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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1. Ernihrung und Kolorektalkrebs

Das kolorektale Karzinom stellt weltweit die dritthdufigste Krebserkrankung dar,
wobei es aufgrund der westlichen Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten {iberwiegend
in Wohlstandsgesellschaften auftritt [1]. So erkrankten im Jahr 2007 in Industrieldndern
iiber 720.000 Menschen an Kolorektalkrebs, tiber 340.000 Patienten verstarben an den
Folgen ihrer Erkrankung [2]. In Deutschland ist das kolorektale Karzinom bei beiden
Geschlechtern das zweithdufigste Krebsleiden und bildet nach Lungenkrebs bei
Minnern und Brustkrebs bei Frauen die zweithdufigste Krebstodesursache [3].

Die Entstehung einer Krebserkrankung ist nicht auf eine einzige Ursache,
sondern auf ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren zuriickzufiihren [2]. Nur ein
verhdltnismédBig geringer Anteil der Krebsfille (5-10 %) beruht auf einer ererbten
genetischen Veridnderung, wohingegen maligne Tumore grofBtenteils durch Verhaltens-
und Umwelteinfliisse verursacht werden [2]. In geringerem Mafle erhdhen auch
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn das
Darmkrebsrisiko [4]. Da eine unausgewogene Erndhrung eine wesentliche Rolle bei der
Erhohung des Risikos fiir Kolorektalkrebs spielt, konnten durch eine Umstellung der

Erndhrungsweise 50-70 % aller kolorektalen Tumore verhindert werden [5].

1.1.1. Molekulare Grundlagen der Kolonkanzerogenese

Krebserkrankungen entstehen durch eine Entgleisung der Zellvermehrung und
haben somit gestorte Organfunktionen zur Folge. Die Kanzerogenese wird als ein
Mehrstufenprozess bestehend aus der Initiation, der Promotion und der Progression
angesehen, welcher nach einer Latenzzeit von mehreren Jahren bis Jahrzehnten von der
irreversiblen initialen Transformation einer normalen Zelle zu einem klinisch
manifesten Tumor fiihrt [6].

Der Organismus ist zeitlebens endogenen und exogenen Einflussfaktoren
ausgesetzt, welche die Krebsentstehung begiinstigen konnen. Grundlage der
Kanzerogenese sind Mutationen einer somatischen Zelle in wachstumsregulatorischen
Genen (Protoonkogene, Tumorsuppressorgene) oder in DNA-Reparaturgenen.

Aktivierte Kanzerogene oder endogen gebildete reaktive Sauerstoffspezies konnen an
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nukleophile Zentren der DNA binden und an dieser chemische Verdnderungen (z. B.
DNA-Addukte) hervorrufen. Werden in den folgenden Zellteilungen diese reversiblen
Veridnderungen nicht durch zelleigene Abwehrmechanismen (DNA-Reparaturenzyme
oder Apoptose) beseitigt, kommt es zur Manifestation hervorgerufener Mutationen
(Initiationsphase) [7]. Initiierte Zellen zeichnen sich durch eine erhdhte
Zellproliferation und eine verminderte Apoptoserate aus, wodurch unter Einwirkung
bestimmter Promotoren die Bildung prikanzerogener Herde begilinstigt wird
(Promotionsphase). Dabei stellen Promotoren nicht-genotoxische Substanzen wie z. B.
N-Nitroso-Verbindungen, Ammoniak und sekundidre Gallensduren dar, welche den
Prozess der Kanzerogenese weiter vorantreiben konnen [8]. Die Progressionsphase ist
durch eine Akkumulation weiterer Mutationen gekennzeichnet. Diese sind mit einer
zunehmenden Entdifferenzierung der Zellen verbunden [9]. Die Phase der Progression
ist hierbei durch ein invasives Tumorwachstum und die Metastasenbildung
gekennzeichnet [10].

Fearon und Vogelstein erstellten im Jahr 1990 ein Modell von aufeinander-
folgenden genetischen Verdnderungen, die sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz als

mogliche Erklarung fiir die Entstehung des kolorektalen Karzinoms (Abb. 1) [9].

p16, SMAD4, E-Cadherin

hMLH1, hMSH2

APC-Deletion DNA-Hypo-  k-ras-Mutation DCC-Deletion p53-Deletion Weitere
(5a) methylierung (12p) (18q) (17p) Veranderungen

Hyper- 4 l l & l l
Normales l 5 3 i Friihes Intermediéres Spites :
Epithel HprolEl‘lf)enrra‘:;lves Adenom Adenom Adenom Karzinom Metastasen

Abb. 1 Das Mehrstufenmodell der Kolonkanzerogenese am Beispiel der Adenom-Karzinom-
Sequenz nach Fearon und Vogelstein [9] und weitere genetische Verinderungen [11,12]. Neben der
charakteristischen Akkumulation von Mutationen in Tumorsuppressorgenen (APC, DCC, p53) und
Onkogenen (k-ras) konnen weitere wachstumsregulatorische Gene (p16, SMAD4), die Expression des
Zelladhdsion-Transmembran-Glykoprotein E-Cadherin und Gene der DNA-Mismatch-Reparatur
(hMLH1, hMSH?) verandert sein.

Von zentraler Bedeutung fiir den sporadischen Entartungsprozess sind
Mutationen in den Tumorsuppressorgenen APC (adenomatous polyposis coli), DCC
(deleted in colon cancer) und p53 (53 kDa nuclear protein) sowie im Protoonkogen k-
ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) [9]. Der vollstindige

Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens APC (85 % aller kolorektalen Tumore)
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reprasentiert ein frithes Ereignis innerhalb der Kolonkanzerogenese. Als spites Ereignis
fiihrt eine Mutation im Zellzyklusregulator p53 (75 % aller Kolorektalkarzinome) dazu,
dass die Zellproliferation beim Auftreten von DNA-Schiden nicht blockiert wird und in
den Zellen bei unzureichender Reparatur keine Apoptose ausgeldst werden kann. Durch
die Zunahme der chromosomalen Instabilitit kann sich aus einem spiten Adenom ein

Karzinom ausbilden [13,14].

1.1.2. Mechanismen der Chemopravention von Kolonkrebs

Kolonepithelzellen sind zeitlebens Substanzen ausgesetzt, die mit der Nahrung
aufgenommen oder durch Verdauungsprozesse im Gastrointestinaltrakt gebildet werden.
So interagieren einerseits Toxine, Kanzerogene und Tumorpromotoren mit den
Kolonozyten, andererseits spielen protektive Substanzen, die diesen krebsinduzierenden
Prozessen entgegen wirken, eine bedeutende Rolle. Demzufolge ist die kolorektale
Kanzerogenese ein Prozess, der wesentlich durch die Nahrung beeinflusst wird [8,15].

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass ein hoher Fleisch- und Fettverzehr
sowie ein hiufiger Konsum von Alkohol das Risiko fiir die Entstehung von kolorektalen
Tumoren erhéhen kann [5,16,17]. Hingegen werden als protektive Faktoren eine hohe
Aufnahme von Gemiise, Obst und Ballaststoffen sowie Kalzium, Vitamin D, Selen und
Folsdure diskutiert [5].

Zur Priavention von Krebserkrankungen dient neben der Vermeidung der
Exposition mit Kanzerogenen vor allem die Chemoprivention. Hierunter versteht man
die Verwendung pharmazeutischer oder natiirlicher Verbindungen (z. B. Nahrungs-
bestandteile) mit dem Ziel, die Kanzerogenese in gesundem Gewebe oder pramalignen
Vorstufen zu inhibieren, zu verzogern oder sogar umzukehren [6]. Die zugrunde
liegenden Mechanismen der Chemopravention sind in Abb. 2 zusammengefasst.

Prinzipiell ldsst sich die Chemopréivention in drei Stufen gliedern: die Primér-
und Sekundirprivention sowie die Therapie. Innerhalb der priméren Privention stehen
MafBnahmen zur Vermeidung der Initiation der Kolonkanzerogenese im Vordergrund.
Eine Initiation kann durch sogenannte ,,Blocking agents* vermieden werden, indem die
Resorption und die metabolische Aktivierung von Kanzerogenen verhindert werden
oder die Interaktion von kanzerogenen Substanzen mit zelluliren Makromolekiilen

unterbunden wird. Dariiber hinaus konnen ,Blocking agents antioxidative
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Eigenschaften aufweisen, reaktive Intermediate abfangen oder die Reparatur einer

bereits eingetretenen DNA-Schédigung fordern [18].

[ Primarpravention I Sekundarprivention Therapie '
Ultimative
Prokanzerogene, Kanzerogene, Immunmodulation
Peroxide ROS
Modulation von Membran-
O—b O rezeptoren, Transportsystemen
N 8 Inhibition der Metastasenbildung
Erevention der Abfangen reaktiver Intermediate
Bildung reaktiver |— Agt' idative Effeld Beeinflussung der Beeinflussung der
Intermediate NHOXIGAUNG: ETGKEE Signaltransduktion Signaltransduktion
Inhibition der Proliferation Inhibition der Proliferation
Reduktion der Toxizitat Induktion von Differenzierung Induktion von Differenzierung
Induktion der Entgiftung und Apoptose und Apoptose
7r*>,R J_ Iy J_ — J_
—(® ™ PR d i = N :
f(: 72;5\/:_ Initiation g: e ,}_,) Promotion Progression |
e 2‘)) C oy
Sl O
T Vet s
Initiierte Zelle
umrundet von
Gesunde Zellen gesunden Zellen Préneoplastische Zellen Neoplastische Zellen

Abb. 2 Die unterschiedlichen Phasen der Chemoprivention. Innerhalb dieser Intervention soll
entweder die Initiation gesunder Zellen blockiert und/oder eine weitere Promotion entarteter Zellen
vermieden werden. ROS, reaktive Sauerstoffspezies (modifiziert nach [19])

Bei der Sekundérpridvention wird die Promotion initiierter Zellen und die
Progression prineoplastischen Lidsionen durch sogenannte ,,Suppressing agents*
eingeschrankt, indem die Proliferation inhibiert sowie die Apoptose und
Differenzierung induziert werden [18]. Dariliber hinaus konnen inflammatorische
Prozesse unterdriickt werden [6]. Die Ansatzpunkte der Therapie stellen vor allem
neoplastische Lésionen dar, wobei neben der Blockierung der charakteristischen
Zellvermehrung und der Entdifferenzierung insbesondere die Metastasierung verhindert
werden soll.

Eine ballaststoffreiche und fettarme Erndhrung basierend auf einer
ausgewogenen Mischkost oder einer vegetabil-orientierten Kostform bietet eine ideale
Quelle fiir krebspraventive Agenzien [5,20,21]. Welche Inhaltsstoffe der pflanzlichen
Nahrung im Einzelnen fiir die Protektion ursichlich sind und welche Wirkmechanismen

zugrunde liegen, ist seit Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.

1.2. Funktion und Bedeutung der Darmflora des Menschen
Die einzelnen Abschnitte des Verdauungstraktes (Mund, Magen, Diinndarm,

Dickdarm) stellen verschiedene 6kologische Bereiche dar, die mit jeweils spezifischen
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Mikrobengemeinschaften kolonisiert sind [22]. Allerdings verhindern das saure Milieu
des Magens und der schnelle Transport des Verdauungsbreis durch den Diinndarm die
Bildung einer signifikanten, permanenten Bakterienpopulation in diesen Bereichen [8].
Erst im Dickdarm nimmt die mikrobielle Besiedlung deutlich zu, so dass die

Entwicklung eines relativ stabilen Okosystems mdglich ist (Abb. 3).

400-500 Spezies 10"-10” Lactobacillus
) Magen 10"-10° Streptococcus
Asrobler <10° KBE/mI bis 10° Enterobacteriaceae
A pH 1-2 bis 10° Bacteroidales
10'-10° Lactobacillus
Duodenum 101-102 Streptococcus
10" KBE/mI b!s 102 Enterob'actenaceae
pH 6-7 bis 10 Bacteroidales
Jejunum bis 10: Enterococcus bis 10: Staphylococcus
A bis 10 Lactobacillus bis 10" Streptococcus
;ﬂ 6_';BE”"| bis 102 Enterobacteriaceae bis 10° Bacteroidales
bis 10" Bifidobacterium
lleum 10°-10" Bacteroidales 102-10? Bifidobacterium
10" KBE/ml 102-10: Enterococcus 10 —103 Clostridium
pH 6-7 10°-10" Enterobacteriaceae bis 10 Staphylococcus
10>-10° Lactobacillus bis 10° Streptococcus
10"°-10" Bacteroidales 10°10" Lactobacillus
Kolon 10°-10" Eubacteria 10"-10"° Enterobacteriaceae
10" kBE/mI  10%10" Bifidobacterium 10°-10° Fusobacterium
v pH 57 10:—10:: Streptococcus 104—10: Staphylococcus
10 -10 ~ Clostridium bis 10" Veillonella
Anaerobier 10°-10" Enterococcus

Abb. 3 Zusammensetzung der Mikroflora und pH-Werte im menschlichen Gastrointestinaltrakt.
Zusammensetzung und Dichte der Darmflora variieren in den unterschiedlichen Bereichen des
Gastrointestinaltrakts. KBE, Koloniebildende Einheiten (modifiziert nach [8,22-24])

Beim Erwachsenen liegt die Bakteriendichte im Kolon bei 10'° bis 10'? Kolonie-
bildenden Einheiten (KBE) pro ml Darminhalt. Daher setzt sich die Darmflora aus 400-
500 verschiedenen aeroben und anaeroben Mikroorganismenarten zusammen, wobei die
Anaerobier der Genera Bacteroidales, Eubacteria und Bifidobacterium dominieren
[8,23]. Aktivitit und Zusammensetzung der bakteriellen Flora werden durch die
Verfiigbarkeit an Substraten, den pH-Wert und den Sauerstoffpartialdruck bestimmt
[23], wobei diese sowohl intra- als auch interindividuellen Unterschieden von bis zu
30 % unterliegen konnen [25,26]. Die Zusammensetzung der Stuhlflora, die fiir
zahlreiche Untersuchungen zur Funktion und Bedeutung der Darmflora die Grundlage
bildet, wird im Wesentlichen durch Keime des Kolons bestimmt, wobei beriicksichtigt

werden muss, dass sich sowohl das Artenspektrum als auch die Bakteriendichte in den
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verschiedenen Kolon-Abschnitten unterscheiden. Man nimmt an, dass etwa 50
Bakterien-Genera im Kolon angesiedelt sind, welche sich wiederum aus mehreren
hundert Spezies zusammensetzen kénnen [22].

Wihrend der Schwangerschaft ist der im Mutterleib heranwachsende Fetus
normalerweise keimfrei [8,23]. Der erste Kontakt mit Mikroorganismen erfolgt wahrend
der Geburt durch Keime der vaginalen und intestinalen Flora der Mutter. Die weitere
Entwicklung der Flora ist abhingig von der Erndhrung mit Muttermilch
(Bifidobacterium) oder Kuhmilch (Bifidobacterium, Bacteroidales, Enterobacteriaceae
und Streptococcus) [26] und wird mit zunehmenden Alter hauptsidchlich durch
individuelle Erndhrungsgewohnheiten bestimmt [23].

Beim erwachsenen Menschen représentiert die Darmflora ein relativ stabiles,
sehr komplexes mikrodkologisches System mit vielfdltiger Stoffwechselaktivitéit. Neben
ihrer Funktion als Barriere gegen die Ansiedlung darmpathogener Keime ist die
Darmflora ein wichtiger Bestandteil der humanen Immunabwehr, indem die
Entwicklung und Aktivitit des Darm-assoziierten Immunsystems beeinflusst wird [27].
Die Darmflora trigt aulerdem zur Reifung und Integritit des Darmepithels, zum
Metabolismus von Fremdstoffen sowie zur Produktion einiger B- und K-Vitamine bei
[23]. Von herausragender Bedeutung ist der Beitrag der physiologischen Darmflora zum
intraluminalen Stoffwechsel im Kolon [8]. Die intestinale Mikroflora metabolisiert
komplexe Nahrungsbestandteile, die im oberen Verdauungstrakt nicht hydrolysiert und
daher dort von den Enterozyten nicht absorbiert werden konnen. Unverdauliche
Substanzen sind neben Nicht-Stirke-Polysacchariden (NSP), resistenter Stirke und
Oligosacchariden auch unvollstindig hydrolysierte Kohlenhydrate, Proteine und
Aminosduren [28]. Im proximalen Kolon dominieren aufgrund ihrer Fihigkeit zur
saccharolytischen Spaltung acidophile Bakterienarten, die zur Bildung von kurzkettigen
Fettsduren (englisch: short-chain fatty acids: SCFA) beitragen. Hingegen kolonisieren
im distalen Kolon zusétzlich Bakterien mit proteolytischen Fahigkeiten, so genannte
Faulniskeime, die neben Aminosiduren auch toxische Metabolite freisetzen.

Endogene und exogene Einfliisse konnen das Gleichgewicht von gesundheits-
fordernden Bakterien (vor allem Lactobacillus und Bifidobacterium) zugunsten von
pathogenen Darmkeimen (Clostridium, Veillonella und Staphylococcus) verschieben,

was moglicherweise mit einem vermehrten Auftreten verschiedener Erkrankungen wie
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kardiovaskuldren = Erkrankungen, Diabetes mellitus  und  entziindlichen
Darmerkrankungen [29] assoziiert ist. Weiterhin deuten einige Studien darauf hin, dass
nach einer Verschiebung der physiologischen Verteilung der Darmbakterien ein
erhohtes Risiko flir Krebserkrankungen im Kolon auftritt [30]. Hierbei werden
verschiedene zugrunde liegende Mechanismen (z. B. Aktivierung von Prokanzerogenen
zu ultimativen Kanzerogenen, direkte Bildung von Mutagenen) diskutiert [30].
Aufgrund der kombinierten Aktivititen aller Bakterienspezies ergibt sich
letztendlich eine enorme Komplexitit der Darmflora mit vielfdltigen Aufgaben zur
Erhaltung der Darmgesundheit [8]. Daher bietet die Beeinflussung der humanen
Mikroflora durch diédtetische MalBlnahmen gute Chancen fiir den Einsatz von

funktionellen Lebensmitteln.

1.3. Probiotika, Pribiotika und Synbiotika als Bestandteile funktioneller
Lebensmittel

Funktionelle Lebensmittel spielen zunehmend eine wichtige Rolle, bestimmten
erndhrungsabhéngigen chronischen FErkrankungen wie koronaren Herzkrankheiten,
Ubergewicht, Osteoporose, Diabetes mellitus und malignen Neubildungen entgegen zu
wirken [31]. Als funktionelle Lebensmittel bezeichnet man solche Lebensmittel oder
Bestandteile davon, denen iiber die Aufnahme von Nihrstoffen hinaus ein weiterer
gesundheitlicher Nutzen zugesprochen wird, der in der Steigerung des Wohlbefindens
und dem Erhalt der Gesundheit liegt [31-33]. Als funktionelle Inhaltsstoffe werden
organische und anorganische Mikrondhrstoffe, Vitamine, Antioxidantien, Ballaststoffe,
bestimmte Proteine (z. B. Lactoferrin), bioaktive Peptide (z. B. Casomorphine) und
mehrfach ungesittigte Fettsduren angesehen [32]. Ein vielversprechender Ansatz
innerhalb der Entwicklung von funktionellen Lebensmitteln ist der Erhalt und die
Forderung der Darmgesundheit, indem als funktionelle Bestandteile gezielt Probiotika,

Pribiotika und Synbiotika eingesetzt werden.

1.3.1. Probiotika
,Probiotika® sind lebende Mikroorganismen, die in ausreichender Menge in

aktiver Form in den Darm gelangen und dadurch positive gesundheitliche Wirkungen
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erzielen [8]. Ein Probiotikum sollte nicht pathogen und resistent gegeniiber
antimikrobiellen Faktoren im Darm (Magen- und Gallensédure, Peristaltik) sein, um im
vitalen Zustand die unteren Darmabschnitte zu erreichen [34]. Probiotische Keime, die
industriell der Nahrung zugesetzt werden, gehoren hauptsédchlich zu den beiden Genera
Lactobacillus und Bifidobacterium, allerdings finden auch Keime der Gattungen
Escherichia, Enterococcus, Bacillus und Streptococcus sowie fungizide Stimme des
Genus Saccharomyces Einsatz [35]. Als unverbindliche RichtgroBe fiir eine
gesundheitliche Wirkung wird in der Lebensmittelindustrie eine Tageszufuhr von
mindestens 5x10° KBE iiber einen Zeitraum von wenigstens finf Tagen empfohlen
[36]. Beim erwachsenen Menschen konnte bisher gezeigt werden, dass Probiotika
wahrscheinlich Symptome einer Laktoseintoleranz und einer Obstipation vermindern,
das Risiko einer Antibiotika-assoziierten Diarrhd herabsetzen und entziindlichen
Darmerkrankungen entgegenwirken [37,38]. Moglicherweise sind sie dariiber hinaus in
der Lage, den Cholesterinspiegel zu senken und praventiv in die Kolonkanzerogenese
einzugreifen [34,35]. Als zugrunde liegender Mechanismus einer chemopriventiven
Wirkung wird vor allem die Verschiebung der Keimbesiedlung zugunsten von
Milchsdurebakterien diskutiert [34]. So wird zum einen die Aktivitit bestimmter
bakterieller Enzyme, beispielsweise der Gattung Bacteroides, gechemmt, wodurch die
Bildung von Kanzerogenen vermindert wird [34,35]. Zum anderen sind bifidogene
Keime in der Lage, mutagene Substanzen im Kolon zu binden [39], die Immunabwehr
zu stirken [40] oder in vitro direkt mit entarteten Kolonozyten zu interagieren [41,42].
Lactobacillus rhamnosus GG (LGGQG) ist einer der bekanntesten und am besten
untersuchten probiotischen Stimme [43]. Nach dessen Applikation wird insbesondere
das intestinale Immunsystem positiv beeinflusst [35,44]. Fiir den Stamm
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) konnte ein dhnlicher stimulierender
Effekt auf die Immunabwehr gezeigt werden [45,46]. Ebenso wird fiir beide Stdmme ein
chemopraventives Potential diskutiert, indem beispielsweise die Genotoxizitit von
Féazeswasser herabgesetzt [47] oder die Krebsinitiation in mit Dimethylhydrazin (DMH)

behandelten Ratten vermindert wurde [42].
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1.3.2. Pribiotika und Synbiotika

Unter dem Begriff ,Pribiotika® versteht man unverdauliche Nahrungs-
bestandteile, die durch ihre selektive Fermentation spezifische Anderungen in der
Zusammensetzung und/oder der Aktivitdt der intestinalen Mikroflora hervorrufen,
wodurch das Wohlbefinden und die Gesundheit des Wirtes begiinstigt wird [48]. Damit
ein Nahrungsbestandteil oder ein Lebensmittel als Prabiotikum deklariert werden darf,
miissen drei wichtige Kriterien erfiillt sein: 1) Resistenz gegeniiber der Magensaure, der
Hydrolyse und der Absorption im Verdauungstrakt, 2) Fermentierbarkeit durch die
intestinale Mikroflora und 3) eine selektive Stimulation des Wachstums bzw. der
Aktivitit von gesundheitsfordernden Bakterienspezies [49]. Die deutlichsten
prébiotischen Effekte werden fruktosylierten und galaktosylierten Oligosacchariden
nach einer téglichen Dosis von 5 g bis maximal 20 g zugesprochen [32,50]. Am besten
untersucht sind hierbei die Fruktane des Inulin-Typs wie Inulin und Oligofruktose, die
von menschlichen Enzymen des Verdauungstraktes nicht hydrolysiert werden kdnnen
und so der intestinalen Mikroflora als Substrat zur Verfiigung stehen [32]. Prébiotika
werden durch die Darmflora zu Lactat und SCFA fermentiert [51,52], wobei fiir letztere
ein chemopréventives Potential diskutiert wird [53]. In einer Studie mit Azoxymethan
(AOM)-behandelten Ratten konnten Aberrante Krypt Foci (ACF), als Marker einer
praneoplastischen Lidsion, durch Fiitterung von Inulin oder Oligofruktose reduziert
werden [54]. Des Weiteren fiihrte die Gabe beider Fruktane zu einer erhohten
Apoptoserate in den Krypten von Ratten, die zuvor mit DMH behandelt wurden [55]. In
diesen Studien zeigte Inulin ein hoheres chemopriaventives Potential als Oligofruktose.
Es wurde postuliert, dass die antikanzerogene Wirkung durch eine Mischung beider
Substanzen zeitlich noch verldngert werden kann [56]. Oligofruktose wird bereits im
proximalen Kolon fermentiert, wohingegen Inulin aufgrund des hoheren
Polymerisierungsgrades erst in distalen Regionen des Dickdarms durch die Darmflora
metabolisiert wird. AOM-behandelte Tiere wiesen nach Fiitterung von Synergyl
(Oligofruktose-angereichertes Inulin) eine signifikant verringerte Anzahl an ACF als die
Gruppen auf, denen nur Inulin oder Oligofruktose appliziert wurde [57].

Ergebnisse aus Tier- und Humanstudien zeigen, dass eine kombinierte Gabe von
Prid- und Probiotika, sogenannte Synbiotika, einen gréferen chemopriventiven Effekt

ausiiben als ihre Einzelkomponenten [34,50,58]. ,,Synbiotika® sind Lebensmittel, die
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sowohl Probiotika als auch Prébiotika enthalten und die Zusammensetzung der
intestinalen Mikroflora positiv beeinflussen, indem das Wachstum und Uberleben neu
aufgenommener probiotischer Keime zusitzlich zum Wachstum bereits vorhandener
gesundheitsfordernder Bakterienspezies verbessert wird [50]. In Studien mit Ratten
konnten ACF, hervorgerufen durch die Kanzerogene DMH und AOM, nach einer
Fiitterung von Oligofruktose bzw. Inulin in Kombination mit Bifidobakterien
signifikant vermindert werden [59,60]. Des Weiteren konnte die gemeinsame
Applikation von Synergyl und LGG/Bb12 die Anzahl an AOM-induzierten Adenomen
und Karzinomen senken [61]. In einer anschlieBenden humanen Interventionsstudie
wurde die Wirkung dieses Synbiotikums (Synergyl und LGG/Bbl2) auf die
Krebsentstehung in Individuen mit erhohtem Kolonkrebsrisiko untersucht [62]. Nach
einer 12-wdchigen Intervention konnten in Polypen-Patienten der Proliferationsindex,
ein ausgewdhlter Biomarker flir Kolorektalkrebs, in den Kolonkrypten und die

Genotoxizitit des Fazeswassers reduziert werden [62].

1.4. Ballaststoffe und deren Fermentation im Gastrointestinaltrakt

Epidemiologische und vorklinische Studien deuten darauf hin, dass ein erhohter
Verzehr an Ballaststoffen die Darmgesundheit fordert [21,63]. Nach aktuellen Angaben
des World Cancer Research Fund (WCRF) sollten pro Tag mindestens 25 g
Ballaststoffe verzehrt werden, indem die Aufnahme von relativ unverarbeitetem
Getreide (z. B. Vollkornbrot) und weiteren Lebensmitteln, die eine natiirliche
Ballaststoffquelle darstellen, erhéht wird [21]. Es wird eine Verteilung auf drei
Mahlzeiten pro Tag empfohlen.

Die Bezeichnung ,,Ballaststoffe* umschreibt keine einheitliche Substanzgruppe,
sondern leitet sich entweder von der chemischen Analyse pflanzlicher Zellwand-
bestandteile oder von ihren erndhrungsphysiologischen Funktionen ab. Letzteres
umfasst alle essbaren Substanzen pflanzlichen Ursprungs, die nicht von den Enzymen
des menschlichen Verdauungstraktes gespalten werden konnen, allerdings vollstédndig
oder teilweise im Dickdarm fermentierbar sind und verschiedene positive Wirkungen
auf den Verdauungstrakt sowie die Gesundheit des Korpers zeigen [21]. Hierbei werden

neben Nicht-Stdrke-Polysacchariden (NSP) wie Zellulose, Hemizellulosen, Pektinen
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und B-Glucanen ferner auch Lignin, resistente Stirke und Oligosaccharide
eingeschlossen.

Ballaststoffe konnen neben einer generellen Forderung der Darmgesundheit
moglicherweise liber verschiedene Mechanismen das Risiko fiir Kolorektalkrebs
senken. Aufgrund der physikalischen Eigenschaften flihrt eine vermehrte Aufnahme an
Ballaststoffen zu einem erhdhten Volumen des Stuhls, der Bindung von Kanzerogenen
und einer verkiirzten Transitzeit des Stuhls, wodurch die Kontaktzeit zwischen
toxischen Substanzen und den Kolonepithelzellen vermindert wird [63]. Ferner binden
Ballaststoffe sekundire Gallensduren, fiir die eine tumorpromovierende Wirkung
nachgewiesen ist, und entzichen diese dem enterohepatischen Kreislauf [4]. Dariiber
hinaus sind Ballaststoffe in der Lage, die bakterielle Fermentation zu férdern und die
Zusammensetzung der Mikroflora zu beeinflussen. Die bakterielle Fermentation der
Ballaststoffe im Kolon fiihrt zur Bildung von SCFA, vor allem Acetat, Propionat und
Butyrat. Hierdurch wird eine Absenkung des luminalen pH-Wertes verursacht, was
wiederum selektiv das Wachstum von Milchsdurebakterien fordert, die Konversion von
primédren in sekundére Gallensduren verhindert sowie die Loslichkeit der Gallensduren
im Darmlumen herabsetzt [63,64]. Die Verschiebung der intestinalen Darmflora
zugunsten der Milchsdurebakterien vermindert die Aktivitdt verschiedener bakterieller
Enzyme (B-Glucuronidase, 7a-Dehydroxylase, Nitroreduktase, Azoreduktase), die die
Aktivierung prokanzerogener Substanzen unterstiitzen [34]. Insgesamt ist der Verzehr

von Ballaststoffen mit einem positiven Fermentationsprofil verbunden (Tab. 1).

Effekt Verénderung Mégliche Mechanismen Tab.1 Bedeutung eines
positiven Fermentations-
Stuhlvolumen erhoht verringert Exposition der Kolonmukosa
Wassergehalt im Stuhl erhoht gegentlber potentiellen genotoxischen prOﬁls’ das dul:“’h den
Transitzeit im Stuhl erniedrigt Verbindungen Verzehr und die

Fermentation von
erhoht die Bildung der SCFA &

Fermentation erhoht e rabakiaian Ballaststoffen hervor-
gerufen wird. SCFA,
Milchsaurebakterien erhoht fiihrt zur Bildung von protektiven kurzkettige Fettsauren
pH-Wert erniedrigt Metaboliten (modifiziert nach
Nahrstoff fir Kolonzellen, beeinflusst [8’24’64])
Butyrat-Anteil erhht Methylierungsstatus der DNA, induziert

Apoptose in Tumorzellen, férdert Bildung
der Mucinschicht

B-Glucuronidase,
7a-Dehydroxylase,
Nitroreduktase,
Azoreduktase

verringerte Aktivierung von

erniedrigt
g Prokanzerogenen

Phenole, Indole,
N-Verbindungen, erniedrigt verringerte Belastung mit Toxinen
Gallenséduren
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Allerdings ist anzumerken, dass nur ausgewéhlte Ballaststoffquellen, vorrangig
Oligosaccharide, per Definition auch als Pridbiotika bezeichnet werden diirfen. Im
Gegensatz zu prébiotischen Substanzen wird durch die Fermentation von Ballaststoffen
allgemein das Wachstum einer breiten Palette an Mikroorganismen gefordert. So bedarf
es weiterer Untersuchungen, welche Ballaststoffquellen einen gezielten prabiotischen
Effekt, also die selektive Wachstumsstimulation gesundheitsfordernder Keime,
besitzen.

Der protektive FEinfluss von Ballaststoffen auf die Entstehung von
Kolorektalkrebs wird fiir den Menschen in der Literatur kontrovers diskutiert. Einerseits
belegt die Mehrzahl an durchgefiihrten Korrelations- und Fall-Kontroll-Studien einen
inversen Zusammenhang zwischen einer erhohten Aufnahme von Ballaststoffen und
dem Risiko, an Darmkrebs zu erkranken [63]. Andererseits zeigten prospektive
epidemiologische Studien und Interventionsstudien keinen gesicherten Zusammenhang
[63,65]. Griinde dieser Diskrepanz sind vielfiltig und konnten in Limitationen der
epidemiologischen Untersuchungen liegen [5,66]. Eine mdgliche Ursache ist die
Auswahl untersuchter Biomarker, so dass eine protektive Wirkung von Ballaststoffen
vor allem in praneoplastischer Lésionen nachgewiesen wurde [67,68]. Hingegen konnte
nur in einigen Studien gezeigt werden, dass die Bildung von Adenomen und
Karzinomen durch einen erhdhten Verzehr ballaststoffhaltiger Nahrung vermindert
wurde [68]. Zusitzlich werden eine zu geringe tdgliche Aufnahme (<30g) der
verabreichten Ballaststoffquellen und die begrenzte Fermentierbarkeit diskutiert [69].
Insbesondere unlosliche Ballaststoffe, die auch im distalen Kolon bakteriell abgebaut
werden konnen, spielen anscheinend eine protektive Rolle [63]. Ein unzureichender
Verzehr anderer Pflanzenstoffe mit gesundheitsfordernder Wirkung konnte eine weitere
Ursache fiir die kontroverse Datenlage sein [58,63].

Untersuchungen zu Wirkungen einzelner Ballaststoffe an Zelllinien und in
Tierexperimenten deuten aber darauf hin, dass diese Substanzgruppe durchaus ein
chemopriventives Potential besitzt [58]. Aus diesem Grund ist es notwendig, zunichst
die Wirkmechanismen einzelner ballaststoffhaltiger Lebensmittel zu beleuchten, um
anschlieBend auf der Grundlage dieser Erkenntnisse gezielt Kkontrollierte

Erndhrungsstudien am Menschen durchzufiihren.
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1.4.1. Kurzkettige Fettsiuren als Hauptmetabolite der bakteriellen Fermentation
Ballaststoffe werden iiberwiegend im proximalen, aber auch im distalen Kolon
durch Bakterien mit saccharolytischer Aktivitit (z. B. Bacteroidales, Eubacteria,
Lactobacillus, Bifidobacterium) zu Lactat und SCFA, hauptsidchlich Acetat, Propionat
und Butyrat, abgebaut [8]. In Abhdngigkeit von der Erndhrung, der Ballaststoffquelle,
der Transitzeit und der Zusammensetzung der Darmflora kommen SCFA im proximalen
Kolon in Konzentrationen von 70-140 mM und im distalen Kolon von 20-70 mM vor,
wobei das durchschnittliche Verhidltnis von Acetat:Propionat:Butyrat in den Fizes
60:20:20 betriigt [24,58,70]. Uber 95 % der SCFA werden rasch von den Kolonozyten,
gekoppelt an den Natriumchlorid- und Wassertransport, resorbiert, wobei Butyrat am
effizientesten aufgenommen wird [53]. Im Darmepithel werden Acetat und Propionat
nur in geringem MalBe verstoffwechselt und gelangen iiber das Pfortadersystem zur
Leber (Acetat, Propionat) und zur Peripherie (Acetat). Hingegen verbleibt Butyrat
grofitenteils (zu ~70 %) in den Kolonozyten und dient diesen als wichtige
Energiequelle, wobei es durch die B-Oxidation metabolisiert wird [28].
Milchsdurebakterien (Lactobacillus und Bifidobacterium) sind nicht in der Lage,
Ballaststoffe zu Butyrat abzubauen. Vielmehr erhoht sich im Darmlumen die
Konzentration an Acetat und Lactat. Diese Fettsduren werden hauptsidchlich
extrazellulir von Butyrat-produzierenden Bakterienspezies verstoffwechselt [71].
Butyratbildner sind auf ausgewdhlte Genera beschriankt: Clostridium, Eubacteria,
Fusobacterium und Butyrivibrio [72]. Diese konnen entweder Saccharide direkt zu
Butyrat fermentieren (z. B. durch Faecalibacterium prausnitzii) oder gebildetes Acetat

und Lactat in Butyrat metabolisieren (z. B. durch Roseburia intestinalis) [73].

1.4.2. Andere Fermentationsmetabolite

Bakterienspezies mit einer saccharolytischen Aktivitit setzen neben den SCFA
auch geringe Mengen an Format, Valerat und Capronat frei. Zusitzlich fiihrt die
bakterielle Fermentation sowohl zur Bildung verschiedener Gase, wie Wasserstoff,
Kohlenstoffdioxid, Methan und Wasserstoffsulfid, als auch zur Anreicherung von
Ethanol, Lactat, Succinat und Pyruvat [74].

Vor allem in komplexen Nahrungsmitteln (Obst, Gemiise und Vollkorn-

produkten) sind sekundire Pflanzenstoffe mit den Polysaccharidketten der Ballaststoffe



14 EINLEITUNG

verestert, so dass sie der intestinalen Verdauung durch wirtseigene Enzyme entzogen
werden. Im Kolon werden diese durch bakterielle Enzymsysteme (z. B. Esterasen und
Xylanasen) freigesetzt und konnen von den Kolonepithelzellen absorbiert werden [69].
Die meisten im proximalen Kolon angesiedelten Darmkeime metabolisieren
bevorzugt Kohlenhydrate im Gegensatz zu Proteinen. Daraus resultierend findet eine
proteolytische Fermentation, bei der Nahrungsproteine und Proteine des Mucus oder
von abgeschilferten Zellen abgebaut werden, erst im distalen Kolon statt. Durch die
proteolytische Fermentation erhoht sich die Konzentration an verzweigtkettigen SCFA
und toxischen Metaboliten wie Phenolen, Indolen, Aminen und Ammoniak, denen ein
tumorpromovierendes Potential zugesprochen wird [8,28]. Dariiber hinaus verfiigen
einige Bakterienspezies iiber Enzymsysteme (B-Glucuronidase, 70-Dehydroxylase,
Nitroreduktase, Azoreduktase), die potentielle Prokanzerogene aktivieren konnen.
Demzufolge entstehen weitere Fermentationsmetabolite, die einen schidigenden Effekt
auf das Dickdarmepithel ausiiben konnen, beispielsweise bei der Reduktion von Nitrit
oder stickstoffhaltigen Substanzen (N-Nitroso-Verbindungen), beim Lipidabbau
(Diacylglycerol, 4-Hydroxy-2-nonenal) und bei der Umwandlung primérer in sekundire
Gallensduren (Deoxycholsédure, Lithocholsiure) [8]. Vor allem in den distalen Regionen
des Kolons treten gehduft chronisch-entziindliche Darmerkrankungen und maligne
Neubildungen auf, so dass postuliert wurde, dass die vermehrte Bildung dieser Toxine
und die verminderte Verfiigbarkeit der SCFA im engen Zusammenhang mit der

Pathogenese von Darmerkrankungen stehen [53].

