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1 Zusammenfassung / Summary 1 

1 ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY 

Colorectaler Krebs stellt weltweit eine der häufigsten Tumorerkrankungen dar. 
Die meisten colorectalen Tumoren sind sporadisch und entwickeln sich somatisch 
in Epithelzellen aufgrund genetischer Veränderungen. Prozesse im Lumen des 
Gastrointestinaltraktes sind für die Entstehung colorectaler Tumoren von großer 
Bedeutung und die Analyse von Faeces bzw. verschiedener Faeces-Präparationen 
stellt eine nicht invasive Möglichkeit zur Beurteilung von protektiven und Risiko-
faktoren der colorectalen Carcinogenese dar.  
Ernährungsfaktoren können die Tumorentwicklung maßgeblich beeinflussen. Ein 
hoher Obst- und Gemüseverzehr wird häufig mit einem erniedrigten colorectalen 
Krebsrisiko in Verbindung gebracht. Krebsprotektive Wirkungen von Obst und 
Gemüse werden auf darin enthaltene Substanzen mit potenziell anticarcinogenen 
Eigenschaften wie Ballaststoffe, Vitamine und sekundäre Pflanzenstoffe, z.B. Ca-
rotinoide, zurückgeführt. Die protektiven Mechanismen, insbesondere die, welche 
im gastrointestinalen Lumen eine Rolle spielen, sind noch nicht ausreichend ge-
klärt. In der vorliegenden Arbeit sollte anhand einer Humaninterventionsstudie 
mit Karotten- und Tomatensaft-Konsum untersucht werden, ob eine caroti-
noidreiche Ernährung, insbesondere reich an β-Carotin und Lycopin, Coloncarci-
nogenese-relevante Prozesse im Lumen des Gastrointestinaltraktes modifizieren 
kann. Dazu sollten verschiedene Faecesmarker etabliert und eingesetzt werden.  
In der randomisierten Interventionsstudie im Crossover-Design konsumierten 22 
gesunde, männliche Probanden bei ansonsten carotinoidarmer Ernährung täglich 
330ml Karotten- oder Tomatensaft über einen Zeitraum von zwei Wochen. Bei-
den Saft-Interventionen gingen 14-tägige Depletionsphasen mit carotinoidarmer 
Ernährung voraus. Am Ende jeder Studienphase wurde von zwölf Probanden 
48h-Stuhl gesammelt, aus dem verschiedene Präparationen wie unfiltriertes bzw. 
steril-filtriertes Faeceswasser (FW) und Faeces-Lipidextrakte für den Einsatz im 
Zellkultursystem gewonnen wurden. Bei Untersuchungen zur Wirkung dieser Prä-
parationen auf Colonadenocarcinomzellen (HT-29) und zur Bestimmung der Akti-
vität bakterieller Enzyme in FW kamen spektralphotometrische und durchflusscy-
tometrische Methoden zum Einsatz. HPLC-Analysen dienten zur Bestimmung der 
Konzentrationen verschiedener Gallensäuren in FW und der Carotinoid- sowie 
Malondialdehyd (MDA)-Gehalte in Faeces-Proben. Die FW-Konzentrationen der 
wichtigsten kurzkettigen Fettsäuren (SCFA) wurden gaschromatographisch er-
fasst.  
Der Verzehr von Karotten- bzw. Tomatensaft führte zu einem deutlichen Anstieg 
der Faeces-Gehalte an β- und α-Carotin bzw. Lycopin sowie der Carotinoid-Kon-
zentrationen in unfiltriertem FW. In der sich anschließenden Depletionsphase 
gingen die Faeces- bzw. FW-Gehalte der entsprechenden Carotinoide wieder auf 
ihre Ausgangswerte zurück. Eine Veränderung des Faeces-MDA-Gehaltes durch 
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die Karotten- und Tomatensaft-Interventionen konnte nicht beobachtet werden. 
FW zeigte eine deutliche dosisabhängige cytotoxische Wirkung auf HT-29 Zellen, 
die jedoch durch Karotten- und Tomaten-Konsum nicht merklich verändert wur-
de. Darüber hinaus konnte die proliferationshemmende Wirkung von FW durch 
die Saft-Interventionen nicht beeinflusst werden. Somit scheinen andere luminale 
Komponenten stärkere Effekte als Carotinoide auf diese Parameter auszuüben. 
Weder die Konzentration der erfassten Gallensäuren (GS) noch das FW-GS-Profil 
waren nach Karotten- und Tomatensaft-Konsum verändert. Auch die bakterielle 
β-Glucosidase bzw. Glucuronidase-Aktivität änderte sich nicht durch die Saft-
Interventionen. Während Tomatensaft-Konsum den FW-pH nicht signifikant be-
einflusste, wurde dieser durch Karottensaft-Konsum erniedrigt. Obwohl die FW-
Acetat- und -Butyrat-Konzentration zur Erniedrigung des FW-pH-Wertes beitru-
gen, waren die SCFA vermutlich nicht für die beobachtete pH-Wert-Änderung 
nach Karottensaft-Konsum verantwortlich. FW-SCFA-Konzentrationen bzw. das 
SCFA-Verhältnis wurden nicht signifikant verändert. Welche Substanzen an der 
Abnahme des FW-pH nach Karottensaft-Konsum beteiligt waren, sollte in nach-
folgenden Analysen geklärt werden. Weder die FW-GS- und -SCFA-Konzentra-
tionen noch die Aktivität der untersuchten bakteriellen Enzyme nahmen Einfluss 
auf die cytotoxische Wirkung von FW. Mit zunehmendem Anteil der primären Gal-
lensäuren Chol- und Chenodesoxycholsäure nahm dessen cytotoxische Wirkung, 
ungeachtet der verschiedenen Studienphasen, jedoch ab. Laut multipler Regres-
sionsanalyse wichtige Einflussfaktoren für die wachstumshemmende FW-Wirkung 
sind wahrscheinlich v.a. der Faeces-MDA-Gehalt und die bakterielle β-Glucosida-
se-Aktivität. Ob die aufgeführten Parameter direkten Einfluss auf die cytotoxische 
bzw. antiproliferative FW-Wirkung nehmen oder indirekte Marker für z.B. die Ak-
tivität der individuellen Mikroflora darstellen, sollte nachfolgend untersucht wer-
den. Darüber hinaus sollten weitere Experimente klären, welche luminalen Kom-
ponenten letztendlich für die FW-Wirkungen im Zellkultursystem verantwortlich 
sind.  
Karotten- und Tomatensaft-Konsum erhöhten deutlich die cytotoxische Wirkung 
von Faeces-Lipidextrakten in HT-29 Zellen, vermutlich bedingt durch Apoptosein-
duktion. Welche Mechanismen dieser Wirkung zugrunde liegen und welche       
In-vivo-Bedeutung sie hat, sollte in weiteren Studien näher untersucht werden. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bei jungen, gesunden Probanden bei ausgewo-
gener Energie- und Makronährstoffzufuhr eine zweiwöchige Intervention mit ca-
rotinoidreichen Säften nur geringe Änderungen in Coloncarcinogenese-relevan-
ten luminalen Prozessen hervorruft. Fehlende Wirkungen auf die toxischen und 
antiproliferativen Eigenschaften von FW, Lipidperoxidation in Faeces, FW-GS- 
und SCFA-Konzentrationen und die Aktivität einiger bakterieller Enzyme weisen 
darauf hin, dass entsprechende physiologische Prozesse unter den beschriebenen 
Ausgangsbedingungen durch eine carotinoidreiche Ernährung nicht beeinflusst 
werden und andere anticarcinogene Mechanismen von größerer Bedeutung sind.
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SUMMARY 
Colorectal cancer is one of the most common tumor diseases in the world. Most 
of the colorectal tumors are sporadic and develop somatically in epithelial cells. 
Processes occurring in the lumen of the gastrointestinal tract are of great impor-
tance for the development of colorectal tumors. The analysis of faeces and vari-
ous faecal preparations represents a non-invasive possibility to assess protective 
and risk factors of colorectal carcinogenesis. 

Nutritional factors can markedly affect tumor development. A high intake of fruits 
and vegetables is often associated with a reduced risk of colorectal cancer. Pro-
tective effects of fruits and vegetables are attributed to ingredients, such as fi-
bers, vitamins, and secondary plant products (e.g. carotenoids), which have po-
tential anticarcinogenic properties. The protective mechanisms, especially those 
which play a role in the gastrointestinal lumen, are insufficiently clarified at pre-
sent. The aim of this study was to investigate, by means of a human intervention 
trial with carrot and tomato juice consumption, whether a diet rich in carote-
noids, especially high in β-carotene and lycopene, can modify processes relevant 
to colon carcinogenesis in the gastrointestinal lumen. Therefore, several faecal 
markers had to be established and used in this study. 

In the randomized crossover trial, 22 healthy male subjects on a low-carotenoid 
diet consumed 330ml of carrot or tomato juice daily for a period of two weeks. 
The two juice intervention periods were preceded by two-week depletion phases. 
At the end of each study period the stool of twelve volunteers was collected over 
a 48-hour period. This stool was used to produce some preparations such as 
non-filtered and sterile-filtered faecal water, as well as faecal lipid extracts, in 
order to use them in cell culture systems. Spectral photometric and flow cyto-
metric methods were used to determine the effects of the above-mentioned 
preparations on colon adenocarcinoma cells (HT-29), as well as to determine the 
activities of the bacterial enzymes β-glucosidase and β-glucuronidase in faecal 
water. HPLC methods were used to measure the concentrations of several bile 
acids in faecal water, as well as to determine the concentrations of carotenoids 
and malondialdehyde (MDA) in faecal samples. The concentrations of the major 
short chain fatty acids (SCFA) were measured via gas chromatography.  

Consumption of carrot juice led to a marked increase of β-carotene and α-caro-
tene in faeces and in non-filtered faecal water, as did lycopene after consumption 
of tomato juice. In the succeeding depletion phases, the contents of those caro-
tenoids in faeces and faecal water returned to their initial values. Changes in fae-
cal MDA concentrations by carrot and tomato juice interventions could not be 
observed. 
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Faecal water showed high, dose-dependent cytotoxic effects on HT-29 cells. 
Those effects were, however, not markedly changed by carrot and tomato juice 
consumption. Furthermore, growth inhibition of faecal water could not be af-
fected by juice interventions. Therefore, other luminal components than carote-
noids seem to have a stronger influence on these parameters. Neither bile acid 
concentrations nor the bile acid profile in faecal water changed after carrot and 
tomato juice consumption. Bacterial activities of β-glucosidase and β-glucuroni-
dase also did not change. While tomato juice consumption did not significantly 
affect the pH value of faecal water, this value was, however, decreased by carrot 
juice consumption. Although faecal water concentrations of acetate and butyrate 
contributed to the decrease in faecal water pH values, SCFA were probably not 
responsible for the observed pH changes after carrot juice consumption. SCFA 
concentrations in faecal water and SCFA proportions did not change significantly. 
Further analyses should clarify, which substances were involved in the decrease 
of faecal water pH. Neither bile and SCFA concentrations, nor the activities of 
tested bacterial enzymes, had any influence on the cytotoxic effects of sterile-
filtered faecal water. These cytotoxic effects, however, decreased with increasing 
proportions of the primary bile acids cholic and chenodesoxycholic acid, inde-
pendent of the study phases. As determined by multiple regression analysis, the 
most probable leading factors for the growth inhibitory effects of faecal water are 
the faecal MDA content and bacterial β-glucosidase activity. Further studies 
should investigate whether the parameters mentioned directly influence cytotoxic 
and antiproliferative effects of faecal water or if those parameters are indirect 
markers for the activity of individual microflora. Further experiments should also 
clarify which luminal components are ultimately responsible for the effects of 
faecal water in cell cultures. 

Carrot and tomato juice consumption strongly increased the cytotoxic effects of 
faecal lipid extracts in HT-29 cells, likely caused by the induction of apoptosis. 
Which mechanisms account for these effects and the consequences of these ef-
fects in the in vivo situation should be investigated in further studies.  

This work shows that two-week interventions with carotenoid-rich juices lead 
only to minor changes in luminal processes relevant to colon carcinogenesis in 
young healthy volunteers on an energy- and macronutrient-balanced diet. Lack-
ing effects on 1) the toxic and antiproliferative properties of faecal water, 2) lipid 
peroxidation in faeces, 3) the bile and SCFA concentrations in faecal water, and 
4) bacterial enzyme activities indicate that related physiological effects can not 
be influenced by a diet rich in carotenoids under the just described conditions. 
Other anticarcinogenic mechanisms seem to be of greater importance. 
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2 EINLEITUNG 

2.1 Colorectale Carcinogenese 

Colorectaler Krebs1 stellt die zweithäufigste Krebs-Todesursache in den westli-
chen Industrieländern dar. Deutschland steht hinsichtlich der Erkrankungsrate 
mit jährlichen Neuerkrankungen von über 66.000 im Vergleich zu anderen EU-
Ländern an erster Stelle [Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener Krebsre-
gister in Deutschland 2004]. Das Lebenszeit-Risiko für colorectalen Krebs liegt in 
der Gesamtbevölkerung bei 5%, bis zu einem Alter von 70 Jahren entwickelt je-
doch nahezu die Hälfte der westlichen Bevölkerung ein Adenom [Fodde et al. 
2001]. Bei der Entwicklung eines colorectalen Tumors spielen neben genetischen 
Veränderungen und Polymorphismen auch Lebensstilfaktoren, insbesondere die 
Ernährung, eine wichtige Rolle.  

2.1.1 Genetische Faktoren 

Die Mehrzahl aller colorectalen Tumoren entsteht sporadisch, d.h. zufällig, wäh-
rend schätzungsweise nur 10-20% auf erblich bedingte genetische Veränderun-
gen wie die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) und das hereditäre nichtpoly-
pöse colorectale Krebssyndrom (HNCCP) sowie andere Krebserkrankungen mit 
familiärer Vorgeschichte zurückgehen [Lynch und Lynch 1998]. 1990 veröffent-
lichten Fearon und Vogelstein ein weitgehend anerkanntes und nachfolgend mit 
spezifischen molekularen Signalwegen ergänztes Modell für die colorectale Carci-
nogenese (siehe Abb. 2.1 Seite 9). Demnach entstehen Colontumoren in einem 
Mehrstufenprozess durch progressive Akkumulation spezifischer genetischer Ver-
änderungen. Diese verhelfen initiierten Zellen zu Wachstumsvorteilen gegenüber 
anderen Zellen und führen zur Transformation des normalen Colonepithels zum 
benignen Adenom und schließlich zum invasiven Adenocarcinom (Adenom-Carci-
nom-Sequenz).   

 

                                       
1 Tumoren von Colon (Dickdarm) und Rectum (Mastdarm) werden in der Literatur häufig unter dem Begriff 

colorectaler Krebs zusammengefasst. 
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Mutationen in drei Klassen von Genen können in der Keimbahn auftreten und zu 
erblichen Prädispositionen für Krebs führen oder in einzelnen somatischen Zellen 
vorkommen und die Entstehung sporadischer Tumoren verursachen: 

 

1. Protooncogene  

Protooncogene werden durch Genamplifikationen, chromosomale Translokationen 
und Punktmutationen zu Oncogenen und fördern das Zellwachstum. Aktivierende 
somatische Mutationen in einem Allel reichen im Allgemeinen für einen selektiven 
Wachstumsvorteil einer Zelle aus [Vogelstein und Kinzler 2004]. Mutationen im 
Protooncogen k-ras kommen beispielsweise in ca. 50% der colorectalen Carci-
nome vor und treten bereits in früheren Adenom-Stadien auf [Tejpar und Van 
Cutsem 2002]. Proteine der Ras-Familie sind an der Signaltransduktion über 
MAP-Kinasen2 beteiligt. K-Ras ist ein Guanosintriphosphat (GTP)-bindendes Pro-
tein an der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran mit GTPase-Aktivität. 
Durch GTP-Bindung aktiviertes K-Ras interagiert mit Signalmolekülen, die das 
Zellwachstum fördern, und wird normalerweise durch GTP-Hydrolyse schnell wie-
der inaktiviert. Durch Mutation wird die GTPase-Aktivität gestört und K-Ras bleibt 
im aktivierten Zustand. Bei Patienten mit colorectalen Tumoren mit mutiertem 
k-ras Gen wurden auch in angrenzender, aber histologisch normaler Mucosa, 
k-ras Mutationen gefunden; daher könnten diese als Biomarker zur frühen Diag-
nose dienen [Leslie et al. 2002, Zhu et al. 1997].  

 

2. Tumor-Suppressorgene  

Tumor-Suppressorgene sind nach bestimmten Mutationen nicht mehr in der La-
ge, das Zellwachstum zu regulieren. Für den selektiven Vorteil einer Zelle müs-
sen in der Regel beide Allele des Suppressorgens inaktiviert werden, wobei die 
Deletion eines Allels häufig aus dem Verlust eines ganzen Chromosoms oder 
Chromosomenarms hervorgeht [Vogelstein und Kinzler 2004]. Veränderungen im 
Tumor-Suppressorgen APC scheinen ein frühes Ereignis innerhalb der Adenom-
Carcinom-Sequenz darzustellen, da APC-Mutationen oder Allelverluste am Chro-
mosom 5q in 40-80% der colorectalen Carcinome und ähnlich häufig in colorec-
talen Adenomen beobachtet werden [zusammengefasst in Leslie et al. 2002]. 
Keimbahnmutationen im APC-Gen und nachfolgende somatische Mutation bzw. 
Deletion des gesamten Chromosomenabschnittes im zweiten APC-Allel verursa-
chen die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP). Diese autosomal-dominant ver-
erbte Erkrankung macht ca. 1% aller Colonkrebsfälle aus. Bei den betroffenen 
Patienten entwickeln sich bereits in jungen Jahren hunderte bis tausende colorec-
tale Adenome [Gryfe et al. 1997]. Die hauptsächliche tumorhemmende Funktion 

                                       
2 MAP-Kinase=mitogen-activated protein kinase 
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von APC besteht vermutlich in der Regulation des zellulären Spiegels von 
β-Catenin, einem Signalmolekül im Wnt-Signalweg3 [Fodde et al. 2001]. Verän-
derungen im APC-Gen führen zur intrazellulären Akkumulation von freiem 
β-Catenin. Dies bildet im Zellkern Komplexe mit Transkriptionsfaktoren (TCF und 
LEF)4 und führt zur gesteigerten Expression von Genen wie Cyclin D1 und dem 
Oncogen c-myc, die das Zellwachstum und die Zellzyklus-Progression fördern 
und dadurch zur Tumorbildung beitragen. APC könnte über die Regulation der 
Stabilität und zellulären Lokalisation von β-Catenin auch die Zelladhäsion kontrol-
lieren. Außerdem assoziiert APC mit dem Microtubuli-Cytoskelett und spielt ver-
mutlich bei der Chromosomen-Trennung in der Mitose eine Rolle. APC-Muta-
tionen tragen damit möglicherweise zur Chromosomeninstabilität bei [Fodde et 
al. 2001].  

p53 ist ein Transkriptionsfaktor mit Tumor-Suppressor-Aktivität und wird z.B. 
durch γ-Strahlung und ultraviolette Strahlung induziert [Grady und Markowitz 
2002]. P53 kann als Antwort auf genotoxischen Stress bei DNA-Schädigung die 
Zellproliferation blockieren, die DNA-Reparatur induzieren und den Zelltod för-
dern, wenn eine DNA-Reparatur nicht möglich ist. p53 ist daher vermutlich an 
der Erhaltung der genomischen Stabilität beteiligt. Genetische Veränderungen im 
p53-Gen bzw. 17p-Allelverlust wurden in 4-26% der Adenome, in ca. 50% inva-
siver Loci in adenomatösen Polypen und in 50-75% von Adenocarcinomen beo-
bachtet. Diese Häufigkeitsverteilung spricht dafür, dass eine Inaktivierung des 
P53-Proteins die Transformation von Adenomen in Carcinome begünstigt [Leslie 
et al. 2002].  

 

3. DNA-Reparaturgene  

DNA-Reparaturgene können nach Mutation nicht mehr für eine fehlerfreie DNA-
Replikation sorgen, was zu genetischen Veränderungen in Protooncogenen und 
Tumor-Suppressorgenen führen kann [Gryfe et al. 1997]. Die Inaktivierung des 
Mismatch-Reparatur-Systems (MMR)5 führt zu Mikrosatelliteninstabilität. Mikro-
satelliten sind repetitive DNA-Sequenzen aus Di-, Tri- oder Tetranukleotiden, die 
über das gesamte Genom verteilt vorliegen, aber in definierter Zahl vorkommen. 
Durch Mutationen bedingte Anomalien (z.B. Deletionen, Insertionen und Basen-
Fehlpaarungen) dieser Mikrosatelliten werden als Mikrosatelliteninstabilität (MSI) 
bezeichnet. Das autosomal-dominant vererbbare hereditäre nicht-polypöse 
Krebssyndrom (HNPCC) wird durch Keimbahnmutationen in Mismatch-Reparatur-
genen, v.a. in hMSH2 oder hMLH1, verursacht und stellt mit einer Prävalenz von 

                                       
3 Wnt=wingless-type; Wnts sind von an der Kryptenbasis vorkommenden Myofibroblasten sezernierte Glycopro-

teine, die an Rezeptoren von Krypten-Epithelzellen binden und die Stabilität von β-Catenin regulieren.  
4 TCF=T-cell factor, Lef=lymphoid enhancing factor 
5 MMR=mutation mismatch repair 
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3-6% unter den colorectalen Krebsfällen die häufigste erblich bedingte Erkran-
kung dar [Grady und Markowitz 2002]. HNPCC-Patienten entwickeln im Gegen-
satz zu FAP-Patienten nur wenige Adenome, deren Risiko zur malignen Trans-
formation jedoch sehr hoch ist [Lynch und Lynch 1998]. Die häufigste 
Genmutation bei MSI-positiven colorectalen Tumoren liegt im TGFβ Typ II-Rezep-
tor (RII)-Tumor-Suppressorgen [Grady und Markowitz 2002] vor. Weitere durch 
MSI betroffene Gene sind z.B. IGFII (insulin-like growth factor)-Rezeptor und der 
Transkriptionsfaktor E2F4.  

 

Bei der Entstehung eines sporadischen colorectalen Carcinoms nehmen schät-
zungsweise 80-85% der Tumoren den von Fearon und Vogelstein postulierten 
Verlauf. Dieser ist durch genetische Instabilität auf Chromosomenebene gekenn-
zeichnet und häufig mit der Inaktivierung oder dem Verlust spezifischer Tumor-
suppressorgene wie APC (Chromosom 5q), DCC, SMAD2 und SMAD4 (18q) und 
p53 (17p) verbunden [Reinacher-Schick und Schmiegel 2002]. Dagegen weisen 
10-15% der sporadischen Tumoren aufgrund defekter DNA-Reparatur genetische 
Instabilität auf DNA-Ebene, nachgewiesen als MSI, auf.  
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Abb. 2.1: Mögliche Entstehungswege der colorectalen Carcinogenese [modifiziert nach 
Ilyas et al. 1999]. Die molekularen Mechanismen des Chromosomen- und Mikrosatelliten-
instabilitäts-Weges sind bisher am besten charakterisiert. Die Mehrheit der colorectalen 
Carcinome folgt der Adenom-Carcinom-Sequenz nach Fearon und Vogelstein und zeigt 
chromosomale Instabilität (CIN, ). Obwohl die meisten Carcinome mit Mikrosatellitenin-
stabilität (MSI+, ) auch aus colorectalen adenomatösen Polypen entstehen, kann sich 
vermutlich ein Teil der MSI-positiven Tumoren aus hyperplastischen Polypen über soge-
nannte „serrated adenoma“ (=gezahnte Adenome) entwickeln ( , Details siehe Huang et 
al. 2004). Neben Patienten mit erblich bedingten genetischen Veränderungen wie FAP, 
HNCPP und hamartomatösen Polyposissyndromen (z.B. Peutz-Jeghers-Syndrom, siehe ) 
haben auch Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcero-
sa ein erhöhtes Risko für colorectalen Krebs (siehe ). Aus Gründen der Übersichtlichkeit 
wurde auf die Darstellung von weiteren, in der colorectalen Carcinogenese nachweisba-
ren, genetischen Veränderungen verzichtet. 
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2.1.2 Ernährung und colorectale Carcinogenese 

Internationale Unterschiede in der Inzidenz und Mortalität von Colonkrebs und 
ein Anstieg des Risikos in Bevölkerungsgruppen, die von risikoarmen in risikorei-
che Gebiete auswandern (Migrationsstudien), deuten auf eine wichtige Rolle von 
Lebensstilfaktoren, insbesondere Ernährungsgewohnheiten, in der Ätiologie die-
ser Krebsart hin [Flood et al. 2000]. 
 

2.1.2.1 Risikofaktoren 

Ergebnisse aus zahlreichen epidemiologischen Studien weisen darauf hin, dass 
der Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch einen Risikofaktor für colorec-
talen Krebs darstellt [Norat et al. 2002, WCRF 1997]. Der Verzehr von 80g rotem 
bzw. verarbeitetem Fleisch pro Tag kann nach einer Metaanalyse von Norat et al. 
das colorectale Risiko um 25 bzw. 65% erhöhen [Norat et al. 2002]. In einer 
prospektiven Kohortenstudie zeigten Personen, die Rind-, Schweine-, oder 
Lammfleisch als Hauptgericht fünf oder mehrmals die Woche verzehrten, ein um 
3,6-fach erhöhtes Risiko für Colonkrebs, während Geflügel- und Fischverzehr 
keine Risikofaktoren darstellten [Giovannucci et al. 1994b]. Eine mögliche Erklä-
rung könnte die endogene Produktion von carcinogen wirkenden N-Nitroso-
Verbindungen sein, die durch Verzehr von rotem, nicht aber von weißem Fleisch 
gefördert wird [Bingham et al. 1996, Bingham et al. 2002]. Rotes Fleisch stellt 
eine gute Quelle für Häm-Eisen dar, das beim Menschen im Gegensatz zu anor-
ganischem Eisen einen Anstieg von N-Nitroso-Verbindungen im Stuhl zur Folge 
hat [Cross et al. 2003]. Auch in gepökelten und geräucherten Fleischwaren fin-
den sich N-Nitroso-Verbindungen bzw. Nitrit zur Konservierung, das die intesti-
nale Nitrosierung erhöhen kann [Cross und Sinha 2004]. Bei hohen Temperatu-
ren entstehen beim Braten und Grillen von Fleisch potenziell carcinogene hetero-
zyklische Amine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, die häufig 
erst nach metabolischer Aktivierung genotoxisch sind. Genetische Polymorphis-
men der beteiligten Enzyme wie Cytochrom P4501A2 und N-Acetyltransferasen 
(NAT1, NAT2) können möglicherweise das Risiko für colorectalen Krebs modifizie-
ren [Chen et al. 1998, Lang et al. 1994, Welfare et al. 1997]. Sie beeinflussen 
vermutlich auch das durch Rauchen bedingte erhöhte Risiko für adenomatöse 
Polypen [Potter 1999]. 

Darüber hinaus wurde vermutet, dass der Fettgehalt von Fleisch das Risiko für 
colorectalen Krebs beeinflusst, da die Fettaufnahme über eine Steigerung der 
Gallensäureexkretion die luminale Konzentration von den als Tumorpromotoren 
angesehenen sekundären Gallensäuren (siehe Abschnitt 2.3.3) im Colon erhöht 
[Nagengast et al. 1995].  
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Möglicherweise hängt der Einfluss der Aufnahme von Fett auf das colorectale 
Krebsrisiko von dessen Zusammensetzung ab. Eine hohe Aufnahme von tieri-
schen gesättigten Fetten und mehrfach ungesättigten ω-6-Fettsäuren (PUFA) för-
derten im Tiermodell die carcinogen-induzierte Tumorentwicklung [Reddy 1992]. 
Dagegen scheint eine hohe Aufnahme von ω-3-Fettsäuren wie Eicosapentaensäu-
re und Docosahexaensäure (bzw. Fischöl) eine krebsprotektive Wirkung zu haben 
[Bartsch et al. 1999, Caygill et al. 1996]. Während ω-6-PUFAs die Coloncarcino-
genese unter anderem über eine Steigerung der Expression von Cyclooxygena-
se-2 (COX-2) und p21ras fördern konnten, hemmen ω-3-Fettsäuren die Expres-
sion von COX-2 [Bartsch et al. 1999]. COX-2 stellt eine Isoform der Cyclooxy-
genasen (Enzyme des Prostaglandinstoffwechsels) dar. Sie kommt im Gegensatz 
zur konstitutiv exprimierten Cyclooxygenase-1 im normalen Intestinum nicht vor, 
wird aber in den meisten Colontumoren vermehrt synthetisiert und kann durch 
Wachstumsfaktoren und bei Inflammation durch Cytokine induziert werden 
[Romano und Claria 2003]. COX-2 scheint eine Schlüsselrolle bei der colorectalen 
Tumorentstehung infolge APC-Mutation zu spielen [Hsi et al. 1999]. Die in epi-
demiologischen Studien beobachtete Reduktion der Colonkrebsmortalität um 40-
50% nach langjähriger regelmäßiger Einnahme von nicht-steroidalen antiinflam-
matorischen Medikamenten wird mit deren Wirkung als Cyclooxygenase-Inhibi-
toren in Verbindung gebracht [Giovannucci et al. 1994a, Giovannucci et al. 
1995b].  

Epidemiologische Studien zeigen einen eindeutigen Zusammenhang zwischen der 
Gesamtfettaufnahme und colorectalem Krebs nur in Abhängigkeit der Energiezu-
fuhr [Howe et al. 1997, Potter 1999]. Neben einer hohen Energieaufnahme wer-
den auch ein hoher Body Mass Index (BMI) und Adipositas sowie geringe körper-
liche Aktivität mit einem erhöhten Colonkrebsrisiko in Verbindung gebracht 
[Giovannucci et al. 1995a]. Körperliche Aktivität könnte die Darmperistaltik an-
regen, die intestinale Passage beschleunigen und damit die Kontaktzeit eines po-
tenziellen Carcinogens mit der Darmschleimhaut reduzieren [Friedenreich 2001]. 
Körperliche Inaktivität und Übergewicht erhöhen das Risiko für eine Hyperinsuli-
nämie, die mit einem erhöhten Colonkrebsrisiko in Verbindung gebracht wird. 
Insulin und der insulinabhängige Wachstumsfaktor IGF-I beeinflussen in vitro die 
Proliferation und Apoptose (siehe Abschnitt 2.2.2) von Coloncarcinomzellen und 
könnten daher in die Carcinogenese eingreifen [Giovannucci 2001].  

Auch ein hoher Alkoholkonsum erhöht möglicherweise das Risiko für colorectalen 
Krebs [Cho et al. 2004, WCRF 1997]. Die Metabolisierung zum cytotoxischen  
Acetaldehyd könnte unter anderem für die tumorfördernde Wirkung von Ethanol 
verantwortlich sein. Darüber hinaus könnte die durch chronischen Alkoholkonsum 
verursachte Induktion von Cytochrom P450E1 zur Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS) und anderer Substanzen, die in die Carcinogenese involviert sind, 
führen [Seitz et al. 1998].  
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Eine geringe Folataufnahme, insbesondere in Kombination mit hohem Alkohol-
konsum und geringer Methioninaufnahme, kann das Risiko für colorectalen Krebs 
ebenfalls erhöhen [Giovannucci et al. 1995c]. Ein Mangel an Folat und Methionin 
führt zu Störungen in der DNA-Methylierung, die über Veränderungen in der 
Transkription zu einer Aktivierung von Protooncogenen führen könnte.  
 

2.1.2.2 Protektive Faktoren 

Nach Schätzungen von Willett könnten 50-80% der Todesfälle aufgrund von colo-
rectalen Krebserkrankungen durch diätetische Veränderungen vermieden werden 
[Willett 1995]. In diesem Abschnitt werden die wichtigsten protektiven Nah-
rungsfaktoren diskutiert. 

In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen 
Obst- und Gemüseverzehr und colorectalem Krebsrisiko untersucht. Die Evaluie-
rung der Studienergebnisse durch den World Cancer Research Fund (WCRF) führ-
te zu der Schlussfolgerung, dass ein hoher Gemüseverzehr das Risiko für colo-
rectalen Krebs senkt, während die Daten zum Einfluss des Obstkonsums inkon-
sistent sind [WCRF 1997] Eine Metaanalyse zeigte, dass durch eine Erhöhung des 
Obst- bzw. Gemüseverzehrs um 100g/Tag das colorectale Krebsrisiko durch-
schnittlich um 6 bzw. 9% gesenkt werden kann [Riboli und Norat 2003]. Zahlrei-
che Mechanismen werden für eine krebsprotektive Wirkung von Gemüse und 
Obst in Betrachtung gezogen, da diese Nahrungsmittel unter anderem Ballast-
stoffe und Substanzen wie Carotinoide und andere sekundäre Pflanzenstoffe, Vi-
tamin C und E und Selen mit potenziell anticarcinogenen Eigenschaften enthalten 
[Steinmetz und Potter 1991]. Krebsprotektive molekulare Wirkungsmechanis-
men, die in Zusammenhang mit dem Obst- und Gemüseverzehr stehen, wie die 
Interaktion von Mikronährstoffen mit Prozessen im Metabolismus von Carcinoge-
nen, Schutz der DNA-Integrität und Beteiligung an der intrazellulären Kommuni-
kation [WHO 2003], werden am Beispiel der Carotinoide in Abschnitt 2.4.3ff ge-
nauer vorgestellt.  

Die Rolle von Ballaststoffen als protektive Faktoren der colorectalen Carcinogene-
se wird zurzeit kontrovers diskutiert. Ballaststoffe stellen eine äußerst heteroge-
ne Gruppe aus zahlreichen Substanzen dar. Nach einer aktualisierten Definition 
der American Association of Cereal Chemists (AACC) sind Ballaststoffe essbare 
Pflanzenbestandteile oder analoge Kohlenhydrate6, die gegenüber der Verdauung 
und Absorption im menschlichen Dünndarm resistent sind und teilweise oder 
vollständig im Dickdarm fermentiert werden.  

                                       
6 Analoge Kohlenhydrate entsprechen chemisch den natürlich vorkommenden Kohlenhydraten und entstehen 

durch chemische oder physikalische Prozesse (z.B. Hitzeeinwirkung) bei der Verarbeitung von Nahrungsmit-
teln oder bei der chemischen Synthese. Zu den analogen Kohlenhydraten zählen z.B. resistente Maltodextri-
ne, resistente Kartoffeldextrine, Methylcellulose und andere. 
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Dazu gehören Polysaccharide wie Cellulose, Hemicellulosen, Pectine, Polyfructo-
sen, Gummis, Schleime und Oligosaccharide, analoge Kohlenhydrate wie resis-
tente Stärke, Lignine und damit assoziierte Substanzen wie Wachse und Phytate 
[De Vries 2003]. Ballaststoffe fördern nach der AACC günstige physiologische 
Effekte wie Laxation und Verminderung des Blutcholesterol- oder Blutglucose-
spiegels. Burkitt postulierte erstmals 1971 günstige Effekte einer hohen Ballast-
stoffaufnahme auf Darmerkrankungen, einschließlich Colonkrebs [Burkitt 1971]. 
Seitdem haben zahlreiche Studien eine inverse Assoziation zwischen Ballaststoff-
aufnahme und Colonkrebsrisiko beobachtet. Mechanismen wie Erhöhung des 
Stuhlvolumens und daraus resultierende Verdünnung potenzieller Carcinogene, 
Verringerung der Transitzeit und damit Kontaktzeit der Mucosa mit Carcinoge-
nen, Erniedrigung des intraluminalen pH-Wertes, Verminderung der Absorption 
von Faeces-Carcinogenen und günstige Veränderungen der Mikroflora (siehe 
2.3.2ff) werden für eine krebsprotektive Wirkung von Ballaststoffen verantwort-
lich gemacht [Übersicht in AGA 2000]. Die protektiven Effekte von Ballaststoffen 
auf die colorectale Carcinogenese wurden jedoch durch die Ergebnisse mehrerer 
Studien wie NHS (Nurses`Health Study, [Fuchs et al. 1999]) und PPT (Polyp Pre-
vention Trial, [Schatzkin et al. 2000]) in Frage gestellt. Positive Effekte einer Bal-
laststoff-Supplementierung auf die Rezidivrate von Polypen konnten wiederholt 
nicht nachgewiesen werden [Alberts et al. 2000, Bonithon-Kopp et al. 2000, 
Schatzkin et al. 2000]. Zwei neuere Studien, die EPIC7-Studie mit einem hetero-
genen Probandenkollektiv von über 500.000 Freiwilligen in 22 europäischen 
Zentren [Bingham et al. 2003] und PLCO (Prostate Lung Colorectal and Ovarian 
Screening Trial, [Peters et al. 2003]) zeigten jedoch eine inverse Beziehung zwi-
schen der Ballaststoffaufnahme und dem Colonkrebs-Risiko.  

Durch Fällung cytotoxisch wirkender Gallensäuren und freier Fettsäuren im 
Darmlumen könnte auch Calcium für protektive Effekte auf die colorectale Carci-
nogenese verantwortlich sein [Govers et al. 1996, Lapre et al. 1993b]. Epidemio-
logische Studien zeigten häufig nur einen schwach senkenden bzw. keinen Ein-
fluss auf das colorectale Krebsrisiko [WCRF 1997]. Die prospektiven Kohorten-
studien NHS und HPFS (Health Professionals Follow-Up Study) beobachteten je-
doch ein reduziertes Risiko für distalen Colonkrebs bei einer Calciumaufnahme 
von >1250mg/Tag [Wu et al. 2002]. In einer Interventionsstudie wurde eine sta-
tistisch signifikante moderate Reduktion (15-20%) der Rezidivrate von colorecta-
len Adenomen durch Calcium-Supplementierung (1200mg/Tag, über 3-4 Jahre) 
festgestellt [Baron et al. 1999].  

