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1. Zusammenfassung

Seit mehr als 2000 Jahren wird das pflanzliche Polyphenol Curcumin in der traditionellen
asiatischen Kuche und fur die medizinische Behandlung von Infektionen und inneren Er-
krankungen eingesetzt. Trotz der geringen Bioverflugbarkeit deutet die niedrige Rate an
Krebsneuerkrankungen in Indien auf eine anti-kanzerogene Aktivitdt von Curcumin hin.
Obwohl eine Vielzahl an Publikationen die biologischen Effekte dieses Wirkstoffes be-
schreiben, sind grundlegende Mechanismen der anti-kanzerogenen Wirkung von diati-
schem Curcumin noch unklar. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen
haushaltsiiblichen Kochens auf die anti-kanzerogene Aktivitat von Curcumin sowie die
Effekte von oral verabreichtem Curcumin auf das miRNA-Netzwerk in Melanomen unter-
sucht.

Um die Frage zu beantworten, ob Kochen die anti-kanzerogenen Effekte von Cur-
cumin verandert, wurde eine pyrolytische Zersetzung von Curcumin mit und ohne Kokos-
fett oder Olivendl durchgefiihrt. Die Analyse der Produkte erfolgte mit Hilfe der high-perfo-
rmance liquid chromatography (HPLC) und zeigte eine grof3e Zahl an hydrophileren Cur-
cumin-Isoformen und Zerfallsprodukten. Dazu gehoérte auch eine Substanz, die mittels
Kernspinresonanzspektrometrie als ,Deketencurcumin® (1,5-bis(4-hydroxy-3-methoxyphe-
nyl)-1,4-pentadiene-3-one) identifiziert werden konnte. Dieses ist bisher nur als syntheti-
sches Curcuminderivat beschrieben. Weiterhin wurde gezeigt, dass Deketencurcumin ver-
glichen mit Curcumin eine starkere Zytotoxizitdt gegenuber B78H1 Melanomzellen auf-
weist, die in einem G2-Arrest resultiert.

Die Analyse der Effekte einer 4 %igen Curcumin-Diat auf Melanome folgte in
einem zweiten Studienabschnitt. Die Tumoren wurden hierfir entweder durch Injektion
von murinen B78H1 Zellen in die Flanke generiert oder als Sphéroide in Rickenhaut-
kammern von C57BL/6 Mausen transplantiert. Die Tiere hatten zwei Wochen vor der
Inokulation der Tumorzellen bis zum Abschluss der Experimente freien Zugang zu Cur-
cumin- oder Standardfutter (Kontrolle). Mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
wurde eine signifikante Reduktion des Wachstums und der Vaskularisierung der Tumoren
in der Rickenhautkammer nachgewiesen. Immunhistochemische Farbungen histologi-
scher Tumorpraparate gegen Ki-67 und CD31 belegten diese Resultate. Im Flankenmo-
dell zeigte sich ein starkerer anti-proliferativer Effekt der Curcumin-Diat. An den hier gene-
rierten Tumoren wurde eine Array-Chip-basierte Hochdurchsatzanalyse zur Evaluierung
der miRNA-Expression vorgenommen. Eine hierarchische Clusteranalyse der tumoralen
miRNA-Expression belegte eine substantielle Anderung des miRNA-Profils. Hierbei wurde
zum Beispiel mmu-miR-205-5p, verglichen mit den Kontrollen, mehr als 100-fach hoch-
reguliert. Eine Bestatigung der Expressionslevel von vier relevanten miRNAs, mmu-miR-

205-5p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-142-5p und mmu-miR-130b-3p in den Tumorproben
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und humanen Melanomzelllinien erfolgte per quantitativer real-time polymerase chain re-
action (QRT-PCR). Analysen putativer Targets der durch diatisches Curcumin regulierten
miRNAs zeigten, dass diese in den zellularen Signalwegen ,,0-Glykan-Biosynthese®, ,Pro-
teinprozessierung im Endoplasmatischen Retikulum®, sowie verschiedenen Krebs-asso-
Ziierten Signalwegen Uberreprasentiert waren. Western Blot-Analysen belegten, dass von
diesen Targets anti-apoptotisches B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2) und proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) signifikant in Curcumin-behandelten Tumoren herunterreguliert
waren.

Zusammengefasst demonstrierten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Deketencur-
cumin, welches eine starkere Toxizitat gegenltber Krebszellen aufweist als Curcumin,
durch pyrolytische Degradation wahrend haushaltstiblichen Kochens gebildet wird. Zu-
satzlich wurde eine grundlegende Anderung der miRNA-Signatur in transplantierten Mela-
nomen durch diatisches Curcumin nachgewiesen. Hierbei wurde die mmu-miR-205-5p am
starksten hochreguliert. Der Einfluss von oral appliziertem Curcumin auf ein bedeutendes
regulatorisches Netzwerk in Tumoren wurde belegt und unterstreicht den potentiellen

Nutzen von Curcumin in der Therapie des malignen Melanoms.
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In vitro and in vivo analyses on the anti-cancerogenic activity of curcumin and

deketen curcumin on murine malignant melanoma

Summary

For more than 2000 years, the plant derived polyphenol curcumin has been widely used in
traditional Asian cooking and medicinal treatment of infections and internal diseases.
Despite its poor bioavailability, the low rate on cancer incidences in India suggests anti-
cancerogenic activities of curcumin. Although a large number of publications characterize
the biological effects of this compound, basic mechanisms on anti-cancer effects of
dietary curcumin still remain elusive. Therefore, the impact of common household cooking
on the anti-cancerogenic actions of curcumin as well as the effect of orally administered
curcumin on the miRNA network in melanoma were investigated in the present thesis.

The question, whether cooking modifies the anti-cancerogenic actions of curcumin,
was addressed by performing pyrolytic degradation of curcumin with and without coconut
fat or olive oil. The products were analyzed by means of high-performance liquid chroma-
tography (HPLC). A number of more hydrophilic curcumin isoforms and decomposition
products were detected. These included a compound later identified by nuclear magnetic
resonance spectoscropy (NMR) as “deketene curcumin” (1,5-bis(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-1,4-pentadiene-3-one), which has formerly been described as a synthetic curcu-
min derivative. Additionally, it was proven that deketene curcumin, compared to curcumin
exhibits higher toxicity on B78H1 melanoma cells, resulting in G2 arrest.

In the second part of this thesis, the effects of a 4 % curcumin diet were tested on
melanoma which were either established by injection of murine B78H1 cells in the flank or
transplanted as spheroids into dorsal skinfold chambers of C57BL/6 mice. Curcumin diet
or standard chow (control) was administered two weeks prior to inoculation of tumor cells
until termination of the experiment. Intravital fluorescence microscopy of melanoma sphe-
roids in the dorsal skinfold chamber revealed a significant decrease of tumor growth and
vascularization. These results were supported by immunohistochemical detection of Ki-67
and CD31, both markers being substantially diminished in curcumin-treated spheroids.
Moreover, curcumin treatment significantly reduced the growth of the flank tumors. High
throughput chip-based array analysis was used to evaluate the miRNA expression levels
in the flank tumors. A hierarchical cluster analysis on this data revealed a substantial
alteration of the tumoral miRNA profile with mmu-miR-205-5p being over 100 times higher
expressed when compared to controls. The expression levels of four relevant miRNAs
(mmu-miR-205-5p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-142-5p and mmu-miR-130b-3p) in the
tumor samples and human melanoma cell lines were confirmed by quantitative real-time

polymerase chain reaction (QRT-PCR). Putative targets of curcumin-regulated miRNAs
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were enriched in “o-glycan biosynthesis”, “endoplasmatic reticulum protein processing”
and different cancer-related pathways. Western Blot analyses revealed that of these
targets anti-apoptotic B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2) and proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) were signifycantly down-regulated in curcumin-treated tumors.

In conclusion, the findings of this thesis demonstrate that deketene curcumin,
which is formed as a consequence of pyrolytic degradation during common household
cooking, exhibits a stronger toxicity on cancer cells when compared to curcumin. Addition-
ally, dietary curcumin caused a profound alteration of the miRNA signature in engrafted
melanoma with mmu-miR-205-5p being up-regulated most significantly. The impact of
orally administered curcumin on an important regulatory network in tumors was docu-

mented and underlines the potential of curcumin in the therapy of malignant melanoma.
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2. Einleitung

2.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein aggressiver Hautkrebs, der aus veranderten pigment-
bildenden Zellen, den Melanozyten, entsteht. Die Transformation vom benignen Navus
zum malignen Melanom tritt vor allem sporadisch auf oder ist in seltenen Fallen die
Ursache genetischer Mutationen (Dunki-Jacobs et al., 2013). Die Transformation erfolgt
stufenweise und wird allgemein als Tumorgenese bezeichnet. Dieser Prozess basiert auf
der Akkumulation von Mutationen und umfasst die Inaktivierung sogenannter Tumor-
suppressorgene, die Aktivierung von Onkogenen sowie das Auftreten von Defekten in
Haushaltsgenen (Abb. 1) (Hussein, 2004; Hanahan und Weinberg, 2011).

Benigner Ndvus = Tumorgenese
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

: g Defekte in den Haushaltsgenen
’ A Aktivierung von Onkogenen _

Abb. 1: Tumorgenese am Beispiel des malignen Melanoms (abgewandelt nach Hussein, 2004);
Fotos: (National Cancer Institute, 2013)

Malignes Melanom

Die Uberexposition gegenlber ultravioletter (UV) Strahlung und Exposition in der Kindheit
sind Risikofaktoren flir die Erkrankung am kutanen malignen Melanom. Typische UV-
Schaden am DNA-Strang basieren auf einer Dimerisierung benachbarter Pyrimidinbasen,
die Genmutationen induzieren kann (de Gruijl et al., 2001). Aufgrund des Rickgangs der
Ozonschicht prognostiziert die World Health Organization (WHO) einen Anstieg der Haut-
krebserkrankungen. So verzeichnete das Robert-Koch-Institut von 1980 bis 2008 in
Deutschland eine Verdreifachung der am malignen Melanom Erkrankten und rechnete mit
einer Steigerung der 5-Jahres-Pravalenz fir 2012 um bis zu 10 % (Robert-Koch-Institut,
2012). Das maligne Melanom wird als aggressive Krebserkrankung eingestuft, da es im
Verhaltnis zur Tumormasse eine friihe Tendenz zur Metastasierung zeigt. Dies auf3ert
sich darin, dass die Erkrankung fur 90 % der Hautkrebs-bedingten Todesfalle verantwort-
lich ist (Garbe et al., 2008).

Die Vermeidung nattrlicher und kinstlicher UV-Strahlung steht im Vordergrund der
Melanompravention. Diese kann durch die Einnahme von nebenwirkungsarmen, pflanz-
lichen Wirkstoffen wie Grlintee-Flavonoiden, Proanthocyaniden und Curcumin, die poten-

tiell anti-kanzerogen wirken, unterstitzt werden (Jones und Katiyar, 2013).
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Im Zentrum der Therapie des kutanen malignen Melanoms steht die chirurgische
Entfernung (Exzision) mit einem Sicherheitsabstand zum gesunden Gewebe sowie einer
Biopsie der regionaren Lymphknoten. Abhangig von der klinischen Einstufung des Mela-
noms wird zusatzlich eine Strahlen-, Chemo- oder Adjuvanttherapie angeschlossen. So
wird eine Strahlentherapie z.B. bei inoperablen Tumoren oder Lymphknotenmetastasen
eingesetzt. Empfohlene Chemotherapeutika bei Fernmetastasierung sind DNA-alkylieren-
de Carboxamide, wie Dacarbazin oder Temozolomid. Auch die Behandlung mit dem
Alkaloid Vindesin, einem Mikrotubuli-Hemmer, ist verbreitet. Als adjuvante Therapien
werden hochdosiertes Interleukin (IL)-2 und Interferon-a 2a oder 2b zur Immunstimulation
appliziert, wenn ein erhdhtes Risiko fir Metastasierungen besteht (Garbe et al., 2008).
Aufgrund dieser Therapien und einer verbesserten Friherkennung erhéhte sich die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Mannern auf 87 % und bei Frauen auf 91 % (Robert-Koch-
Institut, 2012). Da die Rezidivrate im fortgeschrittenen Tumorstadium bis zu 50 % betragt,
werden weitere Melanom-Therapeutika erforscht (Garbe und Schadendorf, 2003). In
klinischen Studien wurden z.B. Inhibitoren haufig mutierter Proteinkinasen wie c-KIT, B-rat
fibrosarcoma (B-Raf) oder mammalian Target of Rapamycin (mTOR) als neue Melanom-
therapeutika getestet. Diese verlangern zwar das progressionsfreie Uberleben von Patien-
ten im fortgeschrittenen Tumorstadium (Grad IlI/IV), zeigen jedoch entweder schwere Ne-
benwirkungen oder induzieren schnell Tumorresistenzen (Eggermont und Robert, 2011;
Sosman et al., 2012). Aus diesen Grinden besteht weiterhin ein dringender Bedarf an

alternativen Strategien zur Therapie des malignen Melanoms.

2.2. Curcumin

Curcumin (Diferuloylmethan, 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dio-
ne) ist ein gelbes, pharmakologisch aktives Polyphenol, das als sekundarer Pflanzen-
inhaltsstoff in den Wurzeln der Gattung Curcuma gebildet wird. Diese gehéren der Familie
der Ingwergewachse (Zingiberaceae) an und sind in Afrika, Australien und Sldostasien
beheimatet. Aus der getrockneten Wurzel von Curcuma longa (Turmeric, Kurkuma) las-
sen sich neben Peptiden und atherischen Olen bis zu 5 % an Curcuminoiden isolieren
(Abb. 2). Weitere Arten, die haufig kultiviert werden, sind Curcuma domestica, Curcuma
xanthorrhiza, Curcuma aromatica oder Curcuma zedoaria, die ebenfalls 2-5 % der oran-

ge-gelben Curcuminoide in Rhizomen enthalten (Sasikumar, 2005; Sharma et al., 2005).
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Abb. 2: Curcuma longa. A: Zeichnung der Curcumapflanze (Kéhler, 1887). B: Foto der Rhizomen
und Turmeric-Pulver.

Kauflich zu erwerbendes ,,Curcumin® besteht in der Regel aus etwa 80 % Curcumin und
enthalt aulRerdem pflanzliche Biosyntheseintermediate mit einem ahnlichen Wirkspektrum,
wie Demethoxycurcumin (~ 17 %) und Bidemethoxycurcumin (~ 3 %) (Abb. 3). Wahrend
in Europa und den USA Curcumin vor allem als farbender Lebensmittelzusatz (E100,
Natural Yellow 3) Verwendung findet, sind der Verzehr und die Anwendung in der
traditionellen Medizin in Sidostasien weit verbreitet. Seit mehr als 2000 Jahren wird
Curcumin in der traditionellen asiatischen Kiche als Hauptbestandteil von Curry und zum
Einfarben von SiRigkeiten genutzt und in der medizinischen Behandlung von Infektionen
und inneren Erkrankungen eingesetzt (Ammon, 1991; Eigner und Scholz, 1999). Indien ist
mit einem Anteil von 80 % (etwa 800.000 t in 2010) weltweiter Hauptproduzent von
Turmeric, wovon 90 % auf dem heimischen Markt weiterverarbeitet werden (Universal
Commodity Exchange, 2012). Der durchschnittliche Verzehr liegt bei 2,0-2,5 g Turmeric
pro Tag und Person und entspricht einer Aufnahme von bis zu 100 mg Curcumin
(Chainani-Wu, 2003). Im Vergleich dazu werden nach Schatzungen der europaischen
Behorde fur Lebensmittelsicherheit im Vereinigten Konigreich 0,8-3,3 mg/kg Korper-
gewicht pro Tag von Erwachsenen verzehrt (European Food Safety Authority, 2010).
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Abb. 3: Strukturformeln von Curcumin, Demethoxycurcumin (DMC) und Bisdemethoxycurcumin
(BDMC)

Die Unterschiede in den Ernédhrungsgewohnheiten zwischen Asiaten und Europaern wur-
den in epidemiologischen Studien in Zusammenhang mit der niedrigen Rate an Darm-
krebsneuerkrankungen, vor allem in Indien, gebracht (Mohandas und Desai, 1999; Sinha
et al., 2003). Eine Studie Uber die zweite Generation nach Europa oder in die USA aus-
gewanderter Inder zeigten einen Angleich bezlglich der Krebsneuerkrankungen an die
neuen Heimatlander auf. Die Autoren fuhrten dies auf Umstellungen in der Erndhrung
zurtick (Rastogi et al., 2008). Auch die Inzidenzrate fir das maligne Melanom in Indien ist
wesentlich geringer als die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland (Abb. 4) (WHO,
2008). Allerdings treten kutane Melanome generell seltener bei einer Bevdlkerung mit
starker Pigmentierung auf (Garbe et al., 2008).

Wie schon angesprochen, wird die Anwendung von Curcumin zur Chemo-
pravention von Melanomen diskutiert. Zahlreiche Arbeiten beschreiben die vielfaltigen
Effekte des Polyphenols auf die Haut. In praklinischen Studien wurde z.B. gezeigt, dass
oral verabreichtes Curcumin Entziindungen der Haut reduziert, die Regeneration unter-
stutzt und die Entstehung chemisch induzierter Hauttumoren in unterschiedlichen Tier-
modellen verhindert (Limtrakul et al., 1997; Okunieff et al., 2006; Phillips et al., 2011).
Aktuell werden klinische Studien zum Einsatz von Curcumin fir die Behandlung der
Radiodermatitis durchgefihrt (ClinicalTrials.gov). Panahi et al. (2012) zeigten, dass 1
g/Tag oral verabreichtes Curcumin chronische Entziindungen in der Haut nach Verlet-
zungen durch Senfgas abmildert. Weiterhin wurde in einer klinischen Phase | Studie
belegt, dass eine dreimonatige Einnahme von 3-8 g Curcumin pro Tag die Heilung des
Plattenepithelkarzinoms begunstigt (Cheng et al., 2001). Diese Arbeiten weisen auf den
potentiellen therapeutischen Nutzen von oral applizierten Curcumin in der Therapie von

kutanen Krebserkrankungen hin.
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Abb. 4: Inzidenz- und Mortalitétsraten fiir das maligne Melanom pro 100.000 Einwohner in Indien
(schwarze Balken) und Deutschland (weile Balken) in 2008; basierend auf Daten der WHO (World
Health Organization, 2011).

2.2.1. Chemische Eigenschaften von Curcumin

Curcumin hat eine molare Masse von 368,38 g/mol, einen Schmelzpunkt von 183°C und
zeigt eine maximale Lichtabsorption bei 420 nm (Tonnesen und Karlsen, 1985; Sharma et
al., 2005). Die chemische Aktivitdt von Curcumin beruht auf der molekularen Struktur:
Curcumin ist ein bis-a-, B-ungesattigtes B-Diketon, dessen konjugiertes Doppelbindungs-
system eine Keto-Enol-Tautomerisierung ermdoglicht (Abb. 5) (Tonnesen und Karlsen,
1985; Sharma et al., 2005). Im sauren pH-Bereich liegt Curcumin relativ stabil in seiner
Enolform vor und ist ein potentieller Protonendonator. Im basischen pH-Bereich kann Cur-
cumin als Protonenakzeptor fungieren. Dies spiegelt sich in der Farbung wider, die von
hellgelb im sauren bis zu braunlich-rot im basischen Bereich wechseln kann, und Curcu-

min zu einem zuverlassigen pH-Indikator macht (Tonnesen und Karlsen, 1985).

OH O 0O O
MeO x OMe MeO OMe
HO Enolform OH HO Ketoform OH
Abb. 5: Keto- und Enolformen von Curcumin

Die Reaktivitat der Keto-Enol-Gruppen fuhrt zu einer drastischen Herabsetzung der Stabi-
litdt von Curcumin, welches in basischer Pufferlésung eine Halbwertszeit von etwa 30 min
besitzt, die durch eine Zugabe von Serum oder Antioxidantien, wie Ascorbinsaure, deut-

lich erhéht werden kann (Wang et al., 1997). Im Basischen zerfallt Curcumin in unter-
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schiedlichen Anteilen zu trans-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal, Feru-
lasaure, Feruloylmethan sowie Vanillin (Wang et al., 1997).

Curcumin ist gut in organischen Losungsmitteln wie Alkoholen oder Demethylsulf-
oxid (DMSO) I6slich, aber nur schwer in Wasser. Dies fuhrt zu einer verringerten zellu-

laren Absorption im Darm und folglich zu einer reduzierten Bioverfugbarkeit.

2.2.2. Pharmakokinetik von Curcumin

Praklinische und klinische Studien zur Pharmakokinetik von Curcumin belegten eine
geringe systemische Bioverfligbarkeit sowie eine schnelle first pass-Metabolisierung und
Ausscheidung der primaren Substanz. Eine der ersten Studien von Wahistrom und
Blennow (1978) zeigte, dass oral appliziertes Curcumin in Sprague-Dawley Ratten aktiv
von der Leber in die Galle transportiert und zu 75 % mit der Fézes ausgeschieden wird.

Nur ein geringer Anteil war in Plasma und Urin nachweisbar.

Phase | Metabolismus
Im Zytosol von Darm- und Leberzellen:
Reduktasen greifen an den vier
Doppelbindungen der Heptadienkette des
enolisierten Molekdls an

¢

Hydrocurcumin

4

Phase Il Metabolismus

a) Luminale ER-Seite: Uridin-5- b) Cytosol: Sulfotransferasen
diphosphoglucoronyltransferasen konjugieren aktiviertes Sulfat an
konjugieren Hydrocurcumin mit Hydrocurcumin

aktivierter UDP-alpha-
Glucoronsaure

3 4

2 Curcumin-Glucoronoside Curcuminsulfat

¢

Bilidre Ausscheidung
Gber MRP2

Abb. 6: Metabolisierung von Curcumin (abgewandelt nach Sharma, 2005)

Die biliare Exkretion von Curcumin wird wiederum uber das multidrug resistance-asso-

ciated protein 2 (MRP2) vermittelt (Lee et al., 2012). In in vitro Versuchen wurde zudem
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gezeigt, dass 90 % von oral appliziertem Curcumin innerhalb von 30 min im Phase-I-
Metabolismus umgesetzt werden. Dies wird als ein Grund flr die geringe Bioverfugbarkeit
angesehen (Wahlstrom und Blennow, 1978).

Ravindranath und Chandrasekhara (1980) zeigten, dass bei oraler Administration
von Curcumin nach 24 h noch 38 % im Zakum und Dickdarm von Ratten nachweisbar ist,
wobei ab einer Konzentration von 100 ug/10 ml eine Sattigung im ex vivo Rattendarm zu
beobachten ist. Dies deutet auf eine Absattigung zellularer Transportmechanismen fir
Curcumin hin (Srinivasan et al., 2007). Pan et al. (1999) untersuchten die Gewebevertei-
lung nach i.p. Administration von Curcumin und wiesen es nach 1 h in Nieren, Darm und
Hirn nach. So wurde demonstriert, dass Curcumin die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet. Als
Hauptmetabolite von Curcumin wurden Glucuronid- und Sulfat-konjugierte Produkte sowie
Di-, Tetra- und Hexahydrocurcuminglucuronoside beschrieben (Abb. 6) (Ravindranath und
Chandrasekhara, 1980; Pan et al., 1999).

2.2.3. Pharmakokinetik von Curcumin im Menschen

In klinischen Studien wurde eine vergleichbare Metabolisierung von Curcumin im Men-
schen nachgewiesen. Auch hier liegt ein Grof3teil des Polyphenols nach Durchlaufen des
Phase |- und lI-Metabolismus als mit Sulfaten bzw. Glucoronisiden konjugiertes Hydro-
curcumin vor (Abb. 6) (Ireson et al., 2002; Vareed et al., 2008; Irving et al., 2013). Die
Metabolite wiesen nach 3 h eine maximale Plasmakonzentration auf. Au3erdem wurde ab
einer p.o. Administration von 10 g eine Sattigung der Plasmakonzentration beobachtet,
was ebenfalls auf die Absattigung der zellularen Transportmechanismen fir Curcumin
zurlckgefuhrt wird (Vareed et al., 2008).

Irving et al. (2013) verabreichten Patienten 14 Tage vor einer kolorektalen
Endoskopie 2,34 g/Tag Curcumin und detektierten durchschnittlich fast 50 ug/g in Darm-
biopsien. Auch 40 h nach der letzten Applikation konnte dieses in der Kolonmukosa nach-
gewiesen werden. Daher schlossen die Autoren auf eine mdgliche Akkumulation von

Curcumin im Gewebe bei taglicher Administration (Irving et al., 2013).

2.2.4. Verbesserung der Bioverfiigbarkeit

Strategien zur Verbesserung der Bioverfligbarkeit von Curcumin verfolgen entweder eine
Steigerung der zellularen Aufnahme oder eine Verminderung der Metabolisierungsrate.
Um dies zu erreichen, wurde Curcumin mit anderen Substanzen, wie etwa Phospho-
lipiden oder Cylodextrin komplexiert, bzw. als Nanoemulsion gegeben, was die Aufnahme
von Curcumin 1,5- bis 40-fach erhéht (Tonnesen, 2002; Kunwar et al., 2006; Zhongfa et
al., 2012). Kurien et al. (2007) wiesen eine 12-fache Erhéhung der Bioverfligbarkeit von
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Curcumin aufgrund einer verbesserten Wasserldslichkeit durch Erhitzen nach. Auflerdem
wurde Curcumin mit Piperine oder Capsaicin co-appliziert, um den Phase Il Metabolismus
zu hemmen und das Polyphenol intrazellular zu stabilisieren (Shoba et al., 1998; Suresh
und Srinivasan, 2007).

2.2.5. Toxizitat

Die Toxizitdt von Curcumin ist auch aufgrund der schlechten Bioverfuigbarkeit gering. In
einer pra-klinischen Studie fanden sich keine toxischen Befunde bei Mausen nach einer
oralen Administration von 10 g/kg Korpergewicht Turmeric. Bei einer oralen Applikation
von 5 g/kg/Tag fur sechs Monate zeigten Ratten ebenfalls keine toxischen Veranderungen
(Sittisomwong, 1991). Im Allgemeinen stuft man eine Substanz mit einer mittleren letalen
Dosis von 5-15 g/kg als nicht toxisch ein (Quincoces Suarez, 2010).

Auch beim Menschen zeigten sich bisher nur leichte Nebenwirkungen: In einer
klinischen Phase | Studie wurden Patienten mit pramalignen Veranderungen bzw. einem
hohen Krebsrisiko fiir 3 Monate mit bis zu 12 g Curcumin pro Tag behandelt. Bei 2 von 15
Patienten traten leichte Nebenwirkungen wie Sodbrennen, Kopfschmerzen oder Ubelkeit
auf (Cheng et al.,, 2001). Auch bei niedrigeren Dosen an Curcumin von 4-8 g wurden
leichte gastrointestinale Nebenwirkungen beschrieben (6 von 26 Probanden) (Irving et al.,
2013).

