
diert, die bis zu 8 Stunden bei pH 7,2-7,5 bei 37 °C in einer anaeroben Arbeitsstation
(N2/CO,/H; = 90:10:10) inkubiert wurden. Die Kontrollprobe enthielt keinen Zusatz von Ant-
hocyanen, die Testprobe dagegen 4,1mg Keracyaninchlorid pro 100 mg Faeces. Nach 0 und 8
Stunden wurden Aliquots aus dem Inkubat entnommen, mit H,/CO; (80:20, v/v) begast und
sofort bei —20 °C eingefroren. Zur Analyse der Abbauprodukte des Anthocyans wurden die
Proben in handwarmen Wasser aufgetaut, zentrifugiert, mit Ameisensdure versetzt und eine
Filtration tiber PTFE vorgenommen. Die Anthocyanprodukte wurden auf einer C-18 Lichro-
spher Sédule durch HPLC bei 20 °C unter Verwendung eines Acetonnitrilgradienten (von 10
bis 60 %) in 0,5 % Ameisensdure getrennt und mit einem Dioden-array Detektor identifiziert .

Ergebnisse und Diskussion

Auf Grund des relativ niedrigen Anthocyangehaltes im Futter stieg der Spiegel von An-
thocyanglucuroniden im Blutplasma nur leicht an. Trotzdem war ein signifikanter antikarzi-
nogener Effekt nachweisbar. Die Anzahl der Polypen war bei den Min/-M#usen, deren Futter
Anthocyan enthielt, um nahezu 70 % geringer als bei denen, die nur mit Standardfutter er-
ndhrt wurden (Tab. 1). Die Anzahl der Polypen nahm nur im Diinndarm und nicht im Kolon
ab. Histologisch waren alle Polypen, die bei den Anthocyan-Miusen zu finden waren, Ade-
nome. Bei den Min'/-Miusen, deren Futter kein Anthocyan enthielt, wurden dagegen auBer
Adenomen 3 bis 5 Karzinome pro Tier identifiziert. Kein einziges Adenom war aber sowohl
im Diinndarm als auch im Kolon von Min'/-Miusen festzustellen, die Sulindac mit dem
Trinkwasser aufnahmen. Durch Quercetin wurde im Min'/-Maus-Modell die Karzinogene
noch effektiver als durch Cyanidin-3-O-Rutinosid gehemmt, allerdings in hoheren Konzentra-
tionen [19]. Diese Befunde unterstiitzen die Schlussfolgerung, dass die Unterdriickung der
intestinalen Tumorentwicklung durch Flavonoide, wenn bereits eine Mutation im apc-Gen
vorliegt, nur noch iiber systemische Effekte zu erreichen ist.

Tab.1 Einfluss von Keracyaninchlorid, Quercetin und Sulindac auf die intestinale

Polyposis von Min+/-Mausen nach 70 Versuchstagen

Anzahl der Polypen

Standarddiat Standarddiat + Standarddiat + Standarddiat + Su-

Keracyaninchlorid Quercetin lindac

Mw SD n Mw SD n Mw SD n Mw SD n

71 28 20 24 9 8 8 4,2 8 0 - 8

Werte sind Mittelwerte = SD; n = 8 bzw. 20

Uber 70 % aller sporadischen kolorektalen Karzinome des Menschen weisen eine Mutation
im apc-Gen auf. Fiir den Stoffwechsel und die Differenzierung der Kolonepithelzellen ist die
Resorption von Butyrat, einem Endprodukt der mikrobiellen Fermentation, essentiell. Der
dafiir verantwortliche Natrium-abhingige Monocarboxylattransporter-1 wird jedoch bereits
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im Friihstadium der Entdifferenzierung, noch vor dem Auftreten von Mutationen im apc-Gen,
inaktiviert. Ist dieses Ereignis eingetreten, ist eine Unterdriickung der Karzinogenese durch
Flavonoide im Kolon nicht mehr mdéglich. Praventiv schiitzen Flavonoide jedoch auch die
Epithelzellen der Dickdarmschleimhaut vor einer Entdifferenzierung. So konnte z.B. mit dem
Azoxymethan- (AOM) Modell bei F344 Ratten gezeigt werden, dass durch eine 33-wochige
Zufuhr einer Diit, die 2.5, 5 oder 10 % lyophilisierte schwarze Himbeeren (Rubus occidenta-
lis) enthielt, die Anzahl an Polypen konzentrationsabhidngig um 42, 45 und 71 % gesenkt und
die Bildung von Adenokarzinome um 28, 35 und 80 % unterdriickt werden konnte [20]. Auch
die Anzahl der aberranten crypt foci (ACF) nahm in Abhéngigkeit von der aufgenommenen
Beerenmenge um 36, 24 bzw. 21 % ab. Eine weitere Studie wurde mit dem Dimethylhydra-
zin- (DMH) Modell mit F344 Ratten durchgefiihrt [21]. Hierbei wurden Anthocyane in Form
von blauem Mais (5 % in der Diit) verwendet; 73 % der Flavonoide entfielen hierbei auf 8
verschiedene Cyanidinderivate. Auch sie bewirkten eine weitgehende Unterdriickung der ko-
lorektalen Karzinogenese.