1.5. Chemopriiventives Potential von Butyrat

Butyrat dient den normalen, nicht-transformierten Kolonzellen der Kryptbasis
als Energielieferant, fordert die Mucinbildung und schiitzt die Zellen vor Apoptose
[75,76]. Demgegeniiber wirkt Butyrat in transformierten Zelllinien durch Induktion der
Apoptose und Differenzierung sowie Hemmung der Proliferation als potentiell
chemopraventives Agens [63]. Als zugrunde liegender Mechanismus wird die Funktion
von Butyrat als Inhibitor der Histondeacetylasen diskutiert [77]. Durch die resultierende
Hyperacetylierung von Histonen (H3 und H4) wird die nukleosomale DNA
zuginglicher fiir Transkriptionsfaktoren (vor allem Spl und Sp3), so dass die

Expression von Genen beeinflusst wird, die in wachstumsregulatorische Prozesse, in die
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Apoptose und in die Zelldifferenzierung eingreifen [53,78] (Abb. 4). Es konnte gezeigt
werden, dass ca. 5% aller Gene durch die Inhibierung von Histondeactetylasen
moduliert werden [79]. Dariiber hinaus ist Butyrat in der Lage, den Methylierungsstatus

der DNA und intrazelluldre Signal-Kaskaden zu beeinflussen [80,81].
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Abb. 4 Inhibierung der Histondeacetylasen durch Butyrat, wodurch die Expression von Genen
beeinflusst wird, die in wachstumsreglatorische Prozesse, in die Apoptose und in die
Zelldifferenzierung eingreifen. (vereinfachte Darstellung, modifiziert nach [82,83])

Gleichwohl die Datenlage nicht eindeutig ist, deuten die meisten
Untersuchungen darauf hin, dass addquate Konzentrationen an Butyrat vor allem der

frithen Kolonkanzerogenese entgegen wirken konnen [68,84].

1.5.1. Inhibierung der Proliferation

In einer Vielzahl von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass Butyrat in der
Lage ist, in den Zellzyklus (Abb. 5) einzugreifen, indem in transformierten Kolonozyten
ein Wachstumsarrest ausgeldst wird [85,86]. Die antiproliferative Wirkung von Butyrat
ist dadurch gekennzeichnet, dass es auf mRNA- und Proteinebene die Expression des
Cyclin-abhéngigen-Kinase (CDK) Inhibitors (CDKI) p2l induziert, wodurch ein
Wachstumsarrest in der Go/G;-Phase des Zellzyklus ausgelost wird [53,86]. Der CDKI
p21 bindet an die Cyclin D-CDK4 und Cyclin D-CDK6 Komplexe, so dass die
Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins verhindert wird [86]. In Folge findet
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keine Aktivierung der Transkription von Zielgenen statt, die ein Voranschreiten des

Zellzyklus ermdglichen.

CDKI pS7
(%) Cyclin p16 p27 Ip27 G,
p21 p21 p21 p21 p21

4 6

2 2 o
©'0 O @ OO

Zwei
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DNA-Replikation Zellteilung
G, Kontrollpunkt G, Kontrollpunkt e
Zellzyklusstopp wird Zellzyklusstopp wird 2
veranlasst, wenn DNA veranlasst, wenn DNA
geschadigt ist geschadigt oder Replikation
l fehlerhaft ist
* DNA-Reparatur * DNA-Reparatur
» Apoptose * Apoptose

Abb. 5 Die Phasen des Zellzyklus, untergliedert in die Mitose (Zellteilung), die Interphase (G;-, S-
und G,-Phase) und die Ruhephase (Gy). Dauer und Abfolge der Phasen werden von
Steuerungsmechanismen (Kontrollpunkten) iiberwacht. Die Aktivierung oder Inaktivierung der
Cyclin/CDK-Komplexe bestimmen den Verlauf des Zellzyklus. CDKI, Cyclin-abhéngiger-Kinase
Inhibitor; CDK, Cyclin-abhéngige Kinase; Gy, Ruhephase; G;, Priasynthesephase; S, Synthesephase; G,,
Postsynthesephase; M, Mitosephase (vereinfachte Darstellung, modifiziert nach [21,86])

1.5.2. Induktion der Apoptose
Der Prozess der Apoptose ist ein physiologischer Vorgang zur kontrollierten
Beseitigung geschidigter, seneszenter und entarteter Zellen. Da die Apoptose in
Krebszellen meist ausgeschaltet ist, stellt eine Induktion der Apoptose in entarteten
Zellen einen wichtigen Marker der Sekundirprivention dar [19]. Uber verschiedene
Signalwege, die sowohl extrinsisch als auch intrinsisch initiiert werden, wird die
Aktivierung nachgeordneter Caspasen (Caspase-Kaskade) eingeleitet und damit der
Zelluntergang kontrolliert herbeigefiihrt [87].

Eine Inkubation mit Butyrat fiihrt in Tumorzelllinien zur Induktion sowohl des

intrinsischen als auch des extrinsischen Weges der Apoptose (Abb. 6), indem
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beispielsweise die Expression von Bak [88] oder von DRS5 [82] erhoht wird, was die

Caspase-Kaskade aktiviert [89].

Todesliganden: TNFa, FasL, TRAIL

Todesrezeptoren: TNFR1, Fas, DR5
Zellmembran
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Abb. 6 Ablauf des extrinsischen und intrinsischen Weges der Apoptose. Durch die Ligandenbindung
an einen Todesrezeptor wird der extrinsische Weg der Apoptose eingeleitet. Nach der Trimerisierung des
Rezeptors binden an diesen Adaptoren und die Procaspase-8 (DISC: death inducing signal complex).
Diese Bindung fiihrt zur Aktivierung der Caspase-8, die ihrerseits die Caspase-3 aktiviert (Einleitung der
Caspase-Kaskade). Beim intrinsischen Weg werden aus den Mitochondrien Cytochrom ¢ und andere
proapoptotische Faktoren (Smac) freigesetzt, wodurch nach Zusammenlagerung von Apaf-1, dATP, der
Procaspase-9 und Cytochrom ¢ das Apoptosom gebildet wird. Dadurch wird die Caspase-9 in den aktiven
Zustand versetzt und kann ebenfalls die Caspase-3 aktivieren. Eine Verbindung des extrinsischen Weges
mit dem intrinsischen Weg stellt die Spaltung des zytosolischen Proteins Bid zu tBid (truncated Bid) dar,
welches nach Translokation in die Mitochondrien wiederum zur Cytochrom c-Freisetzung fiihrt. IAPs,
Apoptose-inhibitorische Proteine; Bax/Bak, proapoptotische Proteine; Bcl-2, Bel-x;; antiapoptotische
Proteine (vereinfachte Darstellung, modifiziert nach [87,90])

Eine durch Butyrat-vermittelte hohere Aktivitdt des DRS5-Proteins fiihrte zur
verstiarkten Bindung von TRAIL, so dass der extrinsische Weg der Apoptose initiiert
wurde [82]. Andere Studien deuten darauf hin, dass Butyrat in transformierten
Kolonzellen Apoptose liber den Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor 1 (TNFR1) oder den
Fas-Rezeptor induziert [83]. Chirakkal et al. konnten zeigen, dass Butyrat in
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Adenokarzinomzellen (HCT116, CaCo-2, HT29) die Expression von Bak auf mRNA-
und Proteinebene induziert [88]. In der Literatur wird dariiber hinaus eine mogliche
Verbindung des ex- und intrinsischen Mechanismus durch die Butyrat-induzierte
Spaltung von Bid diskutiert [83].

Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass Butyrat durch die Inhibierung von
Histondeacetylasen die Synthese weiterer Membranrezeptoren oder deren Bestandteile
fordert, so dass Butyrat die Apoptose sowohl liber den TGF-B-Signalweg [91] als auch
iiber den WNT-B-Catenin-Signalweg [68] initiieren kann.

1.6. Weizen als ein Bestandteil funktioneller Lebensmittel

Unverarbeitetes Getreide enthélt eine Vielzahl verschiedener physiologisch
relevanter Inhaltsstoffe (Ballaststoffe, Mineralstoffe, Vitamine und sekundire
Pflanzenstoffe), die erndhrungsabhéngigen chronischen Erkrankungen wie Krebs,
kardiovaskuldren Storungen, Diabetes und Ubergewicht entgegen wirken konnen.
Kombinationen aus mehreren Substanzen weisen ein hdheres gesundheitsforderndes
Potential als isolierte Einzelsubstanzen auf [92]. Aufgrund einer Vielfalt an protektiven
Substanzen sind Vollkornprodukte in der Lage, in vivo eine Reihe von physiologischen
Prozessen positiv zu beeinflussen, wie z. B. die Forderung eines positiven
Fermentationsprofils (Tab. 1), die Erhéhung der antioxidativen Abwehr und die
Senkung der Insulinausschiittung [92]. In den Industriestaaten werden hauptsédchlich
Weizen, Reis und Mais verzehrt, wohingegen Hafer, Roggen, Gerste und Hirse nur eine
untergeordnete Rolle spielen [21]. Weizen stellt hierbei ein Drittel der gesamten

Weltgetreideproduktion [64].

1.6.1. Aufbau des Weizenkorns und Zusammensetzung der Aleuronfraktion

Das Weizenkorn untergliedert sich in drei wesentliche Bestandteile: die Schale
als duBere Umhiillung, der Keimling sowie das Endosperm, das ca. 85 % des
Korngewichts ausmacht (Abb. 7). Die Schale besteht aus einer Vielzahl fein
differenzierter Schichten, die sich in zwei Gruppen unterteilen lassen: der Fruchtschale
(Epidermis, Hypodermis, Mesokarp, Endokarp) und der Samenschale (Testa,

Episperm). Die einreihige Aleuronschicht des Weizens bildet den dufleren Rand des
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Endosperms und betrédgt ca. 7-9 % des Weizenkorns sowie 45-50 % der Kleiefraktion
[93]. Die Kleiefraktion enthélt neben den zuriickbleibenden Riickstinden aus der
Frucht- und Samenschale, die bei der Getreideverarbeitung nach dem Absieben des
Mehles entstehen, auch die Aleuronzellen. Wihrend des Mahlprozesses wird die

Aleuronschicht vom Endosperm abgetrennt [94].

Haarschopf
Epidermis
Hypodermis
Mesokarp
Endokarp

Samenschale
—|{ Testa

Episperm

Fruchtschale

Aleuronschicht

Aleuronschicht —._

Mehlkorper/
Endosperm

Mehlkérper/
Endosperm
Keimling

4

Abb. 7 Botanischer Aufbau der verschiedenen Schichten des Weizenkorns. A: Mikroskopische
Aufnahme der dufleren Schichten des Weizenkorns (Cumarin-Farbung), B: Aufbau der Bestandteile des
Weizenkorns als Computersimulation (modifiziert nach Kampffmeyer Food Innovation GmbH)

Weizengetreide enthdlt einen hohen Anteil an gesundheitsfordernden
Substanzen, wobei diese in der Aleuronschicht des Weizens konzentriert vorkommen
[93]. Weizenaleuron ist durch einen hohen Gewichtsanteil an komplexen
unverdaulichen Kohlenhydraten (47 %), vorrangig Arabinoxylanen gekennzeichnet
[92,93]. Das Verhiltnis von unldslichen zu 16slichen Ballaststoffen betrdgt hierbei 9:1.

Weiterhin weist die Aleuronschicht einen relativ hohen Anteil an Proteinen
(16 %) mit einer erndhrungsphysiologisch giinstigen Zusammensetzung an essentiellen
Aminosduren und einen hohen Anteil an sekundidren Pflanzenstoffen (Polyphenole,
Lignane und Sterole) auf [95].

Vor allem Ferulasdure (80-90 %), groftenteils mit Arabinoxylanen verestert, ist
in der Aleuronfraktion konzentriert [93,96]. Im Diinndarm wird nur ein geringer Teil
der gebundenen Ferulasdure durch Xylanasen und Esterasen des Diinndarmepithels

freigesetzt und absorbiert [97]. Demgegeniiber konnen im Dickdarm etwa 95 % der
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gebundenen Ferulasdure durch Xylanasen und Esterasen der humanen Mikroflora
freigesetzt und von den Epithelzellen vorrangig iiber passive Diffusion, aber auch aktive

Transportsysteme aufgenommen werden [97].

1.6.2. In vitro und in vivo Studien zur darmkrebspriventiven Wirkung von

Weizeninhaltsstoffen

Epidemiologische und experimentelle Studien konnten zeigen, dass
insbesondere Inhaltsstoffe der Weizenkleie fiir eine inverse Korrelation von
Vollkornprodukten und der Krebsentstehung verantwortlich sind [98,99]. In einer
Rattenstudie konnte nach dem Verzehr von Weizenkleie die Transitzeit verkiirzt und
das Stuhlvolumen erhdht werden, wodurch vor allem die Expositionszeit der
Kolonepithelzellen mit Kanzerogenen herabgesetzt wurde [100]. Dariiber hinaus
belegen Humanstudien, dass durch eine erhohte Aufnahme von Weizenkleie im
Gegensatz zur Hafer- und Maiskleie die luminale Konzentration an verschiedenen
Tumorpromotoren (z. B. fidkale Mutagene, sekunddre Gallensduren, neutrale Sterole)
gesenkt werden kann [101]. Des Weiteren konnte eine mogliche krebspriventive
Wirkung von Weizeninhaltsstoffen in der bakteriellen Fermentation der Ballaststoffe,
vorrangig der Arabinoxylane, begriindet sein, wodurch SCFA gebildet werden [92]. In
Ratten konnte nach Gabe von Weizenkleie und Weizenaleuron die Anzahl AOM-
induzierter Adenome tendenziell vermindert werden, wobei die Wirkung vermutlich auf
eine signifikant erhohte Butyratkonzentration und eine daraus resultierende pH-
Senkung zuriickzufiihren war [102]. Auch neuste Studien an Ratten belegen, dass
Weizeninhaltsstoffe, hier Arabinoxylan-Oligosaccharide, die Anzahl an induzierten
ACF im distalen Kolon vermindern [103]. Eine in vitro Fermentation von
Arabinoxylanen der Weizenkleie flihrte zu einer erhohten Konzentration an SCFA,
wodurch das Wachstum von Adenokarzinomzellen verringert und zelluldre
Entgiftungsmechanismen gegen Kanzerogene gefordert werden konnten [104]. Des
Weiteren wiesen Ratten nach einer Fiitterung mit Weizenkleie eine erhohte Expression
und Aktivitit Fremdstoff-metabolisierender Enzyme in der Leber und im Kolon auf
[105], wobei der induktive Effekt zum einen auf die gebildeten SCFA, vor allem
Butyrat, und zum anderen auf die freigesetzten phenolischen Substanzen zuriickgefiihrt

wurde [105,106]. Auch Drankhan et al. konnten in Adenokarzinomzellen und in
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Tierexperimenten zeigen, dass im Weizen neben den Ballaststoffen vor allem
Phenolsduren fiir eine mogliche antikanzerogene Wirkung verantwortlich waren [107].
Phenolische Substanzen, die groftenteils im Dickdarm durch bakterielle Enzymsysteme
freigesetzt werden, konnten die Kolonzellen vor Schidigungen durch Peroxide oder
reaktive Sauerstoffspezies schiitzen [92,108]. Jenab und Thompson zeigten [109], dass
in der Weizenkleie enthaltene Phytinsdure antikanzerogen wirkte, indem in AOM-
behandelten Ratten die Differenzierung und die Apoptose induziert wurden. Ein
moglicher inverser Zusammenhang zwischen der Aufnahme an Weizenvollkorn-
produkten und dem Risiko fiir Kolorektalkrebs konnte zusétzlich in der Fahigkeit
begriindet sein, die Zusammensetzung der intestinalen Darmflora zu beeinflussen. So
fiihrte der Verzehr verschiedener Weizenprodukte (Weizenzerealien und Arabinoxylan-
Oligosaccharide) sowohl in Nagern (Ratten, Méuse) [110,111] als auch im Menschen
[112,113] zu einem erhohten Wachstum an Lactobacillen und Bifidobakterien. Ein
prabiotisches Potential von Weizeninhaltsstoffen wurde dariiber hinaus in vitro unter

Verwendung von Fermentationsmodellen nachgewiesen [114-117].

1.7. In vitro Fermentationsmodelle und deren Anwendung

Fermentationsmodelle werden hauptsichlich eingesetzt, um die Verdaulichkeit
von Substanzen zu {berpriifen und/oder das prabiotische Potential von
Nahrungsinhaltsstoffen zu untersuchen. Einfache in vitro Fermentationssysteme
basieren auf einer Simulation der Dickdarmpassage in einem einzelnen Reaktionsgefal3
(one-batch) durch Fermentation der Testsubstanzen mit einer humanen
Fézessuspension, meist hergestellt aus mehreren Fizesproben gesunder Probanden und
einem spezifischen Fermentationsmedium [118]. Dariiber hinaus finden kontinuierliche
Fermentationssysteme Anwendung, bei denen zwei bis drei aufeinanderfolgende
Reaktionsgefdfle die unterschiedlichen Regionen des Kolons simulieren [119]. Neben
reinen Ballaststoffquellen ist es von Interesse, komplexe Lebensmittel oder
Nahrungsbestandteile zu untersuchen. Durch eine Simulation des gesamten
Verdauungstraktes konnen hydrolysierbare Bestandteile von den unverdaulichen
Substanzen abgetrennt werden, bevor die eigentliche Fermentation im Dickdarm
stattfindet. Stellvertretend fiir dieses kontinuierliche Fermentationssystem sind hier das

SHIME-Modell nach Molly et al. [120] und das Computer-kontrollierte TIM-Modell
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(TNO Intestinal Models) nach Minekus et al. [121,122] zu nennen, mit denen gezielt die
physiologischen und erndhrungsbedingten Gegebenheiten im Gastrointestinaltrakt
reproduziert werden konnen [49,123].

Mit der Fermentationssimulation lassen sich auch gezielt krebspriaventive bzw.
kanzerogene Effekte bestimmter Nahrungsinhaltsstoffe ndher charakterisieren. Hierfiir
wird die Wirkung in vitro hergestellter Fermentationsiiberstinde in humanen
Kolonzelllinien untersucht — ein relativ neues Gebiet im Bereich der
Kolonkrebsforschung [124]. Allerdings erwiesen sich Fermentationsiiberstinde, die aus
einer Simulation des gesamten Verdauungstrakts resultieren (SHIME, TIM), in
Zellkultur als besonders zytotoxisch, wobei diese Zytotoxizitdt auf die eingebrachten
Gallensduren der Diinndarmsimulation zuriickgefiihrt wurde [125,126]. Aus diesem
Grund ist es notwendig, ein Fermentationsmodell zu etablieren, welches den Verdau
komplexer Nahrungsmittel simuliert und gleichzeitig fiir in vitro Zellkultur-

untersuchungen eingesetzt werden kann.

1.8. Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit stand die Charakterisierung der Einfliisse mikrobieller
Fermentationsprodukte aus Weizenaleuron auf die molekularen Vorginge der
Sekundérprivention von Kolonkrebs im Vordergrund. Es wurden zwei Zelllinien
unterschiedlichen Transformationsgrades (LT97 und HT29) verwendet, um folgende

Aufgabenstellungen zu bearbeiten:

Entwicklung einer geeigneten in vitro Fermentationsmethode zur Bereitstellung von
Fermentationsiiberstinden (FU) fir den FEinsatz in Zellexperimenten

(Publikation I).

- Charakterisierung ausgewdéhlter Metabolite, die durch die Fermentation von

Weizenaleuron mit Fazesbakterien gebildet werden (Publikationen I1, IV).

- Bestimmung des zytotoxischen und genotoxischen Potentials der FU in den

Kolonkrebszellen (Publikationen I1, I11, IV).

- Einfluss der FU auf relevante Mechanismen der Sekundirprivention (Inhibition der
Proliferation sowie Induktion der Apoptose und der Differenzierung)

(Publikationen I1, I11, IV).
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Vergleich der durch die FU in den Kolonozyten induzierten Effekte mit der
Wirkung einer reinen Ballaststoffquelle (Synergyl) (Publikation IIT).

Einfluss der FU auf die gewihlten Endpunkte der Sekundirprivention nach einer
Kofermentation des Weizenaleurons mit zwei Probiotikastimmen (Lactobacillus
rhamnosus GG und Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bbl2) und mit

Féazesbakterien (Publikationen 1V).
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2. Publikationen”

2.1. Publikation I: MODIFICATION OF AN IN VITRO MODEL SIMULATING THE WHOLE
DIGESTIVE PROCESS TO INVESTIGATE CELLULAR ENDPOINTS OF

CHEMOPREVENTION. Katrin Stein, Anke Borowicki, Daniel Scharlau, Kerstin

Scheu, Gerald Brenner-Weiss, Ursula Obst, Jiirgen Hollmann, Meinolf Lindhauer,
Norbert Wachter, Michael Glei. In Begutachtung bei der Zeitschrift European
Journal of Nutrition. Mai 2010.

Mit der in vitro Fermentationssimulation lassen sich krebspréventive bzw. kanzerogene
Effekte bestimmter Nahrungsmittelinhaltsstoffe im Zusammenhang mit den komplexen
Einfliissen, die aus der bakteriellen Fermentation im Darm resultieren, gezielt
untersuchen. Dabei fanden bisher Fermentationssysteme Anwendung, in denen vor
allem der Abbau von Nahrungskomponenten und deren Einfluss auf die Darmflora
untersucht wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein etabliertes Modell unter
Berticksichtigung des gesamten Verdauungstraktes modifiziert, um die Auswirkungen
aktiver Fermentationsmetabolite in humanen Kolonzellen untersuchen zu konnen.

Durch die Erweiterung des in vitro Fermentationsmodells um die Simulation des oberen
Verdauungstraktes sowie die Anpassung der zugesetzten Konzentration an Gallenséduren
kann die Wirkung aktiver Fermentationsmetabolite komplexer Lebensmittel oder

Nahrungsbestandteile in in vitro Zellmodellen untersucht werden.

Eigenanteil:

* Anteilige Modifizierung und Durchfiihrung der in vitro Fermentation

* Anteilige Auswertung der analytischen Untersuchungen

= Anteilige Durchfiihrung sowie Auswertung und Darstellung der Wachstums-
untersuchungen in HT29-Zellen nach Inkubation mit den Testsubstanzen

=  Mitarbeit an der Verfassung des Manuskriptes

* Weitere Publikationen, die nicht in den engeren thematischen Zusammenhang der Dissertation gehoren,
erscheinen in der Publikationsliste am Ende der Arbeit. Experimentelle Arbeiten meinerseits und eine
Mitarbeit an der Verfassung des Manuskriptes wihrend der Promotionsphase fiihrten zur Auffithrung im

Autorenverzeichnis.
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Abstract

In vitro gut fermentation systems are relevant tools to study health benefits of foodstuffs. Most of them are
commonly used to investigate the degradation of nutrients or the development of gut flora. Using these models,
strong cytotoxic effects of the resulting samples on cultured cells were observed. Hence, the aim of this work
was to prepare samples resulting from an in vitro fermentation model simulating the whole digestive tract and
make them suitable for following cell culture experiments. Wholemeal wheat flour (wwf) was digested and
fermented in vitro with a fermentation model using different ox gall concentrations (41.6 and 0.6 g/L). The
resulting fermentation supernatants (fs) were characterised for metabolites and biological effects in HT29 cells.
Chemopreventive short chain fatty acids were increased and carcinogenic deoxycholic acid (DCA) was
decreased in the fs wwf. The strong cytotoxic effects of the fs, which were partly due to cholic acid and DCA
was diminished by lowering the ox gall concentration, allowing the use of the samples in cell culture
experiments. All together, an in vitro digestion model which can be used to study effects of foodstuffs on

chemoprevention and gut health in colon cells is introduced and its physiological relevance is demonstrated.

Keywords: chemoprevention: DCA: fermentation: SCFA: wheat

Abbreviations used

CA, cholic acid; DCA, deoxycholic acid; fs, fermentation supernatant; SCFA, short chain fatty acids; wwf,

wholemeal wheat flour
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Introduction

Several epidemiological studies suggest that diet and lifestyle play a major role in carcinogenesis, especially in
colon cancer [1;2]. Dietary fibre, which mainly consists of nonstarch polysaccharides, oligosaccharides and
resistant starch, is well known to exhibit protective effects especially against colon cancer by acting as a
substrate for the gut flora to yield fermentation products with chemopreventive activity such as short chain fatty
acids (SCFA, mainly acetate, propionate and butyrate) [3]. Butyrate, in particular, has been recognised as a key-
factor for a potential protection against colon cancer, since it can inhibit proliferation as well as induce
differentiation and apoptosis in colon tumour cells [4-6]. To characterise in vivo situations more precisely, it
makes sense to initially determine in vitro not only effects of individual compounds but also the interactions of
various fermentation metabolites in terms of cancer prevention. So far, only few studies examine the effect of
complex fermentation supernatants (fs) from dietary fibre on chemoprevention [5-8]. Those studies highlight the
positive effects of fermentation samples on colon cancer prevention by mechanisms that could retard tumour
promotion and progression, e.g. inhibition of tumour cell survival, induction of apoptosis, enhancement of
glutathione S-transferases (GST) and alkaline phosphatase activity. Furthermore, Beyer-Sehlmeyer et al. showed
that fermentation samples from plant foods, e.g. wheat, containing a variety of different phytoprotectants are
more active than their corresponding pure SCFA mixtures in growth inhibition of transformed cells. The so-
called ‘added value’ of the complete fermentation samples probably reflects the properties of a large number of
other plant ingredients and nutrients such as vitamins, lignans, isoflavones and phenolic acids [5;6].

To investigate potential health benefits of nutrients, in particular dietary fibre, on the large intestine, in vitro
models simulating the colon have to be used to study resulting fermentation metabolites and their interaction
with colonocytes. The research of complex foodstuff is more difficult because the digestion and the absorption of
nutrients should be additionally taken into account. These processes are spatiotemporal and dynamic, involving
complex enzymatic systems and transport reactions. In spite of that, several in vifro models have been
developed. A basic form of the in vitro colon models is the single batch fermentation described by Barry et al.
[9]. More complex versions are multistage continuous models including models of the stomach and small
intestine [10], the colon [11-13] as well as the small and large intestine [14]. The models are used to elucidate
the role of microbiota in the metabolism of all non-digestible parts of the diet [15] and to analyze fermentation
products, e.g. SCFA, bile acids and ammonia [13]. Moreover, the complex in vitro models should allow the

investigation of possible synergistic effects of dietary fibre and other ingredients in complex foods, e.g. in
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wholemeal wheat flour (wwf), on colon cells. So far, detailed evidence is missing how fermentation products of
complex foods interact with human colon cells.

Hence, the aim of this work was to develop a cheap and easy to handle fermentation model of the whole
gastrointestinal tract considering former activities of Barry et al. [9] and Aura et al. [16]. Since samples from
previous in vitro digestion systems have been shown to have cytotoxic effects [7], that make it unsuited for cell
culture experiments, our main focus was to find conditions that allow the application of fs in cell culture
experiments without cytotoxic side effects. Therefore, fermentation products (SCFA and bile acids), generated
by using different in vitro model conditions, were determined and the influence of the samples on cell growth of
HT29 colon cancer cells was measured. Furthermore, the efficiency of digestive enzymes and dialysis, which

simulates absorption of small molecular metabolites, was investigated.

Materials and Methods

Dietary fibre sources

Wholemeal wheat flour (wwf) from Kampffmeyer Food Innovation GmbH (Hamburg, Germany) was used as
source of dietary fibre. The composition of the wwf was reported in Borowicki et al. [17]. Synergyl, a
commercially available mixture of inulin enriched with oligofructose, was obtained from ORAFTI, Tienen,
Belgium. To maintain stability of the samples, aliquots were prepared and stored in air- and light-proof flasks at

4 °C.

Fermentation of dietary fibre sources

Wwf was digested and fermented in vitro in a batch-culture system according to Aura et al. [16;17] and Barry et
al. [9] with some modifications. Two fermentation series, with different ox gall concentrations in the intestinal
extract for simulation of the small intestine, were conducted. Fermentation I contained 41.6 g/L ox gall
according to Aura et al. [16] and fermentation II contained only 0.6 g/L ox gall considering more physiological
bile acid concentrations occurring during digestion of food containing a moderate fat content [18]. Moreover, for
the statistical evaluation of the fermentation procedure the well characterised dietary fibre source Synergyl was
digested and fermented in vitro in three repetitions.

Wwf was weighed (0.5 g fermentable material) into glass bottles and mixed with 10 mL potassium phosphate

buffer (0.1 M, pH 7.0). A sample without wwf was used as control (blank). All following incubations were
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performed at 37 °C in a continuously shaking water bath. Salivary alpha-amylase (Sigma, Taufkirchen,
Germany) diluted to 1000 U/ml with 20 mM sodium phosphate buffer (17.36 U/sample) and 0.85 % (w/v) NaCl
were added and the samples were incubated for another 5 min. Hydrochloric acid solution (150 mMm, 2.81 ml)
was added to lower the pH to 2.0. Pepsin (Sigma, Taufkirchen, Germany) dissolved in 0.94 ml of 20 mM
hydrochloride acid was added to each sample and incubated for 2 h at 37 °C. An intestinal extract was prepared
by dissolving 208 mg (fermentation I) or 3 mg (fermentation II) ox gall (Fluka-Sigma, Taufkrichen, Germany),
respectively, and 2.6 mg pancreatin (Sigma, Taufkirchen, Germany) in 5 mL sodium bicarbonate buffer (11 mM,
pH 6.5). This solution (5 ml) was added to each sample or blank, the pH was adjusted to 6.5 using sodium
hydroxide solution (10 M) and the suspension (25 ml) was transferred into a dialysis tube (MW cut off 1000 Da)
(Roth, Karlsruhe, Germany). The tubes were placed into glass bottles filled with 2 L dialysis buffer (13.61 g
potassium phosphate and 1.88 g sodium bicarbonate dissolved in a. bidest, pH 6.5) and incubated for 6 h at
37 °C under semi-anaerobic conditions. Semi-anaerobic conditions in the glass bottles were achieved by
removing a part of the air with an injected cannula (0.5 bar for 1 min) and subsequently, filling the bottles with
the fermentation gas mixture (86 % nitrogen, 10 % carbon dioxide and 4 % hydrogen at 37 °C) via the cannula
(0.8 bar for 1 min). After 15 min (7 cycles repeated), the cannulae were removed. At the end of the incubation
the suspension was transferred from the dialysis tube into a 500 ml glass bottle and the pH of each sample was
measured.

Thereafter, the in vitro fermentation was performed according to the method described by Glei et al. [5]. Fecal
homogenate (25 mL) was mixed with the digested wheat samples (see above, final concentration of wheat
sample: 10 g/L) and the pH was adjusted to 6.5 using sodium hydroxide solution (10 M). In vitro fermentation
was conducted under anaerobic conditions which were achieved by removing the available air with an injected
cannula (0.5 bar for 1 min). Subsequently, the bottles were filled with the fermentation gas mixture (see above)
via the cannula (0.8 bar for 1 min). After 30 min (15 cycles repeated), the cannulae were removed and the
fermentation suspensions were incubated for 24 h in a shaking water bath at 37 °C. Afterwards, the fermentation
process was stopped by placing the suspensions on ice and the pH was measured with a pH meter Hydrus 300
(Fisherbrand, Schwerte, Germany). Each sample was centrifuged (4200xg, 4 °C) for 30 min. Supernatants were
centrifuged again (4200xg, 4 °C) for 15 min and stored at -80 °C. Before sterilisation of the fs, samples were
thawed quickly, aliquoted in 2 mL tubes and centrifuged (16000xg, 4 °C). Afterwards, fs were sterilised by

filtration (pore size, 0.22 um) to obtain final fs for the use in cell culture experiments.
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To investigate the functionality of digestion enzymes and dialysis during wwf digestion the remaining
suspensions, dialysates (dialysis buffer containing low molecular (<1000 Da) digested products and bile acids)
and retentates (suspension in dialysis tube), obtained by simulation of mouth to small intestine using 0.6 g/L ox

gall were stored at -80 °C until use for analysis.

Determination of bile acids

Bile acids were determined in the intestinal extract, retentate as well as dialysate, and in all fs by high
performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Therefore, fs were diluted
1:10 using potassium phosphate buffer. 20 uL. cholic acid-d, (CA-ds) (50 pg/mL) were added as internal
standard. The sample enrichment was performed by neutral solid-phase extraction with 200 mg 101 sorbent
columns (Separtis, Grenzach-Wyhlen, Germany). The columns were preconditioned with 10 mL methanol,
15 mL distilled water and 5 mL potassium phosphate buffer. The sample was applied onto the cartridge and
allowed to pass through by gravity and water jet vacuum pump. Afterwards, the cartridge was washed with
10 mL a. bidest., dried with nitrogen, and the bile acids were eluted with 5 mL methanol. The eluted substances
were dried at 45 °C under nitrogen and the residue was dissolved in 1 mL 10 mM NH4OAc/acetonitrile, 50:50
(v/v). Liquid chromatography-MS/MS was performed similar to Burkard et al. with an Agilent 1100 Series
HPLC system (Agilent, Waldbronn, Germany) [19]. Bile acids were separated on an RP-C8 column (100 x 4
mm, 5 pm, MZ-Analysentechnik, Mainz, Germany). The injection volume was 20 pL. The mobile phase
consisted of 10 mM ammonium acetate buffer pH 5.0 containing 0.012 % formic acid (eluent A) and acetonitrile
(eluent B). The eluents were linearly changed from 70 % A and 30 % B to 30 % A and 70 % B within 38 min,
held for 10 min, and finally adjusted to the original ratio of 70 % A and 30 % B within 2 min and held for
15 min to equilibrate the column. The column flow rate was set to 0.5 mL/min during the entire analysis. The
detection of the bile acids was performed with a tandem mass spectrometer API 4000™ (Applied
Biosystems/MDS SCIEX, Toronto, Canada) equipped with an ESI ionisation source operating in the negative
mode at —4.5 kV at 450 °C. Bile acids were recorded in multiple reactions monitoring mode at m/z 407.2 >
343.2 cholic acid (CA), m/z 411.2 > 347.2 (CA-d4) and m/z 391.2 - 345 deoxycholic acid (DCA). A
validation of the method was done by using enriched standards from 0.02 to 2.0 mg/L (n=3). Repeatability,
standard deviation, limit of detection and limit of quantitation were calculated according to the German Standard

DIN 32645.
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Analysis of glucose concentrations
The amount of glucose was analysed in retentate and dialysate as well as in the starting raw material by high-
performance anion-exchange chromatography on a DIONEX BioLC system (DIONEX Corporation, Sunnyvale,

CA, USA) according to Hollmann et al. [20].

Determination of SCFA

SCFA in the fs were determined by gas chromatography combined with mass spectrometry (GC-MS) as
described by Wang et al. with some modifications [21]. Briefly, fs were diluted 1:50 using potassium phosphate
buffer to a final volume of 1 mL and 2-ethyl butyric acid was added as internal standard. Samples were acidified
with 20 pL hydrochloric acid solution (32 %) and SCFA were extracted by shaking the samples two times with
700 pL tert-butyl methyl ether. The organic phases were collected and 1 mL of the respective organic phases
were derivatised with 20 pL trimethylsulfonium hydroxide solution (TMSH) (Fluka, Buchs, Switzerland) in
methanol (10 % v/v) for 20 min at room temperature. 2 uL aliquots of the derivatisated samples were injected
into a GC/MS (Varian Saturn 2000) onto a Stabilwax-DA column (Restek, Bellefonte, PA, USA, 30 m x
0.25 mm LD. x 0.25 um). Helium was used as carrier gas. The chromatographic conditions were as follows:
60 °C held for 2 min, 10 °C min™' until 150 °C, held for 1 min and 50 °C min™ until 240 °C, held for 10 min. For
the detection of the SCFA the mass spectrometer was used in full scan mode. A method validation has been
carried out using enriched six point calibration functions from 5 to 100 mg/L (n=3). Repeatability, standard
deviation, limit of detection and limit of quantitation were calculated according to the German Standard DIN

32645.

Preparation of synthetic bile acid mixtures

The preparation of the synthetic mixtures of the two main bile acids, CA and DCA, contained in the fs blank and
wwf of fermentation I and II was based on the analytical data. Investigations using the synthetic mixtures were
expected to reveal which cellular effects were caused by the bile acids in the fs. Therefore, sodium cholate
hydrate (Sigma, Taufkirchen, Germany) and sodium deoxycholate (Sigma, Taufkirchen, Germany) in the
determined concentrations were dissolved in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, Gibco BRL,

Eggenstein, Germany) cell culture medium supplemented with 10 % fetal calf serum.
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Cell culture

The human colon adenocarcinoma cell line HT29 was established in 1964 by Fogh (Memorial Sloan Kettering
Cancer Centre, New York) [22] and was obtained from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (Braunschweig, Germany). The Cells (passages 30—40) were maintained as a subconfluent monolayer
cultured in supplemented DMEM at 37 °C in a 95 % humidified incubator (5 % CQO,). The cultured cells were
trypsinised with 5 mL of trypsin/versene (1:10 v/v) for 4 min and subcultivated at dilutions of 1:5 to 1:10 in T7s
flasks. In regular intervals a mycoplasma test (MycoAlert™ Detection Kit) was performed and contamination

with mycoplasma was excluded.

Measurement of cell number

The number of colon cells was determined in 96-well microtiter plates. 24 h after seeding, the cells were
incubated with 2.5-20.0 % (v/v) of all fs diluted in DMEM to determine cytotoxicity. After 24, 48 and 72 h cell
number was measured as described [23]. Results were calculated on the basis of the medium control which was

set to equal 100 %.