2.2.6. Pharmakodynamik von Curcumin im Menschen

Die Pharmakodynamik von Curcumin im Menschen wurde in Pilotstudien mit der Bestim-
mung der Aktivitdt von Glutathione S-transferase und des Gehaltes an Malondialdehyd-
DNA (M;G), zwei typischen Markern flr oxidativen Stref3, untersucht. Sharma et al. (2001)
zeigten, dass durch die Einnahme von 440 mg Kurkuma-Extrakt fur 29 Tage die Aktivitat
an Glutathione S-transferase in Lymphozyten um 59 % reduziert wird (Sharma et al.,
2001). Garcea und Kollegen (2004, 2005) untersuchten die biologische Aktivitat von oral
appliziertem Curcumin und fanden in Biopsien von Kolonkarzinomen im Gegensatz zu
anderen Geweben eine signifikante Reduktion an oxidativ induzierter M;G. Diese Arbeiten
belegen, dass Curcumin vor allem topisch seine anti-oxidative Wirkung entfaltet (Garcea
et al., 2004; Garcea et al., 2005). Trotzdem erwies sich in klinischen Phase | und Phase Il
Studien die orale Verabreichung von Curcumin an Patienten mit fortgeschrittenem Pan-
kreas- oder Brustkrebs (mit oder ohne zusatzlicher Chemotherapie) als vielversprechend
(Bayet-Robert et al., 2010; Carroll et al., 2011; Kanai et al., 2011).
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2.2.7. Molekulare Targets von Curcumin

Curcumin zeigt eine breite pharmakologische Aktivitdt gegen Bakterien, Pilze, Viren und
chemische Toxine (Ammon, 1991). AuRerdem kann Curcumin endogene Prozesse, wie
Entzindungen oder die Entstehung von Krebs, hemmen (Sharma et al., 2005).

Die krebshemmende Wirkung von Curcumin beinhaltet sowohl das ,Blocken® (blocking)
von Karzinogenen, wie auch die ,Suppression® (suppressing) der Tumorgenese (Surh,
2003; Sharma et al., 2005). Die sogenannte Initiation gesunder Zellen zu ,pra-neo-
plastischen“ Zellen durch Strahlung oder Karzinogene kann durch Curcumin verhindert
werden (Limtrakul et al., 1997; Okunieff et al., 2006) (Abb. 7). Auch die Progression zu
»heoplastischen® Zellen kann Curcumin durch anti-inflammatorische, antiproliferative, anti-
angiogene, pro-apoptotische, sowie epigenetische Effekte verzogern oder zum Teil revi-
dieren (Surh, 2003; Fu und Kurzrock, 2010) (Abb. 7). Im Folgenden werden die krebs-

hemmenden Eigenschaften von Curcumin naher beschrieben.

Curcumin
I BLOCKEN 11 SUPPRESSION |
I ||
‘ROS «Chronische Inflammation Ex”::::in
*Toxine *Anhdufung von (epi-) *Anhdufung von (epi-) Neoar': io en(,ese
*Strahlung genetischen Mutationen genetischen Mutationen 909
INITIATION PROMOTION PROGRESSION
— — >
gesunde i jastiscih
Zelle pra-neoplastische neoplastische

Zelle

Zelle

Krebszellen

Abb. 7: Antikanzerogene Wirkung von Curcumin (abgewandelt nach Surh, 2003)

Die anti-inflammatorische Wirkung von Curcumin wird vor allem durch die Repression des
Transkriptionsfaktors nuclear factor-kappa beta (NF-kB) und dessen Zielgene vermittelt.
Dies geschieht sowohl uUber eine direkte Interaktion mit NF-kB als auch uUber eine
Aktivierung hemmender Kinasen (inhibitor of kappa B (IkB) kinase). Die Translokation in
den Nukleus und die nachfolgende Transkription von Entziindungs-vermittelnden
Molekullen wie Cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), IL-1,
intercellular adhesion protein-1 (ICAM-1, CD54) und vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1, CD106) wird auf diese Weise blockiert (Xu et al., 1997; Kumar et al., 1998;
Plummer et al., 1999). Die anti-inflammatorischen und anti-oxidativen Effekte spielen

ebenfalls eine Rolle in der Neuroprotektion sowie der Regulierung des metabolischen
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Syndroms durch Curcumin (Calabrese et al., 2008; EI-Moselhy et al., 2011; DiSilvestro et
al., 2012).

Anti-proliferative Wirkmechanismen erfolgen zum Beispiel Gber die Aktivierung von
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR-y), der seinerseits die Expression von
Cyclin D1 und epidermal growth factor receptor (EGFR, HER, ErbB) blockiert (Chen und
Xu, 2005). Curcumin kann das Zellwachstum auRerdem Uber die Induktion reaktiver
Sauerstoffspezies hemmen oder die Inhibierung der Transkriptionsfaktoren c-Myc oder
p53 erreichen (Dinkova-Kostova et al., 1998; Han et al., 1999; Jana et al., 2004). Auch die
Hemmung des B-Catenin-Signalweges, der die Aktivierung von Cyclin-D1 und Zell-Zell-
Interaktionen vermittelt, ist fir das Polyphenol beschrieben (Mahmoud et al., 2000;
Jaiswal et al., 2002).

Der programmierte Zelltod (Apoptose) kann durch Curcumin abhangig von p53
Uber einen Anstieg des Bcl-2—associated X protein (Bax) induziert werden, was in einen
Zellzyklusarrest in der G2-Phase resultiert (Chiu und Su, 2009). Unabhangig von p53 fihrt
eine verringerte Expression von Cyclin D1 zu einem G1/S-Arrest der Zellen (Singh et al.,
1996; Chen und Huang, 1998).

Eine Inhibierung der Neoangiogenese durch Curcumin kann ebenfalls auf mehrere
Weisen vermittelt werden. Neben der Induktion der Apoptose in Endothelzellen, wird die
Expression des Wachstumsfaktors vascular endothelial growth factor (VEGF), des
Adhasionsmoleklls platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31) und
des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1a) reduziert (Singh et al., 1996;
Arbiser et al., 1998; Bae et al., 2006; Li et al., 2007).

Neuere Forschungsergebnisse beschreiben Curcumin auRerdem als epigenetisch
aktive Substanz (Fu und Kurzrock, 2010). Die Epigenetik beschaftigt sich mit stabil
vererbbaren Faktoren, die den Phanotyp eines Individuums modifizieren, ohne dass die
DNA-Sequenz verandert wird. Stattdessen wird die Zuganglichkeit der DNA fir
Transkriptionsfaktoren, die durch posttranslationale Histonmodifikationen und DNA-
Methylierungen bestimmt wird, reguliert. Auf diese Weise wird die Expression von Pro-
teinen aber auch von soggenannten micro Ribonucleinsauren (miRNAs, miRs) modifiziert.
Eine Dysregulation der epigenetischen Mechanismen wurde fir viele nicht-Gbertragbare
Krankheiten wie Diabetes, kardiovaskulare Erkrankungen und Krebs beschrieben (Taby
und Issa, 2010). Curcumin hemmt spezifisch die DNA-Methyltransferase EZH2 sowie die
Histonacetyltransferase p300/CBP. Auflierdem moduliert Curcumin die Aktivitat von
Histondeacetylasen und miRNAs (Balasubramanyam et al., 2004; Morimoto et al., 2008;
Liu et al., 2009; Fu und Kurzrock, 2010).

Curcumin wirkt also auf vielfaltige Weise der Tumorgenese entgegen. Dies verrin-

gert die Wahrscheinlichkeit von Resistenzentwicklungen von Tumoren gegenlber diesem
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Polyphenol. Aus diesem Grund ist Curcumin ein potentieller Kandidat fur neue Ansatze in

der Therapie des maligen Melanoms.

2.3. MiRNAs

MiRNAs sind kleine nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von 17-25 Basenpaaren (bps),
die innerhalb der Gruppe der Vielzeller (Metazoa) hoch konserviert vorliegen. Etwa 50 %
aller Saugetiergene in proliferierenden Zellen werden post-transkriptionell durch miRNAs
reguliert. Hierbei erfolgt die Bindung an korrespondierende messenger RNAs (mRNAs),
um deren Translation zu hemmen bzw. einen Abbau der Target-mRNA zu induzieren
(Abb. 8).
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Abb. 8: Biogenese der miRNAs (Davis und Ross, 2008). Die transkribierte Vorldufer-miRNA wird
im Nukleus durch Drosha in pré-miRNA gespalten und lber Exportin-5 ins Zytoplasma geschleust.
Dicer zerschneidet die pr&-miRNA in doppelstréngige miRNA (miRNA-Duplex). Diese entwindet
sich und wird als mature miRNA in den miRNA-induced silencing complex (miRISC) mit Argonaut 2
(Ago2) und trans-responsiven RNA-bindenden Proteinen (TRSP) eingebaut. Dieser Komplex
interagiert mit den Target-mRNAs und fiihrt zur translationalen Repression bzw. Degradation der
mRNAS.

Die wichtigsten physiologischen Prozesse in Zellen, wie Proliferation, Differenzierung und

Zelltod, werden auch durch miRNAs reguliert (Taby und Issa, 2010). Es wird angenom-
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men, dass 1-4 % aller menschlichen Gene fir miRNAs kodieren, die damit die grofite
Klasse an Genregulatoren darstellen (Esquela-Kerscher und Slack, 2006).

Die genetische Information der miRNAs wird von der RNA Polymerase Il in 60-100
bps lange, polyadenylierte Vorlaufer-miRNA mit unvollkommener Haarnadelstruktur (pri-
miRNA) transkribiert. Das primare Transkript wird noch im Nukleus von dem Protein
PASHA gebunden und dem RNA-spaltendem Enzym DROSHA (RNAse Ill) in pra-miRNA
(pre-miRNA) geschnitten. Diese wird tGber das membranstandige, GTP-abhangige Expor-
tin-5 aus dem Nukleus geschleust. Das RNAse |l Enzym DICER zerschneidet die pra-
miRNA im Zytosol in 17-25 bps lange, doppelstrangige miRNAs (dsmiRNA). Der Leit-
strang wird nun praferentiell am 5-Ende der dsmiRNA in den miRNA-induced silencing
complex (miRISC) eingegliedert, der Endonuclease Argonaut 2 und trans-responsive
RNA-bindende Proteine (TRSP) enthalt. Dieser Komplex interagiert im Folgenden mit kor-
respondierenden mRNAs, wobei die miRNA an das 3‘-untranslatierte Ende der mRNA
bindet. Im Falle einer ungenauen Basenpaarung von miRNA und komplementarer mRNA,
wird diese entweder gehemmt oder poly-adenyliert und anschlieRend abgebaut. Eine
exakte Basenpaarung mit den sogenannten ,Keim-Basen® 2-8 resultiert hingegen in einer
Argonaut-vermittelten Spaltung der Target-mRNA. Die Aktivitat der miRNAs wird durch
RNA-bindende Proteine reguliert, die zum Beispiel eine Uridylierung am 3’-Ende der Vor-
ldufer RNA induzieren. Auf diese Weise wird die Weiterverarbeitung durch DICER ver-
hindert und die pra-miRNA abgebaut (He und Hannon, 2004; Esquela-Kerscher und Slack,
2006).

Die erste miRNA /in-4 wurde von Lee und Kollegen (1993) im Nematoden
Caenorhabditis elegans beschrieben. Ebenso wie die als zweite miRNA im Jahr 2000
beschriebene let-7 kontrolliert sie die Terminierung von Zellproliferation und Differenzie-
rung (Reinhart et al., 2000). Die humanen, homologen miRNAs kontrollieren ebenfalls den
Zellzyklus und liegen in verschiedenen Krebsarten Gberexpremiert vor (Esquela-Kerscher
und Slack, 2006). Etwa 50 % der bekannten menschlichen miRNAs befinden sich an in-
stabilen Abschnitten des Genoms und sind assoziiert mit Krebs (Oncomirs) (Calin et al.,
2004). Von ihnen unterscheidet man miRNAs mit tumor-suppressiven Eigenschaften, wie
hsa-miR-15 und hsa-miR-16, die direkte bzw. indirekte Zielmolekulle wie VEGF, Bcl-2 oder
c-kit haben (Cimmino et al., 2005; Litz und Krystal, 2006; Suarez et al., 2007).

Eine Fehlregulation der miRNA Expression wurde nicht nur fir Krebs, sondern
auch fur weitere nicht-Ubertragbare Erkrankungen, wie koronare Herzkrankheit, beschrie-
ben (Leidinger et al., 2010; Keller et al., 2011; Meder et al., 2011). Daher wurden miRNAs,
die leicht aus Blutproben zu isolieren sind, auch als Indikatoren (Biomarker) flr diese
Erkrankungen vorgeschlagen (Fichtlscherer et al., 2011). Lu et al. (2005) zum Beispiel

zeigten, dass Krebs unterschiedlicher Genese anhand der miRNA-Profile praziser klassi-
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fiziert werden kann als auf Basis des Proteoms. Seit kurzem werden miRNAs auch als
pradiktive Marker fir das Ansprechen einer Therapie propagiert (Ohuchida et al., 2011;
Izzotti et al., 2012). Auch der Einflul spezieller Diaten mit Methyl-defizienter oder Cho-
lesterol- und Fett-angereicherter Nahrung auf das miRNA-Profil von Leber und Darm
wurde bereits untersucht (Karere et al., 2012; Pogribny et al., 2012).

Weiterhin wurde der Effekt von Curcumin auf die Expression von miRNAs in

verschiedenen Tumorzelllinien und (nicht-didtischen) in vivo Modellen erforscht (Abb. 9).
EMT

miR-200b,-c
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Abb. 9: Wirkung von Curcumin auf die Expression von miRNAs und validierten Targets wie cyclin
dependent kinases (CdKs), Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1), Phosphatase and
Tensin homolog (PTEN), Notch1, Bcl-2, specificity protein 1 (SP1), estrogene receptor 1 (ESR1),
Tyrosinkinase Src und Akt2, Cyclin D1, c-Myc und den Prozess der epithelial to mesenchymale
transition (EMT).

Es wurde gezeigt, dass verschiedene Oncomire, wie miR-21, durch Curcumin herunter-
reguliert werden. Aullerdem wurde nachgewiesen, dass tumorsuppressive miRNAs wie
zum Beispiel let-7a oder die miR-200 Familie durch Curcumin bzw. Curcuminderivate
hochreguliert werden (Ali et al., 2010; Bao et al., 2012; Soubani et al., 2012). Sun et al.
(2008) untersuchten die Anderungen der miRNA Expression in Pankreaszellen nach
Inkubation mit Curcumin. Hierbei wurde unter anderem miR-199a*, welche die Expression
Zellzyklus-abhangiger Kinasen inhibiert, herunterreguliert. MiR-22, mit den Targets Trans-
kriptionsfaktor SP71 und Estrogenrezeptor a, wurde signifikant hochreguliert (Sun et al.,
2008). Zhang und Kollegen (2010) zeigten, dass Curcumin Uber die Verminderung der
miR-186* Apoptose in Lungenadenokarzinomzellen induziert (Zhang et al., 2010). Weitere
Untersuchungen beschaftigten sich mit der Inhibition entzlindlicher Vorgange durch Cur-

cumin-induzierte miRNAs. So wurde eine Senkung einer miR-146a-bedingten, zentral-
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nervdésen Gewebsentziindung, wie sie unter anderem bei Morbus Alzheimer vorliegt, in
Zellversuchen durch Curcumin erreicht (Cui et al., 2010). Eine Analyse des miRNA-Profils
einer humanen Retinazelllinie belegte eine Reduktion der durch oxidativen Stress
induzierten miRNAs nach einer Vorbehandlung mit Curcumin (Howell et al., 2013).
Oxidativer Stress spielt ebenfalls in der Entstehung von Hauttumoren eine Rolle
(Thangapazham et al., 2013).

Als regulierende Einheiten stellen miRNAs vielversprechende Targets in der
Krebstherapie dar. Versuche an Zelllinien belegen, dass Curcumin die Expression von
mMiRNAs in Krebszellen verandert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, wie

oral appliziertes Curcumin auf das miRNA-Profil von Tumoren in vivo wirkt.

2.4. Eigene Fragestellung

Curcumin wird seit langem in Sldostasien konsumiert und findet in der traditionellen
Medizin Anwendung (Ammon, 1991). Trotz der schlechten Bioverfligbarkeit (geringe
metabolische Stabilitat, rasche Ausscheidung) wird der regelmafige Konsum von Curcu-
min dort in Zusammenhang mit der niedrigen Inzidenz an Tumorerkrankungen der Brust
und des Darms gebracht (Sinha et al., 2003). Obwohl bereits eine Vielzahl an Studien zur
anti-kanzerogenen Aktivitat von Curcumin durchgefuhrt wurde, bestehen hinsichtlich der
molekularen Wirkmechanismen von diatischem Curcumin etliche ungeklarte Fragen. Fur
die vorliegende Dissertation ergaben sich daraus folgende Fragestellungen, die in zwei

unabhangigen Studienabschnitten bearbeitet wurden:

Studienabschnitt 1: Auswirkungen pyrolytischer Prozesse auf Curcumin

1. Welche Auswirkungen haben pyrolytische Prozesse im Rahmen haushaltsublichen
Kochens auf Curcumin?
2. Verandert die Zugabe von Fetten die Zusammensetzung der Pyrolyseprodukte?

Besitzen diese Pyrolyseprodukte ebenfalls eine anti-kanzerogene Aktivitat?

Studienabschnitt 2: Effekte von didtischem Curcumin auf Melanome

1. Welche Effekte hat diatisches Curcumin auf das Wachstum und die BlutgefalRneubil-
dung in generierten Melanomen in der Maus?

2.  Wird das tumorale miRNA-Profil der Melanome durch diatisches Curcumin nachweis-
lich verandert?

3. Stehen diese Veranderungen im Einklang mit der anti-kanzerogenen Aktivitat von

Curcumin?
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3. Material und Methoden

3.1. Labormaterialien

Die verwendeten Glas- und Plastikwaren wurden von den Firmen Greiner Bio-One
(Frickenhausen), BD Pharmingen (Heidelberg), Eppendorf (Hamburg), Nunc (Wiesbaden)
und Sarstedt (NUmbrecht) aus Deutschland bezogen. Nicht steril verpackte Plastikwaren
wurden vor Gebrauch fir 30 min bei 120°C und 3,5 bar sterilisiert.

Alle Chemikalien und Reagenzien stammten, sofern nicht anders vermerkt, von
Merck (Darmstadt, Deutschland) bzw. Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Die fir die Chro-
matographien verwendeten Chemikalien wiesen den entsprechenden Reinheitsgrad auf.
Alle angesetzten Puffer wurden mit bidestilliertem (bidest.) Wasser (Elix® water, pure,

Millipore Coporation, Billerica, USA) angesetzt und steril filtriert.

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Verwendete Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden murine, amelanotische B78H1 Melanomzellen aus dem
Labor fir Immunologie und Biologie von Metastasen, Institut fur Experimentelle Patho-
logie der Universitat Bologna, benutzt. Es handelt sich hierbei um adharent wachsende
Abkdmmlinge der murinen B16 Melanomazellen von S. Silagi, die Tap-2 und MHC-I nega-
tiv sind (Newcomb et al., 1978; Lollini et al., 1987). Die humanen Melanomzelllinien SK-
Mel-28 (ATCC® HTB-72™, American Type Culture Collection, Manassas, USA) und
MeWo (ATCC® HTB-65™) wurden freundlicherweise vom Institut fir Humangenetik der

Universitat des Saarlandes zur Verfligung gestellt.

3.2.2. Kultivierung der Zellen

Die in den Experimenten verwendeten Zellen wurden fir héchstens funf Passagen kulti-
viert und regelmaRig auf Mykoplasmeninfektionen untersucht (VenorGeM PCR-Kit, Miner-
va Biolabs, Berlin, Deutschland; verwendet nach Herstellerangaben). Alle Arbeitsschritte
der Zellkultivierung wurden steril an einer Sicherheitswerkbank (Hera Safe, Heraeus,
Hanau, Deutschland) durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer und Medien wurden auf 37°C
im Wasserbad vortemperiert. Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen (75 cm?, Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) unter Standardbedingungen bei 37°C, 95 % Luft-
feuchtigkeit und 5 % CO, in einem Zellinkubator (Hera Cell, Heareus) kultiviert. Die Zellen
wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, PAA Laboratories, General



Material und Methoden 20

Electric Healthcare, Chalfont St Giles, GroRbritannien) mit 10 % fetalem Kalberserum
(FCS) (Standardqualitat, PAA Laboratories), 100 U/ml Penicillin (PAA Laboratories) und
0,1 mg/ml Streptomycin inkubiert (PAA Laboratories) und alle 2-3 Tage subkonfluent pas-
sagiert. Hierfiir wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS (- Mg*,
- Ca*" nach Dulbecco, PAA Laboratories) gespiilt und fiir 3 min bei 37°C mit 5 ml Tryp-
sin/EDTA (PAA Laboratories) inkubiert. Die Zellen wurden durch leichtes Klopfen der Zell-
kulturflasche gelést und 10 ml DMEM hinzu gegeben, um das Trypsin durch Absattigung
mit dem im Kulturmedium enthaltenen FCS zu inaktivieren. Die Zellsuspension wurde nun
mit 1.000 rpm in einer Tischzentrifuge (Z 383 K, Hermle, Gosheim, Deutschland) fir 3 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der flissige Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet
in frischem Kulturmedium resuspendiert, 1:4 verdinnt und in neue Zellkulturflaschen Uber-
fuhrt.

Zur Kryokonservierung wurden je 1x10° Zellen in 1 ml Kryomedium aufgenommen
und in einem speziellen Kryoréhrchen (Greiner Bio-One) graduell Gber 24 h auf -80°C
gekidhlt und dauerhaft in Flussigstickstoff (-196°C) gelagert. Das Kryomedium bestand
aus FCS und Demethylsulfoxid (DMSO) im Verhaltnis 9:1. Das enthaltende DMSO sollte
zellschadigende Eiskristallbildung wahrend des Einfrierens verhindern.

Zum Auftauen dauerhaft konservierter Zellkulturen wurden diese aus dem Flissig-
stickstoff entnommen und unmittelbar in Kultur gebracht, um zytotoxische Effekte des
DMSO zu vermeiden. Hierfur wurde auf 37°C vorgewarmtes Kulturmedium in ein 15 ml-
Roéhrchen vorgelegt, die kryokonservierten Zellen zu etwa 80 % in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut und dann in das Rohrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden anschlie-
Rend mit 1.000 rpm in einer Tischzentrifuge fur 3 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert,

der Uberstand verworfen und die Zellen wie beschrieben kultiviert.

3.2.3. Isolation primarer humaner peripherer mononukleéarer Zellen

Weitere Testreihen mit Curcuminderivaten wurden an humanen peripheren mono-
nukledren Zellen (PBMCs) durchgefihrt. Diese wurden aus dem Vollblut von freiwilligen,
gesunden Probanden durch Lyse der Erythrozyten mit einem Erythrozytenlysepuffer ge-
wonnen. Die Erythrozytenlyse wurde einer Aufreinigung auf Basis von Ficollgradienten
vorgezogen, um eine Aktivierung der Leukozyten durch das Polymer zu verhindern.
Hierzu wurde das Blut aus den EDTA-Blutentnahmerdhrchen (Sarstedt) in 50 ml-
Roéhrchen (Sarstedt) tGberfihrt und mit vorgekihltem Erythrozytenlysepuffer im Verhaltnis
1:3 fur 12 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Zytolyse wurde das
gleiche Volumen an gekihltem Medium zur Probe hinzugefligt und fir 10 min mit 600 x g
bei 4°C abzentrifugiert. Durch die geringe Drehzahl wurden vor allem intakte Zellen

angereichert, wahrend Zelltrimmer im Uberstand verblieben. Das Zellpellet wurde 2-mal
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mit kaltem PBS gewaschen und die Zellen dann manuell in einer Neubauer-Zahlkammer

(Hadmozytometer) gezahlt.

Erythrozyten-Lysepuffer:

788 mg (10 mM) Tris-HCI

4,41 g (165 mM) NH,CI
Chemikalien in 500 ml Aqua bidest.

[6sen und bei 4°C aufbewahren.

3.2.4. Zellzdhlung

Zur Zellzahlung wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 yl Trypanblau gemischt (Ver-
dinnungsfaktor: 2) und die vitalen (ungefarbten) Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt (Abb. 10). Der Farbstoff Trypanblau penetriert beschadigte Zellmembranen und
markiert dadurch nicht-vitale Zellen. Ein zweites 10-pl-Aliquot der Zellsuspension wurde
mit Turks Losung gemischt und in die Neubauer-Zahlkammer gegeben, um die Zahl der
weillen Blutzellen zu bestimmen. Die in der Tlrks Losung enthaltene Essigsaure lysiert

die Erythrozyten, so dass diese blau angefarbt werden.

A - 70,1 mm .
B

T
Il

— 1,0mm —

= 1,0 mm —

Abb. 10: Neubauer-Zéhlkammer. A: Schematische Darstellung eines Hamozytometers im Quer-
schnitt. B: Schematische Darstellung der Zéhlfldche. Die auszuzdhlenden Quadranten sind rot um-
randet (Woermann, 2000).

Zur Berechnung der vitalen PBMCs mussen das Flussigkeitsvolumen in der Zahlkammer

und die Verdunnung der Zellen in den Farbeloésungen berucksichtigt werden. Die Flache
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eines Eckquadrats betragt 1 mm?2. Abgedeckt durch ein Deckglas entsteht eine Hohe von
0,1 mm und damit pro Eckquadrat das Volumen von 0,1 pl (Abb. 10 A). Um die Zellzahl
fir 1 ml zu erhalten, muss daher ein Faktor von 1x10* mit eingerechnet werden. Im
Allgemeinen werden alle vier Eckquadrate ausgezahlt (Abb. 10, rot markiert) und der
Mittelwert (Mittel) berechnet. Der Verdlinnungsfaktor betragt hier 2, da die Zellsuspension
1:1 mit der Farbelésung verdinnt wurde. Daraus ergibt sich folgende Gleichung zu Be-

rechnung der vitalen Leukozyten in 1 ml:

Vitale Zellen (Trypanblau): ungefarbte Zellen e X 2 X 10*
Gesamtzellzahl (Trypanblau): (ungefarbte v + gefarbte Zellen yige) X 2 x 10*
Leukozyten (Turks Losung): ungefarbte Zellen yjel X 2 X 10*

> Vitale Leukozyten (1 ml): Vitale Zellen x Leukozyten / Gesamtzellzahl

3.2.5. WST-1-Assay

Der Einfluss der Curcuminderivate auf die Zellviabilitdt wurde mit einem WST-1-Assay
(water soluble tetrazolium, WST-1) untersucht. Dieser Assay beruht auf der extrazellu-
laren Umsetzung von Tetrazolium zu Formazan, einem rétlichen Tetrazoliumsalz. Die Auf-
spaltung von Tetrazolium geschieht durch die Aufnahme von Elektronen aus dem Elek-
tronentransport Uber die intakte Zellmembran (Berridge et al., 2005). Die entstehende
Rotfarbung kann photometrisch quantifiziert werden.

Der WST-1-Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgeftihrt (Cell Pro-
liferation Reagent WST-1, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Hierflr wurden
5x10° Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat und entweder mit 0,1 % DMSO
(Vehikel) oder seriellen Verdinnungen der Curcuminderivate inkubiert. Deketencurcumin,
pyrolysiertes Curcumin und Curcumin wurden in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40
MM, 80 uM und 100 uM getestet. Nach 24 h Kultivierung unter Standardbedingungen
wurden 10 pl WST-Reagenz pro 100 pyl Medium in jedes Well pipettiert. Nach 30 min Inku-
bation bei 37°C wurde die Absorption bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620
nm in einem Mikroplatten-Photometer (PHOMo, Autobio Labtech Instruments, Zhengzhou
City, China) gemessen. Alle Werte wurden gegen die Absorption von zellfreiem Medium,
versetzt mit Curcuminderivaten in der jeweiligen Konzentration, korrigiert. Die Versuche

wurden in Vierfach-Ansatzen durchgefuhrt.

