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1. Einleitung

1.1 Xanthohumol: Vorkommen und Physiologische Wirkungen

In den letzten Jahren hat das Interesse an bioaktiven und naturlichen Verbindungen
auf Grund deren potenzieller pharmakologischer Aktivitat bzw. Modulation
inflammatorischer Signalwege, u. a. bei chronischen Erkrankungen und viralen und
bakteriellen Infektionen, enorm zugenommen [1]. Hierbei wurden eine Vielzahl an in
vitro und in vivo Studien mit unterschiedlichen Substanzen durchgefihrt, und dabei
auch mit Hopfenextrakten und Hopfeninhaltsstoffen wie Xanthohumol [2]. Vor allem fur
Xanthohumol (XN), dessen Struktur erstmals 1957 von Verzele et al. identifiziert wurde
und in Abbildung 1 dargestellt ist, wurde in in vitro und in vivo Studien ein breites

Spektrum medizinisch relevanter Aktivitaten aufgezeigt [3].

Abbildung 1: Chemische Struktur von Xanthohumol [Liu et al., 2015]

Vorkommen

Der echte Hopfen (Humulus lupulus L.) zahlt zur Familie der Cannabaceae, ist eine
mehrjahrige Schlingpflanze und wird v. a. in Deutschland und den USA angebaut [2].
97% des weltweit kultivierten Hopfens werden, ausschlie3lich unter Verwendung
dessen weiblicher Blltenstande (Dolden), flr die Bierbrauindustrie genutzt und
verleihen dem Bier sein typisches Aroma und seine Bitterkeit [4]. Getrockneter Hopfen
enthalt 4-14% Polyphenole, wobei XN 0,1-1% des Trockengewichts der Dolden bildet
und somit das am meisten vorkommende prenylierte Flavonoid in den weiblichen
Blitenstdnden des Hopfens darstellt [5]. Bei Xanthohumol (2', 4', 4-trihydroxy-6'-
methoxy-3'-prenylchalcon) handelt es sich um ein prenyliertes Chalkon, welches

bislang ausschlief3lich im Hopfen nachgewiesen wurde [4].

Obwohl Bier die wichtigste Quelle fir XN bildet, sind auf Grund der wahrend des

Brauprozesses auftretenden Isomerisierung der Chalcone zu Flavonen, in diesem Fall
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Iso-Xanthohumol, und weiteren Schritten in der Bierproduktion (z. B. Fermentation und
Filtration) nur weniger als 0,2 mg XN/L in den meisten kommerziellen Bieren enthalten
[6] [5]. Um den XN-Gehalt zu erhdhen, wurden bereits verschiedene Technologien
entwickelt, wie die sog. XAN-Technologie, bei der u. a. ein XN-haltiger Extrakt 5 min
vor Ende der Woiurzekochung zugegeben wird [7], oder die Verwendung
unterschiedlicher Anteile bzw. anderer Herstellungsbedingungen des Rostmalzes [8].
Somit kédnnen auch Biere mit einer XN-Konzentration von tber 10 mg/L hergestellt

werden [4].
Bioverfligbarkeit und Sicherheit von Xanthohumol

Studien von Legette et al. (2014) stellten eine Dosis-abhangige Bioverfugbarkeit des
XN beim Menschen fest, wobei im pharmakokinetischen Profil bei einmaliger oraler
Aufnahme von 20, 60 oder 180 mg XN nach 1h und zwischen 4 und 5 h jeweils die
hochsten Konzentrationen erkennbar waren [9]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass 80 % des verabreichten XN innerhalb von 24 h Uber Fazes ausgeschieden
wurden [10]; davon stellten 11 % Metabolite dar, circa. 89 % des XN verlieRen den
Magen-Darm-Trakt unverandert [11]. Dies weist auf eine sehr niedrige
Bioverfugbarkeit von XN bei hoher Gabe hin und wird als eine wichtige Limitierung in

der XN-Forschung und -Anwendung diskutiert [12].

Mehrere Studien wiesen darauf hin, dass XN (in getesteten Dosen bis 42 yM im
Zellexperiment) sehr niedrige bis gar keine Toxizitat in humanen Fibroblasten der
Lunge und Haut sowie primaren humanen Hepatocyten aufwies, wobei eine niedrigere
Toxizitat des XN bei normalen Zellen im Vergleich zu Krebszellen in vitro beobachtet
werden konnte [13] [14] [15]. Im Mausmodell wurden auch bei taglicher Gabe von 23
mg XN/ kg Korpergewicht Uber einen Zeitraum von 4 Wochen keine Zeichen einer
Toxizitat festgestellt [16]; selbst bei einer taglichen Dosis von 1000 mg XN/ kg
Koérpergewicht Uber 4 Wochen bei weiblichen SD Ratten wurde nur eine leichte
Hepatotoxizitat nachgewiesen [17]. In einer Humanstudie wurden bei XN-Dosen von

bis zu 180 mg keine toxischen Effekte beobachtet [9].
Physiologische Wirkungen von Xanthohumol

In mehreren in vitro Studien konnte nachgewiesen werden, dass reines XN oder XN
aus einem Extrakt bei Dosen, die mit einer oralen Aufnahme von Bier nicht erreicht

werden konnen, immunmodulierende Effekte hervorrufen kann. So wurde in einer
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Studie in LPS-stimulierten BV2 Zellen (Mikroglia) die exzessive Produktion der
inflammatorischen Marker NO, IL-1beta und TNF-alpha sowie die Aktivierung von
NFkb durch eine Prainkubation mit XN signifikant reduziert [18]. Auch in humanen
Darmkrebszellen (HT29) wurde bei geringer XN-Dosis (10nM) eine signifikante

Reduktion der Expression proinflammatorischer Gene beobachtet [19].
Xanthohumol und seine Effekte auf LPS bzw. LTA

Weiterhin weisen Studien darauf hin, dass XN die Endotoxin-induzierte Aktivierung des
Toll-like-Rezeptor (TLR)- 4-Signalwegs hemmt [20] [21]. Der TLR-4 gehort zur Gruppe
der Pattern Recognition Receptors (PPP) und erkennt Pathogene, primar das
Endotoxin aus der Zellwand gramnegativer Bakterien, Uber pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPs). Somit spielt er eine zentrale Rolle bei der angeborenen
Immunitat. Dabei bindet LPS nicht direkt an TLR-4, sondern wird von dem TLR-4
assoziierten Glykoprotein Cluster of differentiation CD14, welches sich v.a. auf
Monozyten und Makrophagen befindet, erkannt, von diesem gebunden und
anschlielRend auf den TLR-4/Myeloid differential protein-2 MD-2 Komplex Ubertragen
(Vgl. 1.5) [22]. Mehrere Studien beobachteten eine dosisabhangige Reduktion der
LPS-induzierten Aktivierung des TLR4-Signalwegs durch XN, assoziiert mit einer
signifikanten Verringerung der CD14-Expression sowie einer Bindung des XN an den
TLR4-Corezeptor MD-2 [20] [23]. Auch positive Effekte des XN auf die LTA-induzierte
Immunantwort von Monozyten durch Hemmung der CD14-/ TLR2-abhangigen
Zellaktivierung konnten gezeigt werden [24]. Somit kann nachgewiesen werden, dass

XN sowohl die LPS- als auch die LTA-aktivierte Signalkaskade hemmen kann.
Antibakterielle Wirkung

Neben den oben beschriebenen antiinflammatorischen Effekten scheint XN auch
antibakterielle Wirkung auf anaerobe Darmbakterien wie
Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens und Clostridium difficile zu haben [25]. So
konnten Studien im Tiermodell antibakterielle Effekte von XN aus einem XN-reichen
Extrakt (3-5 mg/ kg Kérpergewicht fur 8-10 Tage) auf gram-positive Bakterien, welche
bei Staphylococcus aureus und Clostridium difficile besonders stark waren,
nachweisen [26][27]. Auch in der Pilotstudie von Bogdanova et al. (2018) wies XN von
mehreren getesteten Hopfeninhaltsstoffen die grofdten antibakteriellen Eigenschaften
gegen gram-positive Bakterien sowie deren Methicillin- und Vancomycin-resistenten

Stamme auf. In den Untersuchungen fanden sich keine antibakteriellen Effekte auf
3



gram-negative Bakterien [28]. In einer weiteren, bereits erwahnten Studie wiederum
konnte XN die Bindung von LPS an CD14 und hemmen, und somit die Aktivierung der
TLR4-Signalkaskade bzw. die Freisetzung von Zytokinen durch gramnegative

Bakterien reduzieren [20].

Weiterhin wurden auch antikanzerogene, antivirale, antifungale antidiabetische,
antioxidative sowie antigenotoxische Effekte von XN beschrieben [4]. So deuten
Studien darauf hin, dass XN auf Grund seiner vielfaltigen Eigenschaften u. a. auch als
Prabiotikum [1] und Chemotherapeutikum [29] eingesetzt werden kann. Weitere
Studien zur Untersuchung der Sicherheit, Dosierung und von zu Grunde liegenden
Wirkungsmechanismen von XN sind notwendig, um eine sichere und effiziente

Behandlung mit XN zu erreichen.

1.2 Das Immunsystem des Bluts: Periphere mononukleare Blutzellen

Um Schutz vor Angriffen von Mikroorganismen bereit zu stellen, Entziindungs- und
Heilungsprozesse zu steuern und pathologisch veranderte korpereigene Zellen zu
eliminieren, besitzt der Korper zwei unterschiedliche Abwehrmechanismen: Mit Hilfe
des angeborenen Immunsystems konnen - neben der direkten Abwehr von
Pathogenen durch Barriere- und humorale Elemente - korperfremde von
korpereigenen Stoffen unterschieden werden, indem Granulozyten und Periphere
mononukleare Blutzellen (PBMCs, Mischung aus Naturlichen Killerzellen, Monozyten
bzw. Makrophagen, Dendritischen Zellen) unspezifische, pathogen-assoziierte
molekulare Strukturen, sog. PAMPs, auf der Oberflache von Pathogenen erkennen
und mittels Phagozytose, Abtdtung und/ oder Entzindungsreaktionen innerhalb
weniger Sekunden bis Minuten bekampfen [30]. Durch Aktivierung des adaptiven
Immunsystems wiederum, u. a. durch antigenprasentierende Zellen (v. a. dendritische
Zellen), kann auf Antigene spezifisch, und damit sehr effektiv reagiert werden [31]. Die
zellulare Immunabwehr bilden dabei die T-Lymphozyten, wobei die zytotoxischen T-
Zellen die Apoptose der Zielzelle auslésen konnen, und T-Helferzellen pro- (Typ 1, Typ
17) bzw. antiinflammatorisch (Typ 2), und regulatorische T-Zellen hemmend auf die
Immunantwort wirken. B-Lymphozyten I16sen die humorale Immunreaktion aus, indem
sie nach Aktivierung Antikorper bilden; weitere Aufgaben der B-Lymphozyten bestehen
in der Antigenprasentation und Zytokinproduktion [32] [30]. Naturliche Killerzellen
besitzen keine spezifischen Antigenrezeptoren auf der Zelloberflache, verfligen jedoch
Uber ein antigenspezifisches Gedachtnis und regulieren die dendritischen Zellen [31].
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Somit stellen sie eine wichtige Verbindung des adaptiven und angeborenen

Immunsystems dar [30].