Statistical analysis

All experiments apart from the fermentation (I and II) of the wwf were conducted independently at least three
times. Means and standard deviations were calculated from at least three independent experiments. Differences
were calculated with GraphPad Prism Version 5.02 for Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA) using one- or two-way ANOVA with Bonferroni post-test with selected pairs, or Students #-test. The
statistical analyses used depended on the respective experimental design and are specified in the legends to the

figures and tables.

Results

Bile acids in fermentation supernatants

Bile acid concentrations in the fs of fermentation I and II, with two different ox gall concentrations (fermentation
I 41.6 g/L; fermentation II: 0.6 g/L) were analysed by HPLC-MS/MS. It is important to note that the two
applied ox gall concentrations contained different amounts of bile acids (fermentation I: 645 uM CA, 423 uM
DCA; fermentation II: 9 uM CA, 6 uM DCA). The much lower concentration of ox gall (0.6 g/L) was used to

achieve more physiological bile acid concentrations during the simulation of digestion. Levels of bile acids, both
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CA and DCA, in the fs were in general higher than in the applied intestinal extracts, due to the added fecal
sample. High concentrations of CA were detected in fs blank I (1562 uM) and in fs wwfl (656 uM).
Concentration of DCA was highest in fs blank I (502 uM). The reduced amount of CA and DCA resulted in low
bile acid concentrations in fs blank II (CA: <0.5 uM (limit of quantitation, LOQ), DCA: 26 uM) and wwf Il
(CA: <0.5 (LOQ), DCA: 2 uM). Noteworthy, the concentration of the potential toxic secondary bile acid DCA
was markedly reduced by fermentation of wwf independently of the ox gall concentration (wwf I: 2 uM, wwf II:

2 uM).

SCFA and pH in fermentation supernatants

The fs were further characterised for their contents of SCFA and pH after 24 h anaerobic fermentation. It could
be shown that the amount of SCFA in both fs wwf I and II were markedly increased in comparison to the
respective fs blank (Table ). At this, the amount of butyrate was highest in the fs wwf II. Furthermore, the
relative proportion of butyrate was slightly increased. Interestingly, relative and absolute propionate
concentrations in samples of fs I were higher than in fs I samples whereas butyrate levels were increased in the
latter. Fermentation of wwf resulted in a clearly decreased pH compared to fs blank. Lowered pH may reflect the

increased total amount of the SCFA by the active microflora.

Effects of fermentation supernatants on cell growth of HT29

Fig. 1 shows the effects of fs blank and fs wwf of fermentation I and II on cell growth of HT29 cells. The
treatment of HT29 cells with the fs of fermentation I (fs blank, fs wwf) and II (fs blank, fs wwf) resulted in a
significant time and dose dependent decrease of surviving cells. In comparison, effects of fs blank I were
significantly different from effects of fs blank II, whereby fs blank I was the most cytotoxic of all samples with
an ECsy of 14.1 £ 1.2 % (Table ) after 24 h of treatment. The reduced cytotoxicity of fs blank II with an ECs, of
13.4 + 1.1 % which was reached only after 48 h indicates that residual ox gall must be involved in the reduction
of the cell number. Moreover, fs blank I was more cytotoxic than corresponding fs wwf I, whereas fs wwf Il was

more effective than fs blank II in inhibition of cell growth.

Effects of synthetic mixtures of CA and DCA on cell number of HT29 cells
To characterise the role of bile acids in inhibition of cell growth, HT29 cells were treated with the synthetic

mixtures of CA and DCA which were prepared according to their corresponding complex fs blank and fs wwf of

9
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fermentation I and II, respectively (Fig. 2) The cell number of HT29 cells was only decreased time-dependently
by the synthetic bile acid mixture of fs blank I (48 h and 72 h). However, in comparison to the complex fs blank
I (Fig. 1) it was significantly less effective. All other synthetic mixtures of complex fs (fs wwf I, fs blank II and

wwf II) had no effect on the cell number.

Efficacy of digestion enzymes and dialysis

To investigate the efficiency of digestion and dialysis we characterised the retentate and dialysate (0.6 g/L ox
gall in intestinal extract) for their contents of glucose and bile acids. Digestion of wwf resulted in a total
increased amount of glucose in the dialysate (3.64 mg absolute) and retentate (12.64 mg absolute) compared to
the raw material (0 mg). This demonstrates an effective enzymatic degradation of starch and at least partial
dialysis of glucose during simulation of the small intestine. Furthermore, most of the amount of the inserted bile
acids CA (blank: 510 pM; wwf: 380 uM) and DCA (blank: 330 uM; wwf: 260 uM) were found in the dialysates
(blank: 360 pg CA, 280 ng DCA; wwf: 230 pg CA, 190 pg DCA) which also proofed the functionality of

dialysis during simulation of the upper digestive tract.

Statistical evaluation of fermentation 11

In order to statistically validate the newly established fermentation protocol II, Synergyl, a well-analysed dietary
fibre, was fermented in three independent experiments according to the protocol of fermentation II. Key
parameters reflecting the physiological relevance of the method, namely concentrations of SCFA and bile acids,
were then analysed in the obtained fs. The fermentation of Synergy|1 resulted in a strong and significant decrease
of DCA (2.23£2.07 uM) and a non-significant decrease of CA (0.27+0.19 uM) compared to the fs blank (DCA:

36.06£10.27 uM; CA: 0.36£0.12 uM) (Table 3). The total SCFA concentration in the fs Synergyl was

increased by trend (p<0.1) in comparison to the blank. In addition, a significant increase of butyrate by
approximately 4-fold was observed (blank: 6.65+2.52 pM; Synergyl: 27.2842.64 uM). Since these values are
comparable to those obtained by the fermentation of the wwf (Table 1), they statistically support the

physiological relevance of the established protocol of fermentation I1.

Discussion

10
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In vitro gut fermentation systems are thought to reflect conditions in the gastrointestinal tract (GIT) which make
them a relevant tool, with the advantages of low costs and relatively easy performance, to study health benefits
and risks of foodstuffs and nutrients, metabolites of food digestion as well as effects on the colonic microflora.
To determine how the intestinal epithelium is influenced by different gut metabolites in detail it is useful to
investigate the effects of fermentation samples in colon cell culture experiments. Only few such cell culture
studies are available and most of them investigated effects of fermentation samples obtained from basic in vitro
fermentation models that only mimic the large intestine. Therefore, the aim of the present study was to establish
a new in vitro model, simulating the whole GIT based on two previously described models, suitable for cell

culture experiments.

SCFA production

Major metabolites of the gut flora mediated fermentation of foodstuffs are SCFA, which result in a lower pH in
the colon. Special attention is being paid to the ratio of the SCFA, since they exhibit different physiological
functions and effects. Various population survey data showed that fecal SCFA production is in the order of
acetate>propionate>butyrate in a molar ratio of approximately 60:20:20 to 60:25:15, respectively [24;25]. Total
SCFA concentrations have been found to range from 49-147 mM depending on the consumed diet as well as the
region of the colon [26]. In the present study, the total SCFA concentrations increased after both fermentation
series of the wheat samples from 47 mM and 45 mM to 132 mM and 128 mM, respectively, as well as after
fermentation of the Synergyl from 45 mM to 118 mM. Therefore, the detected values are comparable to the
physiological concentrations. These results are in line with previous studies using a simple in vitro fermentation
model according to Barry et al. [9] in which SCFA concentrations increased 2-3-fold compared to the feces
control after fermentation of arabinoxylanes [5] and Synergyl [27].

In our study the statistical evaluation of the complex fermentation model II demonstrated the reproducibility by a
comparable increase of total SCFA and butyrate after each fermentation (n=3) of Synergyl. Furthermore, in
other studies using the introduced in vitro fermentation II to digest a number of different substrates, namely wwf,
wheat bran, wheat aleurone [17] as well as of different wheat and rye breads (our unpublished data) and nuts
(our unpublished data), a comparable increase in the amounts of SCFA were detected. In addition, the
reproducibility of the underlying in vitro fermentation simulating the colon was approved in an European

interlaboratory study during the estimation of fermentability of dietary fibre sources by Barry and Co-workers
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[9]. Here, in most cases, very similar results regarding the SCFA production were found during a ring test, even
though some interlaboratory differences of unknown origin remained.

The ratio of SCFA shifted slightly from acetate to propionate and butyrate (fermentation I) or to butyrate only
(fermentation II) during the bacterial fermentation of wwf. In addition, fermentation (series II) of Synergyl
showed a shift towards butyrate which was comparable to wwf II. A particular interest in butyrate has arisen
because of its potential preventive role against colon cancer [4]. Butyrate can have numerous biological effects,
like inducing apoptosis in tumour cells [28] and protecting cells from genotoxic insults by elevating phase II
detoxification [29;30]. Therefore, the high production of SCFA in vitro is possibly an indication of protective
effects by the diet.

Interestingly, the physiological amount of propionate constituting 20-25 % of the total SCFA amount was clearly
exceeded during fermentation I whereas the concentration after fermentation II was still physiologic [24;25].
Zampa et al. showed that after fermentation of xylo-oligosaccharides propionate concentrations were high after
6 days of fermentation and then decreased, while butyrate started with low values and then increased to its
highest values [31]. During the first 6 days the primary bile acid CA was converted into the corresponding
secondary bile acid DCA with a conversion rate of more than 90 %. Additionally, it was observed, that the
primary bile acid metabolism and the production of butyrate are inversely related during fermentation.
Therefore, our observed high propionate and low butyrate proportions could possibly be a result of a reduced

growth of butyrate-producing bacteria caused by the high bile acid concentrations used in fermentation I.

Bile acid production

In general, our investigations showed that the fermentation of wwf and Synergy1 resulted in low levels of the
secondary bile acid DCA, produced by bacterial conversation of primary bile acids. DCA showed tumour-
promoting properties by acting directly on the mucosa or by promoting the effects of carcinogenic substances
present in the intestine [31]. Thus, the reduction of DCA can be regarded to be positive in terms of colon cancer
prevention. Besides reducing the solubility of bile acids, the lower pH can also reduce the activity of 7a-
dehydroxylases which is responsible for the conversion of primary to secondary bile acids [32]. Additionally,
DCA may bind to dietary fibre as has been demonstrated for CA and chenodeoxycholic acid by Elhardallou et al.
who showed the binding of these bile acids by a fibre-rich fraction of different legumes [33]. These results
suggest that the dietary fibre sources wwf and Synergyl may reduce the amounts of carcinogenic DCA in the

colon. This finding is in line with studies of our group using different sources of dietary fibres [27;34].

12
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Effects on cell number

Several in vitro studies indicated that SCFA, especially butyrate, reduce cell growth of transformed colon cells
[6;27;34], a parameter of secondary chemoprevention [35]. The generated fs used in this study also led to an
efficient reduction of cell number of HT29 cells, whereas fs blank I exhibited the strongest effect. A synthetic
mixture of CA (1628+66 uM) and DCA (577+75 uM) of the corresponding complex fs blank I reduced the
growth of HT29 cells significantly but less than the corresponding fs. Therefore bile acids are apparently
involved in growth reduction by fs blank I, but others factors in the complex fs seem to enhance these effects. A
study of Shiraki et al. supports these findings, because 100 uM DCA reduced the proliferation rate of HT29 [36].
The change in ox gall concentration (0.6 g/L) used for the in vitro fermentation II resulted in a fs wwf II which
was more effective in reducing cell growth than the corresponding blank II. Noteworthy, the less reducing
activity of the fs blank II is comparable with other faeces controls which were obtained with a single in vitro
fermentation system and successfully used in further cell culture experiments [5;27]. Therefore, under these
more physiological conditions comparable to a daily secretion of 20-30 g bile acids [18], the contained SCFA
seem to be more important for the reduced cell growth than the contained reduced concentrations of bile acids
(CA: 66-132 uM; DCA: 0.2-0.4 uM). Additionally, other ingredients of the fs such as the antioxidant and anti-
mutagenic compounds hydroxycinnamic acids might have contributed to the detected inhibition of cell growth as
it was suggested by Beyer-Sehlmeyer. et al. [6]. However, the high ox gall concentration (41.6 g/L) that was
used for other in vitro models of digestion and for our fermentation I resulted in highly cytotoxic fermentation
samples and the contained bile acids apparently masked the effects of other, more physiological metabolites like
SCFA. A reduction of the ox gall to 0.6 g/L in our newly established model simulating the whole digestive tract
is thus a critical parameter to use these samples in cell culture experiments. Therefore, samples obtained using
this optimized protocol, can be used to study the effects of different foodstuffs on colon cell lines and can

therefore improve the outcome of in vitro studies.

Efficacy of in vitro fermentation
Predigestion of starch by alpha-amylase as well as the subsequent removal of glucose by dialysis is important

for the following in vitro fermentation. It has been previously demonstrated that the fermentation of starch and
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glucose can result in high SCFA concentrations [37;38]. Therefore these compounds can mask the results of
dietary fibre fermentation if these compounds are not previously degraded and removed.

In our experiments, an effective degradation of starch contained in wwf was demonstrated by increased
concentrations of glucose in the retentate and dialysate. This reflects the hydrolysis of starch by added alpha-
amylase and is in accordance with results of Aura et al. [16]. In addition this confirmed the subsequent removal
of glucose by dialysis. The efficiency of the dialysis was further demonstrated by the detection of the majority of
the most of the inserted bile acids in the dialysate. These results thus indicate that dialysis is an effective step to
simulate absorption of small molecules occurring in the small intestine. But it has also to be kept in mind that the
presented model is only an approach to physiological conditions. A complete physiological and selective
absorption is limited by the absence of brush border enzymes. This is however a limitation that our model shares

with all other available models simulating human digestion in vitro.

In conclusion, we introduce a modified in vitro digestion system that mimics the whole gastrointestinal tract. The
samples obtained with this simulation can be used in cell culture experiments to study the effects of foodstuffs
on colon cells. The reduction of high ox gall concentrations used in other models diminished cytotoxic side-
effects and enables an unmasked analysis of effects of fermentation metabolites on cells. The fermentation of
two different dietary fibre sources, namely wwf and Synergyl (inulin enriched with oligo-fructose) using the
presented system, resulted in the production of potentially chemopreventive metabolites such as SCFA on the
one hand and a reduction of the tumor promoting secondary bile acid DCA on the other hand. Therefore, the
designed protocol can successfully be used to study effects of different nutrients and foodstuffs on colon cancer
prevention and general markers of gut health in human colon cell cultures. Hence, the described in vitro
fermentation model was already proved to be successful in subsequent investigations studying the cancer

preventive effects of different fermented wheat sources [17;39].
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495 Table 1 Concentration and molar ration of short chain fatty acids (SCFA) as well as pH in fermentation

496 supernatants (fs) of the fecal control (blank) and wholemeal wheat flour (wwf) after fermentation I (41.6 g/L ox

497 gall) and II (0.6 g/L ox gall).

ratio of
fs pH SCFA [mM]
SCFA [%]
acetate propionate butyrate
blank 6.61 23.49 17.61 5.62 50:38:12
fermentation I

wwi 5.19 60.68 53.38 17.85 46:40:14

fermentation II blank 6.54 24.00 12.00 9.00 53:27:20
wwif 5.09 74.00 24.00 30.00 58:19:23

498
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499 Table 2 ECs, (inhibitory concentrations leading to 50 % reduction of cell number) after incubation of HT29 cells

500 with fermentation supernatants (fs) I and II of blank (faeces control) and wholemeal wheat flour (wwf) ®.

fs ECso [%)]
24 h 48 h 72 h

blank 14.1+1.2 63+1.1 39+0.5
fermentation I

wwf x 8.6+ 0.8 6.5+05°

blank X 134+1.1° 9.8+0.8°
fermentation 11

wwf x 7.7 +1.7° 4.6+04°

501 “Values are means with their standard deviations (n=3). The Students #-test was used to calculate the differences

502 to the respective fs blank (b: p<0.05) and between the respective sample of the fermentation I and II (c: p<0.05).

503 x indicates that ECs, was not achieved.

504
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505 Table 3 Concentrations and molar ratios of short chain fatty acids (SCFA) as well as concentrations of bile acids
506 (cholic- (CA) and deoxycholic acid (DCA)) in fermentation supernatants (fs) of the faecal control (blank) and

507 Synergy! after fermentation IT using 0.6 g/L ox gall (n=3)°.

fs SCFA [mM] total SCFA bile acids [uM]

acetate propionate butyrate [mM] CA DCA

blank 16.71+4.39 7.08+4.39 6.65+2.52 30.44+13.57 0.36+0.12  36.06+10.27

Synergyl 43.23+18.52®  12.50£9.23 27.28+2.64"  83.01+30.35®  0.27+0.19  2.23+2.07°

508 ‘*Values are means with their standard deviations (n=3). Students ¢-test was used to calculate the differences to

509 the fs blank (b: p<0.05). Parentheses denote the effect vary by trend (p<0.10).
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Fig. 1 Effects of fermentation supernatants (fs) I (upper graphs) and II (lower graphs) of faeces control (blank)
and wholemeal wheat flour (wwf) using 41.6 g/L or 0.06 g/L of ox gall in the intestinal extract on HT29 cell
number after 24-72 h incubation. The signal of the medium control was set to equal 100 %. Values are means
with their standard deviations depicted by vertical bars (n=3). One-way ANOVA with Bonferroni post test with
selected pairs was used to calculate the differences to the medium control (a: p<0.05). Two-way ANOVA with

Bonferroni post test was used to calculate the differences between blank and wwf (b: p<0.05).
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516 Fig. 2 Effects of corresponding synthetic mixtures of CA and DCA of the complex fermentation supernatants
517 (fs) I (upper graphs) and II (lower graphs) of faeces control (blank) and wholemeal wheat flour (wwf) using
518 41.6 g/L or 0.06 g/L of ox gall in the intestinal extract on HT29 cell number after 24-72 h incubation. The signal
519 of the medium control was set to equal 100 %. Values are means with their standard deviations depicted by
520 vertical bars (n=3). One-way ANOVA with Bonferroni post test with selected pairs was used to calculate the
521 differences to the medium control (a: p<0.05).

522

523 Figures were created using the GraphPad Prism Version 5.02 for Windows (GraphPad Software, Inc., San

524 Diego, CA, USA
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2.2. Publikation II: FERMENTED WHEAT ALEURONE INHIBITS GROWTH AND INDUCES

APOPTOSIS IN HUMAN HT29 COLON ADENOCARCINOMA CELLS. Anke Borowicki,

Katrin Stein, Daniel Scharlau, Kerstin Scheu, Gerald Brenner-Weiss, Ursula Obst,
Jirgen Hollmann, Meinolf Lindhauer, Norbert Wachter, Michael Glei. British
Journal of Nutrition. Februar 2010, 103(3):360-369, Epub 07.09.2009.

Bei der Fermentation durch die Mikroflora erhéhen sich im Darm die Konzentrationen
an kurzkettigen Fettsduren, denen chemopréiventive Eigenschaften zugeschrieben
werden. Funktionelle Lebensmittel mit einem hohen Aleuronanteil kdnnten das Risiko
einer Krebsentstehung senken, indem einer Stérung des Gleichgewichts zwischen
Zellzyklus und Zelltod entgegen gewirkt wird. Ziel dieser Studie war es zu kldren, ob
fermentiertes Weizenaleuron in humanen Adenokarzinomzellen den programmierten
Zelltod (Apoptose) induzieren kann und in der Lage ist, proliferationshemmend zu
wirken.

Eine Fermentation von Weizenaleuron durch die Darmflora fiihrte zu erh6hten Gehalten
an kurzkettigen Fettsduren, vor allem Butyrat, und deutlich gesenkten Konzentrationen
an tumorpromovierenden Gallensduren. Dabei war fermentiertes Weizenaleuron in der
Lage, Apoptose zu induzieren und einen Wachstumsarrest einzuleiten — zwei

wesentliche Marker der Sekundérpréavention.

Eigenanteil:

= Anteilige Durchfiihrung der in vitro Fermentation und der Wachstums-
untersuchungen

* Durchfiihrung des Comet Assays und der Apoptose- sowie Zellzyklus-
untersuchungen

=  Auswertung, Interpretation und Darstellung aller Ergebnisse

»  Verfassung des Manuskriptes
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Fermentation of dietary fibre by the gut microflora may enhance levels of SCFA, which are potentially chemoprotective against colon cancer.
Functional food containing wheat aleurone may prevent cancer by influencing cell cycle and cell death. We investigated effects of fermented
wheat aleurone on growth and apoptosis of HT29 cells. Wheat aleurone, flour and bran were digested and fermented in vitro. The resulting
fermentation supernatants (fs) were analysed for their major metabolites (SCFA, bile acids and ammonia). HT29 cells were treated for
24—72h with the fs or synthetic mixtures mimicking the fs in SCFA, butyrate or deoxycholic acid (DCA) contents, and the influence on cell
growth was determined. Fs aleurone was used to investigate the modulation of apoptosis and cell cycle. The fermented wheat samples contained
two- to threefold higher amounts of SCFA than the faeces control (blank), but reduced levels of bile acids and increased concentrations of ammo-
nia. Fs aleurone and flour equally reduced cell growth of HT29 more effectively than the corresponding blank and the SCFA mixtures. The ECs
(48h) ranged from 10 % (flour) to 19 % (blank). Markedly after 48 h, fs aleurone (10 %) significantly induced apoptosis and inhibited cell prolifer-
ation by arresting the cell cycle in the GO/G1 phase. In conclusion, fermentation of wheat aleurone results in a reduced level of tumour-promoting
DCA, but higher levels of potentially chemopreventive SCFA. Fermented wheat aleurone is able to induce apoptosis and to block cell cycle — two

essential markers of secondary chemoprevention.

Aleurone: Apoptosis: Cell cycle: Colon cancer: Fermentation

Colorectal cancer (CRC) is the second most common type of
cancer worldwide in both men and women and accounts
yearly for 9 % of all new cases of cancer'”. Most CRC are
sporadic, with dietary factors being among the most important
risk factors. Latest epidemiological and preclinical studies
revealed that an increased intake of dietary fibre can influence
normal human gut function as well as intestinal flora
and may modulate colon cancer risk®. Dietary fibre exerts
several effects in the gastrointestinal tract, but the precise
mechanisms for this protective role are not clearly understood.
The mechanisms by which dietary fibre may reduce the
risk of CRC include stool bulking (diluting faecal content
and shortening transit time), binding Iluminal potential
carcinogens like secondary bile acids and lowering faecal
pH(3). A further mechanism by which dietary fibre could
improve colonic health is by acting as a substrate for luminal
health-promoting bacteria species to increase fermentation
products mainly SCFA, particularly acetate, propionate and
butyrate. Butyrate is considered as the major energy source

for normal, non-transformed colonocytes and has received
much attention as a potential chemopreventive agent by inhi-
biting promotion and progression or by removing degraded
cells from the tissue™.

Butyrate inhibited histone deacetylases resulting in histone
hyperacetylation, which can lead to transcriptional modulation
and silencing of genes that are involved in control of
cell cycle progression, differentiation, apoptosis and cancer
development(3’5).

Under physiological conditions, butyrate affects human
colon cells not separately but rather in conjunction with
other fermentation products, which are formed simultaneously
by microbial degradation of dietary fibre. Detailed evidence is
limited on how fermentation products from dietary fibre
sources such as grains interact with human intestinal cells
and how these fermentation supernatants (fs) affect cells in
comparison to analogous SCFA concentrations or butyrate
alone'®”. Fermentation products can be generated in vitro
using batch models that simulate the physiological conditions

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; DCA, deoxycholic acid; EU, European; fs, fermentation supernatant; US, American.
* Corresponding author: Anke Borowicki, fax +49 36 41 94 96 72, email anke.borowicki@uni-jena.de
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of the human gastrointestinal tract. This provides an
experimental approach to compare the biological activities
of foodstuffs rich in dietary carbohydrates in terms of their
fermentation products and interactions of these products(&g).
Wheat grain contains high amounts of dietary fibre and
other physiologically beneficial substances. In wheat grains,
aleurone is a unicellular layer that forms the outer part of
the endosperm. The aleurone layer makes up 7-9 % of the
kernel and 45-50% of the bran fraction and contains the
major portion of the physiologically relevant substances
found in the whole grains in a concentrated form, namely diet-
ary fibre, minerals, B-vitamins, proteins and secondary plant
compounds(m’”). Several epidemiological and experimental
studies indicated that wheat bran as a source of dietary fibre
is one of the most effective parts of the whole grain in protect-
ing against CRC"*'®_ The main components of the dietary
fibre fraction are predominantly arabinoxylans, followed by
cellulose, B-glucans and starch, whereas the ratio of insoluble
to soluble fibre is in the order of 9:1". Reddy et al. "
showed that wheat bran, but not oat or maize bran, significantly
decreased the levels of several tumour promoters in the colon.
It was assumed that this protective mechanism is most likely
multifactorial, because differences could be caused by the
slower degradation of wheat bran by colonic microflora or
additional effects of phytoprotectants, although there is only
few data to support this"'®. In the aleurone layer, ferulic acid
is the major phenolic compound largely ester linked to arabi-
noxylans(1 112 The protective potential of this natural antiox-
idant depends on the fermentability, because digestive
processes increase the antioxidative activity of wheat and
wheat-based products“s). In human subjects, more than 95 %
of the enzymatic release of ferulic acid occurs in the
colon"”. Thus, antioxidative compounds may enhance chemo-
preventive effects of fermentation products of dietary fibre.
The first goal of the present work was to use a modified
‘batch’ model simulating the whole digestive tract to
characterise and compare fermentation products of three
wheat sources, namely aleurone, bran and flour, on parameters
of chemoprevention, more precisely enhancement of health-
promoting metabolites and reduction in tumour-promoting
faecal products. Secondly, the effect of fs and relevant concen-
trations of SCFA (acetate, propionate and butyrate) as well as
deoxycholic acid (DCA) on cell growth of HT29 colon tumour
cells was studied. Beyond this, fermented European (EU) and
American (US) aleurone were used to determine modulation
of cell cycle and apoptosis, because dysfunction of the balance
between cell growth and death in colonic epithelium is associ-
ated with cancer promotion. Understanding how this balance
is influenced by interaction of specific dietary components,
especially fermentation products, could lead to improved treat-
ment and prevention strategies for cancer since there is
considerable evidence from animal experiments that prebiotics
are chemoprotective in the later phases of carcinogenesis'*.

Materials and methods
Dietary fibre sources

Three different wheat fractions (aleurone, bran and flour) of
two varieties (EU and US) were used as dietary fibre sources.
All were from Kampffmeyer Food Innovation GmbH

(Hamburg, Germany). To guarantee the stability of the
wheat samples, aliquots were prepared and stored in air- and
light-proof flasks at 4°C.

Analysis of dietary fibre sources

Analysis of dietary fibre was performed according to standard
method AOAC Official Methods of Analysis no. 985.29
and no. 991.43, respectively. Arabinoxylans were analysed
according to Hollmann et al. '®. Analysis of crude ash,
B-glucans and protein was performed according to standard
method ICC no. 104/1, no. 166 and no. 167, respectively.
Concentration of starch was determined according to standard
method EWG, VO 228/67. D-glucose was analysed by high-
performance anion-exchange chromatography on a DIONEX
BioLC system (DIONEX Corporation, Sunnyvale, CA,
USA) according to Hollmann et al as Analysis of crude
fat was performed by Soxhlet extraction of lipids with
petroleum ether (flash point 40—60°C) for 4h and gravimetric
determination of the dried residue.

Digestion and fermentation of wheat components

Aleurone (EU and US), flour (EU) and bran (EU) were
digested and fermented in vitro according to the described
procedures of Aura et al.” and Glei et al. '” with some
modifications. Two fermentation series (each n 6) were used
to study the effects of fermented wheat components. In fer-
mentation I, EU aleurone, EU flour and EU bran were digested
and fermented in vitro, whereas in fermentation II, EU aleur-
one and US aleurone were used.

Briefly, for simulation of the whole digestive tract, samples
were weighed (0-5g fermentable sample), mixed thoroughly
with 10ml PBS (0-1M, pH 7-0), and 0-85% (w/v) saline
solution (6-25 ml) was added to the samples. A sample without
wheat was used (blank — faeces control) as a control. All incu-
bation steps were performed at 37°C in a shaking water-bath
under the same conditions. Salivary o-amylase (Sigma
A-0521) diluted to 1000 U/ml with 20mM sodium phosphate
buffer was added (17-36 U/sample), and the samples were
incubated for 5min. HCIl solution (150 mmMm, 2-8125 ml) was
added to lower pH to 2-0. Pepsin (Sigma P-7012, 1-11 mg)
dissolved in 0-9375ml of 20mM HCI per sample or blank
was added and incubated for 2h. Intestinal extract was pro-
duced by dissolving 3mg ox gall (Fluka-Sigma 70 168) and
2-6 mg pancreatin (Sigma P-1750) in 5 ml sodium bicarbonate
buffer (11 mm, pH 6-5). Intestinal extract was added to each
sample or blank, the pH was adjusted to 6-5 using NaOH
solution (10M) and the suspension (25 ml) was filled into a
dialysis tube (Roth, 4596.1, molecular weight -cut-off
1000 Da). The tubes were placed into glass bottles filled
with 2litre dialysis buffer (13-61 g potassium phosphate and
1.88 g sodium bicarbonate dissolved in distilled water, pH
6-5) and incubated for 6 h at 37°C under semi-anaerobic con-
ditions. Semi-anaerobic conditions in the glass bottles were
achieved by removing a part of the air with an injected can-
nula (0-5bar for 1 min). Subsequently, the bottles were filled
with a fermentation gas mixture (86 % N,, 10% CO, and
4% H,) via the cannula (0-8bar for 1min). After 15min
(seven cycles repeated), the cannulae were removed. At the
end of the incubation, the suspension was transferred from
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the dialysis tube into a 500 ml glass bottle and the pH was
measured for each sample. The in vitro fermentation was per-
formed as described by Glei er al.'” with slight modifi-
cations. All fermentations were conducted under anaerobic
conditions at 37°C for 24h. The fermentation process was
stopped by placing the suspensions on ice and the pH was
measured. Each sample was transferred to 50ml tubes and
centrifuged (4200g, 4°C) for 30 min. The supernatants were
transferred into new 50ml tubes and centrifuged again
(4200g, 4°C) for 15min and stored at —80°C. The fs were
pooled after finishing one fermentation series to minimise
effects of individual nutrition. Before sterilisation of the fs,
the samples were thawed quickly, aliquoted in 2ml tubes
and centrifuged (16 000g, 4°C). Afterwards, the fs were ster-
ilised by filtration (pore size, 0-22 wm) to get final fs for use
in the cell culture experiments.

Determination of pH and analysis of fermentation products

The pH was determined with a pH meter Hydrus 300
(Fisherbrand, Schwerte, Germany).

SCFA concentrations were determined by GC combined with
MS (GC-MS) as described by Wang et al. '® with some modi-
fications. In short, SCFA were extracted from diluted fs (1:50 in
fermentation buffer) via liquid—liquid with tert-butyl methyl
diethyl ether using 2-ethyl butyric acid as the internal standard.
About 1 ml of the combined organic phase was derivatised
with 20 ul trimethylsulfonium hydroxide solution (Sigma
92 723) in methanol (10 % v/v) for 20 min at room temperature.
GC-MS was performed with a Star 3400cx and Saturn 2000
(Varian, Palo Alto, CA, USA). About 2 pl aliquots of the deri-
vatisated samples were injected onto a Stabilwax-DA column
(Restek, Bellefonte, PA, USA, 30m X 0-25mm internal
diameter X 0-25 wm) using helium gas as carrier. The chroma-
tographic conditions were as follows: 60°C held for 2min,
+10°C/min until 150°C held for 1 min and +50°C/min until
240°C held for 10 min. For the detection of the SCFA, the
mass spectrometer was used in full scan mode.

Bile acids were determined similar to the procedure of
Burkard et al. '”. Briefly, after dilution of the fs (1:10 in
fermentation buffer), solid phase extraction was carried out
using 101 sorbent cartridges (Separtis, Grenzach-Wyhlen,
Germany) and cholic acid-d, as an internal standard. The
eluted bile acids were separated on an RP-C8 column
(100 X 4 mm, 5 pm, MZ-Analysentechnik, Mainz, Germany),
using 10mM ammonium acetate buffer (pH 5) containing
0-012 % formic acid (eluent A) and acetonitrile (eluent B) as
a mobile phase at a flow rate of 0-5ml/min. The eluents
were linearly changed from 70% A and 30% B to 30%
A and 70% B within 38 min, held for 10min and finally
adjusted to the original ratio of 70% A and 30% B
for 15 min for equilibration. The detection of bile acids was
performed with a tandem mass spectrometer API 4000™
(Applied Biosystems/MDS SCIEX, Toronto, Ont., Canada),
equipped with an ESI ionisation source operating in the
negative mode at —4-5kV at 450°C. Bile acids were quanti-
fied by external calibration in the MRM mode using the
Analyst 1.4 (Applied Biosystems/MDS SCIEX).

The ammonia concentration of the resulting fs was deter-
mined colorimetrically by the Berthelot reaction, in which
ammonia is converted into a blue-coloured indophenol

ion®”. For this, the fs were diluted 1:1000 in aqua bidest,
and 2 ml solution 1 (0-1 g/l phenol and 0-5 mg/l sodium nitro-
prusside dissolved in aqua bidest) and 2 ml solution 2 (0-05 g/l
NaOH and 4mg/l sodium hypochlorite dissolved in aqua
bidest) were added. Subsequently, samples were incubated
for 10min at 60°C and thereafter cooled down to room
temperature. The samples (200 pl/cavity) were transferred
into ninety-six-well plates, and the extinction at 630 nm was
measured in triplicates (GENios, Tecan Germany GmbH,
Crailsheim, Germany).

Preparation of synthetic mixtures and of aqueous extracts
of wheat fractions

Sodium butyrate and sodium acetate were obtained from
Merck-Schuchardt (Hohenbrunn, Germany) whereas sodium
propionate and DCA were from Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany). All chemicals were of the high-
est commercially available grade of purity. SCFA and DCA
were weighed and dissolved in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Gibco BRL, Eggenstein, Germany), sup-
plemented with 10 % fetal calf serum to obtain corresponding
mixtures containing identical concentrations and ratios of
SCFA and DCA as the particular fs. Mixtures or individual
substances were used for cell culture incubation experiments.
Aleurone, flour and bran of both varieties (EU and US)
were weighed and mixed thoroughly for 30s with
supplemented DMEM (100 g/1) according to Glei et al. V.

Cell culture

The human colon adenocarcinoma cell line HT29 (American
Type Culture Collection (ATCC) no. HTB-38) was used for
all cell culture experiments®? (passages 12—47). In regular
intervals, a mycoplasma test (MycoAlert™ Detection Kit) was
performed and contamination with mycoplasma was excluded.

Determination of cell growth

HT29 cells were incubated with fs 24 h after seeding in ninety-
six-well plates. Concentrations between 2-5 and 20 % of fs and
corresponding concentrations of synthetic mixtures as well as
individual substances were tested. After 24, 48 or 72h of
incubation, the amount of DNA, which is related to the
number of cells, was quantified as described previously(”).
The results were calculated on the basis of the medium control
that was set to equal 100 %. In comparison to the fs, the aqu-
eous extracts of unfermented wheat samples (0-05-40g/l)
were analysed for their influence on cell number. The effective
mean doses (ECsg) of fs and aqueous extracts that inhibited
growth by 50 % were determined and expressed as percentage
(%) and gram/litre (g/1), respectively.

Determination of genotoxicity

To determine the genotoxic potential of the fs, 1 X 10° cells
were seeded in six-well plates 24h before the experiment.
The cells were incubated with different concentrations (5 and
10 %) of fs aleurone or fs blank for 1h (short term) or 24 h
(long term). Subsequently, the cells were trypsinised and
dissolved in PBS. Hydrogen peroxide (150 uM; 5 min at 4°C)
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was used as positive control. Viabilities and cell numbers were
determined with a CASY-cell counter (CASY®-TT, Innovatis
AG, Reutlingen, Germany), and 0-4 X 10° cells were mixed
with 0-7 % low-melting agarose (Biozym, 850.110) dissolved
in PBS and distributed onto microscopical slides followed by
application of another layer of low-melting agarose. The further
steps were carried out as described elsewhere!!"?".

Cell cycle analysis

For analysis of cell cycle parameters, the cells were seeded in
six-well plates (1-5 X 10° cells/well) and grown for 24 h before
exposition to fs (5 and 10 %) or corresponding synthetic SCFA
mixtures (10%) and butyrate (10%) for 24 or 48h.
Subsequently, the cells were trypsinised and dissolved in
PBS. Viabilities and cell numbers were determined with a
CASY-cell counter and 2 X 10° cells were stained with nuclear
isolation  medium-4,6-diamidino-2-phenylindole  dihydro-
chloride (NIM-DAPI) (0-6% Nonidet P40 and 10 pg/ml
DAPI dissolved in PBS). After incubation for 10 min, interca-
lated DAPI was quantified by flow cytometry, whereas
counted cells were allocated to specified phases of cell cycle
using cytometry analysis software (Cell Lab Quanta™ SC-
MPL 1.0, Beckman Coulter, Krefeld, Germany).

Detection of apoptosis

Cells were seeded in six-well plates (1-5 X 10° cells/well) and
grown for 1d before exposition to fs (10 %) or corresponding
concentrations of synthetic SCFA mixtures and butyrate for
24 and 48h. Subsequently, the cells were trypsinised and
dissolved in PBS. Viabilities and cell numbers were deter-
mined with a CASY-cell counter, and 1 X 10° cells were
stained with annexin V-FITC as well as 7-amino-actinomycin
D in annexin V-binding buffer using the annexin V-FITC/
7-amino-actinomycin D kit (Beckman Coulter). After incu-
bation for 15 min, apoptosis was quantified by flow cytometry
and counted cells were classified using cytometry analysis
software (Cell Lab Quanta™ SC-MPL 1.0, Beckman Coulter).
Enzyme activity of caspase-9, caspase-8 and caspase-3 was
determined to obtain more detailed information on the induc-
tion of apoptosis. Therefore, cells were treated as described
above, and 24 X 10° cells were lysed for 20 min at 4°C in a
cell lysis buffer (250 mm HEPES, 25 mm 3-[(3-cholamidopro-
pyD-dimethylamino]-2-hydroxy-l-propanesulfonate (CHAPS),
25mMm threo-1,4-dimercapto-2,3-butanediol (DTT), 1 pg/ml
leupeptin, 1 pg/ml pepstatin A, 100 pg/ml pefabloc SC,
ImM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) and 1mM
sodium orthovandate). After centrifugation at 16000g for
15 min at 4°C, half of each lysate was incubated with 50 nM
caspase inhibitors (caspase-3: Ac-DEVD-CHO; caspase-9:
Ac-LEHD-CHO; caspase-8: Ac-IETD-CHO, Axxora GmbH,
Lorrach Germany) for 10min, followed by incubation with
25 uM caspase substrate (caspase-3: Ac-DEVD-AMC; cas-
pase-9:  Ac-LEHD-AMC; caspase-8: Ac-IETD-AMC,
Axxora GmbH) for 2 h at 37°C for all cell lysates. Modulation
of caspase activity was detected by fluorimetrical analysis
with Ex/Em 380/465 nm (SpectraFluor Plus, Tecan Germany
GmbH, Crailsheim, Germany). For interpretation of all
results, fold changes were calculated on the basis of the
medium control that was set to 1-0.

Statistical evaluation

Means and standard deviations were calculated from at least
three independent experiments. Differences were calculated
by one- or two-way ANOVA, including Bonferroni post test
with selected pairs, using GraphPad Prism Version 4 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The
one-way ANOVA was done to define differences within one
group if more than two concentrations were used. The two-
way ANOVA was used to define differences between two
groups if more than two concentrations were used. Otherwise
comparisons of two groups were done with Student’s ¢ test.
The statistical analyses used depended on the respective
experimental design and are specified in the legends to the
figures and tables.

Results
Composition of dietary fibre sources

Generally, no large differences were seen in the composition of
both wheat varieties (EU and US). In flour, starch was the major
component (66 %), followed by protein (16 %), dietary fibre
(15 %), crude fat (3 %) and crude ash (<2 %). Starch is the pri-
mary compound of the endosperm, which is the main part of the
whole grain. Isolation of bran from whole grains resulted in
increased amounts of all components except from starch
(14 %). The bran fraction and the concentrated aleurone frac-
tion primarily contained dietary fibre (56 and 47 %). Addition-
ally, substantial amounts of protein (17 and 21 %), fat (5 and
6 %) and ash (6 and 10 %) were present. Therefore, isolation
of aleurone from bran resulted in an accumulation of protein,
fat and ash. Furthermore, while levels of total dietary fibre
were slightly reduced, water-soluble fibres were enriched in
the aleurone fraction (3 % in bran and 5 % in aleurone). Arabi-
noxylans were the predominant fibres in the aleurone fraction
with a quantity of nearly 55 % of total dietary fibres, whereas
less amounts of 3-glucans were present (9 %).

Fermentation products in fermentation supernatants
of different wheat samples

Table 1 compares the concentrations of various fermentation
products and the measured pH in the fs of both fermentation
series (I and II). Fermentation of the wheat samples resulted
in significantly decreased pH (5-15-5-80) compared with fs
blank (6-41-6-45). Lowered pH reflects the increased total
concentration of the three SCFA acetate, propionate and buty-
rate. The fermented wheat samples contained two- to threefold
higher amounts of SCFA than the fs blank. In particular, buty-
rate was increased three- to fivefold during fermentation,
whereas the ratio of SCFA shifted from acetate to butyrate
compared with fs blank. The analytical measurements of
bile acids revealed low concentrations, and only CA and
DCA were detectable. Both levels of the primary bile acid,
CA, and particularly the secondary bile acid, DCA, were
reduced compared to fs blank (1-3-2.2-fold and 3.5-13-8-
fold lower concentrations, respectively). By fermentation of
the wheat samples, more ammonia was produced in corre-
lation to contained protein amounts of the raw material.
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Table 1. Comparison of pH, SCFA concentrations, ratio of SCFA as well as concentrations of bile acids and ammonia in fermentation

supernatants (fs) after in vitro fermentation of different wheat fractions
(Mean values and standard deviations)

Bile acids
pH SCFA (mm)t (um)t
Mean sD Acetate Propionate Butyrate Ratio of SCFA (%) CA DCA Ammonia (mm)t

Fermentation |

Blank 6-412 0-13 15-24 4.54 5.82 59:18:23 0-24 35-41 10-87

EU aleurone 5.67° 0-12 27-56 12.20 24-41 43:19:38 0-18 10-26 18-53

EU flour 5.15° 0-06 43.77 9-68 29.72 53:11:36 0-11 2.57 11-64

EU bran 5.80° 0-15 22-90 8-47 18-42 43:19:38 0-18 9-10 14-56
Fermentation Il

Blank 6-452 0-11 10-75 4.56 4.56 54:23:23 0-35 46-65 11.92

EU aleurone 5.76° 0-07 21.01 712 20-32 43:15:42 0-20 5-04 16-63

US aleurone 5.78° 0-06 25-41 9-06 24.23 43:16:41 0-23 5-93 21.28

CA, cholic acid; DCA, deoxycholic acid; EU, European; US, American.

abMean values within a column with unlike superscript letters were significantly different (P<0-001; unpaired t test).
1 Because fs from six fermentations were pooled, only one determination in triplicate could be conducted. A statistical analysis was therefore not possible.

Modulation of cell growth by fermentation supernatants
(series I) and corresponding SCFA

The fermentation series I was used to analyse the effect of
different wheat fractions on cell growth. Treatment of HT29
cells with the fs of different wheat samples (aleurone, flour
and bran) reduced the cell number in a time- and dose-
dependent manner. After 24 h, the calculated ECs, (effective
concentrations leading to a reduction of 50% in cell
number) was not detectable for any fs, whereas after 48 h,
ECso ranged from 10-2 to 19-0% (Table 2). After 48 and
72h of treatment, fermented wheat samples reduced cell
growth more effectively than fs blank. Significant differences
between wheat fractions were seen for aleurone or flour and
bran (P<0-05) in lower concentrations (5 and 10 %). To
evaluate which compounds are responsible for the cytotoxic
effects of fs, synthetic mixtures of SCFA (acetate, propionate
and butyrate), butyrate and propionate as well as butyrate
alone mimicking the concentration in the fs were analysed
for growth-inhibitory activities (Table 2). The growth of cells
was efficiently retarded in HT29 cells by the SCFA mixtures,
as well as mixtures of butyrate and propionate or butyrate as
single substance of fermented wheat samples. Nevertheless,
all synthetic mixtures were less effective than the fs, but the
general profile of response was similar. No differences were
seen between synthetic mixtures of fermented aleurone or
flour. Higher concentrations of butyrate in fs flour (30 mm)
compared with fs aleurone (24mm) did not result in an
additional influence on cell growth. However, butyrate was
still primarily responsible for the cytotoxic effect of fs. Acet-
ate and propionate only slightly affected cell growth. Opposed
to this, the inhibitory effect of fs blank was not only caused by
the contained SCFA (Table 2). Fs blank significantly affected
cell growth more than the synthetic mixtures.

Furthermore, the effects of DCA, a potential tumour-promot-
ing fermentation metabolite, alone or in combination with
SCFA, on cell growth of HT29 cells were analysed. Treatment
with DCA (<7 pM) alone did not modulate cell growth.
Additionally, cytotoxic effects of SCFA were not enforced by
the addition of the secondary bile acid DCA (data not
shown). In general, the pH of the cell culture medium was
not affected by the highest concentration of the fs used (20 %).

Modulation of cell growth by fermentation supernatants
(series II) and corresponding SCFA

The fermentation series II was used to analyse the effect of
different varieties of aleurone (EU and US) on cell growth.
After treatment with the fs aleurone (EU and US), the
number of HT29 cells was efficiently reduced in a time- and
dose-dependent manner. The calculated ECsy ranged from
11-7 to 19-1 % after 48 h (Table 3). No ECsy was, however,

Table 2. EC5o (%)* of fermentation supernatants
(fs; series 1) and corresponding synthetic mixtures
SCFA (acetate, propionate and butyrate), propionate +
butyrate and butyrate alone in HT29 cells

(Mean values and standard deviations)

ECs0 (%)
48h 72h
Mean sD Mean SD
fs
Blank 19.0 1 134 2.7
EU aleurone 12.0 2.2 9:4 1.2
EU flour 10-2 0.7 6-1 1-0
EU bran 14.5 1.4 109 0-9
SCFA
Blank X X X X
EU aleurone 135 3.6 7-2 31
EU flour 13-4 4.2 8-5 21
EU bran ND ND ND ND
Propionate + butyrate
Blank X X X X
EU aleurone 156 3-8 8-8 31
EU flour 14-6 3.0 8-6 28
EU bran ND ND ND ND
Butyrate
Blank X X X X
EU aleurone 15-4 56 9-6 1.9
EU flour 20-0 T 9-4 1.7
EU bran ND ND ND ND

EU, European.

X Indicates that ECs, was not achieved.

*ECs is defined as effective concentration at which cell num-
ber decreased to 50 % of viable cells.

1 Standard deviation was not determinable because ECs, was
not achieved in all three experiments.
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Table 3. EC5y (%)* of fermentation supernatants
(fs; series Il) and corresponding synthetic mixtures
SCFA (acetate, propionate and butyrate), propionate +
butyrate and butyrate alone in HT29 cells

(Mean values and standard deviations)

ECso (%)
48h 72h
Mean SD Mean sD

fs

Blank 191 1 141 0-9

EU aleurone 136 1.3 8-8 1.6

US aleurone 11.7 11 8-2 1.4
SCFA

Blank X X X X

EU aleurone X X 14.4 41

US aleurone X X 14.6 3.7
Propionate + butyrate

Blank X X X X

EU aleurone X X 17.4 1.5

US aleurone 20-0 1t 13.8 04
Butyrate

Blank X X X X

EU aleurone X X 17-3 T

US aleurone X X 14-8 3-2

EU, European, US, American.

X ECs was not achieved.

*ECs is defined as effective concentration at which cell num-
ber decreased to 50 % of viable cells.

T Standard deviation was not determinable because ECs, was
not achieved in all three experiments.

detectable after 24h. The fermented aleurone affected the
cell growth more effectively than fs blank independently
of the variety after 48 and 72h of treatment. Again, the
growth of cells was efficiently retarded in HT29 cells by
the SCFA mixtures (acetate, propionate and butyrate), as
well as mixtures of butyrate and propionate or butyrate
alone of both fs aleurone. The synthetic mixtures, however,
were found to be slightly less effective than the respective
fs in inhibiting growth of the cells. Higher concentrations of
butyrate in fs US aleurone (24 mm) compared with fs EU
aleurone (20 mm) had no increased influence on cell growth.
Up to 65 %, butyrate was responsible for the cytotoxic effect
of fs. Acetate and propionate had no clear additional
effect on cell growth. Opposed to this, the cell-modulating
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effect of fs blank could not be explained by the contained
SCFA (Table 3). Comparable to fermentation series I, fs
blank had a significantly increased inhibitory effect on cell
growth than the equivalent synthetic mixtures.

Modulation of cell growth by aqueous extracts of wheat
samples

To determine the biological activity of the water-soluble
compounds of the wheat samples (aleurone, flour and bran),
the aqueous extracts were analysed for their influence on
cell growth. Treatment of HT29 cells with the aqueous
extracts of the wheat samples inhibited cell growth in a
dose-dependent manner. After 24 h, the calculated ECso was
not detectable for any extract, whereas after 48h, the ECsg
was determinable only for EU aleurone (22-7g/l1) and both
varieties of bran (EU: 31-2g/l; US: 39-:3¢g/1). EU aleurone
was most effective compared with other fractions of the
same variety or to US aleurone.

Genotoxic potential of fermentation supernatants of different
wheat samples

Fs of both fermentation series were used to analyse the geno-
toxic potential of concentrations that were used in further
experiments (5 and 10 %). Treatment of HT29 cells with fs
of different wheat samples (5 and 10 %) for 1 or 24h did
not induce DNA damage as reflected by tail intensities
below 5% (DNA in tail: 1h, 1.92 (sp 0-12)% to 4-16
(SD 2:32) %; 24 h, 1-79 (sp 0-40) % to 3-57 (sp 1-87) %).

Modulation of cell cycle by fermentation supernatants of
aleurone and corresponding SCFA mixtures

The fs of different aleurone varieties were used to analyse
their antiproliferative effect on HT29 cells, a relevant
marker of secondary chemoprevention. In HT29 cells treated
with fs aleurone (10%) for 48h, an increased amount of
cells in the GO/G1 phase was observed indicating a cell
cycle arrest. This increase was accompanied by a decrease
of cells in S and G2/M phases (Fig. 1). In comparison, the
fs blank (10 %), lower concentrations of the fs aleurone
(5%) or a shorter incubation time (24h) did not influence
the cell cycle progression. Mixtures with analogous SCFA
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Fig. 1. Effects of medium control (OJ), blank (m), European aleurone (m) and American aleurone (M) on cell cycle phases (G0/G1; S; G2/M) in HT29 cells after
treatment with fermentation supernatants (10 %) (a), the corresponding SCFA mixtures (acetate, propionate and butyrate) (b) and butyrate alone (c) for 48 h. Cell
cycle was assessed by intercalation of 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) into DNA and quantification by flow cytometry. Values are means with
their standard deviations depicted by vertical bars (n 3). Student’s t test was used to calculate the difference from the respective medium control (* P<0.-05) and

from blank ( P<0-05).
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Fig. 2. Effects of fermentation supernatants (fs, 10 %), the corresponding SCFA mixtures (acetate, propionate and butyrate) and butyrate alone on early apoptosis
in HT29 cells after treatment with blank (a), European aleurone (b) and American aleurone (c) for 24 h (CJ) and 48 h (M). Apoptosis was assessed by binding of
annexin V and exclusion of 7-amino-actinomycin D quantified by flow cytometry. Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n 3).
Student’s t test was used to calculate the difference from the respective medium control (* P<0-05), from blank (1 P<0-05) and from each fs (+ P<0-05).

and butyrate concentrations caused a cell cycle arrest in
GO/G1 phase in a similar manner like fs.

Induction of apoptosis by fermentation supernatants of both
aleurone varieties

Fs of both aleurone varieties were used to analyse the effect on
apoptosis as another important marker of secondary chemo-
prevention. The basal levels of early apoptotic cells detected
in HT29 cells were 3-36 (sp 0-89)% after 24h and 4-02
(sD 1-03) % after 48 h, respectively. The fs (10 %) of different
aleurone varieties (EU and US) induced a significant increase
in apoptosis in HT29 cells (Fig. 2). The fs blank was able to
induce apoptosis after 48h, but levels of apoptotic cells
were significantly lower after treatment with the fs blank
than with both fs aleurone. Synthetic mixtures of SCFA
(acetate, propionate and butyrate) or butyrate alone had no
influence on apoptosis and were significantly different from
the fs. A higher butyrate concentration of 10mMm (positive
control) significantly shifted the rate of early apoptotic cells
to 10-82 (sD 2:46) % after 24h and 19:-07% (sp 5:78) %
after 48 h, respectively.

To confirm the results obtained using annexin V/7-amino-
actinomycin D and to get more detailed information about
the underlying molecular mechanisms, the influence of fs on
caspase activity was measured. Fermented aleurone of both
varieties (10 %) significantly induced caspase-3 activity
compared with the medium control, which confirms the results
obtained by flow cytometry (Fig. 3). In contrast, the fs blank
did not induce the activity of caspase-3. Initiator caspases-8
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and -9 were not modulated by all fs (data not shown). There-
fore, no information was obtained on which pathway underlies
fs-dependent induction of apoptosis.

Discussion

It is a matter of debate whether dietary fibre actually does play
an important role in human cancer prevention. While recent
large trials document a reduction in the risk of getting CRC,
other well-conducted epidemiological studies do not support
the conclusion that fibre intake and colon cancer are inversely
associated®”. Reasons for this controversy are multifaceted
and possibly result from limited expressiveness of epidemiolo-
gical studies®. Furthermore, lack of protective effects of
dietary fibre may depend on less intake (<30g dietary
fibre), the quality of fibre (different fermentability by colonic
microflora lead to different SCFA patterns) as well as the
presence or absence of phytoprotectants in the food-
stuffs®*%? . However, the protective characteristics, which
have been proven for wheat grain components in numerous
studies"?, could be assigned neither to a single compound
nor to a certain group of substances so far. There are some
indications that dietary fibres of wheat bran inhibit colon
tumours in animal experiments more consistently than other
dietary fibres. Fermentation of dietary fibre by intestinal
bacterial flora may lead to enhanced levels of potential chemo-
protective metabolites such as SCFA indicated by a lower
pH in the colon”. Here, fast metabolism of arabinoxylans
of wheat compounds, particularly of the aleurone layer by
luminal microflora, resulted in high concentrations of SCFA
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Fig. 3. Effects of fermentation supernatants (fs, 10 %) on caspase-3 activation in HT29 cells after treatment with blank (a), European aleurone (b) and American
aleurone (c) for 24h (0J) and 48 h (). Caspase-3 activity as an indicator for apoptotic effects was assessed in whole-cell lysates of HT29 cells in the absence
and presence of caspase-3 inhibitor Ac-DEVD-CHO. Fold changes of results out of three separate experiments were calculated on the basis of the respective
medium control that was set to 1-0. Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n 3). Student’s t test was used to calculate the
difference from the respective medium control (* P<0-05) and from blank (1 P<0-05).
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and thus in a lowered pH. Survey data from various popu-
lations showed that faecal SCFA are in the range from acetate
> propionate = butyrate in a ratio of 60:20:20°%. Depend-
ing on the diet, total SCFA concentrations in the proximal
colon are 70-140mmMm falling to 20-70mm in the distal
colon®®, Thus, the ratio of fs blank resulting from fermenta-
tion I and II of 59:18:23 and 54:23:23, respectively, fits very
well to physiological conditions. In addition, the ratio
of SCFA shifted from acetate to butyrate during bacterial
degradation of fermentable material, primarily of arabinoxy-
lans, contained in the investigated wheat samples. Moreover,
a lowered luminal pH caused by increased SCFA concen-
trations may affect intestinal microflora by conveying
growth of acidophilic bacteria species such as lactobacilli
and bifidobacteria®.

In general, Western style diets, characterised by high
concentrations of fat and animal protein, as well as low
amounts of fibre, fruits and vegetables, are connected with a
high release of bile acids, which seems to be a risk factor
for the development of colon cancer®. Especially, secondary
bile acids, produced by bacterial conversion of primary bile
acids, showed tumour-promoting properties by acting directly
on the mucosa or by promoting the effects of carcinogenic
substances present in the lumen®®. The present results
demonstrated that fermentation of wheat sources extensively
lowered the concentration of the secondary bile acid DCA.
Next to a reduced solubility and conversion of bile acids,
a lower pH also can reduce the activity of the enzyme
7-a-dehydroxylase, which is responsible for the conversion
of primary to secondary bile acids®”. An increase in
number and activity of acidophilic bacteria strains could
lead to an enhanced binding of bile acids by these bacteria®®.
Furthermore, direct binding of bile acids by dietary fibre could
also lead to reduced concentrations in the gut lumen®®. Since
bile acids are presumed to promote colon cancer growth and
progression(zg) and are known to interfere with antiprolifera-
tive properties of butyrate(26’30), this observed decline in bile
acids in the presence of dietary fibre can be considered to
be favourable in terms of colon cancer prevention.

Ammonia, which is a product from proteolytic bacterial
fermentation in the distal colon®”, could also promote colon
cancer, since ammonia exhibits a number of effects on the colo-
nic mucosa, including increased mucosal cell turnover and the
incidence of colon carcinomas induced by N-methyl-N -nitro-
N-nitrosoguanidine in rats®"). Dietary fibre sources are thought
to reduce ammonia concentrations in the intestinal lumen. This
is attributed to their role as bacterial substrates resulting either in
an increased utilisation of ammonia for bacterial cell growth or a
reduced deamination of nitrogenous compounds®? or indirectly
by lowering the pH and so affecting enzyme activity e.g. of
amino acid decarboxylase®®. In the present study, the ammonia
concentration in all fs showed a direct correlation to the protein
content of the test substances. Therefore, fermented aleurone
exhibited the highest amounts of ammonia. Cummings
et al. ®® showed that fibre sources with relatively high-protein
contents diminish the ammonia-lowering effect of fibre. So,
non-cereal dietary fibre sources that contain less protein may
be more effective at lowering faecal ammonia levels than
fibres from wheat grains.

Secondary chemoprevention is defined as the use of
natural, synthetic or biological agents to reverse or suppress

the promotion and progression of neoplastic cells to
cancer®”. Investigations on effects of the fs on the growth
of transformed cells as a useful indicator of secondary
chemoprotection showed that the growth of HT29 cells was
efficiently retarded by all fs in a time- and dose-dependent
manner, with increased effectiveness of the fermented wheat
samples compared to the faeces control. No important
differences were seen between different wheat fractions and
aleurone varieties. Hence, fermentable dietary fibre, concen-
trated in the aleurone layer, seems to be responsible for the
growth-inhibitory effects of whole-wheat grains. In this
study, SCFA were the major biologically active and growth-
inhibitory components in the fs of wheat samples, especially
aleurone. However, the fermentation samples were more
effective in inhibiting the cell growth than the synthetic
SCFA mixtures. These findings are in line with previous
experiments in which several fs of various fibre sources
were analysed for their effects on cell growth and survival®.
Even though it has been hypothesised that butyrate is the pri-
marily SCFA, which inhibits colon tumour cell prolifer-
ation®>3®, results of Beyer-Sehlmeyer et al. ® and Gamet
et al.®” indicate that propionate also exhibits appreciable
antiproliferative properties. The present study showed that
the cell growth-inhibiting effects of SCFA in the fermented
wheat sources are caused almost solely by butyrate. Propio-
nate concentrations comparable with concentrations found in
fs aleurone (2mm) exhibited an antiproliferative effect only
after 8 d of treatment®®. Coradini er al. ®® have demonstrated
that 4 mm butyrate for 72 h reduces the growth of HT29 cells
by 75%. A comparable growth reduction (60-70%) was
found in the present work in cells treated with butyrate
concentrations contained in 20% fs of wheat sources
(37-59mM). In comparison, the fs reduced cell growth by
95 %. Thus, the growth-inhibiting effect of the fs in the pre-
sent study is probably not only due to the butyrate content.
The additional activity of the fermentation samples reflects
the growth-inhibitory properties of other metabolites, which
have not yet been identified, or synergistic effects of these
metabolites with SCFA. Furthermore, fs blank, containing
less amounts of SCFA than the fermented wheat samples,
also efficiently reduced cell growth. Glei er al. ' suggested
that secondary bile acids possibly cause the effects of fs
blank on cell number. But, the DCA concentrations found in
fs blank (7 M in 20 % fs) as well as the concentrations of
ammonia (4mM in 20 %) are too low to affect cells (data
not shown). Thus, so far, unidentified metabolites probably
resulting from the faecal inoculum must be partially respon-
sible for the cell-modulating effects of fs blank. Growth inhi-
bition by unfermented extracts of wheat sources is possibly
caused by the presence of free phenolic acids, which have
been shown to act antiproliferative in colon tumour cells®.

Additionally, the impact of the fs on cell cycle modulation
was investigated to enhance our knowledge about mechanisms,
which could be responsible for the effects on cell growth.
Butyrate has been shown to inhibit cell proliferation by arrest-
ing cell cycle in the GO/G1 phase by a mechanism of action still
not completely understood“?’. The present results indicated
that fs aleurone independently of the variety inhibited HT29
cell growth after 48 h related to blocking cells in the GO/G1
phase of the cell cycle. This impact is attributed to butyrate’s
effect, since butyrate mimicking the concentration of fs
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aleurone (2—-2-4 mM) caused a cell cycle arrest in the GO/G1
phase in a similar manner. Fs blank, in which only low concen-
trations of butyrate were found (0-5 mm), did not modulate cell
cycle progression. GO/G1 arrest induced by butyrate is related
to a downregulation of genes involved in cell proliferation®".
Results of Coradini ef al. *® indicated that butyrate (> 1 mM)
reduced cyclin D1 and maintained the synthesis of p21™/<iP!,
probably in a p53-independent way. Overexpression of
p21Vafleirl gelectively inhibits the G1/S cdk-cyclin complexes;
thus, it is inversely associated with proliferation and directly
affects terminal differentiation®.

In addition to growth inhibition, induction of apoptosis is
another relevant marker for secondary chemoprevention of
CRC. Although the molecular basis for the proapoptotic
effects of butyrate has not been fully worked out, there are
indications that extrinsic as well as intrinsic pathways of pro-
grammed cell death are involved®*?. In contrast, effects of fs
or SCFA mixtures have not been well investigated. Using
annexin V staining, the externalisation of phosphatidylserine
as an early event in apoptosis could be detected after treatment
of HT29 cells with the fs. Fs aleurone (10 %) independently of
variety (EU and US) was able to induce apoptosis in a time-
dependent manner and was more effective than the fs blank,
although fs blank also had proapoptotic effects in HT29
cells. Beyond this, the proapoptotic effects of the fs aleurone
resulted in an enhanced activity of caspase-3. Caspase-3 is a
member of a cysteine protease family that is involved in the
execution of the apoptotic programme. Since fs aleurone did
not induce activities of caspase-8 or -9, no information
is given if the extrinsic or intrinsic pathway plays a role in
activation of apoptosis. Therefore, experimental conditions
like the time frame or less sensitivity of the method could
be the reason for the lack of induction of the initiator caspases.
Furthermore, SCFA (acetate, propionate and butyrate) or
butyrate mimicking the concentration in the fs did not enhance
the level of apoptotic cells. A study by Medina et al. “3) has
shown that butyrate (4 mMm) induces activation of caspase-3
in CRC cells. Kim et al. “* suggested that butyrate sensitises
human cancer cells to TRAIL-mediated apoptosis by upregu-
lation of expression of death receptor DRS that is mediated by
activation of Spl-transcriptional factor. In HT29 cells, 4 mm
butyrate induced a 2-4-fold increase in DR5 expression,
whereas lower concentrations (2mmM), found in our fs,
did not modulate expression levels. In addition, only higher
butyrate concentrations (>>5 mMm) enhanced histone acetylation
resulting in reactivation or silencing of genes critical for
apoptosis®?. Therefore, further studies are needed to identify
which molecular cascades are involved in the proapoptotic
activity of fs and which metabolites are responsible for
its effect.

In conclusion, the present results provide evidence on the
biological effects of fermentation samples from different
wheat sources, in particular aleurone. Gut flora-mediated
fermentation of wheat aleurone results in reduced levels
of tumour-promoting DCA but higher levels of potentially
chemopreventive SCFA, especially butyrate. The aleurone
layer was identified as the most beneficial subfraction, since
its fermentation metabolites were able to induce apoptosis
and to block cell cycle — two essential markers of secondary
chemoprevention. Partly, chemoprotective activities of
fermented aleurone are caused by butyrate. Thus, a fibre-rich

diet (e.g. with aleurone-enriched products) could be an
effective strategy, firstly to enhance gut health and secondly
to inhibit growth of transformed colon cells.
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Weizenvollkorn und vor allem die Aleuronschicht beinhalten hohe Gehalte an nicht-
verdaulichen Ballaststoffen. Diese werden von der Darmflora vor allem zu kurzkettigen
Fettsduren fermentiert. Ein Hauptvertreter der kurzkettigen Fettsduren ist Butyrat, das
zahlreiche chemopriaventive Eigenschaften aufweist, z. B. die Inhibierung des
Wachstums entarteter Zellen sowie die Induktion der Differenzierung und Apoptose. In
der vorliegenden Studie wurden der Einfluss von fermentiertem Weizenaleuron auf das
Zellwachstum und die Induzierbarkeit der Apoptose in Adenomzellen sowie die
Wirkung auf die Differenzierung und die Beteiligung moglicher Zielgene im Vergleich
zu Adenokarzinomzellen untersucht.

In Adenomzellen wirkten Metabolite des fermentierten Aleurons proliferations-
hemmend und induzierten sowohl die Apoptose als auch die Enzymaktivitit der
alkalischen Phosphatase als Marker der Differenzierung. Da Adenomzellen sensitiver
auf Fermentationsmetabolite des Aleurons reagierten als Adenokarzinomzellen, konnte,
tibertragen auf die in vivo Situation, durch den Verzehr von Aleuron-angereicherten
Lebensmitteln ein wichtiger Beitrag im Sinne der Chemoprédvention geleistet werden,

indem das Wachstum von frith entarteten Zellen vermindert wird.

Eigenanteil:

» Anteilige Durchfiihrung der in vitro Fermentation

*  Durchfiihrung der Wachstumsuntersuchungen in LT97-Zellen

*  Durchfiihrung der Untersuchungen zur Apoptose und der Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase

= RNA-Isolation und Durchfiihrung der real-time qPCR

=  Auswertung, Interpretation und Darstellung aller Ergebnisse

»  Verfassung des Manuskriptes






JJOURNA AL

AGRICULTURAL A0
FOOD CHEMISTRY
AR T | C_L_El

A R T

J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 2001-2007 2001
DOI:10.1021/jf9032848

Fermentation Supernatants of Wheat (Triticum aestivum L.)
Aleurone Beneficially Modulate Cancer Progression
in Human Colon Cells

ANKE Borowick1,* KATRIN STEIN, DANIEL SCHARLAU, AND MICHAEL GLEI

Institute for Nutrition, Department of Nutritional Toxicology, Friedrich-Schiller-University
Jena, Dornburger Strasse 24, 07743 Jena, Germany

Wheat aleurone contains high amounts of dietary fibers that are fermented by the microflora,
resulting in the formation of short-chain fatty acids (SCFA), which are recognized for their
chemopreventive potential. This study investigated the effects of fermented aleurone on growth,
apoptosis, differentiation, and expression of several genes using two different human colon cell lines
(LT97 and HT29). In LT97 cells, the fermentation supernatant (fs) aleurone reduced significantly the
cell growth (ECsq after 48 h = 7.6—8.3%), whereas the level of apoptotic cells was significantly
increased (2.1—2.3-fold). Differentiation was enhanced in HT29 cells (1.8-fold) more than in LT97
cells (1.6-fold). Cell growth and apoptosis-related genes, namely WNT2B and p21, were induced by
the fs (LT97, 1.7—3.3-fold; HT29, 7.9—22.2-fold). In conclusion, fermented wheat aleurone is able
to act as a secondary chemopreventive agent by modulating parameters of cell growth and survival,
whereas cells of an early transformation stage are more sensitive.

KEYWORDS: Aleurone; apoptosis; colon cancer; differentiation; fermentation; Triticum aestivum L.

INTRODUCTION

Some epidemiological studies suggest that dietary fiber and
complex carbohydrates in the diet may help to reduce colon
cancer risks, but scientific evidence is still lacking (7, 2). Whereas
recent large trials document a reduction in the risk of colorectal
cancer development after dietary fiber intake (3), other well-
conducted studies do not support this inverse association (4).
Dietary fiber might improve colonic health by acting as a
substrate for luminal health-promoting bacteria species that
increase fermentation products, mainly short-chain fatty acids
(SCFA), particularly butyrate, propionate, and acetate. Butyrate
is considered to be the major energy source for normal, non-
transformed colon cells, thereby enhancing survival of these cells.
In addition, butyrate has been suggested to play a central role in
reducing cancer risk by promoting differentiation, inducing
apoptosis, and inhibiting growth of neoplastic cells in vitro (9).

Physiologically, butyrate affects human colonocytes in con-
junction with other fermentation products, which are formed
simultaneously by microbial degradation of dietary fiber. Detailed
evidence is limited on how fermentation products from complex
dietary fiber sources such as grains interact with human intestinal
cells and how generated fermentation supernatants (fs) affect cells
in comparison to analogous SCFA concentrations (6, 7). Wheat
grains are particularly high in dietary fiber and other physio-
logically beneficial substances, which are mainly concentrated
in the bran fraction, more precisely, in the aleurone layer, which
forms the outer part of the endosperm (8§). Schatzkin et al.
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have shown in a large prospective study that particularly wheat-
grain products were associated with a modest reduced risk of
colorectal cancer development (9). Some epidemiological and
experimental studies have indicated that wheat bran might be
one of the most effective parts of the whole grain in protecting
against colorectal cancer (/0).

We have previously shown that fermented wheat aleurone was
able to induce apoptosis and to block the cell cycle in highly
transformed HT29 colon adenocarcinoma cells (/7). In terms of
chemoprevention, it is useful to affect also cells of earlier stages in
carcinogenesis such as preneoplastic adenoma cells, because
microadenomas are very frequent in the human population (/2).
Therefore, an adenoma cell line (LT97) representing an early
premalignant genotype (/3) was used for the presented study to
analyze which effects the same samples would have on a cell line
of a different stage of transformation. It was of special interest to
find out if fermented aleurone and analogous SCFA concentra-
tions would inhibit the growth and induce apoptosis in human
LT97 adenoma cells similar to HT29 adenocarcinoma cells or if
they would react in different manners.

Synergy1 (oligofructose-enriched inulin) was used as a refer-
ence because growth-inhibiting and apoptosis-inducing effects of
fs were indicated previously (/4). In addition to growth inhibition
and induction of apoptosis, the promotion of differentiation is
another relevant marker of secondary chemoprevention. Pre-
viously, it has been shown that butyrate induces differentiation by
enhancing the enzyme activity of alkaline phosphatase (AP) in
colon carcinoma cells (15). Hence, the AP activity was examined
after treatment with the fermented aleurone in LT97 adenoma
and HT29 adenocarcinoma cells.

Published on Web 12/02/2009 pubs.acs.org/JAFC
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Table 1. Concentration and Ratio of SCFA in the Fermentation Supernatant
(fs) after in Vitro Fermentation of Aleurone Published in Borowicki et al. (171)
and of Synergy1

SCFA (mM)
acetate propionate butyrate ratio of SCFA (%)
fs blank 10.75 4.56 4.56 54:23:23
fs EU? aleurone 21.01 7.12 20.32 43:15:42
fs U.S.2 aleurone 25.41 9.06 24.23 43:16:41
fs Synergy1 31.78 7.09 25.19 50:11:39

4EU, European. bU.S., American.

To obtain more detailed information about the chemopreven-
tive potential of the fermented aleurone as well as Synergyl, the
mRNA expression of selected genes involved in pathways of cell
cycle arrest (p21) and apoptosis (DRY5) was investigated in both
cell lines. Additionally, another gene (WNT2B) was chosen,
which is associated with processes involved in proliferation and
differentiation (/6). However, in butyrate-treated cells, a hyper-
activation of the WNT signaling pathway seems to be a required
event to achieve high levels of apoptosis (16).

Overall, the aim of our study was to enhance our under-
standing of the chemoprotective properties of wheat aleurone
and its specific role in secondary cancer prevention.

MATERIALS AND METHODS

Dietary Fiber Sources. Wheat aleurone of two varieties [European
(EU) and American (U.S.)] was used as dietary fiber source (obtained from
Kampffmeyer Food Innovation GmbH, Hamburg, Germany). Prepara-
tion of the aleurone fraction (ASP-2 preparation with high purity) was
done by Biihler AG, Uzwil, Switzerland, according to the method of Bohm
et al. (17). Synergyl, a commercially available mixture of inulin enriched
with oligofructose, was obtained from ORAFTI, Tienen, Belgium, and
used as a reference. To guarantee the stability of the samples, aliquots were
prepared and stored in air- and light-proof flasks at 4 °C.

Fermentation of Dietary Fiber Sources and Preparation of the
Synthetic Mixtures. Wheat aleurone (EU and U.S.) and Synergy1 were
digested and fermented in vitro in six repetitions according to a described
procedure of Borowicki et al. (/7). A sample without dietary fiber was used
(blank — feces control) as a control. The synthetic mixtures containing
identical concentrations and ratios of SCFA as the corresponding fs
(Table 1) were prepared according to the method of Borowicki et al. (/7).

Cell Lines and Culture Conditions. The cell lines (HT29 and LT97
human colon cells) and the culture conditions used are described in Glei
etal. (7) and Klenow et al. (/8). Passages 14—31 of HT29 cells and passages
6—38 of LT97 cells were used for the experiments in this study. In regular
intervals a mycoplasma test (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit,
Lonza, Switzerland) was performed, and contamination with mycoplasma
was excluded.

For cell culture experiments, LT97 cells were incubated with the fs
(2.5-20%) for 1—4 days after seeding in 96-well plates (determination of
cell growth), 6-well plates (determination of apoptosis and enzyme
activities), or T,s cell culture flasks (experiments on mRNA expression)
after reaching a confluence of 50—60%. HT29 cells were seeded in 6-well
plates (1.5 x 10° cells/well) to analyze AP activity or in T»s flasks (3 x 10°
cells/T»s flask) to quantify mRNA expression and were grown for 1 day
before exposure to the fs (10%). After incubation, LT97 and HT29 cells
were trypsinized and suspended in PBS. Viabilities and cell numbers were
determined with a CASY-cell counter (CASY model TT, Innovatis AG
CASY Technology, Reutlingen, Germany).

Determination of Cell Growth. After 24, 48, or 72 h of incubation
with the fs or the synthetic mixtures, the amount of DNA was quantified as
described previously (/8) as a relative measure of cell number. The results
were calculated on the basis of the medium control, which was set to 100%.
The effective mean doses (ECsp) of the fs and the synthetic mixtures that
inhibited growth by 50% were determined and expressed as percentages.

Detection of Apoptosis. To determine the level of apoptosis in
LT97 cells, 1 x 10° cells were stained with annexin V-FITC as well as
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7-aminoactinomycin D (7-AAD) in annexin V binding buffer using the
annexin V-FITC/7-AAD kit (Beckman Coulter, Krefeld, Germany), and
the level of apoptotic cells was quantified by flow cytometry as described
previously (/7). Furthermore, the enzyme activity of caspase-9, caspase-8,
and caspase-3 was determined to obtain more detailed information on the
induction of apoptosis according to ref / /. For interpretation of all results,
fold changes were calculated on the basis of the medium control, which
was set to 1.0.

Determination of Alkaline Phosphatase Activity. Cell lysates of
LT97 and HT29 cells were prepared as described before (79). AP activity
was measured as described by Beyer-Sehlmeyer et al. (6) with slight
modifications. Briefly, AP activity was measured at 37 °C using
p-nitrophenylphosphate (5 mM) as substrate. p-Nitrophenol (0—800 xM)
was used to generate a standard curve. The amount of p-nitrophenol
liberated was determined spectrophotometrically at 400 nm (SpectraFluor
Plus, Tecan GmbH, Crailsheim, Germany). One unit is defined as the
activity that hydrolyzes 1 umol of subtrate per minute at 37 °C. Results are
expressed relative to the cellular protein content, which was determined
spectrophotometrically according to Bradford’s method (20).

RNA Extraction and mRNA Expression Analysis. Total RNA
from LT97 and HT29 cells was isolated using the RNeasy Plus Mini Kit
according to the manufacturer’s manual (Qiagen, Hilden, Germany),
dissolved in 50 uL of RNase-free water, and stored at —20 °C until further
use. RNA was quantified by measuring the absorbance at 260 nm, and the
purity of the samples was verified by measuring the ratios of absorbance at
260:280 or 260:230, respectively, using a NanoDrop ND-1000 photometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). RNA was checked for
integrity using the Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) on the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). RNA quality was expressed as an RNA integrity
number (RIN). Only RNA samples with a RIN > 8 were used for further
experiments.

The expression of selected target genes was analyzed with 2.5 ug of total
RNA converted into first-strand cDNA using SuperScript II (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). Real-time quantitative PCR was carried out using
specific primer pairs and qPCR GreenMaster (Jena Bioscience, Jena,
Germany). All reactions were performed in duplicate. The PCR reaction
profile included an initial denaturation of 2 min at 95 °C followed by
50 cycles of denaturation (15 s at 95 °C), annealing, and extension (30 s at
56—60 °C, depending on the primer pairs). Cumulative fluorescence was
measured at the end of the extension phase of each cycle. Product specific
amplification was confirmed by melting curve analysis. The following
gene-specific primer sequences were used for the quantification: GAPDH
(5-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3" and 5-CACTGTCTTGTA-
CCCTTG-3); DR5 (5'-CCACCTGGACACCATATCTC-3 and 5-TA-
CAATCACCGACCTTGACC-3"); p21 (5-CACTGTCTTGTACCCTT-
GTG-3 and 5-CTTCCTCTTGGAGAAGATCAG-3); and WNT2B
(5-TCATGCAGAAGTAGCCGA-3 and ¥-ACACCGTAGTGGATG-
TTGTC-3'). All primers were designed using the freely available PerlPri-
mer v1.1.17 (http://perlprimer.sourceforge.net) software. The mRNA
expression of the target genes was calculated on the basis of the house-
keeping gene GAPDH according to the method of Pfaffl et al. (27). For
interpretation of all results, fold changes were calculated on the basis of the
medium control, which was set to 1.0.

Statistical Evaluation. Means and standard deviations (SD) were
calculated from at least three independent experiments. Differences were
calculated by one- or two-way ANOVA, including a Bonferroni post test
with selected pairs, using GraphPad Prism version 5 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). The one-way ANOVA was done
to define differences within one group if more than two concentrations
were used. The two-way ANOVA was used to define differences between
two groups if more than two concentrations were used. Otherwise,
comparisons of two groups were done with Student’s 7 test. The statistical
analyses used depended on the respective experimental design and are
specified in the legends to the figures and tables.

RESULTS

Modulation of Cell Growth by the fs and the Corresponding
SCFA in LT97 Cells. The effects of fs of different varieties of
aleurone (EU and U.S.) on cell growth of LT97 cells were
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Table 2. ECs of the Fermentation Supernatant (fs) and the Corresponding Synthetic Mixtures of SCFA (Acetate, Propionate, and Butyrate), Propionate + Butyrate,

and Butyrate Alone in LT97 Cells

ECso” (%)

fs SCFA

propionate + butyrate butyrate

48 h 72h 48 h

48 h 72h 48 h 72h

mean SD mean SD mean SD mean

SD mean SD mean SD mean SD mean SD

blank 158 43 155 29  x° X X
EUC aleurone 8.3 1.7 7.9 0.5 13.7 1.2 13.0
U.S.% aleurone 7.6 1.6 7.4 0.7 10.7 1.8 11.3

X X X X X X X X X
2.0 X X 17.0 4.3 14.8 2.4 13.7 24
1.3 18.3 4.7 14.9 2.6 12.2 2.6 12.2 1.5

3ECso (%) is defined as the effective concentration at which cell number decreased to 50% of viable cells. ® x indicates that ECs, was not achieved. °EU, European. ?U.S.,

American.
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Figure 1. Effects of fermentation supernatant (fs, 5%) and its corresponding SCFA mixtures (acetate, propionate, and butyrate) on early apoptosis in LT97
cells after treatment with fs blank, fs EU aleurone, fs U.S. aleurone, and fs Synergy1 for 24 h (white bars) and 48 h (gray bars). Apoptosis was assessed by
binding of annexin V and exclusion of 7-AAD. Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n = 4). Student’s ¢ test was used to

calculate the difference from the respective medium control (a, P < 0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only (P < 0.07).

analyzed using the DAPI assay. Treatment of LT97 cells with the
fs aleurone (EU and U.S.) affected the cell number in a time- and
dose-dependent manner, even after 24 h on a significant level.
However, after 24 h, the calculated ECs, was not detectable for
any fs, whereas after 48 h, ECsy ranged from 7.6 to 15.8%
(Table 2). After 48 and 72 h of treatment, the fermented aleurone
reduced cell growth more effectively than the fs blank independent
of the variety. In addition, the growth of cells was efficiently
retarded in LT97 cells by the SCFA mixtures as well as mixtures of
butyrate and propionate or butyrate alone in concentrations cor-
responding to both fs aleurone. Nevertheless, all synthetic mix-
tures were less effective than the fs, but the general profiles of res-
ponse were similar. The higher concentrations of butyrate present
in fs U.S. aleurone (24 mM) compared to fs EU aleurone (20 mM)
did not result in a measurable additional influence on cell growth.

The concentration of 5% fs was selected for subsequent
experiments in LT97 cells, because effects on apoptosis, differ-
entiation, and mRNA expression should be determined using a
subtoxic concentration.

Induction of Apoptosis by the fs of Both Aleurone Varieties in
LT97 Cells. The fermentation supernatants of both aleurone
varieties and Synergyl were used to analyze the effect on
apoptosis as a relevant marker of secondary chemoprevention.

The basal levels of early apoptotic cells detected in LT97 cells were
10.81 £ 3.79% after 24 h and 11.26 £+ 6.40% after 48 h,
respectively. The fs (5%) of different aleurone varieties (EU
and U.S.) and of Synergyl induced a significant increase in
apoptosis (2.1—2.8-fold) in LT97 cells time-independently
(Figure 1). The fs blank was not able to induce apoptosis, but
also did not differ significantly from the fs aleurone. Particularly
after 24 h, the synthetic mixtures of SCFA enhanced levels of
apoptotic cells comparable to the fs. Furthermore, there were no
differences between the fs aleurone and the fs Synergyl.

To confirm these results and to get more detailed information
about the underlying molecular mechanisms, the influence of the
fs on caspase-3, -8, and -9 activity was measured. The fermented
aleurone of both varieties (5%) as well as Synergyl (5%)
significantly induced the caspase-3 activity compared to the
medium control, whereas the fs blank could not modulate the
enzyme activity (Figure 2). Generally, the caspase-3 activity was
more inducible after 24 h than after 48 h. The initiator caspases-8
and -9 were not modulated by any fs (data not shown).

Induction of Alkaline Phosphatase by the fs of Both Aleurone
Varieties in LT97 and HT29 Cells. Tumor cells are typified by
a loss of responsiveness to some or all of the factors regulating
cell growth, differentiation, and apoptosis, resulting in more
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Figure 2. Effects of fermentation supematants (fs, 5%) on caspase-3 activation in LT97 cells after treatment with s blank, fs EU aleurone, fs U.S. aleurone,
and fs Synergy1 for 24 h (white bars) and 48 h (gray bars) as indicator for apoptotic effects. The caspase-3 activity was assessed by measuring the amount of
liberated AMC from the respective substrate. The specificity of the assay was confirmed by inhibition of enzymatic activity with the specific caspase-3 inhibitor
Ac-DEVD-CHO. Fold changes of results of three separate experiments were calculated on the basis of the respective medium control, which was set to 1.0.
Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n = 3). Student’s ¢ test was used to calculate the difference from the respective
medium control (a, P < 0.05) and from blank (b, P < 0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only (P = 0.05).
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Figure 3. Effects of fermentation superatants (fs, 5 and 10%) on alkaline phosphatase activity in LT97 and HT29 cells after treatment with fs blank, fs EU
aleurone, fs U.S. aleurone, and fs Synergy1 for 48 h (white bars) and 72 h (gray bars) as marker of differentiation. The enzyme activity was assessed by
measuring the amount of liberated p-nitrophenol. Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n= 3). Student’s t test was used
to calculate the difference from the respective medium control (a, P < 0.05) and from blank (b, P < 0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only

(P=0.08).

undifferentiated cell types. Thus, the fermatation supernatants of modulate the AP activity after 48 h and even reduced activity after
both aleurone varieties and Synergyl were used to analyze the 72 h. Synergy1 significantly enhanced the enzyme activity only
effect on differentiation by measuring the modulation of the AP after 48 h (1.8-fold) but did not differ from the fs aleurone of both
activity in the cell lysates. Because no modulation of AP activity varieties. Butyrate (4 mM) induced the AP activity already after
was seen after 24 h in both cell lines, only effects after 48 and 72 h 24 h (1.5-fold) as well as after 48 h (2.8-fold) and 72 h (2.0-fold),
are illustrated in Figure 3. In LT97 cells, the AP activity was respectively (data not shown).

significantly induced only by 5% fs EU aleurone (1.6-fold after Effect of the fs of Both Aleurone Varieties on mRNA Expression
72 h) even though the effect was not significantly different from of Selected Target Genes in LT97 and HT29 Cells. To obtain more
the fs blank. Interestingly, butyrate (4 mM) did not enhance the detailed information about a chemopreventive potential of the
AP activity (data not shown). In HT29 cells, the fermentation fermented aleurone as well as Synergy1, the mRNA expression of
supernatants (10%) of both aleurone varieties (EU and U.S.) selected genes involved in pathways of cell cycle arrest (p21),
significantly induced the AP activity 1.8-fold after 48 and 72 h and apoptosis (DRS), or both events (WNT2B) was investigated in

were significantly more effective than the fs blank, which did not LT97 adenoma and HT29 adenocarcinoma cells (Table 3).
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Table 3. Modulated mRNA Expression of p21, DR5, and WNT2Bin LT97 and
HT29 Cells Treated with Fermentation Supernatant (fs) (5 or 10%) or Butyrate
(4 mM) for 24 h?

LT97 (5% fs) HT29 (10% fs)
mean SD mean SD
p21
butyrate, 4 mM 4.02 1.97 13.95 2.67 a
fs blank 1.11 0.12 10.38 3.86 a

fs EU® aleurone 3.34 1.34 (a),b 19.25 4.85 a, (b)
fs U.S. aleurone 3.26 0.87 a,b 22.24 5.15 a,b

fs Synergy1 2.32 0.69 (a),b 2045 1.91 a,b
DR5

butyrate, 4 mM 3.09 1.35 1.26 0.31

fs blank 0.81 0.13 086 029

fs EU aleurone 1.20 0.59 1.11 0.19

fs U.S. aleurone 1.80 0.41 (a), b 1.31 0.07 a, (b)

fs Synergy1 1.03 0.52 1.38 0.24 (b)
WNT2B

butyrate, 4 mM 217 0.37 a 9.54 0.85 a

fs blank 0.85 0.10 336  2.02

fs EU aleurone 1.80 0.34 (a),b 7.90 1.35 a, b

fs U.S. aleurone 1.72 0.44 (a),b 834 258 a (b

fs Synergy1 1.62 000 ab 920 064 ab

?Results are presented as fold changes calculated on the basis of the medium
control, which was set to 1.0. Student’s t test was used to calculate the difference
from the respective medium control (a, P < 0.05), from blank (b, P < 0.05), and
from Syner%y1 (c, P < 0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only
(P < 0.1). °EU, European. °U.S., American.

(a) Effect onmRN A Expression of p21.In LT97 cells p21 was
induced by all fermentation supernatants of dietary fiber sources,
but only for the fs U.S. aleurone on a significant level. There were
no differences seen either between both aleurone varieties or
between the fs aleurone and Synergyl. The fs blank did not
modulate the mRNA expression. In HT29 cells p21 was signifi-
cantly induced by all fermentation supernatants compared to the
medium control, whereas the fs blank induced p27 on a lower level
than the fs aleurone (EU and U.S.) and the fs Synergyl. Again,
fermented aleurone was comparably effective as Synergyl. In
LT97 cells, butyrate (4 mM) did not modulate p2/ on a significant
level. In HT29 cells, in contrast, butyrate significantly induced
mRNA expression of p2I. In general, p21 was less regulated in
LT97 adenoma cells compared to HT29 adenocarcinoma cells,
possibly due to the higher concentrations of the used fs (5% in
LT97 versus 10% in HT29).

(b) Effect on mRNA Expression of DRS. In LT97 cells only
the fs U.S. aleurone induced DRS expression on mRNA level
compared to the medium control and was significantly different
from the fs blank. In contrast, the fs EU aleurone and Synergyl
did not modulate mRNA expression of DRS. In HT29 cells, again
up-regulation of DRS was detected only by treatment with fs U.S.
aleurone compared to the medium control. The fs U.S. aleurone
and the fs Synergyl were more effective than the fs blank.
Butyrate (4 mM) had no effect on DR5 mRNA expression in
both cell lines used.

(¢) Effect on mRNA Expression of WNT2B. The mRNA
expression level of WNT2B was induced by all fermenta-
tion supernatants except from the fs blank compared to the
medium control in LT97 as well as HT29 cells. The fermented
aleurone was comparably effective as Synergyl. In addition,
butyrate (4 mM) significantly induced mRNA expression in both
cell lines. WNT2B was less regulated in LT97 cells compared to
HT29 cells.
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DISCUSSION

Chemoprevention of colorectal cancer is a major concern for
improving public health, because this is the third and the second
most common type of cancer in developed countries in men and
women, respectively (22). The consumption of dietary fiber from
fruits and grains might be associated with a reduced risk of
colorectal cancer development, whereby high but also lower
amounts may exert beneficial effects (I, 4). Nevertheless, it is
apparent that more detailed studies are needed on how different
types of foods and dietary fibers contribute to gut health and how
they may act on a molecular basis.

Hence, the present study was performed to elucidate in depth
which chemopreventive effects can ensue from fermented wheat
aleurone in human colon cancer cells of different transformation
stages. The wheat aleurone used in this study, in which beneficial
substances such as arabinoxylans and polyphenols are concen-
trated, was previously characterized. It was shown that an in vitro
fermentation of aleurone by the colonic microflora obtained from
fecal slurry resulted in a marked increase of SCFA concentrations
in comparison to the feces control (/7). Because the fermentation
of Synergyl, a pure dietary fiber source made of oligofructose-
enriched inulin, generated similar SCFA concentrations, the fiber
source of aleurone should be as highly fermentable as the
prebiotics inulin or oligofructose.

LT97 adenoma cells are highly relevant target cells for studying
aspects of chemoprevention in an earlier stage of carcinogen-
esis (9). In the present study we found a significant time- and dose-
dependent growth inhibition in LT97 cells by the fermented
aleurone, which may be attributed to the increase in SCFA, in
particular butyrate, after fermentation of this dietary fiber source.
Thus, the synthetic mixtures of the SCFA and butyrate alone
followed a similar pattern of response in mediating growth
inhibition, reflecting the potential of SCFA in secondary chemo-
prevention. However, the fermentation samples were more effec-
tive in inhibiting the growth of L'T97 cells than the corresponding
SCFA mixtures. Furthermore, the feces control also reduced the
growth of LT97 cells. The additional activity of the fermentation
samples and of the feces control reflects the growth-inhibitory
properties of other so far unidentified metabolites, probably from
the fecal inoculum. After 48 h, the growth-inhibiting properties of
the fs and the synthetic mixtures were 1.6-fold more efficient in
LT97 adenoma than in HT29 adenocarcinoma cells (/7). After
72 h, the impacts were similar in both cell lines. These findings are
almost in line with previous experiments in which several fermen-
tation supernatants of various fiber sources were analyzed for
their effects on cell growth and survival (6, /4). It was demon-
strated that the difference in growth inhibition may be potentially
caused by varying butyrate uptake rates in adenoma and carci-
noma cell lines (23) resulting from a down-regulation of butyrate
transporters in human colon cancer tissues compared to normal
cells (24). Hence, primarily after 48 h the uptake of butyrate might
be delayed, and this delay may be accompanied by a reduced
sensitivity against butyrate exposure in HT29 cells compared to
LT97 cells. Furthermore, dietary fiber is physiologically con-
sumed by the intake of cereals, fruits, and vegetables several times
per day. The human colon epithelium is therefore continuously
exposed by metabolites of the bacterial degradation of fiber. In
the case of wheat fiber it was reported that when humans were
given one serving including wheat bran, the transit was up to
41 h (25). Hence, the in vitro growth-inhibiting properties of
wheat aleurone might have important consequences for chemo-
prevention when translated to the in vivo situation, because it
indicates that fermentation products of wheat aleurone could
efficiently suppress the growth of cells of earlier cancer stages.
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In addition to growth inhibition, several in vitro studies
indicated that butyrate induces apoptosis and promotes differ-
entiation in various colon cancer cells (24) and thus could be
important for secondary chemoprevention of colorectal cancer.
In contrast, effects of fs or synthetic SCFA mixtures have not
been well investigated. In the present study, we observed a
significant increase in apoptotic cells and caspase-3 activity after
incubating the LT97 adenoma cells with the fermented aleurone.
The synthetic SCFA mixtures mimicking the concentration in the
fs enhanced the level of apoptotic cells in a similar response
compared to the fs. These findings are opposite to effects on
apoptosis in HT29 cells in which SCFA did not induce apopto-
sis (11). This may have important implications for possible chemo-
preventive activities in earlier stages of the cancer process, because
it is of high benefit to induce apoptosis in adenoma cells and
thereby reduce the formation of more degenerated carcinoma cells.

Agents that act by modulating the differentiation of neoplastic
and carcinoma cells, thereby slowing or even halting their growth,
exhibit a chemopreventive activity (26). HT29 cells synthesize the
intestinal form of AP at extremely low levels, and the expression
can be enhanced by differentiating agents (27). Several studies
have shown that butyrate induces the AP activity in HT29
adenocarcinoma cells accompanied by a more differentiated
phenotype (15, 24). In the present study, butyrate (4 mM) induced
AP activity in adenocarcinoma cells after only 24 h, which is in
line with other findings (6, /5). The fermentation supernatants
of aleurone and Synergyl were of equal potency in enhancing
AP activity, which is probably due to the amount of butyrate
(2—2.5mM). Interestingly, in LT97 adenoma cells treatment with
butyrate or the fs had nearly no influence on AP activity.
Previously it has been suggested that butyrate stimulates colonic
cancer cells to progress to a more differentiated phenotype
followed by an apoptotic death (26). Orchel et al. demonstrated
that higher doses of butyrate (> 5 mM) induced apoptosis in the
cells and failed to stimulate colonocyte differentiation (15).
Because LT97 cells are more sensitive to a treatment with fSs,
particularly SCFA, this could be a reason for no effect on the
enzyme activity level. Because LT97 cells represent an earlier
stage of carcinogenesis, they are more differentiated than HT29
cells. Therefore, basal AP activity may be higher in LT97 cells,
and the cells may be more resistant to induction of AP
activity (28).

Furthermore, we have chosen three selected target genes, which
are involved in pathways of cell cycle arrest (p21) and apoptosis
(DRS) or are associated with both processes (WNT2B), to obtain
more detailed information about the protective capability of the
fermented aleurone as well as Synergyl.

In HT29 cells, the fs aleurone was able to induce p21 on a
transcriptional level, and this is associated with a cell cycle arrest
as we have shown before (/7). Because the fermentation super-
natants containing just 2—2.5 mM butyrate were much more
effective than butyrate (4 mM) alone and even the feces control
could enhance p21 mRNA expression, again additional factors
seem to be present in the fermentation supernatants bearing an
effect on cells. Interestingly, in LT97 adenoma cells p2/ mRNA
expression was less inducible, but still on a remarkable level.
Because butyrate (4 mM) failed to modulate mRNA expression,
probably most of the LT97 cells were already in apoptosis caused
by an enhanced susceptibility against butyrate in comparison to
HT?29 cells (unpublished data).

Furthermore, butyrate (4 mM) and the fs (containing
1—2.5 mM butyrate) mostly failed to induce DR5 on a transcrip-
tional level in both cell lines, contrary to findings of Kim et al.,
which have demonstrated that 4 mM butyrate induced a 2.4-fold
increase of DRJS expression in HT29 cells (29). Therefore,
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experimental conditions such as the time frame (we used 24 h
of exposure; no information by Kim et al.) could be a reason for
the lack of induction. Medina et al. described that in LIM 1215
colorectal cancer cells the hyperacetylation of DNA—histone
complexes appear early after induction with butyrate, resulting
inan activation of caspase-3 within 16 h, which is rapidly followed
by an apoptotic death (within 24 h) (30). Hence, a shortened
exposure time to butyrate could be associated with an increased
mRNA expression of DRS, which is an early step within the signal
cascade of apoptosis. Furthermore, induction of the intrinsic
pathway could be responsible for the demonstrated apoptotic
effects of the fermented aleurone as has been described for
butyrate before (24).

The WNT signaling pathway is constitutively activated in the
majority of colorectal cancers (/6) by mutation of the 4 PC gene,
which LT97 and HT29 cells also carry. However, it was reported
that a hyperactivation of the WNT signaling pathway in butyrate-
treated colon cancer cells is a required event to achieve high levels
of apoptosis in these cells (/6), which is still mentioned as a
marker of secondary chemoprevention. This is in line with our
findings because we could report that the fs induced WNT2B on
the transcriptional level accompanying an enhanced level of
apoptotic cells in both cell lines. Again, the fs aleurone and the
fs Synergy1 were of equal potency in modulating mRNA expres-
sion of all three selected genes, which indicates that the complex
dietary fiber source is as effective as the well-known pure dietary
fiber source consisting of oligofructose-enriched inulin.

In conclusion, this study provides new interesting insights as to
how fermentation products of wheat aleurone may support
secondary chemoprevention. Hence, the effects of fermented
aleurone point to mechanisms involved in inducing cell cycle
arrest as well as apoptosis and differentiation, thereby suppres-
sing the progression of carcinogenesis. Because adenoma cells
primarily were found to be more susceptible, this may have
important implications for chemoprevention when translated to
the in vivo situation, because the survival of neoplastic cells could
be reduced. Thus, a fiber-rich diet (e.g., with aleurone-enriched
products) might be an effective strategy to inhibit growth of colon
cancer cells.

ABBREVIATIONS USED

7-AAD, 7-aminoactinomycin D; AP, alkaline phosphatase;
APC, adenomtosis polyposis coli; DAPI, 4,6-diamidino-2-phe-
nylindole dihydrochloride; DRS, death receptor 5, EU, Eur-
opean; FITC, fluorescein isothiocyanate; fs, fermentation
supernatant; RIN, RNA integrity number; SCFA, short-chain
fatty acids; SD, standard deviation; U.S., American; WNT2B,
wingless-type MMTYV integration site family, member 2B.
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2.4. Publikation IV: FERMENTED WHEAT ALEURONE ENRICHED WITH PROBIOTIC
STRAINS LGG AND BB12 MODULATES MARKERS OF TUMOR PROGRESSION IN

HUMAN COLON CELLS. Anke Borowicki, Anke Michelmann, Katrin Stein, Daniel

Scharlau, Kerstin Scheu, Ursula Obst, Michael Glei. In Begutachtung bei der
Zeitschrift Nutrition and Cancer. Mérz 2010.

Die Fermentation von Weizenaleuron durch die Darmflora erhéht die luminale
Konzentration an aktiven Metaboliten, welche potentiell der Kanzerogenese entgegen
wirken konnen. Eine zusétzliche Gabe von probiotischen Kulturen konnte das Potential
von Weizenaleuron noch erhéhen. In dieser Arbeit wurde Weizenaleuron in
Kombination mit den Bakterienstimmen LGG und Bbl2 fermentiert und das
chemopriventive Potential (Modulation des Zellwachstums, der Apoptose, der
Differenzierung und der Genexpression) in vitro in humanen Kolonzellen verschiedener
Transformationsgrade erfasst.

Die Fermentation des Weizenaleurons mit/ohne Zugabe von LGG/Bb12 fiihrte zu einer
deutlichen Erhohung der Konzentration an kurzkettigen Fettsduren. Die Metabolite
zeigten antikanzerogene Effekte, indem vor allem das Wachstum der Krebszelllinien
inhibiert und die Differenzierung angeregt wurde. Adenomzellen reagierten sensitiver
auf eine  Behandlung mit  fermentiertem  Aleuron+ LGG/Bbl2 als
Adenokarzinomzellen. Ubertragen auf die menschliche Ernihrung kénnte eine
ballaststoffreiche Kost (beispielsweise durch Aleuron-angereichte Produkte) in
Kombination mit Probiotika eine wichtige Mallnahme darstellen, das

Dickdarmkrebsrisiko zu senken.

Eigenanteil:

= Anteilige Durchfiihrung der in vitro Fermentation und der Wachstums-
untersuchungen in beiden Krebszelllinien des Kolons

*  Anteilige Durchfiihrung der Untersuchungen zur Apoptose, des Zellzyklus und der
Aktivitit der alkalischen Phosphatase

= RNA-Isolation und anteilige Durchfiithrung der real-time qPCR

*  Auswertung, Interpretation und Darstellung aller Ergebnisse

*  Verfassung des Manuskriptes
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Abstract

Fermentation of dietary fiber by the microflora enhances the levels of effective
metabolites which are potentially protective against colon cancer. The specific addition of
probiotics may enhance the efficiency of fermentation of wheat aleurone, a source of dietary
fiber. We investigated the effects of aleurone, fermented with fecal slurries with the addition
of the probiotics LGG and Bb12 (aleurone +), on cell growth, apoptosis and differentiation as
well as expression of genes related to growth and apoptosis using two different human colon
cell lines (HT29: adenocarcinoma cells; LT97: adenoma cells).

The efficiency of fermentation of aleurone was only slightly enhanced by the addition
of LGG/Bb12 resulting in an increased concentration of butyrate. In LT97 cells the growth
inhibition of aleurone + was stronger than in HT29 cells. In HT29 cells, a cell cycle arrest in
Go/G; and the alkaline phosphatase activity, a marker of differentiation, were enhanced by
the fs aleurone +. Treatment with all fermentation supernatants resulted in a significant
increase in apoptosis and an up-regulation of genes involved in cell growth and apoptosis
(p21 and WNT2B).

In conclusion, fs aleurone + modulated markers of cancer prevention, namely inhibition

of cell growth and promotion of apoptosis as well as differentiation.
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Introduction

Daily consumption of dietary fiber may result in a growth stimulation of health
promoting bacteria such as lactobacilli and bifidobacteria in the human gut. This modulation
of the gut flora can increase the formation of fermentation products like short chain fatty
acids (SCFA), in particular butyrate, propionate and acetate, which may have beneficial
effects on intestinal metabolism and health (1). Especially butyrate may be a protective factor
against colorectal cancer by acting as a “cancer-suppressing type of agent” (2,3). While
butyrate is the major energy source for normal, non-transformed colon cells (4) and thus
enhances the survival of these cells (5), it inhibits growth of neoplastic cells, induces their
apoptosis and promotes a more differentiated phenotype in vitro (6).

The health-promoting potential of dietary fiber might be caused in part by prebiotic
properties. A prebiotic is defined as “a selectively fermented ingredient that allows specific
changes, both in the consumption and/or activity in the gastrointestinal microflora that
confers benefits upon host wellbeing and health” (7). Primarily growth of bacteria of the
genera Lactobacillus and Bifidobacterium are stimulated after consumption of prebiotic food.
These lactic acid producing bacteria are also commonly used as probiotics, which are defined
as “living microorganism which upon ingestion in certain numbers, exert health benefits
beyond inherent general nutrition” (8). Several mechanisms have been proposed for the
action of probiotics such as decreasing the levels of the fecal enzymes that may be involved
in the formation of carcinogens or reducing the intestinal pH and thereby preventing the
growth of harmful bacteria species (9). Recently, evidence has been gathered from animal
studies and several human intervention trials that a combination of prebiotics and probiotics,
called ‘synbiotics’, may be particularly effective in terms of colorectal cancer prevention (10-
12). The synergistic effects are characterized by improving the survival, implantation and

growth of newly added probiotic strains in addition to promoting the growth of existing
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beneficial strains in the colon (11). A synbiotic intervention with oligofructose-enriched
inulin as prebiotic and probiotic strains Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) as well as
Bifidobacterium lactis Bb12 (Bb12) altered certain colorectal cancer biomarkers such as
lowering the crypt proliferation index and the capacity of fecal water to induce necrosis in
colonic cells (13).

Particularly fructooligosaccharides, inulin, lactulose and resistant starch have been
shown to exert bifidogenic and therefore chemopreventive properties, but only few studies
have emphasized the prebiotic potential of more complex dietary fiber sources especially
from grains (14). Wheat grains contain high amounts of dietary fiber, primarily arabinoxylans,
and other physiologically relevant substances. The unicellular aleurone layer of the grain
forms the outer part of the endosperm and contains the major portion of the beneficial
compounds (dietary fiber, polyphenols) in a concentrated form (15). Animal studies (16) and
human intervention trials (17,18) have shown that wheat cereals as well as arabinoxylan
oligosaccharides may exert a prebiotic potential by increasing the proportion of bifidobacteria,
lactobacilli, or both in the gut and by modulating the microflora’s metabolism. Furthermore,
in vitro fermentation of arabinoxylan fractions isolated from the wheat grain increased the
populations of lactobacilli and bifidobacteria and probably other saccharolytic genera which
produce high levels of SCFA (19-22). Thus, it was of interest to obtain first results in vitro as
a starting point for the development of a functional food, containing wheat aleurone as a
dietary fiber source and a multispecies probiotic (LGG and Bbl12). Since several studies
provide evidence for multispecies probiotics, containing probiotic strains of more than one
genus, being more effective than individual strains (23), we decided to prefer a multispecies
probiotic rather than a monostrain probiotic. Previous work (24,25) showed that an in vitro
fermentation of wheat aleurone by fecal inoculum resulted in increased levels of active

metabolites such as SCFA, in particular butyrate, which were able to inhibit cell proliferation



104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

Borowicki 5

and to induce apoptosis as well as differentiation in two different colon cancer cell lines —
essential in vitro markers of inhibiting tumor progression.

The objective of this study was to find out whether an in vitro fermentation of aleurone
by fecal bacteria combined with probiotic strains LGG and Bbl2 would increase the
production of SCFA in a greater extent than the sole fermentation of aleurone by fecal
bacteria and therefore may enhance the functional value of wheat aleurone. Hence, we
analyzed the possible additional effects of aleurone, fermented after enrichment of the fecal
slurry with probiotics LGG and Bb12, on markers of colon cancer prevention, namely the
influence on cell growth, apoptosis and differentiation as well as expression of genes related
to growth and apoptosis in two different human colon cell lines representing an early (LT97)
and late (HT29) stage of carcinogenesis, respectively.

Altogether, this work will provide information on the potential anticarcinogenic
properties of wheat aleurone, fermented with fecal slurries with the addition of the probiotics,
and its specific role in prevention of tumor progression to give first hints in vitro for
developing a functional food consisting of a complex dietary fiber and a multispecies

probiotic.

Material and Methods

Dietary fiber sources and probiotics

European wheat aleurone was used as dietary fiber source (obtained from Kampffmeyer
Food Innovation GmbH (Hamburg, Germany)). Preparation of aleurone fraction (ASP-2
preparation with high purity) was done by Biihler AG (Uzwil, Switzerland) according to
Bohm et al. (26). To conserve the stability of the samples, aliquots were prepared and stored
in air- and light-proof flasks at 4°C. A mixture of probiotic strains was used to maximize

efficacy of microbial fermentation. Therefore, Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) from
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Valio (Helsinki, Finland) and Bifidobacterium lactis Bb12 (Bb12) from Christian Hansen
(Horsholm, Denmark) were used according to Rafter et al. (13). Both strains were available

as lyophilized highly viable powders (>log;o CFU/g product).

Digestion and fermentation of wheat aleurone supported by LGG/Bb12

To investigate the effects of wheat aleurone enriched with LGG and Bb12 on markers
of cancer prevention in colon cancer cell lines we used an affordable and easy to handle
fermentation model of the whole gastrointestinal tract according to described procedures of
Borowicki et al. (24) to generate fermentation supernatants (fs) which can be applied for cell
culture experiments. Wheat aleurone (0.5 g fermentable sample) and probiotic strains (LGG
and Bb12, each 3x10° CFU) were weighed and mixed thoroughly in 10 ml potassium
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0). Subsequently, the samples were digested and fermented in
vitro in duplicate using human fecal samples as a source of undefined bacteria. Fecal samples
from three different healthy adult Caucasian donors were pooled and diluted by adding five
parts of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) to one part of feces (v/w). The donors
consumed their normal diet without any restrictions. The use of nutritional supplements and
antibiotics was forbidden at least six months preceding the donation of feces. Altogether, four
fermentation samples were produced whereas all samples were fermented by fecal bacteria:
blank -: feces control; blank +: feces control plus LGG/Bb12; aleurone -: only aleurone and
aleurone +: aleurone plus LGG/Bbl2. The resulting fs of two fermentation series were
pooled to minimize the effects of individual nutrition and composition of the gut flora. The fs
were analyzed for the generated concentrations of SCFA by mass spectrometry (GC-MS) as
described elsewhere (24) and used to study their effects on markers of colon cancer

prevention in colon cell lines of different transformation stages.
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Cell lines and culture conditions

The culture conditions of the cell lines used (HT29 and LT97 human colon cells) have
been described in Glei et al. (27) and Knoll et al. (28). Passages 11-29 of HT29 cells and
passages 11-19 as well as 41-43 of LT97 cells were used for the experiments in this study. In
regular intervals a mycoplasma test (MycoAlert™ Detection Kit, Lonza, Switzerland) was
performed and contamination with mycoplasma was excluded.

For cell culture experiments, LT97 cells were incubated with the fs (2.5-20 %, v/v) 1-4
days after seeding in ninety-six-well plates (determination of cell growth), six-well plates
(determination of apoptosis) or T,s cell culture flasks (experiments on mRNA expression)
after reaching a confluence of 50-60 %. HT29 cells were seeded in ninety-six-well plates
(0.08x10° cells/well) for determination of cell growth, in six-well plates (1.5x10° cells/well)
to analyze AP activity and cell cycle distribution or in Tas flasks (3x10° cells/T,s flask) to
quantify mRNA expression. HT29 cells were grown for one day before exposition to the fs
(2.5-20 %, v/v). After incubation, LT97 and HT29 cells were trypsinized and suspended in
PBS. Viabilities and cell numbers were determined with a CASY cell counter (CASY®

model TT, Roche Innovatis AG CASY® technology, Bielefeld, Germany).

Determination of cell growth

After 24, 48 or 72 h incubation with the fs, the amount of DNA was quantified using
the DNA-specific fluorochrome 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) as described
previously as a relative measure of cell number (27). The results were calculated on the basis
of the medium control which was set to equal 100 %. The effective mean doses (ECsg) of the

fs that inhibited growth by 50 % were determined and expressed as percentage (%, v/v).
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Determination of cell cycle distribution

To quantify the distribution of cells between cell cycle phases, HT29 cells (2x10°
cells/sample) were stained with nuclear isolation medium-4,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (NIM-DAPI: 0.6 % Nonidet P40 and 10 pg/ml DAPI dissolved in PBS) and

intercalated DAPI was quantified by flow cytometry as described previously (24).

Determination of alkaline phosphatase activity

AP activity in the cell lysates of HT29 cells was measured using p-
nitrophenylphosphate (5 mM) as substrate according to a described procedure (25). The
amount of p-nitrophenol liberated was determined spectro-photometrically at 400 nm
(SectraFlour Plus, Tecan GmbH, Crailsheim, Germany). All values were based upon the

number of cells as has been described elsewhere (29).

Detection of apoptosis

To determine the level of apoptosis in both cell lines, 1x10° cells were stained with
annexin V-FITC as well as 7-amino-actinomycin D (7-AAD) in annexin V binding puffer
using the annexin V-FITC/7-AAD kit (Beckman Coulter, Krefeld, Germany) and quantified

by flow cytometry as described previously (24).

RNA extraction and mRNA expression analysis

Total RNA from LT97 and HT29 cells was isolated using the RNeasy mini kit
according the manufacturer’s manual (Qiagen, Hilden, Germany), dissolved in 50 ul of
RNase free water and stored at -20°C until further use. RNA was quantified and checked for
integrity as described previously (25). RNA quality was expressed as an RNA integrity

number (RIN). Only RNA samples with a RIN >9.0 were used for further experiments.
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The expression of selected target genes was analyzed with 2.5 pg of total RNA
converted into first-strand cDNA using SuperScript II (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and
an oligo(dT);».13 primer. Real-time qPCR was carried out using specific primer pairs and
qPCR GreenMaster (Jena Bioscience, Jena, Germany) as described before (25). The
following gene-specific primer sequences were used for the quantification: GAPDH (5'-
ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3" and 5'-CACTGTCTTGTACCCTTG-3"); DR5 (5'-
CCACCTGGACACCATATCTC-3" and 5'-TACAATCACCGACCTTGACC-3"); p21 (5'-
CACTGTCTTGTACCCTTGTG-3" and 5-CTTCCTCTTGGAGAAGATCAG-3"); WNT2B
(5'-TCATGCAGAAGTAGCCGA-3" and 5-ACACCGTAGTGGATGTTGTC-3"). All
primers  were  designed using the freely available  PerlPrimer v1.1.17
(http://perlprimer.sourceforge.net) software. The mRNA expression of the target genes was
calculated on the basis of the housekeeping gene GAPDH according to Pfaffl et al. (30). For
interpretation of all results, fold changes were calculated on the basis of the medium control

which was set to 1.0.

