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1 Einleitung 
Die vorliegende experimentelle Arbeit untersucht den Einfluss der physiologischen 

Ketonkörper b-Hydroxybutyrat (3-OHB) und Acetoacetat (AcAc) auf 

Kolonkarzinomzelllinien mit unterschiedlichem p53-Status. 
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1.1 Kolorektales Karzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

In den höher entwickelten Staaten belegen die Karzinome des Kolons und des Rektums 

Platz zwei und drei der häufigsten Tumorneuerkrankungen bei Männern bzw. Frauen 

(Torre et al., 2015). 

Für 2022 wird die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate je 100.000 Personen an 

Darmkrebs in Deutschland auf 48,6 bei Männern bzw. 30,3 bei Frauen geschätzt. Im 

Vergleich mit 2017 (51,5 und 33,6) und 2018 (52,1 und 32,7) zeigt sich die 

standardisierte Neuerkrankungsrate weiterhin sinkend (Robert-Koch-Institut, 2021). 

Dieser Trend sowie die abfallende standardisierte Sterberate werden in Abbildung 1 

(Abb.1) veranschaulicht. Ein langfristiger Inzidenzrückgang sei durch die 

Vorsorgekoloskopie, welche 2002 dem gesetzlichen Krebsfrüherkennungsprogramm 

hinzugefügt wurde, zu erwarten. Durch Diagnose früherer Krebsstadien und Entdeckung 

von Vorstufen konnte von 2003-2012 bereits ein deutlicher Rückgang der 

altersstandardisierten Inzidenz festgestellt werden (Brenner et al., 2016). 

 

1.1.2 Ätiologie und Karzinogenese 

Es ist wissenschaftlich anerkannt, dass sich die meisten aller kolorektalen Karzinome 

innerhalb der sogenannten Adenom-Karzinom-Sequenz entwickeln. Über schrittweise 
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Abb. 1 - Geschlechterspezifische Neuerkrankungs- und Sterberate von Darmkrebs pro 100 000 Einwohner 

in Deutschland von 1999 bis 2018/2019, Prognose bis 2022 (altersstandardisiert). ICD-10 

C18-C20. C18: Bösartige Neubildung des Kolons; C19: Bösartige Neubildung am Rektosigmoid, 

Übergang, C20: Bösartige Neubildung des Rektums. Bild aus der Veröffentlichung „Krebs in 

Deutschland für 2017/2018“ des Robert-Koch-Instituts (Robert-Koch-Institut, 2021). Gedruckt mit 

Erlaubnis des Zentrums für Krebsregisterdaten (ZfKD) am Robert-Koch-Institut. 
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genetische Veränderungen kommt es zur Umwandlung des normalen Epithels über 

benigne Vorstufen (Adenome) bis hin zum Karzinom (siehe (s.) Abb. 2). Folglich finden 

sich in Adenomen üblicherweise weniger genetische Veränderungen als in Karzinomen. 

Allerdings geht nur ein sehr geringer Teil aller Adenome in ein Karzinom über (Day & 

Morson, 1978; Fearon & Vogelstein, 1990; Leslie et al., 2002). 

 

 

Der Großteil aller Kolonkarzinome tritt sporadisch auf. Etwa 30 % aller Karzinome zeigen 

eine familiäre Häufung im Sinne einer Erberkrankung. Darunter fallen auch die gut 

beschriebenen autosomal-dominanten Erkrankungen familiäre adenomatöse polyposis 

coli (FAP) und das Lynch-Syndrom. Verantwortlich für das Lynch-Syndrom sind 

Mutationen in DNA-Mismatch-Reparaturgenen (MMR-Gene) (Jasperson et al., 2010). 

Die MMR-Gene, die am häufigsten betroffen sind, sind hierbei MLH1 (MutL Homolog 1) 

Abb. 2 - Adenom-Karzinom-Sequenz (vereinfachte Darstellung). Der Großteil aller kolorektalen Karzinomen 

geht aus Adenomen als dysplastische Vorläufer hervor. Verursacht werden die dysplastischen 

Veränderungen durch Genmutationen, welche typischerweise zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

auftreten. Als erste genetische Veränderung tritt meist eine Mutation des APC-

Tumorsuppressorgens auf, was in einer dysplastischen Veränderung des Epithels resultiert. 

Mutationen im K-Ras Protoonkogen sind meist innerhalb des Adenomstadiums zu verzeichnen. 

Ein Verlust der Tumorsuppressorfunktion von p53 findet typischerweise erst später im Verlauf statt 

und begünstigt letztendlich den Übergang zum kolorektalen Karzinom (Arastéh et al., 2018; Fearon 

& Vogelstein, 1990; Herold, 2019; Terzic et al., 2010). 
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(50 %), MSH2 (MutS Homolog 2) (39 %) und MSH6 (MutS Homolog 6) (7 %) (Peltomäki 

& Vasen, 2004). Bei FAP hingegen sorgen Mutationen im APC-Gen (Adenomatöses 

Polyposis Coli Gen), welches für ein Tumorsuppressorprotein codiert, für die 

Ausprägung des Krankheitsbildes (Jasperson et al., 2010). 

Das Kolonkarzinom ist ein Karzinom multifaktorieller Genese (S. K. H. Li & Martin, 2016). 

Neben genetischer Prädisposition beeinflussen unter anderem Fettleibigkeit, 

Nikotinkonsum, Alter, chronische Inflammationsprozesse, Vorerkrankungen (besonders 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen) und Essgewohnheiten das Risiko der 

Ausbildung eines Kolonkarzinoms (Labianca et al., 2013; S. K. H. Li & Martin, 2016). 

Während die Internationale Agentur für Krebsforschung (IARC) beispielsweise den 

Konsum von verarbeitetem Fleisch als krebserregend und den Verzehr von rotem 

Fleisch als möglicherweise krebserregend einstuft (IARC, 2018), sind andere 

Essgewohnheiten und Nahrungsbestandteile mit einem geringen Risiko an Darmkrebs 

zu erkranken assoziiert (Magalhães et al., 2012). Die ausreichende Zufuhr von 

Ballaststoffen beispielsweise sei durch ihren direkten Einfluss auf das im Darm 

ansässige Mikrobiom mit einem geringeren Risiko assoziiert. Durch die bakterielle 

Fermentation unverdaulicher Ballaststoffe entstehen die kurzkettigen Fettsäuren (SCFA 

= short chain fatty acid) Butyrat, Propionat und Acetat (O'Keefe, 2016). Roediger 

beschreibt bereits 1982 im Versuch mit tierischen Zellen die Bedeutung der SCFAs als 

Hauptenergiequelle für das Kolonepithel (Roediger, 1982). Darüber hinaus scheinen die 

SCFAs über eine Inaktivierung der Histon-Deacetylasen eine antiproliferative und 

antiinflammatorische Wirkung zu besitzen (Waldecker et al., 2008).  

Ein Zusammenhang zwischen Entzündung und kolorektalen Karzinomen ist bereits 

beschrieben. Besonders die Situation einer chronischen Inflammation, wie sie 

beispielsweise bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CEDs) zu beobachten 

ist, begünstigt über proinflammatorische Mediatoren sowohl Wachstum und Progression 

als auch Invasion und Metastasierung der Karzinome (Janakiram & Rao, 2014). 

Dauerhaft erhöhte Zytokinlevel können Mutationen von Tumorsuppressorgenen (z.B. 

p53 und APC) und Onkogenen (z.B. KRAS) und somit die Tumorentwicklung 

begünstigen (Terzic et al., 2010). Auch Adipositas ist über eine vermehrte Infiltration 

inflammatorischer Zellen (Makrophagen, neutrophile Granulozyten) und eine damit 

verbundene gesteigerte Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNFalpha) 

mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert (Pietrzyk et al., 2015; Tarasiuk et al., 

2018). Eine klinische Studie aus dem Jahr 2008 zeigt eine positive Korrelation zwischen 

Körpergewicht und IL-6-Serumkonzentration (Peairs & Rankin, 2008). Fettleibigkeit kann 
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folglich auch als Auslöser chronischer Inflammation angesehen werden (Tzanavari et 

al., 2010). Neben der vermehrten Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine spielen 

veränderte Hormonspiegel bei der Adipositas assoziierten Krebsentstehung eine 

entscheidende Rolle. Bei Fettleibigkeit können erhöhte IGF-1-(Insulin-like growth factor 

1) und Insulinwerte beobachtet werden (Tarasiuk et al., 2018). Außerdem kommt es zu 

einem veränderten Gleichgewicht der Adipokine. Während die Adiponektinspiegel bei 

Adipositas erniedrigt sind, sind die Leptinspiegel deutlich erhöht (Molina et al., 2003; 

Pietrzyk et al., 2015). Genannte Veränderungen führen zusammengefasst zu einer 

verstärkten Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs, wodurch Zellwachstum und -

überleben unterstützt und folglich die Karzinogenese begünstigt wird (Garcia-Echeverria 

& Sellers, 2008; X. F. Huang & Chen, 2009). Adiponektin, welches bei Adipositas 

vermindert ist, wirkt normalerweise antiinflammatorisch, indem es unter anderem die 

Expression von TNFalpha reduziert (H. Huang et al., 2008). TNFalpha und IL-6 

reduzieren in einem umgekehrten Mechanismus die Ausschüttung von Adiponektin (He 

et al., 2016; Simons et al., 2007).  

Eine retrospektive Kohortenstudie aus dem Jahr 2008 suggeriert den Zusammenhang 

zwischen Gewichtsreduktion und Senkung des Risikos der Entwicklung eines 

kolorektalen Adenoms, der Vorstufe des kolorektalen Karzinoms. Hieraus lässt sich 

ableiten, dass das Risiko der Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms vermeintlich 

durch Gewichtsreduktion gesenkt werden kann (Yamaji et al., 2008). 

 

1.1.3 Konventionelle Therapie 

Therapie der ersten Wahl ist die operative Exzision. Anschließend erfolgt beim 

Kolonkarzinom und Rektumkarzinom des oberen Drittels meist eine adjuvante 

Chemotherapie mit Fluorpyrimidinen (Capecitabin oder 5-Fluoruracil) und Oxaliplatin in 

Kombination, welche in der Regel ab UICC Stadium III durchgeführt wird. Im FOLFOX 

Schema wird 5-FU (5-Fluoruracil) mit Folinat und Oxaliplatin kombiniert, im XELOX 

Schema Capecitabin und Oxaliplatin. Bei Rektumkarzinomen des mittleren und unteren 

Drittels kommt ab Stadium II eine neoadjuvante Radio- bzw. Radiochemotherapie zum 

Einsatz (Herold, 2019). 

Obwohl eine adjuvante Mono-Chemotherapie mit Fluorpyrimidinen auch häufig im UICC 

(Union for International Cancer Control) Stadium II Anwendung findet, ist es noch 

weitgehend unklar, ob sich die Therapie im vorliegenden Stadium tatsächlich positiv auf 

das krankheitsspezifische Überleben auswirkt (Dienstmann et al., 2015). In diesen 

Fällen ist eine Einschätzung der jeweils vorliegenden Risikofaktoren durch das ärztliche 
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Fachpersonal gefragt. Risikofaktoren, die hierbei in Betracht gezogen werden, sind eine 

starke lokale Ausbreitung (Stadium pT4), ein geringer Differenzierungsgrad des Tumors, 

die Biopsie von weniger als 12 Lymphknoten beim Staging, das Vorliegen einer 

Obstruktion oder Perforation und die vaskuläre oder lymphatische Invasion (Labianca et 

al., 2013). 

Zielgerichtete Therapieoptionen finden bislang noch kaum Anwendung in der adjuvanten 

kurativen Behandlung des Kolonkarzinoms. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2017 kam 

zu dem Ergebnis, dass weder die Gabe von Cetuximab noch Bevacizumab zusätzlich 

zur adjuvanten Chemotherapie mit Fluorpyrimidinen einen positiven Therapienutzen 

generiere (B. J. Kim et al., 2017). 

 

1.2 Die ketogene Diät 
Die Erkenntnis, dass die Aufnahme von Kohlenhydraten nicht lebenswichtig ist und der 

Körper alternative Quellen zur Energiegewinnung nutzen kann, stellt die Grundlage für 

das Prinzip der ketogenen Diät dar (Gershuni et al., 2018). Die ketogene Diät ist durch 

eine reichhaltige Zufuhr von Fetten und eine sehr restriktive Zufuhr von Kohlenhydraten 

(low carb, high fat) gekennzeichnet. Etwa 80 % der Kalorien werden in Form von Fetten 

zugeführt, wobei die tägliche Proteinmenge etwa 1 g/kg betragen sollte (J. M. Freeman 

& Kossoff, 2010). Durch diese Art der Ernährung wird ein Fastenzustand simuliert, die 

Lipolyse und folglich die Ketonkörpersynthese angeregt (Hohn et al., 2019). Ziel der Diät 

ist das Erreichen und dauerhafte Verweilen im Zustand der sogenannten 

physiologischen Ketose. Um dies zu ermöglichen, sollte die zugeführte Menge an 

Kohlenhydraten weniger als 50 Gramm pro Tag betragen (Westman, 2002). Außerdem 

kann der ketogene Quotient beachtet werden, welcher sich aus dem Verhältnis der 

zugeführten Menge an Fetten geteilt durch die Menge an Kohlenhydraten und Eiweißen 

errechnet (Wirrell, 2008; Zilberter & Zilberter, 2018). Die menschliche Leistungsfähigkeit 

kann unter ketogener Diät trotz einem beinahe kompletten Ausschluss von 

Kohlenhydraten aufrechterhalten werden (Phinney, 2004). Durch die vermehrte 

Aufnahme mittelkettiger statt langkettiger Fettsäuren (LCTs) kann die ketogene Diät 

noch effektiver gestaltet werden, da die mittelkettigen Fettsäuren besser in die Leber 

aufgenommen werden und dort einen größeren Anteil zur Ketonkörpersynthese 

beitragen (Walczyk & Wick, 2017). Im Vergleich zu einer LCT basierten Diät werden bei 

einer Diät, die auf der Aufnahme mittelkettiger Fettsäuren basiert, mehr Ketonkörper pro 

Kalorie synthetisiert (Hartman et al., 2007). Der Begriff der „physiologischen Ketose“ 
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wurde erstmalig von Hans Adolf Krebs verwendet (Krebs, 1966). Die physiologische 

Ketose darf jedoch nicht mit der diabetischen Ketoazidose verwechselt werden. 

Während der ketogenen Diät erreicht β-Hydroxybutyrat (3-OHB) im Blut eine 

Konzentration von etwa 2-5 mmol/l (Cahill & Veech, 2003; Krilanovich, 2007). Im 

Fastenzustand kann 3-OHB Konzentrationen von maximal 6-8 mmol/l erreichen. Die 

Acetoacetat (AcAc) Konzentrationen fallen mit einem Maximum zwischen 1 und 2 mmol/l 

deutlich geringer aus. Der pH-Wert verändert sich sowohl bei der ketogenen Diät als 

auch beim Fasten kaum (Cahill, 1970; Cahill & Veech, 2003; Walczyk & Wick, 2017). 

Bei der diabetischen Ketoazidose hingegen, welche durch eine Stoffwechselentgleisung 

bei Diabetes Typ 1 auftreten kann, verursachen fünf- bis zehnmal so hohe 

Ketonkörperkonzentrationen eine lebensgefährliche metabolische Azidose (Gershuni et 

al., 2018).  

 

1.2.1 Therapeutisches Spektrum der ketogenen Diät 

Zur Behandlung der therapierefraktären Epilepsie ist die ketogene Diät besonders in der 

Pädiatrie bereits weltweit wissenschaftlich anerkannt (Boison, 2017; J. Freeman et al., 

2006; Ulamek-Koziol et al., 2019). Auch eine Wirksamkeit bei neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson ist bereits beschrieben (Veech et al., 2001). 

Die genauen antikonvulsiven und neuroprotektiven Wirkmechanismen bleiben jedoch 

immer noch unklar (Hartman et al., 2007; Sampaio, 2016). Diskutiert wird unter anderem 

eine protektive Wirkung der Ketonkörper gegen oxidativen Stress in Neuronen. 

Ketonkörper seien in der Lage das durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bedingte 

neuronale Zellsterben zu reduzieren (D. Y. Kim et al., 2007). Außerdem sei eine direkte 

antikonvulsive Wirkung der Ketonkörper auf Ebene der Neurotransmitter möglich. 

Calderon et al. konnten beispielsweise an Ratten in der Ketose eine verstärkte 

Ausschüttung von GABA (γ-Aminobutyric acid) und Agmatin, welches unter anderem 

NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) blockiert, nachweisen (Calderon et al., 2017).  

Die ketogene Diät hat sich darüber hinaus als effektives Mittel zur Gewichtsreduktion 

erwiesen. In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2013 wird eine langfristig stärkere 

Gewichtsabnahme adipöser Patientinnen und Patienten bei Durchführung einer 

ketogenen Diät im Vergleich zu einer Ernährungsweise mit sehr geringem Fettanteil 

(LFD = low fat diet) beschrieben (Bueno et al., 2013). 

Ein Einsatz bei chronischem Schmerz und Krebserkrankungen wird ebenfalls seit 

einigen Jahren diskutiert (Boison, 2017; Masino & Ruskin, 2013). Eine direkte Wirkung 

auf die Tumorzellen ergibt sich etwa durch den veränderten Stoffwechsel und die damit 
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verbundenen geringen Glucose- und Insulinspiegel (Weber et al., 2018). Der Warburg 

Effekt, der 1924 von Otto Warburg erstmalig beschrieben wurde, besagt, dass 

Tumorzellen auch unter ausreichenden Sauerstoffbedingungen bevorzugt Glucose zu 

Lactat verstoffwechseln (anaerobe Glykolyse) (Warburg, 1924). Durch die ketogene Diät 

wird folglich das bevorzugte Energiesubstrat der Tumorzellen genommen. Allein der 

Entzug von Kohlenhydraten reicht jedoch nicht aus, um die Tumorzellen abzutöten 

(Warburg et al., 1926). Der Energiebedarf der Tumorzellen kann weiterhin noch durch 

oxidative Phosphorylierung gedeckt werden, jedoch steht aufgrund ausbleibender hoher 

Glukosespiegel das Substrat für die Zellteilung nicht mehr im Überschuss zur Verfügung. 

Durch den Warburg-Effekt sind die Tumorzellen dennoch generell flexibler als normale 

Zellen und stärker unabhängig von möglichen Schwankungen der Sauerstoffversorgung 

(Epstein et al., 2017; Warburg et al., 1926). In den meisten Tumoren ist die 

Sauerstoffkonzentration mit einem Anteil von weniger als 2 % bekanntlich deutlich 

geringer als in physiologischen Geweben (McKeown, 2014).  

Weitere mögliche antitumoröse Eigenschaften einer ketogenen Diät resultieren unter 

anderem aus der Funktion der Ketonkörper als Signalmetaboliten und durch 

epigenetische Veränderungen im Sinne posttranslationaler Histonmodifikationen (Dabek 

et al., 2020; Ruan & Crawford, 2018; Weber et al., 2018; Xie et al., 2016). Auch in der 

Tumortherapie kann eine Verminderung des oxidativen Stresses durch Ketonkörper von 

positivem Nutzen sein, da ROS (reactive oxygen species) die Progression und die 

Therapieresistenz der Tumoren begünstigen (Greco et al., 2016; Kumari et al., 2018; 

Pinto et al., 2018). 

