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1 Einldgtung

1.1 Das Kolonkar zinom

Am kolorektalen Karzinom erkranken in Deutschland jéhrlich 30 von 100.000 Einwohnern.
Es ig damit das zweithaufigste Karzinom ba Ménnern nach dem Bronchiakarzinom und bel
Frauen nach dem Mammakarzinom. Die Patienten sind meist dter as 50 Jahre. Nur 25%
gehdren einer definierten Risikogruppe an. Dazu zdhlen Patienten mit bekannten kolorektalen
Adenomen, kolorektaen Karzinomen in der Familienanamnese, Colitis ulcerosa, die lénger ds
15 Jahre besteht, heretidarem nichtpolypdsem Kolonkarzinomsyndrom (HNPCC), auch
Lynch Syndrom genannt, sowie famili&rer, adenomattser Polyposs (FAP). Diese liegt eénem
Prozent dler kolorektden Kazinome zugrunde, hat aber zu wesentlichen algemeinen
Erkenntnissen der Tumorgenese gefiihrt. Charakteristisch fir die FAP ist ene heterozygote
Kembahnmutation des APC Tumor-Suppressorgens. Die Inaktivierung des zweiten Allds
efolgt durch eine somatische Mutation. Die Tumorsuppressorfunktion des APC-Gens wird
vor dlem auf dem Wingless (Wnt/W(g)-Signaweg Uber (5Catenin reguliert. Es entsteht en
Komplex aus APC, GSK-3[3, Axin und R3-Caenin. Es folgt eine Phosphorylierung und
Degradierung von 3-Catenin durch den Ubiquitin-Proteasom- Signdweg. Mutationen im
APC-Gen erhthen die [3-Catenin-Spiegel im Cytoplasma [3-Catenin trandoziert in den
Zdlkern und bindet an den Transkriptionsfaktor TCF4. Dadurch werden Proliferations- und
Trandformations- Faktoren in ihrer Expresson gedeigert, zum Beispid c-myc, Cyclin D1,
PPARdelta und cjun. 70% dler sporadischen kolorektalen Karzinome besitzen Mutationen
im APC-Gen (131).

Das hereditére, nichtpolypdse Kolonkarzinom (HNPCC) kommt in 3-6% dler kolorektaen
Karzinome vor und folgt auch einem autosoma dominanten Erbgang. Hierbael mutieren DNA-
Mismeatch- Reparatur-Gene (M SH2, hMSH6, hMLH1, hPMS1, hPMS2). Fast dlle Tumore
von HNPCC-Pdtienten weisen eine Mikrosatelliteningtabilitét (Insertionen oder Deletionen in
repetitiven DNA-Sequenzen) auf. Diese i mit Mutationen (BAX, TGH3 Rezeptortyp 2,
CDX2, E2F-4, TCF-4) in kodierenden DNA-Sequenzen verbunden. In 15% adler
gporadischen kolorektalen Karzinome kommt eine Mikrosatelliteninstabilitét vor (131).



Nach der Adenom-Karzinom Sequenz von Fearon und Vogelstein entstehen kolorektale
Kazinome (CRC) aus Adenomen durch ene Serie von somaischen Mutdionen in
Tumorsuppressorgenen und Onkogenen (132). Dabel findet man genetische Veranderungen
im APC-Gen bereits bel den friihesten Alterationen in der Adenom-Karzinom Sequenz. K-
Ras-Mutationen seht man in ungefdhr 50% dr CRC. Der Nachweis von inaktivierenden
Mutationen des Tumorsuppressorgens pS3 gelingt in mehr ds 50% der CRC ds spétes
Ereignis in der Adenom-Karzinom Sequenz. Mehr ds 70% dler Tumore zeigen einen 18q
Allelverlugt (LOH) und damit einen Verlust der potentiellen Tumorsuppressorgene SMIAD2,
SMAD4 und DCC.

Auch epigenetische Phanomene wie die Uberexpression von COX-2 kommen in 43% der
Adenome und 86% der Karzinome vor (133).

Die Grofe (kleiner 1cm: 1-2% Karzinomrisko; grof3er 2cm: 40-50% Karzinomrisko) und
der histologische Typ (tubul&res Adenom: 5%; villses Adenom: 40%) spiden fur das Risiko,
en Karzinom zu entwicken, eine grof3e Ralle. Die Tumorgenese erdreckt sch im Mittel Gber
5-10 Jahre.

Die Stadieneinteilung des kolorektaden Karzinomsist folgender Tabelle zu entnehmen.

UICC | DUKES| TNM-SYSTEM Definition
0 TIS NO MO | Cacinomain Stu
I A T1 NO MO |la Beschrénkung auf Mukosa und Submukosa
T2 NO MO | Ib: Infiltration Muscularis propria
[l B T3 NO MO | Infiltration aler Wandschichten
T4 NO MO | Uberschreiten der Darmwand
11 C Tx N1-3 MO | Regionde Lymphknoten oder Infiltration der Umgebung
v D Tx Nx M1 | Fernmetastasen

Tabdle 1. Stadieneintellung des kolorektalen Karzinoms

Zu 60% it das kolorektae Karzinom im Rektum lokdisert, zu 20% im Sigma, zu 10% im
Coecum und Colon ascendens sowie zu 10% im Ubrigen Kolon. Lymphogene und

hématogene Metastasierung sind im fortgeschrittenen Stadium méglich (137).




Da das kolorektde Karzinom keine zuverldssgen Frihsymptome zeigt, ist im Rahmen der
Prophylaxe auf Blutbeimischung im Stuhl (8), jede plétzliche Anderung der Stuhlgewohnheit,
Leistungsminderung, Darmverschiufd und Blutungsanamie zu achten.

Nur durch regdmdlige prophylaktische Koloskopie je nach Zugehtrigkeit zu ener
Riskogruppe (bei normaem Risko ab dem 55. Lebengahr) ist eine sichere Frihdiagnose mit
hoher Heilungschance maglich.

Die Behandlung des kolorektden Karzinoms efolgt chirurgisch, mit Chemo- und
Radiotherapie. Als Standardchemotherapie (adjuvant im Stadium UICC I, pdliativ im
Stadium UICC V) gilt noch 5-Fuorouracil (5-FU) in Kombination mit Folinsdure.
K ombinationsschemata mit Irinotecan oder Oxdiplatin sowie orde 5-FU-Prodrugswerdenin
Zukunft die thergpeutischen M églichkeiten deutlich erweitern (134).

Epidemiologische Studien zeigen, dal3 das Risko, am kolorektalen Karzinom zu erkranken,
durch fettreiche, fleischreiche, bdlaststoffarme Kogt, langjdhriges Zigarettenrauchen und
Alkoholkonsum erhéht wird (1,2).

Potentiell protektive Faktoren snd balaststoffreiche Erndhrung mit regeméadiger Obst- und
Gemisezufuhr (3), ene schndle Stuhlpassage, Acetylsdicylséure (4,5,6), Vitamin C, Vitamin
D3 und Cdcium (7).

1.2 Kurzkettige Fettsauren

Als Bdlasdoffe werden hauptsschlich im  Dinndarm  enzymatisch  unverdauliche
Kohlenhydrate und Proteine bezeichnet. Sie beschleunigen die intestinde Trangtrate,
vergrofiern das Stuhlvolumen durch Quelung und absorbieren Karzinogene (9).

Im Coecum und Colon ascendens erfolgt die Fermentation, d.h. ein anaerober Abbau der
Bdlagtsioffe, die vor dlem aus Nicht- Stérke- Polysacchariden und resistenter Stérke (10,11)
bestehen, durch Kolonbakterien (12).

Daba entstehen Gase und Kkurzkettige Fettsiuren wie Acetat, Propionat und Butyrat im
proximaden Colon im molaren Verhdtnis 60:25:15 mmol/l (13). Die Konzentration der
kurzkettigen Fettsduren nimmt nach dista ab (14).



Be typisch westlicher, fettreicher und ballaststoffarmer Ernghrung wird ene Aufnahme von
20g Bdlaststoffen téglich beobachtet. Daraus entstehen ungeféhr 200mmol/l kurzkettige
Fettsduren. 10% davon werden im Stuhl ausgeschieden (15).

Dagegen werden in Landern der Dritten Welt (zB. Afrika) 150g Bdlaststoffe pro Tag
aufgenommen (16).

Die kurzkettigen Fettsiuren snd die Hauptenergiequdlen der Kolonmukosa (17). Im
Vordergrund steht nButyrat, das zu Kohlendioxid und Ketonkérpern verstoffwechsdt wird
und das Wachsum der normaen Kolonschlemhaut simuliert (18). Dabe wird die
Zdlproliferation an der Kolonkryptenbas's, der physiologischen Proliferationszone, gesteigert.
In den oberen Kryptenbereichen is ene Hemmung der Proliferation sowie eine
Differenzierungsinduktion der Zelen nachweisbar (19).

Die Metaboliserung von n-Butyrat wird vor dlem im distalen Kolon dem Abbau von Glucose
und Glutamin vorgezogen (20).

Be Kolonkarzinomzdllinien und im Tiermodd| hemmt Butyrat die Zdlproliferation und Seigert
den Differenzierungsgrad der Zdlen, was sch unter anderem in der vermehrten Aktivierung
der dkaischen Phosphatase und der vermehrten Expression des carcinoembryonaden Antigens
(CEA), zweier Burstensaumenzyme, zeigt (21). Zusédtzlich induziert Butyrat die Apoptose und
hemmt die Karzinogenese (22,23).

Die Mechanismen der Butyrawirkung auf zdlulé&rer Ebene snd noch nicht vollsténdig
erforscht. Allerdings gibt es eine Vielzahl von Untersuchungen zu diesem Thema

Durch Inhibition der Histondeecetylase wird eine Hyperazetylierung der Histone H3 und H4
induziert. Seist an der raumlichen Anordnung des Zdlchromatins betelligt (24,25,26). Dabel
wird dnlich dem spezifischen Histondeazetylasshemmer Trichodtatin die Genexpresson
verandert (27,28). AulRerdem wird die DNA-Hypermethylierung und die Modulation der
DNA-Transskription gefordert (29).

Die mogliche pogtive Rolle von Butyrat zur Pravention des kolorektden Karzinoms zeigt die
negative Korrdation von fakaden Butyratspiegeln und der Tumormasse bel Ratten, die mit
ene kohlenhydratreichen Nahrung gefiittert wurden (9). Bel den gleichen Versuchdtieren
wurden durch Azoxymethan Kolontumoren induziert. Weizenreiche Nahrung erhthte die
fékaden Butyratspiegd, senkte die Proliferation, induzierte Apoptose und verringerte die Zahl



von Tumorvorsufen (23). Bel Patienten mit kolorektden Kazinomen ist der fékde
Butyratantell an den kurzkettigen Fettsiuren im Vergleich zu der Kontrollgruppe erniedrigt
(135).

In unserer gastroenterol ogischen Arbeitsgruppe wurden bereits zahlreiche positive Effekte von
Butyrat auf Kolonkarzinomzellen dargestellt. So senkt zum Beispiel Butyrat die Expresson des
Vascular Endothelid Growth Factor (VEGF) in kolorektalen Karzinomzellen (127) und es
efolgt eine Modulation der HMG-N2-Bindung an Chromatin durch Butyrat-induzierte
Azetylierung in menschlichen Kolonadenokarzinomzellen (129).