Statistical evaluation

Means and standard deviations (SD) were calculated from at least three independent
experiments. Differences were calculated by one- or two-way ANOVA, including Bonferroni
post test with selected pairs, using GraphPad Prism Version 5 for Windows (GraphPad
Software, San Diego California, USA). The one-way ANOVA was done to define differences
within one group if more than two concentrations were used. The two-way ANOVA was
used to define differences between two groups if more than two concentrations were used.
Otherwise comparisons of two groups were done with Student’s #-test. The statistical
analyzes used depended on the respective experimental design and are specified in the

legends to the figures and tables.
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Results

Analysis of the SCFA in the fs

The concentrations and the ratios of the three main SCFA (acetate, propionate and
butyrate) in the fs are listed in Table 1. The fermented aleurone samples, fs aleurone — and fs
aleurone +, contained 2.2-fold and 1.7-fold higher amounts of SCFA than their respective
blanks. The probiotics alone (fs blank +) also increased the SCFA concentration by 1.5-fold
compared with the fs blank — The specific cofermentation of aleurone with the probiotics (fs
aleurone +) only marginally increased the rate of produced SCFA (1.1-fold) compared to the
fs aleurone —. Noteworthy, in particular butyrate was increased 3.8-fold (fs aleurone —) and
2.1-fold (fs aleurone +) during fermentation of aleurone, and thus the ratio of SCFA shifted
from acetate to butyrate compared with the respective blanks. Addition of probiotics also
increased the amount of butyrate 2.3-fold in fs blank + compared to the fs blank —, but only a

slight effect (1.3-fold increase) was seen in comparison to fs aleurone —.

Modulation of cell growth by the fs in LT97 and HT29 cells

The effects of the fs aleurone + on cell growth of LT97 and HT29 cells were analyzed
using the DAPI assay. The treatment with all fs affected the cell number in a time- and dose-
dependent manner in both cell lines. After 24 h, the calculated ECs (effective concentrations
leading to a reduction of 50 % in cell number) was not detectable for any fs whereas after
48 h, ECso ranged from 4.2 % to 10.8 % for LT97 and from 9.5 % to 16.9 % for HT29 cells,
respectively (Table 2). In LT97 cells a significant decrease in cell number was already
observed after 24 h of treatment with all fs, whereas the number of HT29 cells was only
significantly reduced after 48 h of exposure (data not shown). Generally, the growth-
inhibiting effects of the fs were stronger in LT97 adenoma cells than in HT29 carcinoma cells.

However, after 48 h and 72 h of treatment, the fermented aleurone (fs aleurone —) and
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aleurone enriched with probiotics (fs aleurone +) reduced cell growth more effectively than
the respective fs blank — and fs blank + in both cell lines. In LT97 cells, even after 24 h of
exposure the fs aleurone — and the fs aleurone + were more effective than their blanks (data
not shown). In addition, in LT97 cells the fs blank — was less effective than the fs blank +.
Addition of probiotics resulted in a slight but significant augmentation of growth inhibition of

both cell lines after 72 h.

Modulation of the cell cycle by the fs in HT29 cells

The antiproliferative effects of the fs on HT29 cells were further characterized by
determination of the cell cycle distribution, a relevant marker of cancer prevention. A dose-
dependent Go/G; block was observed after treatment with the fs aleurone + after 24 h of
exposure (Fig. 1) and 48 h (data not shown), respectively. This increase of cells in the Go/G;
phase was accompanied by a decrease of cells in the S and G,/M phase, as expected. In
contrast, after 24 h treatment with the fs blank — but not after 48 h a significant decrease of
cells in Go/G; was observed. Enrichment with probiotics (fs aleurone +, 10 %) resulted in a
slight, but significant additional inhibition of cell cycle progression caused by a cell cycle
arrest in G¢/G; in comparison to fs aleurone — (10 %). The addition of probiotics (fs blank +)
induced a cell cycle arrest in the G¢/G; phase only at a concentration of 10 %, but on a
significantly lower level than the fs aleurone +. Butyrate (4 mM), which was used as a
positive control, also significantly arrested the cells in the Go/G; phase of the cell cycle in a

similar manner as fs aleurone + after 24 h and 48 h, respectively (data not shown).

Induction of alkaline phosphatase by the fs in HT29 cells
Tumor cells have lost the ability to respond to some or all of the factors regulating
differentiation resulting in less differentiated cells. Thus, the fs were used to analyze the

effect on AP activity, a marker of colonocyte differentiation, in the cell lysates of HT29
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adenocarcinoma cells. The fs aleurone + (10 %) significantly induced AP activity 1.6-fold
after 48 h and 2.8-fold after 72 h and was more effective than the respective fs blank which
modulated the AP activity primarily after 72 h on a significant lower level (Fig. 2). Even after
72 h of exposure, the fs blank + affected AP activity more than fs blank — whereas the
probiotics (fs aleurone +) had no additional influence. Butyrate (4 mM), which was used as a
positive control, also significantly induced the AP activity after 48 h (1.7-fold) and 72 h (1.9-

fold), respectively.

Induction of apoptosis by the fs in LT97 and HT29 cells

Next, the effects of the fs on another relevant marker of cancer prevention, namely
induction of apoptosis, were analyzed by Annexin-V FITC/7-AAD staining and flow
cytometry. The basal levels of early apoptotic cells detected in LT97 cells were
7.54 % + 2.50 % after 24 h and 9.08 % + 4.93 % after 48 h, respectively. In HT29 cells, the
basal levels of early apoptotic cells were 2.56 % +0.85% after 24h as well as
4.22 % £ 0.21 % after 48 h. All fs including the fs blank — as feces control induced the level
of early apoptotic cells time-independently in both cell lines (Fig. 3), whereas the fs were
more efficient in LT97 cells (2.4-3.3-fold increase in apoptosis) than in HT29 cells (1.8-2.6-
fold increase in apoptosis). The effects of fermented aleurone and the respective blank were
comparable. Addition of probiotics did not modulate the effects of the fs on apoptosis.
However, in HT29 cells, an incubation with fs aleurone + for 48 h increased the apoptosis
inducing effect of fs aleurone — by trend (P=0.1). The positive control butyrate (10 mMm)
significantly induced the level of apoptotic cells after 24 h (LT97: 29.67 % + 8.31 %; HT29:

5.98 % +0.17 %) and 48 h (LT97: 41.30 % + 4.53 %; HT29: 9.55 % + 1.34 %), respectively.
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Effect of the fs on mRNA expression of selected target genes in LT97 and HT29 cells

To obtain information about effects of the fermented aleurone (fs aleurone +) on further
markers of chemoprevention, the mRNA expression of selected genes, involved in pathways
of cell cycle regulation (p21), apoptosis (DR5), or both events (WNT2B) was investigated in
LT97 and HT29 cells (Table 3).

In LT97 cells, p21 was induced significantly by the fs aleurone — and non-significantly
by the fs aleurone + in comparison to the medium control. The fs aleurone — was more
effective than the respective blank which did not modulate mRNA expression. In HT29 cells,
p21 expression was significantly increased by all fs compared to the medium control and by
fs aleurone — in comparison to the corresponding fs blank —. Enrichment with the probiotic
strains did not further influence the mRNA expression of p2/. In general, regulation of p21
expression was less pronounced in LT97 adenoma cells than in HT29 adenocarcinoma cells.

Neither in LT97 nor in HT29 cells was the DR5 mRNA expression significantly
modulated compared to the medium control. In LT97 cells, a slight decrease in mRNA
expression of DR5 was observed for both fs blank +, whereas treatment with fs aleurone —
and fs aleurone + resulted a marginal increase of DR expression in both cell lines.

In LT97 cells, the mRNA expression level of WNT2B was not modulated by all fs
compared with the medium control, whereas in HT29 cells all fs induced WNT2B. The
fermented aleurone (fs aleurone —) and aleurone enriched with probiotics (fs aleurone +) were
of equal potency in inducing WNT2B mRNA expression and were significantly more

effective than the respective blanks.

Discussion

Probiotics and prebiotics modify the human gut microflora by enhancing concentrations

of beneficial bacteria species such as Lactobacillus and Bifidobacterium and diminishing the
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levels of harmful microorganisms (11). The consumption of probiotics, prebiotics or a
combination of both (synbiotics) represents a novel prospect to improve public health.
Hereby, the process of carcinogenesis might be diminished or inhibited by modulation of the
immune function, binding of potential food carcinogens, reducing bacterial enzymes which
metabolize precarcinogenic compounds and increasing concentrations of beneficial SCFA in
the colonic lumen (10,14).

Therefore, the present work was conducted to analyze if a combination of a complex
dietary fiber source (wheat aleurone) and a multispecies probiotic (LGG and Bb12) may
enhance the functional value of the sole fiber and if generated fs are able to modulate markers
of tumor progression in vitro. Detection of relevant effects in vitro may provide first hints as
starting points for the development of a functional food which could favorably influence
intestinal health.

The present study provides evidence for an increased production of SCFA during the in
vitro fermentation of wheat aleurone by the colonic microflora obtained from fecal slurries.
Primarily the ratio of the SCFA shifted from acetate to butyrate during bacterial degradation
of fermentable material, mainly arabinoxylans, comparable to previous results (24). The
efficiency of the fermentation of wheat aleurone was only slightly enhanced by the addition
of the probiotic strains LGG and Bb12 indicated by an increased concentration of butyrate.
This demonstrates that the indigestible compounds of the aleurone might be metabolized by
the probiotic strains in vitro as was previously demonstrated by others (19,20,22) yielding in
augmented amounts of acetate. The generated SCFA caused a lower luminal pH which may
be caused by an induced growth of acidophilic bacteria species. These intestinal
microorganisms produce mainly lactate and acetate which are metabolized by microbial
butyrate producers, in particular by genera of Roseburia and Faecalibacteria (1). Therefore,
the additional fermentation by the probiotic strains LGG and Bb1l2 may have indirectly

increased butyrate production. It was shown that butyrate inhibits growth of neoplastic cells
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and induces apoptosis as well as differentiation in vitro (6). Hence, the augmented butyrate
production might be inversely associated with the progression of colorectal cancer (31).

Thus, the present experiments were performed to investigate if the increased amounts
of butyrate in the fs of aleurone enriched with LGG/Bb12 (fs aleurone +) could modulate the
effects of fermented aleurone (fs aleurone —) on markers of chemoprevention in cultured
human cell lines representing an early and late stage of colon carcinogenesis. In the present
study we found a significant time- and dose-dependent growth inhibition in both cell lines by
the fs blank +, fs aleurone — and fs aleurone + which may result primarily from the increase
in SCFA, in particular in butyrate, after fermentation of dietary fibers. Hence, the inhibitory
properties of the samples were in the order of fsaleurone + > fs aleurone —
>> {5 blank + > fs blank — analogous to the amount of the contained SCFA (Table 1). These
results are in line with other findings, since a synbiotic product consisting of oligofructose-
enriched inulin and bacterial strains LGG and/or Bb12 tended to inhibit the growth of HT29
cells more effectively than a prebiotic product without probiotics (29) and tended to lower the
crypt proliferative index in rats (32) and in polyp patients (13). Moreover, probiotics such as
Bifidobacteria themselves can have an antiproliferative activity in colon cancer cells in vitro
(33) and in vivo (34) even though the underlying mechanisms are not yet completely
understood. However, the feces control (fs blank —) also reduced the growth of LT97 and
HT29 cells, although on a much lower level than the fs aleurone. Thus, the feces control may
contain other so far unidentified metabolites which are probably part of the fecal inoculum
and can inhibit cell growth as we have demonstrated previously (24).

Our data show that the growth-inhibitory effect is more efficient in adenoma than in
adenocarcinoma cells, particularly after 48 h of exposure to the fermented samples, similar to
earlier results (24,35,36). These findings may be a result of a reduced butyrate uptake caused

by a downregulation of butyrate transporters in carcinoma compared to adenoma cells (31).
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Altogether, this may have a relevant impact on chemoprevention, since particularly the
survival of preneoplastic cells could be efficiently reduced by increased levels of butyrate.

The antiproliferative activity of the fermented aleurone was caused by an arrest of the
cells in the Go/G; phase of the cell cycle. It has been demonstrated before that this arrest by
fermentation samples is most likely caused by the contained butyrate (24). An arrest in the
Go/G; phase of the cell cycle by butyrate has been shown in several colon cancer cell lines
(37). In the present finding, the following order for concentrations of butyrate was found:
fs aleurone + > fs aleurone — >> fs blank + > fs blank —. Since both the inhibition of cell
growth and the induction of a G¢/G; arrest in HT29 cells were influenced in the same order,
the effects seem to be related to the butyrate contained in the different fs. The addition of the
probiotic strains to the fermentation of wheat aleurone increased the effects on cell survival
(only after 72 h) and cell cycle progression only slightly, but significantly.

Next to the inhibition of cell growth, the promotion of differentiation and the induction
of apoptosis are other appreciable mechanisms to prevent tumor progression (2). We
previously showed that a treatment with fermented aleurone induced differentiation and
apoptosis in HT29 adenocarcinoma cells whereas only apoptosis was induced in LT97
adenoma cells (24). The activity of the brush border enzyme AP is a marker of cell
differentiation and is thus only slightly active in neoplastic cells (38). In addition to dietary
fibers (24) probiotic strains such as Bifidobacteria have also been shown to increase the AP
activity in colon cancer cells (33). A synbiotic product consisting of oligofructose-enriched
inulin and bacterial strains LGG and/or Bb12 enhanced AP activity in a more favorable
manner than a prebiotic source mainly based on the amount of produced butyrate (29). In the
present experiments, the fs of the combination of aleurone and probiotics (LGG and Bb12)
promoted the AP activity in HT29 cells similar to the sole fermented aleurone and to butyrate
(4 mM) indicating that higher concentrations of butyrate found in the fs aleurone + (3 mMm)

could not enhance the effect in comparison to the fs aleurone — (2.4 mM). The fs of the
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probiotic (fs blank +; 1.4 mM butyrate) still had a significantly higher impact on AP activity
than the feces control (blank —; 0.6 mM butyrate). The augmented AP activity in the HT29
adenocarcinoma cells demonstrates the potency of butyrate as a differentiating agent in the fs
which might be one mechanism of preventing tumor progression in vitro.

Apoptosis is a physiological process of selected cell deletion and thus important for
prevention of tumor progression, if activated in cancer cells. Several animal studies
demonstrated a proapoptotic potential of prebiotics (39,40) and primarily of synbiotics
(41,42) whereby the impact on apoptosis was attributed to the fermentation-mediated
production of luminal butyrate.

Here, all fs were of equal potency in inducing apoptosis in both cell lines. This
indicates that the addition of aleurone to the fermentation did not increase the effects of the fs
on apoptosis. Opposed to this, previous investigations on the proapoptotic activity
demonstrated an increased effect of fermented aleurone compared to the feces control (24,25).
This discrepancy might be a result of the varying composition of the fecal inoculum, since for
every experiment fresh feces of three healthy donors was used. Therefore, ingredients of the
fecal inoculum themselves might have affected the level of apoptotic cells and may have
masked the proapoptotic effect of fermented aleurone on cells.

The mechanisms of anticarcinogenic effects of butyrate possibly involve the regulation
of gene expression as a consequence of histone deacetylases inhibition (31). It was assumed
that cancer prevention by fermented dietary fiber sources can be mainly attributed to the
contained butyrate (29,35,36). To analyze the effects of fs on gene expression, we have
selected three relevant target genes, which are involved in cell cycle regulation (p217) and
apoptosis (DR5) or are associated with both processes (WNT2B), and are known to be targets
of butyrate (37,43,44) to obtain more detailed information about the protective capability of

the fs aleurone =+.
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The cell cycle inhibitor p27 was induced on the mRNA level by the fs aleurone + more
than by the respective blank. Thus, the demonstrated arrest of the cell cycle in G¢/G; and the
inhibition of cell growth by the fs may be caused by a modulated expression of the p21
protein. However, the feces control also enhanced p2/ mRNA expression in HT29 cells
indicating that additional factors might be present in the fs bearing an effect on gene
expression. Since the feces control failed to induce a Go/G; block, the modulation of p27 on
the mRNA level is most likely not solely responsible for the cell cycle modulation.

Furthermore, it was shown that all fs were able to increase apoptosis but this effect was
not accompanied by an upregulation of DRS5 on the mRNA level. Since Kim et al. reported an
increased expression of DRS5 in butyrate (4 mM) treated HT29 cells (43), the butyrate
concentrations contained in the fs (0.3-3 mM) might be too low to have an influence on
mRNA expression of DR5. Furthermore, other underlying mechanisms such as modulation of
the intrinsic pathway might be responsible for the proapoptotic effect of the fs as was
documented for butyrate as well (45).

One explanation how the fs could act proapoptotic might be by inducing the WNT
signaling pathway as was documented previously after exposure to butyrate (46). Although
the WNT signaling pathway is already constitutively activated in the majority of colorectal
cancers by a mutation of the APC gene (44), a hyperactivation of the WNT signaling pathway
in butyrate treated colon cancer cells is a required event to achieve high levels of apoptosis in
these cells (46). Therefore, the induction of WNT2B mRNA expression might be associated
with the butyrate contents of the fs, since the fs aleurone — and the fs aleurone + had a higher
impact than the respective blank — and blank +, respectively. However, enhanced
upregulation of WNT2B after treatment with the fs aleurone + compared to the respective
blank did not result in an increased level of apoptotic cells. Furthermore, the higher impact of

the fs on the induction of apoptotic cells in LT97 cells was not associated with an
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upregulation of WNT2B. Hence, other mechanisms seem to be involved in the proapoptotic
activity of the fs.

In conclusion, this study provides interesting insights how fermentation products of
wheat aleurone favorable influence markers of cancer prevention in vitro. In addition, the
functional value of wheat aleurone was slightly increased by the probiotic strains resulting in
an enhanced efficiency of fermentation. Since multispecies probiotics have shown several
health-promoting and anticarcinogenic effects in vivo (23), the development of a functional
food containing wheat aleurone as a dietary fiber source combined with a multispecies
probiotic might be an effective strategy to enhance intestinal health and to reduce the risk of

getting colon cancer in humans.
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Legends to the tables

Table 1 Concentrations and ratios of the SCFA in fs after in vitro fermentation of

aleurone — and aleurone + and respective blanks

Table 2 ECso (%, v/v) of the fs determined in LT97 (n 4) and HT29 (n 3) cells

Table 3 Modulated mRNA expression of p21, DR5 and WNT2B in LT97 (n 3) and
HT29 (n 3) cells treated with fs (5 % or 10 %) for 24 h. Results are presented
as fold changes which were calculated on the basis of the medium control

which was set to 1.0

Legends to the figures

Fig.1 Effects of fermentation supernatants (fs; 0 % (0), 5 % (=) and 10 % (m)) on cell cycle
phases (Go/Gy; S; G/M) in HT29 cells after treatment with fs blank —, fs blank +, fs
aleurone — and fs aleurone + for 24 h. Cell cycle was assessed by intercalation of DAPI into
DNA and quantification by flow cytometry. Values are means with their standard deviations
depicted by vertical bars (n 3). One-way ANOVA and Bonferroni post test with selected pairs
were used to calculate the differences from the medium control (a P<0.05) and two-way
ANOVA with post tests was used to determine the differences from the respective blank

(b P<0.05) and from the sample without probiotics (¢ P<0.05).
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Fig. 2 Effects of fermentation supernatants (fs, 10 %) on alkaline phosphatase activity in
HT?29 cells after treatment with fs blank —, fs blank +, fs aleurone — and fs aleurone + for 48 h
(o) and 72h (m) as a marker of differentiation. The enzyme activity was assessed by
measuring the amount of liberated p-nitrophenol. One unit is defined as the activity that
hydrolyzes 1 umol of substrate per minute at 37 °C. Values are means with their standard
deviations depicted by vertical bars (z 3). Student’s ¢-test was used to calculate the differences
from the medium control (a P<0.05), from the respective blank (b P<0.05) and from the
sample without probiotics (¢ P<0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only

(P=0.06).

Fig. 3 Effects of fermentation supernatants (fs, 5 % or 10 %) on early apoptosis in LT97 and
HT?29 cells after treatment with fs blank —, fs blank +, fs aleurone — and fs aleurone + for 24 h
(D) and 48 h (m). Apoptosis was assessed by binding of annexin V and exclusion of 7-AAD.
Values are means with their standard deviations depicted by vertical bars (n 3). Student’s #-
test was used to calculate the differences from the medium control (a P<0.05) and from the

respective blank (b). Parentheses denote that effects vary by trend only (P<0.1).
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Table 1
"SCFA (mM) ratio of SCFA (%)
acetate propionate  butyrate
fs blank — 12.80 5.90 6.27 51:24:25
fs blank + 14.63 7.98 14.21 40:22:38
fs aleurone — 20.71 11.20 23.80 37:20:43
fs aleurone + 21.59 12.01 29.73 34:19:47

fs, fermentation supernatant; blank, feces control; SCFA, short chain fatty acids

"Because fs from two fermentations were pooled, only one determination in triplicate could be
conducted. A statistical analysis was therefore not possible.

—Indicates an in vitro fermentation without addition of probiotic strains LGG and Bb12

+ Indicates an in vitro fermentation with addition of probiotic strains LGG and Bb12
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Table 2
"ECso (%, V/V)
LT97 HT29
48 h 72 h 48 h 72 h
fs blank — 10.8+1.7 11.6£1.2 16.4+2.4 d 12.4+0.7 d
fs blank + 7.6£0.5 ¢ 7.6£0.6 ¢ 16.9+2.7 d 11.5+0.7 d
fs aleurone —  5-1£09 b 5.1+40.5 b 11.5£2.0 (b),d 7.3+0.3 bd
42+0.7 b 4.0+0.5 b,c 9.5404 bd 5.9+04 b,c,d

fs aleurone +

fs, fermentation supernatant; blank, feces control

29

"ECs, is defined as effective concentration at which cell number decreased to 50 % of viable

cells.

Student’s #-test was used to calculate the differences from the respective blank (b P<0.05)

and from the sample without probiotics (¢ P<0.05) as well as the differences between LT97

and HT29 cells (d P<0.05). Parentheses denote that effects vary by trend only (P<0.06).

— Indicates an in vitro fermentation without addition of probiotic strains LGG and Bb12

+ Indicates an in vitro fermentation with addition of probiotic strains LGG and Bb12



Table 3
LT97 (5 % fs) HT29 (10 % fs)
fs blank — 1.10+0.38 10.57+2.11 a
fs blank + 1.22+0.60 13.41+3.10 a
p21
fs aleurone — 2.05+0.37 ab 17.75+0.00 a,b
fs aleurone +  2.23+0.66  (a) 18.12+5.44 a
fs blank — 0.75+0.28 1.04+0.28
fs blank + 0.60+0.23 1.16+£0.22
DR5
fs aleurone — 1.32+0.44 1.59+0.62
fs aleurone + 1.46£0.62  (b) 1.60+0.61
fs blank — 0.68+0.46 3.99+0.62 a
fs blank + 1.17+0.79 7.09+2.52 (a)
WNT2B
fs aleurone — 2.15+1.31 14.32+2.99 a,b
fs aleurone + 1.60+1.44 15.54+3.60 a,b

Borowicki
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fs, fermentation supernatant; blank, feces control

Student’s #-test was used to calculate the differences from the respective medium control
(a P<0.05) and from the respective blank (b P<0.05). Parentheses denote that effects vary by
trend only (P<0.1).

— Indicates an in vitro fermentation without addition of probiotic strains LGG and Bb12

+ Indicates an in vitro fermentation with addition of probiotic strains LGG and Bb12
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3. Weitere Ergebnisse

3.1. Bestimmung der Konzentration ausgewihlter Fermentationsmetabolite nach
einer in vitro Fermentation von Synergyl sowie von Aleuron angereichert mit

LGG/Bb12

Im menschlichen Dickdarm werden unverdauliche Nahrungsbestandteile durch
die bakterielle Darmflora partiell oder vollstindig metabolisiert. Hierbei kann eine
Vielzahl an unterschiedlichen Fermentationsmetaboliten entstehen. Insgesamt wurden
fiir die vorliegenden Untersuchungen drei Fermentationsserien durchgefiihrt (Tab. 2).
Im Anschluss an die in vitro Fermentation wurden die FU einer Fermentationsserie
vereinigt, um den Einfluss einer individuellen Erndhrung der Fizesspender zu
vermindern. So war es nicht mdglich, die Ergebnisse der Analytik statistisch

auszuwerten.

Tab. 2 Erladuterung der durchgefiihrten Fermentationsserien

Fermentierte Substanzen

Fermentation I Europidische Weizenfraktionen (Aleuron, Kleie, Mehl)
Fermentation 11 Europiisches und amerikanisches Weizenaleuron, Synergyl
Fermentation I1I Europdisches Weizenaleuron mit Zusatz von LGG/Bb12

Die Fermentationsiiberstinde der einzelnen Weizenfraktionen (Fermentation I,
IT) wurden hinsichtlich ausgewihlter Inhaltsstoffe (SCFA, Gallensduren, Ammoniak)
analysiert (Publikation II). Dariiber hinaus wurden vergleichend im FU der
Referenzsubstanz Synergyl dieselben Parameter bestimmt (Fermentation II). Die
Konzentration an SCFA wurde nach einem Verfahren von Wang et al. [127] mittels
GC-MS, der Gehalt an Gallensduren nach Burkhardt et al. [128] mittels HPLC-MS
quantifiziert. Die Konzentrationsbestimmung Ammoniaks erfolgte kolorimetrisch
mittels Berthelot-Reaktion [129].

Die in vitro Fermentation von Synergyl fiihrte in gleicher Weise wie die von
Aleuron (Publikation II) zu einem deutlich erhohten Gehalt an Acetat, Propionat und
Butyrat, wobei im Vergleich zum FU Blank (Fizeskontrolle) das Verhiltnis der SCFA
zugunsten von Butyrat verschoben wurde (Tab. 3). Sowohl die Konzentration der

primdren Gallensdure Cholsdure (CA) als auch der Gehalt an der sekundéren
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Gallensdure Deoxycholsdure (DCA) konnte durch die Fermentation von Synergyl
gesenkt werden. Die Konzentration an Ammoniak im FU Synergyl war um ein
Dreifaches niedriger als im FU Blank.

Tab.3 Konzentrationen an SCFA, deren Verhiltnis sowie Konzentrationen an Gallensduren und

Ammoniak im Fermentationsiiberstand Synergyl. SCFA, kurzkettige Fettsduren; CA, Cholsédure;
DCA, Deoxycholséure

SCFA [mM] Verhéltnis Gallensduren [uM] ~ Ammoniak
Acetat  Propionat Butyrat SCFA [%] CA DCA [mMm]
Synergy1 31,78 7,09 25,19 50:11:39 0,16 4,11 3,95

Dariiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob eine gezielte
Kofermentation des Weizenaleurons mit den probiotischen Kulturen (LGG und Bb12)
die Konzentration an tumorpromovierenden Darmfermentationsprodukten (DCA,
Ammoniak) weiter senken kann (Fermentation III). Die erhohte Bildung der SCFA ist
in Publikation IV aufgefiihrt.

Bereits die Fermentation von Aleuron durch fikale Bakterien (Aleuron —) fiihrte
zu einer deutlichen Senkung der Konzentration an DCA (6,1-fache Senkung) (Tab. 4)
vergleichbar den Ergebnissen der ersten beiden Fermentationsserien (Publikation II).
Durch die Kofermentation von Weizenaleuron mit den Probiotika LGG/Bb12 und den
fdkalen Darmbakterien (Aleuron +) konnte die Bildung von DCA weiter gesenkt
werden (2,8-fache Senkung). Die alleinige Gabe der Probiotika fiihrte ebenfalls zu
niedrigeren DCA-Gehalten (4,1-fache Senkung) im Vergleich zur Fazeskontrolle. Die

primire Gallensiure CA wurde in keinem FU nachgewiesen.

DCA Ammoniak Tab.4 Konzentrationen an Gallensiuren und Ammoniak
in den Fermentationsiiberstanden der Fermentation III.

[um] (mm] DCA, Deoxycholséure
Blank — 30.70 16.33 — bedeutet, dass die in vifro Fermentation ohne Zugabe der
’ ’ probiotischen Stimme LGG/Bb12 durchgefiihrt wurde.
Blank + 747 12,96 + bedeutet, dass die in vitro Fermentation unter Zugabe der
Aleuron — 5,02 22.42 probiotischen Stimme LGG/Bb12 durchgefiihrt wurde.
Aleuron + 1,81 20,58

Die Ammoniakkonzentration im FU nahm durch die Fermentation des Aleurons
(Aleuron —) im Vergleich zum FU Blank — um das 1,4-fache zu. Die Zugabe der
Probiotika fiihrte zu niedrigeren Konzentrationen an Ammoniak im FU Blank + (1,3-

fache Senkung) und im FU Aleuron + (1,1-fache Senkung).
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Weiterhin wurde untersucht, mit welcher Kinetik die Fermentationsmetabolite
wiéhrend der Dickdarmsimulation gebildet werden. So wurde eine erneute in vitro
Fermentation durchgefiihrt, wobei nach verschiedenen Zeitpunkten (0, 2, 4, 8, 16, 24 h)
die Entnahme von Aliquoten erfolgte (Tab. 5).

Tab.5 Kinetik der SCFA-Konzentrationen, deren Verhiltnisse sowie der Konzentrationen an
Gallensiuren und Ammoniak in den Fermentationsiiberstanden. SCFA, kurzkettige Fettsduren; CA,
Cholsdure; DCA, Deoxycholsdure; n.n., nicht nachweisbar

— bedeutet, dass die in vitro Fermentation ohne Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl2
durchgefiihrt wurde.
+ bedeutet, dass die in vitro Fermentation unter Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl12
durchgefiihrt wurde.

SCFA [mM] Verhiltnis Gallensduren [uM]  Ammoniak
Acetat  Propionat  Butyrat = SCFA [%] CA DCA [mM]
Blank — 13,02 4,32 4,23 60:20:20 10,7 42,39 13,78
oh Blank + 15,50 4,65 5,49 59:19:22 0,62 20,63 12,23
Aleuron— 18,48 6,23 7,83 57:19:24 0,56 21,88 13,48
Aleuron + 18,74 4,87 4,97 66:17:17 0,37 9,36 12,40
Blank — 10,68 2,48 2,33 69:16:15 0,75 45,48 16,97
Blank + 17,85 6,96 10,92 50:19:31 0,29 14,58 11,57
2h Aleuron— 22,32 8,36 10,73 54:20:26 n.n. 17,30 19,14
Aleuron + 26,09 9,07 15,41 52:18:30 0,16 2,86 19,31
Blank — 10,52 2,64 1,83 70:18:12 n.n. 37,29 18,37
Blank + 18,75 7,62 12,81 48:19:33 n.n. 15,19 11,24
4h Aleuron— 21,60 9,42 12,55 49:22:29 n.n. 12,49 23,69
Aleuron + 26,76 10,75 17,21 49:20:31 n.n. 3,11 16,93
Blank — 12,53 4,54 4,08 59:22:19 nn. 41,81 20,65
Blank + 20,72 8,93 13,47 51:24:25 n.n. 13,70 15,47
sh Aleuron— 26,92 11,19 14,64 51:24:25 n.n. 5,67 30,01
Aleuron + 28,25 11,13 17,83 49:20:31 n.n. 2,92 21,76
Blank — 13,79 5,91 5,19 55:24:21 n.n. 40,53 24,72
Blank + 14,16 7,29 11,32 43:22:35 n.n. 12,48 23,04
ton Aleuron— 30,99 14,57 17,93 49:23:28 n.n. 2,94 31,16
Aleuron + 31,17 13,80 19,85 48:21:31 n.n. 1,63 21,74
Blank — 17,50 8,24 7,44 53:25:22 n.n. 37,20 28,29
Blank + 17,03 9,23 13,23 43:23:34 n.n. 7,57 24,13
24h Aleuron— 27,19 13,78 11,59 52:26:22 n.n. 7,79 43,66

Aleuron + 27,86 13,19 18,66 47:22:31 n.n. 1,60 31,21
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Bereits im FU des Ausgangsmaterials (Fizes) wurden SCFA nachgewiesen
(~20 mM). Schon nach einer zweistiindigen Dickdarmsimulation von Aleuron konnte
die Bildung zusitzlicher SCFA nachgewiesen werden. Eine Fermentation der
Fézeskontrolle ohne Probiotika steigerte den Gehalt an SCFA ebenfalls geringfiigig,
allerdings war dieser Effekt erst nach 16 h detektierbar. Durch die Zugabe der
Probiotika wurde die Bildung deutlich beschleunigt.

Die Konzentration an DCA verringerte sich zeitabhingig. Bereits zu Beginn der
Dickdarmsimulation waren fiir Aleuron— und Aleuron+ 1,9-fach bzw. 2,2-fach
niedrigere Gehalte nachzuweisen als fiir die jeweiligen Fiazeskontrollen. Eine Zugabe
der Probiotika unterstiitzte diese Wirkung.

Zu Beginn der Dickdarmsimulation (0h) war in allen FU Ammoniak
nachweisbar. Die zeitabhingige Ammoniakproduktion durch die Fiazesbakterien konnte

durch die Zugabe der Probiotika verringert werden.

3.2. Bestimmung des antioxidativen Potentials und Quantifizierung der
Ferulasiure

Die gesundheitsfordernden Effekte von Vollkornprodukten sind hauptsidchlich
auf ihren hohen Gehalt an Ballaststoffen zuriickzufiihren, allerdings enthalten sie neben
Ballaststoffen auch andere physiologisch relevante Inhaltsstoffe z. B. sekundére
Pflanzenstoffe [130]. Wie bereits im Kapitel 1.6.1 erwédhnt, sind diese
Phytoprotektanten, iiberwiegend gebundene Ferulasdure verestert mit Arabinoxylanen,
im Weizen vor allem in der Aleuronfraktion angereichert.

Im Rahmen des Verbundprojektes ,,Triple Plus Functional Food* wurden am
Max Rubner-Institut in Detmold die Analysen zur Bestimmung des antioxidativen
Potentials (Methode nach Folin-Ciocalteu) und zur Quantifizierung der Ferulasiure
(GC-MS nach Ethanol- bzw. alkalischem Aufschluss) sowie die Bestimmungen zur
Stabilitdit der Ferulasdure (GC-MS nach Essigsdureethylester-Extraktion) in den
Ausgangsstoffen, den FU und den Fermentationspellets, durchgefiihrt.
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3.2.1. Bestimmung des antioxidativen Potentials und des Gehalts an Ferulasiure

in den Getreidemustern

Die einzelnen Weizenfraktionen der Getreidemuster — Vollkornmehl, Kleie und
Aleuron — wiesen unabhidngig von der Weizensorte eine unterschiedlich hohe
antioxidative  Kapazitit  auf, ausgedriickt als  Gesamtphenolgehalt in
Gallussduredquivalenten (GAE). Das hochste Potential war innerhalb der Aleuron-
fraktion zu verzeichnen, gefolgt von der Kleiefraktion (Tab. 6). Die Vollkornmehle
hatten die niedrigste antioxidative Kapazitéit. Der Gehalt an gesamter Ferulasdure folgte
einem dhnlichen Muster: die Aleuronfraktion enthielt die hochsten Mengen an
Ferulasdure, die Mehle den niedrigsten Gehalt an gesamter Ferulasdure.
Interessanterweise war der Anteil an freier Ferulasdure in allen Fraktionen vergleichbar.
Das antioxidative Potential korrelierte demzufolge mit dem Gehalt an gesamter,
tiberwiegend gebundener Ferulasdure.

Tab. 6 Gehalts an Gallussidureiquivalenten (GAE) sowie gesamter und freier Ferulasiure in den
Getreidemustern des Weizens. EU: europiisch, US: amerikanisch

GAE Ferulaséure, Ferulasdure,
[mg/g] gesamt [pg/g] frei [ug/g]

Aleuron 3,30 4800,00 16,67

EU Mehl 0,90 830,00 16,27
Kleie 1,80 3540,00 17,56

Aleuron 2,90 4360,00 17,67

UsS Mehl 1,00 800,00 14,80
Kleie 1,70 3420,00 19,56

3.2.2. Bestimmung des antioxidativen Potentials und des Gehalts an Ferulasidure

in den Fermentationsiiberstinden und Fermentationspellets

Eine Auswahl der Getreidemuster wurde einer in vitro Fermentation unterzogen,
um den Einfluss der mikrobiellen Fermentationsmetabolite auf verschiedene Endpunkte
der Sekundirprivention in humanen Kolonzellen zu untersuchen. Neben der
Bestimmung der Konzentration an SCFA, Gallensduren und Ammoniak wurde das
antioxidative Potential (Gesamtphenolgehalt) sowie der Gehalt an Ferulasdure in den
FU und zum Teil in den Fermentationspellets (Fermentation I1I) analysiert.

Interessanterweise enthielten die FU der Fizeskontrollen (Blank) den hdchsten

Gesamtphenolgehalt (Tab. 7). Im FU Synergyl, der fermentierten Referenzsubstanz,
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waren die niedrigsten Konzentrationen zu verzeichnen. Innerhalb der Weizenfraktionen
besaB der FU Aleuron den hdchsten Gesamtphenolgehalt. Aber auch im
Fermentationspellet waren Phenole nachweisbar, wobei wiederum das Aleuron
tendenziell die hochste Konzentration enthielt. Das Pellet von Blank + besall die
geringste antioxidative Aktivitdt. Die Zugabe der Probiotikastimme hatte keinen
eindeutigen Einfluss auf das antioxidative Potential im Pellet.

Tab.7 Gehalt an Gallussiureiquivalenten (GAE) sowie gesamter Ferulasiure in den

Fermentationsiiberstinden (FU) und Fermentationspellets der Weizenproben. EU: europiisch, US:
amerikanisch; n.b., nicht bestimmbar

— bedeutet, dass die in vitro Fermentation III ohne Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl12
durchgefiihrt wurde.
+ bedeutet, dass die in vitro Fermentation III unter Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl2
durchgefiihrt wurde.

GAE Ferulaséure, gesamt
) [mg/1] [ng/ml]
FU Blank 374 n.b.
Fermentation I FU EU Aleuron 373 n.b.
FU EU Mehl 317 n.b.
FU EU Kleie 298 n.b.
FU Blank 431 n.b.
. FU Synergyl 338 n.b.
Fermentation II FU EU Aleuron 382 n.b.
FU US Aleuron 381 n.b.
FU Blank — 322 n.b.
FU Blank + 319 n.b.
FU EU Aleuron — 316 n.b.
Fermentation 111 FU EU Aleuron + 306 n.b.
Pellet Blank — 214 3,30
Pellet Blank + 185 1,96
Pellet EU Aleuron — 253 2,37
Pellet EU Aleuron + 282 2,83

In allen FU war Ferulasiure zwar nachweisbar, allerdings lagen die ermittelten
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze, so dass eine Quantifizierung nicht
durchgefiihrt werden konnte (Tab. 7). Bei der Fermentation III wurden zusétzlich zu den
FU auch die Fermentationspellets auf ihren Ferulasiuregehalt analysiert. Im Blank —
waren die hochsten Konzentrationen nachweisbar, beim Aleuron enthielt die Probe mit
den zugesetzten Probiotikastimmen (Aleuron +) den hoheren Gehalt.

Dariiber hinaus wurden die FU und Fermentationspellets der Kinetikstudie iiber

24 h auf ihr antioxidatives Potential und den Gehalt an Ferulasdure untersucht.
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Interessanterweise nahm die antioxidative Kapazitit iiber die Zeit in allen
Proben geringfiigig ab, wobei vor Beginn der Dickdarmsimulation (0 h) der FU

Aleuron — das hochste antioxidative Potential aufwies (Abb. 8).

A B

600- 60+
= 400 il "Rl = 404 ] 1
4 4
O 200- O 204

0 - -~ S s - 0 T - - — a—
0 2 4 8 16 24 0 2 4 8 16 24
Inkubationszeit [h] Inkubationszeit [h]

Abb. 8 Gehalt an Gallussidureiquivalenten (GAE) in den Fermentationsiiberstinden (A) und
Fermentationspellets (B) von Blank — (0), Blank + (m), Aleuron — (m) und Aleuron + (m) nach
definierten Zeitpunkten.

— bedeutet, dass die in vitro Fermentation ohne Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl12
durchgefiihrt wurde.
+ bedeutet, dass die in vitro Fermentation unter Zugabe der probiotischen Stimme LGG/Bbl2
durchgefiihrt wurde.

Demgegeniiber besaB bereits nach 2 h der FU Blank — tendenziell die hdchste
Aktivitdt. Generell wiesen die jeweiligen Fézeskontrollen ein hoheres antioxidatives
Potential auf als die Aleuronproben, vergleichbar mit den Analysedaten der
Fermentationsreihen I bis 111, allerdings auf einem hoheren Niveau.

In den Fermentationspellets war vor allem in den Fézeskontrollen ein Anstieg
der antioxidativen Kapazitit nachweisbar. Die Aleuronproben besaflen ein niedriges
Potential. Interessanterweise war die detektierte Kapazitit im Vergleich zu den FU der
Reihe III auf einem fiinffach niedrigeren Niveau. Die Zugabe der Probiotikastimme

hatte wiederum keinen eindeutigen Einfluss auf das antioxidative Potential.

Zusitzlich wurde der Gehalt an gesamter Ferulasdure nach den definierten
Zeitpunkten in den Fermentationspellets der Kinetikstudie bestimmt (Abb. 9). Vor
Beginn der Dickdarmsimulation war in den Aleuronproben eine 2,5- bzw. 3,3-fach
hohere Konzentration an Ferulasdure nachweisbar als in den jeweiligen Fézeskontrollen,
was vermutlich hauptsdchlich auf die an Arabinoxylane gebundene Ferulasdure

zurickzufiithren ist. Nach einer Dickdarmsimulation iiber 4 h nahm vor allem die
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Konzentration im Fermentationspellet Aleuron + deutlich ab. Der Gehalt an Ferulasidure
im Pellet Aleuron—, also nach der Fermentation ohne zusdtzliche Gabe der
Probiotikastimme LGG und Bbl2, verringerte sich zeitverzogert, so dass nach der
Simulation {iber 24 h kein merklicher Unterschied zwischen den einzelnen
Fermentationspellets mehr nachzuweisen war. Generell deutet eine Abnahme des
Gehalts an Ferulasdure im Fermentationspellet darauf hin, dass durch die bakterielle
Fermentation eine Freisetzung der gebundenen Ferulasiure erfolgte, welche in den FU
nachweisbar sein miisste. In den FU der Kinetikstudie wurde daher die Konzentration
an Ferulasdure bestimmt, wobei allerdings eine Quantifizierung aufgrund zu geringer

Gehalte nicht moglich war.

Abb. 9 Gehalt an gesamter Ferula-
1200- siure in den Fermentationspellets
von Blank- (0), Blank+ (m),
? 1000+ Aleuron — (m) und Aleuron+ (m)
= nach definierten Zeitpunkten.
2 800 N
= — bedeutet, dass die in vitro
g 600 Fermentation ohne Zugabe der
& probiotischen Stimme LGG/Bbl2
= 400 durchgefiihrt wurde.
o + Dbedeutet, dass die in vitro
- 200 Fermentation unter Zugabe der
0 HH H H HIL probiotischen Stdimme LGG/Bbl12
o T T T I T o
0 2 4 8 16 24 durchgefiihrt wurde.
Inkubationszeit [h]

Diese Analysedaten werfen zwei Fragen beziiglich des Nachweises der
antioxidativen Kapazitit und der Ferulasdure auf. Zum einen wiesen die FU der
Ballaststoffquellen (Aleuron und Synergyl) entgegen den Erwartungen ein niedrigeres
antioxidatives Potential als die jeweiligen Fédzeskontrollen auf. Zum anderen konnten
nach einer Fermentation {iber 24 h keine nennenswerten Konzentrationen an Ferulasiure
detektiert werden, obwohl laut Literatur bis zu 95 % der gebundenen Ferulasdure durch
die Enzyme der Mikroflora im Dickdarm freigesetzt werden konnen. Die Ergebnisse der
Kinetikstudie lieferten erste Hinweise darauf, dass durch die Fermentation tatsdchlich
Ferulasiure freigesetzt wird. Jedoch war in den FU aufgrund zu niedriger
Konzentrationen an Ferulasdure keine Quantifizierung moglich, so dass die Ferulasiure
moglicherweise durch die bakterielle Darmflora rasch metabolisiert wurde. In den

nachfolgenden Untersuchungen wurden beide Fragen genauer untersucht.
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3.3. Einfluss der Nachbereitung der Fermentationsiiberstinde auf die
antioxidative Kapazitit

Um zu tberpriifen, ob der erhohte Gehalt an Phenolen in den Fizeskontrollen
auf eine methodische Ursache zuriickgefiihrt werden kann, wurde eine erneute in vitro
Fermentation durchgefiihrt und die resultierenden FU sowie die zentrifugierten und
sterilfiltrierten FU auf ihr antioxidatives Potential untersucht. Direkt nach Beendigung
der Dickdarmsimulation enthielt der FU Aleuron den hochsten Gesamtphenolgehalt
gefolgt von der Fizeskontrolle (Abb. 10). Bereits nach der ersten Zentrifugation war
zwischen den Proben kein Unterschied mehr nachweisbar. Vielmehr enthielt die
Féazeskontrolle nach der Sterilfiltration tendenziell den héchsten Gesamtphenolgehalt,
vergleichbar mit den Analysendaten der Fermentationsreihen I bis III. Somit wurde
durch die Nachbereitung der Uberstéinde aus der in vitro Fermentation der Phenolgehalt
nachtrdglich ~ verdndert,  indem  antioxidative = Substanzen = durch  die

Zentrifugationsschritte in das Fermentationspellet iibergehen konnten.

1250+

10004 | [

750

GAE [mg/l]

500+ = S

250

nicht 1x 2x 3x steril, 3x
zentrifugiert zentrifugiert zentrifugiert zentrifugiert zentrifugiert

Abb. 10Die Veriinderung der antioxidativen Kapazitit durch die Behandlung der
Fermentationsiiberstinde nach Abschluss der in vitro Fermentation. Die Proben Blank (o), Synergyl
(m), EU Aleuron (m) und EU Mehl (m) wurden fiir 24 h einer in vitro Fermentation unterzogen,
anschlieBend zentrifugiert und sterilfiltriert (steril).
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3.4. Untersuchung der Stabilitit der Ferulasiure

Um die Stabilitdt der Ferulasdure bzw. ihre mikrobiell bedingte Abbaukinetik zu
untersuchen, wurde eine in vitro Fermentation ausschlieSlich unter Beriicksichtigung
der Dickdarmsimulation unter Zugabe synthetischer Ferulasdure iiber 24 h durchgefiihrt.
Der Gehalt an vorkommenden Ferulasdure-Isomeren und des typischen Metabolits 3-(4-
Hydroxy-3-methoxyphenyl)propionsdure, der durch eine mikrobielle Reduktion der
Seitenkette entsteht [131], wurde nach Entnahme der Fiazessuspension sowie
anschlieBender Zentrifugation und Sterilfiltration nach definierten Zeitabstdnden
bestimmt.

Bereits nach einer Fermentation iiber 4 h konnte keines der beiden cis- und
trans-Isomere der Ferulasdure mehr nachgewiesen werden (Tab. 8, Abb. 11). In dem
Mafe, wie die Ferulasdure abgebaut wurde, stieg die Konzentration des mikrobiellen
Metaboliten 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)propionséure bis zu 6 h stetig an. Bis zum

Ende des Experiments war keine weitere Erhohung nachweisbar.

Tab. 8 Gehalt an gesamter Ferulasiure in
den Fermentationspellets. 200000~
Inkubationszeit Ferulasdure, gesamt '% 150000
(h] [ng/ml] £
S 100000
0 570,0 %
1 364.,0 ¥ 50000-
2 73,0 T
4 0.0 0 1 2 4 6 24
’ Inkubationszeit [h]
6 0,0
24 0,0 Abb. 11  Kinetik der Bildung bzw. des Abbaus

der Ferulasiure-Isomere (cis-Ferulasiure (0O),
trans-Ferulasiure (m)) und des Metaboliten 3-(4-
Hydroxy-3-methoxyphenyl)-propionsiure (m) in
den Fermentationspellets.

Laut Literaturangaben wird 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)propionsdure durch
bakterielle Stoffwechselprozesse, hauptsdchlich Demethylierungs- und Dehydroxy-
lierungsreaktionen, vor allem zu Phenylpropionsduren abgebaut [96,131], was im

vorliegenden Experiment nicht nachweisbar war.
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4. Diskussion

Chemoprédventive MaBnahmen, welche das kolorektale Karzinom - das
dritthdufigste Krebsleiden weltweit — verhindern bzw. diesem entgegenwirken, konnen
einen wichtigen Beitrag zur FErhaltung der Gesundheit liefern [1]. Einige
Interventionsstudien deuten darauf hin, dass der Verzehr ballaststoffreicher
Nahrungsmittel wie Vollkornprodukte, Obst und Gemiise das Risiko senken kann, an
Darmkrebs zu erkranken [21,132]. Andere epidemiologische Untersuchungen konnten
diesen inversen Zusammenhang nicht bestdtigen [63,65]. Diese Diskrepanz ist
vermutlich auf verschiedene Ursachen zurilickzufiihren: so wurden zum einen in den
einzelnen Studien sehr unterschiedliche Ballaststoffkonzentrationen eingesetzt, wobei
ein protektiver Effekt meist erst bei einer Aufnahme von mindestens 30 g Ballaststoffen
pro Tag gezeigt werden konnte, zum anderen sind die Fermentierbarkeit der
Ballaststoffquelle und das zusétzliche Vorhandensein von Phytoprotektanten
mafgeblich fiir eine inverse Korrelation verantwortlich [53,63,133]. Somit sind weitere
Studien erforderlich, um den Zusammenhang zwischen ballaststoffreichen
Nahrungsmitteln und ihrem gesundheitsfordernden Potential noch besser zu
beschreiben, insbesondere in Bezug auf die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen der Krebspravention.

Tier- und Humanstudien deuten darauf hin, dass vor allem Weizeninhaltsstoffe
der Darmkrebsentstehung entgegen wirken kdnnen, wobei allerdings die Effektivitit
bisher weder auf einzelne Inhaltsstoffe noch auf bestimmte Substanzgruppen
zurilickgefiihrt werden konnte [98,99]. Fiir ausgewihlte Substanzen wie beispielsweise
Butyrat, das im Darm durch die bakterielle Fermentation der Ballaststoffe gebildet wird,
konnte in vitro eine antikanzerogene Wirkung nachgewiesen werden, wohingegen in
vivo Untersuchungen kontroverse Ergebnisse lieferten [67,98].

Zur besseren Ubertragung der in vitro beobachteten Einfliisse verschiedener
Nahrungskomponenten auf die in vivo Situation ist es notwendig, nicht nur die
Auswirkung einzelner Inhaltsstoffe zu untersuchen, sondern auch die Effekte komplexer
Fermentationsprodukte zu betrachten. Die vorliegende Arbeit hatte somit zum Ziel, die
Wirkungsweise von fermentiertem Weizenaleuron auf zellulire Mechanismen der
Kolonkanzerogenese und Tumorprogression anhand von zwei Zellkulturmodellen

unterschiedlichen Transformationsgrades zu untersuchen. Dabei sollte zunichst
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iiberpriift werden, in welcher Gréfenordnung ausgewihlte Fermentationsmetabolite
gebildet werden und ob die entstandenen FU zyto- oder genotoxisch wirken. Einen
weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten molekularbiologische Untersuchungen
zum FEinfluss des fermentierten Weizenaleurons und ausgewihlter Fermentations-
metabolite auf die Proliferation, Apoptose und Differenzierung — drei Marker der
sekunddren Kolonkrebspravention. Dariiber hinaus sollte die Effektivitit des
Weizenaleurons im Vergleich zu anderen Weizenfraktionen (Kleie und Vollkornmehl)
und Synergyl, einer reinen Ballaststoffquelle, charakterisiert werden. Ein weiteres
Augenmerk lag auf dem Vergleich der Wirkung der FU von Weizenaleuron und
Weizenaleuron in Kombination mit zwei ausgewédhlten Probiotikastimmen,
Lactobacillus rhamnosus GG (LGQG) und Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12
(Bb12). Diese Versuche sollten kldren, ob das Potential von Weizenaleuron noch
gesteigert werden kann, indem die Fermentierbarkeit durch die gezielte Nutzung der

Probiotika erhoht wird.

4.1. In vitro Fermentation

Mit der in vitro Simulation der Verdauung und der Fermentation lassen sich
gesundheitsfordernde bzw. gesundheitsschidigende Effekte bestimmter Nahrungs-
mittelinhaltsstoffe im Zusammenhang mit den komplexen Einfliissen, die von der
Darmflora ausgehen, gezielt untersuchen und bestimmte Prozesse der Verdauung im
Dickdarm erkldren. Dabei finden unterschiedliche Modelle Einsatz, die in ihrer
Komplexitit stark variieren [118-122,133]. Eine Ubersicht zu den verschiedenen in
vitro Fermentationsmodellen liefern die umfassenden Darstellungen von Macfarlane
und Macfarlane [123] sowie von Scharlau et al. [124]. Die Modellsysteme bieten vor
allem die Moglichkeit, den physiologischen Abbau von Nahrungskomponenten
nachzuvollziehen oder die Auswirkungen einer Néhrstoffgabe auf die Entwicklung der
Darmflora zu untersuchen [123]. Um zu bestimmen, wie Kolonepithelzellen durch
luminal gebildete Metabolite beeinflusst werden, ist es sinnvoll, die Wirkung komplexer
FU in Zellkultursystemen zu charakterisieren. So wurden in fritheren Untersuchungen
verschiedene Endpunkte bestimmt wie beispielsweise die Hemmung der
Tumorprogression durch Inhibierung der Proliferation und Induktion der Apoptose

sowie die Aktivitit wichtiger Entgiftungsenzyme [104,133-135]. Dabei wurden die FU
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ausschlieBlich durch Simulation der Dickdarmpassage gewonnen. FU aus komplexeren
Fermentationssystemen (SHIME-, TIM-Modell) besallen meist eine hohe Zytotoxizitét,
so dass sie fiir den Einsatz in Zellkulturstudien ungeeignet waren [125,126]. Die
vorliegende Arbeit hatte somit als erstes Ziel, eine bereits etablierte in vitro
Fermentationsmethode [118] um die Simulation des oberen Verdauungstraktes zu
erweitern und die Parameter so anzupassen, dass die Untersuchung verschiedener

Endpunkte in Kolonzelllinien moglich ist.

4.1.1. Methoden-Adaptation

Unter in vivo Bedingungen wird Stirke durch enzymatische Prozesse bereits im
Diinndarm verstoffwechselt und von den Darmzotten absorbiert. Durch die Zugabe von
a-Amylase wihrend der Simulation des oberen Verdauungstraktes wurde die enthaltene
Stiarke des Weizenmehles hydrolysiert, was sich in einem Anstieg der freien Glukose im
Retentat und Dialysat widerspiegelte. Ein Teil der freien Glukose wurde durch die
Dialyse wihrend der Diinndarmsimulation entfernt (Publikation I). Dieser Vorverdau
verhindert, dass Stiarke und freie Glukose von der bakteriellen Darmflora zu SCFA
abgebaut werden konnen und die Aussage der Ergebnisse verfilschen [136,137].
Zusétzlich konnte die Effektivitidt der Dialyse durch die Bestimmung des Gehalts an
Gallenséuren bestitigt werden, da ein Grofteil der in das System eingebrachten
Gallensduren im Dialysat nachweisbar waren. Durch die Dialyse konnte somit die
Absorption freigesetzter Metabolite durch das Diinndarmepithel zumindest partiell
simuliert werden. Das Fermentationssystem ist allerdings in seiner Komplexitit
limitiert, da der Stofftransport nur durch passive Diffusion gewéhrleistet wird. Ein
aktiver und selektiver Transport durch die Biirstensaummembran der Darmzotten
konnte somit, wie auch in allen anderen Modellsystemen, nicht simuliert werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass nach einer in Anlehnung an Aura et al. [133]
durchgefiihrten Simulation des oberen Verdauungstraktes und anschlieBender
Fermentation in den FU hohe Konzentrationen an CA und DCA nachweisbar waren, die
in Zelllinien zytotoxisch wirkten (Publikation I). Eine Studie von Shiraki et al. konnte
ebenfalls zeigen, dass 100 uM DCA die Proliferation von HT29-Zellen inhibierten

[138]. Somit musste die innerhalb der Diinndarmsimulation von Aura et al. [133]
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eingesetzte sehr hohe Konzentration an Gallensduren (41,6 g/l) an die zu
untersuchenden Nahrungsinhaltsstoffe (Ballaststoffquellen) angepasst werden.

Bei einer ballaststoffreichen Erndhrung (30 g/Tag) kann von einer tdglichen
Ausschiittung von 20-30 g Gallensduren ausgegangen werden [139]. Durch ein
Herabsetzen der in das System eingebrachten Gallensduren auf eine annihernd
physiologische Konzentration (0,6 g/l) wurden die deutlichen zytotoxischen Effekte der
FU verhindert. Das zytotoxische Potential der so generierten Fizeskontrolle war dem
anderer Untersuchungen vergleichbar, in denen nur die Dickdarmpassage simuliert
wurde [104,133]. Damit wurde eine mogliche Maskierung der Wirkung weiterer aktiver
Fermentationsmetabolite (z. B. SCFA) durch die Gallensduren vermindert.

Insgesamt fiihrten die Experimente zur in vitro Fermentation zu einer Methode,
die die Voraussetzung schafft, die Wirkung aktiver Fermentationsmetabolite komplexer
Lebensmittel oder Nahrungsbestandteile in in vitro Zellmodellen zu untersuchen. Die in
vitro Fermentation wurde anschlieBend fiir die Gewinnung der FU von Weizenaleuron

und dessen Vergleichssubstanzen eingesetzt (Publikationen 11, I11, IV).

4.1.2. Fermentationsmetabolite

Zur Charakterisierung der generierten FU wurden relevante Metabolite (SCFA,
Gallensduren, Ammoniak) quantifiziert. In allen durchgefiihrten Versuchsreihen fiihrte
die in vitro Fermentation des Weizenaleurons durch die bakterielle Darmflora der
humanen Fiazesproben zu einer gesteigerten Bildung von SCFA auf das Zwei- bis
Dreifache im Vergleich zu den jeweiligen Fiazeskontrollen. Dariiber hinaus wurde eine
Anderung des SCFA-Verhiltnisses zugunsten von Butyrat nachgewiesen
(Publikationen 11, IV). Dieses Ergebnis entspricht einer Erhdhung von SCFA und einer
Verschiebung der Proportionen, wie sie nach dem Verzehr hoher Mengen an
Ballaststoffen auch in vivo messbar sind [24,70]. Hingegen ist das SCFA-Verhiéltnis in
allen  Fézeskontrollen mit dem einer ausgewogenen Normalkost von
Acetat:Propionat:Butyrat von 60:20:20 vergleichbar [70]. Eine Fermentation des
Weizenvollkornmehls oder der Kleie lieferte wie Aleuron signifikant hohere SCFA-
Konzentrationen als die Fézeskontrolle (Publikation II). Allerdings war die
Konzentration an Acetat im Vollkornmehl im Vergleich zu Aleuron um ein 1,6-faches

erhoht. Dies ist vermutlich auf geringe Konzentrationen an nicht dialysierter Glukose
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zuriickzufiihren, wodurch die SCFA-Konzentrationen erhoht wurden [137]. Eine im
Vergleich zum fermentierten Aleuron 1,3-fach niedrigere Konzentration an SCFA im
FU der Weizenkleie deutet darauf hin, dass Weizenkleie durch die bakterielle Darmflora
weniger gut metabolisiert werden konnte als Aleuron oder Weizenvollkornmehl, was
bereits von Anson et al. gezeigt wurden [96]. Die Ergebnisse der Fermentationskinetik
iber 24 h machen deutlich, dass erwartungsgemiB bereits die FU der humanen
Féazesproben SCFA (~20 mM) enthielten. In der Festphase humaner Fazesproben konnte
nach Verzehr einer ausgewogenen Mischkost SCFA-Konzentrationen von bis zu
100 mM nachgewiesen werden [24]. Die kontinuierliche Zunahme der Konzentrationen
an SCFA in den vorliegenden Untersuchungen verdeutlicht die Verwertung der
Ballaststoffe der zugesetzten Substrate bzw. aus den Fdzes durch die bakterielle
Mikroflora.

Komplexe FU enthalten neben gesundheitsfordernden SCFA auch potentiell
tumorpromovierende Substanzen wie Gallensduren, stickstoffhaltige Verbindungen und
Sulfate [8], deren Bildung durch eine fettreiche und ballaststoffarme Kostform gefordert
wird [21]. Die Fermentation des Weizenaleurons fiihrte vergleichbar mit den anderen
Weizenfraktionen zu einer niedrigeren Konzentration an priméirer CA und vor allem an
sekunddrer DCA im Vergleich zur jeweiligen Féazeskontrolle (Publikation II). Dies ist
vermutlich groBtenteils auf eine direkte Bindung der Gallensduren durch die
Ballaststoffe des Aleurons zuriickzufiihren [5]. So konnte bereits zu Beginn der
Dickdarmsimulation (0 h) die Konzentration der in den Fézes enthaltenen Gallenséuren
durch Aleuron reduziert werden und die Konzentration an DCA nahm iiber einen
Zeitraum von 24 h deutlich ab. Bereits nach einer vierstiindigen Dickdarmsimulation
war keine CA mehr nachweisbar. Ein niedriger pH-Wert bewirkt zusdtzlich eine
reduzierte Loslichkeit der Gallenséduren sowie eine verminderte Aktivitdt der 7-o-
Dehydroxylase [140], so dass die Umwandlung primérer in sekundéire Gallensduren
erschwert wird.

Fir Ammoniak, einem Abbauprodukt der proteolytischen Fermentation im
distalen Kolon, ist ebenfalls eine tumorpromovierende Wirkung beschrieben worden
[141]. Ballaststoffe sind in der Lage, die luminale Ammoniakkonzentration zu
vermindern, indem sie der baktericllen Darmflora als Substrat dienen und so den

Ammoniakverbrauch steigern oder die Deaminierung stickstoffhaltiger Verbindungen
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verringern [142]. Zudem vermindern Ballaststoffe durch die pH-Wert-Senkung indirekt
die Aktivitdit der Aminosduren-Decarboxylase, so dass die Bildung stickstofthaltiger
Verbindungen vermindert wird [143]. Stickstoffhaltige Verbindungen kdnnen mit Nitrit
zu N-Nitroso-Verbindungen reagieren, fiir die im Kolon ein kanzerogenes Potential
beschrieben wurde [8]. Durch die Fermentation der Weizenfraktionen konnte die
Ammoniakkonzentration allerdings nicht gesenkt werden (Publikationen II). Vielmehr
filhrte der bakterielle Abbau der Inhaltsstoffe des Weizens im Vergleich zur
Fézeskontrolle zu einem Anstieg an Ammoniak, wobei die Konzentration mit dem
Proteingehalt der einzelnen Fraktionen korrelierte: das Weizenaleuron besal den
hochsten Protein- und Ammoniakgehalt. Auch Cummings et al. konnten nachweisen,
dass proteinreiche Ballaststoffquellen (Weizen) zu keiner reduzierten luminalen
Ammoniakkonzentration fithren (fdkaler Ammoniakgehalt nach Verzehr einer
proteinreichen Kost: 30 mM, nach Verzehr einer mit Weizenfaser angereicherten
proteinreichen Kost: 28 mM) [142]. Vergleichbar mit der fikalen Ammoniak-
konzentration bei einer proteinarmen Ernihrungsweise (15 mM) [142] waren im FU der
Féazeskontrolle bereits zu Beginn der Dickdarmsimulation (0 h) 13 mM Ammoniak
enthalten, so dass ein Teil des Ammoniaks im FU aus den Fizesproben resultieren
konnte.

Insgesamt konnte, tibertragen auf die in vivo Situation, ein erhohter Verzehr von
Weizenaleuron die Darmgesundheit fordern: zum einen iiber eine direkte Bindung bzw.
einer Verminderung der Bildung von Gallensduren durch die Inhaltsstoffe von
Weizenaleuron oder zum anderen durch die vermehrte Produktion an gesundheits-

fordernden SCFA.

4.2. Zytotoxizitit und Genotoxizitat

In allen durchgefiihrten Untersuchungen wurde in beiden Zelllinien eine zeit-
und konzentrationsabhédngige Inhibierung des Zellwachstums durch die Inkubation mit
fermentiertem Weizenaleuron nachgewiesen, wobei dieser Effekt groftenteils auf die
gebildeten SCFA, im Speziellen Butyrat, zuriickgefiihrt werden konnte (Publikationen
1L, I11, IV). Die in Analogie hergestellten synthetischen SCFA-Gemische bzw. Butyrat
allein folgten in beiden Zelllinien einem vergleichbaren Verlauf der

Wachstumsretardierung wie die komplexen FU, allerdings auf einem signifikant
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niedrigeren Niveau (Publikationen II, III). Damit bestitigen die vorliegenden
Ergebnisse Befunde von Beyer-Sehlmeyer et al. [134], in denen verschiedene
Ballaststoffquellen (z. B. Weizen, Inulin, Soja, verschiedene Gemiisesorten) auf ihr
zytotoxisches Potential in HT29-Zellen untersucht wurden. Zudem vermuteten sowohl
Beyer-Sehlmeyer et al. [134] als auch Gamet et al. [144], dass neben Butyrat auch
Propionat fiir eine wachstumsinhibierende Wirkung verantwortlich ist. In den
vorliegenden Untersuchungen konnte diese Annahme jedoch nicht bestétigt werden. Die
in 20 % FU Aleuron enthaltene durchschnittliche Propionatkonzentration von 2,0 mM in
Kombination mit Butyrat (4,6 mM) erzielte gegeniiber Butyrat allein keine zusitzliche
Wirkung. Durch Butyrat wurde vergleichbar mit Ergebnissen von Coradini et al. [145]
das Wachstum nach 72h um 70-80 % (Adenomzellen) bzw. um 60-70 %
(Adenokarzinomzellen) inhibiert. Die komplexen FU des Aleurons bewirkten nach 72 h
sogar eine 95 %-ige Reduktion der Zellzahl von LT97- und HT29-Zellen
(Publikationen II, I1I, IV). Da auch die FU der Fizeskontrollen zytotoxisch wirkten, in
denen nur niedrige Konzentrationen an SCFA und im Speziellen Butyrat enthalten
waren, muss davon ausgegangen werden, dass neben den genannten SCFA fiir die
zytotoxische Wirkung weitere bisher nicht identifizierte Fermentationsmetabolite
verantwortlich sind, die womoglich aus unverdauten Nahrungsbestandteilen der
Fézesproben (z.B. Phytoprotektanten wie Phytinsdure, Lignane, Flavonoide [69,99],
aber auch Amine, Sulfate, bakterielle Abbauprodukte [52]) resultieren. Glei et al. [104]
vermuteten, dass im FU enthaltene Gallensiuren zytotoxisch wirken. In den
vorliegenden Untersuchungen konnte allerdings fiir DCA (7 uM), enthalten in 20 % FU
Blank (Fézeskontrolle), nur in LT97-Zellen eine zytotoxische Wirkung nachgewiesen
werden (Inhibierung nach 72 h: 17 % in LT97; 6 % in HT29).

Zwischen der wachstumsinhibierenden Wirkung der einzelnen Weizenfraktionen
(Aleuron, Mehl und Kleie) sowie der Weizensorten (EU und US) war kein signifikanter
Unterschied nachweisbar. Die Aleuronschicht des Weizens betrdgt zwar nur ca. 7-9 %
des Weizenkorns und ca. 45-50 % der Kleiefraktion, allerdings sind in dieser Schicht
die Substanzen mit einer moglichen hohen biologischen Aktivitdt (z. B. Ballaststoffe,
sekundire Pflanzenstoffe) konzentriert [93]. So konnte ein Grofteil der wachstums-
inhibierenden Wirkung der Fermentationsprodukte der Weizenfraktionen auf die

Inhaltsstoffe des Aleurons zuriickgefiihrt werden (Publikation II).
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Nach einer 48-stiindigen Inkubation mit den FU Aleuron oder den synthetischen
SCFA-Gemischen reagierten die Adenomzellen beziiglich der Wachstumsinhibierung
1,6-fach (Publikation II, III) bzw. 2,2-fach (Publikation IV) sensitiver als die
Adenokarzinomzellen. Nach 72h war die Wirkung der FU in beiden Zelllinien
vergleichbar. Untersuchungen von Munjal et al. [133], in denen Synergyl als
Ballaststoffquelle fiir die Fermentation verwendet wurde, reagierten LT97-Zellen
ebenfalls empfindlicher auf eine Inkubation mit dem FU Synergyl als HT29-Zellen.
Eine erhohte Sensitivitdt der Adenomzellen gegeniiber den Fermentationsprodukten
konnte vermutlich in einer variierenden Butyrat-Aufnahme durch die epitheliale
Zellmembran begriindet sein [146]. In Tumorzellen sind die Monocarboxylat-
Transporter MCT1 und SMCTI1 niedriger exprimiert als in nicht-transformierten
Kolonzellen, so dass in entarteten Zellen die Absorption und der Metabolismus von
Propionat und Butyrat reduziert sind [53,147]. Lambert et al. konnten zeigen, dass die
reduzierte mMRNA- und Proteinexpression von MCTI in entdifferenzierten
Karzinomzellen am stirksten nachweisbar waren, Adenomzellen besallen ein hoheres
Expressionsniveau [148]. Da LT97-Adenomzellen im Gegensatz zu HT29-Adeno-
karzinomzellen ein frithes Stadium der Kolonkanzerogenese repriasentieren [149],
konnten die Monocarboxylat-Transporter auf einem héheren Niveau exprimiert sein als
in HT29-Zellen. Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Empfindlichkeit beider
Zelllinien wurden in den nachfolgenden Untersuchungen zur Charakterisierung des
chemopriventiven Potentials von fermentiertem Weizenaleuron fiir LT97-Zellen die
Konzentrationen 2,5 % und 5 % und fiir HT29-Zellen 5 % und 10 % ausgewahlt, um in
einem subtoxischen Konzentrationsbereich zu arbeiten.

Unter physiologischen Bedingungen werden Ballaststoffe tdglich zu mehreren
Mahlzeiten durch den Verzehr von Vollkornprodukten, Gemiise und Obst
aufgenommen. Das luminale Kolonepithel ist demnach kontinuierlich den daraus
resultierenden Fermentationsprodukten ausgesetzt. Fiir Weizenkleie konnte gezeigt
werden, dass die Transitzeit im humanen Darm nach einer téglichen Gabe von ca. 30 g
zwischen 32 h und 76 h variieren kann [150]. Die in vitro nachgewiesene wachstums-
inhibierende Wirkung des fermentierten Weizenaleurons iiber einen Zeitraum von 72 h
konnte somit auch in vivo relevant sein. Ubertragen auf die in vivo Situation kénnten die

Fermentationsprodukte des Weizenaleurons moglicherweise effizient das Wachstum vor
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allem fritherer Krebsstadien vermindern und somit die Ausbildung bdsartiger Tumore
inhibieren.

DNA-Schidigungen in den Kolonepithelzellen stellen im Organismus einen
Risikofaktor fiir das vermehrte Auftreten von Kolonkrebs dar, da sie die Basis fiir
Mutationen bilden [7]. So wurde auch das DNA-schidigende Potential der FU
untersucht. Die mittels Comet Assay [151] durchgefiihrten Untersuchungen belegen,
dass von den FU der Weizenfraktionen und der Fizeskontrolle keine DNA-
schiadigenden Effekte zu erwarten sind (Publikation II). Vergleichbare Befunde wurden
auch fiir FU aus Arabinoxylanen der Weizenkleie [104] sowie aus Weizen- und

Sojamehl [134] mitgeteilt.

4.3. Modulation des Zellzyklus

Die Inhibierung der Proliferation ist ein wichtiger Mechanismus der
Sekundérpriavention [18]. Es wurde untersucht, ob fermentiertes Weizenaleuron in der
Lage ist, den Zellzyklus zu modulieren.

Butyrat als ein Hauptmetabolit des FU Aleurons konnte in entarteten Zellen das
Wachstum {iiber einen Zellzyklusarrest in der Gy/G;-Phase inhibieren [86]. In den
eigenen Untersuchungen konnte mittels FU Aleuron in HT29-Zellen ebenfalls ein
Zellzyklusstopp in der Go/G;-Phase nachgewiesen werden (Publikation II, IV). In
LT97-Zellen war aus methodischen Griinden eine Untersuchung der
Zellzyklusmodulation nicht moglich, da fiir das verwendete Verfahren eine sehr hohe
Zellvereinzelung notig ist, LT97-Zellen allerdings nur in Aggregaten (5-10 Zellen)
iberlebensfahig sind (eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Der Wachstumsarrest in der
Go/G;-Phase des Zellzyklus von HT29-Zellen konnte auf die enthaltene
Butyratkonzentration des FU Aleurons (2-2,4 mM) zuriickgefiihrt werden, da die
synthetischen SCFA-Gemische und Butyrat allein mit einer vergleichbaren Effektivitit
agierten wie der komplexe FU (Publikation II). Im Gegensatz hierzu zeigten die
Fézeskontrollen mit einer Konzentration von 0,5 mM Butyrat keinen Einfluss auf den
Zellzyklus (Publikation II) bzw. sogar eine Zunahme der Zellen in der S-Phase
(Publikation IV). Vergleichbare Untersuchungen zur Wirkung komplexer FU liegen in

der Literatur nicht vor.
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Hamer et al. belegten, dass ein durch Butyrat-induzierter Wachstumsstopp in der
Go/Gi-Phase aus einer Inhibierung von Histondeacetylasen resultiert, wodurch die
Synthese des CDK-Inhibitorproteins p21 induziert wird [53]. Das CDK-Inhibitorprotein
p21 bindet an Cyclin D-CDK4- und Cyclin D-CDK6-Komplexen [86], so dass die
Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins verhindert wird. In Folge findet keine
Aktivierung der Transkription von Zielgenen statt, die ein Voranschreiten des
Zellzyklus ermdglichen. Da keine Informationen beziiglich einer Modulation von p2/
durch komplexe FU verfiigbar waren, sollte in den vorliegenden Untersuchungen
gekliart werden, ob durch Fermentationsprodukte vergleichbar mit Butyrat ein p21-
induzierter Wachstumsstopp eingeleitet wird. Die Inkubation von Adenom- und
Adenokarzinomzellen mit dem fermentierten Aleuron fithrte zu einer signifikanten
Induktion von p21 auf mRNA-Ebene (Publikationen III, IV), wodurch vermutlich der
nachgewiesene Zellzyklusarrest und die damit einhergehende Wachstumsinhibierung
ausgelost wurden. In HT29-Zellen konnten auch die Fézeskontrollen die Expression von
p21 erhohen (Publikationen III, IV), moglicherweise durch unverdaute Nahrungs-
bestandteile oder bakterielle Abbauprodukte [52]. Da der FU Aleuron einen stirkeren
Effekt als die Positivkontrolle Butyrat (4 mM) zeigte, miissen neben Butyrat weitere,
bisher nicht identifizierte Fermentationsmetabolite, fiir den induktiven Effekt
verantwortlich sein. Denkbar wiren beispielsweise sekundire Pflanzenstoffe wie
Phytinsdure, Lignane und Flavonoide [98]. Interessanterweise war die p2/-Induktion
durch den FU Aleuron in den Adenomzellen geringer als in den Adenokarzinomzellen,
was sich vermutlich partiell durch die unterschiedlich verwendeten Konzentrationen
begriinden ldsst (LT97: 5% FU, HT29: 10% FU). Dariiber hinaus war die
Basalexpression von p27 in LT97-Zellen auf einem hoheren Niveau als in HT29-Zellen
(eigene unverdffentlichte Ergebnisse), so dass die Adenomzellen mdglicherweise

geringer stimulierbar waren als die Adenokarzinomzellen.

4.4. Modulation der Apoptose
Viele Studien deuten darauf hin, dass Butyrat in transformierten Kolonozyten
iiber extrinsische, aber auch intrinsische Wege die Apoptose induziert, wenngleich die

molekularen Mechanismen noch nicht vollstindig geklirt sind [78,82]. Im Gegensatz
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hierzu gibt es nur wenige Studien, die sich mit dem apoptotischen Potential komplexer
FU oder synthetischer SCFA-Gemische befasst haben [133].

In Untersuchungen zur Induzierbarkeit der Apoptose durch fermentiertes
Aleuron wurde gezeigt, dass bei beiden Zelllinien der Anteil an frithapoptotischen
Zellen, gekennzeichnet durch die Externalisierung des Phosphatidylserins, gesteigert
werden konnte (Publikation 11, III, IV). Zusitzlich war in beiden Zelllinien
nachweisbar, dass die Aktivitat der Caspase-3 — einer Effektorcaspase, die innerhalb der
Apoptose eine zentrale Rolle spielt — durch die Inkubation mit dem FU Aleuron
induziert wurde. Interessanterweise variierten die Effekte im Vergleich zur
Féazeskontrolle zwischen den verschiedenen Fermentationsserien. So war die
apoptotische Wirkung des FU Aleuron der einen Fermentation signifikant hoher als der
Einfluss der Fazeskontrolle (Publikationen II, III). Demgegeniiber konnte in einer
weiteren Fermentationserie der FU Aleuron die Apoptoserate gegeniiber der
Féazeskontrolle nicht erhohen (Publikation IV). Diese divergierenden Effekte
resultierten moglicherweise aus der unterschiedlichen Komposition der Fazesproben
beider Fermentationsserien, da fiir jeden Versuchsansatz frische Fazes von drei
gesunden Spendern verwendet wurden und die Beschaffenheit der Fermentations-
produkte durch unverdaute Nahrungsbestandteile und durch die Zusammensetzung der
Darmflora beeinflusst wird [70]. Aus diesem Grund konnten bereits in den Fizes
enthaltenen Substanzen Einfluss auf die Induzierbarkeit der Apoptose genommen
haben, so dass ein mogliches apoptotisches Potential des fermentierten Aleurons
maskiert wurde.

Die synthetischen SCFA-Gemische und Butyrat allein, die die Konzentrationen
in den komplexen FU widerspiegeln, induzierten nach 24 h die friilhe Apoptose in
LT97-Zellen in gleicher Weise wie die FU (1,0-1,2 mM Butyrat in 5% FU Aleuron)
(Publikation III). Demgegeniiber waren die SCFA-Gemische in HT29-Zellen nicht in
der Lage, die Anzahl an apoptotischen Zellen zu erhéhen (2,0-2,4 mM Butyrat in 10 %
FU Aleuron) (Publikation II). Vergleichbare Resultate lieferten die Untersuchungen
von Munjal et al., in denen ein SCFA-Gemisch (Konzentration an Butyrat: 1,3 mM bzw.
2,6 mM) die PARP-Spaltung als Marker der Apoptoseinduktion in LT97-Zellen, jedoch
nicht in HT29-Zellen induzierte [133]. Eine mdgliche Ursache hierfiir konnte sein, dass

in Kolonkarzinomzellen erst ab einer Butyratkonzentration von 4 mM Apoptose
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induziert wurde [89]. Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf das chemopridventive
Potential von fermentiertem Weizenaleuron vor allem in fritheren Stadien der
Krebsentstehung hin.

Die chemopriventive Wirkung des Butyrats ist zumindest teilweise auf die
Wirkung als Histondeacetylasen-Inhibitor zuriickzufiihren, wodurch die DNA fiir
Transkriptionsfaktoren zugénglicher wird [152]. Hierdurch kann die Expression von
Genen moduliert werden, die in die Prozesse der Zellproliferation, der Differenzierung
und der Apoptose eingreifen [53]. Kim et al. vermuteten, dass Butyrat in
Adenokarzinomzellen die TRAIL-vermittelte Apoptose auslost, indem der
Transkriptionsfaktor Spl an die DNA bindet, wodurch eine Induktion des
Todesrezeptors DRS veranlasst wird [82], was in HT29-Zellen gezeigt werden konnte.
Butyrat (4 mM) induzierte die mRNA-Expression von DRSS auf ein 2,4-faches [82]. Die
zugrunde liegenden Mechanismen einer Apoptoseinduktion durch komplexe FU sind
bisher nicht gekldrt. Da durch die Fermentationsprodukte des Aleurons weder die
Aktivitdt der Caspase-9 noch die Aktivitit der Casapse-8 induziert werden konnte,
lieferten die Untersuchungen zunéchst keinen Hinweis, ob der extrinsische oder der
intrinsische Weg der Apoptose in die Wirkungsweise des fermentierten Aleurons
involviert ist. Da sich in Adenomzellen Butyrat als ein effektiver Metabolit des
Aleurons erwiesen hat, wurde in den vorliegenden Untersuchungen die Induzierbarkeit
von DRS5 auf der mRNA-Ebene nach Inkubation mit fermentiertem Aleuron analysiert.

Dabei zeigte sich, dass sich die nachgewiesenen apoptotischen Effekte des
fermentierten Aleurons sowohl in LT97- als auch in HT29-Zellen nicht auf eine erhchte
Expression von DR5 zuriickfiihren lassen (Publikationen III, IV). Moglicherweise
waren einerseits die Konzentrationen an Butyrat (5 % FU 1,0-1,2 mm, 10 % FU: 2.0-
2,4 mM) in den FU zu gering, um die Expression vergleichbar den Ergebnissen von Kim
et al, die erst ab einer Konzentration von 4 mM einen solchen Effekt nachweisen
konnten [82], zu modulieren. Andererseits konnte ein ungiinstig gewdhltes Zeitfenster
von 24 h ursichlich sein. So belegten Medina et al., dass in Kolonkarzinomzellen durch
eine Butyratinkubation zeitnah die Histondeacetylierung inhibiert wurde, wodurch nach
16 h eine erhohte Caspase-3-Aktivitdit zu verzeichnen war, gefolgt von einem
apoptotischen Abbau der Zellen innerhalb von 24 h [89]. Demzufolge konnte

womoglich nach einer verkiirzten Inkubationszeit die mRNA-Expression von DRS als
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ein frithes Ereignis der Apoptose gesteigert sein. So deuten erste noch unveroffentlichte
Ergebnisse darauf hin, dass Butyrat (2 und 10 mM) in HT29-Zellen bereits nach einer
Inkubation iiber 6 h die mRNA-Expression von DR5 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle auf ein Fiinffaches induzierte (Scharlau, personliche Mitteilung).

Aktuelle Studien konnten zeigen, dass durch eine erhohte Aktivierung des
WNT-B-Catenin-Signalweges in transformierten Kolonzellen Apoptose ausgelost
werden kann [68]. Durch eine Inkubation mit dem fermentierten Aleuron wurde die
Expression von WNT2B auf mRNA-Ebene in den Adenomzellen (Publikation IIT) und
den Adenokarzinomzellen (Publikationen III, IV) induziert. WNT2B ist ein Ligand,
der an Membran-gebundene Rezeptoren der Frizzled-Familie binden kann, wodurch der
WNT-B-Catenin-Signalweg ausgelost wird [68]. In LT97-Zellen konnte die WNT2B-
Expression im Gegensatz zu HT29-Zellen durch den FU Aleuron nur tendenziell
induziert werden. Da allerdings in beiden Zelllinien eine apoptotische Wirkung
(Externalisierung des Phosphatidylserins und Erhohung der Caspase-3-Aktivitit)
nachgewiesen wurde, konnte nicht eindeutig belegt werden, dass die erhohte Anzahl an
apoptotischen Zellen in einer Aktivierung des WNT-B-Catenin-Signalweges begriindet
ist. Somit sind weitere Untersuchungen notwendig, um die molekularen Mechanismen
der apoptotischen Wirkung der Fermentationsprodukte des Aleurons zu kldren und
herauszufinden, welche Metabolite, neben Butyrat, fiir diese Wirkung verantwortlich

sind.

4.5. Modulation der Zelldifferenzierung

Bereits Weiser konnte in isoliertem Diinndarmgewebe der Ratte nachweisen,
dass die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase in den Enterozyten von der Kryptbasis
zur Villuszone hin zunahm und einhergeht mit einem erhohten Differenzierungsgrad
[153]. Kolonozyten im oberen Drittel der Darmkrypten weisen ebenfalls einen
differenzierteren Phénotyp als Zellen der Kryptbasis auf [154,155].

Die intestinale alkalische Phosphatase als ein Marker der Differenzierung wird
in neoplastischen, entdifferenzierten Zellen auf einem sehr niedrigen Niveau exprimiert
[156]. Verschiedene Untersuchungen bestétigen, dass Butyrat, aber auch Propionat und
Valerat das Potential besitzen, in Adenokarzinomzellen die Aktivitdt der alkalischen

Phosphatase zu steigern [53,157,158]. Bisher sind kaum Studien bekannt, in denen die
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differenzierende Wirkung komplexer FU untersucht wurde [134]. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass der FU Aleuron in HT29-Zellen die Aktivitit der alkalischen
Phosphatase induzierte, wohingegen die Fézeskontrolle nur einen geringen Einfluss
austiibte (Publikationen II1, IV). Dieses Ergebnis reflektiert vermutlich den Einfluss des
enthaltenen Butyrats.

Interessant ist, dass die Enzymaktivitdt in Adenomzellen durch Butyrat und den
FU im Wesentlichen nicht gesteigert werden konnte (Publikation III). Kolonozyten
unterliegen den Schritten der physiologischen Abfolge: Proliferation, Differenzierung,
Apoptose und Abschilferung ins Darmlumen. Demzufolge kann Butyrat zunédchst die
Differenzierung stimulieren, wonach anschlieBend apoptotische Prozesse induziert
werden [154]. Orchel et al. belegten, dass Butyrat in einer Konzentration von > 5 mM in
HT29- und CaCo2-Zellen Apoptose induzierte, wobei eine Differenzierung der Zellen
ausblieb [157]. So konnte zum einen aufgrund einer moglichen erhohten Sensitivitét der
Adenomzellen gegeniiber Butyrat ein Grofteil der Zellen bereits apoptotisch sein. Zum
anderen repriasentieren Adenomzellen ein frithes Krebsstadium, so dass sie vermutlich
noch einen hdheren Differenzierungsgrad aufweisen als Adenokarzinomzellen. Da die
basale Aktivitit der alkalischen Phosphatase in LT97-Zellen auf einem hoheren Niveau
lag als in HT29-Zellen, konnte sich eine erhohte Resistenz gegeniiber

Differenzierungsmarkern ergeben haben [159].

4.6. Zusitzlicher Wert des Aleurons gegeniiber reinen Ballaststoffquellen

In den hier dargestellten Untersuchungen zur Wirkung von Fermentations-
metaboliten des Weizenaleurons im Vergleich zu Synergyl konnte kein erhohtes
chemopriventives Potential in entarteten Kolonozyten nachgewiesen werden
(Publikation III). Sowohl fermentiertes Weizenaleuron als auch der FU Synergyl
waren in gleicher Weise in der Lage, in entarteten Kolonozyten Apoptose zu induzieren,
die Aktivitit der alkalischen Phosphatase als einen Differenzierungsmarker zu steigern
und Gene zu induzieren, die in der Zellproliferation (p2/) und in apoptotischen
Prozessen (WNT2B) eine Rolle spielen.

Die dhnliche Wirkung beider Ballaststoffquellen deutet auf die Vermittlung der
Effekte durch die vergleichbar gebildeten SCFA-Konzentrationen hin (Publikation III).

Durch die Fermentation von Weizenaleuron konnte der Gehalt an Gallensiuren in
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vergleichbarer Weise reduziert werden wie durch Synergyl, so dass die zugrunde
liegenden Mechanismen wie die Hemmung der 7a-Dehydroxylase oder Bindung
primérer und sekunddrer Gallensduren offensichtlich unabhédngig von der eingesetzten
Ballaststoffquelle sind. Allerdings konnte durch eine Fermentation von Synergyl im
Gegensatz zur proteinhaltigen Ballaststoffquelle Weizenaleuron die Ammoniakbildung
reduziert werden. Dieser Effekt von Synergyl hatte aber keinen zusétzlichen
nachweisbaren Einfluss auf das chemopriventive Potential in entarteten Kolonzellen.

Im Gegensatz zu reinen Ballaststoffquellen wie Synergyl (Oligofruktose-
angereichertes Inulin) enthdlt Weizenaleuron neben einem hohen Anteil an
Ballaststoffen  auch  gesundheitsfordernde  Inhaltsstoffe ~ (Hydroxyzimtsduren,
Flavonoide), die nach der Freisetzung im Dickdarm ein antioxidatives Potential
entfalten konnen [93,160]. Dadurch konnten beide Substanzgruppen den
Kolonepithelzellen in hohen Konzentrationen zur Verfligung stehen und eventuell
additiv oder synergistisch eine chemopriventive Wirkung entfalten. In den
unfermentierten Ausgangssubstanzen (Aleuron, Kleie und Mehl) korrelierte der Gehalt
an Antioxidantien (ausgedriickt als Messung der antioxidativen Kapazitit) und im
Speziellen an gebundener Ferulasdure mit dem Anteil der enthaltenen Ballaststoffe.

Hingegen waren nach der Fermentation in allen FU #hnliche Konzentrationen an
Antioxidantien zu verzeichnen, wobei die Fizeskontrolle den hochsten
Gesamtphenolgehalt aufwies. Diesem Resultat konnte die Ursache zugrunde liegen,
dass withrend der Aufbereitung der FU nach Beendigung der Dickdarmsimulation der
Phenolgehalt nachtrdglich verdndert wurde. So konnten unverdaute Komponenten
moglicherweise phenolische Substanzen binden, so dass diese innerhalb der einzelnen
Zentrifugationsschritte aus dem FU abgetrennt wurden. Allerdings gibt es derzeit keine
Untersuchungen, die diesen Zusammenhang belegen konnen.

Zusétzlich konnte nur in den Fermentationspellets Ferulasdure nachgewiesen
werden. Die innerhalb der bakteriellen Fermentation freigesetzte Ferulasdure konnte
zligig zu weiteren Abbauprodukten (vor allem Phenylpropionsiduren) verstoffwechselt
worden sein [96,161]. In den durchgefiihrten Untersuchungen war die im System
eingesetzte synthetische Ferulasdure bereits nach 4 h nicht mehr nachweisbar,
demgegeniiber nahm der Anteil des Metabolits 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-

propionsdure stetig zu. Dieser kann anschlieBend {iber weitere bakterielle
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Stoffwechselprozesse zu 3-Phenylpropionsdure abgebaut werden [96,131], was aber im
vorliegenden Experiment nicht nachweisbar war. Die FU, die in Zellkultur-
untersuchungen eingesetzt wurden, enthielten demnach keine freie Ferulasdure, die
zusitzlich ein antioxidatives oder antikanzerogenes Potential hitte ausiiben konnen.
Allerdings konnte unter in vivo Bedingungen die aus Weizenaleuron freigesetzte
Ferulasdure durchaus chemopriventiv wirken. So =zeigten Untersuchungen zur
Fermentationskinetik, dass die Konzentration an Ferulasdure in den Fermentations-
pellets stetig abnahm, woraus zu schlieBen ist, dass Ferulasdure von den
Arabinoxylanen abgespalten wurde. Freie Ferulasdure konnte anschlieend direkt iiber
passive Diffusion oder aktive Transportsysteme von den Kolonzellen des
Dickdarmepithels aufgenommen werden [97] und dort vor oxidativen Stressoren und
kanzerogenen Stoffen schiitzen [108].

Resiimierend stellt das Weizenaleuron zu dem bereits ausfiihrlich untersuchten
Synergyl eine dquivalente Ballaststoffquelle dar und ist dariiber hinaus ein natiirlicher

Bestandteil eines bedeutenden Grundnahrungsmittels, dem Weizenvollkornbrot.

4.7. Kofermentation von Aleuron durch die Probiotika LGG und Bb12

Durch die Kofermentation von Weizenaleuron mit probiotischen Kulturen und
der fakalen Mikroflora sollte untersucht werden, ob das Potential von Weizenaleuron
noch gesteigert werden kann, indem die Fermentierbarkeit durch die Probiotika erhoht
wird.

Eine gezielte Zugabe der Probiotikastimme LGG und Bb12 konnte die Bildung
kurzkettiger Fettsduren im Vergleich zur alleinigen Fermentation des Aleurons durch
die bakterielle Mikroflora weiter steigern (Publikation IV). Dies bedeutet, dass die
Ballaststoffe des Aleurons, vergleichbar mit weiteren Studien [114,117], aber auch
andere im Fézes enthaltene Nahrungsbestandteile durch die probiotischen Kulturen
verwertet wurden. Dariiber hinaus fiihrten die gebildeten SCFA zu einer Senkung des
pH-Werts von 6,38 auf 5,45, wodurch das Wachstum acidophiler Bakterienspezies
gefordert werden konnte (Publikationen II, IV), was von Blaut bereits belegt wurde
[162]. Milchsdurebakterien in der Darmflora produzieren vornehmlich Acetat und
Lactat, die durch butyratbildende Bakterienarten der Gattungen Roseburia und
Faecalibacteria metabolisiert werden [162]. Durch Zugabe von LGG und Bb12 zu den
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Weizenfraktionen konnte somit indirekt die Bildung von Butyrat erh6ht werden, was zu
einer Verminderung der Tumorprogression im Kolon fiihren kénnte [53].

Die Konzentration der sekunddren Gallensdure DCA konnte durch die
zusitzliche Gabe der Probiotikastimme LGG und Bb12 im Vergleich zu den Proben
ohne Probiotika (Fézeskontrolle bzw. Aleuron) um ein 4,1- bzw. 2,8-faches gesenkt
werden. Dies ist vermutlich einerseits auf eine reduzierte Aktivitit der 7a-
Dehydroxylase in Milchsdurebakterien zuriickzufiihren, wodurch die Umwandlung
primérer in sekundére Gallenséuren vermindert wird [163]. Andererseits konnte gezeigt
werden, dass Probiotika direkt Gallensduren binden kdnnen [164,165]. Da Gallensduren
die Tumorprogression begiinstigen [166] und in der Lage sind, die antiproliferative
Wirkung von Butyrat zu vermindern [163,167], ist die Senkung der Konzentration an
Gallenséduren im Sinne der Krebsprivention als positiv zu bewerten.

Eine Addition der probiotischen Stimme verminderte die Ammoniakbildung im
Vergleich zu den Proben ohne Probiotika. Vermutlich ist dieser Effekt auf die
vermehrte  SCFA-Bildung und die damit verbundene pH-Wert-Senkung
zuriickzufithren, wodurch die Bildung stickstoffhaltiger Verbindungen, bedingt durch
eine gesenkte Aktivitit der Aminosiuren-Decarboxylase, vermindert wird [143] Dies
kann auch die Entstechung von tumorpromovierenden N-Nitroso-Verbindungen
reduzieren [8].

Insgesamt kann eingeschétzt werden, dass durch die gezielte Kofermentation mit
den probiotischen Kulturen die Fermentierbarkeit des Weizenaleurons gesteigert wurde,
was sich vor allem in den erhohten SCFA-Konzentrationen widerspiegelt und auch
funktionelle Konsequenzen haben kdnnte.

Die vorliegenden Untersuchungen diesbeziiglich zeigten, dass die zusétzliche
Gabe von LGG und Bb12 die zytotoxische Wirkung des FU Aleuron erhdhte, wobei die
Inhibierung des Zellwachstums mit den enthaltenen SCFA-Konzentrationen korrelierte:
kombiniertes Produkt (Aleuron + Probiotika) > Aleuron > probiotisches Produkt >
Féazeskontrolle ohne Zugabe der Probiotika (Publikation IV). Dabei kann die
zytotoxische Wirkung der FU teilweise auf einen induzierten Wachstumsarrest in der
Go/Gi-Phase des Zellzyklus zuriickgefiihrt werden. Vergleichbare Resultate zeigten
Untersuchungen, in denen Oligofruktose-angereichertes Inulin gemeinsam mit den

probiotischen Stimmen LGG und Bb12 fermentiert wurde, wonach das Wachstum von
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Adenokarzinomzellen inhibiert [47] und die Proliferationsrate in den Kolonkrypten von
Ratten [61] und polypdsen Krebspatienten [62] reduziert wurden. Probiotischen
Kulturen, beispielsweise der Gattung Bifidobacterium, wurden ebenfalls
antiproliferative Eigenschaften sowohl in vitro (HT29-Zellen) als auch in vivo (Ratte)
zugesprochen [41,168].

In experimentellen Tierstudien konnten sowohl fiir verschiedene Prébiotika
(Oligofruktose, Inulin [55] und resistente Stirke [169]) als auch fiir Synbiotika
(Bifidobacterium longum/Inulin [60] bzw. resistente Stéirke/Bifidobacterium lactis
[170]) ein apoptotisches Potential nachgewiesen und auf die luminal gebildeten
erhohten Konzentrationen an SCFA zuriickgefiihrt werden. Zusitzlich konnten Rowland
et al. belegen [60], dass das Synbiotikum (Bifidobacterium longum/Inulin) effektiver als
seine Einzelkomponenten wirkte. Die vorliegenden in vitro Ergebnisse in humanen
Zelllinien bestdtigen dieses allerdings nicht (Publikation IV).

Die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase als ein Differenzierungsmarker wurde
durch fermentiertes Aleuron induziert, die Wirkung war vermutlich in den enthaltenen
Butyratkonzentrationen begriindet (Publikation III, IV). Ein Synbiotikum bestehend
aus Oligofruktose-angereichertem Inulin und Bbl2 induzierte in HT29-Zellen die
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase signifikant effektiver als das Prabiotikum allein,
was wiederum auf den erhhten Gehalt an Butyrat zuriickgefiihrt wurde [135]. Der FU
der Kofermentation von Aleuron durch die fikale Mikroflora mit den probiotischen
Bakterien LGG und Bbl2, in dem 3 mM Butyrat enthalten waren, wirkte in der
vorliegenden Studie gleichermafBen effektiv wie der FU Aleuron (2,4 mM Butyrat)
(Publikation IV). Die alkalische Phosphatase konnte auch durch die Kofermentation der
Féazesprobe mit den Probiotika (1,4 mM Butyrat) auf einem niedrigeren Niveau induziert
werden. Diese Ergebnisse deuten im Hinblick auf die Induzierbarkeit der alkalischen
Phosphatase innerhalb eines definierten Zeitraumes auf ein enges Wirkspektrum von
Butyrat hin.

Insgesamt belegen die vorliegenden Untersuchungen, dass durch eine gezielte
Kofermentation des Aleurons durch LGG und Bbl2 vor allem die antiproliferative
Wirkung des fermentierten Aleurons gesteigert werden konnte, vermutlich auf den

erhohten Gehalt SCFA, im Speziellen Butyrat, zurlickzufiihren.
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4.8. Zusammenfassende Schlussfolgerungen

Zusammenfassend konnen aus den Untersuchungen dieser Arbeit folgende

Schlussfolgerungen abgeleitet werden:

Die Erweiterung eines in vitro Fermentationsmodells um die Simulation des oberen
Verdauungstraktes sowie die Anpassung der zugesetzten Konzentration von
Gallensduren an den Verzehr einer ballaststoffreichen Kost sind Voraussetzung, die
Wirkung aktiver Fermentationsmetabolite  komplexer Lebensmittel oder
Nahrungsbestandteile in in vitro Zellmodellen zu untersuchen.

Eine in vitro Fermentation von Weizenaleuron durch die bakterielle Darmflora fiihrt
zu erhohten Konzentrationen an gesundheitsfordernden SCFA, im Speziellen
Butyrat, und einem niedrigeren Gehalt der tumorpromovierenden Gallensdure DCA.
Proteinarme oder —freie Ballaststoffe besitzen eine hohere Effizienz, luminale
Konzentrationen an Ammoniak zu senken als proteinreichere Ballaststoffe aus
Weizenvollkornprodukten.

Die Aleuronschicht als eine ballaststoffreiche, fermentierbare Subfraktion des
Weizenkorns konnte fiir eine gesundheitsfordernde Wirkung im Kolon
verantwortlich sein, da Fermentationsprodukte im in vitro Zellkulturmodell
verschiedene Mechanismen der sekundiren Krebspriavention induzieren.
Fermentiertes Weizenaleuron ist in der Lage, das Wachstum von Adenom- und
Adenokarzinomzellen zu inhibieren, indem die Proliferation gehemmt und die
Apoptose induziert wird.

Eine Proliferationshemmung geht mit einer erhohten Expression des CDK-
Inhibitorproteins p2/ auf mRNA-Ebene einher, wodurch ein Wachstumsstopp in der
Go/G,-Phase des Zellzyklus ausgelost wird.

Auch wenn die molekularen Mechanismen einer apoptotischen Wirkung des
fermentierten Weizenaleurons noch nicht vollstindig gekldrt sind, erscheint es
wahrscheinlich, dass durch eine erhdhte Aktivierung des WNT-B-Catenin-
Signalweges Apoptose induziert werden kann, da die Fermentationsprodukte des
Aleurons die mRNA-Expression von WNT2B steigern. Eine TRAIL-vermittelte
Apoptoseinduktion, ausgeldst durch eine erhohte mRNA-Expression von DRS, kann

fiir das untersuchte Zeitfenster ausgeschlossen werden.
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e Fermentiertes Weizenaleuron ist in der Lage, in Adenokarzinomzellen die Aktivitét
der alkalischen Phosphatase als einen Marker der Differenzierung zu induzieren.

e Das chemopraventive Potential des Weizenaleurons ist groftenteils auf den
Fermentationsmetaboliten Butyrat zurtickzufiihren.

¢ Eine unterstiitzende Kofermentation mit den probiotischen Bakterienstimmen LGG
und Bb12 verstirkt die gesundheitsfordernde Wirkung des Weizenaleurons, indem
die Konzentration an SCFA erhoht und der Gehalt an tumorpromovierender DCA im
Darm weiter gesenkt wird. Durch den erhohten Gehalt an SCFA, im Speziellen
Butyrat, kann die antiproliferative Wirkung des fermentierten Aleurons gesteigert
werden.

e Mittels der verwendeten Fermentationsmethode ist es nicht moglich, einen
zusdtzlichen gesundheitsfordernden Einfluss weiterer Fermentationsprodukte des
Weizenaleurons gegeniiber reinen Ballaststoffquellen wie Synergyl nachzuweisen,
da aus dem Aleuron freigesetzte Ferulasdure durch bakterielle Abbauprozesse ziigig
metabolisiert wird.

e Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass der erhohte Verzehr
ballaststoffreicher =~ Lebensmittel, vor allem von  Aleuron-angereicherten
Vollkornprodukten und einer gleichzeitigen téglichen Aufnahme von probiotischen
Kulturen einen effizienten Ansatz bieten, einerseits die Darmgesundheit zu fordern

und andererseits das Wachstum transformierter Kolonzellen zu hemmen.

4.9. Ausblick

Zundchst ist es von grofBem Interesse, die spezifischen molekularen
Mechanismen der apoptotischen Wirkung der Fermentationsprodukte des
Weizenaleurons zu identifizieren. Hierzu wire es sinnvoll, die Expression weiterer
Proteine auf transkriptioneller Ebene und Proteinebene zu untersuchen, die innerhalb
der Apoptose den extrinsischen (TNFR1, FasR) bzw. intrinsischen (Bak, Bax) Weg
einleiten.

Es konnte gezeigt werden, dass eine gezielte Fermentation des Weizenaleurons
durch Zugabe der probiotischen Bakterienstimme LGG und Bb12 die Konzentration
gesundheitsfordernder SCFA  zusétzlich steigert, was auf eine Verwertung der

Ballaststoffe des Aleurons durch die Probiotika schliefen ldsst. Projektpartner am
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Forschungszentrum Karlsruhe konnten nachweisen, dass Aleuron durch LGG und Bb12
metabolisiert wird, allerdings war ein Anstieg der Bakterienpopulation der Gattungen
Lactobacillus und Bifidobacterium nach einer 24-stiindigen Fermentation des Aleurons
bisher noch nicht belegbar. Um die préibiotische Wirkung des Weizenaleurons
nachweisen zu konnen, miisste die Entwicklung des Bakterienwachstums nach einer
wiederholten Gabe des Weizenaleurons in einem Fermentationsmodell iiber einen
langeren Zeitraum untersucht werden.

Um zu kldren, ob die hier beschriebenen Effekte auch in vivo zu beobachten
sind, wére es sinnvoll, in Tierstudien oder besser in einer humanen Erndhrungs-
Interventionsstudie den Einfluss des Weizenaleurons auf ausgewéhlte Parameter der
Krebspravention sowie der Vorbeugung bzw. Minderung chronisch-entziindlicher

Darmerkrankungen zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Das kolorektale Karzinom stellt weltweit in beiden Geschlechtern
eine der haufigsten Krebserkrankungen dar. Einige epidemiologische Studien deuten
darauf hin, dass mit der Nahrung aufgenommene Ballaststoffe das Risiko senken, an
Dickdarmkrebs zu erkranken. Allerdings bedarf es weiterer Forschung, um die
Ursachen dieser Wirkung zu kliren. Eine Fermentation von Ballaststoffen durch die
Darmflora kann die Konzentration an aktiven Metaboliten wie beispielsweise
kurzkettigen Fettsduren (SCFA) steigern, die mdglicherweise vor Kolorektalkrebs
schiitzen. Weizenaleuron enthélt einen groen Anteil an Ballaststoffen und anderen
potentiell ~ gesundheitsféordernden  Substanzen, die {iliber Mechanismen der
Sekundérprivention der Kolonkanzerogenese entgegen wirken konnten. Eine
unterstiitzende Kofermentation mit probiotischen Kulturen kénnte das Potential von
Aleuron durch eine erh6hte Fermentierbarkeit zusitzlich steigern.

Zielstellung: Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Effekt von fermentiertem
Weizenaleuron — zum Teil angereichert mit den probiotischen Bakterienstimmen LGG
und Bb12 — auf Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung zu untersuchen. Hierzu
wurden zwei humane Kolonzelllinien verwendet, die ein frithes (LT97) und spites
(HT29) Stadium der Kolonkanzerogenese reprisentieren.

Methoden:  Zundchst wurde  Weizenvollkornmehl — unter  Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen an Gallensduren (41,6 und 0,6 g/l) in vitro verdaut
und fermentiert, um ein geeignetes Fermentationsmodell zur Anwendung in
Zellexperimenten zu etablieren. Weizenaleuron mit/ohne Zugabe von LGG und Bb12
wurde mittels des modifizierten Fermentationsmodells in vitro verdaut und fermentiert.
Vergleichend wurden Weizenvollkornmehl, Weizenkleie und Synergyl (Oligofruktose-
angereichertes Inulin) einer in vitro Fermentation unterzogen. In den gebildeten
Fermentationsiiberstinden (FU) wurde die Konzentration ausgewihlter Metabolite
(SCFA, Gallensduren, Ammoniak und freie Ferulasdure) bestimmt. Die Zellen wurden
fiir 24-72 h mit den FU oder synthetischen Gemischen, die den Gehalt an SCFA,
Butyrat und Deoxycholsdure (DCA) widerspiegeln, inkubiert und der Einfluss auf das
Zellwachstum mittels DAPI-Assay untersucht. Zusitzlich wurde das genotoxische
Potential der FU mittels Comet Assay bestimmt. Um die sekundir chemopriventive

Wirkung des Weizenaleurons (£ LGG/Bbl2) im Vergleich zu Synergyl zu
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charakterisieren, wurde die Modulation des Zellzyklus (NIM-DAPI-Farbung und
Durchflusszytometrie), der Apoptose (Annexin V-7-AAD-Fiarbung und Durchfluss-
zytometrie sowie Bestimmung der Enzymaktivitit der Caspase-3, -8, -9) und der
Differenzierung (Bestimmung der Enzymaktivitit der alkalischen Phosphatase)
untersucht. Ergdnzend wurde der Einfluss von fermentiertem Aleuron (= LGG/Bb12)
im Vergleich zu Synergy1 auf die mRNA-Expression von p21, DR5 und WNT2B mittels
real-time qPCR analysiert.

Ergebnisse: Durch die Anpassung der Konzentration an eingesetzten
Gallenséuren konnte ein Fermentationsmodell etabliert werden, um die Wirkung
komplexer FU in Zellexperimenten zu untersuchen. Die Fermentation der
Weizenfraktionen, vor allem von Weizenaleuron nach Zugabe von LGG/Bb12, und
Synergyl flihrte im Vergleich zu der Fézeskontrolle zu zwei- bis dreifach erhdhten
Konzentrationen an SCFA und verminderten Gehalten an Gallensduren. Die
Konzentration an Ammoniak wurde in Korrelation zum Proteingehalt erhdht. In den FU
konnte keine freigesetzte Ferulasdure nachgewiesen werden, was groftenteils auf einen
zligigen bakteriellen Abbau schlieBen ldsst. Fermentiertes Aleuron war in der Lage, die
Zellzahl von LT97- und HT29-Zellen zu senken, wobei die FU effektiver reagierten als
die korrespondierenden SCFA-Gemische oder die Fazeskontrolle. Generell reagierten
LT97-Zellen sensitiver auf eine Inkubation mit fermentiertem Aleuron (= LGG/Bb12)
als HT29-Zellen, wobei die Inhibierung des Zellwachstums auf einen Wachstumsstopp
in der Go/G;-Phase durch das enthaltene Butyrat zuriickgefiihrt werden konnte. Die
Anzahl an apoptotischen Zellen wurde signifikant erhoht, wobei die Effekte in LT97-
Zellen starker waren als in HT29-Zellen. Vor allem in HT29-Zellen wurde die Aktivitit
der alkalischen Phosphatase als ein Marker der Differenzierung nach einer Inkubation
mit fermentiertem Aleuron gesteigert. Gene, die bei der Regulation der Zellproliferation
und der Apoptose eine Rolle spielen, wie p2/ und WNT2B, konnten durch den FU
Aleuron (= LGG/Bb12) und Synergy! gleichermafen induziert werden.

Schlussfolgerung: Die Fermentation von Weizenaleuron, vor allem nach
Zugabe der Probiotika, fiihrt zu einer niedrigeren Konzentration der
tumorpromovierenden sekundiren Gallensdure DCA und erhohten Gehalten an
chemopraventiven SCFA. Fermentiertes Aleuron und die Kombination aus Aleuron und

LGG/Bb12 sind in der Lage, Mechanismen der Sekundirpridvention zu fordern, indem
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das Zellwachstum und -iiberleben vermindert werden, wobei Kolonzellen eines
fritheren Transformationsgrades sensitiver reagieren. Ubertragen auf die in vivo
Situation konnte der erhOhte Verzehr ballaststoffreicher Lebensmittel, vor allem von
Aleuron-angereicherten Vollkornprodukten, verbunden mit einer gleichzeitigen
taglichen Aufnahme von probiotischen Kulturen, das Risiko senken, an Dickdarmkrebs

zu erkranken.

5. Abstract

Introduction: Colorectal cancer is one of the most common types of cancer
worldwide. Some epidemiological studies suggest that dietary fiber may help to reduce
colorectal cancer risk, but definitive scientific evidence is still lacking. Fermentation of
dietary fiber by colonic microflora enhances the concentration of effective metabolites
such as short-chain fatty acids (SCFA) which are potentially protective against
colorectal cancer. Wheat aleurone contains high amounts of dietary fibers and other
health-promoting compounds which may prevent cancer by modulating mechanisms of
secondary chemoprevention. Furthermore, the addition of probiotics may trigger the
functional value of wheat aleurone by increasing its fermentability.

Aim: The aim of this work was to investigate the effects of fermented aleurone,
partially enriched with probiotics LGG and Bbl2, on cell growth, apoptosis and
differentiation using two different colon cell lines representing an earlier (LT97) and a
late (HT29) stage of carcinogenesis.

Methods: First of all, wholemeal wheat flour was digested and fermented in
vitro with a fermentation model using different bile acid concentrations (41.6 and
0.6 g/1) to establish a model which is suitable for following cell culture experiments.
Wheat aleurone with/without probiotic strains LGG and Bb12, wholemeal wheat flour,
wheat bran and Synergyl (oligofructose-enriched inulin) were digested and fermented
in vitro using the modified fermentation model. The resulting fermentation supernatants
(fs) were analyzed for the main metabolites (SCFA, bile acids, ammonia and free ferulic
acid). Cells were treated for 24-72 h with the fs or synthetic mixtures mimicking the fs
in SCFA, butyrate or deoxycholic acid (DCA) contents, and the effect on cell growth
using the DAPI assay was determined. Furthermore, the genotoxic potential of the fs

was studied using the comet assay. The modulation of cell cycle (NIM-DAPI staining
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and flow cytometry), apoptosis (annexin V-7-AAD staining and flow cytometry as well
as determination of enzyme activity of caspase-3, -8, -9), and differentiation
(determination of enzyme activity of alkaline phosphatase) by the fs aleurone
(+ LGG/Bb12) was characterized and compared to Synergyl. Finally, effects of
fermented aleurone (+ LGG/Bb12) was analyzed and compared to effects of Synergyl
on expression of p21, DR5 and WNT2B on mRNA level using real-time qPCR.

Results: By lowering the bile acid concentration a suitable fermentation model
was established allowing the use of the samples in cell culture experiments. The
fermented wheat samples, especially aleurone enriched with LGG and Bbl2, and
Synergy1 contained two- to threefold higher amounts of SCFA than the feces control,
but reduced levels of bile acids and increased concentrations of ammonia in correlation
to protein content. Free ferulic acid was not detectable probably due to its immediate
degradation. Fs aleurone reduced cell growth of LT97 and HT29 more effectively than
the corresponding feces control and SCFA mixtures. In comparison to HT29, LT97
cells were more sensitive towards the growth inhibitory activities of fermented aleurone
(= LGG/Bb12), which was related to a cell cycle arrest in the Go/G; phase caused by
butyrate. The level of apoptotic cells was significantly higher in LT97 than in HT29
cells. Mostly in HT29 cells, the alkaline phosphatase as a marker of differentiation was
enhanced. Cell growth and apoptosis-related genes, namely p2/ and WNT2B, were
induced by the fs.

Conclusions: Fermentation of wheat aleurone, especially supported by
probiotics, results in a reduced level of tumor-promoting DCA and higher levels of
potentially chemopreventive SCFA. Fermented aleurone and aleurone enriched with
LGG/Bbl2 are able to act as secondary chemopreventive agents by modulating
parameters of cell growth and survival. Noteworthy, cells of an early transformation
stage were more sensitive than cells of a later stage. These findings indicate that the
consumption of wheat based products, especially enriched with wheat aleurone,

combined with a daily intake of probiotics, may possess a chemopreventive potential.
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