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1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom war im Jahre 2000 der dritthdufigste Tumor weltweit [1, 2],
in der Europdischen Union hat es bereits 1999 das Bronchial- und das Mammakarzinom
an Héufigkeit ibertroffen [3]. Bei ca. der Hilfte aller Menschen in Bereich der
Industriestaaten entwickelt sich eine gutartige Neoplasie im Bereich von Kolon und
Rektum, die bei ca. 10% der Betroffenen maligne entartet [4]. Als Entstehungsweg der
Karzinogenese wird heute — zumindest fiir das sporadische Kolonkarzinom — die
Adenom-Karzinom—Sequenz nach Kinzler und Vogelstein [4] betrachtet. Danach
kommt es zu maligner Entartung eines primér benignen Adenoms infolge mehrerer
Mutationen. Das Erkrankungsrisiko ist bis zum Alter von 50 Jahren zwar
verhéltnisméBig gering, steigt aber danach deutlich an [5]. Das relative Risiko einer
Erkrankung an einem kolorektalen Karzinom liegt fiir Frauen mit ca. 5,9% leicht
niedriger als fiir Méanner mit 6,1% [5]. Neben dem sporadischen kolorektalen Karzinom
gibt es auch hereditidre Formen wie HNPCC oder Karzinome bei familidrer Polyposis

coli und Karzinome als Folge einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung [6].

In ihrem Reifungsprozel wandern die Epithelzellen des Kolons von der Basis der
Krypten in Richtung Lumen. Im Rahmen dieser Wanderung verlieren die Zellen
allmdhlich ihre Regenerationsfihigkeit und differenzieren endgiiltig aus.
Proliferierende, Ki-67 positive Stammzellen finden sich in normaler Schleimhaut
lediglich am Boden der Krypten [7], auch die Aktivitdt der humanen Telomerase
Reverse Transkriptase (W\TERT) nimmt bereits zur Hélfte der Krypte hin deutlich ab [7].
Im Rahmen dieser Wanderung von der Basis der Krypten zum Lumen altern die Zellen,
gehen in Apoptose und 16sen sich ins Lumen ab.

Ahnlich wie bei anderen Formen maligner Neoplasien ist beim kolorektalen Karzinom
das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und programmiertem Zelltod gestort,
ebenso findet sich hdufig ein Verlust des Differenzierungsgrades. Zur Privention des
kolorektalen Karzinoms wire es also von Interesse, einfache Maflnahmen, e.g. im
Bereich der Erndhrung, zu finden, mit denen die Differenzierung der Kolonozyten und

damit nachfolgend auch der Zellumsatz im Sinne einer gesteigerten Apoptose gefordert



werden konnte, i.e. das natiirliche Gleichgewicht zwischen Zunahme der Zellzahl durch

Proliferation und Abnahme durch Apoptose wird unterstiitzt.

Epidemiologische Studien weisen auf eine bedeutende Rolle der Erndhrung bei der
Entstehung des kolorektalen Karzinoms hin [5]. Dieser nutritive Einflul ist
naheliegend, da die Kolonozyten dem Inhalt des Kolons und damit zahlreichen
beeinflussenden Faktoren, die mit der Nahrung aufgenommen werden oder aus dieser
im Verdauungstrakt entstehen, ausgesetzt sind.

Kennzeichnend fiir eine Erndhrung, die fiir eine erhdhte Erkrankungswahrscheinlichkeit
an malignen kolorektalen Neoplasien priadisponiert, ist ein Mangel an Ballaststoffen [8],
i.e. Ballaststoffe haben einen protektiven Effekt gegeniiber dem Kolonkarzinom. In das
Kolon gelangte Ballaststoffe sorgen fiir ein erhohtes Stuhlvolumen und eine
beschleunigte intestinale Transitzeit, wodurch Expositionszeit und —menge potentieller
Karzinogene verringert werden. Zusidtzlich kommt es zu weiteren positiven
Auswirkungen wie pH-Verringerung und Modifikation der physiologischen Darmflora
und des Gallensduremetabolismus, woriiber eine verbesserte Karzinogenausscheidung
ermoOglicht wird [9]. Einen essentiellen Bestandteil der Ballaststoffe stellen die
Kohlenhydrate dar, die von den Enzymen des menschlichen Darmes nicht verdaut
werden konnen und so im Rahmen ihrer Passage ins Kolon gelangen. Dort sind
anaerobe Bakterien in der Lage, diese Kohlenhydrate zu fermentieren. Zu den
Produkten dieser Fermentation gehoren unter anderem die kurzkettigen Fettséduren
Acetat, Propionat und Butyrat mit einer Mindestmenge von 300mMol/d in einem
Verhéltnis 57% zu 22% zu 21% [10].

Besondere Bedeutung hat hier Butyrat, das von den Kolonozyten aufgenommen und,
gegeniiber Glucose und Glutamin bevorzugt, als Energielieferant verstoffwechselt wird
[11]. Aus einem Mangel an Butyrat resultieren Mucosaatrophie und nachfolgende
Entziindung der Schleimhaut, nicht undhnlich einer Colitis ulcerosa [12, 13]. Folge
einer Entziindung, vor allem einer chronischen Entziindung, kann die Ausbildung von
Dysplasien sein. Kommt es zur Ausbildung von Dysplasien, steigt das Risiko der
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms [6]. In normaler Mucosa sorgt Butyrat fiir
Wachstum und Uberleben der Kolonozyten [14, 15]. Wihrend Butyrat also auf normale

Kolonozyten proliferationsfordernd wirkt, bewirkt es in neoplastisch verdnderten



Epithelzellen eine Reduktion des Wachstums und hemmt die pridneoplastische
Hyperproliferation in vitro, die durch verschiedene Tumorpromotoren induziert wird
[16, 17].

Inkubiert man verschiedene Karzinomzellinien des Kolons mit Butyrat in
physiologischer Konzentrationen in vitro, kommt es zu einer Inhibition der Proliferation
und einer Steigerung der Differenzierung in der Zellpopulation [18-20]. Ein weiterer
Effekt von Butyrat ist, neben einer Modulation der Adhisionsmolekiile [21], die
Induktion von Apoptose [21-28], wobei die Differenzierung der Apoptoseinduktion
offenbar vorausgeht [28-31]. Die Relevanz dieser mit der Tumorgenese verkniipften
Effekte wird sowohl durch Tiermodelle [9, 32] verdeutlicht, als auch durch Unter-
suchungen an Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen, deren fikale
Butyratspiegel deutlich erniedrigt waren [33].

Die unterschiedlichen hier dargestellten Aspekte von Butyrat werden unter dem Begriff
Butyrat-Paradoxon [34] zusammengefallt: Hauptenergietriger und Wachstums-
stimulator normaler Kolonschleimhaut auf der einen Seite, Proliferationshemmer und
Forderer von Apoptose und Differenzierung kolorektaler Karzinomzellen in vitro auf
der anderen. Damit ist Butyrat durchaus als ein Inhibitor kolorektaler Karzinogenese
[25] anzusehen.

Auf welchen molekularen Grundlagen diese paradoxen Effekte von Butyrat beruhen, ist
bis zum heutigen Tag noch nicht vollstindig gekldrt. Mogliche Ansatzpunkte sind
Hyperacetylierung der Histone H3 und H4 [35-37], Aktivierung und Inaktivierung
verschiedener stressaktivierter Kinasen wie p38, JNK oder ERK [38] und — evtl. damit
verbunden — Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB [26, 39], C-fos [40]
oder C-myb [41].

Epidemiologische Studien zeigten, &hnlich der praventiven Wirkung einer gesunden
Erndhrung, auch eine chemoprotektive Wirkung von Acetysalicylsdure (Aspirin)
gegeniiber kolorektalen Neoplasien. Es reduziert sowohl die Entstehung adenomatdser
[42] als auch karzinomatdser Neoplasien im Bereich von Kolon und Rektum [43-46],
allerdings sind derartige protektive Effekte erst nach langjdhriger und regelmiBiger
Einnahme zu beobachten [47]. Die genaue Tagesdosis, die fiir diesen protektiven Effekt

notwendig wiére, liegt zwischen 80mg und 325mg [47, 48]. Das Problem potentieller



Nebenwirkungen wie Ulcera, gastrointestinale Blutungen oder C-Gastritis zwingt dazu,
die Dosis moglichst niedrig zu halten [49]. Protektive Effekte konnten auch durch
andere nichtsteroidale Antiphlogistika wie Sulindac [50, 51] oder Piroxicam [52]
hervorgerufen werden. Die protektiven Effekte des Aspirins zeigten sich auch im
Tiermodell, sowohl flir spontane intestinale Neoplasien bei im APC-Gen defekten
Mausen [53] als auch fiir chemisch induzierte [54, 55] Karzinogenese. In vitro inhibiert
Aspirin die Proliferation kolorektaler Karzinomzellen und induziert Apoptose [56-60].
Ob nun diese protektiven Effekte nichtsteroidaler Antiphlogistika durch Inhibition von
Cyclooxygenase-1 bzw. -2 oder durch cyclooxigenaseunabhingige Signalwege
vermittelt werden, steht noch nicht fest. Fiir die Beteiligung der Cyclooxygenasen
sprechen die in kolorektalen Tumoren erhdhten Prostaglandinspiegel [61, 62], der dort
erhohte Cyclooxygenase-2-Level [63] und die Tatsache, daB3 sich viele Effekte in vitro
auch durch spezifische Hemmung der Cyclooxygenase-2 ergeben [24]. Gegen den
durch Cyclooxygenasen vermittelten Weg spricht zum einen die Tatsache, dal3
Sulindac-Sulfon ebenfalls proliferationshemmend und apoptoseinduzierend wirkt, ohne
Cyclooxygenasen zu inhibieren [64, 65], zum anderen die Tatsache, da3 spezifische
Hemmer der Cyclooxygenase-2 Apoptose in Zellen induzieren, die keine
Cyclooxygenasen exprimieren [66]. Auch wird die Apoptose durch nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAID) nicht dadurch verhindert, da die fehlenden Produkte des
Cyclooxygenasestoffiwechsels zeitgleich mit den NSAID zugegeben werden.



Membranphospholipide Apoptose

Sphingomyelin

\ Ceramid

Sulindac

¥ sulfon

Arachnidonsaure

Traditionelle
NSAID

Non
Cox-1 Cox
(konstitutiv) | | Target
A
Cox-2 I //I
(induzierbar) |7 2 //
\ 4 //
Prostaglandine /
/ Apoptose
l Cox-2 selektive

NSAID

? l Apopt
poplose Proliferation

Abbildung 1: Ansatzpunkte der NSAID (nach Elder [67], 1999). Sowohl traditionelle als auch
COX-2-selektive NSAID hemmen Uber Inhibition der Prostaglandinsynthese die Zellproliferation.
Nichtselektive NSAID unterstiitzen zudem indirekt die Apoptoseinduktion (ber eine
Sphingomyelin-Ceramid-Signalkaskade. Auflerdem wirken nichtselektive NSAID wohl ahnlich
wie Sulindac-Sulfon auch auf Signalwege, die nicht am Cyclooxygenaseweg beteiligt sind.
Inwieweit auch COX-2-selektive NSAID hier wirken, ist bislang noch unklar.

Butyrat wie auch NSAID haben also sehr differenzierte Auswirkungen auf
Proliferationsverhalten, Differenzierung und Apoptose kolorektaler Epithelzellen,
sowohl in vitro als auch in vivo. Der Nachteil einer Untersuchung in vitro ist allerdings
die Tatsache, daB die Zellpopulation kein Bestandteil des menschlichen Korpers mehr
ist und so Einfliissen anderer korpereigener Regelsysteme wie dem Immunsystem
entzogen wird. Die Wechselwirkungen zwischen diesen einzelnen Komponenten
werden unter anderem durch korpereigene Botenstoffe wie Hormone und Zytokine
vermittelt. Betrachtet man nun speziell bei Butyrat die Einfliisse auf Kolonozyten, also

sowohl seine antiinflammatorische Wirkung bei chronisch-inflammatorischen



Darmerkrankungen als auch die vermutete Verhinderung maligner Erkrankungen, stellt

sich die Frage, ob es auf Ebene der Zytokine Ansatzpunkte fiir diese Wirkungen gibt.

Ein Zytokin, das sowohl pro- als auch antiapoptotische Effekte aufweist, ist der Tumor-
Nekrose-Faktor oo (TNFa) [68]:

Proapoptotische Wirkung vermittelt TNFa, indem er an den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1)
bindet. Diese Bindung fiihrt zu einer Interaktion von TNF-Rezeptor-assoziierter death
domain (TRADD) mit Fas-assoziierter (FADD) und Zytokin-Rezeptor-assoziierter
(CRADD) death domain. In Folge der Zusammenlagerung von TRADD, FADD und
CRADD wird iiber diese death domain Procaspase 8 proteolytisch gespalten, die
Kaskade der Caspasen aktiviert und der ,,point of no return* der Apoptose iiberschritten
[69-72].

Die antiapoptotischen Effekte von TNFa verlaufen vor allem tiber die Aktivierung des
nukledren Faktors k B (NF-kB). TNFa bindet an den TNFR-1, fiihrt zu direkter
Zusammenlagerung von TRADD und TNFR-assoziierten Faktor 2 (TRAF-2) [69, 71].
Dieser Komplex aktiviert die NF-kB-inducing kinase (NIK). NIK aktiviert die Familie
der IkB-Kinasen (IKK), dies wiederum fiihrt zur Phosphorylierung und nachfolgender
Degradation von IkBa.. Bei IkBa handelt es sich um ein inhibitorisches Protein, das an
NF-«xB bindet und damit dessen Aktivierung und nukleére Translokation verhindert.
Wird das phosphorylierte IkBa ubiquiniert und durch Proteosomen degradiert, kann
NF-kB aktiviert werden und im Kern als Transkriptionsfaktor wirken.

NF-«xB selbst liegt als Dimer vor, entweder aus verschiedenen Untereinheiten als
Heterodimer oder aus zwei gleichen Untereinheiten als Homodimer. Es existieren fiinf
mogliche Untereinheiten: RelA (p65), NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), C-rel und RelB.
Diese Untereinheiten unterscheiden sich vor allem in ihren unterschiedlichen DNA-
Bindungsstellen und damit durch Unterschiede in den transkribierten Genen [73, 74].
Im Zusammenhang mit Butyrat wurden bislang vor allem p50 und p65 betrachtet [39,
75, 76].

Folge der Translokation von NF-xB in den Kern ist die Transkription antiapoptotischer

Gene wie TNF, Interleukine, Adhisionsmolekiile u.v.m. [68-70, 77-79].



Uber diese Wirkung an TNFR-1 hinaus aktiviert TNFo. p38 und c-Jun Kinase (JNK)
[80], die beide unter anderem zur Differenzierung fiithren, Proliferation inhibieren und
Apoptose induzieren konnen [14, 38, 81, 82], aber auch selbststindig in die
Transkriptionsvorgénge eingreifen konnen [83, 84]. AuBlerdem kann eine Aktivierung

von p38 in einer Inhibition der NF-kB-Aktivierung resultieren [82, 85].
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Abbildung 2: Proapoptotischer und antiapoptotischer Wirkweg von TNFa. (Gerke, 1999)

Butyrat, Aspirin und TNFa wirken also teils sehr unterschiedlich, teils sehr dhnlich auf
die kolorektalen Epithelzellen.