Die durch einen runden Zellkern charakterisierten PBMCs, welche Lymphozyten (T-
Zellen, B-Zellen, Naturliche Killerzellen; 70-90%), Monozyten
(Makrophagenvorlauferzellen, 10-20%) sowie dendritische Zellen (1-2%) umfassen,
bilden somit zusammen mit den Granulozyten - die zwar auch Teil des angeborenen
Immunsystems sind, jedoch zu den polymorphnukledren Zellen gehoren - die
wichtigsten Mediatoren der Immunreaktion [33], und sind in Abbildung 2 nochmals

grafisch zusammengefasst.

Das angeborene Immunsystem Das adaptive Immunsystem

]
T-Lymphozyt

@ .J \.

Mono!
ot T-Helferzelle  Zytotoxischer
/ \ J \ T-Lymphozyt
. ‘.‘ ® Y °
Makrophage Dendritische NK-Zelle T-Helferzelle Regulatorischer
Zelle Typ1,Typ2 T-Lymphozyt
und Typ 17
o > @
B-Lymphozyt Plasmazelle
y K
Antikorper a‘»&

Abbildung 2: Zell- bzw. Subpopulationen der peripheren mononuklearen
Blutzellen (PBMCs) als Mediatoren des angeborenen und adaptiven
Immunsystems. Die Naturlichen Killerzellen (NK) Ubernehmen Funktionen beider

Systeme [adaptiert von: Grinenwald, 2021].



1.3 Bakterielle Infektionen beim Menschen

Bakterien befinden sich nicht nur Gberall in unserer Umgebung, sondern bilden auch
den groRten Anteil der menschlichen Normalflora durch Besiedlung von
Hautoberflachen und Schleimhauten [34]. Viele dieser Bakterien sind ungefahrlich und
teils sogar unentbehrlich fur die menschliche Gesundheit [35]. Studien weisen darauf
hin, dass nur circa ein Prozent aller bekannten Bakterien beim Menschen Krankheiten,
wie beispielsweise Salmonellose (Salmonellen), Lungenerkrankungen (Streptococcus
pneumoniae) oder Durchfallerkrankungen (Campylobacter), hervorrufen [36]. Die
Ubertragung der Bakterien erfolgt Uber kontaminierte Lebensmittel, kontaminiertes

Wasser, Geschlechtsverkehr oder Tropfchen- bzw. Schmierinfektion [34].

Die humanpathogenen Bakterien zahlen zu den wichtigsten nosokomialen Keimen,
konnen also Infektionen auslosen, die im zeitlichen Zusammenhang mit einer
stationaren oder ambulanten medizinischen MalRnahme stehen
(Infektionsschutzgesetz, § 2) [37]. Diese gehdéren zu den haufigsten Infektionen
entwickelter Industrielander und stellen eine der weltweit haufigsten Komplikation
medizinischer Behandlungen dar [38]. Dabei sind die Erreger nicht selten Teil der
Normalflora und wirken fakultativ pathogen; weiterhin weisen viele Bakterienstamme
durch den verstarkten, teils unsachgerechten Einsatz von Antibiotika in den letzten
Jahrzehnten eine Antibiotikaresistenz auf [37]. Vor allem die unter dem Akronym
ESKAPE zusammengefassten multiresistenten — also gegen mehrere Antibiotika
widerstandsfahigen — gram-negativen und gram-positiven Bakterien (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter-Arten) koénnen insbesondere bei
immungeschwachten und schwerkranken Patienten lebensbedrohliche nosokomiale
Infektionen auslésen und stellen auf Grund der zunehmenden Resistenz eine grolle
klinische Herausforderung dar [39]. Die haufigsten Krankenhausinfektionen werden
von Bakterien ausgeldst und resultieren meist aus invasiven medizinischen
MalRnahmen; zu ihnen zahlen Pneumonien und andere tiefe Atemwegserkrankungen,
Harnwegsinfektionen, postoperative Wundinfektionen, primare Sepsis und
gastrointestinale-, v.a. Clostridium difficile-Infektionen [40]. Nosokomiale Infektionen
fUhren zu erhodhter Mortalitat und Morbiditat und stellen eine finanzielle Last flr das

Gesundheitssystem dar [41].



Prédvalenz von bakteriellen Infekten

Infektionskrankheiten gehoren weltweit zu den haufigsten Todesursachen [42]. Die
meisten  Infektionen davon entfallen auf von Bakterien ausgeloste
Lungenentziindungen und Durchfallerkrankungen [43]. Im Jahr 2021 waren 3,2 %
aller hospitalisierten Patienten in den USA und 6,5 % in Europa von nosokomialen
Infektionen betroffen [41]. Die weltweite Pravalenz von nosokomialen Infektionen wird
noch héher eingeschatzt, ist aber auf Grund fehlender Uberwachungssysteme
unbekannt [41]. In einer Studie des European Centres for Disease Prevention and
Control wiesen von Uber 310 000 Patienten in Krankenhausern 6,5% sowie von Uber
117 000 Patienten in Langzeitpflegeeinrichtungen 3,9% mindestens eine
Krankhausinfektion auf [40]. Die jahrliche Anzahl an nosokomialen Infektionen in
Europa wurde auf 8,9 Millionen geschatzt [40]. Weiterhin fanden sich im
Infektionsepidemiologischen Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten (2020) des
Robert-Koch-Instituts unter den haufigsten 10 auch 3 durch Bakterien ausgeldste,

meldepflichtige Erkrankungen (Campylobacter-Enteritis, Salmonellose, Syphilis) [44].

1.4 Bakterien und ihre Wandbestandteile

Grampositive Bakterien

Im Gegensatz zu gramnegativen Bakterien besitzen grampositive Organismen, zu
denen u. a. Strepto-, Entero-, Staphylokokken, Lactobazillen und Listerien zahlen,
keine zusatzliche auliere Lipidmembran und haben eine 30-100 nm dicke
mehrschichtige Peptidoglycanhille aus Murein, in welcher sich bei der Gram-Farbung
Farbstoff-lod-Komplexe sammeln. Diese kdnnen auf Grund der vielen Schichten nicht
mit Ethanol ausgewaschen werden, und sind somit flr die dunkelblaue Farbung

verantwortlich [45].

Neben Proteinen befinden sich in der Zellwand die flr grampositive Bakterien
charakteristischen Wand (WTA)- und Lipoteichonsauren (LTA), die bis zu 60 % der
Zellwand-Trockenmasse ausmachen und somit Hauptfaktoren der Zellwandstruktur
sowie -funktion darstellen [45]. Sowohl WTAs als auch LTAs spielen eine wichtige
Rolle bei Infektionen [46]. WTAs sind meist aus komplexen Ribitol-Phosphat-
Polymeren aufgebaut und kovalent an die Peptidoglycan- Zellwand gebunden [47].
LTAs hingegen bestehen aus Glycerol-Phosphat-Polymeren, welche an Glykolipide in
der Zytoplasmamembran gebunden sind und die gesamte Peptidoglycanschicht

durchdringen [48]. Aufgrund ihrer wichtigen Rolle beim Aufbau der Zellwand sowie bei
7



der Antibiotikaresistenz bei Methicillin-resistenten Staphylokokken (MSRA) gelten
Teichonsauren als Schlusselsubstanz bei der Entwicklung neuer Antibiotika sowie von

Impfungen, bei denen gezielt die Zellwandsynthese behindert werden soll [49].
Gramnegative Bakterien

Auch gramnegative Bakterien, wie Pseudomonas und Neisseria (Meningokokken und
Gonokokken), stellen angesichts ihrer Komplexitat von Resistenzmechanismen und
der Vielzahl von Erregern sehr gefahrliche Keime dar [50]. Da sie nur eine dinne,
wenige Schichten umfassende Peptidoglycanschicht aus Murein aufweisen, kbnnen
die bei der Gramfarbung gebildeten Farbstoff-lod-Komplexe mittels Ethanol
ausgewaschen und die Bakterien somit entfarbt werden [45]. Die innere und aulRere
Membran, jeweils eine Phospholipiddoppelschicht, begrenzen den sog.

periplasmatischen Raum, in welchem die Mureinschicht eingelagert ist [51].

Die Oberflache der gramnegativen Bakterien besteht aus spezifischen Glykolipiden,
v.a. Lipopolysacchariden (LPS). Diese bestehen aus dem &auf3eren, hydrophilen O-
Antigen - ein Oligo- oder Polysaccharid, welches zur Differenzierung der
verschiedenen Bakterienarten beitragt -, dem mittleren Kern-Oligosaccharid, sowie
dem in der au’eren Membran verankerten lipophilen A-Antigen, einem Disaccharid

aus Glucosaminen und die endotoxisch wirkende Komponente der LPS [52].

Die Differenzierung anhand der Gramfarbung bzw. des unterschiedlichen Aufbaus der
Zellwande, stellt eine wichtige Methode, v. a. in der Diagnostik bakterieller
Infektionskrankheiten, dar [53]. Der Unterschied der Zellwande von grampositiven und

gramnegativen Bakterien ist nochmals in Abbildung 3 grafisch dargestellt
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des unterschiedlichen Aufbaus der
Zellwande von grampositiven und gramnegativen Bakterien mit den
charakteristischen exogenen Pyrogenen Lipoteichonsaure bzw.
Lipopolysaccharide. Wahrend sowohl die Zellwande von grampositiven als auch von
gramnegativen Bakterien Peptidoglycan enthalten, ist die Mureinschicht bei
gramnegativen Bakterien viel dinner; daflr besitzen diese aber eine aulere Membran

(wie die Plasmamebran eine Phospholipiddoppelschicht) als zusatzlichen Schutz.
(Erstellt mit Visme.)



1.5 Von LPS und LTA aktivierte Signalkaskaden

Sowohl LTA als auch LPS stellen Virulenzfaktoren und starke exogene Pyrogene dar.
Sie werden von Toll-like Receptor TLR-2 (LTA) bzw. TLR-4 (LPS), welche sich u. a.
auf der Zelloberflache von PBMCs befinden, erkannt, induzieren die Expression
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1(3, IL-6 und Tumornekrosefaktor TNFa und sind

somit malRgeblich an der Entzlindungsreaktion nach einer Infektion beteiligt [54].
LTA-Erkennung tber TLR2/MyD88

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass LTA ein Ligand und Aktivator von TLR2
darstellt [55] [56]. Durch die Bindung von LTA an TLR2 kommt es zur Aktivierung eines
MyD88-abhangigen Signalwegs, der in Abbildung 4 dargestellt ist. Das sog. TIR
domain-containing adaptor protein—Molekul (TIRAP) spielt dabei neben MyD88 eine
wichtige Rolle bei der von TLR2 ausgehenden Signalweiterleitung. Durch MyD88
aktiviertes IRAK-1 verbindet sich anschlieRend an TRAF6. Der somit aktivierte
TAKI/TAB-Komplex aktiviert wiederum den IKK-Komplex, vermittelt den Abbau von kB
und fuhrt zur Translokation von NF-kB in den Zellkern. Dadurch kommt es zur

vermehrten Transkription proinflammatorischer Zytokine [57] [55].
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Abbildung 4: Mechanismus der LTA-Erkennung tiber TLR2/MyD88 [Konnerth, 2012]
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LPS-Erkennung tber TLR4/MD-2

Es wird vermutet, dass das Lipopolysaccharid-bindende Protein LBP den ersten
Bindungspartner von LPS im Organismus darstellt, wie auch in Abbildung 5 zu sehen
ist. Der so gebildete LBP/LPS-Komplex (A) wird dann vom Glykoprotein CD14,
welches sowohl membrangebunden an v. a. Monozyten und Makrophagen als auch in
I6slicher Form vorkommt, gebunden; das Endotoxin wird also auf CD14 Ubertragen
(B). Den letzten Schritt zur LPS-Signaltransduktion stellt die Ubertragung des LPS von
CD14 auf den TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex (C) sowie die darauffolgende
Homodimerisierung und Auslésung einer Signalkaskade durch TLR4 dar. Dabei erfolgt
die Bindung von LPS Uber seine Lipidkomponente Lipid A ausschlieRlich tber MD-2
[56] [58].