                                       
7 EPIC: European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition 
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2.2 Intestinale Gewebehomöostase  

Die colorectale Krebsentstehung hängt von zahlreichen Ernährungsfaktoren ab. 
Das menschliche Colon ist kontinuierlich einem komplexen Gemisch aus ver-
schiedenen Komponenten ausgesetzt, die direkt aus der Nahrung stammen oder 
durch digestive, mikrobielle und sekretorische Prozesse entstehen und die in-
testinale Gewebehomöostase entscheidend beeinflussen können.  
 

2.2.1 Proliferation 

Die Proliferation spielt als zellulärer Parameter eine bedeutende Rolle in der Car-
cinogenese, da eine gesteigerte Proliferationsrate initiierten Zellen zur clonalen 
Expansion verhelfen kann [Gryfe et al. 1997]. Eine gesteigerte Zellproliferation 
im Colon wird als frühes Ereignis in der Adenom-Carcinom-Sequenz angesehen 
[Vogelstein und Kinzler 1993]. Das intestinale Epithel gehört mit einer Selbster-
neuerung alle 3-6 Tage zu den schnell proliferierenden Geweben mit hohem Zell-
umsatz, so dass die Kontrolle der Zellproliferation und des Zelltodes besonders 
wichtig ist für die Gewebehomöostase. Mit einer Rate von ca. 200 Zellen/mm2 
pro Stunde werden beim Menschen gealterte Epithelzellen in das Colonlumen ab-
gestoßen [Johnson 2002]. Zur Erhaltung der Mucosaintegrität entstehen im Co-
lon nahe der Kryptenbasis aus pluripotenten Stammzellen - vermutlich durch   
asymmetrische Teilung - neue Stammzellen und Tochterzellen, die sich in der 
Proliferationszone zunächst teilen und entlang der Krypten zur luminalen Ober-
fläche wandern, wobei sie Differenzierungs-Prozessen unterliegen. An der lumi-
nalen Colonkrypten-Oberfläche sterben die ausdifferenzierten Zellen durch Apop-
tose (siehe 2.2.2) ab, wenn sie die Bindung an die Extrazellularmatrix verlieren. 
Eine Störung des Gleichgewichtes zwischen dieser Abschilferung und der Erneue-
rung der Kryptenzellen führt zur Hyperproliferation und zur Ausweitung der Proli-
ferationszone auf die gesamten Krypte [Wilson et al. 1990]. Menschen mit einem 
erhöhten Risiko für colorectalen Krebs, wie z.B. Patienten mit FAP oder sporadi-
schen adenomatösen Polypen und Coloncarcinomen, zeigen eine entsprechend 
höhere Mucosa-Zellproliferation [Stadler et al. 1988b, Terpstra et al. 1987]. Auch 
bei anderen Faktoren, die mit einem erhöhten Risiko für die Colonkrebsent-
wicklung in Verbindung gebracht werden, wie eine fettreiche und ballaststoffarme 
Ernährung oder Colitis ulcerosa, wurde eine erhöhte Proliferation der Mucosa be-
obachtet [Biasco et al. 1990, Segal 1998].  

Eine Stimulation der proliferativen Aktivität des Colonepithels könnte zum Teil 
durch cytotoxische Mechanismen, die zu einem gesteigerten Zellverlust an der 
Epitheloberfläche führen, über einen kompensatorischen Anstieg der mitotischen 
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Aktivität der Krypten vermittelt werden [Rafter et al. 2004]. Solche Überlegun-
gen führten zur Entwicklung von Versuchen zur Beurteilung der cytotoxischen 
Wirkung von Faeceswasser (siehe Abschnitt 2.3.1) auf Colonzellen in vitro.  
 

2.2.2 Zelltod (Apoptose und Nekrose) 

Unkontrolliertes Wachstum kann nicht nur durch eine Erhöhung der Zellprolifera-
tion, sondern auch durch eine verminderte Zelltodrate verursacht werden. Der 
eukaryotische Zelltod kann in zwei unterschiedlichen Formen auftreten: Apoptose 
und Nekrose. Die Nekrose ist eine passive pathologische Form des Zelltodes, die 
im Allgemeinen durch schwere Zellschädigungen wie mechanische Verletzung, 
Hyperthermie, Ischämie, Hypoxie oder Einwirkung chemischer Noxen auftritt und 
in der Regel viele benachbarte Zellen gleichzeitig betrifft. Dagegen stellt die   
Apoptose - auch als programmierter Zelltod bezeichnet - einen aktiven, gene-
tisch kontrollierten, physiologischen Prozess der Selbstzerstörung dar, der bei 
gealterten oder geschädigten Zellen auftritt [Grodzicky und Elkon 2002]. Sie 
spielt eine wichtige Rolle bei der Embryogenese und normalen Gewebehomöosta-
se und hat auch pathophysiologische Bedeutung. Entzündliche Darmerkrankun-
gen wie Colitis ulcerosa und Zöliakie werden z.B. mit einer erhöhten Apoptosera-
te im Gastrointestinaltrakt in Verbindung gebracht [Sun et al. 1998], während 
bei Krebs- und Autoimmunerkrankungen Zellen gekennzeichnet sind durch eine 
verminderte Fähigkeit, in Apoptose zu gehen [Thompson 1995]. So wiesen z.B. 
Zellen normaler Colonmucosa-Proben von Patienten mit Colonkrebs-Vorgeschich-
te oder FAP eine reduzierte Fähigkeit auf, in Apoptose zu gehen, im Vergleich zu 
Probanden ohne Vorgeschichte hinsichtlich neoplastischer Veränderungen [Bedi 
et al. 1995]. 

Im Unterschied zur Nekrose folgt die Apoptose einem Muster morphologischer 
und biochemischer Veränderungen, unabhängig vom jeweiligen initiierenden Er-
eignis. Sie ist gekennzeichnet durch Umlagerung von Phospatidylserin-Resten 
von der Innen- an die Außenseite der Zellmembran, Ausstülpung von Bläschen 
an der Membran (apoptotic blebs), Kondensation von Zytoplasma und Zellorga-
nellen, nukleärer Chromatinkondensation und spezifischer DNA-Fragmentierung 
durch Endonucleasen in Vielfache von 180-200 Basenpaaren [Grodzicky und El-
kon 2002]. Im Gegensatz zu nekrotischen Zellen bleibt bei apoptotischen Zellen 
die Zellmembran intakt; sie zerfallen ohne extrazelluläre Freisetzung zytoplasma-
tischer Bestandteile in sog. Apoptosekörperchen (apoptotic bodies). Diese wer-
den in vivo von benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert, ohne eine 
Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe hervorzurufen. Apoptosestimuli 
stellen unter anderem Entzug von Wachstumsfaktoren, Veränderungen in der 
Extrazellularmatrix, DNA-Schäden, Pathogene, Toxine, oxidativer Stress, Stick-
stoffoxide und entzündungsvermittelnde Prozesse dar [Que und Gores 1996]. 
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Ausgelöst werden apoptotische Vorgänge im Wesentlichen über die in Abb. 2.2 
dargestellten Signalwege. Ein Signalweg wird vermittelt durch Bindung von ex-
trazellulären Liganden an sog. Todesrezeptoren wie Fas (Apo-1/CD95). Durch 
Bindung der entsprechenden Liganden (z.B. Cytokine wie Tumornekrosefaktor 
(TNF)-α oder Fas-Ligand) an den Todesrezeptor wird die Bildung eines Signal-
komplexes aus Rezeptor, FADD (Fas associated death domain) und Procaspase-8 
initiiert, der seinerseits zur Aktivierung von verschiedenen Caspasen führt 
[Watson 2004]. Caspasen sind spezifische Cystein-Proteasen, die als inaktive 
Proenzyme synthetisiert und autokatalytisch (z.B. Caspase-8 und -9) bzw. durch 
Initiatorcaspasen wie Caspase-8 aktiviert werden (siehe Abb. 2.2). Zielmoleküle 
aktivierter Caspasen sind neben inaktiven Caspasen z.B. DNA-Reparaturenzyme 
wie PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) oder Komponenten des Cytoskeletts 
wie Actin und die Proteinkinase C.  

Der zweite mitochondriale Signalweg der Apoptose kann z.B. durch DNA-schä-
digende Substanzen, cytotoxischen Stress oder durch Mangel an essentiellen 
Wachstumsfaktoren aktiviert werden [Johnson 2002]. Die Ausschüttung von Cy-
tochrom C aus den Mitochondrien stellt ein Schlüsselereignis in diesem Signalweg 
dar und wird kontrolliert durch die Proteine der Bcl-2 Familie [Watson 2004]. 
Während Bcl-2 und Bcl-XL antiapoptotische Mitglieder sind, tragen Bid, Bak und 
Bax zur Induktion von Apoptose bei. Im Cytosol bildet Cytochrom C mit APAF-1 
(apoptotic protease activating factor) und Procaspase-9 einen Proteinkomplex, 
wodurch Caspase-9 autokatalytisch und nachfolgend weitere Caspasen aktiviert 
werden. Auch APC und p53, Gene, die eine wichtige Rolle in der Carcinogenese 
spielen (siehe Abschnitt 2.1.1ff), sind an der Regulation der Apoptose beteiligt. 
So kann P53 bei Zellen, deren DNA-Schäden nicht innerhalb der durch Zellzyk-
lusarrest verlängerten G1-Phase behoben werden konnten, Apoptose induzieren. 
In vitro konnte durch P53 die Bcl-2 Synthese gehemmt und die Bax-Synthese 
gesteigert werden [Lu et al. 1996]. Die Transfektion von APC in HT-29 Coloncar-
cinomzellen mit homozygot mutierten APC-Allelen führte zu einer deutlichen 
Wachstumshemmung durch Apoptoseinduktion und zur Herunterregulation von 
COX-2 [Hsi et al. 1999].  
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Abb. 2.2: Signalwege der Apoptose [vereinfachte Darstellung, modifiziert nach Johnson 
et al. 2002]. Während in Typ I-Zellen wie Thymocyten Bcl-2 die Fas-induzierte Apoptose 
nicht verhindern kann, wird in manchen Zellen (Typ II, z.B. Hepatocyten) auch der mito-
chondriale Signalweg über Aktivierung (Spaltung) des Bid-Proteins durch Caspase-8 akti-
viert. In diesem Fall kann die Fas-induzierte Apoptose durch Bcl-2 blockiert werden, da 
Caspase-8 nicht ausreichend Effektorcaspasen aktivieren kann, um eine Zelle zu töten 
[Watson 2004]. Expressionsprodukte anderer Gene, die den programmierten Zelltod ver-
hindern wie NFκB, können Proteine der IAP-Familie (inhibitor of apoptosis proteins) an 
bestimmte Caspasen binden und sie damit hemmen. Die unterschiedliche Verteilung von 
Bcl-2 und Bak in den Colonkrypten lässt vermuten, dass diese Proteine eine wichtige Rol-
le für die Regulation der Apoptose im Colonepithel spielen. Während Bcl-2 in der Prolife-
rationszone synthetisiert wird, findet sich Bax in der oberen Kryptenhälfte v.a. an der 
Kryptenoberfläche in Zellen, die sich nicht mehr teilen [Hague et al. 1997]. 

 

Im Dünndarmepithel tritt an der luminalen Colonkryptenoberfläche neben der 
Apoptose zur Abstoßung von Epithelzellen ins Darmlumen (Anoikis) eine perma-
nent zu beobachtende sogenannte spontane Apoptose auf, die auf Zellen der 
Stammzellregion beschränkt ist und als regulatorischer Mechanismus der 
Stammzellhomöostase angesehen wird [Renehan et al. 2002]. In den Colonkryp-
ten tritt spontane Apoptose seltener auf (nur ca. 1/10 im Vergleich zur Apoptose-
rate im Dünndam), und apoptotische Zellen finden sich über die gesamte Kryp-
tenoberfläche verteilt [Potten et al. 1997].  
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Darüber hinaus synthetisieren Colonstammzellen das antiapoptotisch wirkende 
Bcl-2, wodurch das Überleben dieser Zellen, auch mit genetischen Schäden, be-
günstigt wird und die Ausbildung hyperplastischer Krypten zur Folge haben könn-
te. Möglicherweise tritt Colonkrebs daher wesentlich häufiger als Dünndarmkrebs 
auf [Potten et al. 1997].  
 

2.3 Coloncarcinogenese-relevante Faecesmarker 

Die Erforschung von Ernährungseinflüssen auf die Dickdarmkrebs-Entstehung 
wird dadurch erschwert, dass die Entwicklung eines malignen colorectalen Carci-
noms aufgrund kumulativer genetischer Veränderungen meistens Jahrzehnte be-
nötigt. Daher ist die Entwicklung geeigneter Biomarker für Dickdarmkrebs von 
besonderem Interesse. Im Gegensatz zu histologischen Biomarkern wie Polypen-
bildung oder Vorkommen einer hochgradigen Dysplasie werden in Humaninter-
ventionsstudien häufig nicht invasive molekulare Biomarker in Blut oder Faeces 
untersucht. Einige der in dieser Arbeit untersuchten Biomarker sind in den nach-
folgenden Abschnitten genauer beschrieben. 
 

2.3.1 Faeceswasser-Untersuchungen 

Es gibt wichtige Hinweise darauf, dass Faktoren im Darmlumen, die die Darmmu-
cosa schädigen, maßgeblich an der Entwicklung von Colontumoren beteiligt sind. 
Freie reaktive und lösliche Komponenten beeinflussen das intestinale Epithel 
wahrscheinlich stärker als Substanzen, die an eine unlösliche Matrix wie Ballast-
stoffe oder an die Bakterienmasse gebunden sind [Rafter et al. 2004]. Die wäss-
rige Phase einer Stuhlprobe (Faeceswasser, FW) liefert eine direkte Einschätzung 
des Potenzials einer Faeces-Probe, Schäden an der Colonmucosa zu verursachen. 
Sie wurde genutzt, um Erkenntnisse über mögliche Prozesse, die in die Colon-
krebsentstehung involviert sind wie Cytotoxizität und Genotoxizität, zu gewinnen 
[Gill und Rowland 2002]. Im Tiermodell zeigte sich eine hohe Korrelation zwi-
schen der diätabhängigen FW-Cytotoxizität und der In-vivo-Zellproliferation des 
Colonepithels [Lapre et al. 1993a]. Daher wird die Cytotoxizität von Faeceswas-
ser immer häufiger in Interventionsstudien als Biomarker für das Colonkrebsrisi-
ko genutzt [Geltner-Allinger et al. 1989, Glinghammar et al. 1997, Govers et al. 
1996, Rafter et al. 1987]. Einige Interventionsstudien mit Ernährungsformen, die 
mit einem erhöhten oder verminderten colorectalen Krebsrisiko assoziiert werden 
(siehe 2.1.2ff), konnten die FW-Cytotoxizität entsprechend modulieren. So redu-
zierte z.B. diätetisches Calcium die FW-Cytotoxizität vermutlich durch Fällen lös-
licher Gallensäuren und Fettsäuren [Govers et al. 1996, Lapre et al. 1993b, Van 
der Meer et al. 1991, Van der Meer et al. 1997].  
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Der Wechsel von einer Milchprodukte-reichen Ernährung zu einer Milchprodukte-
freien Diät führte zu einem Anstieg der FW-Cytotoxizität, möglicherweise bedingt 
durch eine verminderte Calciumaufnahme [Glinghammar et al. 1997]. Die FW-
Cytotoxizität von Probanden mit einer fettreichen, calciumarmen und ballast-
stoffarmen Ernährung war höher als die von Probanden unter einer fettarmen, 
calciumreichen und ballaststoffreichen Diät [Rafter et al. 1987]. Bei gesunden 
Probanden wurde eine gesteigerte Proliferation von Mucosazellen aus rectalen 
Biopsien durch einen erhöhten Fettverzehr (Maiskeimöl) beobachtet, die gleich-
zeitig mit einem Anstieg der Konzentration von Gallensäuren in Faeceswasser 
assoziiert war [Stadler et al. 1988b]. Eine hohe Aufnahme von Häm aus rotem 
Fleisch steigerte bei Ratten die Cytotoxizität von Faeceswasser und die Colon-
zellproliferation [Sesink et al. 1999, Sesink et al. 2000]. Versuche zur genotoxi-
schen Aktivität von Faeceswasser gaben Informationen zur Exposition von Colo-
nepithelzellen gegenüber potenziellen Carcinogenen und unterstützten die 
Annahme, dass diese Faeces-Fraktion wichtig bei der Vermittlung der Effekte von 
Nahrungskomponenten auf die maligne Transformation im Colon ist [Venturi et 
al. 1997]. Eine fettreiche, fleischreiche und ballaststoffarme Ernährung erhöhte 
das genotoxische Potenzial von Faeceswasser [Rieger et al. 1999]. Glinghammar 
et al. beobachteten bei der Umstellung einer Milchprodukte-reichen auf eine 
Milchprodukte-freie Diät trotz Anstieg der FW-Cytotoxizität keinen Einfluss auf 
die genotoxische Wirkung von Faeceswasser. Lipidkomponenten aus Faeceswas-
ser können AP-1 (activator protein 1) aktivieren, einen Transkriptionsfaktor, der 
mit der Promotion neoplastischer Transformationen in Verbindung gebracht wird 
[Glinghammar et al. 1999].  
 

2.3.2 Enzymatische Aktivität der Mikroflora 

Durch zahlreiche Studien wurde die Darmflora mit der Ätiologie von Colonkrebs 
in Verbindung gebracht und diese Beobachtungen bilden die theoretische Basis 
für den Einsatz von Darmflora-Biomarkern (Faeces-Biomarkern) [Gill und Row-
land 2002].  

Jeder gesunde erwachsene Mensch besitzt eine individuelle, weitgehend stabile 
Mikroflora mit >400 bisher identifizierten Bakterienspezies, die Konzentrationen 
von bis zu 1012 Zellen pro Gramm Darminhalt im Colon erreichen können [Reuter 
2001]. In der Colonflora Erwachsener überwiegen obligat anaerobe Bakterien wie 
Bacteroides, Bifidobakterien, Eubakterien, Clostridien und andere, mit individuell 
variierenden dominierenden Spezies. Die individuelle Flora kann sich unter ge-
wissen Umständen, z.B. bei akuter Diarrhoe und Antibiotikabehandlung, oder 
durch eine Ernährungsumstellung verändern [Guarner und Malagelada 2003].   
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Die Mikroflora kann bedeutende Effekte auf das Colonepithel ausüben. Sie ver-
hindert die Besiedelung des Darms mit pathogenen Keimen (Barrierefunktion) 
und ist an der Regulation der intestinalen Immunfunktion, einschließlich Tole-
ranz, beteiligt [Mai und Morris 2004]. Sie trägt außerdem zur Erhöhung der 
Stuhlmasse und damit vermutlich zur Verkürzung der Transitzeit und zur Ver-
minderung der Exposition des intestinalen Lumens mit toxischen Substanzen bei. 
Die Umsetzung von Substanzen aus der Nahrung durch die intestinale Mikroflora 
kann zu luminalen pH-Veränderungen führen. Die Mikroflora produziert als ge-
sundheitsfördernd geltende Substanzen wie kurzkettige Fettsäuren (siehe 2.3.4), 
aber auch schädliche Substanzen (Acetaldehyd und andere) und erleichtert die 
Metabolisierung und Aufnahme von Nahrungskomponenten wie Phytoöstrogenen 
und Vitaminen [Mai und Morris 2004]. Darüber hinaus führt sie zur Transformati-
on und/oder Exkretion von toxischen bzw. potenziell carcinogenen Substanzen 
wie sekundären Gallensäuren (siehe 2.3.3), Nitrosaminen und heterocyclischen 
Aminen. Daher werden bakterielle Enzyme, wie Azoreduktase, Nitroreduktase, 
7-α-Dehydroxylase (siehe 2.3.3), β-Glucuronidase und β-Glucosidase, die eine 
wichtige Rolle bei der Carcinogenaktivierung spielen, mit Colonkrebs in Verbin-
dung gebracht [Goldin und Gorbach 1976, Mastromarino et al. 1976]. Azoreduk-
tase katalysiert die reduktive Spaltung von Azoverbindungen, die zum Teil toxi-
sche, mutagene oder carcinogene Wirkung zeigen. Nitroreduktase ist an der 
Umwandlung von aromatischen Nitro-Verbindungen zu Aminen beteiligt, die   
ebenfalls häufig toxisch, mutagen oder carcinogen sind [Nakamura et al. 2002]. 

Die bakterielle β-Glucosidase kann zahlreiche, sehr unterschiedliche pflanzliche 
Glycoside hydrolysieren. Dabei können carcinogen wirkende Aglycone wie Azo-
xymethan und Cycasin freigesetzt werden, die in glycosidischer Form inaktiv sind 
[Steer et al. 2000]. Auch die protektive intestinale Mucusschicht könnte durch 
Einwirkung bakterieller β-Glucosidasen beeinträchtigt werden [Johansson et al. 
1990]. Ein Anstieg der β-Glucosidase-Aktivität kann jedoch auch als gesundheits-
fördernder Effekt angesehen werden, da dieses Enzym zur Freisetzung von Fla-
vonoiden mit antimutagenen, antioxidativen, anticancerogenen und immunstimu-
lierenden Eigenschaften führt [Wollowski et al. 2001]. 

Viele toxische und carcinogene Substanzen, auch endogen produzierte Kompo-
nenten wie Steroide, werden durch die Leber metabolisiert und anschließend mit 
Glucuronsäure konjugiert, bevor sie über die Galle in den Dünndarm ausgeschie-
den werden. Im Colon kann die bakterielle β-Glucuronidase die Konjugate hydro-
lysieren und damit die ursprünglichen Komponenten oder die entsprechenden 
hepatischen Metaboliten freisetzen. Das Coloncarcinogen DMH (1,2-Dimethyl-
hydrazin) wird z.B. in der Leber zu Methylazoxymethanol (MAM) metabolisiert 
und zum Teil als Konjugat in die Galle ausgeschüttet. Durch bakterielle Hydrolyse 
der Konjugate entsteht im Colon wieder freies MAM. Keimfreie Ratten, die mit 
DMH oder MAM behandelt werden, entwickeln weniger Colontumoren als konven-
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tionelle Tiere. Der Einsatz eines Glucuronidase-Inhibitors, verabreicht in Verbin-
dung mit dem Carcinogen, reduziert signifikant die Zahl von Tumoren im Ratten-
colon [Gill und Rowland 2002]. Bevölkerungsgruppen mit einem hohen Risiko für 
colorectalen Krebs weisen eine hohe Aktivität dieses Enzyms auf. Darüber hinaus 
ist die faecale β-Glucuronidase-Aktivität bei Colonkrebspatienten im Vergleich zu 
Gesunden signifikant erhöht [Kim und Jin 2001]. Die β-Glucuronidase-Aktivität 
kann durch die Ernährung moduliert werden. So steigerte eine fett- bzw. protein-
reiche Diät bei Ratten die Aktivität dieses Enzyms [Reddy et al. 1977]. Im Ver-
gleich zu Vegetariern zeigten Menschen beim Verzehr gemischter Kost ebenfalls 
eine erhöhte faecale β-Glucuronidase-Aktivität [Goldin et al. 1980]. Der Verzehr 
von Weizenkleie, Haferkleie und Vollkornroggen sowie Supplementierung mit 
Lactobacillus acidophilus reduzierte in Humanstudien dagegen die β-Glucuroni-
dase-Aktivität [Goldin et al. 1980, Grasten et al. 2000, Reddy et al. 1992]. Diese 
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die β-Glucuronidase der Mikroflora eine 
wichtige Rolle in der Ätiologie von Colonkrebs spielt.  
 

2.3.3 Gallensäuren 

Die häufigsten Gallensäuren (GS) beim Menschen sind die Chenodesoxycholsäure 
(CDCA) und die hydrophilere Cholsäure (CA, siehe Abb. 2.3). Diese primären 
Gallensäuren werden in der Leber aus Cholesterol synthetisiert, mit Glycin oder 
Taurin konjugiert und mit der Galle in den Dünndarm ausgeschieden, wo sie eine 
wichtige Rolle bei der Verdauung und Absorption von Nahrungslipiden spielen. 
Über 95% der konjugierten primären Gallensäuren, die bei intestinalem pH voll-
kommen ionisiert vorliegen, werden überwiegend aktiv durch einen Na+-abhängi-
gen Transport im terminalen Ileum rückresorbiert und gelangen über die Portal-
vene erneut zur Leber (enterohepatischer Kreislauf) [Meier und Stieger 2002]. 
Diese enterohepatische Zirkulation übersteigt deutlich die GS-Synthese aus Cho-
lesterol [Hofmann 1999]. Die restlichen 2-5% gelangen ins Colon und werden 
überwiegend durch die intestinale Flora dekonjugiert und durch 7-α-Dehydroxy-
lierung zu den hydrophoberen sekundären Gallensäuren Desoxycholsäure (DCA) 
und Lithocholsäure (LCA) metabolisiert. 
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Abb. 2.3: Umwandlung von primären Gallensäuren in sekundäre Gallensäuren durch die 
Darmflora. Dargestellt sind ausschließlich die in dieser Arbeit erfassten Gallensäuren 
[nach [Macdonald et al. 1983]].  

 

DCA und LCA, die über 80% der faecalen Gallensäuren ausmachen, wird eine 
wichtige Rolle in der Ätiologie von Colonkrebs durch Wirkung als Tumorpromoto-
ren zugeschrieben [Gill und Rowland 2002, Nagengast et al. 1995]. Sie können 
z.B. als Tumorpromotoren bei der chemisch induzierten Carcinogenese in Ratten 
wirken [Cohen et al. 1980, Reddy und Watanabe 1979]. In Humanstudien wiesen 
Patienten mit colorectalen Neoplasien höhere Konzentrationen von sekundären 
Gallensäuren in Faecesmaterial oder Darmflüssigkeit aus Colonoskopien als Pro-
banden mit normalem Colon auf [Imray et al. 1992, Kishida et al. 1997]. Außer-
dem zeigten Patienten mit Colontumoren neben einer erhöhten Mucosazellprolife-
ration höhere DCA- und LCA-Konzentrationen in Faeceswasser im Vergleich zu 
Probanden ohne pathologischen Befund [Stadler et al. 1988b]. Einige Studien 
haben gezeigt, dass die Konzentrationen von Gallensäuren in Faeceswasser 
durch Ernährungsinterventionen modifiziert werden können.  



2 Einleitung 23 

Dabei wurde eine gesteigerte Konzentration an Gallensäuren in Faeceswasser bei 
einer Ernährung, die mit einem erhöhten Colonkrebsrisiko in Verbindung ge-
bracht wird, beobachtet [Geltner-Allinger et al. 1989, Rafter et al. 1987]. Es 
scheint sogar möglich zu sein, durch diätetische Modifikationen die Konzentratio-
nen von Gallensäuren in Faeceswasser zu erhöhen, ohne den Gesamt-GS-Gehalt 
im Stuhl zu beeinflussen [Rafter et al. 1987]. Eine diätinduzierte Erhöhung der 
Konzentration an Gallensäuren im Colon führte bei Ratten zu einer erhöhten FW-
Cytotoxizität, verbunden mit einem Anstieg der Colonzellproliferation [Lapre und 
Van der Meer 1992].  

Aus In-vitro-Studien sind zahlreiche biologische und metabolische Effekte, insbe-
sondere der sekundären Gallensäuren LCA und DCA, bekannt. Einige Gallensäu-
ren wirkten cytotoxisch auf menschliche Colontumorzelllinien wie HT-29, 
HCT-116 und T-84 [Latta et al. 1993, van Munster et al. 1993]. LCA zeigte die 
stärkste Wirkung, gefolgt von CDCA und DCA, während CA in Konzentrationen 
bis 400µM nicht cytotoxisch war [Latta et al. 1993]. Die Cytotoxizität wird dabei 
häufig mit den relativen hydrophoben Eigenschaften der Gallensäuren in Verbin-
dung gebracht [Lapre et al. 1992, Powell et al. 2001].  

Die Mechanismen der Tumorpromotion durch Gallensäuren sind bisher unklar. 
Durch die Zellschädigung könnte infolge kompensatorischer Zellproliferation die 
Tumorbildung durch eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber Mutagenen oder durch 
Proliferation bereits initiierter Zellen gefördert werden [De Kok und van Maanen 
2000]. Sekundäre Gallensäuren konnten in hohen Konzentrationen (>300µM) 
DNA-Schäden in Colonadenocarcinomzellen induzieren [Venturi et al. 1997]. 
Durch DCA konnten in vitro auch an der Wachstumsregulation beteiligte Gene 
wie COX-2 [Glinghammar und Rafter 2001, Zhang et al. 1998] und Transkrip-
tionsfaktoren wie AP-1 [Qiao et al. 2000] und NFκB [Payne et al. 1998] aktiviert 
werden. Darüber hinaus wurde vermutet, dass sekundäre Gallensäuren die colo-
rectale Carcinogenese beeinflussen, indem sie zur Selektion apoptoseresistenter 
Epithelzellen führen [Hague et al. 1995, Payne et al. 1995]. Zellen aus der mor-
phologisch normalen Colonmucosa von Colonkrebspatienten zeigten in vitro nach 
Behandlung mit Natriumdesoxycholat eine verminderte Apoptoseinduktion im 
Vergleich zu Zellen gesunder Probanden [Bernstein et al. 1999, Garewal et al. 
1996]. Im Gegensatz zu den anderen Gallensäuren stellt die Ursodesoxycholsäu-
re (UDCA, Stereoisomer der CDCA), die durch intestinale Bakterien gebildet wird, 
vermutlich eher eine chemopräventive Substanz dar, die die Tumorentwicklung 
bei Ratten hemmen kann [Narisawa et al. 1998]. In vitro hemmte die nicht cyto-
toxische UDCA die Zellproliferation von Colonadenocarcinomzellen, induzierte 
aber keine Apoptose [Martinez et al. 1998].  
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2.3.4 Kurzkettige Fettsäuren 

Die kurzkettigen Fettsäuren (SCFA) Essigsäure (C2), Propionsäure (C3) und But-
tersäure (C4) sind die Hauptendprodukte der bakteriellen Fermentation und ma-
chen ca. 90% der kurzkettigen Fettsäuren im Dickdarm aus [Johnson 2002]. Sie 
haben eine trophische Wirkung auf die Darmschleimhaut, stimulieren den Blut-
fluss in der Colonmucosa und die Sauerstoffaufnahme, fördern die Na+- und 
Wasserresorption im Colon und wirken wahrscheinlich protektiv gegen Inflamma-
tion und Krebs (zusammengefasst in Mortensen und Clausen 1996). Protoniert 
sind die SCFA fettlöslich und können schnell durch die Zellmembran diffundieren 
[Wachtershauser und Stein 2000]. Die SCFA liegen im Colon mit einem pKS-Wert 
von ca. 4,8 bei physiologischem pH zu etwa 99% als Anion vor [Mortensen und 
Clausen 1996]. Die Mechanismen zur SCFA-Resorption sind bisher nicht vollstän-
dig geklärt. Neben der nicht-ionischen Diffusion werden die SCFA-Anionen ver-
mutlich über einen Carrier-vermittelten SCFA--HCO3

--Austausch in die Colonocy-
ten aufgenommen [Wachtershauser und Stein 2000]. Dieser Austausch an der 
luminalen Membran wird wahrscheinlich über den Monocarboxylat-Transporter 1 
(MCT1) vermittelt [Gill et al. 2005]. In menschlichem Colonadenom- und –carci-
nomgewebe wurde eine verminderte MCT1-Expression in Abhängigkeit der Tu-
mor-Malignität beobachtet [Lambert et al. 2002]. In den meisten Carcinomgewe-
be-Proben mit niedrigem MCT1-Spiegel war gleichzeitig der Glucose-Transporter 
GLUT1 mit hoher Affinität zu Glucose exprimiert, während bei normalen Gewebe-
Proben der Glucose-Transporter GLUT2 mit niedriger Glucoseaffinität detektiert 
wurde [Lambert et al. 2002]. Möglicherweise findet im Zuge der malignen Trans-
formation bei Colonepithelzellen eine Umstellung im Metabolismus von Butyrat 
auf Glucose zur Nutzung als Energiequelle statt. Auch die in dieser Arbeit ver-
wendete Coloncarcinomzelllinie HT-29 zeigt einen gestörten Glucosemetabolimus 
mit hohem Glucoseverbrauch [Rousset 1986]. Darüber hinaus wurde für SCFA 
ein Na+-gekoppelter Transporter (SLC5A8) identifiziert. SLC5A8 stellt ein Tumor-
Suppressorgen dar, das bei Colonkrebs ebenfalls herunterreguliert wird [Miyauchi 
et al. 2004]. 

SCFA spielen eine zentrale Rolle in der Colonhomöostase und werden als Regula-
toren der Proliferation der Colonmucosa angesehen. Insbesondere Butyrat wird in 
vivo von den Colonepithelzellen zu 70-90% metabolisiert, als Energiequelle be-
nutzt und übt trophische Effekte auf die Colonmucosa aus [Wachtershauser und 
Stein 2000]. Dagegen hemmen einige SCFA in vitro die Proliferation von Colon-
tumorzellen und induzieren Differenzierung und Apoptose, wobei Butyrat die 
stärkste Wirkung zeigt, gefolgt von Propionat [Gamet et al. 1992, Hague et al. 
1995]. Die Behandlung der in dieser Arbeit eingesetzten undifferenzierten HT-29 
Zellen mit 5mM Na-Butyrat führte zur Isolierung eines Zellclons (HT-29 Clon 
19A) aus permanent differenzierten Zellen [Augeron und Laboisse 1984].  
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Die gegensätzlichen Effekte von Butyrat auf normale und neoplastische Colono-
cyten könnten auf Unterschieden in der Verfügbarkeit alternativer Energiequellen 
(z.B. Glucose) bzw. Veränderungen im Butyratmetabolismus von Tumorzellen 
beruhen, was zur Akkumulation von intrazellulärem Butyrat und damit zur 
Wachstumshemmung führen könnte [Singh et al. 1997].  

Die meisten In-vitro-Studien über mögliche krebsprotektive Wirkungsmechanis-
men von SCFA wurden mit Butyrat durchgeführt. In HT-29 Zellen hemmte Buty-
rat in vitro die Proliferation durch Induktion eines G1-Phase-Arrests im Zellzyklus 
[Kobayashi et al. 2003] und induzierte unabhängig von p53, das bei dieser Zellli-
nie in mutierter Form vorliegt, Apoptose [Heerdt et al. 1994]. Über eine nicht-
kompetitve Hemmung der Histon-Deacetylase kann Butyrat zur Histon-Hyper-
acetylierung führen, was eine Veränderung der Chromatinstruktur zur Folge hat 
und z.B. die Genexpression von ras, c-myc und des Zellzyklusinhibitors p21 in 
HT-29 Zellen (siehe 2.1.1) modulieren kann [Wu et al. 2001]. Butyrat nimmt  
außerdem Einfluss auf inflammatorische Prozesse. Über eine Hemmung der 
Histon-Deacetylase konnte Butyrat in HT-29 Zellen auch die COX-2-Aktivierung 
durch TNF-α unterdrücken [Tong et al. 2004]. Die Aktivierung des inflammatori-
schen Transkriptionsfaktors NFκB über TNF-α konnte in Colonepithelzellen von  
M. Crohn-Patienten durch Butyrat deutlich vermindert werden [Segain et al. 
2000]. 
 

2.4 Carotinoide in der menschlichen Ernährung 

2.4.1 Struktur, Vorkommen, Eigenschaften 

Carotinoide stellen im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitete Farbstoffe dar, die 
von Pflanzen, Algen, Bakterien und Pilzen synthetisiert und über die Nahrung in 
den tierischen und menschlichen Organismus aufgenommen werden. Aufgrund 
der chemischen Struktur werden die Carotinoide in Carotine - reine Kohlenwas-
serstoff-Verbindungen - und in die sauerstoffhaltigen Xantophylle unterteilt.  
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Abb. 2.4: Einteilung der Carotinoide in Abhängigkeit ihres Oxidationsstatus. In Pflanzen 
kommen Carotinoide in erster Linie als all-trans-Isomere vor [Castenmiller und West 
1998]. Durch Nahrungsmittelverarbeitung, insbesondere Erhitzen, kann cis-Isomeri-
sierung stattfinden. Carotine weisen eine bedeutend höhere Hitzestabilität auf als Xan-
thophylle [Watzl und Bub 2001]. Lycopin wird als erstes farbiges Carotinoid in der Bio-
synthese vieler anderer natürlicher Carotinoide betrachtet. Primäre Carotinoide wie 
β-Carotin, Lutein und Zeaxanthin werden für die Photosynthese benötigt, während se-
kundäre Carotinoide aus Früchten und Blüten wie α-Carotin, Lycopin und Canthaxanthin 
nicht direkt mit dem Überleben einer Pflanze in Verbindung gebracht werden [Delgado-
Vargas und Paredes-López 2003].  