Diese Befunde unterstreichen, dass sowohl Flavonole als auch Anthocyane fiir eine
Chemoprivention der intestinalen Karzinogenese geeignet sind. Die Wasserldslichkeit der
Anthocyane erleichtert ihren Einsatz. Wegen der hohen Instabilitét sollten aber moglichst nur
frisch geerntete Beeren oder frisch hergestellte Sifte vor einer Mahlzeit aufgenommen wer-
den, um die fiir eine antikarzinogene Wirkung notwendige Konzentration an Anthocyanen im
Blutplasma zu erreichen.

Wodurch lésst sich die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen erklidren? Weitgehend
auszuschlieBen ist die hiufig diskutierte antioxidative Wirkung von Anthocyanen, denn 1. ist
dafiir die Konzentration im Blutplasma viel zu gering und 2. iiben die vorwiegend im Plasma
auftretenden Glucuronide der Anthocyane keine antioxidativen Effekte aus.

Rolle der Cyclooxygenase-2 (COX-2) in der Karzinogenese

Ein frithes Ereignis in der intestinalen Karzinogenese ist die Hochregulation der COX-2 (Abb.
5). Wihrend die COX-1 konstitutiv ist, wird die Expression der COX-2 nur bei einer Aktivie-
rung des NF-kB-Weges induziert. Die COX-Isoenzyme kontrollieren die Umsetzung der un-
gesdttigten Arachidonsdure zu Prostanoiden, die als Signalmolekiile in viele Stoffwechselwe-
ge eingreifen.

Abb. 5 Histochemischer Nachweis der COX-2 anhand der Immunreaktivitit (POD/DAB).
Von links nach rechts: gesunde Balb c-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac

Sulindac, zdhlt zur Gruppe der nichtsteroidalen antiinflammatorischen Verbindungen
(NSAID). Es unterdriickt nicht nur die Expression der COX-2 (Ptgs2-Gen) sondern hemmt
auch vollstindig die Entwicklung der Polyposis bei Min'/-Miusen (Tab. 1). Sulindac hat ge-
geniiber wesentlich spezifischeren COX-2-Inhibitoren den Vorteil, dass seine Anwendung
nicht mit kardiovaskuldren Nebenwirkungen einhergeht. Sulindac wird deshalb auch weiter-
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hin in der Therapie bei FAP-Patienten eingesetzt. Einen weiteren experimentellen Beleg flir

eine Schliisselfunktion der COX-2 bei Entdifferenzierungsprozessen lieferten Studien, bei

denen Apc A716 Méuse mit Tieren gekreuzt wurden, die kein funktionelles Ptgs2-Gen hatten.

Die Nachkommen dieser Tiere entwickelten wesentlich weniger und kleinere Polypen als die

Apc A716 Méuse. Auch eine Ausschaltung des Prostaglandinrezeptors EP2 senkte die Anzahl

der Polypen [22]. Anthocyane konnen ebenso wie Quercetin die Induktion der COX-2 iiber

verschiedene Wege verhindern. Gehemmt wird:

1. konzentrationsabhidngig die Bildung von Entziindungsmediatoren, vor allem die des Tu-
mornekrosefaktor o (TNFa) und die von Interleukin-la (IL-1a) [23]. Dadurch wird der
NF-kB-Weg gedrosselt und gleichzeitig die Bildung antiinflammatorischer Cytokine sti-
muliert.