3.2.6. DurchfluBRzytometrische Analysen

DurchfluBzytometrische Analysen erlauben eine spezifische Untersuchung extra- und

intrazellularer Proteine sowie der Groflke und Granularitat einzelner Zellen im groRen Mal}-
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stab. Fur die Messung wird eine bestimmte Anzahl Zellen in einer Suspension durch eine
Mikrokapillare aufgesogen, in einem Flissigkeitsfilm vereinzelt und mit einem Laser ange-
strahlt (Abb. 11). Der groRte Teil des Lichts wird in Vorwartsrichtung gestreut und als
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) bezeichnet. Diese Streuung ist abhangig von der
Groe der Zellen. Das Licht, das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreut
wird, bezeichnet man als Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) (Abb. 11). Dieses dient

als Maf fur die Granularitat der Zellen.

Laserquelle

( &

—

Vorwartsstreulicht (FSC)
und
Seitwartsstreulicht (SSC)

\ Emittierte
Fluoreszenz der
gefarbten
Zellen

Hydrodynamische
Fokussierung

Fliissigkeits-
film

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
§
g

Probe mit gefarbten Zellen

Abb. 11: Schematische Darstellung zur Durchflu3zytometrie (Abcam, 2010).

Eine spezifische Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern dient zum Nach-
weis bestimmter Proteine. Anhand der detektierten Intensitat ist eine Quantifizierung der
Proteinexpression moglich. Durch die Anregungsstrahlung werden Elektronen in den
Fluorochromen auf héhere Energieniveaus gehoben. Beim Ruckfall dieser Elektronen auf
das Grundniveau wird die freiwerdende Energie als langwelligeres Licht emittiert, die als
in diesem Fall als Fluoreszenz bezeichnet wird. Aufgrund unterschiedlicher Fluoreszenz-
intensitaten und Streuungsphanomene kénnen Zellpopulationen mit bestimmten Eigen-
schaften unterschieden und dann quantifiziert werden.

Alle durchflulzytometrischen Analysen wurden am FACSCanto™ (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) durchgefihrt und mit Hilfe der BD
FACSDiva™ software (Becton, Dickinson and Company) und WinMDI Version 2.8

freeware (Scripps Institute, La Jolla, USA) ausgewertet.
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3.2.6.1. Bestimmung der Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitdt der Curcurminderivate gegen primare humane PBMCs und murine
B78H1 Melanomzellen wurde mit einer Annexin- und Propidiumiodid (Pl)-Doppelfarbung
im DurchfluBzytometer bestimmt. Das fluoreszierende Pl kann bei einer durchlassigen
Zellmembran, wie sie bei nekrotischen Zellen vorliegt, in die DNA interkalieren. Im friihen
Stadium der Apoptose wird Phosphatidylserin von der inneren Membranseite zur Aul3en-
seite transloziert, auf diese Weise kann Annexin extrazellular daran binden. Ist die Apop-
tose weiter fortgeschritten (spéte Apoptose), kann auch hier die DNA mit Pl angefarbt
werden, so dass doppelt-gefarbte bzw. doppelt-positive Zellen vorliegen. Der verwendete
Antikérper gegen Annexin war mit Allophycocyanin (APC) gekoppelt. Dieser Farbstoff wird
aus Cyanobakterien isoliert und von einem Helium-Neon-Laser bei 633 nm angeregt. Die
emittierte Fluoreszenz bei maximal 657 nm Uberlappt nicht mit der Curcumin-emittierten
Strahlung bei 250-520 nm. Da diese Farbungen an unfixierten Zellen durchgefihrt wurden
und Pl zytotoxisch ist, muss die durchflul’izytometrische Analyse umgehend erfolgen.

Fir den Nachweis der apoptotischen Zellen wurden je 1x10° Zellen pro Well in
eine 12-Well-Platte ausgesat und Uber Nacht adharieren gelassen. Danach wurden die
Zellen fur 24 h entweder mit 0,1 % DMSO (Vehikel) oder mit den Curcuminderivaten in
Konzentrationen von 10 yM, 20 uM, 40 yM, 80 pM und 100 uM unter Standardbedin-
gungen inkubiert. Im Folgenden wurden die Zellen mit Trypsin geerntet, zweimal mit 4°C
kaltem PBS gewaschen und fur 15 min mit APC-markiertem Annexin (Immunotools,
Friesoythe, Deutschland; 1:24 in 60 pl Annexin-Bindepuffer) lichtgeschutzt bei Raumtem-
peratur inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann in 140 yl PBS aufgenommen, in 5 ml-
Rundboden-Polystyren-Rdéhrchen (Becton, Dickinson and Company) uberflhrt und un-
mittelbar vor der FACS-Messung mit 2 pl einer Stock-Lésung PI (1 mg/ml) versetzt. Die
Annexin-positiven Zellen wurden Uber den APC-Kanal und die Pl-positiven Zellen Uber
den PerCP-Cy5-Kanal detektiert. Die ungefarbten Zellen wurden als ,vital“ definiert. Die
Zellen, die ausschlieBlich Pl aufnahmen, als ,nekrotisch®. Doppelt-positive Zellen wurden
als ,spat-apoptotisch* definiert. Zellen, die ausschlieBlich Annexin V positiv waren, be-
fanden sich in einem ,frihen apoptotischen Stadium. Fur die Auswertungen wurde die
Gesamtzahl an ,apoptotischen® Zellen in einer Probe berechnet, die sich aus den beiden
letztgenannten Gruppen zusammensetzte. Es wurden jeweils drei voneinander unab-

hangige Experimente durchgeflhrt, wobei jede Probe in Duplikaten angesetzt wurde.
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Annexin-Bindepuffer:

50 mM Hepes

140 mM NaCl

2,5 mM CaCl,

Die Chemikalien in 60 ml Aqua bidest. l6sen,

einen pH-Wert von 7.4 mit NaOH einstellen und

auf 100 ml auffillen

3.2.6.2. Bestimmung der Zellzyklusphasen

Um die Effekte der Curcuminderivate auf den Zellzyklus von B78H1 Melanomzellen zu
bestimmen, wurden die Zellen wie oben beschrieben fur 24 h mit 20 yM Curcumin, pyroly-
siertem Curcumin, Deketencurcumin oder 0,1% DMSO (Vehikel) inkubiert bzw. nicht sti-
muliert (Negativkontrolle). Die Zellen wurden mit Trypsin geerntet und zweimal mit PBS
gewaschen. Danach wurde der Uberstand komplett entfernt und die Zellen in 200 pl 0,9 %
NaCl resuspendiert. In neue 2-ml-Reaktionsgefalde wurden je 1.800 pl 100 % Methanol
vorgelegt. Die Zellsuspension wurde mit einer Insulinspritze aufgenommen und durch eine
25 G Nadel in das Methanol gespritzt, um die Zellen zu vereinzeln. Die Suspension wurde
dann flr mindestens 24 h bei -20°C zur vollstandigen Fixierung gelagert.

Danach wurden die Zellen kurz bei Raumtemperatur aufgetaut und fir 1 min mit
12.000 rpm (EBA1212, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 500 ul PBS gewaschen,
um die Puffersalze zu entfernen. Die Proben wurden fir 2 min mit 12.000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand vollstéandig mit einer Pipette abgenommen. Die Zellpelletts wurden nun
in 250 yl PBS mit RNase A (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland;
1:400 der 10 mg/ml Stocklésung) resuspendiert. Dann in 5 ml-Rundboden-Polystyren-
Rohrchen Uberfiihrt und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Réhrchen wurde 250 pl
PBS mit PI (1:100, 1 mg/ml Stocklésung) hinzugegeben und die Suspension fur weitere
60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben im
FACSCanto™ gemessen, wobei die Pl-gefarbten Zellen im PerCP-Cy5-Kanal detektiert
wurden. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt, wobei jede

Probe in Duplikaten gemessen wurde.

3.2.7. Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Curcuminderivate besitzen je nach Anregungswellenldnge eine Eigenfluoreszenz im
Bereich von 250-520 nm. Dieser Umstand wurde zur qualitativen Analyse der Absorption

der Curcuminderivate durch B78H1 Zellen genutzt.
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Hierfir wurden 1x10° B78H1 Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte ausgesat und
Uber Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Dann wurden die Zellen entweder mit
0,1% DMSO (Vehikel) bzw. 20 uM Curcumin, pyrolysiertem Curcumin oder Deketencurcu-
min versetzt und nach 1 h und 24 h Inkubation bei 37°C Aufnahmen in 20-facher Vergro-
Rerung mit einem digitalen Fluoreszenzmikroskop BIOZERO-8000 (Keyence Corporation,
Itasca, USA) gemacht. Die Autofluoreszenz der absorbierten Curcuminderivate konnte im
GFP-Fluoreszenzkanal detektiert werden. Die Versuche wurden in Triplikaten durchge-
fuhrt.

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Isolation der RNA aus Tumorproben

Zur Untersuchung der Effekte von diatischem Curcumin auf das tumorale miRNA-
Netzwerk wurden B78H1 Zellen in die Flanken von Mausen injiziert, die entweder Kon-
troll- oder Curcumin-haltiges Futter zu sich nahmen (s. 3.5.-3.9., 3.11.). Nach 28 Tagen
wurden die Tierversuche beendet und die Flankentumoren enthnommen. Fir Folgeana-
lysen wurden diese in Flissigstickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt (s. 3.9.). Aus
diesen Tumorproben wurde die gesamte RNA inklusive der miRNA isoliert. Die nach-
folgend beschriebenen miRNA-Analysen wurden gemeinsam mit Dr. Petra Leidinger
(Microarray-Analysen) und Dr. Christina Backes (Bioinformatische Analysen) der AG
Meese, Institut fUr Humangenetik, Universitat des Saarlandes, durchgefuhrt.

Die Isolation der miRNAs erfolgte mit dem miRNeasy Mini Kit (Qiagen N.V., Venlo,
Niederlande) nach Herstellerangaben, alle verwendeten Puffer waren hier enthalten. Die
verwendeten Plastikwaren wurden vor der Benutzung mit Chloroform behandelt und
autoklaviert, um RNA-spaltende Enzyme (RNAsen) zu inhibieren. Jeweils 50 ug Tumor-
gewebe wurde in 1,5-ml-Reaktionsgefafien gegeben, mit 700 pl QIAzol Lysis Reagent
(Qiagen N.V.) versetzt und mit Einmal-Pistillen homogenisiert. Das Homogenat wurde fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 140 ul Chloroform hinzugefltigt und
die Probe flr 15 s kraftig geschittelt. Die Proben wurden erneut fir 3 min bei Raum-
temperatur inkubiert und nachfolgend fir 15 min mit 14.000 rpm bei 4°C zentrifugiert
(5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die obere wassrige Phase (etwa 400 pl)
wurde danach in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefaly Uberfihrt und mit dem 1,5-fachem
Volumen (etwa 600 pl) an 100 % Ethanol durch Auf- und Abpipettieren gut gemischt, um
die RNA zu fallen. Die Interphase und organische Phase wurden zur spateren Aufreini-
gung der Proteine bei -80°C eingefroren. Ein Volumen von 600 ul des Gemisches wurde
auf RNeasy Mini Saulen in 2-ml-Reaktionsgefafien tberflhrt und bei 12.000 rpm fir 30 s

bei Raumtemperatur zentrifugiert (Tischzentrifuge Sigma 1-15, B. Braun Melsungen AG,
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Melsungen, Deutschland). Der Durchfluss wurde danach verworfen. Die restlichen Proben
wurden auf die entsprechenden Saulen pipettiert und die Zentrifugation wiederholt. An-
schlieBend wurden die Proben mit je 700 yl RWT Puffer gewaschen und der Durchfluss
verworfen. Der nachste Waschschritt erfolgte mit 500 pyl RPE Puffer. Danach wurden die
Séaulen ein weiteres Mal mit 500 yl RPE Puffer gewaschen und bei 12.000 rpm fir 2 min
bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nun wurden die Saulen in neue 2-ml-Reaktions-
gefalte gestellt und trocken zentrifugiert, um Pufferreste zu entfernen. Die Saulen wurden
erneut in saubere 1,5-ml-ReaktionsgefalRe Uberfuhrt, mit 50 yl RNase-freiem Wasser ver-
setzt und fir 1 min mit 12.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die RNA von den
Saulen zu eluieren. Die Proben wurden 1:100 mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,O ver-
dinnt und die RNA Konzentrationen im NanoDrop 1000 Photospektrometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) gemessen. Um die Qualitat der aufgereinigten RNA zu
bestimmen, wurden die Proben 1:500 in DEPC-H,O verdinnt und je 1 yl pro Probe im
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) auf RNA Biochips
(RNA 6000 Nano Kit, Agilent Technologies) analysiert. Hierflir wurde die RNA im Vorfeld
fur 2 min bei 70°C denaturiert, mit je 5 pl des Fluoreszenzfarbstoff-versetzten Proben-
puffers nach Herstellerangaben verdiinnt und auf dem Biochip elektrophoretisch aufge-
trennt. Die optischen Signale, die das Analysegerat wahrend der Elektrophorese erfasst,

werden graphisch als Banden wiedergegeben.

DEPC-Wasser:
0,1 % Diethylpyrocarbonat in Aqua bidest.
I6sen, flr 1 h bei RT rihren. Danach autokla-

vieren und uber Nacht abklhlen lassen

3.3.2. Hochdurchsatz-Analyse des miRNA Profils

Zur Hochdurchsatz-Analyse des tumoralen miRNA Profils wurde ein Array-System der
Firma Agilent Technologies verwendet. Die Probenaufbereitung erfolgte nach Angaben
des Herstellers. Zu diesem Zweck wurden jeweils 2 pl jeder RNA-Probe (50 ng/ul) auf die
Matrix eines mouse Sure Print G3 miRNA V17.0 microarray chip (8x60K; # G4859B,
Agilent Technologies) hybridisiert (Abb. 12). Auf jedem high-definition array waren 1079
murinen miRNAs in je 40 Replikate gespottet, die in der Sanger miRBase 17.0 Datenbank
aufgeflhrt sind (http://mirdb.org/miRDB/) (Griffiths-Jones et al., 2006).

Die Markierung der Proben erfolgte durch eine Ligation von Cyanine-3pCp an das
3-Ende der RNA. Zu diesem Zweck wurden die Proben zuerst fur 30 min bei 37°C mit
einer Phosphatase inkubiert. Danach wurden die dephosphorelierte RNA mit DMSO

(100 %) versetzt und fur 5 min bei 100°C denaturiert. Die Proben wurden unmittelbar in
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ein Eiswasserbad Uberfuhrt, um die Renaturierung der RNA zu verhindern. Nun erfolgte
mit Hilfe einer T4 RNA-Ligase in einem entsprechenden Puffer die Ligation von Cyanine-
3pCp an die RNA. Hierflir wurden die Proben fir 2 h bei 16°C in einem Kihlblock inku-
biert. Die Proben wurden danach fir circa 90 min bei 45°C in einer Vakuumzentrifuge ge-
trocknet. Danach erfolgte eine Rehydrierung mit 18 pyl RNase-freiem Wasser. Die Proben
wurden mit einem Hybridisierungspuffer und einem Blocking Agens versetzt, fur 5 min bei
100°C inkubiert und sofort in ein Eiswasserbad Uberfihrt. Um die RNA-Proben auf den
Microarray-Chip zu hybridisieren, wurden diese in eine abgedichtete Platte mit vorge-
formten Feldern pipettiert. Der Chip wurde mit der Array-Seite auf die Platte gelegt und
fest mit einer Klammer verschlossen. Die Hybridisierung der Cyanine-3pCp-markierten
Proben auf den Chip erfolgte Gber 20 h bei 55°C unter konstanter Rotation bei 20 rpm.
Danach wurden die Chips nach Herstellerangaben gewaschen und im 3 Micron double
path mode in einem high resolution microarray scanner (Agilent Technologies) analysiert.
Hierbei wurde die Signal-Intensitat der hybridisierten miRNAs gescannt (Scan Control
8.5.1 software, Agilent Technologies) und als Bild dargestellt (Abb. 12).

Abb. 12: Bild eines gescannten Micro-Array-Chip.

Mittels der Feature Extraction software wurden die Bildpixel in Zahlenwerte Ubersetzt, die
den Expressionswerten der miRNAs entsprachen. Diese Rohdaten (raw data files) wur-
den gegen den Hintergrund korrigiert (gTotalProbeSignal) und der Durchschnittswert aus
den 40 Replikaten jeder miRNA errechnet. Die Normalisierung der Quantile Uber alle
Datensatze hinweg erfolgte mit der statistischen Sprache R (preprocessCore package;
www.r-project.org). Es folgte eine log2 Transformation der Daten, die bei der NCBI's Gene
Expression Omnibus Datenbank unter der GEO Series accession number GSE47211
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE47211) zu finden sind (s. An-
hang, Tab. 11) (Edgar et al., 2002). Nachfolgend wurde eine komplette hierarchische Clu-
ster-Analyse basierend auf euklidischer Distanzberechnung durchgefihrt. Als Grundlage
hierfir wurden die 50 miRNAs herangezogen, die unabhangig voneinander uber alle Pro-

ben hinweg die gréRte Varianz in der Expression zeigten. Um signifikante Anderungen im
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Expressionsniveau der miRNAs zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe zu
finden, wurde der unabhangige, zwei-seitige Student’s t-Test angewandt. Die errechneten
P-Werte wurden mit der false discovery rate (FDR) fur wiederholtes Testen korrigiert
(Benjamini und Hochberg, 1995). Deregulierte miRNAs mit einem korrigierten P-

Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

3.3.3. In silico Analyse der zellularen Signalwege

Fur die in silico Datenanalyse wurden annotierte, putative Ziele muriner miRNAs von der
aktuellen miRDB Datenbank bezogen. Hierbei wurden zellulare Signalwege, die potentiell
durch Curcumin-modulierte miRNAs reguliert werden, durch eine Uberreprasentations-
analyse (over-representation analysis, ORA) identifiziert. Diese Analyse wurde mit Hilfe
der Web-basierten Applikation GeneTrail (http://genetrail.bioinf.uni-sb.de/) durchgefiihrt
(Backes et al., 2007). Als Testsets wurden einerseits die durch Curcumin hochregulierten
und andererseits die durch Curcumin herunterregulierten miRNAs herangezogen. Als
Referenzset dienten alle miRNAs, die auf dem Array gespottet waren. GeneTrail flhrte
eine Suche in der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) nach einer
Anreicherung putativer miRNA Targets in zellularen Signalwegen durch (Tanabe und
Kanehisa, 2012). Die P-Werte fir die so identifizierten KEGG Signalwege wurden nach

der FDR angepasst und fir P<0,05 als statistisch signifikant anerkannt.

3.3.4. Quantitative Real Time-PCR von miRNAs

3.3.4.1. Reverse Transkription

Die RNA-Proben aus den Tumoren wurden nach Herstellerangaben mit dem miScript I
RT Kit (Qiagen N.V.) in cDNA umgeschrieben. Daftr wurden pro Probe 200 ng Gesamt-
RNA, zusammen mit 5x HiSpec Puffer, 10x miSript Nukleinsauremix, miScriptReverse
Transkriptasemix und RNase-freiem Wasser eingesetzt (Tab. 1). Die Proben wurden
sorgfaltig durch Auf- und Abpipettieren in einem PCR-Reaktionsgefall gemischt, kurz
abzentrifugiert und bis zur Transkriptionsreaktion auf Eis gelagert. Bei dem miScript Il RT
Kit von Qiagen basiert die reverse Transkription speziell der reifen miRNAs auf deren
spezifische Polyadenylierung. Natirlicherweise liegen reife miRNAs nicht polyadenyliert
vor. In einem ersten Reaktionsschritt wurden die vorhandenen miRNAs mit Hilfe einer
poly(A)Polymerase polyadenyliert und im Folgeschritt unter Nutzung spezieller oligo-dT
Primern reverse transkribiert (Tab. 7). Diese Schritte liefen parallel zueinander im selben
Reaktionsgefal ab. Die oligo-dT Primer zeichneten sich durch einen degenerierten Anker
am 3'-Ende sowie einer universellen Marker-Sequenz am 5‘-Ende aus, welche die Amplifi-

kation der cDNA wahrend der RT-PCR erlaubte. So konnte sichergestellt werden, dass
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keine genomische DNA amplifiziert wurde. Flr die Transkriptionsreaktion wurden die
Proben fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Dann folgte eine Inkubation bei 95°C fir 5 min, um
die Transkriptionsreagenzien zu inaktivieren (Tab. 2). Die Proben wurden Uber Nacht

bei -20°C eingefroren.

Tab. 1: Master-Mix zur reversen Transkription (nach Herstellerangaben)

Reverse Transkiption-Mix 1 Reaktion
RNase-freies Wasser' x ul

5x HiSpec Puffer 2,0 pl

10x miScriptNukleinsauremix 1,0 pl
miScript Reverse Transkriptasemix 1,0 ul

'RNase-freies Wasser wird je nach Konzentration der Template-RNA hinzugefiigt. Das Gesamt-
volumen pro Reaktion betrégt 10 ul.

Tab. 2: Protokoll zur reversen Transkription (nach Herstellerangaben)

Protokoll Temperatur [°C] Dauer
1 Zyklus 37 60 min
1 Zyklus 95 5 min

3.3.4.2. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
Fur die gRT-PCR wurden je 100 ng Template-cDNA pro Probe 1:10 mit Wasser verdinnt
und 1 pl (2 ng/ul) far die Reaktion eingesetzt. Hierfir wurden je 9 ul an Master Mix
(Tab. 3) pro Well in eine 96-well Platte (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate
0,1 ml, Life Technologies, Carlsbad, USA) vorgelegt und dann die Probe hinzu pipettiert.
Die Markierung der neu synthetisierten DNA-Strange erfolgte durch den Einbau von
SYBR Green (Abb. 13 A). Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet unspezifisch an Nukleinsau-
ren, wird durch eine Wellenlange von 494 nm angeregt und emittiert Licht einer Wellen-
lange von 521 nm. Die nukledre RNUG6B diente bei der qRT-PCR als endogene Kontrolle.
Fir den miScript Primer Assay wurden im Vorfeld jeweils die Primer gegen mmu-miR-
205-5p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-142-5p, mmu-miR-130b-3p und RNUG6B mit 550 pl
TE-Puffer (Tris-EDTA buffer solution, pH 8.0, Sigma-Aldrich) rekonstituiert.

Die Platte wurde nun sorgfaltig mit einer Klebefolie (MicroAmp Optical Adhesive
Film, Life Technologies) verschlossen und fir 1 min mit 1.000 x g zentrifugiert. Die Proben
wurden im StepOnePlus™ RT-PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) mit
miScript primer assays (Qiagen) analysiert. Die PCR startete mit einem initialen Aktivier-
ungsschritt fir 15 min bei 96°C, um die HotStarTagDNA-Polymerase zu aktivieren. Es
folgten 40 Zyklen mit 15 s bei 94°C zur Denaturierung der DNA, 30 s bei 55°C, um das
Anlagern der Primer an die DNA-Strange zu ermoglichen sowie 30 s bei 70°C zur Exten-

sion der cDNA (Tab. 4). Mit zunehmender Zahl an Fluoreszenz-markierten cDNA-Stra-
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ngen nahm die Intensitat zu. Diese wurde detektiert und als Amplifikationsplot aufgetra-
gen. Bei einer linearen Achseneinteilung stellt sich dieser typischerweise sigmoidal dar
(Abb. 13 B).
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Abb. 13. qRT-PCR mit SYBR Green. A: Schematische Darstellung des Einbaus von SYBR Green
in die cDNA. Es kommt zur Akkumulation des Fluoreszenzsignals. B: Die Fluoreszenzintensitét
steigt mit der Anzahl der PCR-Produkte. Anhand der Zahl der PCR-Zyklen, die benétigt werden,
um die log-lineare-Phase der Amplifikation zu erreichen, kann die relative Menge an Ausgangs-
material bestimmt werden (Applied Biosystems).

Fur jede Probe wurde der Zyklus bestimmt, in dem die Amplifikationphase (log phase)
begann (thresholdcycle, C;). Zur relativen Quantifizierung des miRNA-Gehaltes wurde zu-
erst C; der internen Kontrolle vom C; der Probe subtrahiert. Man erhalt den AC-Wert fir
jede Probe. Zum Vergleich zwischen Curcumin- und Kontrolltieren wurden die Mittelwerte
der ACiWerte fir beide Gruppen berechnet. Dann wurde der AC; witel kontrollen VON
AC; mittel curcumin SUbtrahiert. Man erhielt AAC,, der sich umgekehrt proportional zur enthal-

tenen Menge an miRNA verhielt.

ACt: Ct Probe — Ct interne Kontrolle

AACt: ACt Mittel Curcumin — AC’t Mittel Kontrollen

Tab 3: Master-Mix zur qRT-PCR (nach Herstellerangaben).

MasterMix 1 Reaktion
Wasser 2,0 ul
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix' 5,0 pl
10x miScript universal Primer 1,0 pl
10x miScript Primer Assay 1,0 ul

"2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix:HotStarTaq® DNA Polymerase, QuantiTect SYBR
Green PCR Buffer, dNTP Mix inkl. dUTP, SYBR Green I, ROX™ Referenzfarbung, 5 mM MgCl,
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Tab 4: Protokoll zur gqRT-PCR (nach Herstellerangaben)

qRT-PCR-Protokoll Temperatur [°C] Dauer
1 Zyklus 96 15 min
40 Zyklen 94 15s
55 30s
70 30s
Halten bei 8

3.4. Chemische und proteinbiochemische Analysen

3.4.1. Curcuminpyrolyse

Die Analyse des pyrolysierten Curcumins durch Hochleistungsflissigkeitschromatogra-
phie (high performance liquid chromatography, HPLC), Kernspinresonanzuntersuchungen
und die praparative HPLC wurden freundlicherweise von Dr. Stefan Boettcher aus dem
Fachbereich Pharmzeutische und Medizinische Biochemie, Universitat des Saarlandes,
durchgefuhrt. Die Aufbereitung der Proben, die Durchfliihrung der Pyrolyse sowie die Aus-

wertung der Daten erfolgte gemeinsam.

3.4.1.1. Pyrolyse

Die Pyrolyse ist definiert als eine thermische Zersetzung von Stoffen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde untersucht, welche Produkte bei der Pyrolyse von Curcumin entstehen und
was die Zugabe von unterschiedlichen Fetten an der Produkt-Zusammensetzung andert.
In den Versuchen wurde Curcumin entweder mit oder ohne Zugabe von Olivendl bzw.
Kokosfett erhitzt. Fir eine standardisierte Pyrolyse wurden je 5,0 mg Curcumin (Sigma-
Aldrich) in ein kleines Glasgefalt (d: 20 mm, h: 40 mm) gefillt und entweder mit oder ohne
50 mg des jeweiligen Fettes durchgefihrt. Die Pyrolyse von Curcumin fand fir 20 min bei
250°C auf einer Heizplatte in einem nicht-hermetisch verschlossenen Gefal} statt (aerobe
Bedingungen). Als Kontrollen dienten unpyrolysierte Proben der gleichen Zusammen-
setzung. Auf diese Weise wurden die Proben in drei voneinander unabhangigen Versu-

chen, in Duplikaten, generiert und mittels HPLC analysiert.

3.4.1.2. Analytische HPLC

Die HPLC erlaubt die chromatographische Auftrennung eines Substanzgemisches basie-
rend auf der Polaritat der Inhaltstoffe. Hierbei wird ein zu untersuchendes Substanzge-
misch auf eine Trennsaule (stationdre Phase) gegeben. Nun wird ein Laufmittel (mobile
Phase) hinzugegeben, dessen Polaritat kontinuierlich abnimmt. Je nach Polaritat der ein-
zelnen Substanzen des Gemisches werden diese zeitlich versetzt von der Saule eluiert

(Retentionszeit). Ein angeschlossenes Massenspektrometer, in dem die Proben aufkon-
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zentriert und mittels Elektrospray-lonisation ionisiert werden, dient zur Bestimmung der
Massen der aufgetrennten Substanzen.