Ausgehend von Butyrat als Produkt von Nahrungsbestandteilen soll in dieser Arbeit
untersucht werden, inwieweit dessen apoptotische Wirkung durch Aspirin als
moglichem priaventivem Chemotherapeutikum bzw. durch TNFa als korpereigenem
Botenstoff mit sowohl pro- als auch anti-apoptotischer Wirkung moduliert werden kann.
Durch diese Untersuchung sollen neue Einblicke in den moglichen antikarzinogenen

Mechanismus von Butyrat gegeniiber dem kolorektalen Karzinom gewonnen werden.



2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur
Verwendete Zellinien

Fiir die zeit- und dosisabhidngige Quantifizierung der Apoptoseinduktion durch ASS
und Butyrat wurden Zellen der humanen Kolonkarzinomzellinie HT29 (American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, USA) verwendet; die Ansitze zur
Uberpriifung eines Zusammenwirkens von TNFa mit Butyrat wurden zusitzlich noch
an SW620 Zellen, der Metastasenzellinie eines kolorektalen Karzinoms (American

Type Culture Collection) durchgefiihrt.

Vorkultur der Zellen

Die Zellen der humanen Kolonkarzinomzellinien HT-29 und SW620 wurden fiir die
FACS-Analysen zu je 500.000 Zellen in 25cm? Kulturflaschen ausgesidht und mit 4ml
Medium inkubiert. HT29-Zellen wurden mit Dulbecos Minimum Essential Medium
(Life Technologies, Eggenstein, Deutschland) kultiviert, versetzt mit 10% Vol. fotalem
Bovinem Serumalbumin (FBS, Life Technologies), 2% Vol. Penizillin/Streptomycin
(Life Technologies), 1% Vol. Glutamat (Life Technologies), 1% Vol. NEAA (Life
Technologies) und 0,4% Vol. Hepes Puffer (Life Technologies). Fiir Zellen der Linie
SW620 wurde Minimum Essential Medium (Life Technologies) mit 10% Vol. FBS und
5% Vol. Penizillin/Streptomycin verwendet. Die Kultur der Zellen erfolgte bei 37°C
unter 5% CO,. Fiir EMSA und RNase Protection Assay wurden 1.000.000 Zellen in
eine 75cm? Kulturflasche ausgesiht.

Die Zellen wurden nach Aussaat im Brutschrank 72h gelagert, um am Boden der
Kulturflasche zu adhirieren. Danach wurden sie fiir 6h mit 4ml bzw. 18ml serumfreien
Medium inkubiert, um eine Synchronisation der Zellpopulation durchzufiihren. Nach
Ablauf der 6h wurden 0,5ml bzw. 2ml FBS zugegeben, um die Proliferation wieder
anzuregen. Nach einer Gesamtkulturzeit von 96h wurden die Zellen nun mit den zu
testenden Substanzen inkubiert und nach vorgegebener Zeit geerntet: In 25cm?
Kulturflaschen wurden die Zellen mit 3ml PBS (Life Technologies) und 2ml Trypsin-
EDTA (Life Technologies) gewaschen und anschlieend mit Iml Trypsin-EDTA fiir 5
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Minuten im Brutschrank (HT-29) bzw. fiir 4 Minuten (SW620) bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Trypsinreaktion wurde anschlieBend mit 4ml Medium gestoppt. Fiir
75cm? Kulturflaschen betragen die addquaten Mengen Sml PBS, 4ml bzw. 3ml Trypsin

und 7ml Medium.

Kultur der Zellen mit Aspirin und Butyrat:

Aspirin (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde als 500mM Stammldsung
mit Ethanol angesetzt, Butyrat (Sigma Aldrich) 200mM mit NaOH. Die fiir die
Versuche bendtigten Konzentrationen wurden durch Verdiinnung mit dem jeweiligen

Kulturmedium erreicht.

Stimulation der Zellen mit TNFa:

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa, Sigma Aldrich) wurde geméfl Angabe des Herstellers
mit sterilem PBS/1% BSA (Boehringer, Mannheim, Deutschland) gelost zu einer
Aktivitidt von 200.000 U/ml. Die fiir die Stimulation notwendige Aktivitidt von 500U/ml
fiir Apoptose-Assay und RNase Protection Assay bzw. 2.000 U/ml fiir den EMSA

wurde direkt in die Kulturflaschen pipettiert.

Apoptoseinduktion durch Aspirin und Butyrat an HT-29:

Zum Vergleich der Apoptoseinduktion durch Aspirin und Butyrat auf Zellen der
humanen kolorektalen Karzinomzellinie HT-29 wurden diese mit Aspirin in
Konzentrationen von 1-5mM, mit Butyrat in Konzentrationen von 1-6mM und in
verschiedenen Kombinationen (Aspirin 1mM/Butyrat ImM, Aspirin 2mM/Butyrat
ImM, Aspirin 3mM/Butyrat 1mM, Aspirin 2mM/Butyrat 2mM Aspirin, ImM/Butyrat
2mM, Aspirin ImM/Butyrat 3mM) fiir 24h, 48h und 72h inkubiert und nach Ablauf der
Inkubationszeit die Rate der apoptotischen Zellen mittels Annexin V-Propidiumjodid—

Assay bestimmt.
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Apoptoseinduktion durch eine Kombination von TNFa und Butyrat an HT-29 und
SW620:

Um die Auswirkungen einer Koinkubation von TNFa mit Butyrat auf kolorektale
Karzinomzellen zu testen, wurden Zellen der Linien HT-29 und SW620 mit TNFo mit
einer Aktivitdt von 500U/ml bzw. mit Butyrat in einer Konzentration von 2mM und
4mM oder in Kombination von TNFa und Butyrat 12h, 24h und 36h inkubiert. Auch
fiir diese Ansédtze wurde die Rate apoptotischer Zellen mittels eines Annexin V-

Propidiumjodid—Assays bestimmit.

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fiir den EMSA wurden SW620 Zellen 24h bzw. 48h mit Medium bzw. Butyrat in einer
Konzentration von 4mM vorinkubiert und anschlieBend mit TNFa in einer Aktivitét
2.000U/ml fiir 30 Minuten stimuliert. Die Zellen wurden trypsiniert wie beschrieben

und aus den Zellen ein Kernextrakt hergestellt (cf. 2.4).

RNase Protection Assay (RPA)

Fiir den RPA wurden SW620 Zellen mit Butyrat in einer Konzentration von 2mM und
4mM inkubiert, mit TNFo in einer Aktivitdit von 500U/ml stimuliert oder mit einer
Kombination beider Substanzen fiir 24h bzw. 48h behandelt. AnschlieBend wurde aus

den Zellen wie unter 2.5 beschrieben die Gesamt-RNA isoliert und im RPA untersucht.

2.2 Apoptosebestimmung durch eine Annexin  V-Propidiumjodid—

Doppelfirbung

Ein am Anfang der Apoptose stehendes Ereignis in den meisten Zellen ist die
Externalisation von Phosphatidylserin. Phosphatidylserin ist ein Bestandteil der

zelluldren Membran, der in der lebenden Zelle nur an der Innenseite der Zellmembran
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zu finden ist. Tritt die Zelle in den Apoptoseprozel3 ein, ist eine der ersten Reaktionen
die Externalisation von Phosphatidylserin. Diese Reaktion liegt zeitlich deutlich vor
anderen Ereignissen wie DNA-Strangbruch oder morphologisch erkennbaren
Verdnderungen. Annexin V geht eine spezifische Bindung mit dem an die
Zelloberflache gelangten Phosphatidylserin ein. Zellen, deren Ableben durch Nekrose
gekennzeichnet ist, zeigen keine Externalisation von Phosphatidylserin.

Ein anderes Ereignis im Zelltod ist der Verlust der Membranintegritidt. Wahrend dieses
Ereignis in der Nekrose sehr plotzlich aufiritt, also eine Art on-off-Reaktion vorliegt,
zeichnen sich Zellen in der Apoptose durch einen allmdhlichen Verlust der
Membranintegritit aus. Diesen Effekt macht man sich zunutze, um Annexin V-negative
und -positive Zellen nochmals zu differenzieren. Inkubiert man nicht
vorpermeabilisierte Zellen mit Propidiumjodid, einem DNA-Interchalator ohne
Bevorzugung spezifischer Basen, nehmen es diese gemi3 der Durchlédssigkeit ihrer

Membran auf.

, Q _‘ PS5 PS
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Abbildung 3: In der Apoptose wechselt Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran
auf die AuBenseite und ermdglicht so die Bindung von Annexin V.
(Copyright 2000-2002 B-bridge International)

Es ergeben sich also vier Populationen mit unterschiedlichen Férbeeigenschaften:
Lebende Zellen sind sowohl fiir Annexin V als auch fiir Propidiumjodid negativ. Die
Zellen in der frithen Apoptose binden zwar bereits Annexin V, lassen aber noch kein
Propidiumjodid durch ihre Membran. Mit Verlust der Membranintegritit beginnen die
Zellen nun Propidiumjodid aufzunehmen, es ergibt sich eine Subpopulation
spétapoptotischer Zellen bzw. von Zellen, die die Apoptose bis hin zum endgiiltigen

Zelltod durchlaufen haben. Diese Zellen binden nun sowohl Annexin V als auch
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Propidiumjodid. In dieser Phase sind die Zellen dann auch bereits durch andere
Vorginge der Apoptose wie DNA-Strangbruch gekennzeichnet [86].

Ist der auf die Zellen einwirkende Strel nun so groB3, daf sie nicht in der Lage sind, den
Weg der Apoptose zu beschreiten, werden sie nekrotisch, i.e. es kommt nicht mehr zur
Externalisation von Phosphatidylserin, jedoch zu einem sehr schnellen Aufbruch der
Zellmembran. Zellen in der Nekrose binden also nur noch Propidiumjodid und kein

Annexin V.
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Nicht bei allen Autoren wird immer zwischen spdtapoptotischen und direkt
nekrotischen Zellen differenziert. Es konnte jedoch gezeigt werden, da3 die hier als
friihapoptotisch bezeichneten Zellen einen weiteren Meilenstein der Apoptose, den
durch die TUNEL-Reaktion (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP
Nick End Labeling) nachweisbaren Strangbruch der DNA, noch gar nicht zeigen [86].
In den hier als spétapoptotisch bezeichneten Zellen 1d6t sich der Strangbruch jedoch
mittels TUNEL-Reaktion nachweisen [86]. AuBerdem ist die Apoptose adhirenter
Epithelzellen teilweise nur durch Annexin V nachweisbar, da die Zellen vom Boden der
KulturgefdBe abschilfern, bevor mit TUNEL Strangbriiche nachweisbar werden [87].
Um im folgenden also die Apoptose der gesamten Population zu betrachten, soll aus
den genannten Griinden als Rate apoptotischer Zellen die Summe friihapoptotischer,
also TUNEL negativer, und spitapoptotischer, TUNEL positiver, Zellen betrachtet

werden.
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Der Nachweis mittels Annexin V-Propidiumjodid-Doppelfirbung erlaubt also eine

schnelle und methodisch einfache Bestimmung der Apoptose.

2.3  Annexin V-Propidiumjodid-Firbung und FACS-Analyse

Nach Inkubation mit den Testsubstanzen wurde der Uberstand in ein 15ml-
Reaktionsgefdl tberfiihrt, die adhdrente Zellfraktion trypsiniert und diese
Zellsuspension ebenfalls in das 15ml-Reaktionsgefd3 {iberfiihrt, um eine Analyse der
kompletten Zellpopulation zu ermoglichen, i.e. von adhirenten und flottierenden Zellen.
Die Zellen wurden nun fiir 10 Minuten bei 900 rpm (Umdrehungen pro Minute) und
einer Temperatur von 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5ml eiskaltem Cold
Binding Buffer (CBB; 10mM Hepes, 150mM NaCl, 2,5mM CaCl,, 10mM MgCl,, alles
Sigma Aldrich, 20% BSA, Boehringer) gelost und erneut fiir 10 Minuten bei 900 rpm
und einer Temperatur von 4°C abzentrifugiert. Die Zellen wurden nun in CBB auf eine
Dichte der Zellsuspension von ca. 1,5 x 10° Zellen/ml gelost und auf Eis aufbewabhrt.
Pro Probe wurden jetzt je Sul Annexin V-FITC (Sigma Aldrich, 10pg/ml in CBB) in ein
I2Zmm x 75mm Reaktionsgefdl vorgelegt, in dieses wurden nun 495ul der
Zellsuspension tiberfiihrt und sachte mit dem Annexin V vermischt. Die Proben wurden
fiir 13 Minuten lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert und im Anschluf fiir 5 Minuten bei
1000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Nun wurden 5ul  einer
Propidiumjodidlésung (Sigma Aldrich, 50pg/ml in PBS) vorgelegt, das Pellet mit 500l
CBB gelost und danach fiir 15 Minuten lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert. AbschlieBend
wurden die Zellen nochmals fiir 5 Minuten bei 1000 rpm und 4°C abzentrifugiert und
erneut in 500p1 CBB gelost.

Nach der Féarbung wurden die Proben bis zur Messung lichtgeschiitzt auf Eis
aufbewahrt. Sadmtliche Schritte wurden auch jeweils mit einem Aliquot jedes
Versuchsansatzes durchgefiihrt, ohne da eine Farbung mit Annexin V oder
Propidiumjodid vorgenommen wurde. Diese Proben werden im weiteren Text als
Leerwerte bezeichnet. Zur Kompensation wurde pro Versuchsansatz ein Aliquot nur mit

Annexin und eines nur mit Propidiumjodid gefirbt.
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Die Proben wurden auf einem FACScan (Beckton Dickinson, Mannheim Deutschland)
mit Anregung durch einen 488nm-Laser unter Verwendung von Lysis II Software
(Beckton Dickinson) gemessen, die Messung erfolgte binnen zwei Stunden nach
Abschlul der Féarbung. Die Zellpopulation wurde in einem Forward Scatter (FSC) —
Sideward Scatter (SSC) - Dot Plot dargestellt, FSC und SSC wurden linear definiert.
Die Annexin V-Bindung wurde iiber die Intensitdt des gekoppelten FITC auf FL-1
gemessen, die Menge des gebundenen Propidiumiodids in FL-3 um eine Uberstrahlung
durch FITC zu vermeiden. Um eine Einstrahlen von Propidiumjodid in FL-1 zu
vermeiden, wurde folgende Kompensationseinstellung durch die nur einfach gefirbten
Proben ermittelt: FL-1 — FL-2: 0,2%, FL-2 — FL-1: 38,9%, FL-2 —FL-3: 42,8% und F1-3
— FL-2: 8,3%. Die Darstellung der Kandle FL-1 und FI-3 erfolgte logarithmisch. Die
Grundeinstellung zur Bestimmung der Eigenfluoreszenz, ohne die eine Beurteilung der
Zunahme der Fluoreszenz durch Annexin V- oder Propidiumjodid-Bindung nicht
moglich wire, wurde fiir jede Probe mit dem zugehorigen Leerwert vorgenommen.

Es wurden bei schneller Zéhlrate 30.000 Zellen pro Probe gemessen, die Messung
erfolgte ohne Einschridnkung.

Die Daten wurden aus dem HP-Format von Lysis II mittels LIFUTIL (Hewlett-Packard
LIF Utilities for the PC, © HP 1990-92) in eine MS-DOS-Datei umgewandelt. Die
Auswertung erfolgte dann mit WIN.MDI 2.8 (Joseph Trotter, © 1993-98) auf einem
Windows NT-Rechner. Beide Programme sind auf der TSRI Cytometry Software Page
als Download zu finden.