2 Einleitung 27 

Carotinoide bestehen aus einem symmetrisch aufgebauten Tetraterpengerüst aus 
acht Isopreneinheiten und stellen aufgrund ihrer langen Kohlenwasserstoff-
Ketten stark lipophile Verbindungen dar, die im Organismus vor allem in Bio-
membranen und in Lipoproteinen zu finden sind. In höheren Pflanzen finden sich 
Carotinoide in Geweben und Blättern für die Photosynthese in den Chloro-
plasten; in Früchten und alternden Blättern kommen sie in den Chromoplasten 
vor. Carotinoide können frei, verestert und in nicht kovalenten Komplexen mit 
Proteinen vorliegen. Durch Absorption von bestimmten Anteilen des sichtbaren 
Lichts durch die konjugierten Doppelbindungen sind Carotinoide farbig, meist 
gelb, orange oder rot. Während grünblättriges Gemüse, in dem das Farbspekt-
rum der Carotinoide durch Chlorophyll überdeckt wird, vor allem Xanthophylle 
enthält, finden sich Carotine überwiegend in orange-gelb-rotem Obst und Gemü-
se. Außer Obst und Gemüse trägt beim Menschen auch der Verzehr von Fischen 
(z.B. Lachs), Meeresfrüchten, Pilzen und Eiern sowie von Milch und Milchproduk-
ten zur Carotinoid-Versorgung bei [Elmadfa und Majchrzak 1998, Ollilainen et al. 
1989]. Carotinoide werden außerdem als Futtermittel-Zusatzstoffe und Lebens-
mittelfarbstoffe z.B. in Margarine, Butter, Limonaden und Fruchtkonserven und in 
Vitaminpräparaten eingesetzt. Bei gemischter Kost beträgt die durchschnittliche 
Carotinoid-Zufuhr ohne Supplementierung ca. 5-6mg/Tag [Pelz et al. 1998], wo-
bei das Carotinoid-Spektrum und die Konzentrationen der Carotinoide im Blut-
plasma von den individuellen Ernährungsgewohnheiten abhängen [Muller et al. 
1999, Watzl und Bub 2001]. Von den über 600 identifizierten Carotinoiden kön-
nen bis zu 50 vom Menschen aus der Nahrung resorbiert und metabolisiert wer-
den, während im menschlichen Blut bisher 34 Carotinoide, einschließlich Isome-
ren und Metaboliten, nachgewiesen werden konnten [Khachik et al. 1997]. Die 
häufigsten Carotinoide im Plasma stellen β-Carotin, Lycopin, Lutein, β-Crypto-
xanthin, α-Carotin und Zeaxanthin dar. Neuere Daten aus verschiedenen europä-
ischen Ländern zeigen Plasmakonzentrationen für β-Carotin in einem Bereich von 
0,06-2,20µmol/l; bei Lycopin 0,04-2,06µmol/l; Lutein 0,07-1,00µmol/l; β-Cryp-
toxanthin 0-1,41µmol/l; α-Carotin 0-0,96µmol/l und für Zeaxanthin 0,01-
0,51µmol/l [Al Delaimy et al. 2004, Olmedilla et al. 2001]. α- und β-Carotin wer-
den in Deutschland hauptsächlich über Karotten, Lutein über grünes Gemüse und 
Salat und Zeaxanthin über Mais aufgenommen. Tomaten und Tomatenprodukte 
stellen die Hauptquelle für Lycopin dar. Paprika und Orangen bzw. Orangensaft 
sind die wichtigsten β-Cryptoxanthin-Quellen [Pelz et al. 1998]. 
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2.4.2 Bioverfügbarkeit, Resorption und Metabolismus  

Die Absorption der Carotinoide erfolgt entsprechend der intestinalen Lipidauf-
nahme. Nach Freisetzung aus der jeweiligen Lebensmittelmatrix werden Caroti-
noide in Anwesenheit von Fett und Gallensäuren in Lipidtröpfchen emulgiert, an-
schließend in gemischte Micellen aus Gallensäuren, freien Fettsäuren, Mono-
glyceriden und Phospholipiden eingelagert und vermutlich im Dünndarm über 
passive Diffusion entlang des Konzentrationsgefälles aufgenommen [Yeum und 
Russell 2002]. In Abhängigkeit des jeweiligen Carotinoids und zahlreicher ande-
rer Faktoren können so maximal 50-70% der zugeführten Carotinoid-Menge re-
sorbiert werden. Die Zubereitung eines Lebensmittels (z.B. thermische Behand-
lung), die mechanische Zerkleinerung der Nahrung und der pH-Wert im Magen 
spielen eine wichtige Rolle für die Bioverfügbarkeit von Carotinoiden [Watzl und 
Bub 2001]. Der Verzehr von verarbeiteten Lebensmitteln wie gekochten (pürier-
ten) Karotten oder Tomatenpaste führt beispielsweise zu einem deutlich höheren 
Anstieg der Plasma-Carotinoidspiegel als die Aufnahme entsprechender Caroti-
noid-Mengen aus rohen Karotten bzw. Tomaten [Gartner et al. 1997, Rock et al. 
1998]. Andere Nahrungsbestandteile können die Verfügbarkeit von Carotinoiden 
ebenfalls beeinflussen. Ungenügende Lipidzufuhr, erniedrigter Gallenfluss und die 
Aufnahme von Ballaststoffen (z.B. Pectin) können die Verfügbarkeit von Caroti-
noiden vermindern [Biesalski et al. 2002, Rock und Swendseid 1992]. Auch der 
Verzehr von mit Pflanzensterolen angereicherter Margarine und nicht-resor-
bierbaren Saccharosepolyestern behindert die intestinale Carotinoid-Resorption 
[Weststrate und Meijer 1998, Weststrate und van het Hof 1995]. Carotinoide 
können sich gegenseitig in ihrer Aufnahme hemmen, indem sie wahrscheinlich 
um die micelläre und intestinale Aufnahme sowie den lymphatischen Transport 
konkurrieren. So hemmen sich Lutein und β-Carotin in ihrer Aufnahme. β-Carotin 
reduziert außerdem die Absorption von Canthaxanthin und kann die Lycopinauf-
nahme erhöhen, dagegen beeinflussen Canthaxanthin und Lycopin die Aufnahme 
von β-Carotin nicht [Johnson et al. 1997, van het Hof et al. 2000, Yeum und 
Russell 2002].  

Vermutlich ist auch die Isomerenform von Carotinoiden für deren intestinale Auf-
nahme von Bedeutung. Im Plasma liegt β-Carotin hauptsächlich als all-trans-   
Isomer vor. Unterschiede im Serumanstieg der Isomere nach oraler Gabe von 
β-Carotin in all-trans- und 9-cis-Form deuten an, dass all-trans-β-Carotin intesti-
nal selektiv resorbiert werden könnte. Alternativ könnte eine Isomerisierung des 
cis-Isomers zu all-trans-β-Carotin zwischen Nahrungsaufnahme und Erscheinen 
im Plasma stattfinden [Stahl et al. 1993, You et al. 1996]. Auch Lycopin findet 
sich in der Natur primär in der all-trans-Konfiguration, während die cis-Formen 
über 50% des gesamten Lycopins im menschlichen Serum und in den Geweben 
ausmachen können [Clinton et al. 1996, Stahl et al. 1992].  
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In den Enterocyten werden die Carotinoide bzw. ihre Metabolite (v.a. Retinyl-
ester) in Chylomikronen eingebaut und über die Lymphe ins Blut transportiert. 
Auf dem Weg zur Leber wird bereits ein Teil der Carotinoide beim Abbau der 
Chylomikronen durch endothelständige Lipoproteinlipasen freigesetzt. Die ver-
bleibenden Carotinoide werden mit den Chylomikronen-Remnants durch die Le-
ber aufgenommen, die für den weiteren Transport VLDL (very low density li-
poproteins) sezerniert. Die VLDL werden im Plasma zu LDL (low density 
lipoproteins) umgebaut und in extrahepatische Gewebe aufgenommen. Während 
die lipophilen Carotine vor allem in VLDL und LDL transportiert werden, finden 
sich die polareren Xanthophylle zu etwa gleichen Teilen in LDL und HDL (high 
density lipoproteins) verteilt. Gewebe mit hoher Zahl an LDL-Rezeptoren wie Le-
ber, Testes und Nebennieren und das Fettgewebe akkumulieren Carotinoide ver-
mutlich passiv [Yeum und Russell 2002]. Die Unterschiede in den Carotinoid-
Konzentrationen bzw. im Carotinoid-Muster deuten jedoch darauf hin, dass auch 
andere Faktoren eine Rolle bei der Carotinoid-Aufnahme in verschiedene Gewebe 
spielen. So reichern sich beim Menschen selektiv, z.B. Lutein und Zeaxanthin in 
der Macula8 des Auges, und Lycopin im Hodengewebe an [Watzl und Bub 2001].  

Provitamin-A-Carotinoide wie β-Carotin, α-Carotin und β-Cryptoxanthin werden 
bereits in der intestinalen Mucosa zum Teil in Vitamin A9 umgewandelt. Ca. 50-
60 Carotinoide zeigen Provitamin-A-Aktivität, wobei β-Carotin das wichtigste Pro-
vitamin in der menschlichen Ernährung darstellt. Das Enzym β-Carotin-15,15`-
Oxygenase katalysiert die zentrale symmetrische Spaltung von β-Carotin zu zwei 
Molekülen Retinal und kommt nicht nur in den Enterocyten, sondern z.B. auch in 
Leber und Lunge vor [Biesalski et al. 2002]. Retinal kann reversibel zu Retinol 
reduziert und zu Retinylestern verestert oder irreversibel zu Retinsäure oxidiert 
werden. Daneben kann eine asymmetrische oxidative Spaltung von β-Carotin zur 
Bildung von Apocarotenalen verschiedener Kettenlänge führen, wobei die Alde-
hyde nachfolgend ebenfalls zu Retinal bzw. zu Retinsäure metabolisiert werden 
können. Von Kiefer et al. wurde ein Enzym identifiziert, das die asymmetrische 
oxidative Spaltung von β-Carotin an der 9`,10`-Doppelbindung katalysiert und 
zur Bildung von β-Apo-10`-Carotenal und β-Ionon führt [Kiefer et al. 2001]. 
β-Apocarotenale können aber auch durch Cooxidation über Lipoxygenasen, Auto-
xidation oder Reaktion mit freien Radikalen entstehen [Yeum und Russell 2002].  

Neueren Daten zufolge haben 12µg β-Carotin oder 24µg anderer Provitamin-A-
Carotinoide die gleiche biologische Vitamin-A-Aktivität wie 1µg Retinol (retinol 
activity equivalent) [IOM 2000].  

                                       
8 Macula lutea: Gelber Fleck der Netzhaut, Region des schärfsten Sehens. 
9 Vitamin A: Als Vitamin A werden hier die Verbindungen bezeichnet, die alle Wirkungen des Vitamins zeigen 

(Retinol, Retinal, Retinylester).  
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Im Gegensatz zu Vitamin A verursacht eine Supplementierung von β-Carotin in 
hoher Dosis z.B. bei erythropoetischen Protoporphyrien10 keine Hypervitaminose 
oder Teratogenität, was andeutet, dass die β-Carotin-Spaltung zu Vitamin A 
streng reguliert wird [Bachmann et al. 2002].  
 

2.4.3 Funktionen und Wirkungen von Carotinoiden 

Neben ihrer Bedeutung als Farbstoffe in Blüten und Früchten haben Carotinoide 
als lichtsammelnde Pigmente eine wichtige Funktion in der Photosynthese und 
schützen Chlorophyll außerdem vor der photooxidativen Zerstörung. Xanthophyl-
le besitzen aufgrund ihres hydroxylierten Iononrings keine Provitamin-A-
Wirkung, ausgenommen β-Cryptoxanthin, das nur an einem Iononring hydroxy-
liert ist. Als Provitamine haben Carotinoide Bedeutung beim Sehprozess und sind 
an der Regulation von Zellwachstum und Zelldifferenzierung beteiligt. Doch auch 
von Carotinoiden ohne Provitamin-A-Wirkung sind zahlreiche Schutzwirkungen 
bekannt (siehe 2.4.4ff). In Fall- und Kohortenstudien zeigte sich ein deutlicher 
Zusammenhang zwischen der Inzidenz von Lungenkrebs und der β-Carotin-
Aufnahme aus Obst und Gemüse bzw. der β-Carotin-Plasmakonzentration [van 
Poppel und Goldbohm 1995]. Auch in mehreren prospektiven Studien wurde eine 
negative Korrelation zwischen der Carotinoid-Aufnahme und dem Lungenkrebsri-
siko beobachtet [Holick et al. 2002, Michaud et al. 2000], wobei die Daten aus 
zwei US-Kohortenstudien auf eine positive Wirkung vor allem von α-Carotin und 
Lycopin hinweisen [Michaud et al. 2000]. Interventionsstudien konnten protekti-
ve Carotinoid-Effekte jedoch nicht bestätigen [ATBC 1994, Hennekens et al. 
1996, Lee et al. 1999, Omenn et al. 1996]. Eine mehrjährige Supplementierung 
mit β-Carotin führte bei starken Rauchern bzw. bei Asbest-exponierten Personen 
sogar zu einer Erhöhung des Lungenkrebsrisikos [ATBC 1994, Omenn et al. 
1996]. Ein hoher Verzehr von Tomaten und Tomatenprodukten mit Lycopin als 
Hauptcarotinoid war in mehreren epidemiologischen Studien mit einem vermin-
derten Risiko für Prostatakrebs verbunden [Etminan et al. 2004, Giovannucci 
2002]. Der dreiwöchige Verzehr von Tomatenextrakt oder Tomatensoße (30mg 
Lycopin/Tag) steigerte den apoptotischen Zelltod in Tumoren von Prostatakrebs-
patienten [Kim et al. 2003, Kucuk et al. 2002]. Daten aus einer prospektiven 
Studie lassen vermuten, dass Carotinoide, insbesondere β-Carotin und Lycopin, 
auch vor der Entwicklung von Brustkrebs schützen [Sato et al. 2002].  

                                       
10 Erythropoetische Protoporphyrie: Durch eine angeborene Störung in der Biosynthese von Häm kommt es 

unter anderem zur Anreicherung von Protoporphyrin in der Haut. Die bei dieser Krankheit auftretenden Haut-
läsionen stammen vermutlich von der lichtinduzierten Anregung von Protoporphyrin und der nachfolgenden 
Entstehung von Singulettsauerstoff (siehe Abschnitt 2.4.4.1) und/oder freien Radikalen. 
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Die Ergebnisse aus Observationsstudien, die für protektive Effekte eines hohen 
Obst- und Gemüseverzehrs, reich an Carotinoiden (vor allem β-Carotin), auf 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen sprachen [Kohlmeier und Hastings 1995], konnten 
Interventionsstudien mit β-Carotin wiederum nicht bestätigen [ATBC 1994, Hen-
nekens et al. 1996, Omenn et al. 1996]. In einer großen europäischen Studie 
war bei den Probanden der Lycopin-Gehalt im Fettgewebe invers mit dem Herzin-
farktrisiko korreliert; β-Carotin schien zu diesem protektiven Effekt nicht beizu-
tragen [Kohlmeier et al. 1997]. Bei Rauchern mit hoher Lycopinaufnahme wurde 
in der Rotterdam-Studie ein erniedrigtes Risiko für Herz-Kreislauf-Erkrankungen 
beobachtet [Klipstein-Grobusch et al. 2000]. Dagegen zeigten Untersuchungen 
der WHS (Women`s Health Study) und NHS keine signifikante Assoziation zwi-
schen der Aufnahme von Lycopin und dem Risiko für Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen [Osganian et al. 2003, Sesso et al. 2003]. Der Verzehr von Tomatenpro-
dukten schien jedoch protektiv zu wirken [Sesso et al. 2003]. Lycopin (60mg/Tag 
über drei Monate) konnte in einer Humaninterventionsstudie die LDL-Cholesterol-
Konzentration im Plasma vermindern. In vitro konnten Lycopin und β-Carotin bei 
Makrophagen die Aktivität der HMGCoA-Reduktase11, einem Schlüsselenzym der 
Cholesterinsynthese, hemmen und die Aktivität von LDL-Rezeptoren erhöhen 
[Fuhrman et al. 1997].  

Aufgrund der selektiven Akkumulation von Lutein und Zeaxanthin in der Augen-
linse und der Macularegion der Netzhaut wurde vermutet, dass diese Xanthophyl-
le als Antioxidanzien im Auge vor Schäden durch reaktive Sauerstoffverbindun-
gen bzw. freie Radikale, die mit der Kataraktentwicklung und altersabhängigen 
Maculadegeneration in Verbindung gebracht werden, schützen [Krinsky et al. 
2003].   
 

2.4.4 Molekulare Wirkungsmechanismen von Carotinoiden  
auf die Carcinogenese 

Zahlreiche In-vitro- und In-vivo-Studien zur Erforschung der Wirkung von Caro-
tinoiden auf die Carcinogenese auf molekularer Ebene wurden durchgeführt und 
folgende Wirkungsmechanismen werden in diesem Zusammenhang diskutiert:  

2.4.4.1 Antioxidative Wirkungen 

Carotinoide besitzen die Fähigkeit zur Inaktivierung (Quenching) von Singulett-
sauerstoff (1O2, siehe Abb. 2.5), eine Verbindung, die durch photochemische Re-
aktionen bei der Lichtabsorption entstehen kann, aber auch vermehrt durch pha-
gozytierende Leukocyten im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr gebildet 

                                       
11 HMGCoA=3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A 
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wird. Singulettsauerstoff ist hochreaktiv und kann wie andere reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS, z.B. Hydroxyl-, Peroxyl- und Superoxidanionradikale) Nuklein-
säuren, Aminosäuren und ungesättigte Fettsäuren oxidieren und damit die Ent-
stehung von Arteriosklerose bzw. Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs fördern 
[Watzl und Bub 2001]. Carotinoide können auf diese Weise auch triplett-
angeregte Verbindungen (angeregte Photosensitizer wie Chlorophyll, Protopor-
phyrin), die zur Erzeugung von Radikalen und 1O2 beitragen, desaktivieren. Bei 
Patienten mit erythropoetischer Protoporphyrie (siehe 2.4.2) kann eine 
β-Carotin-Supplementierung in hoher Dosierung zur Prävention von lichtinduzier-
ten Hautläsionen eingesetzt werden [Mathews-Roth 1993]. In Humanstudien 
konnte auch der Schutz durch Carotinoide vor UV-Licht-induzierten Erythemen 
bestätigt werden [Gollnick et al. 1996, Heinrich et al. 2003, Stahl et al. 2000a]. 
In vitro zeigte β-Carotin in physiologischen Konzentrationen (0,5µM-5µM) bei 
menschlichen Hautfibroblasten jedoch auch prooxidative Wirkung mit einem An-
stieg der UVA-induzierten Stressantwort [Obermueller-Jevic et al. 1999]. Aus 
epidemiologischen oder Interventionsstudien gibt es bisher keine eindeutigen 
Belege für eine Hautkrebs-präventive Wirkung von Carotinoiden beim Menschen 
[Biesalski und Obermueller-Jevic 2001, Sies und Stahl 2004]. 

 

Carotinoide können als Radikalfänger, wie in Abb. 2.5 dargestellt, auch zur 
Hemmung der Lipidperoxidation durch Desaktivierung von Peroxylradikalen 
(ROO•) beitragen.  

Inaktivierung von Singulettsauerstoff:

1O2 + Car → 3O2 + 3Car•

3Car• → Car + Wärme

Möglichkeiten zur Desaktivierung von von Peroxylradikalen:

ROO• + Car → ROO- + Car+• (Elektronentransfer)

ROO• + Car → Car• + ROOH   (Abgabe von Wasserstoff-Atomen)

ROO• + Car → ROOCar• (Addition)
 

Abb. 2.5: Wechselwirkungen von Carotinoiden mit reaktiven Sauerstoffspezies. Die Inak-
tivierung von 1O2 erfolgt durch Energieübertragung auf die Carotinoide, die vorüberge-
hend in einen angeregten Triplettzustand übergehen und über Abgabe von Wärme wieder 
in ihren Grundzustand zurückkehren. Carotinoide können in einem ersten Schritt außer-
dem Peroxylradikale abfangen, wodurch aus Carotinoid-Molekülen z.B. langlebige Car+•-
Radikale und resonanzstabilisierte Peroxylcarotinoid-Radikale entstehen [Young und Lowe 
2001]. Car+•-Radikale können z.B. durch Reaktionen mit Ascorbinsäure und Vitamin E 
regeneriert werden.  
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Die Desaktivierung der Radikale hängt jedoch vom vorherrschenden Sauerstoff-
partialdruck ab. In vitro können Carotinoide bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck, 
wie er unter physiologischen Bedingungen in den meisten Geweben vorherrscht, 
effektive Antioxidanzien darstellen. Bei hohem Sauerstoffpartialdruck (physiolo-
gisch z.B. in der Lunge) könnten, insbesondere bei hohen Carotinoid-Konzen-
trationen, durch Autoxidation der Carotinoide jedoch auch Produkte entstehen, 
die prooxidativ wirken [Young und Lowe 2001]. Während in Humanstudien eine 
Carotinoid-Supplementierung den Schutz vor LDL-Oxidation und oxidativer DNA-
Schädigung ex vivo nicht verbessern konnte [Collins et al. 1998, Hininger et al. 
2001], wurde bei erhöhtem Verzehr von carotinoidreichen Gemüse- und Obstar-
ten eine verstärkte Hemmung der Lipidperoxidation und der oxidativen DNA-
Schädigung beobachtet [Bub et al. 2000, Chopra et al. 2000, Porrini und Riso 
2000, Thompson et al. 1999, Visioli et al. 2003]. Die Oxidation von LDL wird als 
ein wichtiger Faktor in der Entwicklung von Arteriosklerose und damit Herz-
Kreislauf-Erkrankungen angesehen. 
 

2.4.4.2 Immunmodulierende Wirkungen 

Eine Stimulation des Immunsystems fördert die effektive Bekämpfung von 
Krebszellen und in den Körper eindringender Mikroorganismen, die zum Teil auch 
die Tumorentstehung begünstigen [Hughes 1999]. Immunmodulatorische Effekte 
von Carotinoiden beruhen möglicherweise zum Teil auf ihren antioxidativen Ei-
genschaften. Da die Produktion von reaktiven Sauerstoffmetaboliten eine Funk-
tion in der Immunabwehr darstellt, sind immunkompetente Zellen wie phagozy-
tierende Leukozyten häufiger von Verschiebungen im Gleichgewicht zwischen 
Prooxidanzien und Antioxidanzien betroffen bzw. enthalten im Allgemeinen auch 
höhere Konzentrationen an mit der Nahrung zugeführten Antioxidanzien als an-
dere Zellen [Meydani et al. 1995]. Langzeit-Supplementierung mit β-Carotin 
(30mg/Tag) konnte vor UVA-induzierter Immunsuppression schützen [Biesalski 
und Obermueller-Jevic 2001]. Außerdem erhöhte eine langfristige β-Carotin-
Supplementierung (50mg jeden zweiten Tag über zwölf Jahre) die natürliche Kil-
lerzellaktivität, allerdings nur bei Männern über 65 Jahre [Santos et al. 1996]. 
Bei jüngeren Männern (18-60 Jahre) war die Expression von Adhäsions- und 
MHCII-Molekülen (major histocompatibility complex, zur Antigenpräsentation) 
sowie die ex vivo-Sekretion von TNF-α in Blutmonozyten nach einer β-Carotin-
Supplementierung von 15mg/Tag über 26 Tage erhöht [Hughes et al. 1997]. Ly-
copin (bzw. Tomatensaft) zeigte bei ansonsten carotinoidarmer Ernährung in 
Humaninterventionsstudien eine deutliche immunstimulierende Wirkung [Watzl 
et al. 1999, Watzl et al. 2003]. Bei guter Carotinoid-Versorgung konnte durch 
Tomatensaft-Konsum jedoch keine Stimulation von Immunfunktionen beobachtet 
werden [Watzl et al. 2000].  
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Auf welchen Mechanismen immunmodulierende Carotinoid-Effekte beruhen und 
ob diese auf bestimmte Carotinoide zurückgehen, ist bisher unklar [Watzl und 
Bub 2001].  
 

2.4.4.3 Einfluss auf den Fremdstoffmetabolismus 

Durch Oxidations- und Reduktionsreaktionen sowie Hydrolyse wandeln Phase-I- 
Enzyme wie Cytochrom-P450-abhängige Monooxygenasen (CYP) und Hydroxyla-
sen apolare, lipohile Stoffe durch Einführung oder Demaskierung funktioneller 
Gruppen in polare, hydrophilere Substanzen um. Diese können nachfolgend 
durch von Phase-II-Enzymen wie UDP-Glucuronosyl-Transferasen12, Sulfotransfe-
rasen, Acetyltransferasen und Glutathion-S-Transferasen (GST) katalysierte Kon-
jugationsreaktionen in wasserlösliche Derivate überführt und anschließend aus-
geschieden werden. Während Phase-I-Enzyme zum Teil zur Aktivierung von 
Procarcinogenen führen, können Phase-II-Enzyme die Entgiftung aktivierter Car-
cinogene beschleunigen. In Tierstudien induzierten einige Carotinoide Cyto-
chrom-P450-Enzyme (Übersicht in Sharoni et al. 2004). Während β-Carotin, Lu-
tein und Lycopin keine Effekte zeigten, induzierten Canthaxanthin und Asta-
xanthin in Ratten die Cytochrom-P450-Enzyme CYP1A1 und CYP1A2; ähnliche 
Effekte wurden durch β-Apo-8`-Carotenal beobachtet. Lycopingabe führte bei 
Ratten dosisabhängig (0,001-0,1g/kg) zur Induktion von Leber CYP1A1/2, 2B1/2 
und 3A [Breinholt et al. 2000]. Beim Menschen waren Plasma-Luteinspiegel ne-
gativ mit der CYP1A2-Aktivität assoziiert, während Lycopinspiegel positiv mit der 
Enzymaktivität korreliert waren [Le Marchand et al. 1997]. Paolini et al. [1999] 
beobachteten in den Lungen von Ratten, die mit β-Carotin in hoher Dosis 
(500mg/kg Körpergewicht) supplementiert wurden, einen signifikanten Anstieg 
der Cytochrome CYP1A1/2, CYP2A1, CYP2B1 und CYP3A1. Ob β-Carotin oder Zer-
fallsprodukte für diese Effekte verantwortlich waren, ging aus dieser Studie nicht 
hervor [Paolini et al. 1999].  

Die Carotinoide Canthaxanthin und Astaxanthin konnten bei Ratten Phase-II-
Enzyme wie p-Nitrophenol-UDP-Glucuronosyltransferase und NAD(P)H:Quinon-
oxidoreductase13 induzieren [Sharoni et al. 2004]. Der hemmende Effekt von Ly-
copin auf die durch 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen-induzierte Tumorentwicklung 
in den Backentaschen von Hamstern wurde mit einem Anstieg der Spiegel von 
Glutathion, Glutathionperoxidase und -reduktase sowie dem Phase-II-Enzym 
Glutathion-S-Transferase (GST) in der Backentaschen-Schleimhaut in Verbindung 
gebracht [Bhuvaneswari et al. 2001, Sharoni et al. 2004].   

                                       
12 UDP=Uridin-5’-diphosphat 
13 NAD(P)H=reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (-phosphat) 
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2.4.4.4 Einfluss auf die Zellproliferation und Zelldifferenzierung 

Zahlreiche In-vitro-Studien haben eine antiproliferative Wirkung von mehreren 
Carotinoiden wie β-Carotin, α-Carotin, Canthaxanthin - unabhängig von der Um-
wandlung in Vitamin A - auf verschiedene menschliche Tumorzelllinien, ein-
schließlich Coloncarcinomzellen, nachgewiesen [Amir et al. 1999, Briviba et al. 
2001, Onogi et al. 1998]. Häufiger war die beobachtete Proliferationshemmung 
verbunden mit einer Apoptoseinduktion [Briviba et al. 2001, Palozza et al. 1998]. 
Auch Lycopin hemmte in vitro die Proliferation mehrerer Krebszellarten, darunter 
Brust-, Lungen- und Endometriumkrebszellen, wobei Lycopin im Vergleich zu α- 
und β-Carotin eine stärkere antiproliferative Wirkung zu haben schien [Levy et al. 
1995]. In mehreren Studien war die Wachstumshemmung von Lycopin mit einer 
Verzögerung der Zellzyklusprogression verbunden [Amir et al. 1999, Karas et al. 
2000, Nahum et al. 2001]. β-Carotin induzierte eine ähnliche Zellzyklusverzöge-
rung in der G1-Phase in normalen menschlichen Fibroblasten [Stivala et al. 
2000]. Bei einer In-vitro-Untersuchung von Brustkrebszellen (MCF-7) konnte ei-
ne Wachstumsstimulation durch IGF-I durch physiologische Konzentrationen von 
Lycopin deutlich reduziert werden, ohne apoptotischen oder nekrotischen Zelltod 
zu induzieren. Gleichzeitig wurde ein Anstieg in membran-assoziierten IGF-Bin-
dungsproteinen, die die IGF-I-Rezeptoraktivierung negativ regulieren, beobachtet 
[Karas et al. 2000]. Beim Menschen wurde eine starke inverse Korrelation zwi-
schen dem Verzehr von gekochten Tomaten und dem zirkulierenden IGF-I beo-
bachtet [Mucci et al. 2001]. Erhöhte IGF-I-Spiegel werden mit einem gesteiger-
ten Risiko für Lungen-, Dickdarmkrebs und maligne Prostatatumoren in Ver-
bindung gebracht [Sandhu et al. 2002, Yu et al. 1999]. Bei Frettchen verhinderte 
eine neunwöchige Lycopin-Supplementierung in niedriger und hoher Dosis die 
Zellhyperproliferation und die Verminderung von Apoptose in den Lungen der 
dem Zigarettenrauch ausgesetzten Tiere [Liu et al. 2003a]. Dagegen führte 
β-Carotin in hoher, nicht physiologischer Dosierung zu einer erhöhten Expression 
des Transkriptionsfaktors AP-1, zu einem verminderten Retinsäurespiegel14 und 
zu einer verminderten Expression des Retinsäurerezeptors RARβ im Lungenge-
webe der Tiere, verbunden mit einer verstärkten Proliferation und squamösen 
Metaplasien [Liu et al. 2000, Wang und Russell 1999]. Diese Effekte könnten das 
in Interventionsstudien beobachtete erhöhte Lungenkrebsrisiko für Raucher und 
Asbest-exponierte Personen nach β-Carotin-Supplementierung [ATBC 1994,    
Omenn et al. 1996] zumindest teilweise erklären. In der radikalreichen Atmo-
sphäre in den Lungen von Rauchern könnten vermehrt unerwünschte oxidative 

                                       
14 Retinsäure bzw. ihre Metabolite können durch Bindung an die nukleären Retinsäurerezeptoren RAR (Retinoic 

Acid Receptor) und RXR (Retinoid X Receptor) die Genexpression von verschiedenen Wachstumshormon-
rezeptoren, Oncogenen, Zell-Zellinteraktionsfaktoren (z.B. Laminin und Fibronektin), Interleukinen und Cyto-
kinen regulieren, die Wachstum und Differenzierung von Geweben beeinflussen [Biesalski et al. 2002].  



2 Einleitung 36 

Metabolite von β-Carotin wie Apocarotenale und β-Carotin-5,6-Epoxid entstehen, 
die möglicherweise für die beobachteten Effekte verantwortlich sind [Wang und 
Russell 1999]. Zigarettenrauch und pharmakologische β-Carotin-Dosen erhöhten 
in einer nachfolgenden Studie die CYP1A1/2-Spiegel im Lungengewebe von Frett-
chen [Liu et al. 2003b]. Die Autoren vermuteten, dass diese Effekte zur metabo-
lischen Aktivierung von Carcinogenen und zu einem erhöhten Retinsäurekatabo-
lismus und damit zur Förderung der Lungencarcinogenese führen. Unterschiede 
in der Wirkung von Lycopin und β-Carotin in den Frettchenstudien könnten durch 
die unterschiedlichen Carotinoid-Spiegel im Lungengewebe (LG) nach Supple-
mentierung mit Lycopin (1,2µmol/kg LG) und β-Carotin (26µmol/kg LG) bedingt 
sein [Liu et al. 2003a].  

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass Carotinoide wie β-Carotin, Canthaxanthin 
und Lutein die Zelldifferenzierung von normalen Epithelzellen und Tumorzellen 
induzieren können [Gross et al. 1997, Rock et al. 1995]. Die Kombination von 
niedrigen Lycopin-Konzentrationen mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 zeigte syner-
gistische Effekte auf die Zelldifferenzierung und Zellproliferation von promyeloi-
schen Leukämiezellen (HL-60) [Amir et al. 1999].  
 

2.4.4.5 Einfluss auf die interzelluläre Kommunikation 

Die interzelluläre Kommunikation über gap junctions15 (GJC) spielt vermutlich 
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproliferation, Differenzierung und 
Apoptose. Im Gegensatz zu normalen Zellen zeigen Tumorzellen in der Regel nur 
eine geringe interzelluläre Kommunikation, wodurch der Austausch von Faktoren 
zur gegenseitigen Wachstumskontrolle erschwert bzw. unterbrochen ist [Bertram 
1999]. Tumorpromotoren wie z.B. Phorbolester und Phenobarbital können in 
vitro die Kommunikation über gap junctions blockieren. Oncogene wie ras kön-
nen die GJC herunterregulieren, während Tumor-Suppressorgene sie stimulieren 
[Stahl et al. 2002]. Carotinoide fördern in vitro in einigen Zellarten die interzellu-
läre Kommunikation über gap junctions und induzieren die Synthese von Conne-
xin 43, einer Komponente der gap junctions-Struktur. Ihre Wirkungen sind unab-
hängig von ihrer Provitamin-A-Aktivität, da neben α- und β-Carotin auch Lycopin 
und Xanthophylle wie β-Cryptoxanthin, Canthaxanthin und Lutein bzw. ihre Me-
tabolite stimulierende Effekte auf die GJC zeigten [Sies und Stahl 1997, Stahl et 
al. 2000b, Zhang et al. 1992]. Durch Stimulation der GJC konnten Carotinoide 
wie β-Carotin und Canthaxanthin in vitro auch die chemisch induzierte neoplasti-
sche Transformation von Zellen hemmen [Bertram et al. 1991].  

                                       
15 Gap junctions: Kanäle zwischen benachbarten Zellen, die eine direkte Zell-Zellkommunikation erlauben durch 

Austausch von niedermolekularen Nähr- und Botenstoffen. 
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2.4.5 Carotinoide und Dickdarmcarcinogenese 

Zahlreiche In-vitro-Untersuchungen (siehe 2.4.4ff) und Tierstudien zur chemisch 
induzierten Coloncarcinogenese [Bertram et al. 1991, Krinsky 1991, Narisawa et 
al. 1996] sprechen für eine protektive Rolle von Carotinoiden. Beim Menschen 
wurden in colorectalen Adenomen aus Biopsiematerial niedrigere Carotinoid-
Konzentrationen im Vergleich zu Gewebe von Kontrollprobanden festgestellt, 
möglicherweise bedingt durch Carotinoid-Depletion bei erhöhtem oxidativem 
Stress im Colon [Muhlhofer et al. 2003]. Humaninterventionsstudien, die Caroti-
noide bzw. andere Pflanzen-Inhaltsstoffe als isolierte Substanzen auf krebspro-
tektive Wirkungen hin untersuchten, waren bisher jedoch weniger vielverspre-
chend. So zeigten Supplementierungen mit β-Carotin bzw. β-Carotin in Kom-
bination mit Vitamin E (α-Tocopherol) und/oder Vitamin C keinen Effekt auf die 
Inzidenz von colorectalen Adenomen und Carcinomen [Albanes et al. 2000, ATBC 
1994, Greenberg et al. 1994]. Darüber hinaus bewirkte eine Supplementierung 
mit β-Carotin weder bei Patienten mit Colonpolypen bzw. Colonkrebs, noch bei 
gesunden Probanden eine Modulation der Proliferation von Colonepithelzellen 
[Frommel et al. 1995]. Zu β-Carotin und Colonkrebs liegen aus epidemiologi-
schen Studien keine einheitlichen Daten vor, und nur wenige Studien zeigen ei-
nen signifikanten (geringen) Effekt dieses Carotinoids auf das Colonkrebsrisiko 
[van Poppel und Goldbohm 1995]. In einer neueren klinischen Studie war, ähn-
lich wie bei Untersuchungen zu β-Carotin und dem Lungenkrebsrisiko (siehe 
2.4.3ff), das Risiko für das Wiederauftreten eines colorectalen Adenoms bei prä-
disponierten Menschen durch Rauchen in Kombination mit Alkoholkonsum sowie 
einer Supplementierung mit β-Carotin (25mg/Tag) erhöht. Es verdoppelte sich im 
Vergleich zur Kontrollgruppe mit Probanden ohne Alkohol- und Zigarettenkonsum 
[Baron et al. 2003]. Dagegen zeigte sich eine inverse Assoziation zwischen dem 
Verzehr von Karotten und dem colorectalen Krebsrisiko, mit einer kalkulierten 
Risikoreduktion von über 20% durch eine zusätzliche Portion der meisten Gemü-
searten, einschließlich Karotten und Tomaten [Franceschi et al. 1998]. In einer 
italienischen Fall-Kontrollstudie war der Tomatenverzehr mit einem erniedrigten 
Risiko für Krebsarten des Gastrointestinaltraktes, einschließlich des Colons und 
Rectums, assoziiert [Franceschi et al. 1994].  
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2.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die in Abschnitt 2.4.5 dargestellten unterschiedlichen Studiendaten beim Men-
schen über die Bedeutung von Carotinoiden in der colorectalen Carcinogenese 
zeigen, dass es wichtig ist, nicht nur die Effekte einer isolierten Nahrungskompo-
nente, sondern ihre Wirkungen in chemisch komplexen Lebensmitteln, in denen 
sie natürlicherweise vorkommt, zu untersuchen.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollten anhand einer Humaninterventionsstudie mit Ka-
rotten- und Tomatensaft-Konsum untersucht werden, ob und über welche Me-
chanismen eine carotinoidreiche Ernährung, insbesondere reich an β-Carotin und 
Lycopin, zu Veränderungen im Entstehungsprozess von Dickdarmkrebs führen 
kann. Dazu sollten verschiedene für die Coloncarcinogenese relevante Faeces-
marker etabliert und eingesetzt werden, z.B. Expositionsmarker wie Gallensäure-
konzentrationen in Faeceswasser und Messungen zur biologischen Aktivität ver-
schiedener Faecespräparationen im Zellkultursystem. Darüber hinaus sollten die 
erfassten Parameter dahingehend untersucht werden, inwieweit sie durch Karot-
ten- oder Tomatensaft-Konsum beeinflusst werden und ob sie als nicht invasive 
Biomarker geeignet sind, um mögliche Krebsrisiko-modulierende Wirkungen ei-
ner carotinoidreichen Ernährung im Colon nachweisen zu können.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Chemikalien, Reagenzien 

Verwendete Chemikalien und Reagenzien waren, wenn nicht anders beschrieben, 
von höchst erhältlichem Reinheitsgrad. Lösungsmittel für Extraktionen und HPLC-
Analyse wurden in „HPLC gradient grade“-Qualität bezogen. Materialien und Ge-
räte, die für Faeces- und FW-Analysen eingesetzt wurden, sind detailliert in den 
nachfolgenden Abschnitten(siehe 3.6.3.2ff).  