1.3 Untersuchte Faktoren Integrin-34, I nterleukin-13 und HMGA

Integrin-beta 4

Integrine Sind Heterodimere, die aus nicht kovaent gebundenen transmembrantsen dpha- und
beta-Untereinheiten zusammengesetzt snd. Die 16 dpha- und 8 beta-Unterenhaten
heterodimeriseren, um mehr ds 20 unterschiedliche Rezeptoren zu produzieren (71,72). Die
meiden Integrin-Rezeptoren binden Liganden, die Komponenten der extrazdluldren Matrix
snd, einschlieldich Fibronectin, Kollagen und Vitronectin. Bestimmmte Integrine kdnnen auch
an lédiche Liganden binden wie z.B. Fibrinogen oder auch an sogenannte Gegenrezeptoren
angrenzender Zdlen wie zB. die intrazdlul&en Adhé&sonsmolekile (ICAMs). Diese
Interaktion fuhrt dann zu ener Zelaggregation (72). Liganden dienen dazu, Integrine
querzuverbinden oder zu biindeln. Dies geschieht durch die Bindung an angrenzende Integrin-
Rezeptoren. Sowohl die Bindelung der Rezeptoren ds auch die Liganden-Bdegung snd
ndtig, um Integrinrvermittelte  Antworten  zu  &ktivieren  (73).  Zusdtzlich  zur
Zdladhdsonswirkung und der zytoskdetden Organisation funktionieren Integrine ds
sgnagebende Rezeptoren. Integrin-vermittelte Signale spilen eine Rolle in viden biologischen
Prozessen, einschliefdich Zdlwachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose (74,75).
Integrin-beta 4, auch genant GP 150 oder CD 104, ig efordedich fur die
Hemidesmosomenbildung, Zdl-Adhésion und Zdl-Uberleben. Diese Funktionen werden tiber
die apha 6 Unterenhet vermittelt (71). In mehrreihigem Epithel verbindet sch das Integrin-
Heterodimer alpha 6beta 4 mit BPAGL-e und BPAG2, um Hemidesmosomen zu hilden.
Aulien besteht eine Befestigung an Laminin, innen an das Keratinzytoskelett (71). Nach der



Bindung an Liganden wird das apha 6-beta 4Integrin am Tyrosn-Rest phosphoryliert und
verbindet sch daraufhin mit den Adapter-Molekilen Shc und Grb2, die sch dem ras-Pfad
anchliefen, sowie mit zytoskeletden Elementen der Hemidesmosomen (72). Das dpha 6
beta 4-Integrin weist bel epithdiden Tumoren darliber hinaus ene Tumor- Suppressor-
Aktivitdt auf (73). Alpha 6-beta 4-Integrin wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert. Die
Regulation erfolgt durch den EGF-Rezeptor (EGFR), der insbesondere in viden Epithdien und
in Schwann-Zdlen exprimiert ist. Die Anderungen in der dpha 6-beta 4-Funktion, induziert
durch EGF, dirften bei der Wundhellung und der Tumorgenese eine Rolle spiden (71,72).
Vide Formen von Integrin-beta 4 dirften existieren entsprechend dem zdltypischen,
spezifischen Splicing (74).

Die klinische Bedeutung des Integrin-beta 4 zeigt Sch be der junktionden, bullGsen
Epidermolyse (JEB). Dies ist ene heterogene, vererbliche, blasenbildende Erkrankung
menschlicher epithdialer Basdmembranen. Ein Defekt in der beta- 4- Expression definiert wohl
ene Telmenge von JEB-Fallen, die Sch auch mit Pylorusatrese darstelen (75).

Interleukin-1 beta

Interleukin-1 beta gehtrt zur Familie der Interleukine, von der mittlerweile 15 Vertreter
beschrieben sind. Zwel Formen von Interleukin-1, genannt Interleukin-1 alpha und Interleukin-
1 beta, wurden beschrieben (92,93). Obwohl sie durch verschiedene Gene kodiert werden
und ungefahr nur 25% Sequenzidentitét aufweisen, binden Interleukin-1 alphaund betaan den
gleichen Rezeptor und scheinen dhnliche biologische Antworten auszulfsen. Beide Proteine
werden als 31 kD-Vorléaufer synthetisert, die zu 17 kD reifen Polypeptiden angefertigt werden
(92,93). Die Interleukin-1-Produktion ist hauptsichlich mit Entziindung vergesdllschaftet, aboer
es wird augenscheinlich auch wahrend der Nierenentwicklung, der Thymozyten
Differenzierung und des Knorpelabbaus exprimiert (94-96). Interleukin-1 spiet eine wichtige
Rollein der Regulation der Immunantwort und Entziindung, indem es as Aktivator von T- und
B-Lymphozyten und nattirlichen Killerzellen (NK) arbatet. In T-Zdlen simuliert Interleukin-1
die Produktion von Interleukin-2 und hemmt sdektiv die Interleukin-4- Expression (97).
Interleukin-1 induziert B-Zdl-Proliferation, Reifung und Immunglobulinsynthese (97).
NatUrliche Killerzdlen benttigen Interleukin-1 beta zur Produktion des antipathogenen
Interferon-gamma (IFN-gamma) (98). Interleukin-1 ist auch an verschiedenen pathologischen



Zugténden einschlieldich der rheumatoiden Arthritis, der entzindlichen Darmerkrankungen und
Atherosklerose beteiligt (98).

HMG

Die ,,high mobility group” (HMG) chromosomaen Proteine wurden in Sdugetierzellen vor
mehr ads 30 Jahren entdeckt und entsprechend ihrer eektrophoretischen Mobilitét in
Polyacrylamid-Gelen bezeichnet. Nachfolgende Studien haben gezeigt, dal3 die funktiondlen
Moative, die fur die originden, canonischen HMG-Proteine charakteristisch Sind, weitverbreitet
snd unter nukledren Proteinen verschiedener Organismen.

Die Nomenklatur der HMG-nukledren Proteine wurde 2001 revidiert (136). Die HMG
Proteine sind untertellt in 3 Gattungen oder Oberfamilien: HMGB, HMGN, HMGA. Das
funktiondle Motiv der HMGB-Familie wird die ,HMG-Box“ genannt, das der HMGN-
Familie ,nucleosomae Bindungsdoméne* und das der HMGA-Familie,, AT-Haken". Proteine,
die eines dieser funktionellen Motive eingebettet in ihre Sequenz enthdten, werden ds,,HMG-
Motiv Proteing’ bezeichnet (136).

Sgnifikanterweise binden dl diese funktiondlen Motive an spezidle Strukturen in der DNA
oder im Chromatin mit geringer, wenn Uberhaupt mit irgendeiner Spezifitédt zur Zid-DNA-
Sequenz. Alle HMG-Proteine funktionieren ds Architekturdemente, die die Struktur von
DNA und Chromatin modifizieren, um eine Konformation zu erzeugen, die verschiedene
DNA-abhangige Aktivitéien wie Transkription, Replikation, Rekombination und Reparatur
erleichtert und versérkt. Die funktiondlen Motive, die fir die HMGB- und HMGA-
Unterfamilien (32,33) charakteristisch sind, wurden in zahlreichen Kernproteinen identifiziert,
die mit DNA und Chrométin interagieren. Jedoch muf3 man die archetypischen HMG-Proteine
unterscheiden von den Proteinen, die diese HMG-Motive eingebettet in ihre Primérsequenz
enthdten. Die erstgenannten (HMG-Proteine) snd algegenwértig in dlen Zdlen hoherer
Eukaryonten, snd zahlreich und binden an DNA in ener sequenzunabhéngigen Art. Die
letzteren sind zdltypspezifisch, nicht  zahlreich, binden an DNA in einer sequenzspezifischen
Art und enthdten mes zusizliche unterschiedliche nicht-HMG-funktiondle Motive. Im
Hinblick auf die biologische Bedeutung der HMG-Motive is es wichtig, ihre reative
Haufigket im Kern zu beriickschtigen. Sdbst kleine Huktuationen der zdlul&ren Spiegd



dieser zahireichen Proteine haben signifikante biologische Konsequenzen, da die Expression
bestimmter Gene durch strukturdle Veranderungen in e@nem enzelnen Nukleosom affiziert
werden kann (34,35,36).

Der AT-Haken bindet Proteine an den kleineren Sulkus der DNA und streckt diesen Sulkus.
Detallierte Studien Uber die Interaktion von HMGA-Protein mit der beta: Interferon (1FN-(3)-
Vergérkersequenz legen nahe, dal3 der AT-Haken intrinssche Verdrehungen in der DNA-
Konformation riickgangig machen und vermeiden konnte (32,33,37). Auch die Regionen
aullerhab des AT-Haken-Moativs tragen zur DNA-Bindung bei (38). Die Spezifitét dieser
Regionen wird waterhin verstérkt durch posttrandationde Modifizierungen, von denen einige
ZdlzyKlus-reguliert sind (39,40). Die HMGA-Expresson is ba viden mdignen Erkrankungen
sgnifikant hochreguliert (47,57,58,56). Deshadb konnten erhdhte Spiegel dieser Proteine
potentiell auch zur Diagnogtik transformierter Zellen eingesetzt werden.

1.4 Fragestdlung

Im gastroenterologischen Labor konnte gezeigt werden, dald Butyrat die Proliferation von
Kolonkarzinomzdlen hemmt und ihre Apoptose und Differenzierung induziert.

Zur Kl&ung der zugrunddiegenden molekularbiologischen Mechanismen wird zundchgt die
differenzidle Induktion der mRNA Expresson durch Butyrat mittels cDNA Expresson Array
an HT29 Kolonkarzinomzellen untersucht.

Die daraus resultierenden Erkenntnisse werden anschlie3end auf Proteinebene verifiziert. Bel
je einem Faktor aus den fir die Karzinogenese wichtigen Bereichen der Zeladhésion (Integrin-
beta 4), der Entziindung (Interleukin-113) und der Transkription (HMGA) werden anhand von
Kolonkarzinomzdllinen mittds Western Blot die entsprechenden  Untersuchungen
durchgeftihrt.

Zid ig es, die Regulaion von wichtigen intrazellulren Faktoren durch exogenes Butyrat zu
beschreiben.

Aus diesen Ergebnissen Snd potentiell mogliche interventionelle Aktivitdten abzuleiten.



2 Material und Methoden

2.1 Zdllinien und Zdlkulturen

Dre kolorektade Karzinomzelllinien wurden untersucht. Die HT-29-Zdllinie (ATCC HTB-38)
wurde 1964 von J. Fogh aus einem gut differenzierten Kolonadenokarzinom (Primértumor,
Grad 1) ener 44-jdhrigen, weil3en Patientin isoliert. Die Zédllinie exprimiert CEA (30). Die
SW-480-Zdllinie (ATCC CCL-228) wurde 1976 von A. Lebovitz aus enem
undifferenzierten Kolonadenokarzinom (Grad 4, Duke B) eines 50 Jahre dten, weil}en
Patienten isoliert. Es wurde CEA, Kerétin, transformierender Wachstumsfaktor beta sowie
GM-CSF produziert (31). Die SW-620-Zdllinie (ATCC CCL-227) wurde 1976 von A.
Lelbovitz aus enem Lymphknoten einer Metastase des entdifferenzierten kolorektaen
Adenokarzinoms der SW-480-Zdllinie isoliet. Die Zdlen produzieren CEA,
transformierenden Wachsumsfaktor dpha (TGF-a), Keratin und Matrilysin (31). Alle drel
Zdllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland,
USA) bezogen.

Sie wurden bel 37°C und 5% CO, Begasung (Heraeus-Brutschrank B 5060, Heraeus Hanav)
inkubiert. Fir die HT-29 Zdlen war das Medium 85.6% Minimum Essentid Medium, 10%
FBS, 1% Glutamin, 2% Penicillin/Streptomycin, 1% NEAA und 0,4% Hepes Buffer. Fir die
SW-480 Zdlen war das Medium 90% RPMI1640 und 10% FBS. Fir die SW-620 Zdlen
benutzten wir as Medium 85% DMEM, 10% FBS und 5% Penicillin/'Streptomycin (ale Life
Technologies, Paidey, UK).

In 75c? Kulturflaschen (Costar, Cambridge MA, USA) wurden 10° Zdlen ausgesit. Es
folgte eine Inkubation Uber 72h be 37°C. Zur Zdlwachstumssynchronisation wurden die
Zdlen nun 6h in serumfreéem Medium inkubiert. Nach Ersatz durch 10% FBS-Medium und
weiteren 12h Inkubation wurden die Zdlen unter Zugabe von Butyrat in 2,4 oder 6 mmolarer
Konzentration fur 12,24,48 oder 72h inkubiert. Butyrat wurde in Aqua dest. gelogt. Als
Kontrollsubstanz diente jewells Medium. Zum Zetpunkt 0,12,24,48 und 72h wurde der
Medientberstand abpipettiert und die adhérent wachsenden Zdlen durch Trypsnierung vom
Kulturflaschenboden gel6st. Dazu wurden die Zdlen mit 5ml PBS (PBS Dulbeccos's, Life
Technologies) gewaschen. Es wurde 4ml Trypsin (Trypsn-EDTA 1%, Life Technologies) in
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die Kulturflasche gegeben und nach einigen Sekunden wieder abgesaugt. Es wurde erneut 3ml
Trypsin zugegeben und 5min bel 37°C inkubiert.

Die SW-620 Zdlen wurden 4min be Raumtemperatur trypsiniert. Durch Beklopfen der
Zdlkulturflasche wurden die Zdlen von der Unterlage gel6st. Die Trypsinierung wurde durch
Zugabe von 7,5ml Medium und 10% FBS gestoppt. Fur die Zdlzéhlung und Trypanférbung
wurden 0,5ml diessr Suspenson entnommen. Es folgte eine Zentrifugierung der restlichen
Zdlen mit 900RPM Uber 10min (Labofuge 400R, Kendro, Hanau). Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das entstandene Zdlpellet in 10ml PBS resuspensiert, wiederum fir 10
Minuten bei 4°C mit 900RPM zetrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Endlich wurde
das Zdlpdlet in 1ml PBS resuspendiert, in en slikonisertes Eppendorf- Reaktionsgefal?
(Sorenson, West Sdt Lake City, Utah, USA) Uberfihrt und zentrifugiert (10min, 4°C,
12000RPM). Das ZdIpdlet wurde in flissgem Stickstoff schockgefroren, bel -80°C gelagert
und die Zdlenim Western Blot welteranalysert.