In der Auswertung wurden die Zellpopulationen wieder im FSC-SSC-Dot Plot
dargestellt. Zellfragmente, die sich durch extrem niedrige Werte auszeichnen, wurden
ebenso durch Setzen von Regionen ausgeklammert wie Dimere mit deutlich {iberhdhten
Werten. Die Grenzen fiir eine spezifische Anfirbung mit Annexin V bzw.
Propidiumjodid wurden iiber eine deutliche Zunahme gegeniiber der unspezifischen
Fluoreszenz der Leerwerte bestimmt.

Jeder Versuchsansatz wurde in mindestens drei voneinander unabhingigen
Experimenten durchgefiihrt, aus den jeweiligen Versuchen wurden Mittelwerte gebildet,
die Standardabweichung errechnet und die Signifikanz der Werte mittels des Students t-

Tests flir ein Signifikanzniveau von 5% gepriift. Die statistischen Berechnungen wurden
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mit MS — Excel 8.0 durchgefiihrt. Die Ergebnisdarstellung erfolgt in der Arbeit in Form

von Blockdiagrammen, die Konfidenzintervalle zeigen die Standardabweichung an.

2.4  Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Zum Nachweis einer Inhibition der nukledren Translokation von NF-kB durch Butyrat
wurde ein Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) an SW620 Zellen durchgefiihrt.
Zusammenfassend wurde ein Extrakt aus nukledren Proteinen hergestellt, mit einem mit
radioaktivem Phosphor markiertem NF-xB-Ziel-DNA-Oligonukleotid inkubiert und
elektrophoretisch aufgetrennt. So konnen im Gelshift spezifische Protein-DNA-
Interaktionen sensitiv und quantitativ nachgewiesen werden.

Zur Bestimmung der einzelnen NF-kB-Untereinheiten wurde ein Super-shift-EMSA
durchgefiihrt, bei dem die Mischung aus Kernextrakt und Oligonukleotid mit gegen die
einzelnen Untereinheiten spezifischen Antikorpern inkubiert wurden, um so die an der
Reaktion beteiligten NF-kB-Untereinheiten genauer zu definieren. Der Supershift stellt
eine Variante des EMSA dar, bei welcher die Zugabe eines spezifischen Antikorpers
den DNA-Proteinkomplex in der Elektrophorese verstiarkt retardiert. Zu dieser
Retardierung kommt es, da durch Bindung des Antikorpers an den Protein-DNA-
Komplex ein groBerer Komplex entsteht, dessen Laufgeschwindigkeit in der
Gelelektrophorese reduziert ist.

Fiir den EMSA wurden die Zellen 24h bzw. 48h mit Medium bzw. Butyrat in einer
Konzentration von 4mM vorinkubiert und anschlieBend mit TNFa in einer Aktivitét
von 2.000U/ml fir 30 Minuten stimuliert. Die Zellen wurden trypsiniert wie
beschrieben und aus den Zellen ein Kernextrakt [88] hergestellt. Die Zellen wurden
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und fiir 8 Minuten bei 4°C mit Lysepuffer
(0.1% Nonidet P-40, 10 mmol/L HEPES-KOH, pH 7.9, 10 mmol/L. KCl, 0.1 mmol/L
EDTA, 1 mmol/L Dithiothreitol [DTT], 2 mmol/L MgCI2, 0.5 mmol/L
Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF], 0.5 mol/L Sucrose, and 2 pg/mL Leupeptin, alles
Sigma Aldrich) inkubiert, das Lysat mit den Zellschaber in ein 50ml-Reaktionsgefaf3
iiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert. Im Uberstand

befindet sich nun die zytoplasmatische Proteinfraktion, im Pellet die nukleédre Fraktion.
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Das Pellet wurde nun mit Lysepuffer ohne Nonidet P-40 gewaschen, fiir 10 Minuten bei
4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert, in 15ul eines high-salt Puffer (20 mmol/L HEPES-
KOH, pH 7.9, 1.5 mmol/L MgCI2, 420 mmol/LL NaCl, 0.2 mmol/L. EDTA, 1 mmol/L
DTT, 5% Glycerol, 0.5 mmol/L PMSF, and 2 pg/mL Leupeptin), gelost, 40 Minuten auf
Eis inkubiert und wieder fiir 10 Minuten bei 4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert. Die
Kernextrakte wurden dann mit 22.5 pl eines low-salt Puffers (20 mmol/L HEPES-KOH,
pH 7.9, 50 mmol/L KCl, 0.2 mmol/L EDTA, 1 mmol/LL DTT, 20% Glycerol, 0.5
mmol/L PMSF, and 2 pg/mL Leupeptin) gemischt.

Nun wurden 4pg des Kernxtrakts mit 4.000 bis 8.000 cpm (entsprechend 25ng) einer
P-markierten NF-kB Oligonukleotidprobe, entsprechend einem «B-Enhancer-
Elements des IL-2-Promotors 3’-GACCAAGAGGGATTTCACCCCTAAATC-5" [89],
inkubiert. Um eine unspezifische Bindung zu verhindern, wurde der Reaktionsmixtur
Img kompetitive DNA (poly-dlI/dC) auf 4pg nukledres Protein zugegeben. Die Proben
wurden nun fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert und in einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel (6%) bei 200V/15cm fraktioniert. Die Visualisierung erfolgte mittels
Autoradiographie auf einen Rontgenfilm (Medical X-ray, FUJI Photo Film, Japan).

Fiir den Super-shift-EMSA wurde bei der Inkubation jeweils 1ul eines AntikOrpers
gegen die NF-kB-Untereinheiten p65, C-Rel, RelB, p50 und p52 hinzugegeben und die
Inkubationszeit vor der elektrophoretischen Auftrennung auf 60 min verlingert. Jedes

Experiment wurde zur Verifizierung dreimal wiederholt.

2.5 RNA-Isolation und RNase Protection Assay

2.5.1 RNA-Isolation mit RNeasy Mini Kit

SW620 Zellen wurden fiir 24h bzw. 48h entweder mit Butyrat in einer Konzentration
von 2mM und 4mM oder mit TNFa in einer Aktivitdt von 500U/ml inkubiert oder mit
einer Kombination beider Substanzen behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen wie beschrieben trypsiniert, einmal mit 10ml PBS gewaschen und bei
900 rpm und 4°C fiir 10 Minuten pelletiert. Das Pellet wird in 1ml PBS resuspendiert, in
ein 1,5ml Reaktionsgefd iiberfiihrt und bei 12.000 rpm und 4°C fiir 10 Minuten
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abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland)
isoliert. Das Pellet wurde in 600ul Lysisbuffer (RLT-Buffer, 1% B-Mercaptoethanol,
Guanidinium-Isothiocyanat, alles Quiagen) komplett gelost, die Losung auf eine
RNeasy shredder column (Quiagen) aufgetragen und 2 Minuten bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Zum Eluat werden 600ul 70% Ethanol gegeben, diese
Mischung in zwei Durchgéngen auf die mitgelieferte Séule gegeben und die Séule 1
Minute bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Sdulen wurden nun
einmal mit RPE-Puffer (Quiagen) und zweimal mit mit Ethanol versetztem RPE-Puffer
(Quiagen, mit Ethanol versetzt) gewaschen. AbschlieBend wurde die RNA mit zweimal
30ul Rnase-freiem H,O durch Zentrifugation bei 13.000 rpm und Raumtemperatur fiir 1
Minute eluiert.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 2ul RNA-Losung mit 98ul RNase-
freiem H,O gemischt und an einem UV-Spectrophotometer (Ultrospec 3000 UV/Vis,
Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buckinghamshire, England) gemessen,
als Eichlosung wurde RNase-freies H,O verwendet. Das Verhiltnis der Absorption bei
260nm zu Absorption bei 280nm (Ratio A260/A/280) wurde als MaB fiir die Reinheit
der RNA verwendet. Die Ratio A260/A280 sollte zwischen 1,6 und 1,8 liegen. Fiir die
Berechnung der RNA-Menge gilt A260 = 1 ~ 40ng/ul RNA, also gilt fiir die
Gesamtkonzentration K in [ng/pl] = 50 x 40 x A260 bzw. K in [pg/pl] =2 x A260.

Zur Sicherung der Qualitdt der isolierten RNA wurde noch eine Elektrophorese in
einem denaturierenden Formaldehyd/Agarose-Gel durchgefiihrt. Zur Herstellung eines
1% Gels wurden 0,4g Agarose mit 4ml 10X FA-Puffer (50mM Natriumacetat, 10mM
EDTA, 200mM MOPS (3-Morpholinopropansulfonsédure), pH 7,0, alles Sigma Aldrich)
und 30ml RNase-freiem H,O in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollstidndig
gelost ist. Die Mischung kiihlte wieder ab, bei einer Temperatur von 55°C wurden 2ml
Formaldehyd (37%, Sigma Aldrich) und 1pl Ethidiumbromid (10mg/ml, Sigma
Aldrich) zugegeben und das fliissige Gel in eine horizontale Elektrophoresekammer
gegossen. Als Laufprobe wurde 1pg RNA mit Rnase-freien H,O und 5X RNA-
Ladepuffer (1,6%0 gesittigte Bromphenolblaulésung (Sigma Aldrich), 8%0 EDTA
(500mM, pH 8,0, Life Technologies), 7,2% Formaldehyd (37%, Sigma Aldrich), 20%
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Glycerol (100%, Sigma Aldrich), 30,84% Formamid (Sigma Aldrich), 40% 10X FA-
Puffer, 1% Rnase-freies H,O) auf ein Gesamtprobenvolumen von 10ul versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 100V in 1X FA-Puffer. Die RNA interagiert mit
Ethidiumbromid und ist bei einer Wellenlinge von 312nm nachweisbar. Als
Qualitdtskennzeichen der RNA wurde ein gut abgegrenzter Nachweis der ribosomalen

RNA-Untereinheiten 28S und 18S im Verhéltnis 1,5-2,5:1 festgelegt.

2.5.2 RNase Protection Assay (RPA)

Zur Priifung des Einflusses von Butyrat auf die Expression verschiedener NF-«xB
abhingiger anti-apoptotischer Faktoren auf RNA-Ebene wurde das kommerzielle Multi-
Probe Template Set hAPO-5 von Pharmingen (Pharmingen, San Diego, USA) nach

einem modifizierten Protokoll des Herstellers verwendet.

Sondenherstellung:

Um Sonden (probes) fiir den RNase Protection Assay (RPA) herzustellen, wurde DNA
aus dem Template Set mittels in vitro Trankription in mit biotinylierten UTPs markierte
antisense RNA umgeschrieben.

1ul Template DNA wurde mit 9ul Rnase-freiem H,O, 1pl Rnasin, 2ul DTT, 4ul 5X
Transcription Buffer, 1ul T; RNA Polymerase (alles In vitro transcription Kit,
Pharmingen) und 2pl Biotin RNA Labeling Mix (Boehringer, Mannheim) vermischt
und 1h bei 37°C inkubiert. Die Template DNA wurde nun 2pul DNase bei 37°C fiir 30
Minuten verdaut. Zur Aufreinigung der synthetisierten RNA wurden 26pul 2mM EDTA
(Sigma Aldrich), Yeast RNA (In vitro transcription Kit, Pharmingen), 25u1 Phenol pH
4,3 (Sigma Aldrich) und 25ul Cloroform:Isoamylalkohol 50:1 (Sigma) zugegeben. Die
Mischung wurde 5 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die
obere klare Phase wurde in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt, erneut mit 50ul
Chloroform:Isoamylalkohol 50:1 versetzt und fiir 2 Minuten zentrifugiert. Die obere
klare Phase wurde nun wiederum in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und mit

50ul Ammoniumacetat 4M (In vitro transcription Kit, Pharmingen) und 250pu1 eiskaltem



20

Ethanol gemischt, 30 Minuten bei —80°C inkubiert und die RNA durch Zentrifugation
bei 13.000 rpm fiir 15 Miuten bei 4°C ausgefillt. Der Uberstand wurde abgenommen,
das Pellet mit 100ul 90% Ethanol gewaschen und erneut fiir Smin zentrifugiert. Das
Pellet wurde kurz getrocknet und in 250ul Hybridisation Buffer (RiboQuant,
Pharmingen) gelost. Die Lagerung der biotinylierten Sonden bis zum Gebrauch erfolgt

bei —20°C.

RPA:

Sug der isolierten RNA wurden mit 50p] Ammoniumacetat und 250pl eiskaltem
Ethanol versetzt, 30 Minuten bei —80°C inkubiert und durch Zentrifugation mit 13.000g
bei 4°C fiir 15 Minuten gefillt. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet
getrocknet und in 8l Hybridisation Buffer geldst.

Zu jeder Probe wurden nun 2pul RNA-Sonde zugegeben und das Gemisch mit einem
Tropfen Mineral6l (Sigma Aldrich) gedeckt. Die Proben wurden nun bei 90°C in einem
Wasserbad inkubiert, nach langsamer Abkiihlung des Wasserbades auf 56°C verblieben
die Proben bei dieser Temperatur 12-16h zur Hybridisierung der Proben-RNA mit den
RNA-Sonden.

Die nicht-hybridisierte Proben-RNA wurde nun fiir 45 Minuten bei 30°C durch RNase
A + T; Mix (in RNase Buffer, Riboquant, Pharmingen) verdaut, der RNase-Verdau
danach durch 15 Minuten Inkubation mit Proteinase K (RiboQuant, Pharmingen) bei
37°C gestoppt.

Zur Aufreinigung der hybridisierten RNA-Abschnitte wurden 65ul Phenol pH 4.5 und
65ul  Chloroform-Isoamylalkohol 50:1 zugegeben, die Probe 5 Minuten bei
Raumtemperatur und 13.000 rpm zentrifugiert und die klare obere Phase in ein neues
1,5ml-Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Probe wurde nun mit 650ul eiskaltem 100%
Ethanol und 120pul 4M Ammoniumacetat vermischt, 30 Minuten bei —80°C inkubiert,
bei 13.000 rpm flir 15 Minuten bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet getrocknet. Das
Pellet wurde nun in Sul RNA-Ladepuffer gelost, 3 Minuten auf 90°C erhitzt, auf Eis
geschockt und bis zur Elektrophorese auf Eis gelagert. Als Positivkontrolle diente eine
750fach mit Ladepuffer verdiinnte RNA-Sonde.

Zur Auftrennung der Proben erfolgte eine Elektrophorese bei 200V fiir 45 Minuten in
einem 5% Acrylamid/8M Urea Gel (5% Acrylamid:Bisacrylamid 19:1 (Bohringer
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Mannheim), 8M Urea (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 1X TBE (0,9M Tris base
(Merck), 0,9M Borsdure (Merck), 20mM EDTA (Sigma Aldrich) in RNase-freiem
H,0), 10% Ammoniumpersulfat (Sigma Aldrich), TEMED (Sigma Aldrich)). Nach
elektrophoretischer Auftrennung wurden die RNA-Abschnitte fiir 5 Minuten bei S0mA
und anschlieBend flir 45 Minuten bei 200mA auf eine positiv geladene Nylonmembran
(BrightStar-Plus™ Nylon Membrane, Ambion) geblottet (Mini Trans-Blot Module,
BioRad) und danach durch 2 Minuten UV-Crosslinking (A=312, Biometra TI3)
immobilisiert.