LPS-Aggregate (A) (B)

TLR4
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Abbildung 5: Mechanismus der LPS-Erkennung liber TLR4/MD-2 [Grol3, 2009]
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Studienergebnisse von Jung et al. (2022) weisen darauf hin, dass bei gesunden
Personen bereits der einmalige Konsum von XN in Konzentrationen, wie sie
beispielsweise beim Konsum von 250 ml Bier aufgenommen werden, die LPS- sowie
LTA-vermittelte Aktivierung von Immunzellen des Blutes ex vivo, bereits 1 h nach XN-
Einnahme, deutlich abschwacht [20][24]. Inwiefern diese antiinflammatorischen
Effekte des XN im Tagesverlauf anhalten, und ob die Dauer und Wirkung von

verschieden hohen XN-Dosen beeinflusst wird, ist bisher nicht geklart.

Ausgehend von diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Masterarbeit, zu
untersuchen, wie lange die immunmodulierende Wirkung von XN beim Menschen
anhalt. Weiterhin sollte in einem Caco-2 Ko-kulturmodell in vitro untersucht werden,
ob XN die Darmbarriere passiert. Im J774A.1 Zellkulturversuch wurde aulierdem

untersucht, ob XN einen Effekt auf die LPS-stimulierte TNF-a Freisetzung hat.
Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1) Hat die orale Aufnahme von Xanthohumol in unterschiedlichen Dosen
unterschiedlich starke protektive Effekte auf die Immunantwort von isolierten
Blutzellen, und wie ist der zeitliche Verlauf der Wirkung?

2) Kann die Behandlung von J774A.1 Zellen mit unterschiedlichen Xanthohumol-
Dosen unterschiedlich stark die LPS-induzierte TNF-a Produktion im
Zellkulturmodell hemmen?

3) Ist nach Behandlung des intestinalen Zellkultumodells aus Caco-2 Zellen mit
unterschiedlichen Xanthohumol-Dosen eine unterschiedlich starke Bindung an

Caco-2 Zellen, Monozyten, Granulozyten und PBMCs zu beobachten?

In allen Versuchen wurde XN aus einem XN-reichen Hopfenextrakt (75% XN)

verwendet.
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2. Material

2.1 Studiengetrank
Chemikalien
XanthoFlav™ 75 %
Stilles Wasser
ThickenUp® Clear
Zitronensaure

Puderzucker

Zitronensirup zuckerfrei, naturtrib

Gerate und Verbrauchsmaterial

Waage Sartorius RC 210S

Zentrifugenrohren, 50 ml

Pipettierhilfe macro

Serologische Pipetten, 25 ml

13

Hersteller

Simon H. Steiner, Hopsteiner GmbH,
Mainburg, Deutschland

Voslauer Mineralwasser GmbH, Wien,
Osterreich

Nestlé S. A., Vevey, Schweiz

Haas Austria GmbH, Traun, Osterreich
Wiener Zucker, Agrana Zucker GmbH,
Wien, Osterreich

GmbH,

SodaStream Osterreich

Leopoldsdorf, Osterreich

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Sarstedt AG & CO. KG, Numbrecht,
Deutschland

Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt

AG & Co., Ndurnberg,

Deutschland



2.2 Blutabnahme
Multifly® Kaniile 21G 200 mm lang Sarstedt AG & CO., Numbrecht,

Deutschland

Fixierverband fiir i. v. Kanilen, Cosmor® Paul Hartmann AG, Heidenheim,

V. Deutschland

BD Vacutainer®(Blutsammelréhren) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

BD Venflon™ Pro Safety Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

(Venenverweilkantle mit Nadelschutz) Deutschland

Luer-Lock-Kappe Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

BD Posiflush™ SP Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

BD Vacutainer® Luer Adapter Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Zentrifuge Z216MK/ Z446 K Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,

Deutschland

2.3 Isolation und Stimulation der Immunzellen

Chemikalien Hersteller
Histopaque®-1119 Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA
Pancoll human PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland
Monocytes Spin Medium pluriSelect Life Science UG & Co. KG,

Leipzig, Deutschland
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Dulbecco’'s
Saline (DPBS), w/o: Ca und Mg

Rotipuran H20

Natriumchlorid

RPMI-1640 Medium

Penicillin-Streptomycin

Fetales Kalberserum (FBS)

Trizol (peqGOLD Trifast™)

Lipopolysaccharide

Lipoteichonsaure

ORF 7a

Gerate und Verbrauchsmaterial

High Volume Zentrifuge Z446 K

pluriMate® Il Zentrifugenréhrchen

Pipettierhilfe macro

Phosphate-Buffered

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

VWR International GmbH, Radnor, USA
Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA
Holzel Diagnostika Handels GmbH,

Koln, Deutschland

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

pluriSelect Life Science UG & Co. KG,
Leipzig, Deutschland

Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml

Mikroskop Primovert

Analysenwaage

Waage Sartorius RC 210S
Pipettenfilter

96-Well Platte

COz2 Inkubator MCO-170AIC

2.4 Caco-2 Zellkulturmodell
Chemikalien
Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM) (w: 4,5 g/L Glucose, L-
Glutamine, Sodium pyruvate. 3,7
g/L NaHCOs3

Fetales Kalberserum (FBS)

Penicillin-Streptomycin

MEM NEAA, Non Essential Amino

Acid Solution, w/o: L-Glutamine

Dulbecco’s Phosphate-Buffered

Saline (DPBS), w/o: Ca und Mg

Sarstedt AG & Co., Nurnberg,
Deutschland

Carl Zeiss  Deutschland  GmbH,
Oberkochen, Deutschland

VWR International GmbH, Radnor, USA
Sartorius AG, Gaottingen, Deutschland
Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Panasonic Healthcare Co. Ltd., Oizumi-

Machi, Japan

Hersteller
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland



(10x) Trypsin 0,5%/EDTA 0.2% in
PBS, w/o: Ca und Mg

Ethanol 70%

Fisherbrand-stabil, Badstabilisator

Wasserbadkonservierer AKASOLV

Aqua Care

Gerate und Verbrauchsmaterial
Bench (Scanlaf Mars)
Wasserbad

COz2 Inkubator MCO-170AIC

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml,
25 ml
Pipettierhilfe

Filterspitzen, 10 pl, 100 pl, 1000 I

Vakuumpumpe SafeVac

TC-Zellkulturplatten (12-Well)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,

Deutschland

LaboGene A/S, Allerod, Danemark
Kottermann GmbH, Uetze, Deutschland
Panasonic Healthcare Co. Ltd., Oizumi-
Machi, Japan

Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nuirnberg,
Deutschland

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland;
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Sarstedt AG & CO., Numbrecht,

Deutschland
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TC-Inserts fur 12 Well Platte

Hamozytometer

Deckglaser

Lichtmikroskop

Handzahler

Millicell® ERS-2 Elektrode

Millicell® ERS-2 Voltohmmessgerat

Zentrifuge Z446 K

Sonorex Ultraschallbad

2.5 Cytospin
Edelstahiclip
Objekttrager
Filterkarte
Zytologietrichter
Dulbecco’s
Saline (DPBS), w/o: Ca und Mg

Cytozentrifuge

Phosphate-Buffered

Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor, USA
Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Tamaco Industrial, Taichung, Taiwan
Merck  Millipore  (Merck  KGaA),
Burlington, USA

Merck  Millipore  (Merck  KGaA),
Burlington, USA

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland
BANDELIN

electronic, Berlin,

Deutschland

Laborbestand

VWR International GmbH, Radnor, USA
Epedria, Runcorn, UK
Laborbestand
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Thermo Scientific, Astmoor, UK
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2.6 DAPI-Farbung
Chemikalien
4'.6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI)-Stocklésung
Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline (DPBS), w/o: Ca und Mg

Eindeckmedium

Gerate und Verbrauchsmaterial
Objekttrager

Deckglaser

Farbekammer

2.7 Konfokalmikroskopie

Konfokalmikroskop Leica TCS SPE

Immersion Liquid

2.8 J774A.1 Zellkulturmodell
Chemikalien
Dulbecco Modified Eagle Medium

(DMEM) (w: 4,5 g/L Glucose, L-

19

Hersteller

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA

VWR International GmbH, Radnor, USA

Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Laborbestand

Leica Microsystems CMS
Wetzlar, Deutschland
Leica Microsystems CMS

Wetzlar, Deutschland

Hersteller

GmbH,

GmbH,

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland



Glutamine, Sodium pyruvate. 3,7 g/L
NaHCOs3

Fetales Kalberserum (FBS)

Penicillin-Streptomycin

Gerate und Verbrauchsmaterial
Bench (Scanlaf Mars)
Wasserbad

COz2 Inkubator MCO-170AIC

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Pipettierhilfe

Serologische Pipetten, 10 ml

Filterspitzen, 10 pl, 100 pl, 1000 I

Zellschaber

Vakuumpumpe SafeVac

TC-Zellkulturplatten (6-Well)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

LaboGene A/S, Allerod, Danemark
Koéttermann GmbH, Uetze, Deutschland
Panasonic Healthcare Co. Ltd., Oizumi-
Machi, Japan

Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Sarstedt AG & Co., Nuirnberg,
Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland;
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor, USA
DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Sarstedt AG & CO., Numbrecht,

Deutschland
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Lichtmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

6-Well Platte R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

2.9 Griess-Assay

Chemikalien Hersteller

Nitrit Standard (0,1M Natriumnitrit) Promega Corporation, Madison, USA
Sulfanilamid Lésung Promega Corporation, Madison, USA
NED Ldésung Promega Corporation, Madison, USA

Gerate und Verbrauchsmaterial

96-Well Assay-Platte Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

Pufferwanne Laborbestand

Eppendorf Research® plus, 8-Kanal Eppendorf Austria GmbH, Wien,

Pipette, 300 pl Osterreich

Pipettenspitzen 300 pl Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

SpectraMax® M3 Multi-Mode Microplate Molecular Devices, San Jose, USA

Reader

2.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Chemikalien Hersteller
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Kaliumchlorid (KClI) Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4) Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2zHPO4) Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tween®20 Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

H202 (Color Reagent A) R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Tetramethylbenzidin (Color Reagent B) R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Mouse Anti-Human Capture Antibody R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

(TNF-alpha, IL-6, IL-1 beta, CD14)

Human Standard (TNF-alpha, IL-6, IL-1 R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

beta, CD14)

Biotinylated Goat Anti-Human Detection = R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Antibody (TNF-alpha, IL-6, IL-1 beta,

CD14)

Streptavidin-HRP (horseradish R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

peroxidase)

Gerate und Verbrauchsmaterial
96-Well Elisa Platte Sarstedt AG & CO., Niumbrecht,

Deutschland
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Klebe-Plattenversiegelung
Pipettenfilter

Pufferwanne

Eppendorf Research® plus, 8-Kanal
Pipette, 300 pl

Pipettenspitzen 300 pl
Papierhandtucher, Zellstoff

SpectraMax® M3 Multi-Mode

Microplate Reader

2.11 Allgemeine Chemikalien und Gerate

Ultra-TiefkUhltruhe, Recvo®, Ultima Il

Stoppuhr

ReaktionsgefaRstander ROTILABO®

Scotsman Flockeneisbereiter EF 103

Labormarker Micronova ™
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Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
Laborbestand

Eppendorf Austria GmbH, Wien,
Osterreich

Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

Tork® AT, Stockholm, Schweden

Molecular Devices, San Jose, USA

VWR International GmbH, Radnor,
USA

Carl Roth GmbH & CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills,
USA

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschalnd



Einmalhandschuhe Nitril

Ethanol 70% (Arbeitsplatz
Reinigung)

Destilliertes Wasser

TPP-Rohrchengestelle und
Kryoboxen

Becherglas

Laborflasche, Glas

Eppendorf Research® plus,

Einkanalpipette 10 pl, 100 ul, 1000 pl
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000

I

epT.l.P.S.® Standard

Safe-Seal Tubes, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Zentrifugenrohren, 15 ml, 50 ml
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Sempercare®, Semperit Technische
Produkte GmbH, Wien, Osterreich
Carl Roth GmbH & CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

DWK Life Science GmbH, Mainz,

Deutschland

Eppendorf Austria GmbH, Wien,
Osterreich

Sarstedt AG & CO., NiUmbrecht,
Deutschland

Eppendorf Austria GmbH, Wien,
Osterreich

Sarstedt AG & CO., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & CO. KG, Numbrecht,

Deutschland



3. Methoden
3.1 Pilotstudie

Bei der vorliegenden Pilotstudie handelt es sich um ein Teilprojekt des
Forschungsvorhabens ,WIFO Wirkung von Iso-Alpha-S&auren und Xanthohumol auf
das menschliche Immunsystem/ FA549047“. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitat Wien genehmigt und in Einklang mit den in der
geltenden revidierten Fassung der Erklarung von Helsinki niedergelegten ethischen

Grundsatzen durchgefihrt.

