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1 Einleitung und theoretische Grundlagen

Sekundare Pflanzenstoffe gelten als Hoffnungstréager in der Vorbeugung und Medikation von
kanzerosen und degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer. Besonders den seit
Jahrhunderten im asiatischen Raum verwendeten Inhaltsstoffen des Currypulvers wird viel
Bedeutung beigemessen. Als vielversprechend gilt hierbei die farbgebende Substanzgruppe
der Curcuminoide. In den folgenden Kapiteln sind Struktur, Metabolismus und ausgewéhlte
Wirkungen der Muttersubstanz Curcumin (CUR) aufgefiihrt, die im Zusammenhang mit der

vorliegenden Arbeit stehen.

1.1 Curcuminoide

1.1.1 Strukturen und Stabilitat

Curcuminoide sind sekundére Pflanzeninhaltsstoffe, die in Rhizomen verschiedener Curcuma-
Gewichse, wie z.B. Curcuma longa vorkommen und fiir zahlreiche positive Wirkungen
verantwortlich gemacht werden. Diese Pflanzen bilden hauptsédchlich CUR, in geringeren
Mengen kann Demethoxycurcumin (DMC) und Bisdemethoxycurcumin (BDMC) nachge-
wiesen werden. Die Curcuminoide, chemisch als konjugierte Diarylheptanoide klassifiziert,
unterscheiden sich lediglich in der Anzahl ihrer Methoxygruppen. Die Strukturformeln sind
in Abbildung 1 dargestellt.

OH O
RD/\)\/U\/\@R'
HO I OH

(@] p
HO OH
| R | R
CUR OCHz | OCHj
DMC H OCHjs
BDMC H H

Abbildung 1: Chemische Struktur der Curcuminoide.
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Die intensive Gelbfirbung der Curcuminoide wird zuriickgefithrt auf ihr konjugiertes
Doppelbindungssystem, bei dem der aliphatische Molekiilteil ein 3-Diketo-Strukturelement
enthilt. Dadurch unterliegen die Curcuminoide einer Keto-Enol-Tautomerisierung, das heift
in geldstem und festem Zustand liegen die Diketone ausschlieflich in ihrer Enol-Form vor
[Dietze et al., 1997; Matthes et al., 1980; Price und Buescher, 1997; Roughley und Whiting,
1973; Sharma et al., 2005; Tgnnesen et al., 1982]. Die bevorzugte Enolisierung wird durch die
Ausbildung von Resonanzstrukturen sowie intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert und durch diese energetisch begilinstigt. Hierdurch wird ein pseudo-aromatischer

Zustand ausgebildet [Cooper et al., 1994; Unterhalt, 1980].

Aufgrund seiner Keto-Enol-Struktur ist das CUR-Molekiil in seiner Struktur instabil und
zerfillt pH- und konzentrationsabhéngig. Bei neutralen und basischen Bedingungen werden
folgende Produkte aus dem CUR-Molekiil gebildet: Ferulasdure, Feruloylmethan, Vanillin
und Aceton |[Tgnnesen et al., 1986; Tgnnesen und Karlsen, 1985a,b| (Abbildung 2). Neben
diesen Produkten werden Kondensationsprodukte des Feruloylmethans gefunden [Tgnnesen,
1992]. Der Zerfall von CUR im alkalischen Millieu ist sehr komplex und die Struktur aller
Zerfallsprodukte ist nicht abschliefend geklért. In Anwesenheit von Proteinen wird der Zerfall

im Phosphat-Puffer (pH > 7) veringert [Wang et al., 1997].

OH ©
HaCO PN = OCHs
HO ‘ CUR ‘ OH

H3co’ ;[: HaCO” ;[/\ HaCO~ i )J\
OH OH

trans-6-(4'-Hyd roxy—3 -methoxy- Feruloylmethan

.. Aceton
phenyl)-2,4-dioxo-5-hexenal Ferulasaure

Vanillin

Abbildung 2: Zerfallsprodukte von CUR in wéssriger Losung (pH > 7) [Tgnnesen und Karl-
sen, 1985a; Wang et al., 1997].
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CUR bindet an diverse Proteine wie Rinderserumalbumin (BSA) [Barik et al., 2003|
und humanes Serumalbumin (HSA) [Pulla Reddy et al., 1999; Zsila et al., 2003a]. Eine
vollstdndige Ablosung von diesen Proteinen durch Extraktion ist nicht moglich [Jaruga

et al., 1998].

Zusétzlich zu den von Pflanzen gebildeten Curcuminoiden wurde das synthetische iso-CUR
in dieser Arbeit verwendet, um strukturelle Unterschiede beim Metabolismus und toxiko-
logischen Endpunkten zu untersuchen. Iso-CUR weist im Gegensatz zu CUR vertauschte

Methoxy- und Hydroxygruppen auf (Abbildung 3).

OH O
HOD/\)\/“\/\C[OH
HaCO OCHs

Abbildung 3: Chemische Struktur von iso-CUR.

1.1.2 Vorkommen und Verwendung

Aus den Rhizomen verschiedener Curcuma-Gewéchse wurden bereits zahlreiche sekundére
Pflanzeninhaltsstoffe isoliert, wobei das Hauptaugenmerk auf CUR liegt. Die Gattung Cur-
cuma gehort zur Pflanzenfamilie der Zingiberaceae (Ingwergewéchse). Viele Arten gehoren
dieser Pflanzenfamilie an, wie z. B. Curcuma longa, Curcuma xanthorrhiza, Curcuma aroma-
tica und Curcuma zedoaria |[Aggarwal et al., 2007; Lao et al., 2006]. Beheimatet sind sie in
asiatischen Landern wie Indien, Indonesien und China. Durchschnittlich sind in den Rhizo-
men etwa 2 - 5 % Curcuminoide enthalten, welche fiir die gelb-orange Farbe verantwortlich
sind. Durch Extraktion aus den Rhizomen kénnen die Farbpigmente gewonnen werden, da-
bei ist CUR der Hauptbestandteil des Extrakts mit ca. 50 - 60 %, DMC (20 - 30 %) und
BDMC (7 - 20 %) sind Nebenbestandteile [Anand et al., 2007; Govindarajan, 1980]. Kom-
merziell vertriebenes Curcumin enthélt ebenfalls DMC und BDMC als Minorbestandteile
[Tonnesen, 1992]. Zur Anwendung kommt meistens das getrocknete und gemahlene Rhizom
in Pulverform. Die intensive gelbe Farbe der Curcuminoide wird als Farbstoff in Kosme-
tika und Textilien eingesetzt [Scartezzini und Speroni, 2000]. CUR ist in Deutschland im

Rahmen der Zusatzstoffzulassungsverordnung als Farbstoff fiir bestimmte Lebensmittel zu-
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gelassen (E100). Durch ihren scharfen Geschmack werden Curcuminoide auch als Gewiirz
eingesetzt. So verleihen sie beispielsweise Currypulver und Speisesenf deren charakteristische

Farbe und Geschmack [Unterhalt, 1980].

1.1.3 Metabolismus

Phase I-Metabolismus:

Die vier vorhandenen Doppelbindungen der Heptatrionkette im CUR-Molekiil werden suk-
zessive durch ein endogenes Reduktasen-System reduziert (Abbildung 4). Tetrahydrocurcu-
min (THC) und Hexahydrocurcumin (HHC) stellen in den meisten Studien die wichtigsten
Metabolite dar [Asai und Miyazawa, 2000; Holder et al., 1978; Ireson et al., 2001; Pan
et al., 1999], wihrend Dihydrocurcumin und Octahydrocurcumin (OHC, auch als Hexahy-
drocurcuminol bezeichnet) nur Nebenprodukte darstellen oder nicht gebildet werden. Die
verantwortlichen Reduktasen sind im Cytosol von Leber- und Darmgewebe lokalisiert und

schliefen die Alkoholdehydrogenasen mit ein [Ireson et al., 2002].

OH O

OH O
H;CO OCH
3 j@/\ )\/“\/\(:[ 3 Reduktase(n) choj@/\ )W\Q:ocm
—_—
HO CUR OH HO Dihydro-CUR OH
OH O OH O
H3CO X OCH
Reduktase(n) ° O O ®  Reduktase(n) H3COOCH3
—_— —_—
HO OH
THC HO HHC OoH
OH OH
Recluktasel) chOOCH3
—_—
HO OH
OHC

Abbildung 4: Reduktiver Phase I-Metabolismus von CUR [Asai und Miyazawa, 2000; Holder
et al., 1978; Ireson et al., 2001; Pan et al., 1999|.

Phase II-Metabolismus:

CUR kann verschiedentlich konjugiert werden. Durch die membrangebundenen Uridin-5’-
diphosphoglucuronyltransferasen (UGT), welche auf der luminalen Seite des Endoplasmati-

schen Retikulums (ER) lokalisiert sind, kann CUR mit aktivierter UDP-a-Glucuronséure als
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Cosubstrat konjugiert werden. Hierbei entstehen zwei CUR-Glucuronide. Die Ubertragung
der Glucuronsédure auf das nukleophile Substrat ist dabei sowohl am aliphatischen als
auch am phenolischen Molekiilteil des CUR moglich. Bevorzugt wird das phenolische
CUR-Glucuronid gebildet, das noch leichter als CUR selbst in wéssriger Losung zerfallt
[Hoehle et al., 2007; Pfeiffer et al., 2007|. In vivo spielt die Glucuronidierung eine wichtige
Rolle [Ireson et al., 2001, 2002; Okada et al., 2001; Ravindranath und Chandrasekhara,
1980; Sharma et al., 2001b, 2004]. Eine weitere Moglichkeit zur Konjugation stellt die
Sulfatierung dar. Hierbei wird durch die im Cytosol lokalisierten Sulfotransferasen (SULT)
aktiviertes Sulfat in Form von 3’-Phosphoadenosin-5-phosphosulfat (PAPS) als Cosubstrat
auf CUR {ibertragen. Die Sulfatierung am aromatischen Ring wird meistens beschrieben
[Ireson et al., 2001, 2002; Marczylo et al., 2007; Okada et al., 2001; Ravindranath und
Chandrasekhara, 1980; Sharma et al., 2001b, 2004]. Eine geringere Rolle spielt die Konju-
gation mit Glutathion (GSH). CUR interagiert mit GSH spontan bzw. in Anwesenheit der
Glutathion-S-transferase (GST). Dabei wird eine Michael-Addition des nucleophilen GSH
mit dem ungeséttigten Chromophor des CUR angenommen [Mathews und Rao, 1991] und
es werden zwei diastereoisomere GSH-Addukte des CUR gebildet. Die GSH-Adduktbildung
wurde bisher lediglich in Zellkulturexperimenten oder mit Lebermitochondrien beobachtet
[lersel et al., 1996; Usta et al., 2007; van lersel et al., 1997; Wortelboer et al., 2003].
In einer in wvivo-Studie mit Ratten konnte keine signifikante Metabolisierung mit GSH
detektiert werden [Piper et al., 1998|. Abbildung 5 zeigt die Strukturformeln der gebildeten
CUR-Konjugate:

OH O OH O
HsCO PP ! OCHs HsCO oA A~ OCHs
coo O I | . OH O3S0 Curcuminsulfat OH
Curcuminglucuronid
OH SG o e}

OH
HSCOW\C[OCHS
HO OH

Monoglutathionylcurcumin

Abbildung 5: Phase II-Metabolite von CUR. SG: GSH-Addukt.
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Abbildung 6 gibt einen Gesamtiiberblick {iber die wichtigsten Phase I- und Phase II-

Metabolismuswege:
ULT __—¥ CUR-Sulfat %A
CUR {} CUR-Sulfoglucuronid
Reduktase ver CUR-Glucuronid /
* :

v
Dihydro-CUR —YCT,  Dihydro-CUR-Glucuronid

v

v
THC _ver THC-Glucuronid
v v
HHC _ver HHC-Glucuronid
v
OHC
Phase | Phase Il

Abbildung 6: Phase I- und Phase II-Metabolite von CUR. Metabolismuswege aus in vivo-
Studien mit Nagern und ex vivo-Studien mit Zellfraktionen und Hepatozyten
von Ratte und Mensch [Asai und Miyazawa, 2000; Ireson et al., 2001; Pan
et al., 1999]. UGT: UDP-Glucuronyltransferase, SULT: Sulfotransferasen.

1.1.4 Pharmakokinetik und Verteilung

Die Pharmakokinetik und der Metabolismus von CUR wurden bisher in zahlreichen Tiermo-

dellen und in Humanstudien untersucht.

Pharmakokinetik in vitro:

Mit steigender Dosis von CUR (bis zu 1000 pg/10 ml Inkubationsmedium) wurde die Auf-
nahme im isolierten Rattendarm immer weiter verringert. Bei einer Inkubation von 100 ug
wurden 82,9 % resorbiert, bei der Inkubationsmenge von 1000 pug wurden nur noch 40 % re-
sorbiert [Suresh und Srinivasan, 2007|. Bei dhnlichen Versuchen mit radioaktiv-markiertem
CUR wurde nach Inkubation mit 50 ug kein CUR wiedergefunden, wobei die wiedergefundene
Radioaktivitat bei 100 % lag. Es wird davon ausgegangen, dass CUR komplett metabolisiert
wurde |[Ravindranath und Chandrasekhara, 1981|. Mit Hilfe der in vivo-dhnlichen Technik
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der Leberprizisionsgewebeschnitte konnte gezeigt werden, dass CUR in der Leber sowohl
einem reduktiven Phase I-Metabolismus unterliegt, also auch geméfs Phase II-Metabolismus

konjugiert wird [Hoehle et al., 2006].

Tiermodelle:

In vivo-Studien mit Ratten zeigten, dass CUR nach oraler Gabe im Darm nur schlecht
resorbiert wird. So lag der Serumspiegel nach Applikation von CUR (2 g/kg) bei 1 pug/ml
und 5 h spéter bereits unterhalb der Nachweisgrenze [Shoba et al., 1998|. Zudem konnte in
weiteren Studien gezeigt werden, dass im Intestinaltrakt die hochsten CUR-Konzentrationen
erreicht werden, wobei im Gegensatz dazu in Leber und Niere nur unbedeutende Mengen

gemessen werden konnten [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980; Sharma et al., 2001a].

Im Plasma von Ratten, die 2 % CUR mit der Nahrung fiir einen Zeitraum von zwei Wochen
erhielten, konnten nach Herzpunktion oder Entnahme aus der Leberportalvene weder CUR
noch dessen Metaboliten gefunden werden. Im Gegensatz dazu wurde durch Verabreichung
der Dosis per Schlundsonde ein detektierbarer CUR-Plasmaspiegel erreicht [Sharma et al.,
2001a).

Der reduktive Phase [-Metabolismus wurde nur in wenigen Studien bertiicksichtigt. Es konn-
ten nach oraler Gabe von CUR im Plasma Spuren von THC und HHC sowie deren Sulfate
in der Darmmukosa und der Leber nachgewiesen werden. Im Plasma und in Urinproben

konnten keine reduzierten Metaboliten gefunden werden [Sharma et al., 2001b].

Humanstudien:

Patienten, die an verschiedenen Tumorarten (vor allem des Kolons) erkrankt waren, wurden
verschiedene Dosen (bis zu 12 g CUR/Tag) verabreicht. Die hierbei maximale beobachtete
Serumkonzentration wurde nach 1 - 2 h erreicht und lag im niedrigen nanomolaren
Bereich [Cheng et al., 2001; Garcea et al., 2004]. Das CUR~Glucuronid war im Blutplasma
nachweisbar [Cheng et al., 2001]. Im Urin konnten wie im Tierversuch nur Spuren an CUR

und seinen Konjugaten detektiert werden |Garcea et al., 2004; Sharma et al., 2004]. Selbst
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in sehr hohen Dosen konnten keine adversen Effekte ausgemacht werden. Daher wird in
diesen Studien geschlussfolgert, dass die verwendeten CUR-Mengen nicht toxisch sind, was
moglicherweise an der geringen Bioverfiigbarkeit liegt [Garcea et al., 2004; Kelloff et al.,
1997; Sharma et al., 2001b, 2004, 2005; Vareed et al., 2008; Wahlstrom und Blennow,
1978|. Bei einer Phase I-Studie an gesunden Probanden lag der Serumspiegel an CUR nach

einmaliger oraler Aufnahme von 2 g/kg unter der Nachweisgrenze [Shoba et al., 1998|.

In den Humanstudien wurden HHC und OHC nur in Spuren in der Leber nachgewiesen.
CUR und seine beiden Konjugate konnten dagegen nicht in der Galle bzw. im Lebergewebe
gefunden werden. Im Blut wurden 1 h nach einer einmaligen Dosis von 0,45 bzw. 1,8 g

weder CUR noch dessen Konjugate detektiert [Garcea et al., 2004].

CUR ist in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu fiiberschreiten [Anand et al., 2008a;
Balasubramanian, 2006; Garcia-Alloza et al., 2007; Yang et al., 2005].

CUR wird hauptséchlich billiar ausgeschieden [Holder et al., 1978; Pan et al., 1999;
Ravindranath und Chandrasekhara, 1982; Wahlstrom und Blennow, 1978]. Im Urin konnten
nur Spuren an CUR nachgewiesen werden, allerdings wurden sowohl das CUR-Glucuronid

als auch das CUR-Sulfat gefunden [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980)].

Durch die geringe Resorptionsrate und die schnelle Metabolisierung besitzt das CUR eine
geringe orale Bioverfiigbarkeit, die Ausscheidung erfolgt ziigig {iber die Galle in Form von

konjugierten Metaboliten.

Pharmakokinetik von DMC und BDMC:

Fiir die beiden Nebenbestandteile DMC und BDMC sowie die Metaboliten HHC oder OHC
wurden bisher wenige in vivo-Studien durchgefiihrt. Lediglich DMC und BDMC wurden be-
riicksichtigt, wenn in den Studien Curcuma longa-Extrakte verwendet wurden, die Spuren
an DMC und BDMC enthielten. Dabei wird ein dhnlicher Metabolismus wie bei CUR ange-

nommen |[Hoehle et al., 2006]. In einer Tierstudie mit Ratten wurden sowohl glucuronidierte



1.1 Curcuminoide

als auch sulfatierte Konjugate im Plasma und in der Darmmukosa gefunden [Marczylo et al.,

2007].

1.1.5 Verbesserung der Bioverfiigbarkeit

Um die Bioverfiigbarkeit im Tier bzw. in Humanstudien oder auf zelluldrer Ebene zu verbes-
sern, wurden verschiedene CUR-Komplexe und Formulierungen gebildet. Ein aus CUR und
Sojaphospholipiden bestehender Komplex verdoppelte die Bioverfiigharkeit in Ratten von
100 mg/kg CUR nach oraler Gabe. Die Halbwertszeit des CUR im Plasma war nach Gabe
des Komplexes im Gegensatz zu freiem CUR um das 1,5-fache erhoht [Liu et al., 2006]. Bei
einer Formulierung von CUR mit Phosphatidylcholin (PC) konnte eine signifikant verbes-
serte CUR-Aufnahme beobachtet werden, wobei 2 h nach Substanzverabreichung allerdings
ebenfalls kein CUR mehr im Plasma detektierbar war. Die insgesamt nachgewiesenen Ser-
umspiegel waren aber zu niedrig um eine pharmakologische Wirkung zu erreichen. Die For-
mulierung beeinflusste das Metabolisierungsschema des CUR nicht [Marczylo et al., 2007].
Bei einem Zusatz von Piperin konnten sowohl in einer Tierstudie an Ratten als auch in einer
Humanstudie nach ca. 0,75 h héhere Serumkonzentrationen an CUR detektiert werden als
ohne Piperinzusatz. Der Zeitverlauf der CUR-Serumkonzentration wurde durch das Piperin
nicht beeinflusst [Kunwar et al., 2006; Shoba et al., 1998]. Wurde CUR in Liposomen (sind
kugelférmig und bestehen aus einer oder mehreren konzentrischen Lipiddoppelschichten aus
Phospholipiden mit wéssrigem Innenraum) verpackt, zeigte dieses keine Effektsteigerung in
der Induktion von Apoptose und der antiproliferativen Wirkung gegeniiber freiem CUR.
Die Bioverfiigharkeit war dabei nicht Ziel dieser Studie |Li et al., 2005|. Bei Untersuchun-
gen an kultivierten Zellen konnte gezeigt werden, dass liposomalverpacktes CUR effektiver
aufgenommen werden konnte als aus einer wassrigen Losung (mit 0,1 % Dimethylsulfoxid
(DMSO)) [Kunwar et al., 2006; Li et al., 2007]. Die Ausbildung eines HSA-CUR-~Komplexes
steigerte die zellulire CUR-Aufnahme dagegen nicht [Kunwar et al., 2006|. Bei Inkubatio-
nen mit isoliertem Rattendarm wurde die Aufnahme von CUR aus Micellen, die aus PC und
Natriumdeoxycholat bestanden, um 8 % erhoht im Gegensatz zu CUR in wéssrigem Kultur-
medium [Suresh und Srinivasan, 2007]. Weitere Untersuchungen mit Micellen erhéhten die
CUR-Konzentration im Plasma von Ratten um das Doppelte, somit war CUR iiber einen

Zeitraum von bis zu 24 h nachweisbar. Im Gegensatz hierzu wurde bei einer Formulierung von
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CUR mit Polyethylenglykol keine Verbesserung der Bioverfiigbakeit erreicht, da die CUR-
Konzentration nach ca. 2 h unter die Nachweisgrenze fiel. CUR wurde zudem in den Micellen
stabilisiert, wodurch in vitro eine CUR-Freisetzung iiber mehrere Tage beobachtet werden
konnte. Insgesamt wurden alle pharmakokinetischen Parameter erhoht (Verteilung 70-fach,
Clearance 3-fach und Halbwertszeit 162-fach) [Ma et al., 2007|. Eine CUR-~Verwendung in
Nanopartikeln ist ein neuer Ansatz zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von CUR. Zu-
sitzlich kann dadurch die chemische Stabilitat verbessert werden. Diese werden in vitro von
den Zellen aufgenommen und es wurde keine Toxizitét fiir die Partikel mit der durchschnitt-
lichen Grofse von 50 nm beschrieben. Die antiproliferativen Effekte entsprachen jenen aus
einer wassrigen CUR-Losung [Bisht et al., 2007]. Erste in vivo-Applikationen fithrten an ge-
sunden Probanden nach CUR-Gabe in Nanopartikeln zu einer Verbesserung des Hautbildes

[Tiyaboonchai et al., 2007].

1.1.6 Biologische Wirkung

Den Inhaltsstoffen der Curcuma-Pflanzen werden seit Jahrhunderten in der traditionellen
indischen Medizin eine Vielzahl an Wirkungen zugeschrieben. Auf sehr verschiedenen Gebie-
ten wurde versucht eine positive Wirkung vor allem von der Hauptsubstanz CUR zu zeigen.

Eine Auswahl an Wirkungen wird in diesem Kapitel aufgezeigt.
CUR wirkt unter anderem:

e antiviral [Romero et al., 2005].

e antimutagen [Barta et al., 2006; Scartezzini und Speroni, 2000)].

e antioxidativ [Masuda et al., 2001, 1999; Menon und Sudheer, 2007] und als Radikal-
fanger fiir diverse reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bzw. NO [Barclay et al., 2000;
Mahakunakorn et al., 2003; Sumanont et al., 2004; Sun et al., 2004].

e senkend auf die Lipidperoxidation [Maiti et al., 2007; Naidu und Thippeswamy, 2002;
Sharma, 1976].

e antiproliferativ durch diverse Mechanismen, z.B. Apoptoseinduktion [Belakavadi und
Salimath, 2005; Chen et al., 2005; Chen und Huang, 1998; Gupta et al., 2006; Hanif
et al., 1997; Magalska et al., 2006; Mehta et al., 1997; Verma et al., 1998|.

10
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e antibakteriell [Kumar et al., 2001].

e antirheumatisch [Deodhar et al., 1980].

e als Topoisomerase II-Gift [Snyder und Arnone, 2002].

e gegen Morbus Alzheimer [Balasubramanian, 2006; Lim et al., 2001; Yang et al., 2005].

e als Inhibitor der Angiogenese [Bhandarkar und Arbiser, 2007].

Tumorpravention:

CUR wirkt chemopraventiv gegen diverse Tumorerkrankungen [Anand et al., 2008a; Surh
und Chun, 2007|, vor allem im Darm [Chen et al., 2006a; Hanif et al., 1997; Jaiswal et al.,
2002; Lev-Ari et al., 2005; Rao et al., 1995, 1999; Sharma et al., 2001b], in der Brust [Choud-
huri et al., 2002; Ramachandran und You, 1999; Shao et al., 2002; Verma et al., 1997|, in der
Haut |[Kakar und Roy, 1994 sowie in Leukédmie-Zellen in vitro [Anand et al., 2008a; Anto
et al., 2002; Chen et al., 2005; Conney et al., 1997; Kuo et al., 1996; Wolanin et al., 2006].
Die Wirkung kann dabei die Promotions-/Progressionsphase [Huang et al., 1995, 1997; In-
ano et al., 1999; Kakar und Roy, 1994; Kawamori et al., 1999; Lin et al., 2000] oder die
Initiationsphase [Inano et al., 2000; Lin und Lin-Shia, 2001; Manson et al., 2000] bei der

Krebsentstehung betreffen.

Apoptotische Wirkung von CUR:

Eine vieldiskutierte Wirkung des CUR ist die Fahigkeit durch verschiedene Mechanismen
Apoptose zu induzieren. So wird beispielsweise die Bildung von ROS durch CUR datfiir ver-
antwortlich gemacht [Woo et al., 2003]. Dabei wird die Kaspase 3 aktiviert und fiithrt durch
Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien zum Schrumpfen der Zellen und zur
DNA-Fragmentierung. In humanen Brustkarzinomzellen wurde eine p53-abhéngige Indukti-
on von Apoptose beobachtet [Bharti et al., 2003; Choudhuri et al., 2002; Mishra et al., 2005].
Morphologische Zellverdnderungen wie Chromatin-Kondensation, apoptotische Korperchen
und charakteristische DNA-Leiter-Bildung kénnen durch Inkubation mit CUR beobachtet
werden [Kuo et al., 1996]. Neben der Reinsubstanz CUR wurden ebenfalls nach Inkubation

11
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mit Curcuma-Extrakten morphologische Verianderungen, wie z.B. Briiche und Disintegration
der Chromatiden, Mikrokernbildung, Riickgang des Mitoseindex und fragmentierte Metapha-
sekerne gefunden [Ma et al., 2007|.

Beeinflussung von Mikrotubuli durch CUR:

Nach Inkubation von humanen Brustkrebszellen mit CUR wurde eine Stérung der Mito-
sespindelorganisation beobachtet, die zur Ausbildung monopolarer Spindeln fiithrte. Dazu
kommt die Bildung einer Vielzahl von Mikrokernen [Holy, 2002]. CUR hemmt im Gegen-
satz zu seinem Glucuronid die Polymerisation von isolierten Mikrotubuliproteinen (MTP)
nicht [Pfeiffer et al., 2007]. In einer in wvitro-Untersuchung wurde beschrieben, dass CUR
die Tubulinpolymerisation in zwei kultivierten Zelllinien derart stort, dass der Spindelap-
parat zusammenbrach und nur wenige, kiirzere Mikrotubuli nachgewiesen werden konnten.
Die MTP wurden in den Zellen aggregiert. Allerdings konnte in zellfreier Umgebung dieser
Untersuchung keine Polymerisationshemmung gefunden werden, obwohl CUR an das Mi-
krotubuligeriist bindet und wéihrend der Polymerisation in die Mikrotubuli eingebaut wird

[Gupta et al., 2006].

Der Einfluss von CUR auf die Zellzyklusverteilung:

Die Beeinflussung von CUR in der Zellzyklusverteilung wurde besonders haufig mit einem
G2- bzw. G2/M-Arrest beschrieben [Chen et al., 1999; Choudhuri et al., 2002, 2005; Jaiswal
et al., 2002; Koo et al., 2004; Mehta et al., 1997; Ramachandran und You, 1999; Simon
et al., 1998], der sowohl p53-abhéngig als auch -unabhéngig sein kann. Seltener wurde eine
Arretierung in der S-Phase des Zellzyklus [Chen et al., 1999; Shishodia et al., 2005] und in
der GO/G1-Phase beobachtet [Hour et al., 2002].

1.2 Caco-2 Zellen als Modell fur die intestinale Barriere

1.2.1 Caco-2 Zellen

Um die Aufnahme von Xenobiotika aus dem Darm zu simulieren, konnen die humanen Ko-

lonkarzinomzellen Caco-2 verwendet werden. Obwohl sie aus dem Kolon stammen, haben

12
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sie die besondere Eigenschaft mit Erreichen der Konfluenz innerhalb von 21 Tagen auszudif-
ferenzieren und dabei auf mikroporésen Membranen aus unterschiedlichen Materialien dem
Diinndarmepithel &hnliche Eigenschaften auszubilden |Levy et al., 1995|. Die Ausdifferenzie-
rung erfolgt dabei bevorzugt auf den oben genannten Membranen, auf reinen Plastikkultur-
schalen erfolgt sie in geringerem Ausmaf [Hillgren et al., 1995|. Nach ca. 6 Tagen bilden die
Caco-2 Zellen eine einschichtige, undurchléssige Zellschicht, den so genannten Monolayer und
erreichen damit Konfluenz. Nach der Ausbildung des Monolayers entstehen die sogenannten
“Domes”. Dabei wachsen die Zellen teilweise sehr schnell iibereinander und innerhalb von 24
h kénnen zwischen 100 und 120 Domes pro cm? entstehen. Die stationire Phase ist nach ca.
9 Tagen erreicht, die Anzahl der Domes nimmt wieder stark ab und bleibt mit ca. 50 Domes
pro cm? konstant. In Tabelle 2 ist ein Uberblick iiber die Hohe und Breite der Caco-2 Zellen
sowie der Lénge der Domes im Vergleich zu menschlichen Biirstensaumzellen (Enterozyten)

gegeben.

Tabelle 2: Vergleich morphologischer Eigenschaften von menschlichen Enterozyten und
Caco-2 Zellen.

Zelltyp Tage nach Hohe | Zellbreite | Lange der Domes
dem Ausstreuen | [pm)] [pm] Mikrovilli [pm]
menschliche Enterozyten ~ 25 ~ 8 ~ 14
Caco-2 Zellen 3 6 11 ~ 0,3
auf Polycarbonatfiltern 6 14 10 0,7
16 30 6 1,4

Durch die Ausbildung funktionsfdhiger Tight Junctions [Hillgren et al., 1995; Levy et al.,
1995; Traber et al., 1987], den Mikrovilli entsprechenden Domes [Gres et al., 1998; Levy und
Bendayan, 2000; Traber et al., 1987; Wilson et al., 1990], Desmosomen [Delie und Rubas,
1997] und kleiner Lipidtropfchen im Cytosol [Traber et al., 1987|, wird die morphologische
Ahnlichkeit zwischen den Caco-2 Zellen und den menschlichen Enterozyten deutlich. Alle
diese morphologischen Besonderheiten kénnen mit Hilfe von elektronenmikroskopischen

Aufnahmen sichtbar gemacht werden.

13
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Die Zellen des Caco-2 Monolayers bilden verschiedene aktive Transportprozesse fiir Ami-
nosduren, Nukleotide, Gallenséduren und Vitamine aus [Bailey et al., 1996; Hidalgo und Li,
1996]. Dadurch konnen ein passiver transzelluldrer und ein parazelluldrer Transport sowie
auch Carrier-vermittelte Influx- und Efflux-Mechanismen simuliert werden [Shah et al.,
2006]. Zudem erfolgt eine Expression des MDRI-Transporters, allerdings in geringerem
Ausmaf als in menschlichen Enterozyten [Hidalgo und Li, 1996; Seithel et al., 2006; Shah
et al., 2006].

Mit steigender Differenzierung nehmen die Enzymaktivitaten zu und erreichen ca. 15 bis 21
Tage nach der Konfluenz ihr Maximum [Delie und Rubas, 1997|. Die charakteristischen En-
zyme der Biirstensaummembran des Diinndarmepithels (Aminopeptidase, alkalische Phos-
phatase (AIP), Saccharose-isomaltase und y-Glutamyltranspeptidase) werden exprimiert, die
auch als Marker fiir die Ausdifferenzierung verwendet werden kénnen [Hillgren et al., 1995;
Levy et al., 1995]. Pinto et al. [1983] verglichen die Aktivitdten dieser Enzyme wéhrend des
Wachstums der Zellen mit denen im Diinndarm und Kolon (Tabelle 3). Bis zum 5. Tag der
Proliferationsphase sind die Enzymaktivitdten gering und unterscheiden sich kaum von de-
nen in Kolonzellen. Wéhrend der Differenzierung allerdings steigt die Enzymaktivitdat und
erreicht nach 2 bis 3 Wochen ein Plateau. Am Tag 19 dhneln die Enzymaktivitdten der
Caco-2 Zellen jenen der Diinndarmmukosa. Andere humane Kolonkarzinomzellen wie die
HT29 Zellen besitzen nicht die Fahigkeit zur Ausdifferenzierung und Expression bestimmter
Enzyme (s. Tabelle 3) und kénnen daher nicht zu Simulation der Aufnahme von Xenobiotika

verwendet werden [Pinto et al., 1983].

Neben den Enzymen aus Tabelle 3 werden auch induzierbare Enzyme des Phase I-
Metabolismus (mikrosomale Cytochrom P 450-haltige Monooxygenasen (CYP) 1A1 und
CYP der 3A Familie) |Fisher et al., 1999; Hochman et al., 2000; Schmiedlin-Ren et al.,
1997] und Phase II-Metabolismus (UGT, GST und SULT) ausgebildet [Abid et al., 1995;
Baranczyk-Kuzma et al., 1991; Galijatovic et al., 2000, 2001; Hillgren et al., 1995; Paine
und Fisher, 2000; Shah et al., 2006]. Auch die Enzymaktivitdten dieser Enzyme sind zeitab-
héangig. Eine Form von GST, charakteristisch fiir Kolonzellen, wird bei frisch ausgestreuten
Zellen und bei Zellen bis zu 4 Tagen nach Erreichen der Konfluenz exprimiert. Durch eine

stetige Zunahme der Aktivitdt nach der Konfluenz wird eine Form der GST exprimiert, die
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Tabelle 3: Aktivitdten von Enzymen der Biirstensaummembran von Caco-2 Zellen im Ver-
gleich zur menschlichen Diinndarm- und Kolonmukosa [Pinto et al., 1983].
®: Einheiten in milli-Units (mU)/mg Biirstensaummembran, AlP: Alkalische

Phosphatase.
AlP® Saccharose-isomaltase® | Aminopeptidase®

Kolonmukosa 93,4 + 33 3,6 £29 46,7 £ 18,7
Diinndarmmukosa | 1793 + 381 460,6 £ 120 1047 £ 130

HT29 Zellen 5,1 £1,5 0,2+ 0,1 12,6 + 0,1
(20 Tage in Kultur)

Caco-2 Zellen 67,2 + 3,6 1,1 +1 3,8+ 1,7
(5 Tage in Kultur)

Caco-2 Zellen 764 £+ 110 220,4 £ 0,1 101,4 + 9,3
(19 Tage in Kultur)

dem Enzym in Diinndarmzellen &hnelt [Delie und Rubas, 1997|. Baranzyk-Kuzma et al.
[1991] zeigten die Sulfatierung von Dopamin und p-Nitrophenol durch Caco-2 Zellen, wobei
die Expression der SULT mit Erreichen des 14. Tages stark ansteigt. Fiir die UGT konnte
mit Quercetin als Substrat ein Anstieg der Aktivitdt bis zum 20. Wachstumstag erreicht
werden |[Kruhl, 2005]. Mit Hilfe des Antioxidans #Butylhydrochinon kann die Expression
von UGT 1A, 1A9 und 2B7 induziert werden [Bock-Hennig et al., 2002; Munzel et al., 1999].
Diese Enzymsysteme stellen im Gegensatz zur physikalischen Barriere der Tight Junctions

eine biochemische Barriere dar [Shah et al., 2006].

Auf zelluldrer Ebene kann mit dem Caco-2 System die Resorption, der Metabolismus und
der Transport von Xenobiotika durch die intestinale Mucosa erfasst werden. Die gebildeten
Tight Junctions zwischen den Zellen d&hneln dabei mehr denen des Dickdarms als jenen des
Diinndarms. Allerdings werden keine muzinproduzierenden Caco-2 Zellen gebildet. Somit ist

die Extrapolation auf die humane Resorption nur begrenzt moglich [Gan, 1997].

1.2.2 Die Ubertragbarkeit des Caco-2 Systems auf die in vivo-Situation

Um die Permeabilitéit einer Zellschicht fiir eine bestimmte Substanz zu ermitteln, kann der

sogenannte “scheinbare Permeabilitdtskoeffizient” (apparent permeability coefficient, P,,)
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berechnet werden. Der P,,,-Wert vieler Substanzen im Caco-2 Modell entspricht der prozen-
tualen oralen Dosis, die im Menschen resorbiert wird. Zwischen der oralen Aufnahme von
Xenobiotika im Menschen und den dazugehorigen P,,,-Werten wurde der Zusammenhang
bestimmt [Artursson und Karlsson, 1991; Gres et al., 1998; Shah et al., 2006]. Dabei wurden
die Werte fiir 20 verschiedene Substanzen mit unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften
errechnet. Durch die Auftragung der prozentual resorbierten Substanzmenge nach oraler Ap-
plikation als Funktion der P,,,-Werte ergibt sich die in Abbildung 7 dargestellte sigmoide

Kurve.
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen oraler Aufnahme von Substanzen und dem Py,-
Wert, modifiziert nach [Bailey et al., 1996].

In Tabelle 4 ist die Beziehung zwischen den P,,,-Werten und der Resorption einer Substanz

nach oraler Gabe im Menschen dargestellt.