Die auf die Membran iibertragene, mit Biotin markierte RNA wurde dann mittels einer
Biotin-Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Reaktion (Bright Star'™ Bio Detect ™:
Nonisotopic Detection Kit, Ambion; alle Puffer im Kit enthalten) dargestellt. Die
Membran wurde zweimal 5 Minuten mit Waschpuffer, anschlieBend zweimal 5 Minuten
mit Blocking Buffer gewaschen. Nun wurde die Membran erst 30 Minuten in Blocking
Buffer, danach 30 Minuten mit Konjugatlosung (1ul Streptavidin ad 10ml Blocking
Buffer) inkubiert. Um tiberschiissige Konjugatlosung zu entfernen, wurde die Membran
einmal 10 Minuten in Blocking Buffer, dreimal 5 Minuten in Waschpuffer und zweimal
2 Minuten in Assay Buffer gewaschen. Zur Detektion der Alkalischen Phosphatase
wurde die Membran 5Smin mit CDP-Star-Losung inkubiert, anschlieBend kurz auf
Filterpapier getrocknet, in Plastikfolie gewickelt und ein Rontgenfilm (Medical X-ray,
FUJI Photo Film, Japan) 1-10 Minuten belichtet
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3. Ergebnisse
3.1 Apoptoseinduktion durch Aspirin und Butyrat an HT-29 Zellen
3.1.1 Apoptoseinduktion durch Aspirin

Bei einer Inkubationszeit von 24h nimmt die Rate apoptotischer Zellen mit ansteigender
Dosis zu. Die FACS-Analyse ergibt einen Anstieg apoptotischer Zellen bereits nach
einer Inkubation mit 1mM Aspirin im Vergleich zur Mediumkontrolle (3,5 % vs 2,9 %),
mit Erhohung der Konzentrationen auf 4mM ist der Anstieg signifikant gegeniiber dem
Medium (8,1% vs. 2,9%, p < 0,05), nach Inkubation mit SmM Aspirin kommt es zu
einem signifikanten Anstieg der apoptotischen Population gegeniiber einer

Konzentration von 4mM (12,5% vs. 8,1%, p < 0,05).

APOPTOSEINDUKTION DURCH ASPIRIN AN
HT-29/24h

20,0
p <0,05
15,0 -

*
p <0,05
10,0 - *
0,0 T T T T T 1

Medium  ASS[ImM] ASS[2mM]  ASS[3mM]  ASS[4mM]  ASS [SmM]

RATE APOPTOISCHER ZELLEN

Graphik 1: Statistisch gemittelt ergab sich fir die Mediumkontrolle eine Rate apoptotischer
Zellen von 2,9%, fir eine Konzentration von 1mM Aspirin 3,5%, fir 2mM 4,3%, fir 3mM 6,3%,
fir 4mM 8,1% und fir 5mM Aspirin 12,5%. Signifikant ist lediglich der Anstieg zwischen Medium
und 4mM Aspirin (* p < 0,05) bzw. zwischen 4mM Aspirin und 5mM Aspirin (* p < 0,05).
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Abbildung 5: Reprasentative Darstellung der Ergebnisse eines von finf unabhangigen
Experimenten. Bereits Aspirin 1mM zeigt eine héhere Rate apoptotischer Zellen gegenuber der

Mediumkontrolle, mit Erhéhung der Aspirindosis kommt es zu einer Zunahme der Rate
apoptotischer Zellen.
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Nach einer Inkubationszeit von 48h nimmt die Rate apoptotischer Zellen bis zu einer
Konzentration von 2mM nichtsignifikant (p > 0,05) gegeniiber der Mediumkontrolle zu,
ab einer Konzentrationen von 3mM Aspirin findet sich eine signifikante (p < 0,05)
Zunahme der Rate apoptotischer Zellen gegeniiber der Mediumkontrolle (Medium
12,7%, Aspirin 3mM 24,1%, Aspirin 4mM 30,6%, Aspirin SmM 37,0%)

APOPTOSEINDUKTION DURCH ASPIRIN AN
HT-29/48h

50,0 ~

45,0
40,0 -
35,0 p<0,05
’ *
30,0 4
25,0 4
20,0 +
15,0
10,0 -
5,0 4
0,0 T T T T T 1

Medium  ASS[ImM]  ASS[2mM]  ASS[3mM]  ASS[4mM]  ASS [SmM]

RATE APOPTOTISCHER ZELLEN

Graphik 2: Nach 48h ergaben sich fir die Mediumkontrolle 12,7% apoptotischer Zellen, fir 1mM
Aspirin 16,7%, fur 2mM 16,6% fir 3mM 24,1% fur 4mM 30,6% und fir 5mm Aspirin 37%
apoptotischer Zellen. Signifikant (p < 0,05, *) war die Erhéhung der Rate apoptotischer Zellen
gegenuber der Mediumkontrolle erst ab einer Konzentration von mindestens 3mM Aspirin.

Werden die Zellen fiir 72h mit Aspirin inkubiert, nimmt die Rate apoptotischer Zellen
weiter zu, allerdings ist eine genaue und differenzierte Aussage auf Grund des bereits in
der Mediumkontrolle sehr hohen Anteils direkt nekrotischer Zellen (teilweise {iber 30%
der Gesamtpopulation) kaum zu treffen. Auch sind die Populationen, die mit hohen
Dosen Aspirin (> 3mM) iiber 72h behandelt wurden, so geschidigt, daf} eine statistische
Begutachtung nicht mehr durchfiihrbar ist.
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Abbildung 6: Eine Inkubation der Zellen Uber 72h resultierte in einer extremen Zunahme der
nekrotischer Zellen bereits in der Mediumkontrolle, dieser Effekt wurde bereits bei niedrigen
Konzentrationen von Aspirin noch verstarkt, eine sichere Bewertung der FACS-Analysen ist
nicht moglich.

ZEITLICHER VERLAUF DER APOPTOSEINDUKTION
DURCH ASPIRIN AN
HT-29

50,0

O24h
E48h

RATE APOPTOTISCHER ZELLEN

Medium ASS[ImM]  ASS[2mM] ASS[3mM] ASS[4mM] ASS [SmM]

Graphik 3: In der Mediumkontrolle stieg die Rate apoptotischer Zellen nichtsignifikant (p > 0,05)
von 2,9% auf 12,7% an. Unter Inkubation mit 1mM Aspirin stieg die Rate apoptotischer Zellen
signifikant (p < 0,05, *) von 3,5% auf 16,7% an, unter 2mM Aspirin kam es zu einem
nichtsignifikanten (p > 0,05) Anstieg der Rate apoptotischer Zellen von 4,3% auf 16,6%. Eine
Inkubation mit 3mM Aspirin resultierte in einem signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen von
6,3% auf 24,1% (p < 0,05, *). Wurden die Zellen mit 4mM Aspirin behandelt, kam es zu einem
signifikanten Anstieg der apoptotischen Population von 8,1% auf 30,6% (p < 0,05, *). Durch
Inkubation mit 5mM Aspirin kam es zu einem nichtsignifikanten Anstieg von 12,5% auf 37,0%.
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Im zeitlichen Verlauf zeigt sich bereits flir die Mediumkontrolle ein, allerdings
nichtsignifikanter (p > 0,05), Anstieg der Rate apoptotischer Zellen zwischen 24h und
48h. Unter Behandlung mit ImM, 3mM und 4mM Aspirin erfolgt ein signifikanter
Anstieg (p < 0,05) des apoptotischen Populationsanteils, bei einer Aspirinkonzentration
von 2mM und 5mM ist der Anstieg nicht signifikant (p > 0,05).

FaB3t man nun die Ergebnisse einer Inkubation mit Aspirin zusammen, ist die
Apoptoseinduktion abhéngig von Inkubationszeit und Konzentration. Bereits nach 24h
kommt es durch eine Inkubation mit 1mM Aspirin zu einer signifikanten Steigerung der
Apoptose, die Rate apoptotischer Zellen steigt mit zunehmender Aspirinkonzentration
an. FEine Verlangerung der Inkubation auf 48h fiihrt bereits ab einer
Aspirinkonzentration von ImM zu einer signifikanten Zunahme gegeniiber einer
Inkubationszeit von 24h, wihrend in der Mediumkontrolle kein signifikanter
Unterschied zwischen 24h und 48h besteht.
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3.1.2 Apoptoseinduktion durch Butyrat

Nach einer Inkubationszeit von 24h mit 1mM Butyrat bleibt die Rate apoptotischer
Zellen unverindert gegeniiber der Mediumkontrolle, ab einer Konzentration von 2mM
Butyrat zeigt sich eine nichtsignifikante (p > 0,05) Zunahme des apoptotischen Anteils
der Gesamtpopulation bis zu einer Butyratkonzentration von 4mM. Eine Erhhung der
Butyratkonzentration auf SmM resultiert nicht in einem Anstieg gegeniiber 4mM, der
Anstieg gegeniiber der Mediumkontrolle ist jedoch signifikant (10,1% vs 1,8%, p <
0,05). Unter einer Inkubation mit 6mM Butyrat kommt es erneut zu einer Zunahme der
Rate apoptotischer Zellen, nichtsignifikant gegeniiber einer Konzentration von 5SmM

Butyrat (p > 0,05).

APOPTOSEINDUKTION DURCH BUTYRAT AN
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Graphik 4: Mit zunehmender Konzentration von Butyrat kommt es zu einem Anstieg der Rate
apoptotischer Zellen, bis zu einer Konzentration von 4mM allerdings nichtsignifikant (p > 0,05).
Ab einer Konzentration von 5mM ist die Zunahme der apoptotischen Population signifikant (p <
0,05) gegeniiber dem Medium.
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Abbildung 7: Die Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen an Butyrat resultiert in einer
zunehmenden Rate apoptotischer Zellen ab einer Konzentration von 2mM, eine niedrigere
Konzentration hat nur einen minimalen Effekt.
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Nach einer Inkubationszeit von 48h mit Butyrat nimmt die Rate apoptotischer Zellen
unter ansteigender Konzentration kontinuierlich zu bis auf ca. 50% bei SmM Butyrat.
Hohere Konzentrationen verstirken die Apoptose unwesentlich, jedoch nimmt der

Anteil direkt nekrotischer Zellen deutlich zu.

APOPTOSEINDUKTION DURCH BUTYRAT AN
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Graphik 4: Nach Inkubation mit Butyrat fir 48h kommt es zu einer kontinuierlichen Zunahme
des apoptotischen Anteils der Population bis zu einer Konzentration von 5mM, allerdings ist die
erste signifikante Zunahme gegeniiber der Mediumkontrolle erst bei einer Konzentration von
3mM Butyrat zu verzeichnen (p < 0,05). Ab 6mM Butyrat sinkt die Rate apoptotischer Zellen
zugunsten des Anteils direkt nekrotischer Zellen.

Ab einer Konzentration von 3mM kommt es zu einer im Vergleich zur
Mediumkontrolle signifikanten Zunahme (36,2% vs 8,8% , p < 0,05). Nach Inkubation
mit 4mM Butyrat steigt die Rate apoptotischer Zellen gegeniiber 3mM nichtsignifikant
(p > 0,05) an, nach 5SmM Butyrat nochmals signifikant gegeniiber 4mM Butyrat (p <
0,05). Ab 6mM Butyrat fillt der Anteil apoptotischer Zellen wieder ab, es kommt
allerdings zu einer Zunahme nekrotischer Zellen.

Nach Inkubation mit Butyrat fiir 72h nimmt ab einer Konzentration von 1mM Butyrat
der Anteil apoptotischer Zellen zugunsten des direkt nekrotischen Anteils wieder ab, es
wird letztlich der nekrotische Anteil zur bestimmenden Population.

Im zeitlichen Verlauf kommt es in der Mediumkontrolle zwischen 24h und 48h zu einer
nichtsignifikanten (p > 0,05) Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen, ebenso unter

ImM bis 3mM Butyrat. Bei Inkubation mit 4mM bzw. SmM Butyrat erhoht sich der
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Anteil apoptotischer Zellen signifikant (p > 0,05) zwischen 24h und 48h von 10,7%
bzw. 10,1% auf 42,0% bzw. 50,2%. Auch eine Inkubation der Zellen mit 6mM Butyrat
resultiert in einem signifikanten Anstieg (p < 0,05) apoptotischer Zellen zwischen 24h
und 48h, allerdings ist der Riickgang des apoptotischen zugunsten des direkt
nekrotischen Anteils gegeniiber SmM Butyrat fiir 48h (50,2% apoptotische Zellen) zu

beachten.

ZEITLICHER VERLAUF DER APOPTOSEINDUKTION

DURCH BUTYRAT AN
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Graphik 6: Zwischen 24h und 48h kommt es im Medium zu einem nichtsignifikanten (p > 0,05)
Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen von 1,8% auf 8,8%. Unter Inkubation mit 1mM Butyrat
erhoht sich die Rate apoptotischer Zellen nichtsignifikant (p > 0,05) von 2,3% auf 12,0%, unter
2mM Butyrat von 7,2% auf 32,8%. Nach Behandlung mit 3mM Butyrat erhéhte sich die Rate
apoptotischer Zellen nichtsignifikant (p > 0,05) von 8,6% auf 36,2%. Bei Inkubation der Zellen
mit 4mM Butyrat kam es zwischen 24h und 48h zu einem signifikanten (p < 0,05, *). Anstieg der
apoptotischen Population von 10,7% auf 42,0%. Eine Behandlung der Zellen mit 5mM Butyrat
resultierte in einem signifikanten Anstieg der Rate apoptotischer Zellen zwischen 24h und 48h
von 10,1% auf 50,2% (p < 0,05, *). Eine Inkubation mit 6mM Butyrat ergab einen signifikanten
Anstieg der apoptotischen Population zwischen 24h und 48h von 13,6% auf 47,0% (p < 0,05, *).

Zusammenfassend betrachtet induziert Butyrat sowohl zeit- als auch dosisabhingig
Apoptose. Bereits nach 24h kommt es ab einer Konzentration von SmM Butyrat zu
einer signifikanten Erhéhung des Anteils der apoptotischen Zellen, erhoht man die
Inkubationszeit auf 48h, findet man bereits ab einer Konzentration von 3mM eine
signifikante Verstdrkung der Apoptose, ab einer Konzentration von 4mM steigt der

Anteil apoptotischer Zellen von 24h auf 48h signifikant an.
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3.1.3 Apoptoseinduktion durch eine Kombination von Aspirin und Butyrat

In einem kurzen Uberblick werden nun die einzelnen Kombinationsversuche dargestellt.
Im anschlieBenden Kapitel werden diese Ergebnisse den Ergebnissen der
Einzelsubstanzen gegeniibergestellt.

Nach 24h ergibt sich bereits ab einer Konzentration von 2mM Aspirin mit 1mM Butyrat
bzw. ImM Aspirin mit 2mM Butyrat ein signifikanter Anstieg der Rate apoptotischer
Zellen gegeniiber der Mediumkontrolle (p < 0,05). Bei Erhohung des groBeren
Kombinationsanteils von 2mM auf 3mM kam es zu einem erneuten, allerdings
nichtsignfikanten (p > 0,05) Anstieg der Rate apoptotischer Zellen. Eine Inkubation mit
2mM Aspirin und 2mM Butyrat ergab nochmals eine signifikante Zunahme (p < 0,05)
gegeniiber den Kombinationen von 2mM Aspirin mit 1mM Butyrat bzw. 1mM Aspirin
mit 2mM Butyrat. Die Kombination von 2mM Aspirin und 2mM Butyrat erwies sich

also als effektivste Kombination.