2. Mit der Unterdriickung der Bildung von IL-1a entféllt dessen Stabilisierungseffekt auf die
COX-2 mRNA, der auch durch das onkogene ras-Protein zustande kommen kann [24].
Diese Stabilisierung erfolgt iiber eine konservierte 116 Nukleotide umfassende AU-reiche
Region (AU-Rich Element = ARE), die in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) der
COX-2 mRNA lokalisiert ist.

3. Ein weiterer Angriffspunkt liegt bei den Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren, die
ebenfalls iiber den NF-kB-Weg eine Expression der COX-2 bewirken [25]. Flavonoide
beeinflussen direkt die Funktion der NF-kB-Proteine. Diese verfiigen iiber eine zu einem
Protoonkogen homologe Doméne mit einer Sequenz fiir ihre Kernlokalisation. Sie wird zu
Beginn der Karzinogenese aktiviert und fiihrt iiber die Erhdhung der NF-«xB-
Konzentration zur COX-2-Expression.

4. In Wechselwirkung mit dem NF-kB-Weg steht auch die Signalkaskade der AKT (Serin-
Threonin-Proteinkinase B) und ERK (Extrazellular Regulierte Mitogen Aktivierte Pro-
tein-Kinase). Die Gene der AKT-Gruppe weisen eine Homologie zu einem viralen Onko-
gen auf, die zum Tragen kommt, wenn AKT die IkB-Kinase aktiviert [26]. Der Hemmfak-
tor IkB wird dann verstérkt phosphoryliert und kann somit durch das Proteasom abgebaut
werden. Das hat zur Folge, dass der nun freigesetzte Transkriptionsfaktor NFkB in den
Zellkern translozieren kann, dort an spezifische Motive von Zielgenen bindet, zu denen
auch das Ptgs2-Gen zéhlt und damit die COX-2 hochreguliert wird. Anthocyane und
Quercetin bewirken eine Hemmung der AKT- und ERK-Phosphorylierung. Dadurch wird
nicht nur die Expression der COX-2 verhindert, sondern es werden auch die pathologisch
gesteigerte Zellteilung und das Zellwachstum unterdriickt und die Aktivierung von Caspa-
sen, die die Apoptose einleiten konnen, bleibt erhalten.

Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose

Flavonoide greifen auch in die Wechselwirkung der AKT mit dem WNT-Signalweg ein. Hier

hemmt AKT die Phosphorylierung von B-Catenin, wodurch dieses zytosolische Protein nicht

proteolytisch abgebaut werden kann und deshalb verstérkt in den Zellkern transportiert wird.

Dadurch wird die Expression von Genen, die die Tumorbildung steigern, vorangetrieben.

Unter diesen Bedingungen wird das Tumorwachstum auflerdem durch Wachstumsfaktoren

und das ras-Onkogen, die den PI3K/AKT-Signalweg aktivieren, verstarkt [27].

1. AKT beeinflusst auch die Kontrolle des Zellzyklus. Es aktiviert durch Phosphorylierung
das Protoonkogen Mdm2 (Murine double minute Chromosom 2). Dadurch werden die
Kontrollfunktionen des p53 Proteins auf den Ablauf des Zellzyklus eingeschréinkt

2. AKT hemmt auBerdem Cyclin D 1. Dadurch wird der Kontrollmechanismus beim Uber-
gang von der G;- in die S-Phase aufgehoben und die Zellteilung beschleunigt.

Anthocyane kénnen die Storung im Ablauf des Zellzyklus abschwichen, indem sie die Ex-

pression von p21 WAF induzieren. Dieses Protein ist ein Inhibitor von Cyclin-CK-Komplexen

und kann einen Stopp in der G1-Phase herbeifiihren.
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Charakteristisch in der Tumorentwicklung ist die Hemmung der Apoptose, die zu Wachs-
tumsvorteilen bei Zellklonen mit Mutationen in Tumorgenen fiihrt; denn sie werden nicht
mehr durch die Apoptose eliminiert. Die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen
an Kolonschnitten von Min+/-Mé&usen zeigen, dass die Apoptose im Verlaufe der Karzinoge-
nese stark gehemmt wird und dieser Effekt durch Sulindac und Flavonoide verhindert werden
kann (Abb. 6).
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Abb. 6 Immunhistochemische Darstellung der Apoptoseintensitdt in Kolonschnitten (Klenow-Technik)
Von links nach rechts: gesunde Balbc-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac

Eine Apoptose kann iiber intrinsische (mitochondrial) und extrinsiche (FAS-Rezeptor, CD95,
TNF-Rezeptor) Wege ausgelost werden. Signale zur Initiierung der Apoptose kdonnen von
unterschiedlichen Ereignissen ausgehen, ebenso ihre Hemmung. Ursachen fiir eine Verminde-
rung der Apoptose in Tumorzellen konnen sein [27]:
1. ein Ausfall des TNF-Rezeptors, der fiir die Weiterleitung von Apoptosesignalen verant-
wortlich ist
2. eine verstarkte Expression von antiapoptotischen Genen durch Aktivierung des NF-«kB-
Weges
3. Tp53 Mutationen im fortgeschrittenen Tumorstadien, wodurch die Apoptosestimulation
durch BCI-2 entfdllt. Das Protoonkogen kann aber auch unabhingig von p53 durch
miRNA gehemmt werden. Gegenspieler von BCI-2 ist das BAX-Protein. Seine Transkrip-
tion wird durch den p53-Widtyp aktiviert, was zur Aufthebung der apoptotischen Wirkung
von BCI-2 fiihrt. Mutiertes p53 kann dagegen die Transkription von BAX nicht mehr rea-
lisieren. In beiden Fillen hat das zur Folge, dass eine Offnung von Mitochondrienkanilen
nicht mehr zustande kommt und damit der intrinsische Apoptoseweg ausgeschaltet wird.
Bei einer Aktivierung des Signalweges der MAPK wird dagegen die Expression der
Caspase 8 verhindert, iiber die eine Apoptose extrinsisch initiiert werden kann.
Anthocyane erhdhen in Tumorzellen das mitochondriale Membranpotential und induzieren
die proapoptotischen BCL-2-Proteine BAX und BAD. Diese sind fiir die Bildung von Poren
in der Mitochondrienmembran verantwortlich, durch die dann Cytochrom C ins Zytosol iiber-
tritt und eine intrazelluldre Proteolysekaskade in Gang setzt. Durch eine Phosphorylierung
kann dabei die Caspase 9 aktiviert werden, die wiederum weitere Effektorcaspasen zur Einlei-
tung der Apoptose aktiviert. Anthocyane kdnnen aber auch den extrinsischen Apoptoseweg
erhohen, indem sie die Expression von FAS und Fas-Ligand steigern. Durch die Bindung des
Liganden an den Fas-Rezeptor kommt es zur Anlagerung eines Adaptermolekiils. An diesen
Komplex bindet dann die Initiatorcaspase 8 und kann dadurch proteolytisch aktiviert werden
und anschlieend weitere Effektorcaspasen zur Einleitung der Apoptose in Gang setzen. Es
ist zu vermuten, dass diese protektiven Effekte der Anthocyane vorrangig durch eine Blockie-
rung des NF-kB-Weges sowie der AKT zustande kommen.
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Angiogenese

Eine weitere Voraussetzung fiir das Wachstum von Tumorzellen ist die Aufrechterhaltung der

erforderlichen Sauerstoffzufuhr. Das geschieht zum einen durch die Wanderung von Karzi-

nomzellen in Randgebiete des Tumors oder ein verstirktes invasives Wachstum und zum an-
deren durch die Entwicklung neuer BlutgefaBe. Erreicht die Sauerstoffversorgung kritische

Werte (einen O,-Partialdruck <40mmHg) nimmt die Aktivitdit von Hypoxie-induzierbaren

Faktoren (HIF) zu. Das sind basische Transkriptionsfaktoren, die an Promotoren von Zielge-

nen binden, die Hypoxie-regulierte Elemente (HREs) enthalten [28]. Diese Transkriptionsfak-

toren bestehen aus einer B-Untereinheit, an die je eine der 3 a-Untereinheiten bindet. Dadurch
bilden sich die Dimere HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a. Entscheidend fiir die HIF-Aktivitét ist

jeweils die a-Untereinheit. Bei einem hohen Sauerstoffangebot wird sie abgebaut, bei O,-

Mangel bleibt sie dagegen stabil und aktiv. Die Kontrolle erfolgt iiber Sauerstoffsensoren.