Die zur Zdlzéhlung entnommene Zdlsuspenson wurde in eéinem Eppendorf- Reaktionsgefal’
mit 0,5ml Trypanblau (Trypan Blue Stain 0,4%, Life Technologies) vermischt. 10m davon
wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Hierbei konnten vitale (Trypan-negativ)
und avitde (Trypan-pogtiv) Zelen durch ihr unterschiedliches Farbeverhaten unterschieden

werden.

2.21 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde aus den Kulturzellen mittels RNeasy Mini Kit (Quiagen) isoliert. Die
vollsténdige Lésung der abgeldsten und pelletierten Zdlen (5-10x10°%) erfolgte in 600ni
Lyssbuffer (RLT-Buffer: 1% (3 Mercaptoethanol, Guanidinium-Isothiocyanat, Sigma- Aldrich,
Desenhofen). Es folgte die Auftragung der Lysate auf eine RNeasy shredder column
(Quiagen) und die Zentifugierung Uber 2min bel RT und 1400rpm. Die Eluate wurden mit
600m 70% Ethanol gemischt, in 2 Schritten auf die mitgdieferten Saulen gegeben und 1min bel
RT und 1400rpm zentrifugiert (Kendro, Hanau). 700m Buffer RW1 (Guanidium:-Isocyanat-
hdtig) und zweimd Buffer RPE (Ethanolhdtig) wurden zum Waschen der Sdulen verwendet.
Eluiert wurde mit zwveima 30m DEPC-H,0 (Diethylpyrocarbonat (DEPC) 0,05% in ddH,O
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12h bei 37°C inkubieren, autoklavieren, Sgma, Deisenhofen) und zentrifugiert Uber 1min bel
RT und 1400rpm.

2.2.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Be ener Wdlenlange von 260nm wurde die RNA-Konzentration photometrisch gemessen
(Quarzkivette, 1:100 Verdinnung in 100m Volumen, Helma, Mullheim). Daba entspricht
eine Bg von 1 ca. 40ng/ml RNA. Die RNA-Renhet wurde bel einer Extinktion von 280nm
besimmt. Der Quoatient aus Exs und Ego lag bei den weiteren zur Andyse verwendeten

Aliquots zwischen 1,6 und 1,8.

2.2.3 Formaldehydgd zur Bestimmung der RNA-Qualitét
10x FA Gd Puffer: MOPS 200mM
Sodiumacetat S0mM
EDTA 10mM
in DEPC-H,0, pH 7,0, dles Sigma-Aldrich. Deisenhofen

1,2% Formadehyd/Agarosegel:  1,2% Agarose, Boehringer Mannhem
10% 10x FA Gd Puffer
in DEPC-H,O
in Mikrowelle |6sen
nach Abkuhlen auf ca. 65°C:
1,8% Formadehyd (37°C), Sgma-A., D.(s.0.)
10mg/ml Ethidiumbromid, Sigms-A, D.

5x RNA Ladepuffer: 16m Bromphenolblau, Sgma-A, D.
80m 500mM EDTA, pH 8,0, Sgma-A, D.
720m 35% Formaldehyd
2ml Glyceral (100%), Sgma-A, D.
3,084ml Formamid, Sigma-A, D.
4ml 10x FA-Gd-Puffer



ad 10ml DEPC-H,O

1x FA Gd Loading Buffer: 100ml 10x FA Puffer

20m Formadehyd (37%)

ad 1l DEPC-H,0
Um die Qudité der isolieten RNA zu beurteilen, erfolgte die Auftragung von 1ng RNA auf
en 1,2% Formadehyd/Agarosegd. Dazu wurde 1,2g Agarose und 10ml 10x FA Gel Puffer
mit DEPC-H,0O auf 100ml aufgeftllt und in einer Mikrowdle (Philipps, Hamburg) solange
erhitzt, bis 9ch die Agarose vollsténdig 16ste. Nach Abkihlung auf 65°C erfolgte die Zugabe
von 1,8ml 37% Formadehyd und Im Ethidiumbromid (10mg/ml) sowie der Gul3 in ene
horizontale Gelkammer. Einem ng RNA wurde 5x RNA-Ladepuffer zugemischt und auf das
Gd aufgetragen. Die Auftrennung der RNA geschah bel 100V in 1x FA Gd Loading Buffer.
Man sah die RNA-Banden aufgrund der Interaktion von Ethidiumbromid mit der RNA bel
UV-Licht (312nm). Die scharfe Detektion der ribosomaen RNA-Untereinheiten 28S und 18S
im Verhdtnis 1,5-2,5:1 wurde as Gutekriterium der RNA festgdegt. Die Gele wurden mit
Hilfe eines Videodokumentationssystems (Biodoc, Biometra, Gottingen) dokumentiert.

2.3 Atlasa cDNA Expresson Array (Clontech)

HT-29 Kolonkarzinomzdlen wurden Uber 24h mit 4mM Butyrat (Sigma-Aldrich,
Desenhofen) inkubiert, wobe Medium die Kontrolle war. Es folgte eine RNA-Aufranigung
und die cDNA-Synthee mit [a-2P]dATP-Makierung (10nCi/m, Amersham, Little
Chdfont, UK). Sodann wurden die Butyrat- und die Kontrollprobe mit den 1176
komplementéaren cDNA-Abschnitten auf der postivgeadenen Nylonmembran (BrightStar-
Fusa, Ambion. TX, USA), (Atlas Human 1.2 Array, Clontech; komplette Genlige:
http://mww.clontech.com/atlas/gendists) hybridisiert. Die radiosktiv markierten Abschnitte
wurden nach mehreren Waschschritten auf einem Rontgenfilm (Hyperfilmd ECLA , Amersham
Bioscience, Freiburg) sichtbar gemacht.

2.3.1 DNase Behandlung (nach Clontech)
10x DNase Puffer: 400mM Tris-HCL (pH 7,5), Merck, Darmstadt
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100mM NaCl, Merck, Darmstadt
60mM MgCl,
in DEPC-H,O

10x Termination Mix 0,1 M EDTA (pH 8,0)
in gerilem H,O

50ny der Gesamt-RNA wurden mit DNase | (5U) (Boehringer, Mannheim) in 1x DNase
Puffer (Gesamtvolumen der Resktion: 1ml) 30min be 37°C inkubiert. Der DNA-Abbau
wurde durch 10m 10x Termination Mix gestoppt. Zur Phasenextraktion wurden 110mi
Phenol, Chloroform und Isoamylakohol (dles Sgma-Aldrich, Deisenhofen) im Verhdtnis
25:24:1 zugegeben. Zentrifugiert wurde die Suspension bei 14000rpm und 4°C fir 10min. Die
obere Phase kam in en neues 1,5ml Geféd3. Mittels 110m Chloroform erfolgte eine erneute
Phasenextraktion. Daraufhin wurde die RNA durch Ammoniumeacetat (10m)(Pharmingen, San
Diego CA, USA) und 95% Ethanol (300m)(J.T.Baker, VA Deuter, Holland) prézipitiert.
Dazu wurde die Suspenson 30min be -70°C inkubiert (Gefrierschrank, Thermo forma,
Marietta OH, USA) und fir 15min bel 14000rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstands wurde dem RNA-Pdlet zur weiteren Aufreinigung 80% Ethanol (100m)
zugegeben. Es folgte ene finfminitige Zentrifugation und eine Abnahme des Uberstandes. Die
RNA wurde in 10m DEPC-H,O gelést. Die RNA-Konzentration wurde besimmt (Sehe
2.2.2) und Ing Gesamt-RNA auf ein Formadehyd/Agarosegd (Sehe 2.2.3) aufgetragen zur
Beurtellung der RNA-Quditét. Die aufgereinigte Gesamt-RNA wurde bel -20°C gelagert.

2.3.2 Kontrolleeiner DNA Kontamination durch Polymerase Chain Reaction (PCR)

10x TBE:; 0.9M Tris base, Merck, Darmstadt
0,9M Borsaure, Merck, Darmstadt
20mM EDTA
in DEPC-H,O

1,5% Agarosege 1,5% Agarose

in Ix TBE in Mikrowdle |6sen
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nach Abkuhlen auf ca. 65°C:

10mg/ml Ethidiumbromid
Zur Erfolgskontrolle der DNase-Behandlung wurde eine Polymerase Chain Reaction (PCR)
durchgefuihrt. Dabei wurde en DNA-Abschnitt (GsDPH) durch ene hitzestabile Tag-
Polymerase (Perkin @ Elmer, Rodgau-Jigeshem) zwischen synthetisch hergestellten
Oligonukleotiden (Primer) amplifiziert. Mittels Ethidiumbromid wurde das PCR-Produkt nach
Auftrennung durch ein Agarosege sichtbar gemacht. 1ng der Gesamt-RNA wurde kontrolliert
(Postivkontralle: 1m - synthetisch  hergestellte GsDPH-DNA). Zuletzt wurde die Tag-

Polymerase zugesetzt:

Substanz Konzentration Menge

1ng RNA 1ng RNA/14,7m H20 14,7m

PCR-Puffer 10x 2.0m

dNTP, Promega GmbH 2,5mM 1,0m

Mannheim

Primer 1 10mM 1,0m

Primer 2 10mM 1,0m

Tag-Polymerase 0,3ni
20m

Tabelle 2: Pipettierschema fir die Polymerase Chain Reaction (PCR)

Folgende GsDPH-Primer-Sequenzen wurden eingesetzt: 5-ACC ACA GTC CAT GCC
ATC AC-3'und 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3 (MWG-Biotech AG,
Ebersberg).

Die DNA wurde mittels eines Thermocyclers (Thermocycler GenAmpa PCR-System 9700,
PE Applied Systems, Rodgau Jigeshem) unter folgenden Bedingungen amplifiziert. Zunéchst
efolgte ene Denaturierung Uber 5min bel 94°C. Nun kamen 30 Zyklen mit 30sec
Denaturierung bei 94°C, 30sec Anneding be 60°C und 1min Synthese bel 72°C. Zuletzt
erfolgte eine Kiihlung auf 4°C.

Das PCR-Produkt wurde in einem 15% Agarosegel nachgewiesen. Dazu wurden 1,59
Agarose auf 100ml 1x TBE in der Mikrowele bis zur vollsténdigen Loésung der Agarose
erhitzt. Bel 65°C wurde 0,5ng/ml Ethidiumbromid zugegeben. Es folgte die Mischung von 5mi
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des PCR-Produkts mit 1ml DNA 6x loading dye. Damit wurde ein 1,5% Agarosegel geladen.
Ein 100bp DNA Groéfeenmarker wurde aufgetragen. Aufgetrennt wurde in 1x TBE bel 100V
fur 30min. Visudisert wurde durch Detektion des Ethidiumbromids mittels UV-Licht (UV-
Tisch T13 (312nm), Biometra, Gattingen).

2.3.3 cDNA Synthese
10x Termination Mix 0,1M EDTA, pH 8

in gerilem H,O
Der folgende cDNA expresson aray wurde nach den Anweisungen des Hergelers
durchgefthrt (Clontech, Palo Alto CA, USA).
5ng Gesamt-RNA wurden mit 1ml eines fir die eingesetzte Membran spezifischen CDS
Primer Mix, 5x Reaction Buffer (8m), 10x dNTP Mix (4m), 100mM DTT (2m) sowie [a-
2P|dATP (10m; 3000Ci/mmol) vermischt. Im néchsten Schritt wurde de RNA durch eine
MMLV Reverse Transcriptase in 30min bel 50°C zu spezifischer ¢cDNA  transskripiert.
Gestoppt wurde die Resktion durch 2m 10x Temingion Buffer. Eine
saulenchromatographische Reinigung der markierten cDNA von nicht eingebauten 2P-
Nukleotiden wurde durchgefiihrt. Es folgte eine Auftrennung in sechs Fraktionen zu je 100m.
Die Aktivitdt mal3 ein Flissgkeatsszintillationszéhler (Cranberra Packard, Dreieck). Das
Optimum lag zwischen der zweiten und dritten Fraktion (2-10x 10° cpmy/ml).