 

β-Carotin   Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

β-Cryptoxanthin  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

3-Nitrobenzoesäure   Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

Aceton   Merck KGaA, Darmstadt 

Acetonitril   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Ameisensäure (96%)  Merck KGaA, Darmstadt 

Annexin-V-Fluos  Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim 

BHT (Butyliertes Hydroxy-
toluol/2,[6]-Di-tert-Buthyl-p-
cresol)  

 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

BMC (4-Bromomethyl-7-
methoxycoumarin)  

 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Brefeldin A (BFA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Calciumchlorid (CaCl2)   Merck KGaA, Darmstadt 

CaliBRITETM Beads   BD Biosciences, Heidelberg 

Chenodesoxycholsäure (CDCA)  Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

Cholsäure (CA)  Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

DCCE (Dicyclohexil-18crown-6-
ether)  

 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 
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Desoxycholsäure (DCA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Dichlormethan   Merck KGaA, Darmstadt 

Diethylether (stabilisiert mit ca. 
7ppm 2,6-Di-tert-butyl-4-
ethylphenol)  

 Merck KGaA, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  

 

 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Dulbecco`s Modified Eagle Me-
dium, High Glucose (DMEM) 

 Invitrogen, Karlsruhe 

Essigsäure (Eisessig, 100%)  Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

FACS Clean   BD Biosciences, Heidelberg 

FACS Rinse    BD Biosciences, Heidelberg 

Foetales Kälber Serum (FCS)   Invitrogen, Karlsruhe 

Glycin   SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg 

HEPES ([4-(2-Hydroxyethyl)-
piperazino]-ethansulfonsäure)  

 Merck KGaA, Darmstadt 

Isopropanol   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat 
(KH2PO4)  

 Merck KGaA, Darmstadt 

Kaliumhydroxid-Plätzchen (KOH)   Merck KGaA, Darmstadt 

Karottensaft   Schoenenberger Pflanzensäfte 
GmbH & Co KG, Magstadt 

Lithocholsäure (LCA)  Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

Lutein  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Lycopin   BASF, Ludwigshafen 

Methanol   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromid)  

 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

MycofluorTM Mycoplasma Detection 
Kit  

 Molecular Probes Europe BV, Lei-
den, Niederlande 
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Natriumacetat                         
(C2H3NaO2, wasserfrei) 

 

 Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl)  Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)  SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg 

n-Hexan   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin          
(5000 E Penicillin / 5000 µg/l 
Streptomycin)  

 Invitrogen, Karlsruhe 

Phenolphthalein   Riedel-de Haen/Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 

Phenolphthalein β-D-Glucuronid   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Phosphatpuffer                             
(PBS ohne Natriumbicarbonat) 

 Invitrogen, Karlsruhe 

Phosphatpuffer                      
(PBS, ohne Ca2+, ohne Mg2+, ohne 
Natriumbicarbonat)  

 Invitrogen, Karlsruhe 

p-Nitrophenol   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

p-Nitrophenylglucosid  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Nystatin  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Propidiumiodid (PI)  Molecular Probes Europe BV, Lei-
den, Niederlande 

Salzsäure (HCl, 32%).  Merck KGaA, Darmstadt 

Staurosporin   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Tetrahydrofuran (THF)   Merck KGaA, Darmstadt 

2-Thiobarbitursäure  Merck KGaA, Darmstadt 
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Tomatensaft   Schoenenberger Pflanzensäfte 
GmbH & Co KG, Magstadt 

Trifluoressigsäure (100%)  Merck KGaA, Darmstadt 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
(C6H5Na3O7*2H2O) 

 Merck KGaA, Darmstadt 

TritonR X-100   SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg 

Trypanblaulösung 0,4 %   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen 

Trypsin/EDTA (2,5 g/l Trypsin, 
0,38 g/l EDTA*4Na ) 

 Invitrogen, Karlsruhe 

Ursodesoxycholsäure (UCA) 

 

 Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 

Zeaxanthin  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
 

3.2 Lösungen 

Acetatpuffer 

0,1M Natriumacetat in H2Odest., pH 4,5. 
 

Annexin-V-Markierungslösung 

Pro Versuchsansatz direkt vor Anfärbung der Proben aus 5µl Annexin-V-Fluos-
Stammlösung (gebrauchsfertige Lösung, aufbewahrt bei -20°C), 250µl Inkuba-
tionspuffer und 5µl PI-Lösung (siehe S.43) hergestellt. 
 

BMC-Lösung  

5mM 4-Bromomethyl-7-methoxycoumarin in Acetonitril. 
 

DCCE-Lösung  

5mM Dicyclohexil-18crown-6-ether in Acetonitril. 
 

Glycinpuffer   

0,3M in H2Odest., pH 10,4. 
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Inkubationspuffer 

10mM HEPES/NaOH, 140mM NaCl, 5mM CaCl2 gelöst in H20bidest., pH 7,4; aufbe-
wahrt bei +4°C und vor Gebrauch auf RT gebracht. 
 

Lösung A  

4,27M NaCl, 2,5% HCl (v/v) in H2Obidest.. 
 

0,1M Phosphat-Puffer  

KH2PO4 in H2Obidest., mit 1N NaOH eingestellt auf pH 7,0. 
 

Lysepuffer 

100g Natriumdodecylsulfat (SDS) und 3ml 32%ige HCl pro Liter autoklaviertem 
H2Odest., lichtgeschützt gelagert bei RT. 
 

MTT-Gebrauchslösung 

MTT 5mg/ml in PBS mit Ca2+ und Mg2+, aliquotiert und dunkel gelagert bei 
-20°C, wurde für Cytotoxizitäts- und Proliferationsmessungen kurz vor Gebrauch 
1:11 in Komplettmedium verdünnt. 
 

Propidiumiodid-Lösung (PI) 

Propidiumiodid 50µg/ml H20bidest., lichtgeschützt gelagert bei +4°C. 
 

Thymolblaulösung (2% (v/v)) 

1g Thymolblau vorgelöst in 96%igem Ethanol, mit H2Obidest. aufgefüllt auf 50ml, 
gelagert bei +4°C.   
 

3.3 Verbrauchsmaterialien 

Einmalküvetten PlastibrandR 

12,5x12,5x45mm  
 Brand, Wertheim 

Membranfilter Durapore® 
(Polyvinylidenfluorid) 0,65µm; 
5,0µm  

 Millipore GmbH, Eschborn 

Mikrotiterplatten (96-well CellstarR,  
steril, mit Flachboden)  

 Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen 

Multischalen (24-well Cell Culture 
Cluster, steril, mit Flachboden) 

 Corning Costar, Bodenheim 
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Polypropylenröhrchen                     
(steril, 15ml/50ml) 

 VWR International GmbH, Bruch-
sal 

Polystyrolröhrchen 12x75mm   BD Biosciences, Heidelberg 

Reaktionsgefäße Safe Lock 1,5/2ml  Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße mit Schraubver-
schluss und Deckel 2ml  

 Sarstedt, Nümbrecht 

Spritzenvorsatzfilter MillexTM – GP 
steril, Porengröße 0,22µm Polye-
thersulfon (PES) 

 Millipore GmbH, Eschborn 

Ultrazentrifugenröhrchen             
(Polyallomer 25x89mm)  

 Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 

Ultrazentrifugenröhrchen NalgeneTM 
UltraPlusTM (Polypropylen-
Copolymer 13x64mm) 

 Nalge Nunc International, Roskil-
de, Dänemark 

Zellkulturflaschen NunclonTM           
Surface T80/T25 

 Nalge Nunc International, Roskil-
de, Dänemark 

 

3.4 Geräte 

CO2-Inkubator BB 6220  Heraeus Instruments, Fellbach  

CO2-Inkubator Forma Scientific  Thermo Electron GmbH, Karlsruhe 

Durchflusscytometer FACS-
CaliburTM

 BD Biosciences, Heidelberg 

Filterhalter                               
(FM 025/0 aus Edelstahl) 

 Schleicher & Schuell GmbH, Das-
sel 

Eppendorfzentrifuge HERMLE 
Z160M 

 HERMLE-Labortechnik, Wehingen 

Fluoreszenz-Spectral-Photometer 
SPECTRAFluorPlus                      
(Mikrotiterplatten-Reader) 

 Tecan GmbH, Crailsheim 

Freezer (–86°C) Forma Scientific  Thermo Electron GmbH, Karlsruhe 

Hamiltonspritze 250µl, 100µl, 25µl   Hamilton Company, Reno, Ne-
vada, USA  

Mikrotiterplattenschüttler               
THERMOstar  

 BMG LabTechnologies, Offenburg 
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Neubauer Zählkammer             
(Hämacytometer)  

 Karl Hecht KG, Sondheim 

Phasenkontrastmikroskop                 
Leica DMLS 

 Leica Microsystems AG, Wetzlar 

Rotationsverdampfer Laborota 4003  Heidolph Instruments GmbH & Co 
KG, Schwabach 

Sicherheitswerkbank                      
GelaireR TC A 48 

 Flow Laboratories GmbH, Mecken-
heim 

Spektralphotometer UV/VIS 
Spectrometer Lambda Bio 20  

 Perkin Elmer, Überlingen 

Stomacher®400  Lab3, Northampton, England 

Ultra Turrax T25 (Jahnke & Kunkel 
GmbH & Co KG)  

 IKAR -Labortechnik, Staufen i. Br. 

Ultrazentrifuge OptimaTM XL-100K   Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 

Zentrifuge GS 6KR   Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 
 

3.5 Zelllinie HT-29  

HT-29 Zellen (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-
schweig) stammen ursprünglich von einem Colonadenocarcinom, 1964 isoliert 
von J. Fogh aus dem Primärtumor einer 44-jährigen Frau. Unter Standardkultur-
bedingungen (z.B. bei Inkubation mit glucose- und serumhaltigem Medium) sind 
HT-29 Zellen morphologisch undifferenziert, unpolarisiert und wachsen in Form 
eines Multilayers. Nach Modifikation der Kulturbedingungen, z.B. Entzug von Glu-
cose aus dem Nährmedium und Ersatz durch Galactose oder Inosin, zeigen 
HT-29 Zellen eine Enterocyten-ähnliche Differenzierung. Sie bilden unter ande-
rem ein polarisiertes Monolayer und entwickeln mit zunehmender Passage tight 
junctions und einen typischen apikalen Bürstensaum [Chantret et al. 1988, Pinto 
et al. 1982].  
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3.6 Methoden 

3.6.1 Studiendesign der Humaninterventionsstudie mit    
carotinoidreichen Gemüsesäften 

Für diese Studie wurden 22 gesunde, männliche Probanden im Alter von 20 bis 
44 Jahren aus dem Raum Karlsruhe rekrutiert. Alle Personen waren Nichtraucher 
und nahmen keine Medikamente oder Supplemente ein. Das Studienprotokoll 
wurde durch die Ethik-Kommission der Landesärztekammer Baden-Württemberg 
genehmigt, und alle Studienteilnehmer gaben eine schriftliche Einverständniser-
klärung ab (Studiendesign und -durchführung Dr. med. A. Bub, Bundesfor-
schungsanstalt für Ernährung und Lebensmittel (BFEL), Karlsruhe, 2000). 

Die randomisierte Studie wurde in Form eines Crossover-Designs durchgeführt 
(siehe Abb. 3.1). Die tägliche Ernährung der Probanden unterlag dabei keinen 
Einschränkungen. Die Probanden wurden jedoch angewiesen, den Verzehr von 
Früchten und Gemüse mit hohem Carotinoid-Gehalt während der gesamten Stu-
diendauer von zehn Wochen zu vermeiden; detaillierte Ernährungsanweisungen 
siehe Muller et al. [Muller et al. 1999]. Einer anfänglichen 14-tägigen Depletions-
phase (D1) schloss sich eine 14-tägige Gemüsesaft-Intervention (I1) an. Grup-
pe A (zwölf Probanden) konsumierte in dieser Zeit täglich 330ml Karottensaft 
und nahm damit 27,1±2,4mg β-Carotin und 13,1±1,1mg α-Carotin auf. Gruppe B 
(n=12) verzehrte parallel 330ml Tomatensaft pro Tag, der 37,0±3,0mg Lycopin 
und 1,6±0,1mg β-Carotin enthielt (Messdaten der Karotten- bzw. Tomatensaft-
Analyse mit je n=3; Angaben von PD Dr. med. (SU) Briviba (BFEL, Karlsruhe)). 
Die Gemüsesäfte wurden stets zu den Hauptmahlzeiten verzehrt. Nach einer er-
neuten Depletionsphase über zwei Wochen (D2) konsumierte Gruppe A in der 
zweiten Interventionsphase (I2) Karottensaft (330ml/Tag), Gruppe B Tomaten-
saft (330ml /Tag). Die Studie endete nach zwei weiteren Wochen Depletion (D3). 
Am letzten Tag jeder Studienphase wurde allen Probanden Blut abgenommen, 
zwölf Probanden (sechs aus jeder Gruppe) sammelten am Ende jeder Studien-
phase über 48h ihren Stuhl in Gefriertoiletten (-40°C). Der 48h-Stuhl wurde ge-
wogen und bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Während der Stuhlsammel-
periode sowie zwei Tage zuvor bekamen die Probanden unter Berücksichtigung 
ihres Energiebedarfs eine vom Institut zubereitete, kontrollierte Diät, um den 
Einfluss von anderen, von den Saft-Interventionen unabhängigen, diätetischen 
Faktoren weitestgehend auszuschließen.  
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Die zugehörigen Ernährungsprotokolle wurden mit dem Programm Prodi® 4.4 
expert (wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart) von Dr. med. A. Bub 
(BFEL Karlsruhe) ausgewertet und für diese Arbeit freundlicherweise zur Verfü-
gung gestellt.  
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Abb. 3.1: Studiendesign der Humaninterventionsstudie im Überblick. Die Studie umfass-
te insgesamt fünf Studieneinheiten. Während der letzten 48h jeder Studieneinheit erfolg-
te die Stuhlsammlung ( ). 
 
 

Alle Probanden nahmen an den fünf verschiedenen Studienphasen teil, nur ein 
Proband (aus Gruppe B (T/K)) hatte am Ende der dritten Depletionsphase keinen 
Stuhlgang. 
 

3.6.2 Aufarbeitung von Faeces-Proben 

Zur Aufarbeitung wurden die einzelnen Stuhlproben zunächst über Nacht bei 
+4°C und kurz vor Aufarbeitungsbeginn bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut. 
Anschließend konnten die Proben mittels Stomacher®400 5min bei +4°C homo-
genisiert und danach aliquotiert werden. Bis zur Weiterverarbeitung, wie in den 
nachfolgenden Abschnitten beschrieben, wurden die Proben auf Eis gestellt.  
 

3.6.3 Faeces-Untersuchungen 

3.6.3.1 Bestimmung des Stuhl-Wassergehaltes 

Nach Überführung von 1-2g der homogenisierten Faeces-Proben in vorgewogene 
15ml-Polypropylenröhrchen wurde der Stuhl 5h bei 100°C bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet und der Faeces-Wassergehalt (%) nach erneuter Gewichtsbe-
stimmung des Röhrchens errechnet.  
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3.6.3.2 HPLC-Analyse der Faeces-Carotinoide  

Für die HPLC-Analyse wurden 10 (±0,1)g-Aliquots der homogenisierten Faeces-
Proben mit je 10ml BHT-Lösung (0,022mg BHT/ml PBS) versetzt, um die darin 
enthaltenen Carotinoide zu stabilisieren. Danach wurden die Proben sofort in 
flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Carotinoid-Extraktion bei -80°C ge-
lagert.  
 

Extraktion 

Die aufgetauten Faeces-Proben wurden mit H2Obidest. gründlich vermischt, auf ein 
Gesamtvolumen von 40ml gebracht und daraus ein 5ml-Aliquot für die Caroti-
noid-Extraktion mit Diethylether entnommen. Der Rest der Proben wurde mit 
flüssigem Stickstoff erneut tiefgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Verbesse-
rung der Extrahierbarkeit wurden 1-2ml Ethanol und gesättigte NaCl-Lösung ein-
gesetzt. Zur Trennung von wässriger und organischer Phase wurden die Proben 
stets nach Ausschütteln mit ca. 5ml Diethylether (mindestens 3x) bei 1000xg 
und +4°C zentrifugiert. Die vereinigte Etherphase wurde bei ca. 30°C und 
430mbar am Rotationsverdampfer eingeengt, unter einem Stickstoffstrom bis zur 
Trockne eingedampft und bis zur HPLC-Analyse über Nacht bei -20°C gelagert. 
Für die HPLC-Analytik wurden die Proben in THF vorgelöst, in mobiler Phase A 
(siehe unten) aufgenommen und anschließend in das HPLC-System injiziert.  
 

HPLC-Analyse 

In einem Routineverfahren zur Carotinoid-Analyse nach Briviba et al. wurden 
sechs Carotinoide bestimmt [Briviba et al. 2001]. Zur chromatographischen 
Trennung dieser Carotinoide wurden folgende Geräte verwendet: 
 
 

Pumpensystem: Kontron System 522 (Bio-Tek Instruments GmbH, 
Bad Friedrichshall) 

Detektor: Photodiodenarray-Detektor Shimadzu SPD-M10AV 
(Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg) 

 

Die Carotinoid-Analyse erfolgte mittels Umkehrphasen (RP)-HPLC unter Verwen-
dung einer Suplex pKb 100 Säule (5µm, 250 x 4,6mm, Supelco, Bellfonte, Penn-
sylvania, USA) unter folgenden Bedingungen: 
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Vorsäule:  C18 Nova-Pak® (4µm Guard-PakTM, Waters GmbH, 
Eschborn) 

Mobile Phase A: 

 

B: 

Methanol/Acetonitril/2-Propanol 44/52/2, v/v/v,  

1% Essigsäure v/v 

Methanol/Wasser 10/90, v/v 

Gradient:    0-8min 92% A, 8-19min 92% A  94% A, 

19-20min A  94%  100% A, 20-47min 100% A 

Flussrate:  1ml/min 

Temperatur:  RT 

Injektionsvolumen:  100µl 

UV/vis-Detektion:  450nm 
 

In einem HPLC-Lauf konnten folgende Carotinoide erfasst werden: Lutein, Zea-
xanthin, β-Cryptoxanthin, Lycopin einschließlich Isomere, α-Carotin, β-Carotin 
und Isomere. Die Identifizierung der Carotinoide erfolgte mit Hilfe ihrer Reten-
tionszeiten und UV/Vis-Spektren. Die quantitative Auswertung der Chromato-
gramme wurde mit Hilfe der Software Class-M10A Version 1.64 (Shimadzu 
Deutschland GmbH, Duisburg) durchgeführt; zur Berechnung der Carotinoid-
Konzentrationen dienten Kalibrierungskurven von Standardlösungen. 
  

3.6.3.3 HPLC-Analyse von Malondialdehyd (MDA) im Stuhl 

Malondialdehyd wird häufig als Marker für die Lipidperoxidation eingesetzt. Die 
Analyse des Faeces-MDA-Gehaltes wurde unter der Leitung von PD Dr. med. 
(SU) K. Briviba am Institut für Ernährungsphysiologie, BFEL, Karlsruhe durchge-
führt [Briviba et al. 2004]. Dazu wurden 0,1ml der (wie in Abschnitt 3.6.3.2 be-
schriebenen) vorbereiteten Faeces-Proben 0,68ml H2Obidest., 20µl BHT-Lösung 
(50g/l Ethanol), 70µl Trifluoressigsäure und 0,5ml Thiobarbitursäure (14g/l) zu-
gesetzt. Das Gemisch wurde anschließend 45min bei 95°C inkubiert und 10min 
bei 1000xg zentrifugiert.  

Die MDA-Analyse aus dem Überstand erfolgte mittels RP-HPLC unter folgenden 
Bedingungen: 
  

Säule:  4x250mm RP C18 (Vydac, Hesperia, Californien, USA) 

Mobile Phase  KH2PO4 (0,05M; pH 5,5)/Methanol 65/35, v/v  

Flussrate:  0,75ml/min 

Temperatur:  RT 
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Injektionsvolumen:  50µl 

Detektor:  Shimadzu RF-535                                                      
(Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg) 

Fluoreszenz-
Detektion: 

 Anregung 515nm 

Emission 550nm  
 

3.6.4 Faeceswasser-Gewinnung 

Je nach verfügbarer Stuhlmenge wurde pro Probe 100-150g (± 0,05g) homogeni-
sierter Stuhl in vorgewogene Ultrazentrifugen (UZ)-Röhrchen überführt und 2h 
bei +4°C und 60.000xg zentrifugiert. Die Überstände wurden abgenommen, ver-
einigt, in flüssigem Stickstoff sofort tiefgefroren und bei -80°C gelagert. 

Um die Sterilität zu gewährleisten, wurde für den Einsatz in Zellkulturversuchen 
(Abschnitt 3.6.3.2) ein Teil des Faeceswassers (FW) schrittweise über Filter mit 
5,0, 0,65 bzw. 0,22µm Porengröße steril-filtriert. Da Carotinoide jedoch nach der 
Filtration von Faeceswasser nicht mehr detektiert werden konnten, wurden er-
gänzend auch Zellkulturversuche mit unsterilen – nachfolgend als unfiltriert be-
zeichneten - carotinoidhaltigen FW-Proben durchgeführt, bei denen Grobpartikel 
über Filtration durch ein Edelstahlsieb (Porengröße ca. 2mm) entfernt wurden. 
Unfiltrierte FW-Aliquots dienten außerdem für pH-Wert-Bestimmungen. Alle FW-
Proben wurden bis zum Einsatz in der Zellkultur aliquotiert gelagert bei -80°C. 
 

3.6.5 Zellkultur 

Die Kultivierung von HT-29 Zellen erfolgte in T80-Zellkulturflaschen in Kom-
plettmedium (DMEM unter Zusatz von 10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicil-
lin/Streptomycin) bei 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2 und 37°C. Ein Mediumwech-
sel wurde alle zwei bis drei Tage durchgeführt. Alle Zellkulturarbeiten fanden 
unter sterilen Bedingungen statt.  

Bei 80-100 % Konfluenz wurde eine Subkultivierung durchgeführt. Dazu wurden 
alle erforderlichen Reagenzien im Wasserbad auf 37°C erwärmt. Nach zweimali-
gem Waschen mit je 1ml PBS ohne Ca2+ und Mg2+ wurden die Zellen mit 1,5ml 
Trypsin/EDTA (Inkubationszeit 3-7min bei 37°C) vom Flaschenboden abgelöst. 
Nach Beenden des Trypsinierungs-Prozesses durch Zugabe von 10ml Komplett-
medium wurden die Zellen sorgfältig suspendiert und bei 200xg 5min zentrifu-
giert. Anschließend konnte der Überstand abgesaugt, das Zellpellet in 10ml fri-
schem Medium resuspendiert und entsprechende Aliquots zur erneuten 
Kultivierung verwendet werden. Zur Aussaat von Zellen für nachfolgende Versu-
che wurden Zellzahl und Vitalität mittels Neubauerzählkammer nach Anfärbung 
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nekrotischer Zellen mit Trypanblau bestimmt. Trypanblau ist ein blauer DNA-
Farbstoff, welcher nur bei Verlust der Membranintegrität in eine Zelle eindringen 
kann. Die Vitalität der verwendeten HT-29 Zellen (Passage 11-28) lag bei 95-
100%. Regelmäßige enzymatische Mycoplasmentests ergaben keine Hinweise auf 
eine Kontamination der verwendeten HT-29 Zellen mit Mycoplasmen. 
 

3.6.6 MTT-Test 

Cytotoxizitäts- und Proliferationsmessungen wurden mit Hilfe des MTT-Tests 
durchgeführt. MTT ist ein gelbes Tetrazoliumsalz, welches mittels mitochondrialer 
Dehydrogenasen ausschließlich durch vitale, metabolisch aktive Zellen in blaue, 
wasserunlösliche Formazankristalle umgewandelt wird. Nach Zugabe eines ge-
eigneten Lysepuffers konnte die Farbstoffumsetzung photometrisch quantifiziert 
werden.  
 

3.6.7 Faeceswasser-Untersuchungen 

3.6.7.1 Cytotoxizität  

Für Cytotoxizitätsmessungen wurden 60.000 vitale Zellen pro Vertiefung in 96-
well-Mikrotiterplatten in einem Volumen von 100µl Komplettmedium ausgesät. 
Die äußeren Reihen der verwendeten Platten wurden mit 200µl PBS/Vertiefung 
befüllt, um Volumenverluste durch Verdunstung gering zu halten. Nach Erreichen 
von 100% Konfluenz (drei Tage nach der Aussaat) wurden die Zellen für 24h mit 
FW-Proben in Dreifachbestimmung in folgenden Konzentrationen inkubiert: 20%, 
10%, 5%, 2,5%, 2%, 1% und 0% (=Negativ-Kontrolle) in Komplettmedium 
(v/v). Zur Vermeidung von Pilzkontaminationen wurde bei Versuchen mit unfilt-
rierten FW-Proben das Komplettmedium mit Nystatin (50 Einheiten/ml) versetzt. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Testmedienüberstände abgesaugt 
und durch je 100µl MTT-Gebrauchslösung ersetzt. Nach einstündiger Inkubation 
im CO2-Inkubator bei 37°C wurde die MTT-Umsetzung durch Zugabe von 150µl 
Lysepuffer/well beendet und die Mikrotiterplatten bis zur vollständigen Lösung 
der gebildeten Formazankristalle bei 300U/min und 37°C geschüttelt. Um Flüs-
sigkeitsverdunstung zu vermeiden, wurden die Mikrotiterplatten zuvor sorgfältig 
in Folie eingepackt. Nach ein bis zwei Tagen konnte die MTT-Umsetzung bei einer 
Wellenlänge von 560nm (Referenz 690nm) gegen den Leerwert (100µl MTT-
Gebrauchslösung ohne Zellen, n=3) spektralphotometrisch quantifiziert werden. 

Für die weitere Datenauswertung wurde die Vitalität der behandelten Zellen fol-
gendermaßen errechnet: Absorptionswerte nach Abzug des mittleren Leerwertes/ 
Mittelwert der Absorptionen der unbehandelten Kontrolle*100%.  
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Die Cytotoxizitätsexperimente mit den FW-Proben eines Probanden wurden stets 
zeitgleich durchgeführt. 
 

3.6.7.2 Proliferation 

Pro Proliferationstest wurden vier 96-well-Mikrotiterplatten mit 5.000 vitalen Zel-
len/well in 100µl Komplettmedium ausgesät und über Nacht inkubiert. Auch bei 
diesem Testsystem wurden die äußeren Vertiefungen der eingesetzten Mikroti-
terplatten mit je 200µl PBS versehen, um Flüssigkeitsverluste durch Verdunstung 
zu vermeiden. Am Tag darauf (Tag 0), erfolgte die Testsubstanz-Zugabe in Drei-
fachbestimmung mit je 100µl FW-Probe 10%, 5%, 2%, 1% und 0,5% (v/v) in 
Komplettmedium. Auch im Proliferationstest wurden die verschiedenen FW-
Proben eines Probanden parallel untersucht. Das Zellwachstum in Abhängigkeit 
der FW-Behandlung wurde nach ein, zwei und fünf Tagen Inkubation bestimmt. 
Zusätzlich wurde am Tag 0 zur Erfassung eines Basiswertes die MTT-Umsetzung 
unbehandelter Zellen gemessen. Bei der Platte mit Zellen, die fünf Tage mit 
Testmedien behandelt werden sollten, erfolgte am zweiten Tag ein Medienwech-
sel mit den entsprechenden frisch angesetzten Testmedien. Nach Ablauf der je-
weiligen Inkubationszeit (Tag 0, 1, 2, 5) wurden wie in Abschnitt 3.6.7.1 be-
schrieben die MTT-Zugabe und Vorbereitungen zur photometrischen Messung der 
MTT-Umsetzung bei 560nm durchgeführt.  
 

3.6.7.3 HPLC-Analyse von Gallensäuren in Faeceswasser 

 
 

Probenvorbereitung 

Um konjugierte Gallensäuren zu hydrolysieren, wurden je 200µl steril-filtrierter 
FW-Proben zunächst 2h bei 80°C mit 1ml 1M KOH-Methanol (20/80 v/v) inku-
biert. Nach pH-Neutralisierung mit je 100µl HCl (32% (v/v)) und Eindampfen bis 
zur Trockne unter einem Stickstoffstrom wurden die Proben in 5ml 0,1M Phos-
phat-Puffer aufgenommen. Anschließend erfolgte eine Festphasenextraktion mit 
Oasis® HLB-Extraktionssäulen (30mg, Waters GmbH, Eschborn). Dazu wurden 
die Säulen mit je 2ml 100% Methanol und 5ml 0,1M Phosphat-Puffer konditio-
niert und nach Zugabe der jeweiligen Probe mit 2ml Phosphat-Puffer gewaschen. 
Zur Eluierung der Gallensäuren diente 4ml Methanol (100%). Die Proben wurden 
bei +80°C unter Stickstoff eingeengt und nach quantitativer Überführung mittels 
150µl KOH-Methanol (1,8mmol KOH/l Methanol) und 200µl Methanol in 1,5ml-
Reaktionsgefäße und erneutem Eindampfen unter Stickstoff bei -20°C über Nacht 
eingefroren. Die Proben-Derivatisierung erfolgte am Tag darauf nach einer modi-
fizierten Methode von Guldutuna et al. durch Zugabe von je 50µl BMC-Lösung 
und DCCE-Lösung und Inkubation von 1h bei 37°C [Guldutuna et al. 1993]. An-
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schließend wurden die Proben 10min auf Eis abgekühlt, 3min bei 800xg zentrifu-
giert und 1min später Aliquots in das HPLC-System injiziert. Da der Derivatisie-
rungsprozess nicht abgestoppt wurde, erfolgten alle Arbeitsschritte unter stren-
ger Einhaltung der Zeitangaben.  

Für die HPLC-Analyse der Gallensäuren wurde das in Abschnitt 3.6.3.2 beschrie-
bene HPLC-System durch einen Fluoreszenzdetektor (Shimadzu Model RF-535) 
und einen Integrator zur quantitativen Chromatogramm-Auswertung (D-2500 
Chromato-Integrator, Merck-Hitachi) ergänzt. 
 

Die RP-HPLC-Analyse der Gallensäuren erfolgte mit: 
 
 

Säule:  C18 5µm, 250 x 4,6mm (Vydac, Hesperia, Californien, 
USA 

Mobile Phase A: 

B: 

Wasser/Acetonitril 60/40, v/v  

Acetonitril/Methanol/Butanol 47/23/30, v/v/v 

Gradient:    0-5min 80% A, 5-15min  75% A, 15-25min 

 70% A, 25-30min 70% A, 30-35min  50% A,  

35-36min 50% A, 36-40min  40% A, 40-41min  

 30% A, 41-45min  20% A, 45-55min  0% A, 
55-57min  75% A, 57-75min 75% A 

Flussrate:  1ml/min 

Temperatur:  RT 

Injektionsvolumen:  20µl 

Fluoreszenz-
Detektion: 

 Anregung 340nm 

Emission 410nm  
 

In einem HPLC-Lauf wurden folgende Gallensäuren erfasst: Ursodesoxycholsäure 
(UDCA), Cholsäure (CA), Chenodesoxycholsäure (CDCA), Desoxycholsäure (DCA) 
und Lithocholsäure (LCA). Zur Identifizierung und Quantifizierung dieser Gallen-
säuren wurde stets ein Standard mitgeführt. Dazu wurden aus einer Stammlö-
sung (Gemisch der oben genannten Gallensäuren in einer Konzentration von je 
0,05mM in Methanol) 50µl Aliquots hergestellt, zur Trockne eingedampft und bis 
zur Derivatisierung bei -20°C gelagert. In Vorversuchen lag die Wiederfindungs-
rate der einzelnen Gallensäuren aus dem Standardgemisch bei mindestens 80% 
(Daten nicht gezeigt). 
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3.6.7.4 GC-Analyse von kurzkettigen Fettsäuren 

 

Probenvorbereitung 

Zur Proteinfällung wurden je 300µl FW-Probe mit 30µl 96%iger Ameisensäure 
15min bei RT inkubiert und 5-10min bei 16.000xg zentrifugiert. Anschließend 
wurde der Überstand abgenommen, in 1,5ml-Reaktionsgefäße überführt und für 
die Analyse auf Trockeneis an die tierärztliche Hochschule Hannover versendet. 
Dort wurde am Institut für Physiologie die Analyse in Doppelbestimmung mit 
dem Gaschromatograph HP5890 II (Hewlett-Packard, Böblingen) mit automati-
schem Injektor (HP 7673 II) und Flammenionisations-Detektor auf einer gepack-
ten Glassäule (Länge 1,8m; Innendurchmesser 2mm) durchgeführt. Als Füllma-
terial wurde Chromosorb WAW 80/100 mesh mit 20% Neopentyl-Glycol-Succinat 
und 2% Ortho-Phosphorsäure (Analyt GmbH & Co KG, Müllheim) verwendet. Die 
Flussraten der Brenngase Wasserstoff und synthetische Luft betrugen 30 bzw. 
420ml/min. Als Trägergas diente Stickstoff (Reinheit 5,0) mit einem Gesamtfluss 
von ca. 25ml/min. Die Trennung erfolgte isotherm bei einer Ofentemperatur von 
130°C, Injektortemperatur von 220°C und Detektortemperatur von 250°C, um 
eine schnelle Verdampfung der Proben zu erzielen. Zur quantitativen Auswertung 
der Chromatogramme diente ein Integrator (HP 3396 II). 
 

3.6.7.5 Bestimmung der β-Glucosidase- und β-Glucuronidase-Aktivität 
in Faeceswasser  

Die Aktivität der beiden bakteriellen Enzyme in Faeceswasser wurde nach einer 
modifizierten Methode von Hylla et al. bestimmt [Hylla et al. 1998].  
 

Testprinzipien 

p-Nitrophenylglucosid p-Nitrophenol 
+Glucose

Phenolphthalein-β-D-Glucuronid Phenolphthalein
+ Glucuronsäure

β-Glucosidase

H2O

β-Glucuronidase

H2O

p-Nitrophenylglucosid p-Nitrophenol 
+Glucose

Phenolphthalein-β-D-Glucuronid Phenolphthalein
+ Glucuronsäure

β-Glucosidase

H2O

β-Glucosidase

H2O

β-Glucuronidase

H2O

β-Glucuronidase

H2O
 

 



3 Material und Methoden 55 

β-Glucosidase 

Die bei -80°C gelagerten unfiltrierten FW-Proben wurden zunächst bei RT aufge-
taut und 10-fach mit Acetatpuffer verdünnt. Pro Versuchsansatz wurden in Dop-
pelbestimmung je 100µl der verdünnten Proben und je 800µl Acetatpuffer in 
1,5ml-Reaktionsgefäße pipettiert, vermischt und im Wasserbad auf 37°C er-
wärmt. Durch Zugabe von je 100µl p-Nitrophenylglucosid (0,01M in Acetat-
puffer) wurde die Reaktion gestartet und nach 15, 30, 45, 60 und 75min (bei 
37°C) mit je 500µl Glycinpuffer abgestoppt. Die Proben wurden bis zur spektral-
photometrischen Messung der p-Nitrophenolbildung bei 400nm im Dunkeln auf 
Eis gelagert. Zusätzlich wurde der Basiswert der enzymatischen Reaktion (0min, 
n=2) bestimmt, wobei hier der Glycinpuffer bereits vor Zugabe der entsprechen-
den FW-Probe ins Reaktionsgefäß pipettiert wurde. Die β-Glucosidase-Aktivität 
wurde mit Hilfe von p-Nitrophenol-Standardkurven berechnet und in Form des 
Substratumsatzes [mg/h*ml FW] angegeben.  

 

β-Glucuronidase

Parallel zur β-Glucosidase erfolgte ebenfalls in Doppelbestimmung die Aktivitäts-
bestimmung der β-Glucuronidase. Dazu wurden die unfiltrierten FW-Aliquots 
fünffach mit Acetatpuffer verdünnt und davon je 400µl sowie 400µl Acetatpuffer 
in 15ml-Polypropylenröhrchen überführt. Vor der Zugabe von je 100µl Phenolph-
thalein-β-D-Glucuronid wurden die Proben auf 37°C erwärmt. Nach 15, 30, 45, 
60 und 75min bei 37°C wurde die Reaktion mit 5ml eines 1:1 Gemisches aus 
Glycin-Puffer und H2Odest. abgestoppt und bis zur spektralphotometrischen Erfas-
sung der Phenolphthalein-Bildung bei 552nm im Dunkeln auf Eis gestellt.  

Phenolphthalein-Standardkurven dienten zur Berechnung der β-Glucuronidase-
Aktivität [mg gebildetes Phenolphthalein/h*ml FW]. 
 