APOPTOSEINDUKTION DURCH KOMBINATION VON ASPIRIN UND
BUTYRAT AN HT HT-29 / 24h
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Graphik 7: Eine Inkubation mit einer Kombination von Aspirin und Butyrat tUber 24h induziert
Apoptose. Die starksten Effekte ergeben sich fir Aspirin 2mM mit Butyrat 2mM und Aspirin
1mM und Butyrat 3mM.
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Abbildung 8: Eine Kombination von Aspirin und Butyrat induziert Apoptose in Abhangigkeit von
ihrer Zusammensetzung. Mit zunehmender Konzentration einer der Substanzen erhoht sich die
Rate apoptotischer Zellen, die deutlichsten Effekte wurden mit Aspirin 2mM/Butyrat 2mM erzielt.

Bei einer Inkubationszeit von 48h zeigt eine zunehmende Erh6hung des Aspirinanteils

(bis 3mM) keinen signifikanten Effekt auf die Rate apoptotischer Zellen im Vergleich

zur Mediumkontrolle. Eine Erh6hung des Butyratanteils auf 2mM resultiert in einem

signifikanten Anstieg der Rate apoptotischer Zellen (p < 0,05) gegeniiber der

Mediumkontrolle. Die effektivsten Kombinationen uber einen Zeitraum von 48h sind

2mM Aspirin mit 2mM Butyrat bzw. 1mM Aspirin mit 3mM Butyrat (47,4%) ohne

einen signifikanten Unterschied beider Kombinationen (p > 0,05).
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APOPTOSEINDUKTION DURCH KOMBINATION VON ASPIRIN UND
BUTYRAT AN HT-29 / 48h
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Graphik 7: Eine Inkubation mit einer Kombination von Aspirin und Butyrat tber 48h induziert
Apoptose. Die ausgepragtesten Effekte ergeben sich fir Aspirin 1mM mit Butyrat 3mM knapp
vor Aspirin 2mM mit Butyrat 2mM.

Im zeitlichen Verlauf steigt die Rate apoptotischer Zellen im Zeitraum zwischen 24h
und 48h sowohl im Medium als auch unter Inkubation mit 1mM bzw. 2mM Aspirin mit
ImM Butyrat nicht signifikant an. Ab einer Aspirinkonzentration von 3mM kommt es
zwischen 24h und 48h zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05) der apoptotischen
Population. Wird die Buyratkonzentration bei 1mM Aspirin auf 2mM bzw. 3mM erhoht
kommt es zwischen 24h und 48h zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05) der Rate
apoptotischer Zellen. Der Anstieg der Apoptoserate einer Kombination von 2mM

Aspirin und 2mM Butyrat von 24h auf 48h ist nicht signifikant (p > 0,05).
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ZEITLICHER VERLAUF DER APOPTOSEINDUKTION DURCH

KOMBINATIONEN VON ASPIRIN UND BUTYRAT AN HT-29
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Graphik 8: Zwischen 24h und 48h steigt die Rate apoptotischer Zellen an. Signifikant (p < 0,05,
*) ist dieser Anstieg im zeitlichen Verlauf fir eine Kombination von 3mM Aspirin mit 1mM
Butyrat, 1mM Aspirin mit 2mM und 1mM Aspirin mit 3mM Butyrat.

Zusammenfassend 143t sich feststellen, dal3 eine kombinierte Inkubation der Zellen mit
Aspirin und Butyrat konzentrationsabhdngig zu einer signifikanten Steigerung der Rate
apoptotischer Zellen fiihrt, dhnlich wie eine Inkubation mit den Einzelsubstanzen. Nach
24h erwies sich die Kombination von 2mM Aspirin mit 2mM Butyrat als die effektivste
Kombination, allerdings ist eine Zunahme fiir diese Kombination fiir den Zeitraum
zwischen 24h und 48h nicht mehr signifikant. Fiir verschiedene andere Kombinationen
(Aspirin/Butyrat: 3mM/1mM, ImM/2mM bzw. 3mM) kommt es zwischen 24h und 48h
allerdings nochmals zu einer signifikanten Zunahme des apoptotischen
Populationsanteils, der Unterschied zwischen diesen Kombinationen und der
Kombination 2mM Aspirin mit 2mM Butyrat ist nach 48h nicht mehr signifikant.

Im folgenden soll nun die Apoptoseinduktion der Einzelsubstanzen mit der der
entsprechenden Kombinationen verglichen werden, um potentielle Synergismen

aufzudecken.
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3.1.4 Vergleich der Apoptoseinduktion durch Aspirin und Butyrat gegeniiber

den Einzelsubstanzen

Bei einer Kombination von ImM Aspirin und 1mM Butyrat erzielt zwar bereits Aspirin
alleine nach 24h einen Anstieg gegeniiber der Mediumkontrolle, die Kombination ergibt
jedoch keine signifikante Steigerung gegeniiber den Einzelsubstanzen (p > 0,05). Nach
48h zeigt die Kombination einen Riickgang apoptotischer Zellen gegeniiber einer
alleinigen Behandlung mit Aspirin, jedoch einen Anstieg gegeniiber Medium bzw.

Butyrat. Diese Verdnderungen sind allerdings nicht signifikant (p > 0,05).

VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 1mM ASPIRIN UND ImM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 9: Die Kombination von 1mM Aspirin mit 1mM Butyrat tUber 24h resultiert in einem
nichtsignifikanten Anstieg gegeniber Mediumkontrolle und den Einzelsubstanzen (8,6% vs.
2,6% bzw. 3,5% (Aspirin)/ 2,3% (Butyrat), p > 0,05), nach 48h liegt die Rate apoptotischer
Zellen nach alleiniger Inkubation mit Aspirin tiber der der Kombination (16,8% vs. 13,9) und der
von Mediumkontrolle ((8,8%) und Butyrat (12,0%), die Veranderungen sind nicht signifikant (p >
0,05).

Auch eine Kombination von 2mM Aspirin mit 1mM Butyrat erbrachte weder nach 24h

noch nach 48h einen signifikanten (p > 0,05) Anstieg gegeniiber den Einzelsubstanzen.
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VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 2mM ASPIRIN UND ImM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 10: Eine Kombination von 2mM Aspirin mit 1mM Butyrat erbringt sowohl nach 24h als
auch nach 48h keinen signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen gegeniber den
Einzelsubstanzen.

VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 3mM ASPIRIN UND ImM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 11: Eine Kombination von 3mM Aspirin und 1mM Butyrat steigert nach 24h signifikant
den Anteil apoptotischer Zellen gegegniiber den Einzelsubstanzen (p < 0,05, *), nach 48h ist
der Anstieg gegeniber den Einzelsubstanzen nicht mehr signifikant (p > 0,05).
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Behandelt man die Zellen mit einer Kombination von 3mM Aspirin und 1mM Butyrat,
kommt es nach 24h zu einem signifikanten Anstieg des apoptotischen Anteils der
Population gegeniiber den Einzelsubstanzen (p < 0,05). Auch nach 48h ist ein Anstieg

gegeniiber den Einzelsubstanzen zu beobachten, allerdings nicht signifikant (p > 0,05).

VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 2mM ASPIRIN UND 2mM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 12: Nach Behandlung mit einer Kombination von 2mM Aspirin mit 2mM Butyrat ergibt
sich nach 24h eine signifikanter Anstieg des apoptotischen Populationsanteils im Vergleich zu
den Einzelsubstanzen (p < 0,05). Auch nach 48h ist dieser Kombinationseffekt vorhanden,
jedoch nur fir Aspirin signifikant (p < 0,05).

Auch eine Kombination von 2mM Aspirin mit 2mM Butyrat resultiert nach 24h in einer
gegeniiber den Einzelsubstanzen signifikant erhdhten Rate apoptotischer Zellen (p <
0,05), nach 48h ist dieser Kombinationseffekt noch nachweisbar, allerdings lediglich
gegeniiber Aspirin signifikant (p < 0,05).

Eine Kombination von 1mM Aspirin mit 2mM Butyrat fithrt nach 24h zu einem
signifikanten Anstieg im Vergleich zu den Einzelsubstanzen (p < 0,05), nach 48h ist
dieser Effekt nicht mehr signifikant (p > 0,05).
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VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 1mM ASPIRIN UND 2mM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 13: Fir eine Kombination von 1mM Aspirin mit 2mM Butyrat ergibt sich nach 24h eine
signifikante Zunahme gegeniber den Einzelsubstanzen (p < 0,05), dieser Anstieg ist nach 48h
nicht mehr signifikant (p > 0,05).

VERGLEICH EINER KOMBINATION VON 1mM ASPIRIN UND 3mM
BUTYRAT MIT DEN EINZELSUBSTANZEN
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Graphik 14: Eine Kombination von 1mM Aspirin mit 3mM Butyrat resultiert nach 24h in einer
signifikanten Zunahme verglichen mit Aspirin alleine (p < 0,05), nicht jedoch gegentiber Butyrat
(p > 0,05). Nach 48h Ubersteigt die Kombinationswirkung die Einzelsubstanzen nicht mehr
signifikant (p > 0,05).

Erhoht man die Konzentration an Butyrat auf 3mM, kommt es nach 24h zwar noch zu

einem signifikanten Anstieg gegeniiber Aspirin (p < 0,05), der Anstieg gegeniiber
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Butyrat ist allerdings nicht mehr signifikant (p > 0,05). Nach 48h iibertrifft die
Kombination zwar noch die Einzelsubstanzen, jedoch nicht mehr signifikant (p > 0,05).

Es lasst sich zusammenfassend also feststellen, dafl ein synergistischer Effekt, i.e. eine
signifikante Steigerung gegeniiber den Einzelsubstanzen nur fiir bestimmte
Konzentrationen (3mM Aspirin/lmM Butyrat, 2mM Aspirin/2mM Butyrat, 1mM
Aspirin/2mM Butyrat,) nachweisbar ist und auch hier nur fiir einen Inkubationszeitraum

von 24h.

3.2 Vergleich der apoptotischen Wirkung von Butyrat und TNFa mit einer

Kombination der Einzelsubstanzen an HT-29 Zellen

Eine Inkubation mit TNFa (500U/ml) iiber 12h ergibt keine signifikante Zunahme (p >
0,05) der Rate apoptotischer Zellen gegeniiber der Mediumkontrolle, auch eine
Behandlung mit Butyrat erzielt in beiden Konzentrationen (2mM bzw. 4mM) keinen
signifikanten Effekt (p > 0,05). Kombiniert man TNFa mit Butyrat kommt es zu einer
signifikanten Steigerung der Apoptose gegeniiber den Einzelsubstanzen (p < 0,05).
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Graphik 15: Eine Stimulation von HT-29 mit TNFa [500U/ml] zeigt keine signifikante Anderung
der Rate apoptotischer Zellen (p > 0,05), Butyrat fiihrt zu keiner signifikanten Zunahme (p <
0,05), eine Koinkubation mit TNFa und Butyrat sorgt fiir einen signifikanten Anstieg gegenuber
den Einzelsubstanzen (p < 0,05, *).
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Abbildung 9: Wahrend eine Inkubation mit TNFa [500U/ml] Gber 12h keinen Effekt zeigt, kommt
es unter einer Behandlung mit Butyrat zu einer geringen Zunahme der Rate apoptotischer
Zellen, eine Koinkubation mit TNFa steigert diese deutlich.
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Auch nach 24h ist die Erhohung der Rate apoptotischer Zellen durch TNFa gering, aber
signifikant (p < 0,05), eine Behandlung mit 4mM Butyrat resultiert ebenfalls in einer
signifikant erhohten Rate apoptotischer Zellen. Eine Kombination von Butyrat und
TNFa filhrt zu einem signifikanten Anstieg gegeniiber der Wirkung der
Einzelsubstanzen (p < 0,05).

APOPTOSEINDUKTION DURCH BUTYRAT UND TNFa AN
HT-29/24h
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o | 1
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Medium TNFa Butyrat Butyrat Butyrat Butyrat
[2mM] [2mM] / [4mM] [4mM] /
TNFa TNFa

Graphik 16: Nach 24h bewirkt eine Stimulation mit TNFo [500U/mI] nur eine geringe, jedoch
signifikante Zunahme der Rate apoptotischer Zellen (p < 0,05), eine Konzentration von 4mM
Butyrat fihrt ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme (p < 0,05), die Zunahme von 2mM
Butyrat ist nicht signifikant (p > 0,05), eine Kombination von TNFa mit Butyrat resultiert in einem
signifikanten Anstieg gegenuber den Einzelsubstanzen (p < 0,05, *).

Die Rate apoptotischer Zellen nach Inkubation mit der Kombination von Butyrat und
TNFa iiber 24h tbersteigt sogar signifikant (p < 0,05) die Summe der Apoptoseraten

der Einzelsubstanzen.
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SYNERGISTISCHER EFFEKT EINER KOMBINATION VON TNFa UND
BUTYRAT AN HT-29/ 24h
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Graphik 17: Die Rate apoptotischer Zellen nach einer Koinkubation mit Butyrat und TNFa
[500U/ml] Gbersteigt die Summe apoptotischer Zellen der Einzelsubstanzen signifikant (Butyrat
[2mM]: 34,0% vs. 20,8%, p < 0,05, *; Butyrat [4mM] 38,8% vs. 28,4%, p < 0,05, *).
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Graphik 18: Nach 36h kommt es sowohl unter TNFa [500U/ml] als auch unter 2mM bzw. 4mM
Butyrat zu einer signifikanten Zunahme apoptotischer Zellen (p < 0,05). Eine Koinkubation von
TNFa mit Butyrat fihrt zu einer signifikanten Steigerung der Apoptose (Butyrat 2mM: p < 0,05,
*; Butyrat 4mM: p < 0,05, *).
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Eine Inkubation der Zellen iiber 36h fiihrt sowohl fiir TNFa als auch flir Butyrat zu
einer signifikanten Zunahme gegeniiber der Mediumkontrolle (p < 0,05), eine
Koinkubation von TNFa mit Butyrat sorgt fiir eine signifikante Zunahme gegeniiber
TNFa bzw. Butyrat alleine (Butyrat 2mM: p < 0,05; Butyrat: 4mM p < 0,05). Im
Gegensatz zu 24h erreicht die Zunahme weder fiir 2mM noch fiir 4mM Butyrat die

Summe der Einzelsubstanzen.

Uber den Zeitraum von 12h bis 36h findet man in der Mediumkontrolle keine
signifikante Zunahme der Rate apoptotischer Zellen. Unter TNFa kommt es sowohl von
12h auf 24h als auch von 24h auf 36h zu einer signifikanten Zunahme (p < 0,05).

Auch die Wirkung von Butyrat zeigt eine zeitliche Zunahme: Unter 2mM Butyrat ist die
Zunahme zwischen 12h und 24h nicht signifikant (p > 0,05), zwischen 24h und 36h
signifikant (p < 0,05), fiir 4mM Butyrat findet sich sowohl zwischen 12h und 24h als
auch von 24h auf 36h ein signifikanter Anstieg des apoptotischen Populationsanteils (p
<0,05).