Vor der HPLC-Analyse lieR man die Pyrolyseprodukte auf Raumtemperatur ab-
kiihlen. Dann wurden diese in 1 ml Aceton geldst und in HPLC-Gefale Uberfihrt. Die
Quantifizierung der Produkte wurde mit dem ThermoFisher SpectraSystem HPLC-UV-MS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefihrt, welches mit einer Entgasungs-
vorrichtung, einer quaternaren Pumpe, einem automatischen Probengeber, einem Detek-
tor fir mehrere Wellenlangen sowie einem MSQ ESI Massenspektrometer ausgestattet
war (Technische Details: positive mode, source temperature: 350°C, spray voltage: 3,0 kV,
nitrogen sheath gas pressure: 4,0x10° Pa, sheath gas flow: 58 ml/min, auxiliary gas flow:
29 ml/min). Der automatische Probengeber injizierte jeweils 25 pl jeder Probe in die
stationare Phase (RP C18 Necleodur 100-5 (125 mm x 3 mm) Saule der Macherey-Nagel
GmbH). Als Laufmittel dienten destilliertes Wasser und Acetonitril mit 0,1% Trifluorsaure
(TFA) (v/v). Die FluRrate betrug 800 ul/min. Die Auftrennung der Proben (von hydrophil zu
hydrophob) wurde Uber die graduelle Mischung der Laufmittel erreicht. Der Anteil von
Acetonitril im Wasser wurde kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 16 min von 5 % auf
100 % erhdht, 2 min gehalten und dann wieder auf 5 % reduziert. Je hydrophober ein Pro-
dukt war, umso spater wurde es durch das Laufmittel wieder von der Saule geldst. Hydro-
philere Produkte wiesen also kirzere Retentionszeiten auf.

Die Detektion der Pyrolyseprodukte erfolgte bei den Wellenlangen 254 nm zum
Nachweis der Curcuminderivate und 205 nm zur Darstellung der Fettsduren. Analysiert
wurde die maximale Hohe (ypear)) der HPLC-Spitzen, welche zu den unterschiedlichen
Retentionszeiten detektiert wurden. Aufgrund der groRen Menge an Nebenprodukten und
dem daraus resultierenden hohen Hintergrundrauschen (baseline) lief3 sich keine absolute
Quantifizierung durchfihren. Auf Basis von ypea) Wurden jedoch die Verhéltnisse der
einzelnen Produkte zum nicht umgesetzten Edukt in jeder Probe berechnet, um eine

relative Quantifizierung zu ermdglichen.

3.4.1.3. Praperative HPLC von Deketencurcumin

Nach der Analyse der pyrolytischen Produkte sollte die biologische Aktivitat von Deketen-
curcumin naher charakterisiert werden. Fur diesen Zweck musste das Produkt in aus-
reichender Menge aus pyrolysiertem Curcumin (Sabinsa Cooperation, East Windsor,
USA) aufgereinigt werden. Um genligend Ausgangsmaterial zu gewinnen, wurden 100 mg
Curcumin far 120 min in einer Kristallisationsschale bei 250°C pyrolysiert. Die Isolation
von Deketencurcumin aus der Gesamtheit der Pyrolyseprodukte wurde mit einem Waters
Autopurification HPLC-DAD-MS Chromatographen (Waters Coperation, Milford, USA) in
30 einzelnen Isolationslaufen mit je 3-4 mg der pyrolysierten Probe geldst in 1 ml Aceton
durchgefuhrt. Als feste Phase diente ein C-18 Waters X-Bridge OBD Saule (19 mm x 150
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mm x 5 uym, Waters Coperation). Das Laufmittel bestand aus destilliertem Wasser und
Methanol mit 0,1 % TFA (v/v). Die FluRrate betrug 20 ml/min und die Konzentration von
Methanol (in Wasser) wurde uber einen Zeitraum von 7 min von 10 % auf 95 % erhoht, fur
1 min gehalten und dann innerhalb 1 min wieder auf 10 % reduziert. Der Fraktionen-
sammler wurde Uber das integrierte Massenspektrometer (SIM mode) angesteuert, um
ausschlieB8lich die Fraktion mit dem Masse-zu-Ladungsverhaltnis von m/z: 327 (Weite:

1,0 m/z) zu sammeln.

3.4.2. Proteinbiochemie

3.4.2.1. Zytosolische und nukleadre Fraktionierung von Zelllysaten

Um die Effekte von Curcuminderivaten auf den Transkriptionsfaktor NF-kB (p65) in B78H1
Tumorzellen zu untersuchen, wurde eine Fraktionierung der Zelllysate durchgefiihrt, da
die nukleare Lokalisation von NF-kB mafgeblich flir die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
ist. Hierfir wurden die getesteten Zellen mittels unterschiedlicher Lysepuffer in zyto-
solische und nukleare Fraktionen aufgeschlossen, wobei zuerst nur die Zellmembran mit
hypotonischem Puffer A und in einem zweiten Schritt die Zellkernmembran mit dem
Detergens Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulphate, SDS) aufgeschlossen wurde.
Die Effizienz der Fraktionierung wurde mittels Western Blot-Analyse Uberprift, wobei der
acetyltransferase p300/CBP-associated factor (PCAF) als nuklearer, und a-Tubulin als
zytosolischer Marker dienten.

Fir die Western Blot-Analysen wurden pro Versuchsansatz 2 x 10° Zellen einge-
setzt. Nach der Inkubation mit 20 yM Deketencurcumin, pyrolysiertem Curcumin, Curcu-
min oder 0,1% DMSO (Vehikel) fur 24 h und einer Stimulation mit TNF-a (10 ng/ml) fir 6 h,
wurden die Zellen mit Trypsin geerntet, einmal mit TBS gewaschen und mit 500 x g fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert und etwa ein Drittel jeder
Probe wurde als Gesamtzelllysat aufgearbeitet. Daflir wurde die Probe mit 100 pl auf 4°C
vorgekuhltem hypotonischem Puffer A mit 1 % SDS und 1,2 % Nonidet-P40 gemischt, fur
15 min auf Eis inkubiert und nachfolgend mit den nukledren Fraktionen zusammen weiter-
bearbeitet (s. unten).

Zur Aufarbeitung der zytosolischen Proteine wurden die restlichen zwei Drittel der
Proben mit 400 ul vorgekihltem hypotonischem Puffer A gemischt und fir 15 min auf Eis
inkubiert. Dazu wurden nun 25 pl 10 % Nonidet-P40 gegeben und alles fur 10 s geschit-
telt. Danach wurden die Proben fiir 30 s mit 10.000 x g zentrifugiert und der Uberstand als
zytosolische Fraktionen gesammelt.

Die Pellets wurden mit je 1 ml hypotonischem Puffer A gewaschen und mit 100 pl
hypotonischem Puffer A mit 1 % SDS (w / v) fir 10 min bei 98°C unter Schutteln aufge-
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kocht. Die Probe wurde dreimal mit einer Insulinspritze (25 G Nadel) aufgezogen, um die
Zellkerne aufzuschlieBen und dann fir 10 min mit 14.000 x g bei Raumtemperatur zentri-
fugiert. Die Uberstande wurde als nukledre Fraktionen gesammelt. Die Proteinkonzentra-
tion wurde photometrisch bestimmt und 7,5 ug Protein von jeder Probe im Western Blot

analysiert.

Hypotonischer Puffer A:

238 mg Hepes (pH7,9)

74, 5 mg KClI

Protease Inhibitor 1:25 (Roche complete EDTA-

free, Roche, Basel, Schweiz)

Die Chemikalien in 50 ml Aqua bidest. I6sen,

dann auf 100 ml auffillen

TBS-T-Puffer (pH 7,6):
1,40 g Tris

6,05 g Tris HCI

8,78 g NaCl

Die Chemikalien in 500 ml Aqua bidest. |6sen,

dann auf 1000 ml auffillen

3.4.2.2. Isolation von Proteinen aus Tumorgewebe

Zur Uberpriifung der Expression putativer Targetproteine der mmu-miR-205-5p wurden
aus der organischen Phase der Phenol-Guanidin-basierten RNA-Isolation die Proteine
aufgereinigt (s. 3.3.1). Hierfur wurden Tumorproben von vier zuféllig ausgewahlten Curcu-
min-behandelten sowie vier Kontrolltieren genutzt. Die organische Phase der Proben wur-
de mit 300 pl 100 % Ethanol versetzt und mehrmals invertiert. Nach einer Inkubation von
2-3 min bei Raumtemperatur wurden die Proben fiir 10 min mit 2.000 x g zentrifugiert, um
die DNA zu fallen. Der Uberstand wurde sorgfaltig in neue 2-ml-ReaktionsgefaRRe Uber-
fuhrt, 1,5 ml Isopropanol (gekihlt auf 4°C) hinzupipettiert und das Reaktionsgefal® mehr-
mals invertiert. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben fir 10
min mit 12.000 x g bei 4°C zentrifugiert, um die Proteine zu fallen. Der Uberstand wurde
verworfen und als Phenol-haltiger Abfall gesondert entsorgt (organische Ldsemittel). Die
Protein-Pellets wurden nun dreimal mit je 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95 % Etha-
nol (gekuhlt auf 4°C) gewaschen. Daflr wurden die Proben fir 20 min bei Raumtempera-
tur inkubiert und danach fur 5 min mit 7.500 x g bei 4°C zentrifugiert. Danach wurden die
Pellets in 2 ml 100 % Ethanol aufgenommen, stark geschuttelt, fir 20 min bei Raumtem-

peratur inkubiert und anschlieRend fiir 5 min mit 7.500 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uber-
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stand wurde nun sorgfaltig entfernt und das Pellet 5-10 min unter einem Abzug getrocknet.
Anschlielend wurden die Pellets in 1 % SDS komplett gel6st. Falls notwendig, wurden die
Proben fir 30 min bei 50°C inkubiert, um alle Partikel in L6sung zu bringen. Alle unlds-
lichen Zellbestandteile wurden nun fir 10 min bei 10.000 x g und 4°C abzentrifugiert und

der Uberstand in frische ReaktionsgefaRe uberfiihrt.

Guanidin-Hydrochlorid:
0,3 M (2,86 g) Guanidin-Hydrochlorid
in 100 ml 95 % Ethanol I6sen

1% SDS:
1g SDS
in 100 ml DEPC-Wasser losen

DEPC-Wasser:
0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) in Aqua
bidest. I6sen, fir 1 h bei RT rihren,

autoklavieren und Uber Nacht abkihlen lassen

3.4.2.3. Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Geleletrophorese (PAGE) ermdglicht eine elektrophoretische Auf-
trennung eines Proteingemisches nach dem Molekulargewicht der enthaltenen Proteine.
Das im Uberschuss vorhandene, negativ geladene SDS lagert sich an die Proteine an und
kompensiert so deren Eigenladung. Auf diese Weise entsteht ein gleichartiges Masse-
Ladungs-Verhaltnis, so dass die Wanderung der denaturierten Proteine im Gel entsprech-
end ihrer GréRe in Richtung der positiven Elektrode erfolgt. Im Vorfeld der PAGE werden
die Proben in Probenpuffer mit B-Mercaptoenthanol aufgenommen. Dies soll die in den
Proteinen enthaltenen Bisulfidbricken durch Reduktion aufspalten. Zusammen mit dem
Aufkochen fiihrt dies zu einem Aufbrechen der quartaren und tertidren Proteinstrukturen
(Denaturierung) und Streckung des Proteins (Linearisierung). Bei der Methode nach
Laemmli (1970) werden die Proben in einem Sammelgel mit niedrigem Acrylamid-Gehalt
aufkonzentriert und wandern dann in das Trenngel ein.

Die SDS-PAGE wurde in einer Elektrophoresekammer (Mini Protean Ill Vertikal
Elektrophorese System, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA) durchgefihrt, in der
die auspolymerisierten Gele nach Herstellerangaben eingespannt wurden. Um die elektro-
phoretische Auftrennung der Proteine zu ermdglichen, wurden 500 ml SDS-Laufpuffer in

die Elektrophoresekammer gegeben, wobei die Gele komplett Gberdeckt waren. Die Pro-
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teinkonzentration wurde im Vorfeld photometrisch bestimmt. Die Proben wurden 1:5
verdunnt in den SDS-Ladepuffer (5-fach) aufgenommen und fir 5 min bei 95°C erhitzt.
Dann wurden pro Spur jeweils 7,5 ug einer Probe auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen.
Als Groflenmarker wurden in einer weiteren Spur 5 pl (= 1 pg) gefarbter Proteinmarker
aufgetragen (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Die Auf-
konzentrierung der Proben im Sammelgel erfolgte bei konstant 80 V fur 15 min, die
Auftrennung im Trenngel bei konstant 140 V fur 40 bis 60 min. Unmittelbar im Anschluss
an die PAGE wurden die Proteine im Western Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemem-

bran (Bio-Rad Laboratories, Inc.) ibertragen, um eine spezifische Analyse zu ermdglichen.

SDS-Laufpuffer:
30g Tris

144 g Glycin
10g SDS

Die Chemikalien in 500 ml Aqua bidest. |6sen,

dann auf 1000 ml auffillen

SDS-Ladepuffer (5-fach):
225 mM Tris-HCL pH 6,8
50 % Glycerol

5% SDS

0,05 % Bromphenolblau
250 mM DTT

Die Chemikalien in Aqua bidest. I6sen, den

Puffer aliquotieren und bei -20°C aufbewahren

10%-SDS-Trenngel (2 Gele):

2,50 ml Acrylamid (30 %)

1,90 ml 1,5 M Tris-HCI/SDS (pH 8,8)

3,00 ml H,O

50 pl APS (10 %)

10 yl TEMED

Die Ldsungen gut mischen, zwischen abge-
dichtete Glasplatten (~ 8 x 10 cm, Abstand:
0,75 mm) gielBen und mit Wasser Uberschich-

ten. Fir circa 30 min bei Raumtemperatur aus-
polymerisieren lassen, das Wasser entfernen

und mit Sammelgel Uberschichten.
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SDS-Sammelgel (2 Gele):

0,4 ml Acrylamid (30 %)

0,6 ml 0,5 M Tris-HCI/SDS (pH 6,8)
1,5 ml H,O

25 ul APS (10 %)

5 yl TEMED

Die Lésungen gut mischen, auf das Sammelgel

giellen und Kamm (10-15 Taschen) zur Ausbil-
dung von Probentaschen reinstecken. Fir circa
5 min bei Raumtemperatur auspolymerisieren

lassen.

3.4.2.4. Western Blot-Transfer

Die Ubertragung der linearisierten Proteine von dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-
membran (Bio-Rad Laboratories, Inc.) erfolgte ebenfalls elektrophoretisch. Hierfir wurde
die Membran auf dem Gel platziert und zwischen zwei Lagen Whatman-Filterpapier der
gleichen GroRe gelegt. Dabei wurde das Einschlief3en von Luftblasen zwischen Gel und
Membran sorgfaltig vermieden, da es den Transfer der Proteine gestort hatte. Alle Lagen
wurden zuvor fir 5 min in 1-fachen Transferpuffer auf einem Kippschuttler bei Raum-
temperatur inkubiert.

Der Transfer erfolgte flr 1 h in einer gekihlten wet-blotting-chamber (Mini Trans-
Blot System, Bio-Rad Laboratories, Inc.) bei einer konstanten Stromstarke von 0,23 mA.
Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in TBS-T gewaschen und dann fiir 5 min bei
Raumtemperatur auf einem Kippschittler mit Ponceau S-Ldsung inkubiert. Ponceaurot
bindet unspezifisch und reversibel an die transferierten Proteine. Auf diese Weise kann
die Qualitadt des Transfers beurteilt werden. Der in der Losung enthaltene Eisessig fixiert
zusatzlich die Proteine an die Membran. Von jeder gefarbten Membran wurde mit einem
handelsiblichen Scanner ein digitales Bild zur Archivierung erstellt. Danach wurden die
Membranen mit Aqua bidest. entfarbt.

Der gezielte Nachweis von Proteinen auf der Nitrozellulosemembran erfolgte durch
Markierung mit spezifischen Antikorpern, welche die enzymatische Umsetzung von Chro-
mogenen erlaubten. Hierfir wurde die Membran fir 1 h bei Raumtemperatur mit 3 %
magerem Milchpulver in TBS-T (w / v) auf einem Schuttler inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen fir die Antikdrper auf der Membran zu blockieren. Die Inkubation mit den
spezifischen Primarantikdrpern erfolgte tGber Nacht bei 4°C unter konstantem Schitteln

(Tab. 5). Freie und unspezifisch gebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Wa-
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schen mit TBS-T fir 10 min bei Raumtemperatur entfernt. Nun erfolgte die Inkubation der
Membran mit Enzym (horse-radisch-peroxidase, hrp)-gekoppelten Sekundarantikdrpern
(1:5.000 in 3 %-Milch TBS-T), die gegen den Fc-Teil der primaren spezifischen Antikorper

gerichtet waren fur 1 h bei Raumtemperatur (Tab. 5).

Tab. 5: Verwendete Antikérper fiir Western Blot-Analysen. Aufgelistet sind Antigene, Antikbrper
(Typ, Spezies, Firma) und Verdiinnungen.

Antigen Erster Antikorper Verdiin- Zweiter Antikorper
nung

NF-kB, p65  Polyklonal, Kaninchen, 1:250 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-

(C-20)' Santa Cruz Biotechnology, Kaninchen 1gG, Dianova (Hamburg,
Inc. (Dallas, USA) Deutschland)

PCAF' Polyklonal, Kaninchen, 1:100 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-
Abcam, Cambridge Kaninchen IgG, Dianova
(Vereinigtes Konigreich)

Bcl-2 Monoklonal, Maus, Cell 1:1000 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-
Signaling (Danvers, USA) Maus IgG, Dianova

PCNA Monoklonal, Maus, DAKO 1:1000 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-
(Glostrup, Danemark) Maus IgG, Dianova

E2F1 Polyklonal, Kaninchen, 1:200 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-
Santa Cruz Biotechnology Kaninchen IgG, Dianova

a-Tubulin Monoklonal, Maus, Sigma- 1:5000 Peroxidase-konjugiert, Ziege-gegen-

(T9026) Aldrich Maus IgG, Dianova

ErbB3 Polyklonal, Schaf, R&D 1:2000 Peroxidase-konjugiert, Kaninchen-
Systems (Minneapolis, gegen-Schaf IgG, Dianova
USA)

'Diese Antikdrper wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus Roémer, Carreras Institut fur
Immun- und Gentherapie, Universitat des Saarlands, zur Verfigung gestellt.

Das Enzym hrp erlaubte die Oxidation eines zyklischen Luminophors. Hierbei fallen ange-
regte Elektronen in ihren Grundzustand zurlick und die freiwerdende Energie wird als
Lichtquant (Chemilumineszenz) abgegeben. Die Chemilumineszenz kann Uuber die
Schwarzung autoradiographischer Filme detektiert werden. Hierflir wurde die Membran
fir 1 min bei Raumtemperatur mit dem Gemisch aus ECL-L6sung-l und -1l nach Angaben
des Herstellers (ECLPIlus, Amersham, GE Healthcare, Chalfont St Giles, Vereinigtes
Koénigreich) inkubiert. In diesem Fall diente PS-3-Acridan als Luminophor, dessen Reso-
nanzstruktur mit drei aromatischen Ringen bei der Oxidation zum Acridiniumester eine
intensive Chemilumineszenz im blauen Bereich (450 nm) emittierte. Je nach verwende-
tem Antikérper wurden die aufgelegten Filme (Hyperfilm; GE Healthcare) 1-15 min belich-
tet. Die durch die Chemilumineszenzsignale entstandenen Schwarzungen des Films wur-
den densitometrisch mit dem gel analysis tool der Software ImageJ (National Institute of
Health, Bethesda, USA) ausgewertet.
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10-fach Transfer-Puffer:

30 g Tris

144,13 g Glycin

Die Chemikalien in 1000 ml Aqua bidest. I6sen.
Fir den Transfer 100 ml 10-fach Puffer mit
200 ml EtOH mischen und mit 700 ml Aqua

bidest. auffiillen

10-fach Ponceau S Losung:
0, 1 %Ponceau S

5 % Essigsaure

Die Chemikalien in Aqua bidest. |[6sen

TBS-T:

8,8 g NaCl

12,35 g Tris-HCI

Die Chemikalien in 700 ml Aqua bidest. I16sen

und auf pH 7,4 einstellen

3.5. Versuchstiere und Haltung

Die Tierpflege und durchgefihrten Experimente waren gemaft dem Tierschutzgesetz
durch das lokale Tierschutzkommitee genehmigt (Landesamt fir Verbraucherschutz,
Abteilung C1 Amtstierarztlicher Dienst, Lebensmitteliberwachung, Saarbricken: Nr.:
07/2010) und wurden im Einklang mit den europaischen Tierschutzgesetzen (European
legislation on protection of animals; Guide line 2010/63/EU) sowie den Leitlinien zur Pfle-
ge und Einsatz von Labortieren des National Institute of Health durchgefiihrt (http://oacu.
od.nih.gov/regs/index.htm; 8th Edition; 2011).

Alle Versuche wurden an mannlichen C57BL/6 mit einem Gewicht von 20-22 g
durchgeflihrt, um hormonelle Zyklus-bedingte Schwankungen in weiblichen Tieren zu um-
gehen. Die Tiere wurden in der Tierhaltung des Instituts fir Klinisch-Experimentelle
Chirurgie an der Universitat des Saarlandes mit einem 12 h Licht-/Dunkelzyklus sowie
kontrollierter Temperatur und Luftfeuchtigkeit gehalten. Alle Tiere hatten freien Zugang zu

Wasser und Tierfutter.
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3.6. Diat

In den Tierversuchen wurde entweder eine 4%ige Curcumin-Diat oder Kontrollfutter ver-
abreicht (Ratte/Maus Haltung, V153x, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland).
Diese Curcumin-Konzentration entspricht etwa einer Tagesdosis von 160 mg bzw. 8 g/kg
Kérpergewicht. Fur die Diat wurde Curcumin C3 Complex (Sabinsa Cooperation, East
Windsor, USA) verwendet.

Limtrakul et. al (1997) futterten 1 % Curcumin fur 13 Wochen zur Chemopravention
von kutanen Tumoren. Da die Observationsperiode in der vorliegenden Arbeit nur 4 bzw.
6 Wochen betrug, wurde eine héher konzentrierte Curcumin-Diat als notwendig erachtet.
Aufgrund der geringen Toxizitdt von Curcumin wurde die Curcumindosis von 4 % als

sicher eingestuft (s. 2.2.5. Toxizitét).

3.7. Tierexperimentelle Modelle

Um die Effekte einer Curcumin-haltigen Diat auf das Wachstum und die molekularen
Eigenschaften von Melanomen zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Maus-
modelle genutzt. Zum einen wurden B78H1-Zellspharoide in der Rlickenhautkammer von
C57BL/6 Mausen untersucht, zum anderen wurde eine Zellsuspension aus B78H1 Zellen
in die Flanken von C57BL/6 Mausen injiziert. Das Modell der Rickenhautkammer ermég-
lichte eine kontinuierliche Analyse von Tumorwachstum und Neoangiogenese Uber 14
Tage mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (Menger et al., 2002; Laschke et
al., 2011). Im Flankentumormodell erfolgte die Untersuchung des Tumorwachstums uber
28 Tage mit kontinuierlicher Ultraschalliberwachung. AnschlieBend konnte ausreichend
Probenmaterial fir molekularbiologische und histochemische Untersuchungen gewonnen

werden.

3.8. Tierexperimentelle Protokolle

Beide Tiermodelle werden nach Aspekten des Tierschutzes als geringe bis malige
Belastung fir die Tiere eingestuft. Taglich wurde kontrolliert, ob die Versuchstiere ein
regelrechtes Frel3-, Putz- und Schlafverhalten zeigten. Alle zwei Tage wurden Gewicht
und TumorgréfRe gemessen. Als Abbruchkriterien fir die Versuche galten ein Gewichts-
verlust von > 20%, ein Tumordurchmesser von > 15 mm sowie die Entstehung von Gewe-
benekrosen. Wenn nicht anders beschrieben, fanden die Eingriffe unter einer intraperito-
nealen Ketamin-Xylazin-Narkose (Ketamin: 75 mg/kg, Ketanest, Pharmacia GmbH, Er-
langen, Deutschland; Xylazin: 15 mg/kg, Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland) statt.

Nach Beendigung der Versuche wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital (200
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mg/kg Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) getdtet und Proben der
Tumoren zur weiteren Analyse entnommen.

Far das Ruckenhautkammermodell wurde den Mausen 14 Tage vor Transplan-
tation der Tumorsphéaroide entweder die Curcumin-Diat (n=8) oder die Kontrolldiat (n=10)
verabreicht. EIf Tage nach Beginn der Diat wurde jedem Tier eine Rickenhautkammer
implantiert, in die drei Tage spater jeweils ein Tumorspharoid transplantiert wurde. Alle
drei Tage wurden Tumorwachstum und Neoangiogenese fluoreszenzmikroskopisch erfas-
st. Nach 14 Tagen wurden die Tiere getotet, die Tumoren inklusive eines umgebenden
Hautareals von ca. 5 mm x 10 mm exzediert, in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
Von jedem Tumor wurden mehrere histologische Schnitte angefertigt, um immunhisto-
chemische Farbungen gegen Ki-67, cleaved-Caspase-3 und CD31 durchzufihren und
damit die Auswirkung der Diat auf Zellproliferation, Apoptose und Neoangiogenese zu
beurteilen (Abb. 14).

Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
14 -3 0 3 6 10 14
Beginn der Préparation Transplantaflor] des |y IVM IVM IVM, Proben-
gy der Tumorsphdroids,
Curcumin-Diat . 3 entnahme
Riickenhaut- Intravitale
kammer Fluoreszenz-

mikroskopie (IVM)

Abb. 14: Versuchsprotokoll zum Riickenhautkammermodell

Fir eine Langzeitmessung des Tumorwachstums Uber 28 Tage wurden 14 Tage nach
Beginn der Curcumin-Diat (n=8) bzw. der Kontrolldiat (n=8) B78H1 Melanomzellen in
beide Flanken von C57BL/6 Mausen injiziert (Flankentumormodell). An jedem zweiten

Tag wurde die Tumorflache mit einer Schieblehre kontrolliert (Abb. 15).

Tag Tag Tag Tag Tag Tag
Y 0 7 14 21 28
’\ —————— ! H
Beginn der Injektion der Ultraschall (US) us us UsS, Proben-
Curcumin-Diat Tumorzellen entnahme

L An jedem 2. Tag: Messung der Tumorflache mit einer Schieblehre

Abb. 15: Versuchsprotokoll zum Flankentumormodell

Alle sieben Tage wurde das Tumorvolumen mit dem hochauflésenden Ultraschall-System

Vevo 770 (VisualSonics, Inc., Toronto, Kanada) gemessen. Nach 28 Tagen wurden die
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Tiere getdtet und Proben der Tumoren entweder zur Aufarbeitung von Ribonukleinsduren
oder Proteinen nativ in Flussigstickstoff eingefroren oder mit Formalin fixiert, paraffiniert
und immunhistochemisch gegen CD31 gefarbt.

