Einfluss kurzkettiger Fettsauren und mikrobieller Fermenta-
tionsprodukte neuartiger Oligosaccharide auf Cytotoxizitit,
Proliferation und Apoptose von humanen Coloncarcinom-

Zelllinien

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

Fakultiat Naturwissenschaften

Universitit Hohenheim

Institut fiir Biologische Chemie und Erndhrungswissenschaft

Universitat Hohenheim
und

Institut fiir Erndhrungsphysiologie

Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung und Lebensmittel, Karlsruhe

vorgelegt von

Silvia Andrea Roser

aus Pforzheim

2005



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. Heinz Breer

1. berichtende Person: Prof. Dr. rer. nat. Gerhard Rechkemmer
2. berichtende Person: Prof. Dr. med. Hans Konrad Biesalski
Eingereicht am: 30.06.2005

Miindliche Priifung am: 09.01.2006

Die vorliegende Arbeit wurde am 23.11.2005 von der Fakultit Naturwissenschaften der
Universitdt Hohenheim als ,,Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwis-

senschaften* angenommen.



Erkliarung

Hiermit erkldre ich, dass die vorliegende Arbeit von mir selbst und nur mit den angege-

benen Hilfsmitteln und unter Verwendung der angegebenen Quellen erstellt wurde.

Pforzheim, den 29.06.2005



I Inhaltsverzeichnis

I

Inhaltsverzeichnis

I INHALTSVERZEICHNIS ...coviiiiviinnnicssnicssneicssssncssssssssssssssssssssssssssssssasssssasees 111
IT ABBILDUNGSVERZEICHNIS ....cctitiviinnnerinssencssercssssrsssssssssssssssssssssssssssassssssssses \%
III TABELLENVERZEICHNIS.....cttiiiinntiicsisnnicsssssnresssssasssssssssssesssssssssssssssssssssss VI
IV ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....cuciiirirererireseresesesesesesesesesssesesesesesesssssssssens VIII
1  ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY ...covviirvricssnnicssnnccsssncsssnessssssssnssssnssssanses 1
2 EINLEITUNG . ...cciciveiinseicssanicssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
2.1 Mikrobielle Fermentation im Dickdarm 5
2.1.1  Mikrobielle Besiedelung des Gastrointestinaltrakts.............ccoeovevvieienvienieneeneeie e 5
2.1.2  Kurzkettige Fettsduren (SCFA) als Endprodukte bakterieller Fermentationsprozesse............. 7
2.1.2.1 Definition SCEA ....co.oiiiiiieeeeeteeee ettt sttt s 7
2.12.2 Bildung und Konzentrationen der SCFA ..........ccoiiiiiiiiiiieeeeeee e 7
2.1.23 Absorption und Stoffwechsel der SCFA ..ot 9
2.1.24 Rolle der SCFA bei DickdarmKkrebs..........ccooiiiiiiiiiiieieeeesee e 11

2.2 Darmkrebs 12
2.2.1  EpidemiologiSChe Daten.........cccieruieiiieiieieeiieciesieeie ettt sttt eeaessaesseesaeeseenseennas 12
2.2.2 BeteIliZLe GOINE ....veevvieiiiciiiieieeiiecieete ettt et et et este et e et e e seesaeesteesseebeesseesseesbeesaesta e reenbeenseennas 13
2.2.3  EINfTUSSTAKEOTEN ..ottt sttt 14
S o 1111 1< 1101 1= TSP 15
2241 Adenom-CarcinOm-SEqUENZ .........cccueruieriiariieiieieette et ie st et et eeeetesaeeseeesteeeeeneeeneesneens 15
2242 APC-Gen, Familidre Adenomatdse Polyposis (FAP)......cccooiiiiiiiiiiiiiieceeeeee 15

B T N 10 ] (01T OO SRSRRRPSRR 16
2,200 CASPASEIL ..eieueieeniieenieeeieeetteetteeateeeteeeateesbeeeabeesbaeeabeesbeeeabeesabeeeatee e baeeabeesabaeenbeesnbeeenteesabeennne 17
2.2.6.1 Apoptose im GastrointeStNaltrakt...........c.ecvevieeiierieiieniereece et eeeens 17

g Y 7)1 4 < LTSS 19
2.3 Ballaststoffe 20

2.3.1  Funktionelle Kohlenhydrate ............ccoooiiiiiiiiieieeee et 22



II

I Inhaltsverzeichnis
24 Zielsetzung
3 MATERIAL UND METHODEN......ciiiiiiccnisssssnssssssccsssssssssssssssscssssssssssssans
3.1 Material
T O B € ) v 1 /OO
BU1.2  SOTEWATE ..ottt ettt et ettt b e bbbt ettt et he e bt et ettt eaneas
3.1.3  Chemikalien, Zellkulturmedien und —ZUSHIZE...........c..coovvuviiiieiieeeieeeeeeeeee e
3.1.4  VerbrauChSmMAaterial.........coeiiiiiiiiieieieere sttt sttt
3U15  ZRIIINICI. ittt bbbt ettt be st eaeene
3.1.6 OliZOSACCRATIAR ......eieiiieiiieiieeiiecieee ettt ettt e b e e e nsesnaesneesseenseenseenseennens
T N A 7 T 43V LSS RRRPRSPRUSRN
3.2 Methoden
32.1  Gewinnung der Fermentationsiberstande. ............cceoeririiiriiieieeee e
3.2.2  Analyse der FermentationsiberStinde ............ccceoieierieiiniiieeeieeee e e
3.2.3  Herstellen der WST-1-GebrauchSIOSUNG ............cccveruieiiieciiiiiiieciereeie e
324 ROUNE-ZEIKUITUL ..ottt eeeene
3.2.5  Zellzdhlungen und VitalitatSbeStiMMUNZEN. .......ccuveevieieeierieieeieeie et
T I )7 01 10): 4 4 1 | AT TRPSPRRSRIN
R TN I & (0] U0 110 o E ST RPRSPRUSRIN
TN N 0107 3 £ S TRTPRRPRUSORN
32.8.1 ANNEXIN V ittt ettt b e b e a ettt et sae e s bttt et et eatenbeens
3.2.82 CASPASE-3 ..reeeiveeeiiieeieeeieeeiteeeteesbeeeteesbeeesbeeateeeabeesnbeeenbeesbeeenbeeenbeeanbeeetaeenseeetaeenreeans
3.2.9  ZEHZYKIUS ..ottt ettt ettt ettt ettt e e b e et e saaeereenseebeenbeenbeesaenraens
3.2.10 Messung am DurchflusSCYtOMELEr..........ccerieriieriieiieieeie sttt eeeeeaeseeens
3.2.11 Elektrophysiologische Untersuchungen in vertikalen Diffusionskammern (Ussing-
K@MIMETN) ...ttt ettt e e et eebe e e baeestee e tbeenseeessaeensaeensseensneenses
3.2.12 L7213 ] 1 <R RSSP
4  ERGEBNISSE...iiiiiiiiiiinnnnssiiiicsssssssssssssssccssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssasssssssssss
4.1 SCFA-Konzentrationen der FU
4.2 Cytotoxizitit
N S = U 1 OO PO U U SUUSUPRPTRRUSRRON
42.1.1 OrigINalSUDSTANZEN .......ouiiiieiiiiie ettt ettt eb ettt e e b e e
4212 Fermentationsiiberstinde und SCFA-Gemische............cccevevininininininieeieec
4.2.2  HT29 CION 19A ..ottt et b ettt sttt s be st eaeene

4221

Fermentationsiiberstdnde und SCFA-Gemische

25

27
27
28
28
30
31
31
32

35
35
36
36
36
37
38
39
40
40
41
42
42

44
46



I Inhaltsverzeichnis 111

B.2.3  T8A ettt ettt ettt a e a e et et et e teaae st st entent et enteeseeteeneeneanean 54
424  Vergleich der ZelllINIen .........oouiiiiiiiiieiiese ettt sttt see e eeeas 55
4.3 Proliferation 57
301 HT29 ettt bttt b e e b et a ettt e st be st eaeene 57
4.3.2  HT29 CIon 19A ..ottt sttt ettt st ettt sbe e 59
B33 T8ttt ettt bbbt ettt a et he et ene 61
4.3.4  Vergleich der ZellliNIen ...........coiuiiiiiiiiieiieeeece ettt sae e 63
4.4 Apoptose 65
O N = U 1 OO U SRR SUPUPTORRSRRON 66
442  HT29 CION 1A ...ttt ettt b et b et e et et e s bt bt eb e e st ensesenaesaeeeeas 66
A3 T8A et h ettt bbbt a bt e et et ebesaeeneene 67
4.4.4  Vergleich der ZelllINIeN ........cc.eccvieiiiieriieiieeieeee ettt ere et etee e e e eseeaessaesseessaesseesseessens 68
44.4.1 Negativ- und Positiv-Kontrolle ...........ccoeierieririiiiiieeeeee e 68
4442 FU / SCEFA-GEmiSCh ,, KOMTOIE™ ......oeeeeeeeeeeeee et e e e eeeeeeeeeen 69
4443 FU / SCFA-Gemisch BC-O 165..........ooiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
4444 FU / SCFA-Gemisch BC-0 299............oiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
4445 FU /SCFA-Gemisch BC-P 114 .......oooviiiiiieieeeeeeeceeeeeee e 69

4.5 Zellzyklus 70
5.1 HT29 ettt ettt bbbttt et b et besaeeaeene 70
4.5.2  HT29 CION 19A ..ottt et b ettt e et st s be bt eaeene 71
B.5.3 T8 ettt ettt e b et ettt et hesae et ene 72
4.6 Ussing-Kammern 73

5.1

5.2

5.3

54

5.5

5.5.1
552

In vitro-Fermentation von Oligosacchariden mit Humanfaeces 75

Etablierung eines Methodenpanels fiir das In vitro-Screening neu entwickelter pribiotisch

wirksamer Oligosaccharide 76
Cytotoxizitit der Fermentationsiiberstinde und SCFA-Gemische 77
Proliferation 78
Apoptose 79

ZRIZYKIUS ..ttt ettt ettt ettt e st et e et e e b e esbeesaessaebeesseesseessesseesssenseenseensenssensaens 80

Elektrophysiologische Untersuchungen in Ussing-Kammern ..........c..coccocevveenievicninicncnennns 82



I Inhaltsverzeichnis IV

5.6 HT29, HT29 Clon 19A und T84: Coloncarcinom-Zelllinien mit unterschiedlichen

Differenzierungsmoglichkeiten und ihre Verwendung fiir In vitro-Versuche.........cccceeveucees 83
5.7 Perspektiven 84
6  LITERATUR......iiittiintennttensntensntessnissssseessssisssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssses 86
7  TABELLENANHANG....cviiiinnniiicnnsnnticcssssssscsssssssesssssssasssssssssssssssssssssssssssssssasss 94

DANKSAGUNG . ..cuccuiirennninenninsncssesssessssssesssesssssssssasssssssssssesssssassssssssssssssassssssasssssss 101



II Abbildungsverzeichnis A%

I1

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abbildungsverzeichnis

1: Stoffwechselwege bakterieller Kohlenhydratvergdrung im Colon (Beispiele) .........ccccceveeveeennenne. 9
2: Adenom-CarcinOmM=SEQUENZ .........c.eecueeieruiertierteeteeteeteeaeesaeesteeteenteeneeeseesseesseeseeeeeneesneesneenaeenes 15
3: Morphologie und Zellhierarchie einer COlONKIypte..........ccceverieieieieienenese e 18
4: Zellzyklusphasen mit in der jeweiligen Phase synthetisierten Zellzyklusproteinen..................... 19
5: Enzymatische Umwandlung von Saccharose in Isomaltulose............cccoecveeeiercieniienieneenieeieeeenns 23
6: Schematische Darstellung eines Zell-Monolayers nach Kultivierung der Zellen auf permeablen
Membranen, Z. B. SNapWELLS. ........ccciiiiiieiieiee ettt 45
7: Vitalititsraten von HT29-Zellen nach Inkubation mit OS in verschiedenen Konzentrationen .... 49
8: Vitalititsraten von HT29-Zellen nach Inkubation mit FU / SCFA BC-O 165 ........c.ccccevevrvevnnne. 51
9: Vergleich der Vitalititsraten von HT29-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU und

analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %6 ......c.ccovveeevineinineinincinineeccneeeeeeens 51
10: Vitalititsraten von HT29 Clon 19A-Zellen nach Inkubation mit FU / SCFA BC-O 165 .......... 52
11: Vergleich der Vitalititsraten von HT29 Clon 19A-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU
und analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 10 %0 ........ccccceeevieeiiiveiieneeneeieeieeve e 53
12: Vitalititsraten von T84-Zellen nach Inkubation mit FU / SCFA BC-O 165.........cccccevvvuevrnnn... 54

13: Vergleich der Vitalititsraten von T84-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU und
analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %0 .......ccccoeverirerieieniineneneneneeieicnicnenaens 55
14a: Dosisabhingige relative Proliferationshemmung von HT29-Zellen nach 5-tagiger Inkubation

Ut VEISCRIEACIEN FU ... ettt et e ettt e et e e et e e e et ee e e e eee et e e e e eeeaeeeens 58

14b: Dosisabhédngige relative Proliferationshemmung von HT29-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation

mit analogen SCFA-GemiSChen. ...... ... e 58

15a: Dosisabhéngige relative Proliferationshemmung von HT29 Clon 19A-Zellen nach 5-tigiger

Inkubation mit verschiedenen FU ..........cccccooiiiiiiiiiieeieice e 60
15b: Dosisabhéngige relative Proliferationshemmung von HT29 Clon 19A-Zellen nach 5-tagiger

Inkubation mit analogen SCFA-GEMISCHEN.........cc.eeiiieiiieiieieeieeierie et 60
16a: Dosisabhéngige relative Proliferationshemmung von T84-Zellen nach 5-tagiger Inkubation mit
VErSChIEAENEN FU ........oviiiiiiiiciiie et 62
16b: Dosisabhingige relative Proliferationshemmung von T84-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation mit
aNalogen SCFA-GEMISCHEN ......cc.eeoiiiiiiiiiicieeie ettt ettt steesbeesbeesbeesaesseessaeseessesnsesseenns 62
17: Annexin V/Pl-gefarbte HT29-Zellen im Dot-Plot..........cccoecuieiiriiiieiieeee e 65
18: Apoptoserate bei HT29-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU bzw. analogen SCFA-

Gemischen in der Konzentration 50 %0........ccceoviviririiiiieieninienieeeeetetetese e 66
19: Apoptoserate bei HT29 Clon 19A-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU bzw. analogen
SCFA-GEMISCREN.....c..oiiiiiiiiiiiiiii ettt sttt 67



II Abbildungsverzeichnis VI

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

20: Apoptoserate bei T84-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen FU bzw. analogen SCFA-

L€ 1S 1101 1] 1157 1 DO U USRS RUUPTURRPRR 68
21: Prozentuale Anteile von HT29-Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M nach
Inkubation mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen ................cccocoveveveveueveveereennns 71
22: Prozentuale Anteile von HT29 Clon 19A-Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M
nach Inkubation mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen..................ccccoevvuevrnnn... 72
23: Prozentuale Anteile von T84-Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M nach
Inkubation mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen ................cccooveeuevercuevereneennn.. 73
24: Messung des Kurzschlussstroms (I) in Ussing-Kammern bei HT29 Clon 19A-Zellen nach
Perfusion mit verschiedenen FU und Prostaglandin E, (PGE,) als Positiv-Kontrolle...................... 74
25: Messung des Kurzschlussstroms (1) in Ussing-Kammern bei HT29 Clon 19A-Zellen nach
Perfusion mit analogen SCFA-Gemischen und Prostaglandin E, (PGE,) als Positiv-Kontrolle....... 74



III Tabellenverzeichnis VII

III Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1 Substanzen, die nach neuester Definition zu den Ballaststoffen gezahlt werden......................... 21
2: Schema zum Versuchsverlauf des Proliferationstests. ...........cceeverieieereeieiieeereeeeeee e 39
3: SCFA-Konzentrationen verschiedener Chargen von Fermentationsiiberstdnden......................... 48
4: Vergleich der Vitalititsraten der Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A und T84 nach 24-stiindiger
Inkubation mit FU und analogen SCFA-GeMiSChen. ..............cc.cccvoveviuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeenenns 56
5: Vergleich der Proliferationsraten der Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A und T84 nach 5-tdgiger
Inkubation mit FU und analogen SCFA-GemiSChen...............cc.c.coeveveuiveveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeneesenenns 64
6: Apoptoseraten der verschiedenen Zelllinien nach Messung im Annexin V-Test und nach
Messung der aktivierten Caspas=3 ........cccereereererrierierierte et et ete st e st esteeseeeeesneesseesaeeteeneeeneenneens 70
A 1: Cytotoxische Effekte der FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29 Clon 19A- und T84-
Zellen nach 24 h INKUDALION ......cc.eiuieiiiieiee ettt sttt eae et seesaesee e 94
A 2: Proliferationshemmende Effekte der FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29 Clon 19A-
und T84-Zellen nach 5-tdgiger INKUDAtION...........ccveviieiiieiieiecierieeee et 95
A 3: Annexin V-Test: Apoptoseinduktion durch FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29 Clon
TOA-UNA T8A-ZEILEN.c..c..eiiiiiieiiii ettt sttt et et be e 96
A 4: Aktivierte Caspase-3: Apoptoseinduktion durch FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29
Clon 19A-UNA TA-ZEIIEN .......eeiieiieieee ettt ettt st e s ettt et eneeeneeeneens 96
A 5: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen GO/G1, S und G2/M von HT29-Zellen
nach Inkubation mit FU und SCFA-GEMISCheN............c.c.ovivevieeieiieeeeeeceeiecee et 97
A 6: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M von HT29 Clon
19A-Zellen nach Inkubation mit FU und SCFA-GemiSChen ..............cccooevrveeeevreeeeeiereeesiereerrieans 97

A 7: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M von T84-Zellen
nach Inkubation mit FU und SCFA-GEMISCheN. ...........c.ourviiriiicieieieieie e 98



IV Abkiirzungsverzeichnis VIII

IV Abkiirzungsverzeichnis

AAAC
APC
AM

B.
BgVV

CDK
DA
DMEM
DMSO
EPIC
FAP
FCS
FITC
FU
FwW
GC
GI-Trakt
KH
KIP

L.

M.
MCT
NSP
OS
PBS
PE
PgE»
PI
PKC
PS
Pser
Rb
RNase
RS
SCFA

American Association of Cereal Chemists
Adenomatous Polyposis Coli Gene
Anaerobiermedium

Bifidobacterium

Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Vete-
rindrmedizin, heute: BfR = Bundesinstitut fiir Risikobewertung

Cyclin Dependent Kinase

Deoxycholsédure

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
Familidre Adenomatdse Polyposis

Foetales Kédlberserum (Fetal Calf Serum)
Fluorescein-Isothiocyanat
Fermentationsiiberstand

Faeceswasser

Gaschromatographie

Gastrointestinaltrakt

Kohlenhydrat

Kinase Inhibitor Protein

Lactobacillus

Morbus

Monocarboxylat-Transporter
Nicht-Stérkepolysaccharide
Oligosaccharide

Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline)
Phycoerythrin

Prostaglandin E

Propidiumiodid

Proteinkinase C

Polysaccharide

Phosphatidylserin

Retinoblastoma

Ribonuclease

Resistente Stirke

Kurzkettige Fettsduren (Short Chain Fatty Acids)



IV Abkiirzungsverzeichnis

SLC
TNF
v/v
Wnt
w/v

Sodium Linked Carboxylate Transporter
Tumor-Nekrosefaktor

volume per volume

Wingless-type

weight per volume



1 Zusammenfassung / Summary 1

1 Zusammenfassung / Summary

Dickdarmkrebs ist in Deutschland bei Madnnern und Frauen die zweithdufigste Krebser-
krankung. Die Rolle von Ballaststoffen bei der Priavention von Dickdarmkrebs bleibt
umstritten: Vielversprechenden in vitro- und Tierexperimenten stehen widerspriichliche
epidemiologische Studien gegeniiber. Funktionelle Kohlenhydrate als Bestandteile pri-
biotischer Lebensmittel sollen die Colon-Mikroflora zu Gunsten von Bakterienstimmen
verdndern, die kurzkettige Fettsduren (SCFA) bilden und deren Konzentrationen im
Colon, auch im distalen Teil, wo die meisten Coloncarcinome entstehen, erhdhen.

SCFA, vor allem Butyrat, gelten als praventiv wirksame Substanzen gegen Dickdarm-

krebs.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden drei verschiedene, von der Firma Siidzucker neu
entwickelte, funktionelle Oligosaccharide (OS, hergestellt aus Isomaltulose und resis-
tenter Stirke) mit Humanfaeces gesunder Probanden in vitro fermentiert. Die daraus
gewonnenen Fermentationsiiberstinde (FU) wurden im Zellkultursystem an Coloncar-
cinom-Zelllinien unterschiedlicher Differenzierungsgrade (HT29, HT29 Clon 19A,
T84) getestet. Untersucht wurden cytotoxische Effekte, proliferationshemmende Wir-
kung, Apoptoseinduktion, Einfluss auf den Zellzyklus und elektrophysiologische Para-
meter. Zur Anwendung kamen spektralphotometrische und durchflusscytometrische
Methoden sowie Messungen in vertikalen Diffusionskammern (Ussing-Kammern). Bei
allen Versuchen wurden parallel SCFA-Gemische, deren SCFA-Konzentrationen ana-
log den FU waren, untersucht, auBerdem ein FU ,Kontrolle”, der ohne OS-

Fermentation hergestellt wurde.

In mehreren voneinander unabhéngigen Fermentationen konnten reproduzierbare Er-
gebnisse hinsichtlich der SCFA-Gehalte der FU erzielt werden. Das Verhiltnis der drei
Haupt-Fettsiuren Acetat, Propionat und Butyrat in den FU nach OS-Fermentation ent-

sprach weitgehend den in vivo-Verhéltnissen.

Die untersuchten FU und SCFA-Gemische wirkten in der Konzentration von 50 % bei
allen Zelllinien cytotoxisch. Ebenso war eine dosisabhédngige Proliferationshemmung

und in der Konzentration von 50 % die Induktion von Apoptose zu verzeichnen. Durch
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die parallele Untersuchung analoger SCFA-Gemische in PBS konnte gezeigt werden,
dass cytotoxische und proliferationshemmende Effekte der FU im Wesentlichen auf
thren SCFA-Gehalt zuriickzufiihren sind. Fiir die Apoptoseinduktion konnte dies nicht
bestitigt werden: Die SCFA-Gemische induzierten liberwiegend mehr Apoptose als die
entsprechenden FU. Ebenso waren die Wirkungen von FU und SCFA-Gemischen auf
den Zellzyklus unterschiedlich: Die SCFA-Gemische konnten die DNA-Synthese-Phase
zum Teil deutlich stirker hemmen als die FU; die FU fiihrten hauptsiichlich zu einem
G2-Arrest. Bei den elektrophysiologischen Untersuchungen in Ussing-Kammern zeig-
ten weder FU noch SCFA-Gemische Effekte auf transepithelialen Widerstand oder

Kurzschlusstrom.

Die Fermentationsmuster der verwendeten FU und die SCFA-Konzentrationen der ent-
sprechenden Gemische unterschieden sich nicht stark genug voneinander, um in den
verwendeten Testsystemen signifikant unterschiedliche Ergebnisse zu erzielen. Auch
die verwendeten Zelllinien zeigten ein inkonsistentes Verhalten nach Inkubation mit FU
bzw. SCFA-Gemischen, so dass keine Beziehung zwischen Differenzierungsgrad und

Wirkung der Testsubstanzen hergestellt werden konnte.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass aus der in vitro-Fermentation von OS mit Humanfae-
ces reproduzierbare SCFA-Muster resultieren, die den in vivo-Verhiltnissen gleichen.
Gleichzeitig wurde ein Methodenspektrum fiir das Screening von FU bzw. SCFA-
Gemischen bei unterschiedlich differenzierten Coloncarcinom-Zelllinien entwickelt, das
die Zellen in allen Wachstumsphasen (exponentiell, subkonfluent, konfluent, ausdiffe-
renziertes Monolayer) erfasst. Die Wirkungen der FU waren allerdings nur zum Teil auf
die darin enthaltenen SCFA zuriickzufiihren. Welche anderen FU-Inhaltsstoffe, vor al-
lem hinsichtlich ihrer apoptosehemmenden und Zellzyklus-beeinflussenden Wirkungen,
eine Rolle spielen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gekliart werden. Ebenso er-
laubt die vorliegende Arbeit keine Riickschliisse darauf, welche der fiir die Fermentati-
on verwendeten OS eine besonders positive Wirkung auf Faktoren haben, die die Co-
loncarcinogenese hemmen konnen (z.B. Induktion von Apoptose). Fiir zukiinftige Stu-
dien sollten FU mit groBeren Unterschieden in ihrer SCFA-Zusammensetzung verwen-
det werden. Auflerdem sollten dieselben OS, die fiir die in vitro-Fermentationen ver-
wendet werden, in Tierstudien oder in humanen Interventionsstudien hinsichtlich ihrer

Fermentierbarkeit untersucht werden.
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Summary

Colon cancer is the second most common cancer in Germany. The role of dietary fibre
in the prevention of colon cancer is still controversial: Promising results from in vitro
and animal studies are contradictory to inconsistent results from epidemiological stu-
dies. Functional carbohydrates as constituents of prebiotic food can modify the colonic
microflora for the benefit of short chain fatty acid (SCFA)-producing microbial strains.
The SCFA-concentrations should also be increased in the distal part of the colon where
most colon carcinomas are developing. SCFA are considered to be preventive against

colon cancer.