Fiir eine Kombination von TNFa und 2mM bzw. Butyrat ergibt sich von 12h auf 24h
ein signifikanter Anstieg des apoptotischen Anteils (p < 0,05), von 24h auf 36h ergibt
sich nur noch ein geringer nichtsignifikanter Anstieg (p > 0,05) fiir Butyrat 2mM bzw.
ein nichtsignifikanter Riickgang (p > 0,05) fiir 4mM.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, daB3 die Rate apoptotischer Zellen einer
Kombination von Butyrat und TNFa im Zeitraum zwischen 12h und 36h die Rate der
Einzelsubstanzen signifikant iibertrifft, wobei TNFa nach 12h noch nicht in der Lage
ist, eine signifikante Apoptose auszulosen. Nach 24h iibertrifft die Apoptoserate der
Kombination sogar signifikant eine theoretische Summe der Einzelsubstanzen.
Zwischen 24h und 36h kommt es unter Kombinationsbehandlung zu keiner Zunahme
der Apoptose mehr, im Gegensatz dazu kommt es unter den Einzelsubstanzen nochmals
zu einer signifikanten Zunahme, die jedoch das Niveau der Kombination immer noch

nicht erreicht.
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ZEITLICHER VERLAUF DER APOPTOSEINDUKTION DURCH
BUTYRAT UND TNFa AN HT29
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Graphik 19: In der Mediumkontrolle kommt es zwischen 12h, 24h und 36h zu keinen
signifikanten Anderungen im apoptotischen Anteil. Nach Stimulation mit TNFo [500U/ml] steigt
die Rate apoptotischer Zellen zwischen 12h und 24h bzw. zwischen 24h und 36h signifikant an
(p < 0,05, *). Unter 2mM Butyrat steigt die Rate apoptotischer Zellen zwischen 12h und 24h
nichtsignifikant an (p > 0,05), zwischen 24h und 36h signifikant (p < 0,05, *). Unter 4mM Butyrat
erhoht sich der apoptotische Populationsanteil sowohl zwischen 12h und 24h als auch zwischen
24h und 36h signifikant (p < 0,05, *). Bei einer Kombination von TNFa und 2mM Butyrat nimmt
der Anteil apoptotischer Zellen zwischen 12h und 24h signifikant (p < 0,05, *) zu, zwischen 24h
und 36h ist die Zunahme nicht mehr signifikant (p > 0,05). : Fir eine Kombination von TNFa mit
4mM Butyrat ergibt sich von 12h auf 24h ein signifkanter Anstieg der Rate apoptotischer Zellen
(p < 0,05, *), von 24h auf 36h kommt es zu einem nichtsignifikanten Riickgang (p > 0,05).
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3.3  Vergleich der apoptotischen Wirkung einer Kombination von TNFa und

Butyrat mit einer Kombination der Einzelsubstanzen an SW620 Zellen

Inkubiert man nun SW620 Zellen mit TNFo (500U/ml) und Butyrat (2mM, 4mM)
alleine oder in Kombination flir 12h, so erfolgt durch Behandlung mit den
Einzelsubstanzen keine signifikante Steigerung der Rate apoptotischer Zellen gegeniiber
dem Medium, die Kombination steigert lediglich fiir 2mM Butyrat mit TNFoa die Rate
apoptotischer Zellen signifikant gegeniiber 2mM Butyrat alleine.

APOPTOSEINDUKTION DURCH EINE KOMBINATION TNFa UND

BUTYRAT AN SW620/12h
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Graphik 20: Eine Inkubation der Zellen tber einen Zeitraum von 12h mit TNFo [500U/ml], 2mM
bzw. 4mM Butyrat oder einer TNFa/Butyrat-Kombination hat kaum Effekte auf die Entwicklung
des apoptotischen Anteils an der Gesamtpopulation.
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Nach einer Inkubationszeit von 24h steigt der Anteil apoptotischer Zellen sowohl unter
2mM und 4mM Butyrat als auch nach Stimulation mit TNFa signifikant gegeniiber der
Mediumkontrolle an, eine Koinkubation von Butyrat und TNFa ergibt eine signifikante

Zunahme gegeniiber den Einzelsubstanzen.
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Graphik 21: Nach 24h Behandlung mit TNFa [500U/ml], 2mM bzw. 4mM Butyrat oder einer
TNFo/Butyrat-Kombination steigt sowohl die Rate apoptotischer Zellen unter den
Einzelsubstanzen gegenliber der Mediumkontrolle signifikant an (p< 0,05,*) als auch unter der
Kombination gegeniiber den Einzelsubstanzen (p < 0,05, *).
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Abbildung 10: Nach Inkubation mit TNFo [500U/ml] Uber 24h zeigt sich ein sichtlicher Effekt,
unter Behandlung mit Butyrat kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Rate apoptotischer
Zellen, eine Koinkubation mit TNFa steigert diese nochmals.

Nach 36h Inkubation nimmt die Rate apoptotischer Zellen sowohl flir Butyrat als auch

TNFa signifikant gegeniiber der Mediumkontrolle (p < 0,05) zu. Eine Koinkubation mit

TNFo und 2mM bzw. 4mM Butyrat filhrt dann wiederum zu einem signfikanten

Anstieg gegeniiber den Einzelsubstanzen.
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Graphik 22: Nach 36h Inkubation mit TNFa, 2mM bzw. 4mM Butyrat steigt der Anteil
apoptotischer Zellen gegeniiber der Mediumkontrolle signifikant an (p < 0,05). Eine
Koinkubation sorgte nochmals fiir einen signifikanten Anstieg gegentiber den Einzelsubstanzen
(p <0,05, ).

Betrachtet man nun die Entwicklung der Rate apoptotischer Zellen im zeitlichen
Verlauf, kommt es in der Mediumkontrolle zwischen 12h und 24h zu einer signifikanten
Zunahme der Spontanapoptose (p < 0,05), zwischen 24h und 36h kommt es zu keiner
signifikanten Anderung ( p > 0,05). Fiir TNFo. kommt es sowohl zwischen 12h und 24h
als auch zwischen 24h und 36h zu einer signifikanten Zunahme apoptotischer Zellen (p
< 0,05). Auch eine Inkubation mit Butyrat resultiert in einem zeitabhdngig signifikanten
Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen (p < 0,05). Ebenso kommt es unter einer
Kombinationsbehandlung zeitabhdngig zu einem signifikanten Anstieg der Rate

apoptotischer Zellen (p < 0,05) gegeniiber den Einzelsubstanzen.
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ZEITLICHER VERLAUF DER APOPTOSEINDUKTION DURCH
BUTYRAT UND TNFa AN SW620
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Graphik 23: Zwischen 12h und 24h kommt es in der Mediumkontrolle zu einer signifikanten
Zunahme apoptotischer Zellen (p < 0,05, *), zwischen 24h und 36h ergibt sich faktisch keine
Anderung. Nach Stimulation mit TNFa. steigt der Anteil apoptotischer Zellen sowohl von 12h auf
24h als auch von 24h auf 36h signifikant an (p < 0,05, *). Eine Inkubation mit 2mM Butyrat
resultiert in einem signifikanten zeitabhdngigen Anstieg der Rate apoptotischer Zellen, ebenso
eine Inkubation mit 4mM Butyrat (p < 0,05, *) Unter einer Kombination von TNFa und 2mM
Butyrat nimmt der Anteil apoptotischer Zellen zeitabhangig signifikant zu (p < 0,05, *), ebenso
bei einer Kombination von TNFa und 4mM Butyrat (p < 0,05, *).

FaB3t man nun die Ergebnisse einer Inkubation von SW620 mit TNFa, Butyrat oder
einer Kombination dieser Substanzen zusammen, kann man feststellen, daf} fir
Inkubationszeiten von 24h und 36h eine Kombination von Butyrat und TNFa die
apoptotische Wirkung der Einzelsubstanzen signifikant iibertrifft. Auerdem kommt es
fiir alle Substanzen zeitabhidngig zwischen 12h und 36h zu einem signifikanten Anstieg

der Apoptose.
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3.4  EMSA und Supershift zur Uberpriifung der NF-xB-Aktivierung durch
TNFao unter Butyrateinflufy

Da eine Kombination von Butyrat mit TNFa zu einer Steigerung der Rate apoptotischer
Zellen gegeniiber den Einzelsubstanzen flihrt, wurde im folgendem die Auswirkung von
Butyrat auf den Aktivierungsstatus von NF-kB als einem entscheidenden intrazellulédren
Ziel von TNFa untersucht. Wie bereits erwdhnt kann TNFa sowohl pro- als auch anti-
apoptotisch auf seine Zielzelle wirken. NF-kB wurde bereits als entscheidender
Transkriptionsfaktor entziindlicher Gene bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen identifiziert, und Butyrat kann deren klinisches Bild und ihren
Verlauf positiv beeinflussen. Des Weiteren werden durch NF-xB neben pro-
inflammatorischen auch anti-apoptotische Gene beeinflut. Es bleibt also zu
untersuchen, ob auch die gesteigerte Rate apoptotischer Zellen mit einer Beeinflussung
von NF-«B assoziiert ist.

Zur Untersuchung des Zusammenwirkens von Butyrat und TNFa auf den
programmierten Zelltod in kolorektalen Karzinomzellen wird im EMSA die nukleédre
Bindung der einzelnen NF-xB-Untereinheiten untersucht. Voraussetzung fiir diese
Bindung ist eine nukledre Translokation der NF-kB-Untereinheiten. Findet diese
Translokation nicht statt, kann im EMSA keine nukledre Bindung nachgewiesen
werden, 1. e. eine durch NF-kB als Transkriptionsfaktor vermittelte Genexpression
kommt nicht zustande.

Fiir den EMSA wurden SW620 Zellen - entweder nach Vorinkubation mit 4mM Butyrat
fiir 24h bzw. 48h oder unvorbehandelt - mit TNFa in einer Aktivitdt von 2.000U/ml fiir
30 Minuten stimuliert. Aus den Zellen wurden Kernextrakte prépariert, diese mit einem
p-markierten NF-xB-Oligonukleotid inkubiert und mittels Gelelektrophorese

aufgetrennt.
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BAHN # 1 2 3 4 5 6 7

MEDIUM 24H + TNFa +

MEDIUM 48H + TNFa + +

BUTYRAT 24H +

BUTYRAT 48H + +

BUTYRAT 24H + TNFa +

BUTYRAT 48H + TNFa +

EXCESS COLD PROBE +

p65/p50 —>
p50/p50 _*> -

Abbildung 11: EMSA nur mit TNFa stimulierter (1, 2), nur mit Butyrat vorinkubierter (3, 4) oder
erst vorinkubierter und dann stimulierter (5, 6) SW620 Zellen. Eine Prainkubation mit Butyrat
inhibiert deutlich die durch Stimulation mit TNFa vermittelte Bindung p65/p50-Heterodimers
bereits nach 24h, nach 48h Butyrat wird auch die Bindungsaktivitdt des p50/p50-Homodimers
inhibiert.

Nach einer Stimulation mit TNFa werden zwei spezifische Banden deutlich sichtbar
(Pfeile links, in den Bahnen 1, 2 ,5, 6). Die dritte Bande im EMSA (links mit *
markiert) entsteht durch unspezifische Bindung, sie ist auf den UberschuB3 einer nicht mi
32p markierten Probe hin nicht mehr nachweisbar (Bahn 7).

Um die Bestandteile der spezifischen Bahnen ndher zu differenzieren, wurde ein
Supershift EMSA nur mit TNFa stimulierten Zellen durchgefiihrt, i.e. Kernextrakten
und Oligonukleotid wurde jeweils noch ein spezifischer Antikorper gegen die einzelnen
NF-kB-Untereinheiten beigesetzt. Die obere Bande reprisentiert hauptsidchlich das
p65/p50 Heterodimer (Bahnen 9, 12), nach lidngerer Exposition gegeniiber dem
entsprechenden Antikdrper 148t sich dariiber hinaus ein cRel/p5S0 Heterodimer (Bahn

10) nachweisen.
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BAHN # 8 9 10 11 12 13 14

MEDIUM 24H + TNFa + +
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Abbildung 12: Ein super-shift EMSA fir Zellen nach 24h Medium und anschlieRender
Stimulation mit TNFa. Es zeigt sich deutlich, dal® der links mit p65/p50 markierte Komplex
deutlich sowohl mit dem Antikérper gegen p65 als auch gegen p50 reagiert, der mit p50/p50
markierte Komplex ebenso deutlich nur mit dem Antikérper gegen p50.

Die schwichere untere Bande im EMSA reprisentiert ein p5S0 Homodimer (Bahn 12).
Der p50-Antikdrper zeigt im Supershift eine deutliche Reaktion, sowohl mit der oberen
Bande, die durch das p65/p50-Heterodimer hervorgerufen wird, als auch mit der
schwicheren unteren Bande, die durch DNA-Bindungsaktivitit eines p50/p50-
Homodimers hervorgerufen wird (Bahn 12). Die Antikorper gegen Rel-B (Bahn 11) und
gegen p52 (Bahn 13) zeigen auch nach ldngerer Inkubationszeit keine spezifische
Bindung.

Butyrat in einer Konzentration von 4mM alleine zeigt nach 24h eine reduzierte DNA-
Bindung des p65/p50-Komplexes, jedoch nicht des p50/p50-Homodimers (Bahn 3).
Nach 48h Inkubation mit 4mM Butyrat ist keine DNA-Bindung des p65/p50-
Heterodimers mehr nachweisbar (Bahn 4). Werden die Zellen nach einer Vorinkubation
mit Butyrat fiir 24h ebenfalls mit TNFa stimuliert, kommt es zu einer deutlichen
Reduktion des p65/p50-Komplexes (Bahn 5) gegeniiber den nicht mit Butyrat
vorinkubierten Zellen (Bahn 1). Der Effekt wird durch ein Verlingerung der
Vorbehandlung mit Butyrat auf 48h noch verstéirkt (Bahn 5, 6).
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Wihrend die Behandlung mit Butyrat iiber 24h die DNA-Bindung des p50/p50-
Homodimers nicht weiter beeinfluft, verhindert eine Prdinkubation mit Butyrat iiber
48h die Bindungsaktivitit des p5S0/p50-Komplexes (Bahn 2, 6).

Es zeigt sich also, dal} eine Behandlung kolorektaler Karzinomzellen, hier exemplarisch
SW620 Zellen, mit Butyrat zu einer deutlichen Inhibition der NF-xB-Aktivitdt (p65/p50
und p50/p50) nach TNFa-Stimulation fiihrt.

3.5 RPA zur Priifung der Modulation NF-xB-abhéingiger antiapoptotischer
Faktoren durch Butyrat

Um die biologische Relevanz der im EMSA gezeigten Inhibition der DNA-
Bindungsaktivitit von NF-kB (p65-RelA/p50 and p50/p50) zu iiberpriifen, soll der
Einfluf auf die mRNA-Transkription der NF-xB abhdngigen anti-apoptotischen
Faktoren TRAF1/2 (TNFa receptor associated factors 1/2) und c-IAP-1/-2 und XIAP
(inhibitor of apoptosis proteins) durch einen multiprobe RNase Protection Assay
untersucht werden. Die Transkription sowohl von TRAF1/2 als auch von c-IAP-1/-2
wird durch NF-«B als Transkriptionsfaktor aktiviert. TRAF1/2 und IAP-1/-2 blockieren
die TNFa-vermittelte Aktivierung von Caspase-8. Caspase-8 startet die Kaskade der
Caspasen und beginnt damit den Weg der Zelle in die Apoptose.

In SW620 Zellen ist mRNA weder fiir TRAF1/2 noch fiir c-IAP-1/-2 und XIAP
detektierbar (Bahn 3). Nach 24h ist weder nach Stimulation mit TNFa in einer Aktivitét
von 500U/ml noch nach Inkubation mit Butyrat in einer Konzentration von 2mM und
4mM oder nach einer Kombination der Substanzen eine mRNA-Induktion fiir
TRAF1/2, c-IAP-1/-2 oder XIAP nachweisbar (Bahn 4-8).