234 Hybridiserung der cDNA mit dem Atlasd Array

10x Denaturation Solution: 1M NaOH, Merck, Darmstadt
10mM EDTA
in gerilem H,O

2x Neutralisation Solution: IM H,POy4, pH 7
in gerilem H,O

20x SSC: 175g NaCl

88,29 N& Citrat 2H,0, Sgma-A., D.
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ad 1l gerilem H,O, pH 7

20% SDS: 200g SDS, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
ad 1l gerilem H;O
bei 65°C 16sen

Wash Solution 1: 2x SSC
1% SDS

Wash Solution 2: 0,1x SSC
0,5% SDS

Vor der Hybridiserung der Proben mit der Membran erfolgte die Aktivierung der Membran.
Diese wurde mit HO gewaschen und 30min bei 68°C mit 10ml ExpressHyb/sdmon testes
DNA (10ng/ml) in Hybridiserungsflaschen (MWG-Biotech, Ebersberg) unter sténdiger
Rotation préhybridisert. Die Hybridiserung (Hybridiserungsofen Hereus, Hanau) mit den
1176 komplementéren cDNA-Abschnitten auf der postiv-geladenen Nylonmembran (Atlas
Human 1.2 Array, Clontech) wurde ausschliefdich mit der cDNA aus der zweiten und dritten
Fraktion der Saulenchromatographie durchgeftihrt. Zur Vorbereitung der zu untersuchenden
cDNA wurden 200m der markierten Probe (2-10x 1Mio cpm/ml) mit 22m 10x Denaturation
Solution vermischt und fir 20min be 68°C inkubiert. Nach Zugabe von 5m Cot-1 DNA und
225m 2x Neutrdisation Buffer wurde Uber 10min bel 68°C inkubiert. Nach Mischung dieser
Losung mit 5ml ExpressHyb/sdmon testes DNA (10ng/ml) wurde das Substrat auf die
prahybridisierte Membran gegeben. Uber Nacht erfolgte die Hybridisierung bel 68°C unter
gandigem Schittteln. Danach wurde die Membran 3x mit 68°C warmer Wash Solution 1
sowie 1x mit 68°C warmer Wash Solution 2 gewaschen. Die Membran wurde schliefdich kurz
auf Flterpapier gdegt, in Plastikfolie verpackt und 1-5 Tage bel -80°C zur Belichtung von
Réntgenfilmen verwendet.
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24  Western Blot

2.4.1 SDS-PAGE, Blotting und Farbung

Zur Auflosung der Zdlpdlets wurden 200m 4°C kdter Lyss buffer benutzt (Tris-HCL
20mM, EGTA 1mM, NgVO, 50nmM, NaF 50mM, Aprotinin 0,01 U/ml, Leupeptin 1ng/ml,
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) IriM, Elagtind 1mM, Pepgtatin 10nmg/ml (pH 7,4; dle
Chemikdien von Sgma-Aldrich, Steinheim, auRer TrissHCL, Merck, Darmgtadt)). Eine
Ultraschalbehandlung von 10 Sekunden folgte (Sonoplus GM70, Banddin, Berlin). Eine
Zentrifugierung der Lysate bei 4°C fur 5min ba 7500U/min schlofd sch an (Eppendorf
Centrifuge 5415). Der Uberstand wurde in ein neues, slikonisiettes Eppendorf-
Reaktionsggefdld gegeben. Photometrisch bei 750nm wurde die Proteinkonzentration der
Lysate gegen ene Rinderdbumin-Standardkurve (BSA Fraction V, Boehringer/Mannheim)
emittedt (BioRad DC Protein Assay, BioRad, Hercules CA, USA; Tecan Spectra
Spektroskop, Tecan, Crallsheim).Den Lysaten wurden 70m Sample buffer (Glycerol 10%,
Laurylsulfat (SDS) 0,4%, Bromphenolblau 0,3% und Pyronin Y 0,2% (dle: Sgma) in 1x
Stacking Buffer (Trisbase 0,5M/l, SDS 0,8%) und 20% 2-Mercapto-ethanol (Sigma))
zugegeben. Die Probe wurde durch Vortexbehandlung vermischt, 3min auf 95°C erhitzt und
dann 5min auf Eis gekihit. Mittels SDS-Page (Protean |1 Cell, BioRad) wurden Proteinproben
(10-50mg pro lane) aufgetrennt. Die Polyacrylamidkonzentration (Boehringer/Mannhem)
vaiierte je nach Grol¥e des zu bestimmenden Proteins zwischen 7,5 und 15%. Je hoher das
Molekulargewicht des gesuchten Proteins war, desto niedriger  wurde die
Polyacrylamidkonzentration im Gel gewahit. Mindestens eine Gdltasche wurde mit 10 nl enes
farbig markierten standardiserten ProteingrofRenmarkers (SDS-PAGE  Standards  oder
Kaleidoscope Polypeptide Standards, BioRad) geladen. Nach der Elektrophorese wurde das
aufgetrennte Proteingemisch auf eine PVDF-Membran (Immobilion-membrane, Milipore,
Bedford MA, USA) mittels Elektroblotting bei 400-650mA Uberfuhrt (Trans Blot System,
BioRad; EC-Apparatus EC140, EC-Apparatus Co., Holbrook NY, USA). Die Blockierung
unspezifischer Bindungsstdlen  efolgte  durch 5%  Trockenmilchpulver (5%
Trockenmilchpulver, HukaBioChemika, Buchs, CH), 0,1% Tween 20 (Sigma), 0,1%
Natriumazid (Merck) in TBS (10mM Tris-HCL, 150mM NaCl (Merck)) tber Nacht bei 4°C
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oder 2h be Raumtemperatur. Nach Waschen der Membran in TBS 0,1% Tween 20
(3x30sec, 1x10min) wurde der Primérantikorper gppliziert und die Membran fur 2h inkubiert.
Es folgten mehrere Waschgange mit TBS 0,1% Tween 20 (3x30sec, 3x15min), ein weiterer
Blockierungsschritt in 5% Milchpuffer (30min), Waschen der Membran in TBS 0,1% Tween
20 (2x30sec, 1x10min), die Inkubation der Blottingmembran mit einem HRP-konjugierten
Sekundarantikorper. Der Sekundérantikorper wurde nach welteren Waschungen (3x30sec,
2x15min) mittels Chemilumineszenz (ECL-Detection System, Amersham Life Science Ltd,
Little Chafont, UK) nachgewiesen Dabe kommt es zu einer HRP-katayserten Oxidation
von Diazylhydrazid und nachfolgender Lichtemittierung. Diese wird durch lichtsengtive Fime
detektiert (Hyperfilm ECL, Amersham). Die Bdichtungszeiten variierten von enigen Sekunden
bis zu mehreren Minuten. Die Blottingmembranen wurden Iuftdicht in Plagtikfolie verpackt, bel
4°C  aufbewahrt. Zur Uberprifung gleichmédliger Proteinbahnenbeadung wurde die
Blottingmembran direkt nach dem Blottingschritt nach Waschung in Aqua dest. mit Ponceau S
(0,1% Ponceau S in 5% acetic acid, Sigma) angefarbt. Uberschiissiges Ponceau S wurde
durch mehrere Waschgange in Aqua dest. entfernt. Die Membran wurde nach Beurteilung der
Proteinladung mittels PBS 0,1% Tween 20 wieder entfarbt und weiterbehandet wie oben
angegeben.

2.4.2 Antikor per

Die verwendeten polyklonden Primaantikdrper (200ng/ml) snd in Teabdle 3
zusammmengefasst. Se sammten aus dem Kaninchen (rabbit) oder der Ziege (goat). Die
Antikorper wurden in der Konzentration 1:1000 in BSA-Puffer (6% BSA, 20mM Tris-HCL,
05mM NaCl, 01% Natriumazid, pH 7,5 gddst und die Blottingmembran bel
Raumtemperatur inkubiert. Der gegen Kaninchenantikorper und der gegen Ziegenantikorper
gerichtete, HRP-konjugierte Sekundérantikorper (200ng/0,5ml), stammte aus dem Esd
(donkey). Beide wurden in einer Konzentration von 1:2500 in TBS gel 6. Die Inkubationszeit
der Sekundérantikorper (Tabelle 4) betrug eine Stunde.
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Antigen M asse Typ Herkunft Bindung mit Positivkontrolle
HMGA (N-19) Ala 11,55kD goat 1gG sc-1564 amino terminus SW 480
Alb 10,55kD SW 620
HMGA (FL-95) S.0. rabbit 1gG sc-8982 amino acids 1-95 SW 480
(=HMGA1Db) SW 620
Integrin-betad (C-20) | 205kD goat 1gG Sc-6628 carboxy terminus SW 620
SW 480
Interleukin- 1beta(C-20) | 20kD goat 1gG sc-1250 carboxy terminus rekomb. Human IL-1b
R&D sysems

Catalog Nr.: 201-LB

Tabdle 3: Verwendete Primérantikorper im Western Blot

( sc: Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

Sekundar antik ér per Typ Herkunft
anti-goat 19G donkey sc-2020
anti-goat 1gG donkey sc-2056
anti-rabbit 19G donkey ECL NA 934

amersham pharmacia biotech

Tabdle 4: Verwendete Sekundérantikorper im Western Blot

(sc: Santa Cruz Biotechnology, Inc.)




3 Ergebnisse

3.1.1 RNA-Integritdt und DNA-Kontamination

Nachdem die RNA aus den HT-29 Zdlen isoliet war, wurde diese durch ene

Agarosegeldektrophorese mit darauffolgender Ethidiumbromidférbung gepriift. Die 28S und
18S ribosomalen Banden sellten sich dabel be erhdtener Integritét scharf dar. Die 28S
ribosomale Bande ist etwa doppelt so grol3 wie die 18S Bande. Zur Testung der isolierten

RNA auf Kontamination mit genomischer DNA nach DNase-Behandlung wurde eine PCR-
Reaktion durchgefiihrt. Bel guter RNA-Reinheit waren keine PCR-Produkte nachwei sbar.

3.1.2 Differentidle mMRNA Expresson durch Butyrat

Be 41 Faktoren im cDNA Expression Array zeigte sich mit Hilfe des Atlas Arrays Human 1.2

(Clontech) deutlich eine Modulation der Expression durch Butyrat (4mM). Die Expresson von

22 Faktoren wurde vermindert und die von 21 Faktoren induziert.

Faktoren Position
c-myc transcription factor PUF A b9
C-myc A cl2
40S ribosomd protein S3A A h9
PISSLRE Ail3
Xeroderma pigmentosum group C repair complementing D a4
ERF-1 Dj6
CAM P-dependent transcription factor ATF-4 Ee2
Nuclease - sengtive ement DNA-binding protein Eb4
40S ribosomal protein S19 Al7
Tyrosne-protein kinase receptor EPH B d14
Glutathione peroxidase-gastrointestina F a6
HMGA Ef8
Integrin beta- 4 Eill
Neuromedin-B receptor E k3
Bone morphogenetic protein 4 Fdl
M-CSF Fe3
Hepatoma- derived growth factor F e5
VEGF Ff2
Interleukin-1 beta Fil0
Alpha-1-antitrypsin F k5
Proteasome component C3 F12
Monocyte Neutrophil elastase inhibitor F 18

Tabelle 5: Faktoren, deren Expression durch Butyrat vermindert wurde.
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Faktoren Position
CydinK A g13
Parathymosin Fjl2
Interleukin-10 precursor 1L-10 Fj3
Glutathione S-transferase M 1 F bl3
Heat shock protein 86 F b4
Heat shock 27KD protein F b5
Thioredoxin peroxidase 2 (TDPX2) F a3
NKEFB F a7
Glutathione S-transferase pi (GSTP1; GST3) Enl2
L eukocyte adhesion glycoprotein LFA-1 apha subunit precursor Eild
CDC28 protein kinase 1 Ajla
MAP kinase-activated protein kinase 2 B h9
Tyrosine kinase TNK1 B k5
Neurogranin Ccb
Protein kinase C substrate Ce3
DAD-1 Ck3
MutL protein homolog Cn6
p21 A K7
Badic transcription dement-binding protein 2 (BTEB2) D m9

Tabelle 6: Faktoren, deren Expression durch Butyrat induziert wurde.

3.2 Modulation der Expression von Proteinen durch Butyrat

Eine mdgliche Bestétigung der Butyratwirkung auf Proteinebene mittdls Western Blot wurde

mit Integrin-beta 4 ds wichtigem Faktor der Kolonkarzinomentstehung im Bereich
Zdladhasion, mit Interleukin-1 beta a's Entzindungfaktor und HMGA d's Transkriptionsfaktor
bei den Kolonkarzinomzdlinien HT29, SW480 und deren Metastasenzellinie SW620 nach

Butyratinkubationszeiten von 12,24,48 und 72 Stunden untersucht.

3.2.1 Modulation der Expression von Integrin-beta 4 durch Butyrat im Western Blot

Butyrat verringerte ab einer Konzentration von 2mmol/l dosisabhangig ab einer Inkubationszeit
von 48h die Expresson von Integrin-beta 4 be HT-29-, SW-480- und SW-620-Zdlen
(Abb. 1-3). Die Kontrolle mit der finffachen Blocking-Peptid- Konzentration des Antikorpers

zeigte erwartungsgemal’ keine Integrin-beta 4-Bande bel 207kD.
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Abb. 1. Western Blot von Integrin-beta 4 in HT-29-Zdlen nach Inkubation mit Butyrat.
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Oh 12h 24h 48h 72h12h 24h 48h72h Oh 12h 24h48h 72h 12h 24h 48h 72h
Medium Butyrat 2mM Butyrat 4mM Butyrat 6mM

Abb. 2. Western Blot von Integrin-beta 4 in SW-480-Zdlen nach Inkubation mit Butyrat.
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Oh 24h 48h72h 24h48h 72h  Oh 24h 48h 72h 24h48h 72h
Medium Butyrat 2mM Butyrat 4mM Butyrat 6mM

Abb. 3. Western Blot von Integrin-beta 4 in SW-620-Zdlen nach Inkubation mit Butyrat.

3.2.2 Modulation der Expression von Interleukin-1 beta durch Butyrat im Western
Blot

Butyrat veringete ab ener Konzentration von 2mmol/l dossunabhéngig ab einer
Inkubationszeit von 48 Stunden die Expresson von Interleukin-1 betabei HT-29-, SW-480-
und SW-620-Zdlen (Abb. 4-6).

Oh 24h 48h 72h 24h 48h 72h IL Oh 24h 48h 72h 24h 48h 72h IL
Medium Butyrat 2mM 13 Butyrat 4mM Butyrat 6mM 113

Abb. 4. Western Blot von Interleukin-1 betain HT-29-Zdlen nach Inkubation mit
Butyrat



24

Oh 24h 48h 72h 24h 48h 72h  24h 48h 72h 24h 48h 72h Oh IL
Medium Butyrat 2mM Butyrat 4mM Butyrat 6mM 13

Abb. 5. Western Blot von Interleukin-1 betain SW-480-Zdlen nach Inkubation mit
Butyrat
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$BE =g~ ~SRERES
Oh 24h 48h 72h 24h 48h 72h IL Oh 24h 48h 72h 24h 48h 72h IL
Medium Butyrat 2mM 1R Butyrat 4mM Butyrat 6mM 13

Abb. 6. Western Blot von Interleukin-1 betain SW-620-Zdlen nach Inkubation mit
Butyrat

3.2.3 Modulation der Expression von HM GA durch Butyrat im Western Blot

Butyrat verringerte ab einer Konzentration von 6mmol/l ab einer Inkubationszeit von 48
Stunden die Expresson von HMGA be SW-620-Zdlen.

Leider lief3 Sch dieses Ergebnis in Wiederholungsversuchen und mit anderen Zdllinien nicht
eindeutig reproduzieren. Deshdb sollen wetere Versuche mit enem HMGA-Antikorper
anderer Herkunft und eventudl dem entsprechenden ,, blocking peptide” folgen.
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In dieser Arbeit wurde die Modulation der Genexpresson der Proteine Integrin-beta 4,
Interleukin-1 beta und HMGA durch Butyrat-1nkubation von menschlichen HT-29-, SW-
480- und SW-620-Kolonkarzinomzdllinien mittels Western Blot untersucht. Bereits friher
konnte durch unsere Arbeitsgruppe eine Proliferationshemmung und eine Apoptose- und
Differenzierungsnduktion von Kolonkarzinomzdlen durch kurzkettige Fettsturen gezeigt
werden.

Als orientierende Untersuchung der Modulation der Genexpression diente ein cDNA
Expresson Array, mit dem in enem Untersuchungsansatz mehrere hundert Gene gepriift
wurden.

Daba zeigte sch unter anderem eine verminderte cDNA-Expresson der Proteine Integrin-
beta 4 (Zdladhdsonsfektor), Interleukin-1 beta (Entzindungsfaktor) und HMGA
(Transkriptionsfaktor) nach Inkubation von HT-29-Kolonkarzinomzdlen mit Butyrat 4mmol/l
Uber 24 Stunden im Gegensaiz zu Medium. Mittds Western Blot, ener etablierten
Labormethode, die pro Versuch nur ein Protein testen kam, wurde ene mdgliche Modulation
der Genexpresson der genanten Proteine auch unter Inkubation mit  den
Butyratkonzentrationen 2, 4 und 6mmol/l nach 12, 24, 48 und 72 Stunden Inkubationszeit
untersucht. Neben der gutdifferenzierten HT-29- und der entdifferenzierten SW-480-
K olonadenokarzinomzdllinie wurde auch deren Metastasenzdllinie SW-620 getestet. Dabel

Zeigte Sch ene Verringerung der Genexpression ab 48 Stunden Inkubationszeit mit 2mmol/l

Butyrat.
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4 Diskussion

Integrincbeta 4 ist efordedich fir die Zeladhdson, das Zdllberleben und die
Hemidesmosomenbildung.

Nach de Arcangdlis reprasentieren Laminine eine wachsende Familie von Glykoproteinen, die
die Basdmembran bilden. Se leten vide biologische Prozesse. Unter Beriicksichtigung der
Karzinogenese spiden Laminine eine bedeutende Ralle in der Zdl-Adhasion, Mitogenese,
Differenzierung und sogar bel Metastasen. Fur weitere Studien der biologischen Signifikanz
von Laminin-1 (zusammengesetzt aus apha 1, beta 1 und gammal-Ketten) beziglich
intetinder  Zdldifferenzirung  und  Tumorgenese, wurde en  dphal-Laminin-
Expressonsvektor in HT-29-Kolonkarzinomzdlen eingefiihrt, in denen die apha 1-Laminin-
Kette nicht exprimiert wird. Auf die Transfektion der dpha 1-Laminin-Kette hin, wurde eine
Sekretion des dpha 1-beta 1-gamma 1- Trimers in der Tunica media mit ener freien dpha 1-
Kette mittds Immmunprézipitation gefunden. Die Anwesenheit der Laminin dpha-1-Kette
modifizierte nicht sgnifikant den Spiegd der anderen Lamininketten oder der Integrine, die die
HT-29-Zdlen exprimieren. Trotz &hnlicher Wachsumsaigenschaften der Kontrollzdllen in
vitro, zeigten de Lamininapha-1-Trandektanten enen dgnifikanten Andieg des
Tumorwachstums nach Injektion in Nacktméuse. Die higtologische und immunhisochemische
Untersuchung der Laminin-dpha 1-exprimierenden Tumorzellen zeigte eine gediegene
Rekrutierung  von  Wirts-Bindegewebss und Gefd¥dlen ohne Modifikation in
Differenzierungsprofil und Invasongpotential. Gleichzeitig traten ene klare Akkumulation von
Laminin 10 (dpha 5beta 1-ganma 1) an der Karzinom-/Bindegwebs- Beriihrungsfléche und
eine Segregation der Integrin-beta 4-Untereinheit am basden Pol der Karzinomzelen auf im
Vergleich zu Kontrollzdlen. Zusammenfassend zeigen die Beobachtungen die Bedeutung von
Laminin 1 ds enem chemischen Lockgtoff fir Bindegewebs und Gefdizdlen und saine
Bedeutung in den Epithd-/Bindegwebszell-Interaktionen fir die Organisation der
Basdmembran und der Segregation von Integrinen, die zu enem Epithezdlen
Weachdumssignd fihrt. Eine solche Reihenfolge von Ereignissen erinnert an die Vorgange
wahrend der Entwicklung (78).
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Laut Clarke erscheint die Fahigkeit des apha 6beta 4 Integrins, as Laminin-Rezeptor zu
funktionieren, Zdltyp-abhdngig zu san (hier ba Clone A-Zdlen, ena menschlichen
Kolonkarzinomzelllini€). Das Integrin funktioniert aber nicht in dlen Zdltypen ds ein Laminin-
Rezeptor, in denen es exprimiert wird. Eine mogliche Art der aphab-betad- Regulation wohnt
der beta 4-zytoplasmatischen Doméne inne, da strukturelle Vaianten diessr Doméane
exigtieren (79).

Nach Mohri induziert die Hochregulierung von Integrin dpha 6 beta 4 durch eine GTPase
(Rac 1) eine Zdladhdsion und Membran-“Kréusdung® nichtadh&renter Kolonkarzinom-Colo
201-Zdlen mehr auf Lamininplatten as auf Kollagen-und Fibronectinpl atten (80).

Rezniczek untersuchte die Verknipfung der Integrin dpha 6 beta 4-baserten Zdl-Adhéson
zu dem Intermediarfilamentzytoskelett. Es findet eine direkte Interaktion zwischen der beta 4-
Untereinheit und Pectin an  zahlreichen Bindungsstdlen datt. Pectin - dabilisert
Hemidesmosomen durch direkte Veknipfung der beta 4-Unteeinheit mit
Zytokerainfilamenten (82). Somit ist wohl ene direkte Interaktion von Integrin-beta 4 mit
Laminin und Plectin zur Zdladh&sion vorhanden.

Nievers beschrieb dagegen oder zusdtzlich eine Liganden-unabhangige Rolle der beta 4
Integrin-Untereinheit  in  der Formation von Hemidesmosomen. Die Anlage von
Hemidesmosomen kann wohl von innerhdb der Zdle reguliert werden (81).

Sanvito erforschte die Expression des hoch konservierten Proteins p27BBP wahrend der
Progresson des menschlichen kolorektalen Karzinoms. p27BBP it ein zytoplasmatischer
Interakteur von Integrin-beta 4, der in Epithdien exprimiert ist. Br kommt im perinukledren und
im zytoplasmatischen Poal vor. Das Protein tritt vermehrt in Zdlen mit schnelem Zdlzyklus
auf, vermindert in villésen Zellen vor der Apoptose. Dysplastische Adenome und Karzinome
enthdten dieses Protein as nukledre Komponente, assoziiert mit der nuklegren Matrix,
bestétigt durch einen Western Blot.

Es ig erhoht in der Progresson vom Adenom zum Karzinom und Tumor- Stadienabhangig.
Die Uberexpression korrespondiert zu einer mRNA-Hochregulation beim Karzinom, die
ener transkriptiondlen bzw. posttransskriptionellen Regulationsanderung entspricht. Es handelt
sch um dn frilhes Ereignis im Ubergang zu malignen Formen. Damit konnte p27BBP in der
chirurgischen Pathologie d's diagnostischer Marker dienen (83).
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Daemi berichtet, dald Anti-beta 4-Integrin-Antikdrper die Migration und Invasvitét von
menschlichen KolonLoVo-Adenokarzinomzdlen bel  immunsupprimierten, neugeborenen
Ratten erhohen (84), entsprechend den Ergebnissen von Sanvito.

Basora untersuchte die Expresson von funktionell verschiedenen Varianten der beta 4 A
Integrin-Untereinhet in Bezug zum Differenzierungsgrad menschlicher Darmzdlen. Integrine
and wichtige Mediatoren der Zdl-Laminin-Interaktionen. Eine Reevauation der Expresson
der beta 4-Untereinheit mit verschiedenen Antikdrpern zeigte, dald 2 Formen von beta 4
exigieren im menschlichen Darmepithd. Differenzierte Enterozyten exprimieren eine normd

lange 205-kD beta 4Untereinheit, wohingegen undifferenzierte Kryptenzdlen eine neuartige
beta 4-Untereinhet exprimieren ohne das COOH-Endssgment der zytoplasmatischen
Doméne (beta 4 A(ctd-)). Beide Formen kénnen apha 6-beta 4 A-Komplexe bilden. Jedoch
kann das beta 4 A (ctd-)-Integrin der undifferenzierten Zdlen keine funktionele Adh&sion mit
Laminin-5 bilden (85).

Da vide Integrin-beta 4- Antikorper, wie in dieser Arbelt, an das COOH- Endsegment binden,
wird die neuartige oder mutierte beta 4-Untereinheit nicht erkannt, vom Antikorper nicht
gebunden und mit ener Verminderung der Integrin-beta 4- Expresson in Verbindung gebracht.
Murgia ssh  Zdlzyklus- und Adhésonsdefekte bei Mausen mit ener gezielten Deletion der
zytoplasmatischen Integrin-beta 4-Doméne. Die Interaktionen, die durch das beta 4Ende
vermittelt werden, snd wichtig fir eine stabile Adhdson mehrschichtigen Epithels an die
Basdmembran und fir ene ordentliche Zdlzykluskontrolle in den proliferierenden
Kompartimenten von mehr- und einschichtigem Epithel (86).

Suzuki gdlte ene reduzierte Substratum- Adhésion und verminderte Expression von 1- und 4-
Integrinen b menschlichen  Bruskrebszdlen mit  der Eigenschaft  von
verankerugsunabhangigem Wachstum fest (87).

Eine Reduktion von Integrin-beta 4 und verstékte Migration an Laminin wurde im
Zusammenhang mit intragpithdider Ausbreitung von Blasenkarzinomen gesehen (88).

Ramarli berichtet, dal3 Thymozytenkontekt- oder monoklonde Antikorper-vermittelte
Gruppierung von 3 beta 1- oder 6 beta 4Integrinen Interleukin-6-Transkriptionsfaktoren
(NF-kB und NF-1L6) und IL-6-Produktion in menschlichen Thymuszdllen aktivieren (89).



Ba Progaakarzinomen und progatischen intragpithdiden Neoplasen fand Allen ene
Abregulierung der beta 4 Untereinhet im Vergleich zu benignem Progtatagpithd. Dies dirfte
mit der neoplastischen Transformation der Prostata und dem Verlust von Hemidesmosomen
oder basder epithelider Zdlen korrelieren (90).

Auch im Bereich nichtkarzinomatoser pethologischer Verdnderungen ist Integrin-beta 4
involviert. So zeigt zum Beispid Inoue ene Missense- Mutation im zytoplasmatischen Ende von
beta 4-Integrin (G 931 D), die die hemidesmosomae Anlagerung unterbricht und einer Nor+
Herlitzjunktionalen Epidermolyss bullosa ohne Pylorusatresie zugrunddiegt (77).

Kambham berichtet von der Assoziation der kongenitalen, foka segmentalen Glomerusklerose
mit beta-4- Integrin-Mutation und Epidermolysis bullosa (76).

Clarke beschreibt die Aktivierung des p21- Pfades von Wachstumshemmung, Differenzierung
und Apoptose durch die zytoplasmatische beta 4 Integrin-Doméne (91). Eine interessante
Komponente, die aber wohl in den Integrin-beta 4-Wirkungen nicht Gberwiegt.

Unsere Arbeten zum Integrin-134 zeigen, dal3 die Inkubation mit Butyrat zu einer Verringerung
der Integrin-(4-Spiegd  flhrt. In Anbetracht der aufgeflhrten Ergebnisse  anderer
Arbetsgruppen interpretieren wir unsere Ergebnisse wie folgt: Butyrat verringert die
Zdladhdson und damit die Progresson und das metastatische Potential kolorektaer

Karzinome.

Interleukin-1 beta spiet ene wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort und der
Entziindung.

Dea Intedeukin-1  beta-induziete NFkB-Sgndpfad zur erhdhten  Transkription
antigpoptotischer  Faktoren in Kolonkarzinomzdlen wird nach Jn durch Thaidomid
unterdriickt. Es wurde die Transkriptionsaktivierung von NFKB und die Interleukin-8-
Produktion in CaCo-2-Kolonkarzinomzelen verhindert. Zuséizlich unterdriickte Thalidomid
die nuklegre Trandokation von NFKkB, den IkB-Abbau und die durch die NFkB-induzierende
Kinase (NIK)-induzierte NFKB Transkriptionsaktivierung. Das molekulare Ziel der Effekte
von Thaidomid ig wohl die IkB-Phosphorylierung durch die IkB-Kinase (IkK), deren
Aktivierung die NIK-Aktivierung folgt und der der IkB-Abbau im NFkB-Pfad vorrausgeht
(99).



Unsere Arbetsgruppe konnte eine Butyrat-vermittelte Inhibition der NFkB- Aktivierung (111)
sowie die Inhibition des Zytokin-aktivierten Abbaus des inhibitorischen kB-Proteins durch
Butyrat zeigen (116).

Gan berichtet Uber die sgnifikant gestiegene Interleukin-1 beta-mRNA und Interleukin-8-
MRNA be Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es bestand eine
sgnifikante pogtive Korrdation mit der NFkB-DNA-Bindungsaktivitét. Glucocorticoide und
Sulfasdazin unterdriickten heftig die NFkB-Aktivierung und verminderten sgnifikant die
Expresson von Interleukin-1 beta- mRNA und Interleukin-8-mRNA (100).

Auch die Behandlung der Colitis ulcerosa mit Butyrat wurde in unserer Arbeitsgruppe
bearbeitet. Die topische Anwendung von Butyrat bel Patienten mit Calitis ulcerosa fihrte dabel
zu einer Abschwéchung der Krankheitsaktivitét (117).

Inan berichtet, dal? der Transkriptionsfaktor nukledrer Faktor-kB (NFkB) Gene reguliert, die
die Zdlproliferation, Apoptose und inflammatorische Antwort beeinflussen konnen. Da diese
Ereignisse zur Karzinogenese betragen konnen, wurde die Expresson von NFKB-
inhibitorischen Proteinen (IkB) in normaen und in trandformierten (HT-29)- K olonepithel zellen
untersucht. Spezielle IkB-beta-Unterform-Proteine (p106 und pl12) banden an NFkB und
ihre Spiegel 8nderten sich wahrend der Interleukin-1 beta- Aktivierung von NFKB in den HT-
29-Zdlen. Mange im proteasomaen Abbau von |kB- beta fihren wohl zur Ansammlung von p
106 und p 112, das wiederum die NFkB-Regulation in Kolonkarzinomzellen andert (101).
Smiantonaki untersuchte den Effekt proinflammatorischer Stimuli  (Lipopolysaccharide,
TNFdpha und Interleukin-1 beta) auf die Tumorzel-vermittdte (z.B.: HT-29, SW620)
Induktion von Endothe zelladhésionsmolektilen (HUVEC) in vitro. Dabe induzierten vor dlem
bakteridle Lipopolysaccharide, wie sie im Darmlumen vorkommen, nicht aber Interleukin-1
beta, endothelide Zdladhdsonsmolekile (CAM) und erhthten damit das metastatische
Potential (102).

Minami erforschte die Rolle des carcinoembryonaden Antigens (CEA) in der Progression des
Kolonkarzinoms. CEA férdert das metastatische Potentia in einigen experimentellen Tumoren.
Adhésionsmolekiile spilen dabei eine grofl¥e Rolle. Zytokine, einschliefdich Interleukin-1 beta
und Tumornekrosefaktor dpha, die von Kupffer-Zellen der Leber produziert werden,

induzieren Endothdzdlen zur Expresson von Adhé&sonsmolekilen. Es wurde en
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Adhésonsversuch von Kolonkarzinomzdllinien an menschliche Nabe venen-Endothel-Zdlen
(HUVEC) durchgefihrt. Als CEA dem Kupffer-Zdl-Kultur-Medium hinzugefligt wurde,
wurden Zytokine produziert. Erhhte Zytokingpiegel fuhrten zu vermehrten Adhdsiongraten
von Karzinomzedllen an Endothelzellen. Diese Prozesse tragen wohl zu Lebermetastasen bel.
Dieses Phdnomen wurde durch Hinzufligen von Zytokininhibitoren blockiert. Somit kdnnten
diese Inhibitoren eine bedeutende Rolle in der Verhinderug von Lebermetastasen spielen
(103).

Y oshida untersuchte den Effekt von Scherkraftsire3 und einem stabilen Prostaglandin | 2
Andogon auf Adhésondnteraktionen zwischen Kolonkarzinomzellen und Endothelzdlen.
M enschliche Kolonkarzinomzellen der Linie Colo 201 gingen Adhésionen ein mit Interleukin-1
beta -dimulierten Endothelzellen (HUVEC) Uber Sidyl Lewis a (Sea) und ESdectin be
niedrigen Fuf¥edingungen. Prostaglandin | 2Anaoga dirften gegen Metastasierung durch
Inhibition von Karzinomzel- Endothel zdlI- Interaktionen schiitzen (104).

Matsushita fand heraus, dald Sdlectine, induziert durch Interleukin-1 beta, an menschlichen
Leberendothelzdlen ds Liganden fir Sdyl Lewis X-exprimierende menschliche
Kolonkarzinomzellen agieren (105).

Sawada sah ene differentielle E Sdectin-abhéngige Adhésonseffektivitét in Unterlinien eines
menschlichen Kolonkarzinoms, das verschiedene metastatische Potentiale dargtellt. Auch
hochmetastasierende Zellen adhérierten effektiver an Mausendothel zdlen nech Aktivierung mit
Interleukin-1 beta. In einer Phase |-Sudie von rekombinantem, menschlichem Interleukin
dlene und in Kombination mit myeosuppressven Dosen von 5-FU bel Patienten mit
gadrointestindem Karzinom hatte Interleukin dimulierende Effekte auf die menschliche
Hamatopoese (106).

Koschiji erforschte die Mechanismen, die der Apoptoseinduktion durch eine Kombination von
5-Huorouracil (5-FU) und Interferon gamma (IFN gamma) zugrundeliegen. Die Apoptose
korrelierte mt ener Erniedrigung von Bd-2 und ener Erhthung von Bax und wurde sowohl
durch 5-FU dlene ds auch durch die Kombination induziert. Ein Interleukin-1 beta-
Konversonsenzym (ICE) -ahnlicher Proteasainhibitor (aber nicht ein ICE-Inhibitor) blockierte
die Apoptose, die nur durch 5FU induziert war. Das Apoptose-induzierende Sgnd von 5
FU scheint verschieden von dem von Interferon gamma zu sein und die Effekte addieren sich.
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Diexe Festgdlungen sdlen eine experimentdle Bags fur eine klinische Thergpie mit 5FU
und/oder IFN gamma bel kolorektalem Karzinom dar (107).

Van Rossen berichtet dartiber, dal3 das inflammatorische Zytokin Interleukin-1 beta und der
epidermae Wachsumsfaktor sgnifikante vorantreibende Faktoren in der Tumorzell-Adhésion
zum Mesothdium in vitro Snd. Sie dirften deshab zu Tumorrezidiven im Peritoneum bealtragen
(108).

TranThang beschrieb die Modulation des Plasminogenaktivierenden Systems durch
inflammetorische Zytokine in menschlichen Kolonkarzinomzellen. Eine Entziindung dirfte eine
maigne Invason durch eine Erhdhung der Karzinomzdl-assoziierten Proteolyse fordern.
Tumornekrosefaktor apha und Interleukin-1 beta stimulieren das Plasminogen-aktivierende
Sydem in Tumorzdlen, aber die Antworten waren sogar in Zdlen vom gleichen
Gewebsursprung verschieden (109).

Laut Deng wird durch Interleukinrl beta, TNF adpha und Lipopolysaccharide der
Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Proteingpiegel erhoht. Das Cyclooxygenase- 2- Enzym spidt eine
bedeutende Rolle in verschiedenen pathophysiologischen Prozessen einschliedich Entziindung,
Angiogenese und Tumorentstehung (110).

Prostaglandine erhthten nach Bamba die Produktion von vascul&rem, endothdidem
Wachstumsfaktor (VEGF) durch aktivierte Makrophagen (Indikator Interleukin-1 beta) durch
oezifische  Progtaglandin-Rezeptor und  Peroxisomen Proliferator-aktivierten- Rezeptor-
gamma (PPARQ) vermittelte Prozesse. Prostaglandine dirften hierbel Tumorwachstum durch
VEGF-Produktion fordern (112), wobel nach Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe Butyrat die
VEGF-Expresson vermindert (127) und PPARg vermehrt exprimiert (128).

Ota untersuchte die Expresson des Hepatozyten Wachstumsfaktors bei Kolonkarzinomen.
Prostaglandine erhéhten dessen Produktion signifikant Doss- und Zet-abhéngig. Interleukin-1
beta steigerte dramatisch die Prostaglandin E 2-Produktion und simulierte sgnifikant die
Synthese des Hepatozytenwachsumsfaktors.  Interleukin-1  beta induzierte das
Cyclooxygenase-2-, aber nicht das Cyclooxygenase -1-Protein. Indomethacin reduzierte
gonifikent die Interleukin-1 beta-induzierte Progaglandin E  2-Fresstzung und die
Hepatozytenwachstumsfaktorproduktion.  Nichtsteroidde  Antiphlogistika — durften  die

Kolonkarzinogenese telweise durch die Unterdriickung der



Hepatozytenwachstumsfaktorexpression aufgrund verminderter endogener
Prostaglandinproduktion einschranken (113).

Cdatayud beschrieb die Beziehung zwischen endogenen Kolonie-stimulierenden Faktoren
(GM-CSF, GCSF und M-CSF) und Apoptose in menschlichen Kolonkarzinomzellen (HT-
29) unter besonderer Berlcksichtigung der Rolle der  Cycooxygenasanhibitoren.
Nichtsteroidde Antiphlogistika filhren zu gastrointestinden Entziindungen und erschweren die
entziindlichen Bedingungen im Darm. Anderersaits haben sie eine praventive Wirkung gegen
das Kolonkarzinom, die wohl mit der erhdhten Kolonzellgpoptose zusammenhangt. HT-29-
Zdlen sezernierten bioaktive Spiegd von GM-CSF, G-CSF und M-CSF nach Stimulation mit
Interleukinekl  ss  und Tumornekrosefaktor-dpha.  Diclofenac, Indomethacin @ und
Natriumsdicylat induzierten konzentrationsabhangige Andgtiege in der GM-CSF-Sekretion.
Reduzierte Sekretion von GCSF und M-CSF und erhthte Zellapoptose wurden mit den
hochsten Konzentrationen dieser nicht-selektiven nichtsteroidalen Antiphlogistika beobachtet.
Weder die endogene Zufuhr von Kolonie-stimulierenden Faktoren noch die Blockade der
sezernierten Faktoren modifizierten die Apoptose von HT-29-Zdlen, die mit Zytokinen
und/oder nichtsteroidaen Antiphlogigtika simuliert waren. Somit kénnen Kolonepithelzellen zu
lokalen entziindlichen Antworten durch die Freisetzung von Kolonie-stimulierenden Faktoren
betragen und die Lebenszeit Ortlicher Leukozyten verldngern. Die Modulation der
Fektorspiegel durch nicht-sdektive, nichtderoidde Antiphlogisika dirfte in  die
proinflammatorischen Effekte dieser Mittel im Darm verwickelt sein (114).

Colombo berichtet tber den hypoxischen Tumorzelltod und die Modulation der endotheliden
Adhésonamolekiile in der Regresson von Tumoren, die durch Granulozyten-Kolonie-
gimulierende Faktoren (G-CSF) verandert sind. G-26 Adenokarzinomzdlen kombiniert mit
G-CSF verursachen grof3e Tumoren in subletal besirahlten Méusen. Bei wiederhergestellter
Leukozytenfunktion schrumpft der Tumor hypoxisch durch Tumorgefddverlust. Es tritt eine
Basamembranzerstérung, eine Zdlschwellung und en Verbindungsverlust der Tumorgefdie
abhangig von Leukozyteninfiltration und Zytokinen ein. Loka produziertes Interleukin-1 und
Tumornekrosefaktor apha induzierten das vaskulédre zelulére Adh&sionsmolekiil-1 (VCAM-
1) und ESdectin an Tumorgefédien. Nach Behandlung mit monoklonalen Antikdrpern gegen

Interferon gamma und Tumornekrosefaktor dpha wurde die Tumorregression durch fehlende



Induktion durch Zytokine blockiert und es konnten weniger infiltrierende Leukozyten vor Ort
kommen (115).

Die Interleukin-8-Genexpresson in CaCo-2-Zdlen wird durch Verbindungen inhibiert, die
eéne Higonhyperazetylierung induzieren. Die Colitis ulcerosa kann durch kurzkettige
Fettsauren in Form von Einlaufen effektiv behandelt werden. Die intestinde Entzindung fuhrt
zu ener Epithddifferenzierung mit erhohter Proliferation und Entdifferenzierung, was durch
Butyrat inhibiert werden kann. Die Kombination von  proinflammatorischem Zytokin
Interleukin-8 und kurzkettigen Fettsduren oder Trichodtatin ,beide Histonhyperazetylierer,
fuhrten nach Huang dossabhangig zu ener CaCo 2-Zdldifferenzierung und inhibierten
Interleukin-8. So kommt es durch die effektive Behandlung der Colitis ulcerosa mit
kurzkettigen Fettsduren zu  ene  Higonhyperazetylieeung und  zur  Verminderung
proinflammatorischer Substanzen (118).

Auch Nicht-Histon-Proteine  wie  HMGN2 werden durch kurzkettige Fettsduren
hyperacetyliert, wie dies unsere Arbeitsgruppe anhand von Butyrat zeigen konnte (129).

Onier hat die Expresson von induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthase in Tumoren bezliglich
ihrer Regression, induziert durch Lipid A, bel Ratten untersucht. Stickstoffmonoxid ist ein
Effektor-Molekil der Makrophagen-vermittelten Tumorzelltoxizité in vitro. Lipid A hat keinen
direkten Effekt auf Tumorzdlen in vitro. Im Gegensatz dazu induzierte die Kombination von
Interferon gamma und Interleukin-1 beta die Produktion von Stickstoffmonoxid durch
Tumorzdlen in zytodtatischer Dosis. Wéhrend der Lipid A-Behandlung war diese Dossin den
Tumoren welter erhoht. Das passt zu einem indirekten Effekt von Lipid A in vivo Uber den
Interferon gamma- und Interleukin-1 beta-Pfad (119).

Ursodesoxycholsaure (UDCA) inhibiert die Induktion von Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)
in menschlichen intesinden Epithezdlen und in vivo. UDCA ha antiinflammatorische und
chemoprotektive Effekte in Tiermoddlen von entzindlichen Darmerkrankungen und
Kolonkarzinom. In trandformierten menschlichen Darmepithezdlen (DLD-1) wurde ene
dossabhangige Inhibition von Interleukinel beta= und Interferon gamma-gimulierter
Nitrit/Nitrat- Produktion bei einer Inkubation mit UDCA entdeckt (120). Somit kénnte UDCA

die Tumorregresson behindern.



Jary gdlte fest, dald das Interleukin-1- und das Interleukin-1 beta- Konversonsenzym
(Caspase 1) in der menschlichen Kolonepithel-Barriere exprimiert wird. Caspase 1 idt in
progpoptotischen  Signdwegen involviert.  Interleukin-1 beta wurde in nahezu dlen
menschlichen Kolonocyten gefunden (92%). Das normale Epithd exprimierte kréftig Cagpase
1, auf der mRNA-Sufe und der Protein-Stufe in seiner latenten Form. Caspase 1 wurde in
primé&ren Kolonadenokarzinomen und Kolonkarzinomzellinien nicht exprimiert.  Unter
bestimten Bedingungen konnte das normae Kolonepithd eine inflammatorische Reektion
audosen. Die Verminderung von Cagpase 1 in Kolonadenokarzinomen unerstiitzt das
Konzept, dal? unterbrochene Apoptosepfade in die Tumorbildung involviert sein kdnnten
und/oder einer Behandlung Widerstand entgegenbringen konnten (121).

Bjorge charakteriserte die Komplement-regulierenden Proteine decay-acce erating-factor
(DAF,CD 55) und Membran-Cofaktor-Protein (MCP, CD 46) in einer menschlichen
Kolonadenokarzinomzdllinie (HT-29). Um Zerst6rung durch Komplement zu vermeiden,
exprimieren normde und mdigne Zdlen Membranglykoproteine, die die Komplementaktivitét
begrenzen (z.B.: DAF, MCP). DAF wird hochreguliert durch Tumornekrosefaktor apha und
Interleukin-1 beta, nicht aber durch Interferon gamma. MCP wird erhdht exprimiert durch
Interleukin-1 beta- Stimulation. Dies Ssnd mogliche Mechanismen des Tumors, zu Uberleben
(122).

Nach Koch moduliet Interleukin-1 das Wachsdum einer Subgruppe menschlicher
Nierenkarzinomzelen Uber den Interleukin-1-Rezeptor. Daher stellt eine Interferenz mit seinem
Aktionsmechanismus eine Moglichkeit dar, die Tumorproliferation zu modulieren (123).

Leung untersuchte die systemische Zytokin-Antwort nach laparoskopischer Resektion von
rektosgmoidaen Karzinomen im Vergleich zu offener Resektion. Dabel hatten die Zytokine
Interleukin-1 beta und Interleukin-6 ihren Gipfewert nach 2 Stunden, Greaktives Protein
nach 48 Stunden. Der Tumornekrosefaktor-adpha erhthte sich nicht. Die Werte lagen in der
lgparoskopischen Gruppe signifikant niedriger. Der Unterschied in der Zytokin-Antwort diirfte
Einfluld auf das Langzeitiiberleben haben (124).

Cafferata gdlte fest, dald Interleukin-1 beta die CFTR-Expresson (MRNA und Protein),
wichtig fur die Bildung von Chloridionenkanden und mutiert bel cystischer Fibrose (CF), in
menschlichen intestinden Zdlen T 84 hochreguliert. Bel mehr as Ing/ml trat Inhibition en. Die



Proteinkinase(PK C)inhibitoren H 7 und GF 109203X inhibierten den stimulatorischen Effekt
von Interleukin-1 beta. Ahnlich war die Wirkung der Protein- Tyrosinkinase(PTK)inhibitoren
genigein und herbymicin (Cydoheximid &hnlich). Interleukin-1 beta ist das erste extrazelluldre
bekannte Protein, das die CFTR-Genexpresson hochreguliert (125) und konnte damit
vielleicht in der Behandlung der cystischen Fibrose eingesetzt werden.

Nach Untersuchungen von Lahav inhibiert Lidocain die Sekretion von proinflammeatorischen
Zytokinen wie Interleukin-8 und Interleukin-1 betain HT-29 und CaCo 2-Zdlen. Es simuliert
aul3erdem die Sekretion eines Interleukin -1 Rezeptorantagonisten durch Epithelzdlen (126).
Be dhnlicher Wirkung hat aber Butyrat sicher weniger Nebenwirkungen.

Unsere Untersuchungen zeigen eine Veringerung der Expresson von Interleukin-1 betain
Kolonkarzinomzedlen nach Inkubation mit Butyrat. In Anbetracht der vorgestellten Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen lassen sch unsere Ergebnisse wie folgt interpretieren: Butyrat
vermindert Entziindung, Tumor- und M etastasenentstehung.

HMGA erlechtert zahlireiche DNA-bezogene Aktivitéien wie Transkription, Replikation,
Rekombination und Reparatur durch Veranderung der DNA-Struktur und Organisation der
Chromatinfasern.

HMGA-Proteine snd wichtige Strukturdemente der Metaphasechromosomen (41). In der
Tat blockiert die Expression eines synthetischen Proteins, das vide AT- Haken enthdt, die
Anlage mitotischer Chromosomen. Ebenso durfte HMGA die H1-vermittdte generdle
Repression der Transkription antagoniseren, indem es das Histon H1 von Gerust-assoziierten
Regionen entfernt (42). Durch die Interferenz mit der Bindung von Homoeodoman-Proteinen
durften se die Embryondentwicklung affizieren (43). Die HMGA-- Proteine funktionieren auch
ds genadle Wirtdaktoren fur die Bildung des HIV-Virus Typl und Moloney-Maus-
Leukémie-Virus-V orintegrationskomplexe (44,45).Zusétzlich modulieren die HMGA-Proteine
die Expresson spezifischer Gene sowie die induzierbare Form der Stickstoffoxid Synthase
(46), Tumornekrosefaktor beta (TNF-13), IFN-B Interleukin-2-Rezeptor, E-Sdectin,
Interleukin-4, humanes GP 91-PHOX, ElImmunglobulin G (47) und T-Zell Rezeptor dpha
(48).
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In verschiedenen Fdlen sind die Effekte von HMGA synergistisch mit denen von NF-kB
(49,50) und anderen Regulationsfaktoren. Die Konformationsdnderungen durch HMGA an
spezifischen DNA-Sequenzen durften die Anlage von Repressoren oder Aktivatoren naher
Regulatorregionen fordern. Das betrifft spezifische Protein-Protein- sowie Protein-DNA-
Interaktionen. Zum Beigpid verstérkt HMGA die Aktivité von SRF (Serumresponsefaktor)
durch Interaktion direkt mit SRF mehr as durch Konformationsénderung der DNA (51). Das
bestuntersuchte Beispiel des Effekts von HMGA auf Genexpression wird durch den Virus-
induzierbaren Verstérker von IFN-[3 gdiefert. Die Bindung von HMGA an spezifische postive
DNA-Regulator- Elemente fiihrt zu DNA-Streckung, Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren
NF-kB, ATF2/c-Jun und IRF-1 und die Bildung ener sabilen Nukleoprotein-Struktur,
genannt der ,,Enhanceosome’ (52). Seine Bildung ist sowohl abhéngig von der DNA-
Streckung ads auch von spezifischen Kontakten zwischen  HMGA  und  den
Transkriptionsfektoren. Die doppelte Rolle des HMGA-Proteins in der Anlage des
Enhanceosomes und in der IFN-3-Genexpresson wurde dadurch demondtriert, dal3 die
spezifische Azetylierung von HMGA durch CBP, aber nicht durch PCAF, den Enhanceosome
demontiert und die IFN-R-Genexpresson abschdtet (53). HMGA-Proteine werden
vorzugswvese in der frihen Entwicklung exprimiert. Dysregulation ihrer Expresson ist mit einer
Alteration in Zdlwachgum und -differenzierung verbunden (47,54,55,56). Die Korrelation
zwischen Rearrangement in der chromosomalen Region, die das HMGA-Gen enthdt, und
sehr haufigen, benignen, mesenchymaen Tumoren wie Lipomen, Uterudeiomyomen und
Endometriumpolypen ist auffélig (59,60-63,56).1n einigen Fallen binden diese Trand okationen
den AT-Haken an neue Transkriptions-regulierende Doméanen, was zu DNA-Mildinsertion
(einer Nukleotidsequenz) fuhrt (59). Auch wenn es unklar ist, ob das Rearrangement im
HMGA-Gen en Primér oder Sekundérereignis in der Atiologie dieser benignen Tumoren i,
wird es dlgemein akzeptiert, dal3 die erhdhte Expression dieser Gene ein wichtiger Faktor in
diesem Prozel3 it (63,64). Die weitverbretete Betelligung des AT-Haken-Mativs an viden
Karzinomtypen macht dieses Motiv und seine Bindungsstelle zu einem potentidlen Zid fur
Antikrebsmedikamente (58,33). HMGB und HMGA konkurrieren untereinander und mit dem
Histon H1 um die Bindung an verschiedene, deformierte DNA- Strukturen wie Vier-Wege-



Bindungen oder Cisplatin-modifizierte DNA (65,66) und HMGA konkurriert mit H1 um die
Bindung an AT-reiche, nuklegére Matrixelemente (42).

Abe et d. untersuchten, ob die Bestimmung der HMGA-Expressonsspiegel bel der
Differentiddiagnose zwischen kolorektdem Karzinom, Adenom und normaem Gewebe und
der Bestimmung der Prognose der Petienten mit kolorektdem Karzinom helfen konnten. Es
wurden sowohl Protein- ads auch mRNA-Spiegel bel 30 kolorektden Karzinomen, 26
Adenomen und 23 normden Kolonschieimhautepithdien bestimmt. Weiterhin wurden
Korrdaionen zwischen den Protein-Expressonsspiegeln und  verschiedenen  klinisch
pathologischen Parametern, wie Tumorinvasongiefe, lymphatische und (oder) vendse
Betelligung, regionde Lymphknotenmetastasen untersucht und ein Staging nach der Duke-
Klassfikation bei den 30 Karzinomfdlen durchgefiihrt. Die Expresson der HMGA-Proteine
war dgnifikant erhdht bei den Karzinomen und Adenomen mit schweren Atypienim Vergleich
zu den Adenomen mit geringen Atypien und der normaen kolorektden Schlemhaut. Dieser
Angieg dar HMGA-Proteinexpresson exidierte aufgrund enes Angiegs seiner mRNA-
Expresson, untersucht mittels einer in Situ-Hybridiserungsanalyse. Die klinisch pathologische
Andyse zeigte, dald der Spiegel der HMGA-Protein-Expresson sgnifikant korrdierte mit
Parametern, die bekanntermal’en eine schlechte Prognose bel Patienten mit kolorektadem
Kazinom anzeigen. Aufgrund dieser Erkenntnisse konnte der HMGA-Protein-Spiegd en
potentieller Marker fir die Diagnose kolorektaer Neoplasen sein und die Prognose von
Petienten mit kolorektalem Karzinom vorhersagen (67).

Auch Kim e d. andyserten die HMGA-Expresson be kolorektaen Karzinomen und
evduieten sane klinische pathologische Signifikanz. HMGA-mRNA wurde mit CRT-PCR
(kompetitive Reverse- Transkriptase- Polymerase- K etten- Reaktion) gemessen. Es wurde eine
immunhigochemische Fabung von HMGA, p 53 und Ki67 in den sdben
Kolonkarzinomgeweben durchgefihrt. Die Ergebnisse waren der RT-PCR &hnlich. HMGA-
Expresson mittels RT-PCR wurd in 63 von 64 (98,4%) der kolorektalen Karzinomproben
entdeckt und in 2 von 5 (40%) adenomattsen Polypen, wohingegen 21 normale Kolonproben
negativ waren (p kleiner 0,001). Es gab im Gegensatz zu Abe e d. keine dgnifikante
Korrelation zwischen den Spiegeln der HMGA-Expression und dem Stadium, Tumorsitz,
Lymphknotenmetastasen, higtologischem Grad und immunhistochemischem Status von p 53.



Die Erkl&rung ssh Kim et d. darin, dal3 die Expresson von HMGA in einem friihen Stadium
der Karzinogenese auftritt und mit der Zdlproliferation korrdiert (68).

Chigppetta et d. andyserten die Expresson von HMGA-Proteinen in hyperplastischen,
préneoplastischen  und neoplastischen  Geweben  kolorektalen  Ursprungs  mittels
Immunhistochemie, um festzugtdlen, auf welcher Stufe des karzinogenen Prozesses HMGA-
Induktion auftritt. Alle kolorektden Karznome waren HMGA pogtiv, im Gegensatz zu
normaem Kolonschlemhautgewebe. Die HM GA-Expression bel Adenomen korrdlierte streng
mit dem Zdlatypiegrad. Nur 2 der 18 getesteten, nichtneoplastischen Polypen waren HMGA-
pogtiv. Somit i HMGA-Protein-Induktion assoziert mit den frilhen Stadien neoplastischer
Trandformation von Kolonzd len und nur selten mit Kolonzellhyperproliferation (69).

Fedele et d. haben gezeigt, dal? die HMGA - Genexpression vorhanden ist in der RNA und im
Proteingpiegd in menschlichen kolorektden Karzinomzdllinien und Geweben, die in dieser
Studie untersucht wurden. Im Gegensatz dazu wurden keine HMGA-Proteine in normaer
intestinder Schleimhaut entdeckt. Deshdb liegt wohl ene Betelligung von HMGA-Protein-
Uberexpression bei der kolorektalen Tumorgenese vor.

Unsere  Arbeitsgruppe konnte ene Verminderung der HMGA-Expression durch
Butyratinkubation im NorthernBlot nachweisen (130).

HMGA-Proteine sind aul3erdem in Prostatas und Schilddriisenkarzinomen (69) sowie in
Lungen, Brust- und Hautkarzinomen tberexprimiert (70).

Die verminderten HMGA-Spiegd nach Inkubation mit Butyrat deuten auf eine erniedrigte
Transkriptionsrate kolorektaler Karzinomzellen hin.

Nach den Ubereingimmenden Literaturangaben beziiglich der Invasvitét kolorektaer
K arzinome wére ein quditativer Unterschied der Expresson der Proteine Integrin-beta4, und
HMGA in den verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien zu erwarten gewesen. Aber zumindest
in vitro waren hier keine verminderten Proteinexpressionen in der undifferenzierten SW480-
bzw. deren Metagasenzellinie SW620 im Gegensatz zur gut differenzierten HT-29
K olonadenokarzinomzd|linie zu sehen.

Wie oben ausftihrlich beschrieben, kénnten Integrin-beta 4 und HMGA d's diagnostische und
prognogtische Marker fir kolorektde Kazinome dienen. Nahezu dle bisher bekannten



Butyrat-Wirkungspfade wie NFKkB, p21, Hyperactylierung, PPARg und ras spielen ene Rolle
in der Modulation der Expresson des Zedladhdsonsfaktors Integrin betar 4, des
Entzindungsfaktors Interleukin-1 beta und des Transkriptionsfaktors HMGA. Damit gibt esin
wichtigen Bereichen der Tumorgenese auf Proteinebene weltere Erklaungsmoglichkeiten der

Wirkungswelse der Butyrat-vermittelten Tumorprévention und Tumorregression.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektde Karzinom ist derzeit in der westlichen Welt das zwethaufigste Karzinom.
Neben den eblichen Ursachen ist die Inzidenz durch fettreiche, fleschreche und
balagtstoffarme Kost erhtht. Protektive Faktoren sind balaststoffreiche Ernghrung mit
regemé&dgem Obgt- und Gemiiseverzehr.

Bel der Fermentation der Ballaststoffe entstehen kurzkettige Fettsauren. Im Vordergrund steht
dabel Butyrat.

In dieser Arbeit wurde die Modulation der Genexpresson der Proteine Integrin-beta 4,
Interleukin-1 beta und HMGA durch Butyrat-1nkubation (2,4,6mmol/l Uber 12,24,48,72
Stunden) von menschlichen, gut differenzierten HT-29-, entdifferenzierten SW-480- und deren
M etastasen- SW-620- K olonadenokarzinomzelllinien mittels Western Blot untersucht.

Dabe zeigte Sch jewells (b HMGA nicht eindeutig) eine Verringerung der Genexpression &b
48 Stunden Inkubationszeit ab einer Konzentration von 2mmol/l Butyrat.

Integrin  beta4 i efordelich fir Zdladhdson, ZdlUberlében und die
Hemidesmosomenbildung. Aufl3en besteht eine Befestigung an den Liganden Laminin, en
Basdmembranglykoprotein, innen an das Keratinzytoskelett Uber Plectin. Integrin-vermittelte
Sgnde siiden ene Rdle in viden biologischen Prozessen einschligdich Zdlwachstum,
Differenzierung, Migration und Apoptose.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 Butyrat die Zelladh&sion und damit die Progression
und das metastatische Potential kolorektaler Karzinome verringert.

Interleukin-1 spiet ene wichtige Rolle in der Regulaion der Immunantwort und Entztindung,
indem es as Aktivator von T- und B-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen arbeitet. In T-
Zdlen dimuliet Interleukin-1 die Produktion von Interleukin-2 und hemmt sdektiv die
Interleukin-4-Expression.  Interleukin-1  induziet  B-Zdl-Proliferation, Reifung und
Immunglobulin-Synthese. NatUrliche Killerzellen benttigen Interleukin-1 beta zur Produktion
des antipathogenen Interferon gamma. Interleukin-1 ist an der rheumatoiden Arthritis, den
entziindlichen Darmerkrankungen und der Atherosklerose betelligt. Es nduziert den NFKB-
Sgndpfad und die Produktion von Interleukin-8. Dieser Pfad wird durch Glucocorticoide,
Sulfasdazin und Butyrat unterdriickt. Erhohte Interleukin-1 beta- Spiegd vermehren die
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Adhdsion von Karzinomzellen an Endothelzellen und erhthen ihr metastatisches Potentidl.
Interleukin-1 beta erhdht den Cyclooxygenase-2- Proteinspiegel und férdert damit Entziindung,
Angiogenese und Tumorentstehung, dem wiederum Butyrat entgegenwirkt.

Unsere  Ergebnisse zeigen ene  Veminderung von  Entzindung, Tumor- und
Metastasenentstehung durch Butyrat.

HMGA erleachtet zahireiche DNA-bezogene Aktivitden wie Transkription, Replikation,
Rekombination und Reparatur durch Verénderung der DNA-Struktur und Organisation der
Chromatinfasern. Das charakteristische funktionelle Motiv dieses Architekturelementes ist der
AT-Haken. Er bindet Proteine an den kleineren Sulkus der DNA und streckt diese. HMGA
moduliert zum Bespid die induzierbare Form der Stickstoffoxid-Synthase, TNF-beta, IFN-
beta, Interleukin-2-Rezeptor, E-Sedlectin, Interleukin-4 und T-Zdl-Rezeptor-apha Die
Effekte and teils synergistisch mit NFkB, der im Gegensatz zu Butyrat die Apoptose inhibiert,
und treten oft in der frihen Entwicklung auf. Das AT-Haken-Motiv bzw. HMGA-Protein tritt
inviden Karzinomarten (Kolon, Prostata, Schilddriise, Lunge, Brust, Haut) auf.

Unsere Ergebnisse weisen auf eine erniedrigte Transkriptionsrate kolorektaer Karzinomzellen
durch Butyrat hin.

Da es sch bel erhohten Expressonen der Proteine Integrin-betad, und HMGA um frihe
Ereignisse im Ubergang zu malignen Formen handdt, kénnten diese auch s diagnostische und
prognosische Marker in der chirurgischen Pathologie sowie ds potentidles Zid fir
Antikrebsmedikamente wie zum Beispid Butyrat dienen.

Die Protene Integrin beta-4, Interleukin-1 beta und HMGA dffizieren fast dle bisher
bekannten Butyrat-Wirkungspfade und werden dort von den Kolonkarzinomzellinien
zumindest in vitro unter Butyrainkubation vermindert exprimiert. Daraus ergibt sSch en
welterer Hinwels auf die karznomprotektive Wirkung von Bdlaststoffen in der téglichen
Erndhrung.



6 verwendete AbkUrzungen

Abb. Abbildung

AK Antikorper

But Butyrat

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca circa

CDK cyclin-dependent kinase
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Cox Cyclooxygenase
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d Tag
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EGTA Ethylenglykolbis-(aminoethylether)-tetraacetat
FA Formaldehyd

FBS Fetal bovine serum

h Stunde

HRP horseradishperoxidase

MA milliampere

mg Milligramm

MgCI2 Magnesiumchlorid

m Milliliter

mvi Millimol

MOPS 3-Morpholinopropanesulfone acid
Hg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromol

NaF Natriumfluorid

Na3vO4 Natriumorthovanadat

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge
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PG Prostaglandin
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S. siehe
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