3.1.1 Studiendesign

Die gesunden weiblichen und ménnlichen Probanden (18-70 Jahre, BMI <30 kg/m?)
wurden nach einer Nuchternblutabnahme (15ml) gebeten, ein Getrank mit 0 mg
(=Placebo), 0,125 mg, 0,375 mg oder 0,75 mg Xanthohumol aus einem XN-reichen
Hopfenextrakt (XanthoFlav, Hopsteiner GmbH, bestehend aus 75% XN und <25%
anderen prenylierten Flavonoiden) zu sich zu nehmen. Das Getrank wurde jeweils am
Tag vor der Intervention mit Puderzucker, Zitronensaure, Bindemittel und Wasser
hergestellt. Die Aufnahme erfolgte verblindet und randomisiert im Cross-over Design,
sodass jeder Proband alle Interventionen konsumierte, und zusammen mit einem
standardisierten Fruhstlck (2 Brezeln + 30 g Butter, 500 ml stilles Wasser mit 20 ml
Zitronensirup) innerhalb von 15 Minuten. Weitere Blutabnahmen (jeweils 15ml)
erfolgten 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach Aufnahme des Getranks. Nach 4 Stunden
wurde dem Probanden eine standardisierte Mahlzeit (Pizza oder Nudeln) zur
Verfigung gestellt. In Abbildung 6 ist das Studiendesign nochmals grafisch

zusammengefasst. Die vorliegende Arbeit analysiert die Ergebnisse eines Probanden.
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Abbildung 6: Grafische Darstellung des Studiendesigns. Insgesamt wurden 4
Interventionen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Xanthohumol-haltigen Extrakts
(0 - 0,75 mg XN im Extrakt) in randomisierter Reihenfolge durchgeflihrt. Eine Woche vor
der 1. Intervention und wahrend der Intervention sowie den Wash-Out-Phasen wurden

die Probanden gebeten, auf den Konsum hopfenhaltiger Lebensmittel zu verzichten. Die
Blutabnahme (()) erfolgte niichtern direkt vor der oralen Aufnahme des Studiengetrénks

sowie 1, 2, 3, 4 und 6 h danach.

Ausschlusskriterien fur die Teilnahme waren Lebensmittelunvertraglichkeiten und -
allergien, die besondere diatetische Interventionen erfordern, bestimmte
Ernahrungsformen (u. a. vegane/ vegetarische Erndhrung), die Einnahme von
entzindungshemmenden Medikamenten, Schwangerschaft und Stillzeit, das
Vorliegen metabolischer und chronischer inflammatorischer Erkrankungen, erhdhter
Alkoholkonsum sowie virale und bakterielle Infektionen innerhalb der letzten 3 Wochen
vor Studienbeginn. Die Teilnehmer sollten sowohl eine Woche vor Beginn der Studie
als auch Uber den gesamten Interventionszeitraum hinweg auf den Konsum
hopfenhaltiger Produkte verzichten. Vor der schriftlichen Einwilligung zur Teilnahme
wurden die Probanden mundlich und schriftlich durch den Studienarzt Gber Ziele und
Risiken der Studie aufgeklart. Auch wahrend der Untersuchungen war jederzeit ein
Arzt in unmittelbarer Nahe.
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3.1.2 Isolation der Immunzellen

Alle verwendeten Lésungen wurden auf Raumtemperatur gebracht. Im ersten Schritt
wurden 7 ml Histopaque-1119 mit 7 ml Pancoll in ein 50 ml Falcon Uberschichtet, und
im Anschluss vorsichtig das gesamte am jeweiligen Zeitpunkt abgenommene Blut
(etwa 15 ml) darauf zu pipettieren, ohne dass die Schichten sich vermischen. Nach
der anschlieBenden Dichtegradientenzentrifugation (30 Minuten, 700 x g, accel:1,
decell:0 ) waren zwei Ringe deutlich erkennbar: Der obere Ring, der zwischen Plasma
und Histopaque-1077 fasst die PBMCs, wahrend der untere Ring 2zwischen

Histopaque-1077 und Pancoll die Granulozyten enthalt.
Isolation der PBMCs bzw. Monozyten

Es wurden jeweils 3 x 0,5 ml Plasma aliquotiert und fir weiterfihrende
Untersuchungen bei -80°C gelagert. Der obere PBMC-haltige Ring wurde abpipettiert
und — jeweils mit DPBS auf 6 ml aufgefillt - auf zwei pluriMate® I
Zentrifugationsrohren (pluriSelect, 15 ml) verteilt. Diese wurden zuvor mit 4,5 ml
Monocytes Spin Medium (pluriSelect) beflillt und bei 1000 x g fur 10 s zentrifugiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation (15 min, 800 x g, acell:9, decell:9, RT) konnten die
Monozyten aus der unteren weil3en Schicht abgenommen werdem, wurden in einen
neuen 15 ml Falcon uberfuhrt und mit DPBS auf 10 ml aufgefullt wurden. Nach
zweimaligem Waschen wurde das Zellpellet in 2 ml DPBS resuspendiert. Im
Folgenden wurden von dieser Zellsuspension 500 ul flr nachfolgende
Untersuchungen bei -80°C eingefroren sowie 100 pl — mit 100 pl DPBS gemischt — flr
den Cytospin genutzt (siehe 3.2.1). Die restliche Zellsuspension wurde erneut
zentrifugiert, das Pellet in 1280 pyl Medium aufgenommen, und davon anschliel3end
160 pl pro Well auf einer 96 Well Platte ausgesat. Die Zusammensetzung des
Mediums, welches fir die Kultivierung von Monozyten, Granulozyten und PBMCs

verwendet wurde, ist in Tabelle 1 aufgelistet.
Isolation der Granulozyten

Die Granulozyten wurden ebenfalls abgenommen, in ein 15 ml Falcon Uberfihrt, mit
DPBS auf 10 ml aufgeflllt und bei 200 x g fir 10 Minuten (RT) zentrifugiert. Nach
darauffolgendem zweimaligem Waschen wurde das Zellpellet in 1 ml DPBS
resuspendiert und daraufhin eine Erythrozytenzelllyse durchgefihrt, indem man 9 ml
eiskaltes Rotipuran H20 hinzugab, den Falcon 25 s lang schwenkte und die Reaktion

mit Zugabe von 3 ml eiskalter 3,6%-NaCl-Lésung stoppte. Nach Zentrifugation bei 200
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x g fir 10 min (RT) wurde der Uberstand abgenommen und verworfen, und das Pellet
in 2 ml DPBS resuspendiert. Wie auch schon bei den Monozyten wurden 500 ul dieser
Zellsuspension eingefroren bzw. 100 ul fir den Cytospin genutzt, der Rest wurde
nochmals zentrifugiert (700 xg, 10 min, RT), das Pellet ebenfalls in 1280 pl Medium

resuspendiert und 160 pl pro Well ausgesat.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivation der isolierten

Immunzellen

Substanz Volumen (ml)
RPMI-1640 Medium 445
FBS 50
Pen/Strep 5

Die Isolation der Immunzellen aus einem Buffy Coat verlief ahnlich wie oben flr das
Vollblut beschrieben: Von den 30-35 ml Blut wurden 5 ml zur Herstellung eines
Dichtegradienten genutzt, wobei anschlieRend sowohl die PBMCs als auch die
Granulozyten jeweils in einen neuen Falcon Uberfuhrt wurden. Das restliche
Blutvolumen wurde auf 4 vorbereitete pluriMate® Il Zentrifugationsréhren aufgeteilt,
zentrifugiert, die Monozyten abgenommen und ebenso in einen neuen Falcon
gegeben. Die Zellen wurden anschlielliend zweimal gewaschen. Fur den Versuch
wurden 300 000 Monozyten bzw. 500 000 PBMCS/ Granulozyten pro 350 ul Medium
bendtigt. Dazu wurden die Pellets in 3 ml DPBS resuspendiert, und in 10 ul davon die
Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Zellsuspension wurde
daraufhin erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und verworfen, und das

Zellpellet im mittels Formel (1) bzw. (2) errechneten Mediavolumen resuspendiert.

G tzellzahl x 0,35 ml
Monozyten: Menge Kulturmedium [ml] = gsamtze zah X m (1)
300.000
G tzellzahl x 0,35 ml
PBMCs/ Granulozyten: Menge Kulturmedium [ml] = esamtzellzahl x m 2)

500.000
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3.1.3 Stimulation der Immunzellen

Nach einer einstiindigen ,Ruhephase” wurden die Zellen stimuliert, indem man LPS
(50 ng/ml), LTA (10 ug/ml) oder ORF (0,3nM)- jeweils in Doppelbestimmung - in die
Wells gab und mit Medium auffillte, sodass das Volumen jedes Wells am Ende 200 pl

betrug. Zu den unstimulierten Proben wurden 40 yl Medium hinzugegeben.

Nach 2 und 6 Stunden Inkubationszeit wurde der Wellinhalt jeweils in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaly Uberfiihrt und zentrifugiert (4°C, 5 min, max. speed). Der Uberstand
wurde im Folgenden in ein weiteres Eppi (0,5 ml) gegeben, und die zuvor in jedes Well
hinzugeflgten 300 pl Trizol zum Pellet ins 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Alle

Proben wurden bei -80°C fur weitere Analysen eingefroren.

3.2 Caco-2 Zellkulturmodell

Zur Untersuchung von Transportvorgangen im Dinndarm hat sich die Caco-2 (Cancer
coli) Zelllinie als Enterozytenmodell etabliert [59]. Die Caco-2 Zellkultur stammt aus
einem humanen ausdifferenzierten Adenokarzinom des Kolons. Bei erreichter
Konfluenz differenzieren die adharenten Caco-2 Zellen zu polarisierten Enterozyten,
bilden einen dichten Monolayer und kdnnen auf Grund ihrer Ahnlichkeit zum

Dunndarmepithel u.a. fir Permeabilitatstest verwendet werden [59].

Tabelle 2: Zusammensetzung des Mediums fur die Caco-2 Zellkultur

Substanz Volumen (ml)
DMEM 400
FBS 100
Pen/Strep 5
NEAS 5

Kultivation der Zellen:

Das Splitten bzw. Passagieren der Zellen in eine neue 75 cm? Zellkulturflasche sowie
das Aussahen auf Transwells erfolgte nach jeweils sieben Tagen, nachdem die Zellen
eine etwa 85-90%ige Konfluenz erreicht hatten. Hierzu wurde zunachst das Medium
(Zusammensetzung siehe Tabelle 2) abgesaugt und die Flasche mit 10 ml DPBS
gespult, um etwaige Reste des im Medium enthaltenen FBS zu entfernen.

Anschlieend wurden 4,5 ml Trypsin auf die Zellen fur 2 Minuten gegeben, um die
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Ablosezeit und somit die Zellschadigung im nachsten Schritt, bei dem erneut 4,5 ml
Trypsin in die Flasche gegeben und flir maximal 12 Minuten bei 37°C und 5% CO:2
inkubiert wurden, zu verringern. Nachdem sich alle Zellen vom Boden gelost haben,
wurde mittels Zugabe von 10 ml Medium das Ablosereagenz inhibiert, durch
resuspendieren wurden die letzten Zellen vom Boden geldst und letztendlich die im
Medium aufgenommenen Zellen bei 300 x g fir 5 Minuten (RT) zentrifugiert. Nach
Entfernung und Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet in 10 ml Medium
mehrfach resuspendiert, um eine homogene Zellsuspension zu erhalten.
AnschlieBend wurde die relative Zellanzahl (Zellen/ml) nach Auszahlung der
Quadranten der Neubauer-Zahlkammer und mit Hilfe der Formel (3) bestimmt, um eine
gleichmafige Zellverteilung und damit auch zeitlich gleichmaRige Bildung eines

Monolayers auf den Wells zu ermdglichen.

Relative Zellzahl [Zellen/ml] =
Mittelwert der Zellzahl x Kammervolumen (10%)x Verdiinnungsfaktor (2) (3)

Die bendtigte Menge an Zellsuspension fur die im Versuch verwendete Konzentration
der ausgesaten Zellen in den Transwells wurde mit Formel (4) berechnet und mit
Medium verdlinnt, sodass schlie3lich 500 ul der verdinnten Zellsuspension mit jeweils

1,35 x 1075 Zellen pro Transwell ausgesat werden konnten.

1,35x 10% x 500 pl
relative Zellzahl

Volumen der Zellsuspension [pm/Transwell] =

(4)

In die Wells der 12-Wellplatten wurden jeweils 1,5 ml Medium gegeben. Ab dem ersten
Tag der Konfluenz (3 Tage nach dem Ausséen) wurde zur Uberpriifung des Zellkultur-
Zustandes taglich der transepithelische elektrische Widerstand (TEER-Wert, Q/cm?)
der Transwells gemessen, jeden zweiten Tag wurde das Medium der Transwells
sowie am 3. Tag ab Konfluenz ebenfalls das Medium der Plattenwells gewechselt, und
letztlich am 9. Tag ab Konfluenz der Versuch durchgefiihrt. Dazu wurde sowohl das
Medium in den Wells als auch in den Transwells entfernt. Auf die Caco-2 Zellen wurde
je Transwell 500 ul Caco-2 Medium mit verschiedenen Xanthohumol-Konzentrationen
(0 mg/ 0,125 mg/ 0,375 mg/ 0,75 mg) aus einem XH-haltigen Extrakt gegeben. Die
Loslichkeit des Xanthohumols sollte dabei durch drei davor durchgefihrte
Ultraschallbehandlungen fir je 10 min bei 30°C sowie mehrmaligen Vortexen

gesteigert werden.
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in Medium geléstes Xanthohumol

—/ Omg/0,125mg/0,375mg/0,75mg
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Auf apikaler Seite
des Transwells befinden sich der ausdifferenzierte Caco-2 Monolayer sowie der in
Caco-2 Medium geldste Xanthohumol-haltige Extrakt. Auf basolateraler Seite befinden

sich die in Medium schwimmenden Immunzellen.

Je 1,5 ml der mit Medium verdinnten Zellsuspensionen aus den vorher aus einem
Buffy Coat isolierten Monozyten, Granulozyten und PBMCs (siehe 3.1.2) wurden pro
Well der 12-Wellplatten ausgesat. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 nochmals

schematisch dargestellt.

Nach 1 bzw. 2 Stunden wurde das gesamte Caco-2 Medium sowie 1 ml des Well-
Inhaltes abgenommen und bei -80 °C gelagert. Weiterhin wurden die Caco-2 Zellen
nach 2-maligen Waschen mit DPBS in 500 ul DPBS mittels Zellschaber sowie die
Monozyten, Granulozyten und PBMCs in den Ubrig gebliebenen 500 ul Medium geldst,

abgenommen und fur den Cytospin benutzt bzw. ebenfalls eingefroren.

3.2.1 Zytospin

Um modglichst viele Zellen auf einen definierten Bereich konzentrieren zu kénnen,
wurde ein Zytospin pro Bedingung (Zelltyp, Abnahmezeitpunkt, XN-Konzentration)
angefertigt. In einen Edelstahlclip wurde der Objekttrager, eine Filterkarte und darauf
wiederum ein Zytologietrichter, in welchem 150 pl der Zellsuspension gegeben
wurden, eingesetzt. Durch anschlieRende Zentrifugation in der Zytozentrifuge wird die
Flissigkeit vom umgebenden Papier aufgenommen, wahrend die Zellen auf einen

vorgegebenen Bereich des Objekttragers fixiert werden [60].
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3.2.2 DAPI-Farbung

Zur Markierung der nuklearen DNA, und somit zur Bestimmung der Nuclei-Anzahl
sowie groben Zellmorphologie der vorher mittels Cytospin fixierten Zellen, wurde der
Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) verwendet [61]. Dazu
wurden 10,5 pl der DAPI-Stocklésung mit 100 yl DPBS verdunnt, und anschlief3end
1,5 ul der hergestellten Losung nochmals 1:1000 mit DPBS verdinnt. Nachdem die
Zellen des Cytospins auf dem Objekttrager 1-mal mit DPBS gewaschen wurden, gab
man 150 pl der DAPI-L6sung auf die Zellen und inkubierte fur 3 Minuten in Dunkelheit.
Nachfolgend wurden die Zellen 3-mal mit DPBS gewaschen, mit ausreichend
Eindeckmedium bedeckt und ein Deckglas vorsichtig — um die Entstehung von

Luftblasen zu vermeiden — darauf gegeben.

3.2.3 Konfokalmikroskopie

Um eine dreidimensionale Darstellung der Zellkerne sowie eine sichtbare Lokalisation
des Xanthohumols zu ermoglichen, wurden die Praparate unter Einsatz eines
Konfokalmikroskops betrachtet. Durch die Verwendung unterschiedlicher
Wellenlangen des Beobachtungslasers kdnnen unterschiedliche Ebenen der Probe
separiert betrachtet werden. Dabei passiert nur Licht aus der Fokusebene die Blende.

Licht aus anderen Ebenen des Praparats wird unterdrickt [62].

Durch Einstellung der verschiedenen Wellenlangen des Beobachtungslasers fur die
Darstellung der DAPI-Farbung (350-480nm) bzw. des Xanthohumols (493-600nm), der
zu untersuchenden Position und Schichtdicke jedes einzelnen Praparates (Ende und
Beginn in um), Angabe der Ebenenanzahl (=25) und anschliel3ender Uberlappender
Darstellung der zwei sequenziellen Scans (DAPI + Xanthohumol) wurden fur alle

Praparate Bilder erstellt, welche in ZellgroRe und Kontrast vergleichbar waren.

3.3 J774A.1 Zellkulturmodell

Die murine adharente Makrophagen- Zelllinie J774A.1 wurde aus der Aszites einer
weiblichen, erwachsenen Maus mit Retikulumzellsarkom isoliert, und wird v. a. in der
immunologischen Forschung eingesetzt [63]. Die Zellen wurden vom Anbieter ATCC
(American Type Culture Collection) verwendet. Fir die hier durchgeflhrten
Experimente wurden J774A.1 Zellen der Passagen 5-15 genutzt. Die Zellen wurden in
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je 10 ml Medium, dessen Zusammensetzung in Tabelle 3 dargestellt ist, in 75 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert und bei 37 °C und 5% COz2 inkubiert. Das Medium wurde
aller zwei bis drei Tage gewechselt und das Wachstum der Zellkultur taglich
mikroskopisch Uberprift. Bei ca. 80%iger Konfluenz der Zellen wurde das Medium aus
der Zellkulturflasche abgesaugt, 10 ml frisches Medium hinzu gegeben, die Zellen
mittels Zellschaber von der Oberflache gelést und mehrmals im Medium resuspendiert.
Anschlielend wurden von der erhaltenen Zellsuspension 1 ml in 10 ml Medium pro
Zellkulturflasche bzw. 200 pl in 2 ml Medium pro Well einer 6-Well Platte ausgesat,
und durch vorsichtiges Schwenken eine gleichmalige Verteilung der Zellen

gewabhrleistet.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Mediums fur die J774A.1 Zellkultur

Substanz Volumen (ml)
DMEM 450
FBS 50
Pen/Strep 5

Sobald bei den in den Wells ausgesaten Zellen eine 90-95%ige Konfluenz beobachtet
werden konnte, wurde das Medium abgesaugt. Je Well wurden 996,7 ul frisches
Medium mit unterschiedlichen Xanthohumol-Konzentrationen (0 mg/ 0,03125 mg/
0,0625 mg/ 0,125 mg) aus einem XN-haltigen Extrakt, wiederum nach mehrmaligem
Vortexen und mehreren Ultraschallbehandlungen (vgl. Caco-2 Zellkulturversuch, 3.2),
in Doppelbestimmung auf die Zellen gegeben. Im nachsten Schritt wurden die Zellen
nach einer Stunde bzw. 2 Stunden Prainkubationszeit mit LPS (50 pg/ml) stimuliert. 6
h nach Inkubation mit LPS wurde je Well 125 pl Zellkulturiiberstand bzw. nach 18
Stunden der restliche Uberstand sowie die in 500 ul Trizol pro Well aufgenommenen

Zellen abgenommen, und bei -80°C gelagert.
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3.3.1 Griess-Assay

Da Stickstoffmonoxid als Botenstoff an Gefal3-, Nerven- und Immunprozessen beteiligt
ist und damit grof3e physiologische und pathophysiologische Bedeutung hat, ist die
Messung von NO in biologischen Geweben und Flussigkeiten von grol3em Interesse
[64]. Der sog. Griess-Assay stellt einen NO-Nachweis basierend auf der Identifizierung
des NO-Abbauproduktes Nitrit (NO2") dar [65] und wurde im Versuch zur Uberpriifung
der Wirkung der LPS-Stimulation von J774A.1-Zellen mit dem Griess Reagent System
von Promega nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Dabei kommt es im letzten
Schritt durch Bindung von N-1-naphthylethylenediamin Dihydrochlorid (NED) an das
vorher im sauren Milieu durch Reaktion mit Nitrit entstandene Diazonium-lon zur
Bildung einer chromophoren Azoverbindung, deren Absorption anschlie3end bei 540

nm gemessen wurde.