3.6.8 Gewinnung von Faeces-Lipidextrakten 

Die Herstellung von Faeces-Extrakten für den Einsatz im Zellkultursystem erfolg-
te wie in Abschnitt 3.6.3.2 beschrieben mit Hilfe von Diethylether. Auch hier 
wurden je 5ml aus den mit BHT-Lösung versetzten homogenisierten Stuhlproben 
für die Extraktion eingesetzt. Nach Eindampfen der vereinigten Etherphase bis 
zur Trockne und Zwischenlagerung bei -80°C wurden die Proben in je 150µl 
Tetrahydrofuran (THF) durch Vortexen vollständig gelöst und 20µl-Aliquots mit-
tels Hamiltonspritze (25µl Volumen) entnommen. Die Aliquotierung wurde auf Eis 
durchgeführt, um Verdunstung von THF zu vermeiden. Nach Abdampfen unter 
Stickstoff wurden die Proben bis zum Einsatz in Zellkulturversuchen erneut bei 
-80°C aufbewahrt. 
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3.6.9 Extrakt-Untersuchungen  

3.6.9.1 Cytotoxizitätstests 

Die Zellaussaat erfolgte wie bei den Cytotoxizitäts-Untersuchungen mit Faeces-
wasser (Abschnitt 3.6.7.1). Bei 100% Konfluenz wurden die Zellen für 24h mit 
den Faeces-Extrakten (Herstellung siehe 3.6.8) inkubiert. Dazu wurden die Fae-
ces-Extrakte zunächst in je 500µl Komplettmedium mittels Ultra Turrax 5min bei 
13.500U/min suspendiert. Diese Extrakt-Stammlösungen wurden anschließend 
mit Komplettmedium 2-; 3,5-; 5-; 13-; 25-; und 50-fach weiter verdünnt und als 
Testmedien in Dreifachbestimmung eingesetzt. Nach 24h-Inkubation erfolgte die 
Vitalitätsbestimmung mittels MTT-Umsetzung wie in Abschnitt 3.6.7.1 beschrie-
ben.  
 

3.6.9.2 Durchflusscytometrische Analysen 

Für die Annexin-V-Untersuchungen wurden zunächst 0,3x106 vitale Zellen pro 
Vertiefung in 24-well-Multischalen in 500µl Komplettmedium ausgesät. Drei Tage 
nach der Aussaat bei 100% Konfluenz erfolgte die Zugabe der frisch angesetzten 
Faeces-Extrakt-Stammlösungen mit einer Endkonzentration von 10% (v/v) in 
Komplettmedium (500µl/well; Herstellung siehe Abschnitt 3.6.9.1). Bei jedem 
Versuchsansatz wurde zusätzlich eine Negativ-Kontrolle (Komplettmedium ohne 
weitere Zusätze) und eine Positiv-Kontrolle (je 1,0µM Staurosporin (ST) und Bre-
feldin A (BFA) zur Apoptoseinduktion) mitgeführt. Um mögliche Effekte durch das 
Antioxidans BHT ausschließen zu können, wurde zusätzlich eine BHT-Kontrolle 
eingesetzt. Nach 2- und 5h-Inkubation wurden die Testmedienüberstände vom 
Zellrasen abgenommen und in 15ml-Polypropylenröhrchen überführt. Danach 
wurden die Zellen zweimal mit je 500µl PBS ohne Ca2+/Mg2+ gewaschen und die-
se Waschlösungen zu den jeweiligen Testmedienüberständen gegeben. Die Ablö-
sung der Zellen vom Schalenboden erfolgte durch Behandlung der Zellen mit je 
250µl Trypsin/EDTA bei 37°C. Der Trypsinierungsprozess wurde mikroskopisch 
genau beobachtet und sofort nach eingetretener Wirkung (nach 0,5-4min) durch 
Zugabe von je 1ml Komplettmedium abgestoppt. Nach vorsichtiger Suspendie-
rung der Zellen und Überführung in die entsprechenden Röhrchen zu den Me-
dienüberständen und Waschlösungen erfolgte eine Zentrifugation bei 200xg und 
RT für 5min. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt, die Zellpellets in je 
1ml frischem Komplettmedium resuspendiert und aus Aliquots der verschiedenen 
Zellsuspensionen Zellzahl und Vitalität mittels Trypanblaumethode (siehe Ab-
schnitt 3.6.5) bestimmt.  
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Annexin-V-Methode 

Bereits in frühen Apoptosestadien findet eine Translokation von Phosphatidylse-
rin-Resten, die sich bei intakten Zellen auf der cytoplasmatischen Innenseite der 
asymmetrisch aufgebauten Membran befinden, auf die extrazelluläre Seite statt 
[van Engeland et al. 1998].  

Das Protein Annexin-V bindet spezifisch an Phosphatidylserin und kann daher 
nach Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) 
zur Anfärbung und durchflusscytometrischen Analyse apoptotischer Zellen einge-
setzt werden. Da auch bei nekrotischen Zellen aufgrund der permeabilisierten 
Membran Annexin-V binden kann, wurde in dieser Arbeit gleichzeitig eine Aus-
schlussfärbung mit Propidiumiodid durchgeführt. Dieser DNA-Farbstoff kann die 
intakte Zellmembran nicht passieren. 
 

Versuchsdurchführung 

Je 0,25x106 Zellen (Vorbereitung siehe 3.6.9.2 Seite 56) wurden in Polystyrol-
röhrchen überführt, 5min bei 220xg und RT zentrifugiert und die Überstände vor-
sichtig abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit je 1ml PBS mit 
Ca2+/Mg2+ erfolgte die Färbung der Zellpellets mit je 25µl Annexin-V-Mar-
kierungslösung für 10min im Dunkeln bei RT. Anschließend wurden die Zellen mit 
je 400µl Inkubationspuffer versetzt und bis zur Messung lichtgeschützt auf Eis 
gestellt (höchstens 30min).  
 

Messung am Durchflusscytometer 

Zur Erfassung ihrer optischen Eigenschaften werden in einem Durchflusscytome-
ter Zellen mittels laminarem Hüllstrom transportiert, vereinzelt und an einem 
fokussierten Laserstrahl - erzeugt von einem Argonionenlaser (Anregung bei 
488nm) - vorbeigeführt. In Abhängigkeit von Zelltyp, Zellzustand und der bei der 
Probenvorbereitung eingesetzten Farbstoffe streuen die Zellen einen Teil des La-
serlichtes und emittieren Fluoreszenzlicht. Mit Hilfe des Durchflusscytometers 
FACSCaliburTM können folgende Parameter simultan gemessen werden:  
 

• relative Zellgröße über Vorwärtsstreulicht (FSC, Lichtstreuung <2°) 

• relative Zellgranularität über Seitwärtsstreulicht (SSC, Messung im 90° 
Winkel zum einfallenden Licht) 

• spezifische Fluoreszenz und entsprechende relative Fluoreszenzintensität in 
vier verschiedenen Spektralbereichen: Grünfluoreszenz (FL1: 530nm Band-
passfilter (BP) z.B. FITC), Orangefluoreszenz (FL2: 585nm BP z.B. PE und 
PI), Rotfluoreszenz (FL3: 670nm Langpassfilter z.B. PI), Rotfluoreszenz 
(FL4: 661nm BP, z.B. APC) 
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Zur Einstellung der Fluoreszenzkompensation sowie zur Justierung der Instru-
menteneinstellung und Überprüfung der Geräteempfindlichkeit dienten regelmäs-
sige Messungen mit fluoreszenzmarkierten Kontrollbeads (CaliBRITETM Beads). 
Die Speicherung der Geräteeinstellungen und der gemessenen Daten sowie de-
ren statistische Analyse erfolgte über die CELLQuestTM Software (Version 3.1 f).  
 

3.6.10 Alternatives Faeceswasser-Modell 

Eine wichtige physiologische Funktion des Dickdarms ist die Rückresorption von 
Wasser aus dem Lumen. Daher können im Stuhl möglicherweise Substanzen mit 
geringer Löslichkeit ausfallen, die in oberen Colonabschnitten luminal gelöst vor-
liegen und dadurch Wirkungen auf das Colonepithel ausüben könnten. Diese   
Überlegungen sollten anhand eines alternativen Faeceswasser-Modells überprüft 
werden. Dazu wurden 5(±0,02)g jeder homogenisierten Stuhlprobe in 50ml Po-
lypropylenröhrchen eingewogen mit je 25ml DMEM ohne Zusätze 60s bei 
13.500 U/min mit dem Ultra Turrax gemischt. Nach dem Überführen der homo-
genen Proben in UZ-Röhrchen erfolgten die nächsten Arbeitsschritte wie in Ab-
schnitt 3.6.4 beschrieben. Das so gewonnene Faeceswasser, in nachfolgenden 
Abschnitten stets als FW-Medium (FW-M) bezeichnet, wurde steril-filtriert und 
unfiltriert für Cytotoxizitäts- und Proliferationsmessungen in Konzentrationen von 
50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 2% und 1% (v/v) in Komplettmedium eingesetzt. 
Die Aussaat für diese Zellkulturversuche erfolgte wie in Abschnitt 3.6.7.1 und 
3.6.7.2 dargestellt.  
 

3.7 Statistische Auswertung der Daten 

Statistische Auswertungen wurden mit den Programmen Microsoft Excel Version 
7.0, Sigma Plot Version 4.01 und SigmaStat ® 3.0 (SPSS Science Software 
GmbH, Erkrath) durchgeführt. Aus den Ergebnissen der dosisabhängigen Cytoto-
xizitäts- und Proliferationsmessungen wurden nicht lineare Regressionskurven 
(Abbildungen siehe Abschnitt 4.5.2 und 4.5.3) errechnet. Um den Vergleich der 
Wirkung von verschiedenen Faeces-Präparationen auf HT-29 Zellen in Abhängig-
keit der Interventionsphasen (siehe Abschnitt 3.6.1) zu vereinfachen, wurden 
aus den Regressionskurven EC25-Werte16 und IC50-Werte17  ermittelt und für die 
nachfolgenden statistischen Analysen eingesetzt.  

                                       
16 Der EC25-Wert (EC: effective concentration) gibt die Konzentration der eingesetzten Faeces-
Präparation (z.B. in % FW) an, welche eine Reduktion der Zellvitalität um 25% im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle zur Folge hat. 
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Zur Überprüfung bzw. zum Ausschluss möglicher Behandlungs-, Perioden- und 
Nachwirkungseffekte, bedingt durch das Crossover-Studiendesign, wurde zu-
nächst folgendes statistisches Verfahren für jeden in dieser Arbeit untersuchten 
Parameter angewandt: 

 

Testverfahren der Crossover-Analyse 

• Test auf Behandlungs-Unterschiede zwischen Karottensaft- und Tomaten-
saft-Konsum: gepaarter t-Test nach Student zwischen Studienperiode I und 
II; Periode I: Differenz der Messdaten aus Depletion 1 (vor der Interventi-
on) und nach Intervention 1 (bzw. am Ende der Interventionsphase); Perio-
de II: Depletion 2 – Intervention 2 

• Test auf Periodeneffekte: ungepaarter t-Test zum Vergleich der Daten-
Unterschiede zwischen den Perioden von Gruppe A (Periode I - Periode II) 
gegen Gruppe B ( Periode II – Periode I)   

• Test auf Nachwirkungseffekte (= Behandlung x Perioden-Wechselwirkungs-
effekte): ungepaarter t-Test mit Vergleich der Messdaten von Periode I + 
Periode II von Gruppe A gegen Gruppe B 

 

Waren die Daten im Kolmogorov-Smirnov-Test (Lilliefors-Korrektur) nicht nor-
malverteilt bzw. homogen (Levenetest), dienten die entsprechenden parameter-
freien Verfahren Mann-Withney Rangsummen-Test bzw. Wilcoxon Rangsummen-
Test zur statistischen Auswertung.  

Waren keine Perioden- und Nachwirkungseffekte zu beobachten (Signifikanz-
Level P<0,1), wurden die Messdaten der Probandengruppen A und B zusammen-
gefasst. Effekte durch die Karottensaft- und Tomatensaft-Intervention wurden in 
diesem Fall ungeachtet der Saft-Konsum-Sequenz (K/T und T/K) durch Vergleich 
der Messdaten aus den jeweiligen Depletions- und nachfolgenden Interventions-
phasen durch gepaarte t-Tests (bzw. Wilcoxon Rangsummen-Test) statistisch 
geprüft (Bsp.: Daten von Gruppe A / D1 gegen I1 und von Gruppe B / D2 gegen 
I2 hinsichtlich Effekte durch Karottensaft-Konsum). Das Signifikanzniveau wurde 
auf P≤0,05 festgelegt. Zeigten sich Perioden- oder Nachwirkungseffekte, wurden 
nur die Messdaten aus Studienperiode I für weitere statistische Auswertungen 
verwendet.  

                                                                                                                        
17 Der IC50-Wert (IC: inhibition concentration) zeigt, bei welcher Konzentration der eingesetzten 
Faeces-Präparation eine 50%ige Wachstumshemmung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle beobach-
tet werden kann.  
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Zur Erfassung von Zusammenhängen bzw. Abhängigkeiten wurden Korrelationen 
zwischen den gemessenen Parametern durchgeführt (Pearson-Produktmoment-
Korrelation bei normalverteilten Daten, Rangkorrelation nach Spearman bei Ver-
dacht auf Nichtnormal-Verteilung der Variablen, Signifikanzniveau ebenfalls bei  
P≤0,05). Die visuellen Darstellungen lieferten keinen Anlass dazu, die Annahme 
einer linearen Beziehung zwischen den korrelierten Parametern zu verwerfen. 
Signifikante bzw. tendenzielle Korrelationen sind im Tabellenanhang in Tab. 7.7 
dargestellt. 

Um die Bedeutung von einzelnen beobachteten Einflussfaktoren (Prädiktorvari-
ablen) wie z.B. Faeces-MDA- und Faeces-Wassergehalt, FW-DCA- und FW-Pro-
pionat-Konzentration sowie FW-β-Glucosidase-Aktivität auf die cytotoxische und 
wachstumshemmende Wirkung von Faeceswasser abschätzen zu können, wurden 
abschließend mit dem Programm SigmaStat ®3.0 multiple lineare Regressions-
analysen in einem vorwärts schrittweisen Verfahren durchgeführt. Im ersten 
Schritt einer solchen Analyse wird eine einfache Regression mit derjenigen Vari-
ablen (z.B. Faeces-MDA-Gehalt) durchgeführt, die die höchste positive oder ne-
gative Korrelation mit der abhängigen Variablen (z.B. antiproliferative FW-
Wirkung/IC50-Wert) zeigt. In den nachfolgenden Schritten werden im Programm 
ausschließlich statistisch wichtige (signifikante) Variablen mit den höchsten par-
tiellen Korrelationen selektiert. Interkorrelationen von Prädiktorvariablen (Multi-
kollinearität) können dabei mit Hilfe der Toleranz bzw. derem Kehrwert (Variance 
Inflation Factor) überprüft und Variablen gegebenenfalls aus dem Regressions-
modell entfernt werden. Die Voraussetzungen für die Anwendung der multiplen 
Regression wie Konstanz der Variabilität wurden mittels SigmaStat ® 3.0 über-
prüft und waren erfüllt. 

Aufgrund der begrenzten Stuhl-, bzw. Faeceswasser- und Faeces-Extrakt-Mengen 
konnten nicht alle in der Arbeit bestimmten Parameter bei jeder Probanden-
Probe erfasst werden. Daher sind die in den nachfolgenden Abschnitten darge-
stellten Messergebnisse stets mit der Anzahl (n) der für die statistische Auswer-
tung verfügbaren Messdaten angegeben. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Probandendaten 

Im Rahmen der Rekrutierung wurden zunächst einige anthropometrische Daten 
der Probanden erfasst. In Tab. 4.1 sind die Daten jener Probanden aufgeführt, 
deren Stuhlproben in dieser Arbeit untersucht wurden. Der statistische Vergleich 
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Probanden-Gruppen 
A (Reihenfolge der Saft-Interventionen: Karotten-/Tomatensaft (K/T)) und B 
(T/K) der Crossover-Studie hinsichtlich ihrer anthropometrischen Daten (Stu-
diendesign siehe Abschnitt 3.6.1).  

 

 
Tab. 4.1: Anthropometrische Daten (MW±SD) der zwölf Probanden, die ihre Stuhlproben 
am Ende jeder Studienphase sammelten. 
 

Parameter Gruppe A (K/T) Gruppe B (T/K) 

Alter [Jahre] 26±5 28±4 

Gewicht [kg] 78±8 75±4 

Größe [m]   1,80±0,06   1,86±0,09 

BMI [kg/m2]  24,0±2,5  21,9±2,2 

Körperfett-Anteil [%] 1  15,5±5,8  15,8±6,4 

Grundumsatz [kcal/Tag] 2  1858±223  1862±249 
1 erfasst mittels bioelektrischer Impedanzanalyse unter Standardbedingungen 
2 bestimmt über indirekte Kalorimetrie mit Vmax 229 (Sensomatics, Höchberg) unter Standardbe-
dingungen 
 

4.2 Daten aus der Ernährungserhebung 

Durch die kontrollierte Diät konnte eine einheitliche Nahrungsaufnahme zwei Ta-
ge vor und während der Stuhlsammelperioden gewährleistet werden (siehe 
Tab. 4.2). Eine einfache Varianzanalyse der Daten mit wiederholten Messungen 
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den fünf Studieneinheiten hin-
sichtlich der nachfolgend gezeigten Parameter. 
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Tab. 4.2: Vergleich der Nährstoffaufnahme der zwölf Probanden (MW±SD, während der 
kontrollierten Diät) zwischen den fünf Studieneinheiten ohne Berücksichtigung der Nähr-
stoffzufuhr aus Karotten- und Tomatensaft.  
 

 Zeit (Wochen) 

Parameter 2 4 6 8 10 

Energie 
[kcal/Tag] 

2742±286 2672±276 2799±247 2882±407 2791±498 

KH [Energie%] 51±2 51±2 51±2 50±2 49±2 

Fett          
[Energie%] 

34±2 34±2 34±2 35±3 35±2 

Protein        
[Energie%] 

15±1 15±1 15±1 15±1 15±1 

Ballaststoffe 1 
[g/Tag] 

36±4 35±4 36±5 37±4 34±6 

Ethanol [g/Tag]  3,3±5,9  2,1±5,1  1,3±3,6   0,3±0,02   0,7±1,5 

β-Carotin 
[mg/Tag] 

 1,2±0,1  1,2±0,1  1,3±0,1  1,3±0,2   1,3±0,2 

1 Nach Angaben des Herstellers Schoenenberger enthielt der verwendete Karottensaft 
1,0g Ballaststoffe/100ml und der Tomatensaft 0,8g/100ml. Damit wurden während der 
jeweiligen Saft-Interventionsphasen täglich zusätzlich 3g Ballaststoffe aus Karottensaft 
und 2,4g aus Tomatensaft aufgenommen. 
 

 

4.3 Studiendesign - Crossover 

Bei den anthropometrischen und Ernährungserhebungs-Daten sowie allen in die-
ser Arbeit untersuchten Parametern aus Depletionsphase 1 (D1) bestanden im 
ungepaarten t-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen Probandengruppe 
A und B vor Beginn der Saft-Interventionen (Daten nicht gezeigt). Bei der Be-
stimmung der Carotinoid-Gehalte im Stuhl und anderen in der Arbeit untersuch-
ten Parametern wie Cytotoxizität und Proliferation sowie den Substanzanalysen 
in verschiedenen Faeces-Präparationen wurden auch Proben aus der Deple-
tionsphase D3 untersucht. Nachdem die Messdaten der ersten und letzten Deple-
tionsphase bei diesen Parametern jedoch keine signifikanten Unterschiede zeig-
ten, wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit auf eine Darstellung von D3 wei-
testgehend verzichtet bzw. bei späteren Experimenten von der Untersuchung der 
Proben aus D3 abgesehen. Auch bei den in Tab. 7.7 dargestellten Korrelations-
analysen sind daher die Daten der letzten Depletionsphase nicht berücksichtigt. 
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4.4 Faeces-Untersuchungen 

4.4.1 Stuhlgewicht, Stuhl-Wassergehalt 

Das Gewicht der Faeces-Proben wurde durch den Konsum von Karotten- bzw. 
Tomatensaft nicht signifikant beeinflusst:  

 

Tab. 4.3: Faeces-Parameter in Abhängigkeit der Studienphasen (MW±SD).  
*signifikanter Unterschied im Vergleich zur Depletionsphase direkt vor der entsprechen-
den Saft-Intervention mit P≤0,05. 
 

Parameter  Karottensaft Tomatensaft 

 vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (KI) 

vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (TI) 

Stuhlgewicht 
[g]/48h (n=12) 

  499±169 430±168 

 

  443±230   512±245 

 

Wassergehalt 
[%] 1 (n=6) 

78±6 74±4* 73±5 78±4 

 
1 n=6: die Messdaten aus Studienperiode II wurden beim Parameter Stuhl-Wassergehalt 
nicht in die weitere statistische Auswertung miteinbezogen, da bei der Crossover-Analyse 
Nachwirkungseffekte (P=0,04) auftraten.  

 

Der Wassergehalt im Stuhl ging nach Karottensaft-Konsum (I1) signifikant um 
ca. 4% zurück. Nach Tomatensaft-Konsum (I1) zeigte sich eine tendenzielle,  
aber nicht signifikante (P=0,07) Erhöhung im Wassergehalt der Stuhlproben im 
Vergleich zur vorausgegangenen Auswaschphase.  
 

4.4.2 Carotinoid-Gehalte in Faeces und Faeceswasser 

Die Messung des Carotinoid-Gehaltes in Faeces- und FW-Proben ermöglichte die 
Erfassung physiologischer, durch eine carotinoidreiche Ernährung erreichbare, 
Carotinoid-Konzentrationen im Dickdarm. Karottensaft-Konsum (330ml/Tag)  
über zwei Wochen erhöhte bei allen Probanden signifikant den β- und α-Carotin-
Gehalt im Stuhl (siehe Abb. 4.1). Auch die Faeces-Lycopin-Menge war nach 
14-tägigem Tomatensaft-Konsum (330ml/Tag) signifikant erhöht. Nach der sich 
anschließenden Depletionsphase gingen die Faeces-Gehalte der Hauptcarotinoide 
wieder auf die ursprünglichen Werte (vor der jeweiligen Saft-Intervention) zu-
rück. 
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Abb. 4.1: Faeces-Carotinoid-Gehalte nach 14-tägiger Depletion und Gemüsesaft-Inter-
vention (MW±SD, n=12). Dargestellt sind die Hauptcarotinoide aus Karotten- bzw. Toma-
tensaft einschließlich ihrer Isomere. ***P<0,001.  Depletion vor der Saft-Inter-
vention,  Depletion nach der Saft-Intervention (Messwerte, einschließlich der Gehalte 
der übrigen erfassten Carotinoide, siehe Tabellenanhang Tab. 7.1). 

 
 

Zusätzlich wurde die Carotinoid-Analyse exemplarisch auch bei einigen, in Zell-
kulturversuchen eingesetzten, unfiltrierten FW-Proben durchgeführt. Sie sollte 
Aufschluss darüber geben, in welchem Konzentrationsbereich Carotinoide in der 
wässrigen Phase des Stuhls vorliegen können. Die Durchführung der Carotinoid-
Extraktion und -Analyse erfolgte aus je 500µl FW-Probe wie die HPLC-Analytik 
der Faeces-Carotinoide (Methode siehe Abschnitt 3.6.3.2). Entsprechend der 
Faeces-Carotinoide waren auch die Carotinoid-Konzentrationen in unfiltriertem 
Faeceswasser nach Saft-Konsum erhöht. Die Konzentration von β-Carotin stieg 
z.B. von 0,24±0,19µM (Depletionsphase) auf 49,2±16,6µM nach Karottensaft-
Konsum an.  
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Im Vergleich zur vorausgegangenen Auswaschphase (0,7±1,5) enthielt Faeces-
wasser nach Tomatensaft-Konsum Lycopin in einer Konzentration von 83,1± 
50,2µM (jeweils n=4). In steril-filtrierten FW-Proben (0,22µm Filter) lagen die 
Carotinoid-Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze.  

4.4.3 Stabilität von Carotinoiden in Faeces und Faeces-
wasser (Langzeittest) 

Zur Erfassung der Stabilität von Faeces-Carotinoiden über einen Zeitraum von 
acht Monaten wurden aus zwei repräsentativen, zuvor homogenisierten, aliquo-
tierten und bei -80°C (im Dunkeln) gelagerten Stuhlproben - jeweils mit und oh-
ne BHT-Zusatz - mindestens alle acht Wochen eine Carotinoid-Extraktion und 
-Analyse wie in Abschnitt 3.6.3.2 beschrieben durchgeführt. Die Langzeitlagerung 
von Faeces bei -80°C zeigte keinen Einfluss auf die Stabilität der Carotinoide: 
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Abb. 4.2: Stabilität von Faeces-Carotinoiden am Beispiel von β-Carotin und Lycopin, ein-
schließlich ihrer Isomere (MW±SD, n=3). Die repräsentativen Faeces-Proben stammen 
von zwei verschiedenen Probanden aus der Stuhlsammelperiode von Interventionsphase 
II (Probe 1 nach Karottensaft-Konsum (β-Carotin), Probe 2 nach Tomatensaft-Konsum 
(Lycopin), Messwerte siehe Tab. 7.3).  
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Der Zusatz des Antioxidans BHT hatte keinen statistisch signifikanten Effekt (ein-
fache Varianzanalyse) auf den Carotinoid-Gehalt im Stuhl.  

 

Die untersuchten FW-Proben zeigten bei gleichen Lagerbedingungen über acht 
Monate ebenfalls keine Abnahme hinsichtlich der Carotinoid-Konzentrationen 
(Messdaten siehe Tabellenanhang Tab. 7.1). 
 

4.4.4 Faeces-MDA-Gehalt 

Malondialdehyd wird häufig als Marker für die Lipidperoxidation eingesetzt. We-
der Karotten- noch Tomatensaft-Konsum hatte einen signifikanten Einfluss auf 
den MDA-Gehalt im Stuhl: 

 

Tab. 4.4: Faeces-MDA-Gehalt in Abhängigkeit der Saft-Interventionen (MW±SD). Die 
Daten wurden von PD Dr. med. (SU) Briviba (BFEL, Karlsruhe) für diese Auswertung 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
 

Faeces-MDA-Gehalt [nmol/g Stuhl] 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(KI) 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(TI) 

11,9±1,9 12,4±2,5 11,3±2,5 12,5±3,2 

n=6 n=5 n=5 n=6 
 

 

Mit steigendem Wassergehalt im Stuhl schien der Faeces-MDA-Gehalt abzuneh-
men; es zeigte sich eine geringe tendenzielle Korrelation zwischen diesen beiden 
Parametern von r=-0,35 (P=0,11; siehe Tab. 7.7). Jedoch auch unter Berück-
sichtigung des Faeces-Wassergehaltes beeinflussten Tomaten- und Karottensaft-
Konsum den Faeces-MDA-Gehalt nicht [Briviba et al. 2004]. 
 

4.5 Faeceswasser-Experimente 

Die Behandlung von HT-29 Zellen mit steril-filtriertem Faeceswasser (FW) in Zell-
kulturexperimenten sollte Effekte von nicht bzw. nur teilweise resorbierbaren, 
insbesondere wasserlöslichen Substanzen erfassen, die in Gemüsesaft vorkom-
men bzw. in vivo z.B. durch die intestinale Mikroflora gebildet werden. Versuche 
mit unfiltrierten FW-Proben sollten Aufschluss über mögliche Effekte von Caroti-
noiden in Anwesenheit anderer luminaler Substanzen auf das Colonepithel geben.   
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4.5.1 Faeceswasser-pH-Wert  

Durch die Karottensaft-Intervention wurde eine signifikante Erniedrigung des 
FW-pH-Wertes von 0,38±0,12 von unfiltrierten FW-Proben im Vergleich zur je-
weiligen vorausgegangenen Depletionsphase festgestellt. Tomatensaft-Konsum 
zeigte dagegen keinen signifikanten Einfluss: 

 

Tab. 4.5: pH-Wert von unfiltriertem Faeceswasser in Abhängigkeit der Studienphasen 
(n=12). *=signifikanter Unterschied zur entsprechenden Depletionsphase direkt vor der 
Saft-Intervention mit P≤0,05. 
 

Karottensaft Tomatensaft 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(KI) 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(TI) 

6,73±0,45 6,34±0,42* 6,76±0,47 6,67±0,41 
 

4.5.2 Cytotoxizität  

Nach 24h-Behandlung mit Faeceswasser war eine deutliche dosisabhängige Ab-
nahme der Vitalität von HT-29 Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
(Komplettmedium ohne weitere Zusätze) zu beobachten. Während die intraindi-
viduellen Schwankungen hinsichtlich der cytotoxischen Wirkung von FW-Proben 
im Allgemeinen relativ gering waren, unterschied sich die generelle FW-Cytotoxi-
zität verschiedener Probanden deutlich. Abb. 4.3 stellt repräsentativ am Beispiel 
der steril-filtrierten FW-Proben von zwei Probanden (gewonnen aus den Stuhl-
proben der verschiedenen Studienphasen) die Dosis-Wirkungsbeziehung dar. 
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Abb. 4.3: Cytotoxischer, dosisabhängiger Effekt der FW-Proben von zwei repräsentativen 
Probanden in Abhängigkeit der Studienphasen. Die Daten sind in Form der Vitalitätsraten 
aus einem Experiment in Dreifachbestimmung (MW+SD) relativ zur unbehandelten Kon-
trolle (ausschließlich Komplettmedium, 100% Vitalität) dargestellt. Die zugehörigen nicht 
linearen Regressionskurven wurden aus allen Datenpunkten einer Dosis-Wirkungsbe-
ziehung ermittelt und zur Berechnung von EC25-Werten eingesetzt (siehe Abschnitt 3.7). 
 

 

Während konfluente HT-29 Zellen nach der Behandlung mit FW-Proben von eini-
gen Probanden vollständig zugrunde gingen (siehe Beispiel A, Abb. 4.3), nahm 
ihre Vitalität nach Inkubation mit weniger toxischen FW-Proben anderer Proban-
den (Beispiel B) auch bei einer FW-Konzentration von 20% (v/v in Komplettme-
dium) um maximal 50% ab. Um den Einfluss der Saft-Interventionen auf die FW-
Cytotoxizität zu untersuchen, wurden daher für die statistische Auswertung EC25-
Werte herangezogen. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. 
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Tab. 4.6: Cytotoxische Wirkung von steril-filtrierten FW-Proben auf HT-29 Zellen nach 
24h-Inkubation in Abhängigkeit der Saft-Interventionen (MW±SD, *P≤0,05). Es sind aus-
schließlich die Messdaten aus Studienperiode I dargestellt, da in der Crossover-Analyse 
Periodeneffekte auftraten (P=0,02).  
 

EC25-Werte 1 ([%], MW±SD) 

Karottensaft Tomatensaft 

vor Saft-Konsum 
(D1) 

nach Saft-Konsum 
(KI1) 

vor Saft-Konsum 
(D1) 

nach Saft-Konsum 
(TI1) 

6,8±2,7 7,7±1,5 4,8±1,7 5,9±1,1* 

n=6 n=5 n=6 n=6 
1 EC25-Werte: Effektive FW-Konzentrationen (Verdünnung dargestellt als prozentualer Anteil von 
Faeceswasser in Komplettmedium) bei Reduktion der Vitalität um 25% im Vergleich zur unbehan-
delten Kontrolle. 
 

 

Die Karottensaft-Intervention zeigte keine signifikante Veränderung hinsichtlich 
der FW-Cytotoxizität. Tomatensaft-Konsum führte dagegen zu einer signifikanten 
mittleren Zunahme des EC25-Wertes von 1,0% im Vergleich zur vorausgegange-
nen Depletionsphase D1, gleichbedeutend mit einer Abnahme der cytotoxischen 
Wirkung von Faeceswasser. Dieser Effekt ist aber vernachlässigbar, da er inner-
halb der Schwankungsbreite der individuellen EC25-Werte liegt (bedingt durch die 
intra-individuellen Schwankungen der Vitalitätswerte im Testsystem, siehe Abb. 
4.3).  

Zur Erfassung von Carotinoid-Wirkungen in Kombination mit anderen luminalen 
Komponenten wurden von fünf Probanden exemplarisch auch unfiltrierte FW-
Proben auf ihre cytotoxische Wirkung hin untersucht. Im Vergleich zu den steril-
filtrierten Proben waren die unfiltrierten Proben toxischer (mittlerer EC25-Wert 
und SD aller Proben 4,6±2,3%); Karotten- bzw. Tomatensaft-Konsum zeigte aber 
keinen signifikanten Einfluss auf die FW-Cytotoxizität (Messwerte siehe Tabellen-
anhang, Tab. 7.4).  
 

4.5.3 Proliferation 

Proliferationsmessungen wurden ebenfalls mit steril-filtrierten und unfiltrierten 
FW-Proben durchgeführt. Faeceswasser zeigte im Verlauf der Proliferations-
Messungen eine starke dosisabhängige, antiproliferative Wirkung auf HT-29 Zel-
len, die am deutlichsten nach 5-Tage-Inkubation zu beobachten war. Diese Inku-
bationszeit diente daher zur Berechnung der IC50-Werte (prozentuale FW-
Konzentrationen bei 50% Wachstumshemmung im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle (100%)).  
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Im Gegensatz zu den Cytotoxizitätsmessungen waren anhand des Verlaufs der 
Dosis-Wirkungsbeziehung keine deutlichen Unterschiede in der proliferations-
hemmenden Wirkung von FW-Proben verschiedener Probanden erkennbar.  
 
Abb. 4.4 zeigt die dosisabhängigen, antiproliferativen Effekte der FW-Proben ei-
nes repräsentativen Probanden in Abhängigkeit der Saft-Interventionen: 
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Abb. 4.4: Antiproliferative Wirkungen von FW-Proben eines repräsentativen Probanden 
auf HT-29 Zellen nach einer Inkubation von fünf Tagen (entsprechende cytotoxische FW-
Wirkungen siehe Abb. 4.3B). Die Daten stellen die Wachstumsraten aus einem Experi-
ment in Dreifachbestimmung (MW+SD) in Relation zur unbehandelten Kontrolle dar. Die 
abgebildeten nicht linearen Regressionskurven wurden aus allen Datenpunkten einer Do-
sis-Wirkungsbeziehung ermittelt und dienten zur Berechnung der IC50-Werte. 
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Das Wachstum von HT-29 Zellen war nach Behandlung mit Faeceswasser stark 
gehemmt. Karotten- bzw. Tomatensaft-Konsum zeigte jedoch keinen signifikan-
ten Einfluss auf die antiproliferative Wirkung von steril-filtriertem Faeceswasser 
im Vergleich zu den vorausgegangenen Depletionsphasen:  

 

Tab. 4.7: Einfluss der Saft-Interventionen auf die antiproliferative Wirkung von steril-
filtrierten FW-Proben auf HT-29 Zellen in Abhängigkeit der Saft-Interventionen (n=7). 
 

IC -Werte ([%], MW±SD) nach 5-Tage-Inkubation mit FW50

Karottensaft Tomatensaft

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(KI) 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(TI) 

0,8±0,2 0,9±0,3 1,1±0,5 1,0±0,6 
 

 

Auch bei unfiltrierten carotinoidhaltigen FW-Proben konnte kein signifikanter Ef-
fekt von Karotten- oder Tomatensaft-Konsum auf die proliferationshemmende 
FW-Wirkung beobachtet werden (Messwerte siehe Tab. 7.4). 
 

4.5.4 Konzentrationen von Gallensäuren in steril-filtriertem 
Faeceswasser 

Aufgrund der möglichen Bedeutung von Fett in der Coloncarcinogenese wird zu-
nehmend auch die Wirkung von lipidlöslichen Substanzen aus dem intestinalen 
Lumen wie Gallensäuren untersucht. Von einem Teil der Gallensäuren (GS), ins-
besondere von LCA, ist eine cytotoxische Wirkung auf HT-29 Zellen bekannt 
[Latta et al. 1993]. In dieser Arbeit sollten daher FW-Proben auf ihre GS-
Konzentrationen und ihr GS-Profil hin untersucht werden.  

Karotten- und Tomatensaft-Konsum zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die 
Konzentration der erfassten Gallensäuren und das GS-Muster. 
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Abb. 4.5: Konzentrationen von Gallensäuren (Mittelwerte) in steril-filtrierten FW-Proben 
von acht Probanden in Abhängigkeit der Studienphasen. Messdaten ± SD siehe Tab. 7.5.  
 

 

Auch die Gesamt-Konzentration an Gallensäuren in steril-filtriertem Faeceswas-
ser wurde durch die Saft-Interventionen nicht signifikant verändert (zugehörige 
Messdaten siehe Tab. 7.5). 

 

Eine Korrelation zwischen der cytotoxischen Wirkung von Faeceswasser und der 
Konzentration der einzelnen Gallensäuren bzw. der Gesamt-GS-Konzentration 
- ungeachtet der Studienphasen - konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. Mit 
steigendem Anteil der primären Gallensäuren (CA und CDCA) nahm jedoch die 
cytotoxische Wirkung (EC25-Wert) von steril-filtriertem Faeceswasser ab (r=0,61; 
siehe Tab. 7.7). Die antiproliferative Wirkung von Faeceswasser wurde signifikant 
nur durch die FW-DCA-Konzentration beeinflusst. In diesem Fall war eine erhöhte 
DCA-Konzentration mit einer Abnahme der proliferationshemmenden Wirkung 
von Faeceswasser verbunden (r=0,39).  
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4.5.5 Konzentrationen von kurzkettigen Fettsäuren (SCFA) 
in steril-filtriertem Faeceswasser 

Weder Karottensaft- noch Tomatensaft-Konsum zeigten einen signifikanten Ein-
fluss auf die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsäuren Acetat und Butyrat so-
wie die Gesamt-Konzentration der drei untersuchten Fettsäuren in Faeceswasser: 
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Abb. 4.6: Konzentrationen von kurzkettigen Fettsäuren (Mittelwerte) in den steril-filtrier-
ten FW-Proben von acht Probanden in Abhängigkeit der Studienphasen. Messdaten (MW± 
SD) finden sich in Tab. 7.6. 
 