3.9. Riickenhautkammermodell

3.9.1. Implantation der Riickenhautkammer

Fur die Implantation der Rickenhautkammer wurden die Tiere wie bereits beschrieben
narkotisiert und in Bauchlage positioniert. Auf dem Ricken wurde eine Flache von etwa
4cm x 5cm mit einer Enthaarungscreme (asid®med Enthaarungscreme, Asid Bonz
GmbH, Herrenberg, Deutschland) depiliert. Diese wurde nach etwa 5 min sorgfaltig mit
warmem Wasser abgewaschen, um Hautirritationen zu vermeiden. Anschlielend wurde
die Haut mit einem Desinfektionsspray (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-

land) desinfiziert.

Abb. 16: Préparation der Riickenhautkammer. A: Fixierung einer dorsalen Hautfalte bei einer
C57BI/6 Maus mit Hilfe von Durchlicht. B: Fixierung des ersten Titanrahmens an der Riickhautfalte
und Markierung des spéteren Beobachtungsfensters. C: Observationsfenster nach mikrochirur-
gischer Entfernung der oberen Haut- und Muskelschichten. D: C57BL/6 Maus mit implantierter
Riickenhautkammer nach 3 Tagen.

Eine Hautfalte wurde am Rilcken angehoben und die Hauptaste der versorgenden Ge-
falke zur Deckung gebracht, um eine zentrale Lage der Rickenhautkammer zu gewahr-

leisten. Dies wurde mittels Durchlicht kontrolliert. In dieser Position wurde die Riicken-
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hautfalte cranial und caudal mit einem Faden fixiert (Abb. 16 A). Der erste Rahmen (Titan,
2 g, Sonderanfertigung) wurde nun an der Rickseite der Hautfalte mit sechs Einzelndhten
am oberen Rand fixiert. Dann wurden an der Basis der Riickenhautfalte zwei Offnungen
fur die Verbindungsschrauben der beiden Rahmen geschaffen. Diese wurden mit Schrau-
benmuttern am ersten Rahmen fixiert, die auch als Platzhalter zwischen beiden Kammer-
teilen dienten, um eine Kompression der Blutgefalte zu verhindern. Im Folgenden wurde
mit Hilfe von Durchlicht eine runde Flache eingezeichnet, die als Muster fir das spatere
Beobachtungsfenster diente (Abb. 16 B).

Die Maus wurde auf der Seite liegend unter einem Stereomikroskop (M651, Leica Micro-
systems GmbH, Wetzlar, Deutschland) platziert und die obere Hautschicht samt Subkutis,
Musculus panniculus carnosus sowie beiden Retraktormuskeln im Bereich des Beobach-
tungsfensters komplett entfernt (Abb. 16 C, Abb. 17 A). Die Abnahme des unteren Retrak-
tormuskels wurde sorgfaltig durchgefiihrt, um Verletzungen des darunterliegenden Gewe-
bes zu verhindern. Wahrend der gesamten Prozedur wurde dieser Bereich mit angewarm-
tem 0,9 % NaCl (B. Braun Melsungen AG) feucht gehalten. Der zweite Rahmen wurde
nun auf der Seite des Observationsfensters mit Schraubenmuttern an den Verbindungs-
schrauben fixiert, und die Kammer grundlich mit vorgewarmten 0,9 % NaCl gespult. Diese
wurde dann luftdicht mit einem runden Deckglas verschlossen, das mit einem Sprengring
am Rahmen der Ruckenhautkammer befestigt wurde. Wahrend der gesamten Implan-
tation wurden die Tiere durch eine Infrarotlampe (Philips HP 3616, Philips, Hamburg,
Deutschland) gewarmt. Schon nach wenigen Tagen hatten sich die Tiere vom Eingriff

erholt und wiesen ein normales Verhalten auf (Abb. 16 D).

3.9.2. Generierung und Transplantation der Tumorspharoide

Die Tumorspharoide wurden nach Konur et al. (1998) in einer Suspensionskultur auf einer
nicht-adhesiven Oberflache generiert. Hierfir wurde 1 %ige Agarose geschmolzen, je 40
pI pro Well in eine 96-Well-Platte pipettiert, und dann bei Raumtemperatur auspoly-
merisieren gelassen. Nun wurden B78H1 Zellen geerntet, gewaschen und mittels Trypan-
blaufarbung in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. In jedes Well wurden 5x10* Zellen in
100 ul Medium pipettiert. Nach 3 Tagen Kultivierung unter Standardbedingungen bildeten
sich kugelférmige Zellhaufen (Spharoide) aus. Diese wurden vor dem Einbringen in die
Rickenhautkammer fur 15 min im Dunkeln mit Bisbenzimid (2 pg/ml, Sigma-Aldrich) in-
kubiert und anschliefiend mit PBS gewaschen. Bis zur Transplantation wurden die Spha-
roide in einer Petrischale mit Medium auf einer 37°C-warmen Warmeplatte aufbewahrt.
Die Transplantation der Tumorspharoide erfolgte drei Tage nach der Implantation
der Rlckenhautkammer, damit sich die Tiere ausreichend von dem Eingriff erholen

konnten. Fur diesen Vorgang wurden die Mause narkotisiert, auf einer Plexiglasbihne
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fixiert und auf der Seite liegend unter einem Stereomikroskop (Leica Microsystems
GmbH) platziert. Das Deckglas Giber dem Beobachtungsfenster wurde entfernt und dieses
grundlich mit 5 ml vorgewarmten 0,9 % NaCl (B. Braun) gespult. Die Uberschissige
Flussigkeit wurde nun sorgfaltig mit einem Tupfer abgesaugt und das Tumorspharoid
vorsichtig in der oberen Halfte der Kammer auf den quergestreiften Muskel (Musculus

panniculus carnosus) platziert (Abb. 17 A).

A

Kammerrahmen

Subcutis
Panniculus carnosus Muskel @
Retraktor Miiskel

Retraktor Muskel
Panniculus carnosus Muskel
Subcutis

Kammerrahmen

Abb. 17: Transplantiertes Tumorsphéroid. A: Schematische Darstellung eines Querschnitts der im-
plantierten Riickenhautkammer mit Tumorsphéroid (Laschke et al., 2011). B: Makroskopische Auf-
nahme der Riickenhautkammer mit Tumorsphéroid an Tag O (schwarz umrandet). MaR3stab: 1 mm.

Danach wurde das Observationssfeld mit einem neuen Deckglas und Sprengring wieder
verschlossen. Hierbei wurde das EinschlielRen von Luftblasen sowie Reizungen des Ge-
webes vermieden, um Entziindungsreaktionen vorzubeugen. Die Lage des Tumors wurde

unverzuglich mit dem Stereomikroskop kontrolliert und Video-dokumentiert (Abb. 17 B).

3.9.3. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Fir die intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM) wurden die Tiere narkotisiert und auf
einer Plexiglasbuhne fixiert. Als Kontrastmittel wurden 100 pl 5 % Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC)-markiertes Dextran 150.000 (Fluka Analytical, St. Gallen, Schweiz) retro-
bulbar intravends injiziert. Die Tumoren wurden mit einem Axiotech Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) mit einer 100 W-Quecksilberdampflampe (HBO, Osram,
Minchen, Deutschland) und einem Filter fir blaue Lichtemission (Anregungswellenlange:
450 — 490 nm, Emissionswellenlange: > 520 nm) mikroskopiert. Aufgrund des grofien
Arbeitsabstandes zum Praparat wurden ,long-distance® Objektive verwendet. Diese er-
mdglichten 4-, 5-, 10- und 20-fache optische VergréRerungen. Die Aufnahmen wurden mit
einer hochempfindlichen Videokamera (FK 6990, Pieper, Schwerte, Deutschland) aufge-
zeichnet und mit einem DVD-Rekorder (DVD HR 775, Samsung, Seoul, Sidkorea) auf
DVDs gebrannt (Abb. 18).
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Abb. 18: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Aufbau des Fluoreszenzmikroskops (FM) mit
Quecksilberdampflampe (HBO), long distance Objektiven (LDO) und Video-Dokumentationssystem
mit Videokamera (VK) und DVD-Rekorder (DVD).

Die Auswertung der Daten erfolgte offline mit Hilfe der Software Caplmage (Zeintl, Heidel-
berg, Deutschland). Die Analysen umfassten die Messung der TumorgréRe [mm?] und der
funktionellen Kapillardichte [cm/cm?]. Diese ist definiert als die Gesamtlange der perfun-
dierten GefalRe pro Sichtfeld. In dieser Arbeit wurde die funktionelle Kapillardichte des

kompletten Tumorsphéaroids analysiert.

3.10. Flankentumormodell

Die Generierung der Flankentumoren sowie die Ultraschallmessungen erfolgten mit
freundlicher Unterstlitzung durch Jeannette Rudzitis-Auth, Institut fir Klinisch-Experimen-

telle Chirurgie, Universitat des Saarlandes.

3.10.1. Generierung der Flankentumoren

Um die Flankentumoren zu generieren wurden mannliche C57BL/6 Mause kurzzeitig mit
einem Gemisch aus 4 % Isofluran und Sauerstoff anasthesiert. Jeder Maus wurden pro

Flanke 1x10° B78H1 Melanomzellen in einem Volumen von 50 ul PBS subkutan injiziert.
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Die sich entwickelnden Tumoren wurden alle zwei Tage mit einer Schieblehre und alle

sieben Tage mittels hochauflésenden Ultraschalls vermessen.

3.10.2. Ultraschallmessung

Fir die Ultraschallmessung wurden die Tiere mit einem Gemisch aus 4 % Isofluran und
Sauerstoff anasthesiert und in Rickenlage auf einer beheizten Messbihne fixiert
(Abb. 19).

Abb. 19: Ultraschalleinheit. A: Ubersichtsaufnahme des Ultraschallsystems mit Bedienungseinheit
(be), Messbiihne (mb) und Narkoseeinheit (ne). B: Der Bildausschnitt aus A zeigt die beheizbare
Messbiihne (mb) und den RMV-707B-Schallkopf (rmv) im Detail.

Die Narkose wurde wahrend der Untersuchung Uber eine Atemmaske bei einer Konzen-
tration von 2 % lIsofluran (Baxter) aufrechterhalten. Vor der Ultraschallmessung wurden
die Flanken der Tiere grofdztgig mit Ultraschallgel (Aquasonic 100, Parker Laboratories
Inc, Fairfield, USA) bedeckt, um einen Verlust der Bildqualitdt durch Interferenzen an
Luftblasen zu vermeiden. Die Messbiihne ermdglichte aufgrund einer Motorunterstiitzung
eine definierte, lineare Flhrung des realtime microvisualization (RMV)-707B-Schallkopfes
(30 MHz, Visual Sonics) Uber die Flanke der Maus.

Um zwei-dimensionale Bilder zu erhalten, wurden der Tumor und angrenzende Gebiete
mit einem Sichtfeld von 17 mm x 17 mm in 100 uym-Intervallen aufgenommen. Aus diesen
Bildern wurden die Tumoren mittels der Vevo770 V2.3.0 Software (Visual Sonics) drei-
dimensional rekonstruiert und das Volumen berechnet. Hierfir wurden zuerst alle 200 ym
manuell die Umrisse der Tumoren in den zwei-dimensionalen Bildern eingezeichnet.

Basierend auf diesen Markierungen berechnete die Software das Tumorvolumen.
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3.11. Histologie und Immunhistochemie

Die Anfertigung der histologischen Schnitte und immunhistochemischen Farbungen wurde
freundlicherweise von Frau Janine Becker, Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie,
Universitat des Saarlandes, durchgefiihrt. Nach Beendigung der Tierversuche wurden die
Tumoren aus den Rickenhautkammern bzw. Flanken exzidiert und flr mindestens 24 h in
4 % Formaldehyd fixiert. Fur die weiteren Analysen wurden die Proben in Paraffin
eingebettet und in 2 um-dicke Schnitte geschnitten. Zur Entparaffinierung wurden die
Schnitte dreimal fir je 3 min in Xylol inkubiert und danach fir jeweils 3 min in einer
absteigenden Alkoholreihe (von 100 % bis 70 % EtOH) inkubiert. AnschlieBend wurden
die Schnitte grof3zugig in H,O bidest. gespdlt und fur 10 min in 3 % H,O, bei Raum-
temperatur inkubiert, um endogene Peroxidasen zu blocken. Im Folgenden wurden die
Schnitte wieder mit H,O bidest. gewaschen und fir 10 min in Citratpuffer (pH 6) in der
Mikrowelle gekocht. Dies diente zur Demaskierung von Antigenen, die durch die fixations-
bedingte Vernetzung von Proteinen durch Methylenbricken verhillt wurden. Die Schnitte
wurden mit PBS gespult und anschlieBend mit 3 % Serum-PBS in einer feuchten Kammer
fur 30 min bei Raumtemperatur geblockt. Die Praparate wurden mit dem jeweiligen
Primarantikorper benetzt, provisorisch eingedeckt und tUber Nacht in einer feuchten Kam-
mer inkubiert (Tab. 6). Am nachsten Tag wurde das Deckglas wieder entfernt, die Proben
zweimal fur 3-5 min mit PBS gewaschen und dann fur 1 h bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. An-
schlieBend wurden die Schnitte zweimal fur 3-5 min mit PBS gewaschen und fir 5 min mit
3,3'Diaminobenzidin als Chromogen gefarbt (Tab. 6). Nun wurden die Schnitte erneut fur
5 min mit H,O bidest. gespult und mit Hamatoxilin nach Meyer gegengefarbt. Hierflr
wurden die Schnitte drei-bis finfmal in die Farbel6sung eingetaucht, mit H,O bidest.
gewaschen, fir 8 min mit Leitungswasser gewassert und wiederum mit H,O bidest.
gewaschen. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (von 70 % bis 100 %
EtOH) und in Xylol (dreimal flr je 3 min) zur Entwasserung inkubiert. Wahrend der
Farbung wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass die Schnitte nicht beschadigt wurden und
nicht austrockneten.

Bei einer Farbung mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern entfiel im Vorfeld die
Inaktivierung der endogenen Peroxidasen, die Inkubation mit dem Chromogen 3,3'Dia-
minobenzidin, sowie die Entwasserung der Schnitte. Die Gegenfarbung der Zellkerne wur-
de in diesem Fall mit Bisbenzimid (1:500, Sigma-Aldrich) anstelle von Hamatoxilin vorge-
nommen.

Die Analysen der immunhistochemischen Farbungen wurden entweder lichtmikros-
kopisch an einem BX60 (Olympus, Tokio, Japan) bzw. einem Fluoreszenzmikroskop BZ-

8000 (Keyence, Osaka, Japan) durchgefuhrt. Fir die Auswertung der cleaved-Caspase-3-
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und Ki-67-gefarbten Schnitte wurden die positiven Zellen pro Schnitt in finf Sichtfeldern
(high power fields; 40-fache Vergrofierung) ausgezahlt und als prozentualer Anteil aller
Zellen pro Sichtfeld dargestellt. FUr die Auswertung der Gefalidichte wurden die CD31-
positiven Signale entweder im gesamten Tumor (Ruickenhautkammermodell) oder in je
vier Sichtfeldern (Flankenmodell) gezahlt (10-fache VergréRerung) und pro Flacheneinheit

(mm?) angegeben.

Citratpuffer:

8,77 g NaCl

2,88 g Citronensaure

Die Chemikalien in 800 ml Aqua bidest. l6sen,
pH 6 mit 0,5 M NaOH einstellen und auf 1000
ml auffullen.

Tab. 6: Verwendete Antikérper fiir die Inmunhistochemie. Aufgelistet sind Antigene, Spezifizierung
der Antikérper und Verdinnungen.

Antigen Erster Verdiin- Zweiter Verdiin- Chromogen
Antikorper nung Antikorper nung
cleaved Polyklonal, 1:100 Peroxidase- 1:200 3,3’Diamino-
Caspase-3 Kaninchen (Cell konjugiert, Ziege- benzidin
Signaling gegen-Kaninchen
Technology) (Dianova)
Ki-67 Polyklonal, 1:2000 Peroxidase- 1:200 3,3’Diamino-
Kaninchen konjugiert, Ziege- benzidin
(Abcam) gegen-Kaninchen
(Dianova)
CD31 Monoklonal, 1:30 Cyanine-3 1:50 -
Ratte (Dianova) gekoppelt, Ziege-
gegen- Ratte
(Dianova)

3.12. Statistische Analysen

Die elektronische Verarbeitung der Datensatze erfolgte unter Verwendung des Tabellen-
kalkulationsprogramms Microsoft Excel 2007 (Microsoft Coperation, Redmond, USA). Die
Daten wurden graphisch als Mittelwerte (mean) und dem Standardfehler des Mittelwertes
(standard error of mean, SEM) dargestellt. Fir die Western Blot-Analysen wurde die
relative Expression und fir qRT-PCR-Daten die vielfache Expression verglichen zur Kon-
trolle abgebildet. Die Daten wurden zuerst auf eine Normalverteilung hin Gberprift. Unter-
schiede zwischen zwei experimentellen Gruppen wurden mit dem zweiseitigen Student's
t-Test berechnet. Um Verlaufseffekte innerhalb einer experimentellen Gruppe Uber die
Dauer des Experimentes hinweg zu testen, wurde die Abweichungsanalyse fir wieder-

holte Messungen (one-way analysis of variance for repeated measures, ANOVA) ange-
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wendet. In den post hoc-Analysen erfolgte eine Anpassung des alpha-Fehlers nach
Bonferroni, um fir wiederholte Messungen zu korrigieren. Ein Wert von P<0,05 wurde als
statistisch signifikant angenommen. Alle statistischen Berechnungen wurden mit Ver-
wendung der SigmaStat Statistical Software (Version 2.03; Systat Software Inc., San Jose,
USA) durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Auswirkungen pyrolytischer Prozesse auf Curcumin

4.1.1. Pyrolyse von Curcumin

Das Mischen von Curcumin mit Fetten verminderte die im geringen MalRe vorhandene,
spontane Bildung von hydrophilen Isoformen (Abb. 20). Nach der Pyrolyse von Curcumin,
sowohl mit als auch ohne Fettmatrix, konnten verstarkt hydrophilere Curcumin-, BMC- und
BDMC-Isoformen, mit verringerten Retentionszeiten, detektiert werden.

Bei der Durchflihrung der Curcuminpyrolyse ohne Kokosfett bzw. Olivendl wurden
vermehrt Curcumin- und Dehydrocurcumin-Dimere mit einer hdheren Retentionszeit (11,9
bzw. 12,4 min) als Curcumin (11,7 min) nachgewiesen. Aulerdem wurde ein Haupt-
produkt mit einer Retentionszeit von 9,6 min und einem Masse-Ladungsverhaltnis (m/z)
von 327 entsprechend einem Molekulargewicht von 326 g/mol in allen pyrolysierten Pro-
ben detektiert.

I |so-BDMC (308; 8.9)

Iso-DHC (370; 8.9)

B 1so-DMC (338; 9.1)

Iso-Cur (368; 9.2)

E== DKC (326; 9.6)

=1 BDMC (308; 11.3)

I DHC (370; 11.4)

B DMC (338; 11.6)

B BDMC-Dimer (718; 11.9)

E=3 Bisdidehydrocurcumin (734; 12.4)

Curcumin

Curcumin+Kokosfett

e

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
single ion monitoring areas (1000)

Curcumin+Olivendl

pyrolysiertes Curcumin

AN

pyrolysiertes Curcumin+Kokosfett
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Abb. 20: Pyrolyseprodukte von Curcumin. Die Produkte der pyrolysierten und unpyrolysierten
Proben mit und ohne Fettmatrizen wurden mittels Umkehrphasen-HPLC untersucht. Der Produkt-
gehalt ist in single ion monitoring areas (7000) als Mittelwert der Versuche wiedergegeben. Zu je-
dem Produkt sind das molekulare Gewicht (g/mol) und die Retentionszeit (min) angegeben. Bisde-
methoxycurcumin (BDMC), Curcumin (Cur), Dihydrocurcumin (DHC), Deketencurcumin (DKC),
Demethoxycurcumin (DMC). n=3.

In Folgeversuchen wurde dieses Hauptprodukt durch Dr. Stefan Boéttcher (Pharmzeu-

tische und Medizinische Biochemie, Universitat des Saarlandes) mit Hilfe einer prapa-
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rativen HPLC isoliert und kernspinmagnetresonanzspektroskopisch als 1,5-bis(4-hydroxy-

3-methoxyphenyl)-1,4-pentadien-3-one (Deketencurcumin) identifiziert (Abb. 27).
Zwischen den einzelnen Messreihen der Pyrolyseprodukte waren gro3e Schwan-

kungen festzustellen. Dies wurde moglicherweise durch ungleichmafige Aufheizungspro-

zesse verursacht. Die vorliegende Analyse ist daher qualitativer Natur.

MeO

HO

Abb. 21: Strukturformel des als Deketencurcumin identifizierten Pyrolyseproduktes mit dem
Molekulargewicht von 326 g/mol.

4.1.2. Zellulare Absorption von Curcuminderivaten

In einer qualitativen Analyse fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen zeigten B78H1 Me-
lanomzellen, die mit Deketencurcumin und pyrolysiertem Curcumin inkubiert wurden, eine
erhohte Fluoreszenzintensitat. Diese diente als Anhaltspunkt flr eine verbesserte Auf-

nahme der Pyrolyseprodukte im Vergleich zu unbehandeltem Curcumin (Abb. 22).

1h 24 h

Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 1 h und 24 h von B78H1 Melanomzellen.
Die Zellen wurden fiir 24 h mit 20 uM Deketencurcumin (B), pyrolysiertem Curcumin (C), Curcumin
(D) oder DMSO als Vehikel (A) inkubiert. Die erste Spalte zeigt Hellfeldaufnahmen, die zweite
Spalte Aufnahmen im GFP-Kanal und die dritte Spalte die Uberlagerungen. MaRstab: 100 um, n=3.
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Nach 24 h sahen die Zellen, die mit Curcumin bzw. pyrolysiertem Curcumin inkubiert
wurden, wie auch die Zellen der Vehikelkontrolle, spindelférmig aus. Im Gegensatz dazu
waren die Zellen, die mit Deketencurcumin behandelt wurden, abgerundet, was auf eine
reduzierte Zellviabilitat hindeutet. Uberdies war nach 24 h in den Curcumin-behandelten
Zellen kein Fluoreszenzsignal mehr zu detektieren. Von den mit pyrolysiertem Curcumin
inkubierten Zellen ging eine schwache Fluoreszenz aus. Die Deketencurcumin-behandel-

ten Zellen hingegen emittierten auch nach 24 h noch deutliche Fluoreszenzsignale.

4.1.3. Zytotoxizitiat von Curcuminderivaten

Die Auswertung des WST-1-Assays zeigte eine konzentrationsabhangige Abnahme der
Zellviabilitdt nach einer Inkubation Curcuminderivaten. Deketencurcumin reduzierte die
Zellviabilitat von B78H1 Melanomzellen von allen Derivaten am starksten (Abb. 23 A).

Durchflulzytrometischen Analysen apoptotischer Zellen bestatigten diese Ergeb-
nisse. Alle Curcuminderivate induzierten konzentrationsabhéangig Apoptose in murinen
B78H1 Melanomzellen (Abb. 23 B). Deketencurcumin (ECs,: 38,28 uM) wies eine starkere
Apoptose-induzierende Aktivitat auf als Curcumin (ECso: 95,97 uM) oder pyrolysiertes
Curcumin (ECso: 93,28 uM) (Abb. 23B).
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Abb. 23: Zytotoxizitdt von Curcuminderivaten. A: Viable B78H1 Melanomzellen (%) nach Inkuba-
tion mit Serienverdiinnungen von Deketencurcumin (schwarze Punkte), pyrolysiertem Curcumin
(weilBe Punkte), Curcumin (schwarze Dreiecke) und DMSO-Vehikel (weilRe Dreiecke) fiir 24 h.
Mittelwert+SEM, n=4. B: Apoptotische B78H1 Melanomzellen (%) nach Inkubation mit Serienver-
dinnungen von Deketencurcumin (schwarze Punkte), pyrolysiertem Curcumin (wei3e Punkte) und
Curcumin (schwarze Dreiecke) nach 24 h. Die Prozentzahl der apoptotischen Zellen in der DMSO-
Kontrolle wurde als Nullpunkt definiert. Mittelwert+SEM, n=3.

4.1.4. Effekte von Curcuminderivaten auf den Zellzyklus

Mit Hilfe durchfluBzytometrischer Messungen wurde der Einfluss der Curcuminderivate

auf den Zellzyklus unsynchronisierter B78H1 Melanomzellen bestimmt. Nach einer Be-
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handlung mit 20 uM Deketencurcumin fir 24 h stieg der prozentuale Anteil an Zellen in
der G2-Phase verglichen mit den anderen Derivaten und der Vehikelkontrolle signifikant
an P<0,05 (Abb. 24). Neben dem G2-Arrest induzierte Deketencurcumin auf’erdem einen
Aufschub der Zellen in der S-Phase.
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Abb. 24: DurchfluBzytometrische Zellzyklusanalyse. Der Anteil der B78H1 Melanomzellen (%) in
den einzelnen Zellzyklusphasen, G1-Phase (weille Balken), S-Phase (gestreifte Balken) und G2-
Phase (dunkelgraue Balken) nach 24 h Inkubation mit 20 uM Deketencurcumin (DKC), pyrolysier-
tem Curcumin (PYR), Curcumin (CUR) und DMSO-Vehikel. *P<0,05 vs. DMSO, Mittelwert+SEM.
n=3.

4.1.5. Effekte von Curcuminderivaten auf nukleares NF-kB

In Western Blot-Analysen lie3 sich bezogen auf den nukledren Marker histonacetyl-
transferase P300/CBP-associated factor (PCAF) eine Abnahme an nukledrem NF-kB in
B78H1 Melanomzellen nach Inkubation mit den Curcuminderivaten feststellen (Abb. 25).
Aufgrund der starken Schwankungen in der NF-kB-Expression innerhalb der Versuche
konnte kein signifikanter Unterschied in der Aktitvitat der verschiedenen Curcuminderivate
detektiert werden. Die Versuche zeigten, dass die Curcuminderivate unabhangig von
einer Entziindungsreaktion die Konzentration an konstitutiv expremiertem, nukledrem
NF-kB reduzierten.

Zwischen dem unstimulierten Basiswert und der mit TNF-a stimulierten DMSO-
Kontrolle war kein Unterschied in der Expression von nukledrem NF-kB nachzuweisen.
Dies deutet auf einen Fehler im Versuchsaufbau hin. Entweder war das Zytokin inaktiv
oder es lag bereits eine maximale Menge an nukledrem NF-kB vor, so dass die Zellen

sich gegenuber der Stimulation anerg verhielten.
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Abb. 25: Nukledres NF-kB in B78H1 Melanomzellen. Die durchschnittliche Menge an nukledrem
NF-kB nach 24 h Vorinkubation mit 20 uM Deketencurcumin (DKC, schwarze Sé&ule), pyrolysiertem
Curcumin (PYR, dunkelgraue Séaule), Curcumin (CUR, graue Séaule) und DMSO-Vehikel (hellgraue
Séule) und 6 h Inkubation mit 10 ng/ml TNF-a verglichen zum Basiswert (weil3e Séule) im Western
Blot. Mittelwert+SE. n=3.

4.1.6. Zytotoxizitat von Curcuminderivaten auf humane Monozyten

In weiteren Versuchen wurde die Zytotoxizitat der Curcuminderivate auf humane PBMCs
von drei gesunden Spendern durchfluzytometrisch untersucht. Aufgrund der hohen Stan-
dardabweichungen wurde diese Analyse nur zum qualitativen Vergleich mit der Messung
der apoptotischen Tumorzellen nach Stimulation mit Curcuminderivaten herangezogen.