For this study, three different new functional oligosaccharides (OS, made of Isomaltulo-
se and resistant starch) were produced from the Stidzucker company and fermented in
vitro with human feces of healthy test subjects. The resulting fermentation supernatants
(FS) were tested in a cell culture system, using colon carcinoma cell lines of various
degrees of differentiation (HT29, HT29 Clone 19A, T84). Cytotoxicity, proliferation,
the induction of apoptosis, influences on the cell cycle and electrophysiological parame-
ters were measured. Spectral photometric and flow cytometric methods were performed,
as well as measurements in vertical diffusion chambers (Ussing chambers). The parallel
testing of SCFA-mixtures with the same SCFA-concentrations as in the FS was inclu-
ded, as well as the testing of a FS ,,Control“ which was produced without OS-

fermentation.

Several independent fermentations revealed reproducible results regarding the SCFA-
concentrations of the FS. After OS-fermentation, the ratio of the three major SCFA in

the FS, acetate, propionate, and butyrate, was similar to that observed in vivo.

The FS and SCFA-mixtures tested had a cytotoxic effect on all cell lines at the con-
centration of 50 %. A dose dependent decrease in cell proliferation could be found, as
well as the induction of apoptosis at a concentration of 50 %. Parallel testing of the ana-
logous SCFA-mixtures showed that cytotoxic and proliferation inhibiting effects of the
FS could be primarily attributed to their SCFA-content. This could not be confirmed for
apoptosis induction: the SCFA-mixtures were mostly able to induce a higher apoptosis

rate than the FS. Similarly, the effects of FS and SCFA-mixtures on the cell cycle were
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different: The SCFA-mixtures showed more potent inhibition of DNA-synthesis than
the analogous FS, which generally led to an arrest in the G2-phase of the cell cycle.
Neither FS nor SCFA-mixtures had an impact on transepithelial resistance or short cir-

cuit current of differentiated cell monolayers in Ussing chambers.

The difference in the fermentation patterns of the various FS and the SCFA-
concentrations of the SCFA-mixtures was not great enough to achieve significantly dif-
ferent results in the test systems used. Also, the various differentiation grades of the cell
lines showed inconsistent results after treatment with FS and their SCFA-mixtures, so
that no correlation could be found between degree of differentiation and test compound

action.

This study shows that the in vitro fermentation of OS with human feces results in repro-
ducible SCFA-patterns in the FS, similar to the in vivo situation. For the screening of FS
and their SCFA-mixtures, respectively, a spectrum of methods was established for the
incubation with colon carcinoma cell lines of various differentiation states and of all
stages of growth (exponential, subconfluent, confluent, fully differentiated monolayer).
Indeed, the effects measured after incubation with FS could only in part been ascribed
to their SCFA content. Other FS components than SCFA that play a role, especially
regarding to their apoptosis inhibiting and cell cycle influencing effects, remain to be
identified. Also, this study allows no conclusions to be drawn, which of the fermented
OS is more promising in it’s beneficial influence on colon cancer preventing factors,
e.g. the induction of apoptosis, than the other. Future studies should investigate FS with
greater differences in their SCFA-concentrations. The same OS which were used for the
in vitro fermentation, should also be tested in animal studies and human intervention

studies to elucidate their fermentation patterns in vivo.
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2 Einleitung

2.1 Mikrobielle Fermentation im Dickdarm

2.1.1 Mikrobielle Besiedelung des Gastrointestinaltrakts

Bei der Geburt ist der menschliche Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt) nahezu keimfrei.
Die Kolonisierung beginnt kurz nach der Geburt, zunéchst mit gram-positiven Kokken,
Enterobakterien und Laktobazillen, dann zunehmend mit obligat anaeroben Stammen.
Bei gestillten Sduglingen iiberwiegt die Bifidobakterien-Flora. Nach der Stillzeit wird
die Bakterienflora vielfdltiger und hat nach ca. zwei Lebensjahren die Zusammenset-

zung der Flora eines Erwachsenen erreicht [Steer et al., 2000].

Der Dickdarm eines Erwachsenen wird von zahlreichen Bakterienspezies besiedelt, von
denen bisher mehr als 400 identifiziert wurden. Bis zu 10'* Bakterien einer einzelnen
Population kénnen in 1 g Darminhalt vorhanden sein [Reuter, 2001]; dazu zihlen resi-
dente Stimme und ein variables Spektrum transienter Spezies, die voriibergehend Ni-
schen der residenten Flora besetzen [Lu & Walker, 2001]. Jedes Individuum verfiigt
wahrscheinlich iiber eine einzigartige individuelle Bakterienflora, die iiber ldngere Zeit-
rdume stabil bleibt [Zoetendal et al., 1998]. Die Bakterienzahlen sind am hochsten im
Caecum, gefolgt vom Colon ascendens, Colon tranversum und Colon descendens
[Priebe et al., 2002]. Die Mikroflora wird von obligaten Anaerobiern dominiert, die
endogene und exogene Substrate fermentieren. Als Produkte der Fermentation entstehen
unter anderem die kurzkettigen Fettsduren (SCFA) Acetat, Propionat und Butyrat, die
als Energiequelle der Darmepithelzellen dienen und von Leber, Muskulatur und Gehirn
metabolisiert werden konnen (s. 2.1.2) [Steer et al., 2000]. Die Stabilitdt der Mikroflora
verhindert effektiv die Besiedelung eingedrungener Mikroorganismen, einschlieBlich
pathogener Keime, was als Kolonisierungs-Resistenz bezeichnet wird. Wird diese Stabi-
litat gestort, konnen potentiell pathogene Keime, die normalerweise durch die Flora am
Wachstum gehemmt werden, die residente Flora iiberwuchern und zu Krankheiten fiih-
ren, z.B. fiihrt starkes Wachstum von Clostridium difficile nach Antibiotika-Einnahme

zu Pseudomembrandser Colitis [Guarner & Malagelada, 2003].
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Die Zusammensetzung der Colonflora wird mit der Entstehung zahlreicher Krankheits-
bilder in Verbindung gebracht. So wurden bei Neugeborenen, die spiter eine Atopie
entwickelten, im Vergleich zu nicht-atopischen Sduglingen mehr Clostridien und weni-
ger Bifidobakterien nachgewiesen [Kalliomaki et al., 2001]. In einer anderen Studie mit
atopischen Kindern wurde eine direkte Korrelation der Serum-IgE-Konzentration mit
der Anzahl von E.coli im Stuhl beobachtet [Kirjavainen et al., 2002]. Patienten mit M.
Crohn weisen eine signifikant hohere Enterobacteriaceae-Zahl auf, ihre Mikroflora ist
weniger stabil als die Gesunder [Seksik et al., 2003]. Patienten mit M. Crohn und Coli-
tis ulcerosa weisen im Vergleich zu Gesunden ein um das Zwei- bis Dreifache reduzier-
tes Keimspektrum, vor allem bei den anaeroben Stammen, auf [Ott et al., 2004]. In Co-
lon-Biopsien von Patienten mit M. Crohn und Colonkrebs wurde unterhalb der Mucus-
schicht und auch intraepithelial ein breites Spektrum aerober Bakterien, insbesondere
adhdsive E.coli, nachgewiesen. Die Colonmucosa Gesunder ist nach Entfernung der
Mucusschicht fast frei von aeroben Bakterien [Martin et al., 2004]. Vermutlich spielen
Bakterien der Colon-Mikroflora auch eine Rolle bei der Entstehung von Colonkrebs,
indem sie Carcinogene produzieren oder auch anticarcinogene Substanzen sezernieren.
So synthetisiert z.B. Bacteroides spp. Fecapentaene, die sich in vitro und in Tierstudien
als potente Mutagene erwiesen. Einige Enterococcus faecalis-Stimme produzieren ext-
razelluldres Superoxid, was zu oxidativem Stress in Colonepithelzellen fiihrt. Hetero-
zyklische Amine konnen durch Darmbakterien zu genotoxischen Substanzen aktiviert
werden [Huycke & Gaskins, 2004]. Andererseits besteht ein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen dem endemischen Auftreten von Infektionen durch enterotoxische E.coli
mit sekretorischen Durchféllen und einer niedrigen Inzidenz von Colonkrebs. Die Ursa-
che konnte sein, dass hitzestabile Enterotoxine dieser Bakterien die DNA-Synthese von
Colon-Carcinomzellen durch Bindung an Guanylylcyclase C hemmen [Pitari et al.,

2003].

SCFA sind ebenfalls Stoffwechselprodukte der bakteriellen Mikroflora (s. 2.1.2.2), die
als anticarcinogen gelten. Vor allem Butyrat erwies sich in zahlreichen in vitro- und
Tierstudien als wirksame Substanz, die zahlreiche Faktoren der Carcinogenese positiv

beeinflussen kann (s. 2.1.2.4).
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2.1.2 Kurzkettige Fettsiduren (SCFA) als Endprodukte bakterieller Fermentati-
onsprozesse

2.1.2.1 Definition SCFA

Kurzkettige Fettsduren sind Carbonsduren mit einer Carboxylgruppe als funktionelle
Gruppe und einem Acylrest mit 2-4 C-Atomen. Bei der bakteriellen Fermentation im
Dickdarm entstehen im Wesentlichen Essigsdure (CH3;COOH), Propionsdure
(C,HsCOOH) und Buttersdure (CsH;COOH). Buttersdure hat einen pK-Wert von 4,81,
dissoziiert also bei pH 7 vollstindig zum Butyrat-Anion. Der pK-Wert fiir Acetat liegt
bei 4,75, fiir Propionat bei 4,87. Auch diese beiden Fettsduren liegen bei physiologi-

schem pH fast ausschlieBlich als Anionen vor.

2.1.2.2 Bildung und Konzentrationen der SCFA

Durch Magen und Diinndarm unverdaute Nahrungsbestandteile gelangen in den Dick-
darm und stehen der bakteriellen Metabolisierung zur Verfligung. Dazu zdhlen unver-
daute Reste von Fetten, Proteinen, Mono- und Disacchariden und resistente Stirke.
Ballaststoffe (Definition s. 2.3) werden ausschlieSlich im Dickdarm fermentiert. In den
Dickdarm gelangen auBBerdem Mineralstoffe und Spurenelemente, Vitamine und Nicht-
Nahrungsbestandteile wie Verdauungsenzyme, Mucus und abgeschilferte Epithelzellen

[Priebe et al., 2002].

Colonbakterien metabolisieren die verfligbaren Kohlenhydrate als Energiequelle fiir
Wachstum und Lebenserhalt. Die folgende Gleichung stellt ein Beispiel eines bakteri-

ellen Fermentationsprozesses dar [Williams et al., 2001]:

57,5 C¢H1,0¢ + 45 Hy0 —
65 Acetat + 20 Propionat + 15 n-Butyrat + 140 H, + 95 CO, + 288 ATP

Die Gesamt-SCFA-Konzentration (Acetat + Propionat + Butyrat) im Dickdarm variiert
je nach Darmabschnitt. Sie ist am hochsten im Caecum (ca. 120 mmol/kg Darminhalt)
und nimmt sukzessive bis zum Rectum ab, wo noch ca. 87 mmol/kg gemessen wurden.
Im Diinndarm konnten keine relevanten Konzentrationen festgestellt werden, lediglich
im Ileum, nahe der Ileo-Caecalklappe, betrigt die SCFA-Konzentration ca. 12 mmol/kg
Darminhalt. Das molare Verhéltnis der drei Haupt-Fettsduren Acetat:Propionat:Butyrat

ist im linken und rechten Colon mit 57:22:21 bzw. 57:21:22 praktisch gleich. Mit der
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SCFA-Konzentration korreliert der pH-Wert in den entsprechenden Darmabschnitten

von 5,6 im Caecum bis 6,6 im absteigenden Colon [Cummings et al., 1987].

SCFA, die im Stuhlwasser nachgewiesen werden kdnnen, stammen fast vollstindig aus
bakteriellen Fermentationsprozessen [Ruppin et al., 1980]. Menge und SCFA-Muster
sind abhingig vom verfiigbaren Substrat. So werden unlosliche Ballaststoffe wie Cellu-
lose und Lignin nur zu 5-20 % anaerob fermentiert und tragen hauptsédchlich zur Erho-
hung der Stuhlmasse und einer Verminderung der Transitzeit des Darminhalts bei. Im
Gegensatz dazu werden 16sliche Ballaststoffe wie z.B. Pektin fast vollstédndig durch die
Colon-Mikroflora fermentiert [Wachtershauser & Stein, 2000; Muir et al., 2004].
L-Rhamnose, ein Polysaccharid-Baustein in Pflanzengummis und -schleimen und eini-
gen pflanzlichen Nahrungsmitteln wie z.B. Hiilsenfriichten, wird vorwiegend zu Propi-
onat verstoffwechselt; Lactulose, ein synthetisches Disaccharid aus Galactose und Fruc-
tose, tiberwiegend zu Acetat [Fernandes et al., 2000; Vogt et al., 2004]. Beispiele der
Stoffwechselwege bakterieller Fermentationsprozesse sind in Abb. 1 aufgezeichnet. Bei
der Géarung werden energiereiche Phosphatbindungen von Zwischenprodukten wie z.B.
Acetyl-CoA, Propionyl-CoA oder Butyryl-CoA auf ADP {ibertragen (Substratket-
tenphosphorylierung). Je nach Bakterienstamm werden unterschiedliche Stoffwechsel-
wege beschritten, z.B. gehort Clostridium butyricum zu den Butyratbildnern, Propioni-
bakterien bilden Propionat, Lactobacillus-Arten Lactat [Madigan et al., 2001]; Acetat
wird jedoch im Verhéltnis zu Propionat und Butyrat am meisten gebildet (s.o0. Fermen-
tationsgleichung). Es kann, ebenso wie Fermentationsprodukte wie z.B. Lactat und
Succinat, von Butyrat-produzierenden Bakterienstimmen als Substrat genutzt werden

[Duncan et al., 2004].
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Kohlenhydrate

l Glykolyse

Phospho-
enolpyruvat

Pyruvat \
% \ / Acetat
Acetyl-CoA /

Methylmalonyl-CoA — Oxalacetat Lactat
Succinat Acrylat  Acetoacetyl-CoA
} }
Succinyl-CoA R-Hydroxybutyryl-CoA
l }
> Propionyl-CoA Crotonyl-CoA
Propionat Butyryl-CoA
Butyrat

Abb. 1: Stoffwechselwege bakterieller Kohlenhydratvergidrung im Colon (Beispiele). Anaerobe Bakterien
gewinnen an verschiedenen Stellen der Abbauprozesse Energie durch Substratkettenphosphorylierung.
Darstellung modifiziert nach [Madigan et al., 2001; Pryde et al., 2002].

Proteine werden hauptsiachlich im distalen Colon fermentiert. Wahrscheinlich greifen
die Bakterien der Colon-Mikroflora auf die Proteinfermentation als Energiequelle zu-
riick, wenn Kohlenhydrate wegen der bereits stattgefundenen Fermentation im proxima-
len Colon nicht mehr in ausreichendem Mafle zur Verfiigung stehen. Neben SCFA ent-
stehen bei der Proteinfermentation noch Gase, Ammoniak, biogene Amine, Sulfide und

Phenole [Hughes et al., 2000].

2.1.2.3 Absorption und Stoffwechsel der SCFA

Mehr als 95 % der bakteriell gebildeten SCFA werden vom Colonepithel absorbiert und
erscheinen daher nicht im Stuhl. Mittels Colonperfusion bei gesunden Probanden wurde
ein konzentrationsabhangiger nicht séttigbarer Transport bis zu einer Konzentration von
90 mM SCFA nachgewiesen [Ruppin et al., 1980]. Protonierte SCFA sind fettloslich

und diffundieren durch die Zellmembran. Bei im Colon vorherrschenden pH-Werten
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liegen SCFA allerdings zu ca. 95 % in ionisierter Form, also nicht fettloslich, vor und
miissen Uber spezifische Transportmechanismen in die Colonepithelzellen aufgenom-

men werden [Wachtershauser & Stein, 2000].

Butyrat wird iiber den Monocarboxylat-Transporter MCT1 transportiert. MCT1 ist ei-
ner von mindestens neun bisher entdeckten Monocarboxylat/H " -Cotransportern (MCT)
mit 10—12 Transmembrandominen, die in vielen Geweben und Organen exprimiert
werden und metabolisch wichtige Monocarboxylat-Verbindungen wie Pyruvat, Lactat
oder Ketonkorper transportieren [Halestrap & Price, 1999]. MCTT1 ist in der luminalen
Membran von Colonepithelzellen lokalisiert. In den kultivierten Colonepithelzellen
AA/C1 wurde die Expression von MCT1 und damit die Butyrat-Aufnahme in die Zellen
konzentrationsabhingig durch Butyrat gesteigert; Acetat und Propionat zeigten keinen
Einfluss auf die Expression [Cuff et al., 2002]. Die MCT1-Expression in Colonadenom-
und Carcinomzellen ist stark reduziert, am stirksten, je undifferenzierter die Krebszel-
len sind. Die MCT1-Suppression wird begleitet von der Expression des Glucosetrans-
porters GLUT1 mit hoher Affinitit zu Glucose und einer Herunterregulation von
GLUT2, der eine niedrige Glucoseaffinitit besitzt. Coloncarcinomzellen zeigen, wie
viele andere maligne Zellen auch, einen erhéhten Glucoseverbrauch [Lambert et al.,

2002].

SCFA werden ebenfalls iiber den Na'-gekoppelten Transporter SLC5A8 (oder SMCT =
sodium-coupled monocarboxylate transporter) in die Colonepithelzellen transportiert.
Von den 220 Mitgliedern der SLC5-Familie von Cotransportern, zu der unter anderem
auch der Na'/Glucose-Cotransporter SGLT1 gehort, werden elf beim Menschen expri-
miert. SLC5A8 ist ein Tumor-Suppressorgen, das bei Dickdarmkrebs durch Methylie-
rung deaktiviert wird. Das Protein, das durch SLC5A8 kodiert wird, transportiert SCFA
mit einer Kettenlinge von 2-5 C-Atomen und Na'-Ionen im Verhiltnis 1:4. Diese erst
kiirzlich entdeckte Funktion von SLC5AS8 kénnte darauf hinweisen, dass die Absorption
von SCFA in Colonkrebszellen vermindert ist, was die Entstehung von Krebs begiinsti-

gen konnte [Miyauchi et al., 2004; Wright & Turk, 2004].

SCFA, die in die Colonozyten aufgenommen wurden, werden entweder als Energie-
quelle genutzt (70-90 % des im Colon gebildeten Butyrats) oder sie treten in das Pforta-
derblut iiber. In den Colonepithelzellen wird Butyrat durch B-Oxidation im Lynen-
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Zyklus verstoffwechselt. Hierbei wird Butyrat auf dem umgekehrten Weg wie bei der
Butyrat-Synthese in Abb. 1 in Acetoacetyl-CoA bzw. Acetyl-CoA iiberfiihrt. Daraus
werden Uliber die Zwischenstufe 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA Acetoacetat und
B-Hydroxybutyrat gebildet [ Wachtershauser & Stein, 2000].

Im Pfortaderblut wurden Gesamt-SCFA-Konzentrationen (Acetat + Propionat + Buty-
rat) von 375 umol/l gemessen. Das molare Verhéltnis dieser drei Fettsduren lag bei
71:21:8, im Vergleich zum Colon eine Zunahme im Verhiltnis von Acetat und eine
deutliche Abnahme von Butyrat. In der Lebervene betrug das molare Verhiltnis
81:12:7, was auf eine Verstoffwechselung von Propionat in der Leber hinweist. Im pe-
ripheren Blut ist Acetat mit 91:5:4 die dominante Fettsdure [Cummings et al., 1987] und

kann bis zu ca. 7 % als Energiequelle im Ruheumsatz beitragen [Pouteau et al., 1996].

2.1.2.4 Rolle der SCFA bei Dickdarmkrebs

SCFA spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Proliferation des Co-
lonepithels: Hohe SCFA-Spiegel sind bei Patienten mit familidrer adenomatdser Poly-
posis (FAP) mit vorangegangener Polypektomie mit einer niedrigeren Proliferationsrate
verbunden [Dolara et al., 2002]. Ebenso sind sie mit einer Absenkung des pH-Wertes
im Darmlumen assoziiert. Bei Patienten mit Krebs im sigmoidalen Colon wurde im
Vergleich mit Gesunden ein signifikant hoherer pH-Wert im Stuhl gemessen
[Kanazawa et al., 1996]. Acetat, Propionat und Butyrat hemmten in einem in vitro-
Modell in 0,01 M Konzentration die Invasivitit primirer Colon-Carcinomzellen, die
zuvor aus chirurgischem Material von Patienten mit invasiven Coloncarcinomen isoliert
wurden. Butyrat zeigte dabei die stirkste Wirkung, gefolgt von Propionat und Acetat
[Emenaker et al., 2001].

Butyrat ist die bisher am besten untersuchte kurzkettige Fettsdure und wird allgemein
als Markersubstanz fiir die Fermentation von Ballaststoffen und chemoprotektive Effek-
te auf die Coloncarcinogenese betrachtet. Butyrat ist zum einen eine wichtige Energie-
quelle fiir Colon-Epithelzellen (s. 2.1.2.3) und stimuliert deren Proliferation, zum ande-
ren hemmt es das Wachstum von Colon-Carcinomzellen und induziert Differenzierung
und Apoptose (Butyrat-Paradox). So fiihrt die Inkubation der undifferenzierten Colon-
carcinom-Zelllinie HT29 mit Na-Butyrat zu einem permanent differenzierten Clon, den

HT29 Clon 19A-Zellen, die auch fiir diese Arbeit verwendet wurden [Augeron & La-
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boisse, 1984]. Die Ursachen fiir die widerspriichlichen Effekte von Butyrat in vivo und
in vitro sind noch nicht geklart. In in vitro-Zellkulturmodellen wurde gezeigt, dass Glu-
cosedepletion des Kulturmediums das Zellwachstum hemmt und Apoptose induziert.
Niedrige Konzentrationen an Butyrat als Ersatz fiir Glucose im Medium kehrten diesen
Effekt um, in hoheren Konzentrationen fungierte Butyrat weiterhin als Wachstums-
hemmer und Apoptoseinduktor. Die Wirkung von Butyrat konnte also von der Verfiig-

barkeit anderer Energiequellen fiir die Zellen abhéngen [Singh et al., 1997].

Die Préinkubation isolierter Zellen aus dem distalen Rattencolon mit Butyrat und Acetat
hatte einen signifikant protektiven Effekt gegen oxidative Schiadigung der Zellen durch
H,0,. Propionat sowie Gemische aus Acetat, Propionat und Butyrat zeigten keine pro-
tektiven Effekte. Allerdings waren die SCFA-Konzentrationen in den Gemischen relativ
niedrig gewéhlt [Abrahamse et al., 1999]. Butyrat hemmte die Proliferation von Colon-
carcinom-Zelllinien mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad (HT29, HT29 Clon
19A und T84) und induzierte Apoptose. Auch Acetat und Propionat wirkten proliferati-
onshemmend und Apoptose induzierend, jedoch mit geringerer Effektivitit [Roser et
al., 2003]. Butyrat wirkte bei HT29-Zellen iiber einen Arrest des Zellzyklus in der G1-

Phase und stimulierte die p21“AF/“™"!

-Proteinexpression unabhidngig vom p53-Status
der Zellen [Siavoshian et al., 2000; Kobayashi et al., 2003]. Butyrat ist ein Inhibitor der
Histon-Deacetylase und fiihrt dadurch zur Histon-Hyperacetylierung. Dadurch @ndert
sich die Chromatinstruktur und die DNA wird leichter zugénglich fiir verschiedene

Transkriptionsfaktoren.

2.2 DarmkKkrebs

2.2.1 Epidemiologische Daten

Darmkrebs (Krebserkrankungen des Dickdarms, Mastdarms und des Anus) ist in
Deutschland bei Méannern und Frauen die zweithdufigste Krebserkrankung. Die Zahl der
jahrlichen Neuerkrankungen wird fiir Ménner auf tiber 32.000, fiir Frauen auf {iber
34.000 geschitzt. Damit ist die Inzidenz in Deutschland innerhalb der EU-Lander am
hochsten. Fiir die ndchsten Jahrzehnte wird ein Trend in der Zunahme der Erkrankungs-

raten angenommen. Nach Lungenkrebs bei Minnern und Brustkrebs bei Frauen ist
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Darmkrebs die hdufigste Krebs-Todesursache in Deutschland [Arbeitsgemeinschaft

Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2004].

Darmkrebs entsteht durch die schrittweise Akkumulierung von Mutationen in verschie-
denen Schliisselgenen, die einer bestimmten Zelle einen Wachstumsvorteil gegeniiber
anderen Zellen verschaffen. Diese Anhdufung braucht meistens Jahrzehnte, bevor es,
durchschnittlich im 7. Lebensjahrzehnt, zur Ausbildung eines invasiven Tumors kommt

[Gryfe et al., 1997].