Diese Funktion wird von Dioxygenasen ausgeiibt. Dazu zéhlen

1. die Prolyl-Hydroxylasen (PHDs). Bei ausreichender Sauerstoffversorgung hydroxylieren
sie in der HIF-1a-Untereinheit zwei Prolinreste. Dadurch wird der HIF-Faktor von einem
Tumorsuppressorprotein erkannt und an ihn gebunden; in dieser Form kann er ubiquiti-
niert und im Proteasom abgebaut werden.

2. AuBerdem reguliert eine Asparagin-Hydroxylase die Aktivitit der HIF-Untereinheit. Sie
wird als HIF-1 inhibierender Faktor (FIH) bezeichnet. Dieses Enzym hydroxyliert einen
Asparaginrest in einer Transaktivierungsdoméne von HIF-1a, die sich am C-Terminus be-
findet. In Tumoren, ebenso in gesunden Geweben nimmt bei unzureichender Sauerstoftf-
zufuhr die Hydroxylierung von HIF-1a wieder ab, der Faktor wird dadurch stabilisiert und
die HREs werden aktiviert [29]. Daraus resultiert eine Akkumulation und Dimerisierung
von HIF-1B, was zu einer transkriptionalen Aktivierung von Zielgenen fiihrt. Dabei kon-
nen auch Wechselwirkungen mit Genen auftreten, deren Expression Voraussetzungen fiir
ein progressives und invasives Tumorwachstum schaffen. Dazu zdhlen u. a. der vaskuldre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), Faktoren fiir eine Zunahme der Erythropoese,
Proteine fiir die extrazelluldre Matrix, die Proliferation und den Zellzyklus sowie Schliis-
selenzyme fiir den Kohlenhydratstoffwechsel.

Konnen Flavonoide auch Mechanismen beeinflussen, die durch HIFs gesteuert werden? Er-

gebnisse liegen dazu bisher nur aus Untersuchungen mit Zellkulturen (z.B. HepG2 Zellen)

vor. Sie wurden ausschlieflich mit sehr hohen Quercetinkonzentrationen von 100 uM durch-

gefiihrt, die im Blutplasma nie erreicht werden [29]. Da jedoch das Aglykon Quercetin im

neutralen pH-Bereich recht instabil ist und die Versuche sich iiber mehrere Stunden erstreck-

ten, ist die aktuelle Quercetinkonzentration wiahrend der Versuchsdauer schwer einschitzbar.

Aus den Ergebnissen dieser Studien wurde abgeleitet, dass Quercetin

1. die Stabilitdt von HIF-1a durch Hemmung der Prolinhydroxylasen erh6ht

2. die HIF-1-Aktivitdt hemmt durch Blockierung der MAPK-abhingigen Phosphorylierung
von HIF-1a und die Akkumulation dieses Transkriptionsfaktors im Zellkern verringert

3. sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie die Zellzyklusprogression hemmt iiber eine
HIF-1-abhingige Induktion des Cyklin abhéngigen Inhibitors p2 1 WAF.

Aus den Befunden vergleichender Studien mit verschiedenen Flavoniden, auler Anthocyanen,
wurde abgeleitet, dass die aufgezeigten positiven Effekte nur durch Quercetin bewirkt wer-
den, da sie die Gegenwart von Hydroxylgruppen in der 3'- und 4'-Position im B-Ring erfor-
dern [29]. Diese Bedingung wiirde aber auch Cyanidin erfiillen. Es ist deshalb zu vermuten,
dass Cyanidin die gleichen positiven Effekte auf die Angiogenese ausiiben kann wie Querce-
tin.
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Intestinale Mikrobiota