 

Die FW-Propionat-Konzentration war nach Tomatensaft-Konsum signifikant um 
durchschnittlich 3,6mM erniedrigt (P=0,01). Diese Konzentrationsabnahme ist 
jedoch vernachlässigbar, da sie im Bereich der intraindividuellen Schwankungs-
breite der Propionat-Konzentrationen in den Auswaschphasen (D1-D3, Daten 
nicht gezeigt) liegt.  

Die FW-Konzentrationen von Acetat und Butyrat waren signifikant negativ mit 
dem pH-Wert korreliert, wie die nächste Abbildung zeigt. 
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Abb. 4.7: Korrelationen zwischen Faeceswasser-pH und den Konzentrationen der beiden 
kurzkettigen Fettsäuren Acetat und Butyrat. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte von 
acht Probanden. Die abgebildeten Korrelationskoeffizienten (r) beziehen sich auf alle Da-
tenpunkte im jeweiligen Diagramm.  
 

 

Eine erhöhte Acetat-, Propionat- und Butyrat-Konzentration war mit einer gestei-
gerten cytotoxischen Wirkung von unfiltriertem Faeceswasser verbunden (Korre-
lationskoeffizienten siehe Tab. 7.7). Dagegen zeigten sich keine signifikanten 
Korrelationen zwischen der Cytotoxizität von steril-filtriertem Faeceswasser und 
den Konzentrationen der drei untersuchten kurzkettigen Fettsäuren.  

Eine erhöhte Propionat-Konzentration war signifikant mit einer verminderten an-
tiproliferativen Wirkung von steril-filtriertem und unfiltriertem Faeceswasser ver-
bunden. Dagegen schienen Acetat und Butyrat tendenziell die antiproliferative 
Wirkung von unfiltriertem Faeceswasser zu erhöhen. Diese Effekte waren aber 
nicht signifikant (siehe Tab. 7.7). 

 



4 Ergebnisse 75 

4.5.6 β-Glucosidase- und β-Glucuronidase-Aktivität in un-
filtriertem Faeceswasser 

Karotten- und Tomatensaft-Konsum zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die 
Aktivität der bakteriellen Enzyme in den FW-Proben von sechs Probanden:  

 

Tab. 4.8: Aktivität bakterieller Enzyme in Faeceswasser, bestimmt in Form des Substrat-
umsatzes. Die Messdaten (MW±SD) sind in Abhängigkeit der Saft-Interventionen zusam-
mengefasst dargestellt. 
 

 Substratumsatz [mg Substrat/h*ml FW] 

Enzym Karottensaft Tomatensaft

 vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (KI) 

vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (TI) 

β-Glucosidase 1,0±0,8 1,2±0,6 1,0±0,4 1,3±0,7 

β-Glucuronidase 0,5±0,6 0,5±0,3 0,3±0,2 0,4±0,3 
 

 

Es zeigte sich jedoch eine signifikante hohe Korrelation (r=-0,62) zwischen der 
β-Glucosidase-Aktivität und der antiproliferativen Wirkung (IC50) von steril-fil-
triertem Faeceswasser. 
 

4.5.7 Einflussfaktoren auf die cytotoxische und wachs-
tumshemmende Wirkung von steril-filtriertem       
Faeceswasser 

Zusammenhänge zwischen der cytotoxischen und antiproliferativen Wirkung von 
steril-filtriertem Faeceswasser und den nachfolgend gemessenen Parametern, 
unabhängig von den Studienphasen, wurden zunächst über Korrelationen - wie in 
den vorherigen Abschnitten angegeben - zwischen je zwei Variablen untersucht. 
Zur Ermittlung der wichtigsten Einflussfaktoren und deren Wirkungszusammen-
hang dienten multiple lineare Regressionanalysen im schrittweisen Verfahren 
(Methode siehe 3.7). Die dadurch errechnete beste Kombination von erfassten 
Parametern zur Vorhersage der cytotoxischen bzw. proliferationshemmenden 
FW-Wirkung zeigt die nachfolgende Abbildung.  
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Abb. 4.8: Regressionsmodelle zur Bedeutung von Einflussfaktoren auf die cytotoxische 
(Daten aus Periode I, oberes Bild) und antiproliferative (unteres Bild) Wirkung von steril-
filtriertem Faeceswasser. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte von jeweils vier Pro-
banden in Abhängigkeit der Studienphasen. Genauere Angaben zu den Regressionsmo-
dellen siehe Tab. 7.8. 
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Die Regressionsanalyse zeigte, dass ein Teil der Varianz (37%) in der cytotoxi-
schen Wirkung von steril-filtriertem Faeceswasser durch den Anteil primärer FW-
Gallensäuren erklärt werden kann. Bei der proliferationshemmenden Wirkung 
von steril-filtriertem Faeceswasser kann 80% der Variation durch ein Regres-
sionsmodell mit den Variablen Faeces-MDA-Gehalt und FW-β-Glucosidase-
Aktivität erklärt werden.  
 

4.6 Faeces-Lipidextrakte 

Da lipidlösliche Komponenten aus dem Stuhl zum Teil in die wässrige Phase des 
Colonlumen gelangen können, sollte ihr cytotoxisches Potenzial auf Coloncarci-
nomzellen untersucht werden. Die Extraktion von Faeces-Lipiden (beschrieben in 
Abschnitt 3.6.8) ermöglichte außerdem die Anreicherung von Lipiden, einschließ-
lich der Carotinoide, die durch Saft-Konsum in den Darm gelangten. 
 

4.6.1 Cytotoxische Wirkung von Faeces-Lipidextrakten auf 
HT-29 Zellen 

Als Maßeinheit für die cytotoxische Wirkung der Lipidextrakte wurden auch hier 
die EC25-Werte herangezogen. Karotten- und Tomatensaft-Konsum erhöhten sig-
nifikant die Cytotoxizität der Lipidextrakte, gleichbedeutend mit einer Erniedri-
gung der EC25-Werte: 

 

Tab. 4.9: Cytotoxizität von Faeces-Lipidextrakten nach 24h-Inkubation in Abhängigkeit 
der Saft-Interventionen. *= signifikanter Unterschied zur vorausgegangenen Depletions-
phase mit P≤0,05. 
 
 

EC -Werte  ([%], MW±SD)25
1

Karottensaft Tomatensaft

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(KI) 

vor Saft-Konsum 
(D) 

nach Saft-Konsum 
(TI) 

33,5±24,9 11,5±6,3* 29,8±26,1 10,7±7,0* 

n=12 n=11 n=10 2 n=12 
1 EC25-Werte: Effektive Konzentrationen der Faeces-Lipidextrakte, angegeben als prozentualer An-
teil der zunächst hergestellten Stammlösungen in Komplettmedium (siehe Abschnitt 3.6.8) bei 
einer Reduktion der Vitalität um 25% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 
2 Bei zwei Proben konnte kein EC25-Wert bestimmt werden, da die Proben bei keiner der eingesetz-
ten Verdünnungen toxisch waren. 

 

 



4 Ergebnisse 78 

Eine Korrelation zwischen den Faeces-Gehalten von α- und β-Carotin nach Karot-
tensaft-Konsum und dem Ausmaß der cytotoxischen Effekte der Faeces-
Lipidextrakte wurde nicht beobachtet. Auch ein Zusammenhang zwischen der 
Lipidextrakt-Cytotoxizität und dem Faeces-Lycopin-Gehalt nach Tomatensaft-
Konsum konnte nicht festgestellt werden.  
 

4.6.2 Durchflusscytometrische Analysen zur Wirkung von 
Faeces-Lipidextrakten auf HT-29 Zellen 

Zur Mechanismen-Aufklärung der zuvor beobachteten cytotoxischen Wirkung von 
Faeces-Lipidextrakten wurden die Apoptose- und Nekroseraten von HT-29 Zellen 
nach Lipidextrakt-Behandlung bestimmt. Die Aussaat der Zellen erfolgte entspre-
chend der Zelldichte aus dem Cytotoxizitätstest. Anhand mikroskopischer Beo-
bachtungen stellte sich heraus, dass bereits nach sehr kurzer Zeit - in Abhängig-
keit der eingesetzten Proben - die cytotoxische Wirkung der Extrakte eintrat und 
die HT-29 Zellen daraufhin außergewöhnlich schnell zugrunde gingen. Deshalb 
wurden kurze Inkubationszeiten von 2 und 5h gewählt. Die nächste Abbildung 
zeigt die zur Datenerhebung und -analyse verwendeten graphischen Darstellun-
gen am Beispiel von unbehandelten Zellen, Zellen nach Apoptoseinduktion und 
mit Lipidextrakt-behandelten Zellen jeweils nach 2h-Inkubation. 
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Abb. 4.9: Dot-Plots der durchflusscytometrischen Analyse von HT-29 Zellen nach 2h-
Inkubation mit Komplettmedium (Negativ-Kontrolle), nach Induktion mit je 1,0µM Stau-
rosporin und Brefeldin A (Positiv-Kontrolle) und nach Behandlung mit dem Lipidextrakt 
einer Faeces-Probe der Tomatensaft-Intervention. Die Eingrenzung der für die statisti-
sche Auswertung relevanten Zellpopulation, d.h. der Ausschluss von Apoptosesekörper-
chen und Zelldebris wurde in den FSC/SSC-Dot-Plots (linke Bildhälfte) mit Hilfe eines 
Analysenfensters (Region R1) vorgenommen. In den FL1/FL2-Dot-Plots (rechte Bildhälfte, 
Gesamtpopulation aus R1) konnten vitale (FITC-/PI-), apoptotische (FITC+/PI-) und 
nekrotische Zellen (FITC+/PI+) durch Einsatz eines Quadrantenmarkers voneinander ab-
gegrenzt und quantitativ erfasst werden.  
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Die 2- und 5h-Behandlung von HT-29 Zellen mit Faeces-Lipidextrakten aus den 
Depletions- und Interventionsphasen verursachte im Vergleich zu den Kontrollen 
keine signifikanten Veränderungen hinsichtlich der Nekroserate (Messwerte siehe 
Tab. 7.10). Faeces-Lipidextrakte aus der Tomatensaft-Intervention führten je-
doch zu einer signifikanten Erhöhung der Apoptoserate gegenüber der Negativ- 
bzw. BHT-Kontrolle (P≤0,05; Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zur jeweiligen 
vorausgegangenen Depletionsphase erhöhte sich nach 2h-Inkubation die Apopto-
serate durch Tomatensaft-Konsum signifikant um den Faktor 1,7; nach 5h-Inku-
bation verdoppelte sie sich (siehe Abb. 4.10). Karottensaft-Konsum hatte dage-
gen keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose- und Nekroserate von HT-29 
Zellen. 
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Abb. 4.10A/B: Apoptose- und Nekroserate [%] von HT-29 Zellen nach 2- und 5h-
Inkubation mit Faeces-Lipidextrakten aus den Depletions- und nachfolgenden Saft-
Interventionsphasen (MW±SD, n=6). *P≤0,05; **P≤0,01; zugehörige Messwerte siehe 
Tab. 7.10. Die 5h-Behandlung von HT-29 Zellen mit einem Faeces-Lipidextrakt aus der 
Karottensaft-Intervention führte zu einer Apoptoserate von 55,9% und bedingt die hohe 
SD in Abb. A. Die Nekroserate nach 5h-Inkubation mit Faeces-Lipidextrakten der Toma-
tensaft-Intervention unterlag hohen interindividuellen Schwankungen (siehe SD Abb.B), 
möglicherweise bedingt durch die unterschiedlich schnell eintretende Wirkung der Lipid-
extrakte und daraus resultierende zeitliche Unterschiede im Auftreten von Sekundär-
nekrose. 
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4.7 Alternatives Faeceswasser-Modell 

Zwischen der cytotoxischen und antiproliferativen Wirkung der FW-Proben aus 
der direkten FW-Gewinnung (siehe Abschnitt 3.6.4) und der Wirkung der FW-M-
Proben des alternativen FW-Modells (siehe 3.6.10) bestand ein deutlicher Zu-
sammenhang: 

 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

EC25 [%FW-M]

E
C

2
5
 [
%

FW
]

Cytotoxizität Proliferation

IC50 [%FW-M]

IC
5
0
 [
%

FW
]

r=0,68 (n=46) r=0,77 (n=28)

0 10 20 30 40 50 60 70
0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

EC25 [%FW-M]

E
C

2
5
 [
%

FW
]

Cytotoxizität Proliferation

IC50 [%FW-M]

IC
5
0
 [
%

FW
]

0 10 20 30 40 50 60 70
0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

EC25 [%FW-M]

E
C

2
5
 [
%

FW
]

Cytotoxizität Proliferation

IC50 [%FW-M]

IC
5
0
 [
%

FW
]

r=0,68 (n=46) r=0,77 (n=28)

 
Abb. 4.11: Signifikante Korrelationen zwischen den EC25- und IC50-Werten von Faeces-
wasser und Faeceswasser-Medium (P<0,001). 
 

 

Wie bei Faeceswasser beeinflussten weder Karotten- noch Tomatensaft-Konsum 
signifikant die proliferationshemmende Wirkung von FW-Medium. Die Karotten-
saft-Intervention zeigte ebenfalls keine Auswirkung auf die Cytotoxizität von FW-
Medium. 
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Tab. 4.10: Cytotoxische und antiproliferative Wirkung von steril-filtrierten FW-M-Proben 
auf HT-29 Zellen in Abhängigkeit der Saft-Interventionen, dargestellt in Form der mittle-
ren EC25- bzw. IC50-Werte [%FW-M in Komplettmedium] ± SD. *P≤0,05 im Vergleich zur 
vorausgegangenen Depletionsphase. 
 

FW-M-Parameter Karottensaft Tomatensaft 

nach Saft-
Konsum 

(TI) 

 vor Saft-
Konsum  

(D) 

nach Saft-
Konsum 

(KI) 

vor Saft-
Konsum  

(D) 

Cytotoxizität         
(EC25–Werte,  n=12) 

 31,2±12,7 30,4±13,4  31,6±10,4 25,1±5,6* 

Proliferations-
hemmung           

(IC50–Werte, n=7) 

5,7±2,5 6,1±1,6 7,4±3,5 7,4±3,3 

 

 

Die Tomatensaft-Intervention führte dagegen zu einer signifikanten Erhöhung 
der cytotoxischen Wirkung von FW-Medium mit einer mittleren Abnahme der 
EC25-Werte um 9,0%. Dieser Effekt ist jedoch zu vernachlässigen, da er inner-
halb der Schwankungsbreite der individuellen EC25-Werte liegt (bedingt durch die 
intraindividuellen Schwankungen der Vitalitätswerte im Testsystem).  
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5 DISKUSSION 

Ernährungsfaktoren können die Entstehung eines Tumors, wie in Abschnitt 
2.1.2ff beschrieben, maßgeblich beeinflussen. Toxische bzw. potenziell carcino-
gene Substanzen können im Colon aktiviert oder gebildet werden. Sie können 
das Colon auch direkt über den Chymus oder über den enterohepatischen Kreis-
lauf nach Resorption im Magen und Dünndarm und Metabolisierung durch Leber-
enzyme erreichen. In Abhängigkeit der Stuhltransitzeit können Substanzen im 
Colon verbleiben und über mehrere Stunden auf die Epithelzellen einwirken. Da 
die Stuhltransitzeit relativ lang sein kann, sind diese Zellen einer besonderen Ex-
positionssituation ausgesetzt. Eine nicht invasive Möglichkeit zur Beurteilung von 
protektiven und Risikofaktoren der Coloncarcinogenese stellt die Sammlung und 
Analyse von Faeces dar. 
 

5.1 Faeces-Analysen 

5.1.1 Allgemeine Faeces-Parameter 

Stuhl besteht nach der intestinalen Darmpassage trotz intensiver Wasser-
rückresorption im Dickdarm zum Großteil aus Wasser, wobei der Stuhl-Wasser-
gehalt sowohl inter- als auch intraindividuell beträchtlich variieren kann. Die Fae-
ces-Trockensubstanz kann bis zu 55% aus Bakterien bestehen [Stephen und 
Cummings 1980]. Die individuelle Zusammensetzung des Stuhls wird durch die 
aufgenommene Nahrung, die Verdauungskapazität, die Mikroflora und die in-
testinale Transitzeit bestimmt. Ein hohes Stuhlgewicht wird mit einem niedrige-
ren colorectalen Krebsrisiko assoziiert [Cummings et al. 1992], vermutlich auf-
grund eines Verdünnungseffektes, der den Kontakt zwischen der Colonmucosa 
und carcinogenen Substanzen vermindert. Aufgrund der täglichen Variation der 
Defäkation (Stuhlentleerung) wurde für diese Arbeit zur Verringerung der intra-
individuellen Variabilität von den Probanden am Ende jeder Interventionsphase 
48h-Stuhl gesammelt. Die Unterschiede im Wassergehalt der Stuhlproben ver-
schiedener Probanden waren bei der kontrollierten einheitlichen Diät während der 
Stuhlsammelperioden relativ gering. Dies stellt einen Hinweis auf eine physiolo-
gisch intakte Wasserrückresorption im Dickdarm der untersuchten Probanden 
dar. Im Mittel lag der Stuhl-Wassergehalt bei 74±6%, er ging nach Karottensaft-
Konsum leicht um 4% zurück. Dagegen wurde das Stuhlgewicht nicht signifikant 
durch die Saft-Interventionen beeinflusst und unterlag im Vergleich zum Stuhl-
Wassergehalt - trotz gleicher kontollierter Diät - erheblich größeren Schwankun-
gen (471±202g), sowohl inter- als auch intra-individuell (Daten nicht gezeigt). 

 



5 Diskussion 85 

Zwischen den Parametern Stuhlgewicht und -Wassergehalt bestand eine signifi-
kante mittlere Korrelation von 0,41. Veränderungen im Stuhlgewicht könnten 
durch Unterschiede in der Flüssigkeitszufuhr, die im Rahmen der Interventions-
studie nicht erfasst wurde, bedingt sein. Aber auch Änderungen in der Bakteri-
enmasse könnten für Schwankungen im Stuhlgewicht verantwortlich sein bzw. 
auch die beobachtete Änderung im Stuhl-Wassergehalt nach Karottensaft-Kon-
sum erklären. 
 

5.1.2 Carotinoid-Gehalte in Faeces und Faeceswasser 

Die Carotinoide aus Karotten- und Tomatensaft schienen für die Probanden gut 
verfügbar zu sein, was sich in einem deutlichen Anstieg der Carotinoid-Plasma-
konzentrationen zeigte. So stieg z.B. nach der ersten Saft-Intervention bei an-
sonsten carotinoidarmer Ernährung der mittlere Plasmaspiegel von α- bzw. 
β-Carotin durch Karottensaft-Konsum im Vergleich zur vorausgegangenen Deple-
tionsphase (0,06 bzw. 0,27µmol/l) signifikant auf 0,61 bzw. 1,18µmol/l an. Der 
mittlere Plasma-Lycopinspiegel erhöhte sich signifikant von 0,21µmol/l nach der 
ersten Depletionsphase auf 0,52µmol/l nach der ersten Tomatensaft-Intervention 
[Watzl et al. 2003]. Zur Erfassung physiologisch erreichbarer Carotinoid-Kon-
zentrationen im Dickdarm nach Karotten- und Tomatensaft-Konsum wurden die 
Carotinoid-Gehalte in Faeces bzw. in einigen unfiltrierten FW-Proben bestimmt. 
Dabei zeigte die HPLC-Analyse, dass Karotten- bzw. Tomatensaft-Konsum zu 
physiologisch hohen Konzentrationen der Carotinoide α-, β-Carotin und Lycopin 
im Stuhl führen kann. Diese Carotinoide sind möglicherweise für Colonepithelzel-
len verfügbar, da sie auch in den analysierten FW-Proben nach entsprechendem 
Saft-Konsum hohe Konzentrationen von bis zu 67µM β-Carotin und bis zu 147µM 
Lycopin erreichten. Dabei zeigte sich sowohl für β-Carotin als auch für Lycopin 
eine deutliche Korrelation zwischen der FW-Konzentration und dem Faeces-
Gehalt dieser Carotinoide (rβ-Carotin=0,95 und rLycopin=0,93; siehe Tab. 7.7). In 
Faeceswasser scheinen die Carotinoide an größere Partikel (Durchmesser 0,65-
5,0µm) gebunden zu sein, da z.B. β-Carotin und Lycopin während der schrittwei-
sen Filtration (beschrieben in Abschnitt 3.6.4) in Filtern mit einer Porengröße von 
0,65µm zurückgehalten wurden. 

Hohe Schwankungen im Carotinoid-Faecesgehalt von Proben verschiedener Pro-
banden beruhen möglicherweise auf interindividuellen Unterschieden in der Re-
sorption von Carotinoiden. Es zeigte sich eine tendenzielle Korrelation von 0,54 
(P=0,07) zwischen dem Faeces-β-Carotin- und –Lycopin-Gehalt nach entspre-
chendem Saft-Konsum. Das Verhältnis von β-Carotin zu α-Carotin in den Stuhl-
proben aus der Karottensaft-Intervention lag durchschnittlich bei 2,4(±0,4):1 und 
entsprach damit weitestgehend dem Verhältnis der beiden Carotinoide von 2,3 
(±0,02):1 im für die Interventionen eingesetzten Karottensaft.  
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Während in Pflanzen Carotinoide vor allem als all-trans-Isomere vorliegen, kön-
nen in verarbeiteten Lebensmitteln und in menschlichen Geweben verschiedene 
cis-Isomere von β-Carotin und Lycopin nachgewiesen werden. Eine trans-cis-
Isomerisierung von Carotinoiden wird beispielsweise durch Säuren, Hitzebehand-
lung, reaktive Sauerstoffspezies und Lichtexposition gefördert [Rodriguez-Amaya 
1999]. In dem hier verwendeten Karottensaft18 lag der prozentuale Anteil von 
all-trans-β-Carotin durchschnittlich bei 87%; bei Tomatensaft18 betrug der all-
trans-Lycopin-Anteil 82%. In den Plasma-Proben aus der Karottensaft-
Intervention wurde im Vergleich zu den Saft- bzw. Faeces-Proben keine signifi-
kante Veränderung des all-trans-β-Carotin-Anteils beobachtet (Daten siehe Tab. 
7.2). Dagegen zeigten die Plasma-Proben der Tomatensaft-Intervention im Ver-
gleich zu Saft- und Faeces-Proben eine deutliche Verschiebung zugunsten der 
Lycopin-cis-Iso-mere (Daten siehe Tab. 7.2) und entsprachen mit einem cis-
Isomeren-Anteil von 63±12% den Angaben aus der Literatur [Clinton et al. 1996, 
Stahl et al. 1992].  

Während die Probanden unter carotinoidarmer Ernährung durch Karotten- und 
Tomatensaft-Konsum mit Lycopin (aus Tomatensaft) und α- bzw. β-Carotin (aus 
Karottensaft) versorgt waren, konnte der Konsum dieser beiden Säfte die Auf-
nahme anderer Carotinoide wie Lutein, Zeaxanthin und β-Cryptoxanthin aus Obst 
und Gemüse nicht ersetzen. Die β-Cryptoxanthin-Konzentration im Plasma nahm 
nach der ersten Saft-Intervention sogar weiter ab [Watzl et al. 2003]. Nach Ka-
rottensaft-Konsum lag der β-Cryptoxanthin-Gehalt im Stuhl unterhalb der Nach-
weisgrenze (siehe Tab. 7.1), der Faeces-Zeaxanthin-Gehalt nahm während der 
Tomatensaft-Intervention ebenfalls aufgrund der niedrigen Zufuhr dieses Caroti-
noids signifikant ab.  
 

5.1.3 Stabilität von Faeces- und Faeceswasser-Carotinoiden 

Durch Lagerung der Faeces-Proben bei -80°C waren die Faeces-Carotinoide 
β-Carotin und Lycopin über den gesamten erfassten Zeitraum stabil; auch das 
all-trans/cis-Isomerenverhältnis veränderte sich bei beiden Carotinoiden nicht 
(Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus zeigte der Zusatz des Antioxidans BHT 
keine Auswirkungen auf die Stabilität der Carotinoide. Die FW-Carotinoid-Kon-
zentration nahm während der 8-monatigen Lagerung bei -80°C ebenfalls nicht 
ab. In vitro sind Carotinoide in wässrigem Medium in Abhängigkeit des eingesetz-
ten Trägers nur über einen begrenzten Zeitraum stabil [Williams et al. 2000]. In 
Vorversuchen wurde bei 37°C keine Veränderung in der Konzentration von 
β-Carotin und Lycopin in Faeceswasser, selbst über einen langen Zeitraum von 

                                       
18 Erhitzung der Säfte auf 105°C ca. 30-45s lang (Angaben des Herstellers Schoenenberger, Magstadt). 
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fünf Tagen, beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die antioxidative Kapazität von 
Faeces bzw. Faeceswasser scheint somit relativ hoch zu sein. 
 

5.1.4 Faeces-Malondialdehyd (MDA)-Gehalt 

Protektive Wirkungen von Carotinoiden werden häufig mit ihren antioxidativen 
Eigenschaften in Verbindung gebracht (siehe 2.4.4ff). In multilamellaren Liposo-
men zeigte Lycopin in vitro die stärkste antioxidative Wirkung, gefolgt von 
α-Carotin, β-Cryptoxanthin, β-Carotin/Zeaxanthin und Lutein. Carotinoid-Gemi-
sche zeigten synergistische Effekte. Lycopin und Lutein stellten das effizienteste 
Carotinoid-Gemisch gegen induzierte Lipidperoxidation dar [Stahl et al. 1998]. 
Über antioxidative Wirkungen von Carotinoiden in vivo, insbesondere im 
Gastrointestinaltrakt, ist jedoch nur wenig bekannt. Reaktive Sauerstoff- und 
Stickstoffspezies sowie Kupfer- und Eisenionen könnten eine Rolle in der Colon-
carcinogenese spielen, da sie die Lipidperoxidation induzieren und zu schweren 
DNA-Schäden führen können [Briviba et al. 2004]. Menschliche Colonadenocarci-
nomzellen (Caco-2) zeigten außerdem eine niedrigere Superoxiddismutase- und 
Catalase-Aktivität als normale Colonepithelzellen [Grisham et al. 1990]. MDA-
Konzentrationen waren in Dickdarmtumorgewebe im Vergleich zu makroskopisch 
normalem Gewebe ebenfalls erhöht [Otamiri und Sjodahl 1989].  

Malondialdehyd stellt ein Endprodukt der Lipidperoxidation dar und wird daher 
als Marker für die Lipidperoxidation bzw. für die Bildung von den oben aufgeführ-
ten reaktiven Verbindungen in vivo eingesetzt [Briviba et al. 2004]. Malondialde-
hyd kann promutagene exocyclische DNA-Addukte in menschlichen Zellen bilden 
und damit zur Krebsentwicklung beitragen [Bartsch et al. 1999]. 

Eine carotinoidarme Ernährung führte bei Frauen zu einem Anstieg im Plasma-
MDA-Spiegel, der durch Supplementierung mit einem Carotinoid-Gemisch aufge-
hoben werden konnte [Dixon et al. 1998]. In dieser Arbeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Einfluss von Karotten- und Tomatensaft-Konsum auf den MDA-
Gehalt im Stuhl. Auch der Plasma-MDA-Spiegel konnte durch die beiden Säfte 
nicht verändert werden [Briviba et al. 2004].  

Neben der Lipidperoxidation finden auch andere Oxidationsprozesse im menschli-
chen Organismus statt. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass Karotten- 
und Tomatensaft-Konsum auf andere Oxidationsprozesse als die Lipidperoxida-
tion Einfluss nehmen kann [Briviba et al. 2004]. 
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5.2 Faeceswasser-Untersuchungen  

Faeceswasser wird als die Faeces-Fraktion mit direktem Kontakt zum Colon-
epithel angesehen, da freie reaktive und lösliche Komponenten vermutlich effek-
tiver auf Epithelzellen einwirken können als Substanzen, die an Nahrungsreste 
oder die Bakterienmasse gebunden sind [Haza et al. 2000].  
 

5.2.1 Cytotoxische Wirkung von Faeceswasser 

Es wird vermutet, dass die cytotoxische Wirkung luminaler Komponenten zum 
Verlust von Epithelzellen im Dickdarm und infolgedessen zu einer kompensato-
risch gesteigerten Zellproliferation führt, die mit einem höheren Risiko für die 
Entwicklung von Colonkrebs in Verbindung gebracht wird [Gill und Rowland 
2002].  

Zur Untersuchung von Faeceswasser im Zellkultursystem werden die Proben üb-
licherweise durch Filter mit 0,45µm oft auch mit 0,2µm Porengröße vorfiltriert 
[De Kok et al. 1999, Haza et al. 2000, Jenner et al. 2005, Rafter et al. 1987, van 
Munster et al. 1993]. In Übereinstimmung mit Daten aus der Literatur 
[Glinghammar et al. 1999] wiesen die in dieser Arbeit untersuchten FW-Proben 
dosisabhängig deutliche cytotoxische Effekte bei konfluenten HT-29 Zellen auf. 
Dabei zeigten sich merkliche Unterschiede zwischen steril-filtrierten und unfil-
trierten FW-Proben hinsichtlich ihrer Wirkung. Unfiltrierte Proben waren im Ver-
gleich zu den steril-filtrierten Proben stärker cytotoxisch. Möglicherweise ist im 
Faeceswasser ein Teil der toxisch wirksamen Substanzen in Partikeln gebunden, 
die über die Filtration durch 0,22µm-Filter entfernt wurden. Eine Korrelation zwi-
schen den EC25-Werten von filtrierten und unfiltrierten FW-Proben konnte nicht 
beobachtet werden. Unabhängig von der Filtration wurden jedoch die cytotoxi-
schen Eigenschaften von Faeceswasser durch Karottensaft- bzw. Tomatensaft-
Konsum nicht bzw. kaum beeinflusst. Ob die FW-Carotinoide, die in Partikeln mit 
einem Durchmesser von 0,65-5,0µm vorlagen, durch Colonocyten aufgenommen 
werden konnten, ist unklar. Aus Emulsionen (Durchmesser 0,3-1,0µm) können 
HT-29 Zellen Carotinoide aufnehmen [Ax et al. 2001].  

Unterschiede in der Wirkung der FW-Proben auf HT-29 Zellen können nicht auf 
Verdünnungseffekte zurückgeführt werden, da keine signifikanten Korrelationen 
zwischen der cytotoxischen Wirkung von steril- bzw. unfiltrierten Proben und 
dem Faeces-Wassergehalt beobachtet werden konnten. Der Einfluss der Saft-
Interventionen war darüber hinaus unabhängig von der FW-Cytotoxizität, d.h. 
zwischen stark toxischen und weniger toxischen FW-Proben der verschiedenen 
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Probanden bestand hinsichtlich der Saftwirkung kein Unterschied (Daten nicht 
gezeigt). 

Konfluente HT-29 Zellen zeigten in einer zuvor durchgeführten Studie eine gerin-
ge, signifikant erniedrigte Vitalitätsrate um 11% nach 24h-Behandlung mit 30µM 
β-Carotin, vorgelöst in Tetrahydrofuran [Briviba et al. 2001]. In der hier unter-
suchten Interventionsstudie stieg nach Karottensaft-Konsum (27,1mg β-Carotin 
pro 330ml) die β-Carotin-Konzentration in unfiltriertem Faeceswasser auf deut-
lich höhere Werte von bis zu 67µM an, was auch für eine potenzielle cytotoxische 
Wirkung von β-Carotin im Lumen spricht. Die meisten FW-Proben aus den Deple-
tionsphasen mit nicht cytotoxisch wirksamen β-Carotin-Konzentrationen von 
≤0,2µM zeigten jedoch eine um mindestens 20-fach höhere cytotoxische Wirkung 
als 30µM β-Carotin (siehe Briviba et al. 2001). Darüber hinaus konnte nach Ka-
rottensaft-Konsum kein Anstieg in der cytotoxischen Wirkung von unfiltriertem 
Faeceswasser beobachtet werden. Isoliertes Lycopin zeigte auf konfluente HT-29 
Zellen keine höhere Cytotoxizität als β-Carotin (unveröffentlichte Daten von PD 
Dr. med. (SU) Briviba). Nach Tomatensaft-Konsum zeigte sich auch keine Erhö-
hung der cytotoxischen Wirkung von unfiltriertem Faeceswasser. Dies war unter 
anderem vermutlich dadurch bedingt, dass nach der erforderlichen Verdünnung 
von Faeceswasser die Carotinoide nur in geringer Konzentration vorlagen. Somit 
scheinen andere luminale Komponenten eine stärkere Toxizität als die Carotinoi-
de aufzuweisen und für die hohen cytotoxischen Effekte von Faeceswasser auf 
HT-29 Zellen verantwortlich zu sein.  

Faeceswasser kann in HT-29 Zellen Apoptose induzieren [Haza et al. 2000]. An-
hand von FW-Proben eines Probanden wurde auch in dieser Arbeit in einem Vor-
versuch der der cytotoxischen Wirkung zugrunde liegende Zelltodmechanismus 
untersucht. Nach 17h-Inkubation mit FW-Proben in einer Konzentration von 5% 
in Komplettmedium zeigten HT-29 Zellen eine erhöhte Apoptoserate von durch-
schnittlich 40% (ermittelt mittels Annexin-Methode siehe 3.6.9.2, Daten nicht 
gezeigt). Da weder Karotten- noch Tomatensaft-Konsum einen merklichen Ein-
fluss auf die FW-Cytotoxizität hatten, wurde diese Untersuchung nicht weiter ver-
folgt.  

Trotz identischer Diät zwei Tage vor und während der Stuhlsammelperiode in den 
jeweiligen Studienphasen (siehe 3.6.1) wurden starke Unterschiede in der cyto-
toxischen Wirkung von FW-Proben verschiedener Probanden beobachtet. Im Ver-
gleich dazu waren die intraindividuellen Schwankungen bezüglich der FW-Cyto-
toxizität von Proben der einzelnen Probanden deutlich geringer (Daten nicht ge-
zeigt). Große interindividuelle Abweichungen in der cytotoxischen Wirkung von 
Faeceswasser beruhen vermutlich auf Unterschieden in der Mikroflora und deren 
Stoffwechselprodukten.  
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Aufgrund des unterschiedlichen Verlaufs der Dosis-Wirkungsbeziehung einzelner 
FW-Proben (siehe Abb. 4.3) scheint es besonders wichtig zu sein, die cytotoxi-
sche Wirkung von mehreren FW-Verdünnungen zu messen, um Einflüsse einer 
Ernährungsmodifikation auf die FW-Cytotoxizität erfassen zu können.  

In vivo sind die intrazellulären Konzentrationen von luminalen Komponenten in 
den Epithelzellen aufgrund der schützenden Mucusschicht und der Exkretion oder 
Exocytose von Substanzen wie Gallensäuren in die enterohepatische Zirkulation 
vermutlich niedriger als im Lumen. Um z.B. die in der Zellkultur beobachteten 
Effekte von DCA auf Colonocyten in vivo reproduzieren zu können, muss im Tier-
modell das Colon mit 10-100-fach höheren Konzentrationen perfundiert werden 
[Glinghammar et al. 1999]. Daher müssen bei Kultivierung von Zellen in norma-
len Zellkulturplatten FW-Proben für In-vitro-Untersuchungen entsprechend ver-
dünnt werden. Dennoch stellt die Messung der cytotoxischen Wirkung von Fae-
ceswasser in vitro eine relativ häufig angewendete, nicht invasive Methode zur 
Erfassung des colorectalen Krebsrisikos beim Menschen dar. Die Ergebnisse die-
ser Arbeit, z.B. im Hinblick auf den Einfluss der Filtration auf die cytotoxische 
FW-Wirkung, machen jedoch deutlich, dass weitere Untersuchungen zur Validie-
rung der FW-Cytotoxizität als Biomarker nötig sind.  
 

5.2.2 Antiproliferative Wirkung von Faeceswasser 

Veränderungen in der proliferativen Aktivität des Colonepithels spielen eine zent-
rale Rolle in der Entwicklung von Colonkrebs (siehe Abschnitt 2.2.1). Die Wirkung 
von Substanzen auf Coloncarcinomzellen in vitro liefert daher erste Hinweise auf 
ihre mögliche Bedeutung in vivo. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Prolife-
rationsmessungen starben die Zellen durch fünftägige Behandlung mit 10% Fae-
ceswasser ((v/v) in Komplettmedium), unabhängig von der FW-Probe vollständig 
ab. Die proliferationshemmende FW-Wirkung war bereits nach 24h-Behandlung 
sichtbar und nahm mit zunehmender Inkubationszeit deutlich zu. Der ver-
gleichsweise lange Versuchszeitraum wurde aufgrund der Verdopplungszeit von 
40-60h bei HT-29 Zellen gewählt. In einer früheren Studie von Briviba et al. 
wurde nach fünftägiger Behandlung bei gleicher Zelldichte ein starker prolifera-
tionshemmender Effekt von isoliertem β-Carotin (IC50 bei 11-16µM) auf HT-29 
Zellen beobachtet [Briviba et al. 2001]. Lycopin hemmte bei Brust-, Lungen- und 
Endometriumkrebszellen in vitro die Zellproliferation mit IC50-Werten von 1-2µM 
und zeigte damit eine noch stärkere antiproliferative Wirkung als β-Carotin [Levy 
et al. 1995]. Daher wurde in dieser Arbeit ein Einfluss der Saft-Interventionen 
auf das Wachstum von mit Faeceswasser behandelten HT-29 Zellen erwartet. Die 
antiproliferativen Effekte von unfiltrierten FW-Proben wurden jedoch weder durch 
Karotten- noch durch Tomatensaft-Konsum signifikant modifiziert. Eine Erklärung 
für diese Beobachtung könnte die allgemein hohe antiproliferative Wirkung von 
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FW-Proben aus allen Studienphasen, auch denen ohne Konsum der carotinoidhal-
tigen Säfte bzw. von steril-filtrierten FW-Proben sein. Für eine Wachstumshem-
mung von 50% mussten die FW-Proben um etwa 1:100 verdünnt werden, auch 
wenn sie keine Carotinoide enthielten (siehe Tab. 4.7 und Tab. 7.4). Unter Um-
ständen konnten daher mögliche, aber relativ geringe Carotinoid-Effekte in dem 
in dieser Arbeit verwendeten Testsystem nicht detektiert werden. Andere lumina-
le Substanzen scheinen auch hier einen größeren Einfluss auf HT-29 hinsichtlich 
der Zellproliferation zu haben.  