Tabelle 4: Beziehung zwischen den P,,,-Werten aus Caco-2 Studien und der in vivo-
Resorption im Menschen [Yee, 1997].

in vitro Pgp,-Wert Bereich der erwarteten in vivo-Resorption
Pupp < 107% cm/s niedrig (0 - 20 %)
107% em/s < Pgpp < 10 x 107° cm/s mittel (20 - 70 %)
Pupp > 10 x 107% cm/s hoch (70 - 100 %)

Hohe P,,,-Werte wurden fiir Testosteron (72,3 x 107% ¢m/s), Ibuprofen (52,5 x 107° cm/s)

und Acetylsalicylsdure (30,7 x 107% cm/s) berechnet, die Resorption im Menschen nach ora-
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ler Applikation ist bei Doxorubicin (0,16 x 107® ¢m/s) und Mannitol (0,65 x 107% cm/s)
dagegen niedrig [Yee, 1997|.

Da die Tight Junctions der Caco-2 Zellen allerdings dichter sind als die von normalen huma-
nen Enterozyten, ist die Aussage des P,,,-Wertes nur begrenzt iibertragbar [Hillgren et al.,

1995).

1.2.3 Sekretion von Lipoproteinen durch die Caco-2 Zellen

Caco-2 Zellen sind in der Lage nach Ausdifferenzierung Lipoproteine in das basolaterale
Kompartiment zu sezernieren. Dabei konnten folgende Lipoproteine gefunden werden: Chylo-
mikronen (CM), Very Low Density Lipoproteine (VLDL), Intermediate Density Lipopoteine
(IDL) und Low Density Lipoproteine (LDL) [Hughes et al., 1987]|. Diese sind aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichte mit Hilfe von Ultrazentrifugation im Dichtegradienten auftrennbar.
Die Zusammensetzung der gebildeten Lipoproteinklassen, die von den Caco-2 Zellen produ-
ziert und sezerniert werden, ist abhéngig von der Art und der Konzentration des eingesetzten
Substrates bei Inkubation [Levy et al., 1995|. Die Rate der Produktion und Sekretion der
Lipo- und Apolipoproteine ist dabei vergleichbar zu der von isolierten Rattenenterozyten
[Delie und Rubas, 1997]. Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die Zusammensetzung der

Lipoproteine des Menschen.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Lipoproteine im Menschen [Voet et al., 2002]

Einheit CM VLDL IDL LDL HDL
Dichte g x cm? 0,95 1,006 1,006-1,019 | 1,019-1,063 | 1,063-1,21
Partikel® nm 75-1 200 30-80 25-35 18-25 512
Partikelmasse kD 400 000 10 000-80 000 | 5000-10 000 2300 175-360
Protein® % 1,5-2,5 5-10 15-20 20-25 40-55
Phospholipide® % 7-9 15-20 22 15-20 20-35
freies Chol® % 1-3 5-10 8 7-10 3-4
Triglyceride? % 84-89 50-65 22 7-10 3-5
Chol-Ester® % 3-5 10-15 30 35-40 12
Apolipo- A-LII, B-48, | B-100, C-I,II B-100 B-100 A-LII, C-1
proteine C-LILIIL, E III, E C-1IL, E ILIIL D, E

a Bestandteile der Oberfliche; b Lipide im Inneren
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Abhéngig vom verwendeten Caco-2 Klon werden unterschiedliche Lipoproteinklassen an das
basolaterale Kompartiment abgegeben. So wurde bespielsweise beschrieben, dass Caco-2
Zellen vor allem CM und VLDL an das basolaterale Medium abgeben [van Greevenbroek
et al., 2000] und nur nach Anregung mit geséttigten Fettsduren wie Palmitinsdure in der
Lage sind IDL und HDL zu sezernieren [Bateman et al., 2007; van Greevenbroek et al.,
1995, 1996]. Durch eine Mischung aus Olsiure (OA) und Taurocholat (TC) werden vermehrt
kleine CM an das basolaterale Kompartiment abgegeben [Luchoomun und Hussain, 1999|,
ebenso wurde durch Inkubation mit Linolsdure die CM-Bildung angeregt [van Greevenbroek
et al., 2000]. Werden die Fettsduren zudem in Form von gemischten Micellen, die eine
postprandiale duodenale Zusammensetzung besitzen, zu den Zellen gegeben, wird die
Triglycerid-Sekretion vor allem in der VLDL-Fraktion erhoht [Chateau et al., 2005; Tsuzuki,
2007]. Im Gegensatz zur oben genannten Studie wurde ebenfalls gezeigt, dass Caco-2 Zellen
vermehrt LDL und HDL abgeben, wihrend nur wenig VLDL gefunden wurde [Hughes et al.,
1987]. Mit Olséure wiederum kann die Bildung von VLDL angeregt werden |[Levy et al.,
1995|. Allgemein wird {ibereinstimmend beschrieben, dass eine Inkubation mit geséttigten
Fettsduren die Bildung und Sekretion von IDL und LDL beschleunigt, wohingegen eine
Anregung der CM- und VLDL-Bildung durch ungesittigte Fettsiauren erreicht wird |[Levy
et al., 1995, 1999; Luchoomun und Hussain, 1999; van Greevenbroek et al., 1995, 1996].

In den Lipoproteinklassen werden zusétzlich noch diverse humane Apolipoproteine (A-I,
A-1V, B-48, B-100, C und E) an das basolaterale Kompartiment abgegeben |Levy et al.,
1995; Levy und Bendayan, 2000].

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine gewisse Inhomogenitét, die bei einer intakten
Lipoproteinproduktion der Caco-2 Zellen eine defekte Sekretion dieser vermutet lésst [Levy
et al., 1999|. Diskutiert wird ebenfalls die Féahigkeit der Caco-2 Zellen nach Stimulation
durch verschiedene Substrate die Sekretion der Lipoproteine anzuregen |[Levy et al., 1995;

van Greevenbroek et al., 1995].
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2 Problemstellung

Den sekundéren Inhaltsstoffen der Curcuma-Pflanze, den Curcuminoiden, werden aufgrund
von vielfaltigen in wvitro- und in vivo-Studien zahlreiche gesundheitsférdernde Wirkungen
zugeschrieben. CUR wird dabei in den meisten Studien verwendet. Vor allem eine antikan-
zerogene Wirkung im Darm wird dem CUR dabei zugesagt. Allerdings werden nach oraler
Aufnahme nur sehr niedrige Plasmaspiegel selbst nach hohen Dosen erzielt. Da CUR fiir
eine Vielzahl zelluldrer Wirkungen verantwortlich gemacht wird, stellt sich die Frage, wie es

aufgenommen wird, ob es im Blut ankommen kann und wie es sich im Koérper verteilen kann.

Um in anderen Organen als dem Hirn eine protektive Wirkung zu erreichen, wie z. B.
bei der verringerten Entstehung von Alzheimer Plaques, muss CUR im Korper verteilt
werden. Nach oraler Gabe wird es dabei im Plasma so gut wie nicht detektiert. Es ist bis
heute unzureichend geklart, wie CUR in die Zellen des Darms aufgenommen wird, im Blut
transportiert wird und ob es moglicherweise durch Bakterien im Darm metabolisiert wird

und in Form anderer Strukturen oder Metaboliten aufgenommen wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses der Curcuminoide, im
Besonderen von CUR, auf das Wachstum, die Morphologie und die zellularen Wirkungen
von kultivierten Zellen. Neben den Untersuchungen auf die Morphologie der Zellen sollte
die zelluldre Aufnahme und Akkumulation von CUR in diesen Zellen untersucht werden.
Weiterhin sollte die Resorption von CUR im etablierten Caco-2 Millicell ® System und die

Metabolisierung von CUR durch humane Darmbakterien untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Interaktion von CUR auf zelluldre Abldufe in kultivierten Zel-
len untersucht. Im Gegensatz zu vielen Arbeiten mit CUR, die in der Literatur gefunden
werden, wurden hierbei keine Extrakte aus dem Rhizom der Curcuma longa oder Curcumi-
noidmischungen, die ebenfalls DMC und BDMC als Nebenbestandteile enthalten, verwendet,
sondern reines CUR, das am Institut synthetisiert wurde. Je nach Fragestellung wurden die
weiteren synthetischen Reinsubstanzen BDMC, HHC und iso-CUR in die jeweiligen Versuche
mit einbezogen (s. Abbildung 8).

OH O OH O
TG OO
OH O OH O
HSCOD/\)\)‘\/\@OCHS HO I RN X P~ I OH
HO OH H3CO OCHgs
HHC iso-CUR

Abbildung 8: Chemische Struktur der verwendeten Curcuminoide.

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden fiinf verschiedene permanente Zelllinien ver-

wendet. Dabei handelte es sich um vier humane Karzinomzelllinien und eine Hamsterzelllinie:

e (Caco-2: Zelllinie aus einem Adenokarzinom des humanen Kolons

HepG2: Zelllinie aus einem humanen Hepatom

HT29: Zelllinie aus einem humanen Adenomkarzinom des Kolons

Ishikawa: Zelllinie aus einem Adenokarzinom des humanen Endometriums

V79: Zelllinie aus Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters
Fiir die unterschiedlichen Fragestellungen wurden die Zelllinien wie folgt verwendet:
e Fir die Untersuchung der toxikologischen Effekte von CUR und seinen Metaboliten

wurden HepG2, HT29, Ishikawa und V79 Zellen benétigt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

e Die zelluldre Verteilung von CUR wurde mit Hilfe der drei humanen Zelllinien HepG2,
HT29 und Ishikawa bestimmt.

e Um die Resorption von CUR durch die intestinale Barriere zu untersuchen, wurden

ausschlieflich die Caco-2 Zellen benutzt.

3.1 Stabilitat und Metabolismus von Curcumin in den verwendeten

Zelllinien

Zunachst wurde die Stabilitdt von CUR im Inkubationsmedium sowie die Metabolisierung
von CUR in den verwendeten Zelllinien untersucht. Im DMEM /F12-Medium wurde die
CUR-Konzentration bei unterschiedlichen Inkubationsbedingungen nach Extraktion mit
Hilfe von HPLC/DAD-Analyse quantifiziert. Wie in Abbildung 9 ersichtlich, nimmt inner-

halb von 21 h die wiedergefundene CUR-Menge bei allen Inkubationsbedingungen deutlich
ab.

1004 30 uM CUR —u—0%FKS
—e—5%FKS

v | -0 0% FKS,
2% % l mit Ishikawa Zellen
» 7 05 % FKS,
2 2 604 mit Ishikawa Zellen
g8
cC w
23
N e 40
o 6
g2 |
2= 20- I

0_l T T T T T T T T T T ///| T T \'

o 1 2 3 4 5 18 20

Inkubationszeit [h]

Abbildung 9: Abnahme von 30 pM CUR in Kulturmedium mit verschiedenen FKS-

Konzentrationen mit und ohne Ishikawa Zellen bei 37 °C inkubiert. FKS: Fe-
tales Kéalberserum.

Klar erkennbar ist die Abnahme der CUR-Konzentration in zellfreiem Medium. Bereits nach

einer Inkubationszeit von 1 h sind nur noch 58 % mit fetalem Kélberserum (FKS) bzw.
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3.1 Stabilitat und Metabolismus von Curcumin in den verwendeten Zelllinien

54 % CUR des Ausgangswertes ohne FKS vorhanden. Bei einer FKS-freien Inkubation mit
Ishikawa Zellen wurden 63 % wiedergefunden. Die Reduzierung der CUR-Konzentration bei
der Inkubation von Ishikawa Zellen mit 5 % FKS war zeitlich verzogert. Nach 1 h Inkubation
waren noch ca. 95 % CUR vorhanden, nach 4 h noch 71 %. Bei allen Inkubationsbedingungen
zeigte sich insgesamt ein Riickgang der CUR-Wiederfindung auf unter 20 %. CUR ist unter
diesen Inkubationsbedingungen instabil.

Zur Identifizierung der Zerfallsprodukte wurde nach 21 h CUR-Inkubation das Kulturmedi-
um mit Ethylacetat extrahiert, der Riickstand in Methanol (MeOH) gel6st und ein Aliquot
mittels HPLC/DAD analysiert. Mit Hilfe zusétzlicher GC/MS-Analysen und verschiedener
Vergleichssubstanzen konnten drei Zerfallsprodukte identifiziert werden: Ferulasiure, Vanil-
lin und Feruloylmethan. Abbildung 10 stellt ein charakteristisches HPLC-Chromatogramm

mit den identifizierten und unidentifizierten Substanzen dar.

OH O
50 - 1 HsCO l NP l OCH,
HC CUR OH
) -
é Og__OH O _CHs
g 7 7 CHO
S 30
o 7
N
© HiCO HCO HaCO
Q OH OH OH
S Ferulaséure Feruloylmethan Vanillin
a
S
3 CUR
< 9
8 10 l
T 1
20 min

Abbildung 10: Repréisentatives HPLC-Chromatogramm der Abbauprodukte von CUR nach
21 h Inkubation bei 37 °C in Kulturmedium. Identifiziert sind die Peaks 2: Fe-
rulasdure, 3: Vanillin, 5: Feruloylmethan. Das Insert zeigt die Strukturformeln
der identifizierten Abbauprodukte. mAU: milli Absorption Units

Die Instabilitdt des CUR in wiéssrigen Pufferlésungen und einige seiner Abbauprodukte

wurden bereits charakterisiert [Pfeiffer et al., 2003; Wang et al., 1997].
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Untersuchung des Metabolismus wurden die verschiedenden Zelllinien mit CUR inku-
biert. Die entstandenen Metaboliten wurden aus dem Inkubationsmedium der jeweiligen
Zelllinie extrahiert, mit Hilfe von HPLC/DAD-Analyse und Referenzsubstanzen identifi-
ziert und mittels Kalibrierung quantifiziert (Kalibriergeraden s. Tabelle 21 im Anhang). Die
verwendeten Zelllinien zeigen reduzierte und konjugierte Metabolite, aber keinerlei oxida-
tiven Metabolismus. Die gebildeten Glucuronide konnten nicht direkt erfasst werden, da
diese nicht komplett extrahierbar sind. Die Glucuronidanalyse erfolgte deshalb indirekt nach
enzymatischer Hydrolyse mit §-Glucuronidase aus der Rinderleber. Im Folgenden ist der

Metabolismus von CUR in den einzelnen Zelllinien aufgefiihrt:

e HepG2 reduzierten CUR vor allem zu HHC und OHC und bildeten nur wenig glucu-

ronidierte Metaboliten.

e HT29 erwiesen sich besonders effizient in der Glucuronidierung und bildeten ausschliefs-

lich glucuronidierte, aber keinerlei reduzierte Metaboliten wie HHC und OHC.

e [shikawa zeigten einen reduktiven Metabolismus und bildeten sowohl HHC als auch

OHC. Jedoch konnten keinerlei konjugierte Metaboliten detektiert werden.

e V79 reduzierten CUR ausschlieflich, bildeten dabei aber noch THC als Vorstufe des
HHC, zeitlich verzogert entstanden HHC und OHC.

Auffallend war, dass mit den verwendeten Zelllinien bei keiner CUR-Inkubation dessen Zer-
fallsprodukte detektiert werden konnten. Extrahierte Zelllysat- oder Proteinpellets blieben
nach zweifacher Extraktion mit verschiedenen Losungsmitteln (z.B. Ethylacetat, Heptan,
Folch-Reagenz etc.) gelb gefarbt. Dies ldsst darauf schliefen, dass die Bindung des CUR an
Proteine stark ist und deshalb keine vollstdndige Extraktion moglich ist. Auch in der Lite-
ratur wird beschrieben, dass CUR an verschiedene Proteine (z.B. BSA) und Lipide binden
kann [Barik et al., 2003].

3.2 Toxikologische Endpunkte

Um die Auswirkungen von Curcuminoiden auf die untersuchten Zellen und isoliertes Tubulin

zu zeigen, wurden verschiedene toxikologische Assays durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der
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3.2 Toxikologische Endpunkte

Cytotoxizitit, der Zellzyklusverteilung und der Verdnderung der Zellmorphologie nach CUR-
Inkubation wurden folgende Tests durchgefiihrt:

e Der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2 5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test zeigt den
Einfluss der Curcuminoide auf die Viabilitat von kultivierten Zellen. Dazu wurde 2 h
vor Ablauf der Inkubationszeit die gelbe ionische Ausgangssubstanz MTT zu den Zel-
len gegeben, die das MTT nach Endozytose in das blaue Formazan umwandeln. Die
Intensitat der Blaufarbung korreliert mit der Viabilitat einer Zellpopulation [Liu et al.,

1997; Vistica et al., 1991].

e Der Sulforhodamin B-Test (SRB) bestimmt die Auswirkung des CUR auf das Wachs-
tum der Zellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit von 72 h werden die Zellen am Kul-
turplattenboden fixiert und die Proteine unspezifisch mit Hilfe des SRB-Farbstoffs
angefarbt. Die Absorption des gebundenen Farbstoffes ist ein Maf fiir die Viabilitét
der Zellen [Skehan et al., 1990].

e Die Bestimmung der Zellzyklusverteilung ermittelt den jeweiligen Anteil an Zellen in
der GO/G1-, der S- und der G2/M-Phase des Zellzyklus. Nach Anférbung der Des-
oxyribonukleinsédure (DNA) der lysierten Zellen mit dem interkalierenden Farbstoff
4’ 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPIT) kann mit Hilfe eines Durchflusscytometers nach
dem Prinzip des Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) der jeweilige prozentuale
Zellanteil in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus ermittelt werden |[Lehmann et al.,

2005].

e Der Mikrokern-Test erfasst die verdnderte Morphologie von inkubierten Zellen, nach
immunfluorimetrischer Anfarbung des Mikrotubuligeriistes, der Kinetochorproteine
und der DNA mit Hilfe von spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern bzw. DAPI.
Damit eine Zelle Mikrokerne bilden kann, muss nach gesetztem Schaden ein vollstin-
diger Zellzyklus durchlaufen werden. Es kann dabei zwischen Mikrokernen, die ein
komplettes Chromosom oder nur ein Chromosomenfragment enthalten, unterschieden
werden |Eisenbrand und Metzler, 2002]. Dies ist mit Hilfe des CREST-Antikorpers
moglich, der die Kinetochorproteine der Chromosomen anfiarbt [Tan et al., 1980]. Da-

her werden die Mikrokerne, die ein ganzes Chromosom enthalten und mit Hilfe des
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3 Ergebnisse und Diskussion

Antikorpers angefarbt werden als CREST-positiv, Mikrokerne, die nur ein Chromoso-
menfragment enthalten als CREST-negativ bezeichnet. Eine Substanz, die als Klasto-
gen wirkt und eine chromosomenbrechende Wirkung besitzt, ist 4-Nitrochinolin-1-oxid
(NQO) [Schuler et al., 1997; Valentin-Severin et al., 2003; Yamada et al., 1993|. Als
Aneugen wird dagegen eine Substanz bezeichnet, welche die numerische Chromoso-
menverteilung stort, dazu zahlt z. B. das Alkaloid der Herbstzeitlose Colchicin (Col)
[Frackowiak et al., 1986; Majone et al., 1992|. Col verhindert vor allem die Polymerisa-
tion von Tubulin und fiihrt somit zur Bildung einer nicht-intakten Mitosespindel [Guha
und Bhattacharyya, 1997|. Daher kommt es zur Fehlverteilung der Chromosomen. Im
Mikrokern-Test konnen zudem durch die Verwendung von spezifischen Tubulinantikor-

pern morphologische Verdnderungen am Tubulingeriist erkannt werden.

e Die Interaktion des CUR mit isolierten MTP wurde untersucht, um eine mogliche

Hemmung der Tubulinpolymerisation zu erkennen.

Die folgenden Kapitel zeigen die Ergebnisse fiir CUR und die anderen Curcuminoide mit den
untersuchten Zelllinien HepG2, HT29, Ishikawa und V79. Bei einigen Experimenten wurden

zuséitzlich die Positivkontrollen NQO und Col verwendet.

3.2.1 CUR schrankt die Zellviabilitat ein

Beim MTT-Test wurden die Zellen mit der zu untersuchenden Substanz inkubiert und 2 h
vor Beendigung der Inkubation MTT zugegeben, welches zum blaugefarbten Formazan
umgewandelt wurde (s. Kap. 5.7.1). Die Messung erfolgte photometrisch bei 570 nm.
Aus den Messergebnissen wurde der ICso-Wert bestimmt, der die mittlere inhibitorische
Konzentration darstellt, bei der 50 % der Zellen abgestorben sind. Berechnet werden kann
dieser iiber den Wendepunkt der sigmoiden Kurve, die iiber die ermittelten Werte gelegt
wird (genaue Berechnung siehe 5.7.1). Tabelle 6 zeigt die 1Cso-Werte fiir CUR in allen
untersuchten Zelllinien zu verschiedenen Inkubationszeiten und -bedingungen.

Bei den V79 Zellen war zu erkennen, dass mit zunehmender Inkubationszeit die viabili-
tatsvermindernde Wirkung anstieg. Zum frithen Zeitpunkt von 6 h lag der 1C5o-Wert bei
60 puM, dieser sank auf weniger als ein Drittel des Wertes bei einer Inkubationzeit von 24 h

(17,5 uM, s. Tabelle 6).
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3.2 Toxikologische Endpunkte

Tabelle 6: Ergebnisse des MTT-Test bei der Inkubation mit CUR: Dargestellt sind die Mit-
telwerte (MW) + Standardabweichungen (SD) von drei unabhéngigen Messungen.
> 100 uM: kein Riickgang der Viabilitdt unter 50 %. 9): Substanzinkubation in
Medium ohne FKS

Zelllinie | Inkubationszeit | Nachinkubationszeit | IC5o-Wert & SD

V79 6 h 0h 61,1 £ 7,8 uM

12 h 0h 20,2 £ 9,9 uM

24 h 0h 17,5 £ 14,0 uM

Ishikawa, 6 h% 0h 40,2 £+ 32 uM
6 h 0h > 100 uM

24 h 0h 75,2 £ 1,5 uM

24 h 24 h 33,0 £ 129 uM

HepG2 24 h 0h 56,9 £ 16,9 uM

24 h 24 h 294 + 2.7 uM

HT29 24 h 0h 46,4 + 8,9 uM

24 h 24 h 33,9 + 3,0 uM

In Ishikawa Zellen wurde der Unterschied einer Inkubation ohne und mit FKS untersucht.
Die Bindung des CUR an das FKS minderte die cytotoxische Wirkung des CUR, da weniger
CUR fiir die Zellen zur Verfiigung stand. Bei einer Inkubationszeit von 6 h mit FKS konnte
kein IC5o-Wert bestimmt werden; ohne FKS inkubiert, lag er bei 40,2 uM. Mit steigender
Inkubationszeit und einem Zellzyklus substanzfreier Nachinkubation fiel der Wert auf
33,0 uM ab.

Die HepG2 Zellen zeigten nach 24 h Inkubation einen IC5o-Wert von 57 pM. Bei der
24-stiindigen substanzfreien Nachinkubation néherte sich der 1Cso-Wert mit 29,4 M dem
der Ishikawa Zellen an.

Bei den HT29 Zellen entwickelte sich die cytotoxische Wirkung erst im Laufe der
Zeit. Bei 3 und 6 h konnte kein ICso-Wert berechnet werden, da keinerlei Abnahme der
Viabilitat der Zellen messbar war. Nach 24 h Inkubation mit CUR und einer substanzfreien
Nachinkubation von 24 h erreichte der IC5o-Wert mit 33,9 uM einen vergleichbar niedrigen
Wert wie bei den HepG2 und die Ishikawa Zellen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Bei den drei humanen Zelllinien Ishikawa, HepG2 und HT29 wurden die 1C5o-Werte nach
einer Inkubationszeit von zusétzlichen 24 h substanzfrei weiter verstéarkt. Der gesetzte

Schaden von CUR ist somit irreversibel.

Ishikawa und V79 Zellen wurden zusétzlich mit weiteren Curcuminoiden und dem Metabo-
liten HHC inkubiert (s. Tabelle 23 im Anhang). Bei der Inkubation der Ishikawa Zellen mit
den Curcuminoiden BDMC, iso-CUR und HHC konnte kein ICsp-Wert ermittelt werden.
Die Viabilitdt bei HHC sank bei 250 uM nur auf 74 %, bei BDM und iso-CUR sank die
Viabilitat ebenfalls nicht unter 50 %. Die V79 Zellen zeigten die gleiche Empfindlichkeit auf
BDMC wie auf CUR. Iso-CUR erwies sich hingegen als toxischer im Vergleich zu CUR. Eine
CUR-Inkubation fiir 6 h ohne FKS zeigte einen identischen 1C5)-Wert wie die 24-stiindige
iso-CUR-Inkubation. Fiir HHC konnte in den V79 Zellen ebenfalls kein 1C5o-Wert bestimmt
werden. Die Viabilitat sank bis zu einer Konzentration von 250 M HHC knapp auf 50 %.

3.2.2 CUR hemmt das Wachstum von Ishikawa und V79 Zellen

Im SRB-Test wurden nur die Ishikawa und V79 Zellen untersucht. Der Farbstoff SRB bindet
an die mit Trichloressigsaure geféllten Proteine und die Absorption des Farbstoffes wird
bei 570 nm photometrisch vermessen (Durchfiihrung s. Kap. 5.7.2). Uber eine sigmoide
Kurvenauswertung wurden ebenfalls die 1Csp-Werte bestimmt. Eine signifikante Wachs-
tumsverzogerung konnte fiir eine Inkubationszeit von 72 h bei den Ishikawa und V79 Zellen
beobachtet werden. Der IC5p-Wert der Ishikawa Zellen fiir CUR liegt bei 33,1 + 2,8 uM;
bei 40,2 £+ 5,1 uM fiir die V79 Zellen.

Der Nachweis im SRB-Test ist unspezifisch, da nur die absolute Proteinmenge bestimmt
wird. Wenn abgestorbene Zellen sich noch nicht abgekugelt haben, ist trotzdem ein positiver
Proteinnachweis dieser Zellen moglich. Der Schaden der durch CUR einmal gesetzt worden
ist, scheint von den Zellen nicht mehr repariert zu werden. Die berechneten 1C5y-Werte fiir
CUR im SRB-Test und im MTT-Test sind in etwa identisch. Die Zellen reagierten somit
in beiden Testsystemen gleich empfindlich, obwohl die Nachinkubationszeit unterschiedlich

lang war.
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3.2 Toxikologische Endpunkte

Fiir iso-CUR konnte im Gegensatz dazu weder bei den Ishikawa noch bei den V79 Zellen
ein IC50-Wert bestimmt werden. Das bedeutet, dass das Wachstum der Zellen im SRB-Test

nicht gehemmt wurde.

3.2.3 Einfluss der Curcuminoide auf die Zellzyklusverteilung

Fiir die Erfassung der Auswirkungen einer CUR-Inkubation auf die Zellzyklusverteilung
wurden die prozentualen Zellanteile in der jeweiligen Zellzyklusphase mit Hilfe eines
Durchflusscytometers ermittelt. Zudem konnte damit die Gesamtzellzahl bestimmt werden
(s. Kap. 5.8). Als Positivkontrolle wurde das Aneugen Col verwendet, das verschiedene Zell-

linien in der G2/M-Phase des Zellzyklus arretiert [Majone et al., 1992; Shin et al., 2008].

Positivkontrolle Col:

Ishikawa Zellen wurden mit steigenden Col-Konzentrationen fiir 24 h inkubiert und die Aus-
wirkung einer substanzfreien Nachinkubation mitbestimmt. In Abbildung 11 ist die Zellzy-
klusverteilung und die Zellzahlentwicklung bei unterschiedlichen und gleichbleibenden Col-

Konzentrationen mit zunehmender Inkubationszeit dargestellt.
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Abbildung 11: Ausbildung des G2/M-Arrestes in Ishikawa Zellen nach Inkubation mit stei-
genden Col-Konzentrationen fiir 24 h (links) und zunehmender Inkubations-
zeit bei 20 nM Col (rechts). Dargestellt sind die MW =+ SD aus einer Messung
mit drei unabhéangigen Wells.

Mit steigender Col-Konzentration ist ein stark ausgepragter G2/M-Arrest zu erkennen bei
gleichzeitiger Zellzahlabnahme. Zuséatzlich wurde der Zeitverlauf des Arrests beobachtet, da-

zu wurde bis zu 48 h mit 20 nM Col inkubiert. Je langer die Inkubationszeit dauerte, desto
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3 Ergebnisse und Diskussion

ausgepragter war der G2/M-Arrest bei gleichzeitiger Zellzahlabnahme in der GO/G1-Phase.
Wird nach der Inkubation mit 20 nM Col fiir weitere 24 h substanzfrei inkubiert, erholt sich

sowohl die Zellzahl als auch die Zellzyklusverteilung.

Messung der Zellzyklusverteilung nach CUR-Inkubation:

Der Effekt von CUR auf die Zellzyklusverteilung wurde in den humanen Zelllinien HepG2,
HT29 und Ishikawa Zellen bestimmt. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse dargestellt.
Insgesamt zeigten alle humanen Zelllinien bei einer Inkubationszeit von einem Zellzyklus
(24 h) einen konzentrationsabhéngigen G2/M-Arrest und einen Riickgang der Zellanteile in
der GO/G1-Phase. Die drei Zelllinien verhielten sich dquivalent, da alle Zellen bei &hnlichen
CUR-Konzentrationen arretiert wurden. Zusétzlich zum G2/M-Arrest nahm, bedingt
durch die cytotoxische Wirkung des CUR, die Zellzahl bei allen durchflusscytometrischen
Bestimmungen signifikant ab (Abbildung 12).

Zur Klarung der Frage wie lange der G2/M-Arrest anhélt, wurden Ishikawa Zellen 24 h mit
CUR inkubiert und anschliefend 24 h substanzfrei nachinkubiert. Durch die Nachinkubati-
onszeit eines Zellzyklus konnte weder der G2/M-Arrest aufgehoben, noch eine Erholung der

Zellzahl beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

In den drei untersuchten Zelllinien war CUR somit in der Lage den Zellzyklus in der
G2/M-Phase zu arretieren und bewirkte gleichzeitig einen Riickgang der Zellzahl. Die
Zellen regenerierten sich auch nicht bei substanzfreier Nachinkubation von 24 h. Diese
Beobachtungen konnten durch die Ergebnisse aus dem MTT- und SRB-Test bestétigt wer-
den (s. Kap. 3.2.1 und 3.2.2). Im MTT-Test erholten sich die mit CUR inkubierten Zellen
ebenfalls bei einer 24-stiindigen Nachinkubation nicht und auch beim SRB-Test konnte die

Wachstumshemmung von CUR bei einer 72-stiindigen Inkubation nicht aufgehoben werden.

Im Gegensatz zur Inkubation mit Col, bei der sich sowohl die Zellzahl als auch die Zellzy-
klusverteilung der Zellen wieder normalisierte, konnte dies bei einer Inkubation mit CUR

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 12: Einfluss einer 24-stiindigen Inkubation mit steigenden CUR-Konzentrationen
auf die Zellzahl (links) und die Zellzyklusverteilung (rechts) der drei humanen
Zelllinien HepG2, HT29 und Ishikawa. Dargestellt sind die MW + SD von
drei unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des
Student “s t-Test ermittelt. *: Signifikanzniveau 99 %; **: Signifikanzniveau
99,9 %.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zeitverlauf des G2/M-Arrests untersucht an V79 Zellen:

Um die zeitliche Entwicklung der G2/M-Arretierung durch CUR zu untersuchen, wurden
Zellzyklusbestimmungen mit V79 Zellen durchgefiihrt. Diese weisen eine kiirzere Verdopp-
lungszeit (12 h) auf; die Wirkung von CUR auf den Zellzyklus und die Regeneration kann
mit kiirzeren Inkubationszeiten erfasst werden. Metabolisch verhalten sie sich dhnlich wie
die Ishikawa Zellen: CUR wird reduziert, jedoch nicht konjugiert. In Abbildung 13 ist die
Zellzyklusverteilung fiir die V79 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten gezeigt.
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Abbildung 13: Zeitverlauf der Zellzyklusverteilung von V79 Zellen nach Inkubation mit stei-
genden CUR-Konzentrationen. Dargestellt sind die MW 4+ SD von einem
Inkubationsversuch mit drei unabhéangigen Wells.

Bei einer dreistiindigen Inkubation war ein leichter Anstieg der S- und der G2/M-Phase
erkennbar und der Arrest in der G2/M-Phase prégte sich im Verlauf der Inkubationszeit

immer starker aus. Nach 12 h Inkubation war der Zellzyklusarrest komplett ausgebildet.

32



3.2 Toxikologische Endpunkte

Der Arrest trat im Gegensatz zu den humanen Zelllinien bereits ab einer Konzentration
von 1 uM auf. Nicht abgebildet ist das Ergebnis bei einer Inkubationszeit von 24 h. Hier
war ab einer Konzentration von 5 uM CUR kein auswertbares Signal bei der Messung
am Durchflusscytometer mehr zu erhalten, da die Zellen so stark geschiadigt waren, dass
sie keiner eindeutigen Zellzyklusphase mehr zugeordnet werden konnten bzw. sich bereits

abgelost hatten und bei der Aufarbeitung nicht miterfasst werden konnten.

Die Ergebnisse der Zellzyklusverteilung bei unterschiedlich andauernden Nachinkubations-
zeiten sind nicht gezeigt, da bei einer geeigneten Nachinkubationszeit der G2/M-Arrest
vollstandig aufgehoben werden konnte. Bei einer Substanzinkubation von 12 h und mit
zunehmenden Nachinkubationszeiten von 3 bis 12 h regenerierte sich die Zellzyklusvertei-
lung, wobei die Zellzahl unveréndert niedrig blieb. Ab einem gewissen Grad der Schadigung
konnten die Zellen sich nicht mehr vollstdndig erholen und starben ab. Weniger geschadigte
Zellen verlieken die G2/M-Arretierung, um wieder eine normale Mitose zu durchlaufen.
Bei einer Inkubationszeit von 9 h und einer Nachinkubationszeit von 15 h zeigte sich ein
leichter GO/G1-Arrest. Dieser zeigte sich, da die Zellen begannen, sich wieder zu erholen.
Zellen, die sich im G2/M-Arrest befanden, starben ab und daher war eine Verschiebung der

Zellzyklusverteilung zu beobachten.

Der durch CUR induzierte G2/M-Arrest erschien erst bei langerer Substanzinkubation. Nach
der Aspiration von CUR von den Zellen konnten die nicht zu stark geschadigten Zellen sich
schnell regenerieren. Bei einer Inkubation von 3 h mit CUR und einer Nachinkubation von
15 h waren bereits alle Zellen wieder in ihrer urspriinglichen Zellzyklusphase, wobei die

Zellzahl bei allen Nachinkubationszeiten erniedrigt blieb.

CUR ist verantwortlich fiir den Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase:

Bedingt durch seine Instabilitat bildet CUR Zerfallsprodukte. Um die Beteiligung dieser am
G2/M-Arrest in Ishikawa Zellen zu untersuchen, wurde die Zellzyklusverteilung mit verschie-

denen Konzentrationen an Zerfallsprodukten (Ferulasiure, Vanillin und Feruloylmethan, s.

Kap. 3.1) ermittelt. CUR wurde fiir 24 h bei 37 °C im Kulturmedium zellfrei inkubiert, um
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3 Ergebnisse und Diskussion

die bekannten Zerfallsprodukte zu erhalten. Diese Losung wurde 24 h zusétzlich mit Ishi-
kawa Zellen inkubiert. Eine Mischung aus den drei bekannten Zerfallsprodukten wurde in den
Konzentrationen von je 15 und 30 uM hergestellt. Zusétzlich wurden hohe Konzentrationen
des reduzierten Metaboliten HHC (bis 200 M) mitgefiihrt. Die Zellzyklusverteilungen mit
den Zerfallsprodukten und HHC sind in Abbildung 14 dargelegt.
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Abbildung 14: Zellzyklusverteilung in Ishikawa Zellen nach Inkubation mit CUR-
Zerfallsprodukten und HHC. Dargestellt sind die MW 4+ SD von drei un-
abhéngigen Wells aus einem Versuch. ZP: Zerfallsprodukte

Nach einer Inkubationszeit von 24 h zeigten alle drei Ansétze keinen Effekt auf die Zellzyklus-
verteilung. Damit kann ausgeschlossen werden, dass die Zerfallsprodukte oder der Metabolit
HHC zum G2/M-Arrest fithren. Die Muttersubstanz CUR selbst ist fiir den Riickgang der
Zellzahl und den Arrest der Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus verantwortlich.

Zellzyklusverteilung nach Inkubation mit den Curcuminoiden:

Um die Effizienz der Curcuminoide DMC, BDMC und iso-CUR zu vergleichen, wurden
Ishikawa Zellen mit steigenden Konzentrationen inkubiert und wie in 5.8 durchflusscyto-
metrisch vermessen. In Abbildung 15 sind die Abnahme der Zellzahl und der steigende
G2/M-Arrest bei der Inkubation von zunehmenden Konzentrationen an BDMC, DMC und

iso-CUR aufgezeigt.
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Abbildung 15: Einfluss einer 24-stiindigen Inkubation mit steigenden Konzentrationen an
BDMC, DMC und iso-CUR auf die Zellzahl (links) und die Zellzyklusvertei-
lung (rechts) von Ishikawa Zellen. Dargestellt sind die MW + SD von drei
unabhéngigen Versuchen.

Verglichen mit BDMC, zeigte DMC eine deutlichere Wirkung den Zellzyklus in der G2/M-
Phase zu arretieren, da der Arrest bei 20 uM bereits ausgepriagt war, wobei BDMC erst bei
30 uM zu einer Arretierung fiihrte. Iso-CUR verminderte in einer geringen Konzentration von
10 uM die Zellzahl und arretierte die Ishikawa Zellen in der G2/M-Phase. Bei Nachinkubati-
onszeiten von 24 h mit den Curcuminoiden DMC und BDMC bzw. substanzfrei waren weder
eine Steigerung oder Abschwéchung des Arrests noch eine Erholung der Zellzahl erkennbar.
Der Verlauf der Zellzahlen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit CUR, DMC und
BDMC ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Zellzahlentwicklung bei Zellzyklusverteilung nach verschiedenen Inkubations-
zeitrdumen fiir BDMC, CUR und DMC. Dargestellt sind die MW £ SD von
drei unabhéngigen Bestimmungen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die drei weiteren Curcuminoide BDMC, DMC und
iso-CUR ebenfalls fahig waren wie CUR die humanen Zellen in der G2/M-Phase zu
arretieren und gleichzeitig einen Riickgang der Zellzahl zur Folge hatten. Bei 24-stiindiger

substanzfreier Nachinkubation war auch hier keine Erholung der Zellzahl erkennbar.

CUR besitzt negative Auswirkungen auf die Zellzyklusverteilung von diversen kultivierten
Zelllinien. In der Literatur wurden dazu fiir verschiedene Zelllinien kontroverse Beobachtun-

gen gemacht:

e humane Magenadenomzellen AGS wurden in der G2/M-Phase des Zellzyklus arretiert
[Koo et al., 2004].
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e in verschiedenen knockout-Zellen der humanen Kolonkrebszelllinie HCT-116 wurde
gezeigt, dass diese durch CUR-Inkubation einen p53- und p2l-unabhéngigen G2/M-

Arrest aufweisen [Jaiswal et al., 2002].

e im Gegensatz dazu wird ein G1/S-Arrest fiir die humanen Mantellymphomzellen SP-53

beschrieben [Shishodia et al., 2005].

e in vielen weiteren Arbeiten wird aber vor allem der Arrest in der G2-Phase des Zell-

zyklus beschrieben [Ramachandran und You, 1999; Simon et al., 1998|.

CUR arretiert die Zelllinien HepG2, HT29, Ishikawa und V79 in der G2/M-Phase des Zell-
zyklus. Dieser Effekt ist im Gegensatz zu einer mit Col-induzierten Arretierung irreversibel.
Die Storung, die CUR in der Mitosephase verursacht, ist so schwerwiegend, dass keine
zelleigenen Reparaturmechanismen greifen, die eine Uberwindung des Schadens erméglichen.
Dies bedingt, dass die derart geschiadigte Zelle keine normale und vollstandige Mitose mehr
durchlaufen kann. Vermutlich werden die Zellen gezielt in den Zelltod geschickt. Ob hierbei
eine festgelegte Reihenfolge von Schritten wie bei der Apoptose abliuft oder die Zellen
ungelenkt in die Nekrose gehen, ist aus diesen Untersuchungen nicht zu erkennen. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Substanzentfernung nicht ausreichend fiir eine Erholung
der Zellen war. Entweder bleibt ein einmal gesetzter Schaden erhalten oder es befindet sich
noch eine ausreichend grofe Menge an Curcuminoid in den Zellmembranen. Die Zellzahl

nimmt trotz Substanzentfernung weiter ab, wie in Abbildung 16 klar erkennbar.

Mit zunehmender Lénge der Substanzinkubation stieg die Arretierung der Zellen in der
G2/M-Phase. Das bedeutet, dass CUR erst in geniigend hoher Menge von den Zellen
aufgenommen werden musste und erst dann der Arrest erkennbar wurde, sobald die Zellen

versuchten sich normal mitotisch zu teilen.

Die vier untersuchten Zelllinien zeigten eine dhnliche Empfindlichkeit gegeniiber CUR.
Die Metabolisierung von CUR beeinflusste die Zellzahlentwicklung und den G2/M-Arrest
nicht, da die Muttersubstanz CUR selbst fiir den Arrest verantwortlich gemacht werden
konnte. Ob CUR von den Zellen bevorzugt reduziert (HepG2, Ishikawa und V79 Zellen)

oder glucuronidiert (HT29 Zellen) wurde, es konnte keine Anderung der Konzentration
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erkannt werden, ab der die Arretierung ausgebildet war. Einzig die V79 Zellen zeigten einen
ersten G2/M-Arrest bereits bei niederen Dosen, was mit ihrer kiirzeren Verdopplungszeit

zusammenhéangen konnte.

Da alle vier untersuchten Curcuminoide den selben Arrest in der G2/M-Phase des Zellzyklus
aufwiesen, ist ein stuktureller Unterschied auszuschliefsen. Einige Veroffentlichungen machen
die Stellung und das Vorhandensein der Methoxy- und Hydroxygruppen fiir diverse Wir-
kungen wie z.B. die antioxidativen Eigenschaften verantwortlich [Deng et al., 2006; Portes
et al., 2007; Venkateswarlu et al., 2005|. Fiir die Arretierung des Zellzyklus kann ein Zusam-
menhang zwischen Position und Art der Substitution am aromatischen Ring ausgeschlossen

werden.

3.2.4 Mikrokern-Test mit CUR

Der Effekt von CUR auf die Morphologie, die Mitoserate und die Mikrokernbildung der
Zelllinien wurde mit Hilfe des Mikrokern-Tests untersucht. Ishikawa, HepG2, HT29 und V79
Zellen wurden auf Objekttrager (OT) ausgestreut, mit steigenden CUR-Konzentrationen
fiir 24 h inkubiert und einen Zellzyklus substanzfrei nachinkubiert. Die Nachinkubationszeit
wurde eingehalten, um den Zellen Zeit fiir eine vollstdndige Mitose zu ermdoglichen, da
diese fiir die Bildung von Mikrokernen bendétigt wird. Die Zellen wurden mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Antikérpern wie in 5.9 gefdrbt. Die OT wurden optisch mit Hilfe

eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet und pro OT 2000 Zellen gezahlt.

Um eine Kontrolle fiir die Mikrokernbildungsrate der Ishikawa und V79 Zellen zu erhalten,
wurde mit Hilfe der Positivkontrollen Col und NQO die Mitoserate und der Anstieg der
Mikrokerne bestimmt. Tabelle 7 zeigt die ermittelten Mitose- und Mikrokernraten fiir beide
Zelllinien.

Bei Col handelt es sich um ein Aneugen, das durch Auflaufen der Zellen in der M-Phase
zu einem Mitosearrest fiihrt. Bei substanzfreier Nachinkubation verlassen die Zellen die
M-Phase und es kommt zur Bildung von CREST-positiven Mikrokernen. Bei den Ishikawa
Zellen wurde im Vergleich zur DMSO-Kontrolle eine erniedrigte Mitoserate, bei gleichzeitig
erhohter Mikrokern-Zahl beobachtet. Zum Zeitpunkt der Zellfixierung auf dem OT hatte
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Tabelle 7: Positivkontrollen des Mikrokern-Testes. Pro OT wurden 2000 Zellen ausgezéhlt
und die Anteile auf Zellen, die sich in der Mitose befinden, fragmentierte Zellkerne,
Mikrokerne und zerstorte Mikrotubuli berechnet. Die Zellen wurden 24 h mit Col
bzw. NQO und 24 h substanzfrei inkubiert. Dargestellt sind die MW + SD aus
drei unabhéngigen Versuchen. MN: Mikrokerne, neg.: negativ, pos.: positiv.

Positivkontrollen

pro 2000 Zellen 0 uM 25 nM Col | 0,5 uM NQO
Ishikawa Zellen
Zellen in Mitose 66,3 £ 7,51 | 23,7 £ 31,01 | 14,3 £+ 12,10
Fragmentierte Zellkerne - - +
CREST-neg. MN 4,7 £ 3,51 7,7 £289 | 34,3 £ 15,17
CREST-pos. MN 1,7+ 1,15 27,3 £16,19 | 5,7 + 2,51
V79 Zellen
Zellen in Mitose 141,0 £ 15,62 | 67,3 £ 11,59 | 52,3 £ 29,74
Fragmentierte Zellkerne - ++ +
CREST-neg. MN 3,3 £ 2,08 6,0 = 1,73 44.3 £+ 9,45
CREST-pos. MN 1,3 + 0,58 95,7+ 35,36 | 5,7 £ 1,53

ein Teil der Zellen den Arrest bereits iiberwunden, wéahrend ein anderer die Mitosephase
noch nicht vollendet hat. Bei der Inkubation mit 0,5 pM NQO kommt es zur Bildung von
CREST-negativen Mikrokernen, da NQO klastogenes Potential hat. Diese Aussage kann
in den V79 Zellen bestétigt werden. Col bildet vermehrt CREST-positive Mikrokerne, bei
gleichzeitig erniedrigter Mitoserate, und NQO bildete CREST-negative Mikrokerne und
verringerte ebenfalls die Anzahl der Zellen, die sich in der Mitose befanden.

HT29 Zellen wurden auch mit diesen beiden Substanzen inkubiert, bildeten aber keine
Mikrokerne. Daher eignen sich diese Zellen nicht fiir Aussagen von Substanzen auf Mikro-

kernbildung und bieten nur eine Aussagekraft im Bezug auf die Mitoserate.

Tabelle 8 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse des Mikrokern-Tests fiir CUR in den

untersuchten Ishikawa, HepG2, HT29 und V79 Zellen.
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Tabelle 8: Ergebnisse des Mikrokern-Testes. Pro OT wurden 2000 Zellen ausgezéhlt und
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die Anteile auf Zellen, die sich in der Mitose befinden, fragmentierte Zellkerne,
Mikrokerne und zerstorte Mikrotubuli berechnet. Die Zellen wurden 24 h mit
steigenden CUR-Konzentrationen und 24 h substanzfrei inkubiert. Dargestellt sind
die MW =+ SD aus drei unabhéngigen Versuchen. MN: Mikrokerne, neg.: negativ,
pos.: positiv. Statistische Signifikanz wurde ermittelt mit Student s t-Test, *:
Signifikanzniveau 99,9 %.

CUR-Konz. [uM]

pro 2000 Zellen 0 10 20 30
Ishikawa Zellen
Zellen in Mitose 55,0 + 4,58 | 63,7 4+ 13,05 | 14,4 + 5,59* | 1,7 4+ 2,08*
Fragmentierte Zellkerne - +—++ ++ ++
CREST-neg. MN 10,7 + 2,08 | 22,0 + 10,00 | 10,4 £ 6,08 | 6,0 + 2,00
CREST-pos. MN 5,0 + 4,36 16,3 £ 4,16 | 128 = 7,90 | 4,3 £ 1,53
Zerstorte Mikrotubuli - + ++ +++
HepG2 Zellen
Zellen in Mitose 64,8 + 9,98 | 10,0 + 5,20* | 1,3 4+ 1,53* 0*
Fragmentierte Zellkerne - ++++ +++ ++
CREST-neg. MN 16,0 +£ 10,52 | 12,3 + 0,58 | 21,0 &£ 5,57 | 10,3 4+ 6,81
CREST-pos. MN 83 £427 | 51,0 &£ 7,55 | 41,3 + 22,03 | 13,7 &+ 5,51
Zerstorte Mikrotubuli - + ++ +++
HT?29 Zellen
Zellen in Mitose 69,7 + 7,51 | 56,0 +£ 27,18 | 7,3 + 3,51* | 0,7 &+ 0,58*
Fragmentierte Zellkerne - + + (+)
CREST-neg. MN 0,3 £+ 0,58 0 0,7+ 1,15 | 0,7 £ 0,58
CREST-pos. MN 0,3 £ 0,58 1,3 £ 1,15 1,0 £ 1,00 | 2,3 + 0,58
Zerstorte Mikrotubuli - (+) + ++
V79 Zellen
Zellen in Mitose 129 + 3,61 38 £23,51 | 17 £+ 18,68* | 1 + 1,00*
Fragmentierte Zellkerne - ++ +++ +
CREST-neg. MN 0,7 £ 0,58 | 48,7 = 18,15 | 21,7 £ 7,64 | 4,7 = 5,03
CREST-pos. MN 4,3 + 1,53 9,0 £ 3,61 8,3 £ 2,31 1,7 +£ 2,08
Zerstorte Mikrotubuli - + ++ +++
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Die verwendeten Zelllinien verhielten sich vergleichbar. V79 Zellen zeigten durch ihren
kiirzeren Zellzyklus bedingt, eine hohe Mitoserate (130 Zellen/2000 Zellen). Bei den
humanen Zelllinien ist diese nur halb so hoch (zwischen 50 und 70 Zellen/2 000 Zellen). Die
Mitoserate nahm bei allen Zelllinien mit steigender CUR-~-Konzentration soweit ab, bis sich

bei 30 uM CUR keine Zellen mehr in der Mitose befanden.

Die Unterscheidung der Mikrokerne in CREST-positive und -negative Mikrokerne ergab fiir
die Inkubationen mit CUR kein einheitliches Bild. Bei Ishikawa und V79 Zellen nahmen die
CREST-negativen Mikrokerne mit steigender CUR-Konzentration zu, im Gegensatz dazu
stiegen die CREST-positiven Mikrokerne bei den HepG2 Zellen an. Fiir die HT29 Zellen
liefs sich keine Aussage machen, da diese so gut wie keine Mikrokerne bildeten. Dies liegt
eventuell daran, dass die geschiadigten HT29 Zellen nicht so gut auf den OT haften bleiben
wie die geschadigten Zellen der anderen Zelllinien. Eine eindeutige Zuordnung, ob es sich
bei CUR um ein Aneugen oder eine klastogene Substanz handelt, kann auf Grund der
Uneinheitlichkeit der Ergebnisse fiir die Bestimmung der CREST-positiven und -negativen

Mikrokerne nicht getroffen werden.

Zudem konnte eine Schiadigung des Mikrotubuligeriistes fluoreszenzmikroskopisch beobach-
tet werden. Mit steigender CUR-Konzentration nahm die Intensitdt der Schiaden zu. So
war beispielsweise das Mikrotubuligeriist der Zellen nicht mehr geordnet, sondern entweder
zerrissen oder erschien kondensiert. Es konnten Zellen mit drei Mitosespindeln und mit
vollig zerstortem Mikrotubuligeriist gefunden werden. Einige Aufnahmen von verschieden

stark geschidigten Zellen in Abbildung 17 sollen diese Beobachtungen verdeutlichen.

Wie bereits bei den Untersuchungen der Zellzyklusverteilung (in Kap. 3.2.3) gezeigt, hatte
HHC keinen Einfluss auf die Phasen des Zellzyklus. Bei den Mikokernversuchen mit HHC
konnten in Ishikawa Zellen keinerlei Hinweise auf eine mogliche Schédigung durch den
reduzierten Metaboliten des CUR gefunden werden. Weder war die Mitoserate erniedrigt,
noch konnten Mikrokerne detektiert werden oder waren Stérungen am Mikrotubuligeriist

erkennbar.
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. .
Abbildung 17: Fluoreszenzmarkiertes Erscheinungsbild der angefarbten Zellen; blau: DNA;
griin: Kinetochore; rot: Mikrotubuli. Bilder A, B und D zeigen Ishikawa
Zellen; Bilder C, E und F zeigen V79 Zellen; Bild G zeigt eine HT29 Zelle.
A: unbehandelte Zellen; B: dreipolige Mitosespindel nach Inkubation mit
30 uM CUR, C: fragmentierter Zellkern nach CUR-Behandlung (20 puM);
D: gestortes Tubulingeriist (30 uM); E: CREST-positive Mikrokerne nach

Behandlung mit 25 nM Col; F: fragmentierter Zellkern (10 uM CUR); G:
Storung des Mikrotubuligeriistes nach Inkubation mit 20 pM CUR.

Nach Vergleich der Ergebnisse des Mikrokern-Tests zeigt sich, dass die V79 Zellen aufgrund
ihrer hohen Mitoserate am besten geeignet sind fiir diese Untersuchung. Da V79 Zellen
allerdings iiber wenig metabolische Aktivitdt verfiigen, konnen auch die HepG2 Zellen fiir
diesen Endpunkt verwendet werden. Die HepG2 Zellen waren gegeniiber CUR empfindlicher
als die beiden anderen humanen Zelllinien. Der Vergleich zwischen HepG2 und V79 Zellen
zeigte dhnliche Werte fiir die Gesamtmikrokernzahl. In Bezug auf die Bildung fragmentierter
Zellkerne haben die ermittelten Werte fiir die Ishikawa und HepG2 Zellen im Gegensatz
zu den V79 Zellen weniger Aussagekraft, da die V79 Zellen erheblich mehr gestérte Kerne
gebildet hatten. Zieht man die Ergebnisse der Zellzyklusverteilungsexperimente hinzu,
liegt: der Schluss nahe, dass die kultivierten Zellen in der G2-Phase arretiert sein miissen,
da die Mitoserate nicht ansteigt, sondern bei 30 uM CUR die Mitose komplett zum
Erliegen kommt. CUR bildete keine klassischen Mikrokerne, da diese schon innerhalb der
Mitosephase auftraten. Bei einer Inkubation mit CUR kam es zusétzlich bereits in der
Mitose zur Fragmentierung der Zellkerne, die morphologische Ahnlichkeit zu Mikrokernen
aufwies. Die Zellen zeigten teilweise eine Vielzahl an Zellkernfragmenten, die ein komplettes

Chromosom oder nur ein Chromosomenfragment besafen. Bildet eine Substanz klassischer-
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weise Mikrokerne, kommt es meist zur Ausbildung von ein bis zwei Mikrokernen, die sich in
der Nédhe des Zellkerns befinden und erst nach dem Durchlaufen der vollstindigen Mitose
auftreten. Bei CUR wurden im Gegensatz dazu die gebildeten Zellkernfragmente verstreut
gefunden, so dass zum Teil eine Identifizierung des Hauptkern nicht mehr moglich war. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei einer Inkubation der Zellen mit CUR beide Arten
von Mikrokernen gebildet werden: Mikrokerne, die ein komplettes Chromosom besitzen
und Mikrokerne, die nur ein Chromosomenbruchstiick besitzen. Col bildet im Gegensatz zu
CUR als klassisches Aneugen in den beiden Zelllinien Ishikawa und V79 fast ausschliefslich
CREST-positive Mikrokerne, die klastogene Substanz NQO vorwiegend CREST-negative
Mikrokerne.

CUR storte die Ordnung des Mikrotubuligeriistes der untersuchten Zelllinien, in dem es die
Mikrotubuli im strukturierten Geriist entweder kondensierte oder zerteilte. Eine Aussage,
ob dabei die Polymerisation oder Depolymerisation gestort wurde, kann nicht getroffen
werden. Durch diese Storung konnte keine funktionsfahige Mitosespindel ausgebildet werden
und die Zellen konnten keine intakte Mitose durchlaufen. Moglicherweise war die fehlende
Ausbildung der Mitosespindel fiir die Fragmentierung des Zellkerns verantwortlich. Die
Zellen bereiteten sich auf die Mitose vor und begannen in der Prophase mit der Konden-
sation der replizierten Chromosomen. Die Mitosespindel begann sich auszubilden [Alberts
et al., 2004]. Wenn die Chromosomen kondensiert sind, aber keine intakte Mitosespindel
ausgebildet wurde, kénnen die Chromosomen nicht aus der Aquatorialebene zu den Zellpolen

transportiert werden. Dies konnte zur Fragmentierung des Zellkerns fiihren.

Bereits die Ergebnisse der Zellzyklusexperimente deuten auf einen langfristigen, irreversi-
belen Schaden hin. Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse fiir einen Arrest in der
G2-Phase, allerdings zeigen die oben erwéhnten Beobachtungen, dass die Zellen die Mitose
normal beginnen und erst hierbei die verschiedenen Fehler auftreten. Bei einem Arrest in
der Meta-Phase sollten Zellen erkennbar sein, die kondensierte Chromosomen aufweisen.

Dies war aber nicht der Fall.
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Diese Beobachtungen zeigen, dass CUR die Zellen durch die Mechanismen der mitotischen
Katastrophe abtotet, jedoch nicht direkt durch jene der Apoptose. Es kommt zur Bildung
von multiplen Mikrokernen, zu Abnormalitdten bei der Bildung der Mitosespindel und der

anschliefsenden Fehlverteilung der Chromosomen in der Mitose.

CUR wurde in bisherigen Veroffentlichungen eine apoptotische Wirkung zugeschrieben
[Chen et al., 1999; Choudhuri et al., 2002; Jaiswal et al., 2002; Piwocka et al., 2001]. Neuere
Veroffentlichungen beschreiben fiir CUR einen anderen Mechanismus fiir den Zelltod und
zwar den der mitotischen Katastrophe [Wolanin et al., 2006]. Eine genaue Beschreibung
des Mechanismus ist noch nicht vorhanden, aber zumeist wird diese Katastrophe als Fehler
bei der Mitose nach DNA-Schaden durch akkumulierte, defekte G1 und G2 Zellzyklus-
Kontrollpunkte beschrieben [Roninson et al., 2001|. Diese Situation fithrt durch wiederholte
“abortive Zellteilungszyklen ohne abschlieltende, koordinierte mitotische Zellteilung zu
Tetraploidie oder sogar zu massiver Polyploidie “ [Ganten, 2008]. Es gibt allerdings keine
allgemein giiltige Definition fiir die mitotische Katastrophe, die sich dennoch von der
Apoptose unterscheidet. Die iiberwiegende Meinung ist, dass die mitotische Katastrophe
von der Apoptose gefolgt wird (Cytochrom c Freisetzung, Kaspase 3 Aktivierung, DNA-
Degradation) [Magalska et al., 2006; Wolanin et al., 2006]. Die mitotische Katastrophe wird
als eine Form des Zelltods beschrieben, bei der es zur Bildung von deutlich groferen Zellen
mit sehr vielen Mikrokernen mit variablem Chromosomengehalt kommt. Morphologisch kann
dieses von der Apoptose, Nekrose und Autophagie abgegrenzt werden [Magalska et al., 2006;
Okada und Mak, 2004; Roninson et al., 2001]. Ebenfalls kommt ein méglicher Mechanismus
mit Mikrotubuli-schddigenden Agentien in Frage, durch die es zu Abnormalitdten bei der
Ausbildung der Mitosespindel und der Chromosomenverteilung kommt. Diskutiert wird
dabei eine Herunterregulierung von Survivin, einem Inhibitor der Apoptose [Magalska et al.,
2006; Wolanin et al., 2006]. Die Zellen besitzen viele Mikrokerne, zudem ist das Chromatin
kondensiert und es bildet sich keine apoptotische DNA-Leiter aus [Castedo et al., 2004;
Roninson et al., 2001; Wolanin et al., 2006]. Die mitotische Katastrophe ist im Gegensatz
zur Apoptose nicht durch Bel-2 hemmbar und kaspasenunabhéngig [Ganten, 2008|. Diese
morphologischen Verdnderungen wurden in diversen Studien fiir CUR beschrieben |Castedo

et al., 2004; Hanif et al., 1997; Wolanin et al., 2006].
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Holy [2002] beschreibt, dass CUR viele Zellen in der M-Phase akkumuliert, die viele grofse
Mikrokerne aufweisen und deren Centrosomenorganisation gestort ist. Diese Zellen bilden
keine bipolare Mitosespindel wie die Kontrollzellen aus, sondern zeigen nur monopolare
Spindelapparate. Die M-Phase kann jedoch von den Zellen ohne Segregation der Chro-
mosomen verlassen werden und diese Zellen sind dann noch fiir kurze Zeit lebensfihig.
Dadurch kommt es zur Ausbildung von sowohl Kinetochor-positiven als auch -negativen
DNA-Fragmenten, wobei Zellen detektiert wurden, die entweder nur Kinetochor-positive
oder nur Kinetochor-negative Mikrokerne besafsen. Zudem wurde keine erhohte Apoptose-
rate gefunden [Holy, 2002]. Vergleichbare Beobachtungen konnten in den Untersuchungen

zur Mikrokernbildung der vorliegenden Arbeit gemacht werden.

Ein Vergleich der morphologischen Zellverdnderungen nach CUR-Inkubation weist einige
Parallelen mit der mitotischen Katastrophe auf. Nach der Inkubation mit CUR kam es in
der Mitosephase zur Ausbildung einer Vielzahl von Mikrokernen bzw. zur Fragmentierung
des Zellkerns. Aufserdem war die Ausbildung der Mitosespindel gestort. Diese Ergebnisse
stimmen mit denen aus der Literatur iiberein, so dass der Schluss nahe liegt, dass CUR
in den verwendeten Zelllinien die mitotische Katastrophe als eine Vorstufe der Apoptose

hervorruft.

3.2.5 MTP-Bindung von CUR

Nachdem im Mikrokern-Test nach einer Inkubation mit niedriger CUR-Konzentration deut-
liche Schédden am Mikrotubuligeriist und der Mitosespindel beobachtet wurden und es zur
Bildung von CREST-positiven Mikrokernen kam, sollte gezeigt werden, wie CUR aufgerei-
nigte MTP beeinflusst. Um die Auswirkung von CUR auf MTP bzw. die Hemmung der
Polymerisation des Mikrotubuligeriistes zu untersuchen, wurden aus frischem Pferdehirn
MTP isoliert (s. Kap. 5.10). Dazu wurden die Bindungsspektren von 30 M CUR mit iso-
lierten MTP zu verschiedenen Zeitpunkten aufgezeichnet. Um zusétzlich die Frage nach der
Stabilitat von CUR im Puffersystem zu untersuchen, erfolgte zunéchst eine zeitabhingige

Aufnahme der Bindungsspektren.
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Stabilitdt in Puffer mit und ohne Proteinzugabe:

Die zeitliche Konzentrationsabnahme an CUR wurde in Phosphat- und REA-Puffer beob-
achtet. Dazu wurden die Bindungsspektren im Bereich von 380 bis 500 nm zu verschiedenen
Zeitpunkten (0 - 120 min) untersucht (Abbildung 44 im Anhang). Im Phosphatpuffer war
der grofste Zerfall von CUR bereits nach 5 min zu erkennen. Dagegen wurde CUR im REA-
Puffer iiber einen Inkubationszeitraum von 120 min stabilisiert. Im Phosphatpuffer konnte
CUR durch eine Zugabe von BSA bzw. MTP deutlich stabilisiert werden, wobei MTP sich

hier als effizienter erwiesen.

Bindung von CUR an MTP:

Da CUR geméf Barik et. al [2003| mit den apolaren Stellen des BSA-Molekiils interagiert
und die Bindung im Inneren der Tertidrstruktur stattfindet, sollte CUR durch Denaturierung
des Proteins freizusetzen sein. Keine Art der Denaturierung mit Natrium-Dodecylsulfat
(SDS), Harnstoflosung bzw. Hitzedenaturierung bestétigte diese Vermutung, da entweder
der Zerfall dadurch beschleunigt wurde, oder eine weitere Extraktion nicht mehr mdglich
war. Da sich eine Extraktion mit Hilfe von Ethylacetat bzw. Folch-Reagenz als ungeeignet
erwies, wurden im Folgenden die Bindungsspektren aufgezeichnet.

Durch die Aufzeichnung der Bindungsspektren konnte gezeigt werden, dass CUR an MTP
bindet. Ein Vergleich wurde mit BSA bzw. Lysozym, welches keine reaktiven Thiolgruppen
besitzt, durchgefiihrt. Bei BSA und MTP konnte photometrisch eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums zu niedrigeren Wellenldngen beobachtet werden, was auf eine
Bindung von CUR an das jeweilige Protein hindeutet. Bei einer Inkubation mit Lysozym
dagegen konnte keine Verschiebung des Absorptionsmaximums beobachtet werden, folglich
bindet CUR nicht an Lysozym (Abbildungen 45 und 46 im Anhang).

Um den Einfluss von CUR auf die Polymerisation der MTP zu Mikrotubuli zu untersuchen
wurde der Polymerisationsassay, wie in Kap. 5.12 beschrieben, durchgefiihrt. Dabei erwies
sich allerdings die Eigenabsorption des CUR als storend, so dass keine abschliefsende

Aussage liber die Beeinflussung der Polymerisation gemacht werden konnte.

46



3.2 Toxikologische Endpunkte

CUR bindet folglich an MTP, aber es kann iiber die Beeinflussung der Tubulinpolymeri-
sation keine Aussage getroffen werden. In fritheren dhnlichen Untersuchungen am Institut
konnte gezeigt werden, dass CUR die Polymerisation der M'TP nicht beeinflusst, hingegen
das CUR-Glucuronid eine deutliche Hemmung bewirkt |Pfeiffer et al., 2007].

Im Mikrokern-Test konnte eine starke Storung des Mikrotubuligeriistes gesehen werden. Die
Zellen waren augenscheinlich nicht mehr in der Lage intakte Mitosespindeln auszubilden,
und dadurch wurde der gesamte Mitosevorgang gestort. Im zellfreien System konnte nun
nicht eindeutig gezeigt werden, ob CUR den Polymerisations- bzw. Depolymerisationszyklus
beeinflusst. Da aber CUR-Glucuronid die Polymerisation hemmt und der bevorzugte
Metabolismusweg in HT29 Zellen die Glucuronidierung ist, konnen die Mikrotubulistérung
und Zellkernfragmentierung bei diesen Zellen damit erklért werden. Allerdings konnte bei
HT?29 Zellen keine erhohte Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber CUR im Vergleich zu den
anderen drei Zelllinien beobachtet werden. HT29 Zellen erwiesen sich sogar als besonders
ungeeignet fiir die Untersuchungen der morphologischen Verdnderungen durch CUR, da sie

selbst mit den Positivkontrollen Col und NQO keine Mikrokerne ausbildeten.

Gupta et al. [2006] zeigten, dass in Gegenwart von 25 M CUR die Interphasemikrotubuli
von humanen HeLa und MCF-7 Zellen signifikant depolymerisierten. Die Spindelapparate
schienen in Anwesenheit von CUR zu kollabieren. Insgesamt waren die Mikrotubuli in
CUR-behandelten Zellen deutlich kiirzer und in ihrer Anzahl reduziert im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Selbst eine Aggregation des Tubulins war teilweise erkennbar. Durch weitere
zellfreie Experimente konnte eine Einlagerung von CUR in die Mikrotubuli beobachtet
werden, wobei CUR die Polymerisation nicht wie Col hemmt. Moglicherweise ist der
CUR-Einbau in das Tubulingeriist fiir eine konformationale oder geometrische Anderung
verantwortlich und die Polymerisationshemmung durch CUR hat verglichen mit Col einen

anderen Mechanismus [Gupta et al., 2006].
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Der genaue Mechanismus wie CUR die Tubulinpolymersation stort, bleibt damit ungeklért.
Die Auswirkungen sind die defekte oder unvollsténdige Ausbildung der Mitosespindeln in
kultivierten Zellen, was zur Folge hat, dass diese die Mitose nicht mehr unversehrt durchlau-
fen konnen, der Zellkern fragmentiert wird und die Zellen durch die mitotische Katastrophe

absterben.

3.2.6 Zusammenfassung der zelluldren Wirkungen von CUR

CUR ist eine instabile Substanz, die durch Inkubation mit Zellen oder FKS stabilisiert
werden kann. Dabei erfolgt aber in den meisten Féllen eine Bindung an die verwendeten
Proteine, die nicht mehr vollstandig gelost werden kann. Diverse Extraktionsmoglichkeiten
(Ethylacetat, Folch-Reagenz oder andere Losungsmittel) oder Hitzedenaturierung der
Proteine erwiesen sich als nicht ausreichend zur Entfernung von CUR aus proteinhaltigen
Losungen. Die Bindung an verschiedene Proteine, wie BSA [Barik et al., 2003] oder HSA
[Kunwar et al., 2006; Pulla Reddy et al., 1999; Zsila et al., 2003b] und die schlechte Extra-

hierbarkeit [Jaruga et al., 1998] wurden auch in anderen Verdffentlichungen beschrieben.

Die Zerfallsprodukte des CUR spielen in wéssriger Pufferlosung (pH > 7) eine grofse Rolle.
Es entstehen dabei identifizierte Aldehyde und Carbonsduren wie Ferulasdure, Vanillin
und Feruloylmethan [Wang et al., 1997|. Die Bildung weiterer unidentifizierter Zerfalls-
produkte mit eventuell reaktiven Gruppen ist nicht abschlieflend geklart. Inwieweit diese
Zerfallsprodukte eine negative Wirkung auf Zellen haben, wurde bisher nicht ausreichend
untersucht. Fiir Vanillin wurden zwar antioxidative Eigenschaften und die Fahigkeit als
Radikalfdnger zu fungieren, beschrieben [Maurya et al., 2007|, aber ebenso konnte eine
DNA-Schédigung im Comet-Assay nachgewiesen werden [King et al., 2007]. Ferulasidure
besitzt antimikrobielle und antioxidative Wirkungen, jedoch ist insgesamt iiber die Phar-
makokinetik bzw. -dynamik wenig bekannt [Ou und Kwok, 2004; Zhao und Moghadasian,
2008]. Inwieweit die Zerfallsprodukte fiir Wirkungen verantwortlich sind, die dem CUR
zugeschrieben werden, ist noch nicht klar. Erste Hinweise, dass ihr Einfluss moglicherweise
gering ist, geben die Ergebnisse der Zellzyklusverteilung. Die Zerfallsprodukte hatten im
Gegensatz zu CUR keinen Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase zur Folge. Leu et al. [2002]
verglichen die Fahigkeit der Induktion von Phase II-Enzymen durch CUR, Vanillin und
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Ferulaséure. Verglichen mit CUR zeigten beide Zerfallsprodukte dabei keine Wirkung |[Leu
und Maa, 2002].

In dieser Arbeit konnten bei Inkubationen der verschiedenen Zelllinien mit CUR nach
Extraktion des Inkubationsmediums keine Zerfallsprodukte detektiert werden. Es besteht
die Moglichkeit, dass bei den vorgenommenen Untersuchungen keine Zerfallsprodukte
entstanden sind oder dass diese durch ihre hohe Reaktivitdt (funktionelle Gruppen wie
Aldehyd- bzw. Carbonsidure-Gruppe) mit Mediumsbestandteilen des FKS oder sogar mit

den Zellmembranen reagierten und damit nicht erfasst werden konnten.

CUR schrankte das Wachstum von kultivierten Zelllinien ein. Dies konnte im MTT- und
SRB-Test, als auch mit Hilfe der Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung gezeigt werden.
Sobald eine Inkubation mit CUR erfolgte, stagnierte die Zellzahl im verwendeten Testsystem
oder verringerte sich sogar. Ein gesetzter Schaden kann selbst bei einer 24 h andauernden
Nachinkubationszeit durch zelleigene Reparatursysteme nicht mehr behoben werden. Die
Zellen gehen in eine Form von programmiertem Zelltod iiber. CUR arretiert alle verwende-
ten Zelllinien in der G2-Phase des Zellzyklus, wobei sich eine einmal geschadigte Zelle nicht
mehr erholen kann und abstirbt. Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops ist eine Fragmentie-
rung des Zellkerns zu erkennen. Dies bedeutet, dass die Zellen die G2-Phase des Zellzyklus
erreichen und in die Mitose iibertreten. Dabei kommt es zur Kondensation der replizierten
Chromosomen und zur Vorbereitung der Aufteilung auf die beiden Tochterzellen. Gleichzeitig
stort CUR in einer noch nicht eindeutig geklédrten Art die Polymerisation des Mikrotubulige-
riistes. Infolge dessen kommt es zu einer fehlerhaften Ausbildung der Mitosespindeln. Diese
sind aber essentiell fiir die Ausrichtung und Auftrennung der Chromosomen, indem sie an
die Kinetochore der Chromosomen binden, um die jeweiligen Schwesterchromatiden zu den
Zellpolen zu transportieren [Joshi, 1998]. Liegt nun keine intakte Mitosespindel vor, werden
nur einzelne oder eventuell keines der Chromosomen an den richtigen Platz gezogen. An-
schlieftend geht die Zelle in eine besondere Vorstufe der Apoptose, die sogenannte mitotische
Katastrophe [Magalska et al., 2006; Wolanin et al., 2006]. Im Gegensatz dazu steht jedoch,
dass selbst bei langer andauernden Inkubationszeiten charakteristische Apoptoseproteine wie

Bel-2 oder p53 nicht beeinflusst wurden [Mehta et al., 1997].
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Welcher Mechanismus genau das Gleichgewicht zwischen Polymerisation und Depolymeri-
sation stort, ist noch nicht geklért. Verschiedene Wege werden diskutiert: CUR wird in die
Mikrotubulifasern eingebaut und stort dadurch die Konformation und die Struktur. Das
Gerlist wird instabil und kollabiert |Gupta et al., 2006]. CUR konnte die Funktion und
Expression des Proteins Kinesin beeinflussen, so dass keine normale Mitose mehr ablaufen
kann. Kinesin ist verantwortlich fiir die Ausbildung einer bipolaren Mitosespindel [Holy,
2002]. Ein Angriff direkt an der Mitosespindel durch eine Inhibition von Survivin wird
ebenfalls diskutiert [Magalska et al., 2006].

CUR zeigt damit einen effektiven Mechanismus um Zellen in ihrem Wachstum einzuschran-
ken bzw. iiber die mitotische Katastrophe in die Apoptose zu schicken. Da in den meisten
Publikationen humane Krebszelllinien verwendet worden sind und sich bei diesen kein signi-
fikanter Unterschied im Konzentrations- und Wirkungsspektrum zeigte, konnte CUR einen
potenten Hemmstoff fiir das Wachstum von Krebszellen darstellen. Es gibt bereits erste
Hinweise, dass Brustkrebszellen empfindlicher auf CUR reagieren als normale Brustzellen

[Kunwar et al., 2008; Ramachandran et al., 2002].

3.3 Akkumulation von CUR in humanen Zellen

3.3.1 Aufnahme von CUR in die Zellen

Damit in kultivierten Zellen die oben diskutierten Wirkungen auftreten, muss CUR in die
Zellen gelangen. Daraus ergab sich die Frage, ob CUR an Zellmembranen von humanen Zellen
bindet und wie es sich in der Zelle verteilt. Zahlreiche Untersuchungen beschreiben zellulare
Effekte, wobei bisher nicht eindeutig gezeigt wurde, ob CUR iiberhaupt in die Zelle aufge-
nommen wird und wie es sich dort verteilt. Zur Klarung der Aufnahme von CUR wurden
die drei humanen Zelllinien Ishikawa, HepG2 und HT29 wie in Kap. 5.5 mit CUR inkubiert,
mittels Ultrazentrifugation (UZ) in Fraktionen des ER, des Cytosols und des Zelldebris auf-
getrennt und der Zeitverlauf der CUR-Gehalte {iber 30 h in den einzelnen Zellfraktionen
und im Inkubationsmedium nach Extraktion durch HPLC/DAD-Analyse bestimmt. In Ab-
bildung 18 sind die Stoffmengen an CUR, HHC, OHC und CUR-Glucuronid im jeweiligen

Inkubationsmedium und in den Fraktionen des ER und Cytosols aufgezeigt.
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Abbildung 18: Verteilung von CUR und seinen Metaboliten in Ishikawa, HepG2 und HT29
Zellen nach Inkubation mit 30 M CUR in Kulturmedium bis zu 30 h. Gezeigt
ist die Stoffmenge an CUR, HHC, OHC und CUR-Glucuronid (CUR-Gluc)
in den extrahierten Zellfraktionen der Membranen des ER (Mikrosomen) und
des Cytosols sowie im Inkubationsmedium. Dargestellt sind jeweils die MW
+ SD aus drei unabhéngigen Versuchen.

Nach der Inkubation mit CUR konnte beobachtet werden, dass CUR an die Zellen bindet,
da die Zellpellets wiahrend der Aufarbeitung stark gelb gefirbt waren. CUR war in sehr
hohen Gehalten im Zelldebris (welches eine Reihe unterschiedlicher Membranen beinhaltet)
aller untersuchten Zellen zu finden. Es konnte in dieser Fraktion aber keine Unterscheidung
zwischen aufen an den Zellen anhaftendem CUR und wirklich in die Zellmembranen einge-
lagertem CUR gemacht werden. Daher sind die Daten hierzu nicht gezeigt. Die Aufnahme
von CUR in alle drei Zelllinien erfolgte sehr schnell, da bereits nach 12 min Inkubations-
und Aufarbeitungszeit mit 0,5 nmol CUR ein erheblicher Teil der maximal erreichbaren
CUR-Menge in den Membranen des ER detektiert werden konnte. Die hochsten Mengen
an CUR konnten in den Membranen des ER von HepG2 und den HT29 Zellen nach 1 h
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bzw. in denen der Ishikawa Zellen nach 3 h gefunden werden. Die CUR-Gehalte in den
Membranen des ER waren dabei drei- bis sechsmal hoher als die in den Fraktionen des
Cytosols. Sogar in der cytosolischen Fraktion der HepG2 Zellen wurde etwa 0,55 nmol CUR
gefunden, in den Ishikawa Zellen lag das Maximum nach 3 h bei 0,25 nmol CUR, in den
HT29 Zellen lag der héchste Gehalt nach 1 h bei ca. 0,1 nmol. In den HT29 Zellen war
bereits nach 3 h kein CUR mehr im Cytosol nachweisbar. Bei der Inkubation von HepG2
und Ishikawa Zellen konnte sowohl im Inkubationsmedium als auch in den Fraktionen, die
Cytosol enthielten, der reduzierte Metabolit HHC, im Kulturmedium zudem das weiter
reduzierte OHC gefunden werden. Bei den HT29 Zellen konnten dagegen weder reduzierte

noch glucuronidierte Metaboliten im Cytosol detektiert werden (s. Kap. 3.1).

Das Inkubationsmedium wurde ebenfalls zu allen Zeitpunkten aufgearbeitet und die
Gehalte an CUR und den Metaboliten quantifiziert. Dadurch konnte der Zeitverlauf des
Metabolismus der Zelllinien gezeigt werden (s. Abbildung 18). Die Reduktion von CUR
zu HHC erfolgte durch l6sliche Reduktasen im Cytosol und die reduzierten Metaboliten
wurden an das Inkubationsmedium abgegeben. In den Ishikawa und HepG2 Zellen verlief
die Reduktion im Vergleich zur Glucuronidierung des CUR durch HT29 Zellen langsamer
und begann erst nach 3 h. Der Nachweis von Glucuroniden durch HT29 Zellen war bereits
nach 1 h moglich. Die Ishikawa Zellen bildeten nach 3 h zundchst HHC, wobei verzogert
eine Bildung von OHC nachgewiesen werden konnte. Bei den HepG2 Zellen kam es ab 9 h
zur Abnahme der HHC-Konzentration und zur vermehrten OHC-Bildung. Die Instabilitit
des CUR-Glucuronid (s. Kap.1.1.3 |Pfeiffer et al., 2007]) bzw. eine mogliche Interaktion mit
Proteinen konnte die geringen Mengen an CUR im Inkubationsmedium der HT29 Zellen

nach Ablauf der Inkubationszeit von 30 h erklaren.

Die Anreicherung von CUR in den drei Zelllinien konnte durch die Lyse, Fraktionierung und
Extraktion der Zellfraktionen und des Inkubationsmediums nachgewiesen werden. In keiner
der extrahierten Fraktionen konnte zu einem Zeitpunkt eines der bekannten Zerfallsproduk-
te detektiert werden. Die Bildung der Zerfallsprodukte wurde zwar nicht nachgewiesen, eine
Entstehung und Reaktion dieser mit zelluldren Proteinen konnte aber nicht ausgeschlossen

werden. CUR wurde durch die Zellen stabilisiert und metabolisiert. Bevorzugt wurde CUR
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3.3 Akkumulation von CUR in humanen Zellen

in die Membranen des ER eingelagert, in geringerem Umfang im Cytosol gefunden. Im Me-
dium konnten die abgegebenen Metaboliten direkt oder nach enzymatischer Hydrolyse mit

Glucuronidase mit Hilfe von HPLC/DAD-Analysen quantifiziert werden.

3.3.2 Aufnahme von Hexahydrocurcumin in die Zellen

Da bei der Inkubation von Ishikawa und HepG2 Zellen nach den oben genannten Inkubati-
onszeiten von bis zu 30 h etwa 50 % des CUR zu HHC metabolisiert wurde, sollte geklart
werden, welche Einlagerungsfihigkeit in die Membranen des ER HHC besitzt. Darum
wurden die drei Zelllinien Ishikawa, HepG2 und HT29 ebenfalls wie in Kap. 5.5 inkubiert,
fraktioniert und die Extrakte mittels HPLC/DAD-Analyse quantifiziert.

Der reduzierte Metabolit HHC erwies sich verglichen mit CUR als deutlich stabiler und
konnte bei vergleichbaren Inkubationsversuchen von 21 h im Kulturmedium wie in Kap. 3.1,
Abbildung 9 nach Ablauf der Inkubationszeit zu fast 100 % wiedergefunden werden. Bei
einer Inkubation mit Zellen blieb es stabil oder wurde von den Zellen metabolisiert. Auch
hier konnte bei der Inkubation mit HHC zu keinem Zeitpunkt ein Hinweis auf entstehende

Zerfallsprodukte gefunden werden.

In der Abbildung 19 sind die Substanzgehalte an HHC im extrahierten Inkubationsmedium

der drei Zelllinien gezeigt.

HHC wurde durch Ishikawa Zellen langsamer zu OHC reduziert als durch HepG2 Zellen,
wahrend HT29 Zellen nur HHC-Glucuronid bildeten, welches iiber den Inkubationszeit-
verlauf von 30 h stabil blieb. In Abbildung 19 ist auch erkennbar, dass bei den jeweiligen
0,2 h-Werten der verschiedenen Zelllinien bereits OHC detektiert werden konnte. HHC
wurde aus CUR durch katalytische Hydrierung gewonnen und dabei erfolgte eine Weiterre-
duktion zum OHC. Der reduzierte Metabolit OHC wurde durch HT29 Zellen ebenfalls gut
glucuronidiert. Die Ergebnisse der extrahierten Inkubationsmedien mit HHC bestétigten

die Resultate der Inkubation mit CUR fiir den Metabolismus der Zellen.
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Abbildung 19: Kinetik von HHC und seinen Metaboliten in Ishikawa, HepG2 und HT29 Zel-
len nach Inkubation mit 30 pM HHC in Kulturmedium bis zu 30 h. Darge-
stellt ist die Menge an HHC, HHC-Glucuronid (HHC-Gluc), OHC und OHC-
Glucuronid (OHC-Gluc) des extrahierten Inkubationsmediums in nmol. Ge-
zeigt sind die MW + Spannweiten (SW) von zwei unabhéngigen Versuchen.
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3.3 Akkumulation von CUR in humanen Zellen

Abbildung 20 zeigt die Menge an HHC und OHC in der cytosolischen Fraktion der Ishikawa

Zellen aus der Zellfraktionierung.
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Abbildung 20: Verteilung von HHC und OHC in der cytosolischen Fraktion von Ishikawa
Zellen. Die Stoffmenge ist in nmol angegeben. Gezeigt sind die Werte fiir
einen reprasentativen Versuch.

HHC konnte in der cytosolischen Fraktion der Ishikawa Zellen nur in Spuren gefunden
werden. Die Gehalte an HHC in den cytosolischen Fraktionen der anderen Zelllinien HepG2
und HT29 sowie in der ER-Fraktion der Ishikawa Zellen lagen unterhalb der Nachweisgrenze.

Durch die HHC-Inkubation analog der CUR-Versuche und der Fraktionierung der Zellen
mittels UZ konnte gezeigt werden, dass HHC nicht in die Membranen des ER eingelagert
wurde und nur in geringer Menge im Cytosol der Zellen vorkam (< 0,1 nmol). In den HT29
Zellen wurde HHC vollstindig glucuronidiert. Nach der gesamten Inkubationszeit von 30 h

war HHC nach enzymatischer Hydrolyse der Glucuronide komplett nachweisbar.

Fiir die Curcuminoide iso-CUR und BDMC wurde ein Inkubationsversuch unter gleichen
Inkubations- und Aufarbeitungsbedingungen durchgefiihrt. Nach 3 h konnten bei beiden
Substanzinkubationen geringe Spuren an BDMC bzw. iso-CUR in den Membranfraktionen
des ER detektiert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.3 Akkumulation von CUR in den Membranen des ER

Zur Abschitzung der intrazelluliren CUR-Konzentration in den untersuchten Fraktionen
der Zellen wurde die Konzentration mit Hilfe von Zellzahl- und -volumenbestimmungen
berechnet. Der, wie in Kapitel 5.6 beschrieben, ermittelte durchschnittliche Zelldurchmesser
lag bei den drei Zelllinien im gleichen Grofenbereich. Als prozentuale Verteilung wurde
geméfs Alberts et al. [2004] angenommen, dass das Cytosol 50 % der Zelle ausfiillt und
die Membranen des ER 10 % der Zelle ausmachen. Die absolute Stoffmenge ermittelt aus
Kap. 3.3.1 wurde auf diese Volumina bezogen, wobei die Ausgangskonzentration im Medium
30 uM CUR war. Tabelle 9 fiihrt die ermittelten Konzentrationen an CUR und HHC in den

einzelnen Fraktionen auf.

Tabelle 9: Berechnete Konzentrationen an CUR und HHC im ER und Cytosol von Zellen,
inkubiert mit 30 uM CUR. n.d.: nicht detektierbar.

Zelllinie Ishikawa HepG2 HT29
Volumen pro Zelle (1) 1,54 x 10712 | 1,77 x 10712 | 1,57 x 10712
Volumen von 2,5 x 10° Zellen (1) 3,85 x 1076 | 442 x 1075 | 3,94 x 107
Konzentration an CUR, (uM)

Im ER nach 1 h 2900 4400 530

Im ER nach 9 h 2800 1600 9
Konzentration von CUR/HHC (uM)

Im Cytosol nach 1 h 100/70 250/80 60/n.d.
Im Cytosol nach 9 h 94/70 80/70 n.d.

Bereits nach einer Inkubationszeit von 1 h erreichte die Konzentration an CUR in den
Membranen des ER 2,9 mM in den Ishikawa und 4,4 mM in den HepG2 Zellen. In den
Ishikawa Zellen blieb diese Konzentration iiber die Inkubationszeit von bis zu 9 h konstant.
Bei den HepG2 Zellen war demgegeniiber noch ca. ein Drittel der Substanzkonzentration
nach 9 h vorhanden. Im Gegensatz dazu erreichte die Konzentration in den HT29 Zellen
nur 530 M nach 1 h und sank nach 9 h unter die Nachweisgrenze.

Auch die Konzentration im Cytosol war unterschiedlich: die HepG2 Zellen wiesen mit
250 uM die hoéchste Menge an CUR auf. Im Gegensatz dazu blieb die Konzentration an
CUR im Cytosol der Ishikawa Zellen wiederum konstant (ca. 100 pM). In den HT29 Zellen
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3.3 Akkumulation von CUR in humanen Zellen

konnte nur zu Beginn (1 h) 60 uM CUR nachgewiesen werden, im Verlauf der Inkubationszeit
fiel die CUR-Konzentration unter die Nachweisgrenze. Nachdem im Inkubationsmedium der
Zellen eine sehr grofse Menge an HHC gefunden werden konnte, wurde ebenfalls der Gehalt
an HHC im Cytosol berechnet. HHC wird im Cytosol durch losliche Reduktasen gebildet.
Erwartungsgeméfs konnte in dieser Fraktion der HT29 Zellen kein HHC detektiert werden,
da diese CUR nicht reduzierten. In den Ishikawa und HepG2 Zellen konnten konstante

Mengen von etwa 70 uM HHC bis zu einer Inkubationszeit von 9 h gefunden werden.

CUR wurde von den drei untersuchten Zelllinien unterschiedlich schnell aufgenommen
und in verschiedenem Mafe akkumuliert. Die Konzentrationen waren in den Fraktionen
des ER drei- bis sechsmal hoher als in den Fraktionen, die Cytosol enthielten. Die
Anreicherung erreichte in den Membranen des ER, Werte von bis zum 150-fachen der CUR-
Ausgangskonzentration von 30 uM im Inkubationsmedium; im Cytosol wurden immerhin
noch 8-fach hohere CUR-Gehalte gefunden. Die Ishikawa Zellen zeigten {iber einen Zeitraum
von 9 h konstante Gehalte. Die Konzentrationen an CUR in den HepG2 Zellen stiegen
zu Beginn stérker an und betrugen nach 9 h noch ein Drittel des Ausgangswertes. Die
Akkumulation in den HT29 Zellen war am geringsten und nach 9 h waren nur noch Spuren
an CUR im Cytosol und in den Membranen des ER nachweisbar. Dennoch wurde CUR von
den HT29 Zellen effizient aufgenommen, obwohl keine eindeutige Akkumulation verglichen

mit den Ishikawa und HepG2 Zellen erfolgte.

CUR erreichte nach zellularer Aufnahme in den Membranen sowie im zellinneren Kompar-
timent des ER sehr hohe Konzentrationen. Diese Konzentrationen sind nétig, um zelluldre
Effekte zu erzielen. Da die Membranen der humanen Zellen sowohl Proteine als auch Lipide
besitzen, kann keine Unterscheidung gemacht werden, an welche Bestandteile CUR bindet.
Eine Proteinbindung wurde bereits fiir BSA [Barik et al., 2003], HSA [Kunwar et al., 2006;
Pulla Reddy et al., 1999; Zsila et al., 2003b| oder Tubulin [Gupta et al., 2006; Holy, 2002]
gezeigt. Fine Bindung an Lipide wurde hingegen noch nicht ausfiihrlich charakterisiert.
Erste Hinweise fiir eine Bindung an lipidreiche Liposomen [Kunwar et al., 2006] und PC

[Maiti et al., 2007] wurden jedoch hierzu beschrieben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Kunwar et al. [2008] untersuchten die zellulire CUR-Aufnahme mit Hilfe von Zellfraktio-
nierung und anschlieffender photometrischer Konzentrationsbestimmung. Eine verbesserte
Aufnahme von CUR durch Tumorzellen gegeniiber normalen Zellen konnte dabei bestétigt
werden. Das lipophile CUR interagiert mit der Zellmembran und gelangt in der Zelle bis
zum Kern. Eine Rolle bei der unterschiedlichen Aufnahme von CUR durch Krebs- bzw.
normale Zellen konnte deren Membranstruktur, Proteinzusammensetzung und die Zellgrofse

spielen [Kunwar et al., 2008].

Jaruga et al. [1998] konnten zeigen, dass CUR mit der Zellmembran isolierter Erythro-
zyten interagieren kann. Das hat eine Storung des Membranaufbaus sowie eine erhdhte
Permeabilitdt und Fluiditdt der Membranen zur Folge. Moglicherweise fiithrt dieser Verlust
einer intakten Zellmembran zum apoptotischen Zelltod. Unklar ist dabei allerdings die

Ubertragbarkeit auf Zellen, die einen Zellkern besitzen [Jaruga et al., 1998].

Die Akkumulation von CUR hat daher vielfaltige Angriffspunkte:

e Eine Einlagerung in die Zellmembran kénnte durch Erhéhung deren Permeabilitat und

Fluiditat zur Apoptose fiithren [Jaruga et al., 1998|.

e Eine erhohte CUR-Konzentration beeinflusst die Polymerisationseigenschaften der
MTP und stort somit einen geregelten Transport der Zellkompartimente mit Hilfe
des Cytoskeletts sowie den vollstandigen Ablauf der Mitose [Gupta et al., 2006; Holy,
2002].

e CUR kann den Zellkern erreichen, dies wurde mit Hilfe von Zellfraktionierung gezeigt
[Kunwar et al., 2008|. Um Effekte auf die Transkription und Translation zu erzielen,
muss CUR in den Zellkern transportiert werden. Ein Einfluss von CUR auf zahlrei-
che Gene und Proteine wurde beschrieben, wie z.B. Gene fiir Enzyme des Phase II-
Metabolismus, fiir Tubulin, fiir p53 und Metallothionein [Breithofer et al., 1998; Chen
et al., 2006a; Leu und Maa, 2002; Van Erk et al., 2004].

Die Wirkung von CUR auf zelluldrer Ebene erscheint daher ein komplexes Zusammenspiel

verschiedener Effekte zu sein. Vermutlich kann keine Differenzierung der einzelnen Auswir-
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

kungen getroffen werden, sondern es wird immer eine Mischung aller sein, da CUR keinen

bevorzugten spezifischen Angriffspunkt besitzt.

3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

Die Bioverfiigharkeit von CUR ist gering [Anand et al., 2008b; Sharma et al., 2005|, aber
iiber den genauen Mechanismus der Resorption ist bisher wenig bekannt. Anhand des
etablierten Caco-2 Millicell® Systems sollte die Aufnahme, Metabolisierung und Verteilung
von CUR in vitro untersucht werden. Als Positivkontrolle wurde Coffein verwendet, dieses

wird im Millicell® System gut resorbiert.

Neben der geringen Bioverfiigharkeit von CUR kommt eine Metabolisierung durch humane
Fézesbakterien in Betracht, so dass nicht CUR selbst, sondern bestimmte Metaboliten
aufgenommen werden kénnen. Uber den Metabolismus von CUR durch intestinale Bakterien
ist bisher nichts bekannt. Um die Methode zu etablieren, wurden die Pflanzeninhaltsstoffe
der Leinsamen, die sogenannten Lignane untersucht. Fiir diese ist der Metabolismus durch
humane Darmbakterien bekannt [Heinonen et al., 2001; Wang et al., 2000]. Den Metaboliten
wird eine andere Wirkung zugeschrieben als der Muttersubstanz. Da CUR strukturell den
Saugerlignanen dhnelt, sollte iiberpriift werden, ob es mit anaeroben Fazesbakterien analoge

Reaktionen zeigt.

In den folgenden Kapiteln ist die Resorption von den Curcuminoiden in den Caco-2 Zellen
und der untersuchte Metabolismus von CUR und HHC durch intestinale anaerobe Darm-

bakterien dargelegt.

3.4.1 Das Millicell® System

Das Modell der Caco-2 Zellen dient zur Simulation der Aufnahme und Metabolisierung ver-
schiedener Xenobiotika im Darm. Unter konventionellen Zellkulturbedingungen und nach
dem Erreichen der Konfluenz auf mikropordsen Polyethylenterephthalat (PET) Membranen
differenzieren Caco-2 Zellen spontan zu Enterocyten und dhneln somit dem Diinndarme-

pithel. Verschiedene aktive Transportprozesse werden von den Zellen ausgefiithrt und En-
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3 Ergebnisse und Diskussion

zyme der humanen Biirstensaummembran werden exprimiert, z.B.: AIP oder Saccharose-
isomaltase (s. Kap. 1.2.1). Die Membranen aus PET werden auch als Inserts bezeichnet und
teilen das Medium in zwei Kompartimente. Das obere wird apikales Kompartiment genannt
und bezeichnet die Seite, die zum Darmlumen zeigt. Das untere Kompartiment wird dabei als
basolaterales bezeichnet und zeigt zur Blutseite. Bei der Substanzinkubation kann {iberpriift
werden, auf welche Seite — apikal oder basal — des Darmes eine Substanz mdoglicherweise ab-

gegeben wird. Abbildung 21 gibt einen schematischen Uberblick iiber ein Well mit Insert.

apikales Kompartiment

Insert
N e
/ \ Membran mit

basolaterales Kompartiment Caco-2 Zellen

Abbildung 21: Schematische Darstellung eines Wells mit Insert, auf dem sich der Caco-2
Monolayer befindet.

Die Caco-2 Zellen werden auf diinnen PET-Membranen ausgeséit. Nach der vollstdndigen
Adhesion der Zellen beginnen sie nach ca. 7 Tagen auszudifferenzieren. Dabei bilden sich
zwischen den Zellen Tight Junctions aus, so dass ein dichter Zellrasen entsteht. Mit Hilfe der
Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (transepithelial electrical resistance,
TEER) kann die Intaktheit des Rasens bestimmt werden. Ab einer Zahl von 300 2 x cm?
gilt die Platte als dicht und die Versuche koénnen durchgefiihrt werden. Der intakte Monolayer
ist ab ca. dem 21. Tag erreicht (Durchfiihrung s. Kap. 5.13.2). Im Anschluss an die Substan-
zinkubation wird deren Einfluss auf den Monolayer iiberpriift. Dazu wird der Zellmonolayer
mit dem Markermolekiil Lucifer Yellow (LY) apikal inkubiert und gemessen, welche Farb-
stoffmenge basolateral nach 1 h detektiert werden kann (s. Kap. 5.13.2). In den folgenden
Kapiteln sind die Ergebnisse der Inkubationen im Caco-2 Millicel® System aufgefiihrt.
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

Einige Vorversuche wurden durchgefiihrt, um den Metabolismus von CUR und die Empfind-
lichkeit der Zellen auf die Substanz zu {iberpriifen. Dabei zeigten die Caco-2 Zellen sowohl
die Fahigkeit zur Reduktion als auch zur Glucuronidierung und zur Sulfatierung. Die konju-

gierten Metaboliten wurden indirekt nach enzymatischer Hydrolyse erfasst (s. Kap. 5.13.6).

3.4.2 Resorption von Coffein

Coffein wird aufgrund seiner gut charakterisierten Resorptionseigenschaften als Markermo-
lekiil im Caco-2 System verwendet [Kuwayama et al., 2007; Liang et al., 2000]. Zur Uberprii-
fung des verwendeten Systems verglichen mit den Daten der Literatur wurden Transportex-
perimente mit Coffein durchgefiihrt. Die Resorption von Coffein im 6-Well und im 24-Well
System ist in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Resorption von Coffein im 6-Well und im 24-Well System. Dargestellt sind
die MW £ SD bzw. SW. Die Ergebnisse des 6-Well Systems stammen aus
drei, die des 24-Well Systems aus zwei unabhéngigen Bestimmungen.

Im 6-Well System wurde Coffein nach apikaler Inkubation bis zum Zeitpunkt von 8 h in
grofser Menge auf die basolaterale Seite transportiert und dieser Transport stieg danach kaum
weiter an. Weniger steil verlief der Anstieg der Resorption im 24-Well System. Tabelle 10
zeigt die prozentualen Anteile an Coffein auf der basolateralen Seite. Erkennbar ist, dass die
Substanzmenge im basolateralen Kompartiment mit der Zeit zunimmt. Im 24-Well System
war zu jedem Zeitpunkt basolateral mehr Coffein vorhanden als im 6-Well System.

In der Literatur liegen die P,,,-Werte fiir Coffein zwischen 23 x 107% und 53 x 107% cm/s
[Young et al., 2006]. Bezogen auf die von Artursson und Karlsson [1991] aufgestellte
Beziehung zwischen dem P,,,-Wert und der Resorption im Menschen entsprechen diese

Werte einer hohen Aufnahme nach oraler Gabe.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 10: Prozentualer Anteil an Coffein auf der Akzeptorseite nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten.

Zeit [h| | Menge in % im 6-Well | Menge in % im 24-Well

1 9 26
6 30 40
24 41 nicht bestimmt

Die berechneten P,,,-Werte waren fiir die beiden Systeme unterschiedlich, da die Resorption
im 6-Well und im 24-Well System nicht in gleichem Mafe erfolgte. Im 24-Well System
wurde zu allen Zeitpunkten ein hoherer Wert als im 6-Well System erhalten. Nach 1 h
betrug der P,,,-Wert im 6-Well System 10,6 x 107% £+ 6,4 x 107% ¢cm/s und im 24-Well
System 41,4 x 107® £+ 81 x 107% c¢m/s. Auch in der Literatur wird dieser Unterschied
bei verschiedenen Membranoberflichen beschrieben. Bei einer Membranoberfliche von
4,7 cm?® pro Well wurde fiir Coffein ein P,y,-Wert von 31 x 107° c¢m/s [Gan, 1997]
sowie bei 2,45 cm? ein P,,,-Wert von 30,8 x 107% cm/s erreicht |Liang et al., 2000]. Im
Gegensatz dazu wurde bei einer Membranoberfliche von 0,83 cm? pro Well ein Wert von
51 x 107% cm/s ermittelt [Yee, 1997|. Moglicherweise ist der Grund dafiir die groke Ober-
fliche im 6-Well System. Die Resorption und Abgabe einer Substanz bei der grofen Flache

von 4,52 cm? verliuft eventuell nicht so gleichméiRig wie auf der kleineren Fliche mit 0,7 cm?.

Mit zunehmender Inkubationszeit konnte bei beiden Insertgréfsen auch ein Abfall des Py)-
Wertes beobachtet werden (Abbildung 23). Die Resorption war somit zu Beginn der Inku-
bation am héchsten und fiel danach kontinuierlich ab.

Der aus diesen Versuchen ermittelte P,p,-Wert im 24-Well System liegt genau im Bereich
der Literaturwerte. Im 6-Well System ist der berechnete Wert etwas niedriger als die Litera-
turangaben. Verglichen mit der sigmoiden Kurve von Artursson und Karlson [1991] ergeben

aber beide berechneten P,,-Werte eine hohe Resorption im Menschen nach oraler Gabe.
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Abbildung 23: Verlauf des P,,,-Wertes fiir Coffein mit der Zeit. Dargestellt sind die
MW =+ SD von drei unabhéngigen Bestimmungen.

Die Transportversuche wurden in der Literatur entweder in DMEM/F12-Medium oder
Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Transportversuches mit
Coffein wurde tiberpriift, ob das Inkubationsmedium einen Einfluss auf die Resorption hat.
Der gleiche Ansatz im 6-Well System wurde mit einer Coffeinkonzentration von 10 uM im
apikalen Kompartiment und Probenentnahme auf der basolateralen Seite zwischen 2 und 24
h jeweils in DMEM /F12-Medium oder in HBSS durchgefiihrt. Dabei war kein Unterschied

fiir den Verlauf der Coffeinresorption zwischen Medium und Puffer erkennbar.

3.4.3 Stabilitdt und Metabolisierung der Curcuminoide im Millicell® System

Stabilitdt in HBSS:

Zur Uberpriifung der Stabilitit der Curcuminoide im Inkubationspuffer HBSS wurden CUR,
BDMC und iso-CUR iiber einen Inkubationszeitraum von bis zu 6 h in HBSS bei 37 °C zellfrei
inkubiert und extrahiert. Abbildung 24 zeigt die wiedergefundene Substanzmenge iiber die
Zeit.

CUR war unter diesen Inkubationsbedingungen bereits nach etwa 1 h zu 75 % zerfallen
und konnte nach 6 h nur noch in Spuren (3 %) detektiert werden, wohingegen BDMC und
iso-CUR iiber den gesamten Inkubationszeitraum stabil blieben. In DMEM /F12-Medium (s.
Kap. 3.1) war nach 1 h Inkubationszeit im Gegensatz zur Inkubation in HBSS noch 54 %
des CUR detektierbar. Eine Inkubation in HBSS beschleunigt somit den CUR-Zerfall.
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Abbildung 24: Zeitabhéngiger Substanzverlust von CUR, BDMC und iso-CUR in HBSS. Die
Substanzkonzentration betrug jeweils 50 pM. Dargestellt sind die MW + SW
von zwei unabhéngigen Bestimmungen.

Reduktion durch basolateral abgenommenes Medium:

Die Reduktion der Curcuminoide erfolgte schnell und effizient, so dass iiberpriift werden
sollte, ob die Caco-2 Zellen unspezifische Reduktasen an das Kulturmedium abgeben, die
eine Bildung der reduzierten Metaboliten aufterhalb der Zellen erméglichten. Dazu wurden
die Zellen normal kultiviert und am 21. Tag nach dem Ausstreuen das apikale und das baso-
laterale Kultivierungsmedium abgenommen (es war zu diesem Zeitpunkt ca. 2 Tage auf den
Monolayern) und es wurde bis zu 3 h mit CUR sowie HHC inkubiert (s. Kap. 5.13.4). Abbil-
dung 47 im Anhang zeigt, dass es bei CUR zwar zu einer leichten Konzentrationsabnahme
kam, gleichzeitig aber war kein Konzentrationsanstieg an HHC oder OHC zu erkennen. Bei
einer Inkubation mit HHC konnte ebenfalls keine Reduktion zu OHC beobachtet werden.
Die reduzierten Metaboliten werden deshalb nicht durch apikal oder basolateral abgegebene

Enzyme gebildet.

Sulfatierung der Curcuminoide:

Die Sulfatierung ist eine wichtige Konjugationsreaktion der Caco-2 Zellen, die durch 16sli-
che Sulfotransferasen katalysiert wird. Die gebildeten Sulfate wurden indirekt nach Spal-
tung mit Sulfatase aus Acetobacter aerogenes nachgewiesen. Zur Uberpriifung, ob diese ge-

fundenen Sulfate tatséchlich gebildet werden, wurden die hydrierten Curcuminoide HHC,
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HHBDMC und iso-HHC mit aktiviertem Sulfat (PAPS) als Cosubstrat und cytosolischem
Protein aus der Rattenleber nach 5.13.5 umgesetzt und die Retentionszeiten mit denen der
Kontrolle (ohne PAPS) verglichen. Zur Erfassung der Sulfate wurde dem Eluenten bei der
HPLC/DAD-Analyse ein Ionenpaar-Reagenz zugesetzt. Dieses dréingt die starke Dissoziation
der Sulfatgruppe bei der Messung zuriick. Ein Teil der Probe wurde mit Sulfatase hydroly-
siert.

Alle drei reduzierten Curcuminoide wurden sulfatiert und im HPLC-Chromatogramm konn-
ten nach der Umsetzung mit Rattenlebercytosol und PAPS vier neue Peaks detektiert wer-
den. Nach enzymatischer Hydrolyse mit Sulfatase waren diese Peaks nicht mehr erkennbar.
Es handelt sich vermutlich um drei monosulfatierte Konjugate (Sulfatierung am aromatischen
Ring und an den beiden OH-Gruppen im [-Diketo-Strukturelement) und ein disulfatiertes
Konjugat. Bei der Inkubation mit den Caco-2 Zellen spielt die Position der Sulfatgruppe kei-
ne Rolle, da hier ebenfalls vor der HPLC-Analyse eine enzymatische Spaltung mit Sulfatase
durchgefiihrt wurde. Dabei wurde aus der Differenz zwischen ungespaltener und enzymatisch
gespaltener Probe der Gehalt an Sulfat bestimmt. Der Umsatz war bei allen drei reduzierten

Curcuminoiden vergleichbar.

3.4.4 Bilanzierung der Curcuminoide

Um den Substanzverlust bei Inkubationen mit CUR, HHC, BDMC und iso-CUR abschétzen
zu konnen, wurden in 6-Well Platten ohne Inserts Bilanzierungsversuche durchgefiihrt.
Die Inkubation erfolgte am 21. Tag mit einer Substanzkonzentration von 50 uM in HBSS
fiir 3 h. Dazu wurden das Inkubationsmedium und das Zelllysat der abgeschabten Zellen
analysiert und die ermittelten Stoffmengen quantifiziert (siehe Kap. 5.13.6).

Da sich CUR in HBSS als instabiler erwies als im DMEM /F12-Medium, wurden diese
Versuche fiir CUR sowohl in HBSS als auch in DMEM /F12 durchgefiihrt.

Tabelle 11 zeigt, dass die Addition der Gehalte von CUR, seiner Metaboliten und deren
Menge in den Zellen eine Wiederfindung von 18 % nach der Inkubation in HBSS ergab.
Fir HHC wurden nach der Addition der HHC-Gehalte in HBSS und im Monolayer 46,6 %

wiedergefunden.
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Tabelle 11: Bilanzierung der Inkubation mit 50 uM CUR oder HHC in HBSS in einer 6-Well
Platte ohne Inserts fiir 3 h. Die MW + SW stammen aus zwei unabhéngigen
Versuchen. Die Absolutmenge ist im Medium auf nmol/4 ml und bei den Zellen
auf nmol/Insert bezogen. n.d.: nicht detektiert.

Absolutmenge Menge in %
Substanz bei Inkubation mit bei Inkubation mit
CUR HHC CUR HHC
CUR 1,51 + 0,87 - 1,50 + 0,96 -
HHC 2,61 £0,25 | 6,68 &£ 5,05 | 2,69 + 0,16 | 7,43 &+ 5,53
OHC 0,96 + 0,43 | 6,31 + 6,13 | 1,00 + 0,48 | 7,00 + 6,74
CUR-Gluc 0,19 4+ 0,22 - 0,19 £+ 0,22 -
HHC-Gluc 1,26 £ 0,01 | 0,92 £ 1,29 | 1,30 £ 0,06 | 1,04 £ 1,46
OHC-Gluc 0,05 + 0,06 | 0,11 + 0,16 | 0,05 + 0,07 | 0,12 + 0,18
CUR-Sulfat n.d. - n.d. -
HHC-Sulfat 5,83 £0,22 | 11,64 £ 5,26 | 6,03 + 0,00 | 13,07 4+ 6,10
OHC-Sulfat 4,76 + 2,97 | 15,64 £+ 2,31 | 4,99 + 3,26 | 17,52 4+ 2,87
CUR im Zelllysat | 0,04 + 0,01 - 0,04 £+ 0,01 -
HHC im Zelllysat | 0,03 £ 0,03 | 0,04 £ 0,05 | 0,03 &£ 0,03 | 0,04 4+ 0,05
OHC im Zelllysat | 0,20 £ 0,02 | 0,34 £ 0,24 | 0,20 £ 0,03 | 0,38 4 0,26
¥ = 18,02 > = 46,60

Mogliche Ursache fiir die geringe Wiederfindung von CUR kénnte die Instabilitdt von CUR
(Abbildung 24) in HBSS und eine mdogliche Nichtdetektion einiger Metaboliten sein. In der
Literatur ist beschrieben, dass CUR zwei GSH-Addukte bildet [Usta et al., 2007]. Diese
konnten aber in diesem System nicht erfasst werden. Bei einer Inkubation von CUR in
DMEM/F12 konnten 24 % des eingesetzten CUR wiedergefunden werden. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen der Stabilitidt. Die Ergebnisse der Bilanzierungsversuche von CUR und
HHC in DMEM/F12 sind in der Tabelle 24 im Anhang aufgelistet. Die Wiederfindung ist
mit 53 % fir HHC bei dieser Inkubation nur geringfiigig besser verglichen mit den oben

genannten Ergebnissen in HBSS.

Im Gegensatz zu CUR erwiesen sich iso-CUR und BDMC in HBSS als deutlich stabiler (s.

Kap. 3.4.3), aber es konnten in den Bilanzierungsversuchen verglichen mit CUR &hnlich nied-
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

rige Werte wiedergefunden werden. Wie in den Tabellen 25 und 26 im Anhang zu erkennen,
lagen die Wiederfindungen ebenfalls nur bei 19,5 % fiir iso-CUR und bei 33,4 % fiir BDMC
in HBSS.

Obwohl iso-CUR wie in Kap. 3.4.3 gezeigt, gut sulfatiert wurde, konnten bei den Bilanzie-
rungsversuchen keine Hinweise auf sulfatierte Konjugate gefunden werden. Der Substanzver-
lust kann nicht in Einklang mit der Stabilitdt gebracht werden, daher wurden vermutlich

nicht alle gebildeten Metaboliten im Inkubationsmedium und im Zelllysat erfasst.

3.4.5 Resorption von CUR

Da sich eine CUR-Konzentration von 30 M als zu niedrig fiir eine ausreichende Detektion
erwies, wurde im Folgenden die Inkubation im Millicel® System mit 50 uM CUR durchge-
fiihrt. Die Inkubationen erfolgten sowohl von der apikalen als auch von der basolateralen Seite

iiber einen Zeitraum von bis zu 6 h. Die Proben wurden wie in Kap. 5.13.6 aufgearbeitet.

Inkubation mit CUR von der apikalen Seite:

Die Ergebnisse der apikalen Inkubation mit CUR zeigt Abbildung 25.

Nach Zugabe von CUR konnten nur geringe Mengen unmetabolisiertes CUR auf der
basolateralen Seite detektiert werden, obwohl die Konzentration an CUR auf der apikalen
Seite deutlich abnahm. Nach 1 h waren im Bezug auf den Anfangswert noch ca. 11 %
CUR vorhanden und der Gehalt sank im Verlauf der Inkubationszeit auf 1 %. Das
CUR-Glucuronid wurde fast ausschliefslich in das basolaterale Kompartiment transportiert.
Mit steigender Inkubationszeit wurde mehr CUR-Glucuronid als reine Muttersubstanz
basolateral abgegeben. CUR wurde nur in geringem Maf sulfatiert und ausschlieflich auf der
basolateralen Seite detektiert. Wie bereits beschrieben (s. Kap. 3.4.1), wurden reduzierte
Metabolite gebildet, die zudem glucuronidiert oder sulfatiert wurden. Die reduzierten
Metaboliten HHC und OHC wurden iiberwiegend im apikalen Kompartiment gefunden.
Insgesamt lagen bilanziert nach 1 h ca. 10 % des CUR als reduzierte Metaboliten vor,
jedoch konnten basolateral nur geringe Mengen an reduzierten Metaboliten (hauptséchlich
sulfatiert) detektiert werden. Der Gehalt an HHC-Sulfat lag zwischen 1 und 3 %, der des
OHC-Sulfates bei etwa 1 %. Bis zu 0,5 % HHC-Sulfat konnten auch apikal gefunden werden.
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Abbildung 25: Zeitverlauf der Metabolisierung und Abgabe der Metaboliten an das jeweilige
Kompartiment nach Inkubation der Caco-2 Zellen mit 50 M CUR in HBSS
von der apikalen Seite bis zu 6 h. Dargestellt sind die MW + SD aus drei
unabhéangigen Versuchen.
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

Glucuronide von HHC und OHC waren apikal nicht und nur in Spuren auf der basolateralen

Seite zu detektieren.

Um den Verbleib von CUR in den Caco-2 Zellen zu iiberpriifen, wurden die Zellen mit den
Inserts ausgeschnitten, das gesamte Insert mit Folch-Reagenz extrahiert und die Extrakte
per HPLC/DAD analysiert. Mit der in Kap. 5.13.6 beschriebenen Methode kénnen aber
nur CUR, HHC und OHC erfasst werden, nicht jedoch die nichtextrahierbaren Sulfate und
Glucuronide. Abbildung 26 gibt die gefundene Menge an CUR, HHC und OHC im Monolayer

der Caco-2 Zellen an.

5_
[ CUR
4 [ JHHC
1 [ JOHC

Menge [nmol/5,5 mg Protein]

iy,

Abbildung 26: Menge an CUR, HHC und OHC in den Caco-2 Zellen nach Inkubation mit
50 uM CUR in HBSS von der apikalen Seite bis zu 6 h. Dargestellt sind die
MW + SW aus zwei unabhéngigen Versuchen.

CUR wurde, wie auch in den anderen untersuchten Zelllinien (s. Kap. 3.3.1), zu Beginn der
Inkubationszeit von 1 h sehr stark akkumuliert. Nach 1 h wurden 5 % des inkubierten CUR
in den Zellen detektiert und diese Menge nahm mit der Zeit wieder ab. HHC und OHC

reicherten sich dagegen in den Zellen kaum an (0,4 und 0,2 %).

Inkubation mit CUR von der basolateralen Seite:

Wenn der Caco-2 Monolayer basolateral inkubiert wurde, gelangten nur 0,01 % CUR ins
apikale Kompartiment (s. Abbildung 48 im Anhang). Nach einer Inkubationszeit von 1 h
waren auf der basolateralen Seite noch 9 % CUR vorhanden, die Menge von 4 % CUR blieb

iiber den weiteren Inkubationszeitraum konstant. Auf der Donorseite wurden etwa 15 %
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CUR-Glucuronid und ca. 5 % CUR-Sulfat gefunden. Die reduzierten Metaboliten wurden
ebenfalls fast ausschliefslich auf der Donorseite gefunden, davon 5 % als HHC und 1 % als
OHC. HHC wurde wiederum sulfatiert und das HHC-Sulfat war in beiden Kompartimenten
mit weniger als 0,3 % zu finden. Das Sulfat von OHC war nur in Spuren im apikalen

Kompartiment detektierbar.

Zusammengenommen wurde CUR nach Inkubation von beiden Kompartimenten schlecht
resorbiert, schnell reduziert und die reduzierten Metaboliten konjugiert. CUR wurde nur
wenig im Akzeptorkompartiment gefunden, HHC und OHC wurden an das Donorkomparti-
ment abgeben. Konjugierte Metabolite wurden ebenfalls vorwiegend an die basolaterale Seite
abgegeben. In einer Arbeit, in der die Resorption mit dem Caco-2 System untersucht wurde,
konnte gezeigt werden, dass die Zellen mit CUR GSH-Addukte bildeten. Aber es wurden
keine konjugierten oder reduzierten Metaboliten des CUR detektiert [Usta et al., 2007].

3.4.6 Resorption von HHC

Inkubation mit HHC von der apikalen Seite:

Um die Resorptionsergebnisse des CUR mit denen seines Hauptmetaboliten zu vergleichen,
wurden dieselben Resorptionsversuche mit 50 yM HHC bis zu 6 h durchgefiihrt. Die
Inkubation erfolgte wie fiir CUR in HBSS vom apikalen und basolateralen Kompartiment.

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der apikalen Inkubation.

Bei der Inkubation nahm die HHC-Menge im apikalen Kompartiment deutlich langsamer
ab als bei den Versuchen mit CUR. Nach einer einstiindigen Inkubation waren noch 67 %
HHC und nach 6 h 25 % HHC auf der apikalen Seite vorhanden. Uber den gesamten
Inkubationszeitraum gelangten nur zwischen 3 und 4 % unmetabolisiertes HHC ins basola-
terale Kompartiment. Diese Menge blieb iiber die gesamte Zeit unverdandert. HHC-Sulfat
wurde auf die Donorseite nur wenig abgegeben, wahrend auf der basolateralen Seite sowohl
HHC-Glucuronid als auch Sulfat zu finden war. Dabei trat das Glucuronid nur in Spuren
von etwa 1 % auf, wohingegen die Sulfatmenge mit der Zeit von 1 auf 4 % zunahm. Der

reduzierte Metabolit des HHC, OHC wurde zu beiden Seiten, jedoch vermehrt auf die
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Abbildung 27: Zeitverlauf der Metabolisierung und Abgabe der Metaboliten an das jeweilige
Kompartiment nach Inkubation der Caco-2 Zellen mit 50 pM HHC in HBSS
von der apikalen Seite bis zu 6 h. Dargestellt sind die MW + SD aus drei
unabhéangigen Versuchen.

apikale Seite abgegeben. Der Gehalt an OHC auf der apikalen Seite stieg von 6 % nach
1 h Inkubation auf 18 % nach 6 h Inkubation an, ins basolaterale Kompartiment gelangte
jedoch nur 1 % OHC. OHC wurde nicht glucuronidiert gefunden, die gebildete Sulfatmenge

stieg in beiden Kompartimenten von 0,1 auf 4 % an.
Um den Gehalt an HHC in den Monolayern abzuschétzen, wurden hier ebenfalls die Inserts

ausgeschnitten und gemaft Kap. 5.13.6 aufgearbeitet. Die detektierten Substanzgehalte von
HHC und OHC sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: HHC-Stoffmenge in den Caco-2 Zellen nach Inkubation mit 50 M HHC.
Dargestellt sind die MW + SW von zwei unabhéngigen Bestimmungen.
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Im Gegensatz zu CUR wurden deutlich geringere Mengen an HHC und OHC in den Zellen
angereichert. Nur etwa 0,5 % an HHC und OHC konnte in den Zellen gefunden werden.

Inkubation mit HHC von der basolateralen Seite:

Wurde mit HHC von der basolateralen Seite inkubiert, blieb dessen Menge im Donorkom-
partiment {iber den gesamten Inkubationszeitraum unverdndert (Ergebnisse in Abbildung
49 im Anhang). Zwischen 80 und 90 % des HHC konnten auf der basolateralen Seite wieder-
gefunden werden. Weniger als 1 % HHC wurde in das apikale Kompartiment transportiert.
In beiden Kompartimenten war wenig OHC zu finden, etwas grofere Mengen wurden auf
der Donorseite gefunden. Auf der basolateralen Seite konnten nur zu einigen Zeitpunkten

geringe Mengen an HHC-Glucuronid gefunden werden.

Zusammenfassend zeigte sich, dass HHC ebenso wie CUR, schlecht aus dem apikalen Kom-
partiment aufgenommen werden konnte. Bei einer Inkubation von der basolateralen Seite
gelangte so gut wie kein HHC in die Zellen. Die konjugierten Metabolite wurden auch hier-
bei vorwiegend ins basolaterale Kompartiment abgegeben, wobei das reduzierte OHC in

groferer Menge an die Donorseite entlassen wurde.
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

3.4.7 Resorption von Bisdemethoxycurcumin

Inkubation von BDMC von der apikalen Seite:

Mit BDMC wurde nur ein Versuch durchgefiithrt, um dessen Resorption im Millicell®
System zu untersuchen. Dabei wurden die Sulfate nicht erfasst, da keine Sulfatspaltung
durchgefiihrt wurde. Die Inkubation erfolgte analog zu den Inkubationen mit CUR und
HHC (50 M, 0 - 6 h). In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Inkubation gezeigt.

Nach apikaler Applikation konnten nur 0,1 % unmetabolisiertes BDMC auf der basolateralen
Seite der Membran gefunden werden. BDMC wurde zu den Metaboliten Hexahydro-BDMC
(HHBDMC) und Octahydro-BDMC (OHBDMC) reduziert, die in groferen Mengen zur
Donor- als zur Akzeptorseite abgegeben wurden. Auf der apikalen Seite waren rund 10 %
und auf der basolateralen Seite ca. 2 % reduzierte Metabolite vorhanden. Die Glucuronide
von BDMC und in geringerem Ausmals auch von HHBDMC wurden hauptséchlich zur

basolateralen Seite abgegeben.

BDMC wurde von den Caco-2 Zellen nicht besser resorbiert als CUR oder HHC. Die reduzier-
ten Metaboliten wurden ebenso wie bei der Inkubation mit CUR in verstarktem Mafie an die
apikale Seite zuriick transportiert, wiahrend die konjugierten Metabolite auf die basolaterale

Seite abgegeben wurden.

3.4.8 Die Permeabilitatskoeffizienten der Curcuminoide

Der P,,,-Wert liefert eine Aussage iiber die Resorptionseigenschaften einer Substanz. Je nied-
riger dieser Wert ist, desto schlechter wird eine Substanz nach oraler Aufnahme im Darm
resorbiert (s. Einleitung Kap. 1.2.2). Yee et al. [1997] beschreiben einen sigmoiden Zusam-
menhang zwischen dem P,,,-Wert und der Resorption nach oraler Gabe einer Substanz. Zur
Charakterisierung der Resorptionseigenschaften der Curcuminoide wurden deren P,,,-Werte
zu verschiedenen Inkubationszeiten mit der Formel aus Kap. 5.13.7 berechnet. In der Tabelle
12 sind die berechneten P,,,-Werte fiir CUR zusammengefasst. Da mit CUR von der apika-
len und der basolateralen Seite inkubiert wurde, konnte der P,,,-Wert in beide Richtungen

bestimmt werden.
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Abbildung 29: Stoffmenge an BDMC und seinen Metaboliten im jeweiligen Kompartiment
nach Inkubation der Caco-2 Zellen mit 50 pM BDMC bis zu 6 h von der
apikalen Seite. Dargestellt sind die Werte aus einer Einfachbestimmung ohne
Sulfatspaltung.
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Tabelle 12: P,,,-Werte fiir CUR und CUR mit Metaboliten. Die MW + SD wurden zu ver-
schiedenen Zeitpunkten berechnet und stammen aus drei (apikal — basolateral)
bzw. aus einem (basolateral — apikal) Versuch.

Popp [ 1075 cm/s]
apikal — basolateral | basolateral — apikal
Zeitpunkt CUR CUR + CUR CUR +
[h] Metabolite Metabolite
1 0,05 +£ 0,05 | 0,50 + 0,24 | 0,03 0,7
2 0,07 £ 0,07 | 1,01 £ 0,17 | 0,01 0,35
3 0,04 £ 0,06 | 1,21 £ 0,49 | 0,01 0,36
4 0,03 £ 0,03 | 1,12 + 0,49 0 0,17
5 0,03 £ 0,02 | 1,05 + 0,30 0 0,16
6 0,03 £ 0,03 | 1,33 £+ 0,55 0 0,2

CUR zeigt dabei iiber den gesamten Inkubationszeitraum bis zu 6 h sehr niedrige P,,,,-Werte.
Werden die Metaboliten in die Berechnung mit einbezogen, liegen die P,,,-Werte bei 1 h
um 1,33 + 0,55 x 107% cm/s. Insgesamt sind die Werte verglichen mit der Positivkontrolle
Coffein aber sehr niedrig (s. Kap. 3.4.2).

Der P,,,-Wert fiir HHC kann ebenfalls fiir die Applikation von beiden Kompartimenten er-
mittelt werden. Tabelle 13 fasst die ermittelten P,,,-Werte fiir HHC zusammen.

Bei der Inkubation mit HHC und BDMC (Tabelle 27 im Anhang) wird deutlich, dass der
Papp-Wert in der ersten Stunde nach Inkubationsbeginn am hochsten ist. Im Zeitverlauf fallt
der Wert und bleibt dann konstant auf niedrigem Niveau. Der Wert sollte daher trotz Zei-
tunabhéngigkeit (s. Formel in Kap. 5.13.7) nur zu frithen Inkubationszeitpunkten bestimmt
werden. Auch bei HHC und BDMC wurde der P,,,-Wert mit deren Metaboliten bestimmt.
Dieser war im Gegensatz zur Inkubation mit CUR deutlich héher. Die Grofenordnung bleibt
aber gleich und somit auch das Ausmafl der Resorption. Von der apikalen Seite ins basolate-
rale Kompartiment sind die bestimmten P,,,-Werte jeweils grofer als bei der umgekehrten

Inkubation.
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Tabelle 13: P,,,-Werte fiir HHC und HHC mit Metaboliten. Die MW =+ SD wurden zu ver-
schiedenen Zeitpunkten berechnet und stammen aus drei (apikal — basolateral)
bzw. aus zwei (basolateral — apikal) Versuchen.

Popp [x 1075 cm/s]

apikal — basolateral basolateral — apikal

Zeitpunkt HHC HHC + HHC HHC +
[h] Metabolite Metabolite
1 3,30 + 1,80 | 5,50 + 4,00 | 0,76 4+ 0,05 | 0,93 + 0,12
2 1,90 + 0,73 | 4,11 £ 1,49 | 0,41 + 0,02 | 0,56 £ 0,01
3 0,84 + 0,21 | 2,20 £ 0,42 | 0,18 = 0,01 | 0,22 + 0,02
4 0,78 £ 0,20 | 2,72 + 0,64 | 0,23 £ 0,14 | 0,23 + 0,17
5 0,61 + 0,23 | 2,17 £ 0,13 | 0,12 + 0,04 | 0,13 + 0,19
6 0,54 + 0,26 | 2,19 £+ 0,63 | 0,13 = 0,07 | 0,18 = 0,06

Die P,p,-Werte sind fiir alle drei Substanzen sehr niedrig, was auf eine niedrige Resorp-
tion nach oraler Gabe schliefen lasst. Fir HHC konnte nach 1 h ein P,,,-Wert von
3,3 x 107% cm/s berechnet werden, der auf eine mittlere Resorption zwischen 20 und 70 %
schliefen lasst (s. Kap. 1.2.2). Unter der Berticksichtigung der Hauptsubstanz HHC und sei-
ner Metabolite bleibt der P,,,-Wert {iber den gesamten Inkubationszeitraum von 6 h grofer

als 1 x 107% cm/s. Damit wird HHC etwas besser resorbiert als CUR und BDMC.

3.4.9 Zusammenfassung der Aufnahme der Curcuminoide

Die Caco-2 Zellen verhielten sich im Vergleich zu den anderen verwendeten Zelllinien
(HepG2, HT29, Ishikawa und V79) analog im Hinblick auf die Aufnahme von CUR aus dem
Inkubationsmedium. Zu Beginn der Inkubationszeit konnten bis zu 5 % der inkubierten
Substanzmenge im Zelllysat gefunden werden. Die Caco-2 Zellen sind etwas grofer als die
tibrigen Zelllinien (Zelldurchmesser: 16,9 + 0,61 um, s. Kap. 5.6). Sie besitzen aufgrund
ihrer Groke und da sie 21 Tage ausdifferenzieren mehr Lipide und Proteine. Moglicher-
weise erfolgte deshalb diese ausgeprigte Akkumulation in den Zellen. Die aufgenommene
CUR-Menge sank aber schnell im Verlauf der Inkubationszeit von 6 h, was bedeutet, dass
CUR von den Zellen ziigig metabolisiert wurde und entweder konjugiert ans basolaterale

oder reduziert ans apikale Medium abgegeben wurde. Der polarisierte Monolayer war nur
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in der Lage von der apikalen Seite der Membran die Curcuminoide aufzunehmen. Bei einer
Inkubation von der basolateralen Seite wurden nur geringe Mengen an CUR und HHC
resorbiert, das heilit iibertragen auf die in vivo-Situation, dass einmal ins Blut gelangtes

CUR nicht wieder in das Darmlumen zuriickgegeben wird.

Usta et al. [2007] beschreiben, nach einer Inkubation mit 160 nmol CUR von beiden Seiten
des Monolayers, eine bevorzugte Abgabe von GSH-Addukten des CUR an das apikale
Kompartiment. Dabei wird ein Adduktgehalt von bis zu 36 nmol erreicht und es werden

aktive Transportprozesse durch die Caco-2 Zellen vermutet.

Im verwendeten Millicell® System der vorliegenden Arbeit konnten auch nach Optimierung
der LC/MS-Methode in keinem Inkubationsmedium Spuren von GSH-Addukten gefunden
werden. Da aber eventuell die Bedingungen nach wie vor nicht optimal waren, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die hier verwendeten Caco-2 Zellen ebenfalls GSH-Addukte
bildeten. Diese fehlen daher in der Bilanzierung und bei den Resorptionsversuchen.

In keinem Versuch konnte eine Beeinflussung der Intaktheit des Monolayers durch Inku-
bation mit CUR beobachtet werden. Die Bestimmungen der LY-Passage nach Abschluss
der Inkubationen (bis zu 18 h) ergaben keine Erhthung der Farbstoffmenge im basolate-
ralen Kompartiment, obwohl der antiproliferative Effekt von CUR auf die Caco-2 Zellen
bereits beschrieben wurde. Lev-Ari et al. [2005] inkubierten die Caco-2 Zellen nach einer
24-stiindigen Anwachsphase mit CUR (bis zu 30 uM) und konnten eine Verringerung der
Viabilitat der Zellen beobachten. Eigene Versuche mit den Caco-2 Zellen zeigten weder nach
einer Anwachsphase von 24 h noch nach der vollstandigen Ausdifferenzierung von 21 Tagen

mit CUR~Konzentrationen von bis zu 100 uM eine Verringerung der Viabilitat im MTT-Test.

CUR wurde von den Caco-2 Zellen in geringem Mafs resorbiert und die konjugierten
Metaboliten wurden vorwiegend an die Blutseite abgegeben. Diese Tatsache koénnte die
geringe Detektion von unkonjugiertem CUR bei in vivo-Untersuchungen erkléren [Sharma
et al., 2007]. Die reduzierten Metaboliten HHC und OHC wurden im Gegensatz dazu,
vor allem an die Darmseite abgegeben, kénnten dann wieder aufgenommen und an die

Blutseite abgegeben werden. HHC selbst wurde deutlich besser aufgenommen als CUR.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Diese Beobachtung bestatigte ein Vergleich der P,,,-Werte von CUR und HHC. HHC
wurde auf der Blutseite sowohl konjugiert als auch unkonjugiert detektiert. Da nur geringe
CUR-Stoffmengen im basolateralen Kompartiment detektiert werden konnten, besteht
die Moglichkeit, dass CUR die Zellen in oder an durch die Caco-2 Zellen produzierte
Lipoproteine gebunden verldsst. Die Extrahierbarkeit von CUR aus diesen Partikeln kénnte
noch geringer sein als aus proteinreichen Losungen. Da die Lipophilie von HHC aber deutlich
geringer als die von CUR ist, wurde mehr davon im basolateralen Medium gefunden und es

konnte eventuell schlechter an Lipidpartikel gebunden iiber das Blut transportiert werden

als CUR.

Da die Caco-2 Zellen in der Lage sind unter geeigneten Inkubationsbedingungen die human-
ahnlichen Lipoproteine CM, VLDL, IDL und HDL zu produzieren und an das basolaterale
Kompartiment abzugeben, sollte die Detektion im basolateralen Medium nicht nur durch eine
reine Extraktion erfolgen, sondern zudem eine vorangehende UZ mit Hilfe eines Dichtegra-
dienten durchgefiihrt werden. Das Extraktionmittel Ethylacetat wird durch Folch-Reagenz
ersetzt, da dieses als geeignetes Extraktionsmittel fiir Lipide gilt [Folch et al., 1957]. Im

folgenden Kapitel sind die Ergebnisse zusammengefasst.

3.4.10 Untersuchungen zur Sekretion von Lipoproteinen durch Caco-2 Zellen

Caco-2 Zellen besitzen die Fahigkeit nach der Ausdifferenzierung basolateral die Lipoprote-
ine (CM, VLDL, LDL, IDL und HDL) abzugeben. Die Auftrennung dieser ist mit Hilfe von
UZ im Dichtegradienten méglich (s. Kap. 5.13.9).

Mit verschiedenen Substanzen wurde untersucht, wie die Bildung und Sekretion dieser Lipo-
proteine durch unterschiedliche Zusétze zu den Inkubationsmedien beeinflusst werden kon-
nen (s. Einleitung 1.2.3). Als Positivkontrolle fiir die Verteilung einer Substanz in den Li-
poproteinen sollte das gut beschriebene Vitamin E verwendet werden [Anwar et al., 2006;
Tsuzuki et al., 2007]. Nach Inkubation in Kombination von OA und TC wurde Vitamin E
mit steigender Menge in den proteinreicheren Fraktionen gefunden. Wurde der Caco-2 Mo-
nolayer allerdings mit Vitamin E vorinkubiert und anschlieffend mit OA und TC in selben
Mischungsverhaltnis wie zuvor zur Sekretion von Lipoproteinen angeregt, wurde vermehrt

Vitamin E in den Fraktionen der CM und VLDL gefunden [Anwar et al., 2006]. Eine Verwen-
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

dung von Vitamin E als Positivkontrolle erwies sich als sehr ungeeignet, da eine Detektion
per HPLC/Fluoreszenzdetektor nicht eindeutig war. Daher sollten im Folgenden die Lipo-
proteine mit Hilfe der Fettsduren Palmitinsiure (C16:0), Stearinsiure (C18:0), Olsdure (OA,
C18:1) und Cholesterol (Chol) iber GC/FID-Analysen charakterisiert werden. Die Fettsau-
reverteilung bzw. deren Stoffmenge und der Proteingehalt sollten die einzelnen UZ-Proben

charakterisieren.

Stabilitat der Curcuminoide im UZ-Versuch:

Die Aufarbeitungszeit wahrend der UZ betrigt mindestens 21 h, und es bestand die Befiirch-
tung, dass die CUR-Konzentration in dieser Zeit stark abnimmt. Die Stabilitat von 30 uM
CUR (1 % DMSO) wurde daher in reinem HBSS bzw. in nach 18 h Inkubation basolateral
entnommenem HBSS, welche die von Caco-2 Zellen produzierten Lipoproteine enthielt. Die
Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 5.13.9 beschrieben. Durch die enthaltenen Lipoproteine
konnten 16,9 % CUR im Bezug auf den 0 h-Wert wiedergefunden werden, im Gegensatz
dazu konnten im reinen HBSS weniger als 1 % detektiert werden. Die zusétzlich untersuch-
ten Curcuminoide iso-CUR und HHC zeigten ebenfalls eine Substanzstabilisierung durch die

vorhandenen Lipoproteine.

Charakterisierung der einzelnen Lipidfraktionen:

Die Charakterisierung der zehn Fraktionen, die mit Hilfe der UZ erhalten wurden, erfolgte
zunachst iiber die Ermittlung des Proteingehalts. Dabei war die Ermittlung mit Hilfe
des Bradford-Reagenz schwierig, da die Kaliumbromid (KBr)-Losungen unterschiedlicher
Dichte verschiedene Blindwerte hatten. Um diesen Effekt zu vermindern, wurde jeweils
eine Leerprobe nur mit HBSS zentrifugiert. Durch Subtraktion der jeweiligen Blindwerte
waren die Proteingehalte in den Fraktionen 5, 6 und 10 bestimmbar. Diese entsprechen
den Fraktionen von IDL und HDL und besitzen die héchsten Proteingehalte (s. Einleitung
1.2.3).

Die Verteilung der Fettsduren wurde mit Hilfe von GC/FID-Messungen ermittelt. Nach
einer Inkubation mit DMEM /F12-Medium bzw. mit Medium und FKS waren die unter-

suchten Fettsduren in den einzelnen Fraktionen sehr homogen verteilt. Erhohte Gehalte

79



3 Ergebnisse und Diskussion

konnten in keiner Fraktion gefunden werden. Die Inkubation mit gemischten Micellen (mit
postprandialer Zusammensetzung, s. 5.13.9) hatte auf die Sekretion von C16:0, C18:0 sowie
Chol eine steigernde Wirkung. Die Zusammensetzung dieser gemischten Micellen enthélt

allerdings bereits Chol und die beiden Fettséduren, diese sind dabei im PC enthalten.

Die Inkubation mit OA sollte laut Literatur [Luchoomun und Hussain, 1999; van Greeven-
broek et al., 2000] die Abgabe von CM und VLDL anregen. Mit Hilfe der GC/FID-Analysen
konnte aber nur gezeigt werden, dass nach Inkubation mit 1 mM OA die Bildung von

LDL-Partikeln gesteigert wurde.

Damit sind noch keine eindeutigen Ergebnisse fiir die Lipoproteine, die durch Caco-2 Zellen
gebildet und sezerniert werden, bekannt. Ein Transport der Curcuminoide mit Hilfe dieser
Lipoproteine kann noch nicht abgeschatzt werden. Die Instabilitidt von CUR wird wihrend
der langen Aufarbeitungszeit den Nachweis fiir einen Einbau in die Lipoproteine erschweren,
zudem miissen gebildete und ans Medium abgegebene Metaboliten von denjenigen unter-

schieden werden, die ebenfalls iiber die Lipoproteine transportiert werden.

3.4.11 Metabolismus durch intestinale Bakterien

Der humane Darm spielt eine wichtige Rolle in der Aufnahme von Nahrungsbestandteilen
und Xenobiotica. Die Schleimhaut des Dickdarms beheimatet 104 - 10'> bakterielle Keime.
Es wurden bisher zwischen 400 und 500 verschiedene Gattungen charakterisiert, die in
anaerobe und aerobe Bakterien unterteilt werden kénnen [Beckmann und Riiffer, 2000]. Zu
den anaeroben Bakterien gehoren z. B. Bifidobakterien, Clostridien sowie die Keime der
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas-Gruppe, z. B. Bacteroides fragiles und uniformas.
Die aeroben Bakterien bestehen aus Enterobakterien wie Escherichia coli, Klebsiellen,
Enterobacter, Citrobacter und Enterococcus, Bacillus sowie Staphylococcus und Strepto-
coccus [Beckmann und Riiffer, 2000; Hill, 1995; Hoffmann, 1966]. Das Verhaltnis zwischen
anaeroben und aeroben Bakterien liegt bei etwa 1:10 [Hill, 1995]. 10° - 10'* koloniebildende
Einheiten pro Gramm Fézes (KBE/g) machen 50 % der Gesamtmasse des Stuhls aus und
zeigen die dichte mikrobielle Besiedelung des Darms [Beckmann und Riiffer, 2000].
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Als Metabolisierungsreaktionen dieser Mikroflora werden Deglycosylierung, Ringspaltung,
Reduktion, Decarboxylierung, Demethylierung und Dehydroxylierung beschrieben, z. B.
bei den Isoflavonen Daidzin und Genistin [Coldham et al., 2002; Hur et al., 2000] oder
dem Flavanol (-)-Epicatechin 3-O-gallat [Meselhy et al., 1997|. Als Enzyme wurden neben
Cellulasen, Lipasen, Decarboxylasen und anderen Proteinasen weiterhin fremdstoffme-
tabolisierende Enzyme wie UGT, SULT, Reduktasen, Oxidasen und Dehydrogenasen

nachgewiesen [Beckmann und Riiffer, 2000].

Uber den Metabolismus von CUR mit humanen intestinalen Bakterien ist bisher wenig
bekannt. Fiir die Aufnahme und Verteilung in diverse Organe spielt es eine entscheidende
Rolle, ob CUR als Muttersubstanz aufgenommen wird, oder ob nur dessen Metaboliten
resorbiert werden. In bisherigen Studien wurde vor allem nach CUR, dessen Glucuronid und
Sulfat gesucht. Andere Metaboliten wurden vernachlassigt. Moglicherweise wird CUR aber
nicht direkt aufgenommen, sondern zunéchst durch humane Darmbakterien verstoffwechselt.
Zur Uberpriifung, ob die verwendete Suspension humaner Fizesbakterien (Herstellung s.
Kap. 5.15.6) geeignet war fiir Metabolismusuntersuchungen, sollte das System mit Hilfe
des Saugerlignans Matairesinol (MAT) etabliert werden. Die Metabolisierung von MAT ist
bereits ausreichend charakterisiert [Clavel et al., 2005; Heinonen et al., 2001; Wang et al.,
2000]. Erst nach der Etablierung des Systems sollten Inkubationsversuche mit CUR folgen.

Zu Beginn der Experimente wurde eine Suspension aus der Fézes einer schlachtfrischen
Ratte gewonnen (Gewinnung s. Kap. 5.15.5). Die Inkubationsversuche mit diesen Proben
ergaben aber einen geringen Substanzumsatz, selbst nach Erhéhung der Bakterienmenge
durch zuséatzliche Fazessuspension. Zur Identifizierung und Charakterisierung der Metabo-
liten miissen aber ausreichende Mengen gebildet werden. Daher wurde auf eine Suspension

aus humanen Fézesbakterien gewechselt (s. Kap. 5.15.6).

3.4.12 Metabolismus des Saugerlignans Matairesinol

Fiir die Lignane MAT und Secolariciresinol wird ein charakteristischer intestinaler Metabo-
lismus beschrieben, dabei erfolgt zunéchst eine zweifache Demethylierung und anschliefend

eine zweifache Dehydroxylierung am aromatischen Ring [Heinonen et al., 2001; Wang et al.,
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2000]. Diese Metabolisierung erfolgt vor allem im humanen Darm durch dort vorkommende
Bakterien [Bowey et al., 2003; Eeckhaut et al., 2008]. Aus MAT wird dadurch das Entero-
lakton gebildet, dem eine schwach estrogene [Kulling et al., 1998] und eine antikanzerogene
Wirkung zugeschrieben wird [Bergman Jungestrom et al., 2007; Kulling et al., 1998;
Wang, 2002; Welshons et al., 1987]. Hierbei handelt es sich um eine Aktivitétssteigerung
des Metaboliten gegeniiber der Muttersubstanz. Da der Metabolismusweg von MAT gut
beschrieben ist, wurde MAT als Positivkontrolle fiir die Fahigkeit der Fazessuspension zur
Demethylierung und Dehydroxylierung verwendet. Abbildung 30 gibt einen Uberblick iiber
die ablaufenden Demethylierungen und Dehydroxylierungen im Metabolismus des MAT.

Die ablaufenden Reaktionsschritte sind fiir verschiedene Bakterienstamme wie z.B. Pepto-
streptococcus sp. SDG-1 und Fubacterium sp. SDG-2 gut bekannt [Wang et al., 2000]. Dabei
entstehen im Zeitverlauf alle gezeigten Metaboliten, wobei die Demethylierung bevorzugt
ablauft [Wang et al., 2000; Wang, 2002|. Mit Hilfe dieser Metabolisierungsschritte sollte
iiberpriift werden, ob in den Suspensionen eine geeignete Anzahl an Bakterien vorlag und
ob ebenfalls alle Zwischenstufen der Metabolisierung des MAT gefunden werden kénnen. Es

wurde davon ausgegangen, dass MAT analog zur Literatur umgesetzt wird.

Die Inkubationen erfolgten wie in Kap. 5.15.7 beschrieben. Nach Ablauf der Inkubationszeit
unter anaeroben Bedingungen wurden die Suspensionen mit der dreifachen Menge Ethyl-
acetat extrahiert, nach dem Einengen zur Trockene in MeOH aufgenommen und ein Aliquot
mit Hilfe der LC/MS analysiert. Als Inkubationszeit eignete sich ausschlieflich eine Dauer
von 72 h, da bei kiirzeren Inkubationszeiten keine ausreichende Menge an Metaboliten zur
Analyse gebildet wurde. Als Negativkontrollen wurden jeweils Inkubationen mit autokla-
vierter Fazessuspension durchgefiihrt. Durch den Prozess des Autoklavieren (121 °C, 1 bar)
sollen alle vorhandenen Bakterien und Sporen abgetdtet werden, so dass kein Umsatz der

Testsubstanzen erfolgen kann.

Mit Hilfe von LC/MS-Analysen und dem Enterolakton als Referenzsubstanz konnten alle
Metaboliten des MAT gefunden werden. Zusétzliche MS/MS-Analysen auf das Mutterion

sind jedoch notig, um die Identitdt der Substanzen eindeutig zu kliren, da in den auto-
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Abbildung 30: Schematischer Verlauf der Metabolisierung von MAT durch humane Fézes-
bakterien zu Enterolakton (M5). OH: Hydroxygruppe, Me: Methoxygruppe.
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klavierten Proben fiir die Masse und Retentionszeit von Enterolakton ebenfalls ein Peak
vorhanden war. Somit erwies sich die Fézessuspension als geeignet fiir die Untersuchung des
humanen intestinalen Metabolismus und wurde im Folgenden zur Inkubation mit CUR und

HHC verwendet.

3.4.13 Metabolismus von CUR und HHC

Nachdem eine Metabolisierung von MAT mit der Fézessuspension erfolgte, sollte anschlie-
fend eine Inkubation mit CUR durchgefiihrt werden. Da CUR eine strukturelle Ahnlichkeit
mit MAT besitzt, lag die Uberlegung nahe, dass CUR analog MAT metabolisiert wird. Ab-
bildung 31 zeigt die Strukturformeln von MAT und CUR, erkennbar sind die beiden aromati-
schen Ringe mit den beiden Hydroxy- und Methoxygruppen, die iiber eine Kohlenstoff-Kette

miteinander verbunden sind.

H3CO
O ° OH ©
HO
H3CO O X = O OCHjs
) Ho

OH
OCHs
OH

MAT CUR

Abbildung 31: Chemische Strukturen von MAT und CUR.

Falls diese strukturelle Ahnlichkeit geniigt, sollte CUR analog zum Metabolismusweg von
MAT umgesetzt werden. Der Metabolismusweg fiir CUR durch anaerobe Darmbakterien

wird wie in Abbildung 32 angenommen.
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In diesem Testsystem wurde ebenfalls die Instabilitiat von CUR iiberpriift. Die Inkubationen
erfolgten anaerob in autoklavierter Fazessuspension und in Kalium-Phosphat-Puffer {iber
einen Zeitraum von 0 bis 72 h. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben extra-
hiert, an der Evaporatorzentrifuge eingeengt und der Riickstand in MeOH aufgenommen.
Die Analyse erfolgte mit Hilfe der LC/MS (s. Kap. 5.15.7). Bei der Uberpriifung der Stabi-
litdt unter anaeroben Bedingungen konnte gezeigt werden, dass CUR durch Inkubation im
Puffer wenig und durch Bestandteile der Féazessuspension gut stabilisiert wird (Abbildung
33).

3,5x10" Stabilitat von CUR
3,0x10"
2,5x10"

2,0x10"

1,5x107

Flache [uAU]

1,0x10

5,0x10°

0,0

Abbildung 33: Zeitverlauf der CUR-Abnahme in autoklavierter Fézessuspension (AF) und
Kalium-Phosphat-Puffer (KPP). Dargestellt ist die UV-Fldche (bei 420 nm)
in ultra Absorption Units [uAU| der LC/MS-Messung im Zeitverlauf aus ei-
nem Versuch.

Die nachgewiesene CUR-Menge nimmt im Puffer innerhalb von 24 h bereits um iiber 90 %
ab, in der autoklavierten Fézessuspension dagegen fallt sie innerhalb der gesamten Inkuba-
tionszeit von 72 h auf 43 % ab. Diese Beobachtungen bestatigen die Stabilitatsuntersuchun-
gen von CUR in HBSS (s. Kap. 3.4.3), da auch hier innerhalb von nur 1 h {iber 75 % des
CUR zerfallen waren. Die Triibstoffe der Fézessuspension oder andere (proteinreiche) Fé-
zesbestandteile stabilisierten das CUR deutlich. Eine Inkubation mit CUR iiber den langen
Inkubationszeitraum von 72 h erscheint moglich, ohne dass dabei das gesamte CUR zerfallen
sein sollte.

Aufgrund der Instabilitit von CUR sollte der angenommene Metabolismusweg zuerst mit
dem reduzierten Metaboliten HHC abgeklédrt werden. Abbildung 34 zeigt den erwarteten

Metabolismusweg nach Inkubation von intestinalen Bakterien mit HHC.
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Zur Bestimmung des Metabolismuswegs von HHC wurden die CUR-Derivate geméfs Pabon
et al. [1964] hergestellt, soweit moglich sdulenchromatographisch getrennt und mit Hilfe ka-
talytischer Hydrierung (s. Kap. 5.15.1) dadurch die gewiinschten HHC-Derivate erhalten.
Nach Optimierung der LC/MS-Messmethode wurden die erwarteten Metaboliten anhand
ihrer Retentionszeit und ihrer charakteristischen Fragmentierung bestimmt. Als Reinsub-
stanzen wurden HHC, H2, H3, H8 und H9 erhalten. Die chromatographischen Eigenschaften
sind in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Chromatographische Daten fiir die HHC-Fazesmetaboliten. HPLC- und MS-
Bedingungen siehe Kap. 5.3.3. tz: Retentionszeiten in der LC/MS.

Metabolit | Masse | tg | LC/MS LC/MS/MS-Fragmentierung
[g/mol| | [min| | [M-H|~ m/z (rel. Intensitét)
HHC 374 13,3 373 121 (5), 165 (23), 179 (100), 193 (28)
H2 358 | 14,8 | 357 | 163 (9), 179 (43), 193 (100)
H3 346 | 88 | 345 | 121 (13), 165 (100), 179 (68)
HS 328 | 182 | 327 | 131 (1), 149 (100), 163 (5)
H9 314 | 13,7 | 313 | 131 (8), 149 (100), 163 (64)

Um die Wiederfindung zu tiberpriifen, wurde ein Gemisch der vorhandenen HHC-Derivate
zu einer Fazesprobe gegeben und ohne Inkubation direkt mit Ethylacetat extrahiert. Per
LC/MS-Analyse konnten alle eingesetzten Derivate identifiziert werden. Damit konnte eine

Identifizierung aus den inkubierten Fézesproben sichergestellt werden.

Bei den Inkubationen mit der humanen Fézessuspension konnten insgesamt deutlich bessere
Umsétze als mit der Rattenfazessuspension erreicht werden. Aber auch diese Inkubationen
waren grofsen Schwankungen unterworfen, so dass keine reproduzierbaren Ergebnisse

erhalten werden konnten.

Mit Hilfe der synthetisierten Reinsubstanzen konnte den aromatischen Ringen ein charakte-
ristisches Fragmentierungsmuster zugeordnet werden (Tabelle 15).

Bei allen Inkubationen fiir 72 h mit 50 xM HHC konnten nur zwei Metaboliten eindeutig
identifiziert werden und diese einfache und doppelte Demethylierung mit Hilfe der Frag-

mentierung bestétigt werden (Metaboliten H1 und H3). Fiir die nachfolgenden Schritte der
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Tabelle 15: Daten fiir die charakteristische Fragmentierung der verschiedenen aromatischen
Ringe der erwarteten Metaboliten.

Struktur Fragmentierung und rel. Intensitat

121 (5), 165 (23), 179 (100), 193 (28)
H3CO:©PT
HO

HO

121 (13), 165 (100), 179 (68)

HO

131 (8), 149 (100), 163 (64)

o
-y

Dehydroxylierung konnten zwar Hinweise (analoge Retentionszeit) gefunden werden, jedoch
war das Fragmentierungsmuster nicht analog zur Referenzsubstanz und somit eine genaue

Zuordnung nicht méoglich.

Zur Uberpriifung, ob die Fizesbakterien die meta-Position der Methoxygruppe zur Kette
bevorzugt demethylieren, wurden anschlieftend 72-stiindige Inkubationen mit iso-HHC
durchgefiihrt. Dieses wurde durch katalytische Hydrierung aus iso-CUR (s. Kap. 5.15.4)
hergestellt. In diesem Molekiil sind die Positionen der Methoxy- und der Hydroxygruppe
im Gegensatz zum CUR und MAT vertauscht (Methoxygruppe para-stindig). Bei diesen
Inkubationen war nur ein sehr geringer Umsatz des iso-HHC zu beobachten. Daher konnte
nur eine geringe Menge an Metaboliten gefunden werden. Vermutlich bevorzugen die

humanen Fiazesbakterien tatséchlich die meta-Position der Methoxygruppe.

Mit CUR wurden bisher nur zwei Vorversuche gemacht. Diese bestétigten die Bildung des
Mono- und des Dicatechols. Eine eindeutige Identifizierung iiber Referenzsubstanzen, deren
Retentionszeiten und Fragmentierungsmuster war bisher nicht moglich, da die Entfernung

der benzylischen Schutzgruppen (s. Kap. 5.15.2) nicht gelang.
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3.4.14 Zusammenfassung der intestinalen Metabolisierung

Durch die Inkubation von CUR und HHC mit den humanen Fézesbakterien kommt es zur Bil-
dung von Metaboliten mit catecholischer Struktur. Substanzen mit Catecholstruktur gelten
als bedenklich, da bekannt ist, dass sie zu Redoxcycling mit Chinonbildung neigen. Chino-
ne besitzen eine hohe Reaktivitéit, sind elektrophil und als Michael-Akzeptoren in der Lage
Peptide, Proteine und/oder Nukleinsduren zu alkylieren und kovalente Addukte mit Ma-
kromolekiilen zu bilden [Marquardt und Schéfer, 2004]. Zudem koénnen durch Redoxcycling
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden. Ein Beispiel fiir das Redoxcyling mit
Chinonbildung sind die Catecholestrogene |Liehr, 1990]. Eine Entgiftung kann iiber die Me-
thylierung der Hydroxylgruppen durch die Catechol- O-methyltransferase (COMT) erfolgen
|[Eisenbrand und Metzler, 2002; Marquardt und Schéfer, 2004]. Abbildung 35 zeigt die Re-
aktionen, die beim Redoxcycling der CUR- bzw. HHC-Metaboliten ablaufen kénnten.
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Abbildung 35: Angenommener Redoxcycling Mechanismus des CUR- bzw. HHC-
Catechols, modifiziert nach [Eisenbrand und Metzler, 2002; Marquardt
und Schéfer, 2004]. ROS: reaktive Sauerstoffspezies, COMT: Catechol-O-
methyltransferase.

Die Aufnahme und die Figenschaften der gebildeten Catecholmetaboliten von CUR und
HHC waren bisher selten Ziel der Forschung. In wenigen Veréffentlichungen wurde versucht,
diese beiden Metaboliten als CUR-Analoga zu synthetisieren [Anand et al., 2008b; Chen
et al., 2006b; Portes et al., 2007|. Das Dicatechol verhinderte die H&molyse von roten
Blutkorperchen [Deng et al., 2006] und besitzt antiinflammatorische Eigenschaften, indem
es die Cyclooxygenase und die 5-Lipoxygenase inhibiert [Portes et al., 2007]. Beide Catechole

wurden hinsichtlich ihrer antioxidativen Wirkung untersucht. Mit steigender Anzahl an
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3.4 Wirkungen von CUR im Verdauungstrakt

Hydroxygruppen wurde eine Verbesserung der Radikalfangereigenschaften beschrieben

[Venkateswarlu et al., 2005].

Die Reaktivitdt bestimmter Gruppen besitzt sowohl den Vorteil, dass ein Abfangen von
Radikalen moglich ist, als auch den Nachteil, dass eine Interaktion mit reaktiven Gruppen
aus Proteinen oder anderen Makromolekiilen stattfinden kann. Die cytotoxische Wirkung
wurde mit Hilfe von Lymphozyten bestimmt. Diese lag bei 50 ug Catechol bzw. Dicatechol
bereits bei iiber 90 % [Venkateswarlu et al., 2005|. In den genannten Verdffentlichungen
wurden beide Substanzen als CUR-Analoga und nicht als natiirlich vorkommende oder

entstehende Metaboliten beschrieben.

Weitere Studien sind erforderlich, um das genauere Ausmaf der Catechol- bzw. Dica-
techolbildung durch humane Fézesbakterien, die Charakterisierung dieser Metaboliten im

Hinblick auf deren Toxizitéat sowie die Aufnahme und besondere Wirkungen zu untersuchen.

Neben der direkten Metabolisierung des CUR durch die humanen Fézesbakterien ist
eine Reduktion der Kette zu erwarten. Die Fahigkeit der Bakterien zur Reduktion wird
verschiedentlich beschrieben [Beckmann und Riiffer, 2000|. Damit wére es moglich, dass vier
Metaboliten mit catecholischer Struktur aus CUR entstehen: die beiden Catechole des CUR
und die beiden des HHC. Fiir die HHC-Catechole ist ebenfalls wenig iiber eine mogliche

Toxizitét bekannt und das Ausmafs deren Bildung ist noch unklar.

Ist die Metabolisierung durch die humanen Fézesbakterien ausgepragt, kann von einer deut-
lich geringeren Resorption von CUR im Darm ausgegangen werden. Mit Hilfe des Caco-2
Millicell ® Systems konnte eine sehr geringe Resorption fiir CUR nachgewiesen werden.
Wird diese durch Metabolisierung von den Darmbakterien weiter eingeschrénkt, ware dies
eine Erklarung fiir die geringe Bioverfiigharkeit von CUR und die geringe systemische CUR-
Menge in Tier- und Humanstudien selbst nach sehr hoher oral verabreichter Dosis von bis
zu 12 g/Tag [Vareed et al., 2008|. Ob die gebildeten Catecholmetaboliten aufgenommen und
konjugiert werden, bleibt fraglich.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Inwieweit die Metabolisierung durch Darmbakterien zur verringerten CUR-Bioverfiigharkeit
beitragen kann, ist ungeklédrt. Bei den teilweise doch recht Dosen, die verabreicht wurden,
kann selbst bei geringem Ausmalfs der Catecholbildung eine toxikologisch relevante Menge

davon gebildet werden.
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4 Zusammenfassung

Im asiatischen Raum wird Curcumin (CUR) aus den Rhizomen des Ingwergewichses
Curcuma longa seit Jahrhunderten als Gewilirz und Heilmittel vor allem bei Erkran-
kungen des Magen-Darm-Traktes verwendet. Dabei werden CUR-Dosen von bis zu
1,5 g/Tag pro Person iiber die Nahrung aufgenommen. Vor allem in Indien wird die niedrige

Inzidenz von Kolonkarzinomen mit einer hohen CUR-Einnahme in Zusammenhang gebracht.

Da mittlerweile viele Substanzen auf ihre chemoprotektive und antikanzerogene Wirkung
untersucht wurden und zur Wirkungsentfaltung hohe Dosen am Wirkort, bei meist niedriger
Bioverfiigbarkeit der einzelnen Substanzen, erreicht werden miissen, kommen immer mehr
Nahrungserganzungsmittel mit angereicherten Frucht- und Wurzelextrakten aus diversen
Pflanzen auf den Markt. CUR ist weltweit unter verschiedenen Handelsnamen mit teilweise
sehr hohen Dosierungen von bis zu 1100 mg reines CUR pro Kapsel erhéltlich, wobei
als tégliche Einnahme bis zu 2,7 g empfohlen werden. Die amerikanische Food and Drug
Administration (FDA) hat CUR als “generally regarded as safe eingestuft, was so viel
bedeutet, dass es als sicher gilt. In Humanstudien konnten selbst nach hohen Dosisgaben
von bis zu 12 g/Tag keine adversen Effekte festgestellt werden, weshalb in allen Studien eine
Einstufung des CUR als nichttoxische Substanz erfolgte. Dabei bleibt zu bedenken, dass
die Probanden diese Mengen nur iiber einen kurzen Zeitraum von mehreren Wochen bis
Monaten erhielten. Als Nahrungsergdnzungsmittel wére eine Einnahme jedoch auch iiber

mehrere Jahre denkbar.

In den Untersuchungen dieser Arbeit zeigte eine CUR-Behandlung von kultivierten Zelllinien
eine cytotoxische Wirkung ab 30 uM CUR, einen Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus
sowie eine veranderte Morphologie der Zellen. Es kam zum verzogerten Wachstum bzw.
Absterben der Zellen durch die mitotische Katastrophe, erkennbar durch starke Mikrotu-
bulischidden, was eine defekte Ausbildung der Mitosespindel zur Folge hatte. Daraus folgte
wahrend der mitotischen Teilung eine Fehlverteilung der Chromosomen und anschliefsendes
Absterben der Zellen. Eine CUR-Bindung an die Mikrotubuliproteine fiithrte zu einer

gestorten Tubulinpolymerisation und -depolymerisation, was die defekte Ausbildung des
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4 Zusammenfassung

Spindelapparates zur Folge hatte. Im Anschluss an die defekte mitotische Zellteilung gehen

die Zellen in den programmierten Zelltod {iber.

Mit Hilfe von Zellfraktionierung nach CUR-Inkubation konnte gezeigt werden, dass CUR
in hohen Konzentrationen in den Membranen des Endoplasmatischen Retikulums von drei
humanen Krebszelllinien akkumuliert und somit in der Lage ist innere Kompartimente
der Zellen zu erreichen. Geringere Mengen wurden im Cytosol gefunden, in dem vorrangig
die Reduktion zu Hexahydro-CUR (HHC) erfolgte. Mit diesem Nachweis konnte bewiesen
werden, dass CUR in die Zellen aufgenommen wird, an das vor allem im Cytosol lokalisierte

Tubulin binden und somit die obengenannten Wirkungen auslosen kann.

Die Resorption von CUR im etablierten Caco-2 Millicell® System kann als gering eingestuft
werden. Die erreichten P,,,-Werte liegen im Bereich von 0,05 x 1075 cm/s, was einer
schlechten Bioverfiigbarkeit im Menschen nach oraler Gabe entspricht. Die ermittelten
Werte fiir HHC lagen mit 3,3 x 107% cm/s im Bereich fiir eine mittlere Resorption.
Nur eine geringe Verbesserung konnte durch Inkubation mit gemischten Micellen mit
postprandialer Zusammensetzung erreicht werden. Da es sich bei CUR um eine lipo-
phile Substanz handelt, wurde seine Verteilung in Lipoproteinen, die von den Caco-2
Zellen gebildet und an das Medium abgegeben werden, untersucht. Es konnte aber noch

nicht eindeutig geklédrt werden, ob CUR tatséchlich iiber die Lipoproteine transportiert wird.

Im anaeroben Inkubationssystem mit humanen Féazesbakterien wurden fiir CUR und
HHC mehrere Metaboliten mit catecholischer Struktur identifiziert. In welchem Ausmaf
diese gebildet werden und inwieweit sie von Darmzellen aufgenommen werden koénnen
sowie deren Einfluss auf die Resorption von CUR und dessen Toxizitéat sollte Ziel weiterer

Untersuchungen sein.

Durch die metabolischen Prozesse, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, konnten
zwei kritische Metabolitengruppen identifiziert werden: die Glucuronide und die Catecho-
le. Bei beiden ist bisher nicht ausreichend geklédrt, in welchem Mafs diese Metaboliten

Reaktionen mit Proteinen oder anderen Makromolekiilen eingehen und diese dadurch
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strukturell verdndern konnen. Das CUR-Glucuronid beeinflusst durch kovalente Bindung
die Polymerisationseigenschaften der Mikrotubuli und kénnte damit pharmakologische und
toxikologische Relevanz besitzen. Catechole sind ebenfalls zur Reaktion mit Proteinen und
anderen Makromolekiilen fdhig und kénnten vor allem am Entstehungsort im Darm mit
Zellen der Darmschleimhaut interagieren oder dort vermehrt reaktive Sauerstoffspezies

bilden, welche die Zellen z.B. durch oxidativen Stress schadigen.

CUR findet in der Nahrung als geeigneter Naturstoff mit krebspraventiven Eigenschaften
Verwendung. Entscheidend hierfiir ist jedoch, dass seine Wirkung selektiv ist und vor allem
im Darm atypisch proliferierende Zellen in ihrem Wachstum eingeschankt werden. Hinweise
fiir eine selektive Wirkung von CUR auf entartete Zellen im Gegensatz zu gesunden Zel-
len wurden beobachtet. Durch Nahrungsergénzungsmittel werden allerdings hohe Dosen im
Darm erreicht, durch die im Darm eine vermehrte Catecholbildung mdglich sein kdnnte.
Ebenso kénnten durch die hohe CUR-~Dosierung auch hohere Gehalte im Darm aufgenom-
men und nach dessen Verteilung iiber das Plasma systemisch in sémtlichen Organen erreicht
werden. Ein eindeutiger Nachweis der Aufnahme durch die Zellen wurde durch die Akku-
mulation von CUR im Endoplasmatischen Retikulum gezeigt. Aufgrund der geringfiigigen
Resorption iiber die Darmzellen bleibt es allerdings fraglich, ob CUR nach der Aufnahme
aus dem Darm wirklich iiber das Blut alle Gewebe, in denen CUR eine protektive Wirkung

zugeschrieben wird, wie z.B. die Brust oder das Hirn erreichen kann.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerate und Hilfsmittel

Biofreezer
Durchflusscytometer

Evaporatorzentrifuge

Fluoreszenzmikroskop

Kiihlschrank
Mikrotiterplatten-

lesegerite

pH-Meter

Photometrie

GFL, Burgwedel

Partec PA 11, Anregung mit Quecksilberdampflampe
RC 10.10 mit Kiihlfalle RCT 90 (Jouan GmbH,
Unterhaching)

Eclipse E400 (Nikon, Diisseldorf);

Objektiv: Plan Apo 60xA/1.40, 100x/1.4 (Ol);
Okular: 10x/22; Fluoreszenz-Filtereinsédtze: UV-2A
(DAPI, Ex!: 330-380, DM?: 200, BA3: 420), G-2A
(Rhodamin, Ex': 510-560, DM?: 575, BA% 590),
FITC (Ex': 465-495, DM2: 505, BA®: 515-555), Tri-
pelfilter

Mikroskopkamera SPOT-RT monochrome CCD-
Digitalkamera (Visitron Diagnostic Systems);
Software: MetaView (Universal Imaging Corp.)
Premium (Liebherr, Bulle, Schweiz)

GENios (Tecan, Crailsheim) mit Auswerte-
Software: XFluor4

Wallac Victor2”™ (PerkinElmer, Boston, USA)

CG 817 mit Elektrode BlueLine 12 (Schott AG,
Mainz)

UV/Vis Photometer V-550 (Jasco); Software Spec-
traManager 1.53 M (Jasco, Grof-Umstadt); mit
Thermostat julabo 5 (Julabo Labortechnik, Seelbach)

! Anregung, Wellenléinge in nm

2Dichroistischer Spiegel, Wellenléinge in nm

3Emissionsfilter, Wellenliinge in nm
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5 Material und Methoden

98

Pipetten

Schiittelinkubator

Synthese

Thermomixer

Tubulinpriaparation

Ultrazentrifuge

Vakuumpumpen

Voltohmmeter

Vortex

Waagen

Zellfraktionierung

Prézisionskiivetten aus Quarzglas Suprasﬂ@; Typ
QS 1.000; Schichttiefe 10,00 mm (Hellma, Miillheim)
Eppendorf Reference 0,5 - 10 wpl; 10 - 100 pul;
50 - 200 pl; 100 - 1000 ul (Eppendorf, Hamburg)
Multipette plus (Eppendorf, Hamburg)

Abimed Discovery 1000 - 5000 pl (Abimed, Langen-
feld)

Unitron, Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
Exsikator

Magnetrithrer IKAMAG RET-G (IKA Labortechnik,
Staufen)

Rotationsverdampfer Rotavapor Re 111 mit Was-
serbad (Biichi, Essen) und Membran-Vakuumpumpe
mit Druckregler CVC24 (Vacuubrand, Wertheim)
Eppendorf 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Ultrazentrifuge Centrikon T-1080 (Kontron Instru-
ments, (fixed angle) Rotor TFT 55.38)
Ultrazentrifuge Centrikon T-1080 (Kontron Instru-
ments, Schwing-Rotor TST 41.14)

ABM Greiffenberger Antriebstechnik GmbH, Markt-
redwitz

EVOM-X, World Precision Instruments, Inc., Saraso-
ta, FL. USA, freundliche Leihgabe der BASF SE
Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, New York,
USA)

Analysenwaage Sartorius handy; Typ H51 (Sartorius
AG, Gottingen)

Préazisionswaage Sartorius excellence; Typ E2000D
(Sartorius AG, Gottingen)

Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
Ultrazentrifuge (Beckman TL-100; Rotor TLA-45)



5.2 Verbrauchsmaterial

Ultraschallspitze (Branson, Hannover)
Zentrifuge Mikroliter (Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen)
Megafuge 1.0R (Heraeus, Hanau)

Zellkultur Autoklav (RS Laborgerite, Heidelberg)
Brutschrank Hera Cell (Heraeus, Hanau)
Gasbrenner gasprofi 2 SCS (WLD-Tec, Gottingen)
Handzéahlgeréte
Neubauerzéhlkammer
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 40 C; Objektive
5x/0.12 PhO, 10x/0.25 Phl (Zeiss, Oberkochen)
Pipetus (Hirschmann Laborgerite, Eberstadt)
Sterilbank Hera Safe (Heraeus, Hanau)
Stickstofftank GT40 (Air Liquide, Disseldorf)
Wasserbad (Memmert, Schwabach)

Zellzahlgeriat CASY® 1 Schiirfe Systeme (Reutlingen)

5.2 Verbrauchsmaterial

Anaerocult Anaerocult A mini (Merck KGaA, Darmstadt)
Anaerotest Stabchen (Merck KGaA, Darmstadt)

Deckgléser 24 x 60 mm (Marienfeld, Lauda-Kénigshofen)

Einmal-Kaniilen Roth, Karlsruhe

Faltenfilter Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Halb-Mikro-Kiivetten 10 x 4 x 45 mm, Plastik (Sarstedt, Nirnbrecht)

Kryoréhrchen 2 ml (Sarstedt, Niirnbrecht)

Mikrotiterplatten Nunclon 6-Well, 24-Well und 96-Well Platten (Nalge
Nunc International, Rochester, New York, USA)

Millicell-Inserts 24-Well Komplettsystem, 6-(hanging)-Well Inserts
(Millipore, Schwalbach)

Objekttrager superfrost (Menzel, Braunschweig)
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5 Material und Methoden

Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe
Pipettenspitzen 10, 100 und 1000 ul (Sarstedt, Niirnbrecht),
5000 ul (Eppendorf, Hamburg)
Polyallomerréhrchen 12 ml, UZ-besténdig (Beckman, Krefeld)
Quadripermschalen Multischalen 132 x 82 mm?, 4 Vertiefungen (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen)
Reaktionsgefifie 1,5 ml; 2 ml (Sarstedt, Niirnbrecht)
Reaktionsgefifie fiir UZ 1,5 ml (Beckman, Krefeld)
Sterilfilter 0,22 und 0,45 pm (Roth, Karlsruhe),

Bottle Top Filters; 0,2 pm, 500 ml (Nalge Nunc

International, Rochester, New York, USA)
Zellkulturschalen ? 150 mm (Biochrom AG, Berlin)

? 100 mm (Biochrom AG, Berlin)

® 60 mm (Biochrom AG, Berlin)

@ 40 mm (Biochrom AG, Berlin)
Zentrifugenrohrchen 15 ml (Sarstedt, Niirnbrecht);

50 ml (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen)

5.3 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt von Sigma/Aldrich/Fluka (Taufkir-
chen), VWR /Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder Carl Roth (Karlsruhe) in der

Reinheit mindestens “zur Analyse” bezogen.
Fiir alle verwendeten Puffer und Losungen wurde soweit nicht anders angegeben Reinstwasser

aus der Reinstwasseranlage (Serie Ultra Clear, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation

GmbH, Barsbiittel) verwendet.
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5.3 Chemikalien

Curcuminoide:

Alle Curcuminoide wurden am Institut synthetisiert und gegebenenfalls hydriert:

CUR

BDMC

iso-CUR

HHC

HHBDMC

iso-HHC

CUR- und HHC-Derivate

fiir Metabolismus

Enzyme:

B-Glucuronidase Typ B-1

Sulfatase Typ VI

Gase:

Helium
Kohlendioxid
Stickstoff
Wasserstoff

chemische Synthese

chemische Synthese

chemische Synthese

katalytische Hydrierung von CUR
katalytische Hydrierung von BDMC
katalytische Hydrierung von iso-CUR
chemische Synthese und

katalytische Hydrierung

aus Rinderleber, 1240000 U/g (Sigma/Ald-
rich /Fluka, Taufkirchen)

aus Acetobacter aerogenes (12,25 U/ml); gelost in

Glycerin (Sigma/Aldrich/Fluka, Taufkirchen)

4.6 (Air Liquide, Diisseldorf)
Air Liquide, Diisseldorf

5.0 (Air Liquide, Diisseldorf)
5.0 (Air Liquide, Diisseldorf)
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5 Material und Methoden

Zellkulturmedien und Zusatze:

DMEM mit Phenolrot, L-Glutamin, 4,5 g/1 Glucose und
0,11 g/1 Natriumpyruvat; ohne Natriumbicarbonat
(MP Biomedicals, Heidelberg)

DMEM /F12 mit Phenolrot, L-Glutamin, 3,15 g/1 Glucose und
15 mM HEPES; ohne Natriumbicarbonat (Sig-
ma,/Aldrich/Fluka, Taufkirchen)

FKS Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin /Streptomycin 5000 U/ml Penicillin, 5 mg/ml Streptomycin (Sig-
ma,/Aldrich/Fluka, Taufkirchen)

Trypsinlésung, 10x 25 g Trypsin/l (Sigma/Aldrich/Fluka, Taufkir-
chen)
EDTA Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe

5.3.1 HPLC/DAD

In allen HPLC-Systemen der folgenden Kapitel wurden die Vorsdulen SecurityGuard C18
(ODS), 4,0 x 3,0 mm i.d. (Phenomenex) und die Reversed Phase-Séulen Luna 5u C18 (2),
250 x 4,6 mm i.d., 5 pm Partikelgrofe (Phenomenex) verwendet.

Analytisches Hochdruckgradientensystem der Serie HP 1100 mit Degasser, bindrer Pumpe
und Dioden-Array-Detektor (DAD); die Aufnahme und Analyse der Daten erfolgte mit der
Software HP ChemStation, Version Rev.A.07.01 (Agilent Technologies, Waldbronn)

Autosampler 717plus (Waters)
Manueller Injektor Injektionsventil Modell 77251 (Rheodyne)

Flussrate 1 ml/min
Eluent A entionisiertes HyO; pH 3,0 mit konz. Ameisenséure eingestellt
Eluent B Acetonitril (Acros Organics BVBA, Geel, Belgien)
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5.3 Chemikalien

Gradient 1: Zur Detektion von Curcuminoiden und deren reduktiven Metaboliten HHC,

HHBDMC, iso-HHC, OHC

Zeit (min) 0|35

Eluent A (%) || 70 | 30

Eluent B (%) | 30 | 70

Detektion: 280, 370 und 420 nm

Gradient 2: Zur Detektion von Coffein

Zeit (min) 0 [16| 23

Eluent A (%) || 90 | 55| 0

Eluent B (%) || 10 | 45 | 100

Detektion: 275 und 280 nm

Gradient 3: Zur Detektion von synthetischen CUR-Derivaten (aus Fézesinkubationen)

Zeit (min) | O | 40 | 42 |45

Eluent A (%) || 50 | 0 0 |30

Eluent B (%) || 50 | 100 | 100 | 50

Detektion: 280, 400 und 420 nm

Gradient 4: Zur Detektion von synthetischen CUR-Derivaten (aus Fézesinkubationen)

Zeit (min) 0 [ 15| 45 | 47

Eluent A (%) | 70 [ 30| 0 |70

Eluent B (%) | 30 | 70 | 100 | 30

Detektion: 280, 400 und 420 nm
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5 Material und Methoden

5.3.2 HPLC/UV

Analytisches Hochdruckgradientensystem der Serie Beckman System Gold mit binérer
Pumpe (125 Solvent Module) und UV /Vis-Detektor (166); die Erfassung und Analyse der
Daten erfolgte mit der Software Beckman 32 Karat, Version 7.0

Manueller Injektor Injektionsventil Modell 77251 (Rheodyne)

Flussrate 1 ml/min

Eluent A entionisiertes HyO; mit 5 mM Tetrabutylammoniumdihydrogen-
phosphat als Tonenpaar-Reagenz.

Eluent B Acetonitril

Gradient 5: Zur Detektion von HHC-, HHBDMC- und iso-HHC-Sulfaten

Zeit (min) 0] 2| 22
Eluent A (%) || 5 | 50 | 100
Eluent B (%) || 95| 50 | 0

Detektion: 280 nm

5.3.3 HPLC-UV/MS

HPLC-System

LC/MS-Komplettsystem Finnigan Surveyor, Thermo Electron Cooperation mit Autosamp-
ler; die Aufnahme und Analyse der Daten erfolgte mit der Software XKalibur (Thermo
Fischer, Schwerte)

Flussrate 500 pl/min
Eluent A entionisiertes HoO; pH 3,0 mit konz. Ameisenséure eingestellt

Eluent B Acetonitril
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5.3 Chemikalien

Gradient 1: Zur Detektion von Curcuminoiden und deren reduktiven Metaboliten und

Sulfaten von HHC

Zeit (min) | 0 [30] 35 | 38 |40

Eluent A (%) || 70 [ 30| 0 0 |70
Eluent B (%) | 30 | 70 | 100 | 100 | 30

Detektion: 280, 370 und 420 nm

Gradient 2: Zur Detektion von HHC und HHC-Metaboliten aus Fazesinkubationen
Eluent A: dest. H,O
Eluent B: Acetonitril

Zeit (min) | 0 [20| 21 | 25 |27

Eluent A (%) |70 [20] 0o | 0 |70
Eluent B (%) || 30 | 80 | 100 | 100 | 30

Detektion: 280, 370 und 420 nm

Massenspektometer

Lineare Ionenfalle als Massenanalysator

Tonisation: Electrospray-Ionisation (ESI) im negativen Modus
Kollisionsenergie: CID 35
Massenbereich: m/z 200 - 600

Nach der Trennung der HHC-Derivate auf der HPLC-Séaule wurde ein Teil des Eluenten
nach Ionisierung mittels MS und MS/MS analysiert. Die Aufnahme erfolgte im Full MS
Scan-Modus und anschliefend auf die Mutterionen |[M-H|~ der HHC-Derivate (374, 360,
358, 346, 344, 342, 328, 330, 314).
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5 Material und Methoden

5.3.4 GC/FID

Verwendet wurde ein Gaschromatograph der Marke Fisons GC 8130 mit Flammenionisa-
tionsdetektor. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit der Software Maestro Version 2.3

und ausgewertet wurde mit Hilfe der Software Beckman Karat32 (Version 7.0).

Injektor ATLAS Optic2, programmierbar,
(ATASGL International B.V., Eindhoven, Niederlande)
Kapillarsiule Alltech Econo-Cap EC5, 5 % Diphenylsiloxan, 30 m x 0,32 mm,

0,25 pm Filmdicke
Tragergas Helium, 1 bar

Injektionsvolumen 1 ul

Temperaturprogramm:
Injektor: 300 °C bei 1 bar, Modus: Splitless
Detektor: 250 °C

Initialtemperatur: 80 °C

Isotherme 1: 1 min

Autheizrate 1: 30 °C/min Temperatur 1: 180 °C
Autheizrate 2: 5°C/min  Temperatur 2: 225 °C
Aufheizrate 3: 40 °C/min Temperatur 3: 300 °C
Isotherme 2 : 10 min

5.4 Methoden in der Zellkultur

Alle verwendeten humanen Zellen stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, haben etwa eine Verdopplungszeit von 24 h
und werden ca. 30 bis 40 Passagen lang kultiviert (Ausnahmen siehe in der folgenden Auf-

zéhlung).
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5.4 Methoden in der Zellkultur

o Zelllinien:

Caco-2 Zellen

HepG2 Zellen

HT29 Zellen

Ishikawa Zellen

V79 Zellen

e Losungen:

PBS: 0,1 M NaCl, 4,5 mM KCI, 7 mM Na,HPO,, 3 mM KH,PO, in dest. H,O

Zelllinie aus einem Adenokarzinom des humanen Kolons;
kultiviert in DMEM /F12-Medium; Passagenzahl: bis 80
Zellinie aus humanem Hepatom; kultiviert in
DMEM /F12-Medium

Zelllinie aus einem Adenokarzinom des humanen Kolons;
kultiviert in DMEM-Medium

Zellinie aus einem Adenokarzinom des humanen Endo-
metriums; kultiviert in DMEM /F12-Medium
Lungenfibroblasten des ménnlichen Chinesischen Ham-
sters; kultiviert in DMEM-Medium; Verdopplungszeit:
12 h

16sen, pH auf 7.4 einstellen, auf 1 1 auffiillen und sterilfiltrieren.

Fiir PBS-EDTA wurden zusétzlich 200 mg EDTA /1 benétigt.

Trypsin: 20 ml 10x Trypsinlésung wurden auf 200 ml mit PBS-EDTA aufgefiillt

(0,25 % Trypsin), fiir die Caco-2 Zellen wurde 0,625 % Trypsin benétigt (50 ml

auf 200 ml verdiinnen).

¢ Kulturmedien:

DMEM/F12-Kulturmedium: DMEM-Kulturmedium:
Reagenzien Endkonz. Reagenzien Endkonz.
DMEM/F12 15,6 g/1 DMEM 15,6 g/1
NayCOg 1,2 g/l NayCOg 2,25 g/l

Losen in bidest. H,O; pH-Einstellung auf 6,8 - 6,9; Sterilfiltrieren und Zugabe von 10 %

FKS, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (0,1 mg/ml).
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e Kultivierung und Passagieren:

Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % COg in einer mit Wasser geséttigten Atmosphére
kultiviert. Vor dem Benutzen wurden alle Lésungen und Medien auf 37 °C erwérmt.
Zum Passagieren wurde das Medium von der Kulturschale abgesaugt und der Zell-
monolayer mit PBS gewaschen. Anschlieffend wurden 3 ml Trypsin fiir 30 sec auf die
Zellen gegeben und nach dem Aspirieren die Schale so lange in den Brutschrank ge-
stellt, bis sich die Zellen abkugelten (ca. 5 bis 10 min, bei HepG2 Zellen blieb das
Trypsin zur Inkubation im Brutschank auf dem Monolayer). Durch Klopfen wurden
die Zellen vollstandig abgelost und mit 10 ml Medium abgespiilt. Die Zellen wurden
mit der Neubauerkammer gezihlt und etwa 5 x 10° Zellen auf eine neue Zellkultur-
platte ausgestreut.

Fiir die verschiedenen Inkubationen wurden unterschiedliche Zellzahlen ausgestreut
(s. jeweilige Beschreibung), die Endkonzentration an Losungsmittel betrug soweit nicht

anders vermerkt 0,5 % DMSO.

Kryokonservierung und Auftauen der Zelllinien:

Damit immer Zellen in niedrigen Passagen zur Verfiigung stehen, wurden nach dem
Abtrypsinieren 3 x 10° Zellen pro Kryorshrchen in 1,5 ml Einfriermedium (70 % des
jeweiligen Mediums, 20 % FKS und 10 % DMSO) eingefroren und im Stickstofftank
bis zur Verwendung gelagert. Diese Aliquots wurden bei Bedarf in frischem Medium
aufgenommen, bei RT fiir 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und das Medium aspi-
riert. Anschliefend wurden die Zellen in frischem Medium in einer ¢) 100 mm-Schale

kultiviert und nach 24 h das Medium gewechselt, um das restliche DMSO zu entfernen.

Test auf Mycoplasmen:

Um auszuschliefen, dass die Zellen mit Mycoplasmen kontaminiert waren, wurden
regelmiRig 1 x 10° Zellen auf einem OT 24 h kultiviert und mit DAPI die DNA
angefarbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop waren nur die Zellkerne der Zelllinien

erkennbar. Damit wurde kontrolliert, dass keine Mycoplasmen vorhanden waren.
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5.5 Zellfraktionierung

Um die Einlagerungsfiahigkeit der Curcuminoide in die verschiedenen Zelllinien zu iiberprii-
fen, wurden aus dem Zelllysat der jeweiligen Zellen mittels Zellfraktionierung die Mikro-
somen (Membranen des ER) und das Cytosol gewonnen. Die Zellfraktionen wurden mit

Folch-Reagenz [Folch et al., 1957] und das Medium mit Ethylacetat extrahiert.

Losungen:
Natrium-Acetat-Puffer: 0,15 M Natrium-Acetat 16sen, mit Essigsdure auf pH 5,0 bringen und
auf 100 ml auffiillen

Folch-Reagenz: Chloroform/Methanol: 2:1 (v/v)

Durchfiihrung:

Inkubation der Zellen:
e Ausstreuen von 3 x 10° Zellen in ¢ 100 mm Kulturschalen und Kultivierung fiir 24 h
e Inkubation pro Zeitpunkt in einer Schale mit 30 uM CUR oder HHC

e Entfernen des Mediums nach Ablauf der Inkubationszeit und Lagerung des Inkubati-

onsmediums bis zur Aufarbeitung bei -20 °C

e Abtrypsinieren der Zellen mit 0,25 % Trypsin und Aufnahme in 7 ml PBS, Zentrifuga-
tion bei 1500 x g, Aspiration des PBS, Aufnahme des Zellpellets in 200 x1 PBS und
Lagerung des Pellets bei -80 °C (Zelllyse) im Biofreezer bis zur Aufarbeitung

Aufarbeitung:

e KULTURMEDIUM: 4 ml des Mediums wurden mit 24 mM internem Standard (IS)
3,5,3",5’-Tetramethylbisphenol A (TMBPA) (Endkonz. 48 uM) versetzt und geteilt.
Ein 2 ml-Aliquot wurde mit 2 ml Natrium-Acetat-Puffer (Na-Ac-Puffer) und 100 U
Glucuronidase versetzt und beide Proben wurden im Wasserbad fiir 3 h bei 37 °C
inkubiert. Anschliefend erfolgte die Extraktion mit 2x 4 ml Ethylacetat. Nach dem
Abrotieren des Losungsmittels wurde der Uberstand in 50 ul MeOH aufgenommen und

ein Aliquot mittels HPLC/DAD analysiert.
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e ZELLLYSAT: Das Zelllysat eines jeden Inkubationszeitpunktes wurde mit 5 mM
TMBPA (Endkonz. 55,5 pM) in PBS versetzt und mit Hilfe einer Ultraschallspitze
15 sec mit 40 Watt unter Eiskiihlung vollstdndig lysiert und homogenisiert. Die erste
Zentrifugation erfolgte bei 9000 x g und 4 °C fiir 15 min. Der Uberstand wurde an-
schliefend in UZ-stabile Reaktionsgefafie iiberfiihrt. Die zweite Zentrifugation erfolgte
bei 100 000 x g und 4 °C fiir 1 h. Der Riickstand aus der ersten Zentrifugation enthielt
vor allem Membranbestandteile, dieser sowie der Riickstand der zweiten Zentrifuga-
tion, welcher die Membranen des ER enthielt, wurden mit 250 pul PBS {iberschichtet
und nochmals mit Hilfe der Ultraschallspitze homogenisiert. Die beiden Riickstédnde
sowie der Uberstand der zweiten Zentrifugation (cytosolische Fraktion) wurden 2x
mit 500 pl Folch-Reagenz extrahiert. Nach der Evaporation zur Trockene wurden die
Riickstédnde ebenfalls in MeOH aufgenommen und ein Aliquot per HPLC/DAD ana-

lysiert.

Auswertung:

Der interne Standard wurde nur als Extraktionskontrolle verwendet und fand in der Berech-
nung keinerlei Verwendung. Mit Hilfe von Kalibriergeraden (s. Anhang Tabelle 21) wurde
der absolute Gehalt an Substanz und Metaboliten in den drei Fraktionen des Zelllysates und

im Kulturmedium ermittelt.

5.6 Zelldurchmesser- und Zellvolumenbestimmung

Mit Hilfe des Zellzahlgerates CASY® kann der Durchmesser und das Volumen von kulti-
vierten Zellen bestimmt werden. Dabei handelt es sich um ein Partikelmessgerat, welches die
Grofse der Partikel einer Probe ermittelt. Zur Messung werden die Zellen in der schwachen
Elektrolytlosung CASYton Counter Puffer suspendiert und mit konstanter Geschwindigkeit
durch eine Kapillare definierter Geometrie gesaugt. Uber zwei Platinelektroden wird wihrend
der Messung eine Spannung an die Kapillarstrecke angelegt. Die elektrolytgefiillte Kapillare
stellt somit einen definierten elektrischen Widerstand dar. Bei der Messung verdriangen die
Zellen eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlosung und es kommt zu einer
Widerstandserhohung (intakte Zellen werden als Isolator betrachtet). Diese Anderung des

Widerstands wird als Maf$ fir das Volumen der Zellen betrachtet. Es wurde der Bereich von
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3,2 bis 80 pm vermessen. Im Abstand von 1 ym wurde die Anzahl von Zellen bestimmt, die
sich in diesem Bereich befanden. Die Messverteilung der Zellen pro yum kann als Gaufsver-

teilung aufgetragen und daraus die durchschnittliche Zellgrofse errechnet werden.

Losungen:
CASYton Counter Puffer: 0,14 M NaCl; 1,1 mM EDTA-Nay; 5,4 mM KCI; 7,1 mM NaF;
1,6 mM NaHQPO4; 14 mM NaQHPO4 in HQO

Durchfiihrung:

100 gl Zellsuspension, die zwischen 1 x 10° und 1 x 10° Zellen enthielt, wurden in 10 ml
CASYton Puffer gut gemischt und an die Kapillare gehalten. Um einen Grofenvergleich zu
den toten Zellen der jeweiligen Zelllinie zu erhalten, wurden 50 pl Zellsuspension mit 50 pul

reinem Ethanol lysiert und ebenfalls vermessen.

Auswertung:

Durch Auftragung der Gaufverteilung der lebenden und der toten Zellen konnte die durch-
schnittliche Zellgrofle einer toten und einer lebenden Zelle bestimmt werden. Das Maximum
der Gaufkkurve war der durchschnittliche Durchmesser der iiberpriiften Zelllinie.

Mit Hilfe des ermittelten Durchmessers einer Zelllinie konnte das durchschnittliche Volumen
berechnet werden. Dazu wurde angenommen, dass sich die abtrypsinierten Zellen wie Kugeln
verhalten:

4
V:§X7T><7‘3

V = Volumen einer Kugel
r = Radius = 1/2 x d
d = Durchmesser einer Zelle (bestimmt mit Hilfe des CASYCell Counters)

Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der Zelldurchmesserbestimmung zusammen. Die humanen
Zelllinien sind dabei etwa gleich grof. Die V79 Zellen sind die kleinsten Zellen (10,9 pm)
und die Caco-2 Zellen sind besonders grof (16,9 pm).

Fir die Berechnung der Konzentration an CUR bzw. HHC pro Zeitpunkt wurden
2,5 x 10° Zellen als Zellzahl pro Inkubationsplatte angenommen, da 3 x 10° Zellen aus-

gestreut wurden, und es bei der Aufarbeitung zu Verlusten kam.

111



5 Material und Methoden

Tabelle 18: Ergebnisse der CASY Counter Messung. Dargestellt ist der mittlere Durchmesser
+ SD von drei unabhéngigen Messungen.

Zelllinie | Durchmesser [pm)|
Caco-2 16,9 + 0,61
HepG2 15,0 £ 0,36
HT29 14,4 + 0,65
Ishikawa 14,4 + 0,30
V79 10,9 £ 0,20

5.7 Kolorimetrische in vitro-Cytotoxizitatstests

5.7.1 MTT-Test

Beim MTT-Test wird durch eine zellulire Reduktion das MTT zum MTT-Formazan um-
gewandelt. Dieses besitzt sein Absorptionsmaximum bei 570 nm. Die ionische gelbe Aus-
gangssubstanz wird {iber Endozytose von den Zellen aufgenommen. Je nach Zelltyp erfolgt
die Reduktion zu dem blauen Formazan in den Mitochondrien, Lysosomen oder im Cytosol
(Reduktion s. Abbildung 36). Diese Reduktion des MTT korreliert mit dem Redox-Status
einer Zellpopulation und wird als Lebensféhigkeit oder Viabilitit angegeben [Berridge und
Tan, 1993; Liu et al., 1997; Vistica et al., 1991].

>+\Br + NADH ——— > N + NAD+ + Br
2 )
N N/
/ /
MTT MTT-Formazan

Abbildung 36: Zelluldre Reduktion von MTT (gelb) zu MTT-Formazan (blau)
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Losungen:
MTT-Farblsung: 50 mg MTT-Bromid (Sigma, Taufkirchen) werden in 10 ml sterilem PBS
gelost (Erwérmen und Ultraschallbad), mit 0,22 pm Filter sterilfiltriert und in 2 ml-

Portionen im Kihlschrank aufbewahrt.

MTT-Lyse-Puffer: 10 g SDS werden in DMSO gelost, danach werden 0,6 ml Eisessig
zugegeben und mit DMSO auf 100 ml aufgefiillt.

Durchfiihrung:

e Ausstreuen von 20 000 Zellen/Well (V79 Zellen: 10 000 Zellen/Well) in 200 pl Medium
in eine 96-Well Platte und Kultivierung fiir 24 h

e Inkubation fiir 6 bis 24 h in Kulturmedium mit und ohne FKS mit steigenden Sub-

stanzkonzentrationen in DMSO

e Zugabe von 20 pul MTT-Farblosung/Well 2 h vor Ablauf der Inkubationszeit und In-

kubation der Platte fiir weitere 2 h im Brutschrank

e Aspiration des Mediums nach Ablauf der Inkubationszeit und Zelllyse mit 100 ul Lyse-
Puffer pro Well

e Schiitteln der Platte fiir 5 min bei RT im Plattenlesegerit und anschliefsende Messung
der Absorption bei 570 nm

Auswertung:

Die Extinktionen wurden auf die Losungsmittelkontrolle bezogen und als prozentualer Anteil
dieser angegeben. Pro Konzentration wurden acht Wells verwendet, diese Versuche dreimal
wiederholt und die MW und die SD berechnet.

Mit Hilfe des Computerprogramms OriginPro 8G erfolgte eine Berechnung der Dosis-
Wirkungs-Kurven. Dabei wird mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus eine nichtlineare
Ausgleichsgerade nach dem Prinzip der kleinsten Abweichungsquadrate durch die Mess-
punkte berechnet. Der sigmoidale Kurvenverlauf wird mit der Logistik-Funktion beschrieben:

Al — Ay

=——=— 4+ A
Ty
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mit A;: Maximalwert (Kontrolle, 100 % Viabilitét); Ay: Minimalwert (maximaler Viabili-
tatsverlust); X: Konzentration in pmol/l; Xo: IC50-Wert; p: Steigung.
Der ICsy-Wert beschreibt die Konzentration einer Substanz bei der 50 % der Zellen im

Wachstum inhibiert werden.

5.7.2 SRB-Test

Beim SRB-Test bindet das SRB im Sauren an die Proteine der Zelle. Nach dem Auswaschen
des ungebundenen Farbstoffes wird das gebundene SRB mit einem basischen Tris-Puffer
wieder in Losung gebracht. Die Absorption des SRB wird photometrisch bei 570 nm bestimmt
[Skehan et al., 1990]. Die Strukturformel von SRB ist in Abbildung 37 dargestellt.

SO3Na

SO3
09
LL O : l\g
Abbildung 37: Strukturformel von Sulforhodamin B (SRB).

Losungen:
Trichloressigsdure-Losung: (10 % (w/v)) 50 g Trichloressigsédure werden in 500 ml HoO geldst

und im Kiihlschrank aufbewahrt.
Essigsdure: (1 % (v/v)) 10 ml Eisessig werden mit HyO auf 1 1 aufgefiillt.
SRB-Lésung: (0,4 % (w/v)) 0,4 g SRB-Farbstoff werden in 100 ml 1 %iger Essigsdure gelost.
Tris-Puffer: (10 mM, ungepuffert) 0,6 g Tris Base werden in 500 ml HyO gelost.
Durchfiihrung:

e Ausstreuen von 10000 Zellen/Well (V79 Zellen: 5000 Zellen/Well) in 200 pl Medium
in eine 96-Well Platte und Kultivierung fiir 24 h
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e Inkubation der Zellen mit den gewiinschten Substanzkonzentrationen fiir 72 h

e Zugabe von 100 pl Trichloressigsdurelosung pro Well nach Ablauf der Inkubationszeit

und weitere Inkubation fiir 1 h bei 4 °C
e Waschen der Platte 4x mit dest. HoO und Trocknung der Platte iiber Nacht
e Zugabe von 100 pl SRB-Losung je Well und Inkubation von 30 min bei RT
e Waschen der Platte 4x mit 1%iger Essigsaure und Trocknung der Platte {iber Nacht

e Zugabe von 200 pl Tris-Puffer/Well, 3 min Inkubation bei RT, Schiitteln fiir 2 min im
Plattenlesegerét und Messung der Absorption bei 570 nm

Auswertung:

Die Extinktionen wurden auf die Losungsmittelkontrolle bezogen und als prozentualer Anteil
dieser angegeben. Pro Konzentration wurden acht Wells verwendet, diese Versuche dreimal
wiederholt und die MW und die SD gebildet.

Die sigmoidale Kurvenanpassung zur Ermittlung der IC5y-Werte erfolgte wie beim MTT-Test
(s. Kap. 5.7.1) mit dem Computerprogramm OriginPro 8G.

5.8 Messung der Zellzyklusverteilung

Am Durchflusscytometer kann mittels FACS-Messung die Zellzyklusverteilung kultivierter
Zellen untersucht werden. Zellen besitzen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus einen
unterschiedlichen DNA-Gehalt. Jede Zelllinie hat dabei eine charakteristische Zellzyklusver-
teilung. Bei der Durchflusscytometrie wird nach der Lyse der Plasmamembranen die DNA
mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt. In der G2/M-Phase liegt die DNA tetraploid
vor und weist damit die hochste Fluoreszenz auf, in der G1-Phase dagegen liegt die DNA nur
diploid vor und daher zeigt sich nur eine schwache Fluoreszenz. In der S-Phase wahrend der
Replikation liegt der DNA-Gehalt zwischen dem der G1- und der G2/M-Phase. Am Durch-
flusscytometer wird die Fluoreszenz eines Partikels bei einer Wellenldnge von 435 - 500 nm
detektiert und die Anzahl der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen bestimmt [Leh-
mann et al., 2005].
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Losungen:
CyStain® DNA 2step, High Resolution DNA staining kit (Partec):
Lyse-Puffer: 21 mg Salz (Buffer reagent) werden in 1 ml Extraktionspuffer gelost

DAPI: direkt einsetzen

Durchfiihrung:

e Ausstreuen von 50000 Zellen/Well in 1 ml Medium in eine 24-Well Platte und Kulti-

vierung fiir 24 h

Inkubation mit den gewiinschten Konzentrationen fiir verschiedene Zeitpunkte

Zelllyse nach Ablauf der Inkubationszeit geméaft Herstellerprotokoll mit 150 ul Lyse-

Puffer fiir 10 min

Zugabe von 750 pl DAPI-Losung nach 10 min Inkubation

Uberfiihren der Zelllysate in Rohrchen und sofortige Messung am Durchflusscytometer

(Farbung haltbar ca. 24 h)

Auswertung:

Die blaue Fluoreszenz wurde detektiert und linear aufgetragen. Die GO/G1-Phase sollte etwa
eine Intensitat von 200 Einheiten besitzen. Die Gesamtzellzahl und die Zellzahlen in den ein-
zelnen Zellzyklusphasen wurden pro ml angegeben. Daraus konnten die prozentualen Anteile
an der jeweiligen Phase des Zellzyklus angegeben werden. Pro Konzentration wurden drei
Wells inkubiert, dies wurde dreimal unabhéngig wiederholt und die MW und die SD berech-
net. Zudem wurde der MW und die SD der Zellzahlen bei den verwendeten Konzentrationen

aufgetragen.

5.9 Immunologische Farbungen

Um den Einfluss von verschiedenen Chemikalien auf die Mitoserate, die Storung des Mikro-
tubuligeriists und die Anzahl der Mikrokerne pro Zelle zu untersuchen, werden mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Antikérpern die MTP und die Centromere der Zellen angefiarbt. Die

DNA wird mit dem Farbstoff DAPI angefirbt [Brugger et al., 2006; Tan et al., 1980].
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Losungen:
10x PBS-CMF: 1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 78 mM Na,HPO, (wasserfrei) und KHyPO4
werden in HyO geldst und auf 1 | aufgefiillt.

PBS-CMF-Puffer: 100 ml 10x PBS-CMF-Puffer werden mit HyO verdiinnt, mit NaOH auf
pH 8,0 eingestellt und auf 1 1 aufgefiillt.

Antifade-Lésung: 100 mg p-Phenylendiamin-dihydrochlorid werden in 10 ml PBS gelost und
mit NaHCO3-Losung (0,5 M; pH 9 mit NaOH) auf pH 8 eingestellt, sterilfiltriert und
bei -20 °C gelagert

DAPI-Lésung: 1 mg DAPI werden in 1 ml HyO gelost

Dapi-Antifade-Lsung: in 10 ml Antifade-Losung werden 10 ul DAPI-Losung (Endkonzen-
tration: 1 ug/ml) gelost, aliquotiert (0,7 ml) und mit Alufolie umwickelt bei -20 °C
gelagert

Ziegennullserum: unverdiinnt verwendet (Sigma, Taufkirchen)
BSA-Losung: 1% (m/v) BSA werden in PBS-CMF gelost

Primare Antikorper:
Centromer positive Control (CREST-Antikérper) (DPC Biermann, Bad Nauheim)
Monoclonaler Anti-a-Tubulin Antikérper aus Maus-Ascitesfliissigkeit (Sigma, Tauf-

kirchen)

Primarantikdrper-Losung: Die Primérantikorper werden mit BSA-Losung verdiinnt

(CREST 1:200; Anti-Tubulin 1:500)

Sekundare Antikorper:
Polyvalenter Anti-Human-Antikérper der Ziege (Sigma, Taufkirchen);
FITC-konjugiert
Anti-Maus-Antikorper der Ziege (Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK);
CY3-konjugiert

Sekundarantikdrper-Losung: Die Sekundéarantikérper werden mit BSA-Losung verdiinnt

(Anti-Human 1:200; Anti-Maus 1:250)
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Durchfiihrung:

Inkubation der Zellen:

e Kultivierung von vier OT pro Quadripermschale fiir 24 h: Ausstreuen von 10° Zellen

je Vertiefung in 5 ml Kulturmedium
e Inkubation der OT mit den gewiinschten Konzentrationen an CUR bzw. Col oder NQO

e Mediumwechsel nach Ablauf der Inkubationszeit von 24 h und Kultivierung fiir weitere

24 h

e Entnahme der OT aus Medium und Lagerung bis zur weiteren Verwendung

(mind. 30 min) in MeOH bei -20 °C
Farbung der OT:
e Waschen der OT 3x fiir je 5 min in PBS-CMF
e Die Inkubationsschritte erfolgten in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e Inkubation mit 200 pl Ziegenserum (Deckglas) pro OT fiir 1 h, Entfernung der Deck-
glaser und Schwenken der OT kurz in PBS-CMF

e Inkubation mit 100 pl Primérantikérper-Losung (Deckglas) fiir 1 h, nach Entfernung
der Deckgléaser erneutes Waschen der OT 3x fiir 5 min in PBS-CMF

e OT-Inkubation mit je 100 pl Sekundérantikorper-Losung (Deckglas), anschliefendes
Waschen mit PBS 8,0 (3x je 5 min)

e Bedecken der OT nach dem Trocknen mit ca. 70 4l DAPI-Antifade-Losung (Haltbarkeit
der Markierung etwa 14 Tage im Dunkeln)

Auswertung:

Die Auswertung erfolgte optisch unter dem Fluoreszenzmikroskop. Es wurden pro OT
zweimal je 1000 Zellen ausgewertet. Bestimmt wurde die Anzahl an Kinetochor-positiven
und -negativen Mikrokernen, die Anzahl der Zellen, die sich in der Mitose befanden, sowie
die Héaufigkeit des Auftretens von fragmentierten Zellkernen (mehr als drei Mikrokerne

pro Zelle). Die Storungen am Mikrotubuligertist wurden nicht quantitativ erfasst, da
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ein Schweregrad nicht ermittelbar war und es keinen eindeutigen Marker fiir Storungen
gab. Fiir jede Zelllinie wurden diese Inkubationen mit verschiedenen Zellpassagen in drei

unabhéingigen Versuchen durchgefiihrt.

Fir die Aufnahme der gefirbten Zellen wurde von jedem Fluoreszenzfilter mit einer Di-
gitalkamera ein Graustufenbild aufgenommen. Diese Bilder wurden mit Hilfe der Software
MetaView Farbkanélen zugeordnet und diese iibereinander gelegt. Die Zuordnung der Farben

erfolgte entsprechend den Fluoreszenzfarben.

5.10 MTP-Praparation aus Pferdehirn

Die Isolierung von MTP aus schlachtfrischem Pferdehirn basiert auf der Methode von Shel-
anski et al. [1973]. Durch zwei Zyklen von Polymerisation und Depolymerisation mit jeweils
anschliefsender UZ werden die MTP von anderen Zellbestandteilen abgetrennt. Im zellfreien
System polymerisieren MTP in Gegenwart von 0,5 mM Mg?*-Tonen und 1 mM GTP bei
37 °C; 4 M Glycerin in der Losung erhéhen die Ausbeute der Polymerisation. Die gebilde-
ten Mikrotubuli depolymerisieren unter Eiskiihlung in ihre Tubulin-Dimere [Shelanski et al.,

1973).

Losungen:

REA-Puffer 10x: 100 mM MES, 1 mM EGTA und 0,5 mM MgCl,; werden in 200 ml
H50O gelost, der pH-Wert mit konz. NaOH auf 6,4 eingestellt und mit H,O auf
1000 ml aufgefiillt.

REA-Puffer 1x: 500 ml REA-Puffer 10x wird mit HyO auf 5 1 aufgefiillt.

REA 4M: (pH 6,4) 100 ml REA 10x und 386 g Glycerin (4 M) werden mit H,O auf
1000 ml aufgefiillt.

REA 8M: (pH 6,4) 25 ml REA 10x und 184 g Glycerin (8 M) werden mit HyO auf
250 ml aufgefiillt.

GTP: Nag-guanosin-5-triphosphat x 3 HyO
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Durchfiihrung:

Vor Beginn der MTP-Praparation wurden alle Losungen und Rotoren 24 h im Kiihlschrank
auf 4 °C gekiihlt. Fiir die Praparation wurden zwei schlachtfrische Pferdehirne mit einem
Gesamtgewicht von 700 g verwendet. Das schlachtwarme Material wurde auf Eis ins Labor

gebracht.

Aufarbeitung des Pferdehirns:

Die Hirne wurden unter standiger Eiskiihlung mit einer Pinzette vorsichtig von der Hirnhaut
und anhéngenden Blutgefiften befreit. Das verbleibende Gewebe wurde 2x mit eiskaltem
REA-Puffer gewaschen und gewogen.

Kleinere Portionen des Hirns wurden in eiskaltem REA 4 M (70 ml Puffer pro 100 g Hirn)
mit einer Schere grob zerkleinert und anschliefend mit dem Piirierstab unter Eiskiihlung
homogenisiert. Das Homogenat wurde 30 min bei 4 °C und 10000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abdekantiert und in einer Ultrazentrifuge 60 min bei 4 °C und 100 000 x g
zentrifugiert. Diese Losung wurde dem ersten Polymerisations-/Depolymerisationszyklus un-

terworfen.

Erster Polymerisations-/Depolymerisationszyklus:

Das Volumen des Uberstandes wurde bestimmt, GTP bis zu einer Endkonzentration von
1 mM zugegeben und die Losung im Wasserbad bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Die Bildung
der Mikrotubuli war an der zunehmenden Triibung der Losung zu erkennen. Zeitgleich wur-
den Rotor und Ultrazentrifuge auf 30 °C temperiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurden die Mikrotubuli in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet 2x mit 30 °C warmem REA-Puffer gewaschen
und in 80 ml eiskaltem REA-Puffer suspendiert. Unter sanftem Pottern l6ste sich das Pellet
unter Eiskiihlung und wurde anschlieffend auf Eis 30 min depolymerisiert. Der Rotor wurde
wahrenddessen auf 4 °C gekiihlt. Im Anschluss wurden die nicht depolymerisierten Bestand-
teile bei 30 °C 60 min und 100 000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir den zweiten
Zyklus verwendet oder gegebenenfalls iiber Nacht bei -20 °C gelagert.

Zweiter Polymerisations-/Depolymerisationszyklus:
Nach der Bestimmung des Volumens vom Uberstand wurde dieser mit dem gleichen Volumen

an REA 8 M ergénzt und GTP bis zu einer Endkonzentration von 1 mM hinzugegeben. Die
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Polymerisation und Depolymerisation erfolgte wie im ersten Zyklus beschrieben.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet 2x mit warmem REA-Puffer gewaschen und in
20 ml kaltem REA-Puffer suspendiert. Nach 30 min Depolymerisation auf Eis wurde der
nichtpolymerisierte Anteil wie im ersten Zyklus beschrieben abzentrifugiert.

Der MTP-haltige Uberstand wurde gemischt und in Kryoréhrchen portioniert (1 ml). Die
Lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff.

5.11 Bestimmung der MTP-Konzentration

Um den Gehalt an MTP in dem aus Pferdehirn gewonnenen MTP-Praparat zu bestimmen,
wurde die Extinktion von drei unterschiedlich konzentrierten MTP-Losungen im Photometer

bei 35 °C und 276 nm gegen Luft gemessen.

Durchfiihrung:
40, 80 und 120 pul MTP-Losung wurden in 450, 410 und 370 pl REA-Puffer verdiinnt und
gut gemischt.

Auswertung:
Es wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Mit Hilfe der Extinktionen wurde iiber das
Lambert-Beersche Gesetz mit dem Extinktionskoeffizienten € = 120 1 x mmol~! x cm™! die

jeweilige MTP-Konzentration berechnet und aus diesen der Mittelwert gebildet.

Tabelle 19: Messwerte der MTP-Losungen und berechnete Konzentrationen.

MTP-Losung [pl] | Extinktion bei 276 nm | Konzentration [10~° mol/l]
40 0,806 8,2
0,795 8,1
80 1,342 6,9
1,362 7,1
120 1,957 6,8
1,999 7,0

Der Mittelwert betrug 7,4 x 107° £ 0,63 mol/l. Bei einem Molekulargewicht des Tubulins
von 100 000 kDa/mol ergab sich eine MTP-Menge von 7,4 mg/ml.

121



5 Material und Methoden

5.12 Mikrotubuli-Polymerisation

Um festzustellen, ob Substanzen die Polymerisation von MTP zu Mikrotubuli beeinflussen,
wurde der Mikrotubuli-Polymerisationsassay durchgefiihrt. Die Polymerisation ist mit
einer Triibungszunahme verbunden, die bei 350 nm photometrisch bestimmt werden kann.
Die Extinktionszunahme ist zur Menge der gebildeten Mikrotubuli proportional. Der
Polymerisationsassay wird unter zellfreien Bedingungen in wvitro durchgefithrt. Hierfiir
wurden frisch aufgetaute MTP aus Pferdehirn verwendet, welche zuvor prépariert worden

waren (s. Kap. 5.10).

Durchfiihrung:

Die Messung erfolgte in REA-Puffer, der 10 uM MTP enthielt, in Quarzkiivetten (Schicht-
dicke, d = 1em). Das Endvolumen betrug 0,5 ml. Mehrere Ansétze wurden parallel gemessen,
daher wurde ein entsprechendes Volumen an MTP-Suspension in REA-Puffer hergestellt,
wovon pro Kiivette 480 pl verwendet wurden. Vor der Zugabe der Testsubstanzen (CUR)
wurde durch Messung der Absorption bei 276 nm {iberpriift, ob sich in den Kiivetten
anndhernd gleich grofe MTP-Gehalte befanden. Die Messungen erfolgten im temperierten
Photometer (35 °C) bei 350 nm. Den MTP-Suspensionen wurden je 10 ul der Testsub-
stanzen bzw. DMSO fiir die Kontrollansitze zugegeben. Eine anschliefsende Inkubation
iiber 20 min erfolgte, um die Extinktionskonstanz zu iiberpriifen. Die Polymerisation
wurde durch Zugabe von je 10 pl frisch hergestellter GTP-Losung (Endkonz. 0,5 mM) pro
Kiivette gestartet und die Triibungszunahme iiber 30 min in 5 min-Intervallen verfolgt.
Daran schloss sich eine 30-miniitige Depolymerisation bei 4 °C an. Es erfolgte ein weiterer
Polymerisationszyklus ohne erneute GTP-Zugabe. Ein regulérer Polymerisationsverlauf ist

in Abbildung 38 dargestellt.

Es - E;= AE;, 1. Polymerisation

E, - Es= AE;, 1. Depolymerisation
E, - E3= AE;, II. Polymerisation
E4 - Es= AE;, II. Depolymerisation
Eg¢ - Es= AE;, III. Polymerisation
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Abbildung 38: Grafische Auftragung eines reguldren MTP-Polymerisationsverlaufs. Darge-
stellt sind drei Polymerisationszyklen (30 min, 35 °C) und zwei Depolymeri-
sationszyklen (30 min, 4 °C). RT: Raumtemperatur.

30 uM CUR wurde in einem Versuch vor und in einem anderen nach der Polymerisation

zugegeben. Als Positivkontrolle wurde 2 pM Col mitgefiihrt.

Stabilitdt von CUR in den Losungen der Mikrotubulin-Polymerisation:

Zur Bestimmung der Stabilitit von CUR im Puffer wurden die Bindungsspektren im
Phosphat- und im REA-Puffer mit 30 uM CUR iiber einen Zeitverlauf von 60 min ver-
folgt. Die Abnahme der Substanzmenge wurde anhand der Verdnderung des Absorptions-
maximums beobachtet. Durch zusétzliche Zugabe von Lysozym, MTP und BSA (1 mg/ml)
wurde die Bindung bzw. die Stabilisierung des CUR durch die Proteine untersucht.

5.13 Das Millicell® System

Fiir die Untersuchungen und Inkubationen im Caco-2 Millicell® System ist eine Abfolge
mehrerer aufeinanderfolgender Schritte notwendig. Die Abbildung 39 gibt einen schemati-
schen Uberblick iiber die wichtigsten Arbeitsschritte, die in den folgenden Kapiteln ausfiihr-

licher beschrieben sind.
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21 21+x h 21+xh d

>

,Presoaking” Messung des Ausstreuen Wachstum bis Tag 21 Inkubation Entnahme des Qualitatskontrolle

TEER-Blindwertes der Caco-2 Mediumwechsel und Mediums mit Lucifer Yellow

TEER-Messung alle
2 Tage

Abbildung 39: Zeitverlauf der Kultivierung und Inkubation des Caco-2 Millicell Inserts.

Die Vorgehensweise der Kultivierung erfolgte folgendermafien:

e Presoaking: das Insert im zugehorigen Well wird vor dem Ausstreuen der Zellen oder

der TEER-Wert-Messung fiir 24 h in DMEM /F12 eingeweicht
e Messung des TEER-Blindwertes mit einem Voltohmmessgerét
e Ausstreuen von 80 000 bis 86 000 Zellen pro cm? auf der apikalen Seite der Membran

e Kultivierung der Caco-2 Zellen im Millicell®—System fiir 21 Tage, alle 2 Tage Medi-

umwechsel
e Inkubation am 21. Tag mit Coffein oder den Curcuminoiden
e Entnahme des Inkubationsmediums nach der gewiinschten Inkubationszeit

e Qualitatskontrolle des Caco-2 Monolayers mit dem Fluoreszenzfarbstoff LY oder Aus-

schneiden des Inserts

5.13.1 Kultivierung der Caco-2 Zellen im Millicell® System

Fiir die Resorptionsversuche wurde das Millicell ® System der Firma Millipore GmbH ver-
wendet. Die Inserts des 6-Well Systems bestehen aus hingenden Einsétzen mit Membranen
aus PET mit einem Porendurchmesser von 0,4 pm. Die Einsétze teilen das Kulturmedium
in ein apikales und ein basolaterales Kompartiment durch die Membran, auf der die Caco-2
Zellen wachsen. Das Volumen auf der apikalen Seite betragt 2 ml und auf der basolateralen

4 ml. Nach dem Passagieren wurden die Zellen auf die vorgeweichten Membranen ausgestreut
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(80000 - 86 000 Zellen/cm?). Dies entsprach 375000 Zellen/Well. Alle 2 Tage erfolgte ein
Mediumwechsel, bei dem in beiden Kompartimenten das verbrauchte Medium ersetzt wurde.

Die Resorptionsversuche fanden am Tag 21 nach dem Ausstreuen statt.

5.13.2 Qualitatskontrolle der Monolayer

Als Qualitéatskontrolle wurden der Verlauf des TEER-Wertes und die Transportrate des
Markermolekiils LY bestimmt. Die Vorgehensweise der beiden Methoden wird im folgenden

Kapitel erlautert.

a) TEER-Wert:

Vor dem Ausstreuen der Zellen erfolgte das sogenannte Presoaking, bei dem jedes Well mit
dem héngenden Insert fiir ca. 24 h in DMEM/F12 dquilibiert wurde. Danach wurde der
TEER-Blindwert gemessen und somit der Eigenwiderstand der Membran erfasst. Nach Aus-
streuen der Zellen wurde der TEER-Wert in den verwendeten 6-Well Platten wiahrend der
Kultivierung nicht mehr bestimmt. Kurz vor Beginn der Inkubation wurde der TEER-Wert
ein letztes Mal gemessen, um zu sehen, ob die Membran dicht bewachsen war |Liang et al.,
2000; Wilson et al., 1990].

Die Messung erfolgte mit einem Voltohmmessgerét, welches aus zwei versetzt angeordneten
Elektroden besteht. Eine Elektrode tauchte dabei in das apikale und eine in das basolaterale
Kompartiment. Der TEER-Wert wurde ermittelt, indem ein Gleichstrom bekannter Grofe
iiber die Membran floss. Die resultierende Spannung wurde gemessen und nach dem Ohm-
schen Gesetz der Widerstand berechnet. Der Widerstand R [Q] wurde am Gerét abgelesen
(Rprobe) und mit dem zuvor bestimmten Blindwert (Rpinq) verrechnet. Damit ergab sich der

Widerstandswert fiir die Zellschicht (R zeyschicht):

RZellschicht — RProbe - RBlind

Der Widerstand ist umgekehrt proportional zur Zellfliche. Je grofer die Membran, desto
niedriger ist der Widerstand. Anhand dieser Beziehung wird anstatt des Widerstandes das
Produkt aus Widerstand und Fldache berechnet. Dieser Wert ist von der Flache unabhingig

und wird in  x cm? angegeben.

TEER [Q x cm?] = (Rprobe - RBiina) X Wachstumsfliche Membran
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Die Widerstandswerte fiir Membrandurchmesser > 24 mm sollen laut Herstellerangaben
nicht in den flichenabhédngigen Widerstand umgerechnet werden, da die Elektrode keine
einheitliche Stromdichte iiber die relativ groke Membran durch den Spalt zwischen Membran
und dem Rand des Wells liefern kann. Die Werte wurden zu Beginn bzw. kurz vor der

Inkubation an drei Stellen im Well gemessen und daraus der MW gebildet.

b) LY-Test:

Da der TEER-Wert in den 6-Well Platten nur eine geringe Aussagekraft besitzt, wurde
zusitzlich der LY-Test verwendet [Bailey et al., 1996; Trotter und Storch, 1991]. Die Uber-
priifung der Caco-2 Zellschicht auf Intaktheit mit dem Dilithiumsalz LY wurde direkt nach
dem Resorptionsversuch durchgefiihrt (Strukturformel s. Abbildung 40).

TI) NH, ﬁ
Lio—ﬁ ﬁ—ou
o) IT o
HN\WT/NHNH2

o)

Abbildung 40: Strukturformel von Lucifer Yellow (LY).

Losungen:

LY-L6sung: 10 mg LY werden in 100 ml HBSS geldst

HBSS: 1,2 mM CaCly; 0,5 mM MgCly x 6 Hy0; 0,4 mM MgSO, x 7 Hy0; 5,3 mM KCI;
0,4 mM KH;POy; 4,2 mM NaHCOg; 0,14 M NaCl; 0,3 mM Na,HPOy; 5,6 mM
Glucose in Hy0 16sen und mit HCI auf pH 7.4 einstellen.

Durchfiihrung:
Der Monolayer jedes einzelnen Inserts wurde nach der vollstdndigen Probenentnahme von
beiden Seiten 2x mit 2 ml HBSS gewaschen. Das apikale Kompartiment wurde mit einer

Losung von 100 pg/ml LY in HBSS fiir 1 h im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Basolateral
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wurde frisches HBSS hinzugegeben. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde von der
basolateralen Seite ein Aliquot entfernt und der Gehalt an LY fluoreszenzphotometrisch
bestimmt. Die relative Fluoreszenz (relative fluorescence units, RFU) der Proben wurde in
96-Well Platten mittels Fluoreszenzplattenlesegerdat bei einer Anregung von 485 nm und

einer Emission von 535 nm gemessen.

Fiir die Berechnung des prozentualen Durchgangs von LY wurde ein Blindwert aus reinem
HBSS gemessen sowie die Fluoreszenz einer LY-Losung, deren Konzentration 33,3 ug/ml
in HBSS betrug. Dieser sogenannte Equilibriumwert entspricht einer gleichméfigen Vertei-
lung von LY im gesamten Well. Der Wert 33,3 ug/ml lisst sich mit folgender Gleichung

bestimmen:

(LY — Konz. im Donorkompartiment tg) x (Volumenqpikar)

RFU (Equilibri =
(Equilibrium) Volumengpika + Volumenpasolateral

1 2
RFU (Equilibrium 6 — Well) = 002“% Tl 4X lml = 33,3 pug/ml
m m

Die LY-Passage im Testwell wird mit Hilfe folgender Gleichung bestimmt:

RFU(Probe) — RFU(Blind)
RFU(Equilibrium) — RFU(Blind)

LY — Passage % = x 100

Liegt der Wert unter 1 % /h, wird der Zellmonolayer als intakt erachtet. Falls der Wert tiber
1%/h betréagt, kann der Monolayer vor oder wéhrend der Inkubation geschédigt worden sein

und ist daher nicht intakt. Die Ergebnisse dieser Wells sollten verworfen werden.

5.13.3 Qualitatskontrolle der Caco-2 Zellen

Die Caco-2 Zellen exprimieren nach dem Ausdifferenzieren die Aktivitat der AIP [Hillgren
et al., 1995]. Um die Aktivitét der Passage zu tiberpriifen und zu erkennen, ob die gewéhlte
Passage schon zu hoch ist, wurde die Aktivitat der AIP wihrend der Versuche mitbestimmt.
Das Enzym katalysiert die Hydrolyse von Phosphatestern. Ein Substrat fiir die AIP ist das
4-Nitrophenylphosphat (4-NPP). Dieses ist zuerst hellgelb und wird von der AIP zum stérker
gefiarbten p-Nitrophenolat-Anion und Phosphat umgesetzt (s. Abbildung 41).
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o) o)
I AlP Il

O,N O—F|’—O' + HO — 2 » O,N o + Ho—T—OH
o o

p-Nitrophenylphosphat p-Nitrophenolat-Anion

Abbildung 41: Umwandlung des 4-NPP in das Anion

Losungen:
MgCly-Stammldsung: 24 mM MgCl, x 6 HoO werden in 100 ml HyO gelést, zu 1,2 ml ali-
quotiert und bei -20 °C gelagert.

4-NPP-Lésung: 5 mM 4-NPP, 1 M Diethanolamin und 1 ml MgCly-Stammlésung (24 mM)
werden gelost, der pH-Wert mit konz. HCI auf 9,8 eingestellt und auf 100 ml aufge-
fiillt.

4-Nitrophenolat-Stammldsung: 5 mM 4-NPP in H,O l6sen, pH-Einstellung mit 1 N NaOH
(pH 8), Konzentrationen fiir Kalibriergerade: 5 bis 25 nmol Absolutmenge

Durchfiihrung:

Herstellung des Zelllysates:

e Ausstreuen von 1 x 10° Zellen/2 ml Medium in @ 40 mm Kulturschalen und Kulti-

vierung fiir 21 Tage
e Kultivierung fiir 24 h bis 21 Tage

e Waschen des Monolayers mit PBS, Abschaben und Uberfithren in Reaktionsgefif mit
ca. 1 ml PBS

e Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 x g, Aspiration des Uberstandes und Zugabe von

200 pl PBS, Lagerung bis zur Aufarbeitung bei -80 °C
e Homogenisation vor Messung 10 sec bei 40 Watt mit der Ultraschallspitze

e Herstellen von Verdiinnungen fiir Messung (1:5 bzw. 1:10)
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Messung der Kalibrierpunkte und der Zelllysate:

e Messung in 96-Well Platten, Zugabe von 10 ul Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7,4) pro
Well und 10 pul Zelllysat-Verdiinnung

Zusatz von 50 ul 4-NPP-Losung

Inkubation 5 min bei RT im Dunkeln

Schiitteln fiir 30 sec im Plattenlesegeréit und Messung der Absorption bei 405 nm

Kalibrierung: Zugabe von 20 pl Kalium-Phosphat-Puffer und 50 pl 4-Nitrophenolat-
Verdiinnungen pro Well

e Messung der Kalibrierpunkte parallel zu Proben, Blindwert: H,O

Auswertung:
Fiir die Auswertung der Kalibriergeraden wurde von den Messwerten der Blindwert abgezo-

gen. Die Kalibriergerade betrug
E = (0,0273 x n) - 0,0087

mit E: Extinktion (gemessen am Plattenlesegerit) und n: Konzentration von 4-Nitrophenolat

in nmol.

Die Berechnung der gebildeten 4-Nitrophenolatmenge durch das Zelllysat der Caco-2 Zellen
erfolgte mit Hilfe dieser Kalibriergeraden. Fiir die niedrigeren Passagen (P 18) sowie fiir die

hoheren Passagen (P 42) lag der Wert bei ca. 1438 nmol 4-Nitrophenolat pro Zellkulturplatte.

5.13.4 Versuche zur Reduktion im Medium

Da bei jedem Inkubationsversuch mit CUR im Donorkompartiment dessen reduzierte Me-
taboliten gefunden werden konnten, wurde iiberpriift, ob die Caco-2 Zellen reduzierende
Enzyme an das Medium abgeben und die Reduktion des CUR auch ohne Zellen stattfindet.
Dazu wurde am 21. Tag direkt vor der Inkubation das Kulturmedium auf beiden Seiten
abgenommen. Vom apikalen und basolateralen Medium wurden 500 pl mit 50 pM CUR
bzw. HHC 1 und 3 h inkubiert. Anschliefsend wurden die Proben 2x mit 1 ml Ethylacetat
extrahiert und der Riickstand in 40 ul MeOH aufgenommen. 25 pl davon wurden mittels

HPLC/DAD analysiert.
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5.13.5 Sulfatierung

Um die Sulfate von HHC, HHBDMC und iso-HHC genauer charakterisieren zu kdnnen,
wurden diese mit Rattenlebercytosol (ménnlich, Wistar) und PAPS als Cofaktor gebildet.

Die Durchfithrung erfolgte nach Asai und Miyazawa [2000].

Losungen:

4 mM PAPS in Kalium-Phosphat-Puffer, pH 8
0,1 M MgCl, in Kalium-Phosphat-Puffer, pH 7.4

Durchfiihrung:

Die Inkubationen erfolgten in einem Gesamtansatz von 0,2 ml in 0,1 M Kalium-Phosphat-
Puffer (pH 7,4) und enthielten das Substrat (50 M) in DMSO (Endkonzentration 1 %),
1 mg/ml cytosolisches Protein, 0,4 mM PAPS und 10 mM MgCl,. Die Vorinkubation
erfolgte 5 min bei 37 °C, die Reaktion wurde durch Zugabe von PAPS gestartet und 30
min bei 37 °C inkubiert. Durch Eiskiihlung wurde die Reaktion abgestoppt und bei 1
000 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt oder nach enzymatischer
Hydrolyse der Sulfate mittels HPLC/DAD analysiert. Fiir die Hydrolyse wurde ein Aliquot
des Uberstandes mit 0,2 U Sulfatase Typ IV aus Acetobacter aerogenes in 0,2 ml Kalium-
Phosphat-Puffer (pH 7,1) gemischt, fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend ebenfalls
mittels HPLC/DAD detektiert.

Die Inkubationen erfolgten als Doppelbestimmungen und die Negativkontrollen wurden in
Abwesenheit von PAPS durchgefithrt. Weitere Analysen erfolgten per HPLC-UV/MS, um

die Sulfate anhand der Massen zu identifizieren.

5.13.6 Inkubationsversuche

Die Resorption von Coffein oder den Curcuminoiden durch die Caco-2 Zellen wurde im
Caco-2 Millicell® System untersucht. Dabei wurden die Zellen entweder apikal oder baso-

lateral mit Substanz inkubiert.
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Losungen:

Kalium-Phosphat-Puffer: 0,1 M KoHPO,4 und 0,1 M KH3POy: Vorlegen der sauren Kompo-

nente, mit der basischen auf pH 7,1 bringen

Durchfiihrung:

Inkubation der Zellen:

Kultivierung der Zellen bis zum 21. Tag, Uberpriifung des TEER-Wertes

Entfernung des Mediums und Waschen des apikalen und basolateralen Kompartiments

mit HBSS (2x 2 ml)

Inkubation des jeweiligen Kompartiments mit den Curcuminoiden oder Coffein in

HBSS und HBSS-Zugabe zum anderen Kompartiment
Inkubation bis zu 6 h mit Substanz

Probennahme: entweder gesamtes Volumen aus beiden Kompartimenten oder nur de-

finiertes Volumen aus einem Well fiir Zeitverlauf
Waschen des apikalen und basolateralen Kompartiments mit HBSS (2x 2 ml)

Qualitatskontrolle mit LY oder Ausschneiden der Membran zur Aufarbeitung der Zellen

(Lagerung bis zur Aufarbeitung bei -80 °C)

Aufarbeitung:

KULTURMEDIUM:

Extraktion ohne Aufarbeitung: Nach Zugabe des IS Bisphenol A wurde das Medi-
um in drei Teile geteilt zur Extraktion ohne Aufarbeitung und zur Extraktion nach
Glucuronid- bzw. Sulfatspaltung. Die Extraktion ohne Aufarbeitung erfolgte nach 3
h bei 37 °C, um Verluste bei der Glucuronid- und Sulfatspaltung zu erkennen. Dazu
wurde 2Xx mit dem doppelten Volumen an Ethylacetat extrahiert und nach dem Eva-
porieren zur Trockene der Riickstand in wenig MeOH aufgenommen und ein Aliquot
mittels HPLC/DAD analysiert.

Glucuronidspaltung: Die Probe wurde mit gleichem Volumen an Na-Ac-Puffer ver-

setzt und mit einem Aliquot an Glucuronidase, in Na-Ac-Puffer gelost (100 U/Ansatz),
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gemischt. Der Ansatz wurde 3 h bei 37 °C inkubiert und wie bei der sofortigen Ex-
traktion aufgearbeitet. Aus der Differenz der Substanzmenge aus den beiden Ansétzen
kann indirekt die Menge an gebildetem Glucuronid bestimmt werden. Da aber CUR
und sein Glucuronid sehr instabil sind, ist eine Bilanzierung nicht ausreichend méglich.

Sulfatspaltung: Das dritte Aliquot der Probe wurde mit 0,1 U Sulfatase aus Aceto-
bacter aerogenes in Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7,1) gemischt und fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert. Die weitere Aufarbeitung wurde wie bei den Proben der sofortigen Extrak-
tion durchgefiihrt, und die Auswertung erfolgte wiederum aus der Differenz zwischen

Proben der sofortigen Extraktion und der Sulfatspaltung.

ZELLLYSAT:

Die ausgeschnittenen Monolayer des 6-Well Systems wurden in 200 ul PBS bei -80 °C
gelagert und zur vollstdndigen Zelllyse fiir 15 sec mit Ultraschall behandelt. Mit einem
kleinen Aliquot wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford (s. Kap. 5.14) durchge-
fithrt und der Rest wurde 2x mit der doppelten Menge Folch-Reagenz (s. Kap. 5.5)
extrahiert. Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen und mittels HPLC/DAD

untersucht. Bei dieser Extraktion werden Sulfate und Glucuronide nicht erfasst.

COFFEIN:

Die Coffeinproben miissen aufgrund der niedrigen Substanzkonzentration im Akzep-
torkompartiment extrahiert und damit aufkonzentriert werden. Die Extraktion erfolgte
2x mit der doppelten Menge Ethylacetat. Nach der Evaporation zur Trockene wurde
der Riickstand in 40 pul MeOH aufgenommen und davon wurden 25 pl per HPLC/DAD

analysiert.

BILANZIERUNG:

Fiir die Bilanzierungsversuche wurden 6-Well Platten ohne Insert verwendet. Nach
der Inkubation mit 50 uM Testsubstanz wurde das Medium abgenommen, in drei Teile
geteilt und ebenfalls extrahiert ohne Aufarbeitung, bzw. einer enzymatischen Hydrolyse
der Glucuronide oder der Sulfate unterzogen. Die Monolayer wurden in diesem Fall
abgeschabt, in 200 pl PBS im Biofreezer bei -80 °C gelagert und danach fiir 15 sec

mit einer Ultraschallspitze lysiert. Nach der Extraktion mit Folch-Reagenz und der
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Evaporation zur Trockene wurde der Riickstand in MeOH aufgenommen und mittels

HPLC/DAD analysiert.

e STABILITAT IN HBSS:

Um die Stabilitdt der Curcuminoide (CUR, iso-CUR, BDMC) im Puffer zu untersu-
chen, wurden die Substanzen in HBSS inkubiert. Dazu wurde eine Losung aus der zu
untersuchenden Substanz (50 ¢M) und dem IS Bisphenol A (40 uM) in Puffer inkubiert,
analog den Bedingungen in der Zellkultur (37 °C, 0 bis 6 h). Die Endkonzentration an
Losungsmittel betrug 1 % DMSO. Jedes Aliquot (500 pl) wurde mit 2x 1 ml Ethyl-
acetat extrahiert und bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 40 ul MeOH
aufgenommen und davon 25 ul mittels HPLC/DAD analysiert.

5.13.7 Berechnung des Permeabilitdtskoeffizienten

Der Zusammenhang zwischen Resorption nach oraler Applikation und dem P,,,-Wert wurde
in Kap. 1.2.2 beschrieben. Durch Auswertung der Daten aus den Caco-2 Transportstudien
kann der P,,,-Wert mittels folgender Gleichung berechnet werden [Le Ferrec et al., 2001;
Yee, 1997]:

dQ

PP Jt % A X ¢

dQ/dt: Substanzfluss iiber die Zellschicht bzw. Produktmenge im basolateralen

(A — B) oder apikalen (B — A) Kompartiment als Funktion der Zeit in

nmol /sec
A: Oberfliche des Monolayers in cm?
Co: Ausgangskonzentration im Donorkompartiment in nmol /ml

Je nachdem von welcher Seite inkubiert wird, kann der P,,,-Wert von der apikalen zur baso-
lateralen Seite oder von der basolateralen Seite in die apikale Richtung berechnet werden. Der

P pp-Wert wurde fiir die Curcuminoide mit und ohne den jeweiligen Metaboliten bestimmt.
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5.13.8 Inkubationsversuche mit gemischten Micellen

Um die Resorption im Darm durch Caco-2 Zellen méglichst genau zu imitieren, wurden Ver-
suche mit verschiedenen Substanzen durchgefiihrt, welche die Aufnahme von CUR erhéhen
sollten. Es wurden gemischte Micellen oder unterschiedliche Gehalte an OA verwendet. Die
gemischten Micellen wurden aus verschiedenen physiologischen Bestandteilen hergestellt.
Dazu wurden als Gallensaure TC, als Fettsaure OA, Chol, sowie ein Monoacylglycerid und

PC verwendet.

Losungen:
25 mM Chol, 100 mM OA, 100 mM PC, 100 mM 2-Monoolein (MO) und 100 mM
Lysophosphatidylcholin (LPC) werden in Folch-Reagenz gelost.

24 mM TC wird in serumfreiem DMEM /F12-Medium gelost.

Durchfiihrung:

15 ul OA (Endkonzentration im Insert: 0,6 mM) und jeweils 5 pl PC (0,2 mM), LPC
(0,2 mM), MO (0,2 mM), Chol (0,05 mM) wurden in ein grokes GC-Gldschen pipettiert.
Die zu untersuchende Substanz wurde entweder in Folch-Reagenz oder MeOH zupipettiert
und unter dem Ny-Strom abgeblasen. 208 pl TC (Endkonzentration 2 mM) in Medium
wurden dazugegeben und anschliefend wurde auf 2,5 ml mit serumfreiem Medium (mit
P/S) aufgefiillt. Von den gemischten Micellen wurden sofort 2 ml zur Inkubation verwendet.

Die Losungen sollten dabei klar sein.

Inkubation der Zellen:

e Kultivierung der Zellen bis zum 21. Tag, Uberpriifung des TEER-Wertes

e Entfernung des Mediums und Waschen des apikalen und basolateralen Kompartiments

mit HBSS (2x 2 ml)

e Inkubation des apikalen Kompartiments mit der gemischten Micellen-Suspension und

HBSS-Zugabe zum basolateralen Kompartiment fiir 18 h

e Probennahme des gesamten Volumens aus beiden Kompartimenten und Lagerung bei

-80 °C im Biofreezer
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e Waschen des apikalen und basolateralen Kompartiments mit HBSS (2x 2 ml)

¢ Qualitétskontrolle mit LY oder Ausschneiden der Membran zur Aufarbeitung der Zellen

(Lagerung bis zur Aufarbeitung bei -80 °C)
Der basolateral abgenommene Puffer wurde entweder wie in Kap. 5.13.6 aufgearbeitet oder
der UZ wie im folgenden Kapitel unterzogen.
5.13.9 Auftrennung der Lipoproteine durch Ultrazentrifugation

Um das basolateral entnommene Medium in die verschiedenen Lipidfraktionen aufzutrennen,
wurde eine Dichtezentrifugation mit KBr durchgefiihrt. Damit konnen die unterschiedlichen
Fraktionen in die Dichten zwischen 1,006 und 1,1 g/ml aufgetrennt werden [Anwar et al.,

2007; Luchoomun und Hussain, 1999].

Formel zur Berechnung der benotigten KBr-Menge:

KBr [g] Plasma [ml] x (neue Dichte — alte Dichte)
T —_=
g 1 — [0.312 x neue Dichte]

Die Dichte des Plasmas wird mit 1,006 g/ml, die von Wasser mit 1,000 g/ml angenommen.

Losungen:

KBr-Lésung (1,006 g/ml): 0,4372 g KBr in 50 ml HyO 16sen
KBr-Losung (1,019 g/ml): 1,3928 g KBr in 50 ml HyO lésen
KBr-Losung (1,063 g/ml): 4,7130 g KBr in 50 ml HyO lésen

Durchfiihrung:

Ultrazentrifugation:

e Befiillen des UZ bestédndigen Polyallomerréhrchens mit 3,5 ml des basolateral entnom-
menen Inkubationsmediums, Zugabe von 0,57 g KBr zur Einstellung der Dichte auf

1,1 g/ml

e Vorsichtige Uberschichtung mit 3 ml 1,063 g/ml-Losung, 3 ml 1,019 g/ml-Lésung und
2 ml 1,006 g/ml-Losung
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1. UZ: fiir 33 min bei 15 °C und 270000 X g

Abnehmen des obersten ml und Ersetzen durch 1 ml 1,006 g/ml-Losung. Hierin waren

die grofen CM (Svedberg-Konstante (S;) > 400) enthalten.
2. UZ: fiir 3 h 28 min bei 15 °C und 270000 X g

Entfernen des obersten ml und Ausgleich durch 1 ml 1,006 g/ml-Losung. Dieser ml
enthielt die kleinen CM (S: 60 - 400).

3. UZ: fiir 17 h bei 15 °C und 270000 X g
Entnahme des obersten ml; Inhalt: die VLDL

Trennung des restlichen Gradienten in weitere sieben Fraktionen: Entnahme von

1,5 ml-Proben mit Hilfe einer Kaniile von unten aus dem Polyallomerréhrchen

Die Fraktionen 3 bis 5 enthielten die IDL und LDL (1,02 - 1,063 g/ml), 6 bis 8 enthielten
HDL und die unterste Fraktion (1,063 - 1,1 g/ml).

Lagerung aller Fraktionen bis zur Aufarbeitung bei -20 °C

Extraktion:

Die Proben (1 bzw. 1,5 ml) wurden jeweils mit 1x 4 ml Folch-Reagenz extrahiert. Die Frak-

tionen wurden einzeln aufgearbeitet. Das Losungsmittel wurde am Evaporator abgezogen

und der Riickstand der Curcuminoide in MeOH aufgenommen. Jedes Aliquot wurde mit-

tels HPLC/DAD analysiert und der Gehalt pro Fraktion mit Hilfe von Kalibriergeraden

bestimmt.

Fiir die GC/FID-Analyse wurden nur 600 ul der Probe mit 2x 2 ml Folch-Reagenz ex-

trahiert, der Riickstand wurde nach dem Einengen zur Trockene in 10 ul Folch-Reagenz

aufgenommen und mit 5 ul TMSH derivatisiert (Die vollstdndige Methylierung findet im In-

jektor der GC unter Temperatureinwirkung statt). 1 ul wurden mittels GC/FID analysiert

und mittels Kalibrierung quantifiziert.
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Stabilitatsuntersuchungen:

Fiir die Uberpriifung der Stabilitdt der Curcuminoide wurde die Zentrifugation mit HBSS
und nach 18 h basolateral abgenommenem Medium durchgefiihrt, welches bereits die Lipo-
proteine enthielt. Dazu wurden in jeweils 3,5 ml Medium 50 M CUR, HHC und iso-CUR in
2 % DMSO gelost. Damit wurden die oben aufgefiihrten Zentrifugations- und Extraktions-
schritte durchgefiihrt. Die Aufarbeitung erfolgte wie in diesem Kapitel beschrieben und die
Konzentrationen wurden mittels HPLC/DAD bestimmt. Die prozentuale Abnahme wurde

auf den 0 h-Wert vor der UZ bezogen.

5.14 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Coomassie-Farbstoff Brilliant Blau G250 bindet in saurer Losung an Proteine. Die
dadurch verursachte Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm

ermoglicht die Bestimmung von Proteingehalten [Bradford, 1976].

Losungen:
Farbreagenz: 10 mg Coomassie Brilliant Blau G250 in 5 ml Ethanol 16sen, 10 ml
ortho-Phosphorséure (85 %) zugeben und mit HoO auf 100 ml auffiillen.

BSA-Stammldsung: 10 mg BSA einwiegen und in 10 ml HyO 16sen (1 mg/ml)

Durchfiihrung:

e Kalibriergerade zwischen 20 und 160 pg/ml: Zelllysatproben
Von verschiedenen Verdiinnungen der BSA-Losung bzw. der Zelllysate wurden 100 pul
in einem Reaktionsgefaf mit 1 ml Farbreagenz gemischt. Nach 5 min in der Dunkelheit
erfolgte die photometrische Bestimmung in Kunststoffkiivetten bei 595 nm. Die Ka-
libriergerade wurde von 20 - 160 ug/ml erstellt. Jede Messung wurde 3x wiederholt.
Der Blindwert wurde mit HyO ermittelt.
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e Kalibriergerade zwischen 1 und 10 pg/ml: Proben aus der UZ
Hierbei wurden 800 ul Probelésung bzw. BSA-Losung mit 200 pl Farbreagenz gemischt.
Nach 5 min Reaktion in der Dunkelheit wurde wieder am Photometer die Absorption
bei 595 nm in Kunststoftkiivetten bestimmt. Hierbei wurde die Kalibriergerade zwi-
schen 1 - 10 ug/ml erstellt und jeder Messpunkt 3x wiederholt. Fiir den Blindwert

wurden die jeweiligen KBr-Losungen mit der vergleichbaren Dichte verwendet.

5.15 Metabolismus durch intestinale Bakterien

5.15.1 Chemische Synthese von CUR-Metaboliten

Die zu erwartenden CUR-Metaboliten wurden geméfs Parbon et. al. [1964] synthetisiert.
Folgende Aldehyde wurden dafiir verwendet:

O O (0] O
H3COD)‘\ Hoj@)‘\ H3CO\©)\ HO\©)‘\
H H H H
HO HO
Vanillin 3,4-Dihydroxybenzaldehyd m-Anisaldehyd 3-Hydroxybenzaldehyd

Abbildung 42: Verwendete Aldehyde fiir die CUR-Derivat-Synthese

Um die Syntheseschritte zu verringern wurde jeweils aus zwei Aldehyden eine Mischung aus
CUR-Derivaten synthetisiert. Die folgende Tabelle fasst die Synthesen und die gebildeten

Derivate zusammen:

Tabelle 20: Schema fiir die Synthese gemischter CUR-Derivate

eingesetzte Aldehyde Derivat
Vanillin + 3,4-Dihydroxybenzaldehyd CUR, C1, C3
Vanillin + m-Anisaldehyd CUR, C2, C6
m-Anisaldehyd + 3,4-Dihydroxybenzaldehyd Ch, C3, C6
Vanillin + 3-Hydroxybenzaldehyd CUR, C4, C9
3-Hydroxy-Benzaldehyd + 3,4-Dihydroxybenzaldehyd C3, C7, C6
m-Anisaldehyd + 3-Hydroxybenzaldehyd C3, C8, C9
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Durchfiihrung:

e 25 mmol Acetylaceton und 17 mmol Borsdureanhydrid wurden eine halbe h geriihrt,

bis eine zéhfliissige Paste entstand.
e Zugabe von 10 ml iiber Nay,SO4 getrocknetes Ethylacetat

e Dieses Gemisch wurde zu einer Losung aus jeweils 25 mmol der beiden benétigten
Aldehyde und 100 mmol Tributylborat in 15 ml trockenem Ethylacetat gegeben und

10 min riithren gelassen

e innerhalb von 10 min wurden 5 mmol n-Butylamin zugetropft und 4 h geriihrt, Lage-

rung iiber Nacht bei 4 °C
e Zugabe von 37,5 ml 0,6 N wassriger, 60 °C heiffer HCl und 1 h Riihren

e Abtrennung der organischen Phase und dreimalige Extraktion mit trockenem Ethyl-

acetat

e anschliefendes sdurefrei Waschen der organischen Phase (bessere Phasentrennung:

NaCl hinzugeben)
e Trocknung iiber NaySO4 und Abdestillation des Losungsmittels

e Auskristallisation und Waschen mit wenig kaltem MeOH und H,O, Abfiltrieren und

Trocknung tiber Nacht im Exsikator
e Uberpriifung der Reinheit mittels HPLC/DAD und HPLC-UV /MS

Der catecholische 3,4-Dihydroxybenzaldehyd konnte nicht direkt fiir die Synthese eingesetzt
werden, da dieser sich im Syntheseansatz nicht vollsténdig 16ste. Um den Aldehyd fiir die
Synthese zu stabilisieren, wurde dieser mit Schutzgruppen versehen, die Durchfithrung er-

folgte wie im folgenden Kapitel erlautert.
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5.15.2 Benzylierung des 3,4-Dihydroxy-Benzaldehyds

Die Reaktion zum Versetzen des Aldehyds mit Schutzgruppen erfolgte direkt vor
der Synthese des CUR-Derivates (Reaktionsgleichung s. Abbildung 43). 13 mmol
3,4-Dihydroxybenzaldehyd wurden in 260 ml MeOH gelost, mit 65 mmol Benzylbromid und
52 mmol K,COj; versetzt und unter Rithren fiir 3 h am Riickfluss erhitzt. Die Uberprii-
fung auf Reinheit erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (DC) (Kieselgel-DC-Platte,
Fliefmittelgemisch Benzol/Ethylacetat (8:2)) und UV-Auswertung. Nach Abkiihlen auf Eis
wurde am Rotationsverdampfer aufkonzentriert. Der Riickstand wurde zwischen 260 ml H,O
und 400 ml Ethylacetat verteilt. Die organische Phase wurde mit wenig H,O gewaschen und
iiber MgSO, getrocknet. Anschliefsend wurde diese auf das gewiinschte Volumen am Rota-
vapor eingeengt, welches direkt zur Synthese der CUR-Derivate (s. Kap. 5.15.1) verwendet

wurde.

HO CHO CHoBr K,COs QOCHZ CHO
oo g — 1y
HO <;>—ocl—|2

Abbildung 43: Benzylierung von 3,4-Dihydroxybenzaldehyd

5.15.3 Saulenchromatographische Trennung der CUR-Derivate

Um die CUR-Derivat-Gemische aufzutrennen und die einzelnen Derivate zu erhalten, wurden
die Fraktionen sédulenchromatographisch getrennt. In eine Glassdule wurden 15 g Kieselgel
(zur Trennung von 1 g des Gemisches werden 50 g Kieselgel benotigt) eingefiillt und mit
Heptan/Ethylacetat (3:1) quellen gelassen. Nach der Probenaufgabe von 300 pl wurde kon-
stant eine Mischung aus Heptan/Ethylacetat (3:1) aufgetropft. Durch ihre unterschiedliche
Polaritiat wurden die CUR-Derivate aufgetrennt. Das Losungsmittel wurde abrotiert und
der Riickstand in MeOH aufgenommen. Diese Einzelfraktionen konnten der katalytischen
Hydrierung unterzogen werden, um aus den CUR-Derivaten die jeweiligen HHC-Derivate zu

erhalten.
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5.15.4 Katalytische Hydrierung

Zur Gewinnung der HHC-Derivate fiir die Charakterisierung der Féazesmetaboliten wurden
die CUR-Derivate katalytisch hydriert [Uehara et al., 1987|. Eine Losung von 5 bis 10 mg
des jeweiligen CUR-Derivates in 2 ml MeOH wurde mit etwa 5 mg eines Pd-Katalysators
(5% Pd auf Aktivkohle) versetzt und unter Hy-Atmosphére bei RT fiir ca. 18 h geriihrt.
Durch Zentrifugation wurde der Katalysator abgetrennt und per HPLC/DAD bei 280 nm die
Reinheit der Produkte iiberpriift. Fiir die genauere Analyse wurden MS/MS-Analysen mit
der HPLC-UV /MS auf die Molekiilmasse durchgefiihrt. Charakteristische Massenfragmente

wurden zur Identifizierung bestimmt.

5.15.5 Bakteriengewinnung aus Rattenfizes

Die Préparationen der Féazessuspensionen fand in Anlehnung an die Arbeiten von Mesel-
hy et al. [1997] und Wang et al. [2000] statt. Der schlachtfrische Darm einer Ratte wurde
schnellstmoglich auf Trockeneis entleert und das Gewicht der Fazes bestimmt. Danach wurde
die Fézes mit Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7,3; mit Ny begast) in einem Potter homogeni-
siert und pro 5 g mit 50 ml Puffer aufgefiillt. Nach der Filtration durch eine Mullbinde wurde
das Filtrat auf 100 ml aufgefiillt und zu je 2 ml aliquotiert. Diese Aliquote wurden bis zur
Inkubation bei -80 °C gelagert. Der Fézesanteil der Suspension betrug 5% (m/v), was etwa
physiologischen Bedingungen im Diinndarm entspricht. Alle Arbeiten erfolgten auf Trocken-

eis, um wéahrend der gesamten Aufarbeitung eine anaerobe Atmosphére zu garantieren.

5.15.6 Bakteriengewinnung aus humanem Fazes

Die humanen Féazesproben wurden analog Kap. 5.15.5 aufgearbeitet.

5.15.7 Inkubationsbedingungen

Die anaerobe Inkubation der Fézesproben erfolgte in 6-Well Platten bei 37 °C in an-
aerober Atmosphére eines Schwenkinkubators bei 100 rpm. Die Inkubationszeit betrug

24, 48 und 72 h [Karppinen et al., 2000].
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Losungen:
Kalium-Phosphat-Puffer: 0,1 M KoHPO, und 0,1 M KH;PO,: Vorlegen der sauren Kompo-

nente mit der basischen auf pH 7,3 bringen

Spurenelementsuspension: 12 mM CaCly, 50 mM MnCl, x 4 H,O, 4 mM CoCl, x 6 HyO,
30 mM FeCl; x 6 HyO in 250 ml H,O 16sen

Reduzierendes Medium: 25 mM NagS x 9 HoO und 170 pul 1 M NaOH in 4 ml H,O 16sen

Inkubationsansatz:

Reagenzien: Volumen [ul]:
Kalium-Phosphat-Puffer 328
Testsubstanz in DMSO 10
Spurenelementlosung 2
Reduzierendes Medium 60
Fézessuspension 600
Gesamtansatz 1000

Die Reaktion wurde durch Zugabe der Fazessuspension gestartet. Das anaerobe Millieu wur-
de mit Hilfe des Anaerocult A-Kits und den dazugehorigen Anaerotest-Stdbchen (Merck
KGaA, Darmstadt) kontrolliert. Die Fermentation wurde nach Inkubationsende durch Zuga-
be von 10 pul ortho-Phosphorsédure abgestoppt, die Probe in 2 ml Reaktionsgefife tiberfiihrt
und mit 1 ml Aceton versetzt, um lipophile Metabolite von den Feststoffen zu losen. An-
schliefend wurden die festen Bestandteile der Suspension abzentrifugiert und abgetrennt.
Das Aceton wurde im Evaporator aus dem Uberstand entfernt. Die wissrige Phase wurde
mit 3x 1 ml Ethylacetat extrahiert. Nach dem Einengen zur Trockene am Evaporator wurde
der Riickstand in 200 pul MeOH aufgenommen und mittels HPLC-UV/MS analysiert. Die
Proben wurden bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Parallel durchgefiihrte Kontrollinkubationen wurden mit autoklavierter Fézessuspension

(30 min bei 121 °C) oder Kalium-Phosphat-Puffer durchgefiihrt.
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5.15.8 Stabilitat von CUR bei anaerober Inkubation

Bei den Fazesinkubationen wurden Proben mit 50 pM CUR im Puffer und mit autoklavierter
Féazes fiir bis zu 72 h mitinkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 5.15.7, {iber den
Flachenvergleich der CUR-Peaks wurde der Substanzverlust abgeschétzt.
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A Anhang

A.1 Externe Kalibrierungen

Tabelle 21: Parameter zu den externen Kalibrierungen fiir verschiedene Curcuminoid-
Derivate bei HPLC-UV /Vis-Detektion mittels DAD. Die Kurvenanpassung und
Berechnung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms OriginPro 8G durch
lineare Regressionsanalyse. A: integrierte Peakfliche; n: injizierte Stoffmenge

Substanz | Wellenldnge in nm | Kalibrierbereich in nmol Geradengleichung R?
CUR 420 0,0025 - 2,0 A = 2544 n + 31,985 | 0,9991
HHC 280 0,1-4,0 A = 304,04 n - 1,8745 | 0,9995

BDMC 420 0,01-0,4 A = 24733 n - 7,7956 | 0,9987

iso-CUR 420 0,025 - 0,75 A = 2860,6 n + 1,5635 | 0,9999

Tabelle 22: Parameter zu den externen Kalibrierungen fiir verschiedene Fettsduren und
Cholesterol per GC-Analyse mittels FID-Detektion. A: integrierte Peakflache;

n: injizierte Stoffmenge

Substanz | Kalibrierbereich in mg/ml Geradengleichung R?
C 16:0 0,0067 - 0,1 A =5 x 10° n - 22303 | 0,9791
C 18:0 0,0067 - 0,1 A =5 x 10° n - 20593 | 0,9802
C 18:1 0,0067 - 0,1 A =5 x 10° n - 24305 | 0,9857

Chol 0,0067 - 0,1 A =3 x 10%n- 11410 | 0,9893
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A Anhang

A.2 1C5p-Werte fiir die Curcuminoide

Tabelle 23: Ergebnisse des MTT-Test nach der Inkubation von Ishikawa und V79 Zellen mit
Curcuminoiden: Dargestellt sind die MW + SD von drei unabhingigen Mes-
sungen. ¥: Substanzinkubation in Medium ohne FKS, > 100 (250) uM: kein
Riickgang der Viabilitidt unter 50 %.

Zelllinie | Curcuminoid | Inkubationszeit 1C50-Wert
V79 BDMC 24 h 33,2 & 3,88 uM
iso-CUR 6 h 10,8 + 3,43 uM
iso-CUR 24 h 9,2 £+ 3,24 uM

HHC 24 h > 250 uM

Ishikawa BDMC 24 h > 100 uM

iso-CUR 24 h > 100 pM

HHC 24 h > 250 uM

A.3 Bindungsspektren von CUR und in Puffer
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Abbildung 44: UV /Vis-Spektren von 30 uM CUR (0 bis 120 min) in Kalium-Phosphat-Puffer
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(links) und REA-Puffer (rechts) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CUR-
Zugabe.



A.4 Bindungsspektren von CUR mit verschiedenen Proteinen

A.4 Bindungsspektren von CUR mit verschiedenen Proteinen
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Abbildung 45: Bindungsspektren von CUR (0 bis 60 M) an BSA (links) und MTP (rechts)
(1 mg/ml).

0,05

00¢4) Lysozym

0,03 \\

]

\ J 60 uM
0,01 \\K \0)1\M
———
R S

-
0,004 S~

Abs.

T T T T T 1
240 250 260 270 280 290 300
Wellenldnge [nm]

Abbildung 46: Bindungsspektum von CUR (0 bis 60 uM) an Lysozym (1 mg/ml).
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A Anhang

A.5 Bilanzierungsversuche

Tabelle 24: Bilanzierung der Inkubation mit 50 uM CUR oder HHC in DMEM /F12 in einer
6-Well Platte ohne Inserts fiir 3 h. Die MW £ SW stammen aus zwei unabhén-
gigen Versuchen. Die Absolutmenge ist im Medium auf nmol/4 ml und bei den
Zellen auf nmol/Insert bezogen.

Absolutmenge Menge in %
Substanz bei Inkubation mit | bei Inkubation mit
CUR HHC CUR HHC
CUR 6,61 - 6,63 -
HHC 1,03 7,08 1,03 8,85
OHC 2,03 7,42 2,04 9,28
CUR-Gluc n.d. - - -
HHC-Gluc 1,13 0,8 1,13 1,00
OHC-Gluc 0 0 0 0
CUR-Sulfat 0,29 - 0,29 -
HHC-Sulfat 6,29 9,84 6,31 12,30
OHC-Sulfat 5,81 16,75 5,83 20,94
CUR im Zelllysat | 0,15 - 0,15 -
HHC im Zelllysat | 0,05 0,06 0,05 0,08
OHC im Zelllysat | 0,22 0,47 0,22 0,59
3 =23,68| X =5304
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A.5 Bilanzierungsversuche

Tabelle 25: Bilanzierung der Inkubation mit 50 M iso-CUR in HBSS in einer 6-Well Platte
ohne Inserts fiir 3 h. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Versuch. Der
prozentuale Anteil bezieht sich auf den 0 h-Wert.

Substanz Absolutmenge | Menge in %
iso-CUR 13,79 13,19
iso-HHC 1,48 1,42
iso-OHC 0,73 0,70
iso-CUR-Gluc 1,07 1,02
iso-HHC-Gluc 0,36 0,34
iso-OHC-Gluc 0,04 0,04
iso-CUR-Sulfat 0 0
iso-HHC-Sulfat 0 0
iso-OHC-Sulfat 0 0
iso-CUR im Zelllysat 2,42 2,31
iso-HHC im Zelllysat 0,29 0,28
iso-OHC im Zelllysat 0,17 0,16
Y = 19,46

Tabelle 26: Bilanzierung der Inkubation mit 50 pM BDMC in HBSS in einer 6-Well Platte
ohne Inserts fiir 3 h. Dargestellt sind die MW + SW aus zwei unabhéngigen
Versuchen. Der prozentuale Anteil bezieht sich auf den 0 h-Wert.

Substanz Absolutmenge | Menge in %
BDMC 349 + 287 | 3,61 + 2,91
HHBDMC 8,44 + 0,23 8,81 + 0,02
OHBDMC 5,04 + 0,15 5,26 + 0,29
BDMC-Gluc 0,21 £ 0,06 | 0,22 £ 0,06
HHBDMC-Gluc 1,05 + 0,13 1,09 + 0,17

OHBDMC-Gluc 0 0
BDMC-Sulfat 0,09 + 0,12 0,09 + 0,12
HHBDMC-Sulfat 9,84 + 523 | 10,35 + 5,72
OHBDMC-Sulfat 3,39 + 0,48 3,55 £ 0,59
BDMC im Zelllysat 0,11 +£ 0,08 | 0,11 £+ 0,08
HHBDMC im Zelllysat | 0,09 £+ 0,11 0,09 4+ 0,11
OHBDMC im Zelllysat | 0,20 + 0,03 | 0,21 4+ 0,03
Y = 33,39
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A Anhang

A.6 Versuche zur Reduktion im Kulturmedium
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Abbildung 47: Uberpriifung der Reduktion von 50 uM CUR oder HHC in nach 24 h Kul-
tivierung im Millicel® System abgenommenem DMEM/F12 im zellfreien
System. Dagestellt sind die MW £ SD aus vier unabhéngigen Versuchen.
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A.7 Basolaterale Inkubation von CUR und HHC

A.7 Basolaterale Inkubation von CUR und HHC
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Abbildung 48: Zeitverlauf der Metabolisierung nach Inkubation mit 50 uM CUR in HBSS
vom basolateralen Kompartiment bis zu 6 h. Dargestellt sind die Werte aus
einer Einfachbestimmung.
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A Anhang
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Abbildung 49: Zeitverlauf der Metabolisierung und Abgabe der Metaboliten an das jeweilige
Kompartiment im Caco-2 Millicell ® System nach Inkubation mit 50 pM
HHC in HBSS vom basolateralen Kompartiment bis zu 6 h. Dargestellt sind

die Werte aus einer Doppelbestimmung mit MW + SW, die Sulfate wurden
nicht bestimmt.
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A.8 P,,,-Werte von BDMC

A.8 P,,-Werte von BDMC

Tabelle 27: P,,,-Werte von BDMC und BDMC mit Metaboliten. Die Werte beziehen sich
auf die Resorption von apikal nach basolateral und stammen aus einem Versuch.

Popp [¥107% cm/s]

Zeitpunkt | BDMC | BDMC +

[h] Metabolite

1 0,10 1,27

2 0,04 1,01

3 0,02 0,66

4 0,01 0,78

5 0,01 0,65

6 0,01 0,40
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