TNFa receptor associated factor 4 (TRAF4) mRNA ist in SW620 Zellen nachweisbar
(Bahn 3). Auch fiir TRAF4 ist nach 24h weder durch TNFa noch durch Butyrat oder
durch eine Kombination der Substanzen eine Anderung der mRNA-Expression

nachweisbar (Bahn 4-8).
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Testosterone-repressed prostate message 2 (TRPM2) war in SW620 Zellen nicht
nachweisbar. Sowohl Butyrat in einer Konzentration von 2mM und 4mM als auch eine
Kombination von Butyrat mit TNFo konnten eine mRNA-Expression von TRPM2
induzieren (Bahn 5-8). Auf Stimulation mit TNFa in einer Aktivitdt von 500U/ml war
ebenfalls fiir TRPM2 keine mRNA-Induktion nachweisbar (Bahn 4).

Fiir NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), CRAF (CDA40 receptor associated
factor 1) und XTAP war in SW620 Zellen weder ein basaler mRNA-Level nachweisbar
(Bahn 3), noch kam es nach Stimulation mit TNFa (Bahn 4) oder Inkubation mit
Butyrat (Bahn 5 und 7) zu einer mRNA-Expression. Eine Kombination der Substanzen
zeigte ebenfalls keine nachweisbare mRNA (Bahn 6 und 8).

Eine Verlidngerung der Expositionszeiten zeigte fiir alle Faktoren keine Verdanderung in

der mRNA-Expression.
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Abbildung 13: RPA von SW620 Zellen zur Prifung der Auswirkung von TNFa [500U/mI] und
2mM bzw.4mM Butyrat auf die mRNA-Expression der anti-apoptotischen, NF-kB-abhangigen
Faktoren TRAF1/2 und IAP-1/-2. Weder fir TRAF1/2 noch fir c-IAP-1/-2 [a3t sich eine
Anderung auf mMRNA-Ebene nachweisen.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einfliisse von Aspirin und TNFa auf die durch
Butyrat induzierte Apoptose in kolorektalen Karzinomzellinien mittels eines
durchfluzytometrischen Annexin V-Propidiumjodid-Assays untersucht. Aspirin wurde
auf Grund seiner, bereits epidemiologisch beschriebenen [42, 47], praventiven Wirkung
gegeniiber dem Kolonkarzinom gewéhlt, Tumor Nekrose Faktor o (TNFa) als Zytokin,
dessen apoptotische Wirkung auf Kolonozyten in Abhéngigkeit vom Aktivierungsstatus
bzw. der Aktivierbarkeit des nukledren Faktors k B bereits beschrieben wurde [90]. Der
Annexin V-Propidiumjodid-Assay wurde gewéhlt, da er Unterscheidung und
Quantifizierung frithapoptotischer, spétapoptotischer und nekrotischer Zellen
ermoglicht.

Bereits 1993 zeigten Hague et al. [91], da3 Butyrat in kolorektalen Karzinomzellinien
Apoptose induziert. Zum Nachweis wurde DNA-Laddering verwendet, eine sichere,
allerdings schwer zu quantifizierende Methode. In den folgenden Jahren wurden von
verschiedenen Gruppen die Einfliisse von Butyrat auf unterschiedliche Faktoren der
Apoptose untersucht wie bax [29, 92], bak [92-94] und Aktivierung von Caspase 3 [22,
93-96] oder die Spaltung der Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP-Cleavage) [93, 94]
als einer der ersten Effekte der Caspase-3-Aktivierung.

Ein methodisches Problem, daB3 all diesen Studien gemeinsam ist, ist die schwierige
Quantifizierbarkeit der apoptotischen Wirkung. Zum Teil wurden nur biologische
Endpunkte der Apoptose betrachtet wie die nukledre Kondensation, die durch DNA-
Laddering nachgewiesen wird. Allerdings werden so die friihen Stadien der Apoptose
iibersehen, da DNA-Strangbriiche ein spites Ereignis in der Apoptose darstellen und in
der adhdrenten Population kolorektaler Karzinomzellen kaum nachweisbar sind,
sondern vielmehr eine Eigenschaft der abgeldsten, flottierenden Zellen dastellen [87].
Andere Methoden wie eine Anderung des Verhiltnisses von pro- und anti-apoptotischen
Proteinen stellen nur einen Ausschnitt inmitten der komplexen Signalwege der
Apoptose dar und sind so ebenfalls zu einer Quantifizierung nur mifig geeignet.

Um dieses Problem zu losen, bieten sich Methoden wie die Durchfluzytometrie an.
Auch hier existieren unterschiedliche Ansdtze zum Apoptosenachweis: Ein sicheres
Zeichen der Apoptose sind DNA-Strangbriiche, wie sie als DNA-Laddering im

Agarosegel nachgewiesen werden konnen. Diese Strangbriiche lassen sich
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durchfluBzytometrisch im TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transerferase mediated
dUTP-biotin nick-end labeling)-Assay nachweisen, allerdings finden diese
Strangbriiche im Ablauf der Apoptose eher spit statt [86], so dal bei kolorektalen
Karzinomzellen die Apoptose der adhdrenten Zellen damit nicht nachgewiesen werden
kann [87]. In frithen Phasen ist fiir kolorektale Karzinomzellen noch kein
Apoptosenachweis mit TUNEL mdglich. Alternativ bietet sich hier der Nachweis mit
Annexin V an. Dieses bindet an Phosphatidylserin, das im Rahmen der Apoptose an die
AuBlenseite der Zellmembran gelangt. Diese Externalisation von Phophatidylserin ist
bereits deutlich vor dem Zeitpunkt nachweisbar, an dem durch den TUNEL-Assay
DNA-Strangbriiche detektierbar werden [86], speziell bei der Untersuchung adhérenter
Epithelzellen [87]. AuBerdem ist es moglich, durch Gegenfiarbung mit Propidiumjodid
friithe und spite Phasen der Apoptose zu unterscheiden. Es ist also eine separate
Betrachtung frithapoptotischer Zellen, die nur mit Annexin V firben, und
spatapoptotischer Zellen, die auf Grund zunehmend permeabler Zellmembran auch mit
Propidiumjodid anfirben, moglich.

Andere Methoden wie der Nachweis von Verschiebungen des mitochondrialen
Membranpotentials [92] oder die Aktivierung von Caspase-Kaskaden sind prinzipiell
ebenfalls sehr gut geeignet, allerdings nur auf einzelne Abschnitte der Signalketten
gerichtet, die letztlich zur nukledren Kondensation im Rahmen der Apoptose fiihren.
Hier liegt wiederum der klare Vorteil des Annexin V-Assays, da die Externalisation von
Phosphatidylserin unabhidngig von den anderen Mechanismen der Apoptose quasi als
Begleiteffekt ablduft. In vivo dient diese Externalisation zur Anlockung von
Makrophagen, die apoptotische Zellen eliminieren sollen.

Wie Butyrat hemmt auch Aspirin die Proliferation kolorektaler Karzinomzellinien und
induziert in diesen Apoptose [60]. Auffillig bei der Aspirin induzierten Apoptose ist das
mehrfach beschriebene Fehlen des ,,DNA-Laddering* als Folge der DNA-Strangbriiche
[58, 60] oder eine offensichtlich zytotoxische Wirkung in hoheren Dosen [57].
Gemeinsam ist Butyrat und Aspirin die Erhdhung von Bak [67, 94] und die Aktivierung
von Caspase-3 [22, 60, 93], wobei bestimmte Folgen von Caspase-3 wie PARP-
Degradation und DNA-Fragmentierung bei Aspirin nicht festzustellen sind [60]. Durch
dieses Fehlen der DNA-Fragmentierung ist auch hier der Apoptosenachweis mittels

eines Annexin V-Assays gegeniiber dem TUNEL vorzuziehen.
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Auf Grund der aufgezeigten Problematik der einzelnen anderen Methoden haben wir
uns in dieser Arbeit fiir den Annexin V-Propidiumjodid-Assay entschieden.

Sowohl Aspirin als auch Butyrat induzieren - wie in der Arbeit gezeigt - zeit- und
dosisabhéngig Apoptose in der humanen kolorektalen Karzinomzellinie HT-29 [97].
Den Verdacht einer protektiven Wirkung von NSAID gegeniiber dem Kolonkarzinom
haben mehrere Tiermodelle [53-55] und epidemiologische Studien [42-47] unterstiitzt,
gleiches gilt auch fiir Butyrat, sowohl fiir Tiermodelle [9, 23, 31, 32, 98-100] als auch
fiir epidemiologische Studien [8, 33, 101].

Aspirin flihrt bereits nach 24h ab einer Konzentration von 4mM zu einer signifikanten
Zunahme apoptotischer Zellen, nach 48h ab einer Konzentration von 3mM. Ab einer
Konzentration von ImM Aspirin kommt es zwischen 24h und 48h zu einer
signifikanten Zunahme apoptotischer Zellen, wihrend die Rate apoptotischer Zellen in
der Mediumkontrolle keinen signifikanten Zuwachs verzeichnet. Hier zeigt sich bereits
der Vorzug des Annexin V-Propidiumjodid-Assays. Eine dhnliche Untersuchung mit
dem TUNEL-Assay zeigte bei Qiao et al. erst nach 72h Inkubation mit 3mM
vergleichbare Werte [58]. Allerdings berichten Castano et al. [60] von atypischer
Apoptose durch Aspirin in HT-29 mit fehlenden DNA-Strangbriichen und nicht
nachweisbarer PARP-Proteolyse. Die in dieser Studie [60] verwendeten
Aspirinkonzentrationen (SmM, 7,5mM, 10mM) liegen zwar sehr hoch, jedoch ist der
Effekt flir SmM Aspirin mit einem Anteil von ca. 12-13% apoptotischen Zellen in
dhnlicher GroBenordnung wie in unseren eigenen Untersuchungen. Subbegowda et al.
[57] sprechen sogar von Nekrose, da bei ihnen keine frithapoptotische Population
nachweisbar war. Im allgemeinen zeigen sich jedoch in der Literatur vergleichbare
Daten, wenn sich auch durch differente Methodik Unterschiede in Dosis und
Inkubationszeiten fiir vergleichbare Raten apoptotischer Zellen ergeben [58, 60, 97,
102]. Da aus dem Kreis der NSAID sowohl Stoffe, die Cyclooxygenase-2 inhibieren
[24, 67, 103], als auch solche, die diese nicht inhibieren [67], eine dhnliche apoptotische
Wirkung wie Aspirin haben, konnte man annehmen, dal zumindest ein Teil der
Aspirinwirkung Cyclooxygenase-2 unabhiingig vermittelt wird. Ahnliche Effekte zeigen
sich auch flir andere Enzyme aus dem Bereich des Arachnoidonsduremetabolismus wie

die Lipoxygenasen [104, 105].
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Ahnlich wie Aspirin fiihrt Butyrat bereits nach 24h ab einer Konzentration von SmM zu
einer signifikanten Zunahme apoptotischer Zellen. Chai et al. [22] konnten in LIM1215
Zellen ebenfalls nach 24h fiir 4mM Butyrat eine signifikante Apoptoseinduktion zeigen,
jedoch iiber die Bestimmung eines sub-Gi-Peaks. Eine Verldngerung der
Inkubationszeit von 24h auf 48h fiihrt nochmals zu einer Zunahme apoptotischer Zellen,
signifikant ist dieser Zuwachs allerdings erst ab einer Konzentration von 4mM.

Vergleicht man die Ergebnisse mit den ersten Daten von Banard et al. [106], die einen
reduzierte Zellzahl nach 48h und 5SmM Butyrat beschreiben, mit den Beobachtungen
von Heerdt et al., nach denen Tributyrin bereits nach 16h in SW620 Zellen einen sub-
Gi-Peak in der Zellzyklusverteilung, ein Zeichen fortgeschrittener Apoptose zeigt, [107]
wird die Bandbreite der Beobachtungen an Butyrat deutlich. Die Beobachtungen von
Heerdt et al. [107] bestitigten sich auch durch einen signifikanten Verlust des
Membranpotentials nach 16h unter 4mM Butyrat [93]. McBain et al. zeigten
Unterschiede in der Empfindlichkeit der kolorektalen Karzinomzellinien HCT 116 und
VACO 5 gegeniiber Butyrat induzierter Apoptose [108]. Zusammenfassend 148t sich
feststellen, dafl eine signifikante Zunahme der Rate apoptotischer Zellen ab einer
Konzentration von 4-5mM Butyrat flir einen Inkubationszeitraum zwischen 16h und
24h auftritt. Die Ergebnisse in dieser Arbeit stimmen mit den aufgezeigten Daten der
Literatur iiberein, auch in unseren Untersuchungen ist nach 12h Inkubationszeit mit
4mM Butyrat keine signifikante Apoptoseinduktion festzustellen, nach 24h Inkubation
mit Butyrat ist die Rate apoptotischer Zellen gegeniiber der Mediumkontrolle
signifikant erhoht. Das Verhdltnis des apoptotischen Anteils zur Gesamtpopulation
schwankt zwar innerhalb der Studien, jedoch bleiben innerhalb der einzelnen Arbeiten
Konzentration und Inkubationszeit fiir einen signifikanten Effekt bei verschiedenen
Methoden konstant. Diese Schwankungen sind wohl am ehesten auf Unterschiede in
den Kulturbedingungen wie Anzahl der ausgesdhten Zellen, Mediumzusammensetzung
u.d. zurlickzufiihren. Ein quantitativer Vergleich absoluter Werte zwischen den in dieser
Arbeit gezeigten Daten und den variierenden Daten der Literatur gestaltet sich zwar
schwierig, jedoch sind die Ergebnisse beziiglich Wirkkonzentration und —zeitraum
(4mM und 24h) fiir einen signifikanten Effekt qualitativ durchaus vergleichbar.

Eine Kombination von Aspirin und Butyrat induziert ebenso wie die Einzelsubstanzen

Apoptose. In einem Zeitraum bis zu 24h filhren gewisse Kombinationen
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(Aspirin/Butyrat: 3mM/ImM, 2mM/2mM, ImM/2mM) zu einer signifikanten
Steigerung der Rate apoptotischer Zellen gegeniiber den Einzelsubstanzen [97]. Eine
Zunahme zeigt sich sowohl nach 24h als auch nach 48h, wobei nach 48h keine
signifikante Zunahme gegeniiber den Einzelsubstanzen mehr zu finden ist. Der additive
Effekt der Aspirin-Butyrat-Kombination auf die Rate apoptotischer Zellen ist also im
Gegensatz zu den Effekten der Einzelsubstanzen nicht zeitabhéngig. Die mdglichen
Mechanismen fiir die gezeigte additive Wirkung von Butyrat und Aspirin auf die
Apoptose kolorektaler Karzinomzellinien sind bislang noch wenig untersucht. Einen
moglichen Erklarungsansatz geben Giardina et al. [109] durch den Nachweis einer
Erh6hung freier Sauerstoffradikale durch Aspirin und Butyrat in HT29. Crew et al. [24]
beschreiben einen dhnlichen additiven Effekt auf die Apoptose fiir die Kombination von
2mM Butyrat und 10uM NS-398, einem spezifischen COX-2-Inhibitor. Eine Erkldrung
wire hier, die Hemmung der Cyclooxygenase-2, die in den meisten kolorektalen
Karzinomen verstédrkt eprimiert ist. Butyrat erh6ht deren Expression und handelt damit
evtl. seiner eigenen apoptotischen Wirkung entgegen. Eine Hemmung der
Cyclooxygenase-2 iiber einen Cyclooxygenase-Inhibitor wiirde dann eine erhohte Rate
apoptotischer Zellen erlauben.