2.2.2 Beteiligte Gene

An der Krebsentstehung sind drei verschiedene Genklassen beteiligt:

e Proto-Oncogene: kodieren Proteine, die Zellwachstum und -differenzierung

steuern; konnen nach Mutationen zu Onkogenen werden und das Zellwachstum
verstarkt fordern. Ein Beispiel sind Mutationen von k-ras, die in ca. 40 % aller

Colon-Carcinome nachgewiesen wurden [Grady & Markowitz, 2002].

e Tumor-Suppressorgene: Zu den Tumor-Suppressorgenen gehdrt z.B. p53, das

bei iiber 50 % aller Colon-Adenocarcinome mutiert ist. Wahrscheinlich sind
p53-Mutationen ein relativ spites Ereignis in der Adenom-Carcinom-Sequenz
(s. Abb. 2), da sie bisher nur in Carcinomen, nicht aber in Adenomen, gefunden
wurden. P53 wird verstirkt nach DNA-Schédigungen, z.B. durch y-Strahlen
oder UV-Strahlung, exprimiert. Das P53-Protein aktiviert die Transkription
nachgeordneter Gene, die Zellzyklus (s. 2.2.7) und Apoptose (s. 2.2.6) regulie-
ren, z.B. p21WAF1/ P! hax, fas oder cyclin G. Darauthin werden DNA-Reparatur,
Zellzyklus-Arrest oder Apoptose induziert. Wegen seiner Féhigkeit, DNA-
Schiden zu erkennen und GegenmafBnahmen einzuleiten, wird pS3 auch als
»guardian of the genome* bezeichnet [Gryfe et al., 1997; Grady & Markowitz,
2002]. Auch APC (s. 2.2.4.2) gehort zu den Tumor-Suppressorgenen.

e DNA-Reparaturgene: konnen nach Mutationen die exakte DNA-Replikation

nicht mehr gewdhrleisten und fithren so zu Mutationen bei Proto-Oncogenen

und Tumor-Suppressorgenen [Gryfe et al., 1997].
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2.2.3 Einflussfaktoren

Risikofaktoren fiir die Entstehung von Coloncarcinomen sind hohe Energieaufnahme,

niedrige korperliche Aktivitat und Adipositas [Giovannucci et al., 1995].

Epidemiologische Studien deuten auBBerdem auf einen Zusammenhang zwischen Ernéh-
rung und Dickdarmkrebs hin. Es gibt Hinweise darauf, dass rotes und verarbeitetes
Fleisch (z.B. Rind, Lamm) das Colonkrebs-Risiko erhdhen, wihrend weilles Fleisch
(z.B. Gefliigel) entweder keinen Einfluss auf das Krebsrisiko oder sogar einen Risiko
senkenden Effekt hat [Bingham, 1999]. Ein hoher Obst- und Gemiiseverzehr ist mit
einer signifikanten Verminderung des Colonkrebs-Risikos assoziiert [Riboli & Norat,
2003]. Bei zwei groflen prospektiven Kohortenstudien, der Nurses’ Health Study und
der Health Professionals Follow-Up Study, wurde eine inverse Korrelation zwischen
hoéherer Calciumaufnahme (bis 700 mg/Tag) und Colonkrebs-Risiko festgestellt [Wu et
al., 2002].

Die Rolle der Ballaststoffe bei der Coloncarcinogenese ist umstritten (s. 2.3), ebenso
unklar ist bisher der Einfluss von Gallensduren. Sekundéire Gallensduren, vor allem De-
oxycholsdure (DA), gelten als Tumorpromotoren. In der Coloncarcinomzelllinie
HCT116 hemmte DA die P53-Expression und damit die Moglichkeiten der Zellen,
DNA-Schdden zu reparieren [Qiao et al., 2001]. Bei SW480- und LoVo-
Coloncarcinom-Zellen aktivierte DA in physiologischen Konzentrationen den (-
Catenin-Signalweg (s. 2.2.4.2); es kam zur Akkumulation von B-Catenin im Cytoplas-
ma, damit zu gesteigertem Zellwachstum und erhéhter Invasivitét [Pai et al., 2004]. Die
Ergebnisse aus Humanstudien sind jedoch inkonsistent. So konnte im Vergleich einer
Patientengruppe mit Krebs des sigmoiden Colon mit einer gesunden Kontrollgruppe
kein Unterschied in den Konzentrationen freier, konjugierter oder sulfatierter Gallen-
sduren im Stuhl festgestellt werden [Kanazawa et al., 1996]. In einer anderen Studie
wurde bei Patienten mit Colonadenomen und -carcinomen in Darmfliissigkeit des Colon
ascendens und des Caecum ein hdherer Anteil von sekundéren Gallensiuren an den Ge-
samt-Gallensduren im Vergleich zu Gesunden festgestellt [Kishida et al., 1997]. Patien-
ten, die sich einer Cholecystectomie unterziechen mussten, haben ein erhohtes Risiko, an
Adenocarcinomen des proximalen Colons zu erkranken. Eine mdgliche Ursache konnte
der unabhéngig von den Mabhlzeiten kontinuierliche Gallenfluss und die dabei ausblei-

bende Verdiinnung durch Nahrung und Magensaft sein [Lagergren et al., 2001].
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2.2.4 Entstehung

2.2.4.1 Adenom-Carcinom-Sequenz

Die Adenom-Carcinom-Sequenz (s. Abb. 2) beschreibt die schrittweise Entstehung von
Carcinomen von prianeoplastischen Léasionen iiber die Bildung von Adenomen verschie-
dener Stadien, die sich zu Adenocarcinomen entwickeln konnen. Der Ubergang von

noch gutartigen Vorlduferstadien zur malignen Entartung ist mit der Akkumulation ge-

netischer Defekte assoziiert [Fearon & Vogelstein, 1990].

Acetat, Butyrat Butyrat Butyrat Butyrat
Propionat,
Butyrat l l« l ) »L
Hemmung Apoptose- Anticarci- Hemmung
l, der Prolife- Induktion nogene der Meta-
Stimulation ration Wirkungen stasierung
der Prolife- AL (s. 1.1.2.5)
ration
4 I
APC- k-ras- p53- Weitere
Mutation Mutation Mutation Prozesse
Normales Hyper- Adenom, Adenom, Adenom,
Epithel prolifera- Friihsta- mittleres Spétsta-
tion dium Stadium dium

Abb. 2: Adenom-Carcinom-Sequenz: Die meisten colorectalen Carcinome entstehen aus Adenomen, die
allmidhlich groBer und dysplastischer werden. Die Carcinogenese erfolgt {iber eine Reihe genetischer
Verédnderungen, von denen die hdufigsten dargestellt wurden: Eine APC-Mutation tritt bei fast allen colo-
rectalen Tumoren auf, eine k-ras-Mutation bei 30-40 %, eine p53-Mutation bei ca. 50 %. SCFA konnen
in allen Stufen des Modells in die Coloncarcinogenese eingreifen. Modifiziert nach [Fearon & Vogel-
stein, 1990; Wachtershauser & Stein, 2000].

2.2.4.2 APC-Gen, Familiiire Adenomatose Polyposis (FAP)

Die meisten Coloncarcinome entstehen sporadisch, nur schatzungsweise 10 % der Er-
krankungen gehen auf genetische Pridispositionen zuriick, wie das Hereditdre Colorec-
tale Carcinom ohne Polyposis, die Familidre Adenomatdse Polyposis und Hamartomdse

Polyposis-Syndrome wie das Peutz-Jeghers-Syndrom [Lamberti et al., 1996].

FAP ist eine seltene, autosomal dominant vererbbare Krankheit, die durch Keimbahn-

mutationen des APC-Gens verursacht wird. Im Laufe des 20. bis 30. Lebensjahrs entwi-
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ckeln sich hunderte bis tausende colorectale Adenome, die sich unbehandelt zu Adeno-
carcinomen entwickeln konnen [Gryfe et al., 1997]. Auch die meisten sporadischen
Colontumore beruhen auf APC-Mutationen. Diese Mutationen sind die frithesten be-
kannten genetischen Verdnderungen der Colon-Carcinogenese, die bereits in den kleins-
ten Adenomen und in aberranten Krypten nachgewiesen werden konnen [Heppner Goss
& Groden, 2000]. Das Genprodukt des Tumor-Suppressorgens APC, APC, ist ein wich-
tiger Regulator des intrazelluldren B-Catenin-Spiegels. Fehlt APC oder liegt in funkti-
onsunfihiger Form vor, akkumuliert f-Catenin in der Zelle und der Wnt-Signalweg
(Wnt = wingless-type) wird verstérkt aktiviert. Freies -Catenin translociert zum Nuc-
leus und dient dort als Cofaktor fiir Tcf/Lef-Transkriptionsfaktoren (Tcf = T-cell factor,
Lef = lymphoid enhancing factor). Zielgene sind z.B. c-myc, ein Proto-Oncogen, das bei

colorectalen Tumoren iiberexprimiert wird, und cyclin D1 [Kolligs et al., 2002].

2.2.5 Apoptose

Apoptose ist ein genetisch kontrollierter und von den Zellen selbst gesteuerter Prozess
des Zelltods (,,programmierter Zelltod*), der als normaler physiologischer Prozess hilft,
das Gleichgewicht zwischen Zelltod und Zellwachstum aufrecht zu erhalten. Uberwiegt
die Apoptose im Vergleich zur Proliferation, kommt es zu Gewebeverlust (Dystrophie,
Atrophie), iiberwiegt die Proliferation, kommt es zur Neubildung von Gewebe (Neopla-
sie). Von der Apoptose abzugrenzen ist die Nekrose, die einen passiven Prozess dar-
stellt und als Reaktion einer Zelle auf schwere plotzliche Zellschidigungen wie z.B.

Ischdmie, Hyperthermie oder chemische Noxen eintritt [Kerr et al., 1972].

Die Apoptose lauft nach einem charakteristischen Muster ab, was zu bestimmten mor-
phologischen Veridnderungen, wie z.B. der Kondensation des Cytoplasmas, der Frag-
mentierung des Zellkerns, Membranverdnderungen und der Bildung membranum-
schlossener Apoptosekorperchen (,,apoptotic bodies*), fiihrt. Die DNA im Zellkern wird
zu Nukleosomen und Oligonukleosomen aus 180 Basenpaaren bzw. einem Vielfachen
davon abgebaut. Die Apoptose muss aber nicht notwendigerweise mit einer DNA-
Schadigung der Zellen einhergehen. In einer Studie mit HT29-Coloncarcinom-Zellen
konnte gezeigt werden, dass bekannte DNA-schddigende Agenzien wie z.B. MNNG (N-
Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin) keine Apoptose induzieren konnten, wihrend in

der Mikrogel-Elektrophorese signifikante DNA-Schidigungen auftraten. Der Apopto-
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seinduktor Staurosporin fiihrte zu einer signifikanten Erh6hung der Apoptoserate, nicht
aber zu DNA-Strangbriichen [Roser et al., 2001]. Phosphatidylserinreste (PSer-Reste),
die normalerweise nur auf der Innenseite der Zellmembran lokalisiert sind, werden auf
die AuB3enseite verlagert. Durch diesen Verlust der Membranasymmetrie kénnen apop-
totische Zellen von Makrophagen erkannt und phagozytiert werden. Die Zellmembran
bleibt aber bei apoptotischen Zellen — im Gegensatz zu nekrotischen — intakt, ein wich-

tiges Unterscheidungsmerkmal der beiden Formen des Zelltods [Fadok et al., 1992].

2.2.6 Caspasen

Eine Schliisselfunktion im apoptotischen Prozess nimmt die Caspase-Proteinfamilie ein.
Caspasen sind Cystein-Proteasen, die Proteine jeweils nach Aspartat-Resten schneiden
konnen. Caspase-3 wird als eines der wichtigsten apoptotischen Effektorproteine
betrachtet. Sie wird durch {iibergeordnete Initiator-Caspasen wie Caspase-8 und
Caspase-9 gespalten und dadurch aktiviert. Aktivierte Caspase-3 ist ein Heterodimer aus
17- und 12 kDa-Untereinheiten, die aus dem 32 kDa-Proenzym hervorgegangen sind. In
HT29-Zellen, die mit 3 mM Na-Butyrat inkubiert wurden, konnte gezeigt werden, dass
die Caspase-Kaskade iiber die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in
Gang gesetzt wird. Die Aktivierung von Caspasen wurde begleitet von der Expression
verschiedener Differenzierungsmarker wie z.B. der Alkalischen Phosphatase (AP) [Cai

et al., 2004].

2.2.6.1 Apoptose im Gastrointestinaltrakt

Das Epithel des Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt) ist ein Gewebe mit hohem Zellum-
satz (schnelle Proliferation und AbstoBBung der Zellen). Alle drei bis fiinf Tage erneuert
sich das gesamte Darmepithel. Pro Stunde werden beim Menschen ca. 200 Zellen/mm?
in das Darmlumen abgestof3en; die Integritdt der Darmmucosa bleibt dabei durch neue

Zellen gewihrleistet, die aus der Proliferationszone der Krypten nachwandern

(s. Abb. 3) [Johnson, 2002].

An der Kryptenbasis wird die Stammzellregion vermutet. Die Stammzellen teilen sich
wahrscheinlich asymmetrisch, d.h., aus jeder Stammzelle gehen eine neue Stammzelle
hervor und eine Tochterzelle, die sich weiter symmetrisch teilt und wihrenddessen zum

oberen Kryptenteil wandert. Im Gegensatz zu den Diinndarmkrypten gibt es in den
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Dickdarmkrypten wenig spontane Apoptose und sie scheint auch nicht, wie im Diinn-
darm, auf die Stammzellregion begrenzt zu sein, sondern verteilt sich auf die gesamte
Proliferationszone der Krypte. Ein Grund dafiir kann die Expression des antiapoptoti-
schen Gens bcl-2 sein, das an der Kryptenbasis exprimiert wird. Dies hat zur Folge, dass
die Anzahl an Stammzellen im Colon keiner so strengen Regulation unterliegt wie im
Diinndarm und es dadurch zu hyperplastischen Krypten und letztlich auch zu Co-
lonkrebs kommen kann, der sehr viel hidufiger auftritt als Diinndarmkrebs [Potten, 1997,
Johnson, 2002].

Alterung, Abschilferung (Anoikis)

Lumen

Differenzierung /
Reifung

> Proliferation

J
} Stammzellen

Abb. 3: Morphologie und Zellhierarchie einer Colonkrypte. Stammzellen sind nahe der Kryptenbasis
lokalisiert. Wéhrend der Wanderung zur Mucosa-Oberfliche differenzieren die Tochterzellen. Gealterte
Zellen werden in das Colonlumen iiber eine spezielle Form der Apoptose, Anoikis, abgestolen. Modifi-
ziert nach [Johnson, 2002].
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2.2.7 Zellzyklus

Der Zellzyklus gliedert sich in die G1-, S-, G2- und M-Phase (s. Abb. 4). In der G1-
Phase tritt die Zelle in den Zellzyklus ein und bereitet die DNA-Synthese vor, die wih-
rend der S-Phase ablduft. Wahrend der G2-Phase hat die Zelle die Moglichkeit, Fehler,
die bei der DNA-Duplikation entstanden sind, zu reparieren, so dass eine Weitergabe
fehlerhafter DNA an die Tochterzellen vermieden wird. Die M-Phase schlieBlich ist die
Mitosephase, in der sich die Chromatiden und schlielich die Tochterzellen trennen.
Nach der M-Phase kann die Zelle wieder in die G1-Phase eintreten oder aber in die Ru-

hephase GO.

Abb. 4: Zellzyklusphasen mit den wichtigsten in der jeweiligen Phase synthetisierten Zellzyklusproteinen
(CDK = Cyclin Dependent Kinase). CDK4-CyclinD und CDK6-CyclinD steuern die Progression durch
die G1-Phase. Der CDK2-CyclinE-Komplex ist verantwortlich fiir den Ubergang der Zelle von der G1- in
die S-Phase. Der CDK2-CyclinA-Komplex steuert die Progression durch die S-Phase, der CDKI-
CyclinB-Komplex ist verantwortlich fiir die Mitosephase [Senderowicz & Sausville, 2000].

CDKs (Cyclin Dependent Kinases) sind die wichtigsten Regulatoren des Zellzyklus; es
existieren mindestens neun (CDK1-CDKD9). Sie bestehen aus katalytischen Untereinhei-
ten, die Komplexe mit den Cyclin-Proteinen bilden, von denen mindestens 15 existieren
(Cyclin A-Cyclin T). Cycline werden wéhrend des Zellzyklus periodisch exprimiert und

bezeichnen den Beginn der jeweiligen Zellzyklusphase [Senderowicz & Sausville,

2000].
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2.3 Ballaststoffe

Der Begriff ,,Ballaststoffe” umfasst ein breites Spektrum verschiedener Substanzen. Bis
heute gibt es keine allgemein giiltige Definition dieser Substanzgruppe. Urspriinglich
wurden Ballaststoffe von Burkitt und Trowell definiert als Riickstdinde von Pflanzen-
zellwédnden, die im Diinndarm nicht abgebaut werden kdnnen und unverdaut den Dick-
darm erreichen. Dazu gehorten hauptsidchlich Cellulose, Hemicellulose, Lignin und
quantitativ weniger bedeutende Substanzen wie Wachse, Cutin und Suberin. Die
Ballaststoff-Hypothese nach Burkitt und Trowell stellte eine inverse Beziehung her
zwischen Krankheiten, die in wohlhabenden Industrieldandern hiufig vorkommen (,,wes-
tern diseases®), wie Diabetes, Dickdarmkrebs, Diverticulose, Adipositas und Gallenbla-
senerkrankungen, und der Zufuhr an Ballaststoffen. Der praventive Effekt bei Darmer
krankungen und Dickdarmkrebs wurde unter anderem zuriickgefiihrt auf die Beschleu-
nigung der Darmpassage, eine erhhte Wasserbindungskapazitit und eine Erh6hung des
Stuhlvolumens, wodurch zum einen toxische bzw. potentiell carcinogene Substanzen im
Darmlumen kiirzer mit dem Darmepithel in Kontakt kommen, zum anderen ein Ver-
diinnungseffekt dieser Substanzen eintritt [Burkitt & Trowell, 1975]. Der Ballaststoff-
Begriff wurde spater ausgeweitet auf alle unverdaulichen Pflanzen-Polysaccharide, z.B.
Pflanzengummis, modifizierte Cellulose, Schleime, Oligosaccharide und Pektine. Die
American Association of Cereal Chemists (AACC) hat im Jahr 2000 auf physiologi-
scher und chemisch-analytischer Basis eine neue Definition erstellt: ,,Ballaststoffe sind
essbare Pflanzenbestandteile oder analoge Kohlenhydrate (KH)', die im Diinndarm
nicht verdaut und absorbiert werden konnen, im Dickdarm jedoch vollstindig oder teil-
weise fermentiert werden. Zu den Ballaststoffen zéhlen Polysaccharide (PS), Oligosac-
charide (OS), Lignin und damit assoziierte pflanzliche Substanzen. Ballaststoffe unter-
stiitzen gesundheitsfordernde physiologische Effekte wie die Forderung der Darment-
leerung und/oder die Normalisierung des Cholesterinspiegels und/oder die Normalisie-
rung des Blutglucosespiegels® [Dietary Fiber Definition Committee, 2001; DeVries,
2003]. Die nach der necuesten Definition zu den Ballaststoffen zdhlenden Substanzen

sind, nach Gruppen unterteilt, in Tab. 1 dargestellt.

" Analog zu natiirlich vorkommenden KH, entstanden durch chemische oder physikalische Einwirkung
(z.B. Hitze beim Kochen).
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Tab. 1 Substanzen, die nach neuester Definition [Dietary Fiber Definition Committee, 2001] zu den Bal-
laststoffen gezdhlt werden. Mitglieder der Lignin-Gruppe sind selbst keine Polysaccharide, kommen aber
in Pflanzen vergesellschaftet mit Polysacchariden vor und erhéhen oft zusdtzlich deren Unverdaulichkeit
im Diinndarm [DeVries, 2003].

Gruppe Substanz

Nicht-Stirkepolysaccharide (NSP) Cellulose

Hemicellulosen

Arabinoxylane

Arabinogalactane

Polyfructosen

Inulin

Oligofructane

Galacto-Oligosaccharide

Gummis

Schleime

Pectine

Analoge Kohlenhydrate Unverdauliche Dextrine

Resistente Maltodextrine (z.B. aus Mais)

Resistente Kartoffeldextrine

Synthetisch hergestellte Kohlenhydrate

Polydextrose

Methylcellulose

Hydroxypropylmethylcellulose

Resistente Stirke

Lignin-Gruppe (in Pflanzen assoziiert mit NSP) Wachse

Phytate

Cutin

Saponine

Suberin

Tannine

Ballaststoffe werden weiterhin unterteilt in 16sliche und unlosliche Substanzen. Losliche
Ballaststoffe (z.B. Oligofructosen) ldsen sich in einer 4:1-Mischung aus Alkohol und
Wasser bzw. werden indirekt bestimmt als Differenz zwischen Gesamt-Ballaststoffen

und unldslichen Ballaststoffen [Dietary Fiber Definition Committee, 2001].

Ob Ballaststoffe einen positiven Effekt bei der Coloncarcinogenese haben, ist umstrit-

ten. In der Nurses’ Health Study konnte kein Zusammenhang zwischen Ballaststoffauf-
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nahme und Entwicklung von Adenomen und Carcinomen nachgewiesen werden. Bal-
laststoffe hatten allerdings einen positiven Einfluss auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und Diverticulitis [Fuchs et al., 1999]. Beim Polyp Prevention Trial konnte durch eine
fettarme Erndhrung mit hohem Ballaststoffanteil kein Erfolg bei der Prévention des
Wiederauftretens von Colonadenomen erzielt werden [Schatzkin et al., 2000]. Ebenso
hatte die Einnahme eines Supplements mit Ballaststoffen aus Weizenkleie in zwei ver-
schiedenen Studien keinen Effekt [Alberts et al., 2000; Jacobs et al., 2002]. In der
EPIC-Studie, einer grofen prospektiven europidischen Studie mit iiber 500.000 Teil-
nehmerinnen und Teilnehmern, konnte ein protektiver Effekt von Ballaststoffen bei
Colonkrebs nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen Studienergebnisse konnten
dadurch bedingt sein, dass bei der EPIC-Studie die Spannbreite in der Ballaststoffauf-
nahme grofer war als bei der Nurses’ Health Study. In der EPIC-Studie nahmen ca.
30 % der Kohorte tiglich wesentlich mehr Ballaststoffe auf als die Teilnehmerinnen der
Nurses’ Health Study [Bingham et al., 2003]. Zudem fanden in einigen Studien 16sliche
Ballaststoffe und resistente Stdrken kaum Beriicksichtigung. Gerade diese Ballaststoff-
gruppen konnten aber durch ihre gute Fermentierbarkeit und die daraus folgende erhoh-

te SCFA-Konzentration im Darmlumen einen priaventiven Effekt ausiiben.

2.3.1 Funktionelle Kohlenhydrate

Der Begriff “Funktionelle Lebensmittel” ist in Deutschland bzw. der EU bisher nicht
gesetzlich geregelt. Allgemein versteht man darunter natiirliche oder verarbeitete Le-
bensmittel, die liber ihre Erndhrungsfunktion hinaus einen gesundheitlichen Zusatz-
nutzen haben. Dieser Zusatznutzen kann auch durch Modifizierung des urspriinglichen
Produkts erreicht werden, z.B. durch Zusatz potentiell gesundheitsfordernder oder Ent-

fernen mdéglicher gesundheitsschiadigender Substanzen.

Zu den funktionellen Lebensmitteln zdhlen auch Probiotika und Pribiotika, zu letzteren
gehoren die funktionellen Kohlenhydrate. Beide Gruppen sollen iiber eine Modifizie-
rung der Darmflora positive Auswirkungen auf die Gesundheit erzielen. Probiotika
sind definierte lebende Mikroorganismen, die in ausreichender Menge in aktiver Form
in den Darm gelangen und dort positive gesundheitliche Wirkungen erzielen. Auf dem

europdischen Markt werden hauptsidchlich Bakterien der Gattungen Lactobacillus
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(z.B. L. acidophilus, L. casei) und Bifidobacterium (z.B. B. longum, B. breve) eingesetzt

[Arbeitsgruppe "Probiotische Mikroorganismenkulturen in Lebensmitteln" am BgVV,

2000].

Prabiotika sind definiert als unverdauliche Lebensmittelbestandteile, die durch selekti-
ve Wachstums- bzw. Aktivititsstimulierung eines Bakterienstammes oder einer be-
grenzten Anzahl an Bakterienstimmen gesundheitsfordernde Wirkungen ausiiben
konnen. Prébiotika modifizieren die Zusammensetzung der gastrointestinalen Flora,
indem sie einigen fiir den Wirt potentiell gesundheitsfordernden Bakterienstimmen (v.a.
Lactobazillen und Bifidobakterien) einen Wachstumsvorteil verschaffen, so dass diese

zu den zahlenmiBig vorherrschenden Stimmen gehdren [Roberfroid, 1998].

Ein Synbiotikum vereint prébiotische und probiotische Eigenschaften in einem Pro-
dukt. Vermutlich kénnen Pribiotika das Uberleben der probiotischen Bakterien wih-
rend der Magen-Darm-Passage unterstiitzen und dadurch deren Ansiedlung im Dick-

darm erleichtern [Topping et al., 2003].

Bei zwei der in dieser Arbeit untersuchten Kohlenhydrate handelt es sich um Isomaltu-
lose-Derivate. Isomaltulose (6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-fructofuranose, Palatinose™)
ist ein Disaccharid, das natiirlich in Honig und Zuckerrohrsaft vorkommt. Industriell
wird Isomaltulose aus Saccharose durch enzymatische Umlagerung der glykosidischen

Bindung des 1,2-Fructosids in ein 1,6-Fructosid hergestellt (s. Abb. 5).

Saccharose Isomaltulose
OH OH
HO 0 OH HO 0
HO 1 1 0 - HO 1 .
oH | 2 HO 2 on oH 020
¢ o) HO OH
OH y

OH

Abb. 5: Enzymatische Umwandlung von Saccharose in Isomaltulose.
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Die SiiBkraft von Isomaltulose ist etwa halb so grol wie die von Saccharose, Ge-
schmack und Aussehen sind dhnlich. Physikalische und chemische Eigenschaften von
Isomaltulose dhneln Saccharose, so dass es in den meisten siilen Lebensmitteln Zucker
ersetzen konnte, zumal Isomaltulose bedeutend weniger kariogen ist. Isomaltulose wird
zwar vollstidndig, aber im Vergleich zu Saccharose bedeutend langsamer im Diinndarm
gespalten, daher sind Blutzuckeranstieg und Insulinausschiittung verzogert. Toxizitéts-
studien zeigten keine negativen Effekte, die Vertriglichkeit im Magen-Darm-Trakt war
auch in hohen Dosen bis zu 50 g/Tag sehr gut [Lina et al., 2002]. Auf Basis dieses seit
Jahren bewdhrten und in zahlreichen Produkten verwendeten alternativen Siifungsmit-
tels wurden zwei der in dieser Arbeit verwendeten Oligosaccharide hergestellt. Der Un-
terschied zu Isomaltulose sollte darin bestehen, dass die verdnderten Produkte Ballast-
stoffcharakter haben, also erst im Dickdarm durch intestinale Bakterien abgebaut wer-
den. Die Fermentierungsgeschwindigkeit sollte mdglichst langsam sein, so dass Bakte-
rien auch noch im distalen Colon, wo sich die meisten Coloncarcinome entwickeln, auf

die Substanzen zuriickgreifen konnen.

Als weiteres funktionelles Kohlenhydrat wurde in der vorliegenden Arbeit ein PS aus
Resistenter Stirke (RS) bzw. Fermentationsprodukte davon verwendet. Wie bei den
Isomaltulose-Derivaten auch sollte der Fermentationsprozess im Dickdarm verlangsamt
sein, so dass noch im distalen Colon SCFA entstehen. RS wird definiert als die Gesamt-
heit an Stirke und Stérke-Abbauprodukten, die in den menschlichen Dickdarm gelangt.

RS wird in vier Typen eingeteilt [Englyst et al., 1992; Topping et al., 2003]:

e RSI1: physikalisch unzugingliche Stirke in Zellwdnden (Amyloblasten), Vor-

kommen in nur teilweise gemahlenen Getreidekdrnern und Samen

e RS2: granuldre Stirke, Vorkommen in griinen Bananen, rohen Kartoffeln und

Hiilsenfriichten

e RS3: retrogradierte oder kristalline, nicht granuldre Starke. Vorkommen in ge-

kochten und wieder abgekiihlten Kartoffeln, Brotkrusten, Cornflakes.
e RS4: chemisch modifizierte oder repolymerisierte Starken.

RS wird im Dickdarm fermentiert und hat, je nach Nahrungsquelle, unterschiedlichen

Einfluss auf die Colonfunktion: Bei gesunden Probanden wurde sowohl eine Zunahme
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des Stuhl-Feuchtgewichts als auch der Stuhl-Trockenmasse festgestellt. RS2 erhohte die
Transitzeit; jedoch waren diese Effekte geringer als nach Einnahme von NSP mit Wei-
zenkleie. Alle RS-Typen erhohten die SCFA-Konzentration im Stuhl, wobei vor allem
RS2 aus Kartoffeln die Butyrat-Konzentration steigern konnte [Cummings et al., 1996].
Bei Ileostomie-Probanden fiihrte eine nachtrigliche Fermentation des Ileostomie-
Abflusses mit Faeces nach Gabe von RS2 aus griinen Bananen zu signifikant erniedrig-
tem pH und erhohten Acetat- und Butyrat-Konzentrationen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe [Langkilde et al., 2002]. Eine Kombination von Weizenkleie mit RS fiihrte bei
gesunden Probanden zu einem signifikant verminderten pH-Wert des Stuhls, ein Effekt,
der bei alleiniger Weizenkleie-Gabe nicht auftrat. Ebenso erfolgte nur bei der Weizen-
kleie/RS-Gruppe eine signifikant erhohte Acetat- und Butyrat-Ausscheidung [Muir et
al., 2004]. Bei Schweinen fiihrte die Verfiitterung von RS aus Kartoffeln im Vergleich
zur Kontrollgruppe sowohl zu einer signifikanten Absenkung des pH-Werts in Faeces
als auch zu einer erhohten Butyrat-Konzentration. Die Anzahl apoptotischer Zellen war
insgesamt in der RS-Gruppe vermindert, begleitet von einer vermehrten Bcl-2- und
verminderten Bak-Expression. Die Lokalisation apoptotischer Colonkryptenzellen ver-

schob sich von der luminalen Zone zur Stammzellregion [Mentschel & Claus, 2003].

2.4 Zielsetzung

Fir die vorliegende Arbeit sollten neuartige Oligosaccharide und deren in vitro-
Fermentationsprodukte hinsichtlich ihrer cytotoxischen, proliferationshemmenden und
apoptoseinduzierenden Wirkung bei Coloncarcinom-Zelllinien untersucht werden. Zu-
satzlich wurde der Einfluss dieser Substanzen auf den Zellzyklus gepriift. Es wurden
drei Coloncarcinom-Zelllinien mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad verwendet:
undifferenzierte Adenocarcinom-Zellen (HT29), ein aus HT29-Zellen mit Hilfe von Na-
Butyrat differenzierter permanenter Clon (HT29 Clon 19A-Zellen) und T84-Zellen, die
morphologisch Kryptenzellen dhneln und zu gerichtetem Elektrolyttransport féahig sind.
Ziel war es, Oligosaccharide zu entwickeln, die so langsam fermentiert werden, dass
eine Metabolisierung durch Bakterien auch noch in distalen Dickdarmabschnitten statt-
finden kann, wo am héufigsten Coloncarcinome entstehen. Die Kohlenhydrate wurden
zur Uberpriifung des bei der bakteriellen Fermentation entstehenden Musters an kurz-

kettigen Fettsduren in vitro mit Humanfaeces inkubiert. Sowohl die dabei entstandenen
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Fermentationsiiberstéinde als auch analoge Gemische der kurzkettigen Fettsduren Ace-
tat, Propionat und Butyrat zur Uberpriifung des spezifischen Fettsiureeffekts wurden im
Zellkulturmodell (s.o.) untersucht. Bei der Fermentierung der Oligosaccharide sollten
moglichst giinstige SCFA-Muster entstehen, die einen proliferationshemmenden und
apoptoseinduzierenden Effekt bei den verschiedenen Coloncarcinom-Zelllinien aus-
iiben. Mit Hilfe des fiir diese Arbeit etablierten Untersuchungspanels sollte fiir zukiint-
tige Untersuchungen ein effektives Screening neu synthetisierter Oligo- und Poly
saccharide ermoglicht werden. Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen sollten
Hinweise darauf geben, welche Substanzen praventiv auf die Coloncarcinogenese wir-
ken und auf Grund dieser Ergebnisse zukiinftig in groBerem MaBstab fiir humane Inter-

ventionsstudien hergestellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geriate

Analysenwaage ,,Sartorius Basic* (Sartorius AG, Gottingen)
Begasungsbrutschrank ,,Heraeus BB6220“ (Heraeus Instruments, Fellbach)

Durchflusscytometer ,,FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg)

Elektronische Pipetten ,,Eppendorf Response 4850 100 ul, 500 ul, 1000 ul (Eppendorf,
Hamburg)

Inverses Mikroskop ,,Nikon TMS* (Nikon, Tokio, Japan)

Micro-Osmometer ,,The Advanced™ 3MO plus“ (Advanced Instruments, Inc., Nor-
wood, Massachusetts, U.S.A.)

Mikrotiterplatten-Reader ,, THERMOmax‘ (Molecular Devices GmbH, Graefelfing)
Multipette 4780 (Eppendorf, Hamburg)
Ohmmeter ,,Endohm™* (World Precision Instruments, Inc., Sarasota, U.S.A.)

Phasenkontrastmikroskop ,,L.eica DMLS* (Leica, Wetzlar)

pH-Meter ,,Knick Calimatic 761 (Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co.,
Berlin)

Pipettierhilfe ,,pipetus®-standard* (Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt)
Sterile Werkbank LaminAir® HB 2472 (Heraeus Instruments, Fellbach)

Tischzentrifuge CR 422 (Jouan, Unterhaching)

Variable Pipetten ,,Eppendorf Research* 0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 ul (Eppendorf,
Hamburg)

Vertikales Diffusionskammersystem (Corning Costar Germany, Bodenheim)
Vortex VF2 (IKA-Werke Janke & Kunkel, Staufen)

Wasserbad ,,Thermomix B* (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
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Zéhlkammer Neubauer, geeicht (Karl Hecht KG, Sondheim)

3.1.2 Software

CELLQuest™ Mess- und Auswertesoftware fiir FACSCalibur (Becton Dickinson, Hei-
delberg)

Auswertesoftware ,,Acquire & Analyze* fiir Vertikale Diffusionskammern (Physiologi-
cal Instruments, Houston, Texas, U.S.A.)

Auswertesoftware ModFit LT™ Version 2.0 for Mac (Verity Software House, Inc.,
Topsham, U.S.A.)

Auswertesoftware SOFTmax® for Windows™, Version 2.31 (Molecular Devices
GmbH, Graefelfing)

Software zur Kompensation des Durchflusscytometers FACSComp (Becton Dickinson,
Heidelberg)

3.1.3 Chemikalien, Zellkulturmedien und —zusétze

4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin-Ethansulfonsédure (HEPES) (Merck KGaA, Darmstadt)
Active Caspase-3 Antibody Apoptosis Kit (BD PharMingen, Heidelberg)

Annexin V-Fluos (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Brefeldin A (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Calciumchlorid-Dihydrat CaCl,-2H,0 (Merck KGaA, Darmstadt)

CaliBRITE™ Beads zur Kompensation des Durchflusscytometers (Becton Dickinson,
Heidelberg)

Carbachol (Carbamoylcholin-Chlorid) (Calbiochem, Bad Soden)

Clinitrol 290 Reference Solution (Advanced Instruments, Norwood, Massachusetts,
US.A)

Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat K;HPO4-3H,0 (Merck KGaA, Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), High Glucose (Invitrogen, Karlsruhe)
Essigsdure (Eisessig) 100% (Merck KGaA, Darmstadt)

Ethanol p.a. (Roth, Karlsruhe)

FACSClean™ (Becton Dickinson, Heidelberg)
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FACSComp™ Beads zur Kompensation des Durchflusscytometers (Becton Dickinson,
Heidelberg)

FACSRinse™ (Becton Dickinson, Heidelberg)

Foetales Kilberserum (FCS) (Invitrogen, Karlsruhe)

D(+)-Glucose (Merck KGaA, Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,4 (Merck KGaA, Darmstadt)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl,-6H,O (Merck KGaA, Darmstadt)
D-Mannit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Methanol p.a. (Roth, Karlsruhe)

Mycofluor™ Mycoplasma Detection Kit (Molecular Probes Europe BV, Leiden, Nied-
erlande)

Natriumacetat (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumbutyrat (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumchlorid NaCl (Merck KGaA, Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; (Merck KGaA, Darmstadt)
Natriumpropionat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Nutrient Mixture Ham’s F-12 (Invitrogen, Karlsruhe)

Phosphate Buffered Saline (PBS) ohne Natriumbicarbonat (Invitrogen, Karlsruhe)

Penicillin / Streptomycin (5000 Einheiten Penicillin / 5000 pg/l Streptomycin) (Invitro-
gen, Karlsruhe)

Phosphate Buffered Saline (PBS) ohne Calcium und Magnesium, ohne Natriumbicar-
bonat (Invitrogen, Karlsruhe)

Propidiumiodid (PI) (Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande)
Prostaglandin E, (PgE,) (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden)

Ribonuclease A (Rnase) Type XII-A from Bovine Pancreas (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen)

Staurosporin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Trypanblau-Ldsung 0,4% (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
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Trypsin / EDTA (2,5 g/l Trypsin, 0,38 g/l EDTA) (Invitrogen, Karlsruhe)
Trypsin / EDTA (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g EDTA/I) (Invitrogen, Karlsruhe)

WST-1 Cell Proliferation Reagent (Roche Diagnostics, Mannheim)

3.1.4 Verbrauchsmaterial

Mikrotiterplatten (96-well) mit Flachboden ,,Cellstar®“, steril, mit Deckel (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen)

Multipettenaufsitze, steril, 2,5 ml und 5 ml (Brand, Wertheim)

Multischalen 24-well (Corning Costar Germany, Bodenheim)

Multischalen mit 6 Vertiefungen ,,Nunclon™ A Surface” (Nalge Nunc International,
Roskilde, Dédnemark)

Pipettenspitzen 20 ul (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen 50-1000 pl (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen 2-200 pl (Eppendorf, Hamburg)

Polystyrolrohrchen 12x75 mm, steril mit Deckel (Becton Dickinson, Heidelberg)
ReaktionsgefdBe 1,5 ml ,,Safe Lock* (Eppendorf, Hamburg)

ReaktionsgefiaBle 2,0 ml ,,Safe Lock* (Eppendorf, Hamburg)

Serologische Pipetten ,,Advantage®, steril, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (BD Falcon™,
Heidelberg)

Snapwell, Polycarbonat, 0,4 um Porengréf3e (Corning Costar Germany, Bodenheim)
Spritzenvorsatzfilter ,,ecoLab* steril, Porengrofie 0,2 um (Schleicher & Schuell, Dassel)

Zellkulturflaschen T,s (Integra Biosciences, Chur, Schweiz)

Zellkulturflaschen T,s ,,Nunclon™ A Surface® (Nalge Nunc International, Roskilde,
Dénemark)

Zellkulturflaschen T7s (Integra Biosciences, Chur, Schweiz)

Zellkulturflaschen Tgy ,,Nunclon™ A Surface” (Nalge Nunc International, Roskilde,
Dénemark)

Zentrifugenrohrchen Polypropylen 15 ml, steril (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen)
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Zentrifugenréhrchen Polypropylen 50 ml, steril (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen)

3.1.5 Zelllinien

HT29 (Deutsche Sammlung fiir Mikoorganismen und Zellkulturen, Braunschweig): Die
Zellen wurden 1964 von J. Fogh aus dem Colonadenocarcinom einer 44-jdhrigen Frau
isoliert. Unter Standard-Kulturbedingungen (Medium mit hohem Glucosegehalt und
Zusatz von FCS) sind HT29-Zellen undifferenziert und wachsen als Multilayer unpola-
rer Zellen [Rousset, 1986]. Unter modifizierten Kulturbedingungen ist eine Enterozy-
ten-dhnliche Differenzierung moglich, so z. B. in glucosefreiem Medium mit Zusatz
von Galactose [Pinto et al., 1982] oder Inosin [Chantret et al., 1988]. Differenzierungs-
merkmale sind z. B. das Wachstum als polare Monolayer mit Ausbildung von Tight
Junctions und gerichteten Transportvorgiangen, Dombildung, Bildung eines Biirsten-
saums mit Mikrovilli und Expression von Biirstensaum-Hydrolasen [Zweibaum et al.,

1991].

HT29 Clon 19A (zur Verfiigung gestellt von C. Laboisse): HT29 Clon 19A-Zellen ent-
standen durch Differenzierung von HT29-Zellen mit Natriumbutyrat [Augeron & La-
boisse, 1984]. Sie wachsen nach Erreichen der Konfluenz als polarisierte Monolayer

und bilden Tight Junctions aus [Zweibaum et al., 1991].

T84 (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig): T84-
Zellen sind Coloncarcinom-Zellen, die aus den Lungenmetastasen eines Patienten iso-
liert wurden. Die Zellen wurden BALB/c-Nacktmdusen subkutan injiziert und dann aus
den sich dort manifestierenden Tumoren gewonnen [Murakami & Masui, 1980]. Sie
wachsen als polare Monolayer und bilden Tight Junctions und Dome aus [Zweibaum et
al., 1991]. Konfluente Monolayer, die auf permeablen Membranen kultiviert wurden,
konnen einen gerichteten Elektrolyttransport aufrechterhalten und besitzen Rezeptoren
fiir einige Neurotransmitter und Peptidhormone, z. B. VIP (Vasoaktives Intestinales

Polypeptid), Carbachol und Somatostatin [Dharmsathaphorn et al., 1984].

3.1.6 Oligosaccharide

Von der Firma Siidzucker wurde eine Vielzahl an zum Teil neu entwickelten Poly- und

Oligosacchariden zur Verfiigung gestellt. Fiir diese Arbeit wurden im Wesentlichen die



3 Material und Methoden 32

folgenden Substanzen verwendet, aus denen auch Fermentationsiiberstinde gewonnen

wurden (s. 3.2.1):

BC-O 165: hydriertes Kondensationsprodukt aus Palatinose®, bestehend aus den
Einheiten Glucose, Sorbitol, Mannitol und Fructose, Verzweigungsgrad

4-10.

BC-0 299: Kondensationsprodukt aus Palatinose®, bestehend aus Glucose und Fruc-

tose, Verzweigungsgrad 2.

BC-P 114:  Resistente Stirke, gewonnen aus Maisstirke, Typ 2, Verzweigungsgrad
>1000.

Genauere Spezifikationen der Substanzen sind leider nicht mdglich, da zum Teil Pa-

tentverfahren anhédngig sind.

3.1.7 Losungen

Inkubationspuffer fiir Annexin V

10 mM HEPES mit NaOH auf pH 7,4 einstellen
140 mM NacCl

5 mM CaCl,

In 500 ml H,O bidest.

Lagerung bei +4 °C

SCFA-Gemische in PBS

Natriumacetat, Natriumpropionat und Natriumbutyrat wurden entsprechend den Kon-
zentrationen in den FU abgewogen, auf 100 ml mit PBS aufgefiillt und durch 0,2 pm-
Spritzenvorsatzfilter in sterile 50 ml-Zentrifugenréhrchen sterilfiltriert. Lagerung bei

+4°C.
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Propidiumiodid-Losung fiir Annexin V und Zellzyklusuntersuchungen

50 pg PI/ml wurde in H,O bidest. geldst und gut gemischt. Aufbewahrung bei +4 °C
lichtgeschiitzt.

Markierungslosung fiir Annexin V

Fur 10 Ansiétze:

500 pl Inkubationspuffer
10 pl Propidiumiodid-Ldsung
10 pl Annexin V-Fluos-Losung

Unmittelbar vor Gebrauch ansetzen, vor Licht schiitzen.

Ringer-Losung

Stammldsungen:

Stock A 2,4 mM NaCl

Stock B 0,5 M NaHCO3

Stock C 66,6 mM KH,PO,
16,6 mM K,;HPO,4

Stock D 24 mM CaCl,2H,0
24 mM MgCl, 6H,0

Glucose Stock 0,5 M Glucose

Fiir 1 1 Ringer-Losung wurden jeweils 50 ml der Stock-Losungen A, B, C und D in die-
ser Reihenfolge gemischt, 20 ml Glucose-Stock dazugegeben und mit aqua dest. auf 1 1

aufgefiillt. Lagerung bei +4 °C.
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In vitro-Fermentationsmedium (Angaben der Firma Siidzucker)

Trypton I,5¢
Hefeextrakt 1.0g
KH,PO4 0,24 g
Na,HPO, 0,24 ¢
(NH4)2SO4 1,24 ¢
NaCl 0,48 g
MgSO,-7H,0 0,1g
CaCl,-2H,0 0,06 g
FeSO47H,0 2,0 mg
Resazurin 1,0 mg
Cystein/HCI 0,5¢g
Vitaminlosung (nach DSM 141) 0,5 ml
Spurenelementelosung (nach DSM 141) 9,0 ml
NaHCO; 20¢g
H,O dest. ad 1000 ml

pH-Einstellung auf pH 7,0
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung der Fermentationsiiberstinde

Die Fermentationsiiberstinde (FU) wurden von der Firma Siidzucker zur Verfiigung
gestellt. Laut Herstellungsangaben von Siidzucker wurden 9,0 ml des in vitro-Fermenta-
tionsmediums (s. 3.1.7) mit 0,5 % (w/v) des zu testenden Oligosaccharids versetzt. An-
schlieBend wurde das Medium-Oligosaccharid-Gemisch mit 1,0 ml einer 10 %igen Fae-
cessuspension in anaerobem 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0), dem 0,5 g Cystein/HCI
als Reduktionsmittel zugesetzt wurden, beimpft. Die Faecesproben bestanden aus
Mischfaeces dreier Probanden, die zehn Tage vor Faecesgewinnung téglich ca. 20 g
Weizenkleie in Joghurt (verteilt auf eine Portion morgens und eine Portion abends) zu
sich nehmen mussten, ansonsten war die Erndhrung beliebig. Pribiotika durften nicht
eingenommen werden. Die Stuhlproben wurden innerhalb von 30 min nach Gewinnung
im Labor verarbeitet. Fiir die Fermentation wurde Faeces aus der Mitte der Probe, der
noch nicht mit Luftsauerstoff in Beriihrung gekommen war, verwendet. Der Fermenta-
tionsansatz erfolgte in Hungate-Réhrchen, je nach Oligosaccharid {iber 14-48 h, unter
Schiitteln bei 37 °C. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden aus dem Fermentations-
ansatz Proben entnommen und diese auf den Restanteil an Oligosacchariden, auf SCFA

und pH-Wert untersucht.

Nach beendetem Fermentationsprozess wurden 50 ml der Fermentationsfliissigkeit fiir
20 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und mittels eines
0,25 pm-Filters steril in eine zuvor autoklavierte, mit Butylgummistopfen verschlosse-
ne, Serumflasche filtriert. Bis zum Versand wurden die FU bei -20 °C gelagert, der Ver-

sand erfolgte auf Trockeneis.

Nach der Ankunft wurden die FU bei Raumtemperatur aufgetaut. Da eine deutliche
Trilbung feststellbar war, wurden die Uberstinde nochmals durch 0,2 pM-
Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert und aliquotiert bei —20 °C eingefroren. Nach der Filt-
ration waren die Uberstinde klar und von gelblicher bis hellbrauner Farbe. Die Aliquots

wurden vor Versuchsbeginn jeweils frisch aufgetaut.



3 Material und Methoden 36

3.2.2 Analyse der Fermentationsiiberstinde

Fliichtige organische Sduren (C;-Cg) wurden von der Firma Siidzucker mittels Head-
space-Gaschromatographie bestimmt. Laut Arbeitsanleitung von Siidzucker wurden die
Sauren mit Methanol sdurekatalysiert in die entsprechenden Methylester iiberfiihrt. Die-
se wurden gaschromatographisch aus dem Dampfraum (GC-Headspace) unter Verwen-
dung von Chloressigsdure als internem Standard bestimmt. Als Standardstammldsung
diente ein Gemisch aus organischen Siuren, die mit Reinstwasser zu Kalibrierlosungen
verschiedener Konzentrationen verdiinnt wurden. Die Massenkonzentrationen (mg/kg)
der fliichtigen organischen Saduren wurden durch Vergleich der Peakflichen-
Verhiltnisse der jeweiligen Sdure und Chloressigsaure fiir Probe- und Referenzlosungen
bestimmt. Hierfiir wurde eine Kalibrierkurve (linear durch Null) angefertigt, die aus den

Standardlosungen verschiedener Konzentrationen resultierte.

Die Osmolalitit der Fermentationsiiberstinde wurde iiber Gefrierpunktserniedrigung
mit einem Osmometer bestimmt. Vor jeder Messung wurde mit einer Referenzlosung
(290 mOsm/kg) die Funktion des Osmometers iiberpriift. Bei einer Doppelbestimmung

durften beide Messergebnisse nicht mehr als £2 mOsm/kg vom Sollwert abweichen.

3.2.3 Herstellen der WST-1-Gebrauchslosung

Die vom Hersteller gelieferte WST-1-Stammlosung wurde in Aliquots bei —20 °C gela-
gert und vor der Verwendung jeweils frisch aufgetaut. Zum Einsatz im Cytotoxizitéts-
und Proliferationstest wurde die Stammldsung unmittelbar vor Gebrauch 1:10 mit Zell-

kulturmedium verdiinnt und gut gemischt.

3.2.4 Routine-Zellkultur
Alle Medien, PBS und Trypsin zur Zellkultivierung wurden vor der Verwendung im

Wasserbad auf 37 °C temperiert. Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt.

HT29- und HT29 Clon 19A-Zellen wurden in Tgo-Zellkulturflaschen unter Standard-
Kulturbedingungen (95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,) in DMEM unter Zusatz von 10 %
FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin (v/v) kultiviert. Zur Subkultivierung bei Kon-
fluenz wurden die Zellen 3 mal mit PBS (ohne Calcium und Magnesium) gespiilt, um
Mediumreste zu entfernen. Die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden erfolgte mit

Trypsin/EDTA (0,5 g/l Trypsin; 0,2 g EDTA/I) bei 37 °C. Der Trypsinierungsprozess
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wurde nach Abldsen der Zellen (durchschnittliche Dauer 5-7 min) von der Kulturfldche
mit frischem Medium abgestoppt, die Zellen in Medium gut suspendiert und bei 200 x g
fiir 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet wieder in
10 ml frischem Medium suspendiert und von dieser Suspension wurde ein Aliquot im
Verhéltnis 1:10 mit frischem Medium in eine neue Tgo-Flasche ausgesit. Ein Medium-

wechsel erfolgte alle 2-3 Tage.

T84-Zellen wurden ebenfalls wunter Standard-Kulturbedingungen in  Tys-
Zellkulturflaschen in einem Gemisch von DMEM und Nutrient Mixture Ham’s F12
(Mischungsverhiltnis 1:1) unter Zusatz von 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin
kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen drei mal mit PBS (ohne
Calcium und Magnesium) gespiilt und mit Trypsin/EDTA (2,5 g/l Trypsin; 0,38 g/l
EDTA) bis zum Ablésen der Zellen von der Kulturfliche bei 37 °C inkubiert. T84-
Zellen zeigen eine stirkere Adhdrenz als HT29- und HT29 Clon 19A-Zellen, deshalb
musste Trypsin/EDTA in hoherer Konzentration verwendet werden und der Vorgang
des Trypsinierens dauerte ldnger (durchschnittlich 10-12 min). AnschlieBend wurde der
Trypsinierungsprozess durch Zugabe von frischem Medium abgestoppt. Die Zell-
suspension wurde bei 200 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, und die
in 10 ml frischem Medium suspendierten Zellen in einem Verhiltnis von 1:3 (Zellsus-

pension : Medium) ausgesdt. Ein Mediumwechsel erfolgte ebenfalls alle 2-3 Tage.

Die in Kultur befindlichen Zellen wurden regelméBig mittels eines fluoreszenzmikro-
skopischen Mykoplasmentests auf Kontamination mit Mykoplasmen untersucht. Ein

Befall mit Mykoplasmen wurde wéhrend der gesamten Studiendauer nicht festgestellt.

Die Zellen befanden sich fiir hochstens 15 Passagen in Kultur und wurden dann durch

frische kryokonservierte Zellen ersetzt.

3.2.5 Zellzahlungen und Vitalititsbestimmungen

Zellzdhlungen erfolgten in einer geeichten Neubauer-Zihlkammer in einem Gemisch
aus Zellsuspension und Trypanblau. Ausgezidhlt wurden jeweils vier Eckquadrate (4 x
16 Kleinquadrate). Dabei wurde zwischen vitalen und nekrotischen Zellen unterschie-
den. Vitale Zellen farben sich aufgrund ihrer intakten Zellmembran nicht mit Try-
panblau an. Durch die geschidigte Zellmembran nekrotischer Zellen kann der blaue

Farbstoff in das Zellinnere eindringen. Dort bindet er an Proteine im Cytoplasma und
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im Zellkern. Apoptotische Zellen farben sich mit Trypanblau nicht an. Lediglich bei
spatapoptotischen Zellen, die aufgrund ihrer morphologischen Besonderheiten (z. B.
Ausbildung apoptotischer Blebs) im Mikroskop bei der Zellzdhlung erkannt werden

konnen, ist zum Teil eine diffuse, hellblaue Farbung erkennbar.

Aus den Zihlergebnissen der vier Eckquadrate wurde ein Mittelwert gebildet. Durch
das Volumen eines Eckquadrates von 0,1 pl ergibt sich fiir die Zellzahl folgende Be-

rechnungsformel:

Zellzahl / ml = gezihlte Zellen (Mittelwert) x 10* x Verdiinnungsfaktor

Der Anteil der nekrotischen Zellen wurde prozentual vom Anteil der vitalen Zellen be-

rechnet.

3.2.6 Cytotoxizitiit

Fiir die Cytotoxizititsversuche wurden 70.000 vitale Zellen/Vertiefung (HT29 und
HT29 Clon 19A) bzw. 150.000 vitale Zellen/Vertiefung (T84) in 96-well-Platten mit
Flachboden in einem Volumen von 100 pl Komplettmedium ausgesét. Die dulleren
Randvertiefungen der Platte wurden mit jeweils 200 pul PBS befiillt, um wihrend der
Inkubationszeit Volumenverluste durch Verdunstung zu minimieren. Am dritten Tag
nach Aussaat waren die Zellen zu 90-100 % konfluent. Das Medium iiber dem Zellrasen
wurde abgesaugt und FU bzw. SCFA-Gemische in verschiedenen Verdiinnungen in
Komplettmedium auf die Zellen pipettiert (Volumen 100 pl). Als Kontrolle diente Zell-
kulturmedium ohne Zusétze. Jede Verdiinnung wurde in Dreifachbestimmung innerhalb

eines Versuchs durchgefiihrt.

Nach 24 h Inkubationszeit mit den Testsubstanzen wurde der Uberstand iiber dem Zell-
rasen abgesaugt und in jede Vertiefung 100 pul WST-Gebrauchslosung (s. 3.2.3) pi-
pettiert. Zusdtzlich wurden in zwei Vertiefungen, in die keine Zellen ausgesdt wurden,
jeweils 100 pl der WST-Gebrauchslosung als Leerwert pipettiert. Die Platten wurden
zur Farbstoffentwicklung fiir 10 min (HT29 und HT29 Clon 19A) bzw. fiir 30 min
(T84) bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, (Standard-Zellkulturbedingungen)
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Farbstoffentwicklung sofort in ei-

nem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen.

Messparameter: Messung gegen Leerwert bei 460 nm, Referenzwellenlédnge >600 nm.
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Fiir die Auswertung wurde die Extinktion des Leerwerts von den Extinktionen der je-

weiligen Proben abgezogen.

3.2.7 Proliferation

Fiir die Proliferationsversuche wurden 4.000 vitale Zellen (HT29 und HT29 Clon 19A)
bzw. 14.000 vitale Zellen (T84) in einem Volumen von 100 pl in Komplettmedium in
die Vertiefungen von 96-well-Platten mit Flachboden ausgesét. In die duBBeren Randver-
tiefungen der Platte wurden 200 pl PBS pipettiert, um wéhrend der Inkubationszeit Vo-
lumenverluste durch Verdunstung zu minimieren. Fiir jeden Proliferationstest wurden
vier Platten ausgesit, da jeweils eine Platte an Tag 0, Tag 2, Tag 5 und Tag 7 der Inku-
bationsphase gemessen wurde. Am Tag nach der Zellaussaat (als Tag 0 definiert) er-
folgte der Mediumwechsel mit jeweils 100 pl der Substanzverdiinnungen. Als Bezugs-
wert wurde pro Platte eine Mediumkontrolle mitgefiihrt. Der genaue Versuchsverlauf ist
in Tab. 2 schematisch dargestellt, die Messung der Farbstoffentwicklung mit WST-1
wurde wie unter 3.2.6 beschrieben durchgefiihrt. Jede Substanzkonzentration wurde

innerhalb eines Assays in Dreifachbestimmung gemessen.

Tab. 2: Schema zum Versuchsverlauf des Proliferationstests

Platte Nr. Tag 0 Tag 2 Tag 5 Tag 7

1 Messung

2 Mediumwechsel | Messung

3 Mediumwechsel | Mediumwechsel | Messung

4 Mediumwechsel | Mediumwechsel | Mediumwechsel | Messung
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3.2.8 Apoptose

3.2.8.1 Annexin V

Fiir Annexin V, Caspase-3 und Zellzyklusuntersuchungen konnten die Zellen eines Ver-
suchsansatzes verwendet werden. Dazu wurden 1,2 x 10° vitale Zellen (HT29 und HT29
Clon 19A) bzw. 1,8 x 10° vitale Zellen (T84) pro Vertiefung in 6-well-Multischalen in
einem Volumen von 2 ml Komplettmedium ausgesét. Nach drei Tagen Inkubationszeit
waren die Zellen zu ca. 80-90 % konfluent und es erfolgte ein Mediumwechsel mit FU
bzw. SCFA-Gemischen in einer Konzentration von 50 % in Komplettmedium, da in
Vorversuchen festgestellt wurde, dass geringere Konzentrationen keine signifikanten
apoptoseinduzierenden Effekte hatten. Als Positiv-Kontrolle diente ein Ansatz mit
0,5 uM Staurosporin in Kombination mit 0,5 uM Brefeldin A, als Negativ-Kontrolle
Komplettmedium. Staurosporin und Brefeldin A sind bekannte Apoptoseinduktoren.
Beide induzieren Apoptose p53-unabhéngig in verschiedenen Zelllinien. Staurosporin
wirkt tiber eine Hemmung der Proteinkinase C (PKC) [Shao et al., 1996; Shao et al.,
1997]. Es bewirkt aulerdem einen Zellzyklusarrest iiber eine CDK-Hemmung, je nach
Zelllinie entweder in der G1- und/oder in der G2-Phase [Qiao et al., 1996; Senderowicz
& Sausville, 2000; Heerdt et al., 2000]. Brefeldin A verstarkt die Wirkung von PKC-
Hemmern wie Staurosporin [Shao et al., 1996]. Es wirkt iiber die Blockierung der Fal-
tung von Proteinen und ihres Transports im Endoplasmatischen Retikulum [Rao et al.,
2001]. Nach 24-stiindiger Inkubation mit den Testsubstanzen wurde der Uberstand iiber
dem Zellrasen abpipettiert und in 15 ml-Zentrifugenrohrchen {iiberfiihrt. Die Zellen
wurden 2 mal mit 1 ml PBS ohne Ca®"/Mg”" (37 °C) gespiilt, die Spiilfliissigkeit wurde
zu den Mediumiiberstdnden in die Zentrifugenrohrchen gegeben. Anschlieend wurden
die Zellen mit 250 ul des entsprechenden Trypsins (s. 3.2.4) bei 37 °C bis zum Abldsen
der Zellen inkubiert. Dabei wurde der Trypsinierungsprozess genau beobachtet und so-
fort mit 1 ml Komplettmedium abgestoppt, wenn mikroskopisch ein Abrunden der
Zellen zu sehen war, da eine unnétig lange Einwirkzeit von Trypsin zu erhdhten Apop-
tose- und Nekroseraten filhren kann. Die abgelosten Zellen wurden vorsichtig durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren suspendiert und ebenfalls in die Zentrifugenrdhr-
chen zu Mediumiiberstand und Spiilfliissigkeit gegeben. Es folgte eine Zentrifugation

fiir 5 min bei 200 x g. Der Uberstand iiber dem Zellpellet wurde abgesaugt und die
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Zellen in 1 ml Komplettmedium resuspendiert. Aus einem Aliquot dieser Zellsuspensi-

on wurden Zellzahl und Vitalitat bestimmt.

Phosphatidylserin (PSer) ist ein negativ geladenes Phospholipid, das sich bei apoptoti-
schen Zellen von der Innen- auf die Aullenseite der Plasmamembran verlagert (s. 2.2.5).
Das FITC-markierte Protein Annexin V bindet spezifisch in der Anwesenheit von Ca*"-
Ionen an PSer [Vermes et al., 1995]. Zur Diskriminierung nekrotischer Zellen wurde
eine simultane Farbung mit PI durchgefiihrt, das die defekte Membran nekrotischer Zel-
len durchdringt und die DNA anférbt. Fiir den Annexintest wurden 0,5 x 10° Zellen in
12 x 75 mm-Polystyrolréhrchen pipettiert, 1 ml kaltes PBS mit Ca*"/Mg*" zugegeben
und vorsichtig gemischt. Die Rohrchen wurden anschlieBend bei 250 x g fiir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, und die Zellen nochmals mit 1 ml PBS gewa-
schen. Auf das Zellpellet wurden 50 pl der Markierungslosung (s. 3.1.7) pipettiert und
der Ansatz fiir 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Zu diesem Férbean-
satz wurden dann 400 pl Inkubationspuffer (s. 3.1.7) gegeben, vorsichtig gemischt und
die Rohrchen bis zur Messung lichtgeschiitzt auf Eis gestellt (hdchstens eine Stunde).

3.2.8.2 Caspase-3

Die Bestimmung der Caspase-3 wurde mittels eines Kits durchgefiihrt, der Phyco-
erythrin(PE)-konjugierten Caspase-3-Antikorper enthélt, Fixierungs-, Permeabilisie-
rungs- und Waschpuffer. Aktivierte Caspase-3 ist ein Heterodimer aus 17- und 12 kDa-
Untereinheiten, die aus dem 32 kDa-Proenzym hervorgegangen sind. Der Antikdrper
bindet spezifisch an aktivierte Caspase-3. Fiir den Test wurden Zellen aus dem gleichen
Ansatz wie fiir den Annexin-Test verwendet. Die Arbeitsanleitung des Herstellers wur-
de modifiziert, da mit den urspriinglich vorgesehenen Volumina und Inkubationszeiten
keine Permeabilisierung der Coloncarcinomzellen erreicht werden konnte. Alle Zentri-
fugationsschritte erfolgten bei 250 x g fiir 5 min. 0,5 x 10° Zellen wurden in 12 x 75
mm Polystyrolrohrchen pipettiert und zweimal mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Die
Zellen wurden in 0,5 ml Cytofix/Cytoperm-Losung (gebrauchsfertig im Kit enthalten)
suspendiert und fiir 60 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit 0,5 ml Perm/Wasch-Puffer gewa-
schen. Der Perm/Wasch-Puffer ist als 10x Konzentrat im Kit enthalten und wurde vor

Gebrauch 1:10 mit H,0 bidest. verdiinnt. Nach dem Waschen wurden 20 pl Antikorper-
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Losung (gebrauchsfertig im Kit enthalten) und 100 ul Perm/Wasch-Puffer auf das Zell-
pellet pipettiert, der Ansatz durch Vortexen gut gemischt und {iber Nacht bei +4 °C
lichtgeschiitzt inkubiert. Danach wurde die Antikorper-Losung abzentrifugiert und die
Zellen einmal mit 1 ml Perm/Wasch-Puffer gewaschen. Fiir die Messung wurden die
Zellen dann abschlieBend in 0,5 ml Perm/Wasch-Puffer resuspendiert und bis zur Mes-

sung auf Eis gestellt.

3.2.9 Zellzyklus

Die Zellzyklusmessungen wurden nach einer modifizierten Methode nach Nicoletti
[Nicoletti et al., 1991] durchgefiihrt. 1 x 10° Zellen wurden in 12 x 75 mm-
Polystyrolrohrchen pipettiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (250 x g, 5 min) und
einmal mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Das PBS {iber dem Zellpellet wurde abgesaugt
und zum Fixieren 2 ml eiskalter Ethanol 70 % unter Vortexen zu den Zellen gegeben.
Das Zell-Ethanol-Gemisch wurde bei 4 °C fiir 60 min inkubiert und anschliefend
zentrifugiert (250 x g, 5 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen 2 mal mit
jeweils 1 ml kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation jeweils bei 250 x g, 5 min). Nach
Verwerfen des Uberstands wurden 100 ul RNAse A-Losung (100 pg/ml) zu den Zellen
gegeben, vorsichtig gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Bend wurden zur Farbung 400 pl Propidiumiodid-Losung zugegeben (50 pg PI/ml) und
15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die gefarbten Zellen wurden bis zur

Messung auf Eis gestellt.

3.2.10 Messung am Durchflusscytometer

Die Durchflusscytometrie ist ein Messverfahren zur Beurteilung physikalischer
und/oder chemischer Eigenschaften von Partikeln (z.B. Zellen, Zellkerne, Hefen, Bakte-
rien) in wissriger Suspension. Die Tragerfliissigkeit erzeugt einen Hiillstrom, durch den
die Zellen einzeln durch den Messbereich gefiihrt werden (hydrodynamische Fokussie-
rung). Als Lichtquelle dient ein luftgekiihlter Argonionen-Laser, der blau-griines Licht
bei einer Wellenldnge von 488 nm emittiert. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
miissen in diesem Bereich ihr Absorptionsmaximum haben. Der Laserstrahl wird durch
ein Linsensystem fokussiert und trifft auf die Messzelle, durch die der Fliissigkeitsstrom

mit den zu untersuchenden Partikeln geleitet wird. Das von den Partikeln emittierte
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bzw. gestreute Licht wird liber Spiegel, Filter und Linsensysteme zu Photodioden gelei-

tet, die Lichtsignale in elektrische Signale umwandeln.

Das Streulicht beschreibt, je nach Ablenkungswinkel, unterschiedliche Partikeleigen-
schaften: Das Vorwirtsstreulicht (forward scatter, small angle scatter) wird um weniger
als 2° gestreut und gibt ndherungsweise die ZellgroBe wieder. Das Seitwértsstreulicht
(side scatter, wide angle scatter) wird um ca. 90° gestreut und beschreibt die Granulari-
tit der Partikel. Das Vorwirtsstreulicht wird von der Vorwirtsstreulicht-Diode detek-
tiert. Das Seitwartsstreulicht wird, ebenso wie das von den Zellen emittierte Fluores-
zenzlicht, von einer 90°-Sammellinse fokussiert und durch ein optisches System aus
Spiegeln und Filtern geleitet. Mit dem fiir diese Arbeit verwendeten Durchflusscytome-

ter (FACSCalibur™) kénnen folgende Spektralbereiche erfasst werden:

e griin (510 — 540 nm)

o gelb (560 — 580 nm)

e orange (605 — 635 nm)

e rot (650 nm und dariiber)

Das Signal des Fluoreszenzlichts muss iiber Photonenvervielfacher-Réhren (Photomul-
tiplier-Tubes, PMT) verstarkt werden. Die elektrischen Strome werden verstiarkt und

durch Analog-Digital-Wandler (ADC) digitalisiert [Shapiro, 1994].

Die Justierung der Instrumenteneinstellung, die Einstellung der Fluoreszenzkompensa-
tion und die Gerdteempfindlichkeit wurden regelméBig vor den Messungen mit mit

fluoreszenzmarkierten Kontrollbeads iiberpriift.
Bei den vorbereiteten Proben (s. 3.2.8 und 3.2.9) wurden gemessen:

Annexin:

o ZellgroBe (FSC)

o Zellgranularitét (SSC)

e Annexin V-FITC (FL1: Griinfluoreszenz, 530 nm Bandpassfilter)
e PI (FL2: Orangefluoreszenz, 585 nm Bandpassfilter)
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Caspase-3:

o ZellgroBe (FSC)
o Zellgranularitét (SSC)
e PE (FL2: Orangefluoreszenz, 585 nm Bandpassfilter)

Zellzyklus:

o ZellgroBe (FSC)
e Zellgranularitat (SSC)
e PI (FL3: Rotfluoreszenz, 585 nm Bandpassfilter)

Bei der Datenakquisition fiir die Zellzyklusanalyse miissen folgende Punkte besonders

beachtet werden:

e Es miissen mindestens 20.000 Ereignisse gemessen werden, um genaue und

reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen [Brown et al., 1996].

e Fiir die Datenakquisition sollen keine Gates gesetzt werden. Debris wird erst im
Analysenprogramm ausgeschlossen, Aggregate werden ebenfalls vom Analy-

senprogramm automatisch erfasst.

e Der diploide GO/G1-Peak soll bei der Messung immer an derselben Position sein

(hier: Kanal 200 der linearen FL2-Skala).

¢ Die Messung erfolgt bei geringer Durchflussrate (150 — 200 events/sec).

3.2.11 Elektrophysiologische Untersuchungen in vertikalen Diffusionskammern
(Ussing-Kammern)

Elektrophysiologische Untersuchungen waren nur mit HT29 Clon 19A- und T84-Zellen
moglich, da HT29-Zellen kein konfluentes Monolayer mit polaren Zellen ausbilden.
HT29 Clon 19A- und T84-Zellen wurden in einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen / Snap-
well in Komplettmedium ausgesdt. Snapwells bestehen aus permeablen Membranen, die

in die Vertiefungen einer 6-well-Multischale eingehdngt werden (s. Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung eines Zell-Monolayers nach Kultivierung der Zellen auf permeablen
Membranen, z. B. Snapwells.

Die Zellen, die auf den Membranen wachsen, kdnnen von apikal und von basolateral
mit Medium bzw. Testsubstanzen inkubiert werden. Ein Mediumwechsel erfolgte alle
2-3 Tage. Die Ausdifferenzierung beginnt nach Erreichen der Konfluenz und ist, je nach
Zelllinie, 2-3 Wochen danach abgeschlossen. Ein signifikanter transepithelialer Wider-
stand ist ein klarer Hinweis auf eine gleichmiBig vorhandene Differenzierung des Mo-
nolayers [Zweibaum et al., 1991]. Nach ca. 4 Wochen Inkubation hatten HT29 Clon
19A- und T84-Zellen einen maximalen, stabilen transepithelialen Widerstand erreicht.
Der transepitheliale Widerstand wurde vor dem Einsetzen der Snapwells in die Ussing-
Kammern mit einem Ohmmeter iiberpriift. Bei T84-Zellen wurden maximale transe-
pitheliale Widerstinde von 600-1000 Q x cm® gemessen, bei HT29 Clon 19A-Zellen
von 300-600 Q x cm’.

Das vertikale Diffusionskammersystem besteht aus 6 Diffusionskammern, die in einen
Heizblock eingesetzt sind und mit Carbogen begast werden. Der Heizblock wird iiber
ein Wasserbad mit Pumpe auf 37 °C beheizt. Die Kammern bestehen aus jeweils zwei
zusammensteckbaren Hélften, zwischen die die zellbewachsenen Membraneinsitze der
Snapwells eingesetzt werden. Die bestiickten Kammern wurden zunédchst in den vorge-
heizten Block eingesetzt, auf jeder Seite (apikal und basolateral) mit jeweils 5 ml auf
37 °C vorgewédrmter Ringerlosung befiillt und jede Kammerhilfte mit einem separaten
Gasanschluss verbunden. Der Gasfluss kann durch ein Nadelventil stufenlos reguliert

werden. Die aufsteigenden Gasblasen bewirken eine stdndige Durchmischung der Me-
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dien auf beiden Seiten der Zellschicht. An jede Kammerhélfte wurde je eine Strom- und

eine Spannungselektrode angeschlossen.

Nach einer Aquilibrierzeit der Zellen in Ringerldsung von 20-30 min wurden auf die
mucosale Seite der Monolayer Losungen von SCFA als Einzelsubstanzen, in verschie-
denen Kombinationen und Fermentationsiiberstinde gegeben. Als Positiv-Kontrolle zur
Uberpriifung des Messsystems diente Prostaglandin E, bei HT29 Clon 19A-Zellen, das
in 30 pM Konzentration auf die basolaterale Seite der Zellen gegeben wurde. PGE, er-
zeugt eine charakteristische Antwort der Zellen durch eine Erhohung des Kurzschluss-
stroms und eine Abnahme des transepithelialen Widerstands. Fiir T84-Zellen wurde
Carbachol in einer Konzentration von 10 uM als Positiv-Kontrolle verwendet. Carba-
chol ist ein Sekretagogum, das bei T84-Zellen iiber eine verstirkte Chloridsekretion
nach basolateraler Zugabe sofort zu einem steilen Anstieg des Kurzschlussstroms fiihrt

[Dharmsathaphorn et al., 1984].

3.2.12 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Programme Excel 2002 (Micro-
soft Corporation) und SigmaStat fiir Windows, Version 3.00 (SPSS Inc., Chicago, Illi-
nois, USA) durchgefiihrt. Als statistische Tests wurden nach Priifung auf Normalvertei-
lung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und auf Gleichheit der Varianzen der ungepaarte
zweiseitige t-Test bzw. der Mann-Whitney-Rangsummentest angewendet. Der Ver-
gleich mehrerer Gruppen erfolgte mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse bzw. des
Kruskall-Wallis-Tests. Angegebene Korrelationskoeffizienten sind Rang-Korrelationen

nach Spearman.

Signifikanzniveaus: * =p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p < 0,001
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit kdnnen nicht alle Ergebnisse der Vielzahl an Originalsubstanzen (OS)
und Fermentationsiiberstinden (FU), die untersucht wurden, gezeigt und diskutiert wer-
den. Es werden daher exemplarisch die wichtigsten OS und FU herausgegriffen: BC-P
114, BC-O 165, BC-O 299 sowie der FU , Kontrolle®. Beim FU ,,Kontrolle* handelt es

sich um einen Fermentationsansatz ohne Zusatz von Kohlenhydraten.

4.1 SCFA-Konzentrationen der FU

Die SCFA-Konzentrationen der untersuchten FU unterschieden sich zum Teil deutlich
voneinander (s. Tab. 3). Der FU , Kontrolle®, der ohne Zusatz von OS hergestellt wurde,
wies erwartungsgemdl die geringsten SCFA-Konzentrationen auf. Die hochsten Buty-
rat-Konzentrationen fanden sich im FU BC-O 165, hergestellt mit einem hydrierten
Kondensationsprodukt aus Palatinose”. Um die Reproduzierbarkeit der Fermentations-
prozesse zu iberpriifen, wurden verschiedene Fermentationschargen hergestellt. In den
Versuchen verwendet wurden die Chargen Mirz 00 (fiir ,,Kontrolle*, BC-O 165 und
BC-P 114) und Dez. 00 (fiir BC-O 299). Mit FU aus anderen Chargen wurden ebenfalls
stichprobenartig Versuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse verschiedener Chargen unter-
schieden sich bei allen Testreihen (Cytotoxizitét, Proliferation, Apoptose und Zellzyk-
lus) jedoch kaum voneinander und lagen innerhalb der jeweiligen Schwankungsbereiche

der Methoden (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 3: SCFA-Konzentrationen verschiedener Chargen von Fermentationsiiberstdnden
Konzentration (mmol / L)
Charge FU Kontrolle | FUBC-0165 | FUBC-0299 | FUBC-P114

Acetat Mirz 00 13,0 22,6 - 23,9
Dez. 00 11,6 -- 22,9 -
April 01 12,25 30,8 27,93 --

Sept. 01 9,3 3.8 34,3 19,7

Feb. 02 15,5 31,8 34,1 23,8

MW 12,3 29,3 29,8 22,5

SD 2,3 4,5 5,5 2.4

Propionat Mirz 00 3,0 12,6 - 9.8
Dez. 00 2,7 -- 11,7 -
April 01 2,62 15,35 9,51 --

Sept. 01 2,1 11,6 9.4 8,7

Feb. 02 3,3 15,3 14,5 13,6

MW 2,7 13,7 11,3 10,7

SD 0,5 1,9 2,4 2,6

Butyrat Mirz 00 2,8 17,2 -- 8,1
Dez. 00 3,0 -- 10,1 -
April 01 3,15 11,1 9,06 --

Sept. 01 2,6 12,8 9,7 12,0

Feb. 02 3,1 10,7 6,9 7,6

MW 2,9 13,0 8,9 9,2

SD 0,2 3,0 1,4 24

X SCFA Mirz 00 18,8 52,4 -- 41,8
Dez. 00 17,3 -- 44,7 --
April 01 18,02 57,25 46,5 --

Sept. 01 14 56,2 53,4 40,4

Feb. 02 21,9 57,8 55,5 45

MW 18,0 55,9 50,0 42,4

SD 2,8 2,4 52 2.4

-- = keine entsprechende Charge verfiigbar
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4.2 Cytotoxizitat

Als cytotoxischer Effekt einer Testsubstanz wurde eine Vitalitit der Zellen nach Inku-
bation mit Testsubstanzen unter 90 % im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM)
definiert.

4.2.1 HT29

4.2.1.1 Originalsubstanzen

HT29-Zellen zeigten nach 24-stiindiger Inkubation mit den Originalsubstanzen
BC-O 165, BC-O 299 und BC-P 114 in Konzentrationen bis zu 1 mg/ml keine cytotoxi-
schen Effekte (Daten nicht gezeigt), nach 48 h Inkubation trat eine geringfiigige Vitali-
tatsverminderung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedium) auf, die aller-
dings nicht signifikant war (s. Abb. 7). Die OS BC-P 114 hatte die geringste Wirkung
auf HT29-Zellen, sie unterschied sich signifikant von BC-O 299 in den Konzentrationen

0,1 und 1 mg/ml.

120

* *
r [
100 - T
80
S WBC-O 165
T 60 OBC-0O 299
3 OBC-P 114
g
40 E—
20
0 -
0,01 mg/ml 0,1 mg/ml 1 mg/ml

Abb. 7: Vitalitdtsraten von HT29-Zellen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedium=100 %
Vitalitét) nach 48-stiindiger Inkubation mit OS in verschiedenen Konzentrationen (MW+SD, n=3-4).

Da die Effekte der verschiedenen OS sowohl im Cytotoxizitdts- als auch in Proliferati-

ons- und Apoptose-Tests duBlerst gering bzw. nicht signifikant waren, wurde im folgen-
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den, auch bei den Zelllinien HT29 Clon 19A und T84, auf die Darstellung der Ergeb-
nisse mit OS verzichtet. Hohere OS-Konzentrationen als 1 mg/ml konnten nicht ver-
wendet werden, da von der Firma Stidzucker nicht geniigend Material zur Verfiigung

gestellt werden konnte.

4.2.1.2 Fermentationsiiberstinde und SCFA-Gemische

Das Anaerobiermedium, das bei der Herstellung der FU verwendet wurde, und PBS als
Losungsmittel fiir die Fettsduregemische zeigten keine cytotoxischen Effekte bei HT29-

Zellen.

Alle getesteten FU und ihre analogen SCFA-Gemische fiihrten nach 24-stiindiger Inku-
bation zu einer dosisabhingigen Vitalititsverminderung bei HT29-Zellen (s. Abb. 8 als
Beispiel und Tabellenanhang Tab.A1). In den 2%igen Konzentrationen war die Vitali-
tatsverminderung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedium) zum Teil sig-
nifikant, die Vitalitit lag jedoch immer tiber 90%, so dass nicht von einer cytotoxischen
Wirkung in dieser Konzentration ausgegangen werden kann. In der 50%igen Konzentra-
tion hatten alle FU auBer dem FU ,Kontrolle* eine cytotoxische Wirkung, ebenso die
korrespondierenden SCFA-Gemische (s. Abb. 9). Die Unterschiede in der cytotoxischen
Wirkung zwischen den verschiedenen FU und SCFA-Gemischen in bestimmten Kon-

zentrationen waren jedoch nicht signifikant.
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Abb. 8: Vitalitdtsraten von HT29-Zellen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedium=100 %

Vitalitit) nach 24-stiindiger Inkubation mit dem FU bzw. dem SCFA-Gemisch BC-O 165 in verschiede-
nen Konzentrationen (MW+SD, n=4).
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Abb. 9: Vergleich der Vitalititsraten von HT29-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
FU und analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 % (MW+SD, n=3-5). Signifikante Effekte
wurden im Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt (Komplettmedium=100 % Vitalitit).

Mit Ausnahme von BC-P 114 hatten alle analogen SCFA-Gemische in der 50%igen

Konzentration eine stirkere Wirkung als die FU, die Unterschiede zwischen FU und
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SCFA-Gemischen waren jedoch nicht signifikant (s. Abb. 9). Um die Ursache fiir die
Wirkungsunterschiede von FU und SCFA-Gemischen zu finden, wurde das Anaero-
biermedium (AM), mit dem die FU hergestellt wurden, mit SCFA analog dem FU
BC-O 165 versetzt und die Ergebnisse im Cytotoxizititstest mit denen des FU BC-O
165 und des SCFA-Gemischs verglichen. Es zeigten sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den SCFA-Gemischen in PBS und zwischen den SCFA-
Gemischen in AM.

Die cytotoxischen Effekte der FU und der SCFA-Gemische korrelierten weder mit den

Konzentrationen der einzelnen SCFA noch mit der Gesamt-SCFA-Konzentration.

4.2.2 HT29 Clon 19A

4.2.2.1 Fermentationsiiberstinde und SCFA-Gemische

Auch bei HT29 Clon 19A-Zellen wirkten die verschiedenen FU und deren korrespon-
dierende SCFA-Gemische dosisabhidngig cytotoxisch (s. Abb. 10 als Beispiel). Mit
Ausnahme des FU/SCFA-Gemisches ,,Kontrolle* setzte ein signifikant cytotoxischer
Effekt ab einer Konzentration von 10 % ein. Der FU bzw. das SCFA-Gemisch ,,Kon-

trolle zeigten erst ab einer Konzentration von 50 % signifikant cytotoxische Effekte.
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Abb. 10: Vitalititsraten von HT29 Clon 19A-Zellen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedi-
um=100 % Vitalitit) nach 24-stiindiger Inkubation mit dem FU bzw. dem SCFA-Gemisch BC-O 165 in
verschiedenen Konzentrationen (MW+SD, n=6-7).
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Die FU und SCFA-Gemische unterschieden sich in der Konzentration 50 % nicht signi-
fikant voneinander, in der Konzentration 10 % war allerdings der FU BC-O 299 signifi-
kant cytotoxischer als der FU ,Kontrolle“. Die SCFA-Gemische BC-O 165 und
BC-O 299 waren in dieser Konzentration signifikant cytotoxischer als das SCFA-

Gemisch ,,Kontrolle* (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Vergleich der Vitalitdtsraten von HT29 Clon 19A-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit
verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 10 % (MW+SD, n=4-7). Signifi-
kante Effekte der einzelnen FU/SCFA-Gemische wurden im Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt
(Komplettmedium=100 % Vitalitit). Die Klammern bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
FU bzw. SCFA-Gemischen: Die FU ,,Kontrolle®, BC-O 165 und BC-P 114 sowie die SCFA-Gemische
»Kontrolle®, BC-O 165 und BC-P 299 unterschieden sich mit p<0,05 signifikant voneinander.

Die cytotoxischen Effekte der FU und der SCFA-Gemische korrelierten weder signifi-
kant mit den Konzentrationen der einzelnen SCFA noch mit der Gesamt-SCFA-

Konzentration.
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4.2.3 T84

Bei T84-Zellen hatten die FU erst in der hochsten Konzentration von 50% signifikant
cytotoxische Effekte, die SCFA-Gemische nur als Gemisch ,,Kontrolle* in der Konzent-
ration 50%, und hier mit 87,2 % Vitalitit nur knapp unterhalb der Grenze von 90%, ab
der ein cytotoxischer Effekt definiert ist (s. Abb. 12 als Beispiel).

140

*%*

120 4

100 +

*%

80 -

mFU BC-O 165
O SCFA BC-O 165

Vitalitat [%]

60 -

40

20 A

2% 10% 50%
Konzentration

Abb. 12: Vitalitdtsraten von T84-Zellen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Komplettmedium=100 %
Vitalitiit) nach 24-stiindiger Inkubation mit dem FU bzw. dem SCFA-Gemisch BC-O 165 in verschiede-
nen Konzentrationen (MW+SD, n=3-5).

Unterschiede in der Wirkung zwischen den einzelnen FU bzw. den korrespondierenden
SCFA-Gemischen gab es nur bei den FU in der Konzentration 50% (s. Abb. 13). Hier
waren die FU BC-O 299 und BC-P 114 signifikant cytotoxischer als der FU ,,Kon-
trolle“. Auch der FU BC-O 165 zeigte einen hoheren cytotoxischen Effekt als der FU

»Kontrolle®, der Unterschied war aber nicht signifikant.
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Abb. 13: Vergleich der Vitalitdtsraten von T84-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
FU und analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 % (MW+SD, n=4-7). Signifikante Effekte
der einzelnen FU/SCFA-Gemische wurden im Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt (Komplettme-
dium=100 % Vitalitit). Die Klammern bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den FU bzw.
SCFA-Gemischen: Die FU ,,Kontrolle®, BC-O 299 und BC-P 114 unterschieden sich mit p<0,05 signifi-
kant voneinander.

Die cytotoxischen Effekte der FU und der SCFA-Gemische korrelierten weder signifi-
kant mit den Konzentrationen der einzelnen SCFA noch mit der Gesamt-SCFA-

Konzentration.

4.2.4 Vergleich der Zelllinien

Beim Vergleich der Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A und T84 zeigten sich zum Teil
signifikante Unterschiede in der Reaktion auf die getesteten FU und analogen SCFA-
Gemische (s. Tab. 4). Am meisten unterschieden sich die Zelllinien T84 und HT29 Clon
19A: T84-Zellen reagierten weniger auf die Behandlung mit FU bzw. SCFA-Gemischen
und zeigten nach 24-stiindiger Inkubation héufig eine hohere Vitalititsrate als HT29
Clon 19A-Zellen.
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Tab. 4: Vergleich der Vitalititsraten der Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A und T84 nach 24-stiindiger
Inkubation mit FU und analogen SCFA-Gemischen. Dargestellt sind die Mittelwerte der signifikant un-

terschiedlichen Vitalitdtsraten (n=3-7) mit dem dazugehorigen p-Wert. -- = kein signifikanter Unter-
schied.
Konz. | Vitalitit (%), p Vitalitit (%), p | Vitalitit (%), p
HT29 / HT29 Clon 19A | HT29 / T84 HT29 Clon 19A / T84
FU ,, Kontrolle* 2% - - -
10% | -- 89,8/113,2 --
p<0,05
50% | -- -- 64,1/96,9
p<0,05
SCFA ,,Kontrolle* | 2% - - —
10% | -- - -
50% | -- -- 59,4/87,2
p<0,05
FU BC-O 165 2% | - - 88.7/107,4
p<0,05
10% | -- - 69,3/111,8
p<0,05
50% | 76,4/53,8 -- --
p<0,05
SCFA BC-O 165 2% - - -
10% | -- -- 65,5/105,2
p<0,05
50% | -- -- 58,3/90,7
p<0,05
FU BC-O 299 2% | - - -
10% | -- 95,5/114,0 --
p<0,05
50% | -- - —
SCFA BC-0O 299 2% -- - -
10% | -- - —
50% | -- -- 62,5/87,6
p<0,05
FU BC-P 114 2% - - -
10% | -- -- 73,7/105,2
p<0,05
50% | -- - —
SCFA BC-P 114 2% -- - -
10% | -- -- 73,4/102,2
p<0,05

50%
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4.3 Proliferation

Die Proliferations-Versuche wurden jeweils iiber 7 Tage durchgefiihrt. Fiir die Ver-
suchsauswertung wurden die Ergebnisse nach 5-tdgiger Inkubation mit Testsubstanzen

herangezogen.

43.1 HT29

Alle getesteten FU und analogen SCFA-Gemische hemmten dosisabhiingig die Prolife-
ration von HT29-Zellen (s. Abb. 14a und b). Signifikante Effekte im Vergleich zur Ne-
gativ-Kontrolle (Komplettmedium) traten sowohl bei allen FU als auch bei den korres-
pondierenden SCFA-Gemischen bereits in Konzentrationen ab 2 % auf. In der Konzent-
ration 50% war die Wirkung der FU bzw. der SCFA-Gemische so stark, dass alle Zellen

zugrunde gingen und tiberhaupt keine Proliferation mehr stattfinden konnte.

Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen FU und ihren analogen SCFA-
Gemischen gab es lediglich bei der hochsten Konzentration von 50%. Allerdings sind
diese Unteschiede nur im Fall des FU/SCFA-Gemischs ,,Kontrolle® relevant, wo das
50%ige SCFA-Gemisch im Gegensatz zum FU kein komplettes Absterben der Zellen
verursachte. Bei den anderen FU/SCFA-Gemischen lag in allen Fillen das Wachstum
praktisch bei Null, so dass trotz rechnerischen Unterschieds von einem gleich starken

Effekt ausgegangen werden kann.
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Abb. 14a: Dosisabhéngige relative Proliferationshemmung von HT29-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation
mit verschiedenen FU (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf
die Darstellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenanhang Tab. A2).
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Abb. 14b: Dosisabhingige relative Proliferationshemmung von HT29-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation
mit analogen SCFA-Gemischen (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich zur Nega-
tiv-Kontrolle berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde
auf die Darstellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenanhang Tab. A2).



4 Ergebnisse 59

Zwischen den verschiedenen FU bestanden keine signifikanten Wirkungsunterschiede.
Bei den SCFA-Gemischen war das Gemisch ,,Kontrolle* weniger proliferationshem-
mend als alle anderen Gemische, signifikant war dieser Effekt im Vergleich mit

BC-0O 165 in der Konzentration 2%.

4.3.2 HT?29 Clon 19A

Auch bei HT29 Clon 19A-Zellen hemmten alle getesteten FU und analogen SCFA-
Gemische dosisabhiingig die Proliferation (s. Abb. 15a und b). Der FU BC-P 114 konn-

te bei dieser Zelllinie leider wegen Substanzmangels nicht untersucht werden.

Beim FU ,,Kontrolle* lag nur bei der Konzentration von 50% eine signifikante Prolife-
rationshemmung vor. Signifikant unterschieden sich FU ,Kontrolle* und SCFA-
Gemisch ,,Kontrolle® in den Konzentrationen 2 und 10%; in beiden Féllen war das
SCFA-Gemisch stirker proliferationshemmend. Auch beim FU BC-O 299 trat erst bei
einer Konzentration von 50% eine signifikante Proliferationshemmung ein, die analo-
gen SCFA-Gemische waren in allen Konzentrationen signifikant proliferationshem-
mend. Die Wirkungen von FU und SCFA-Gemisch BC-O 299 unterschieden sich bei
allen Konzentrationen nicht. Der FU BC-O 165 war ab der Konzentration von 10% sig-
nifikant proliferationshemmend, das SCFA-Gemisch in allen verwendeten Konzentrati-
onen. Signifikante Unterschiede zwischen FU und SCFA-Gemisch BC-O 165 gab es
lediglich bei der Konzentration 50 %, wobei dieser Unterschied nicht relevant ist, da das

Wachstum der Zellen in beiden Fillen praktisch Null war.
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Abb. 15a: Dosisabhingige relative Proliferationshemmung von HT29 Clon 19A-Zellen nach 5-tigiger
Inkubation mit verschiedenen FU (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich zur Nega-
tiv-Kontrolle berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde
auf die Darstellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenanhang Tab. A2).
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Abb. 15b: Dosisabhéngige relative Proliferationshemmung von HT29 Clon 19A-Zellen nach 5-tigiger
Inkubation mit analogen SCFA-Gemischen (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich
zur Negativ-Kontrolle berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlich-
keit wurde auf die Darstellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenan-
hang Tab. A2).
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Die Unterschiede in der Wirkung zwischen den einzelnen FU waren nicht signifikant,
nur in der Konzentration 50% unterschieden sich der FU , Kontrolle® und BC-O 165,

wobei wiederum in beiden Féllen praktisch kein Wachstum mehr zu verzeichnen war.

Bei den SCFA-Gemischen war das Gemisch ,,Kontrolle® am schwéchsten proliferati-
onshemmend. Signifikant war die schwichere Wirkung im Vergleich zum Gemisch

BC-0 165 in der Konzentration 10% und zu BC-O 299 in der Konzentration 50%.

433 T84

Auch bei T84-Zellen wurde das Zellwachstum dosisabhéngig sowohl durch die FU als
auch durch die analogen SCFA-Gemische gehemmt (s. Abb. 16a und b). Bei den FU
war die Proliferationshemmung im Vergleich zu DMEM in allen Konzentrationen signi-
fikant, ebenso bei allen SCFA-Gemischen. Im Vergleich der einzelnen FU mit ihren
korrespondierenden SCFA-Gemischen zeigte sich bei ,,Kontrolle, BC-O 165 und
BC-0O 299 bei der Konzentration 10% eine hohere Wachstumsrate der Zellen unter der
FU Behandlung als unter der SCFA-Behandlung. Im Gegensatz dazu war bei allen FU
in der Konzentration 50% die Wachstumsrate niedriger als unter der Behandlung mit

den jeweiligen analogen SCFA-Gemischen in der entsprechenden Konzentration.
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Abb. 16a: Dosisabhédngige relative Proliferationshemmung von T84-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation mit
verschiedenen FU (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich zur Negativ-Kontrolle
berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Dar-
stellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenanhang Tab. A2).
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Abb. 16b: Dosisabhingige relative Proliferationshemmung von T84-Zellen nach 5-tdgiger Inkubation mit
analogen SCFA-Gemischen (MW, n=4). Die relative Wachstumsrate wurde im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle berechnet (Komplettmedium=100% Wachstum). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf
die Darstellung der Standardabweichungen und Signifikanzen verzichtet (s. Tabellenanhang Tab. A2).
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Im Vergleich der FU untereinander zeigte sich nach Inkubation mit , Kontrolle* eine
héhere Proliferationsrate als nach Inkubation mit den anderen FU. Signifikant waren
diese Unterschiede zwischen ,,Kontrolle® 2% und BC-O 165 2%, ,,Kontrolle* 50% und
BC-O 199 50% und ,,Kontrolle“ 50% und BC-O 165 50%. Auch bei den SCFA-
Gemischen wirkte das Gemisch ,,Kontrolle weniger proliferationshemmend in den
Konzentrationen 10 und 50% als die anderen Gemische. Signifikant war dieser Effekt
zwischen ,,Kontrolle® 10% und BC-O 165 10% und zwischen ,,Kontrolle® 50% und
BC-O 165 50%.

4.3.4 Vergleich der Zelllinien

Unterschiede im Wachstum nach 5-tigiger Inkubation mit FU bzw. SCFA-Gemischen
zeigten sich hauptsdchlich zwischen HT29 Clon 19A- und T84-Zellen (s. Tab. 5). Die
Ergebnisse lassen sich jedoch nicht eindeutig dahingehend interpretieren, welche Zellli-

nie sensitiver auf die Behandlung reagierte.
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Tab. 5: Vergleich der Proliferationsraten der Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A und T84 nach 5-tdgiger
Inkubation mit FU und analogen SCFA-Gemischen. Dargestellt sind die Mittelwerte der signifikant un-

terschiedlichen Vitalitdtsraten (n=3-7) mit dem dazugehorigen p-Wert, -- = kein signifikanter Unter-
schied.
Konz. | Rel. Wachstum (%), p | Rel Wachstum (%), | Rel Wachstum (%),
[%] HT29 / HT29 Clon p Y
19A HT29 / T84 HT29 Clon 19A /
T84
FU ,,Kontrolle* 2 - - -
10 -- - --
50 -- - --
SCFA ,,Kontrol- 2 -- -- -
le*
10 -- - --
50 -- - --
FU BC-O 165 2 -- - 92,1/68,2
p<0,05
10 -- -- 77,8/54,5
p<0,05
50 -- - --
SCFA BC-0165 |2 -- - --
10 -- -- 62,9/35,5
p<0,05
50 -- -
FU BC-O 299 2 -- -- -
10 -- -- 87,6/55,5
p<0,05
50 -- - --
SCFA BC-0299 |2 - - --
10 -- -- 66,3/37,2
p<0,05
50 -- -- 0,2/12,4
p<0,05
FU BC-P 114 2 * - *
10 * . *
50 k . *
SCFA BC-P 114 2 * - *
10 * 62,5/47,7 *
p=0,057
50 * 3,0/9,4 *
p=0,057

* Kein Vergleich moglich, da wegen Substanzmangels BC-P 114 bei HT29 Clon 19A-Zellen nicht getes-

tet werden konnte.
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4.4 Apoptose

In Vorversuchen wurde bei HT29-Zellen sowohl im Annexin V- als auch im Caspase-3-
Test nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden erst ab einer 50%igen Konzentration
der FU und SCFA-Gemische eine signifikante Apoptoseinduktion erreicht. Daher sind
im Folgenden nur Ergebnisse mit der Konzentration 50% dargestellt. Die Positiv-
Kontrolle mit 0,5 uM Staurosporin + 0,5 uM Brefeldin A bewirkte bei allen Zelllinien
eine signifikante Apoptose-Induktion im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Zellkultur-

medium ohne Zusitze).

Im Allgemeinen wurden bei gleicher Behandlung im Caspase-3-Test etwas geringere
Apoptoseraten gemessen als im Annexin V-Test. Die Ursache hierfiir konnte im unter-
schiedlichen Testprinzip der beiden Parameter liegen: Beim Annexin V-Test bindet
FITC-markiertes Annexin V an PS auf der Zelloberfldche. Die aktivierte Caspase-3
wird intrazellulir gemessen, wozu eine Permeabilisierung der Zellen notwendig ist.
Abb. 17 zeigt Beispiele von Durchflusscytometer-Messungen nach Annexin V-

FITC/PI-Farbung.
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Abb. 17: Annexin V/Pl-gefarbte HT29-Zellen im Dot-Plot (x-Achse: FITC, y-Achse: PI). Der linke Dot-
Plot zeigt die unbehandelte Negativ-Kontrolle (DMEM), der rechte Dot-Plot zeigt die Zellen nach 24-
stiindiger Inkubation mit dem Fermentationsiiberstand BC-P 114. Der FU bewirkt eine deutliche Zunah-
me der apoptotischen Zellen im rechten unteren Quadranten; auch die Anzahl nekrotischer Zellen nimmt
Zu.
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44.1 HT29

Alle getesteten FU und SCFA-Gemische induzierten in der Konzentration 50% nach 24-
stiindiger Inkubationszeit signifikant Apoptose bei HT29-Zellen. Abb. 18 zeigt die Er-
gebnisse aus dem Annexin V-Test. Durch die Bestimmung des Anteils der Zellen mit

aktivierter Caspase-3 konnten die Ergebnisse aus dem Annexin V-Test bestitigt werden
(s. Tab. 6).
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Abb. 18: Apoptoserate bei HT29-Zellen im Annexin V-Test in % der gesamten Zellen nach Inkubation
(24 h) mit verschiedenen FU bzw. analogen SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %. Signifikante
Unterschiede sind im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt (MW-+SD, n= 4-14).

Nach Inkubation mit den SCFA-Gemischen zeigen die Zellen hohere Apoptoseraten als
nach Inkubation mit den entsprechenden FU, signifikant sind diese Unterschiede zwi-
schen FU ,,Kontrolle®/SCFA ,,Kontrolle, FU BC-O 165/SCFA BC-O 165 und FU BC-
0O 299/SCFA BC-0 299.

Die FU untereinander unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer Wirkung, ebenso die

SCFA-Gemische.

4.4.2 HT29 Clon 19A
Bei HT29 Clon 19A-Zellen konnten durch Zugabe der FU und SCFA-Gemische im

Vergleich zu HT29-Zellen nur geringere Apoptoseraten erzielt werden. Signifikant a-

poptoseinduzierend im Vergleich zu DMEM wirkten im Annexin V-Test nur die FU
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,Kontrolle* und das korrespondierende SCFA-Gemisch und die SCFA-Gemische BC-O
165 und BC-P 114. Insgesamt zeigten die SCFA-Gemische wieder eine stirker apopto-
seinduzierende Wirkung als die entsprechenden FU, signifikant war dieser Effekt aller-
dings nur fiir FU BC-P 114/SCFA BC-P 114. Auch das als Positiv-Kontrolle eingesetzte
Gemisch aus Staurosporin und Brefeldin A zeigte eine schwichere Wirkung als bei
HT29-Zellen (s. Abb. 19). Uberraschend war, dass der FU ,,Kontrolle* und das analoge
SCFA-Gemisch ,,Kontrolle* die stirkste Apoptoseinduktion bewirkten, obwohl deren

SCFA-Konzentration am niedrigsten war.
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Abb. 19: Apoptoserate bei HT29 Clon 19A-Zellen im Annexin V-Test in % der gesamten Zellen nach
Inkubation (24 h) mit verschiedenen FU bzw. analogen SCFA-Gemischen. Signifikante Unterschiede
sind im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt (MW+SD, n= 3-4).

Im Caspase-3-Test wurden bei den FU ,Kontrolle“ und BC-P 114 sowie bei allen
SCFA-Gemischen signifikant erhdhte Apoptoseraten im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle (DMEM) gemessen (s. Tab. 6). Die Apoptoserate der Positiv-Kontrolle (Stau-
rosporin/BFA je 0,5 uM) war, wie auch im Annexin V-Test, mit 16 % (MW) niedriger
als bei HT29-Zellen.

443 T84

Auch bei T84-Zellen induzierten alle getesteten FU und SCFA-Gemische im Vergleich
zur Negativ-Kontrolle (DMEM) erhohte Apoptoseraten (s. Abb. 20). Fiir den FU , Kon-
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trolle* und das SCFA-Gemisch BC-P 114 waren die Ergebnisse nicht signifikant, was in

der relativ hohen Abweichung zwischen den Einzelversuchen begriindet ist.
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Abb. 20: Apoptoserate bei T84-Zellen im Annexin V-Test in % der gesamten Zellen nach Inkubation (24
h) mit verschiedenen FU bzw. analogen SCFA-Gemischen. Signifikante Unterschiede sind im Vergleich
zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt MW+SD, n=4).

Im Caspase-3-Test wurden lediglich fiir die Positiv-Kontrolle (Staurosporin/Brefeldin A
je 0,5 uM) und die FU BC-O 165 und BC-O 299 siginifikant erhdhte Apoptoseraten

gemessen (s.Tab. 6).

4.4.4 Vergleich der Zelllinien
4.4.4.1 Negativ- und Positiv-Kontrolle

HT29-Zellen zeigten in der Negativ-Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Zusétze) gerin-
gere Apoptoseraten als HT29 Clon 19A- und T84-Zellen. Nach 24-stiindiger Inkubation
mit 0,5 uM Staurosporin + 0,5 pM Brefeldin A zeigte sich jedoch eine hohe Sensitivitit
gegeniiber den beiden als Positiv-Kontrolle dienenden Apoptoseinduktoren. Die Apop-
toserate im Annexin V- und Caspase 3-Test war bei HT29-Zellen zum Teil mehr als

doppelt so hoch wie bei den beiden anderen Zelllinien (s. Tab. 6).
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4.4.4.2 FU/SCFA-Gemisch ,Kontrolle“

Im Annexin V-Test unterschieden sich die Wirkungen des FU bzw. des SCFA-
Gemischs ,,Kontrolle* nicht signifikant bei den einzelnen Zelllinien. Im Caspase-3-Test
konnte jedoch bei HT29 Clon 19A-Zellen durch den FU eine siginifikant hohere Apop-
toserate erzielt werden als bei HT29-Zellen (s. Tab. 6).

4.4.4.3 FU/SCFA-Gemisch BC-O 165

Mit dem FU BC-O 165 konnten bei T84-Zellen im Annexin V-Test die héchsten Apop-
toseraten erzielt werden. Die Unterschiede zu HT29- und HT29 Clon 19A-Zellen waren
jedoch nicht signifikant. Im Caspase-3-Test waren die Unterschiede zwischen den Zell-

linien ebenfalls nicht signifikant (s. Tab. 6).

4.4.4.4 FU/SCFA-Gemisch BC-O 299

Die Unterschiede in den Apoptoseraten zwischen den Zelllinien HT29, HT29 Clon 19A
und T84 waren nach Behandlung mit dem FU bzw. dem analogen SCFA-Gemisch
BC-0O 299 nicht signifikant (s. Tab. 6).

4.4.4.5 FU/SCFA-Gemisch BC-P 114

Der FU BC-P 114 induzierte im Annexin V-Test bei T84-Zellen signifikant mehr Apop-
tose als bei HT29 Clon 19A-Zellen. Dieser Unterschied bestand auch im Caspase-3-
Test, war jedoch nicht signifikant. Das SCFA-Gemisch BC-P 114 bewirkte keine signi-

fikant unterschiedlichen Apoptoseraten bei den verschiedenen Zelllinien (s. Tab. 6).
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Tab. 6: Apoptoseraten (% der gemessenen Zellen) der verschiedenen Zelllinien nach Messung im Anne-
xin V-Test und nach Messung der aktivierten Caspase-3 (MW=SD, n=3-14). Signifikanzen im Vergleich
zur Negativ-Kontrolle sind im Tabellenanhang (Tab. A3 und A4) verzeichnet.

HT29 HT29 Clon 19A T84

Annexin Caspase-3 | Annexin Caspase-3 | Annexin Caspase-3
DMEM 25+1,1 1,4£0,6 56+19 2240,8 55+1,6 29+0,9
Stauro / BFA 352+7,9 |32,1+7,2 |183+33 |12,8+3,8 | 157+3,1 | 13,5+4,2
FU ,,Kontrolle* 10,0+4,5 | 48+1,9 156 +5 15,0 +4,5 155+8,1 |9,5+4,2
SCFA ,,Kontrolle* 144+38 | 16,6+83 18,7+3,8 | 192+6,2 | 164+47 | 84+39
FU BC-O 165 8,2+3,0 8,663 8,1+2,4 45+238 14,1+£3,7 | 6,8+2,1
SCFA BC-O 165 153+2,2 21,658 | 112+3,7 |102+£26 | 11,6+3,8 |92+44
FU BC-0 299 8,1+4,7 55+1,8 7,1+3,1 49+29 104+3,6 | 59+29
SCFA BC-O 299 134+4,5 [209+99 |92+1,5 95+1,5 89+1,2 93+42
FU BC-P 114 10,3+3,4 |88+1,6 4,5+03 4,7+£2,6 12,1+1,6 | 79+14
SCFA BC-P 114 16,7+6,2 | 155+4,5 | 13,1+3,4 | 10,3+£3,1 11,1 +42 | 63+38

4.5 Zellzyklus

Die Inkubation mit FU bzw. analogen SCFA-Gemischen verinderte die Anteile der Zel-
len in einzelnen Zellzyklusphasen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Zellkulturmedi-
um ohne Zusétze) je nach Zelllinie unterschiedlich. Im Durchflusscytometer wurden die
prozentualen Anteile der Zellen in der GO/G1-Phase, der S-Phase und der G2/M-Phase

gemessen.

4.5.1 HT29

Die Anteile der Zellen in der GO/G1-Phase blieben bei HT29-Zellen sowohl durch Stau-
rosporin/Brefeldin A als auch durch die FU und SCFA-Gemische im Vergleich zur Ne-
gativ-Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Zusitze) unbeeinflusst. Die S-Phase war im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle bei allen Ansétzen tendenziell vermindert, signifikant
war dieser Effekt beim FU ,,Kontrolle* sowie bei allen SCFA-Gemischen. Ein signifi-
kanter Unterschied in der Wirksamkeit zwischen den einzelnen FU und SCFA-
Gemischen konnte nicht festgestellt werden. Alle SCFA-Gemische verminderten den
Anteil der Zellen in der S-Phase stirker als die entsprechenden FU, bei FU BC-P
114/SCFA BC-P 114 allerdings nur in der Tendenz mit p=0,057. Alle FU fiihrten bei
HT29-Zellen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle zu einem signifikanten G2-Arrest, die
korrespondierenden SCFA-Gemische nicht (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Prozentuale Anteile von HT29-Zellen in den Zellzyklusphasen GO/G1, S und G2/M nach
Inkubation mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen (MW+SD, n=4). Signifikante
Unterschiede sind im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt.

FU und SCFA-Gemische scheinen bei HT29-Zellen den Zellzyklus in unterschiedlichen
Phasen zu beeinflussen: die FU fiihrten einheitlich zu einem G2-Arrest, wihrend die

SCFA-Gemische sich auf die DNA-Synthesephase auswirkten.

4.5.2 HT29 Clon 19A

Bei HT29 Clon 19A-Zellen fiihrten alle getesteten FU und korrespondierenden SCFA-
Gemische im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Testsubstanzen)
zu einem signifikanten G1-Arrest. Die S-Phase war bei allen FU und SCFA-Gemischen
im Vergleich zur Negativ-Kontrolle erniedrigt, bei den FU BC-O 299 und BC-P 114
allerdings nicht signifikant. Die Wirkung der FU bzw. SCFA-Gemische auf die G2/M-
Phase war uneinheitlich: Der FU BC-P 114 fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung
des Zellanteils in dieser Zellzyklusphase, das SCFA-Gemische BC-O 165 zu einem
signifikanten G2-Arrest. Die iibrigen FU und SCFA-Gemische zeigten keine signifikan-
ten Effekte (s. Abb. 22).
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Abb. 22: Prozentuale Anteile von HT29 Clon 19A-Zellen in den Zellzyklusphasen GO/G1, S und G2/M
nach Inkubation mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen (MW+SD, n=3-5). Signifikante
Unterschiede sind im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt.

In ihrer Wirkung auf die GO/G1-Phase unterschieden sich die FU nicht von ihren kor-
respondierenden SCFA-Gemischen. Die S-Phase wurde tendenziell mehr durch die
SCFA-Gemische als durch die entsprechenden FU reduziert, signifikant war dieser Un-
terschied zwischen FU und SCFA-Gemisch BC-O 165 und BC-O 299. Der Anteil der
Zellen in der G2/M-Phase war nach Inkubation mit dem SCFA-Gemisch BC-O 165
signifikant hoher als nach Inkubation mit dem FU BC-O 165. Ansonsten gab es in der
Wirkung auf die G2/M-Phase keine signifikanten Unterschieden zwischen den FU und

ihren entsprechenden SCFA-Gemischen.

453 T84

Bei T84-Zellen fithrte nur der FU BC-O 165, aber alle SCFA-Gemische zu einem im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle signifikant erhohten Anteil an Zellen in der GO/G1-
Phase. Die S-Phase war bei allen Testsubstanzen signifikant erniedrigt, die G2/M-Phse
erhoht (s. Abb. 23).
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Abb. 23: Prozentuale Anteile von T84-Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M nach Inkuba-
tion mit verschiedenen FU und analogen SCFA-Gemischen (MW+SD, n=3). Signifikante Unterschiede
sind im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (DMEM) dargestellt.

Sowohl zwischen den FU als auch zwischen den SCFA-Gemischen untereinander gibt
es keine signifikanten Unterschiede in der Wirkung auf die verschiedenen Zellzyklus-
phasen bei T84-Zellen. Die FU und ihre korrespondierenden SCFA-Gemische unter-
scheiden sich in ihrer Wirkung auf die G0/G1-Phase nicht voneinander. Die SCFA-
Gemische induzieren jedoch im Vergleich zu ihren entsprechenden FU eine signifikant
starkere Reduktion der Zellanteile in der S-Phase. Die SCFA-Gemische fiihren auch zu
einem stirkeren G2-Arrest als die FU (nicht signifikant bei FU/SCFA ,,Kontrolle®).

4.6 Ussing-Kammern

Werden die Testsubstanzen in der hochsten verwendeten Konzentration von 50 % auf
die luminale Seite des Monolayers gegeben und transepithelialer Widerstand bzw.
Kurzschlussstrom in Ussing-Kammern gemessen, gibt es sowohl durch die FU (s. Abb.
24) als auch durch die analogen SCFA-Gemische (Abb. 25) keine bzw. minimale Effek-
te im Vergleich zur Basislinie. Versuche mit SCFA als Einzelsubstanzen (Na-Acetat,
Na-Propionat, Na-Butyrat, jeweils 150 mM) zeigten ebenfalls keine Verdnderungen des

Kurzschlussstroms (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 24: Messung des Kurzschlussstroms (Iy) in Ussing-Kammern bei HT29 Clon 19A-Zellen nach
Perfusion mit verschiedenen FU und Prostaglandin E, (PGE,) als Positiv-Kontrolle. Darstellung eines

reprasentativen Experiments. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Substanzzugabe.
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Abb. 25: Messung des Kurzschlussstroms (I,) in Ussing-Kammern bei HT29 Clon 19A-Zellen nach
Perfusion mit analogen SCFA-Gemischen und Prostaglandin E, (PGE,) als Positiv-Kontrolle. Darstellung

eines reprisentativen Experiments. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Substanzzugabe.
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5 Diskussion

5.1 In vitro-Fermentation von Oligosacchariden mit Humanfaeces

Die physiologischen Eigenschaften préibiotischer Kohlenhydrate werden weitgehend
durch ihre Fermentierbarkeit im Dickdarm bestimmt. Die Fermentation der fiir diese
Arbeit verwendeten neu entwickelten Kohlenhydrate mit Humanfaeces fiihrte zu einem
deutlichen Anstieg der SCFA-Konzentrationen in den Fermentationsiiberstinden im
Vergleich zur Fermentationskontrolle, die ohne Zusatz von OS hergestellt wurde. Die
fiir die Fermentation eingesetzten OS unterschieden sich in ihrem Fermentationsmuster,
zum Teil allerdings nur wenig. Das SCFA-Verhiltnis in den FU war fiir alle eingesetz-
ten OS dhnlich: Im FU BC-O 165 lagen Acetat:Propionat:Butyrat im prozentualen mo-
laren Verhiltnis (gerundet) 52:25:23 vor, im FU BC-O 299 60:23:18, im FU BC-P 114
53:25:22. Der FU ,,Kontrolle*, der ohne OS-Zusatz hergestellt wurde, wies dagegen das
SCFA-Verhiltnis 68:15:16 auf. Das Verhiltnis der drei Haupt-Fettsiuren in den FU
nach OS-Fermentation entsprach damit weitgehend den in vivo-Verhéltnissen
[Cummings et al., 1987]. Durch die Fermentation der OS konnte zwar eine Verschie-
bung des Verhiltnisses von Acetat:Propionat:Butyrat zugunsten von Butyrat im Ver-
gleich zur Kontrolle erzielt werden, nicht aber im Vergleich zu den vorliegenden in vi-
vo-Daten. Die absoluten SCFA-Konzentrationen der FU nach OS-Fermentation waren
niedriger bzw. im unteren Bereich dessen, was bisher in Faeces oder in Faeceswasser
gemessen wurde [Vernia et al., 1984; Cummings et al., 1987; Dolara et al., 2002]. Die-
se niedrigeren Konzentrationen sind durch die fiir den in vitro-Fermentationsprozess
vorgenommene Verdiinnung der Faecesproben mit Medium bedingt. Es ist auch nicht
auszuschlieen, dass in der Zeit zwischen Probengewinnung und Start der in vitro-
Fermentation, trotz bestmoglicher Einhaltung anaerober Verhéltnisse, ein Teil der fer-
mentierenden Bakterien durch Kontakt mit Luftsauerstoff zugrunde ging. Die vorlie-
genden Ergebnisse der Fermentationen weisen aber darauf hin, dass die verwendeten
Kohlenhydrate auch bei einer in vivo-Studie durch Colonbakterien fermentiert werden
und zu einer Erhohung der SCFA-Konzentrationen im Dickdarm fiihren kénnen. Die

SCFA-Konzentrationen aus verschiedenen Fermentationschargen waren reproduzierbar,
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obwohl die Testpersonen vor der jeweiligen Probennahme keine kontrollierte Diét ein-
halten mussten, und so Schwankungen in der Ballaststoffzufuhr, z.B. durch saisonal
unterschiedlichen Obst- und Gemiiseverzehr, gegeben sind. Dies bestitigt die konstante
Zusammensetzung der Colonflora unter physiologischen Bedingungen, die bereits in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden konnte [Zoetendal et al., 1998; Lu &
Walker, 2001]. Fiir zukiinftige Studien sollte trotzdem mindestens zwei Wochen vor der
geplanten Probennahme eine kontrollierte Didt eingehalten werden, um die Schwan-

kungen zwischen verschiedenen Fermentationschargen zu minimieren.

Ob eine Verschiebung der SCFA-Verhéltnisse zugunsten von Butyrat in vivo erreicht

werden kann, ist erst in einer Interventionsstudie abschlieSend zu beurteilen.

5.2 Etablierung eines Methodenpanels fiir das In vitro-Screening neu
entwickelter prabiotisch wirksamer Oligosaccharide

Da eine groflere Anzahl neu entwickelter funktioneller Kohlenhydrate untersucht wer-
den sollte, musste ein Methodenpanel entwickelt werden, das wichtige Parameter der
Coloncarcinogenese in vitro erfasst und fiir Screening-Untersuchungen geeignet ist.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

e Wirken die Testsubstanzen -cytotoxisch auf konfluente Coloncarcinom-

Zelllinien?

e Welchen Einfluss haben die Testsubstanzen auf Coloncarcinom-Zelllinien in der
exponentiellen Wachstumsphase und wie beeinflussen sie die Zellproliferation

bei langerer Inkubationszeit?
e Induzieren die Testsubstanzen Apoptose?
e Beeinflussen die Testsubstanzen den Zellzyklus?

e (@ibt es Effekte auf ausdifferenzierte Coloncarcinom-Zelllinien HT29 Clon 19A

und T84 in Ussing-Kammern, messbar als Verdnderung elektrischer Parameter?
e Sind gemessene Effekte auf die in den FU enthaltenen SCFA zuriickzufiihren?

e Sind diese Effekte abhingig vom Differenzierungsgrad der Zelllinien?
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Mit Hilfe des angewandten Methodenspektrums konnten substanzspezifische Ergeb
nisse in allen Wachstumsphasen von Coloncarcinom-Zelllinien unterschiedlicher Diffe-
renzierungsgrade verzeichnet werden: exponentielles Wachstum, subkonfluente und
konfluente Zellen und ausdifferenzierte Zell-Monolayer. Leider unterschieden sich die
ausgewihlten FU und ihre analogen SCFA-Gemische nicht geniigend in ihrer Zusam-
mensetzung, um groBBere Wirkungsdifferenzen herausarbeiten und letztendlich aus den
in vitro-Daten heraus schliefen zu konnen, welche Oligosaccharide fiir kiinftige in vivo-
Studien ausgewéhlt werden sollen. Durch die parallele Untersuchung analoger SCFA-
Gemische in PBS konnte allerdings gezeigt werden, dass cytotoxische und proliferati-
onshemmende Effekte der FU im Wesentlichen auf ihren SCFA-Gehalt zuriickzufiihren
sind. Fiir Apoptoseinduktion und Zellzyklus konnte dies nicht bestétigt werden (s. Dis-
kussion der Einzelergebnisse). Fiir kiinftige Studien sollten Fermentationsiiberstande

ausgewihlt werden, die grofere Unterschiede in ihrer SCFA-Zusammensetzung zeigen.

5.3 Cytotoxizitit der Fermentationsiiberstinde und SCFA-Gemische

Cytotoxische und proliferationshemmende Effekte von Substanzen sind abhingig von
der Zelldichte bzw. der Zellzyklusphase, in der sich kultivierte Zellen zum Zeitpunkt
der Exposition befinden. Die Cytotoxizitit der FU bzw. der korrespondierenden SCFA-
Gemische wurde an konfluenten Zellen untersucht. In diesem Stadium zeigen kultivierte
Zellen eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber potentiell toxischen Substanzen als in
der exponentiellen Wachstumsphase, wie sie etwa beim Proliferationstest vorliegt. In
der niedrigsten verwendeten Konzentration von 2 % zeigten bei allen Zelllinien weder
FU noch SCFA-Gemische signifikante cytotoxische Effekte. In der hdchsten verwende-
ten Konzentration von 50% waren die meisten FU und SCFA-Gemische cytotoxisch.
Eine Ausnahme war der FU ,,Kontrolle®, der nur bei HT29 Clon 19A eine cytotoxische
Wirkung zeigte. Der FU und das SCFA-Gemisch ,,Kontrolle* enthalten zwar die ge-
ringsten SCFA-Konzentrationen, leider waren aber die Korrelationen zwischen SCFA-
Konzentrationen und cytotoxischer Wirkung, sowohl bei den Einzel-Fettsduren als auch

bei den Gesamt-Fettsduren (Acetat + Propionat + Butyrat), nicht signifikant.

Obwohl keine signifikanten Korrelationen hinsichtlich SCFA-Konzentrationen und cy-
totoxischer Wirkung erzielt werden konnten, sind die gemessenen cytotoxischen Effekte

der FU hauptsichlich auf die darin enthaltenen SCFA zuriickzufiihren, da die korres-
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pondierenden SCFA-Gemische, die parallel untersucht wurden, dhnliche dosisabhéngi-
ge Effekte erzielten. Die Unterschiede in den SCFA-Konzentrationen zwischen den
einzelnen FU waren aber vermutlich zu gering, um eine Aussage treffen zu kénnen, ob
ein bestimmtes Ausgangs-Oligosaccharid bei der Fermentation ein SCFA-Muster er-

zeugt, das Coloncarcinomzellen mehr schadigen kann als ein anderes.

Der FU ,,Kontrolle* mit der niedrigsten SCFA-Konzentration war nur bei HT29 Clon
19A-Zellen wirksam. Diese Zelllinie reagierte allgemein am empfindlichsten auf die
Behandlung mit den FU bzw. SCFA-Gemischen, signifikant waren diese Unterschiede

vor allem im Vergleich mit T84-Zellen.

Eigene Untersuchungen mit Faeceswasser (FW) zeigten, dass FW bereits ab Konzentra-
tionen von ca. 7 % signifikante cytotoxische Effekte bei HT29-Zellen hat (Daten nicht
gezeigt). Die Unterschiede in der Wirkung im Vergleich mit den FU sind wahrschein-
lich zumindest zum Teil durch die Verdiinnung des Faeces mit Medium zu erkléren,

was fiir den Fermentationsprozess notwendig war.

5.4 Proliferation

Alle verwendeten FU und SCFA-Gemische verminderten dosisabhingig das Wachstum
der Coloncarcinomzellen, zum Teil bereits schon in der niedrigsten verwendeten Kon-
zentration von 2 %. Die hochsten Konzentrationen von 50 % fiihrten zu einem komplet-

ten Absterben der Zellen, was die Ergebnisse der Cytotoxizitdtsversuche bestitigte.

In einer Studie mit isolierten Colonkrypten aus Biopsien von Patienten mit sporadischen
Colonpolypen wurde keine Korrelation der Konzentrationen einzelner SCFA aus
gleichzeitig entnommenen Stuhlproben mit der Proliferationsrate der Colonepithelzellen
aus Colonbiopsien festgestellt. Allerdings war die Gesamt-SCFA-Konzentration der
Stuhlproben signifikant negativ mit der Zellproliferation korreliert, d.h., je hoher die
Gesamt-SCFA-Konzentration, desto niedriger war die Proliferationsrate. Die SCFA-
Konzentrationen im Stuhl der Patienten lagen im Mittel bei 68,6 mol/kg, also etwas
iiber den Konzentrationen, die in den FU bei der vorliegenden Arbeit erreicht wurden
[Dolara et al., 2002]. In der vorliegenden Arbeit konnten bei der Zellproliferation wie
auch beim Cytotoxizitétstest keine signifikanten Korrelationen zwischen dem Grad der

Proliferationshemmung und den SCFA-Konzentrationen erzielt werden. Auch hier sind



5 Diskussion 79

vermutlich die Unterschiede in den SCFA-Konzentrationen der einzelnen FU bzw.

SCFA-Gemische zu gering, um signifikant unterschiedliche Ergebnisse zu erzielen.

Auffallend war beim FU/SCFA-Gemisch ,,Kontrolle®, dass bei allen Zelllinien der FU
in der Konzentration 50 % die Zellproliferation signifikant stirker hemmte als das
korrespondierende SCFA-Gemisch. Ansonsten unterschieden sich FU und SCFA-
Gemische bei HT29 und HT29 Clon 19A-Zellen nicht signifikant in ihrer Wirkung. Bei
T84-Zellen konnten zwischen allen verwendeten FU und analogen SCFA-Gemischen
signifikante Unterschiede festgestellt werden, es zeigte sich jedoch kein einheitliches
Verhalten. So wirkten der FU BC-O 165 und BC-O 299 in der Konzentration 10 %
stirker proliferationshemmend als die entsprechenden SCFA-Gemische, der FU BC-P
114 hemmte aber 50 %ig die Proliferation signifikant stirker als das SCFA-Gemisch
BC-P 114 50%. Zwischen den einzelnen Zelllinien konnten keine signifikanten Unter-
schiede im Wachstum nach Behandlung mit FU bzw. SCFA-Gemischen festgestellt

werden.

Die proliferationshemmenden Eigenschaften der FU sind weitgehend auf die darin ent-
haltenen SCFA zuriickzufiihren. Warum der FU ,.Kontrolle* bei allen Zelllinien signifi-
kant stérker proliferationshemmend wirkte als das analoge SCFA-Gemisch, und warum
bei T84-Zellen gehduft Unterschiede zwischen FU und SCFA-Gemischen auftraten,

konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklért werden.

5.5 Apoptose

Da aus Vorversuchen bekannt war, dass die FU und SCFA-Gemische erst ab einer Kon-
zentration von 50 % Apoptose induzierten, wurde bei den Apoptoseversuchen nur mit
dieser Konzentration gearbeitet. Hohere Konzentrationen wurden nicht verwendet, da
sonst bei 24-stiindiger Inkubationszeit den Zellen nicht geniigend Nihrstoffe aus dem

Zellkulturmedium zur Verfiigung gestanden wéren.

Bei HT29- und HT29 Clon 19A-Zellen induzierten die SCFA-Gemische zum Teil deut-
lich mehr Apoptose als die entsprechenden FU. In den FU sind vermutlich Inhaltsstoffe
vorhanden, die die Apoptoseinduktion durch SCFA hemmen.

Wie auch beim Cytotoxizitits- und Proliferationstest gab es keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den verschiedenen FU, so dass auch fiir die Apoptoseinduktion gilt,
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dass die SCFA-Konzentrationen der einzelnen FU zu dhnlich waren, um im Testsystem
deutliche Differenzen in der Apoptoseinduktion zu erzielen. Fiir die SCFA-Gemische

trifft dies ebenfalls zu.

In verschiedenen Studien wurden Toxizitét, proliferationshemmende, apoptoseinduzie-
rende und Zellzyklus beeinflussende Eigenschaften von Faeceswasser untersucht
[Rieger et al., 1999; Haza et al., 2000; Zeng & Davis, 2003]. Die Zusammensetzung der
wassrigen Phase von Faeces soll grofleren Einfluss auf das Colonepithel haben als Be-
standteile, die z.B. an Bakterien oder Nahrungsmittelreste gebunden sind. Eigene Ver-
suche mit Faeceswasser zeigten, dass bereits bei einer Konzentration von 5 %, also in
10fach hoherer Verdiinnung als die FU verwendet wurden, bei HT29-Zellen eine deutli-
che Apoptosinduktion erzielt werden konnte. Die Anzahl apoptotischer Zellen war zum
Teil sogar hoher als bei der Positiv-Kontrolle mit den Apoptoseinduktoren Staurosporin
und Brefeldin A. Daher konnen die Ergebnisse mit den FU nur bedingt mit denen aus
anderen Studien mit Faeceswasser verglichen werden. Zum einen spielt dabei die fiir
den Fermentationsprozess notwendige Verdiinnung von Faeces mit Medium eine Rolle,
zum anderen stehen den Bakterien, auller den definierten Mediumbestandteilen, aus-
schlieBlich die zu untersuchenden Kohlenhydrate zur Fermentation zur Verfiigung, wo-

durch Verschiebungen in der Bakterienflora entstehen kdnnen.

5.5.1 Zellzyklus

Bei der Zellzyklusmessung wurden deutliche Unterschiede zwischen FU und SCFA-
Gemischen sichtbar: Bei HT29-Zellen fiihrten die FU zu einem G2-Arrest, die Inkuba-
tion mit analogen SCFA-Gemischen hatte eine drastische Abnahme der Zellen in der S-

Phase zur Folge, die GO/G1- und die G2/M-Phase blieben unbeeinflusst.

Staurosporin und Brefeldin A hatten keine signifikanten Effekte auf den Zellzyklus bei
HT29-Zellen. Dies widerspricht Daten aus anderen Studien: So konnten z.B. Qiao et al.
bei HT29-Zellen nach einer 24-stiindigen Inkubation mit 0,4 uM Staurosporin einen
G2-Arrest nachweisen [Qiao et al., 1996]. Die Zelldichte, bei der die Zellen mit Stau-
rosporin inkubiert wurden, ist aus der Publikation allerdings nicht ersichtlich. Die Zell-
zyklus-Verteilung der Negativ-Kontrolle (GO/G1: 33 %, S: 35 %, G2/M: 12 %) ldsst
jedoch darauf schlieBen, dass die HT29-Zellen bei einer weitaus geringeren Zelldichte

als in dieser Arbeit behandelt wurden (DMEM-Kontrolle: GO/G1: 70 %, S: 18 %,
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G2/M: 12 %). Darauf weist der nur halb so gro3e Anteil der Zellen in der GO/G1-Phase
und der mehr als doppelt so hohe Anteil der Zellen in der S-Phase bei der Studie von
Qiao et al. hin. Da Zellen in der exponenticllen Wachstumsphase empfindlicher auf
toxische Einfliisse reagieren, erklért sich wahrscheinlich dadurch der fehlende signifi-
kante Effekt bei dieser Arbeit, bei der zum Inkubationszeitpunkt die Zellen sub-
konfluent vorlagen, was den Bedingungen in vivo eher entspricht. Es kam zwar zu einer
leichten Erhohung der Zellanteile in der G2/M-Phase, der Effekt war aber nicht signifi-
kant. Ein synergistischer Effekt durch die Kombination von Staurosporin mit Brefeldin
A, wie er bei der Apoptosinduktion vorliegt, traf fiir den Zellzyklus offensichtlich nicht
zu. Heerdt et al. wiesen bei SW620-Coloncarcinom-Zellen Apoptoseinduktion durch
Staurosporin nach, bevor ein G2/M-Arrest stattfand [Heerdt et al., 2000]. Moglicher-
weise hétte auch bei HT29-Zellen eine lédnger als 24 Stunden dauernde Inkubation einen
signifikanten G2-Arrest bewirkt. Die Verldngerung der Inkubationszeit war aber bei
dieser Arbeit nicht moglich, da Zellzyklus- und Apoptoseversuche aus demselben Ver-
suchsansatz heraus durchgefiihrt wurden, um einen direkten Vergleich der Ergebnisse
aus beiden Tests zu ermoglichen. Bei einer ldngeren Inkubationszeit wiirden bereits zu
viele Zellen von der Apoptose in Nekrose libergehen, so dass die Ergebnisse der Apop-

toseversuche verfalscht wirden.

Bei HT29 Clon 19A-Zellen fiihrten alle FU zu einem G1-Arrest und zum Teil zu einer
Erniedrigung der S-Phase. Die Inkubation mit SCFA-Gemischen hatte nur zum Teil
einen G1-Arrest zu Folge, der Anteil der Zellen in der S-Phase war hingegen bei allen
SCFA-Gemischen drastisch vermindert. Staurosporin und Brefeldin A bewirkten eine

signifikante Verminderung der S-Phase.

Bei T84-Zellen kam es nach Inkubation mit den FU zu einem G2-Arrest, die S-Phase
war signifikant vermindert. Die SCFA-Gemische flihrten hingegen zu einem gleichzei-
tigen G1- und G2-Arrest bei gleichzeitiger Verminderung der S-Phase. Staurosporin
und Brefeldin A bewirkten einen G2-Arrest bei gleichzeitiger Absenkung der G1- und
S-Phase.

Offensichtlich befinden sich in den FU ein oder mehrere Inhaltsstoffe, die den Zellzyk-
lus auf andere Weise als die SCFA beeinflussen. Die DNA-Synthese der Carcinom-
Zelllinien wurde jedenfalls durch die SCFA-Gemische stirker gehemmt als durch die
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FU, was die Ergebnisse aus den Apoptoseversuchen bestitigt, in denen die SCFA-

Gemische stiirker Apoptose induzieren konnten als die FU.

In kiinftigen Studien sollten die Wirkungen der FU und SCFA-Gemische auf die ver-
schiedenen Zellzyklusphasen detaillierter untersucht werden, so z.B. durch Zeitkineti-
ken mit Nachweis der synthetisierten Zellzyklusproteine (Cycline) in den verschiedenen

Zellzyklusphasen.

5.5.2 Elektrophysiologische Untersuchungen in Ussing-Kammern

Fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen in Ussing-Kammern wurden HT29
Clon 19A- und T84-Zellen auf permeablen Trigermembranen kultiviert, bis sie voll-
standig ausdifferenziert waren. Die erfolgte Differenzierung wurde durch einen stabilen

hohen transepithelialen Widerstand nachgewiesen.

SCFA, als Einzelsubstanzen in Konzentrationen bis zu 150 mM auf die mucosale Seite
der Monolayer gegeben, sowie die fiir diese Arbeit verwendeten FU und SCFA-
Gemische zeigten keine signifikanten Auswirkungen auf den Kurzschlussstrom I, und
auf den transepithelialen Widerstand beider Zelllinien. In einer Studie konnte bereits
gezeigt werden, dass Na-Butyrat die PGE;-stimulierte Chloridsekretion bei T84-Zellen
hemmen kann, selbst aber keine Auswirkungen auf die Chloridsekretion hat. Es wurden
aber nur Konzentrationen bis 50 mM verwendet und auch keine SCFA-Gemische. Au-
Berdem wurden die Zellen mit Butyrat vorinkubiert, wéihrend bei der vorliegenden Ar-
beit die SCFA direkt in die Ussing-Kammern auf die mucosale Seite gegeben wurde

[Resta-Lenert et al., 2001].

Fiir kiinftige Studien sollten fiir die FU und SCFA-Gemische andere Inkubationsmodel-
le gewiihlt werden, so z.B. eine Vorinkubation der Zellen mit FU bzw. SCFA und Mes-
sung des Einflusses der Vorinkubation auf PGE,-stimulierte Effekte.
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5.6 HT29, HT29 Clon 19A und T84: Coloncarcinom-Zelllinien mit
unterschiedlichen Differenzierungsmoglichkeiten und ihre Ver-
wendung fiir In vitro-Versuche

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Coloncarcinom-Zelllinien mehrerer Differenzie-

rungsstadien ausgewahlt:

e HT29-Zellen wachsen bei hoher Glucoseversorgung und in serumhaltigem Me-
dium (Standardbedingungen) undifferenziert als Multilayer unpolarer Zellen.
Sie werden auch als pluripotente Zellen bezeichnet, weil durch verschiedene
Behandlungen (z.B. Entzug von Glucose und Ersatz durch Galactose oder Ino-
sin, Inkubation mit Butyrat) viele verschiedene Differenzierungsmuster erreicht

werden konnen [Zweibaum et al., 1991].

e HT29 Clon 19A-Zellen ist ein permanent differenzierter Zellclon aus HT29,
entstanden durch 3-wdchige intermittierende Behandlung mit Butyrat. HT29
Clon 19A wachsen postkonfluent als polarisiertes Monolayer und bilden Dome,
ein Zeichen fiir gerichteten Transport in den Zellen [Augeron & Laboisse, 1984;
Zweibaum et al., 1991].

e T84-Zellen sind differenzierte Zellen mit elektrogener Chloridsekretion, die als
Monolayer polarer Zellen wachsen und Dome bilden. [Dharmsathaphorn et al.,

1984; Zweibaum et al., 1991].

Da die Verwendung normaler humaner Colonzellen bzw. von Colonmucosa fiir das
Screening einer groBBeren Anzahl an Substanzen zu aufwindig und nur fiir Kurzzeitver-
suche moglich ist, sollten durch die Verwendung differenzierter Coloncarcinom-
Zelllinien die Bedingungen so physiologisch wie moglich gewéhlt werden und ein Ver-
gleich mit undifferenzierten HT29 erfolgen. Die Ergebnisse der einzelnen Zelllinien
lassen jedoch nur schwer einen Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad und
Reaktion auf die Inkubation mit Testsubstanzen erkennen. Es wére zu erwarten gewe-
sen, dass mit hoherem Malignititsgrad die Resistenz z.B. gegeniiber Apoptoseindukto-
ren hoher ist als bei differenzierten Zellen. Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchge-
fiihrten Apoptosetests zeigten aber sogar, dass die stirker differenzierten Zelllinien

HT29 Clon 19A und T84 nach Apoptoseinduktion mit Staurosporin und Brefeldin A
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eine viel niedrigere Apoptoserate erreichen als die undifferenzierten HT29-Zellen. Die-
se Ergebnisse bestitigen eine frithere Studie, bei der HT29- und FHC-Zellen (Fetal
Human Colon Cells) mit Faeceswasser, SCFA und Gallensduren inkubiert wurden

[Haza et al., 2000].

Eigene Untersuchungen mit SCFA als Einzelsubstanzen lieBen ebenfalls keinen eindeu-
tigen Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad der Zelllinien und SCFA-

Wirkung erkennen [Roser et al., 2002].

Fiir zukiinftige Studien mit praventiv wirksamen Substanzen wire es wiinschenswert,
auf Zellkulturmodelle zuriickgreifen zu konnen, die physiologisch mehr dem normalen
Colonepithel entsprechen. Die einzige bis heute verfiigbare, nicht transformierte norma-
le Colonepithel-Zelllinie ist NCOL-1. NCOL-1-Zellen wurden 1996 von Deveney et al.
mittels eines speziellen Verfahrens aus normalem Colongewebe gewonnen und kdnnen
permanent kultiviert werden [Deveney et al., 1996]. Neueste Untersuchungen des Kary-
otyps und des Genotyps zeigten jedoch, dass NCOL-1-Zellen nicht normalen Epithel-
zellen entsprechen, sondern der Coloncarcinom-Zelllinie LoVo. Vermutlich liegt eine
Kreuzkontamination der NCOL-1 mit der Carcinom-Zelllinie vor [Melcher et al., 2005].
Bis zur Etablierung einer permanenten Zelllinie, die normalen Colonepithelzellen ent-
spricht, bleibt daher nur die Verwendung der bisher erhiltlichen Coloncarcinom-
Zelllinien unterschiedlicher Differenzierungsgrade oder fiir spezielle Fragestellungen

die Isolierung von Colonepithelzellen aus Biopsie- oder Operationsmaterial.

5.7 Perspektiven

Epidemiologische Studien zeigen widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der praven-
tiven Wirkung von Ballaststoffen bei colorectalen Carcinomen [Fuchs et al., 1999;
Schatzkin et al., 2000; Bingham et al., 2003]. Damit stehen die epidemiologischen Da-
ten zum Teil im Widerspruch zu vielversprechenden Ergebnissen aus in vitro- und Tier-
versuchen, bei denen ein priventiver Effekt von SCFA, vor allem von Butyrat, gegen
Dickdarmkrebs nachgewiesen wurde. Gerade 16sliche Ballaststoffe wie sie in Obst und
Gemiise vorkommen und Resistente Stirke oder andere Poly- und Oligosaccharide als
Ausgangssubstanzen bakterieller Fermentation sollten in zukiinftigen Studien besondere

Beachtung finden. Der zusitzlich protektive Effekt z.B. von Vitaminen und sekundiren
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Pflanzenstoffen in Obst und Gemiise darf bei der Untersuchung isolierter Einzelsub-

stanzen nicht aufler Acht gelassen werden.

Die Verwendung von Uberstéinden aus in vitro-Fermentationen sollte bei der vorliegen-
den Arbeit als Vorstudie fiir humane Interventionsstudien dienen, um beurteilen zu
konnen, inwieweit die in vitro-Fermentation Interventionsstudien ergédnzen oder zum
Teil sogar ersetzen kann. Eigene Untersuchungen zeigten, dass Faeceswasser bedeutend
stirkere cytotoxische, proliferationshemmende und apoptoseinduzierende Eigenschaften
besitzt als FU. Dies liegt zum einen daran, dass die Faecesproben fiir die in vitro-
Fermentation mit Kulturmedium verdiinnt werden miissen, zum anderen konnen in der
Zeit der Probenaufbereitung fiir die Fermentation Verschiebungen in der Mikroflora
entstehen, die die Zusammensetzung der FU im Vergleich zu Faeceswasser verindern.
Ob das SCFA-Muster nach in vitro-Fermentation dem in vivo entspricht, muss in nach-
folgenden Interventionsstudien mit denselben Oligosacchariden gekliart werden. Erst
dann kann abschlieBend beurteilt werden, ob die in vitro-Fermentation eine sinnvolle

Ergidnzung zur Interventionsstudie sein kann.
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Tab. A 1: Cytotoxische Effekte der FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29 Clon 19A- und T84-
Zellen nach 24 h Inkubation, ausgedriickt als relative Vitalitdt der Zellen im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Testsubstanzen). Eine cytotoxische Wirkung wurde definiert ab einer
Vitalitdt unter 90 % im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Signifikante Unterschiede wurden ebenfalls im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt, MW=£SD, n=3-7.

Konzentration HT29 HT29 Clon 19A T84
[%]

FU ,,Kontrolle“ 2 92,0+11,0 94,5+4,9* 101,1+3,9
10 89,8+8,9* 99,4+9,8 113,2+10,3*

50 91,9+£10,5 64,1+£9,6%*** 96,9+6,7

SCFA ,,Kontrol- 2 91,8+5,3* 95,249.8 91,5+8,1*

le“

10 90,3+6,2* 93,0+7,7* 96,7+4,6
50 72,3+7,6* 59,4+6,9%** 87,2+£7,2%*

FU BC-O 165 2 90,8+9,4 88,745,4%** 107,4+5,7
10 84,9+10,9* 69,3£6,5%*** 111,8+10,6
50 76,4+13,8* 53,8+£11,9%** 66,6+=12,0%*

SCFA BC-O 165 2 95,1+3,8* 90,245, 2%** 96,4+12,4

10 84,9+4,3* 65,5+7 4*** 105,2+8,3

50 67,1£10,4* 58,3+10,3%** 90,7+10,6

FU BC-0 299 2 94,1+4,5* 86,1£10,8*** 105,0+3,8
10 95,244 3** 77,248, 2%** 114,0+£12,3

50 78,9+£15,9%* 47,7+6,5%** 49,7+6,0%*

SCFA BC-O 299 2 91,5+5,1** 92,6+7,3 95,5+4,8

10 87,1+£6,5%* 69,5+5,8%*** 101,8+5,3

50 62,5+11,0%* 56,7+11,4%** 87,6£12,2

FU BC-P 114 2 92,7+2,8 92,4+5,1* 104,5+7,3
10 95,4+4,1 73,7+£7,8* 105,249,0
50 62,6+6,1** 59,4+5,0* 54,1£20,5*

SCFA BC-P 114 2 98,3+3,8 97,1£9,7 100,9+9,8
10 94,8+3,8 73,4+7,7* 102,2+9,6

50 64,9+5,7** 65,5+4,8* 93,4+13,4
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Tab. A 2: Proliferationshemmende Effekte der FU und SCFA-Gemische bei HT29-, HT29 Clon 19A-
und T84-Zellen nach 5-tigiger Inkubation, ausgedriickt als relatives Wachstum der Zellen im Vergleich
zur Negativ-Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Testsubstanzen). Signifikante Unterschiede wurden eben-

falls im Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt, MW=SD, n=3-7.

Konzentration HT29 HT29 Clon 19A T84
[%]
FU ,Kontrolle® 2 84,3 £159* 97,8 +£8,9 88,7+ 11,8*
10 71,2 +10,0* 104,8 £19,9 75,6 £ 6,4**
50 2,1 £1,1* 3,24+1,9* 11,2 £7,3%*
SCFA ., Kontrol- 2 71,9 +£23,9* 77,9 +£9,3* 76,7 +£21,2*
le*
10 60,4 £ 18,1* 82,5 +£4,0*% 63,1 £6,7*
50 32,6 + 8,8*% 27,4 +9,6* 25,7+ 6,9%*
FU BC-O 165 2 75,1 £ 8,8% 92,1+7,2 68,2 £ 7,0%*
10 60,5 +4,3* 77,8 £ 14,4* 54,5 £ 6,3**
50 -1,125+0,7* -1,6 £ 1,2% -0,9 £0,9%*
SCFA BC-O 165 2 62,7 £24%* 82,8 +£3,5% 69,7 £10,9*
10 49,9 + 13,6* 62,9 +£2,7*% 35,5 +4,0*
50 0,8 +0,8% 0,5+0,3* 47+ 1,5%
FU BC-O 299 2 80,6 = 7,8* 922 +38,3 79,8 + 4,6**
10 73,9 +£9,2% 86,7+16,8 55,5 +£7,9%*
50 -0,1 £0,8* -0,4 +£0,5* -1,0 £ 0,6**
SCFA BC-O 299 2 65,4 +20,8% 83,4 + 5,0% 75,7 +7,8%
10 58,9 +£10,4* 66,3 +5,7* 37,2+2,7*
50 1,9 +£0,9* 0,2+0,4* 12,4 + 4,4%*
2
FU BC-P 114 2 76,7 +7,8% entf. 73,9 +£2,9%
10 68,8 £6,7* entf. 51,9 + 8,8%
50 0,1 £0,5% entf. 1,5+0,9*
SCFA BC-P 114 2 73,7 £21,6* entf. 77,9 +£6,7*
10 62,5 £ 5,4% entf. 47,7 £ 5,6%
50 3,0+0,5* entf. 9,4 +0,9*

? Entfillt: Versuch konnte wegen Substanzmangels nicht durchgefiihrt werden
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Tab. A 3: Annexin V-Test: Apoptoseinduktion durch FU und SCFA-Gemische in der Konzentration 50
% bei HT29-, HT29 Clon 19A- und T84-Zellen (Inkubationszeit 24 h). Angegeben sind apoptotische
Zellen in % der gesamten gemessenen Zellen. Signifikante Unterschiede beziehen sich auf die Negativ-

Kontrolle, MW+SD, n=4-14.

HT29 HT29 Clon 19A T84
DMEM 25+1,1 56+ 1,9 55+ 1,6
Stauro / BFA 0,5 uM 35,2 4 7,9%%* 18,3 + 3,3* 15,7 + 3,1*
FU ,,Kontrolle* 10,0 + 4, 5%%* 15,6 + 5,0% 15,5+8.1
SCFA ,,Kontrolle“ 14,4 + 3 g%** 18,7 + 3,8% 16,4 + 4,7*
FU BC-O 165 8,2 + 3,0%%* 8,1 +2.4 14,1 + 3,7*
SCFA BC-O 165 15,3 +£2,2%%* 11,2 +3,7°70%7 11,6 + 3,8*
FU BC-0 299 8,1 + 4,7%%* 7,1+3,1 10,4 + 3,6*
SCFA BC-0 299 13,4 + 4,5%%** 9,2+ 1,577 8,9+ 1,2%
FU BC-P 114 10,3 + 3 4%%* 45+03 12,1 + 1,6%
SCFA BC-P 114 16,7 + 6,3%* 13,1 + 3,4* 11,1 + 4,200

Tab. A 4: Aktivierte Caspase-3: Apoptoseinduktion durch FU und SCFA-Gemische in der Konzentration
50 % bei HT29-, HT29 Clon 19A- und T84-Zellen (Inkubationszeit 24 h). Angegeben sind Zellen mit
aktivierter Caspase-3 in % der gesamten gemessenen Zellen. Signifikante Unterschiede beziehen sich auf
die Negativ-Kontrolle, MW+SD, n=3-5.

HT29 HT29 Clon 19A T84
DMEM 1,4+0,6 22408 2,9+0,9
Stauro / BFA 0,5 uM 32,1 +7,2%* 12,8 + 3,8% 13,5+ 4,2%
FU ,,Kontrolle“ 48+ 1,9% 15,0 + 4,5* 9,5 + 4,207 0057
SCFA ,,Kontrolle® 16,6 + 8,3* 19,2 + 6,2% 8,4+39
FU BC-O 165 8,6 + 6,3% 45+2.8 6,8 +2,1%
SCFA BC-O 165 21,6 + 5,8% 10,2 +2,6* 92+44
FU BC-0 299 5,5+ 1,8% 49429 59+29
SCFA BC-0 299 20,9 +9,9% 9,5+ 1,5% 93+42
FU BC-P 114 7,6 +2,8% 4,7 +2,6%* 7,9 + 1,4%*
SCFA BC-P 114 15,5 +£4,5% 10,3 £ 3,1%* 6,3 +3,8
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Tab. A 5: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M von HT29-Zellen
nach 24-stiindiger Inkubation mit FU und SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %. Signifikante
Effekte beziehen sich auf die Negativ-Kontrolle, MW=SD, n=4.

GUGRES S (%) G2/M (%)
DMEM 69,5+7,5 18,1 £6,5 123+3,7
Stauro / BFA 0,5 uM 70,0£12,7 12,0+5,9 18,0 £ 8,1
FU ,,Kontrolle“ 69,6 £5,0 6,3 +3,5% 23,3 +£5,0*
SCFA ,,Kontrolle* 81,5 +4,370% 0,3+0,7* 17,5+ 4,1
FU BC-O 165 64,5+ 8,6 13,1£9.8 21,7 +3,7%
SCFABC-0 165 | /22+49 1,2+0,9% 18,8 +4,0
FU BC-0 299 65,6+ 6,1 11,3+84 23,7+ 2,8%
SCFA BC-0299 | 807467 1,0 0,9 183+5,0
FU BC-P 114 70,4 +£4,6 4,0+1,3* 240+ 43%
69,0 + 14,4 1,7 £1,2% 19,0 + 4,4

SCFA BC-P 114

Tab. A 6: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1, S und G2/M von HT29 Clon
19A-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit FU und SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %.

Signifikante Effekte beziehen sich auf die Negativ-Kontrolle, MW+SD, n=3-5.

G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)

DMEM 57,5+5,7 20,9 + 6,6 21,7422
Stauro / BFA 0,5 uM 66,3+ 8.9 8,1 +6,6% 25,6+ 82
FU ,,Kontrolle“ 75,7+ 5,0* 6,6 +2,5% 17,7+2,6
SCFA ,,Kontrolle* 72,0 + 3,3* 1,9 +1,9* 26,1 +£4,5
FU BC-O 165 67,8 +3,2% 143+55 17,9+3.1
SCFA BC-O 165 67,6 +4,9 1,3+ 1,4% 31,3 +5,5%
FU BC-0 299 69,3 +£2,2% 12,7 +3.,0 18,1 +2.9
SCFA BC-O 299 69,7 + 6,3* 3,8+ 1,9% 26,2 + 8,0
FU BC-P 114 70,3 + 3,3* 13,1 +5,1 16,6 + 1,8%
SCFA BC-P 114 72,5 +4,3% 2,3 42,6 252+6,3
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Tab. A 7: Prozentuale Anteile der Zellen in den Zellzyklusphasen GO/G1, S und G2/M von T84-Zellen
nach 24-stiindiger Inkubation mit FU und SCFA-Gemischen in der Konzentration 50 %. Signifikante
Effekte beziehen sich auf die Negativ-Kontrolle, MW=SD, n=3.

G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
DMEM 438+0,4 42,1+1,7 14,1+1,6
Stauro / BFA 0,5 uM 28,8 + 1,8% 26,3 +22% 44,9 + 3,5%
FU ,,Kontrolle“ 53,5 +4,3% 22,6 +2,7* 23,9 +42%
SCFA ,,Kontrolle* 64,5 + 3,2% 8,9+ 1,6 26,6 +2,2%
FU BC-0 165 43,6+ 1,7 33,7+ 0,9% 22,7 +2.4%
SCFA BC-O 165 53,0 +2,1%* 14,1 £ 4,1% 32,9+ 2,4%
FU BC-0 299 49,5 + 8,4 24,9 +52% 25,6+ 3,3*
SCFA BC-0O 299 54,8 +5,3% 13,5 + 4,4% 31,8+ 1,6%
FU BC-P 114 47,7 +5,5% 28,7 +£2,5% 23,6 + 3,0*
SCFA BC-P 114 57,8+ 6,1* 12,5 +2,1% 30,4 +3,2%
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