Mit steigendem Faeces-MDA-Gehalt nahm die antiproliferative Wirkung von ste-
ril-filtriertem Faeceswasser deutlich signifikant zu (r=-0,63). Verdünnungseffekte 
könnten bei den Proliferationsmessungen ebenfalls eine Rolle zu spielen; es zeig-
te sich eine tendenzielle mäßige Korrelation von 0,40 (P=0,16) zwischen dem 
Faeces-Wassergehalt und dem IC50-Wert der steril-filtrierten FW-Proben. Bei den 
unfiltrierten Proben zeigten sich dagegen keine Korrelationen zwischen der an-
tiproliferativen FW-Wirkung und dem Faeces-Wasser- bzw. MDA-Gehalt. Auf die 
Bedeutung der einzelnen Einflussfaktoren auf die antiproliferative Wirkung von 
steril-filtriertem Faeceswasser wird in Abschnitt 5.2.7 nochmals eingegangen. 

Bei Betrachtung der steril-filtrierten FW-Proben, unabhängig von der jeweiligen 
Studienphase, konnten die beobachteten antiproliferativen Wirkungen von Fae-
ceswasser nicht ausschließlich durch cytotoxische Wirkungen bedingt sein, da die 
proliferationshemmenden und cytotoxischen Effekte nicht korrelierten. Mögli-
cherweise sind verschiedene luminale Komponenten und Mechanismen für die 
erfassten cytotoxischen und antiproliferativen Effekte von Faeceswasser verant-
wortlich.  

Die Langzeitexposition von proliferierenden HT-29 Zellen mit Faeceswasser führ-
te zu einer deutlichen Wachstumshemmung. Unter welchen Umständen in vivo 
bzw. in vitro eine proliferationsstimulierende Wirkung infolge Kompensation cyto-
toxischer Effekte auftreten kann, sollte in nachfolgenden Studien untersucht 
werden. Zur Validierung der Proliferationsmessung als nicht invasiver Coloncarci-
nogenese-relevanter Faecesmarker wären Studien sinnvoll, die den Einfluss von 
Faeceswasser auf das Wachstum von Coloncarcinomzellen unter verschiedenen 
Zellkulturbedingungen und parallel die Colonzellproliferation bei humanen Biop-
sieproben untersuchen.  
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5.2.3 Gallensäuren in Faeceswasser 

Es wird häufig angenommen, dass Gallensäuren durch Störung des Gleichgewich-
tes zwischen Proliferation, Differenzierung und Apoptose in den Colonocyten zur 
malignen Transformation beitragen [Glinghammar und Rafter 1999]. Bei HT-29 
Zellen zeigten LCA, CDCA und DCA cytotoxische bzw. proliferationshemmende 
Effekte, allerdings erst ab Konzentrationen von 350µM (2h-Kurzzeitexposition) 
bzw. 50µM (5d-Langzeitexposition) [Latta et al. 1993]. In einer Humanstudie 
konnte die beobachtete FW-Cytotoxizität durch den FW-pH-Wert und die FW-
Konzentrationen von DCA-, CA-, und UDCA erklärt werden [De Kok et al. 1999]. 
Auch in einer Studie von van Munster et al. war die FW-Toxizität korreliert mit 
der FW-DCA-Konzentration, dennoch zeigten einige FW-Proben mit niedriger 
DCA-Konzentration merkliche Cytotoxizität [van Munster et al. 1993]. Latta et al. 
ermittelten nach Langzeitexposition von proliferierenden HT-29 Zellen mit Gal-
lensäuren über fünf Tage IC50-Werte von 77µM für LCA, 112µM für CDCA und 
168µM für DCA [Latta et al. 1993]. Unter der Berücksichtigung, dass in den in 
dieser Arbeit untersuchten steril-filtrierten FW-Proben die maximale Gesamt-GS-
Konzentration nur 33,6µM bzw. die höchste DCA-Konzentration 21,1µM betrug 
und die Proben für den Einsatz im Zellkultursystem mindestens zweifach ver-
dünnt wurden, ist eine direkte cytotoxische bzw. proliferationshemmende Wir-
kung der Gallensäuren in dem hier verwendeten Testsystem eher unwahrschein-
lich. Korrelationen zwischen einzelnen Gallensäuren bzw. der Gesamt-GS-Kon-
zentration und der cytotoxischen Wirkung von Faeceswasser wurden überdies 
nicht beobachtet. Verschiedene Gallensäuren könnten sich jedoch in ihrer Wir-
kung verstärken. Veränderungen im hydrophoben-hydrophilen Gleichgewicht von 
Gallensäuren in Faeceswasser können ebenfalls starke Effekte auf die intestinale 
cytotoxische Aktivität haben [Lapre et al. 1992]. Ebenso können synergistische 
Wirkungen von Gallensäuren mit anderen luminalen Substanzen nicht ausge-
schlossen werden. Die Kombination aus niedrigen DCA-Konzentrationen (12,5-
25µM) mit Butyrat und Propionat (4mM) führte z.B. bei HT-29 Zellen zu additiven 
Effekten bezüglich Apoptoseinduktion nach 24h-Inkubation [Marchetti et al. 
1997]. 

Bei den steril-filtrierten FW-Proben zeigte sich als einziger Zusammenhang zwi-
schen Gallensäuren und der cytotoxischen Wirkung eine mittlere positive Korrela-
tion von 0,61 zwischen dem prozentualen Anteil der primären Gallensäuren und 
dem EC25-Wert. Mit steigendem Anteil dieser Gallensäuren nahm demzufolge die 
cytotoxische FW-Wirkung ab. Möglicherweise beeinflussten die in dieser Arbeit 
untersuchten Gallensäuren die cytotoxische FW-Wirkung nicht direkt. Der pro-
zentuale Anteil primärer Gallensäuren könnte vielmehr auch einen indirekten 
Marker für die Aktivität bestimmter Mikroorganismen der Darmflora, die andere 
cytotoxische Substanzen produzieren bzw. freisetzen, darstellen.  
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Karotten- und Tomatensaft-Konsum zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die 
Konzentration der erfassten Gallensäuren, die Gesamt-GS-Konzentration oder 
das GS-Muster. Auch das LCA/DCA-Verhältnis, das nach Owen et al. einen besse-
ren Risikomarker für colorectalen Krebs darstellen könnte als die faecale DCA-, 
LCA- oder Gesamt-GS-Konzentration [Owen et al. 1987], wurde durch die Karot-
ten- und Tomatensaft-Interventionen in Faeceswasser nicht verändert (Daten 
nicht gezeigt). Es zeigte sich jedoch eine tendenzielle ca. 1,5-fache Zunahme der 
primären Gallensäuren durch die Tomatensaft-Intervention (P=0,10; Daten nicht 
gezeigt). Auf die Bedeutung von Gallensäuren für die cytotoxische Wirkung von 
steril-filtriertem Faeceswasser in Kombination mit anderen Einflussfaktoren wird 
in Abschnitt 5.2.7 nochmals eingegangen. 

Mit der antiproliferativen Wirkung von steril-filtriertem FW schien in dieser Arbeit 
lediglich die Konzentration der DCA, der häufigsten Gallensäure in Faeceswasser 
(bzw. im Colon), zusammenzuhängen. Zwischen diesen beiden Parametern lag 
eine signifikante moderate Korrelation von 0,39 vor; d.h. mit steigender DCA-
Konzentration nahm die wachstumshemmende Wirkung von Faeceswasser ab. 
Besonders hydrophobe Gallensäuren wie DCA könnten die Struktur von Zell-
membranen und damit den Stofftransport verändern und zur Aktivierung von 
Membranrezeptoren führen [Powell et al. 2001]. Die Bedeutung der FW-DCA-
Konzentration für die proliferationshemmende Wirkung von Faeceswasser in 
Kombination mit weiteren Einflussfaktoren wird in Abschnitt 5.2.7 nochmals dis-
kutiert.  

Das GS-Muster von den in dieser Arbeit untersuchten FW-Proben stimmte wei-
testgehend mit den Daten aus der Literatur überein [De Kok et al. 1999]. Aller-
dings war der prozentuale Anteil an den primären Gallensäuren CA und CDCA mit 
durchschnittlich 23% (±12%) erhöht. Ursache dafür könnte ein erniedrigter lumi-
naler pH-Wert sein (siehe 5.2.4), der eine Hemmung der bakteriellen 7α-De-
hydroxylase und damit eine begrenzte Umwandlung von primären in sekundäre 
Gallensäuren zur Folge haben kann [AGA 2000].  

In der Literatur zeigen die Konzentrationen verschiedener Gallensäuren in Fae-
ceswasser starke Schwankungen. So wurden bei gesunden Probanden z.B. FW-
DCA-Konzentrationen von 46-210µM [De Kok et al. 1999, Geltner-Allinger et al. 
1989] und nach fettreicher Diät bis zu 400µM gemessen [Rafter et al. 1987]. In 
dieser Arbeit zeigten die steril-filtrierten FW-Proben vergleichsweise niedrige GS-
Konzentrationen. Möglicherweise lagen die Gallensäuren überwiegend an die 
Faecesmatrix, z.B. an unlösliche Ballaststoffe oder an größere FW-Partikel, die 
durch Sterilfiltration entfernt werden, gebunden vor. Steril-filtrierte FW-Proben 
wiesen auch in einer anderen Studie niedrigere DCA-Konzentrationen (5-100µM) 
auf [van Munster et al. 1993]. Ballaststoffe können durch Bindung von Gallen-
säuren deren Löslichkeit in Faeceswasser reduzieren und die GS-Konzentration 
durch Verdünnungseffekte erniedrigen [Alberts et al. 2003].  
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Eine durch hohe Ballaststoffaufnahme bedingte pH-Wert-Erniedrigung im Lumen 
kann ebenfalls über Verminderung der Löslichkeit zur Reduktion der GS-Konzen-
tration in Faeceswasser beitragen [De Kok und van Maanen 2000]. Mit einer täg-
lichen Aufnahme von durchschnittlich 36g durch die kontrollierte Diät am Ende 
der Studienphasen (siehe Tab. 4.2) war die Ballaststoffzufuhr in der in dieser Ar-
beit untersuchten Interventionsstudie vergleichsweise hoch. Die Ballaststoffzu-
fuhr in Deutschland liegt bei durchschnittlich 24g/Tag [Hermann-Kunz und 
Thamm 1999]. Eine fettreiche Ernährung erhöht deutlich die GS-Sekretion und 
den GS-Fluss. Die tägliche Fettaufnahme lag bei den untersuchten Probanden mit 
durchschnittlich 34 Energieprozent über den Empfehlungen der deutschen Ge-
sellschaft für Ernährung (DGE: 25-30%), jedoch unter der mittleren Fettzufuhr in 
Deutschland (40%, Hermann-Kunz und Thamm 1999). Eine niedrigere Fettauf-
nahme könnte ebenfalls für verminderte FW-GS-Konzentrationen verantwortlich 
sein. Um die relativ niedrigen GS-Konzentrationen der in dieser Arbeit untersuch-
ten FW-Proben erklären zu können, sollten in weiteren Untersuchungen parallel 
die Konzentrationen der verschiedenen Gallensäuren von steril-filtrierten und un-
filtrierten FW-Proben analysiert werden.  

Neben methodischen Unterschieden bezüglich Stuhlsammlung, FW-Gewinnung 
bzw. -Filtration, chemischer Analyse und diätetischer Intervention können sich 
auch Probandenunterschiede hinsichtlich Alter, Ernährungsgewohnheiten, Stuhl-
transitzeit, Leberfunktion, Medikamenteneinnahme und Erkrankungen, z.B. Gal-
lensteine und frühere Darmerkrankungen, sowie durchgeführte Operationen wie 
Cholecystektomien auf Faeces- bzw. FW-GS-Konzentrationen und -Profil auswir-
ken [De Kok et al. 1999]. Dass häufig nicht alle diese Faktoren kontrolliert wer-
den können, macht die Interpretation von Studienergebnissen schwierig. Obwohl 
die sekundären Gallensäuren DCA und LCA häufig mit der colorectalen Carcino-
genese in Verbindung gebracht werden (siehe 2.3.3), konnten nicht alle Studien 
einen Zusammenhang zwischen diesen Gallensäuren in Faeceswasser und dem 
Krebsrisiko bestätigen [De Kok et al. 1999, Geltner-Allinger et al. 1991].  

Bei weitgehender Konstanthaltung der Fett-, Protein- und Ballaststoffaufnahme, 
mit Ausnahme der erhöhten täglichen Ballaststoffzufuhr durch die Karottensaft- 
bzw. Tomatensaft-Intervention, zeigte sich in dieser Arbeit keine signifikante Mo-
difikation der Konzentrationen einzelner Gallensäuren oder der Gesamt-GS-
Konzentration durch Karotten- oder Tomatensaft-Konsum.  

Die Rolle der Fett- und Ballaststoffaufnahme bei der colorectalen Carcinogenese 
wird nach wie vor kontrovers diskutiert (siehe 2.1.2 ff). Auch für Gallensäuren 
liegen widersprüchliche Ergebnisse vor. FW-Gallensäuren als Coloncarcinogene-
se-relevante Expositionsmarker bleiben somit umstritten.  
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5.2.4 Faeceswasser-pH-Wert 

Ein niedriger Faeces-pH wurde mit einer verminderten Colonkrebsinzidenz in ver-
schiedenen Populationen in Verbindung gebracht [Walker et al. 1986, Wollowski 
et al. 2001]. Mechanismen wie eine durch die pH-Wert-Erniedrigung bedingte 
reduzierte Löslichkeit von freien Gallensäuren und Fettsäuren, die Hemmung der 
bakteriellen 7α-Dehydroxylase bei einem pH unter 6,0 bis 6,5 und die Hemmung 
des bakteriellen Abbaus von Faeces-Komponenten zu potenziellen Carcinogenen 
und Veränderungen in der Zusammensetzung der Colonflora werden dieser Beo-
bachtung zugrunde gelegt [AGA 2000].  

Die pH-Werte von Faeces- und zugehörigen FW-Proben zeigen eine starke Korre-
lation [Govers et al. 1996]. Die in dieser Arbeit gemessenen FW-pH-Werte von 
durchschnittlich 6,63 liegen im unteren Bereich der FW- bzw. Faeces-pH-Daten 
aus der Literatur [De Kok et al. 1999, Geltner-Allinger et al. 1989, Govers et al. 
1996, Nagengast et al. 1993, Walker et al. 1986]. Während in einer Studie von 
De Kok et al. die Cytotoxizität von FW-Proben negativ mit deren pH-Werten kor-
reliert war [De Kok et al. 1999], konnte in dieser Arbeit keine signifikante Korre-
lation zwischen dem pH-Wert und der Cytotoxizität von steril-filtriertem bzw. un-
filtriertem Faeceswasser sowie der antiproliferativen Wirkung der beiden FW-
Präparationen (EC25- und IC50-Werte) festgestellt werden. Allein die Protonen-
Konzentration der in dieser Studie untersuchten FW-Proben kann auch nicht für 
deren unterschiedliche cytotoxische und antiproliferative Wirkungen verantwort-
lich sein, da in allen Versuchen der pH-Wert aufgrund der Pufferfunktion des 
Zellkulturmediums stets in einem für HT-29 Zellen tolerierbaren Bereich lag.  

Nach Tomatensaft-Konsum war der FW-pH-Wert tendenziell (P=0,16), aber nicht 
signifikant erniedrigt. Dagegen führte die Karottensaft-Intervention zu einer 
deutlichen signifikanten Abnahme des pH-Wertes um durchschnittlich 0,38. Eine 
Ursache für eine pH-Wert-Erniedrigung kann eine erhöhte Aktivität der Mikroflora 
sein, die Substanzen wie kurzkettige Fettsäuren durch Abbau von Ballaststoffen 
produziert und sezerniert (siehe nächster Abschnitt). Auch in dieser Arbeit konn-
ten SCFA den pH-Wert von Faeceswasser, wie in Abschnitt 4.5.5 dargestellt, be-
einflussen. Durch Karotten- bzw. Tomatensaft-Konsum erhöhte sich während der 
kontrollierten Diät die Ballaststoffaufnahme um durchschnittlich 7,9 bzw. 8,6%. 
Möglicherweise geht die unterschiedliche Auswirkung der beiden Saft-Interven-
tionen auf den FW-pH auf Abweichungen in der Ballaststoff-Zusammensetzung 
bzw. auf Matrixunterschiede zwischen Karotten- und Tomatensaft zurück, die die 
Fermentierung in verschiedenen Colonabschnitten bedingen können. Seitens des 
Herstellers liegen nur Daten zum Gesamt-Ballaststoff-Gehalt der Säfte vor, je-
doch keine weiteren Analysendaten über deren Ballaststoff-Zusammensetzung 
oder weitere Saftbestandteile, die den luminalen pH-Wert beeinflussen könnten. 
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Das luminale pH-Gleichgewicht ist dynamisch und hängt von zahlreichen Fakto-
ren ab, z.B. von der Konzentration an kurzkettigen und weiteren organischen 
Fettsäuren, Bicarbonat, Phosphat, Ammoniak sowie von anorganischen basischen 
Kationen wie Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ [Newmark und Lupton 1990], so dass die 
genauen Ursachen für die FW-pH-Wert-Erniedrigung im Rahmen dieser Arbeit 
nicht ermittelt werden konnten (siehe auch nächster Abschnitt). 

Studien haben gezeigt, dass eine Ernährungsmodifikation von einer Woche aus-
reicht, um Veränderungen im Faeces-pH, in der FW-GS-Konzentration, FW-
Cytotoxizität und der Mucosaproliferation detektieren zu können [Govers et al. 
1996, Rafter et al. 1987, Stadler et al. 1988a]. Möglicherweise konnte bereits ein 
14-tägiger Karottensaft-Konsum bei der vorliegenden Studie die biochemische 
Aktivität bzw. auch die Zusammensetzung der Mikroflora der Probanden modifi-
zieren. 
 

5.2.5 Kurzkettige Fettsäuren in Faeceswasser 

Für die Neutralisierung von Basen sowie die Ansäuerung des Colonlumens und 
der Faeces sind hauptsächlich SCFA, insbesondere Acetat, Propionat und Butyrat 
verantwortlich [Newmark und Lupton 1990]. Auch in dieser Arbeit zeigte sich ein 
signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der FW-Acetat- bzw. Butyrat-
Konzentration und dem FW-pH-Wert. Die multiple Regressionsanalyse (Methode 
siehe 3.7) ergab für die FW-Butyrat-Konzentration den bedeutendsten Einfluss 
auf den FW-pH (FW-pH=7,208-0,0218*FW-Butyrat; R2=0,21). Die hier erfassten 
SCFA Acetat, Butyrat und Propionat konnten jedoch nicht allein für die Verminde-
rung des FW-pH nach Karottensaft-Konsum verantwortlich sein, da ihre Konzent-
rationen in Faeceswasser nicht signifikant durch Karottensaft-Konsum verändert 
wurden. Auch die Tomatensaft-Intervention beeinflusste die Konzentration der 
SCFA nicht merklich. Aufgrund der schnellen Resorption von SCFA im Colon kön-
nen die in FW-Proben erfassten SCFA-Konzentrationen nicht die genauen lumina-
len SCFA-Konzentrationen widerspiegeln. Die Verwendung von Faeces- bzw. FW-
Daten zur Interpretation von Veränderungen hinsichtlich der Fermentation im 
Colon sind daher begrenzt [Cummings et al. 1987]. Über ihre osmotische Wirk-
samkeit trugen die SCFA möglicherweise jedoch zu einer verstärkten Wasser-
rückresorption im distalen Colon und damit zur Verminderung des beobachteten 
Faeces-Wassergehaltes nach Karottensaft-Konsum bei. Um herauszufinden, wel-
che Substanzen in Faeceswasser an der pH-Wert-Verminderung durch Karotten-
saft-Konsum beteiligt sind, wären nachfolgende Analysen zur Bestimmung weite-
rer organischer Säuren bzw. Anionen wie Lactat interessant. Lactat stellt ein 
Zwischenprodukt der KH-Fermentation zu SCFA dar, dessen Faeces-Konzentra-
tion bei gesunden Probanden normalerweise unter 5mM liegt [Duncan et al. 
2004]. Dennoch sollte überprüft werden, ob bei vergleichsweise hoher Ballast-
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stoffaufnahme Karottensaft-Konsum zu einer erhöhten FW-Lactat-Konzentration 
führen kann. Ob beim bakteriellen Abbau von Karottensaft-Inhaltsstoffen distal 
vermehrt auch andere organische Säuren wie Succinat und phenolische Säuren 
entstehen und den FW-pH-Wert vermindern konnten, sollte ebenfalls untersucht 
werden.  

Im menschlichen Colon wurde ein durchschnittliches molares Verhältnis von Ace-
tat:Propionat:Butyrat von 57:22:21 im rechten und 57:21:22 im linken Colon 
detektiert [Cummings et al. 1987]. In Abhängigkeit der Natur, Menge und Fer-
mentierbarkeit von Ballaststoffen die das Colon erreichen, kann das Verhältnis 
dieser SCFA variieren. Bei den hier untersuchten FW-Proben lag das molare Ver-
hältnis von Acetat:Propionat:Butyrat durchschnittlich bei 62:18:21 und stimmte 
damit annähernd mit den oben beschriebenen Daten von Cummings et al. über-
ein.  

Kurzkettigen Fettsäuren wird eine bedeutende Rolle bei der Colonhomöostase 
zugeschrieben. In einer Studie von Dolara et al. waren höhere Faeces-SCFA-
Spiegel bei Patienten mit 6-24 Monate zuvor entfernten Colonpolypen mit einer 
niedrigeren Proliferationsrate der Colonmucosa verbunden [Dolara et al. 2002]. 
Das normale Colongewebe toleriert Butyrat-Konzentrationen von 10-60mM 
[Scheppach et al. 1995]. Dagegen zeigten SCFA in vitro - vermutlich durch eine 
höhere Anfälligkeit isolierter Zellen im Vergleich zu Gewebe-assoziierten Zellen in 
ihrer natürlichen Umgebung – cytotoxische Wirkung auf HT-29 Zellen. Butyrat 
stellte mit einer cytotoxischen Wirkung ab 5mM dabei die wirksamste SCFA dar, 
während Acetat die schwächste Wirkung auf konfluente HT-29 Zellen ausübte 
[Lang 2001]. In dieser Arbeit zeigten Korrelationen der FW-SCFA-Konzentra-
tionen mit den EC25-Werten von unfiltriertem Faeceswasser, dass SCFA für die 
cytotoxische FW-Wirkung im Zellkultursystem mitverantwortlich sein könnten 
(siehe Tab. 7.7). Dieser Zusammenhang konnte allerdings bei steril-filtrierten 
FW-Proben nicht bestätigt werden. Möglicherweise stellen die erfassten SCFA nur 
indirekte Marker für andere Substanzen aus Bakterien dar, die mit den SCFA-
Konzentrationen korrelieren, aber durch die Sterilfiltration entfernt wurden. 

Auch proliferationshemmende Wirkungen durch SCFA wurden an HT-29 Zellen 
beobachtet. So hemmte eine dreitägige Behandlung mit Na-Butyrat bei HT-29 
Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase dosisabhängig das Zellwachstum 
mit einer IC50-Konzentration von 1,6mM [Coradini et al. 2000]. Diese Wachs-
tumshemmung wurde mit einem Zellzyklusarrest in der G0/G1-Phase und mit 
Veränderungen in Zellzyklus-assoziierten Proteinen wie Cyclin D1 und p53 in 
Verbindung gebracht. Bei den steril-filtrierten FW-Proben zeigte sich nur noch die 
Korrelation zur Propionat-Konzentration, deren Bedeutung als Einflussfaktor auf 
die proliferationshemmende FW-Wirkung in Abschnitt 5.2.7 erläutert wird.  
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5.2.6 Bakterielle Enzymaktivitäten in Faeceswasser 

Tumoren treten im Dickdarm wesentlich häufiger auf als im Dünndarm. Neben 
Unterschieden in der Gewebehomöostase (siehe 2.2.2) könnte auch die Colonflo-
ra eine wichtige Rolle in der Coloncarcinogenese spielen. Ein Mechanismus, durch 
den intestinale Bakterien in diesen Prozess involviert sein könnten, stellt die Pro-
duktion carcinogener Metabolite aus nicht-toxischen Vorläufersubstanzen dar. 
Einige reduktive und hydrolytische Enzyme wie Azoreduktase und Nitroredukta-
se, β-Glucosidase und β-Glucuronidase, die für die Bildung carcinogener Substan-
zen bekannt sind, werden von Colonbakterien produziert [McBain und Macfarlane 
1998]. Die bakterielle Enzymaktivität kann durch Substratinduktion oder durch 
eine Veränderung in der Zusammensetzung der Colonflora modifiziert werden. 
Die als gesundheitsfördernd geltenden Bifidobakterien und Lactobazillen weisen 
z.B. geringere Aktivitäten der Xenobiotika-metabolisierenden Enzyme im Ver-
gleich zu in hohen Zahlen als eher schädlich betrachteten Bacteroides, Clostridien 
und Enterobacteriaceae auf. β-Glucuronidase kommt z.B. vor allem in Enterobak-
terien und Clostridien vor [Wollowski et al. 2001].  

In einer Humanstudie von Johansson et al. wurden nach Umstellung von einer 
gemischten auf eine lacto-vegetabile Kost, die mit einem verminderten Colon-
krebsrisiko assoziiert wird, verminderte Aktivitäten von β-Glucosidase, β-Glu-
curonidase und Sulfatase in Faeces-Proben beobachtet [Johansson et al. 1990]. 
Im Fall der β-Glucosidase und β-Glucuronidase konnten die verminderten Aktivi-
täten unter Berücksichtigung des erhöhten Stuhlgewichtes auf Verdünnungsef-
fekte zurückgeführt werden. In dieser Arbeit korrelierte die FW-Aktivität der 
β-Glucosidase und β-Glucuronidase weder mit dem Stuhlgewicht, noch mit dem 
Faeces-Wassergehalt, so dass Verdünnungseffekte die Aktivität der beiden En-
zyme nicht maßgeblich zu beeinflussen schienen. Auch Karotten- und Tomaten-
saft-Konsum zeigten keinen Einfluss auf die Aktivität von β-Glucosidase und 
β-Glucuronidase in Faeceswasser. Inwieweit die Aktivität anderer bakterieller En-
zyme wie Nitratreductase durch Karotten- oder Tomatensaft-Konsum beeinträch-
tigt wird, sollte in nachfolgenden Untersuchungen geklärt werden.  

Die cytotoxische Wirkung von steril- und unfiltriertem Faeceswasser wurde nicht 
von der β-Glucosidase- sowie der β-Glucuronidase-Aktivität beeinflusst; es konn-
ten keine signifikanten Korrelationen beobachtet werden. Die β-Glucuronidase-
Aktivität zeigte auch keinen signifikanten Einfluss auf die antiproliferative Wir-
kung der beiden FW-Präparationen. Durch eine gesteigerte β-Glucosidase-Ak-
tivität nahm jedoch die antiproliferative Wirkung von steril-filtriertem Faeceswas-
ser signifikant zu (r=-0,62). Auf diese Beobachtung wird in Abschnitt 5.2.7 
nochmals eingangen. 
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Häufig wird die Aktivität bakterieller Enzyme nach Zentrifugation aus mit Puffer 
verdünnten und zur Freisetzung Zell-assoziierter bzw. intrazellulärer Enzyme mit 
Ultraschall- oder Triton-behandelten Faeces-Proben aus dem Überstand be-
stimmt. In Vorversuchen wurden jedoch keine Unterschiede in der β-Glucosidase- 
und β-Glucuronidase-Aktivität von unfiltriertem Faeceswasser und dem Über-
stand von mit Puffer verdünnten Ultraschall-behandelten Faeces-Proben beo-
bachtet (Daten nicht gezeigt). Aufgrund des Materialmangels wurde in dieser Ar-
beit daher die Aktivität der beiden Enzyme aus bereits zuvor gewonnenen 
unfiltrierten und bei -80°C gelagerten FW-Proben bestimmt. Die Aktivität der 
beiden Enzyme, gemessen in Form des Substratumsatzes, lag im Bereich der 
Ergebnisse zu den faecalen Enzymaktivitäten aus früheren Studien [Bartram et 
al. 1996, Hylla et al. 1998]. Dies lässt vermuten, dass die beiden Enzyme über-
wiegend extrazellulär vorlagen, möglicherweise begünstigt durch Zelllyse beim 
Aufarbeiten der Proben.  

Trotz zahlreicher Untersuchungen über bakterielle Enzyme gibt es bisher keinen 
direkten, eindeutigen Zusammenhang zwischen deren metabolischer Aktivität 
und der Entwicklung von sporadischem colorectalem Krebs [Huycke und Gaskins 
2004]. Bakterielle Enzymaktivitäten und entsprechende Faeces-Metabolite kön-
nen daher eher zur Beurteilung der Effekte einer Ernährung auf die Modulation 
der Exposition des Colons mit potenziellen Carcinogenen herangezogen werden, 
als dass sie das Krebsrisiko widerspiegeln [Rafter et al. 2004].  

Durch die bakterielle β-Glucosidase können carcinogen wirkende Aglycone wie 
Azoxymethan und Cycasin freigesetzt werden, die in glycosidischer Form inaktiv 
sind [Steer et al. 2000]. Die β-Glucosidase könnte jedoch auch gesundheitsför-
dernde Effekte haben, z.B. wenn durch dieses Enzym vermehrt Flavonoide, die in 
der Nahrung häufig glycosidisch verknüpft vorliegen, freigesetzt werden 
[Wollowski et al. 2001]. Ein Anstieg in der β-Glucosidase-Aktivität kann auch auf 
einem präbiotischen Effekt z.B. durch Oligosaccharide beruhen, da Milchsäure-
bakterien im Vergleich zu anderen Darmflorabakterien eine hohe β-Glucosidase-
Aktivität haben [Hughes und Rowland 2001]. Bei höherer β-Glucosidase-Aktivität 
kann eine erhöhte Hydrolyse mehr Energie für Mikroorganismen und möglicher-
weise Freisetzung von Mikronährstoffen aus der Nahrungsmittelmatrix bedeuten 
[van den Heuvel et al. 2005]. Daher wird die funktionelle Bedeutung der 
β-Glucosidase noch diskutiert. 

Die Ernährung könnte auch für Enzym-assoziierte detoxifizierende Effekte im Co-
lon eine wichtige Rolle spielen. Obwohl das Colonepithel zum Teil durch seine 
Mucusschicht geschützt ist, sind die Zellen relativ anfällig gegenüber exogenen 
Toxinen. Im Vergleich zur Leber exprimieren sie nur relativ geringe Mengen an 
Phase-II-Enzymen wie die Glutathion-S-Transferasen (GST), die viele genotoxi-
sche Carcinogene inaktivieren [Berlau et al. 2004]. Im Colon der Ratte wurde 
nach Aufnahme resistenter Stärke, die die Aktivität und Zusammensetzung der 
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Mikroflora modifizieren kann, eine Induktion der Glutathion-S-Transferase π beo-
bachtet [Treptow-van Lishaut et al. 1999]. Butyrat, ein Hauptfermentationspro-
dukt der Mikroflora, konnte in HT-29 ebenfalls Glutathion-S-Transferasen indu-
zieren [Pool-Zobel et al. 2005]. Untersuchungen zum Einfluss von Faeceswasser 
auf die GST-Aktivität im Zellkultursystem wären daher ebenfalls interessant. 
 

5.2.7 Einflussfaktoren auf die cytotoxische und wachs-
tumshemmende Wirkung von steril-filtriertem       
Faeceswasser 

Hinsichtlich der cytotoxischen Wirkung von steril-filtriertem FW zeigte nur der 
prozentuale Anteil an primären Gallensäuren bedeutenden Einfluss. Eine Ver-
schiebung des GS-Musters zugunsten der primären Gallensäuren CA und CDCA 
mit gleichzeitiger Abnahme des Anteils an den sekundären Gallensäuren DCA und 
LCA führte zu einer Verminderung der cytotoxischen FW-Wirkung, gleichbedeu-
tend mit einer Erhöhung des EC25-Wertes. Der FW-pH-Wert wurde im linearen 
Regressionsverfahren dagegen als nicht signifikanter Einflussfaktor ausgeschlos-
sen. Eine pH-Wert-Erniedrigung führt jedoch zu einer verminderten Löslichkeit 
von freien Gallensäuren und Fettsäuren sowie unter pH 6-6,5 zur Hemmung der 
bakteriellen 7α-Dehydroxylase [AGA 2000] und beeinflusst somit vermutlich indi-
rekt die cytotoxische FW-Wirkung. Möglicherweise stellt der prozentuale Anteil 
der primären Gallensäuren auch einen indirekten Einflussfaktor auf die cytotoxi-
sche FW-Wirkung dar (Begründung siehe 5.2.3). Da nur 37% der Varianz des 
EC25-Wertes durch den Anteil primärer Gallensäuren in Faeceswasser erklärt 
werden können, spielen andere, in dieser Arbeit nicht erfasste Faktoren, viel-
leicht eine wichtigere Rolle für die FW-Cytotoxizität. So könnte die individuelle 
Mikroflora weitere cytotoxische Substanzen produzieren bzw. freisetzen. Bei der 
proteolytischen Fermentierung können neben verzweigtkettigen SCFA wie Isobu-
tyrat, Methylbutyrat (C4), Isovalerat (C5) und Caproat, die mit ca. 10-20mol/ 
100mol SCFAgesamt [Williams et al. 2001] im Colon in wesentlich geringeren Men-
gen als die erfassten SCFA vorkommen, auch potenziell toxische Metabolite wie 
Ammoniak bzw. Ammonium-Ionen, Amine, Phenole (z.B. p-Cresol), Indole, 
N-Nitroso-Verbindungen und Sulfide entstehen.  

Für die wachstumshemmende Wirkung von steril-filtriertem Faeceswasser stellen 
wahrscheinlich vor allem der Faeces-MDA-Gehalt (bzw. andere Produkte der Li-
pidperoxidation wie Lipidhydroperoxide oder 4-Hydroxy-2-nonenal) und die bak-
terielle β-Glucosidase-Aktivität wichtige Einflussfaktoren dar, da ihre lineare 
Kombination 80% der Variation des IC50-Wertes erklären konnte. Mit steigendem 
Faeces-MDA-Gehalt und steigender β-Glucosidase-Aktivität zeigte sich bei den 
untersuchten FW-Proben eine Abnahme des IC50-Wertes bzw. eine Erhöhung der 
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proliferationshemmenden FW-Wirkung. Auch die FW-DCA-Konzentration und die 
FW-Propionat-Konzentration schienen mit der antiproliferativen FW-Wirkung kor-
reliert zu sein; sie wurden als interkorrelierte Variablen (siehe Tab. 7.7) bei der 
Regressionsanalyse im schrittweisen Verfahren jedoch ausgeschlossen.  

Die β-Glucosidase-Aktivität könnte einen indirekten Einflussfaktor darstellen, der 
auf Substanzen wie Flavonoide zurückgeht, die in der Nahrung häufig glycosyliert 
vorliegen und nur begrenzt resorbiert werden können. Durch bakterielle Glucosi-
dasen können sie im Dickdarm freigesetzt und nachfolgend durch die Mikroflora 
z.B. zu phenolischen Säuren metabolisiert werden [Rechner et al. 2004]. Flavo-
noide bzw. phenolische Säuren konnten auch in Faeceswasser nachgewiesen 
werden [Jenner et al. 2005]. Während den Flavonoiden aufgrund ihrer antioxida-
tiven Eigenschaften eine positive Rolle in der menschlichen Ernährung und Prä-
vention von Krankheiten zugeschrieben wird, können diese Verbindungen in vitro 
in Gegenwart von Cu2+ oder Fe2+ auch prooxidativ wirken. Dabei scheint sich die 
prooxidative Aktivität in Abhängigkeit der Zahl an Hydroxylgruppen zu erhöhen, 
während Methylierung und Glycosylierung der Hydroxylgruppen die prooxidative 
Aktivität von Flavonoiden vermindert [Heim et al. 2002]. Luteolin, ein Flavonoid, 
das unter anderem auch in Karotten vorkommt, konnte in vitro bei Ratten-
Hepatomzellen (H4IIE) Apoptose induzieren. Darüber hinaus zeigte sich durch 
Luteolin ein konzentrationsabhängiger Anstieg von Malondialdehyd im Zellkul-
turmedium [Michels et al. 2005]. Phenolische Säuren wie Gallussäure konnten in 
vitro in HT-29 Zellen Apoptose induzieren, vermutlich durch prooxidative Effekte, 
die durch gleichzeitige Inkubation mit Ascorbinsäure unterdrückt werden konnten 
(unveröffentlichte Daten). Ob Flavonoide bzw. phenolische Säuren auch in dem 
in dieser Arbeit untersuchten Zellkultursystem an der antiproliferativen FW-
Wirkung durch prooxidative Wirkung maßgeblich beteiligt waren, könnten nach-
folgende Untersuchungen klären. Außerdem sollten weitere Untersuchungen zu 
anderen Komponenten wie biogenen Aminen oder bakteriellen Toxinen und deren 
Einfluss auf die cytotoxische und antiproliferative FW-Wirkung durchgeführt wer-
den.  
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5.3 Einsatz von Faeces-Lipidextrakten in der         
Zellkultur 

Aufgrund der möglichen Rolle von diätetischem Fett in der Coloncarcinogenese 
wurden in dieser Arbeit neben Faeceswasser auch Lipidextrakte aus den Stuhl-
proben der Probanden gewonnen. Die Verwendung von Faeces-Extrakten ermög-
lichte im Vergleich zu Faeceswasser eine Aufkonzentrierung von Carotinoiden 
bzw. anderen lipidlöslichen Substanzen für den Einsatz im verwendeten Zellkul-
turmodell. Die errechneten Carotinoid-Konzentrationen der unverdünnt einge-
setzten Lipidextrakt-Stammlösungen (Herstellung siehe 3.6.9.1) lagen für 
β-Carotin bei 76±32µM nach Karottensaft-Konsum und für Lycopin bei 91±51µM 
nach Tomatensaft-Konsum. Zur Suspendierung der Faeces-Extrakte in Zellkultu-
medium war der Einsatz eines Ultra Turrax erforderlich. Diese Suspendierung 
führte vermutlich zur Bildung von kleineren carotinoidhaltigen Partikeln, die im 
Gegensatz zu den im Faeceswasser vorliegenden Carotinoid-Partikeln einen Filter 
von 0,22µm Porengröße passieren konnten (HPLC-Analyse, Daten nicht gezeigt). 
Möglicherweise waren die Faeces-Carotinoide damit auch besser für HT-29 Zellen 
verfügbar. Um Lipidperoxidation weitestgehend zu vermeiden, war den für die 
Extraktherstellung verwendeten Faeces-Proben BHT (0,022mg BHT/ml PBS, sie-
he 3.6.3.2) zugesetzt. Beim Einsatz der Lipidextrakte im Zellkultursystem betrug 
die maximale BHT-Konzentration nur noch 7,3*10-4% (w/v; 7,3µg/l), das in die-
ser Konzentration in drei voneinander unabhängigen Versuchen keine cytotoxi-
sche Wirkung auf HT-29 Zellen hatte (Daten nicht gezeigt).  
 