Der Apoptose induzierende Effekt von Aspirin und Butyrat tritt nicht in relativer kurzer
Zeit wie durch Bindung von Zytokinen auf, sondern benétigt eine gewisse Vorlaufzeit,
wodurch anzunehmen ist, dal der programmierte Zelltod durch Proteinneusynthese
vermittelt wird [22, 60, 67, 93, 94].

Ein weiterer moglicher Ansatzpunkt fiir die Erkldarung der proapoptotischen Wirkung
von Aspirin und Butyrat ist die Bildung freier Sauerstoffradikale [109], die u.a. auch zu
einer Sensibilisierung fiir TNFa und Fas durch eine Vorinkubation mit Aspirin und
Butyrat flihren soll [109, 110], wobei sowohl die Oberflichenexpression der Fas-
Rezeptoren als auch die Expression von FADD unveridndert bleibt [110]. Allerdings ist
Butyrat in der Lage, die Expression von Fas und Fas-Ligand auf normalen
Mauskolonozyten parallel zur Apoptoseinduktion zu erhdhen, die Apoptose kann dann

auch durch antagonistisches 16sliches Fas (Fas:Fc) inhibiert werden [111].
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Aspirin Butyrat

Proliferation J \2
Differenzierung _ 1
(AP, CEA)
Apoptose T [30, 96, 98]
Bcl-Superfamilie -bak [110]
(Proteinebene) T bak [67] 1 bax [29, 92], Thak [94]
Anderung des mitochondrialen
Membranpotentials T127,92,93]
Cytochrom c-shift T 192]
Caspasen-Aktivierung T [60] T[22, 93-96]
PARP-Proteolyse - [60] 1192, 94]
DNA-Fragmentierung - [60] T 28,91, 96]
Fas
(Proteinebene) T [27]
Fas-Ligand
(Proteinebene) T [27]
Zellzyklusarrest T [22]
DNA-Hyperacetylierung 1108, 112]
Shedding
(Lésen der Zellen von der Wand der T [18, 28]
Kulturflasche)
c-myc
(Proteinebene) v [21,29, 106]
11-8
(Proteinebene) T [34]
COX-2
(Proteinebene) T [24]

Tabelle 1: Zusammenfassende Darstellung der Literaturdaten zu Apoptose und Zellzyklus durch
Aspirin und Butyrat

Insgesamt 148t sich feststellen, da3 eine Kombination von Aspirin und Butyrat in der
richtigen Zusammensetzung durchaus in der Lage ist, in kolorektalen Karzinomzellinien
den Anteil Rate apoptotischer Zellen gegeniiber den Einzelsubstanzen zu erhdhen —
sicher jedoch nur ein Aspekt der protektiven Wirkung beider Substanzen gegeniiber der

Entstehung kolorektaler Karzinome.
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Ganz anders als bei Butyrat oder Aspirin ist die Induktion von Apoptose durch Tumor
Nekrose Faktor a (TNFa) eine im Ablauf bekannte Signalkaskade: Die Bindung von
TNFa an TNFR-1 flihrt zytoplasmatisch zur Anlagerung von TRADD, wodurch zwei
differente Signalkaskaden ausgeldst werden: Interaktion von TRAAD mit FADD und
CRADD aktiviert Caspase-2 und Caspase-8. Nachfolgend aktiviert Caspase-8 Caspase-
3, fithrt damit zur Degradation von PARP, dadurch zur DNA-Fragmentierung und zur
Apoptose [69-72].

Andererseits interagiert TNFa via TRADD auch mit TNFR-2 [69, 71], aktiviert damit
NIK und dadurch IKK und fiihrt so zur Phosporylierung und nachfolgender Degradation
von IkBa. Diese erlaubt, dal NF-«B aktiviert wird und in den Kern transloziert,
wodurch anti-apoptotische Gene transkribiert werden [68]. Der liberwiegende Anteil der
NF-kB-Dimere besteht aus RelA (p65) und NF-xB1 (p50) oder NF-kB2 (p52)
Untereinheiten. In den in der Arbeit untersuchten Kolonkarzinomzellen resultierte eine
Stimulation mit TNFa in einer deutlichen NF-kB-Aktivierung. Ein Supershift-EMSA
fir NF-xB ergab ein Vorliegen sowohl eines p65/p50 Hetero- und als auch eines
p50/p50 Homodimers. Die Auspragung der jeweiligen weiteren intrazelluliren Wege
von TNFo entscheidet iiber Uberleben oder Apoptose. Eine Inhibition des
antiapoptotischen Weges fiihrt zu einer Steigerung der Rate apoptotischer Zellen [68,
71, 113-121].

Inwieweit Butyrat auf diese Signalkaskaden beeinflussend wirkt, ist bislang nicht in
vollem Umfang verstanden. Eine Vorinkubation von SW620 Zellen mit Butyrat fiir 24h
bzw. 48h zeigt in unserer Arbeit auf eine Stimulation mit TNFa hin im EMSA eine
signifikante Inhibition der nukledren Translokation von NF-kB, genauer gesagt, eine
signifikante Reduktion der nukledren Bindungsaktivitit des p65/p50-Dimers [122]. Die
Erhohung der Rate apoptotischer Zellen ist also im EMSA mit einer Inhibition der
Aktivierung von NF-kB assoziiert.

Butyrat selbst kann zur Degradation von IkBa fithren [123], woraus eine Aktivierung
von NF-kB resultieren miite. Andere Autoren bestitigen zwar die Reduktion von IxkBa
durch Butyrat alleine, zeigen allerdings, dafl aus einer Vorinkubation mit Butyrat eine
verminderte Aktivierung bzw. Translokation von NF-«B resultiert [26, 39, 75, 122,

124]. Auch inhibiert eine Vorinkubation mit Butyrat die auf eine Stimulation mit TNFa
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hin zu erwartende Degradation von IxBa [76] mit der Folge einer reduzierten nukleéren
Translokation von NF-kB.

Die in dieser Arbeit gezeigte Erhohung des Anteils apoptotischer Zellen durch eine
gleichzeitige Inkubation mit TNFo und Butyrat konnte durch eine Butyrat vermittelte
Inhibtion der NF-kB-Aktivierung zustande kommen. FEine Blockade des
antiapoptotischen Weges erhoht die Rate apoptotischer Zellen [26, 39, 75, 122, 124].

In der kolorektalen Zellinie HT-29 konnten Kovarikova et al. zeigen [125], daB3 eine
Koinkubation von Butyrat (SmM) und TNFa (15ng/ml bzw. 30ng/ml) in einen erhdhten
Anteil flottierender Zellen und einen erhdhten Anteil subdiploider Zellen nach 48h und
72h resultiert. Interessanterweise zeigte sich bei Vaculova et al. an HT-29 fiir eine
Behandlung mit TNFa alleine ein subdiploider Populationsanteil sowie Kondensation
und Fragmentation des nukledren Chromatins erst nach frithestens 96h [126]. Unsere
Ergebnisse zeigen an zwei verschiedenen kolorektalen Karzinomzellinien — HT-29 und
SW620 — beim Apoptosenachweis mittels Annexin V bereits nach 24h sowohl fiir
Butyrat als auch fiir TNFa eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen. Weiter
ergibt die Kombinationsbehandlung nach 24h bzw. 36h Inkubationszeit eine statistisch
signifikante Zunahme der Rate apoptotischer Zellen gegeniiber den Einzelsubstanzen
[122], an HT-29 zeigt sich nach 24h sogar ein synergistischer Effekt, die Rate
apoptotischer Zellen unter Kombination iibersteigt signifikant die Summe aus den Raten
der Einzelsubstanzen.

Ob nun ein direkter Eingriff in den Signaltransduktionweg [75, 76] die alleinige
Ursache fiir die erhdhte Rate apoptotischer Zellen darstellt, oder ob Anderungen im
Bereich freier Sauerstoffradikale [26, 39, 109] die Ursache sind, bleibt noch zu klaren.
Giardina et al. vermuteten eine durch Butyrat induzierte Erhohung der Bildung freier
Sauerstoffradikale als Grund fiir die Sensibilisierung von HT-29 Zellen gegeniiber einer
TNFa induzierten Apoptose [26]. Allerdings beweisen die so gezeigten Daten diese
Theorie nicht vollstdndig: Zwar sensibilisiert H,O, moglicherweise die Zellen fiir eine
TNFa induzierte Apoptose, der durch H,O, vermittelte Effekt ist jedoch deutlich starker
als der von Butyrat. AuBBerdem unterdriickt NAC, Antioxidans und NF-kB-Inhibitor,
nur partiell die durch die Kombination von Butyrat und TNFa induzierte Apoptose. Im
Gegenteil, hohere Konzentrationen von NAC erhohen die durch TNFa induzierte

Apoptose auch in Abwesenheit von Butyrat [26].
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Die Art und Weise, wie NF-kB Zelliiberleben oder die Inhibition von NF-«xB
proapoptotische Effekte vermittelt, ist nach wie vor Gegenstand wissenschaftlichen
Interesses: NF-kB induziert die Expression verschiedener antiapoptotischer Gene, incl.
der Bcl-2 Superfamilienmitglieder Bfl-1 [127], A20 [128], cIAP1 und 2 [129, 130] und
der TRAF-Familie [120] wie auch IEX-1L [131]. Die NF-kB induzierte Expression von
TRAF-1 und -2 genau wie die von IAP1 und 2 blockiert die Caspase-8-Aktivierung
durch TNFR1 [120]. Eine Wirkung von Butyrat iiber diesen Weg konnte bisher nicht
gezeigt werden. Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit die Expression von TRAF-1
und 2, von c-IAP1 und 2 und von XIAP auf mRNA-Ebene untersucht.
Interessanterweise konnte weder eine basale Expression noch eine Transkription nach
Stimulation mit Butyrat, TNFa oder einer Kombination der Substanzen detektiert
werden. Wihrend eine TRAF-1-Expression nur fiir Milz, Hoden und Lunge beschrieben
ist [132] und damit eine bestimmte Funktion in diesen Geweben nahe legt, ist auch der
eigentlich ubiquitdr exprimierte TRAF-2 in SW620 weder basal noch nach Stimulation
nachzuweisen. Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von Jobin et al.
iiberein [133], der in der kolorektalen Karzinomzellinie HT-29 nur minimale und in
Caco-2 Zellen keine mRNA- und Proteinlevel nachgeweisen konnte. Es liegt die
Vermutung nahe, daB TRAF-2 in Kolonkarzinomzellen unterschiedlich exprimiert ist.
Ebenso sind in SW620 weder basal noch nach Stimulation mRNAs der Mitglieder der
[AP-Familie zu detektieren.

Zusammenfassend ist eine Modulation der antiapoptotischen Gene TRAF-1 und -2, c-
IAP1 und 2 und XIAP durch eine Kombination von Butyrat und TNFa als Grund fiir die
Steigerung der Apoptoserate nicht nachweisbar. Auf Grund der klaren Assoziation der
gesteigerten Apoptose mit der Inhibition der NF-kB-Aktivierung ldsst sich eine
Beteiligung anderer NF-xB-beeinflulter antiapoptotischer Gene nicht ausschlieSen. Die
fiir Buytrat bereits beschriebene [134, 135] Erhohung von TRPM2 kann die Steigerung
der Apoptoserate durch Buytrat und TNFa kaum erkldren, da keine Modulation von
TRPM2 durch TNFa vorliegt.

Entscheidend ist jedoch die Tatsache, da3 Butyrat als Produkt anaerober Fermentation
von primdr vom  menschlichen  Verdauungssystem  nicht  abbaubaren
Kohlenwasserstoffen in der Lage ist, Signalwege und damit die Wirkung kdrpereigener

Botenstoff wie TNFa zu modulieren. Ein dhnlicher Effekt konnte auch fiir Fas gezeigt
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werden [110]. Butyrat scheint also mit der durch TRADD vermittelten Kaskade zu

interagieren.

Butyrat ist also sowohl in der Lage, die Effekte chemopridventiver Substanzen wie
Aspirin zu verstirken, als auch Aktionen des Immunsystems gegeniiber der
Kolonmukosa im Sinne einer reduzierten Karzinogenese zu beinflussen. Es bedarf zwar
noch weiterer Untersuchungen, um die molekularen Grundlagen der Butyratwirkung
komplett zu begreifen, doch erscheint es bereits beim momentanen Stand der Forschung
als ein moglicher Kandidat fiir adjuvante Therapieansétze, durch den evtl. die benotigte
Dosis an Immuno- und Chemotherapeutika reduziert und eine Resistenz des Tumors

gesenkt werden konnte.

S. Zusammenfassung

Epidemiologische = Studien weisen auf einen protektiven EinfluB einer
ballaststoffreichen Erndhrung gegeniiber der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms
hin. Die kurzkettige Fettsdure Butyrat ist ein wichtiges Produkt bakterieller
Fermentation von Ballaststoffen bzw. von unverdaubaren Kohlenhydraten im Kolon.
Butyrat hat paradoxe Effekte auf Epithelzellen des Kolons: Haupternergietrager und
Wachstumsstimulator normaler Mukosa einerseits, Proliferationshemmer und
Apoptoseinduktor kolorektaler Karzinomzellen in vitro andererseits.

Auch fir NSAID wie Aspirin belegen epidemiologische Studien einen
chemoprotektiven Effekt gegeniiber dem Kolonkarzinom. Fiir das Zytokin TNFa
werden einerseits apoptoseinduzierende Effekte flir kolorektale Karzinomzellen in vitro
beschrieben, jedoch gelten einige Kolonkarzinomzellinien als resistent gegen TNFa.
Andererseits besitzt TNFa auch proinflammatorische und antiapoptotische Wirkung

iiber Aktivierung des nukledren Faktors k B (NF-kB).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einfliisse sowohl von Aspirin als auch von TNFa
auf die durch Butyrat induzierte Apoptose an humanen kolorektalen Karzinomzellinien

untersucht.
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Zu diesem Zweck wurde ein durchfluzytometrischer Annexin V — Propidiumjodid —
Assay etabliert. Mit Hilfe dieses Assays konnte gezeigt werden, daB3 der Apoptose
induzierende Effekt sich sowohl durch eine Kombination mit Aspirin als auch durch
eine Kombination mit TNFa im Sinne einer additiven Wirkung steigern ldft. Der
Einflul von Butyrat auf die antiapoptotische Wirkung von TNFa tiber Modulation von
NF-kB wurde in einem Electophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) untersucht. Die
Verstarkung der Butyrat-induzierten Apoptose durch eine Kombination mit TNFa ist
mit einer Hemmung der TNFa induzierten Aktivierung von NF-kB assoziiert. In einem
RNase Protection Assay war auf mRNA-Ebene keine Beeinflussung der NF-xB
abhingigen antiapoptotischer Faktoren (TRAF-1 und -2, c-IAP1 und 2 und XIAP)

durch Butyrat nachweisbar.

Die Verstiarkung der Apoptose durch TNFa zeigt, daB Butyrat in seiner protektiven
Wirkung in der Lage ist, neben einer direkten Beeinflussung der Kolonozyten auch auf
korpereigene Signalwege zu wirken. Die Untersuchungen dieser Arbeit leisten einen
Beitrag zur weiteren Kldrung der molekularen Grundlagen der Butyratwirkung auf
Kolonepithelzellen. Evtl. besteht in Zukunft die Mdglichkeit, Butyrat als adjuvantes

Therapeutikum bei Pravention und Therapie kolorektaler Karzinome zu verwenden.
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