 

1.3 Ketonkörperstoffwechsel 

1.3.1 Ketonkörpersynthese 

Acetoacetat, Aceton und b-Hydroxybutyrat zählen zu den sogenannten Ketonkörpern, 

wobei es sich bei der Mehrheit, der im Blut zirkulierenden Ketonkörpern, um 

b-Hydroxybutyrat handelt. Die physiologische Ketonkörpersynthese (s. Abb. 3) in der 

Leber wird induziert durch ein reduziertes Angebot an Kohlenhydraten, durch längeres 

Fasten oder auch durch eine ketogene Diät. Innerhalb eines solchen Zustandes bezieht 

der Körper seine Energie zunächst weiterhin mittels Glykogenolyse und 

Gluconeogenese aus Glucose (Rassow et al., 2016). Hält dieser Zustand länger an und 

sind die Glykogenspeicher allmählich aufgebraucht, so wird die Lipolyse in den 

Fettspeichern stimuliert. Dies geschieht vermittelt über den niedrigen Insulin- bzw. den 
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im Gegenzug erhöhten Glucagonspiegel (Rui, 2014). Daraus hervor gehen freie 

Fettsäuren, die mittels der Carnitin-Acyltransferasen 1 und 2 und der 

Carnitin-Acylcarnitin-Translokase in die hepatische mitochondriale Matrix befördert 

werden. Die freien Fettsäuren (FFA = free fatty acids) werden daraufhin in der 

b-Oxidation zu Acetyl-CoA verstoffwechselt. Acetyl-CoA wird normalerweise zur 

Energiegewinnung über Oxalacetat in den Zitratzyklus eingeschleust. Bei 

Kohlenhydratmangel dient unter anderem Oxalacetat als Substrat für die 

Gluconeogenese. Wenn nicht mehr ausreichend Oxalacetat für das erhöhte Angebot an 

Acetyl-CoA bereitsteht, wird die hepatische Ketonkörpersynthese stimuliert. Die Enzyme 

Acetyl-CoA-Acetyltransferase, Hydroxymethylglutaryl-CoA-Synthase (HMGCS) und 

Hydroxymethylglutaryl-CoA-Lyase (HMGCL) katalysieren die Bildung von AcAc. Über 

eine enzymatisch unabhängige spontane Decarboxylierung kann aus AcAc Aceton 

entstehen, welches zu großen Teilen über die Nieren oder die Lunge eliminiert wird. 

3-OHB hingegen entsteht durch die Reduktion von AcAc, die durch die 

b-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (3-OHB-DH) mit NADH als Reduktionsmittel 

katalysiert wird (Dabek et al., 2020; Evans et al., 2017; Laffel, 1999; Rassow et al., 2016). 

Das NAD+/NADH-Verhältnis in den Mitochondrien bestimmt die Bildung von 3-OHB aus 

AcAc (Berg et al., 2013). 
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1.3.2 Verwertung der Ketonkörper 

Die synthetisierten wasserlöslichen Ketonkörper werden über Diffusion ins Blut 

abgegeben und in das periphere Gewebe transportiert, wo sie über 

Monocarboxylattransporter (MCT) in die Zielzellen aufgenommen werden (Berg et al., 

2013; Rassow et al., 2016). Sie können einen Großteil zur Energieversorgung des 

menschlichen Organismus beitragen. Besonders Gehirn, Herz- und Skelettmuskulatur 

Abb. 3 - Ketonkörpersynthese. Ausgangspunkt der Ketogenese ist Acetyl-CoA, welches über die 

β-Oxidation aus freien aktivierten Fettsäuren gewonnen wird. Die Enzyme ACAT, HMGCS und 

HMGCL katalysieren die Bildung von AcAc. Durch spontane Decarboxylierung kann Aceton 

entstehen. Die 3-OHB-DH katalysiert eine NADH+ + H+ abhängige Reaktion, bei der 3-OHB 

hervorgeht. Die Ketonkörpsersynthese findet in der mitochondrialen Matrix statt (Dabek et al., 2020; 

Evans et al., 2017; Rassow et al., 2016) 
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können Ketonkörper gut als alternative Energiequelle heranziehen. Der restliche 

Energiebedarf wird durch die hepatische Gluconeogenese bzw. über b-Oxidation der 

zirkulierenden freien Fettsäuren gedeckt (Gershuni et al., 2018). Die Ketonkörper 

können die Blut-Hirn-Schranke überwinden und in Neuronen mit Glucose um den Beitrag 

zur Energiegewinnung konkurrieren (Valente-Silva et al., 2015; Walczyk & Wick, 2017). 

Das Gehirn kann Ketonkörper als Hauptenergiequelle nutzen. Im Zustand der Ketose 

bezieht es ca. 3/4 der benötigten Energie aus den Energieträgern (Berg et al., 2013).  

Der Abbau der Ketonkörper findet in den Mitochondrien der Zielzellen statt. Katalysiert 

durch die 3-OHB-DH wird 3-OHB NAD+ abhängig zu Acetoacetat oxidiert. Das Enzym 

3-Ketoacyl-CoA-Transferase (SCOT) vermittelt die Aktivierung zu Acetoacetyl-CoA 

durch Übertragung eines Coenzyms A von Succinyl CoA auf AcAc. Die Acetoacetyl-

CoA-Acetyltransferase (ACAT, auch 3-Ketothiolase) katalysiert letztendlich unter 

Übertragung eines weiteren Coenzyms A die Spaltung zu zwei Molekülen Acetyl-CoA, 

die zur Energiegewinnung in den Zitratzyklus eingeschleust werden können (Berg et al., 

2013; Rassow et al., 2016; Voet et al., 2019) SCOT und ACAT sind die Schlüsselenzyme 

der Ketonkörperverwertung, wobei die durch SCOT katalysierte Reaktion den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt (Laffel, 1999). Die Leber selbst kann 

Ketonkörper nicht zugunsten der Energiegewinnung verarbeiten, da ihr das 

Schlüsselenzym SCOT fehlt (Berg et al., 2013).  

 

1.3.3 Monocarboxylat-Transporter  

Monocarboxylate, zu denen Lactat und Pyruvat aber auch die Ketonkörper 3-OHB und 

AcAc zählen, werden mittels der MCTs 1-4 proteingebunden über die zelluläre 

Plasmamembran transportiert. Aus dieser Transportfunktion ergibt sich nicht nur eine 

zentrale Rolle der MCTs für den Glukose-, Fett- und Ketonkörperstoffwechsel, sondern 

auch für die pH-Wert Regulation der Zellen. Sind alle MCTs für den Transport von 

Monocarboxylaten verantwortlich, unterscheiden sie sich dennoch hinsichtlich ihrer 

Substrataffinität und Gewebeverteilung (Halestrap & Meredith, 2004; Halestrap & Price, 

1999). So ist MCT1 beispielsweise in beinahe allen Geweben vorhanden, besonders 

aber auf Zellen, welche die Metaboliten oxidativ verwerten können. MCT2 dagegen wird 

insgesamt in deutlich weniger Geweben, aber meist zusammen mit MCT1 exprimiert. 

MCT4 ist besonders auf Zellen zu finden, welche ihre Energie hauptsächlich aus der 

Glykolyse beziehen (z.B. weiße Skelettmuskelzellen, Leukozyten und auch 

Tumorzellen) und spielt dort eine große Rolle bei der Freisetzung des anfallenden 
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Lactats. MCT3 kommt exklusiv auf dem retinalen Pigmentepithel vor. Codiert werden die 

vier Transporter durch Gene der SLC16 (Solute Carrier 16) Familie (Halestrap, 2013; 

Halestrap & Price, 1999). Die höchste Affinität zu den Substraten Lactat, Pyruvat, 3-OHB 

und AcAC zeigt MCT2 (Bröer et al., 1999). Mit einer Km (Michaelis-Menten-Konstante) 

von 12,5 mM hat MCT1 beispielsweise eine zehnfach geringere Affinität zu 3-OHB als 

MCT2 (Carpenter & Halestrap, 1994). MCT4 besitzt mit deutlich höheren Km-Werten die 

geringste Affinität zu seinen Substraten (Dimmer et al., 2000).  

Die Expression der MCTs spielt auch für Tumorzellen eine entscheidende Rolle: Bedingt 

durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1), welcher nicht nur 

durch die Hypoxie, sondern auch durch onkogene Signalwege angehäuft wird (Bardos 

& Ashcroft, 2004; Denko, 2008), kommt es zu einer gesteigerten Expression von MCT1 

und MCT4 auf den Tumorzellen (Miranda-Goncalves et al., 2016; Perez de Heredia et 

al., 2010). Wie in 1.2.1 beschrieben beziehen Tumorzellen ihre Energie vorzugsweise 

aus der Glykolyse (Warburg, 1924). Durch nach außen gerichteten Transport des 

erzeugten Lactats mit Hilfe der MCTs kann der intrazelluläre pH-Wert reguliert und ein 

Überleben der Tumorzellen ermöglicht werden. Folge der starken Laktatfreisetzung der 

Tumorzellen ist außerdem eine Azidose des umliegenden Gewebes (Chiche et al., 

2010). Diese wiederum ist assoziiert mit einer schlechten Prognose im Sinne einer 

verstärkten Tumorprogression, Metastasierung und Therapieresistenz (Ibrahim-Hashim 

& Estrella, 2019).  

 

1.3.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren 41, 43 und 109A  

Ketonkörper können als Liganden an den G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPR) 41, 

43 und 109A binden (Miyamoto et al., 2019; Offermanns, 2017; Xiong et al., 2004). Die 

Rezeptoren unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Funktion und Gewebeverteilung. 

 

1.3.4.1 GPR41 und GPR43 

GPR41 und GPR43 sind mit G-Proteinen der Familie Gi/o gekoppelt. GPR43 kann 

darüber hinaus auch mit Gq-Proteinen gekoppelt sein (Le Poul et al., 2003; Tolhurst et 

al., 2012). Ligandenbindung führt über Hemmung der Adenylatzyklase zu einer Senkung 

des cAMP-(zyklisches Adenosinmonophosphat) Spiegels oder über Aktivierung der 

Phospholipase C (PLC) zu einer erhöhten intrazellulären Kalzium-Konzentration (Le 

Poul et al., 2003).  
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Außer Ketonkörpern dienen auch SCFAs als Liganden für die beiden Rezeptoren, 

weshalb sie synonym auch als FFAR3 und FFAR2 (free fatty acid receptor 2 und 3) 

bezeichnet werden (Ang & Ding, 2016; Offermanns, 2014). Die SCFAs entstehen durch 

Zersetzung der Nahrung durch das im Darm ansässige Mikrobiom (Kimura et al., 2011).  

Beide Rezeptoren sind besonders stark auf Adipozyten exprimiert, wo eine Aktivierung 

unter anderem eine erhöhte Leptinproduktion bedingt (Ge et al., 2008; Xiong et al., 

2004). Außerdem sind beide Rezeptoren auf enteroendokrinen Zellen des Darms zu 

finden, den sogenannten L-Zellen. Dort ist eine Ligandenbindung mit einer vermehrten 

Ausschüttung von GLP (Glucagon-like peptide) assoziiert (Tolhurst et al., 2012). GPR41 

ist darüber hinaus besonders in sympathischen Ganglien des peripheren 

Nervensystems exprimiert. 3-OHB scheint dort antagonistisch über eine Herabregulation 

der Sympathikusaktivität zu wirken, während durch die Bindung von SCFAs an GPR41 

wohl eine zunehmende sympathische Aktivierung erfolgt (Kimura et al., 2011). Auf 

Immunzellen (Nakajima et al., 2017), speziell auf Neutrophilen Granulozyten, konnte 

eine verstärkte Expression von GPR43 nachgewiesen werden (Le Poul et al., 2003). Der 

aktivierte Rezeptor scheint eine regulatorische Funktion innerhalb von 

Entzündungsprozessen zu erfüllen (Maslowski et al., 2009; Masui et al., 2013).  

 

1.3.4.2 GPR109A 

GPR109A ist gekoppelt mit G-Proteinen der Familie Gi/o. Durch eine Ligandenbindung 

wird die Adenylatzyklase gehemmt, wodurch die cAMP Konzentration und folglich auch 

die Aktivität der cAMP abhängigen Proteinkinase A (PKA) sinkt (Kostylina et al., 2008; 

Offermanns, 2006).  

Als Agonisten an GPR109A wirken die Substanzen 3-OHB, Butyrat und Nikotinsäure 

(Taggart et al., 2005; Thangaraju et al., 2009; Tunaru et al., 2003). Eine Wirkung von 

AcAc an GPR109A ist nicht bekannt (Offermanns, 2006).  

Exprimiert wird GPR109A unter anderem auf Adipozyten, wo eine Ligandenbindung die 

Lipolyse im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus inhibiert (Offermanns et al., 

2011; Tunaru et al., 2003). Durch eine verminderte Aktivität der PKA, welche 

normalerweise die hormonsensitive Lipase (HSL) phosphoryliert und aktiviert, wird die 

Lipolyse in den Adipozyten gehemmt (Rassow et al., 2016). Neben den Adipozyten 

findet eine Expression von GPR109A ebenfalls auf Enterzoyten im Dünn- und Dickdarm 

(Thangaraju et al., 2009) und auf Immunzellen (Offermanns et al., 2011)  statt. Unter den 

Immunzellen kommt GPR109A auf neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und 
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epidermalen Langerhanns-Zellen vor (Offermanns et al., 2011). Auf neutrophilen 

Granulozyten besitzt GPR109A eine vermeintlich regulatorische und damit auch 

antiinflammatorische Funktion bezüglich der Zellzahl. Hier konnte eine Induktion der 

Apoptose nach Rezeptoraktivierung nachgewiesen werden (Kostylina et al., 2008). 

Lukasova et al. beschreiben einen weiteren antiinflammatorischen Mechanismus von 

GPR109A auf Makrophagen. Nach Aktivierung des Rezeptors konnte eine geringere 

Expression von MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1), welches die Rekrutierung 

und Infiltration weiterer Immunzellen vermittelt, beobachtet werden (Lukasova et al., 

2011). Die Expression von GPR109A auf Makrophagen kann wiederum durch das 

immunstimulierende Zytokin Inteferon-gamma (INF-gamma) induziert werden (Schaub 

et al., 2001). Die Bindung der Liganden an GPR109A induziert die Aktivierung des 

NLRP3-Inflammasoms (NLR family pyrin domain containing 3), welches unter anderem 

die Synthese des Zytokins Interleukin-18 (IL-18) stimuliert (Macia et al., 2015; Singh et 

al., 2014; Zaki et al., 2010). IL-18 erfüllt offenbar zytoprotektive Aufgaben und spielt eine 

wichtige Rolle für die Gesundheit des Darmepithels (Dupaul-Chicoine et al., 2010; 

Reuter & Pizarro, 2004). Diese Funktion in Enterozyten konnte ebenfalls für GPR43 

nachgewiesen werden (Macia et al., 2015). 

Nikotinsäure wurde auf Grund seiner antilipolytischen Wirksamkeit bis 2013 

pharmakologisch als Lipidsenker eingesetzt. Typische Nebenwirkung bei Einnahme von 

Nikotinsäure ist Flush (Dellas, 2017). Diese Form der Hautrötung ist ebenfalls Folge 

einer Aktivierung von GPR109A nach Ligandenbindung (Benyo et al., 2005). 

Verantwortlich für die Vasodilatation ist eine gesteigerte Synthese der Prostaglandine E2 

(PGE2) und D2 (PGD2), die aus der Aktivierung des G-Protein gekoppelten Rezeptors 

auf epidermalen Langerhans-Zellen hervorgeht (Benyo et al., 2006; Benyo et al., 2005). 

 

1.4 Tumorsuppressor p53 
Bei p53 handelt es sich um ein Protein, welches aus 393 Aminosäuren besteht und seine 

Wirkung als Transkriptionsfaktor durch Bindung der DNA entfaltet (Levine, 1997). Das 

Protein, welches durch das Tumorsupressor-Gen TP53 codiert wird, wurde im Zuge der 

Forschung an mit Simian-Virus 40 (SV-40) infizierten Zellen 1979 durch David Lane 

entdeckt. Es erhielt den Namen p53 auf Grund seines molekularen Gewichts von 53 kD 

(S. Kim & An, 2016). Das nicht virale Protein ist mehreren Forschungsgruppen im Zuge 

einer Immunopräzipitation des viralen Large T-Antigens in Form einer Komplexbildung 

der beiden Proteine aufgefallen (Levine & Oren, 2009). Bereits einige Jahre nach 
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Entdeckung fand man heraus, dass der Wildtyp (wt) von p53 in der Lage ist, das 

onkogene Potential von Zellen weitgehend zu unterdrücken (Finlay et al., 1989). 

Normalerweise ist das p53-Protein sehr instabil und wird fortlaufend nach 

Ubiquitinierung in den Proteasomen abgebaut (Alberts et al., 2017). Als Antwort auf 

Stressvorgänge in der Zelle wie zum Beispiel DNA-Schäden, Hypoxie, oxidativem Stress 

und Fehlregulation in Signalwegen, welche für die Proliferation verantwortlich sind, wird 

eine posttranslationale Stabilisierung von p53 induziert (Weinberg, 2014). Aktivierte 

Proteinkinasen phsophorylieren p53, wodurch das Protein dem Ubiquitin vermittelten 

Abbau entgehen und folglich in größeren Konzentrationen akkumulieren kann(Alberts et 

al., 2017; Rassow et al., 2016). Stabilisiertes p53 wirkt als Transkriptionsfaktor (Alberts 

et al., 2017) und kann unter anderem über einen Zellzyklusarrest 

Reparaturmechanismen der DNA fördern oder durch Einleitung der Apoptose den 

gezielten Untergang der betroffenen Zellen bewirken, wobei die p53 Antwort abhängig 

von Art und Ausmaß des vorliegenden Schadens ist (Vousden & Prives, 2009). 

Häufig nachgewiesen bei malignen Karzinomen, darunter auch Kolonkarzinomen, ist 

eine TP53 Missense-Mutation, die nicht nur den Verlust der Aktivität von p53 als 

Tumorsupressor zur Folge hat, sondern auch durch eine Änderung der Aktivität, die 

Progression und Therapieresistenz des Tumors begünstigen kann (Oren & Rotter, 

2010). Darüber hinaus stellen Missense-Mutation des einen und Allelverlust des anderen 

Allels am TP53-Lokus auf Chromosom 17p den kompletten Verlust des Schutzes durch 

p53 und einen entscheidenden Faktor der malignen Transformation von Tumoren dar 

(Baker et al., 1990; Oren & Rotter, 2010). Doch selbst bei noch vorhandenem Wildtyp-

Allel, kann die Funktion des Genprodukts durch einige bekannte mutierte p53 Isoformen 

über einen dominant-negativen Effekt unterdrückt werden (Oren & Rotter, 2010). 

Insgesamt betrachtet ist TP53 das am häufigsten mutierte Gen in menschlichen 

Krebszellen. In fast 50 % aller menschlichen Krebsarten ist eine Punktmutation in 

diesem Gen zu finden (Weinberg, 2014). Bei Betrachtung der Häufigkeit von 

Mutationsort und Art der Mutation an verschiedenen Tumoren ergeben sich deutliche 

Unterschiede, was darauf schließen lässt, dass das Mutationsspektrum für p53 abhängig 

vom jeweiligen Tumorgewebe ist bzw., dass sich unterschiedliche Tumorarten durch 

verschiedene Punktmutationen von p53 ergeben (Hollstein et al., 1991). Besonders 

häufig von Mutationen betroffen sind sechs Aminosäurereste (sogenannte hotspots) 

innerhalb der Kerndomäne, die für die Bindung des Proteins an die DNA verantwortlich 

sind (Cho et al., 1994). 
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1.5 p21 
Das Protein p21 ist über verschiedene Mechanismen in der Lage, den Zellzyklus 

anzuhalten, eine Zelldifferenzierung zu stimulieren und die zelluläre Seneszenz 

auszulösen (Abbas & Dutta, 2009; Georgakilas et al., 2017; Roninson, 2002). Neben 

den antiproliferativen Effekten besitzt p21 jedoch ebenfalls potenzielle onkogene 

Eigenschaften, welche eine Tumorprogression begünstigen können (Abbas & Dutta, 

2009; Roninson, 2002). 

Als Transkriptionsfaktor induziert p53 die Transkription von p21. Folglich wirkt p21 also 

als Vermittler einer p53-abhängigen Antwort auf DNA-Schäden einer Zelle (Alberts et 

al., 2017). Zellen ohne intaktes p21-Allel sind nicht in der Lage adäquat auf eine 

Stimulation durch p53 mit einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase zu reagieren 

(Waldman et al., 1995). 

Eine direkte Bindung der Komplexe aus Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) und 

Cyclinen durch p21 verhindert eine Progression des Zellzyklus, indem vorrangig der 

Übergang von der G1- in die S-Phase gestört wird (Alberts et al., 2017; Rassow et al., 

2016). Ebenfalls direkt binden kann p21 das Protein Proliferating-Cell-Nuclear-Antigene 

(PCNA). Die konkurrierende Bindung von p21 an PCNA bewirkt einen Replikationsstopp 

und moduliert DNA-Reparaturprozesse (Abbas & Dutta, 2009; Parveen et al., 2016). 

Neben direkter Bindung kann p21 auch durch Modulation der Aktivität von Genen 

antiproliferativ wirken. Durch Regulation der Transkription von Genen, die Einfluss auf 

die Progression des Zellzyklus nehmen, kann der Zellzyklus effektiv gestoppt und die 

Seneszenz eingeleitet werden (Chang et al., 2000). 

Abseits der antiproliferativen besitzt p21 ebenfalls onkogene Eigenschaften. Im Kontrast 

zur Hemmung der CDK-Komplexe begünstigt zytoplasmatisches p21 

konzentrationsabhängig die Komplexbildung zwischen CDK4 und Cyclinen des Subtyps 

D. Dieser Komplex ermöglicht den Eintritt der Zelle in die S-Phase und damit eine 

Progression des Zellzyklus (LaBaer et al., 1997). Darüber hinaus wirkt p21 als positiver 

Regulator für Gene, welche wachstumsstimulierend und antiapoptotisch wirken können 

(Chang et al., 2000). Auch durch Bindung verschiedener pro-apoptotischer 

zytoplasmatischer Enzyme kann p21 den kontrollierten Zelltod inhibieren und letztlich 

die Karzinogenese begünstigen (Child & Mann, 2006; Cmielová & Rezáčová, 2011; 

Roninson, 2002). Ob und wie p21 als Onkogen fungiert, ist unter anderem abhängig vom 

vorliegenden Zelltyp, vom p53 Status und von der intrazellulären Verteilung von p21 

(Abbas & Dutta, 2009; Cmielová & Rezáčová, 2011; Georgakilas et al., 2017; Piccolo & 

Crispi, 2012). 
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1.6 p27 
p27 wird codiert durch das Gen CDKN1B (Cyclin dependent kinase inhibitor 1 B) (Chu 

et al., 2008). Wie p21 gehört auch p27 zu der CIP/KIP-Familie (CDK interacting 

protein/Kinase inhibitory protein) (Karimian et al., 2016). Die beiden Proteine verbindet 

ein ähnlicher Aufbau des N-Terminus, welcher über direkte Bindung die Inhibierung der 

CDK-Komplexe vermittelt. Seine antiproliferative Wirkung entfaltet p27 durch direkte 

Bindung des Cyclin D-CDK4- und des Cyclin E-CDK2-Komplexes, wodurch ein Arrest 

des Zellzyklus in der G1-Phase erreicht und ein Übergang in die S-Phase verhindert wird 

(Toyoshima & Hunter, 1994). p27 kann dabei sowohl die Cycline als auch die CDKs 

binden (Russo et al., 1996). Experimentelle Studien an Mäusen zeigen, dass ein p27 

Allelverlust mit Tumorentwicklung und -progression assoziiert ist (Fero et al., 1996; Park 

et al., 1999). Mutationen im Sinne eines Funktionsverlust beider Allele sind jedoch im 

Vergleich zu p53 sowohl für p21 als auch p27 sehr selten (Chu et al., 2008; Roninson, 

2002; J. Slingerland & Pagano, 2000). 

Reguliert werden kann p27 auf transkriptionaler, translationaler und vor allem auf 

post-translationaler Ebene (Abbastabar et al., 2018). Eine posttranslationale 

Phosphorylierung verhindert die direkte Interaktion zwischen p27 und den CDK-

Komplexen. Darüber hinaus ist phosphoryliertes p27 erkennbar für Ubiquitin-Ligasen, 

welche das Protein zum Abbau markieren (Chu et al., 2008). Die Transkription von p27 

wird unter anderem durch die Forkhead-Box-Proteine der Klasse O (FOXO-Proteine) 

reguliert. Die FOXO-Proteine binden als Transkriptionsfaktoren direkt an die DNA und 

fördern die Transkription von p27 (Abbastabar et al., 2018; Bertoli et al., 2009; Ho et al., 

2012). Inhibiert werden kann dieser Vorgang durch die aktive Serin-/Threonin-Kinase 

Akt, welche die FOXO-Proteine phosphoryliert und eine Bindung an die DNA verhindert 

(Brunet et al., 1999). 

Ebenso wie p21 besitzt p27 neben der Funktion als Tumorsuppressor vermeintlich 

onkogene Funktionen, die hauptsächlich mit einer Umverteilung des Proteins vom 

Zellkern ins Zytoplasma assoziiert sind (Serres et al., 2011). Gleichermaßen wie p21 

fördert auch zytoplasmatisches p27 die Cyclin D-CDK4-Komplexbildung und damit ein 

Fortschreiten des Zellzyklus (LaBaer et al., 1997). Außerdem kann ein vermehrtes 

Vorkommen von p27 im Zytoplasma durch direkte Interaktion mit Rho-GTPasen die 

Ausrichtung des Zytoskeletts beeinflussen und die Zellmigration begünstigen. Durch 

diesen Mechanismus kann p27 zum invasiven Wachstum von Tumorzellen beitragen 

(Besson et al., 2004; Phillips et al., 2018). Eine Umverteilung von p27 vom Zellkern ins 

Zytoplasma wird unter anderem verursacht durch eine kontinuierliche Aktivität des Ras-
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Onkogens und des PI3-Akt-Signalwegs (Calvayrac et al., 2019; X. Liu et al., 2000). Als 

Onkogen wirkt p27 demnach anscheinend nur in Verbindung mit anderen onkogenen 

Signalwegen (Serres et al., 2011). Im Gegensatz zu genannten onkogenen Signalwegen 

bekräftigt TGF-b (Transforming growth factor b) die protektiven Eigenschaften von p27, 

indem es seine Ansammlung im Zellkern und damit seine Wirkung als CDK-Inhibitor 

fördert (J. M. Slingerland et al., 1994; Suzuki et al., 2013). 

 

1.7 Zielsetzung 
Das Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit ist es, einen möglichen Einfluss der 

physiologischen Ketonkörper 3-OHB und AcAc auf Kolonkarzinomzellen in vitro zu 

überprüfen. Hierbei wird durch Zugabe dieser Ketonkörper in physiologischen 

Konzentrationen die Wirkung auf die Proliferation, die Koloniebildung, die 

Genexpression von p53, p21 und p27, die Proteinexpression der Monocarboxylat-

Transporter 1 und 4 sowie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren 41, 43 und 109A 

untersucht. Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Ketonkörperwirkung und der 

Expression von p53 soll beleuchtet werden, indem alle Versuche an je drei 

Kolonkarzinomzelllinien mit jeweils unterschiedlichem p53-Status durchgeführt werden. 

Darüber hinaus soll ein möglich beeinflussender Effekt der Ketonkörper auf die 

Strahlensensibilität der jeweiligen Zelllinien getestet werden. 

Alle Versuche werden neben normoxischen Bedingungen ebenfalls unter 1,5 % 

Sauerstoff durchgeführt, um eine tumorphysiologische Sauerstoffversorgung zu 

simulieren. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

 

2.1.1 Zelllinien 

Alle Zelllinien wurden von der Firma „Cell Line Service CLS“ aus Heidelberg 

(Deutschland) bezogen. 

 

2.1.1.1 Humane Kolonkarzinomzelllinien 

Folgende Kolonkarzinomzelllinien wurden verwendet (s. Tabelle 1): 

 

Tabelle 1 - Verwendete Kolonkarzinomzelllinien in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des Namens, 

des Zelltyps, der Spezies und des jeweiligen p53 Status. mut = Mutation. Glu = Glutaminsäure. 

Arg = Arginin. His = Histidin. wt = Wildtyp

 

Name 

 

Zelltyp 

 

Spezies 

 

p53 Status 

CaCo-2 
Kolorektales 

Adenokarzinom 
Homo sapiens 

-mut Codon 204 

-Glu zu Stopp 

-kein p53 Antigen 

HCT-116 
Kolorektales 

Karzinom 
Homo sapiens -wt 

HT-29 
Kolorektales 

Adenokarzinom 
Homo sapiens 

-mut Codon 273 

-Arg zu His 

-p53 Überproduktion 
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2.1.1.2 Sonstige verwendete Zelllinien 

Folgende Zelllinien wurden in einigen Versuchen zur Protein- und 

Genexpressionsanalyse als Positivkontrollen verwendet (s. Tabelle 2): 

 

Tabelle 2 - Sonstige verwendete Zelllinien in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des Namens, des 

Zelltyps, des Ursprungsgewebes und der Spezies. AML M5 = akute 

Monoblasten-/Monozytenleukämie. 

 

Name 

 

Zelltyp 

 

Gewebe 

 

Spezies 

MCF-7 Adenokarzinom Weibliche Brust Homo sapiens 

SK-BR-3 Adenokarzinom Weibliche Brust Homo sapiens 

THP-1 
Monozyten (AML 

M5) 
Blut Homo sapiens 

 

2.1.2 Geräte und Verbrauchsutensilien 

Folgende Geräte und Verbrauchsutensilien wurden verwendet (s. Tabelle 3): 

 

Tabelle 3 - Verwendete Geräte und Verbrauchsutensilien in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des 

Herstellers und des Firmensitzes 

 

Name 

 

Hersteller (Firmenhauptsitz, Land) 

25 Bg. Blottingpapier, B004 A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 

Deutschland) 

accu jet® pro Pipettierhelfer Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, 

Deutschland) 



 21 

Analysenwaage Explorer® OHAUS Europe GmbH (Naenikon, 

Schweiz) 

Arpege 110 Kryobehälter Air Liquide (Paris, Frankreich) 

BioPhotometer, 8,5 mm Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Cellstar® 96 Well Cell Culture Plate, V-

bottom 

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, 

Deutschland) 

Cellstar® Polypropylen Röhrchen (15 

und 50 ml, PP, konischer Boden, 

Schraubverschluss blau, Natur, 

graduiert, Schriftfeld, steril) 

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, 

Deutschland) 

Cellstar® Zellkulturflaschen (250 ml, 75 

cm2, PS, Filter-Schraubverschluss rot, 

transparent, steril) 

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, 

Deutschland) 

CO2 Incubator MCO-170AICUVD-PE Panasonic Corporation (Kadoma, Japan) 

Combitips advanced® (1,0; 2,5; 5 und 10 

ml) 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Combitips plus® (2,5 und 10 ml) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Cryovial® T310-2A (2 ml) Simport® (Beloeil, Kanada) 

Dermagrip® Nitrile Examination Gloves, 

Ultra Long 

WRP Asia Pacific Sdn Bhd (Salak Tinggi, 

Malaysia) 

Dri-Block® heater DB-2A Techne (Staffordshire, Vereinigtes 

Königreich) 

Duomax 1030 Schüttelgerät Heidolph Instruments (Schwabach, 

Deutschland) 

EBA 12 Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co. KG 

(Tuttlingen, Deutschland) 

Elektrophoresenetzgerät E455 Consort (Turnhout, Belgien) 

Elektrophoresenetzgerät EV265 Consort (Turnhout, Belgien) 

Eppendorf Thermomixer Comfort Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

epT.I.P.S.® Standard 100-5000 µl 

Pipettenspitzen 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
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Gel-Dokumentationssystem WGD-30 witeg Labortechnik GmbH (Wertheim, 

Deutschland) 

 GENios™ Plus Mikroplatten-Reader Tecan Trading AG (Männedorf, Schweiz) 

Glaspipetten (5 und 10 ml) VWR International, LLC (Radnor, USA) 

HERAfreeze -86 °C Tiefkühllagertruhe 

HFU 586 Basic 

Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

Hybridiser HB-1D Techne (Staffordshire, Vereinigtes 

Königreich) 

ImmunoSpot® S6 MACRO Analyzer Cellular Technology Limited - CTL 

(Cleveland, USA) 

Lab Dancer Vortex IKA® (Staufen im Breisgau, 

Deutschland) 

Luer-Lok™ Spritze, 20 ml Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 

Microlance™ 3 Kanüle, 20 G Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 

Mikroskop DM IRB Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, 

Deutschland) 

Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell 

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, 

USA) 

Mr. Frosty™ Gefrierbehälter Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, 

USA)  

MS1 Minishaker IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen 

im Breisgau, Deutschland) 

Multipipette® plus Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Multiply®-µStrip, 0,2 ml Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 

Deutschland) 

Neubauer improved Zählkammer LO – Laboroptik Ltd. (Lancing, 

Großbritannien)  

Nitrocellulose Membrane, 0,2 µm Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, 

USA) 

O2 Control InVitro Glove Box Coy Laboratory Products, Inc. (Grass 

Lake, USA) 
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Owl™ EasyCast™ B2 Minigel-

Elektrophoresesystem 

Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

PIPETBOY Pippetierhelfer INTEGRA Biosciences GmbH (Biebertal, 

Deutschland) 

Präzisionswaage 510 Kern & Sohn GmbH (Balingen, 

Deutschland) 

Primus Linearbeschleuniger (6 MV, 

Dosisleistung 2 Gy/min) 

Siemens Medical Solutions (Concord, 

USA) 

Research Pipetten (10, 20, 200 und 1000 

µl) 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland 

Safe-Lock Tubes (1,5 ml und 2,0 ml) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Shaking Platform POS-300 Grant Instruments (Shepreth, 

Großbritannien) 

SterilGARD® Sichherheitswerkbank 

Klasse II, Typ A / B3 

Baker Company (Stanford, USA) 

Thermocycler Primus 96 plus MWG-Biotech AG (Ebersberg, 

Deutschland) 

Transferpette® -8 Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, 

Deutschland) 

Ultraschallbald Sonorex RK 100 BANDELIN electronic GmbH & Co. KG 

(Berlin, Deutschland) 

Universal 320R Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co. KG 

(Tuttlingen, Deutschland) 

UV-Transilluminator TFX-20M Vilber Lourmat (Collégien, Frankreich) 

UVette® 220 nm – 1.600 nm 

50 – 2.000 µl 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Vertikales Doppelgelsystem PEQLAB Biotechnologie GmbH 

(Erlangen, Deutschland) 

Zellkulturtestplatte 24 TPP Techno Plastic Products AG 

(Trasadingen, Schweiz) 

Zellkulturtestplatte 48 TPP Techno Plastic Products AG 

(Trasadingen, Schweiz) 
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Zellkulturtestplatte 96F TPP Techno Plastic Products AG 

(Trasadingen, Schweiz) 

 

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Folgende Chemikalien und Reagenzien wurden verwendet (s. Tabelle 4): 

 

Tabelle 4 - Verwendete Chemikalien und Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des 

Herstellers und des Firmensitzes (Stadt, Land) 

 

Name 

 

Hersteller (Firmenhauptsitz, Land) 

Agarose SERVA SERVA Electrophoresis GmbH 

(Heidelberg, Deutschland) 

Aqua B. Braun Melsungen AG (Melsungen, 

Deutschland) 

Trypsin / EDTA solution 

0,05 % / 0,02 % 

Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland) 

(±)-Sodium 3-hydroxybutyrate 

 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Gentamycin 10 mg/ml Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland) 

Glucose 40 % B. Braun Melsungen AG (Melsungen, 

Deutschland) 

RPMI Medium 1640, Glutamax™ gibco® by life technologies™, Thermo 

Fisher Scientific, Inc. (Waltham, USA) 

RPMI Medium 1640, no glucose gibco® by life technologies™, Thermo 

Fisher Scientific, Inc. (Waltham, USA) 

Lithium acetoacetate Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Lithium chloride 

 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Cell Counting Kit-8 (WST-8) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Freezing Medium Cryo-SFM PromoCell GmbH (Heidelberg, 

Deutschland) 

GoTaq® DNA Polymerase Promega GmbH (Walldorf, Deutschland) 

GelRed® Biotium, Inc. (Fremont, USA) 

DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

GBX Entwickler und Nachfülllösung Carestream Health, Inc. (Rochester, 

USA) 

GBX Fixierbad und Nachfülllösung Carestream Health, Inc. (Rochester, 

USA) 

Roti®-Quant (5X) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, 

USA) 

10x Tris/Glycine/SDS (TGS) Buffer Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, 

USA) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

Towbin Buffer 10x SERVA Electrophoresis GmbH 

(Heidelberg, Deutschland) 

Ponceau S solution Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

TWEEN® 20 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

25x TBS (pH 7,4) (Tris-buffered saline) Abcam (Cambridge, Vereinigtes 

Königreich) 

Magermilchpulver Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) 

Roti®Free Stripping-Puffer Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 
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PhosSTOP™ EASYpack 

Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets 

Hoffmann-La Roche AG (Basel, 

Schweiz) 

cOmplete™ EASYpack 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets 

Hoffmann-La Roche AG (Basel, 

Schweiz) 

Methanol (≥ 99,8 %) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

TBE (Tris-Borat–EDTA)-Puffer, 10X Promega GmbH (Walldorf, Deutschland) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland) 

Kristallviolett-Lösung Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Natriumacetoacetat Alfa Chemistry (New York City, USA) 

Trypanblau  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Cisplatin Teva Pharma AG (Basel, Schweiz) 

DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Luminol sodium salt Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

p-Coumaric acid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) 

Pierce™ RIPA-Puffer Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 
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2.1.4 Antikörper 

Folgende Antikörper wurden verwendet (s. Tabelle 5): 

 

Tabelle 5 - Verwendete Antikörper in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe der Wirtsart, der 

verwendeten Verdünnung, des Herstellers und des Firmensitzes (Stadt, Land) 

Name Wirtsart 

Verwendete 

Verdünnung 

Hersteller 

(Firmenhauptsitz, 

Land) 

Anti-beta Actin 

Loading Control 

(HRP) 

(ab20272) 

Maus (monoklonal) 1 : 4.000 Abcam 

Anti-Lamin B1 

(ab16048) 

Hase (polyklonal) 1 : 10.000 Abcam 

Anti-p21 

(ab109199) 

Hase (monoklonal) 1 : 1.000 Abcam 

Anti-p27 Kip1 

(D69C12) XP® 

Hase (monoklonal) 1 : 1.000 Cell Signaling 

Technology® 

(Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich) 

Anti-p53 

(ab32389) 

Hase (monoklonal) 1 : 1.000 Abcam  

Goat Anti-Mouse 

IgG (HRP) 

(ab6721) 

Ziege 1 : 10.000 Abcam 

Goat Anti-Rabbit 

IgG (HRP) 

(ab6721) 

Ziege 1 : 20.000 Abcam 
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2.1.5 Primer 

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, 

Deutschland) bezogen. 

Folgende Primer wurden für die Genexpressionsanalysen verwendet (s. Tabelle 6): 

 

Tabelle 6 - Verwendete Primer in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe der Namen, der Sequenz und 

der Produktlänge in Basenpaaren. bp = Basenpaare. PBGD = Porphobilinogen-Deaminase. 

Gen Primer Sequenz (5’ zu 3’) 
bp 

Amplifikat 

GPR41 

FFAR3/GPR41 

forward 
CACCARCTATCTCACCGCCC 

169 
FFAR3/GPR41 

reverse 
TATGACGTAGACCACGCTGC 

GPR43 

FFAR2/GPR43 

forward 
GCCTGGTGCTCTTCTTCATC 

178 
FFAR2/GPR43 

reverse 
AGGTGGGACACGTTGTAAGG 

GPR109A 

GPR109A forward GGACAACTATGTGAGGCGTTGG 

645 

GPR109A reverse GGGCTGGAGAAGTAGTACACC 

MCT1 

MCT1 forward GGAGGTCTTGGGCTTGCCTTCAACT 

790 
MCT1 

reverse 
CAACAAGGTCCATCAATGTTTCAA 

MCT4 

MCT4 

forward 
ACCAACCCTCCTGGCCATGGGA 

396 
MCT4 

reverse 
GCCAAACCCAACCCCGTGATG 
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PBGD 

PBGD12/1 

 
GGAAGTGCGAGCCAAGGACCAGGA 

240 
PBGD14/1 

 
AGGGACATGGATGGTAGCCTGCAT 

 

2.1.6 Bausätze (Kits) 

Folgende Bausätze (Kits) wurden verwendet (s. Tabelle 7): 

 

Tabelle 7 - Verwendete Bausätze (Kits) in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des Herstellers, des 

Firmensitzes (Stadt, Land) und des Inhalts 

Name Hersteller 

(Firmenhauptsitz, Land) 

Inhalt 

iScript™  

cDNA Synthesis Kit 

Bio-Rad Laboratories, Inc. 

(Hercules, USA) 

- iScript Reaction 

Mix 

- iScript Reverse 

Transcriptase 

- Nuclease-Free 

Water 

RNase-Free DNase Set Qiagen N.V. 

(Venlo, Niederlande) 

- RNase-Free Water 

- Buffer RDD 

- DNase I, RNase-

Free 

RNeasy® Mini Kit Qiagen N.V.                

(Venlo, Niederlande) 
- RNeasy Mini Spin 

Columns 

- Collection tubes 
(1,5 ml) 

- Collection tubes   

(2 ml) 

- Buffer RLT 

- Buffer RW1 

- Buffer RPE 

- RNase-Free Water 

 



 30 

2.1.7 Gele 

Folgende Gele wurden verwendet (s. Tabelle 8): 

 

Tabelle 8 - Verwendete Gele in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des Herstellers  und des 

Firmensitzes (Stadt, Land) 

 

Name 

 

Hersteller (Firmenhauptsitz, Land) 

Novex™ 8-16 % Tris-Glycine Mini Gels Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, 

USA) 

 

2.1.8 Computer-Software 

Folgende Softwares wurden verwendet (s. Tabelle 9): 

 

Tabelle 9 - Verwendete Softwares in alphabetischer Reihenfolge mit Angabe des Herstellers und des 

Firmensitzes (Stadt, Land) 

 

Name 

 

Hersteller (Firmenhauptsitz, Land) 

Excel 2016 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

ImageJ – Version 1.4.8 National Institute of Health (Bethesda, 

USA) 

ImageJ Plugin ColonyArea Turku Centre for Biotechnology (Turku, 

Finnland) 

ImmunoCapture - Version 6.2 Cellular Technology Limited (Cleveland, 

USA) 

PowerPoint 2016 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

Prism 6 for Windows – Version 6.0.5 GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA) 

WiseCapture II 

Version 1.0.0.0 

Daihan Scientific Co., Ltd. (Wonju-si, 

Südkorea) 

Word 2016 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 
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xFluor4 – Version 4.5.1 Tecan Group AG (Männedorf, Schweiz) 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Arbeitsbedingungen 

 

2.2.1.1 Arbeit an Zellkulturen 

Alle sterilen Arbeiten an den Zellkulturen wurden in der Klasse 2-Werkbank (Biological 

Safety Cabinet von SterilGARD) unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 

 

2.2.1.2 Arbeit unter hypoxischen Bedingungen 

Alle experimentellen Ansätze der Zellkultivierung wurden in zweifacher Ausführung 

erstellt, wobei ein Ansatz bei 21 % Sauerstoff (O2) und der andere bei 1,5 % O2 inkubiert 

wurde. Die Herstellung der hypoxischen Bedingungen erfolgte durch die Hypoxie-

Werkbank, in welcher durch das Einfluten von Stickstoff die Sauerstoffkonzentration 

reguliert werden konnte. Die Temperatur in der Hypoxiekammer betrug 37 °C und die 

Kohlenstoffdioxid-(CO2) Konzentration 5 %. Alle weiteren Arbeiten an den Zellkulturen, 

welche bei 1,5 % O2 inkubiert worden waren, fanden innerhalb der Hypoxiekammer unter 

sterilen Bedingungen statt. 

 

2.2.1.3 Arbeit zur Isolierung von RNA (Ribonukleinsäure) 

Zur Isolierung der RNA wurde unter dem Abzug und auf Eis gearbeitet. 

 

2.2.2 Herstellung der verwendeten Medien 

 

2.2.2.1 Anzuchtmedium 

Die Züchtung der verwendeten Zelllinien in den Zellkulturflaschen erfolgte in RPMI 1640 

Medium, GlutaMAXTM. Hinzugefügt wurde des Weiteren 1,1 ml Gentamicin 

(Endkonzentration 50 µg/ml) und fetales Kälberserum (FCS) in einer Endkonzentration 

von 10 %.  
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2.2.2.2 G5-Medium 

Ausgangspunkt für die Herstellung des G5 Mediums, welches für die Versuche benötigt 

wurde, war das RPMI 1640 Medium ohne Glucose. Dieses wurde mit 1,1 ml des 

Antibiotikums Gentamicin (Endkonzentration 50 µg/ml) und FCS in einer 

Endkonzentration von 10 %, was einer Menge von 50 ml entsprach, vermengt. 

Zusätzlich wurden 1250 µl 40 %iger Glucose hinzugefügt, was eine 

Gesamtkonzentration von 5 mM Glucose ergab.  

 
2.2.3 Methoden der Zellkultur 

 

2.2.3.1 Zellen aus der Kryokonservierung auftauen/ Neue Zellkultur anlegen 

Die Zellen, welche zur Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff gelagert worden waren, 

wurden durch Eintauchen der Einfrierröhrchen in ein, mit lauwarmem Wasser gefüllten 

Becherglas, aufgetaut. Währenddessen wurden in die 75 cm2 Zellkulturflaschen 10 ml 

Medium hinzugegeben. 1 ml der mittlerweile aufgetauten Zellsuspension wurde dem 

Medium hinzugefügt. Die Zellkulturflaschen wurden daraufhin im Brutschrank (37 °C, 

21 % O2, 5 % CO2) inkubiert. 

 

2.2.3.2 Trypsinbehandlung der Zellen 

Zunächst wurde das Medium mittels einer 10 ml Pipette vollständig aus den 

Zellkulturflaschen entfernt und mit 5 ml PBS-Puffer (Phosphate-buffered saline-Puffer) 

ersetzt. Der PBS-Puffer wurde, nachdem er gründlich innerhalb der Flaschen über dem 

Zellrasen zum Abwaschen der Mediumreste verteilt worden war, wieder vollständig 

abgezogen. Daraufhin wurden 2 ml einer 0,05 %igen Trypsinlösung hinzugefügt, welche 

nach sorgfältigem Schwenken ebenfalls komplett abgezogen wurden. Die 

Zellkulturflaschen wurden dann 5 min im Brutschrank (37 °C, 21 % O2, 5 % CO2) 

inkubiert. Hierdurch wurden die Zellen vom Flaschenboden durch Enzymverdau 

abgelöst.  Die nicht mehr adhärenten Zellen innerhalb der Zellkulturflaschen wurden 

erneut in Medium aufgenommen, mehrfach resuspendiert, um sie zu vereinzeln und 

anschließend je nach Absicht auf mehrere Zellkulturflaschen verteilt (Splitten) oder eine 

bestimmte Menge für den weiteren Gebrauch in Zentrifugenröhrchen gegeben. 
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2.2.3.3 Kryokonservierung 

Der erste Schritt für die Krykonservierung der Zellen war die Trypsinbehandlung wie in 

2.2.3.2 ausgeführt. Die mit Trypsin behandelten Zellen wurden in 6 ml Medium 

aufgenommen. 5 ml wurden in ein Zentrifugenröhrchen überführt und 1 ml in der 

Zellkulturflasche belassen, welche anschließend wieder mit 9 ml Medium aufgefüllt und 

erneut im Brutschrank (37 °C, 21 % O2, 5 % CO2) inkubiert wurde. Das Röhrchen wurde 

anschließend für 10 Minuten mit 260 x g zentrifugiert, so dass sich am Boden das 

Zellpellet absetzte. Im Anschluss daran wurde die überschüssige Flüssigkeit entsorgt, 

das Zellpellet in gewünschter Menge Kryomedium resuspendiert und in jeweils 1 ml auf 

die Kryoröhrchen verteilt. Die fertig angesetzten Kryoröhrchen wurden in einem 

Einfriergefäß 24 Stunden in einer Gefriertruhe bei -80 °C gelagert und am nächsten Tag 

in einen Behälter mit flüssigem Stickstoff überführt. 

 

2.2.3.4 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde durch die Neubauer improved Zählkammer 

bestimmt. Hierfür wurden 20 µl der Zellsuspension mit 20 µl 0,5 % Trypanblau vermengt. 

10 µl dieses Gemischs wurden unter das Deckglas, welches so auf der Zählkammer 

positioniert wurde, dass die Newtonschen Ringe erkennbar waren, pipettiert. Die 

Auswertung der Zählkammer erfolgte durch die Auszählung der vier Großquadrate nach 

Angaben des Herstellers. Ein Großquadrat hat ein Volumen von 0,1 µl. 

Die Zellzahl der Suspension wurde daraufhin mit folgender Formel bestimmt: 

 

!"##"$	&'(	)'(ß+,-.'-/	 ×	10! 	× 	2	(≙ 6"'.ü$$,$8) × 	:#	."'	!"##;,;&"$;<($	 
 

2.2.3.5 Herstellung einer Verdünnungsreihe 

Um die Wachstumseigenschaften der unterschiedlichen Zelllinien zu untersuchen, 

wurden vorab Verdünnungsreihen angesetzt (s. Abb. 4). Hierfür wurden je Zelllinie 

jeweils 8 well einer 96 well Platte mit 100 µl Zellsuspension mit aufsteigender Zellzahl 

pro Spalte befüllt (zum Beispiel 500, 1000, 1500 und 2000 Zellen). Nachdem die Zellen 

drei Stunden im Brutschrank inkubiert worden waren, wurden je well weitere 100 µl 

G5-Medium hinzugefügt, so dass pro well ein Gesamtvolumen von 200 µl hervorging. 

Einer der beschriebenen Ansätze wurde für vier Tage im Brutschrank unter 21 % O2, der 

andere für ebenfalls vier Tage unter 1,5 % O2 inkubiert. Die lebenden Zellen wurden mit 

den Zellvitalitätsassays bestimmt. Nach Beurteilung der Zellproliferation wurden die 
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jeweiligen Zellzahlen festgelegt, die für zukünftige Versuche als Startpunkt dienen 

sollten.  

  

 

2.2.3.6 Behandlung von Zellkulturen durch Zusatz von Lösungen 

Für das experimentelle Design der Versuche wurden die Zellen unter verschiedenen 

Konditionen in G5-Medium kultiviert. 

Folgende Bedingungen mit beschriebenen Konzentrationen wurden erstellt: 

a) G5-Medium ohne weitere Zusätze (Kontrolle) 

b) G5-Medium mit 3-OHB in einer Endkonzentration von 3 mM 

c) G5-Medium mit Lithiumacetoacetat (LiAcAc) in einer Endkonzentration von 

1,5 mM 

d) G5-Medium mit Lithiumchlorid (LiCl) in einer Endkonzentration von 1,5 mM 

e) G5-Medium mit DMSO (333:1) mit Natriumacetoacetat (NaAcAc) in einer 

Endkonzentration von 1,5 mM 

f) G5-Medium mit DMSO (333:1) ohne weitere Zusätze 

g) G5-Medium mit 3-OHB in einer Endkonzentration von 3 mM und LiAcAc in einer 

Endkonzentration von 1,5 mM 

Abb. 4 - 96-well Platte (schematische Darstellung) mit angesetzter Verdünnungsreihe der drei verwendeten 

Zelllinien (CaCo-2, HCT-116, HT-29) mit den jeweils ausgesäten Zellzahlen (=Z) 
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2.2.3.7 Zellpelletierung für PCR oder Western Blot 

Um Zellpellets für eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder einen Western Blot zu 

gewinnen, wurden die Zellen wie in 2.2.3.2 beschrieben zunächst geerntet. Die Zellen 

wurden jeweils in 5 ml G5-Medium aufgenommen und in ein steriles Röhrchen überführt. 

10 ml PBS wurden jeweils hinzugefügt, was ein Gesamtvolumen von 15 ml ergab. Die 

Zellen wurden in einem nächsten Schritt durch Zentrifugation (280 x g, 10 min, 4 °C) 

pelletiert. Der flüssige Überstand wurde anschließend abgezogen und die Zellpellets 

jeweils in 2 ml PBS resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden jeweils auf zwei 1,5 ml 

Eppendorfgefäße verteilt und erneut zentrifugiert (400 x g, 10 min, 4 °C). Der 

entstehende Überstand wurde mit Hilfe einer Spritze mit Kanüle entfernt. Die 

entstandenen Pellets konnten bei -80 °C aufbewahrt werden. 

 

2.2.3.8 Strahlenbehandlung von Zellkulturen 

Um die Sensibilität der Zellen gegenüber Bestrahlung vergleichen zu können, wurden 

die unterschiedlichen Zellkulturen mit ionisierenden Strahlen im Sinne einer 

Radiotherapie behandelt. Die Bestrahlung erfolgte am zweiten Tag der Kultivierung in 

G5-Medium. Hierfür wurden die Zellkulturen in vorgewärmten Isolierboxen zur Klinik für 

Strahlentherapie des Uniklinikums Würzburg transportiert. Um gleiche Bedingungen für 

alle untersuchten Zellen zu schaffen und Fehler im experimentellen Design zu 

vermeiden, wurden ebenfalls die Kontrollen, welche nicht bestrahlt wurden (0 Gy), 

mittransportiert. Mit Hilfe eines Elektronen-Linearbeschleunigers wurden die 

Zellkulturplatten einer Strahlendosis von 2, 4, 6 oder 8 Gy ausgesetzt. Dabei wurde jede 

Platte einzeln bestrahlt und hierfür zentral im Feld positioniert.  

 

2.2.4 Methoden der Zellvitalitätsassays 

 

2.2.4.1 WST-8 Test 

Der WST-8 Test ist ein kolorimetrischer Assay zur Untersuchung der Zellvitalität, welcher 

mit Hilfe des Cell Counting Kits-8 (CCK-8) der Firma Sigma-Aldrich durchgeführt wurde.  

Auf einer 96-well Platte wurden pro well 100 µl einer Zellsuspension der Zelllinien 

CaCo-2 (3000 Zellen pro well), HCT-116 (1000 Zellen pro well) oder HT-29 (500 Zellen 

pro well) ausgesät. Zum Adhärieren wurden die Zellen für vier Stunden im Brutschrank 

inkubiert. Daraufhin wurde das Volumen pro well um 100 µl ergänzt und die in 2.2.3.6 

beschriebenen Konditionen hergestellt. Die Zellkulturplatten wurden für vier Tage unter 
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normoxischen (21 % O2) oder hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen inkubiert. Hierauf 

erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 450 nm Wellenlänge durch das 

Mikroplatten-Photometer GENios Plus der Firma Tecan. Nachdem anschließend eine, 

durch den Hersteller definierte, Menge des WST-8 Reagenzes (10 µl je 100 µl 

Zellmedium) hinzugefügt worden war, wurden die Zellsuspensionen erneut bei 37 °C 

unter 21 % oder 1,5 % O2 inkubiert. Nach 60 und nach 120 Minuten erfolgten jeweils 

weitere Messungen der OD. 

 

2.2.4.2 Kristallviolett-Test 

Der Kristallviolett-Test ist ein Test zur Bestimmung der adhärenten Zellen innerhalb einer 

Zellsuspension. Er wurde entweder im Anschluss an den in 2.2.4.1 beschriebenen 

WST-8 Test oder zur Auswertung der Koloniebildung (s. 2.2.4.3) durchgeführt. 

Die Zellkultur-Platten wurden hierfür zunächst über dem Waschbecken ausgeleert und 

darauffolgend auf Trockentüchern ausgeklopft, um die überschüssige Flüssigkeit zu 

entfernen. Zur Fixierung der am Boden anhaftenden Zellen wurden anschließend pro 

well 100 µl Methanol hinzugefügt. Die Platten wurden daraufhin für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Ausleeren und vorsichtigem Ausklopfen der 

Platten und einer Trockenzeit von 10 Minuten, wurden nun je well 100 µl der 

Kristallviolett-Lösung zugegeben, welche für weitere 10 Minuten in diesen belassen 

wurde. Nachfolgend wurde die Kristallviolett-Lösung mehrmals mit destilliertem Wasser 

ausgewaschen. Die Platten mit den nun fixierten und angefärbten Zellen konnten im 

Mikroskop betrachtet und gegebenenfalls eingescannt werden. Darüber hinaus konnte 

in einem weiteren Schritt die OD mit Hilfe des Mikroplatten-Photometers bestimmt 

werden. Hierfür wurden die angefärbten Zellen mit je 100 µl 10 %iger Essigsäure 

(CH3COOH) für 30 Minuten auf einem Schüttler bei 150 rpm (revolutions per minute) 

lysiert. Die Messung der OD erfolgte bei 570 nm. 

 

2.2.4.3 Colony-Forming-Assay 

Für den Colony-Forming-Assay (CFA) wurden zunächst zwei Ansätze mit je einer 

48-well-Platte erstellt. Hierfür wurden je well 500 Zellen in 100 µl G5-Medium ausgesät. 

Zum Adhärieren der Zellen wurden die Ansätze für 4 Stunden im Brutschrank (37 °C, 21 

% O2, 5 % CO2) inkubiert. Anschließend wurde das Gesamtvolumen pro well auf 200 µl 

erweitert und so die in 2.2.3.6 beschriebenen Lösungen hergestellt. Die Platten wurden 

unter Normoxie bzw. Hypoxie inkubiert, wobei nach fünf Tagen ein Mediumwechsel 
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stattfand. Nach 14 Tagen wurden die Versuche mittels Kristallviolett-Test gestoppt. Mit 

Hilfe des Immuno Spot S6 Macro Analyzers und der Software ImmunoCapture v6 2 

wurden die Platten eingescannt. Die Auswertung der eingescannten Bilder erfolgte 

anschließend mit dem Plug-In für ImageJ „Colony Area“. 

 

2.2.5 Genexpressionsanalyse 

 

2.2.5.1 RNA-Extraktion 

Für die Extraktion der RNA aus den verwendeten Zelllinien wurden zunächst Zellpellets 

(s. 2.2.3.7) erstellt. Die Arbeitsschritte zur Extraktion der RNA fanden unter einem Abzug 

statt.  

Die Arbeiten zur Gewinnung der RNA wurden mit dem „RNeasy Mini Kit“ und dem 

„RNase-Free DNase Set“ nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die isolierte RNA 

wurde nach anschließender Quantifizierung (s. 2.2.5.2) bei -80 °C eingefroren oder in 

einem nächsten Schritt direkt weiterverarbeitet. 

 

2.2.5.2 Quantifizierung der RNA 

Je 2 µl der zuvor gewonnen RNA wurden mit je 98 µl RNase freiem A. dest vermengt 

und mittels UV-Küvetten im BioPhotometer quantifiziert. 

 

2.2.5.3 cDNA-Synthese bzw. Reverse-Transkriptions-Reaktion 

Die Reverse-Transkriptions-Reaktion wurde durchgeführt, um aus der isolierten RNA 

cDNA (komplementäre Desoxyribonukleinsäure) zu synthetisieren. 500 ng jeder RNA 

Probe wurden mit dem „iScript™ cDNA Synthesis Kit“ nach Herstellerangaben revers 

transkribiert.  

Die entstandenen cDNA-Proben konnten bei -20 °C aufbewahrt werden. 

2.2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermöglicht, mit Hilfe eines hinzugegebenen 

Primerpaares Sequenzen der cDNA zu amplifizieren, so dass diese in einem weiteren 

Schritt detektiert werden können. In vorliegender Arbeit wurden Primerpaare für die 

Rezeptorgene GPR-109a, GPR-41, GPR-43, MCT-1 und MCT-4 für die PCR verwendet, 

um die Anwesenheit von RNA zur Expression der Rezeptoren zu überprüfen. Außerdem 

wurden Primer für PBGD als Positiv-Kontrolle verwendet. 
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Der Reaktionsmix für die PCR wurde auf Eis in Multiply®-µStrip 0,2 ml Ketten angesetzt. 

Je Probe wurden 1 µl des Primer forward, 1 µl des Primer reverse, 12,5 µl der GoTaq® 

DNA-Polymerase, 1 bzw. 2 µl der zuvor synthetisierten cDNA und 9,5 bzw. 8,5 µl Aqua 

dest. (Aqua destillata) hinzugegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 24 µl hervorging. 

Für jede Versuchsreihe wurden zusätzlich Negativ- sowie gegebenenfalls Positiv-

Kontrollen erstellt. Für die Negativ-Kontrollen wurde das Hinzufügen der cDNA jeweils 

unterlassen und das fehlende Volumen durch Aqua dest. ersetzt. Für Positiv-Kontrollen 

wurde die cDNA, der zu untersuchenden Zellen, durch cDNA bestimmter Zelllinien 

ersetzt, welche die amplifizierten Sequenzen mit Sicherheit enthielten.  

Folgende Schritte wurden in der PCR jeweils durchlaufen: 

1) Initiale Denaturierung  

2) Denaturierung  

3) Primerhybridisierung 

4) Elongation 

5) Polymerisation 

Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation wurden nach initialer Denaturierung 

in mehreren Zyklen wiederholt.  

Die Einstellungen am Thermocycler für die Anzahl der Zyklen und die Temperatur für die 

Primerhybridisierung variierten je nach verwendetem Primer (s. Tabellen 10 und 11). Die 

Proben, welche die PCR durchlaufen hatten, konnten anschließend bei -20 °C zur 

weiteren Verwendung aufbewahrt werden. 

  



 39 

Tabelle 10 - Schritte der PCR für die Primer  PBGD, MCT-1 und MCT-4 

 PBGD MCT-1 MCT-4 

Initiale 

Denaturierung 
94 °C, 5 min 94 °C, 5 min 94 °C, 5 min 

Denaturierung 

 
94 °C, 30 sec 94 °C, 30 sec 94 °C, 30 sec 

Primerhybridisierung 

 
60 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 62 °C, 30 sec 

Elongation 

 
72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 

Polymerisation 

 
72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 

Anzahl der Zyklen 

 
32 36/38 36/38 

Menge der 

verwendeten cDNA 
1 µl 1 µl 1 µl 
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Tabelle 11 - Schritte der PCR für die Primer GPR41, GPR43 und GPR109A 

 GPR41 GPR43 GPR109A 

Initiale 

Denaturierung 
94 °C, 5 min 94 °C, 5 min 94 °C, 5 min 

Denaturierung 

 
94 °C, 30 sec 94 °C, 30 sec 94 °C, 30 sec 

Primerhybridisierung 

 
57 °C, 30 sec 57 °C, 30 sec 61 °C, 30 sec 

Elongation 

 
72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 

Polymerisation 

 
72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 

Anzahl der Zyklen 

 
40 38 36/38 

Menge der 

verwendeten cDNA 
1 µl 2 µl 2 µl 

 

2.2.5.5 Gelelektrophorese 

Um die zuvor durchgeführte PCR bewerten zu können, wurde eine Gelelektrophorese 

mit Hilfe eines 1,5 %igen Agarosegels durchgeführt. Das Agarosegel wurde mittels 

TBE-Puffer angesetzt und bei der Herstellung mit GelRed® in einer Verdünnung von 

1:10.000 versetzt, was eine spätere Beurteilung des Gels unter UV-Licht ermöglichen 

sollte. 

Zunächst wurde für jede zu untersuchende Probe 2 µl eines Ladepuffers in je ein well 

einer Spitzbodenplatte vorgegeben. Daraufhin wurden je 10 µl der PCR-Ansätze 

hinzugefügt, mit Hilfe der Pipettenspitze mit dem Ladepuffer vermengt und anschließend 

auf das Gel übertragen. Zusätzlich wurden 10 µl eines DNA-Standards (DNA-Leiter), 

welcher als Maßstab für die Bewertung der Fragmentgrößen diente, aufgetragen. Durch 

Anschließen eines Netzgeräts (120 V, 180 mA, 22 W) für 45 Minuten wurde ein 

elektrisches Feld erzeugt, in welchem die Basenpaare nach Größe aufgetrennt wurden. 

Der Erfolg der Gelelektrophorese konnte darauffolgend unter UV-Licht kontrolliert und 

mittels Geldokumentationssystem festgehalten werden. 
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2.2.6 Proteinexpressionsanalyse 

 

2.2.6.1 Pufferlösungen 

Zur Durchführung der Proteinexpressionsanalyse wurden verschiedene Pufferlösungen 

benötigt. Folgende Tabelle stellt die Zusammensetzung der einzelnen Lösungen dar 

(s. Tabelle 12). 

 

Tabelle 12 - Zusammensetzung der Lösungen für die Proteinexpressionsanalyse 

Puffer Zusammensetzung 

TBS-Puffer - 40 ml TBS (25x) 

- 960 ml Aqua dest. 

- 4 Tropfen TWEEN 

Towbin-Puffer - 100 ml Towbin (10x) 

- 700 ml Aqua dest. 

- 200 ml Methanol 

Lyse-Puffer (Pierce™ RIPA-Puffer) - 20 mM Tris-HCL pH 7,5 

- 400 mM NaCl 

- 1mM EDTA 

- 0,5 % NP-40 

ECL-Lösung (Enhanced 

Chemiluminescence-Lösung) 
- 10 ml Luminol 

- 1 ml p-Coumaric 

- 3 µl 30 %iges H2O2 

 

2.2.6.2 Lyse der Zellpellets 

Um die gewonnenen Zellpellets (s. 2.2.3.7) zu lysieren, wurden dem Lyse-Puffer 

Protease- und Phosphatase-Inhibitoren im Verhältnis 1:10 und DTT (Dithiothreitol) in 

einer Endkonzentration von 2 mM hinzugegeben. 300 µl der entstandenen Lösung 

wurden anschließend auf jedes der Pellets gegeben. Nach gründlichem Durchmischen 

wurden die Eppendorf-Gefäße einer 30-minütigen Ultraschallbehandlung in einem 

kalten Wasserbad ausgesetzt. Jene Behandlung wurde nach 15 Minuten einmalig 

unterbrochen, um die Proben auf dem Vortexmischer erneut zu vermengen. Nach dem 

Ultraschallbad wurden die Eppendorf-Gefäße bei 4 °C mit 11.000 x g für 10 Minuten 
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zentrifugiert. Das gewonnene Lysat konnte darauffolgend als Überstand in neue 

Eppendorf-Gefäße überführt werden. 

 

2.2.6.3 Bestimmung der Proteinmenge 

Die quantitative Bestimmung der Proteine erfolgte mit Hilfe des Bradford-Tests. 

Hierfür wurden in neuen Eppendorf-Gefäßen je 5 µl Aqua dest. mit 5 µl des zuvor 

gewonnenen Lysats (s. 2.2.6.2) und 1 ml Roti®-Quant (1x) vermengt. Nach Überführung 

in Küvetten wurden die jeweiligen Proteinmengen bei 590 nm photometrisch bestimmt. 

Als Negativkontrolle diente eine Probe, bei welcher das Lysat durch weitere 5 µl Aqua 

dest. ersetzt wurde. 

Die Lysate konnten bei -80 °C aufbewahrt werden. 

 

2.2.6.4 Bestimmung der Lademenge 

Um gleiche Bedingungen für die Versuche zu schaffen, wurde eine einheitliche 

Lademenge (20 µg) und ein einheitliches Ladevolumen (20 µl) festgelegt. Um dies zu 

gewährleisten, wurden die Lysate entsprechend mit Aqua dest. verdünnt. Im Folgenden 

wurden je Probe 5 µl Lämmli-Puffer, welcher zuvor mit DTT in einer Endkonzentration 

von 200 mM versetzt wurde, beigefügt. Das Endvolumen pro Lysat betrug demnach 25 

µl. 

 

2.2.6.5 Denaturierung 

Die auf eine einheitliche Lademenge verdünnten Lysate wurden fünf Minuten in einem 

Wasserbad auf 99 °C erhitzt, für 30 Sekunden auf Eis wieder abgekühlt und kurz 

anzentrifugiert (30 Sekunden). Die denaturierten Proben konnten für die Verwendung 

am nächsten Tag mit Kühlpad bei 4 °C im Kühlschrank oder für eine spätere 

Verwendung bei -80 °C gelagert werden. 

 

2.2.6.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-Page wurde durchgeführt, um die Proteine der Größe nach aufzutrennen.  

Als SDS-Gele wurden Novex™ 8-16 % Tris-Glycine Gele verwendet. Von genannten 

wurden jeweils zwei in einer Elektrophorese-Kammer angebracht, welche daraufhin mit 

dem TGS-Laufpuffer geflutet wurde. Die am Tag zuvor denaturierten Proben wurden auf 

die Gele übertragen (25 µl). Zusätzlich wurden 10 µl eines Proteinstandards in einzelne 
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Kammern der Gele gegeben, um eine spätere Beurteilung der Proteine zu ermöglichen. 

Die beschriebene Vorrichtung wurde im Kühlschrank unter 4 °C für 30 Minuten an ein 

Netzgerät angeschlossen (225 V, 150 mA, 35 W).  

 

2.2.6.7 Blotting 

Als Blotting wird die Übertragung, der zuvor mittels Gelelektrophorese aufgetrennten 

Proteine, auf eine Nitrocellulosemembran bezeichnet. Zunächst wurden Membran, 

Filterpapier und Schwämme für einige Minuten in Towbinpuffer eingeweicht, welcher als 

Transferpuffer diente. Das Gel wurde anschließend mit der Membran, dem Filterpapier 

und den Schwämmen in einer Transferkammer eingespannt. Nachdem die 

Transferkammer mit Transferpuffer gefüllt worden war, wurde durch Anschluss an ein 

Netzgerät (100 V, 350 mA, 35 W, 35 min) ein elektrisches Feld erzeugt, durch welches 

der Proteintransfer auf die Membran ermöglicht wurde. Der Erfolg des Blottings konnte 

im Anschluss durch Färbung der Membran mit Ponceau S kontrolliert werden. Nach 

Auswaschen mit TBS konnte die Membran bis zur weiteren Verwendung in Klarsichtfolie 

unter -20 °C aufbewahrt oder gleich weiterbearbeitet werden. 

 

2.2.6.8 Antikörperbehandlung 

Die frisch behandelte oder aufgetaute Membran wurde nach erneutem Waschen unter 

Wippen für eine Stunde mit 5 %iger Magermilchlösung versetzt, welche als 

Blockierlösung für die unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran dienen 

sollte. Nach einstündiger Inkubation wurde die 5 %ige Magermilchlösung durch 2 %ige 

ersetzt. Anschließend wurde die Membran mit einem Primärantikörper für das 

nachzuweisende Protein in entsprechender Konzentration versetzt und für 24 Stunden 

auf einer Laborwippe im Kühlschrank inkubiert.  

Nach mehrmaligem Waschen mit TBS wurde die Membran mit dem sekundären 

Antikörper versetzt, welcher in einem vorausgegangenen Schritt auch in 2 %iger 

Magermilch entsprechend verdünnt worden war. Für die später benötigte 

lumineszierende Wirkung sind Meerrettichperoxidasen (HRP) an die Antikörper 

konjugiert. Die Inkubation erfolgte für eine Stunde auf der Laborwippe unter 

Raumtemperatur. Darauffolgend wurden die nicht gebundenen Antikörper in einem 

weiteren Waschvorgang mit TBS entfernt. 
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2.2.6.9 Filmentwicklung 

Für die Erzeugung der lumineszierenden Wirkung wurde die Membran für 3 Minuten mit 

einer ECL-Lösung behandelt. Die Peroxidase, welche an den sekundären Antikörper 

gekoppelt ist, katalysiert dabei die Lumineszenz erzeugende Reaktion. Um das Ergebnis 

dokumentieren zu können, wurde anschließend ein Röntgenfilm entwickelt. Hierfür 

wurde ein Röntgenfilm im Inneren einer Röntgenkassette durch die lumineszierende 

Membran für 30 Sekunden lang belichtet. Die Entwicklung und Fixierung der Aufnahme 

erfolgte durch aufeinanderfolgendes Eintauchen des Films in Entwicklerlösung, ein 

Wasserbad und Fixierlösung in genannter Reihenfolge. Der fertig entwickelte 

Röntgenfilm wurde im Anschluss mit destilliertem Wasser gewaschen und zum Trocknen 

aufgestellt. Alle Arbeitsschritte zur Filmentwicklung erfolgten in einer Dunkelkammer. 

Die Membran konnte bis zur erneuten Verwendung bei -20 °C eingefroren werden. Vor 

einer neuen Behandlung mit einem weiteren Primärantikörper musste diese jedoch zum 

Entfernen der bereits gebundenen Antikörper zunächst gestrippt werden. In diesem Fall 

wurde die aufgetaute Membran mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und 

danach für eine halbe Stunde in Roti-free-Stripping Puffer geschwenkt. Nach einem 

erneuten Waschvorgang mit TBS konnte die Membran nach den in 2.2.6.7 ausgeführten 

Schritten erneut behandelt werden, wobei sie in einem zweiten Durchgang vor 

Primärantikörperbehandlung nur noch 30 Minuten in 5 %iger Blockierlösung inkubiert 

werden musste. 

 

2.2.7 Statistische Auswertung 

Bei der Auswertung der Daten wurde der Mittelwert ± SEM (Standardfehler des 

Mittelwerts) verwendet. Zur graphischen Veranschaulichung und statistischen 

Auswertung der Ergebnisse diente das Softwareprogramm Prism 6. Statistische 

Signifikanz wurde ab einem p-Wert von kleiner als 0,05 angenommen. Der p-Wert wurde 

mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Proteinexpressionsanalysen 
Die Proteinexpressionsanalysen erfolgten an Zellen der Linien CaCo-2, HCT-116 und 

HT-29 und wurden wie in 2.2.6 beschrieben durchgeführt. 

 

3.1.1 p53  

Abb. 5 zeigt die Proteinexpressionsanalyse für p53.  

 

Bei den Zelllinien HCT-116 und HT-29 konnte das Tumorsuppressorprotein p53 mittels 

Westernblot für alle getesteten Konditionen nachgewiesen werden. Bei HT-29 waren die 

Banden besonders stark ausgeprägt, was am ehesten durch die mutationsbedingte 

Überproduktion von p53 bedingt war. Zudem konnten zahlreiche Nebenbanden 

beobachtet werden, die vermutlich Spaltprodukten, welche durch die p53 

Überproduktion vermehrt angefallen waren, entsprachen. Bei CaCo-2 hingegen fiel der 

Abb. 5 - Proteinexpressionsanalyse: p53. Westernblot durchgeführt mit Lysaten der Zelllinien CaCo-2, 

HCT-116 und HT29. Die Zellen wurden unter folgenden Konditionen im Inkubator (21 % O2) oder 

der Hypoxiekammer (1,5 % O2) vier Tage vorkultiviert: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc, 3-OHB + LiAcAc 

(s. 2.2.3.6). Die Untersuchung auf Lamin B1 und β-Actin diente der Ladekontrolle. Gezeigt ist je ein 

Beispiel von jeweils drei unabhängigen Testansätzen. 
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Nachweis auf Grund der p53-Nonsense-Mutation negativ aus. Die Kultivierung unter 

hypoxischen (1,5 % O2) bzw. normoxischen (21 % O2) Verhältnissen scheint keinen 

Einfluss auf die Expression von p53 zu nehmen. 

Der Nachweis von Lamin B1 und β-Actin diente der Ladekontrolle und fiel bei allen Zellen 

positiv aus. Die Bandenstärke für Lamin B1 variierte leicht innerhalb der Zelllinien. 

Besonders in der Kontrolle der Zelllinie HCT-116 fiel unter hypoxischen Bedingungen 

eine deutlich geringe Expression von Lamin B1 auf. Auf Grund dieser Unterschiede 

wurde eine weitere Ladekontrolle mit β-Actin durchgeführt. Die Banden für β-Actin waren 

gleichmäßig stark ausgeprägt.  

 

3.1.2 p21 und p27  

Die Proteinexpressionsanalysen für p21 und p27 sind in Abb. 6 dargestellt. 

 

Abb. 6 -  Proteinexpressionsanalyse: p27 und p21. Westernblot durchgeführt mit Lysaten der Zelllinien 

CaCo-2, HCT-116 und HT-29.  Die Zellen wurden unter folgenden Konditionen im Inkubator 

(21 % O2) oder der Hypoxiekammer (1,5 % O2) vier Tage vorkultiviert: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc, 

3-OHB + LiAcAc (s. 2.2.3.6).  Als Positivkontrolle wurden MCF-7 Zellen und Zellen aus der Linie 

HCT-116, die zuvor fünf Tage lang in G5-Medium mit 30 µM Cisplatin versetzt worden waren, 

verwendet. Die Untersuchung auf Lamin B1 und β –Actin diente der Ladekontrolle. Gezeigt ist je 

ein Beispiel von jeweils drei unabhängigen Testansätzen. 
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Durch die Westernblots konnten p21 und p27 in allen Zellen auf Proteinebene 

nachgewiesen werden. Sowohl unter hypoxischen als auch unter normoxischen 

Bedingungen wurde p27 in allen getesteten Konditionen weitgehend gleichermaßen 

exprimiert. Die Bandenstärke weist auf eine deutlich stärkere Expression von p21 durch 

HCT-116 im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien hin. Bei HCT-116 scheint es 

außerdem, als bewirke die Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen eine leicht 

verminderte Expression von p21. Der Nachweis von p21 bei den Zelllinien CaCo-2 und 

HT-29 fiel für die getesteten Konditionen unterschiedlich stark aus. Unter hypoxischen 

Bedingungen scheint p21 unter Kontrollbedingungen und unter Zugabe von LiAcAc 

stärker exprimiert zu werden. 

Lamin B1 und β-Actin konnten im Rahmen der Ladekontrolle in allen getesteten Zellen 

nachgewiesen werden. Die Bandenstärke für Lamin B1 variierte leicht innerhalb der 

Zelllinien. Besonders in der Kontrolle der Zelllinie HCT-116 fiel sowohl unter hypoxischen 

als auch unter normoxischen Bedingungen eine deutlich geringe Expression von 

Lamin B1 auf. Auch bei der CaCo-2 Kontrolle wurde Lamin B1 nach Kultivierung bei 

21 % Sauerstoff geringer exprimiert. Auf Grund dieser Unterschiede wurde eine weitere 

Ladekontrolle mit β-Actin durchgeführt. Die Banden für β-Actin waren innerhalb der 

Zelllinien gleichmäßig stark ausgeprägt.  

 

3.2 Genexpressionsanalysen 
Die Genexpressionsanalysen dienten der Beurteilung von Zellen der Zelllinien CaCo-2, 

HCT-116 und HT-29. Als positive Referenz wurden ebenfalls Zellen der Zelllinien THP-1 

und SK-BR-3 untersucht. Die Genexpressionsanalysen wurden wie in 2.2.5 beschrieben 

durchgeführt. 
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3.2.1 GPR41, GPR43 und GPR109A 

Das Ergebnis der Genexpressionsanalyse nach PCR und Gelelektrophorese für die 

G-Protein gekoppelten Rezeptoren 41, 43 und 109A ist in Abb. 7 dargestellt. 

 

Für alle drei Zelllinien konnte die Expression der Gene für die G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren 41, 43 und 109A nachgewiesen werden. Die Expression fiel dabei je nach 

Kondition und Sauerstoffversorgung unterschiedlich stark aus. Nach der Vorkultivierung 

unter hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen konnte besonders bei den Zelllinien CaCo 2 

und HCT-116 eine allgemein geringere mRNA-Expression (messenger RNA-

Expression) im Vergleich zu den Zellen, welche bei 21 % inkubiert worden waren, 

beobachtet werden. Bei CaCo2 suggeriert die Bandenstärke eine besonders starke 

Abb. 7 -  Genexpressionsanalyse: GPR41, GPR43 und GPR109A. Ergebnis der PCR nach 

Gelelektrophorese und Darstellung durch ein Geldokumentationssystem. Die cDNA für die PCR 

wurde aus Zellen der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29, welche unter hypoxischen (1,5 % O2) 

oder normoxischen (21% O2) Bedingungen vorkultiviert worden waren, gewonnen. Dabei wurden 

folgende Konditionen hergestellt (2.2.3.6): Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und eine Kombination aus 3-

OHB und LiAcAc. Als Positivkontrolle (pos.) diente cDNA der Zelllinie THP-1. Für eine negative 

Kontrolle (neg.) wurde dem Reaktionsmix keine cDNA hinzugegeben. Zur Qualitätskontrolle der 

verwendeten cDNA wurde die Expression des Haushaltsgens PBGD untersucht. Dargestellt ist je 

ein Beispiel von jeweils drei unabhängigen Testläufen.  bp = Basenpaare 
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Expression unter normoxischen Kontrollbedingungen und unter Zugabe von 3-OHB 

zusammen mit LiAcAc.  

Die Expression des Haushaltsgens PBGD konnte für die drei Zelllinien für alle 

Konditionen gleichermaßen nachgewiesen werden. 

 

3.2.2 MCT-1 und MCT-4 

In allen drei Zelllinien konnte die mRNA-Expression für beide untersuchten Transporter 

nachgewiesen werden (s. Abb. 8). Die Vorkultivierung unter hypoxischen (1,5 % O2) 

Bedingungen scheint nur für die Expression des MCT-1-Gens im Sinne einer leicht 

abgeschwächten Bandenstärke relevant zu sein. Die unterschiedlichen Testkonditionen 

hatten größtenteils keinen Einfluss. Lediglich die MCT-4-Genexpression von CaCo-2 

Zellen, welche bei 1,5 % Sauerstoff unter Zugabe von LiAcAc inkubiert worden waren, 

zeigte sich leicht vermindert. 

Die Expression des Haushaltsgens PBGD konnte für die drei Zelllinien für alle 

Konditionen gleichermaßen nachgewiesen werden. 

Abb. 8 -  Genexpressionsanalyse: MCT-1 und MCT-4. Ergebnis der PCR nach Gelelektrophorese und 

Darstellung durch ein Geldokumentationssystem. Die cDNA für die PCR wurde aus Zellen der 

Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29, welche unter hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen 

(21 % O2) Bedingungen vorkultiviert worden waren, gewonnen. Dabei wurden folgende Konditionen 

hergestellt (2.2.3.6): Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und eine Kombination aus 3-OHB und LiAcAc. Als 

Positivkontrolle (pos.) diente cDNA der Zelllinie SK-BR-3. Für eine negative Kontrolle (neg.) wurde 

dem Reaktionsmix keine cDNA hinzugegeben. Zur Qualitätskontrolle der verwendeten cDNA 

wurde die Expression des Haushaltsgens PBGD untersucht. Dargestellt ist je ein Beispiel von 

jeweils drei unabhängigen Testläufen.  bp = Basenpaare 
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3.3 Einfluss von Lithium auf die Zellproliferation 
Da AcAc vorrangig als Lithiumsalz im Handel erhältlich ist, sollte ein möglicherweise 

störender Einfluss des Lithiums innerhalb der Verbindung untersucht werden. 

 

3.3.1 Zellvitalitätssays mit LiCl 

Die Analyse der Zellvitalität (Mittelwert der optischen Dichte ± SEM) unter Zugabe von 

LiCl diente der Untersuchung einer möglichen Einflussnahme des Lithiums innerhalb der 

Verbindung LiAcAc auf die Zellproliferation der getesteten Zelllinien. Hierfür wurden die 

Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29 jeweils unter hypoxischen (1,5 % O2) und 

normoxischen (21 % O2) Bedingungen vier Tage vorkultiviert. Die Konditionen Kontrolle, 

3-OHB, LiAcAc und LiCl waren zuvor hergestellt worden. 

 

3.3.1.1 WST-8 Test 

Abb. 9 zeigt die Ergebnisse des WST-8 Tests für die getesteten Zelllinien CaCo-2, 

HCT-116 und HT-29. 

 

Abb. 9 -  Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc, LiCl. 

WST-8-Test. Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) oder 

normoxischen (21 % O2) Bedingungen. Die OD wurde eine (21 % O2) bzw. zwei (1,5 % O2) 

Stunden nach Hinzufügen des WST-8 Reagenzes bestimmt. Mittelwert ± SEM von je acht 

parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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CaCo-2 
Bei CaCo-2 traten zwischen den Konditionen keine signifikanten Unterschiede auf. 

HCT-116 
Nach Vorkultivierung unter 1,5 % Sauerstoff waren signifikante Unterschiede zwischen 

den Konditionen zu beobachten. Die Proliferation der Zellen unter Zugabe von LiAcAc 

(0,25 ± 0,005, p < 0,05) und LiCl (0,26 ± 0,004, p < 0,05) war signifikant geringer als in 

der Kontrollgruppe (0,28 ± 0,007). Die Konditionen LiAcAc und LiCl unterschieden sich 

kaum voneinander. 

HT-29 
Die untersuchte Zellproliferation unter normoxischen Bedingungen und unter Zugabe 

von LiCl (0,56 ± 0,072) war signifikant geringer als unter Zugabe von 3-OHB (0,89 ± 

0,072, p < 0,01) und LiAcAc (0,90 ± 0,036, p < 0,01). Dies ist der einzige Ansatz, in 

welchem sich signifikante Unterschiede zwischen LiAcAc und LiCl zeigten. 

 

3.3.1.2 Kristallviolett-Test 

Abb. 10 zeigt die Ergebnisse des Kristallviolett-Tests für die untersuchten Zelllinien 

CaCo-2, HCT-116 und HT-29.  

Abb. 10 - Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc, LiCl. 

Kristallviolett-Test. Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) oder 

normoxischen (21 % O2) Bedingungen. Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb 

eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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Es konnten bei keiner der untersuchten Zelllinien signifikante Unterschiede bezüglich 

der Zellproliferation zwischen den getesteten Konditionen festgestellt werden. 

 

3.3.2 Zellvitalitätsassays mit Natriumacetoacetat (NaAcAc) 

Auf Grund leicht konträrer Ergebnisse bei den Zellvitalitätsassays mit LiCl, sollte in 

einem nächsten Schritt die Zellproliferation unter Zugabe des Natriumsalzes von AcAc 

(NaAcAc) mit der Zellproliferation unter Zugabe von LiAcAc verglichen werden. Die 

Zellvitalität wurde mittels WST-8-Test nach viertägiger Kultivierung bestimmt. Bei keiner 

der getesteten Zelllinien ergaben sich Unterschiede zwischen den Konditionen NaAcAc 

und LiAcAc (s. Abb. 11). Die Sauerstoffbedingungen beeinflussten dieses Ergebnis 

nicht.  

 

  

Abb. 11 - Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: NaAcAc und LiAcAc. WST-8-Test. 

Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29 erfolgte unter 

hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) Bedingungen. Die OD wurde eine 

(21 % O2) bzw. zwei (1,5 % O2) Stunden nach Hinzufügen des WST-8 Reagenzes gemessen. 

Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, 

**p < 0,01, ***p < 0,001. 
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Da das Natriumsalz von AcAc im Gegensatz zu LiAcAc in DMSO gelöst werden musste, 

wurde ebenfalls ein möglicherweise störender Einfluss des DMSOs untersucht. In 

Abb. 12 ist zu sehen, dass die alleinige Zugabe von DMSO keine signifikanten 

Unterschiede in Bezug auf die Zellzahl bewirkte. 

 

Nach Durchführung dieser Versuche kann ein störender Einfluss von Lithium auf die 

Zellproliferation mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, weshalb solcher 

nachfolgend nicht weiter berücksichtigt wurde. Auf Grund der geringen Verfügbarkeit 

sowie der chemischen Instabilität des Natriumsalzes von AcAc wurden die Versuche mit 

LiAcAc fortgeführt. 

 

3.4 Einfluss der Ketonkörper auf die Zellproliferation 
Um einen möglichen Einfluss der Ketonkörper 3-OHB und AcAc auf das 

Tumorwachstum und die Proliferation der Tumorzellen feststellen zu können, wurden 

nachfolgende Versuche durchgeführt. Eine Kombination aus den Konditionen 3-OHB 

und LiAcAc diente dabei der Untersuchung einer möglichen synergistischen Wirkung der 

beiden Substanzen. Die Zellvitalität (Mittelwert der optischen Dichte ± SEM) wurde nach 

Abb. 12 - Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: Kontrolle und DMSO. WST-8-Test. 

Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29 erfolgte unter 

hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) Bedingungen. Die OD wurde eine (21 % 

O2) bzw. zwei (1,5 % O2) Stunden nach Hinzufügen des WST-8 Reagenzes gemessen. 

Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, **p 

< 0,01, ***p < 0,001. 
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einer viertägigen Kultivierung in 96-well Platten unter den Konditionen mittels WST-8- 

und Kristallviolett-Test bestimmt. 

 

3.4.1 WST-8-Test 

Die Ergebnisse der kolorimetrischen Bestimmung der lebenden Zellen für die Zelllinien 

CaCo-2, HCT-116 und HT-29 sind in Abb. 13 dargestellt. 

 

CaCo-2 
Zwischen den getesteten Konditionen traten weder unter hypoxischer noch unter 

normoxischer Vorkultivierung signifikante Unterschiede auf. 

HCT-116 
Auch bei der Zelllinie HCT-116 hatten die Ketonkörper in den verwendeten 

Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation. 

 

Abb. 13 - Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und 

3-OHB + LiAcAc. WST-8-Test. Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 

und HT-29 erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) Bedingungen. 

Die OD wurde eine (21 % O2) bzw. zwei (1,5 % O2) Stunden nach Hinzufügen des WST-8 

Reagenzes gemessen. Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines 

Versuchsansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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HT-29 
Unter normoxischen Bedingungen war die Zellvitalität nach Zugabe von 3-OHB 

zusammen mit LiAcAc (0,84 ± 0,040 p < 0,01) im Vergleich zur Kontrolle (1,19 ± 0,073) 

signifikant geringer. Auch unter 1,5 % Sauerstoff war eine signifikante Reduktion der 

Zellvitalität nach Behandlung mit 3-OHB in Kombination mit LiAcAc (1,03 ± 0,048, 

p < 0,01) im Vergleich zur Kontrolle (1,26 ± 0,032) zu beobachten. Die anderen 

Konditionen unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle. 

 

3.4.2 Kristallviolett-Test 

In Abb. 14 ist erkennbar, dass durch den Kristallviolett-Test für keine der untersuchten 

Zelllinien Unterschiede bezüglich der Zellproliferation festgestellt werden können.  

 

Keine der verwendeten Konditionen führte zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl 

im Vergleich zur Kontrolle. Trotz fehlender statistischer Signifikanz waren besonders bei 

HT-29 unter normoxischen Bedingungen dennoch Tendenzen entsprechend einer 

Abb. 14 - Kurzzeit-Zellproliferation anhand der OD für die Konditionen: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und 

3-OHB + LiAcAc. Kristallviolett-Test. Die Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) der Zelllinien CaCo-2, 

HCT-116 und HT-29 erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) 

Bedingungen. Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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verringerten Zellproliferation unter Zugabe von Ketonkörpern erkennbar. Diese 

Beobachtung stimmte mit den Ergebnissen des WST-8-Tests überein. 

 

3.5 Strahlensensibilität der Zelllinien 
Um zu untersuchen, wie sensibel die Tumorzelllinien auf ionisierende Strahlen 

reagieren, wurden die Zellen am zweiten Tag der Kultivierung in den 96-well Platten 

einmalig mit 2, 4, 6 oder 8 Gy behandelt. Je ein Ansatz wurde nicht bestrahlt (0 Gy). 

Nach vier Tagen Kultivierung wurde der Anteil der lebenden Zellen mit Hilfe der 

Zellvitalitätsassays (Mittelwert der optischen Dichte ± SEM) bestimmt. In einem weiteren 

Schritt wurde die submaximale Strahlendosis von 2 Gy genauer beobachtet. Hierfür 

waren vor der Strahlenbehandlung die Konditionen Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und LiCl 

hergestellt worden. LiCl wurde verwendet, um einen möglichen Einfluss des Lithiums in 

dem Salz LiAcAc auf die Strahlensensibilität kontrollieren zu können. Die Zellvitalität 

wurde erneut nach vier Tagen Kultivierung mittels WST-8- und Kristallviolett-Test 

bestimmt. 

 

3.5.1 Bestrahlungskurven 

Zum Vergleich der zytotoxischen Wirkung der unterschiedlichen Strahlenbehandlungen 

wurden die Ergebnisse des WST-8- und des Kristallviolett-Tests gegen die 

Strahlendosen aufgetragen und in Abb. 15 und 16 graphisch in Kurven dargestellt. 

Insgesamt stellte sich HCT-116 als besonders strahlensensibel im Vergleich zu den 

beiden anderen untersuchten Zelllinien dar. Außerdem scheint eine submaximale 

Strahlendosis von 2 Gy insgesamt einen überproportional starken Effekt auf die 

Zellproliferation der Zelllinien zu haben. 
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3.5.1.1 WST-8-Test 

 

CaCo-2 
Die Proliferation der Zellen blieb durch die Strahlenbehandlung weitgehend 

unbeeinträchtigt. Bei einer Strahlendosis von 2 Gy war sowohl bei 21 % (0,30 ± 0,037, 

p < 0,01) als auch bei 1,5 % (0,40 ± 0,009, p < 0,001) ein deutlicher Abfall der lebenden 

Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (21 %: 0,51 ± 0,037; 1,5 %: 0,52 ± 0,016) 

erkennbar. Bei höheren Strahlendosen hingegen war der zytotoxische Effekt der 

Strahlenbehandlung deutlich geringer ausgeprägt.  

HCT-116 
Ein deutlicher Effekt der Strahlenbehandlung war erkennbar. Mit zunehmender 

Strahlendosis wurden weniger lebende Zellen durch den WST-8-Test erfasst. Diese 

Beobachtung konnte sowohl bei normoxischen als auch bei hypoxischen 

Kultivierungsbedingungen gemacht werden.  

Abb. 15 - Strahlensensibilität der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29. Bestrahlungskurven nach 

WST-8-Test. Die Graphen zeigen die photometrisch gemessenen Werte der OD nach 

durchgeführtem WST-8-Test. Die Zellen wurden unter hypoxischen (1,5 % O2) oder 

normoxischen (21 % O2) Bedingungen vorkultiviert. Am zweiten Tag der Kultivierung wurden die 

Zellen folgenden unterschiedlichen Strahlendosen ausgesetzt: 0, 2, 4, 6 und 8 Gy. Die Messung 

der OD erfolgte eine (21 % O2) bzw. zwei (1,5 % O2) Stunden nach Hinzufügen des WST-8 

Reagenzes. Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. 

OD = optische Dichte. Gy = Gray. 
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HT-29 
Unter normoxischen Bedingungen zeigte die Strahlenbehandlung im WST-8-Test, 

unabhängig von der verwendeten Strahlendosis, keine Wirkung auf die 

Kurzzeit-Zellproliferation. Unter hypoxischen Bedingungen scheinen die Zelllinien leicht 

strahlensensibler zu sein. Im Vergleich zu einer fehlenden Strahlenbehandlung (0,61 ± 

0,018) zeigte sich bei einer Behandlung mit 2 Gy (0,48 ± 0,020, p < 0,01) ein deutlicher 

Abfall der erfassten Zellen. Weitere Erhöhung der Strahlendosis führte danach nur noch 

zu geringfügigen Veränderungen.  

 

3.5.1.2 Kristallviolett-Test 

 

CaCo-2 
Die Kurzzeitproliferation blieb durch die Strahlenbehandlung weitgehend unbeeinflusst. 

Generell war eine deutliche Verminderung der haftenden Zellen erst bei höheren 

Strahlendosen zu erkennen.  

Abb. 16 - Strahlensensibilität der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29. Bestrahlungskurven nach 

Kristallviolett-Test. Die Graphen zeigen die photometrisch gemessenen Werte der OD nach 

durchgeführtem Kristallviolett-Test. Die Zellen wurden zuvor unter hypoxischen (1,5 % O2) und 

normoxischen (21 % O2) Bedingungen vorkultiviert. Am zweiten Tag der Kultivierung wurden die 

Zellen folgenden unterschiedlichen Strahlendosen ausgesetzt: 0, 2, 4, 6 und 8 Gy. 

Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. 
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HCT-116 
Wie schon beim WST-8-Test konnte auch hier die Strahlensensibilität von HCT-116 

nachgewiesen werden. Nach einer Strahlenbehandlung mit 8 Gy konnten kaum noch 

haftende Zellen erfasst werden. Überraschenderweise war auch hier ein besonders 

starker Effekt der Strahlendosis von 2 Gy erkennbar. Unter normoxischen Verhältnissen 

scheinen 2 Gy (0,3438 ± 0,015, p < 0,01) sogar stärker zytotoxisch als eine höhere 

Strahlendosis von 4 Gy (0,45 ± 0,023) zu wirken. Unter 1,5 % Sauerstoff zeigte sich 

parallel zum WST-8-Test ein allmählicher Abfall der erfassten Zellzahl bei zunehmender 

Strahlendosis. 

HT-29 
Parallel zum WST-8-Test war auch hier erkennbar, dass HT-29, gemessen an der 

Kurzzeit-Proliferation, am wenigsten sensibel auf die Strahlenbehandlung reagierte. 

Auch höhere Strahlendosen hatten kaum Einfluss aus die Zellproliferation.  

 

3.5.2 Strahlendosis von 2 Gy 

Eine submaximale Strahlendosis von 2 Gy stellte sich als besonders effektiv heraus, die 

Zellproliferation der getesteten Zelllinien negativ zu beeinflussen. Daher soll im 

Folgenden der Einfluss der unterschiedlichen Konditionen auf die Zellen, welche mit 

2 Gy behandelt wurden, genauer untersucht werden.  

  



 60 

 

3.5.2.1 WST-8-Test 

Die Ergebnisse der kolorimetrischen Bestimmung der lebenden Zellen für die Zelllinien 

CaCo-2, HCT-116 und HT-29 sind in Abb. 17 dargestellt. 

 

Bei Vorkultivierung unter normoxischen Sauerstoffbedingungen wurde die 

Zellproliferation von CaCo-2 von keiner beigefügten Substanz entscheidend beeinflusst. 

Unter hypoxischen Bedingungen jedoch wurde die Zellproliferation im Vergleich zur 

Kontrolle (0,40 ± 0,009) signifikant durch die Zugabe von LiAcAc gehemmt (0,37 ± 0,008, 

p < 0,05). 

Auf die Zellvitalität von HCT-116 und HT-29 hatten die getesteten Konditionen bei einer 

Strahlendosis von 2 Gy keinen signifikanten Einfluss.  

 

Abb. 17 - Effekt der Ketonkörper auf die Kurzzeit-Proliferation bei einer Strahlendosis von 2 Gy. 

WST-8-Test. Die abgebildeten Grafiken zeigen die Zellvitalität anhand OD nach Vorkultivierung 

(s. 2.2.3.6) unter den Konditionen Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und LiCl. Die Vorkultivierung erfolgte 

unter hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) Bedingungen. Am zweiten Tag der 

Kultivierung wurden die Zellen einer Strahlendosis von 2 Gy ausgesetzt. Die Messung der OD 

erfolgte eine (21 % O2) bzw. zwei (1,5 % O2) Stunden nach Hinzufügen des WST-8 Reagenzes.  

Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, 

**p < 0,01, ***p < 0,001. 
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3.5.2.2 Kristallviolett-Test 

Die Ergebnisse des Kristallviolett-Tests sind in Abb. 18 zusammengefasst. 

 

CaCo-2 
Unter 21 % Sauerstoff verringerten die Konditionen 3-OHB (0,43 ± 0,012, p < 0,05), 

LiAcAc (0,43 ± 0,012, p < 0,05) und LiCl (0,41 ± 0,021, p < 0,05) im Vergleich zur 

Kontrolle (0,49 ± 0,009) die, mit dem Kristallviolett-Test erfasste, Zellzahl signifikant. 

Zwischen LiAcAc und LiCl gab es keine signifikanten Unterschiede. 

Unter 1,5 % Sauerstoff führte die Zugabe von LiCl (0,27 ± 0,008, p < 0,01) vergleichend 

zur Kontrolle (0,22 ± 0,01) zu einer signifikanten Zunahme der Zellproliferation. Konträr 

zu den anderen Ergebnissen scheint LiCl den Zellen bei 2 Gy also sogar einen leichten 

Wachstumsvorteil zu verschaffen. Eine genaue Beurteilung der Ergebnisse fällt auf 

Grund sehr niedriger Werte der optischen Dichte schwer. 

Abb. 18 - Effekt der Ketonkörper auf die Kurzzeit-Proliferation bei einer Strahlendosis von 2 Gy. 

Kristallviolett-Test. Die abgebildeten Grafiken zeigen die Zellvitalität anhand OD nach 

Vorkultivierung (s. 2.2.3.6) unter den Konditionen Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und LiCl. Die 

Vorkultivierung erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) oder normoxischen (21 % O2) 

Bedingungen. Am zweiten Tag der Kultivierung wurden die Zellen einer Strahlendosis von 2 Gy 

ausgesetzt. Mittelwert ± SEM von je acht parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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HCT-116 
Nur unter hypoxischen Bedingungen zeigten sich Unterschiede bezüglich der Zellzahl 

von HCT-116. LiAcAc (0,32 ± 0,010, p < 0,05) und LiCl (0,31 ± 0,011, p < 0,01) 

reduzierten die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle (0,37 ± 0,011) signifikant. Zwischen 

LiAcAc und LiCl traten keine signifikanten Unterschiede auf. 

HT-29 
Bei HT-29 ergaben sich ebenfalls unter sauerstoffreichen Bedingungen keine 

Unterschiede zwischen den Konditionen. Wie bei HCT-116 trat bei Zugabe von LiAcAc 

(0,08 ± 0,003, p < 0,05) und LiCl (0,08 ± 0,004, p < 0,05) unter hypoxischen Bedingungen 

eine signifikante Reduktion der Zellzahl im Vergleich zu Kontrolle (0,10 ± 0,005) auf. Die 

gemessenen Werte der optischen Dichte waren sehr gering, was einen genaueren 

Vergleich der einzelnen Konditionen erschwerte.  

 

3.6 Colony-Forming-Assay (Koloniebildungs-Test) 
Um die Langzeit-Proliferation bzw. die Koloniebildungsfähigkeit der verschiedenen 

Zelllinien zu untersuchen, wurden Colony-Forming-Assays (CFA) wie in 2.2.4.3 

beschrieben durchgeführt. Am zweiten Tag der Kultivierung wurden die Zellen in den 

48-well Platten mit ionisierender Strahlung behandelt. Die Zellen wurden hierbei einer 

Strahlendosis von 2, 4, 6 oder 8 Gy ausgesetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, welche 

nicht bestrahlt (0 Gy) worden waren. 

 

3.6.1 Koloniebildung unter normoxischen Bedingungen 

Unter 21 % Sauerstoff verlief die Koloniebildung der einzelnen Zelllinien sehr 

ungleichmäßig. In einigen wells wuchsen die Kolonien überproportional dicht, in anderen 

waren kaum Kolonien erkennbar. Diese Beobachtung scheint unabhängig von den 

hergestellten Konditionen. Abb. 19 zeigt zum Vergleich zwei eingescannte CFAs. In a) 

sind Kolonien dargestellt, welche bei 21 % Sauerstoff inkubiert wurden, in b) solche, die 

sich unter hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen entwickelten.  
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Generell scheint die maximale Koloniedichte nicht abhängig von einem hohen 

Sauerstoffgehalt zu sein. Die Kolonien zeigten unter Hypoxie ein gleichmäßiges, dichtes 

Abb. 19 - Koloniebildung ohne Strahlenbehandlung unter a) normoxischen und unter b) hypoxischen 

Bedingungen. Eingescannte CFA-Ansätze nach Kristallviolett-Test. Die Kultivierung (s. 2.2.4.3) 

erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) und normoxischen (21 % O2). Dabei wurden folgende 

Konditionen hergestellt: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und eine Kombination aus 3-OHB und LiAcAc. 

Am zweiten Tag der Kultivierung wurden die Zellen mit folgenden unterschiedlichen 

Strahlendosen behandelt: 2, 4, 6, und 8 Gy. Je ein Kontrollansatz wurde nicht bestrahlt (0 Gy, 

hier dargestellt). Gezeigt ist je ein CFA-Ansatz von jeweils zwei unabhängigen Versuchen. 
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Wachstum. Im Gegensatz dazu bildeten sich die Kolonien unter 21 % Sauerstoff stark 

unterschiedlich aus. In einigen wells scheint es, als habe der hohe Sauerstoffgehalt die 

Ausbildung der Kolonien sogar negativ beeinflusst. Die normoxischen Kolonien 

unterschieden sich sowohl innerhalb der Zelllinien als auch innerhalb der Konditionen, 

was eine vergleichende Beurteilung kaum möglich macht. Nachfolgend werden daher 

nur noch jene Ansätze betrachtet, welche bei 1,5 % Sauerstoff inkubiert wurden. 

 

3.6.2 Wirkung ionisierender Strahlung auf die Koloniebildung 

Um den Einfluss einer Strahlenbehandlung auf die Ausbildung von Kolonien der 

jeweiligen Zelllinien begutachten zu können, wurden die Zellen mit unterschiedlicher 

Energiedosis behandelt (0, 2, 4, 6, 8 Gy). Die Koloniebildung wurde graphisch mit dem 

ImageJ Plug-In „Colony Area“ ausgewertet und ist als prozentualer Anteil der Fläche 

eines wells angegeben. Abb. 20 vergleicht die Fähigkeit zur Koloniebildung der drei 

Zelllinien in Abhängigkeit zur ausgesetzten Strahlendosis.  

Im Gegensatz zu der geringen unmittelbaren Wirkung, die eine Strahlenbehandlung auf 

die Kurzzeit-Zellproliferation von CaCo-2 und HT-29 hatte (s. 3.5.1), wurde die 

Abb. 20 - Koloniebildung in Abhängigkeit zur ausgesetzten Strahlendosis. Prozentuale Auswertung der 

Koloniebildung (Bewachsener Bereich der Platte in %) durch das ImageJ Plug-In „Colony Area“. 

Die Graphen stellen die Koloniebildungsfähigkeit unter hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen 

nach Strahlenbehandlung mit 0, 2, 4, 6 und 8 Gy dar. Darüber hinaus werden folgende 

Konditionen verglichen): Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und einer Kombination aus 3-OHB und 

LiAcAc. Mittelwert ± SEM von je sechs parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. 
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Koloniebildung aller drei Zelllinien nachhaltig durch ionisierende Strahlen beeinträchtigt. 

Mit zunehmender Strahlendosis nahm die ermittelte Koloniedichte ab. Ab einer Dosis 

von 6 Gy waren kaum noch Kolonien der Zelllinien CaCo-2 und HCT-116 detektierbar. 

Ein möglicher Einfluss der hergestellten Konditionen auf die Koloniebildung und auf die 

Strahlensensibilität der Zelllinien bei einer Strahlendosis von 2 Gy wurde anschließend 

genauer untersucht. 

 

3.6.3 Einfluss der Ketonkörper auf die Koloniebildung bei 2 Gy 

In Abb. 21 ist makroskopisch kein Einfluss der zugefügten Lösungen auf die 

Koloniedichte erkennbar.  

 

Neben vereinzelten Schwankungen der Koloniegrößen einiger wells zeigte sich durch 

die Zugabe von Ketonkörper keine wesentliche Ab- oder Zunahme der Kolonien. Auch 

nach graphischer Auswertung der Koloniegrößen (s. Abb. 22) ergaben sich keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Konditionen. Jedoch waren 

Abb. 21 -  Koloniebildung unter hypoxischen Verhältnissen nach Strahlenbehandlung mit 2 Gy. 

Eingescannter CFA-Ansatz nach Kristallviolett-Test. Die Kultivierung (s. 2.2.4.3) erfolgte unter 

hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen). Dabei wurden folgende Konditionen hergestellt: Kontrolle, 

3-OHB, LiAcAc und eine Kombination aus 3-OHB und LiAcAc. Am zweiten Tag der Kultivierung 

wurden die Zellen einmalig mit einer Strahlendosis von 2 Gy behandelt. Gezeigt ist ein CFA-

Ansatz von zwei unabhängigen Versuchen. 
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innerhalb der Zelllinien leichte Trends entsprechend einer Reduktion der Kolonien bei 

Zugabe von Ketonkörpern zu beobachten.  

 

  

Abb. 22 - Koloniebildung unter hypoxischen Verhältnissen nach Strahlenbehandlung mit 2 Gy. Prozentuale 

Auswertung der Koloniebildung (Bewachsener Bereich der Platte in %) durch das ImageJ Plug-

In „Colony Area“. Die Vorkultivierung (s. 2.2.4.3) der Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29 

erfolgte unter hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen. Dabei wurden folgende Konditionen 

hergestellt: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc und eine Kombination aus 3-OHB und LiAcAc. Am zweiten 

Tag der Kultivierung wurden die Zellen einmalig mit einer Strahlendosis von 2 Gy behandelt. 

Mittelwert ± SEM von je sechs parallelen Tests innerhalb eines Versuchsansatzes. *p < 0,05, **p 

< 0,01, ***p < 0,001. 
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Um diese Trends genauer untersuchen zu können wurden die Ergebnisse von zwei 

unabhängig voneinander durchgeführten CFAs zusammengetragen (s. Abb. 23), indem 

der Mittelwert der Kontrollgruppen jeweils auf 100 % normiert wurde. Die Koloniebildung 

für die Konditionen LiAcAc, 3-OHB und 3-OHB + LiAcAc wird hier als prozentualer Anteil 

des Mittelwerts der Kontrollgruppe angegeben.  

 

Durch die gemeinsame Betrachtung der Colony-Forming-Assays in Abb. 23 fallen bei 

der Zelllinie CaCo-2 signifikante Unterschiede auf. Durch Zugabe von LiAcAc (p < 0,05) 

und durch Zugabe von 3-OHB zusammen mit LiAcAc (p < 0,05) fand eine signifikante 

Reduktion der Koloniedichte statt. Für die Zelllinien HCT-116 und HT-29 bleiben 

weiterhin nur leichte Trends zu erkennen. 

  

Abb. 23 - Zusammentragung der Ergebnisse von zwei unabhängigen CFAs mit jeweils 6 parallelen Tests. 

Koloniebildung unter hypoxischen Verhältnissen nach Strahlenbehandlung mit 2 Gy. Für die 

abgebildeten Grafiken wurden die Daten von zwei unabhängig voneinander durchgeführten CFAs 

zusammengeführt und der Mittelwert der Kontrollgruppe auf 100% normiert. Die Mittelwerte der 

anderen Gruppen werden als prozentualer Anteil des Mittelwerts der jeweiligen Kontrollgruppe 

angegeben. Verglichen wird die Koloniebildung unter hypoxischen (1,5 % O2) Bedingungen nach 

einer Strahlenbehandlung mit 2 Gy zwischen folgenden Konditionen: Kontrolle, 3-OHB, LiAcAc 

und einer Kombination aus 3-OHB und LiAcAc. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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4 Diskussion 

 
4.1 Bedeutung der Hypoxie für die durchgeführten Versuche 
Der Sauerstoffpartialdruck im Tumor ist deutlich geringer als im entsprechenden 

gesunden Gewebe (Carreau et al., 2011; Höckel & Vaupel, 2001). Um die Konditionen 

im Organismus bestmöglich in vitro reproduzieren und wissenschaftlich relevante Daten 

erhalten zu können, war eine Betrachtung der Tumorzellen unter hypoxischen 

Bedingungen daher entscheidend. 

 

4.2 Proteinexpressionsanalysen 

 

4.2.1 Expression von p53 

Das Tumorsuppressorprotein p53 wurde in allen getesteten Zellen unterschiedlich stark 

exprimiert. 

In den CaCo-2 Zellen konnte erwartungsgemäß p53 nicht nachgewiesen werden, was 

(neben dem Zertifikat) als Bestätigung der „Echtheit“ der Zellen diente. Durch eine 

Punktmutation in Codon 204 entsteht ein Stopcodon, welches die vollständige 

Translation der DNA-Sequenz und damit die Synthese von p53 verhindert (Djelloul et 

al., 1997; Y. Liu & Bodmer, 2006). In diesen Zellen kann p53 also folglich nicht als 

Transkriptionsfaktor fungieren. 

In den HCT-116 Zellen hingegen ist TP53 nicht mutiert und wird normal exprimiert (Y. 

Liu & Bodmer, 2006). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von p53 

mittels Western Blot nachgewiesen werden. 

Eine Überexpression von p53 konnte bei Untersuchung der HT-29 Zellen beobachtet 

werden. Eine solche Überexpression des mutierten Genprodukts führe zu einer 

Inaktivierung der p53 Funktion (Saintigny et al., 1999). Auvinen et al. fanden einen 

signifikanten Zusammenhang zwischen einer Überexpression von p53 in 

Kolonkarzinomen und einem reduzierten Überleben (Auvinen et al., 1994). 

Die Ketonkörper hatten keinen messbaren Einfluss auf die Expression von p53. In den 

CaCo-2 Zellen blieb p53 auch unter Zugabe der Ketonkörper nicht nachweisbar. Darüber 

hinaus bewirkten die Ketonkörper in den Zelllinien HCT-116 und HT-29 offenbar keine 

verstärkte bzw. verminderte Expression des Tumorsuppressors. Auch in der Literatur 

sind solche Effekte bislang noch nicht beschrieben worden. Kun Liu et al. konnten in 
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ihrer Arbeit jedoch nachweisen, dass der Ketonkörper 3-OHB offenbar in der Lage ist, 

die Aktivität von p53 über β-Hydroxybutylierung zu verändern. Diese posttranslationale 

Modifikation verringere die antiproliferative und die proapoptotische Wirkung von p53 (K. 

Liu et al., 2019). Ein solcher Effekt von 3-OHB ist in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht 

zu erkennen. Die Proliferation der HCT-116 Zellen, in welchen das p53-Gen nicht mutiert 

ist, wurde durch die Zugabe von 3-OHB nicht verstärkt. 

 

4.2.2 Expression von p21 

Die Expression von p21 in den CaCo-2 und HT-29 Zellen war nur sehr schwach 

ausgeprägt. Dies passt zu der Annahme, dass die Expression von p21 größtenteils 

durch stabilisiertes p53, welches als Transkriptionsfaktor die Transkription des p21-Gens 

CDKN1A stimuliert, induziert wird (Alberts et al., 2017). Trotzdem kann p21 in geringem 

Maß in diesen Zellen nachgewiesen werden. Roninson und Datto et al. beschreiben in 

ihren Arbeiten, dass eine Aktivierung von p21 über extrazelluläre Signalwege auch ohne 

Stimulation durch p53 erfolgen könne. Das Zytokin TGF-b (Transforming Growth Factor 

Beta) beispielsweise stimuliere die hemmende Wirkung von p21 auf den Zellzyklus 

unabhängig von p53 (Datto et al., 1995; Roninson, 2002). Dies könnte erklären, wieso 

p21 auch in den beiden Zelllinien ohne intaktes p53 exprimiert werden konnte. Allerdings 

wird in der Literatur erwähnt, dass ein Mangel an intaktem p53 onkogene Funktionen 

von p21 begünstigen könnte (Georgakilas et al., 2017). Ob p21 in den CaCo-2 und 

HT-29 Zellen (p53 defizient) onkogen wirkt, konnte nicht festgestellt werden. 

Um weitere Aussagen bezüglich einer möglichen onkogenen Aktivität von p21 treffen zu 

können, hätte ebenfalls die zelluläre Verteilung des Proteins untersucht werden können, 

was im Rahmen dieser Dissertation leider nicht erfolgen konnte. 

 

4.2.3 Expression von p27 

Eine Expression von p27 konnte in allen Zellen gleichermaßen festgestellt werden und 

steht in Einklang mit Ergebnissen anderer Forschungsgruppen (Afrin et al., 2018; Phang 

et al., 2017). Eine Zugabe der Ketonkörper 3-OHB und LiAcAc hatte keine erkennbaren 

Auswirkungen. Auch hier hätte eine Untersuchung, ob p27 vermehrt im Zellkern oder 

Zytoplasma vorkommt, weiteren Aufschluss über die Funktionen geben können. Darüber 

hinaus hätten eine quantitative Proteinanalyse oder eine quantitative Bestimmung der 

mRNA-Expression möglicherweise einen Einfluss der Ketonkörper offenlegen können. 
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4.2.4 Ladekontrolle mit Lamin B1 

Bei der Analyse der Expression von Lamin B1 fielen die Banden innerhalb der jeweiligen 

Zelllinien teilweise ungleichmäßig stark aus. Um Fehler im Analyseverfahren 

auszuschließen, wurde eine zusätzliche Ladekontrolle mit β-Actin durchgeführt. Die 

Expression von β-Actin fiel erwartungsgerecht gleichmäßig aus. Folglich könnte der 

Einfluss der jeweiligen Konditionen eine veränderte Lamin B1 Expression bewirkt haben. 

Freund et al. fanden in ihrer Arbeit eine Assoziation zwischen einer verminderten 

Expression von Lamin B1 und zellulärer Seneszenz (Freund et al., 2012). Auch 

Radspieler et al. trafen in ihrer Arbeit ähnliche Schlussfolgerungen. Diese 

Forschungsgruppe konnte darüber hinaus einen Zusammenhang zwischen einer 

verminderten Expression von Lamin B1 und einem schlechteren outcome bei 

klarzelligem Nierenzellkarzinom feststellen (Radspieler et al., 2019). Ein Einfluss der 

Ketonkörper auf die Lamin B1 Expression und damit eventuell auch auf die maximale 

Teilungsfähigkeit der Zellen ist unter dieser Annahme nicht auszuschließen. 

 

4.3 Genexpressionsanalysen 

 

4.3.1 Expression von MCT-1 und MCT-4 

Die Genexpression für die Monocarboxylat-Transporter 1 und 4 konnte in allen drei 

Zelllinien nachgewiesen werden. Demnach sind CaCo-2, HCT-116 und HT-29 prinzipiell 

in der Lage, Ketonkörper durch die Zellmembran zu transportieren. Dies ist eine wichtige 

Voraussetzung, dass die beobachteten Effekte (bzw. deren Ausbleiben) nicht durch eine 

verhinderte Aufnahme der Ketonkörper in die Zellen bedingt waren. In anderen Arbeiten 

konnte unter Hypoxie eine Regulation im Sinne einer vermehrten Expression der 

Monocarboxylat-Transporter 1 und 4 beobachtet werden. Diese Ergebnisse seien 

assoziiert mit einer erhöhten Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1 (Miranda-

Goncalves et al., 2016; Perez de Heredia et al., 2010). Obwohl in genannten Arbeiten 

Glioblastomzellen bzw. Adipozyten untersucht wurden, wäre ein ähnlicher Effekt für die 

hier getesteten Zelllinien denkbar und kann ohne quantitative Analysen, die jedoch den 

Rahmen dieser Arbeit überschreiten würden, nicht ausgeschlossen werden.  

Auch anderen Forschungsgruppen gelang der Nachweis von MCT-1 und -4 in den 

Zelllinien CaCo-2, HCT-116 und HT-29 auf Protein- bzw. Genebene (Grotius et al., 

2009; Hadjiagapiou et al., 2000; R. Li et al., 2013). 
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4.3.2 Expression von GPR41, -43 und 109A 

Der PCR-Nachweis der G-Protein gekoppelten Rezeptoren für 3-OHB war in allen 

Versuchen erfolgreich. Die Ketonkörper können demzufolge in allen drei 

Karzinomzelllinien ihre rezeptorvermittelte Wirkung entfalten. 

In unterschiedlichen Arbeiten konnten hemmende Wirkungen von GPR43 und -109A in 

Mäusen bezüglich chronischer Inflammation und Tumorentstehung im Dickdarm 

nachgewiesen werden (M. Kim et al., 2018; Singh et al., 2014). Eine rezeptorvermittelte 

protektive Wirkung der Ketonkörper auf die Kolonkarzinomzelllinien könnte daher 

durchaus möglich sein. Entsprechend dazu stellten Al Mahri et al. in ihrer Arbeit eine 

verminderte Expression von GPR43 bei Patientinnen und Patienten mit Kolonkarzinom 

fest. In einem fortführenden Versuch konnten sie ebenfalls zeigen, dass ein Gen-

Knockout der Gene für GPR41 und -43 in Zellen der Zelllinie HCT-116 zu signifikant 

erhöhten Proliferationsraten der Karzinomzellen führte (Al Mahri et al., 2020). In der hier 

vorliegenden Arbeit traten unter Zugabe der Ketonkörper als Substrate für die G-Protein 

gekoppelten Rezeptoren keine allgemeine Veränderung der Proliferation der 

Tumorzelllinien auf. Ein Knockout der Gene für GPR41, -43 und 109A wäre auch hier 

zur genaueren Beurteilung der Rezeptorfunktion interessant gewesen, hätte allerdings 

den Rahmen der Arbeit gesprengt. 

 

4.4 Wirkung von Lithium innerhalb des Lithiumsalzes LiAcAc auf 

die Proliferation der Kolonkarzinomzellen 
Eine störende Einflussnahme von potenziell zelltoxischem Lithium (Li) zu vergleichbaren 

Konzentrationen wie innerhalb des Lithiumsalzes LiAcAc auf die Zellproliferation konnte 

in den hier durchgeführten Versuchen nicht gezeigt werden und wurde daher nach 

zusätzlich vergleichenden Versuchen mit NaAcAc vernachlässigt. In der Literatur wird 

dieses Thema allerdings kontrovers diskutiert (Bartmann et al., 2018; Cohen-Harazi et 

al., 2020; Franklin et al., 1991; Vidali et al., 2019), weshalb Lithium nicht gänzlich als 

Störfaktor ausgeschlossen werden sollte, auch wenn in dieser Arbeit keine Hinweise 

dafür zu sehen waren. 
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4.5 Wirkung von 3-OHB und AcAc auf die Kurzzeit-Proliferation 

der Kolonkarzinomzellen  
Allgemein waren durch die Zugabe der Ketonkörper kaum signifikante Unterschiede 

bezüglich der Proliferation der jeweiligen Zelllinien aufgetreten. Lediglich bei HT-29 

verringerte sich die Zellproliferation durch die Zugabe von 3-OHB zusammen mit LiAcAc 

signifikant. Diese signifikanten Veränderungen traten dabei sowohl unter hypoxischen 

als auch unter normoxischen Sauerstoffbedingungen auf, waren jedoch lediglich unter 

Betrachtung der Proliferation nach Durchführung des WST-8-Tests festzustellen. Bei 

den anderen Zelllinien und im Kristallviolett-Test zeichneten sich zwar leichte Trends 

besonders unter gleichzeitiger Behandlung mit beiden Ketonkörpern ab, die Werte 

blieben jedoch ohne Signifikanz. Ähnlich zu den hier aufgeführten Ergebnissen konnten 

auch Bartmann et al. in ihren Versuchen an unterschiedlichen Brustkrebszelllinien keine 

signifikante Veränderung der Proliferation unter Zugabe von 3-OHB oder LiAcAc 

feststellen. Dabei seien jedoch unter Zugabe von 3-OHB ebenfalls leichte Tendenzen im 

Sinne einer verringerten Proliferation zu erkennen gewesen (Bartmann et al., 2018). 

Eine Zunahme der Proliferationsrate unter 3-OHB wie in den Versuchen von Shakery et 

al., die SW480 Kolonkarzinomzellen in vitro unter Zugabe von 3-OHB in 

Endkonzentrationen zwischen 0,1 und 5 mM untersuchten (Shakery et al., 2018), zeigte 

sich in der vorliegenden Arbeit in keinem der durchgeführten Versuche.  

Eine Abnahme der Zellvitalität von HT-29-Zellen, die sowohl mit 3-OHB als auch mit 

LiAcAc behandelt wurden, ist in der Literatur bislang noch nicht beschrieben und sollte 

daher weiter untersucht werden. Dass diese Unterschiede nur im WST-8- und nicht im 

Kristallviolett-Test ein Signifikanzniveau erreichten, könnte in der unterschiedlichen 

Methodik der beiden Tests begründet sein. Während der WST-8-Test Aussage über die 

Aktivität von zellulären Dehydrogenasen als Maß für die Aktivität lebender Zellen gibt 

(Chamchoy et al., 2019), und damit adhärente und in Suspension befindliche Zellen 

erfasst, werden mit dem  Kristallviolett-Test nur diejenigen lebenden Zellen, welche aktiv 

an der Zellkulturplatte haften können, gemessen (Feoktistova et al., 2016). 

 

4.6 Wirkung ionisierender Strahlung auf die Kurzzeit- und 

Langzeit-Proliferation der Kolonkarzinomzellen 
Eine gewisse Resistenz der Zelllinien CaCo-2 und HT-29 gegenüber einer 

Strahlenbehandlung wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Babini et al., 
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2018; Huerta et al., 2010; Yadollahpour et al., 2018). In der Arbeit von Babini et al. 

beispielsweise konnten 48 Stunden nach der Behandlung von CaCo-2 Zellen mit 2, 5 

und 10 Gy keine signifikanten Veränderungen der Zellproliferation im Vergleich zu 

Kontrollgruppe (0 Gy) festgestellt werden. Der Anteil toter Zellen, welcher durch eine 

Trypanblau-Färbung ermittelt wurde, war jedoch nach 48 Stunden mit zunehmender 

Strahlendosis bereits signifikant erhöht (Babini et al., 2018). Diese Beobachtungen 

könnten mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit im Einklang stehen. Während 

auch hohe Strahlendosen keinen Einfluss auf die Kurzzeit-Proliferation hatten, wurde die 

Koloniebildung und damit die Langzeitproliferation von CaCo-2 und HT-29 durch höhere 

Strahlendosen zunehmend beeinträchtigt. Möglicherweise können die beiden Zelllinien 

ihre metabolische Aktivität über einen gewissen Zeitraum nach Bestrahlung noch 

aufrechterhalten, wodurch die Ergebnisse der Kurzzeit-Proliferation unauffällig bleiben.  

Da sowohl CaCo-2 als auch HT-29 Zellen Mutationen für p53 aufweisen, wäre ein 

Zusammenhang zwischen einer p53-Mutation und einer zunehmenden Resistenz 

gegenüber ionisierender Strahlung durchaus denkbar. Huerta et al. konnten diesen 

Verdacht in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2013 erhärten, indem sie HCT-116 Wildtyp-Zellen 

mit HCT-116 Zellen, in denen das Gen für p53 inaktiviert worden war (p53-/-), 

vergleichend untersuchten. Die p53-/- Zellen zeigten dabei eine signifikant erhöhte 

Strahlenresistenz (Huerta et al., 2013). Ähnliche Beobachtungen für andere 

Tumorentitäten wurden in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Böhnke et al., 

2004; Maebayashi et al., 1999; Okaichi et al., 2008; Shiomitsu et al., 2008).  

Eine allgemeine Abnahme der Strahlenempfindlichkeit unter Hypoxie, wie teilweise in 

der Literatur beschrieben (Horsman & Overgaard, 2016; Wilson & Hay, 2011), konnte in 

den hier durchgeführten Versuchen nicht zwingend bestätigt werden. Lediglich die 

Ergebnisse des Kristallviolett-Tests deuten auf eine zunehmende Strahlenresistenz der 

HCT-116 Zellen unter Hypoxie hin. Unterschiede zu den Ergebnissen des WST-8-Tests 

sind vermutlich wieder in der abweichenden Testmethodik begründet.  

Oft reagierten die Zellen auf eine Strahlendosis von 2 Gy besonders empfindlich, so dass 

in vielen Versuchen die Kurzzeit-Proliferation nach Bestrahlung mit 2 Gy sogar stärker 

vermindert als nach Bestrahlung mit einer höheren Dosis von 4 Gy war. Andere 

Forschungsgruppen untersuchten ebenfalls die Wirkung ionisierender Strahlung auf die 

gleichen Zelllinien. In keiner dieser Arbeiten wurde ein solcher Effekt von 2 Gy weder für 

CaCo-2 (de Carvalho et al., 2006; Morini et al., 2017) noch für HCT-116 (Huerta et al., 

2013; Wang et al., 2018) oder HT-29 (Huerta et al., 2013; Jia et al., 2016) beschrieben. 

Es wäre daher interessant, in fortführenden Versuchen die Wirkung unterschiedlicher 
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Strahlendosen auf die Kolonkarzinomzellen genauer zu untersuchen. Um mögliche 

Fehler zu vermeiden, wurden die Zellkulturplatten stets einzeln, unter gleichen 

Bedingungen und mit demselben Linearbeschleuniger bestrahlt. 

 

4.7 Wirkung von 3-OHB und AcAc auf die Strahlensensibilität der 

Zellen bei einer Strahlendosis von 2 Gy 
Bei Betrachtung der beiden CFAs fällt auf, dass CaCo-2 Zellen unter dem Einfluss von 

LiAcAc und unter Zugabe von 3-OHB zusammen mit LiAcAc vermeintlich stärker auf 

eine Strahlenexposition von 2 Gy reagierten. Eine Wirkung des Lithiums innerhalb des 

Lithiumsalzes LiAcAc sollte auch bzgl. der Strahlensensibilität nicht gänzlich 

ausgeschlossen werden. In den Tests der Kurzzeit-Proliferation nach Bestrahlung, in 

denen LiCl als Kontrolle verwendet worden war, zeigten sich meist ähnlich starke Effekte 

durch LiAcAc und LiCl auf die Zellvitalität nach Bestrahlung. Diese Ergebnisse lassen 

einen Einfluss des Lithiums auf die Strahlenempfindlichkeit vermuten und decken sich 

mit den Beobachtungen von Rouhani et al., die in ihrer Arbeit die Wirkung von LiCl auf 

Brustkrebszellen der Linie T47D untersucht hatten. Die Behandlung von LiCl allein hatte 

bei der Forschungsgruppe bis zu Konzentrationen von 50 mM keine Auswirkungen auf 

die Zellvitalität. In Kombination mit ionisierender Strahlung konnten nach Vorbehandlung 

mit LiCl jedoch signifikante Unterschiede im Sinne einer erhöhten 

Strahlenempfindlichkeit registriert werden. Allerdings wurden die Zellen zuvor mit LiCl in 

einer Endkonzentration von 20 mM behandelt, was einem Vielfachen der in dieser Arbeit 

verwendeten Konzentration entspricht (Rouhani et al., 2014). Dennoch sollte auch bei 

der Interpretation der hier vorliegenden Ergebnisse ein möglicher Einfluss des Lithiums 

nicht vernachlässigt werden. Weitere Versuche mit NaAcAc wären durchaus sinnvoll, 

um die Konsequenz einer Behandlung mit AcAc isoliert beurteilen zu können. 

3-OHB scheint die Strahlenempfindlichkeit der Kolonkarzinom-Zelllinien nicht zu 

beeinflussen. Lediglich bei Betrachtung der Kurzzeit-Proliferation von CaCo-2 unter 

21 % Sauerstoff reagierten die Zellen nach 3-OHB-Behandlung signifikant empfindlicher 

auf eine Strahlenbehandlung mit 2 Gy. Umgekehrt zeigte sich aber auch in keinem der 

hier durchgeführten Versuche eine Zunahme der Strahlenresistenz. Aktuell gibt es in der 

Literatur wenige Daten, die auf eine Radiosensibilisierung durch die Ketonkörper 3-OHB 

oder AcAc hinweisen. Auch Bartmann et al. konnten keine signifikanten Veränderungen 

der Strahlenempfindlichkeit nach 3-OHB Behandlung verschiedener Brustkrebs 

Zelllinien beobachten (Bartmann et al., 2018). In einer in vivo-Studie berichten Zahra et 
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al. dagegen von einer signifikanten Verlängerung des Überlebens von Mäusen unter 

ketogener Diät bei gleichzeitiger Bestrahlung nach xenogener Transplantation von 

Pankreastumorzellen (Zahra et al., 2017). Eine Wirkung der Ketonkörper 3-OHB und 

AcAc auf die Strahlenempfindlichkeit sollte daher nicht gänzlich ausgeschlossen und 

weiter untersucht werden. Zudem kann ein lebender Organismus nicht gänzlich mit einer 

isolierten Zellkultur verglichen werden. Es könnten in vivo zahlreiche weitere 

Mechanismen zum Tragen kommen, welche in isolierten Zellkulturen nicht untersucht 

werden können. 

Wichtig für den Einsatz als supportives Therapiekonzept ist außerdem die Sicherheit und 

die Verträglichkeit der ketogenen Diät unter Radiotherapie. Champ et al. 2014 konnten 

in ihrer klinischen Studie eine sehr gute Verträglichkeit der ketogenen Diät in 

Kombination mit einer Radiochemotherapie bei Patientinnen und Patienten mit 

Glioblastom nachweisen (Champ et al., 2014). In der klinischen Studie von Klement et 

al. tolerierten Patientinnen mit Brustkrebs die ketogene Diät unter Radiotherapie 

ebenfalls gut. Außerdem konnten signifikante Änderungen der 

Körperzusammensetzung, welche als prognostischer Faktor für Tumorerkrankungen 

herangezogen werden kann, festgestellt werden. Eine signifikante Verminderung des 

Körperfettanteils und eine leichte Gewichtsreduktion unter ketogener Diät im Vergleich 

zur Kontrollgruppe wurden beobachtet (Klement et al., 2020). Im Hinblick auf die 

Ergebnisse anderer Studien und die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit erscheint 

die ketogene Diät prinzipiell als sichere und durchführbare supportive 

Therapiemaßnahme während einer Radiotherapie. Weitere Arbeiten, welche explizit das 

klinische outcome einer Strahlenbehandlung unter ketogener Diät bei 

Tumorerkrankungen untersuchen, bleiben abzuwarten. 
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5 Zusammenfassung 
Die ketogene Diät besitzt ein breites mögliches therapeutisches Spektrum und aufgrund 

der induzierten Ketonkörper in der Theorie auch antiproliferative sowie 

antiinflammatorische Wirkmechanismen. Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung der 

Ketonkörper β-Hydroxybutyrat und Acetoacetat auf Kolonkarzinomzellen in vitro zu 

untersuchen. Hierfür wurden Proliferation, Koloniebildung, Gen- und Proteinexpression 

von drei verschiedenen Zelllinien analysiert. Um einen möglichen Zusammenhang der 

Ketonkörperwirkung und dem p53-Status zu prüfen, wurden Zelllinien mit 

unterschiedlichem p53-Status eingesetzt. Etwaige Effekte der Ketonkörper auf die 

Strahlensensibilität der Zellen wurden ebenfalls untersucht. Um möglichst 

tumorphysiologische Bedingungen herzustellen, wurden die Versuche nicht nur unter 

normoxischen Bedingungen (21 % Sauerstoff), sondern parallel unter 1,5 % 

Sauerstoffkonzentration durchgeführt. In den Tests zur Proteinexpression konnte 

festgestellt werden, dass die Expression von p53 nicht durch die Zugabe von 

Ketonkörpern beeinflusst wird. Die Proteinexpression von p21 und p27 war unabhängig 

von der Expression von p53. Die Analyse der Genexpression beweist, dass die 

untersuchten Zelllinien sowohl die Monocarboxylattransporter (MCTs) exprimieren, über 

welche die Ketonkörper aufgenommen werden können, als auch die G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren, über welche die Ketonkörper auf die Signalketten wirken 

können. Ein hemmender Einfluss der Ketonkörper auf die Zellproliferation ließ sich im 

WST-8-Test für die Zelllinie HT-29 unter Zugabe von 3-OHB in Kombination mit LiAcAc 

nachweisen. Nach Strahlenbehandlung stellten sich die Zelllinien CaCo-2 und HT-29 bei 

Betrachtung der Kurzzeitproliferation weitgehend strahlenresistent dar. Bei 

Untersuchung der Langzeitproliferation mittels Koloniebildungstest zeigte sich jedoch 

auch hier eine zytotoxische Wirkung der ionisierenden Strahlung. Für die Zelllinie CaCo2 

konnte zudem durch Zugabe von LiAcAc allein und in Kombination mit 3-OHB eine 

signifikante Reduktion der Koloniebildung nach Bestrahlung mit 2 Gy festgestellt werden. 

Zusammenfassend weisen die durchgeführten Versuche darauf hin, dass die 

Ketonkörper unabhängig vom p53-Status in alle untersuchten Kolonkarzinomzellen 

aufgenommen und verwertet werden können. Ein allgemein synergistischer Effekt 

zwischen ionisierender Strahlung und den Ketonkörpern konnte nicht eindeutig 

nachgewiesen werden. Die Zugabe der Ketonkörper führte weder zu einer 

Proliferationsanregung noch zur Reduktion der Strahlensensitivität, so dass hier von 

einer klinischen Unbedenklichkeit ausgegangen werden kann. Fortführende klinische 

Studien sind notwendig, um die in vivo Effekte zu untersuchen. 
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