Deketencurcumin I6ste bei niedrigeren Konzentrationen Apoptose in Tumorzellen
aus (ECsp: ~ 38 pM) (Abb. 23) als in PBMCs (ECso: ~ 83 pM) (Abb. 26). Curcumin hin-
gegen zeigte eine hdohere Zytotoxizitat gegen PBMCs (ECso: ~ 67 uM), als gegen Tumor-
zellen (ECsp: ~ 96 uM) (Abb. 23). Pyrolysiertes Curcumin wirkte zwar nicht so potent auf
Tumorzellen wie Deketencurcumin, zeigte allerdings von allen Derivaten die geringste
Zytotoxizitat gegen PBMCs (ECs: ~ 255 uM) (Abb. 26).

Die vorliegende Untersuchung zur Induktion der Apoptose durch Curcuminderivate
in PBMCs wies starke Schwankungen innerhalb der Melreihen auf. Dies lag an der gro-

Ren biologischen Varianz und dem Immunstatus der drei Zellspender.
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Abb. 26: Apoptotische PBMCs (%) nach Inkubation mit Serienverdiinnungen von Deketencurcu-
min (schwarze Punkte), pyrolysiertem Curcumin (weille Punkte) und Curcumin (schwarze Drei-
ecke) fiir 24 h. Mittelwert + SEM, n=3.

4.2, Effekte von diatischem Curcumin auf Melanome

4.2.1. Tumorwachstum und Neoangiogenese im Riickenhautkammermodell

Zwei Wochen nach der Transplantation der Tumorsphéaroide (Tag 0, Abb. 27 A, B) in
Ruckenhautkammern von C57BL/6 Mausen war die Grofde der Tumoren bei den Cur-
cumin-behandelten Tieren (2,96 + 0,32 mm?) im Vergleich zur Kontrollgruppe (3,91 + 0,36
mm?) signifikant reduziert (P<0,05) (Abb. 27 C, D, G).

Weiterhin war die funktionelle Kapillardichte in den Tumoren der Curcumin-behan-
delten Tiere (140,7 £ 5,9 cm/cm?) verglichen mit den Tumoren der Kontrolltieren (195,6 +
7,2 cm/cm?) verringert (P<0,05) (Abb. 27 E, F, H). Die Gefalidichte wurde zudem in einer
Endpunktanalyse immunhistochemisch mit einer Fluoreszenzfarbung gegen den endothe-
lialen Zellmarker CD31 analysiert (Abb. 28 A, B). Auch die Zahl der CD31-positiven Zellen
pro Flache war bei den Curcumin-behandelten Tieren (265,4 £ 22,5 mm™) verglichen mit
der Kontrollgruppe (344,1 + 28,8 mm™) signifikant reduziert (P<0,05) (Abb. 28 C).
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Abb. 27: Tumorwachstum und Neoangiogenese. A-F: IVM Aufnahmen der Riickenhautkammer
zeigen Tumorsphéroide an Tag 0 (A, B) und Tag 14 (C, D) (umrandet mit weil3er, gestrichelter
Linie) und das Kapillarnetzwerk eines Kontroll- (A, C, E) und eines Curcumin-behandelten Tieres
(B, D, F). Ma3stab A-D: 380 uM, E-F: 135 uM. G: Tumorgréf3e (mm?3 von Kontroll- (weiSe Punkte,
n=10) und Curcumin-behandelten Tieren (schwarze Punkte, n=8). Mittelwert + SEM, *P<0,05 vs.
Kontrolle, °P<0,05 vs. TO-T6, "P<0,05 vs. TO-T10. H: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm? in Tumo-
ren von Kontroll- (wei3e Punkte, n=10) und Curcumin-behandelten Tieren (schwarze Punkte, n=8).
Mittelwert + SEM *P<0,05 vs. Kontrolle, °P<0,05 vs. TO-T3.

100 -

Mikrovaskulare Dichte [mm™]

Abb. 28: Mikrovaskulédre Dichte. A, B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tumorsphéro-
iden mit CD31-positiven Blutgefédl3en (rot) eines Kontroll- (A) und eines Curcumin-behandelten
Tieres (B) an Tag 14. Zellkerne: blau. Ma8stab: 90 uM. C: Mikrovaskulére Dichte (mm'2) in Tumor-
sphéroiden von Kontroll- (weiler Balken, n=10) und Curcumin-behandelten Tieren (schwarzer
Balken, n=8) nach 14 Tagen, pro Tier wurden 2 Schnitte ausgewertet. Mittelwert + SEM, *P<0,05.
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4.2.2. Proliferation und Apoptose im Riickenhautkammermodell

Die Proliferation der Tumorzellen wurde anhand einer immunhistochemischen Farbung
gegen Ki-67 analysiert. Die Tumorspharoide der Curcumin-behandelten Tiere zeigten sig-
nifikant weniger Ki-67-positive Zellen (6,5 + 1,5 %) bezogen auf die Gesamtzahl an Zellen
pro Sichtfeld, als die Tumorspharoide der Kontrolltiere (18,2 + 2,0 %) (P<0,05) (Abb. 29).
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Abb. 29: Proliferation und Apoptose: A, B: Lichtmikroskopische Aufnahmen Ki-67-positiver Zellen
(braun, exemplarisch mit Pfeilen markiert) in Tumorsphéroiden eines Kontroll- (A) und eines
Curcumin-behandelten Tieres (B), Zellkerne: lila. Mal3stab: 20 uM. C: Anteil der Ki-67-positiven
Zellen (%) in den Tumorsphéroiden von Kontroll- (weilSer Balken, n=10) und Curcumin-behandel-
ten Tieren (schwarzer Balken, n=8). Mittelwert + SEM; *P<0,05. D, E: Lichtmikroskopische Auf-
nahmen cleaved-Caspase-3-positiver Zellen (braun, exemplarisch mit Pfeilen markiert) in Tumor-
sphéroiden eines Kontroll- (D) und eines Curcumin-behandelten Tieres (E), Zellkerne: lila, Mal3-
stab: 19 uM. F: Anteil der cleaved-Caspase-3-positiven Zellen (%) in den Tumorsphéroiden von
Kontroll- (weilRer Balken, n=10) und Curcumin-behandelten Tieren (schwarzer Balken, n=8). Mittel-
wert £+ SEM; P vs. Kontrolle: 0,24.

Die Zahl der apoptotischen Zellen in den Tumorspharoiden wurde mittels einer immun-
histochemischen Farbung gegen cleaved-Caspase-3 untersucht. Es konnte kein signifi-
kanter Unterschied in der Zahl apoptotischer Zellen zwischen den Curcumin-behandelten
(4,4 £ 1,6 %) und den Kontrolltieren (2,3 £ 0,5 %) festgestellt werden (P: 0,24) (Abb. 29).

4.2.3. Tumorwachstum und Neoangiogenese im Flankentumormodell

Im zweiten Teil der in vivo Analysen wurden B78H1 Melanomzellen in beide Flanken von
mannlichen C57BL/6 Mausen injiziert und fur 28 Tage mit Hilfe hochauflésender Ultra-
schallmessung untersucht. Makroskopisch zeigten die Curcumin-behandelten Tumoren,
die an Tag 28 exzidiert wurden, oberflachlich weniger BlutgefalRe (Abb. 30 A) sowie eine
homogenere Oberflachenstruktur verglichen mit den Tumoren der Kontroligruppe
(Abb. 30 B). Ab dem 21. Tag konnte ein verzdgertes Tumorwachstum bei den Curcumin-

behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden (Abb. 30 E). An
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Tag 28 waren die Tumoren der Curcumin-behandelten Tumoren (34,1 + 3,2 mm3) signifi-
kant kleiner als die der Kontrolltiere (189,8 £ 54,6 mm?3, P<0,05) (Abb. 30 C, D, E).

TO T7 T14 T21 T28

Abb. 30: Tumorwachstum im Flankenmodell. A, B: Makroskopische Aufnahmen von Flankentu-
moren eines Kontroll- (A) und eines Curcumin-behandelten Tieres (B) an Tag 28. Mal3stab: 2,7 mm.
C, D: Ultraschallaufnahmen von Flankentumoren eines Kontroll- (C) und eines Curcumin-behan-
delten Tieres (D) an Tag 28. MaB3stab: 2,0 mm. E: Tumorvolumen (mm?3 von Kontroll- (wei3e
Punkte, n=8) und Curcumin-behandelten Tieren (schwarze Punkte, n=8). Mittelwert £+ SEM,
*P<0,05 vs. Kontrolle, °P<0,05 vs. TO-T14, °P<0,05 vs. TO-T21.

Die Auswertung der gegen CD31 gefarbten, histologischen Schnitte zeigte keine signifi-
kante Unterschiede in der mikrovaskularen Dichte zwischen den Tumoren der Curcumin-
behandelten Tiere (64 + 9 mm™®) und der Kontroligruppe (82 + 8 mm?) (P=0,142)
(Abb. 317).
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Abb. 31: Mikrovaskulére Dichte (mm'2) in Flankentumoren von Kontroll- (weiBer Balken, n=8) und
Curcumin-behandelten Tieren (schwarzer Balken, n=8) nach 28 Tagen, Mittelwert + SEM.
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4.2.4. Expression von NF-kB in Flankentumoren

Die Expression von NF-kB in den Flankentumoren wurde mittels Western Blot-Analyse
untersucht. In den Tumoren der Curcumin-behandelten Tiere war die Expression von NF-
kB verglichen zu den Kontrollen leicht reduziert (Abb. 32). Es konnte jedoch kein signifi-

kanter Unterschied festgestellt werden (P=0,131).
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Abb. 32: Relative Expression von NF-kB in Tumoren von Kontroll- (weile Balken, n=4) und
Curcumin-behandelten Tieren (schwarze Balken, n=4). Mittelwert + SEM.

4.2.5. MiRNA-Profil der Flankentumoren

An Tag 28 wurden die Flankentumoren exzidiert, die gesamte RNA aus den Proben
isoliert und anschlieBend auf mouse Sure Print G3 miRAN V17.0 Micro-Array Chips
(Agilent Technologies) mit 1079 komplementaren murinen miRNAs (annotiert nach
Sanger miRBase 17) hybridisiert. Hierbei wurden durch einen unabhangigen, zweiseitigen
Student's t-Test 147 miRNAs identifiziert, die signifikant durch die Curcumin-Diat modifi-
ziert wurden (adjustierter P-Wert < 0,05). Von den 86 hochregulierten miRNAs wurden 49
mehr als zweifach hochreguliert. Weiterhin wurden 61 miRNAs in ihrer Expression

herunterreguliert, hiervon waren 34 um mehr als die Halfte reduziert (Anhang, Tab. 9).



Ergebnisse 61

Farbschliissel
und Histogramm

30

20
1

Zahlung

0 5 10 rolle Curcumin

Wert mmu-miR-32-3p
mmu-miR-468-3p
mmu-miR-3096-5p
mmu-mikR-451
mmu-miR-211-5p
mmu-miR-3082-5p
mmu-miR-1187
mmu-miR-574-5p
mmu-miR-199a-3p
mmu-miR-199b-5p
mmu-miR-34b-5p
mmu-mikR-142-3p
mmu-miR-205-5p
mmu-miR-133b~-3p
mmu-miR-133a-3p
mmu-miR-1a-3p
mmu-miR-140-3p
mmu-miR-140-5p
mmu-miR-22-3p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-484-3p
mmu-miR-21-5p
mmu-miR—466]
mmu-miR-6690-5p
mmu-miR-466¢c-5p
mmu-miR-466h-5p
mmu-miR-669b-5p
mmu-miR-6691-5p
mmu-miR-466m-5p
mmu-miR-669e-5p
mmu-miR-672-5p
mmu-miR-221-3p
mmu-miR-338-3p
mmu-miR-142-5p
mmu-miR-21-3p
mmu-miR-222-3p
mmu-miR-199a-5p
mmu-miR—-146b-5p
mmu-miR-214-3p
mmu-miR-148a-3p
mmu-miR-150-5p
mmu-miR—1927
mmu-miR-466g
mmu-miR-376b-3p
mmu-miR-4660-3p
mmu-miR-3097-5p
mmu-mikR-711

[ [ T2,

r'?IF‘Fm;':]?a|FI1—Flrﬁ

mmu-miR-205-3p
mmu-miR-1198-5p
mmu-miR-1861

fiis

Ko1
Ko6
Ko5
Ko8
Ko2
Ko7
Curé
Cur1
Cur8
Cur4
Cur5
Cur2
Cur7

Abb. 33: Clusteranalyse des tumoralen miRNA-Profils. Die resultierende heat-map zeigt die Ex-
pression von 50 miRNAs je nach Stdrke (Z&hlung) in verschiedenen Farben (Wert) an (s.
Farbschliissel). Dendrogram links: Gruppierung der miRNAs, Dendrogram oben: Gruppierung der
biologischen Replikate. Von Bedeutung ist die Gruppierung der Curcumin-behandelten- und Kon-
trolltiere in zwei separate Cluster.
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Basierend auf den 50 miRNAs, deren Expressionslevel Uber alle Proben hinweg am
starksten voneinander variierten, wurde eine distanzbasierte, hierarchische Cluster-
analyse durchgefiihrt. Diese Clusteranalyse demonstrierte eine Einteilung der Proben
anhand der tumoralen miRNA-Profile in zwei Gruppen, die dem Behandlungsschema
entsprachen (Abb. 33).

Die zehn am starksten durch die Curcumin-Diat hochregulierten tumoralen miRNAs
umfassten mmu-miR-205-5p, mmu-miR-222-3p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-146b-5p,
mmur-miR-21-5p, mmu-miR-21-3p, mmu-miR-221-3p, mmu-miR-140-3p, mmu-miR-142-
5p und mmu-miR-140-5p (Abb. 34 A).
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Abb. 34: Die mittlere Expression (log2) der zehn am stérksten hoch- (A) und herunter- (B)
regulierten miRNAs aus den Tumoren von Kontroll- (weilBe Balken) und Curcumin-behandelten
Tieren (weil3e Balken).

Die miRNAs mmu-miR-211-5p, mmu-miR-3096-5p, mmu-miR-711, mmu-miR-466h-5p,
mmu-miR-130b-3p, mmu-miR-3082-5p, mmu-miR-1199-5p, mmu-miR-669b-5p, mmu-
MiR-1187 und mmu-miR-1224-5p gehdrten zu den am starksten herunterregulierten
mMiRNAs (Abb. 34 B). Hierbei wurde die Expression von mmu-miR-205-5p durch die Be-
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handlung mit Curcumin 135-fach erhdht. Die Expression von mmu-miR-211-5p wurde
durch die Curcumin-Behandlung am deutlichsten reduziert (35-fach). Ein Grof3teil der ge-
testeten miRNAs, deren Sequenz bekannt ist, zeigte sich zwischen Menschen und Mau-

sen hoch konserviert (Tab. 7).

Tab. 7: Anderung (4) in der Expression der am stérksten regulierten miRNAs (Unterschiede in den
Sequenzen sind grau markiert):

miRNA  AExpression P Sequenz Mus musculus Sequenz Homo sapiens

T

205-5p 135,506 0,025 UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
222-3p 9,392 0,003 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
205-3p 9,137 0,010 GAUUUCAGUGGAGUGAAG GAUUUCAGUGGAGUGAAG
146b-5p 7,379 0,005 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
21-5p 7,148 0,028 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA  UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
21-3p 6,877 0,003 CAACAGCAGUCGAUGGGCUGU CAACACCAGUCGAUGGGCUGU
221-3p 6,658 0,004 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
140-3p 6,647 0,003 UACCACAGGGUAGAACCACGG UACCACAGGGUAGAACCACGG
142-5p 6,217 0,005 CAUAAAGUAGAAAGCACUACU CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
140-5p 5,524 0,004 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
l

211-5p 0,028 0,039 UUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCU  UucCCuuuGuUCAuUcCcuucGccu
3096-5p 0,178 0,013 UGGCCAAGGAUGAGAACU nd

711 0,222 0,016 GGGACCCGGGGAGAGAUGUAAG nd

466h-5p 0,229 0,049 UGUGUGCAUGUGCUUGUGUGUA nd

130b-3p 0,242 0,013 CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
3082-5p 0,242 0,036 GACAGAGUGUGUGUGUCUGUGU  nd

1199-5p 0,261 0,023 UCUGAGUCCCGGUCGCGCGG nd

669b-5p 0,294 0,049 AGUUUUGUGUGCAUGUGCAUGU nd

1187 0,298 0,049 UAUGUGUGUGUGUAUGUGUGUAA nd

1224-5p 0,299 0,010 GUGAGGACUGGGGAGGUGG GUGAGGACUCGGGAGGUGG

Aus den am starksten in ihrer Expression veranderten miRNAs wurden mmu-miR-205-5p
(P=0,025), mmu-miR-205-3p (P=0,01), mmu-miR-142-5p (P=0,005) und mmu-miR-130b-
3p (P=0,013) ausgewahlt, da sie in der Tumorgenese eine hohe Relevanz besitzen. Die
Expressionslevel dieser miRNAs in den Tumoren der Kontroll- und Curcumin-behandelten
Tiere wurde mittels einer qRT-PCR validiert. Hierbei zeigte sich eine weitgehende Uber-
einstimmung zwischen den Array-ermittelten Daten und den Ergebnissen der gqRT-PCR
(Abb. 35).
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Abb. 35: Validierung der Expression relevanter miRNAs. Darstellung der vielfachen Expression
von mmu-miR-205-5p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-142-5p und mmu-miR-130b-3p in Curcumin-
behandelten Tumoren verglichen zu Kontrollen (1-fach), ermittelt durch miRNA-Array- (graue
Balken) oder qRT-PCR-Analyse (schwarze Balken).

4.2.6. Expression relevanter miRNAs in Melanomzelllinien

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Applikation von 20 yM Curcumin fir 48 h auch in
weiteren Melanomzelllinien die Expression der vier ausgewahlten miRNAs moduliert. Ne-
ben den murinen B78H1 Zellen wurde die Expression von mmu-miR-205-5p, mmu-miR-
205-3p, mmu-miR-142-5p und mmu-miR-130b-3p per qRT-PCR auch in humanen SK-
Mel-28 und MeWo Zellen Uberpriift.

n-fache Expression
w
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Abb. 36: Expression relevanter miRNAs in Melanomzelllinien. Vielfache Expression von mmu-miR-
205-5p, mmu-miR-205-3p, mmu-miR-142-5p und mmu-miR-130b-3p in murinen B78H1 (weil8e
Balken), humanen SK-MEL-28 (graue Balken) und humanen MeWo (schwarze Balken) Zellen nach
48 h Inkubation mit 20 uM Curcumin oder Vehikel (0, 1% DMSO, gestrichelte Linie).

Es zeigte sich, dass diese relevanten miRNAs in murinen B78H1 und humanen SK-

Mel-28 Zellen durch Curcumin in einer vergleichbaren Weise reguliert wurden. Die
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humanen MeWo Zellen hingegen, die von Melanom-Lymphknotenmetastasen abstammen,

zeigten keine deutliche Regulation dieser miRNAs durch Curcumin (Abb. 36).

4.2.7. Putativ regulierte Signalwege

Die Auswirkungen der Curcumin-Diat auf zellulare Signalwege, die putativ durch Curcu-
min-regulierte miRNAs beeinflusst werden, wurden mittels des online tools GeneTrail
untersucht. Hierfir wurde eine Uberreprasentationsanalyse durchgefiihrt, die potentielle
Targets der 86 hochregulierten bzw. der 49 herunterregulierten miRNAs in zellularen
Signalkaskaden ermittelte. Putative Ziele der von Curcumin hochregulierten miRNAs
waren in den Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Signalwegen Signal-
wegen “Biosynthese von O-Glykanen” und “Proteinprozessierung im Endoplasmatischen
Retikulum” zu finden sowie in verschiedenen Krebserkrankungen, wie z. B. Leukamie,

Uberreprasentiert (Tab. 8).

Tab. 8: Zelluldre Signalwege mit putativen Targets der regulierten miRNAs

KEGG Signalwege mit akkumulierten, P Erwartete Beobachtete n-fache
putativen Targets Target- Target-Anzahl Akkumulation
Anzahl der Targets
T
Muzine der Typ O-Glykanbiosynthese 0,007 15 24 1,60
Nierenzellkarzinom 0,024 37 50 1,35
Zellulare Signalwege bei Krebs 0,026 171 198 1,16
Proteinreifung im Endoplasmatischen 0,029 85 104 1,22
Retikulum
Akute myeloische Leukamie 0,029 31 42 1,35
1
Cholinerge Synapsen 0,021 42 58 1,38
ErbB Signalwege 0,021 34 50 1,47
Fokale Adhesion 0,021 80 102 1,28
Neuroaktive Liganden-Rezeptor Interaktion 0,021 94 117 1,24
Pankreaskrebs 0,021 29 43 1,48
Nierenzellkarzinom 0,021 28 41 1,46
Dilatierte Kardiomyopathie 0,021 31 45 1,45
Arrhythmische rechte Ventrikelkardiomyopathie 0,022 28 41 1,46
Langzeit Potenzierung 0,022 27 39 1,44
Retrograde Endocannabinoid Signalisierung 0,022 38 52 1,37
Type Il Diabetes mellitus 0,022 18 28 1,56
mTOR Signalwege 0,022 26 38 1,47
Hypertrophicsche Kardiomyopathie (HCM) 0,025 30 42 1,42
Prostatakrebs 0,025 35 48 1,38
Insulin Signalwege 0,029 56 72 1,29
Neurotrophin Signalweg 0,030 48 63 1,31
Morphin Abhangigkeit 0,030 34 47 1,38
Kolorektaler Krebs 0,030 25 36 1,42

Dopaminerge Synapse 0,043 51 65 1,28
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Zusatzlich wurden die Gene-Ontology-Stichworte ,zellulare Proliferation, ,Zelltod“ und
,Regulation der Apoptose“ durch die Uberreprasentationsanalyse identifiziert.

Die vorhergesagten Ziele der von Curcumin herunterregulierten miRNAs akkumu-
lierten in den KEGG-Signalwegen wie z. B. ,mTOR", ,ErbB* und waren assoziiert mit
Pankreas-, Nieren-, Prostata- und kolorektalem Krebs (Tab. 8). Weiterhin waren putative
Ziele in Signalwegen Uberreprasentiert, die mit Symptomen des metabolischen Syndroms
assoziiert sind, wie zum Beispiel ,dilatierte Kardiomyopathie®, Diabetes Typ Il oder dem

Insulin-Signalweg.

4.2.8. Targets der miRNA-205-5p

Zur Beurteilung der biologischen Relevanz der miRNA-Anderungen wurde die Expression

verschiedener Targets der miRNA-205-5p im Western Blot analysiert.
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Abb. 37: Relative Expression putativer Targets von mmu-miR-205-5p in Flankentumoren. Expres-
sionslevel von ErbB3, Bcl-2, E2F1 und PCNA in Tumoren von Kontroll- (weille Balken, n=4) und
Curcumin-behandelten Tieren (schwarze Balken, n=4). Mittelwert £ SEM, *P<0,05 vs. Kontrolle.
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Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (ErbB3, EGF-R 3) stellt ein validiertes
Target von mir-205-5p dar und gehért zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen. In den Tumor-
proben der Kontrolltiere wurde ein schwaches Signal bei etwa 180 kDa detektiert, das
dem phosphoryliertem Monomer ErbB3 entspricht (Baselga und Swain, 2009). In den Pro-
ben der Curcumin behandelten Tiere wurde ein Signal bei deutlich Uber 200 kDa detek-
tiert (Abb. 37 A).

Die Expression von Bcl-2, eines ebenfalls validierten Targets von miR-205, wurde
in den Tumoren Curcumin-behandelter Tiere signifikant herunterreguliert (Curcumin: 0,74
1 0,03; Kontrolle: 1,06 £ 0,03; P<0,05) (Abb. 37 B). Im Gegensatz zu humanem Bcl-2 sind
bei der Maus verschiedene splice-Varianten bekannt, die sich als unterschiedliche
Banden im Western Blot darstellen (Abb. 37 B).

Der Gehalt an E2F1 wurde in den Tumoren hingegen nicht deutlich durch Curcu-
min-Diat reduziert (Abb. 37 B). Die Expression des nachgeschalteten Proliferationsmar-
kers PCNA lag in den Tumoren Curcumin-behandelter Tiere allerdings signifikant redu-
ziert vor (Curcumin: 0,38 + 0,02; Kontrolle: 0,96 + 0,03; P<0,05; relative Expression)
(Abb. 37 B).
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5. Diskussion

5.1. Auswirkungen pyrolytischer Prozesse auf Curcumin

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Dissertation wurde untersucht, welche
Effekte haushaltstibliches Kochen auf Curcumin hat. Aus den Vorarbeiten anderer Grup-
pen war bekannt, dass der Gehalt an Curcumin in der getrockneten und gekochten Wur-
zel der Curcumapflanze im Vergleich zur rohen Wurzel verringert ist (Prathapan et al.,
2009; Suresh et al., 2009). Aufgrund der Abnahme an Curcumin postulieren Suresh und
Kollegen eine Verringerung der anti-oxidativen Aktivitat. Allerdings wurden die Zerfallspro-
dukte von keiner der Gruppen nadher charakterisiert. Daher wurde im Folgenden die
Zusammensetzung und Aktivitat der Zerfallsprodukte von Curcumin nach einer Pyrolyse-
reaktion ermittelt.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Vermischen von Curcumin mit Kokosfett
bzw. Olivendl, die spontane Entstehung oxidativer Curcuminprodukte bei Raumtempera-
tur verringert. Dies kann auf die stabilisierende Wirkung von natirlichen Olen auf Curcu-
min zurtickgeflhrt werden, wenn sie Curcumin umschlieRen (Bettini et al., 2013). Unab-
hangig vom Vorhandensein einer Fettmatrix entstanden durch die Pyrolyse hydrophilere
Curcumin-, BMC- und BDMC-Isoformen, wobei etwa 30 % des Eduktes in den hier
durchgeflihrten Versuchen umgesetzt wurden. AuRerdem fiihrte die Pyrolyse von Curcu-
min ohne Fettmatrix zur Formierung von Curcumin- und Dehydrocurcumin-Dimeren mit
einer héheren Retentionszeit als Curcumin.

Verschiedene Untersuchungen Uber die Eigenschaften von Curcumin nach Erhit-
zen weisen auf eine Steigerung der Aktivitdt hin. So demonstrierten Nagabhushan und
Bhide (1986) die Dosis-abhangige Reduzierung von Chili-induzierter Mutagenitat durch
erhitztes Curcumin. Zudem weist in Wasser erhitztes Curcumin eine erhdhte Hydrophilie
sowie pharmakologische Aktivitat gegen oxidierte Lipide und humane Autoantikérper in
vitro auf (Kurien et al., 2007; Kurien et al., 2010). Weiterhin beobachteten Masuda et al.
(1999) eine Bildung von Curcumin-Dimeren unter radikalischen Bedingungen (1 h bei
70°C mit 2,2'-Azobis(isobutyronitril)). Die Autoren diskutierten, dass die Bildung von Cur-
cumin-Dimeren zum anti-oxidativen Potential von Curcumin beitragt (Masuda et al., 1999).

Im Rahmen des ersten Studienabschnitts wurde auch die Aktivitat der Zerfallspro-
dukte auf primare Zellen und Tumorzellen untersucht. Hierfir wurde als erstes die zellu-
lare Absorption der Pyrolyseprodukte anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen
von B78H1 Zellen qualitativ beurteilt. Die mit pyrolysiertem Curcumin-behandelten B78H1
Zellen emittierten starkere Fluoreszenzsignale als die mit unbehandeltem Curcumin inku-

bierten Zellen. Dies spricht fur eine verbesserte zellulare Absorption der Pyrolyseprodukte.
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Dem kénnte eine erhdhte Loslichkeit der pyrolysierten Derivate zu Grunde liegen, wie von
Kurien et al. (2007) beschrieben. Eine erhdhte Hydrophilie der Pyrolyseprodukte wurde
auch durch deren verringerte Retentionszeiten in der HPLC-Messung belegt.

In der vorliegenden Arbeit wurde Uberdies zum ersten Mal gezeigt, dass Deketen-
curcumin als ein Hauptprodukt (ca. 10%) aus der pyrolytischen Spaltung von Curcumin
entsteht. Dieses Curcuminderivat wurde bislang nur direkt aus der Pflanze isoliert oder
synthetisch hergestellt (Park und Kim, 2002; Weber et al., 2006; Nugroho et al., 2009).
Ahnlich wie Curcumin, zeigt Deketencurcumin anti-inflammatorische, anti-allergene und
anti-kanzerogene Eigenschaften (Masuda et al., 1993; Cen et al., 2009; Liang et al., 2009;
Nugroho et al., 2009; Quincoces Suarez et al., 2010). Quincoces Suarez und Kollegen
(2010) wiesen in Tierversuchen eine akute Toxizitdt von Deketencurcumin bei einer
Verabreichung von 8,53 g/kg KG i.p. in Schweizer Albinomausen nach. Eine chronische
Applikation von 5 g/kg KG pro Tag fiir 14 Tage zeigte ebenfalls keine toxischen Effekte.
Deketencurcumin wird somit als nicht-toxisch eingestuft (Quincoces Suarez et al., 2010).
Pharmakokinetische Studien in Ratten belegten zudem, dass Deketencurcumin eine
Verdopplung der Halbwertszeit im Plasma gegeniiber Curcumin aufweist und bereits ein
Aktivitatsplateau bei 20 mg/kg KG zeigt (Liang et al., 2009; Nugroho et al., 2009). Dies
sind Hinweise fur eine erhdhte Plasmastabilitdt von Deketencurcumin verglichen mit
Curcumin. Liang et al. (2009) begriindeten diese mit der Abspaltung einer Ketengruppe.
Die verbleibende Ketogruppe wird durch die benachbarten Doppelbindungen stabilisiert
(Abb. 26). Eine Keto-Enol-Tautomerisierung fur dieses Molekil ist daher energetisch
unwahrscheinlich und die hydrolytische Degradation unter physiologischen Bedingungen,
wie von Tonnesen et al. (1985) beschrieben, verringert. Die Abspaltung der Ketengruppe
stabilisiert das Molekdl potentiell auch gegen die Verstoffwechselung im Phase |- und
Phase II-Metabolismus. Diese verstarkte Stabilitdt von Deketencurcumin geht méglicher-
weise mit einer verringerten anti-oxidativen Wirkung des Molekdls im Vergleich zu Curcu-
min einher. So wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass Deketencurcumin bzw. -Analoga
die Schadigung von Zellen durch B-Amyloide oder Radikale nicht so effizient verhindern,
wie Molekile mit intakten bis-a,B3-ungesattigten Diketogruppen (Dinkova-Kostova et al.,
1998; Park und Kim, 2002).

Masuda et al. (1993) zeigten im Mausmodell, dass Deketencurcumin anti-in-
flammatorisch wirkt. Aus diesem Grunde wurde im Folgenden der Einfluss der Curcumin-
Diat bzw. der Pyrolyseprodukte auf die Expression des Transkriptionsfaktors NF-kB unter-
sucht. Dieser wird bei Entziindungsreaktionen aktiviert und in den Nukleus transloziert.
Chronische Entziindungsreaktionen in Organen wie der Haut oder dem Darm gehen nicht
nur mit einem grofRen Leidensdruck flr die Patienten einher, sondern kénnen zu kanzero-

genen Veranderungen des Gewebes flhren (Xu et al., 1997; Plummer et al., 1999; Chiu
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und Su, 2009). In einer Vielzahl von Publikationen wurde die anti-inflammatorische Wir-
kung von Curcumin bereits beschrieben (Coban et al., 2012; Shehzad et al., 2013). Die
Expression des Transkriptionsfaktors NF-kB in B78H1 Melanomzellen wurde in der vor-
liegenden Arbeit in Western Blot-Analysen untersucht. Hierbei zeigten alle drei getesteten
Curcuminderivate, verglichen mit den Kontrollen, eine Verringerung in der nukledren NF-
kB Konzentration und damit der Aktivitat des Transkriptionsfaktors. Auch in den ex-
zidierten Tumoren der Curcumin-behandelten Tiere wurde eine geringere NF-kB Expres-
sion verglichen mit den Tumoren der Kontrolltiere nachgewiesen. Im Unterschied zu an-
deren Studien konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, was
madglicherweise an der hohen Varianz der Replikate lag.

Zur Analyse der anti-kanzerogenen Aktivitat von Deketencurcumin, wurde dieses
in den hier durchgefihrten Versuchen an B78H1 Melanomzellen getestet. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Deketencurcumin konzentrationsabhangig die Viabilitat von
B78H1 Zellen reduziert. Hierbei zeigte sich Deketencurcumin potenter als unpyrolysiertes
Curcumin. Weiterhin induzierte Deketencurcumin konzentrationsabhangig Apoptose in
den Tumorzellen, wobei es ebenfalls in niedrigeren Konzentrationen aktiv war als Curcu-
min. In primaren humanen PBMCs wies Deketencurcumin hingegen eine geringere Zyto-
toxizitat als Curcumin auf. Verglichen mit Curcumin beobachteten auch Cen et al. (2009)
verstarkte zytotoxische Effekte von Deketencurcumin auf humane Colonkarzinomzellen,
aber geringere auf primare humane Fibroblasten. Quincoces Suarez und Kollegen (2010)
testeten die Zytotoxizitdt von Deketencurcumin gegen humane Darmkrebszellen bzw.
murine B16F10 Melanomzellen und wiesen eine spezifische Aktivitat von Deketencurcu-
min gegen humane Colonkarzinomzellen nach. Diese Resultate lassen auf eine spezifi-
sche Zytotoxizitdt von Deketencurcumin gegen Tumorzellen, insbesondere des Darms,
schlieBen. Kunwar et al. (2008) beschreiben eine verstarkte Aufnahme von Curcumin
durch Tumorzellen verglichen mit normalen Zellen. Die Autoren fuhrten dies auf Unter-
schiede in der Lipid- und Proteinzusammensetzung der Zellmembran zurtick (Kunwar et
al., 2008). Moglicherweise kann Deketencurcumin noch effizienter an die Zellmembranen
von Tumorzellen binden und weist infolgedessen eine héhere und spezifischere Toxizitat
als Curcumin auf.

Abschlieend wurde im Zusammenhang mit den Untersuchungen zu den zyto-
toxischen Effekten von Deketencurcumin Zellzyklusanalysen durchgefiihrt. In diesen Ex-
perimenten konnte erstmalig gezeigt werden, dass Deketencurcumin in B78H1 Melanom-
zellen einen G2-Arrest induziert. Eine p53-abhangige Induktion des G2-Arrests wurde
ebenfalls fir Curcumin und andere Curcuminderivate beschrieben (Luthra et al., 2009; Liu
et al., 2012).



Diskussion 71

5.2. Effekte von diatischem Curcumin auf Melanome

Aufgrund hoher Rezidivraten und der Entstehung von Resistenzen besteht ein grof3er
Bedarf an Alternativen zu den bestehenden Therapien des malignen Melanoms. Krebs
zeichnet sich durch ein unkontrolliertes Wachstum entarteter Zellen aus und die Inhibition
des Tumorwachstums ist ein zentrales Ziel in der Krebstherapie (Hanahan und Weinberg,
2011). Curcumin ist fur seine anti-proliferative Aktivitat bekannt. In mehreren Studien wur-
de zudem gezeigt, dass Curcumin Entziindungsreaktionen vermindert und der Entstehung
von Tumoren in der Haut vorbeugt. Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit
wurde daher der Einfluss von diatischem Curcumin auf Pathomechanismen des malignen
Melanoms in der Maus untersucht. Hierbei stand die Analyse des miRNA-Netzwerkes im
Mittelpunkt.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Tumoren wurden als Tumorzellspharoide
in die Ruckenhautkammer von Mausen transplantiert oder durch Injektion von Zellen in
die Flanke erzeugt. Da diese Ansatze keine Transformation von normalen Zellen in Tu-
morzellen (Tumorinitiation) beinhalteten, sind die vorliegenden Ergebnisse weniger fir die
primare Krebspravention, als fur die Tumortherapie und sekundare Pravention von Inter-
esse. Aufgrund der begrenzten Studiendauer wurde zudem eine hohe Curcumin-Dosis
verabreicht, die etwa viermal so hoch war, als in vergleichbaren in vivo Studien (Limtrakul
et al.,, 1997; Kumar et al., 2012). Die verabreichte Menge an Curcumin entsprach damit
einer therapeutischen Dosis. Um die chemopraventiven Eigenschaften von Curcumin zu
untersuchen, sollten niedrig-Dosis-Versuche Uber einen langeren Zeitraum durchgefuhrt
werden, die eine Tumorinitiation von gesunden Zellen durch chemische oder radioaktive
Noxen einschlief3en.

Der Effekt von oral appliziertem Curcumin auf Tumorspharoide wurde in der vor-
liegenden Arbeit zuerst im Rickenhautkammermodell der C57BL/6 Maus untersucht.
Dieses Modell ist flr verschiedene Nager etabliert und gestattet die repetitive Untersu-
chung transplantierter Gewebe und implantierter Biomaterialien (Menger, 2002; Laschke,
2007). Dabei kénnen Uber 14 Tage hinweg kontinuierlich Verlaufsdaten zu Tumorwachs-
tum und -vaskularisierung erfasst (Menger et al., 2002). Weiterhin wurde die Wirkung von
didtischem Curcumin auf das Tumorwachstum und das tumorale miRNA-Profil im Flan-
kenmodell in C57BL/6 Mausen untersucht. Repetitive Untersuchungen mit hochauflésen-
dem Ultraschall erméglichten auch hier eine kontinuierliche Aufzeichnung der Tumor-
grofke. Im Flankenmodell konnten der Beobachtungszeitraum und die Zeitspanne, in der
die Curcumin-Diat verabreicht wurde, um 14 Tage verlangert werden. AuRerdem konnte
genug Probenmaterial flr Micro-Array-, Western Blot- sowie immunhistochemische Ana-

lysen gesammelt werden.
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In den hier dargestellten Experimenten wurde nachgewiesen, dass die Curcumin-
Diat sowohl im Ruckenhautkammer- als auch im Flankenmodell das Tumorwachstum
deutlich reduziert. Die verringerte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in den
Rickenhautkammertumoren bzw. von PCNA in den Flankentumoren bestétigte die anti-
proliferative Wirkung der Curcumin-Diat. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen, welche die proliferationshemmende Wirkung von Curcumin in
verschiedenen Hautkrebsmodellen aufzeigen. Limtrakul et al. (1997) demonstrierten zum
Beispiel den chemopraventiven Effekt von 1 % diatischem Curcumin gegen 7,12-Dime-
thylbenz[alanthracene-induzierte Hauttumoren Uber einen Zeitraum von 26 Wochen. Die
Curcumin-Behandlung reduzierte die Anzahl der erkrankten Tiere um etwa 10 % und das
mittlere Tumorvolumen um mehr als 80 %. Odot und Kollegen (2004) zeigten an einem
Flankenmodell mit Doxorubicin-resistenten B16R Melanomzellen die inhibitorische Wir-
kung von 25 mg/kg i.p. appliziertem Curcumin. Auch fur Plattenepithelkarzinomzellen ist
die proliferationshemmende Wirkung von Curcumin (15 mg/kg KG p.o.) nachgewiesen
(Phillips et al., 2011).

Zusatzlich deutete die verringerte Expression von Bcl-2 im aktuellen Flanken-
modell auf pro-apoptotische Effekte der Curcumin-Diat hin. Eine Induktion der Apoptose
wurde in den Rickenhautkammertumoren anhand einer Farbung gegen cleaved-
Caspase-3 analysiert, wobei keine signifikanten Unterschiede gefunden wurden. Auch
wenn andere Arbeitsgruppen die Induktion von Apoptose Gber Caspase-3 als einen Wirk-
mechanismus von Curcumin identifizierten, trug diese im Rickenhautkammermodell nicht
wesentlich zur Reduktion des Tumorvolumens bei (Kumar et al., 2012; Thakkar et al.,
2013). Die Tumorgrofle wurde hier vornehmlich durch eine Inhibition der Zellproliferation
verringert.

Nach Hanahan und Folkman (1996) erfordert die Proliferation von Tumoren ab
einer Grolke von 0,4 ym das Wachstum neuer BlutgefalRe (Neoangiogenese), um die
Versorgung der Tumorzellen zu gewahrleisten. Die Inhibition der Neoangiogenese ist ein
weiterer Ansatz in der Krebstherapie (Hanahan und Folkman, 1996). Curcumin und
synthetische Curcuminderivate wurden auch als anti-angiogene Substanzen beschrieben,
die z.B. eine signifikante Hemmung der Angiogenese in der Mauscornea oder B16F10-
Melanomen induzieren (Arbiser et al., 1998; Leyon und Kuttan, 2003). Eine Reduktion der
vaskularen Dichte durch Curcumin ist ebenfalls fur kolorektale Tumoren und Melanom-
metastasen bekannt (Kunnumakkara et al., 2009; Chen et al., 2011).

Im hier dargestellten Rickenhautkammermodell konnte etwa 7 Tagen nach Trans-
plantation der Tumorspharoide ein erster Riickgang in der Mikrogefadichte nachgewie-
sen werden. Dies dokumentierte einen frihen inhibitorischen Effekt der Curcumin-Diat auf

die Tumoren. Immunhistochemische Endpunktanalysen belegten zudem eine signifikante
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Reduktion der mikrovaskularen Dichte anhand immunhistochemischer Farbungen gegen
CD31. Im Gegensatz hierzu fand sich im Flankenmodell keine signifikante Reduktion der
mikrovaskularen Dichte. Dies bedeutet nicht zwingend, dass eine reduzierte Wirksamkeit
der Diat oder eine Adaption der Tumoren vorliegt. Vielmehr kénnte sich die Zahl der
Tumorzellen in direkter Relation zum Verlust des unterstitzenden BlutgefalRnetzwerkes
verringert haben, so dass die mikrovaskulare Dichte konstant blieb. Dieser Effekt wurde
als shrink-to-fit-theory von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (Hlatky et al.,
2002; Nico et al., 2008). Hierfur spricht auch die beobachtete, starke Hemmung der
Tumorzellproliferation. Um aufzuklaren, ob zentrale Mechanismen in der Angiogenese
durch eine verlangerte Curcumin-Diat gehemmt werden, kénnte zusatzlich die Expression
von endothelialen Wachstums- und Transkriptionsfaktoren wie VEGF oder HIF-1a Uber-
pruft werden. Die Reduktion dieser angiogenen Faktoren durch Curcumin ist flr verschie-
dene humane Krebszelllinien sowie Lungen- und Lebertumoren in Nagern bereits be-
schrieben (Thomas et al., 2008; Tung et al., 2011; Huang et al., 2013).

MiRNAs regulieren etwa die Halfte aller Gene und spielen eine zentrale Rolle in
der Tumorgenese (Esquela-Kerscher und Slack, 2006). Daher werden miRNAs als viel-
versprechende therapeutische Targets und potentielle Biomarker flr Krebserkrankungen
angesehen (Fichtlscherer et al., 2011). MiRNAs wurden ebenfalls im Rahmen der Pro-
gression maligner Melanome als de-reguliert beschrieben (Sand et al., 2012; Xu et al.,
2012).

In der vorliegenden Dissertation konnte demonstriert werden, dass die Einnahme
von Curcumin das globale Expressionsprofil der miRNA in Melanomen modifiziert. Basier-
end auf den Expressions-Daten der miRNAs aus einer Hochdurchsatz Array-Analyse der
Tumoren wurde eine hierarchische Clusteranalyse (complete linkage hierarchical cluster-
ing) durchgeflhrt. Die Clusteranalyse zeigte, dass beruhend auf der jeweiligen Diat eine
Zuordnung der biologischen Replikate in zwei Gruppen mdglich ist. Auf diese Weise
wurde die grundlegende Anderung des tumoralen miRNA-Profils durch didtisches Cur-
cumin veranschaulicht. Auch fir andere Nahrungsmittel, wie Spinat oder Knoblauch,
wurde der Einfluss spezieller Diaten auf die Expression anti-proliferativer und anti-
inflammatorischer miRNAs in Biopsien von Darmtumoren bzw. infiziertem Darmgewebe
nachgewiesen (Al-Quraishy et al., 2011; Parasramka et al., 2012). Diese und weitere
Studien demonstrierten, dass Nahrstoffe die miRNA-Profile im Gewebe verandern und sie
als pradiktive Biomarker fiir das Ansprechen auf pflanzliche und synthetische Tumorthera-
peutika dienen kénnen (Ohuchida et al., 2011; |zzotti et al., 2012).

Die top ten der signifikant durch die Curcumin-Diat hochregulierten miRNAs bein-
halteten mmu-miR-205-5p, mmu-miR-205-3p und mmu-miR-142-5p. Unter den am stark-

sten in der Expression reduzierten miRNAs befand sich mmu-miR-130b-3p. In silico
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Target-Analysen und die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen deuteten auf eine hohe Re-
levanz dieser miRNAs im Rahmen der anti-kanzerogenen Wirkung von Curcumin hin. Aus
diesem Grund wurden die Expressionslevel dieser miRNAs in den Tumoren zuséatzlich
durch gqRT-PCR bestatigt. Die Expression von mmu-miR-130b-3p durch die Curcumin-
Diat signifikant reduziert. Die korrespondiere hsa-miR-130b-3p wurde in Patientenproben
des kutanen malignen Melanoms verglichen mit unverandertem Gewebe als Uberex-
premiert beschrieben (Sand et al., 2012). Weiterhin wurde flr Prostatakrebszellen eine
Uberexpression von hsa-miR-130b-3p in Kombination mit einer reduzierten Expression an
hsa-miR-205 und hsa-miR-222 beobachtet (Jung et al., 2010). Auch in Tumoren des
Endometriums und des Darmes wurde eine Hochregulation der hsa-miR-130-3b beschrie-
ben, deren Uberexpression mit einer Induktion der EMT und Neoangiogenese assoziiert
ist (Colangelo et al., 2013; Li et al., 2013). Damit stellt die miR-130b ein vielversprechen-
des Target fur die Krebstherapie dar.

Mmu-miR-142-5p wurde im aktuellen Modell durch die Curcumin-Diat Uberexpre-
miert. Eine Herunterregulation der hsa-miR-142-5p ist mit einer verringerten Uberlebens-
rate bei Patienten mit Magen- bzw. Pankreaskrebs assoziiert und wird als prognostischer
Marker diskutiert (Ohuchida et al., 2011; Zhang et al., 2011). Eine Vorhersage putativer
Targets flr hsa-miR-142-5p umfasste verschiedene Wachstumsfaktoren, Rezeptoren flr
Wachstumsfaktoren sowie die Onkogene KIT und VAV3 (s. Datenbank mirbase (Griffiths-
Jones S, 2006)). Weitere Zielproteine dieser miRNA fanden sich in den Signalwegen
verschiedener Krebsarten sowie der Melanogenese (s. Datenbank DianalLab (Reczko M,
2012)).

MiR-205 wurde in der vorliegenden Arbeit ein besondere Bedeutung beigemessen,
da sie durch die Curcumin-Diat 135-fach hochreguliert wurde und eine verminderte Ex-
pression dieser miRNA mit der Progression von Melanomen assoziiert ist (Liu et al., 2012).
Ebenso wie die, den top ten zugehodrigen, miR-146b-5p, -140-5p, -140-3p, -211-5p und -
1224-5p, liegt die miR-205 in unterschiedlichen Krebsarten entweder Uber- oder unterex-
premiert vor (lorio et al., 2007; Hurst et al., 2009; Lin et al.,, 2011; Tan et al., 2011;
Geraldo et al., 2012; Liu et al.,, 2012; Mosakhani et al., 2012; Noguchi et al., 2013).
Nogushi et al. (2013) zahlten die in caninen und humanen Melanomen unterexprimierte
miR-205 jedoch zu den wichtigsten der anti-kanzerogenen miRNAs. Sie konnten belegen,
dass die Uberexpression von miR-205 das Wachstum von humanen Melanomzellen in
vitro und in vivo (Xenografts in Mausen) inhibiert, wobei die Expression von E2F1, VEGF
und BCL-2 reduziert wird (Noguchi et al., 2013). Dar und Kollegen (2011) bringen die
tumorsuppressive Aktivitdt von miR-205 in Melanomzellen vor allem mit einer verminder-
ten Expression der Transkriptionsfaktoren E2F1 und E2F5 und der nachgeschalteten
AKT-Signaltransduktionskaskade in Verbindung (Dar et al., 2011). Die miR-205 liegt in
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malignen Melanomzellen, verglichen mit benignen, 100-fach unterexpremiert vor, so dass
sie sich als prognostischer Marker von Melanomen eignet (Xu et al., 2012). Die Expres-
sion von hsa-miR-205 ist ebenfalls in Krebszellen anderer Entitaten reduziert und wurde
als Marker fur die Aggressivitat der Erkrankung diskutiert (Vera et al., 2013; Verdoodt et
al., 2013; Wang et al., 2013). MiR-205-5p und -3p spielen Uberdies eine zentrale Rolle in
der Umkehrung der EMT in Tumorzellen (Gregory et al., 2008; Greene et al., 2010). Die
Expressionssteigerung der miR-205 ist ein Schllsselfaktor in der Reversion der EMT und
tragt wahrscheinlich zur anti-kanzerogenen Aktivitdt von Curcumin bei. Bezuglich der
Regulation von miR-205 ist bekannt, dass das Gen auf Chromosom 1q (1932.2) lokalisiert
ist. Dem miR-205-Gen ist ein Promotorbereich vorgeschaltet, der unter anderem in Bla-
senkrebs als hypermethyliert beschrieben wurde. Dies fihrt zur epigenetischen Stumm-
schaltung der miRNA-205 (s. Datenbank: http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/; (Wiklund et
al., 2011)). Shu et al. (2011) wiederum zeigten, dass Curcumin als DNA-Methyltrans-
ferase-Inhibitor agiert. Auf diese Weise wurden hyper-methylierte Promotorbereiche z.B.
in Prostatakrebszellen de-methyliert, was zur erneuten Expression vormals stummge-
schalteter Gene flihrt (Shu et al., 2011). Dies kdnnte auch ein méglicher Mechanismus zur
Wiederherstellung der Expression von miR-205 durch Curcumin in den Flankentumoren
sein.

Einige der am starksten in ihrer Expression veranderten miRNAs wurden, vergli-
chen mit den Vorarbeiten anderer Gruppen, unerwartet durch die Curcumin-Diat reguliert.
Die vorliegenden Daten belegten z.B. eine deutliche Hochregulation der mmu-miR-221-3p
und -222-3p in den Tumoren Curcumin-behandelter Tiere. Die Uberexpression dieser
miRNAs ist mit der Progression von Melanomen, Brustkrebs und Glioblastomen assoziiert,
wobei die Expression des Zellzyklus-Regulators p27 (Kip1) verringert und die Zellproli-
ferationsrate gesteigert ist (Mercatelli et al., 2008; Liu et al., 2012). Mehrere Arbeits-
gruppen bringen die Uberexpression von miR-211 auRerdem mit der Progression von
Melanomen in Verbindung (Mazar et al., 2010; Sakurai et al., 2011; Xu et al., 2012). Die
Uberexpression von mmu-miR-221, -222 und -211 nach oraler Curcumin-Applikation kén-
nte das Resultat einer Rlckkopplungsreaktion der Tumorzellen sein, mit der diese auf die
Therapie reagieren. MiRNAs sind Teil eines komplexen regulatorischen Netzwerkes,
deren Expression abhangig von der Zellatiologie und dem experimentellen Aufbau sind
(Lu et al., 2005; Gurtan und Sharp, 2013). So wurde zum Beispiel eine reduzierte Expres-
sion von miR-21 in humanen Pankreas-, Osophagus- und Prostatakrebszellen nach einer
Behandlung mit Curcumin beschrieben (Ali et al., 2010; Bao et al., 2011; Bao et al., 2012;
Subramaniam et al., 2012). Sun und Kollegen (2008) fanden jedoch eine leichte Hoch-
regulation der miR-21 nach einer Inkubation von humanen Pankreaszellen mit Curcumin,

vergleichbar mit den hier vorgestellten Ergebnissen. In den Versuchen wurden nicht nur
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verschiedene Zelllinien, sondern auch unterschiedliche Curcumin-Konzentrationen und
Inkubationszeiten getestet. Ein weiterer Grund flur widerspruchliche Ergebnisse kdnnte
eine Uberlappung der regulatorischen Aktivitét verschiedener miRNAs, aufgrund einer
hohen Sequenzkomplementaritat fir dasselbe Target, sein. In den hier gezeigten Ergeb-
nissen trifft dies wahrscheinlich fur die Regulation von E2F1 bzw. PCNA zu. Des Weiteren
ist fur einige miRNAs beschrieben, dass diese die Translation von Targets hochregulieren,
wenn die Zellen sich im Zellzyklusarrest befinden. In proliferierenden Zellen hemmen
hingegen die dieselben miRNAs ihre Targets (Vasudevan et al., 2007). Sowohl let-7 als
auch miR-34 kdnnen, je nach Zellzyklusphase, pro- oder anti-apoptotisch wirken (Gurtan
und Sharp, 2013). Da die Curcumin-Diat in den hier durchgeflihrten Experimenten die
Tumorzellproliferation deutlich inhibierte, wurde ein heterogenes miRNA-Profil erfasst,
dass sich sowohl aus proliferierenden als auch aus ruhenden Zellen zusammensetzte.
Die komplexe Regulation des miRNA-Netzwerkes kann also zu augenscheinlich wider-
spriichlichen und vielschichtigen Ergebnissen fiihren, deren Uberpriifung eine technische
Herausforderung darstellt (Gurtan und Sharp, 2013). Obwohl die orale Gabe von Curcu-
min in der Gesamtbilanz tumor-suppressiv wirkt, sollte daher der Effekt jeder einzelnen
miRNA auf das Tumorwachstum verifiziert werden. Da dies im Rahmen dieser Arbeit nicht
bewerkstelligt werden konnte, wurde die Expression validierter miRNA-Targets nachfol-
gend nur flr eine ausgewahlte miRNA Uberpruft.

Um die biologische Signifikanz der Anderung des tumoralen miRNA-Profils durch
die Curcumin-Diat zu beurteilen, wurden potentielle Targets in zellullaren Signalwegen mit
Hilfe der Internetanwendung ,GeneTrail* ermittelt. Hierflr wurde jeweils eine ORA fur alle
86 durch die Curcumin-Diat hochregulierten miRNAs, und eine fur die 61 herunterregu-
lierten miRNAs durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden zelluldre Signalwege identifiziert, in
denen die regulierten Targets Uberreprasentiert vorlagen und die mit hoher Wahrschein-
lichkeit durch die Curcumin-Diat beeinflusst wurden. Vorhergesagte Targets der von
Curcumin induzierten miRNAs befanden sich in unterschiedlichen metabolischen Signal-
wegen, wie dem Insulin-Signalweg, oder waren mit der Koronaren Herzkrankheit und
verschiedenen Neuropathologien assoziiert. Dies indizierte eine potentielle Rolle fir Cur-
cumin zur Kontrolle des Metabolischen Syndroms. Putative Targets der durch Curcumin
hochregulierten miRNAs akkumulierten z.B. in den KEGG Signalwegen der O-Glykan-Bio-
synthese, der Proteinreifung im endoplasmatischen Retikulums sowie in verschiedenen
Krebs-assoziierten Signalwegen. Zusétzlich wurde eine Uberreprasentation z. B. fiir die
Stichworte “zellulare Proliferation”, “Zelltod” und “Regulation der Apoptose” in der Gene
Ontology gefunden. Putative Ziele der durch Curcumin herunterregulierten miRNAs akku-
mulierten hauptsachlich in den Signalkaskaden “mTOR” und “ErbB” und Krebs-assozi-

ierten Signalwegen. Die Akkumulation putativer Targets in diesen Signalwegen spricht fiir
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eine entscheidene Rolle der miRNA-Regulation in der anti-kanzerogenen Aktivitat von
Curcumin.

Im Anschluss an die in silico Target-Analysen wurde die Expression sowohl
putativer als auch bereits validierter Targets der mmu-miR-205-5p im Western Blot-
Verfahren Uberpruft. Diese Targets schlossen neben CD31 auch den Transkriptionsfaktor
E2F1, der unter anderem die Expression von PCNA steuert, anti-apoptotisches Bcl-2
sowie den Rezeptor ErbB3 fir Wachstumsfaktoren ein. In den Tumoren der Curcumin-
behandelten Tiere lag die Expression von Bcl-2 signifikant reduziert vor (P<0,05). Die Ex-
pression des Targets E2F1 hingegen wurde nicht nachweislich durch die Curcumin-Diat
beeinflusst. Die Datenbank TargetScan (http://www.targetscan.org/mmu_50/) gibt neben
miR-205 auch mmu-miR-20a und -b als potentielle Regulatoren von E2F1 an. Diese wur-
den in den aktuellen Daten durch die Behandlung mit Curcumin signifikant herunterregu-
liert (s. Anhang, Tab. 9). Die Curcumin-Diat regelte in diesem Falle also potentielle Effek-
toren des Transkriptionsfaktors E2F1 auf gegenteilige Weise. Im Folgenden wurde auch
der Gehalt an PCNA Uberprift, dessen Expression durch den Transkriptionsfaktor gesteu-
ert wird. Interessanterweise war PCNA signifikant in den Tumoren der Curcumin-behan-
delten Tiere reduziert (P<0,05). Dies deutet darauf hin, dass PCNA auch durch weitere
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. die miR-205-regulierten E2F3 oder E2F5, beeinflult oder
durch andere miRNAs reguliert wird. Hierfir kdme z.B. die durch Curcumin Uberexpre-
mierte mmu-miR-222 in Frage, die ein potentieller Regulator von PCNA ist.

Ein weiteres validiertes Target von mir-205-5p stellt ErbB3 dar (Wang et al., 2013).
ErbB3 gehort zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen und leitet als Heterodimer mit ErbB2 bzw.
ErbB4 Signale zur Zelldifferenzierung, Proliferation sowie Migration weiter (Buac et al.,
2009; Choi et al., 2012). Daher stellen diese Rezeptoren attraktive Targets in der Krebs-
therapie dar (Burgess, 2008). Sowoh| die Amplifikation des kodierenden Gens, als auch
die Uberexpression des Rezeptors, sind fiir Krebsarten unterschiedlicher Atiologie, wie
z.B. der Brust, Blase oder Prostata, beschrieben (Greene et al., 2010; Koumakpayi et al.,
2010; Choi et al.,, 2012). Auch im Melanom spielt ErbB3 eine zentrale Rolle in der
Induktion der Proliferation, EMT und der Tumorevasion gegen Kinase-Inhibitoren (Buac et
al., 2009; Abel et al., 2013). Die Expression von ErbB3 wurde in den hier beschriebenen
Experimenten mittels Western Blot-Analyse untersucht. In den Kontrolltumoren fand sich
ein schwaches Signal bei etwa 180 kDa, was dem phosphorylierten Monomer ErbB3 in
seiner aktivierten Konfiguration entspricht. In den Curcumin-behandelten Tumoren war
dieses Signal nicht erkennbar, sondern ein starkeres bei etwa 250 kDa, welches mit dem
dimerisierten Rezeptor Ubereinstimmt. Eine Heterodimerisierung mit ErbB1, 2 oder 4
wilrde mit einer Signaltransduktion und einer potentiellen Induktion der Proliferation ein-

hergehen (Baselga und Swain, 2009). Die Heterodimerisierung des Rezeptors ware in
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diesem Falle ein Hinweis auf eine mdgliche Evasion des Tumors gegenuber der Therapie
mit Curcumin. Eine Homodimerisierung, die ebenfalls zu einer Intensivierung des Western
Blot-Signals bei 250 kDa fiihren wirde, ware hingegen ein Zeichen fir die therapeutisch
angestrebte Blockade der Signalkaskade, da ErbB3 selbst keine Kinase-Aktivitat besitzt
(Baselga und Swain, 2009). Um dies zu untersuchen, sollte eine mdgliche Co-Expression
von ErbB3 mit ErbB1, 2, bzw. 4 sowie die Aktivitat von nachgeschalteten MAP-Kinasen in
den Tumoren Uberprift werden. Da diese funktionellen Analysen im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefihrt wurden, bleibt offen, ob Curcumin in diesem Modell zu einer Deakti-
vierung der ErbB-Signalkaskade flihrte oder nicht.

Neben der biologischen Bedeutsamkeit der miRNA-Regulation durch Curcurmin
stellte sich auch die Frage nach einer Ubertragbarkeit dieser Resultate auf andere Tumor-
entitdten sowie Tumorerkrankungen im Menschen. Wie schon beschrieben wurden die
stark regulierten miRNAs mmu-miR-205-5p, -3p, mmu-miR-142-5p und mmu-miR-130b-
3p aufgrund ihrer Relevanz auch flr andere Tumorerkrankungen als das maligne Mela-
nom, wie Brust- und Pankreaskrebs, ndher untersucht. Um die Translation auf weitere
Melanomzellen zu Uberprifen, wurden die Expressionsniveaus dieser miRNAs in murinen
B78H1, humanen SK-Mel-28 und humanen MeWo Zellen nach einer Inkubation mit
Curcumin Uberprtift. In den hier durchgefihrten Experimenten induzierte Curcumin hdhere
Expressionslevel dieser miRNAs in B78H1 und SK-Mel-28 Zellen. Entsprechend den An-
gaben von Smalley et al. (2008) tragen SK-Mel-28 Zellen homozygot eine BRAF V600E
Mutation, wie sie in etwa 50 % aller kutanen Melanome zu finden ist. Diese flihrt zur
konstitutiven Aktivierung des mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweges und
damit zu einer unkontrollierten Zellproliferation (Smalley et al., 2008; Sosman et al., 2012).
Aufgrund der schnell auftretenden Resistenzen maligner Melanome gegen spezifische
Kinase-Inhibitoren wie Ipilimumab wird von Kudchadkar et al. (2012) eine Kombinations-
therapie mit unterschiedlichen Inhibitoren vorgeschlagen. Als pan-Kinase-Inhibitor stellt
Curcumin einen moglichen Kandidaten hierfir dar (Shehzad et al., 2013). Auch die ver-
gleichbare Regulation der relevanten miRNAs in B78H1 und SK-Mel-28 Zellen deutet auf
einen potentiellen Nutzen von Curcumin fir die Therapie humaner Melanome hin.

Die ebenfalls in den aktuellen Versuchen getesteten humanen MeWo Zellen rea-
gierten dagegen nur schwach auf die Inkubation mit Curcumin. MeWo Zellen leiten sich
von Lymphknotenmetastasen von Melanomen ab. Es wurde gezeigt, dass das miRNA
Profil primarer Melanome sich von metastatischen unterscheidet, was eine Erklarung fir
Unterschiede in der Regulation der miRNAs durch Curcumin in den verschiedenen Zell-

linien sein kénnte (Poliseno et al., 2012; Sand et al., 2012).
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5.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Studienabschnitt dieser Arbeit, wurde getestet, welche Effekte pyrolytische
Prozesse auf Curcumin haben. Die hierbei entstandenen Pyrolyseprodukte wiesen eine
starkere Hydrophilie, verbesserte Aufnahme durch Tumorzellen und erhéhte intrazellulare
Stabilitat auf. Der Einfluss von Fetten auf die pyrolytische Zersetzung von Curcumin war
gering. Es konnte gezeigt werden, dass Fette hierbei die Entstehung anti-oxidativer
Dimere verhindern. Pyrolysiertes Curcumin und speziell das Derivat Deketencurcumin,
welches zum ersten Mal aus pyrolysierten Proben isoliert wurde, zeigten eine verstarkte
anti-kanzerogene Aktivitat verglichen mit Curcumin. Dies Iasst darauf schlie3en, dass eine
haushaltibliche Verarbeitung durch Kochen die anti-kanzerogenen Effekte von Curcumin
verbessert (Abb. 38).
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Abb. 38: Verbesserung der anti-kanzerogenen Aktivitédt von Curcumin durch pyrolytische Prozesse.

Diese Hypothese soll in zuklnftigen in vivo Studien untersucht werden. In diesen soll das
Hauptprodukt der Pyrolyse, Deketencurcumin, als Futterzusatz verabreicht und der Effekt
auf das Tumorwachstum in der Maus Uberprift werden. Des Weiteren soll ein méglicher
kausaler Zusammenhang zwischen der anti-kanzerogenen Wirkung von Deketencurcumin
und der Regulation der miR-205 analysiert werden.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde zum ersten Mal ein regulativer Effekt von
diatischem Curcumin auf das miRNA-Profil transplantierter muriner Melanome nachge-
wiesen. Es wurde sowohl die Expression von Oncomiren als auch von anti-kanzerogenen
miRNAs modifiziert. Hierbei muss die 135-fache Hochregulation der miRNA-205 durch
Curcumin hervorgehoben werden, da die Repression der miRNA-205 in der molekularen
Pathogenese des malignen Melanoms eine zentrale Rolle spielt. Target-Analysen beleg-
ten zudem eine Verminderung der Zellproliferation und Zellviabilitdt durch die Curcumin-
Diat (Abb. 39).
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Um die Signifikanz dieser Resultate zu belegen, soll die am starksten induzierte
miRNA, mmu-miR-205-5p, in Folgeuntersuchungen gehemmt werden. Daraufhin sollen
die anti-proliferativen Effekte von Curcumin erneut Gberprift werden. Ein weiterer Fokus
soll auf einer moglichen Reversion der EMT liegen, die anhand der Expression von E-

cadherin oder der ErbB-Signalkaskaden als Marker Gberprtft werden kann.
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Abb. 39: Potentielle Rolle Curcumin-induzierter miRNAs in der anti-kanzerogenen Aktivitat von
didtischem Curcumin.

Tumorgenese

Obwonhl die krebshemmenden Effekte von Curcumin und Curcuminderivaten bereits viel-
fach beschrieben wurden, wird dieses pflanzliche Polyphenol nicht in der Tumortherapie
eingesetzt. Dies liegt vor allem an der geringen Bioverfugbarkeit, die den Einsatz vergli-
chen mit potenteren Chemotherapeutika wenig erfolgversprechend macht. Es ist aller-
dings bekannt, dass Curcumin bzw. Curcuminderivate in Kombination mit zugelassenen
Chemotherapeutika deren Potenz erhéhen (Ali et al., 2010; Bayet-Robert et al., 2010).
Eine mdégliche Senkung der chemotherapeutischen Dosis ware hierbei mit einer Steige-
rung der Lebensqualitat der Patienten verbunden. Da Curcumin auf mehreren Ebenen
anti-kanzerogen wirkt, wird auch die Wahrscheinlichkeit der Entstehung resistenter Tumo-
ren vermindert. Zudem verdeutlichen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass oral verab-
reichtes Curcumin molekulare Pathomechanismen in Tumoren, wie das miRNA-Netzwerk,
reguliert. Aufgrund des hohen Konservierungsgrades der miRNAs zwischen den Spezies,
zeigen die hier im Mausmodell erhobenen Daten durchaus Relevanz fir die Humanmedi-
zin (lzzotti et al., 2012). Aus diesen Grinden ware ein kombinatorischer Einsatz von Cur-
cumin bzw. potenteren Curcuminderivaten, wie Deketencurcumin, mit bewahrten Chemo-

therapeutika vielversprechend.
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10. Anhang

Normalisierte Expressionsdaten der tumoralen miRNAs

Diese Tabelle listet alle durch Curcumin signifikant regulierten miRNAs aus B78H1
Tumoren auf, wie sie mit dem Sure Print G3 miRNA V17.0 Microarray Chip (Agilent
Technologies) basierend auf miRBase 17.0 detektiert wurden. Dargestellt sind jeweils die
Medianwerte der exprimierten miRNA flir Curcumin-behandelte und Kontrolltiere, die
Differenz als Alog Median sowie der adjustierte f-test (t-test adjp.), die area under the

curve (AUC) und Anderung bezogen auf Curcumin als n-facher Median.

Tab. 9: Signifikante differentielle Expression tumoraler miRNAs nach Curcumin-Diét

miRNA Median Median Alog t-testadjp AUC n-facher
Curcumin  Kontrolle Median Median
mmu-miR-211-5p 4,212 9,371 -5,158 0,039 0,929 0,028
mmu-miR-3096-5p 5,063 7,549 -2,486 0,013 1,000 0,178
mmu-miR-711 0,894 3,068 -2,174 0,016 0,976 0,222
mmu-miR-466h-5p 3,671 5,799 -2,128 0,049 0,905 0,229
mmu-miR-130b-3p 6,166 8,210 -2,044 0,013 0,952 0,242
mmu-miR-3082-5p 8,102 10,146 -2,044 0,036 0,929 0,242
mmu-miR-1199-5p -1,292 0,646 -1,938 0,023 1,000 0,261
mmu-miR-669b-5p 3,933 5,701 -1,768 0,049 0,905 0,294
mmu-miR-1187 7,819 9,564 -1,745 0,049 0,905 0,298
mmu-miR-1224-5p 9,522 11,266 -1,744 0,010 0,976 0,299
mmu-miR-301b-3p 2,561 4,279 -1,718 0,008 0,976 0,304
mmu-miR-574-5p 9,181 10,831 -1,650 0,040 0,929 0,319
mmu-miR-18a-5p 6,327 7,949 -1,622 0,009 0,952 0,325
mmu-miR-3057-5p 1,310 2,879 -1,569 0,015 1,000 0,337
mmu-miR-5109 11,480 13,038 -1,558 0,019 0,940 0,340
mmu-miR-2137 6,911 8,411 -1,501 0,026 1,000 0,353
mmu-miR-5103 2,869 4,361 -1,492 0,024 1,000 0,356
mmu-miR-3096b-5p 3,706 5,149 -1,443 0,016 1,000 0,368
mmu-miR-20a-5p 9,093 10,505 -1,411 0,025 0,976 0,376
mmu-miR-362-5p 3,882 5,234 -1,352 0,021 0,952 0,392
mmu-miR-2861 8,165 9,500 -1,335 0,019 1,000 0,396
mmu-miR-188-5p 6,911 8,227 -1,316 0,027 1,000 0,402
mmu-miR-5097 10,512 11,799 -1,287 0,019 0,929 0,410
mmu-miR-5105 8,210 9,455 -1,246 0,036 0,905 0,422

mmu-miR-714 4,085 5,323 -1,238 0,023 0,952 0,424
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miRNA

mmu-miR-211-5p
mmu-miR-3096-5p
mmu-miR-711
mmu-miR-532-5p
mmu-miR-2182
mmu-miR-19b-3p
mmu-miR-1306-3p
mmu-miR-129-5p
mmu-miR-362-3p
mmu-miR-326-3p
mmu-miR-128-3p
mmu-miR-20b-5p
mmu-miR-3960
mmu-miR-19a-3p
mmu-miR-680
mmu-miR-5131
mmu-miR-5126
mmu-miR-3095-3p
mmu-miR-25-3p
mmu-miR-324-5p
mmu-miR-1901
mmu-miR-500-3p
mmu-miR-351-3p
mmu-miR-130a-3p
mmu-miR-1982-5p
mmu-miR-187-5p
mmu-miR-483-5p
mmu-miR-804
mmu-miR-290-5p
mmu-miR-760-5p
mmu-miR-1249-3p
mmu-miR-712-3p
mmu-miR-92a-3p
mmu-miR-210-3p
mmu-miR-1965
mmu-miR-5120

Median
Curcumin

4,212
5,063
0,894
6,056
2,510
9,093
4,156
1,322
5,946
3,795
5,288
7,675
10,130
6,341
4,890
3,919
11,480
3,121
8,135
6,783
3,202
7,373
4,264
10,011
5,510
1,536
4,636
2,884
4,376
2,150
5,729
1,552
8,135
8,808
1,369
2,449

Median
Kontrolle

9,371
7,549
3,068
7,280
3,715
10,249
5,288
2,385
7,002
4,819
6,311
8,683
11,122
7,315
5,789
4,811
12,343
3,921
8,927
7,553
3,961
8,119
4,996
10,702
6,191
2,185
5,284
3,519
5,006
2,777
6,338
2,151
8,723
9,363
1,896
2,954

Alog
Median

-5,158
-2,486
-2,174
-1,224
-1,204
-1,155
-1,132
-1,062
-1,056
-1,024
-1,022
-1,008
-0,993
-0,974
-0,899
-0,892
-0,863
-0,800
-0,792
-0,770
-0,759
-0,745
-0,732
-0,692
-0,681
-0,649
-0,648
-0,636
-0,630
-0,627
-0,609
-0,600
-0,587
-0,556
-0,527
-0,506

t-test adjp

0,039
0,013
0,016
0,025
0,004
0,010
0,022
0,015
0,010
0,027
0,022
0,017
0,038
0,005
0,019
0,025
0,047
0,014
0,026
0,028
0,039
0,011
0,015
0,015
0,043
0,015
0,020
0,025
0,047
0,020
0,044
0,043
0,041
0,033
0,029
0,034

AUC

0,929
1,000
0,976
0,952
1,000
0,976
0,952
0,976
0,952
0,952
0,952
0,952
0,881
0,976
0,952
1,000
0,917
1,000
0,929
0,964
0,940
0,952
0,988
0,964
1,000
1,000
1,000
0,976
0,869
1,000
0,881
1,000
0,893
0,988
0,976
0,952

n-facher
Median

0,028
0,178
0,222
0,428
0,434
0,449
0,456
0,479
0,481
0,492
0,492
0,497
0,502
0,509
0,536
0,539
0,550
0,574
0,578
0,587
0,591
0,597
0,602
0,619
0,624
0,638
0,638
0,644
0,646
0,648
0,656
0,660
0,666
0,680
0,694
0,704
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miRNA Median Median A log t-testadjp AUC n-facher
Curcumin  Kontrolle Median Median
mmu-miR-211-5p 4,212 9,371 -5,158 0,039 0,929 0,028
mmu-miR-3096-5p 5,063 7,549 -2,486 0,013 1,000 0,178
mmu-miR-711 0,894 3,068 -2,174 0,016 0,976 0,222
mmu-miR-31-3p 7,348 7,769 -0,421 0,025 0,976 0,747
mmu-miR-3060-5p 1,829 2,227 -0,398 0,049 0,929 0,759
mmu-miR-483-3p 4,357 4,702 -0,344 0,019 1,000 0,788
mmu-miR-875-5p 1,938 1,758 0,179 0,047 0,024 1,132
mmu-miR-872-3p 2,789 2,501 0,287 0,034 0,048 1,220
mmu-miR-409-5p 2,143 1,841 0,302 0,046 0,024 1,233
mmu-miR-450a-1-3p 1,367 1,042 0,325 0,047 0,048 1,253
mmu-miR-152-5p 1,784 1,437 0,347 0,044 0,095 1,272
mmu-miR-191-5p 1,849 1,486 0,363 0,033 0,024 1,286
mmu-miR-190-5p 2,128 1,748 0,380 0,019 0,024 1,302
mmu-miR-100-3p 2,301 1,903 0,397 0,014 0,000 1,317
mmu-miR-29a-5p 2,667 2,251 0,416 0,026 0,036 1,334
mmu-miR-23a-3p 11,245 10,812 0,433 0,019 0,048 1,350
mmu-miR-181c-5p 3,027 2,551 0,477 0,044 0,048 1,392
mmu-miR-23b-5p 1,184 0,689 0,494 0,006 0,000 1,409
mmu-miR-135b-5p 2,974 2,453 0,521 0,008 0,000 1,435
mmu-miR-154-3p 2,648 2,105 0,544 0,030 0,000 1,458
mmu-miR-320-3p 5,968 5,412 0,556 0,040 0,071 1,470
mmu-miR-224-5p 2,504 1,946 0,558 0,016 0,000 1,473
mmu-miR-351-5p 3,784 3,193 0,591 0,047 0,048 1,506
mmu-miR-350-3p 7,186 6,564 0,622 0,044 0,119 1,539
mmu-miR-139-5p 2,842 2,216 0,626 0,022 0,000 1,543
mmu-miR-411-5p 2,875 2,189 0,685 0,043 0,024 1,608
mmu-miR-28c 3,340 2,646 0,694 0,015 0,048 1,618
mmu-miR-802-5p 2,892 2,193 0,699 0,016 0,000 1,624
mmu-miR-125a-5p 7,904 7,196 0,708 0,013 0,000 1,633
mmu-miR-3068-3p 3,680 2,888 0,792 0,028 0,012 1,731
mmu-miR-335-5p 3,005 2,189 0,815 0,010 0,000 1,760
mmu-miR-146a-5p 6,946 6,124 0,821 0,027 0,000 1,767
mmu-miR-27b-3p 9,614 8,787 0,827 0,017 0,024 1,774
mmu-miR-151-5p 9,165 8,300 0,864 0,015 0,012 1,820
mmu-miR-99b-5p 7,207 6,317 0,890 0,008 0,012 1,853

mmu-miR-455-5p 3,900 2,999 0,901 0,022 0,071 1,868
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miRNA Median Median A log t-testadjp AUC n-facher
Curcumin  Kontrolle Median Median
mmu-miR-211-5p 4,212 9,371 -5,158 0,039 0,929 0,028
mmu-miR-3096-5p 5,063 7,549 -2,486 0,013 1,000 0,178
mmu-miR-711 0,894 3,068 -2,174 0,016 0,976 0,222
mmu-miR-542-3p 5,063 4,157 0,906 0,035 0,119 1,874
mmu-miR-223-3p 7,348 6,405 0,943 0,031 0,000 1,923
mmu-let-7e-5p 9,016 8,058 0,958 0,015 0,048 1,942
mmu-miR-218-5p 3,012 2,050 0,962 0,004 0,000 1,948
mmu-miR-24-2-5p 5,905 4,939 0,966 0,016 0,048 1,953
mmu-miR-425-5p 6,193 5,223 0,970 0,007 0,000 1,958
mmu-miR-219-5p 5,370 4,394 0,976 0,040 0,095 1,966
mmu-miR-26a-5p 10,512 9,500 1,012 0,005 0,012 2,017
mmu-miR-450b-3p 4,273 3,259 1,014 0,050 0,119 2,019
mmu-miR-222-5p 2,365 1,350 1,014 0,015 0,000 2,020
mmu-miR-24-1-5p 4,687 3,603 1,084 0,022 0,048 2,119
mmu-miR-26b-5p 8,549 7,435 1,114 0,010 0,060 2,165
mmu-miR-193b-3p 3,326 2,168 1,157 0,005 0,000 2,231
mmu-miR-29b-1-5p 4,070 2,909 1,161 0,009 0,000 2,236
mmu-miR-29¢-3p 8,960 7,762 1,198 0,005 0,000 2,294
mmu-miR-100-5p 8,401 7,192 1,209 0,016 0,048 2,311
mmu-miR-10a-5p 4,503 3,219 1,284 0,012 0,000 2,436
mmu-miR-23b-3p 10,512 9,224 1,288 0,013 0,000 2,442
mmu-miR-206-3p 6,488 5,197 1,292 0,046 0,071 2,448
mmu-miR-1839-5p 5,492 4,195 1,297 0,009 0,000 2,457
mmu-miR-183-5p 7,591 6,185 1,405 0,019 0,048 2,649
mmu-miR-34b-3p 4,450 3,037 1,413 0,022 0,048 2,664
mmu-miR-155-5p 5,311 3,881 1,430 0,010 0,000 2,695
mmu-miR-450a-5p 6,026 4,563 1,463 0,031 0,131 2,756
mmu-miR-152-3p 8,960 7,497 1,463 0,015 0,024 2,757
mmu-miR-10b-5p 4,687 3,221 1,466 0,010 0,000 2,762
mmu-miR-511-3p 5,644 4,113 1,631 0,013 0,000 2,890
mmu-miR-96-5p 8,808 7,272 1,535 0,029 0,036 2,898
mmu-miR-503-5p 7,321 5,712 1,608 0,013 0,000 3,049
mmu-miR-29a-3p 12,035 10,406 1,629 0,005 0,000 3,093
mmu-miR-148a-3p 4,432 2,639 1,793 0,004 0,000 3,464
mmu-miR-214-3p 4,503 2,662 1,842 0,010 0,000 3,585
mmu-miR-322-5p 9,850 7,985 1,866 0,005 0,012 3,644
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miRNA Median Median A log t-testadjp AUC n-facher
Curcumin  Kontrolle Median Median

mmu-miR-211-5p 4,212 9,371 -5,158 0,039 0,929 0,028
mmu-miR-3096-5p 5,063 7,549 -2,486 0,013 1,000 0,178
mmu-miR-711 0,894 3,068 -2,174 0,016 0,976 0,222
mmu-miR-125b-5p 11,382 9,514 1,868 0,003 0,000 3,651
mmu-miR-29b-3p 10,860 8,929 1,931 0,005 0,024 3,814
mmu-miR-22-5p 5,120 3,099 2,021 0,003 0,000 4,059
mmu-miR-34¢-3p 5,177 3,142 2,035 0,009 0,000 4,099
mmu-miR-199a-5p 6,488 4,449 2,040 0,015 0,000 4,112
mmu-miR-34c-5p 8,370 6,304 2,066 0,009 0,000 4,188
mmu-miR-150-5p 4,273 2,043 2,230 0,004 0,000 4,692
mmu-miR-142-3p 8,279 6,041 2,238 0,009 0,000 4,718
mmu-miR-199b-5p 9,246 7,007 2,239 0,003 0,000 4,720
mmu-miR-199a-3p 9,328 7,076 2,252 0,006 0,000 4,763
mmu-miR-34b-5p 9,127 6,864 2,263 0,006 0,024 4,801
mmu-miR-22-3p 10,644 8,322 2,322 0,006 0,024 5,001
mmu-miR-338-3p 5,982 3,550 2,432 0,003 0,000 5,397
mmu-miR-140-5p 11,614 9,148 2,466 0,004 0,000 5,524
mmu-miR-142-5p 5,998 3,362 2,636 0,005 0,000 6,217
mmu-miR-140-3p 12,133 9,400 2,733 0,003 0,000 6,647
mmu-miR-221-3p 6,327 3,592 2,735 0,004 0,024 6,658
mmu-miR-21-3p 6,327 3,546 2,782 0,003 0,000 6,877
mmu-miR-21-5p 13,762 10,925 2,838 0,028 0,048 7,148
mmu-miR-146b-5p 6,659 3,776 2,883 0,005 0,000 7,379
mmu-miR-205-3p 2,561 -0,631 3,192 0,010 0,024 9,137
mmu-miR-222-3p 5,968 2,737 3,231 0,003 0,000 9,392
mmu-miR-205-5p 10,300 3,218 7,082 0,025 0,000 135,506