5.3.1 Wirkung von Faeces-Lipidextrakten auf HT-29 Zellen 

Karotten- und Tomatensaft-Konsum erhöhten deutlich die Cytotoxizität von Fae-
ces-Lipidextrakten; der EC25-Wert wurde durchschnittlich um 39 bzw. 34% er-
niedrigt. Ein signifikanter Rückgang der Vitalität von HT-29 Zellen um 25% zeigte 
sich bei β-Carotin- bzw. Lycopin-Konzentrationen von 1-19µM bzw. 1-31µM im 
Zellkulturmedium. Damit war die cytotoxische Wirkung von z.B. β-Carotin in 
Kombination mit anderen Faeces-Lipiden stärker als die von isoliertem β-Carotin 
(siehe Briviba et al. 2001). Die Cytotoxizität der Lipidextrakte aus den Saft-
Interventionsphasen (EC25) korrelierte jedoch nicht mit den durch HPLC-Analyse 
bestimmten Faeces-Carotinoid-Gehalten. Möglicherweise wurde die Löslichkeit 
bzw. Verfügbarkeit der Faeces-Carotinoide im wässrigen Medium durch andere 
Faeces-Lipide wie Gallen- und Fettsäuren und damit ihre Wirkung im Zellkultur-
system beeinträchtigt. Karotten- und Tomatensaft-Extrakte mit β-Carotin- bzw. 
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Lycopin-Gehalten wie in den untersuchten Faeces-Lipidextrakten zeigten keine 
cytotoxische Wirkung auf HT-29 Zellen (Daten nicht gezeigt).  

In hohen Konzentrationen könnten Carotinoide auch die Eigenschaften von biolo-
gischen Membranen verändern und ihre Permeabilität für Toxine, molekularen 
Sauerstoff oder Radikale beeinflussen [El Agamey et al. 2004]. Ob andere li-
pophile Substanzen aus Karotten- und Tomatensaft an der cytotoxischen Wir-
kung der Faeces-Lipidextrakte beteiligt sind oder ob Karotten- und Tomatensaft-
Konsum die Erhöhung der Lipidextrakt-Cytotoxizität über eine Veränderung in 
der luminalen Zusammensetzung lipophiler toxischer Komponenten bewirken 
konnten, sollten nachfolgende Analysen klären.  

Korrelationen zwischen der cytotoxischen Wirkung von Lipidextrakten und der 
cytotoxischen bzw. antiproliferativen Wirkung von Faeceswasser (sowohl steril- 
als auch unfiltriert) waren - unabhängig von den Studienphasen - nicht zu beo-
bachten. Interessant wäre, inwieweit sich die Lipid-Konzentration und –Zusam-
mensetzung in der wässrigen von der festen Phase des Stuhls unterscheiden und 
welche Auswirkungen sie auf die Cytotoxizität von Faeceswasser haben.  
 

5.3.2 Durchflusscytometrische Analysen 

Im Darmepithel ist die Apoptose zur Regulation der Zellzahl wichtig; daher ist die 
Charakterisierung von luminalen Komponenten, die diesen Prozess beeinflussen, 
von besonderem Interesse. Die Hemmung der Apoptose scheint eine bedeutende 
Rolle in der Entwicklung von colorectalen Carcinomen zu spielen. Auch die in die-
ser Arbeit verwendeten HT-29 Zellen haben eine verminderte Fähigkeit, in Apop-
tose zu gehen [Morin et al. 1996, Shao et al. 1997]. Zum besseren Verständnis 
der beobachteten cytotoxischen Effekte von Faeces-Lipidextrakten aus der Karot-
ten- und Tomatensaft-Intervention wurde daher auch deren Einfluss auf die    
Apoptoserate von HT-29 Zellen untersucht. Lipidextrakte von Faeces-Proben aus 
der Tomatensaft-Intervention führten zu einer signifikanten Erhöhung der Apop-
toserate von konfluenten HT-29 Zellen im Vergleich zur vorausgegangenen 
Depletionsphase. Die cytotoxische Wirkung der Lipidextrakte nach Tomatensaft-
Konsum beruht daher vermutlich auf Apoptoseinduktion. Nach Karottensaft-
Konsum führte die 5h-Behandlung von HT-29 Zellen mit Faeces-Lipidextrakten zu 
einer tendenziellen (P=0,16), aber nicht signifikanten Erhöhung der Apoptosera-
te. Offensichtlich differierte die optimale Inkubationszeit bei Lipidextrakt-Proben 
der Karottensaft-Intervention von verschiedenen Probanden stärker als bei den 
Proben aus der Tomatensaft-Intervention. Daher wären weitere Experimente mit 
längeren Inkubationszeiten zur eindeutigen Mechanismenaufklärung der Effekte 
von Karottensaft-Konsum notwendig. Darüber hinaus sollte untersucht werden, 
durch welche Signale die beobachtete Apoptose induziert wird.  
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Insbesondere die Faeces-Lipidextrakte aus der Tomatensaft-Intervention indu-
zierten Apoptose nach einer vergleichsweise kurzen Inkubationszeit von 2h. Mög-
licherweise haben luminale Komponenten zu Veränderungen in der Membran-
struktur geführt und dadurch Apoptose induziert. Verfälschungen der mittels 
Annexin-Methode ermittelten Messergebnisse durch Wirkung von Lipidextrakt-
Komponenten an der Membran können ausgeschlossen werden, da häufig paral-
lel Bestimmungen zur Caspase-3-Aktivierung durchgeführt wurden (Daten nicht 
gezeigt). Die durch diese beiden Methoden gemessenen Apoptoseraten von 
HT-29 Zellen zeigten eine signifikante hohe Korrelation von 0,84 (P<0,001; 
n=22).  

Aufgrund der Anfälligkeit von Carotinoiden gegenüber Oxidation, vor allem bei 
hohem Sauerstoffpartialdruck (siehe 2.4.4.1ff), sind ihre in vitro beobachteten 
biologischen Aktivitäten häufig schwer zu interpretieren. In welchem Ausmaß 
beim Menschen prooxidative Wirkungen von Carotinoiden in vivo vorkommen, ist 
unklar. Obwohl in dieser Arbeit keine Unterschiede im Faeces-MDA-Gehalt nach 
Karotten- und Tomatensaft-Konsum beobachtet wurden, kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass die Carotinoide aus den Faeces-Lipidextrakten im Zellkultur-
medium prooxidativ wirkten. Um dies überprüfen zu können, müssten weitere 
analytische Untersuchungen mit dem Nachweis von Oxidationsprodukten durch-
geführt werden. Offen bleibt darüber hinaus, inwieweit lipophile Substanzen aus 
Faeces in vivo Wirkungen auf Colonepithelzellen entfalten können. Weder Karot-
ten- noch Tomatensaft-Konsum veränderten signifikant die cytotoxische Wirkung 
von unfiltriertem Faeceswasser. Daher schien der In-vitro-Einfluss der Saft-
Carotinoide auf die Zusammensetzung cytotoxisch wirkender löslicher bzw. freier 
Komponenten bei den Probanden unter definierter Diät eher gering zu sein.  

Die Induktion von Apoptose wird häufig mit protektiven Effekten assoziiert, wie 
im Fall der Wirkung von kurzkettigen Fettsäuren. Wenn Apoptoseinduktion je-
doch zur Selektion von apoptoseresistenten Subpopulationen führt - so vermutet 
im Fall von Gallensäuren [Hague et al. 1995, Payne et al. 1995] - könnte dies zur 
Tumorpromotion führen. Um besser auf die physiologische Bedeutung der höhe-
ren, vermutlich durch Apoptoseinduktion bedingten cytotoxischen Wirkung von 
Lipidextrakten nach Tomaten- und eventuell auch nach Karottensaft-Konsum 
schließen zu können, sollte zunächst geklärt werden, ob diese Wirkungen auch 
bei nichttransformierten Colonepithelzellen eintreten. Die Gewinnung adulter 
normaler Epithelzellen der Colonmucosa durch Colonbiopsien ist für den Proben-
umfang von Humaninterventionsstudien jedoch zu aufwändig. Normale nicht 
transformierte Colonocyten können auch nicht permanent subkultiviert werden 
und sind daher nur in Kurzzeitversuchen einsetzbar. Für die Zellkulturversuche 
wurde eine permanente Colonadenocarcinom-Zelllinie ausgewählt. Bei Behand-
lung mit β-Carotin ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
unter Standardbedingungen undifferenzierten HT-29 Zellen (siehe 3.5) und 
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HT-29 Clon 19A, einem permanent differenzierten Zellclon, der durch Behand-
lung von HT-29 Zellen mit Butyrat gewonnen wurde [Augeron und Laboisse 
1984] (Daten nicht gezeigt). Da HT-29 Zellen im Vorfeld dieser Arbeit bei Ver-
suchswiederholungen hinsichtlich Reproduzierbarkeit die besten Ergebnisse zeig-
ten und nicht ausreichend Humanmaterial aus der Interventionsstudie für die 
Untersuchung mehrerer Zelllinien zur Verfügung stand, wurden alle Zellkulturex-
perimente mit HT-29 Zellen durchgeführt.  

Studien, in denen die Wirkung von Faeceswasser bzw. FW-Lipidextrakten auf 
HT-29 Zellen und foetale normale Colonmucosazellen (FHC-Zellen, fetal human 
colon cells) untersucht wurde, zeigten keine ausschließlich für Colonkrebszellen 
spezifischen Effekte [Glinghammar et al. 1999, Haza et al. 2000]. FHC-Zellen 
schienen auf apoptotische Effekte luminaler Komponenten jedoch weniger sensi-
tiv zu reagieren als HT-29 [Haza et al. 2000]. Schwartz et al. beobachteten eine 
höhere Sensitivität von malignen Epidermiszellen gegenüber β-Carotin im Ver-
gleich zu normalen Keratinocyten [Schwartz et al. 1992]. Um schädliche cytoto-
xische Effekte einer Karotten- bzw. Tomatensaft-Intervention auf normale Colon-
epithelzellen ausschließen zu können, sollten weitere Untersuchungen durchge-
führt werden. So wären Studien an Colonbiopsie-Material von Patienten mit er-
höhtem colorectalen Krebsrisiko (z.B. FAP- oder HNPCC-Patienten), die vor der 
Biopsie über einen längeren Zeitraum Karotten- oder Tomatensaft konsumieren, 
interessant.  
 

5.4 Alternatives Faeceswasser-Modell 

Am Beispiel der cytotoxischen und antiproliferativen Wirkung von steril-filtriertem 
Faeceswasser sollte untersucht werden, inwieweit die Faeces-Aufarbeitung zur 
Gewinnung von Faeceswasser Einfluss auf die cytotoxische und antiproliferative 
FW-Wirkung nimmt. Dazu wurden neben der direkten FW-Gewinnung durch 
Ultrazentrifugation Faeces-Proben vor der Zentrifugation mit Medium homogeni-
siert (FW-M-Proben). Die guten Korrelationen zwischen den verschiedenen FW-
Modellen Faeceswasser und FW-Medium lassen vermuten, dass die Art der FW-
Präparation keine Rolle spielt. Durch Zugabe von Flüssigkeit scheinen keine wei-
teren cytotoxisch oder antiproliferativ wirksamen Faeces-Komponenten in Lösung 
zu gehen. Da FW-M-Proben aufgrund ihrer niedrigeren Viskosität beim Filtrieren 
und Herstellen von Verdünnungen einfacher in der Handhabung waren, sind sie 
für den Einsatz in der Zellkultur den FW-Proben aus der direkten FW-Gewinnung 
vorzuziehen.  
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5.5 Probanden und Studiendesign der Humaninter-
ventionsstudie 

Die in dieser Arbeit untersuchten Faeces-Proben stammen aus einem für die Hu-
maninterventionsstudie ausgewählten jungen, gesunden Probandenkollektiv 
(Studiendesign und –durchführung Dr. med. A. Bub, BFEL, Karlsruhe, 2000). 
Während in Deutschland gegenwärtig über 65% der Männer Übergewicht (BMI 
≥25, Ernährungsbericht der DGE e.V., Bonn 2004) haben, lag der BMI der hier 
untersuchten Probanden mit wenigen Ausnahmen im Normalbereich, ebenso wie 
der Körperfettanteil. Durch die kontrollierte Diät zwei Tage vor und während der 
Stuhlsammel-Perioden war die Energieaufnahme sowie die Nahrungszusammen-
setzung hinsichtlich KH-, Fett- und Proteinzufuhr in dieser Zeit relativ einheitlich 
(siehe Tab. 4.1). Möglicherweise war in der in dieser Arbeit vorgestellten Human-
interventionsstudie die Variabilität der Probanden bzw. die Variabilität in der 
Nährstoffzufuhr zu gering, um Effekte von Karotten- und Tomatensaft-Konsum 
auf Coloncarcinogenese-relevante FW-Marker beobachten zu können. Daher wäre 
interessant zu untersuchen, ob bei einem Risikokollektiv von Probanden, z.B. mit 
Übergewicht, oder einer risikoreichen Ernährung, z.B. mit einem hohen Verzehr 
an rotem Fleisch und einer niedrigen Ballaststoffaufnahme, durch Karotten- und 
Tomatensaft-Konsum Veränderungen in den hier erfassten Coloncarcinogenese-
relevanten Faecesmarkern beobachtet werden können. 

Die Humaninterventionsstudie wurde im Crossover-Design durchgeführt, wobei 
jeder Proband sowohl Karotten- als auch Tomatensaft konsumierte. Damit stell-
ten alle Probanden ihre eigene Kontrolle für beide Saft-Interventionen dar. Um 
die in einer Studie im Crossover-Design möglicherweise auftretenden Nachwir-
kungseffekte zu vermeiden, gingen der jeweiligen Saft-Interventionsphase 
Depletionsphasen mit carotinoidarmer Ernährung über einen Zeitraum von zwei 
Wochen voraus. Diese Auswaschphasen waren zwar hinsichtlich der Carotinoid-
Gehalte im Stuhl ausreichend, bei anderen Parametern wie der cytotoxischen 
Wirkung von steril-filtriertem Faeceswasser und dem Faeces-Wassergehalt traten 
jedoch auch Perioden- bzw. Nachwirkungseffekte auf. Darüber hinaus waren die 
durch Saft-Konsum gesteigerten Plasma-Carotinoid-Konzentrationen durch eine 
zeitverzögerte Modulation von Immunfunktionen wie Lymphozytenproliferation 
und IL-2 Sekretion mit den deutlichsten Veränderungen in den nachfolgenden 
Depletionsphasen begleitet [Watzl et al. 2003]. Nachfolgestudien zu Wirkungen 
von Karotten- und Tomatensaft-Konsum sollten daher mit verlängerten Aus-
waschphasen bzw. nicht im Crossover-Design durchgeführt werden. Außerdem 
sollte in weiteren Studien die Flüssigkeitszufuhr kontrolliert werden, um Einflüsse 
auf Stuhlgewicht und Faeces-Wassergehalt erfassen zu können. Sinnvoll wäre 
auch, während der gesamten Studiendauer eine Ernährungserhebung durchzu-
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führen oder die Diät (bzw. verschiedene Diäten) permanent zu kontrollieren, um 
eine kontinuierlichere Ernährungsweise zu erreichen.  

Zwischen den Probanden der Humaninterventionsstudie wurden hinsichtlich der 
FW-Wirkungen starke individuelle Unterschiede beobachtet, die möglicherweise 
auf Unterschiede in der Mikroflora zurückzuführen sind. Daher wären nachfolgen-
de Untersuchungen zum Einfluss einer carotinoidreichen Ernährung auf die Mik-
roflora interessant.  
 

5.6 Schlussbetrachtung und Ausblick 

Humaninterventionsstudien zur Untersuchung von isolierten Carotinoiden bzw. 
anderen Pflanzeninhaltsstoffen lassen vermuten, dass für die Krebsprävention 
das Ernährungsmuster wichtiger ist als die Aufnahme einzelner als protektiv be-
trachteter Nährstoffe (siehe 2.4.5). Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein breites 
Spektrum an Coloncarcinogenese-relevanten Faecesmarkern etabliert und einge-
setzt werden. Dabei zeigten sich jedoch nur wenige Auswirkungen einer caroti-
noidreichen Ernährung (hier in Form von Karotten- und Tomatensaft-Konsum) 
auf die eingesetzten Faeces- bzw. FW-Marker. Die bedeutendste Veränderung 
schien die Erniedrigung des FW-pH-Wertes durch Karottensaft-Konsum zu sein. 
Sie könnte auf einer Modifizierung der biochemischen Aktivität der Mikroflora be-
ruhen. Da die FW-Konzentrationen der SCFA Acetat, Propionat und Butyrat durch 
die Karottensaft-Intervention unbeeinflusst blieben, sollte nachfolgend überprüft 
werden, welche weiteren Substanzen in Faeceswasser den pH-Wert entscheidend 
beeinflussen bzw. für die pH-Wert-Erniedrigung durch Karottensaft-Konsum ver-
antwortlich sein könnten. Darüber hinaus sollten umfassende FW-Analysen 
durchgeführt werden, um die für die cytotoxischen und antiproliferativen FW-
Wirkungen hauptsächlich verantwortlichen Substanzen identifizieren zu können. 
Da die Darmflora maßgeblich am Abbau von luminalen Komponenten beteiligt ist, 
könnten Faeces-Inkubationen mit Karotten- bzw. Tomaten-Inhaltsstoffen bzw. 
-Extrakten wichtige Informationen zu potenziell auf das Colonepithel wirksamen 
Metaboliten liefern. Welche In-vivo-Bedeutung die beobachtete Erhöhung der 
Lipidextrakt-Cytotoxizität - vermutlich infolge Apoptoseinduktion - durch Karot-
ten- und Tomatensaft-Konsum hat, kann aufgrund der hier vorliegenden Daten 
nicht ausreichend beurteilt werden. Dieser Effekt sollte jedoch ebenfalls in weite-
ren Studien näher untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten wichtige Informationen zu kritischen Schrit-
ten bei der Etablierung von nicht invasiven Biomarkern der Coloncarcinogenese 
und damit auch zur Bewertung von deren Aussagekraft. Untersuchungen aus 
dieser Arbeit haben gezeigt, dass bei der FW-Gewinnung die Filtration entschei-
denden Einfluss auf die Wirkung von Faeceswasser im Zellkultursystem hat.  
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Da durch Filtration hohe Mengen an Untersuchungsmaterial verloren gehen, soll-
te in zukünftigen Studien ausschließlich unfiltriertes Faeceswasser bzw. Faeces-
wasser-Medium als wertvolle Alternative für Zellkulturversuche verwendet wer-
den. Um Kontaminationen im Zellkultursystem weitestgehend zu vermeiden, 
sollte ein verstärkter Einsatz von Antibiotika und Fungiziden erfolgen. Für den 
Einsatz in der Zellkultur muss Faeceswasser aufgrund der starken cytotoxischen 
bzw. antiproliferativen In-vitro-Wirkung verdünnt werden, wodurch möglicher-
weise Effekte mancher luminalen Komponenten nicht detektiert werden können. 
Die Verwendung eines anderen Zellkulturmodells, z.B. Transwells, die Zellen den 
Transport von Substanzen von der apikalen zur basolateralen Seite ermöglichen, 
könnte zusätzliche Informationen über potenzielle Effekte von luminalen Kompo-
nenten in vivo liefern. 

In dieser Arbeit blieben bei jungen, gesunden Probanden bei ausgewogener    
Energie- und Makronährstoffzufuhr zahlreiche Faeces- bzw. FW-Marker durch 
Karotten- und Tomatensaft-Konsum unbeeinflusst. Fehlende Wirkungen auf die 
cytotoxischen und antiproliferativen Eigenschaften von Faeceswasser, Lipidpero-
xidation in Faeces, die FW-GS- und -SCFA-Konzentrationen sowie die bakterielle 
β-Glucosidase- und β-Glucuronidase-Aktivität weisen darauf hin, dass entspre-
chende physiologische Prozesse unter den beschriebenen Ausgangsbedingungen 
durch eine carotinoidreiche Ernährung nicht beeinflusst werden und andere anti-
carcinogene Mechanismen von größerer Bedeutung sind. Dies lässt jedoch nicht 
den Schluss zu, dass eine Ernährung, reich an carotinoidhaltigem Obst und Ge-
müse keine protektiven Effekte auf die colorectale Carcinogenese hat, insbeson-
dere dann nicht, wenn durch den Verzehr von carotinoidhaltigem Obst und Ge-
müse die Aufnahme anderer Nahrungsmittel bzw. Substanzen, die mit einem 
erhöhten colorectalen Krebsrisiko in Verbindung gebracht werden, vermindert 
wird. Ob der Verzehr carotinoidreicher Lebensmittel wie Karotten- und Tomaten-
saft der schädigenden Wirkung von anderen als risikoerhöhend geltenden Le-
bensmitteln entgegenwirken könnte, ist unklar und sollte in weiteren Humanin-
terventionsstudien untersucht werden. Wie sich ein hoher Verzehr von Lebens-
mitteln, die vermehrt andere Carotinoide, z.B. Xanthophylle wie Lutein und Zea-
xanthin enthalten, auf das colorectale Krebsrisiko auswirkt, sollte ebenfalls Ge-
genstand weiterer Forschungsarbeiten sein.  
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7 TABELLENANHANG 

 

 

Tab. 7.1: Carotinoid-Gehalte im Stuhl (MW±SD) in Abhängigkeit der Studienphasen. 
*P≤,05; **P≤0,01; ***P≤0,001: signifikanter Unterschied zur Depletionsphase (D) direkt 
vor der jeweiligen Saft-Intervention. 
 

 Faeces-Carotinoid-Gehalte [nmol/g Faeces] 

Carotinoid Karottensaft-Konsum 

 D vor KI Intervention (KI) D nach KI 

β-Carotin 4,8±2,0     229,2±96,1*** 4,2±1,8 

α-Carotin 0,9±1,8       94,3±36,0*** 0,5±0,4 

    5,3±16,4 1Lycopin 0,5±1,5  0,4±0,9 

Lutein 5,2±2,8  8,5±5,1 5,7±2,8 

β-Cryptoxanthin 0,3±0,2    u.N.2 0,4±0,4 

Zeaxanthin 0,8±0,4  0,5±0,8 0,6±0,8 

 Tomatensaft-Konsum 

 D vor TI Intervention (TI) D nach TI 

β-Carotin 5,8±4,6   1,4±3,2* 4,6±2,0 

α-Carotin 0,6±0,7 1,8±2,7 0,3±0,7 

Lycopin   4,6±15,0 273,4±151,2 0,5±1,5 

Lutein 8,2±7,3 4,8±5,1 5,6±2,7 

β-Cryptoxanthin 0,4±0,5 0,1±0,3 0,2±0,2 

Zeaxanthin 0,8±0,5     0,2±0,5** 0,8±0,3 
1 Hohe SD durch den hohen Lycopin-Gehalt einer Stuhlprobe (aus Gruppe A (K/T); 52,0 nmol Lyco-
pin/g Faeces) bedingt. 
2 u.N.=unterhalb der Nachweisgrenze, signifikant erniedrigte β-Cryptoxanthin-Gehalte im Stuhl 
nach Karottensaft-Konsum verglichen mit Depletionsphasen vor und nach der Karottensaft-
Intervention (P≤0,023; Tukey-Test nach einfacher Varianzanalyse mit wiederholten Messungen).  
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Tab. 7.2: Prozentualer Anteil der all-trans-Isomere von β-Carotin und Lycopin in Faeces- 
und Plasma-Proben der entsprechenden Saft-Interventionen sowie in Karotten- und To-
matensaft (MW±SD (n)). Die Plasma-Daten wurden von PD Dr. med. (SU) Briviba (BFEL, 
Karlsruhe) für diese Auswertung freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Statistischer 
Vergleich der Plasma- und Faeces-Daten: ***P≤0,001. 
 
  

 all-trans-Isomerenanteil [%] 

Carotinoid  Faeces Plasma Saft

β-Carotin (KI) 89±3 (12) 93±7 (12) 87±1 (3) 

Lycopin (TI)   82±17 (12)         37±12*** (12)    82±0,3 (3) 

 
 
 
 
Tab. 7.3: Stabilität von β-Carotin und Lycopin in Faeces- und FW-Proben von zwei Pro-
banden über einen Zeitraum von acht Monaten (MW±SD, n=3). 
 
 

Zeit         
[Monate] 

β-Carotin-Gehalt  

 Faeces      
[nmol/g Stuhl] 

Faeces+BHT 
[nmol/g Stuhl] 

FW [µM] 

0 116,7±6,5   108,2±14,2 22,6±0,6 
1   128,5±11,5 119,2±2,8 23,8±1,4 
2 140,3±1,2 120,4±5,6 23,9±2,0 
4 143,1±8,7   128,3±10,0 25,5±2,0 
6 144,9±7,4 125,5±6,9 26,6±2,9 
8 142,8±2,6   121,2±16,0 24,5±0,4 
 Lycopin-Gehalt 

   Faeces    
[nmol/g Stuhl] 

Faeces+BHT 
[nmol/g Stuhl] 

FW [µM] 

0   392,7±37,5 393,0±6,0 89,5±8,2 
1   470,8±15,5   408,8±31,8 91,0±5,5 
2 468,8±6,3   433,7±17,3 100,1±22,3 
4   418,6±54,2   465,5±10,6        111,4±5,0 
6   462,4±20,3   372,5±27,1        106,1±8,3 
8   442,7±15,7   381,8±27,7 93,4±4,3 

 
 

 



7 Tabellenanhang 132 

Tab. 7.4: Cytotoxische und proliferationshemmende Wirkung von unfiltrierten FW-Pro-
ben auf HT-29 Zellen in Abhängigkeit der Saft-Interventionen, dargestellt in %Faeces-
wasser in Komplettmedium (MW±SD). 
 

FW-Parameter Karottensaft Tomatensaft 

nach Saft-
Konsum 

(TI) 

 vor Saft-
Konsum  

(D) 

nach Saft-
Konsum 

(KI) 

vor Saft-
Konsum  

(D) 

EC25–Werte  

(Cytotoxizität, n=5) 

3,6±1,4 6,0±4,3 4,4±2,2 4,6±1,6 

IC50–Werte  

(Proliferationshem-
mung, n=3) 

0,9±0,1 0,8±0,4 0,9±0,6 0,8±0,3 

 
 
 
 
Tab. 7.5: Konzentrationen von verschiedenen Gallensäuren [µM] in steril-filtriertem Fae-
ceswasser (MW±SD, n=8).  
 

Gallensäure Karottensaft Tomatensaft 

 vor Saft-
Konsum    

(D) 

nach Saft-
Konsum    

(KI) 

vor Saft-
Konsum   

(D) 

nach Saft-
Konsum  

(TI) 

UCA   2,7±2,1 1,8±0,6   3,0±2,4   3,9±3,6 

CA   1,8±1,0 1,2±0,7   1,8±1,4   2,2±1,9 

CDCA   1,0±0,5 0,9±0,6   0,9±0,7   1,3±1,0 

DCA   5,8±6,5 3,4±2,3   6,2±4,4   5,2±3,3 

LCA   1,1±0,7 1,3±0,9   1,4±0,7   1,8±1,2 

Gallensäurengesamt 12,4±8,9 8,6±3,3 13,3±7,0 14,5±8,7 
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Tab. 7.6: Konzentrationen von kurzkettigen Fettsäuren [µM] in steril-filtriertem Faeces-
wasser (MW±SD). *= signifikanter Unterschied zur Depletionsphase (D) direkt vor der je-
weiligen Saft-Intervention mit P≤0,05. 
 
 

Fettsäure Karottensaft Tomatensaft 

 vor Saft-
Konsum    

(D) 

nach Saft-
Konsum  

(KI) 

vor Saft-
Konsum    

(D) 

nach Saft-
Konsum   

(TI) 

Acetat   75,5±20,4   76,8±22,6   68,8±21,8   70,1±23,3 

Propionat   22,4±10,3 18,6±6,7 21,9±9,1   18,3±8,5* 

Butyrat   27,1±11,3   28,5±11,8   23,5±11,3 23,3±8,9 

SCFAgesamt 124,9±34,5 123,9±36,5 114,2±35,0 111,7±31,1 

Anzahl der Mess-
daten (n) 

n=8 n=7 n=8 n=8 

 
 
 
 
Tab. 7.7: Signifikante bzw. tendenzielle Korrelationen zwischen den in dieser Arbeit un-
tersuchten Parametern. Dargestellt sind die errechneten Korrelationskoeffizienten (r) mit 
zugehörigen P-Werten und Anzahl der Messdaten (n). *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001. 
 

Parameter 1 Parameter 2 r n 

Stuhlgewicht Faeces-Wassergehalt 0,41** 48 

FW-β-Carotin-Konzentration Faeces-β-Carotin-Gehalt 0,95*** 8 

FW-Lycopin-Konzentration Faeces-Lycopin-Gehalt 0,93*** 8 

Faeces-β-Carotin-Gehalt Faeces-Lycopin-Gehalt 0,54 
(P=0,07) 

12 

23 1Faeces-MDA-Gehalt Faeces-Wassergehalt -0,35 
(P=0,11) 

16 1Cytotoxischer Effekt von 
steril-filtriertem FW (EC25) 

Anteil primärer GS in FW 0,61** 

Antiproliferative Wirkung 
von steril-filtriertem FW 

(IC50) 

Faeces-MDA-Gehalt -0,63*** 28 

Antiproliferative Wirkung 
von steril-filtriertem FW 

(IC50) 

FW-DCA-Konzentration 0,39* 28 

1 Messdaten aus Studienperiode II wurden in die Korrelationsanalyse nicht miteinbezo-
gen, da bei der Crossover-Analyse bei einem der Parameter Perioden- oder Nachwir-
kungseffekte auftraten. 
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Fortsetzung von Tab. 7.7

Parameter 1 Parameter 2 r n 

Antiproliferative Wirkung 
von steril-filtriertem FW 

(IC50) 

Faeces-Wassergehalt 0,40 

(P=0,16) 

14 1

FW-pH FW-Acetat-Konzentration -0,41* 31 

FW-pH FW-Butyrat-Konzentration -0,46* 31 

FW-pH FW-SCFAges-Konzentration -0,36* 31 

FW-Acetat-Konzentration Cytotoxischer Effekt von 
unfiltriertem FW (EC25) 

-0,53* 19 

FW-Acetat-Konzentration Antiproliferative Wirkung 
von unfiltriertem FW (IC50) 

-0,55 
(P=0,06) 

12 

FW-Propionat-Konzentration Cytotoxischer Effekt von 
unfiltriertem FW (EC25) 

-0,46* 19 

FW-Propionat-Konzentration Antiproliferative Wirkung 
von steril-filtriertem FW 

(IC50) 

0,50* 24 

FW-Propionat-Konzentration Antiproliferative Wirkung 
von unfiltriertem FW (IC50) 

0,58* 12 

FW-Butyrat-Konzentration Cytotoxischer Effekt von 
unfiltriertem FW (EC25) 

-0,45* 19 

FW-Butyrat-Konzentration Antiproliferative Wirkung 
von unfiltriertem FW (IC50) 

-0,50 
(P=0,10) 

12 

FW-SCFAges-Konzentration Cytotoxischer Effekt von 
unfiltriertem FW (EC25) 

-0,59** 19 

FW-SCFAges-Konzentration Antiproliferative Wirkung 
von unfiltriertem FW (IC50) 

-0,50 
(P=0,09) 

12 

FW-β-Glucosidase-Aktivität Antiproliferative Wirkung 
von steril-filtriertem FW 

(IC50) 

-0,62** 16 

1 Messdaten aus Studienperiode II wurden in die Korrelationsanalyse nicht miteinbezo-
gen, da bei der Crossover-Analyse bei einem der Parameter Perioden- oder Nachwir-
kungseffekte auftraten. 
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Fortsetzung von Tab. 7.7

Interkorrelierte Variablen 

Parameter 1 Parameter 2 r n 

FW-Acetat-Konzentration FW-Butyrat-Konzentration 0,87*** 31 

Faeces-MDA-Gehalt FW-DCA-Konzentration -0,48** 27 

FW-β-Glucosidase-Aktivität FW-Propionat-Konzentration -0,52* 19 

FW-DCA-Konzentration FW-Propionat-Konzentration 0,35 
(P=0,07) 

27 

 
 
 
 
Tab. 7.8: Einflussfaktoren auf die cytotoxische und antiproliferative Wirkung von steril-
filtriertem Faeceswasser. Ergebnisse der vorwärts schrittweise multiplen Regressionsana-
lyse. 
 

Koeffizienten SE 1 P
 

Abhängige  

Variable 

 

Prädiktor-
variablen 2 nichtstan-

dardisiert 
standar-
disiert 

  

Cytotoxische 
FW-Wirkung 

(EC25) 

n=16 3  

Anteil primärer GS 
in FW [%] 

 

0,112 

 

 

0,607 

 

 

0,04 

 

 

0,01 

 

 

Antiprolifera-
tive          

FW-Wirkung 
(IC50) 

n=16  

Faeces-MDA-Gehalt 

 [nmol/g]         

FW-β-Glucosidase-
Aktivität 

[mg Substrat/h*ml 
FW] 

-0,18     

 

-0,40  

-0,68 

 

-0,46 

0,03 

 

0,11 

<0,001 

 

0,003 

1 SE: Standardfehler 
2 Unabhängige, automatisch in das Regressionsmodell aufgenommene Variablen.  
3 Für die Regressionsanalyse der cytotoxischen Wirkung von steril-filtriertem Faeceswas-
ser wurden aufgrund der in Abschnitt 4.5.2 beschriebenen Periodeneffekte nur die Daten 
der ersten Studienperiode herangezogen. 
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Tab. 7.9: Vitalitäts-, Apoptose- und Nekroseraten von HT-29 Zellen nach 2- und 5h-
Inkubation mit Kontrollmedien (MW±SD, n=6). *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001 im Ver-
gleich zur Negativ-Kontrolle. 
 

Kontrollmedium Parameter Anteil [%] nach 
2h-Inkubation 

Anteil [%] nach 
5h-Inkubation 

Negativ-Kontrolle Vitalität 

Apoptose 

Nekrose 

 89,2±3,6 

   3,9±1,1 

   5,6±3,1 

87,9±2,6 

  3,1±0,8 

  7,1±3,3 

Positiv-Kontrolle 

(je 1,0µM ST/BFA) 

Vitalität 

Apoptose 

Nekrose 

 86,9±2,5 

       8,7±2,9** 

   3,4±1,2 

  82,7±4,2* 

      12,1±2,4*** 

  4,9±2,3 

BHT-Kontrolle 
(100µM) 

Vitalität 

Apoptose 

Nekrose 

 88,4±1,3 

   4,7±0,8 

 5,44±0,9 

86,3±7,7 

  3,0±0,8 

  9,5±6,7 

 
 
 
 
Tab. 7.10: Einfluss von Faeces-Lipidextrakten (LPE) auf Vitalitäts-, Apoptose- und Ne-
kroserate von HT-29 Zellen nach 2- und 5h-Inkubation (MW±SD, n=6) in Abhängigkeit 
der Studienphasen. *P≤0,05; **P≤0,01 im Vergleich zur Depletionsphase (D) vor der ent-
sprechenden Saft-Intervention. 
 

Anteil [%] nach 2h-
Inkubation mit LPE 

Anteil [%] nach 5h-
Inkubation mit LPE 

 

Saft 

Parameter vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (I) 

vor Saft-
Konsum (D) 

nach Saft-
Konsum (I) 

Karottensaft 

Vitalität 

Apoptose 

Nekrose 

 

84,4±3,3 

  3,6±1,2 

  8,3±2,9 

 

81,3±4,7 

  7,7±7,0 

  8,1±3,8 

 

82,4±9,1 

  3,2±0,3 

12,6±8,0 

 

  74,0±18,6 

  13,0±21,1 

11,9±5,6 

Tomatensaft 

Vitalität 

Apoptose 

Nekrose 

 

84,6±5,3 

  4,2±0,9 

  7,4±3,4 

 

80,2±4,4      

      7,3±2,4** 

  9,3±3,3 

 

77,4±8,7 

  3,4±0,3 

13,8±8,5 

 

  74,7±14,4 

    6,6±2,6* 

 1 6,8±16,5 
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