3.3.2 ELISA

Die Konzentration von IL-1B, IL-6, TNF-a sowie CD14 im Zellkulturiberstand der
Interventionsstudie wurde mit Hilfe von spezifischen ELISA Kits (DuoSet® ELISA
Development Systems, R&D Systems) bestimmt. Die Messung wurde nach Anleitung

des Herstellers durchgeflhrt.

Die unstimulierten und stimulierten Proben wurden vor Durchfiihrung des ELISAs
entsprechend Tabelle 4 mit Reagent Diluent (1% BSA in PBS) verdunnt.

Tabelle 4: Verdiinnungen der Proben fiir IL-13, IL-6, TNF- a und CD14

Probe IL-18 IL-6 TNF-a CD14
Unstimuliert 6h 1:3 1:3 1:3 1:3
LTA 6h 1:20 1:20 1:10 1:5
LPS 6h 1:20 1:20 1:5 1:2
ORF 6h 1:3 1:3 1:3 1:3

Zur Bestimmung der TNF-a Konzentration im Zellkulturiberstand der J774A.1 Zellen
wurde ebenfalls ein ELISA Kit verwendet und die Messung nach Anleitung des
Herstellers durchgeflhrt. Die unstimulierten Proben wurden unverdinnt gemessen,
wahrend die flr 6 h stimulierten Proben 1:2, die fur 18 h stimulierten Proben 1:20 mit

Reagent Diluent verdinnt wurden.
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4. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte unterschiedlicher Dosen von
Xanthohumol aus einem XN-reichen Extrakt auf Immunzellen und verschiedene
Zellkulturmodelle. Dazu wurde einerseits eine Pilotstudie durchgefuhrt und die
protektiven Effekte auf die Immunantwort von isolierten Monozyten im Zeitverlauf nach
oraler XN-Aufnahme analysiert. Andererseits wurde im Caco-2 Ko-kulturmodell die
Bindung von Xanthohumol an Caco-2 Zellen, Monozyten, Granulozyten und PBMCs
untersucht. Weiterhin wurde im J774A.1-Zellkulturmodell die Wirkung von XN auf die
LPS-induzierte TNF-a Produktion untersucht.

4.1 Einfluss der oralen Aufnahme von Xanthohumol in Form eines Xanthohumol-
haltigen Extrakts in unterschiedlichen Dosen auf die LPS- bzw. LTA-induzierte
Freisetzung von Zytokinen im Zellkulturiiberstand von Monozyten

In Ersten Teil der Arbeit wurde ein Proband aus einer noch laufenden Pilotstudie
untersucht. Dabei sollte analysiert werden, ob die einmalige Aufnahme von
Xanthohumol in Form eines XN-reichen Extrakts in verschiedenen Dosen, wie sie auch
durch moderaten Konsum von Bier (250-1000 ml Bier) aufgenommen werden konnen,
die LPS- bzw. LTA-induzierte Immunantwort von Monozyten und Granulozyten ex vivo
im Zeitverlauf beeinflusst. Die Monozyten und Granulozyten wurden dafur direkt vor
und 1, 2, 3, 4 sowie 6 h nach der oralen Aufnahme von XN isoliert und fiir 2 bzw. 6 h
mit LPS bzw. LTA stimuliert. Die Konzentrationen von IL-1B, IL-6, TNF-a und CD14

wurden mittels ELISA im Zellkulturiiberstand bestimmt.

Da sowohl in den Untersuchungen der Granulozyten nach 2- und 6-stindiger
Stimulation als auch in den Untersuchungen der Monozyten nach 2-stlindiger
Stimulation die Freisetzung der Zytokine und von CD14 unter der Nachweisgrenze der
ELISAs lag, sind in der vorliegenden Arbeit ausschliellich die Ergebnisse flr
Monozyten nach 6-stindiger Stimulation mit LPS bzw. LTA dargestellit.
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IL-1B:

Bei der Intervention mit 0,125 mg XN, sowohl bei Stimulation mit LPS als auch LTA,
war die hochste Konzentration von IL-18 1h nach der Aufhnahme des
Hopfeninhaltsstoffes erreicht. Diese lag 500 % uber dem Placebo und nahm in den
nachsten 2 h wieder ab. Nach 4 h konnte wieder eine leichte Zunahme der LPS-
induzierten IL-1B Freisetzung verglichen mit dem Placebo im Zellkulturmedium
gemessen werden. Bei 0,375 mg bzw. 0,75 mg XN liegt der Peak sowohl bei der LPS-
als auch LTA-stimulierten Probe bei 3h bzw. 4 h nach XN-Aufnahme.
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IL-6:

Der supprimierende Effekt von XN auf die Freisetzung von IL-6 in dem
Zellkulturmedium war 2 bis 4 h nach der Aufnahme von 0,125 mg, 0,375 mg oder 0,75
mg XN aus einem XN-reichen Extrakt am ausgepragtesten im Vergleich zum Placebo
(=100% Kontrolle). Sowohl bei LPS- als auch LTA-stimulierten Monozyten wurde nach
1 h bei 0,125 mg XN die IL-6 Konzentration im Vergleich zum Placebo erhoht. Auch
bei 0,75 mg XN war eine leichte Erhohung der LTA-induzierten IL-6 Freisetzung
messbar. Nach 6 h war der Effekt von 0,125 mg und 0,75 mg XN auf die IL-6
Freisetzung aus den Monozyten weder fir LPS noch flir LTA nachweisbar. Die
Konzentration von IL-6 glich zu diesem Zeitpunkt der vom Placebo. Lediglich 0,375 mg
XN wies auch nach 6 h noch einen hemmenden Effekt auf die LTA-induzierte IL-6

Freisetzung auf.
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TNF-a:

Die Konzentration von TNF-a im Zellkulturmedium der LPS- bzw. LTA-stimulierten
Monozyten war zwischen 2 und 3 h nach Aufnahme der verschiedenen XN-Dosen am
starksten reduziert im Vergleich zum Placebo (=100% Kontrolle). Auch nach 6 h waren
die Spiegel nach Aufnahme von 0,375 mg und 0,75 mg XN aus einem XN-reichen
Extrakt um 46-84 % niedriger als nach der Aufnahme des Placebos. Die Aufnahme
von 0,125 mg XN-Extrakt zeigte den geringsten Effekt auf LPS- bzw. LTA-induzierte

Freisetzung von TNF-a im Zellkulturmedium nach 1 und 6 h im Vergleich zum Placebo.
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CD14:

Bei allen eingesetzten XN-Dosen aus einem XN-reichen Extrakt konnte ein U-formiger
Verlauf des Effekts von XN auf die CD14-Freisetzung im Zellkultmedium der LPS- bzw.
LTA-stimulierten Monozyten nachgewiesen werden. Der supprimierende Effekt auf die
Freisetzung von CD14 im Zellkulturmedium war 2 bis 4 h nach Aufnahme der
verschiedenen XN-Dosen im Vergleich zum Placebo am starksten. In dieser
Zeitspanne konnte XN die LPS- bzw. LTA-induzierte CD14 Freisetzung um bis zu 93%
verglichen mit dem Placebo reduzieren. Im Gegensatz dazu konnten nach 1 hund 6 h
nach der Aufnahme von 0,125 mg und 0,75 mg XN aus einem XN-reichen Extrakt
sowohl bei LPS als auch LTA 2-4fach erhdhte CD14-Konzentrationen im Vergleich

zum Placebo nachgewiesen werden.
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4.2 Untersuchungen zur Bindung von Xanthohumol, appliziert aus einem
Xanthohumol-haltigen Extrakt, an Caco-2 Zellen, Monozyten, Granulozyten und
PBMCs im Caco-2 Ko-kulturmodell

In einem in vitro Ko-Kultur-Modell mit Caco-2 Zellen wurde untersucht, inwiefern
Xanthohumol nach Uberwindung der intestinalen Barriere an Immunzellen bindet.
Dazu wurden ausdifferenzierte Caco-2 Zellen im Transwell fir 1 bzw. 2 h mit 0 mg,
0,125 mg, 0,375 mg bzw. 0,75 mg XN aus einem XN-Extrakt inkubiert. Zuvor aus
einem Buffy Coat isolierte Monozyten, Granulozyten bzw. PBMCs befanden sich im
Well darunter. Die Zellen wurden anschlieend mittels Cytospin auf einen Objekttrager
gebracht, die DNA mit DAPI angefarbt, und im Konfokalmikroskop betrachtet. Durch
die Farbung erschienen die Zellkerne blau (480 nm), und das XN auf Grund seiner
Autofluoreszenz bei 530 nm grin. Bei den hier gezeigten Bildern handelt es sich um

Merge-, also kombinierte Bilder der DAPI- und Xanthohumol-Aufnahme.

Die mikroskopischen Bilder sind in Abbildung 12-15 dargestellt. Wie zu erwarten,
konnte man weder bei den Monozyten noch Granulozyten und PBMCs nach
Inkubation mit 0 mg XN grin fluoreszierende Bereiche bei der XN-spezifischen
Wellenlangen-Einstellung erkennen. Lediglich bei den Caco-2 Zellen wurden schwach
fluoreszierende Punkte zwischen den Zellkernen beobachtet (Vgl. Abb. 12A), die auf

aullere, ebenfalls bei gleicher Wellenlange fluoreszierende Einflisse hindeuten.

Da mittels DAPI-Farbung nur der Zellkern, und nicht die Zellhille angefarbt wird, kann
die Bindung des XN nicht genau lokalisiert werden. Jedoch weisen mehrere
Aufnahmen auf eine Bindung an den Zellkern hin (u. a. Abb. 13E. 14C). Weiterhin
wurden in einigen Fallen grofiere Mengen an XN zwischen nah beieinander liegenden
Zellkernen beobachtet (u. a. Abb. 13H, 14G).

Nach Augenmal bewertet, wurde nach Inkubation mit 0,125 mg und 0,375 mg XN in
allen Versuchsreihnen mehr an die Zellkerne bzw. in der Nahe der Zellkerne
gebundenes XN beobachtet als bei 0,75 mg XN. Bei den Caco-2 Zellen konnte stets
quantitativ mehr XN als bei den anderen untersuchten Zelltypen festgestellt werden;
teils waren sogar Caco-2 Zellen uberdeckende ,Schwaden® aus XN erkennbar (Vgl.
Abb. 12H).
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Abbildung 12: Untersuchung zur Bindung von Xanthohumol an Caco-2 Zellen
im Caco-2 Ko-kulturmodell. Die ausdifferenzierten Caco-2 Zellen wurden 1 bzw.
2 h mit 0 mg, 0,125 mg, 0,375 mg bzw.0,75 mg Xanthohumol (XN) inkubiert. Die
Bilder wurden mittels Konfokalmikroskop aufgenommen.
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Abbildung 13: Untersuchung zur Bindung von Xanthohumol an Monozyten
im Caco-2 Ko-kulturmodell. Die ausdifferenzierten Caco-2 Zellen wurden 1
bzw. 2 h mit 0 mg, 0,125 mg, 0,375 mg bzw.0,75 mg Xanthohumol (XN)
inkubiert. Die Bilder wurden mittels Konfokalmikroskop aufgenommen.
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Abbildung 14: Untersuchung zur Bindung von Xanthohumol an
Granulozyten im Caco-2 Ko-kulturmodell. Die ausdifferenzierten Caco-2
Zellen wurden 1 bzw. 2 h mit 0 mg, 0,125 mg, 0,375 mg bzw.0,75 mg
Xanthohumol (XN) inkubiert. Die Bilder wurden mittels Konfokalmikroskop

aufgenommen.
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Abbildung 15: Untersuchung zur Bindung von Xanthohumol an PBMCs
im Caco-2 Ko-kulturmodell. Die ausdifferenzierten Caco-2 Zellen wurden
1 bzw. 2 h mit 0 mg, 0,125 mg, 0,375 mg bzw.0,75 mg Xanthohumol (XN)
inkubiert. Die Bilder wurden mittels Konfokalmikroskop aufgenommen.
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4.3 Einfluss von Xanthohumol appliziert aus einem Xanthohumol-haltigen
Extrakt in unterschiedlichen Dosen auf die LPS-induzierte Freisetzung von NOx
und TNF-a im Zellkulturiiberstand von J774A.1 Zellen

Im Gegensatz zu den vorherigen Untersuchungen wurden in diesem Experiment
geringe Dosen von XN (0,03125 mg, 0,0625 mg und 0,125 mg) aus einem XN-Extrakt
pro mL eingesetzt. Dies wurde zum einen auf Grund der geringen Wasserloslichkeit
von XN gewahlt, zum anderen sollte untersucht werden, ob auch bei geringeren Dosen
ein positiver Effekt von XN auf die LPS-induzierte Konzentration von TNF-a im

Zellkulturiberstand von J774A.1 Zellen beobachtet werden kann.

Stickstoffmonoxid

Die Konzentration von Nitrit im Zellkulturiberstand von J774A.1 Zellen wurde mittels

Griess-Assay bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.

Weder die 1- noch die 2-stindige Vorbehandlung der Zellen mit verschiedenen XN-
Dosen vor Stimulation mit LPS hatte nach 6 h einen Effekt auf die NOx Freisetzung im
Zellkulturiberstand. Im Gegensatz dazu war sowohl in den fur 1 und 2 h mit XN
vorbehandelten Zellen nach 18 h Stimulation mit LPS die NOx Freisetzung bei
Vorbehandlung mit 0 mg als auch mit 0,03125 mg XN deutlich induziert. Das
Signifikanzniveau wurde zwar bei LPS-stimulierten und mit 0,03125 mg XN
vorbehandelten Zellen im Vergleich zu unstimulierten, unbehandelten Proben erreicht,
ist aber wahrscheinlich auf die groe Streuung der Werte zurtickzufihren. Nach 2-
stundiger Pre-Inkubation der J774A.1 Zellen mit verschiedenen XN-Dosen war ein
inverser Zusammenhang zwischen der NOx-Konzentration im Zellkulturiberstand und

der zur Behandlung eingesetzten XN-Konzentration zu erkennen.
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Abbildung 16: Nitrit-Konzentration im Zellkulturiiberstand von J774A.1 Zellen
nach 1- bzw. 2-stiindiger Behandlung (Pre-Inkubation) mit 0,03125 mg, 0,0625
mg oder 0,125 mg Xanthohumol (aus einem Xanthohumol-Extrakt) und nach 6-

oder 18-stiundiger Stimulation mit LPS.

Die Werte sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. n=3; (XN) Xanthohumol; (LPS)
Lipopolysaccharide; (NOz2") Nitrit.
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TNF-a

Da bei 6-stundiger LPS-Stimulation auf Grund zu hoher Werte der gemessenen TNF-
a Konzentration nur zwei Versuchsreihen fur die Auswertung berucksichtigt werden
konnten, war keine statistische Auswertung moglich. Auf Grund der inhomogenen
Varianzen bei den Ergebnissen der flr 18 h mit LPS stimulierten Proben wurde auch
hier keine statistische Analyse durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17

dargestellt.

Bei 1-stiindiger Behandlung mit XN und 6-stiindiger LPS-Stimulation ist eine negative
Korrelation zwischen der TNF-a Konzentration und der XN-Dosis zu beobachten- je
hoher die XN-Dosis, desto weniger TNF-a im Vergleich zum Placebo konnte
gemessen werden. Auch nach 2-stindiger Pre-Inkubation mit XN und 6-stundiger
LPS-Stimulation konnte sowohl bei 0,03125 mg als auch bei 0,0625 mg und 0,125 mg
XN eine Reduktion der TNF-a Konzentration im Zellkulturiberstand der J774A.1 im

Vergleich zur unbehandelten, LPS-stimulierten Probe beobachtet werden.

Nach 18-stindiger LPS-Stimulation konnte weder bei 1- noch bei 2-stindiger
Behandlung mit XN ein Einfluss von 0,03125 mg und 0,0625 mg XN auf die TNF-a
Konzentration im Vergleich zur unbehandelten Probe festgestellt werden. Lediglich bei
0,125 mg XN wurde die TNF-a Konzentration deutlich reduziert im Vergleich zu 0 mg
XN.
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Abbildung 17: TNF- a Konzentration im Zellkulturiberstand von J774A.1 Zellen
nach 1- bzw. 2-stiindiger Behandlung (Pre-Inkubation) mit 0,03125 mg, 0,0625
mg oder 0,125 mg Xanthohumol (aus einem Xanthohumol-Extrakt) und nach 6-

oder 18-stiindiger Stimulation mit LPS.

Die Werte sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. 15A+B:n=2; 15C+D: n=3; (XN)
Xanthohumol; (LPS) Lipopolysaccharide; (TNF-a) Tumornekrosefaktor.
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5. Diskussion

Von Bakterien hervorgerufene Infektionen gehéren zu den haufigsten Erkrankungen
weltweit und ziehen meist langandauernde und kostenintensive Behandlungen nach
sich. Obwohl Antibiotika weiterhin bei vielen bakteriellen Erkrankungen das Mittel der
Wahl sind, stellt das globale Problem der zunehmenden Antibiotikaresistenz eine der
grélten gesundheitlichen Herausforderungen, assoziiert mit erhéhter Morbiditat und
Mortalitat, dar [66]. Mehrere Studien, u. a. auch Untersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe, weisen darauf hin, dass Xanthohumol eine immunmodulierende
Wirkung aufweist [67] [24]. So konnte in einer Humanstudie nachgewiesen werden,
dass bereits der einmalige Konsum von 0,125 mg XN bei gesunden Personen, die
durch Toxine gramnegativer und grampositiver Bakterien induzierte Aktivierung von
Immunzellen des Blutes ex vivo in Stimulationsversuchen deutlich mindert [24] [20].
Dabei konnte der immunmodulatorische Effekt bereits 1 h nach Einnahme von XN
beobachtet werden, war jedoch nach 12-stindiger XN-Abstinenz nicht mehr
nachweisbar [24]. Wie lang jedoch der immunmodulierende Effekt anhalt und ob dieser
von der aufgenommenen XN-Dosis abhangt, ist bisher nicht geklart. Vor diesem
Hintergrund werden in der vorliegenden Arbeit der Effekt von 3 unterschiedlichen
Dosen XN auf die Stimulierbarkeit von Immunzellen des Blutes ex vivo im Zeitverlauf
untersucht. Weiterhin wurde in einem Caco-2 Ko-kulturmodell in vitro untersucht, ob
XN die Darmbarriere passiert. Im J774A.1 Zellkulturversuch wurde aullerdem
untersucht, ob XN einen Effekt auf die LPS-stimulierte TNF-a Freisetzung im

Zellkulturmedium hat.

5.1 Einfluss der oralen Aufnahme von Xanthohumol in unterschiedlichen Dosen
auf die LPS- bzw. LTA-induzierte Konzentration von Zytokinen und CD14 im
Zellkulturuberstand von Monozyten

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Proband aus einer noch laufenden
Pilotstudie untersucht. Ziel war es, zu untersuchen, ob die orale Aufnahme von
Xanthohumol aus einem XN-haltigen Extrakt in unterschiedlichen Dosen (0,125 mg,
0,375 mg, 0,75 mg) unterschiedlich starke protektive Effekte auf die LPS- bzw.
LTA-vermittelte Ausschattung von IL-1f3, IL-6, TNF-a und CD14 im Zellkulturiberstand
von isolierten Monozyten aufweist, und wie der zeitliche Verlauf des protektiven Effekts
ist.
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Nach Aufnahme von 0,125 mg, 0,375 mg und 0,75 mg Xanthohumol aus einem
Xanthohumol-reichen Extrakt konnte ein supprimierender Effekt von Xanthohumol auf
die LPS- bzw. LTA-induzierte Freisetzung von IL-6, TNF-a und CD14 im Vergleich zum
Placebo in isolierten Monozyten nachgewiesen werden, welcher jeweils 2- 4 h nach
der Aufnahme von Xanthohumol am stérksten war. Bei der LPS- bzw. LTA-induzierten
Freisetzung von IL-18B hingegen wurde die Zytokin-Konzentration nach der Aufnahme

von XN bis zu 6-fach erh6ht im Vergleich zum Placebo.

Die Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe, in denen der
Effekt der einmaligen Aufnahme von 0,125 mg XN aus einem XN-haltigen Extrakt auf

die ex vivo Stimulation von PBMCs untersucht wurde, in weiten Teilen Uberein.

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass eine vollstandige Unterdriickung der
Immunantwort bei viralen und bakteriellen Infektionen schadlich sein oder sogar die
Krankheitsschwere verschlimmern und eine langere Genesungszeit nach sich ziehen
konnte [68] [69]. Die punktuell aktivierenden Effekte von bereits geringen Dosen an
XN auf die Freisetzung der hier untersuchten pro-inflammatorischen Zytokine und
CD14 kénnten also durchaus als Teil der immunmodulierenden Eigenschaften von XN
gewertet werden, sollten aber in zuklnftigen Studien mit gréRerem Stichprobeumfang

detaillierter untersucht werden.

Welche Mechanismen an dem hemmenden Effekt von XN auf die LPS-induzierte
Aktivierung von Immunzellen beteiligt sind, ist noch nicht vollstandig geklart [1].
Wahrend die Ergebnisse anderer Studien darauf hinweisen, dass XN durch Bindung
an MD-2 die Endotoxin-abhangige Aktivierung des TLR4-Signalwegs beeintrachtigt,
konnte in einer Studie von Jung et al. (2022) gezeigt werden, dass weder LPS an MD-
2 bindet noch die MD-2 Konzentration in LPS-stimulierten PBMCs durch XN aus einem
XN-reichen Extrakt verandert wurde [20]. Weiterhin konnte in dieser Studie kein Effekt
von XN auf die TLR4 Proteinkonzentration oder die Bindung von LPS an TLR4
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde nachgewiesen, dass XN die Bindung
von LPS an CD14 hemmen sowie die CD14- Freisetzung in LPS-stimulierten PBMCs
reduzieren kann. Auch andere Studien weisen darauf hin, dass LPS an CD14 bindet
und anschlieBend auf TLR4/MD2 Ubertragen wird [22] [70]. Weiterhin wurde
beobachtet, dass CD14 eine wesentliche Rolle bei der Erkennung von LPS durch
TLR4 und MD2 spielt [71]. In der vorliegenden Pilotstudie konnte gezeigt werden, dass
XN, unabhangig von der Dosis, v. a. zwischen 2 und 4 h nach der Aufnahme, zu einer
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deutlichen Reduktion der LPS- und LTA-induzierten CD14-Freisetzung im
Zellkulturmedium fuhrt und somit die LPS-abhangige Aktivierung des TLR4-

Signalwegs hemmt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Pilotstudie, dass bereits der einmalige
Konsum geringer Dosen von XN aus einem XN-reichen Extrakt die LPS- und LTA-
stimulierte Immunantwort von Monozyten bei einem gesunden, normalgewichtigen
Mann hemmen kann. Da jedoch die Ergebnisse von nur einem Probanden vorliegen,
und nur die einmalige orale Aufnahme von verschiedenen Dosen an XN aus einem
XN-reichen Extrakt untersucht wurden, sind weitere Studien notwendig, um
aussagekraftige Ergebnisse bzgl. der immunmodulierenden Effekte von XN in beiden
Geschlechtern, der Wirkung bei wiederholtem Konsum von XN sowie des Konsums
von 100% purem XN zu erhalten. Weiterhin wurden die Zellstimulationen ex vivo
durchgefuhrt; inwiefern die immunmodulierenden Effekte auch bei mit gramnegativen
oder grampositiven Bakterien infizierten Personen nachweisbar sind, sollte in

zukunftigen Studien untersucht werden.

5.2 Untersuchungen zur Bindung von Xanthohumol an Caco-2 Zellen,

Monozyten, Granulozyten und PBMCs im Caco-2 Ko-kulturmodell

Um zu untersuchen, ob XN die intestinale Barriere Uberwindet und an Immunzellen
bindet oder von ihnen aufgenommen wird, wurde ein Co-Kulturmodell aus Caco-2
Zellen auf apikaler Seite und aus einem Buffy Coat isolierten Monozyten, Granulozyten

und PBMCs auf basolateraler Seite verwendet

Xanthohumol (berwindet rasch die intestinale Barriere und bindet an Monozyten,

Granulozyten und PBMCs oder wird von diesen aufgenommen.

Sowohl nach 1 h als auch nach 2 h Behandlung mit XN wurde in bzw. auf den Caco-2
Zellen das meiste XN beobachtet. Grund daflir kdnnte die geringe Wasserldslichkeit
von XN mit nur 1,3 mg/L bei 23 °C sein [72]. Ob XN von den Zellen direkt oder Uber
eine Bindung an Oberflache bzw. Zellmembran aufgenommen wurde, konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Bei allen XN-Dosen wurde nach 1h sowie 2h
Inkubation in Monozyten, Granulozyten und PBMCs XN an bzw. in den Zellkernen

beobachtet, was auf eine Aufnahme des XN in die Zellen bzw. Bindung an den Zellkern
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hinweist. Dabei konnte kein Unterschied bzgl. der detektierten XN-Menge zwischen
den unterschiedlichen Inkubationszeiten und den verschiedenen untersuchten
Immunzellen festgestellt werden. Bei 0,125 mg und 0,375 mg XN konnte jedoch per
Augenmald mehr an oder in den Zellkernen gebundenes XN identifiziert werden als
nach Behandlung der Zellen mit 0,75 mg XN. Die Ergebnisse lassen darauf schlielen,
dass XN rasch von den Enterozyten aufgenommen wird bzw. die intestinale Barriere
Uberwindet. Weiterhin weisen die tGbereinander gelagerten Bilder (Merge, DAPI + XN)
darauf hin, dass XN sowohl an Monozyten als auch Granulozyten und

Subpopulationen der PBMCs bindet bzw. von ihnen aufgenommen wird.

In einer Studie von Wolff et al. (2011) wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die
Aufnahme und intrazellulare Verteilung von XN u. a. bei Hepatozyten, Sternzellen und
Caco-2 Zellen, untersucht [73]. Die Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass XN
an die Zellen bindet oder von ihnen aufgenommen wird. In dieser Arbeit wurde auch
gezeigt, dass die meisten XN Molekule an zellulare Proteine binden und somit
Eigenschaften zellularer Faktoren andern konnten [73]. In einer weiteren Studie wurde
nachgewiesen, dass ca. 70 % des auf apikaler Seite zu den Caco-2 Zellen
hinzugeflugten XN im Inneren der Zellen akkumulieren, wovon 93 % des intrazellularen
XN im Zytosol lokalisiert sind. Die Akkumulation des XN in den Caco-2 Zellen wurde
auch hier mit der spezifischen Bindung an cytosolische Proteine assoziiert [74].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass XN an Zellmembranen bindet, und somit auch
deren molekulare Organisation sowie strukturellen Eigenschaften, v. a. durch
Reduktion des Raumes zwischen den Phospholipidschichten und Herabsetzen der

Temperatur fur Phasentbergange der Phospholipide, beeinflussen kann [75].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass XN in vitro von Darm-
und Immunzellen gebunden und/ oder aufgenommen wird. Die zugrunde liegenden

Mechanismen mussen in weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden.
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5.3 Einfluss der Pra-Inkubation von J774A.1 Zellen mit Xanthohumol in
unterschiedlichen Dosen auf die LPS-induzierte Freisetzung von Nox und TNF-
a im Zellkulturiiberstand der J774A.1 Zellen

Nachdem der Effekt von verschiedenen Dosen an XN auf die LPS- bzw. LTA-induzierte
TNF-a Freisetzung bei isolierten Monozyten bereits in der Pilotstudie untersucht
wurde, sollte auch die Wirkung geringerer Dosen an XN (0,03125 mg, 0,0625 mg und
0,125 mg) auf die LPS-induzierte TNF-a Freisetzung aus J774A.1 Zellen untersucht

werden.

Durch Behandlung mit geringen Dosen von Xanthohumol konnte nach 6-stiindiger
Stimulation mit LPS die LPS-induzierte Freisetzung von TNF-a im Zellkulturiiberstand
von J774A.1 Zellen dosisabhéngig reduziert werden, nach 18-stiindiger LPS-
Stimulation war nur noch bei mit 0,125 mg XN vorbehandelten Zellen ein hemmender
Effekt nachweisbar. Weiterhin konnte eine deutliche Erhéhung der LPS-induzierten
NOx-Freisetzung im Zellkulturiiberstand erst nach 18 h beobachtet werden, nach 6-

stiindiger LPS-Stimulation war dieser nicht nachweisbar.

Auch Lupinacci et al. (2009) konnten eine Hemmung der LPS-induzierten TNF-a
Freisetzung in murinen Makrophagen (RAW264.7) sowie humanen Monozyten durch
Vorbehandlung mit XN nachweisen [76]. In einer Studie von Jung et al. (2022) konnte
nach oraler Aufnahme von 0,125 mg XN aus einem XN-reichen Extrakt und 2-stindiger
LPS-Stimulation die LPS-induzierte TNF-a Freisetzung von isolierten PBMCs im
Vergleich zu 0 mg XN ebenfalls reduziert werden [20]. Weiterhin wird in gleicher Studie
angenommen, dass jene immunmodulierenden Effekte von XN mit einer
nachgewiesenen dosisabhangigen Hemmung der Bindung von LPS an CD14 durch
XN assoziiert werden kénnen [20]. Wiederum andere Studien zeigten, dass XN die
Expression der LPS-Rezeptorkomponente MD2 und in Folge die Aktivierung des
TLR4-Signalwegs in LPS-aktivierten RAW264.7 Zellen reduzieren, und somit auch die
LPS-induzierte Ausschuittung des Zytokins TNF-a unterdriicken kann [21] [77].

Die LPS-induzierte TNF-a Freisetzung im Zellkulturiberstand von sowohl

unbehandelten als auch mit XN behandelten J774A.1 Zellen war nach 6-stundiger

LPS-Stimulation, also in der Akut Phase, deutlich starker als nach LPS-Stimulation fur

18 h. Die Ergebnisse der Messung von NOx hingegen zeigten erst nach 18-stlindiger

LPS-Stimulation bei unbehandelten sowie mit XN vorbehandelten Zellen eine deutliche
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Erhohung der Nitrit-Konzentration der LPS-stimulierten im Vergleich zu den
unstimulierten Proben. Dabei konnte nach 2-stindiger Vorbehandlung mit XN aus
einem XN-reichen Extrakt eine dosisabhangige Reduktion der NOx-Konzentration im
Zellkulturiberstand gemessen werden, wobei jedoch nie das Signifikanzniveau

erreicht wurde.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass bereits niedrige Dosen von
Xanthohumol aus einem XN-reichen Extrakt immunmodulierende Effekte auf LPS-
bzw. LTA-stimulierte Immunzellen haben. Zukunftige Studien sind notwendig, um die
zugrundeliegenden Mechanismen der Effekte zu untersuchen sowie weitere
vergleichbare Ergebnisse mit grélterem Stichprobenumfang bzgl. der XN-Wirkung im

Zeitverlauf als auch bei verschiedenen Dosen zu erhalten.
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6. Zusammenfassung
Xanthohumol ist ein bislang ausschlieB3lich im Hopfen nachgewiesenes prenyliertes
Chalkon, welches in Studien u. a. antiinflammatorische sowie antibakterielle

Wirkungen zeigte.

Ziel der vorliegenden Masterarbeit war es, zu untersuchen, ob die orale Aufnahme von
verschiedenen Xanthohumol-Dosen aus einem Xanthohumol-reichen Extrakt
immunmodulierende Wirkung auf die LPS- bzw. LTA-stimulierte Freisetzung
verschiedener Zytokine sowie CD14 im Zellkulturiberstand von isolierten Immunzellen
ex vivo zeigen, ob unterschiedliche Dosen von Xanthohumol unterschiedlich starke
protektive Effekte induzieren und inwiefern sich die Immunantwort im Zeitverlauf
andert. Die Ergebnisse eines Probanden der durchgefuhrten Pilotstudie weisen darauf
hin, dass die verschiedenen Xanthohumol-Dosen sowohl die LPS-als auch LTA-
stimulierte Freisetzung von IL-6, TNF-a und CD14 im Zellkulturmedium von Monozyten
im Vergleich zum Placebo im Zeitverlauf hemmen konnten. Im Gegensatz dazu wurde
die LPS-induzierte Freisetzung von IL-1 durch die orale Aufnahme von Xanthohumol

verstarkt.

AuRerdem konnte Xanthohumol ebenfalls nach 6-stundiger LPS-Stimulation von
J774A.1 Zellen die LPS-induzierte Freisetzung von TNF-a hemmen, nach 18-stindiger
LPS-Stimulation war jedoch kein Effekt mehr nachweisbar. Nach 18-stindiger LPS-
Stimulation konnte Xanthohumol die LPS-induzierte NOx Freisetzung hemmen,

wahrend nach 6 h keine Effekte nachweisbar waren.

Weiterhin weisen die Ergebnisse eines Experiments in einem Caco-2 Ko-kulturmodell
in vitro darauf hin, das Xanthohumol die intestinale Barriere passiert und von Darm-

und Immunzellen gebunden und/ oder aufgenommen wird.
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Summary

Xanthohumol is a prenylated chalcone that occurs only in the hop plant. Itis considered

a bioactive agent with, among others, antiinflammatory and antibacterial effects.

The aim of the present paper was to determine if the oral uptake of different doses of
Xanthohumol from a Xanthohumol-rich extract could have immune-modulating effects
of the LPS- or LTA-induced release of different cytokines and CD14 in the supernatant
of isolated monocytes ex vivo, if different doses of Xanthohumol differentiate regarding
their protective effects, and if the immune response changes over time. The results of
one participant indicate that different doses of Xanthohumol could inhibit the LPS-and
LTA-stimulated release of IL-6, TNF-a and CD14 in contrast to placebo over time. In
contrast, the release of LPS-induced release of IL-1B was enhanced due to

Xanthohumol.

Furthermore, Xanthohumol diminished the TNF-a release after LPS stimulation for 6 h
whereas after stimulation for 18 h no effects were detectable anymore. Xanthohumol
could also inhibit the LPS-induced release NOx release after 18 h. After 6 h no effects

on the concentration of NOx could be detected.

Moreover, it could be shown in a Caco-2 Co-culture experiment that Xanthohumol
passes the intestinal barrier and is binded and/or taken up by intestinal and immune

cells.
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