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1. Einleitung 
 

1.1 Das kolorektale Karzinom 

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms liegt in Deutschland bei etwa 25 pro 100000 

Einwohner pro Jahr und ist bei Männern und Frauen etwa gleich hoch. Damit ist das 

kolorektale Karzinom das dritthäufigste Karzinom beim Mann und das zweithäufigste 

bei der Frau. Bei beiden Geschlechtern stellt das kolorektale Karzinom die 

zweithäufigste Todesursache dar. Der Manifestationsgipfel liegt im 6. und 7. 

Lebensjahrzehnt (Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener Krebsregister in 

Deutschland 2002). Das Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, liegt 

zeitlebens bei etwa 6% (Sandler 1996). 

Obwohl über 85% aller kolorektalen Karzinome sporadisch auftreten, haben 

Untersuchungen bei familiären kolorektalen Tumoren wesentliche allgemeine 

Erkenntnisse zur Kolonkarzinogenese beigetragen. 

Die autosomal-dominant vererbte Familiäre Adenomatöse Polyposis (FAP) ist für etwa 

1% der Kolonkarzinome verantwortlich. Die FAP wird durch eine heterozygote 

Keimbahnmutation des APC-Tumorsuppressorgens charakterisiert. Die Inaktivierung 

des zweiten Allels erfolgt durch eine somatische Mutation. Die Tumorsuppressor-

Funktion des APC-Gens ist im wesentlichen auf die Regulierung des Wingless 

(Wnt/Wg)-Signalweges über ß-Catenin zurückzuführen. APC bildet mit GSK-3ß, Axin 

und ß-Catenin einen Komplex, der zu einer Phosphorylierung und nachfolgender 

Degradierung von ß-Catenin durch den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg führt. 

Mutationen im APC-Gen führen zu erhöhten ß-Catenin-Spiegeln im Cytoplasma. ß-

Catenin transloziert in den Zellkern und bindet an den Transkriptionsfaktor TCF-4. 

Hierdurch kommt es zu einer Expressionssteigerung von Faktoren, die eine Rolle bei 

der Proliferation und Transformation von Kolonzellen spielen, wie z.B. c-myc, Cyclin 

D1, PPAR-δ und c-jun. 70% aller sporadischen Kolonkarzinome besitzen Mutationen 

im APC-Gen (Chung 2000). 

Das Hereditäre Nichtpolypöse Kolonkarzinom (HNPCC) kommt in 3-6% aller 

Kolonkarzinome vor und wird ebenfalls autosomal-dominant vererbt. Hierbei kommt es 

zu Mutationen in DNA-Mismatch-Reparaturgenen (hMSH2, hMSH6, hMLH1, hPMS1, 

hPMS2). Nahezu alle Tumoren von HNPCC-Patienten weisen eine 
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Mikrosatelliteninstabilität (Insertionen oder Deletionen in repetitiven DNA-Sequenzen) 

auf. Diese Mikrosatelliteninstabilität ist mit Mutationen (Bax, TGFβ-Rezeptor Typ II, 

CDX2, E2F-4, TCF-4) in kodierenden DNA-Sequenzen assoziiert. Auch sporadische 

Kolonkarzinome zeigen in bis zu 15% eine Mikrosatelliteninstabilität (Chung 2000). 

Sporadische Kolonkarzinome entstehen aus Adenomen durch eine Serie von 

somatischen Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen. Dieser Verlauf 

wurde 1990 erstmals durch Fearon und Vogelstein beschrieben („Adenom-Karzinom-

Sequenz“; Fearon und Vogelstein 1990). 
 

Abb. 1: Wichtige genetische Alterationen während der Adenom-Karzinom-Sequenz. 
 

Dabei werden genetische Veränderungen im APC-Gen bereits bei den frühesten 

Alterationen in der Adenom-Karzinom-Sequenz gefunden. K-Ras-Mutationen finden 

sich in etwa 50% der kolorektalen Karzinome. Inaktivierende Mutationen des 

Tumorsuppressorgens p53 können in mehr als 50% der kolorektalen Karzinome als 

spätes Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz nachgewiesen werden. Mehr als 

70% aller Tumore zeigen einen 18q-Allelverlust (LOH) und damit einen Verlust der 

potentiellen Tumorsuppressorgene SMAD2, SMAD4 und DCC. 

Desweiteren spielen aber auch epigenetische Phänomene eine Rolle. So wird die 

Expression von Tumorsuppressorgenen wie p16 durch eine Hypermethylierung von 

CpG-Inseln in der Promotorregion supprimiert. Cox-2 ist in 43% der Adenome und 

86% der Karzinome überexprimiert (Eberhart et al. 1994). 

Das kolorektale Karzinom entsteht in der Regel aus einem Adenom („Adenom-

Karzinom-Sequenz“), wobei hier die Größe (< 1cm: 1-2% Karzinomrisiko; >2cm: 40-

 

normal Frühes 
Adenomm

Spätes 
Adenom

Karzinom 

APC/ß-
Catenin K-Ras Cox-2 p53 18q LOH 
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50% Karzinomrisiko) und der histologische Typ (tubuläres Adenom: 5%; villöses 

Adenom 40%) für das Karzinomrisiko eine wichtige Rolle spielen. 

Vergleicht man die Inzidenz zwischen Industrie- und Entwicklungsländern, so findet 

sich eine Korrelation zwischen Ernährungsfaktoren und dem kolorektalen Karzinom. So 

wurde in epidemiologischen Studien der Zusammenhang zwischen Alkohol (Potter et 

al. 1982), Rauchen, fettreicher Ernährung oder rotem Fleisch (Willett et al. 1990) und 

dem Auftreten von Kolonkarzinomen beschrieben. Ein protektiver Effekt ist für eine 

Ernährung beschrieben, die reich an Obst, Gemüse und Ballaststoffen ist (Trock et al. 

1990). 

 

UICC Dukes TNM-System Definition 

0  TIS N0   M0 Carcinoma in situ 

I A T1   N0   M0 

T2   N0   M0 

Ia: Beschränkung auf Mukosa und Submukosa 

Ib: Infiltration Muscularis propria 

II B T3   N0   M0 

T4   N0   M0 

Infiltration aller Wandschichten 

Überschreiten der Darmwand 

III C Tx  N1-3 M0 Regionale Lymphknoten o. Infiltration der Umgebung

IV D Tx   Nx   M1 Fernmetastasen 

Tab. 1: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms. 

 
Der Tumor wächst langsam und kann für Jahre klinisch stumm bleiben. 

Befindungsstörungen können in Folge einer Anämie auftreten und äußern sich in 

Müdigkeit, Schwäche und Atemnot. Zudem kann es zu Änderungen der 

Stuhlbeschaffenheit (Wechsel von Obstipation und Diarrhoe; Blutbeimengung) 

kommen. Zur Früherkennung wird der Patient rektal untersucht, und der Stuhl auf 

okkultes Blut getestet. Diagnostisches Mittel der Wahl ist aber die Koloskopie. 

Kolorektale Karzinome sind zu 60% im Rektum und zu 20% im Sigma lokalisiert. 

Therapeutisch wird der Tumor radikal reseziert. Als Standardchemotherapie (adjuvant 

im Stadium UICC III, palliativ im Stadium UICC IV) gilt noch 5-Fluorouracil (5-FU) in 

Kombination mit Folinsäure, Kombinationsschemata mit Irinotecan oder Oxaliplatin 

sowie orale 5-FU-Prodrugs stellen eine wirksame Erweiterung der therapeutischen 

Möglichkeiten dar (Büchele et al. 2000). 
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Die 5-Jahres-Überlebensrate des kolorektalen Karzinoms (alle Stadien) liegt 

durchschnittlich bei etwa 50%. 

Um die Mortalität des kolorektalen Karzinoms zu senken, bedarf es der Früherkennung. 

Randomisierte Studien zeigen, daß ein routinemäßiges Screening durch Testung auf 

okkultes Blut  oder durch Sigmoidoskopie die Mortalität des kolorektalen Karzinoms 

senkt (Kronborg et al. 1996, Selby et al. 1992). Die Vorsorge-Koloskopie bei Patienten 

ab einem Alter von 55 Jahren ist seit neuesten Bestandteil der Leistungen der 

gesetzlichen Krankenversicherung in Deutschland. Eine mögliche Alternative zur 

Senkung der Inzidenz und Mortalität könnte die Primärprävention mittels einer 

gesunden Ernährung oder durch Pharmakotherapeutika darstellen. 

 

1.2 Chemoprävention des kolorektalen Karzinoms durch Acetylsalicylsäure 

Viele epidemiologische Studien lassen vermuten, daß Acetylsalicylsäure (ASS) eine 

Rolle bei der Chemoprävention des kolorektalen Karzinoms einnimmt (Tab. 2). 

 
Autor Größe 

(Fälle/Kontrollen) 
Endpunkt Relatives 

Risiko 
Fall-Kontroll-Studien: 

Martinez et al. 1995 157/480 Adenome 0,54 

Sandler et al. 1998 88/153 Adenome 0,36 

Muller et al. 1994 12304/49216 Karzinome 0,5 

Kune et al. 1988 715/727 Karzinome 0,7 

Kohortenstudien: 

Giovannucci et al. 1994 10521 Adenome 0,65 

Giovannucci et al. 1995 89446 Adenome 0,56 

Thun et al. 1991 662424 Mortalität (Kolon-Ca) 0,58 

Giovannucci et al. 1994 47900 Karzinome 0,74 

Tab. 2: Ausgewählte epidemiologische Studien zur Prävention von kolorektalen 
Karzinomen durch Acetylsalicylsäure. 
 

Obwohl die Datenlage in Bezug auf die Einnahmedauer bzw. -häufigkeit und Dosierung 

von Acetylsalicylsäure unvollständig ist, kann zusammenfassend gesagt werden, daß 

Acetylsalicylsäure mehr als zehn Jahre und in einer Dosierung von >80mg/d 
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eingenommen werden muß, um eine Wirkung auf Inzidenz und Mortalität zu haben 

(Muir und Logan 1999). Auch andere nichtsteroidale Antirheumatika (nonsteroidal anti-

inflammatory drugs: NSAIDs) wie Sulindac (Giardiello et al. 1993) oder 

Cyclooxygenase 2-spezifische Antiphlogistika wie Celecoxib (Steinbach et al. 2000) 

haben einen positiven Effekt auf die Verhinderung kolorektaler Tumore. 

Im Tierversuch konnten Li et al. zeigen, daß Acetylsalicylsäure protektiv auf die 

Entstehung von Tumorvorstufen sowie Tumoren in Ratten wirkt (Li, H. et al. 1999). 

Barnes und Warwick konnten an Mäusen mit einem mutierten APC-Allel (Min 

(multiple intestinal neoplasia)-Maus) zeigen, daß Acetylsalicylsäure die Tumormasse 

und Anzahl der Tumoren gegenüber einer Vergleichspopulation erniedrigt (Barnes und 

Warwick 1998). 

Auch in vitro-Versuche an Kolonkarzinomzellinien zeigen, daß Acetylsalicylsäure und 

andere NSAIDs das Wachstum dieser Zellen verringern, Apoptose auslösen und den 

Differenzierungsgrad der Zellen erhöhen (Elder et al. 1996, Qiao et al. 1998, Ricchi et 

al. 1997, Shiff et al. 1996). 

Als potentieller Wirkmechanismus wird die Hemmung der Cyclooxygenase (Cox) 

angesehen. Das Enzym Cyclooxygenase spielt eine wichtige Rolle bei der Synthese der 

Prostaglandine. Es katalysiert den Schritt von der Arachidonsäure über Prostaglandin G2 

zu Prostaglandin H2, dem Vorläufermolekül für Prostaglandine, Prostazykline und 

Thromboxan A2. Es sind zwei Cyclooxygenase-Isoformen bekannt. Die konstitutive 

Form Cox-1 ist für Thrombozytenaggregation, Protektion der Magenschleimhaut und 

renalen Blutfluß wichtig. Cox-2 wird hingegen bei entzündlichen Prozessen, Fieber und 

Schmerz induziert. Acetylsalicylsäure hemmt unselektiv Cox-1 und Cox-2 und wirkt 

antiinflammatorisch, antiphlogistisch und analgetisch. Die Nebenwirkungen von 

Acetylsalicylsäure (gastrointestinale Ulzera, Blutungen, Nierenschäden) werden 

überwiegend der Hemmung der Cox-1 zugeschrieben (Smith et al. 1996). 

Der Cyclooxygenase-2 sowie den Prostaglandinen wird darüber hinaus eine Rolle bei 

der Kolonkarzinogenese zugeschrieben. Patienten mit kolorektalen Adenomen oder 

Karzinomen haben erhöhte Prostaglandin E2-Spiegel im Vergleich zur 

Normalbevölkerung (Pugh und Thomas 1994, Rigas et al. 1993). Auch die 

Cyclooxygenase-2 wird in Kolonkarzinomen vermehrt exprimiert (Eberhart et al. 1994, 

Hao et al. 1999, Sano et al. 1995). DuBois et al. konnten zeigen, daß die Cox-2-Spiegel 
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auch in karzinogeninduzierten Tumoren bei Ratten erhöht sind (DuBois et al. 1996). 

Mäuse, bei denen die Funktion des APC-Gens ausgeschaltet war, entwickelten weniger 

Polypen nach Hemmung der Cyclooxygenase-2 (Oshima et al. 1996). Überexpression 

von Cox-2 in humanen Kolonkarzinomzellen führt zu einer erhöhten Malignität und 

Invasivität der Zellen (Tsujii et al. 1997, 1998). 

Daneben gibt es Hinweise auf zusätzliche Cox-unabhängige proliferationshemmende 

Wirkungen. NSAIDs ohne Cox-2-inhibitorische Komponente besitzen eine 

antiproliferative Wirkung auf Kolonkarzinomzellen, zudem hemmen NSAIDs das 

Wachstum von Kolonkarzinomzellen, die keine Cox-Aktivität besitzen (Piazza et al. 

1995, Elder et al. 1997). 

 

1.3 Ballaststoffe und Butyrat 

Unter Ballaststoffen versteht man Kohlenhydrate (Nicht-Stärke-Polysaccharide, 

Oligosaccharide) sowie Lignin, die nach Nahrungsaufnahme nicht resorbiert werden 

und bis in das Kolon gelangen. 

1971 beschrieb Denis Burkitt erstmals den Zusammenhang zwischen einer niedrigeren 

Inzidenz des kolorektalen Karzinoms und einer ballaststoffreichen Ernährung bei 

Afrikanern (Burkitt 1971). Metaanalysen von epidemiologischen Fall-Kontroll-Studien 

zeigen, daß eine ballaststoffreiche Ernährung mit einem verminderten Risiko assoziiert 

ist, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln (Howe et al. 1992, Trock et al. 1990). 

Auch wenn prospektive Studien diesen Zusammenhang bis jetzt nicht bestätigen 

konnten (Alberts et al. 2000, Fuchs et al. 1999, Schatzkin et al. 2000), bleibt 

ausreichend Evidenz für eine protektive Ballaststoffwirkung. Ballaststoffe haben viele 

potentiell karzinoprotektive Effekte im Kolon, wie z.B. die Erhöhung des 

Stuhlgewichtes, Verringerung der Transitzeit, Verringerung der Konzentration 

sekundärer Gallensäuren und potentieller Kanzerogene, Erniedrigung des pH-Wertes 

und Veränderung der Mikroflora (McIntyre et al. 1993). Ein weiterer wichtiger Faktor 

ist die Entstehung von kurzkettigen Fettsäuren. Sie entstehen im Kolon durch anaerobe 

bakterielle Fermentation von Ballaststoffen. Die wichtigsten kurzkettigen Fettsäuren 

sind Azetat, Propionat und Butyrat, die im Verhältnis von etwa 60:25:15 gebildet 

werden (Cummings et al. 1987). Insgesamt entstehen sie in einer Konzentration von 

etwa 100mmol/l pro Tag (Scheppach et al. 1995). 
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Butyrat ist die bevorzugte Energiequelle für Kolonozyten (Roediger 1980) und 

stimuliert in vivo das Zellwachstum (Scheppach et al. 1992). Dieses Zellwachstum stellt 

ein physiologisches Wachstum dar, das die basalen 60% einer Kolonkrypte betrifft 

(Scheppach et al. 1995). Im Gegensatz dazu hemmt Butyrat in vitro das Wachstum von 

Kolonkarzinomzellinien, induziert Apoptose und erhöht den Differenzierunggrad der 

Zellen (Hague et al. 1993, Hague und Paraskeva 1995, Heerdt et al. 1994, Whitehead et 

al. 1986). In vivo-Beobachtungen bekräftigen die mögliche positive Rolle von Butyrat 

zur Prävention des kolorektalen Karzinoms. Die fäkalen Butyratspiegel und die 

Tumormasse korrelierten negativ bei Ratten, die mit einer kohlenhydratreichen Nahrung 

gefüttert wurden (McIntyre et al. 1993). Weizenreiche Nahrung erhöht in Ratten, denen 

mit Azoxymethan Kolontumoren induziert wurden, den fäkalen Butyratspiegel, senkt 

die Proliferation, induziert Apoptose und verringert die Zahl von Tumorvorstufen 

(Compher et al. 1999). Bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen finden sich ein 

erniedrigter fäkaler Butyratanteil an den kurzkettigen Fettsäuren im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe (Weaver et al. 1988). 

 

1.4 Apoptose 

Apoptose ist ein systemisch und genetisch programmierter Prozeß, der eine bedeutende 

Rolle bei Gewebehomostase und Zelldifferenzierung spielt. Apoptose (Programmierter 

Zelltod) ist wichtig für die Embryogenese, bei der Elimination von nicht-

funktionstüchtigen oder abnormalen Zellen, aber auch bei der Ätiologie von viralen 

Infektionen, neurodegenerativen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder 

Karzinomen. 

Während eine Nekrose meist eine Zellgruppe betrifft und mit einer 

Entzündungsreaktion einhergeht, verläuft die Apoptose spezifisch an einzelnen Zellen, 

die ohne Entzündungsreaktion des umliegenden Gewebes von Makrophagen 

phagozitiert werden. Typische morphologische Veränderungen der apoptotischen Zellen 

sind Zellschrumpfung, zytoplasmatische Bläschenbildung, Formation von apoptotischen 

Körpern, Kondensation und Fragmentierung des Nukleus (Granville et al. 1998). 

Der molekularbiologische Transduktionsweg der Apoptose ist komplex und wird im 

Folgenden zusammenfassend dargestellt (s. Abb. 2). 
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Apoptose kann durch eine Reihe verschiedener extrazellulärer Stimuli ausgelöst 

werden. 

Der Fas-Ligand (Fas-L) induziert Apoptose, indem es an seinen Rezeptor Fas (Apo-1, 

CD95) bindet und die Fas-associated death domain (FADD) aktiviert. FADD wiederum 

assoziiert mit der Proenzymform von Caspase-8. 

Ähnlich wie der Fas-Signalweg wird die Apoptoseinduktion durch den 

Tumornekrosefaktor (TNF) vermittelt. Nach Bindung von TNF an den Rezeptor TNF-

R1 wird über ein Adapterprotein (TRADD: TNF-receptor-associated death domain) 

FADD aktiviert und an Pro-Caspase-8 gebunden. 

In beiden Systemen bewirkt dieser Komplex eine Aktivierung von Caspase-8. Diese 

Aktivierung wird durch FLICE inhibitory proteins (FLIP) gehemmt. Caspase-8 aktiviert 

Caspase-3, die letztendlich über eine Spaltung verschiedener Substrate im Nukleus die 

Apoptose der Zelle bewirkt. 

Bei der durch Granzyme B vermittelten Apoptose wird Caspase-3 entweder direkt oder 

über die Aktivierung von Caspase-10 aktiviert (Granville et al. 1998). 

Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Caspase-3 spielt  das Mitochondrium. 

Nach Freisetzung von Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) und unter 

Anwesenheit von Cytochrom C und dATP, aktiviert Apaf-1 Caspase-9, die dann 

Caspase-3 spaltet und aktiviert. Neben anti-apoptotischen Faktoren (u.a. bcl-2, bcl-xl, 

mcl-1, bcl-w) kontrollieren auch pro-apoptotische Mitglieder der bcl-2-Familie (u.a. 

bax, bik, bak, bad, bid, bcl-xs) den Apoptoseablauf am Mitochondrium. Diese Faktoren 

bilden Homo- oder Heterodimere, die sich in ihrer Wirkung aufheben oder verstärken. 

Anti-apoptotische Faktoren der bcl-2-Familie (bcl-2, bcl-xl) hemmen Apaf-1 und damit 

die Aktivierung von Caspase-3 (Li, P. et al. 1997, Pan et al. 1998). Pro-apoptotische 

Faktoren wie Bik können Apaf-1 von den Apoptose-Inhibitoren lösen (Chinnaiyan et al. 

1997). Bcl-2 und bcl-xl bilden Poren in der Mitochondrienmembran und kontrollieren 

so den Membrantransport (Reed 1997). Kluck et al. konnten zeigen, daß bcl-2 die 

Zellen vor Apoptose schützt, indem die Freisetzung von Cytochrom C aus dem 

Mitochondrium verhindert wird (Kluck et al. 1997). Bcl-xl hemmt direkt Cytochrom C 

und verringert so den intrazellulären Spiegel von Cytochrom C (Kharbanda et al. 1997). 

Unabhängig von der Caspasen-Kaskade kann bax durch Ionenkanalbildung und 

Mitochondrienzerstörung Apoptose auslösen (Green und Reed 1998). 
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Abb. 2: Apoptoseinduktion und –modulation (s. Text). 

 

Neben dem apoptotischen Weg über die Caspasenaktivierung hat TNF die Möglichkeit 

anti-apoptotisch zu wirken. Über TRAF2 (TNF receptor-associated factor-2) und NIK 

(NF-κB-inducing kinase) wird die IκB-Kinase (IKK) aktiviert. IKK phosphoryliert 

IκBα (inhibitory protein κBα), das hierauf ubiquitiniert und degradiert wird und so den 

Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor-κB) aus der Bindung entläßt. NF-κB 

transloziert in den Nukleus und induziert die Transkription von anti-apoptotischen 

Faktoren (Beg und Baltimore 1996, Abb. 2). 

Kolonepithelzellen unterliegen einem ständigen Turnover. Neue Zellen entstehen aus 

Stammzellen, die an der Kryptenbasis lokalisiert sind. Diese Zellen differenzieren 

während der Migration zum Kolonlumen zu mukosalen Epithelzellen (3-7 Tage). 

Schließlich gehen die Zellen an der Schleimhautoberfläche in Apoptose (Podolsky und 
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Babyatesky 1995). Zellen, die näher an der Kryptenoberfläche liegen, weisen eine 

größere bak-Expression auf (Moss et al. 1996). In kolorektalen Tumoren ist neben einer 

erhöhten Proliferation auch die Apoptoseinduktion der Zellen gestört. So nimmt der 

Anteil der apoptotischen Zellen von benignen Polypen zum invasiven Karzinom ab 

(Bedi et al. 1995). Krajewska et al. konnten zeigen, daß in kolorektalen Karzinomen bak 

reduziert und bcl-xl erhöht vorliegt (Krajewska et al. 1996). Auch das anti-apoptotische 

Protein bcl-2, das in normaler Schleimhaut nur in der basalen Kryptenhälfte auftritt, ist 

in kolorektalen Karzinomen überexprimiert (Flohil et al. 1996). 

 

1.5 Zellzyklus 

Unter Zellzyklus werden die Vorgänge zwischen zwei Zellteilungen (Mitosen) 

verstanden. Alle vier Phasen des Zellzyklus, M (Mitose), G1 (Gap 1), S (DNA-

Synthese) und G2 (Gap 2) sind exakt reguliert. Der Zellzyklus der menschlichen Zelle 

wird durch Aktivierung bzw. Inaktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (cyclin-

dependent kinases; CDK) gesteuert. Die Aktivierung erfordert die Bindung von 

regulatorischen Proteinen, den Cyclinen. Die Integrität der zellulären DNA wird 

während des Voranschreitens der Zelle durch die einzelnen Phasen des Zellzyklus vor 

allem an zwei Kontrollpunkten (G1/S- sowie G2/M-Übergang) kontrolliert. Der 

Übergang von der frühen in die mittlere G1-Phase hängt von der CDK4- und CDK6-

Aktivität ab, die von drei D-Cyclinen (D1, D2, D3) reguliert wird. Dabei phosphoryliert 

der aktive Cyclin D-CDK4-Komplex das Retinoblastom-Protein (Rb), das so den 

Transkriptionsfaktor E2F freigibt, der die Transkription wichtiger DNA-Synthese-

Produkte induziert. Den Übergang und das Voranschreiten durch die S-Phase wird 

durch CDK2 bestimmt, die mit den Cyclinen E und A Komplexe bildet. CDK1 (cdc2) 

wird durch das Cyclin B aktiviert und bewirkt den Übergang von der G2- in die M-

Phase. Neben der Bildung der Cyclin-CDK-Komplexe ist für die Aktivierung der CDK 

außerdem die Phosphorylierung durch eine CDK-activating Kinase (CAK: CDK7 + 

Cyclin H) notwendig (Morgan 1995, 1997; Abb. 3). 
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Abb. 3: Zellzykluskontrolle (s. Text). 

 

Die CDK-Aktivität wird durch Bindung von CDK-Inhibitoren verhindert. Zwei 

Familien von CDK-Inhibitoren wurden bisher beschrieben. Die Ink 4-Familie besteht 

aus p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c und p19INK4d und inhibiert selektiv die Aktivität von 

CDK4 und CDK6, während die Mitglieder der zweiten Familie p21waf1/cip1, p27kip1 und 

p57kip2 universale CDK-Inhibitoren sind (Sherr und Roberts 1999). 
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abhängigen Kinasen auch PCNA (proliferating cell nuclear antigen), das für die DNA-

Replikation notwendig ist. p21 ist ein durch das Tumorsuppressorgen p53 regulierter 

Faktor (El-Deiry et al. 1995). Andere Untersuchungen zeigen aber auch, daß p21 

unabhängig von p53 induziert werden kann (Sheikh et al. 1997, Steinman et al. 1994). 

 

Verschiedene Gruppen beschrieben neue cdc2-ähnliche Proteine, die aufgrund ihrer 

Homologie zur cdc2-PSTAIRE-Aminosäurenregion benannt wurden (Meyerson et al. 
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Phase zu sein (Li, S. et al. 1995). Eine aktuelle Arbeit konnte eine Interaktion von 

CDK10 mit dem Transkriptionsfaktor Ets2 nachweisen (Kasten und Giordano 2001). 

GADD45 ist ein von p53 reguliertes Protein, das bei Überexpression die 

Zellproliferation hemmt. Es konnte gezeigt werden, daß GADD45 die Aktivität des 

Cyclin B-CDK1-Komplex inhibiert und so für die Kontrolle des G2/M-Überganges 

wichtig sein könnte (Zhan et al. 1999). 

 

Abweichungen in der Zellzykluskontrolle führen zu unkontrollierter Zellproliferation 

und gehören zu den häufigsten Veränderungen in Tumorzellen. 

Die Kolonkarzinogenese ist mit Mutationen oder Abnormalitäten von zellzyklus-

regulierenden Faktoren assoziiert. Cyclin D1 und Cyclin E sind in Kolonkarzinomen 

häufig überexprimiert (Arber et al. 1996, Batkova et al. 1994, Weinstein 2000). Auch 

CDK1, CDK2 sowie CDK4 werden abnormal hoch exprimiert (Yamamoto et al. 1995, 

Zhang et al. 1997). CDK-Inhibitoren dagegen liegen in kolorektalen Karzinomen 

entweder inaktiviert vor (p16), oder deren erniedrigte Expression ist mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert (p21; p27) (Dai et al. 2000, Holland et al. 2001, 

Sgambato et al. 2000). 

 

1.6 p53 und c-fos 

p53 ist ein Tumorsuppressorgen, das eine wichtige Rolle bei Zellzyklusarrest, 

Apoptose, Integrität des Genoms und DNA-Reparaturmechanismen einnimmt (Agarwal 

et al. 1998). p53 kann durch äußere Stimuli wie oxidativer Streß, Hypoxie oder 

Chemotherapeutika aktiviert werden. Bei DNA-Schäden wird p53 induziert und bewirkt 

entweder Zellzyklusarrest oder Apoptose. Es ist als Transkriptionsfaktor in der Lage, 

eine Reihe von Genen zu aktivieren (p21, GADD45, mdm2, Cyclin G, bax, IGF-BP3; 

Ko und Prives 1996). In ca. 50-70% aller kolorektalen Tumore liegt p53 mutiert vor 

(Chung 2000). Dieses mutierte p53 ist dann nicht mehr in der Lage, Zellzyklusarrest 

oder Apoptose auszulösen (Michalovitz et al. 1990). Darüber hinaus besitzt das mutierte 

p53 maligne Eigenschaften, indem es den Tumorzellen einen Wachstumsvorteil 

verschafft (Dittmer et al. 1993). 

Der Transkriptionsfaktor c-fos dimerisiert mit c-jun und bildet den 

Transkriptionskomplex AP-1, der die Expression von Genen induziert, die in 
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Zellproliferation und -differenzierung involviert sind. Die Expression von c-fos 

korreliert dabei mit dem Differenzierungsgrad der Zellen (Bohmann et al. 1987). 

 

1.7 Ziele der vorliegenden Dissertation 

Von unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daß sich Acetylsalicylsäure und 

Butyrat in ihrer Wirkung auf Kolonkarzinomzellen verstärken. Werden HT-29 und 

Caco-2 Zellen mit einer Kombination aus Acetylsalicylsäure und Butyrat inkubiert, 

proliferieren die Zellen deutlich langsamer als nach Inkubation mit Butyrat und 

Acetylsalicylsäure alleine. Auch der Anteil der apoptotischen Zellen ist unter 

Inkubation mit der Kombination im Vergleich zur Inkubation mit den Einzelsubstanzen 

deutlich größer (Menzel et al. 2002). Unabhängig davon konnten Crew et al. zeigen, daß 

eine Kombination aus NS 398, einem spezifischen Cox-2-Inhibitor, und Butyrat 

additive Effekte auf das Wachstum von Kolonkarzinomzellen hat (Crew et al. 2000). 

Die genauen molekularen Mechanismen dieser Wirkverstärkung von Butyrat und 

Acetylsalicylsäure sind noch nicht bekannt. 

 

In dieser Arbeit sollten zunächst molekularbiologische Methoden (RNase Protection 

Assay, cDNA Expression Array) für mRNA-Expressionsuntersuchungen etabliert 

werden.  

Nach Inkubation von HT-29 Kolonkarzinomzellen mit Butyrat und Acetylsalicylsäure 

sowie in Kombination wurden folgende Fragestellungen untersucht: 

 

• Untersuchung der differentiellen mRNA-Expression durch Butyrat mittels eines 

cDNA Expression Arrays. 

• Untersuchungen zur Modulation der Expression von Faktoren der Zellzyklus- und 

Apoptosekontrolle durch Acetylsalicylsäure und Butyrat. 

• Untersuchungen zur Modulation der Zellzyklusphasen durch Acetylsalicylsäure und 

Butyrat. 

• Untersuchungen zu potentiell additiven oder synergistischen Wirkungen von 

Acetylsalicylsäure und Butyrat. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Material 

 

2.1.1 Geräte 

Autoklav Fedegari, Italien 
Blottingkammer Mini Trans-Blot Modul BioRad, Hercules CA, USA 
Brutschrank B5060 Hereus, Hanau 
Elektrophoresekammern  
     Mini Protein II Cell 
     Easy-cast Horizontal Electrophoresis  
        System 7x8cm 

 
BioRad, Hercules CA, USA 
MWG-Biotech, Ebersberg 

FACScan Becton Dickinson, San Jose CA, USA 
Filmentwicklungsautomat Protec Gerätebau GmbH, Oberstenfeld 
Flüssigkeitsszintillationszähler Cranberra Packard, Dreieck 
Gefrierschrank 
     -70°C 
     -20°C 

 
Thermo forma, Marietta OH, USA 
Bosch, Stuttgart 

Heizblöcke Ismatec, Wertheim-Mondfeld 
Hybridisierungsflaschen MWG-Biotech, Ebersberg 
Hybridisierungsofen Hereus, Hanau 
Mikroskop Leitz DM IL Leica, Wetzlar 
Mikrowelle Philips, Hamburg 
N2-Behälter Taylor-Wharton, Husum 
Neubauerzählkammer Bright Line 10µl Schott Glas, Mainz 
pH-Meter WTW, Weilheim 
Photometer 
     Ultrospec 3000 
     Tecan-Spektra-Spektroskop 

 
Pharmacia Biotech, Freiburg 
Tecan, Crailsheim 

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000µl) Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Pipettboy acu Integra Bioscience GmbH, Fernwald 
Power Supplies 
     Power Pac 200 
     EC-Apparatus EC140 
     EPS 3500 

 
BioRad, Hercules CA, USA 
EC-Apparatus Co., Holbrook NY, USA 
Pharmacia Biotech, Freiburg 

Quarzküvette 100µl Hellma, Müllheim 
Rüttler IKA-Vibrax-VXR Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen 
Sterilwerkbank Gelaire BSB 4 Bioflow Technik, Meckenheim 
Thermocycler GenAmp PCR-System 9700 PE Applied Systems, Rottgau-Jüngersheim 
Ultraschall Sonoplus HM70 Bandelin, Berlin 
UV-Tisch TI3 (312nm) Biometra, Göttingen 
Videodokumentationssystem Biometra 
Biodoc 

Biometra, Göttingen 

Vortexer „Vortex Genie 2“ Bender & Hohbein AG, Zürich, CH 
Waage Sauter, Albstadt-Ebingen 
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Analysenwaage Mettler Toledo, Gießen 
Wasserbad Köttermann, Uetze/Hänigsen 
Zentrifugen 
     Labofuge 400R 
     Centrifuge 5415 
     Hettich 2020 
     Biofuge Fresco 

 
Kendro, Hanau 
Eppendorf, Hamburg 
Hettich, Tuttlingen 
Heraeus, Hanau 

 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Frischhaltefolie Cofresco, Minden 
Blottingpapier GB 002  Schleicher & Schnell, Keene NH, USA 
Membranen 
    Nylonmembran BrightStar-PlusTM 
    PVDF-Immobilionmembran  

 
Ambion, TX, USA 
Milipore, Bedford MA, USA 

Röntgenfilm HyperfilmTM ECLTM Amersham Bioscience, Freiburg 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße 
     1,7ml Safe Seal Microcentrifuge Tubes 
 
     15, 50ml 

 
Sörenson Bio Science, West Salt Late City 
UT, USA 
Falcon, Heidelberg 

Kulturflaschen (25, 75cm2) Costar, Cambridge MA, USA 
 
 
2.1.3 Chemikalien-Zusammensetzungen (Kits) 
 
QIAshredder Quiagen, Hilden 
Atlas Human 1.2 Array 

4 Atlas Array Membranen 
10x dNTP Mix 
CDS Primer Mix 
5x Reaction Buffer 
DTT 
MMLV Reverse Transcriptase 
10x Termination Mix 
ExpressHybTM Hybridisation Solution 
Cot-1 DNA 
Atlas NucleoSpin Extraction Kit 
dH2O 

Clontech, Palo Alto CA, USA 

ECL-Detection System Amersham Life Science Ltd., Little Chalfont, 
UK 

hCC-1 Multi-Probe Template Set Pharmingen, San Diego CA, USA 
hStress-1 Multi-Probe Template Set Pharmingen, San Diego CA, USA 
In Vitro Transcription Kit 
                 RNasin 
 DTT 
 5x Transcription Buffer 
 T7 RNA Polymerase 
 RNase-freie DNase 
 20mM EDTA 

Pharmingen, San Diego CA, USA 
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 Yeast RNA 
 Ammoniumacetat 
Nonisotopic Detection Kit 

5x Wash Buffer 
10x Blocking Buffer 
Streptavidin-Alkaline Phosphatase 
10x Assay Buffer 
CDP-Star 

Ambion, TX, USA 

RiboQuant 
Ammoniumacetat 
Hybridisation Buffer 
RNase Buffer 
RNase A+T1 Mix 
Proteinase K Buffer 
Proteinase K 
Yeast t-RNA 
1x Loading Buffer 

Pharmingen, San Diego CA, USA 

RNeasy Mini Kit 
Buffer RLT 
Buffer RW1 
Buffer RPE 
RNase-free H2O 

Quiagen, Hilden 

 
 
2.1.4 Chemikalien 
 
Acetylsalicylsäure Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Acrylamid Boehringer, Manheim 
Acrylamid-Bisacrylamid (19:1) Boehringer, Manheim 
Agarose MS Boehringer, Manheim 
Ammoniumacetat Pharmingen, San Diego CA, USA 
Biotin RNA Labeling Mix Boehringer, Manheim 
Borsäure Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
BSA Fraktion V Boehringer, Manheim 
Butyrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Chloroform Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
dNTP Promega GmbH, Mannheim 
EDTA  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
EDTA 0,5M pH 8.0 Gibco BRL, Eggenstein 
EGTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethanol J.T.Baker, VA Deuter, Holland 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Fetales Bovines Serum (FBS) Life Technologies, Paisly, UK 
Formaldehyd Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Formamid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Glycerol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Glycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Hepes Buffer Life Technologies, Paisly, UK 
Isoamylalkohol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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L-Glutamin Life Technologies, Paisly, UK 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Mineralöl Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Minimal Essential Medium Life Technologies, Paisly, UK 
MOPS Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Na3Citrat 2H2O Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Na3VO4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
NaCl Merck, Darmstadt 
NaF Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
NaH2PO4 Merck, Darmstadt 
NaOH 2M Merck, Darmstadt 
Natriumazid Merck, Darmstadt 
Non Essentiell Amino Acids Life Technologies, Paisly, UK 
PBS Dulbecco`s Life Technologies, Paisly, UK 
Penicillin/Streptamycin Life Technologies, Paisly, UK 
Phenol pH 4.3, Tris-satured Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
PMSF Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ponceau S Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Pyronin Y Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
SDS Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Sheared salmon testes DNA (10mg/ml) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Sodiumacetat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Tris-Base Merck, Darmstadt 
Tris-HCl Merck, Darmstadt 
Trockenmilchpulver Fluka-Biochemika, Buchs, CH 
Trypanblau Life Technologies, Paisly, UK 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Urea Merck, Darmstadt 
 
 
2.1.5 Radiochemikalien 
 
[α-P32]dATP (10µCi/µl) Amersham, Little Chalfont, UK 
 
 
2.1.6 Enzyme 
 
Trypsin/EDTA 1% Life Technologies, Paisly, UK 
Pepstatin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DNase I (5U/µl) Boehringer Manheim 
Aprotinin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Taq-Polymerase (5U/µl) Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 
DNase-freie RNase Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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2.1.7 Antikörper 
 
Anti-CDK4 (goat) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-p21 (mouse) Transduction Laboratories, Lexington, GB 
Anti-p27 (mouse) Transduction Laboratories, Lexington, GB 
Anti-Goat IgG (RαG), 
Merrettichperoxidase-gekoppelt (HRP) 

Amersham, Little Chalfont, UK 

Anti-Mouse IgG (SαM), 
Merrettichperoxidase-gekoppelt (HRP) 

Amersham, Little Chalfont, UK 

 
 
2.1.8 Größenmarker 
 
100bp DNA ladder/5x DNA loading buffer Promega GmbH, Mannheim 
SDS-PAGE Standards BioRad, Hercules CA, USA 
 
 
2.1.9 Standardlösungen 
 
DEPC-H2O Diethylpyrocarbonat (DEPC) 0,05%  

in ddH2O 
12h bei 37°C inkubieren, autoklavieren 

 
 
 
2.2 Methoden 

 
2.2.1  Zellkultur 
 
2.2.1.1    Kultivierung der Zellinie HT-29 

10% FBS-Medium:  1% L-Glutamin 
2% Penicillin/Streptamycin 
1% Non Essential Amino Acids (NEAA) 
0,4% Hepes Buffer 
10% FBS 

 in Minimal Essential Medium 
 

Für die molekularbiologischen Versuche wurde die Zellinie HT-29 (American Type 

Culture Collection, Rockville, Maryland, USA) als in vitro-Model verwendet. Es 

handelt sich um eine Zellinie aus einem menschlichen Adenokarzinom des Kolons, die 

von J. Fogh 1964 etabliert wurde (Fogh 1975). HT-29 Zellen weisen eine mäßige 

Differenzierung (G2) sowie ein mutiertes p53 auf. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% 

CO2 in 10% FBS-Medium in Kultur gehalten. Hierfür wurden 75cm2 Zellkulturflaschen 

verwendet. Das Medium (20ml/Kulturflasche) wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Zur 
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Fortführung der Zellkultur nach Konfluenz (ca. 40x106 Zellen) wurden die adhärent 

wachsenden Zellen durch Trypsin vom Zellkulturboden abgelöst. Hierfür wurden die 

Zellen kurz mit 5ml PBS gewaschen und 5min bei 37°C mit 3ml Trypsin inkubiert. 

Durch Resuspension der abgelösten Zellen in 10% FBS-Medium wurde die 

Trypsinreaktion gestoppt. Jeweils 1x106 Zellen wurden in neue 75cm² Kulturflaschen 

gegeben und in 20ml 10% FBS-Medium kultiviert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde 

ein Aliquot der Suspension mit Trypanblau vermischt, und die Zellen mittels einer 

Neubauerzählkammer unter dem Inversionsmikroskop ausgezählt. Die Anzahl der 

Zellen errechnet sich wie folgt: gezählte Zellen/Quadrat x Verdünnungsfaktor x 10000. 

Vitale Zellen stellten sich dabei Trypanblau-negativ dar. Für die Zellkulturversuche 

wurden Zellen aus der 5.-20. Subpassage verwendet. 

 

2.2.1.2    Ansatz der Zellkulturversuche 

Für die nachfolgenden cDNA Expression Array-, RNase Protection Assay- und Western 

Blot-Versuche wurden 1x106 Zellen in 75cm2 Kulturflaschen ausgesät. Für die 

Zellzyklusanalyse wurden 0,5x106 Zellen in 25cm2 Kulturflaschen ausgesät. Die Zellen 

wurden anschließend für 72h in 20 bzw. 5ml 10% FBS-Medium inkubiert. 

 

2.2.1.3    Synchronisation und Inkubation mit den Testsubstanzen 

Um ein synchrones Zellwachstum zu erreichen, wurde nach 72-stündiger Inkubation das 

10% FBS-Medium durch serumfreies Medium ersetzt, dem nach 6h wieder Serum 

zugesetzt wurde. Nach weiteren 12h Inkubation wurden die Zellen mit den zu testenden 

Substanzen inkubiert. Diese waren Butyrat (1-5mM) und Acetylsalicylsäure (1-5mM) 

alleine sowie in Kombination (Butyrat 1-3mM/ASS 1mM, Butyrat 2mM/ASS 2mM, 

Butyrat 1mM/ASS 1-3mM). Butyrat wurde in ddH2O, Acetylsalicylsäure in Ethanol 

gelöst. Als Kontrolle wurden die Zellen in 10% FBS-Medium inkubiert. Die Zellen für 

den cDNA Expression Array wurden für 24h mit den Testsubstanzen behandelt. Für die 

RNase Protection Assay-Versuche wurden die Zellen für 0, 2, 4, 8 und 24h inkubiert, 

für die Western Blot- und Zellzyklus-Untersuchungen für 0, 24, 48 und 72h. 

 

 

 



Material und Methoden 

 
20

2.2.1.4    Aufarbeitung der Zellen (RNase Protection Assay, Western Blot) 

Zu den obengenannten Zeitpunkten wurde das Medium abpipettiert und die adhärent 

wachsenden Zellen mit 5ml bzw. 3ml PBS je nach Kulturflaschengröße (75cm2/25cm2) 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 5min bei 37°C mit 3ml (1ml) Trypsin 

inkubiert, um die Zellen vom Kulturflaschenboden abzulösen. Die Trypsinierung wurde 

durch Zugabe von 10% FBS-Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde mit dem 

abpipettierten Medium in ein 50ml Gefäß gegeben und nach Entnahme eines Aliquots 

für die Zellzählung für 10min bei 900rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen 

des Überstandes wurde das Zellpellet in 10ml PBS resuspendiert und für 10min bei 

900rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum abgesaugt, das Zellpellet 

in 1ml PBS gelöst und in ein silikonisiertes 1,7ml Reaktionsgefäß überführt. Nach 

zweiminütiger Zentrifugation bei 1200rpm und 4°C wurde das Zellpellet in flüssigem 

N2 schockgefroren und bei –80°C bis zur weiteren Aufbearbeitung gelagert. Die 

Zellzahl der Zellpellets wurde mit Hilfe einer Neubauerzählkammer ermittelt (s. 

2.2.1.1). 

 

2.2.2 RNA-Isolierung 

Für die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Kulturzellen wurde der RNeasy Mini Kit 

(Quiagen) verwendet. Die Präparation erfolgte nach Herstellerangaben. Das Zellpellet 

(5-10x106 Zellen) wurde in 600µl Lysisbuffer (RLT-Buffer: 1% ß-Mercaptoethanol, 

Guanidinium-Isothiocyanat) vollständig gelöst. Die Lysate wurden zunächst zur 

Homogenisierung auf eine RNeasy shredder column (Quiagen) aufgetragen und 2min 

bei RT und 14000rpm zentrifugiert. Die Eluate wurden mit 600µl 70% Ethanol 

gemischt, in zwei Schritten auf die mitgelieferten Säulen gegeben und 30s bei RT und 

14000rpm zentrifugiert. Diese Methode beruht auf der selektiven Bindung der RNA an 

eine Silicagelmembran. Die Säulen wurden daraufhin mit 700µl Buffer RW1 

(Guanidinium-Isothiocyanat-haltig) und zweimal mit Buffer RPE (Ethanol-haltig) 

gewaschen. Zur Eluation wurden zweimal 30µl DEPC-H2O aufgetragen und jeweils 

1min bei RT und 14000rpm zentifugiert. 
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2.2.2.1    RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die RNA-Konzentration wurde bei einer Wellenlänge von 260nm photometrisch 

gemessen (Quarzküvette, 1:100 Verdünnung in 100µl Volumen). Dabei entspricht eine 

E260 von 1 ca. 40µg/ml RNA. Zur Beurteilung der RNA-Reinheit wurde zusätzlich die 

Extinktion bei 280nm gemessen. Der Quotient aus E260 und E280 lag bei den zur 

weiteren Analyse verwendeten Aliquots zwischen 1,6 und 1,8. 

 

2.2.2.3    Formaldehyd/Agarose-Gel zur Bestimmung der RNA-Qualität 

10x FA Gel Puffer: MOPS 200mM 
Sodiumacetat 50mM 
EDTA 10mM 
in DEPC-H2O 

 pH 7.0 
 
1,2% Formaldehyd/Agarose-Gel: 1,2% Agarose 

10% 10x FA Gel Puffer 
in DEPC-H2O 
in Mikrowelle lösen 
nach Abkühlen auf ca. 65°C: 
1,8% Formaldehyd (37%) 

 0,5µg/ml Ethidiumbromid 
 
5x RNA Ladepuffer:   16µl Bromphenolblau 

80µl 500mM EDTA, pH 8.0 
720µl 35% Formaldehyd 
2ml Glycerol (100%) 
3,084ml Formamid 
4ml 10x FA-Gel-Puffer 

 ad 10ml DEPC-H2O 
 
1x FA Gel Loading Puffer:  100ml 10x FA Puffer 

20µl Formaldehyd (37%) 
  ad 1l DEPC-H2O 
 

Um die Qualität der isolierten RNA zu beurteilen, wurde 1µg RNA auf ein 1,2% 

Formaldehyd/Agarose-Gel aufgetragen. Hierfür wurden 1,2g Agarose und 10ml 10x FA 

Gel Puffer mit DEPC-H2O auf 100ml augefüllt und in einer Mikrowelle solange erhitzt, 

bis sich die Agarose vollständig löste. Nach Abkühlen auf 65°C wurden 1,8ml 37% 

Formaldehyd und 1µl Ethidiumbromid (10mg/ml) hinzugegeben und in eine horizontale 

Gelkammer gegossen. 1µg RNA wurde mit 5x RNA-Ladepuffer versetzt und auf das 

Gel aufgetragen. Die RNA wurde bei 100V in 1x FA-Gel Loading Puffer aufgetrennt. 
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Die RNA-Banden ließen sich aufgrund der Interaktion von Ethidiumbromid mit der 

RNA bei UV-Licht (312nm) visualisieren. Als Gütekriterium der RNA wurde die 

scharfe Detektion der ribosomalen RNA-Untereinheiten 28S und 18S im Verhältnis 1,5-

2,5:1 festgelegt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit Hilfe eines 

Videodokumentationssystems (Biodoc, Biometra). 

 

2.2.3 cDNA Expression Array 

Zellen der Kolonkarzinomzellinie HT-29 wurden über 24h mit 4mM Butyrat inkubiert. 

Als Kontrolle diente die 24-stündige Inkubation mit Medium. Nach RNA-Aufreinigung 

und cDNA-Synthese mit [α-32P]dATP-Markierung wurden die Butyrat- sowie die 

Kontrollprobe mit den 1176 komplementären cDNA-Abschnitten auf einer positiv-

geladenen Nylonmembran (Atlas Human 1.2 Array, Clontech; komplette Genliste: 

http://www.clontech.com/atlas/genelists) hybridisiert. Nach mehreren Waschschritten 

wurden die radioaktiv markierten Abschnitte auf einem Röntgenfilm detektiert. 

 

2.2.3.1    DNase Behandlung (nach Clontech) 

10x DNase Puffer:  400mM Tris-HCl (pH 7.5) 
100mM NaCl 
60mM MgCl2 
in DEPC-H2O 
 

10x Termination Mix:  0,1M EDTA pH 8.0 
 in DEPC-H2O 

 
50µg Gesamt-RNA wurden mit DNase I (5U) in 1x DNase Puffer (Gesamtvolumen 

1ml) 30min bei 37°C inkubiert. Nach Abstoppen des DNA-Abbaus durch 10µl 10x 

Termination Mix erfolgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion zur Probenaufreinigung. 

Hierfür wurden 110µl Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1 

zur Phasenextraktion zugegeben. Die Suspension wurde bei 14000rpm und 4°C für 

10min zentrifugiert, und die obere Phase in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß gegeben. 

Nach einer erneuten Phasenextraktion durch 110µl Chloroform wurde die RNA mittels 

Ammoniumacetat (10µl) und 95% Ethanol (300µl) präzipitiert. Hierfür wurde die 

Suspension 30min bei –80°C inkubiert und für 15min bei 14000rpm und 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und dem RNA-Pellet zur 

weiteren Aufreinigung 80% Ethanol (100µl) zugegeben. Nach fünfminütiger 
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Zentrifugation wurde wiederum der Überstand abgenommen und die RNA in 10µl 

DEPC-H2O gelöst. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1µg Gesamt-

RNA auf ein Formaldehyd/Agarose-Gel aufgetragen, um die RNA-Qualität zu 

beurteilen (s. 2.2.2.3). Die aufgereinigte Gesamt-RNA wurde bei –80°C gelagert. 

 

2.2.3.2    Kontrolle einer DNA-Kontamination durch Polymerase Chain Reaction 

10x TBE: 0,9M Tris base 
0,9M Borsäure 
20mM EDTA 

 in DEPC-H2O 
 
1,5% Agarose-Gel   1,5% Agarose 

in 1x TBE in Mikrowelle lösen 
nach Abkühlen auf ca. 65°C: 
0,5µg/ml Ethidiumbromid 

 

Um den Erfolg der DNase-Behandlung zu kontrollieren, wurde eine Polymerase Chain 

Reaction (PCR) durchgeführt. Hierbei wurde ein DNA-Abschnitt (GAPDH) durch eine 

hitzestabile Taq-Polymerase zwischen synthetisch hergestellten Oligonukleotiden 

(Primer) amplifiziert. Das PCR-Produkt konnte dann nach Auftrennung über ein 

Agarosegel mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden. In die Reaktion wurde 

1µg der Gesamt-RNA eingesetzt. Die Taq-Polymerase wurde als letzte Substanz 

zugesetzt (Tab. 3). 

 

Substanz Konzentration Menge 

1µg RNA 1µg RNA/14,7µl H2O 14,7µl 

PCR-Puffer  10x 2,0µl 

dNTP 2,5mM 1,0µl 

Primer 1  10mM 1,0µl 

Primer 2  10mM 1,0µl 

Taq-Polymerase 5U/µl 0,3µl 

                                                                                                      20µl 

Tab. 3: Pipettierschema für die Polymerase Chain Reaction (PCR). 
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94°C für 5min  Denaturierung 

 94°C für 30sec  Denaturierung 

  60°C für 30sec  Annealing             30 Zyklen 

  72°C für 1min   Synthese 

72°C für 7min  Synthese 

4°C

Folgende GAPDH-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 unter folgenden Bedingungen 

amplifiziert: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Zyklenschema für die Polymerase Chain Reaction (PCR). 

 

Der Nachweis des PCR-Produkts (452bp) erfolgte in einem 1,5% Agarose-Gel. Hierfür 

wurden 1,5g Agarose in 100ml 1x TBE in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose 

vollständig gelöst war. Nach Abkühlung auf 65°C wurde 0,5µg/ml Ethidiumbromid 

zugegeben. 5µl des PCR-Produkts wurden mit 1µl 5x DNA loading dye vermischt und 

auf ein 1,5% Agarosegel geladen. Zusätzlich wurde ein 100bp DNA-Größenmarker 

aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in 1x TBE bei 100V für 30min. Die 

Visualisierung erfolgte durch Detektion des Ethidiumbromids durch UV-Licht. 

 

2.2.3.3    cDNA Synthese 

10x Termination Mix  0,1M EDTA pH 8.0 
    in sterilem H2O 
 

Der anschließende cDNA Expression Array wurde nach den Anweisungen des 

Herstellers durchgeführt (Clontech, Paolo Alto, USA). 

Zu 5µg Gesamt-RNA wurden 1µl eines für die eingesetzte Membran spezifischen CDS 

Primer Mix, 5x Reaction Buffer (8µl), 10x dNTP Mix (4µl), 100mM DTT (2µl) sowie 

[α-32P]dATP (10µl; 3000Ci/mmol) gegeben, und die RNA durch eine MMLV Reverse 

Transcriptase in 30min bei 50°C zu spezifischer cDNA transkripiert. Die Reaktion 
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wurde durch Zugabe von 2µl 10x Termination Mix gestoppt. Die mit [α-32P] markierte 

cDNA wurde durch Säulenchromatographie von den nicht eingebauten 32P-Nukleotiden 

gereinigt und in sechs verschiedene Fraktionen (je 100µl) aufgeteilt. Die Aktivität 

wurde anschießend für alle Fraktionen mittels eines Flüssigkeitsszintillationszählers 

gemessen und hatte ihr Optimum in der zweiten oder dritten Fraktion (2-

10x106cpm/ml). 

 

2.2.3.4    Hybridisierung der cDNA mit dem AtlasTM Array 

10x Denaturation Solution:  1M NaOH 
 10mM EDTA 
 in sterilem H2O 

 
2x Neutralisation Solution: 1M NaH2PO4 

pH 7.0 
in sterilem H2O 
 

20x SSC: 175g NaCl 
88,2g Na3 Citrat 2H2O 
ad 1l steriles H2O 
pH 7.0 
 

20% SDS:     200g SDS 
ad 1l steriles H2O 

 bei 65°C lösen 
 
Wash Solution 1:    2x SSC 
 1% SDS 
 
Wash Solution 2  0,1x SSC 
 0,5% SDS 
 

Bevor die Proben mit den cDNA-Abschnitten auf der Membran hybridisiert werden 

konnten, mußte die Membran aktiviert werden. Hierfür wurde die Membran nach 

kurzem Waschen mit H2O 30min bei 68°C mit 10ml ExpressHyb/salmon testes DNA 

(10µg/ml) in Hybridisierungsflaschen unter ständiger Rotation prähybridisiert. Für die 

Hybridisierung mit den 1176 komplementären cDNA-Abschnitten auf der positiv-

geladenen Nylonmembran (Atlas Human 1.2 Array, Clontech) wurde ausschließlich die 

cDNA aus der zweiten und dritten Fraktion der Säulenchromatographie benutzt. Um die 

zu untersuchende cDNA vorzubereiten, wurden 200µl der markierten Probe (2-10 x 

106cpm/ml) mit 22µl 10x Denaturation Solution vermischt und für 20min bei 68°C 
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inkubiert. Anschließend wurden 5µl C0t-1 DNA und 225µl 2x Neutralisation Buffer 

zugegeben und 10min bei 68°C inkubiert. Diese Lösung wurde mit 5ml 

ExpressHyb/salmon testes DNA (10µg/ml) gut gemischt und auf die prähybridisierte 

Membran gegeben. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht unter ständiger Rotation bei 

68°C. 

Anschließend wurde die Membran dreimal mit auf 68°C vorgewärmter Wash Solution 1 

sowie einmal mit vorgewärmter Wash Solution 2 jeweils 30min bei 68°C gewaschen. 

Danach wurde die Membran kurz auf Filterpapier gelegt, in Plastikfolie verpackt und 1-

5 Tage bei –80°C auf Röntgenfilmen belichtet. 

 

2.2.4 RNase Protection Assay 

Der RNase Protection Assay wurde nach einer modifizierten Anleitung des Herstellers 

(RiboQuant, Pharmingen) im Rahmen dieser Arbeit nichtradioaktiv etabliert. 

Insbesondere die nichtradioaktive Durchführung stellte initial ein beträchtliches 

methodisches Problem dar. Folgendes Vorgehen erlaubte die Generierung von 

reproduzierbaren Ergebnissen: Zunächst erfolgte eine Hybridisierung der 

nichtradioaktiv markierten Sonden (8 Faktoren sowie L32 und GAPDH als 

„housekeeping genes“; Pharmingen; Tab.4) mit der isolierten RNA. Nach Aufreinigung 

und Auftrennung dieser hybridisierten RNA-Abschnitte konnten diese semiquantitativ 

durch einen enzymatischen Nachweis detektiert werden. 

 

2.2.4.1    Generierung und Markierung der Sonden 

hSTRESS hCC-1 

bcl-xl bax CDK1 p21 

p53 bcl-2 CDK2 PISSLRE 

GADD45 mcl1 CDK3 p16 

c-fos L32 CDK4 L32 

p21 GAPDH p27 GAPDH 

Tab. 4: Verwendete Multi-Probe Template Sets hSTRESS und hCC-1 (Pharmingen). 

 

Im ersten Schritt wurden die Sonden für die Hybridisierung mit Biotin markiert. Hierfür 

wurden die Multi-Probe Template Sets (hSTRESS-1, hCC-1, Pharmingen) mittels einer 
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in vitro-Transkription in Antisense-RNA umgeschrieben. Bei dieser Transkription 

erfolgte der Einbau von biotinylierten UTPs in die synthetisierten RNA-Abschnitte. 

Dafür wurden 9µl DEPC-H2O, 1µl RNasin, 2µl DTT, 4µl 5x Transcription Buffer, 1µl T7 

RNA Polymerase (In vitro transcription Kit, Pharmingen) sowie 2µl Biotin RNA 

Labeling Mix (Boehringer Mannheim) mit 1µl DNA eines Multi-Probe Template Sets 

vermischt und 1h bei 37°C inkubiert. Daraufhin erfolgte der Abbau der DNA mittels 

Zugabe von 2µl DNase und Inkubation bei 37°C für 30min. In den folgenden Schritten 

wurde die synthetisierte RNA-Sonde durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt 

und mit Ethanol gefällt. Nach Zugabe von 26µl 2mM EDTA, Yeast RNA (In vitro 

transcription Kit, Pharmingen), 25µl Phenol pH 4.3 und 25µl Cloroform:Isoamyl Alkohol 

50:1 sowie fünfminütiger Zentrifugation bei 15000 rpm und RT wurde die obere 

(wässrige) Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nach erneuter Phasentrennung 

durch 50µl Chloroform:Isoamyl Alkohol 50:1 und Zentrifugation für 2min wurde die 

Sonde mit 50µl Ammoniumacetat 4M (In vitro transcription Kit, Pharmingen) und 250µl 

eiskaltem Ethanol vermischt und 30min bei –80°C inkubiert. Durch 15-minütige 

Zentifugation bei 14000rpm und 4°C wurde die markierte RNA gefällt. Nach 

Abpipettieren des Überstands erfolgte ein Waschschritt mit 100µl 90% Ethanol und fünf-

minütiger Zentrifugation. Danach wurde das RNA-Pellett fast vollständig getrocknet und 

in 250µl Hybridisation Buffer (RiboQuant, Pharmingen) gelöst. Bis zum Gebrauch 

wurden die biotinylierten RNA-Sonden bei -80°C gelagert. 

 

2.2.4.2    RNase Protection Assay 

10x TBE    0,9M Tris base 
0,9M Borsäure 
20mM EDTA 
in DEPC-H2O 

 
5% Acrylamid/ 8M Urea Gel  5% Acrylamid:Bisacrylamid 19:1 

(30ml)    8M Urea 
in 1x TBE lösen 
120µl 10% Ammoniumpersulfat 
16 µl TEMED 

 

5µg isolierte Gesamt-RNA wurden mit 50µl Ammoniumacetat und 250µl eiskaltem 

Ethanol gemischt und nach 30-minütiger Inkubation bei –80°C durch Zentrifugation bei 

14000rpm und 4°C 15min gefällt. Die gefällte RNA wurde dann fast vollständig 
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getrocknet und in 8µl Hybridisation Buffer gelöst. Zu jeder Probe wurden 2µl der 

synthetisierten RNA-Sonde gegeben und mit einem Tropfen Mineralöl überdeckt. Die 

Proben wurden in ein mit 90°C vorgeheiztes Wasserbad gegeben, das dann langsam auf 

56°C abkühlen sollte. Bei dieser Temperatur inkubierten die Proben über Nacht (12-

16h) zur Hybridisierung der RNA-Sonden mit der isolierten Gesamt-RNA. 

Nach abgelaufener Hybridisierung wurden alle nicht-hybridisierten (ungeschützten) 

RNA-Abschnitte durch eine RNase-Inkubation abgebaut. Hierfür wurden die Proben für 

45min bei 30°C mit einem RNase A+T1 Mix (in RNase Buffer, Riboquant, Pharmingen) 

inkubiert. Durch eine 15-minütige Inkubation mit einem Proteinase K Cocktail 

(Riboquant, Pharmingen) bei 37°C wurde die RNase-Reaktion gestoppt. In den 

folgenden Schritten wurden die hybridisierten RNA-Abschnitte aufgereinigt. Nach 

Zugabe von 65µl Phenol (pH 4.5) und 65µl Chloroform-Isoamyl Alkohol 50:1 sowie 

fünfminütiger Zentrifugation bei RT wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefäß 

gegeben. Zur Fällung der RNA wurden die Proben nach Zugabe von 120µl 

Ammoniumacetat 4M und 650µl eiskaltem Ethanol (100%) und 30-minütiger 

Inkubation bei –80°C zentrifugiert (14000rpm, 4°C, 15min). Nach dem Trocknen der 

Pellets wurde die RNA in 5µl Loading Buffer (Riboquant, Pharmingen) resuspendiert 

und vor dem Beladen des Gels für 3min auf 90°C erhitzt und auf Eis gegeben. Zur 

Auftrennung der Proben wurde ein 5% Acrylamid/ 8M Urea Gel verwendet. Als 

Kontrolle diente eine mit Loading Buffer 1:750 verdünnte RNA-Sonde. Die Gel-

Elektrophorese lief bei 200V 45min in 1x TBE-Buffer (Mini Protean II Cell, BioRad). 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte der Transfer der RNA-Abschnitte 

auf eine positiv geladene Nylonmembran (BrightStar-PlusTM Nylon Membrane, 

Ambion). Als Puffer wurde 0,5x TBS verwendet. Der Blotvorgang wurde für 5min bei 

50mA und für 45min bei 200mA durchgeführt (Mini Trans-Blot Module, BioRad). 

Nach dem Blotten wurde die RNA auf der Membran durch 2-minütiges UV-

Crosslinking immobilisiert (λ=312, Biometra TI3). Der enzymatische Biotin-Nachweis 

erfolgte mit dem BrightStarTM Bio DetectTM: Nonisotopic Detection Kit (Ambion). 

Hierbei wurde die Membran 2x5min in 1x Wash Buffer gewaschen, bevor unspezifische 

Bindungsstellen mit Blocking Buffer abgedeckt wurden (2x5min, 1x30min). Danach 

wurde die Membran 30min in einer Conjugate Solution (0,01% Streptavidin-Alkalische 

Phosphatase in Blocking Buffer) inkubiert. Nach zehnminütiger Inkubation in Blocking 
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Buffer erfolgte eine dreifache fünfminütige Inkubation in 1x Wash Buffer. Nach 

Waschen der Membran für 2x2min mit 1x Assay Buffer wurden die Biotin-

Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Komplexe mittels CDP-Star nachgewiesen. Die 

Chemilumineszenz wurde durch lichtempfindliche Filme detektiert. 

 

2.2.5 Western Blot 

 

2.2.5.1    Proteinisolierung und Probenaufbereitung 

Lysis Buffer:    20mM Tris-HCl pH 7.4 
1mM EGTA  
50µM Na3VO4 
50mM NaF 
0,01U/ml Aprotinin 
1µM Phenylmethylsulfonylflourid PMSF 
10µg/ml Pepstatin 
in ddH2O 

 
Stacking Buffer:   0,5mM Trisbase 

0,8% SDS 
20% 2-Mercaptoethanol 
in ddH2O 
 

Sample Buffer :   10% Glycerol 
4% SDS 
0,03% Bromphenolblau 
0,2% Pyronin Y 
in 1x Stacking Buffer  

 

Jedes Zellpellet wurde in 200µl Lysis Buffer durch Vortexen gelöst. Anschließend 

erfolgte die Lysierung durch zehnsekündige Ultraschallbehandlung (Sonoplus GM70, 

Bandelin, Berlin). Die Proben wurden dann 5min bei 4°C und 7500rpm zentrifugiert, 

und der Überstand in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß gegeben. Die 

Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 750nm mittels eines BioRad DC Protein 

Assays (BioRad, Hercules CA, USA) gemessen. Als Standardkurve dienten 

verschiedene Rinderalbuminkonzentrationen (BSA Fraction V, Boehringer Mannheim, 

Mannheim). Jede Probe wurde mit 70µl Sample Buffer durch Vortexen gemischt, 3min 

lang bei 95°C erhitzt und 5min auf Eis gekühlt. 
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2.2.5.2    SDS-PAGE 

Running Buffer:   1,5mM Trisbase 
0,8% SDS 
in ddH2O  
 

Stacking Buffer:   0,5mM Trisbase 
0,8% SDS 
20% 2-Mercaptoethanol 
in ddH2O 
  

15% Acrylamidgel: 
      Running Gel   15% Acrylamid 

in Running Buffer 
      Stacking Gel   5% Acrylamid 

in Stacking Buffer 
 

Elektrophoresepuffer:   0,25M Trisbase 
1,92M Glycin 
1% SDS 
in ddH2O 
  

TBS:     10mM Tris-HCl 
150mM NaCl 
in ddH2O  

 

Die Proben (50µg) wurden dann mittels SDS-PAGE (Protean II Cell, BioRad) der 

Größe nach aufgetrennt. Die Polyacrylamidkonzentration des Geles lag bei 15%. Als 

Größenmarker wurden in eine Geltasche 10µl eines standardisierten Proteingemisches 

(SDS-PAGE Standards, BioRad) gegeben. 

 

2.2.5.3   Immunoblotting 

TBS     10mM Tris-HCl 
150mM NaCl 
in ddH2O 
 

TBS/0,1% Tween 20   0,1% Tween 20 
        in TBS 
 
Dry Milk-blocking Buffer  5% Trockenmilchpulver 

0,1% Tween 20 
0,1% Natriumazid 
in TBS 
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Nach Auftrennung der Proben wurde das Proteingemisch auf eine PVDF-Membran 

(Immobilion-membrane, Milipore, Bedford MA, USA) durch Elektroblotting bei 

400mA überführt (Transblot System, BioRad). Um die gleichmäßige Proteinbeladung 

zu überprüfen, wurde die Membran mit Ponceau S für 2min angefärbt. Nach 

mehrmaligen Waschen der Membran mit ddH2O konnte die gleichmäßige Proteinladung 

beurteilt werden. Durch PBS 0,1% Tween 20 wurde die Membran wieder entfärbt. 

Nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch Dry Milk-blocking Puffer über 

Nacht bei 4°C wurde die Membran in TBS 0,1% Tween 20 (3x30sec, 1x10min) 

gewaschen. Daraufhin wurde der Primärantikörper aufgetragen und die Membran für 2h 

inkubiert (s. Tab. 5). Anschließend folgten Waschschritte in TBS 0,1% Tween 20 

(3x30sec, 3x15min) und ein weiterer Blockierungsschritt in 5% Dry Milk-blocking 

Puffer (30min). Nach dem Waschen der Membran in TBS 0,1% Tween 20 (2x30sec, 

1x10min) wurde die Membran für 1h mit einem HRP-konjugierten Sekundärantikörper 

inkubiert (s. Tab. 6). Nach weiteren Waschgängen in TBS 0,1% Tween 20 (3x30sec, 

2x15min) wurde der Sekundärantikörper mittels Chemilumineszenz (ECL-Detection 

System, Amersham Life Science Ltd, Little Chalfont, UK) nachgewiesen. Bei diesem 

Nachweis kommt es zu einer HRP-katalysierten Oxidation von Diazylhydrazid und 

nachfolgender Lichtemmittierung. Diese wurde durch die Belichtung von lichtsensitiven 

Filmen sichtbar gemacht.  

 

Antigen MW Art Verdünnung Zeit Positiv-Kontrolle 
CDK4 33kD goat 1:40 2h HeLa 
p21 21kD mouse 1:250 2h HeLa 
p27 27kD mouse 1:2500 2h HeLa 

Tab. 5: Primärantikörper. 

 

 2. Antikörper Verdünnung 
CDK4 anti-goat  1:5000 
p21 anti-mouse 1:3750 
p27 anti-mouse 1:3750 

Tab. 6: Sekundärantikörper. 
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2.2.6 Zellzyklusanalyse 

2.2.6.1    Propidiumiodid-Färbung 

Propidium Iodid-Lösung: Propidium Iodid 10µg/ml 
DNase-freie RNase 200µg/ml 
in PBS 

 

An den verschiedenen Inkubationszeitpunkten wurde das Medium abpipettiert und die 

adhärent wachsenden Zellen mit 3ml PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen für 

5min bei 37°C mit 1ml Trypsin inkubiert, um die Zellen vom Kulturflaschenboden 

abzulösen. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 10% FBS-Medium gestoppt. 

Die Zellsuspension wurde mit dem abpipettierten Medium in ein 15ml Gefäß gegeben 

und nach Entnahme eines Aliquots für die Zellzählung für 10min bei 900rpm und 4°C 

zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet in 5ml PBS 

resuspendiert und für 10min bei 900rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem Verwerfen 

des Überstandes erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 5ml PBS. Nach Zentrifugation 

und Absaugen des PBS wurden die Zellen in einer Konzentration von 1,5x106 Zellen/ml 

in 70% Ethanol für 12-24h bei –20°C fixiert und permeabilisiert. 1ml der Suspension 

(1,5x106 Zellen) wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und für 5min bei 

1000rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Ethanols wurden die 

Zellpellets zweimal mit 500µl PBS gewaschen. Anschließend wurden die Proben 1h bei 

Raumtemperatur mit 500µl Propidium Iodid-Lösung in Dunkelheit inkubiert. 

 

2.2.6.2    FACScan und Auswertung 

Die Proben wurden auf einem FACScan (Beckton Dickinson) mittels Anregung durch 

einen 488nm-Laser unter Verwendung von Lysis II als Software gemessen. Die 

Zellpopulation wurde in einem Forward Scatter (FSC) – Sideward Scatter (SSC) - Dot 

Plot bestimmt, FSC und SSC wurden linear dargestellt. Die Menge des gebundenen 

Propidiumiodids wurde in FL-3 gemessen. Es wurden bei langsamer Zählrate 10.000 

Zellen pro Probe gemessen. Von der Messung ausgeklammert wurden die Regionen mit 

Zellfragmenten sowie mit Zelldimeren. 

Die Daten wurden von HP-Format von Lysis II mittels LIFUTIL (Hewlett-Packard) in 

eine MS-DOS-Datei umgewandelt. Die Auswertung erfolgte mittels MDI 2.8 (Joseph 

Trotter) auf einem Windows NT-Rechner. In der Auswertung wurden die 



Material und Methoden 

 
33

Zellpopulationen wieder im FSC-SSC-Dot Plot dargestellt. So wurde der DNA-Gehalt 

der Zellen in Abhängigkeit von der Zellzahl dargestellt. Die einzelnen Zellzyklusphasen 

mit unterschiedlichen DNA-Gehalten konnten markiert und der prozentuale Zellanteil 

berechnet werden. 

 

2.2.6.3    Statistische Analysen 

Zur Berechnung des Signifikanzniveaus der prozentualen Zellanteile der 

Zellzyklusphasen wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-Test mittels SPSS 11.0 

berechnet. Aufgrund der geringen Stichprobengröße (2 Versuche) wurde auf die 

statistische Auswertung der Werte mit den ASS-Konzentrationen 2 und 5mM sowie den 

Butyratkonzentrationen 4 und 5mM verzichtet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 

angenommen. 
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3. Ergebnisse 

 
3.1 RNA-Integrität und DNA-Kontamination 

 

 

Nach der Isolierung der RNA aus den HT-29 Zellen wurde die RNA auf ihre 

Unversehrtheit mittels einer Formaldehyd/Agarose-Gelelektrophorese und 

Ethidiumbromid-Färbung geprüft. Hierbei stellen sich bei erhaltener Integrität die 28S 

und 18S ribosomalen Banden scharf dar. Die 28S ribosomale Bande ist dabei etwa 

doppelt so groß wie die 18S Bande (Abb. 5). Um zu testen, ob die isolierte RNA nach 

DNase-Behandlung noch mit genomischer DNA kontaminiert war, wurde eine PCR-

Reaktion durchgeführt. Bei guter RNA-Reinheit sind keine PCR-Produkte nachweisbar 

(Abb. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

28S ribosomale RNA 

18S ribosomale RNA 

Abb. 5: Prüfung der RNA-Integrität. 

Abb. 6: Polymerase Chain Reaction: Prüfung einer 
DNA-Kontamination der RNA. 
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3.2 Differentielle mRNA-Expression durch Butyrat 

Im cDNA Expression Array konnten mittels des Atlas Arrays Human 1.2 (Clontech) 41 

Faktoren aufgezeigt werden, die in mindestens zwei von drei unabhängigen Versuchen 

in ihrer Expression durch Butyrat (4mM) deutlich moduliert wurden. Dabei wurde die 

Expression von 22 Faktoren vermindert (Tab. 7), von 19 Faktoren induziert (Tab. 8). 

Einen typischen Versuch mit einer Auswahl von Faktoren zeigt exemplarisch die 

Abbildung 7. 

 

Faktoren 
c-myc transcription factor PUF 
c-myc 
40S ribosomal protein S3A 
PISSLRE 
Xeroderma pigmentosum group C repair complementing 
EGF-response factor 1 
ATF-4 (activating transcription factor 4) 
YB-1 
40S ribosomal protein S19 
Tyrosine-protein kinase receptor EPH 
Glutathione peroxidase-gastrointestinal 
HMG I and J 
Integrin beta-4 
Neuromedin-B receptor 
Bone morphogenetic protein 4 
Macrophage colony stimulating factor-1 (M-CSF) 
Hepatoma-derived growth factor 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) 
Interleukin-1 beta 
Alpha-1-antitrypsin 
Proteasome component C3 
Monocyte/neutrophil elastase inhibitor 
 
Tab. 7: Faktoren, deren Expression durch Butyrat vermindert wurde. 
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Faktoren 
Cyclin K 
Parathymosin 
Interleukin-10  
Glutathione S-transferase M4 
Heat shock protein 86 
Heat shock  protein 27 
Thioredoxin peroxidase 2 (TDPX2) 
Natural killer cell enhancing factor b (NKEFB) 
Glutathione S-transferase pi (GSTP1; GST3) 
Integrin alpha L (CD11a) 
CDC28 protein kinase 2 
MAP kinase-activated protein kinase 2 
Tyrosine kinase TNK1 
Neurogranin 
Protein kinase C substrate 
Defender against cell death 1 (DAD-1) 
MLH1 
p21 
Basic transcription element-binding protein 2 (BTEB2) 
 
Tab. 8: Faktoren, deren Expression durch Butyrat induziert wurde. 
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Abb. 7: Atlas Human 1.2 Array 

Inkubation von HT-29 Zellen für 24h mit Butyrat 4mM (B.) und unter 
Kontrollbedingungen (A.). 
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1 c-myc   6 DAD 1 
2 PISSLRE   7 Glutathion peroxidase-gastrointestinal 
3 p21    8 Hepatoma-derived growth factor 
4 HMG I(Y)   9 Integrin beta-4 
5 ERF-1   10 Interleukin 1-beta 
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3.3 Modulation von Faktoren der Apoptosekontrolle durch Butyrat und 

Acetylsalicylsäure 

 

Mittels RNase Protection Assay wurden Faktoren untersucht, die bei der Regulation der 

Apoptose eine wichtige Rolle spielen. 

 

3.3.1 p53 

Butyrat reduziert konzentrationsunabhängig die Expression von p53-mRNA nach 8h 

mit einem Maximum nach 24h (Abb. 8; 9). Acetylsalicylsäure hat keinen Einfluß auf 

die Expression der p53-mRNA (Abb.8). Unter Inkubation von HT-29 Zellen mit 

Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombinationen kommt es zu keinem stärkeren p53-mRNA-

Suppression als unter Inkubation mit Butyrat alleine. 

 

 

3.3.2 c-fos 

Nach Inkubation von HT-29 Zellen kommt es zu einer Induktion von c-fos nach 2h 

durch Butyrat (1-5mM) (Abb. 9). Acetylsalicylsäure hat keinen Einfluß auf die c-fos-

Expression (Abb. 11). Die Kombination aus Acetylsalicylsäure und Butyrat hat den 

gleichen Effekt auf die Induktion von c-fos-mRNA wie Butyrat alleine. 

 

 

bcl-xl 

p53 
GADD45 
c-fos 

p21 bax 
bcl-2 

L32 
GAPDH 

mcl1 

  0h       24h       24h        24h      24h       24h      24h      24h 
         Medium     1mM     3mM   5mM     1mM    3mM  5mM 
                                           ASS         Butyrat 

Abb. 8: RNase Protection Assay nach Inkubation von     
HT-29 Zellen mit ASS und Butyrat. 
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3.3.3 Bcl-2 Familie 

Die mRNA-Expression von bax, bcl-2 und mcl1 wird durch Inkubation mit Butyrat, 

Acetylsalicylsäure sowie der Kombination nicht verändert (Abb. 8-11). 

Nach Inkubation der Zellen mit Butyrat kommt es zu einer konzentrationsunabhängigen 

Reduktion der bcl-xl-mRNA-Expression nach 8h. Nach 24h zeigt sich hier der größte 

Effekt (Abb. 8; 9). Acetylsalicylsäure hat keinen Effekt auf die Expression der bcl-xl-

mRNA-Expression (Abb.11). Eine Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombination reduziert 

die bcl-xl-mRNA nicht stärker als Butyrat alleine. 

bcl-xl 
p53 
GADD45 
c-fos 
p21 
bax 
bcl-2 

L32 
GAPDH 

mcl1 

  0h         2h        4h        8h         24h        2h         4h        8h        24h 
                     Medium                                        Butyrat 5mM 

Abb. 9: RNase Protection Assay nach Inkubation von HT-29 
Zellen mit Butyrat. 

 bcl-xl 

p53 

c-fos 
GADD 45 

p21 
bax 
bcl-2 

L32 
GAPDH 

mcl1 

      
  0h         2h         8h        24h         2h        8h         24h

                      ASS 1mM+                        Medium 
                        But 2mM 

Abb. 10: RNase Protection Assay nach Inkubation von 
HT-29 Zellen mit ASS und Butyrat. 
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3.4 Modulation von Faktoren der Zellzykluskontrolle durch Butyrat und 

Acetylsalicylsäure 

 

3.4.1 CDK1-3 

Weder unter Inkubation mit Butyrat noch mit Acetylsalicylsäure alleine sowie in 

Kombination kommt es zu einer Veränderung von CDK1-, CDK2- und CDK3-mRNA-

Spiegeln in HT-29 Zellen (Abb. 17). 

 

3.4.2 CDK4 

Nach Behandlung der Zellen mit Butyrat kommt es nach 8h konzentrationsunabhängig 

zu einer Verringerung der CDK4-mRNA-Expression. Dieser Rückgang ist nach 24h 

noch deutlicher (Abb. 13). Die Western Blot-Untersuchungen zeigen einen leichten 

Rückgang von CDK4-Protein nach 48 und 72h (Abb. 12). 

Abb. 11: RNase Protection Assay nach Inkubation von HT-29 
Zellen mit ASS und Butyrat. 

bcl-xl 

p53 
GADD45 
c-fos 
p21 
bax 
bcl-2 

L32 
GAPDH 

mcl1 

  0h         2h        4h        8h        24h        2h       4h         8h        24h 
                      ASS 2mM+                                ASS 2mM 
                     But 2mM 

         0h               24h               48h           72h             24h              48h              72h     
                                           Kontrolle                                       Butyrat 4mM 

Abb. 12: Western Blot von CDK4 (33kD) nach Inkubation von HT-29 Zellen 
mit Butyrat. 
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Acetylsalicylsäure verringert in höherer Konzentration (5mM) die CDK4-mRNA-

Expression (Abb. 20). Eine Inkubation der Zellen mit verschiedenen 

Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombinationen übertrifft die Wirkung von Butyrat nicht 

(Abb. 14). 

 

3.4.3 PISSLRE (CDK10) 

Nach Inkubation von HT-29 Zellen mit Butyrat (1-5mM) zeigt sich eine deutliche 

Reduktion der PISSLRE-mRNA-Expression nach 24h, so daß PISSLRE-mRNA nur 

noch schwach nachweisbar ist. Acetylsalicylsäure verändert die Expression der 

PISSLRE-mRNA nicht. Behandelt man die Zellen mit einer Acetylsalicylsäure/Butyrat-

Kombination, zeigt sich auch hier eine deutliche Verminderung der PISSLRE-mRNA-

Expression, die aber die Wirkung von Butyrat nicht übertrifft (Abb. 13, 14). 

 

3.4.4 p16 

In HT-29 Zellen kann im RNase Protection Assay keine p16-mRNA nachgewiesen 

werden. Auch nach Inkubation der Zellen mit Butyrat, Acetylsalicylsäure oder in 

Kombination läßt sich keine mRNA-Expression von p16 nachweisen (Abb. 14). 

 

 

 

 

    0h        2h          8h        24h        2h         8h        24h
                    Medium                      Butyrat 3mM 

 CDK 1 
CDK 2 
CDK 3 
CDK 4 
p27 
p21 

PISSLRE 
p16 
L32 
GAPDH 

Abb. 13: RNase Protection Assay nach Inkubation 
von HT-29 Zellen mit Butyrat. 
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3.4.5 p21 

Butyrat induziert nach 2h konzentrationsunabhängig die Expression von p21-mRNA. 

Das Maximum der p21-mRNA-Expression liegt nach 24h Butyratinkubation (Abb. 19). 

Auf Proteinebene kommt es zu einer Induktion der p21-Expression durch Butyrat nach 

24h. Nach 48 und 72h sind die p21-Level deutlich abgefallen, aber noch nachweisbar 

(Abb. 15). 

 

Acetylsalicylsäure erhöht in einer Konzentration von 5mM die Expression von p21-

mRNA und p21-Protein nach 24h (Abb. 16; 20). Auf Proteinebene kommt es zu einem 

Abfall der p21-Spiegel nach 48 und 72h (Abb.16). 
 

 

 

        0h    2h   8h    24h   2h     8h   24h    2h    8h   24h    2h    8h   24h
                  Medium         ASS 2mM      Butyrat 3mM    ASS 2mM + 
                                                                              But 2mM  

CDK 1 
CDK 2 
CDK 3 
CDK 4 
p27 
p21 

PISSLRE 
p16 

L32 
GAPDH 

Abb. 14: RNase Protection Assay nach Inkubation von HT-29 
Zellen mit ASS, Butyrat sowie der Kombination. 

      0h             24h              48h              72h            24h            48h               72h 
                                      Butyrat 2mM                                  Butyrat 4mM 

Abb. 15: Western Blot von p21 (21kD) nach Inkubation von HT-29 
Zellen mit Butyrat. 
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Nach Inkubation von HT-29 Zellen mit einer Kombination aus Acetylsalicylsäure und 

Butyrat (1-3mM ASS + 1mM Butyrat) zeigt sich sowohl auf RNA- als auch auf 

Proteinebene eine deutliche Steigerung der p21-Expression, die die Wirkung der 

Einzelsubstanzen übertrifft. Auf Proteinebene kommt es zu einer Reduktion der p21-

Spiegel nach 24 und 48h (Abb. 17; 18). 

 

 

 

  0h       24h       48h      72h       24h      48h      72h       24h       48h        72h       24h     48h      72h 
                    ASS 3mM                  Butyrat 1mM                      ASS 3mM+                 Kontrolle 
       Butyrat 1mM 

Abb. 18: Western Blot von p21 nach Inkubation von HT-29 Zellen mit ASS, Butyrat 
sowie der Kombination. 

 

    0h    2h    8h   24h    2h    8h    24h   2h     8h   24h   2h     8h   24h
                ASS 3mM      Butyrat 1mM    Butyrat 1mM         Medium 
                                               + ASS 3mM   

CDK 1 
CDK 2 
CDK 3 
CDK 4 
p27 
p21 

PISSLRE 
p16 
L32 
GAPDH 

Abb. 17: RNase Protection Assay nach Inkubation von HT-
29 Zellen mit ASS, Butyrat sowie der Kombination. 

    0h      24h       48h      72h       24h       48h        72h       24h       48h       72h      24h       48h     72h 
                      ASS 1mM                     ASS 3mM                       ASS 5mM                      Kontrolle 

Abb. 16: Western Blot von p21 (21kD) nach Inkubation von HT-29 Zellen mit ASS. 



Ergebnisse 

 
44

3.4.6 p27 

Nach Inkubation von HT-29 Zellen mit Butyrat (1-5mM) kommt es zu einem leichten 

Rückgang der p27-mRNA (Abb. 13), während die Expression von p27-Protein nicht 

verändert wird (Abb. 19). Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 5mM induziert 

die Expression von p27-mRNA nach 24h (Abb. 20). Unter Inkubation mit 

verschiedenen Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombinationen ändert sich die Expression 

der p27-mRNA nicht (Abb. 17). 

 

 

 

3.4.7 GADD45 

Butyrat verändert die Expression von GADD45-mRNA nicht (Abb. 8). Nach Inkubation 

der Zellen mit Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 5mM kommt es zu einer 

Induktion der GADD45-mRMA nach 24h (Abb. 8). