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5. Zusammenfassung

Maillard-Reaktionsprodukte

Maillard-Reaktionsprodukte sollten auf ihre Fahigkatersucht werden, P-Glykoprotein zu
hemmen oder die P-gp-Expression zu steigern.

Die Maillard-Reaktionsprodukte wurden nach der kathengsvorschrift der COST-
Action 919 im wasserfreien Milieu gewonnen. Von d2B proteinogenen Aminosauren
wurden die L-Aminosauren Arginin, Asparagin, Asgangaure, Glycin, Prolin, Serin und
Tryptophan aufgrund unterschiedlicher funktionel@ruppen fir die Maillard-Reaktion
ausgewahlt. Asparagin wurde zudem ausgewahlt, daden Temperaturen und geringem
Wassergehalt als Maillard-Reaktionsprodukt Acryldmntsteht. Acrylamid ist eingestuft als
krebserzeugend, erbgutverédndernd und fortpflangyeighrdend. Als reduzierende Zucker
wurden die beiden Monosaccharide Glucose (Hexosd)Rructose (Pentose) und als Di-
saccharid Lactose eingesetzt. Je nach Art der Agaime und des verwendeten Zuckers sind
Maillardproduktgemische entstanden, die sich imuGer im Braunungsgrad und in ihrer
Loslichkeit in Wasser und Ethanol deutlich vonetamunterscheiden.

Eine gaschromatographische Analyse der hergestdlitgllard-Reaktionsprodukte zeigte ein
Vorhandensein von Essigsdure und Ameisenséaurenigeai wasserloslichen MRP-Proben
auf. Ameisen- und Essigsaure entstehen im ZugeMdgfard-Reaktion in hoher Konzen-
tration. Jedoch betrug der Gehalt an diesen Saumrehmg/ml MRP-Proben weniger als
10 mM. Der Grof3teil der Sauren entwich bereits wétirder Herstellung. Ameisen- und
Essigsaure zeigten in Zellkulturversuchen erst iabrekonzentration von 10 mM Effekte.
Effekte der MRPs bedingt durch das VorhandenseirCgeund G-Sauren sind daher nicht
zu erwarten.

Das zytotoxische Potenzial der MRPs Glc-Asn, Glo#rd Glc-Ser wurde stellvertretend fir
die hergestellten MRPs mittels MTT-Test untersudbte wasserloslichen und ethanol-
I6slichen MRPs fuhrten selbst bei hohen Konzemna&in von 1-2 mg/ml nicht zum Ab-
sterben von Caco-2- und LS180-Zellen und mindedan Zellviabilitat verhaltnismalig
schwach. Selbst die MRPs aus Glucose und Aspardgiricrylamid als MRP aufweisen,
verringerten die Zellviabilitat von Caco-2-Zellencimt mehr als 20 %. Daher konnte als
Testkonzentration 1 mg/ml gewdahlt werden, wobeiseliam Verhdaltnis zur taglichen
Nahrungsaufnahme von MRPs steht. Ebenso konnte Egnflussnahme auf den Zellzyklus
von Caco-2- und LS180-Zellen bestimmt werden. Nakroskopischer Beobachtung und
Auswertung der Zellzyklusuntersuchungen ergabem lsgine Hinweise auf eine Stimulation
der Zelldifferenzierung.
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Caco-2-Monolayer verfligen bereits konstitutiv Uloen Effluxtransporter P-gp, wahrend
LS180-Zellen P-gp erst nach Induktion Uber den ditaD- oder den Pregnan X-Rezeptor
expri-mieren. Eine Steigerung der RH 123-Akkumolatibbei Caco-2-Zellen, die auf eine
Inhibition des P-gp-Effluxes schlieRen lassen wijrdennte bei wasserloslichen- und
ethanolléslichen MRPs nicht beobachtet werden. Tistung am Transwell-Modell konnte
ebenso keine Hinweise auf eine Inhibition des FRiefprn. MRPs sind demzufolge unféhig
P-gp zu inhibieren.

Stattdessen wurde eine Reduktion der RH 123-Akkatioul in Gegenwart wasserloslicher
MRPs bei beiden Zelllinien beobachtet. Die starisbsenkung der RH 123-Akkumulation
um 20-30 % konnte mit wasserloslichen MRPs errevebitden, bei denen zur Herstellung
Glucose verwendet wurde. Wurde hingegen Lactoseveratet, so sank die RH 123-
Akkumulation lediglich auf Werte von 90 bis 82 % RHM-Gemische enthalten nach Ablauf
der Maillard-Reaktion noch Reste von Zuckern, dieZellen tGber die Glykolyse zu ATP
abgebaut werden konnen. Eine erhOhte Glucoselietieitgy als Energiequelle fur den
Effluxtransporter erwies sich aber nicht als Ursaétir diese Beobachtung. Die RH 123-
Akkumulation blieb in Gegenwart von 1 mg/ml Glucosabeeinflusst. Darliber hinaus
zeigten MRPs weder einen Einfluss auf intrazelkilATP-Spiegel noch auf die Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen, die in Prozesse ATiP-Gewinnung involviert sind.
Denkbar ware eine Beeinflussung der P-gp-ATPases&tt Die P-gp-ATPase bedingt die
Funktionalitéat des P-gp durch die Hydrolyse von AVIBlekilen. Eine Hemmung dieses
Enzyms wirde den Efflux von P-gp-Substraten hetabee Diese Mdglichkeit misste mit
einem P-gp-ATPase-Assay geklart werden. Die Hetabsg der RH 123-Akkumulation
fand nur in Gegenwart der MRPs statt. Wurden disseddslichen MRPs nach einer Inkuba-
tion fur 48 h fur den RH 123-Akkumulation entfefmiest I), trat dieser Effekt nicht auf. Dies
kénnte auf einen verminderten RH 123-Einstrom gdoleiner Komplexierung des
Fluoreszenzfarbstoffs durch MRPs hindeuten. Komptexde Fahigkeiten werden vor allem
den Melanoidinen zugesprochen. Eine intensive Bmgnbei MRP-Gemischen gibt
Hinweise auf eine erhdhte Bildung von Melanoidinkfaillard-Reaktionsprodukt-Gemische
mit Lactose als Zuckerkomponente weisen eine aétlhellere Braunfarbung als Gemische
mit Glucose auf. Tatsachlich wurde mit MRP-Gemisctais Lactose eine schwéachere
Absenkung der RH 123-Akkumulation ermittelt. Ethiédsliche MRP-Fraktionen bestehen
vor allem aus hochmolekularen Melanoidinen. Jedfiithiten die ethanolloslichen MRPs
nicht zu einer Verminderung des RH 123-Zellinhakish 90 min. Die Testkonzentration der

ethanolléslichen MRPs betrug, bedingt durch demdreshte Ldslichkeit im Medium und
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Puffer, nur ein Zehntel der Konzentration wassédbier MRPs. Die Unterschiede in der
Testkonzentration konnten eine Erklarung fir déneieden bzw. nicht registrierbaren Effekt
sein. Um Auswirkungen der MRPs auf den absorptivesh sekretorischen RH123-Transport
zu bestimmen, wurden wasserlosliche MRPs in bitdweklen Transportstudien getestet. Bei
der Auswertung ergaben sich aber keine deutlichenvéise auf eine Komplexierung des
Fluoreszenzfarbstoffs durch MRPs.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob MaillarédRensprodukte die P-gp-Expression
induzieren bzw. steigern konnen. Dafir wurden Cacaomnd LS180-Zellen fur 48 h mit
wasserloslichen oder ethanolléslichen MRPs inkabiéon allen getesteten MRPs riefen nur
die wasserloslichen MRPs Glc-Arg, Glc-Ser und Gig-Rine Senkung des RH 123-
Zellinhalts hervor. Dieser Effekt trat am deutliths bei Glc-Pro und ausschlie3lich bei
LS180-Zellen auf. Glc-Pro erreichte eine Absenkdeg RH 123-Zellinhalts auf 65 %. Das
wasserlosliche Maillard-Reaktionsprodukt-Gemischs auactose und Prolin vermochte
ebenfalls die RH 123-Akkumulation zu senken, fllafber nur zu einer Absenkung auf 78 %.
Dies zeigt das die Aminosaurekomponente ProlindférWirkung entscheidend ist und die
Zuckerkomponente lediglich das Ausmald der Senkuestiromt. Die ethanolléslichen
Fraktionen dieser Aminosaure-Zucker-Gemische riekemen Effekt auf die RH 123-
Akkumulation hervor. Sollte die Reduktion der RH31&kkumulation auf einen gesteigerten
P-gp-Efflux zurtiickzufihren sein, so musste diedékiE durch den P-gp-Inhibitor Elacridar
aufgehoben werden kénnen. Tatsachlich vermochterilda den erniedrigten RH 123-
Zellinhalt von 65 % infolge einer Inkubation mitéaPro, auf 88 % zu steigern.

Die Ergebnisse aus dem RH 123-Akkumulationstestelassermuten, dass wasserlosliche
MRPs ausgewahlter Aminosauren die P-gp-Expressimer den Pregnan X-Rezeptor zu
induzieren vermégen. Um diese Vermutung zu bestitigurde der P-gp-Proteingehalt von
Zell-Lysaten mittels Western Blot bestimmt. Cacod®d LS180-Zellen wurden im Vorfeld
fur 48 h mit den wasserloslichen MRPs Glc-Asn, 6é&r; Glc-Pro und Lac-Pro inkubiert.
Zusatzlich wurde der PXR-Ligand Rifampicin als Rgkbntrolle eingesetzt. Nur Rifampicin
und die Maillard-Reaktionsprodukte mit Prolin alsilhosaure-Komponente steigerten den
P-gp-Proteingehalt in LS180-Zellen. Die P-gp-Prutg@nge in Caco-2-Zellen blieb
unverandert. Glc-Asn und Glc-Ser zeigten wederQeo-2- noch bei LS180-Zellen einen
Einfluss auf den P-gp-Proteingehalt. Die Senkung &# 123-Zellinhalts im RH 123-
Akkumulationstest durch Glc-Ser ist nicht auf eiheduktion der P-gp-Expression

zuruckzufihren. Die wasserloslichen MRP-Gemische-R30 und Lac-Pro steigerten
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hingegen den P-gp-Proteingehalt. Somit kann voereimduktion der P-gp-Expression bei
LS180-Zellen ausgegangen werden.

Um genau zu prufen, ob der erhdohte P-gp-Proteingalé eine verstarkte Expression des
MDR-1-Gens zurlckzufiihren ist, musste der P-gp-mRb&halt in LS180-Zellen mittels
RT-PCR untersucht werden. Sind sowohl die P-gp-mRbé&halte als auch die P-gp-
Proteinmengen erhéht, so spricht dies flur einetadt® Expression des MDR-1-Gens. Ein
unveranderter P-gp-mRNA-Gehalt bei gleichzeitigbten P-gp-Proteinmengen hingegen
wirde auf eine Verbesserung der mRNA-StabilitatisBen lassen. Der Effekt von Glc-Pro
deutet mehr auf eine verstarkte Expression hin,dda Effekt fur die LS180-Zelllinie
spezifisch ist. Die bei LS180-Zellen erhohten PRypteinmengen mussen auf ein
Mechanismus zurlckzufuhren sein, welcher ledidghiiehdiesem Zelllinientyp vorhanden ist.
Ob dieser Effekt tatsachlich auf eine Beeinflussdag PXR beruht, missen weiterfihrende
Tests klaren. Denkbar wére eine Bestimmung des BXRalts in LS180-Zellen nach einer
Inkubation mit Glc-Pro sowie PXR-Ligand-Bindungs:@en. Darlber hinaus wére es
sinnvoll zu testen, ob Glc-Pro neben der P-gp-Esgiom auch die CYP3A4-Expression
beeinflusst, da P-gp und CYP3A4 Uber PXR koregiNierden.

Zusatzlich ware es interessant, die Wirkkompondzte. die Wirkkomponenten unter den
wasserloslichen MRPs von Glc-Pro zu identifizierBwar bestimmt das Gemisch in seiner
Komplexitat den Wirkeffekt, aber durch geeignetestidlungsbedingungen konnte die Wirk-
komponente im Gemisch angereichert werden.

Inwiefern dieser induktive Effekinvivo eine Rolle spielt, misseam vivo-Studien zeigen.
Denkbar ware eine Abschwachung des Effektsjrdavo komplexere Verhaltnisse als in
in vitro-Studien herrschen und sich dieser Effekt mit der@nModulatoren und Induktoren
des P-gp uberlagern kénnte.

Zusammenfassend lasst sich formulieren, das wassenle MRPs aus Prolin nach einer
Inkubation fur 48 h den P-gp-Proteingehalt in LSZ&llen erhdhen und zu einer deutlichen
Verminderung der RH 123-Akkumulationen fuhren. @ieEffekt beruht wahrscheinlich auf
eine Einflussnahme der P-gp-Expression Uber degnBreX-Rezeptor. Eine Verstarkung der
Barrierefunktion der Darmschleimhauatvivo wére somit denkbar. Eine Inhibition des
P-Glykoproteins konnte bei allen hergestellten MRkt ermittelt werden.

Bis zu diesem Zeitpunkt existierte kein Wissen Harii ob Maillard-Reaktionsprodukte
Transportsysteme beeinflussen konnen. Es warengligdi Studien Uber verédnderte

Enzymaktivitaten infolge von Glykierungsreaktionerd Crosslinks vorhanden.
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Salze kurzkettiger Fettsauren

Na-Butyrat ist ein bekannter Induktor der P-Glykaipm-Expression. Inwiefern Formiat und
die ubrigen Natriumsalze kurzkettiger Fettsdurewcetat, Propionat, Isobutyrat, Valeriat,
Isovaleriat und Capronat einen Einfluss auf dieiikit von P-Glykoprotein (P-gp) nehmen,
wurde als zweiter Themenbereich hinreichend untéitsu

Zur Ermittlung des P-gp-Einflusses sollten Formiat die Salze kurzkettiger Fettsduren im
RH 123-Akkumulationstest als Testsubstanzen eitgeswerden. Zuvor wurde das
zytotoxische Potential von allen Salzen der SCRAldusive Na-Formiat, bei Caco-2- und
LS180-Zellen bestimmt, um eine geeignete Testkanagon fur den RH 123-
Akkuulationstest zu bestimmen. Die Inkubation deleh mit den Salzen der SCFAs fiihrte
bei allen Testsubstanzen zu einer konzentratiodsahpen Verminderung der Zellviabilitat,
die nach 48 h mittels MTT-Test ermittelt wurde. slohtlich der Zelllinien ergaben sich
Unterschiede. Wahrend Formiat, Acetat und Propisiat bei Konzentrationen 150 mM
als zytotoxisch fur Caco-2-Zellen erwiesen, wurde8180-Zellen lediglich in ihrer
Zellteilung beeinflusst. Ab KonzentrationerB mM fiihrte Butyrat ebenfalls nur bei Caco-2-
Zellen durch zytotoxische Effekte zum Absterberzeiner Zellen. Valeriat, Isovaleriat und
Capronat reduzierten selbst bei 10 mM die Zelhigden von Caco-2- und LS180-Zellen nur
schwach. In Anbetracht der Ergebnisse des MTT-Teatden fur Formiat, Acetat und
Propionat eine Testkonzentration von 50 mM, furygait von 4 mM und fur die tbrigen
Testsubstanzen eine Testkonzentration von 6 m\jdeit.

Im RH 123-Akkumulationstest erwiesen sich SCFAsKettenlange von €bis G als fahig,
die RH 123-Akkumulation in Caco-2- und LS180-Zellerach 48 h-Inkubationszeit zu
mindern, wobei die unverzweigte Kette mit 4 C-Atamden starksten Einfluss besal3.
Verglich man die Wirkstarken der SCFAs bei den \@rdeten Zelllinien untereinander, so
wurde deutlich, dass SCFAs bei Caco-2-Zellen staskksam waren als bei LS180-Zellen.
SCFAs liegen bei physiologischem pH ionisiert vaxduwsind aufgrund ihrer verminderten
Lipophilie auf spezifische Transportmechanismeneangsen, um in die Zellen zu gelangen.
SCFAs werden Uberwiegend mit dem Monocarboxylati3parter MCTL1 transportiert,
welcher in undifferenzierten Zellen wie den LS18&&n nur schwach exprimiert vorliegt
und die Aufnahme in die Zellen daher limitiert. Dierringerte intrazellulare Konzentration
an SCFAs bei LS180-Zellen kdonnte der Grund fur sthwacheren Wirkeffekt sein.
Akkumulierte der Fluoreszenzfarbstoff im Beiseimv@ropionat oder Butyrat so wurde eine
Steigerung des RH 123-Zellinhalts auf 120 % erihitiea dieser Effekt nur bei Caco-2-

Zellen auftrat, ergab sich als Vermutung eine sdmed-gp-Inhibition.
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Kombinierte man die einzelnen Fettsduren miteingretewurde bei beiden Zelllinien weder
ein synergistischer noch ein additiver Effekt betitet. Stattdessen wurde die Akkumulation
nach 48 h-Inkubation zum Teil sogar weniger staekuriert (subadditiv), als bei den
einzelnen SCFAs. Akkumulierte RH 123 in Gegenwaeser Gemische, so konnte der bei
Caco-2-Zellen vermutete inhibitorische Effekt se#tePropionat und Butyrat nicht mehr
beobachtet werden. Die Salze kurzkettiger Fettsélesitzen alle eine unterschiedliche Affi-
nitat zum Influxtransporter MCT1. Durch Konkurream freie Bindungsstellen kénnte die
intrazellulare Konzentration einzelner SCFAs duushaninimiert werden. Generell muss
vivo von einem abgeschwachten induktiven Effekt seiteropionat, Butyrat, Valeriat und
Isovaleriat durch das gleichzeitige Vorkommen v@#r8s ausgegangen werden.

Der absorptive und sekretorische RH 123-Transpartlerin Gegenwart der Fettsduresalze in
bidirektionalen Transportstudien am Trans®éflodell untersucht. Keine der Test-
substanzen zeigte einen Einfluss auf die Resorpiioth die Sekretion von RH 123. Die
Vermutung einer P-gp-Inhibition seitens Propionad Butyrat konnte nicht bestatigt werden.
Bis auf Propionat nahmen Salze kurzkettiger Fetéstikeinen Einfluss auf die intra-
zellularen ATP-Gehalte in Caco-2- und LS180-Zelleropionat senkte in Abhangigkeit von
der Konzentration den ATP-Gehalt beider ZellliniaNurden die Zellen fur 90 min mit
50 mM Propionat inkubiert, so konnte eine Absenkdeg intrazellularen ATP-Gehalts auf
70 % registriert werden. Propionat fuhrte aber hidber eine Freisetzung von ATP aus der
Zelle zur Minderung des intrazellularen ATP-Gehaldartuber hinaus konnte kein Einfluss
auf mitochondriale Dehydrogenasen, die in ProzesseATP-Gewinnung involviert sind,
gefunden werden. Daneben existieren noch Kinasgrth&sen und Oxidasen, die im Citrat-
zyklus und in der Atmungskette zur ATP-Gewinnungrbgen. Vielleicht nimmt Propionat
Uber diese Enzymgruppen Einfluss auf die ATP-Gewmngn

Es ist bekannt, dass Butyrat als Histon-Deacetylidlsibitor einen G-Phase-Arrest auslost
und dartuber Prozesse wie Proliferation, Differenig und Apoptose steuert. Im Zuge der
Differenzierung bewirkt Butyrat eine verstarkte p-gxpression. Aufgrund dieser Wissens
Uber Butyrat sollte der Einfluss der Ubrigen Fetts@alze auf den Zellzyklus von Caco-2-
und LS180-Zellen mittels der Durchflusszytometnimigtelt werden. Besonderes Augenmerk
galt den Veranderungen des Zellanteils dePBase. Die Fettsduresalze fuhrten teilweise zu
unterschiedlichen Effekten auf den Zellzyklus vosmcG@-2- und LS180-Zellen. Einen Arrest
in der G-Phase riefen Propionat, Butyrat, Valeriat und #dexat bei Caco-2-Zellen hervor,

wobei Butyrat den starksten Effekt aufwies. Bei 83Zellen hingegen fuhrten Acetat,
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Butyrat, Valeriat, Isovaleriat und Capronat zu ein€;-Phase Arrest. Ein Einfluss auf den
Zellzyklus in Abhangigkeit von der Kettenlange &Z<FAs konnte nicht beobachtet werden.
Zusatzlich zur Zellzyklusuntersuchung wurde in Gaeaind LS180-Zelllysaten der P-gp-
Proteingehalt mit der Methode des Western Blotdile®t. Nach einer Zellinkubation fr
48 h mit Propionat, Butyrat, Valeriat oder Isovaerkonnte eine Zunahme der P-gp-
Proteinmenge in Caco-2- und LS180-Zellen gefunderden. Da diese Zunahme bei beiden
Zelllinien auftrat, kann eine Induktion der P-gpdgassion Uber den Vitamin D-Rezeptor
angenommen werden.

Butyrat ist die bisher am besten untersuchte kutigieFettsaure. Als Inhibitor der Histon-
Deacetylase (HDAC) fuhrt Butyrat zu einer Histonalbetylierung. Als Folge veréndert sich
die Chromatinstruktur der DNA, so dass die DNA tetzllich leichter fur verschiedene
Transkriptionsfaktoren zuganglich wird. Na-Butyisdtin der Literatur bereits als Induktor far
die P-Glykoprotein-Expression bekannt. Durch Hishmacetylierung kommt es zu einer
gesteigerten Expression des Vitamin D-Rezeptors, wiederum die P-gp-Expression
aktiviert. Eine gemeinsame Inkubation von Na-Butymait 1,25-Dihydroxyvitamin D3
bewirkte bei Caco-2-Zellen einen synergistischefel&fbeziglich Differenzierung und P-
Glykoprotein-Expression (Gaschott et al. 2001; Gatg¢ Stein 2003). Propionat, Butyrat und
Valeriat zahlen ebenso zu den die Histon-Deacetylialsibitoren (HDAC-Inhibitoren),
Formiat, Acetat und Capronat hingegen nicht. Di@iMierung des RH 123-Zellinhalts und
die Zunahme der P-gp-Proteinmengen nach 48 h-Itkubenit Propionat, Butyrat, Valeriat
und Isovaleriat konnen daher als Folge einer Indokider P-Glykoprotein-Expression
angesehen werden. Die Induktion der P-GlykoproEeipression wird hierbei nicht tber den
Pregnan X-Rezeptor vermittelt, da die Absenkung Bét123-Zellinhalts nicht nur bei
LS180- sondern auch bei Caco-2-Zellen zu beobackenSCFAs nutzen in Caco-2- und in
LS180-Zellen den Induktionsweg lUber den Vitamin Ez8ptor, welcher in beiden Zelllinien
exprimiert wird.

Eine Inhibition des P-Glykoproteins durch Salzezkettiger Fettsauren konnte nicht beo-

bachtet werden.