Die bisher aufgezeigten antikarzinogenen Effekte kamen ausschlieBlich durch systemische
Wirkungen von Flavonoiden nach ihrer Resorption zustande. Sie sind von solchen zu trennen,
die auf die hohe Aktivitit der intestinalen Mikrobiota zum Abbau von Anthocyanen zuriick-
zufithren sind. Vergleiche der UV/VIS-Spektren von Proben, Kontrollen und Blindwerten
zeigten, dass Keracyaninchlorid vollstindig durch die intestinalen Bakterien unter anaeroben
Bedingungen innerhalb von 8 Stunden abgebaut wird (Abb. 7). Die Abb. 7 A, B, C veran-
schaulichen den Abbau von Keracyaninchlorid durch Faeces des Menschen zum Zeitpunkt 0
(A) und nach 8 Stunden (B) sowie in zweifach autoklaviertem Faeces nach 8 Stunden (C). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Chromatogramm bei 279,7 nm und als Konturdiagramm von
240 bis 520 nm zwischen 7 bis 14 Minuten. Die Pfeile zeigen die Positionen der Abbaupro-
dukte von Keracyaninchlorid an. Es wurden 4 Metabolite gefunden. Ein Metabolit hatte ein
Absorptionsmaximum bei 260 und 294 nm, ein 2. Metabolit wies ein Maximum bei 281 nm
auf. Die Metabolite 3 und 4 hatten ein Absorptionsmaximum bei 400 nm. Aus einem Ver-
gleich mit Retentionszeiten und UV/VIS Spektren von mehreren verwendeten Standards
konnte abgeleitet werden, dass das Hauptprodukt des mikrobiellen Abbaus bei 8,44 Minuten
3,4-Dihydroxybenzoesédure (3,4-DBA) ist (Abb.7B). Die 3 iibrigen Produkte konnten ohne
Massenspektrometrie nicht identifiziert werden.

i e e ﬁ I ;\fw\m
f | 1
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Abb. 7 UV/VIS Spektren und Konturdiagramme des mikrobiellen Abbaus von Keracyaninchlorid durch die
intestinale Mikrobiota des Menschen

A: Oben: Inkubation der frischen Faecessuspension zum Zeitpunkt 0

B: Mitte: Inkubat der Faecessuspension nach 8 Stunden. Die Pfeile weisen auf die Positionen der Abbauproduk-
te des Keracyanins hin

C: Unten: Inkubat mit autoklavierter humaner Faecesprobe

Neuere HPLC/MS/MS-Befunde anderer Arbeitsgruppen ergaben eindeutig, dass 3.4-DBA das
hauptsdchliche Endprodukt beim mikrobiellen Abbau von Anthocyanen ist [30]. Auf diese
durch die intestinale Mikrobiota gebildete Phenolsdure entfallen >70 % der oral aufgenom-
menen Menge an Anthocyanen. Sie wird nicht nur mit den Faeces (Konzentration etwa
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2nmol/g) ausgeschieden, sondern kann auch bereits im Diinndarm und im Kolon resorbiert
werden, wodurch eine relativ hohe Konzentration im Blutplasma erreicht wird. Sie kann bei
der Ratte und beim Menschen ca. 8-fach hoher sein als die der Cyaninglucuronide. Beim
Menschen wurden im Blutplasma 3,4-BPA-Werte bis zu 500 nmol/L zwei Stunden nach einer
oralen Aufnahme von Anthocyanen bestimmt [31]. Danach fillt der 3,4-DBA-Plasmaspiegel
wieder rasch ab, schneller als der der Cyaninglucuronide. Da 3,4-DBA stark antioxidativ
wirkt, hat der Nachweis dieser Phenolsidure im Blutplasma die Diskussion antikarzinogener
Effekte durch Antioxidantien wieder belebt [31,32]. Gegen eine solche Interpretation spricht
aber die Tatsache, dass Quercetin, dessen mikrobieller Abbau nicht zu 3.4-DBA fiihrt, sogar
stirkere antikarzinogene Wirkungen zeigt als Cyanidine.

Insgesamt belegen die Ergebnisse aber, dass die intestinale Mikrobiota iiber eine hohe Ka-
pazitdt zum Abbau von Anthocyanen verfiigt. Sie nutzt die Anthocyane als Substrate zum
Energiegewinn und die Abbauprodukte als Bausteine fiir zahlreiche Synthesen. Anthocyane
tragen deshalb ebenso wie andere mikrobiell gut abbaubare Flavonoide zur Stabilisierung
einer nicht pathogenen intestinalen Mikrobiota bei und verstirken das Immunsystem.
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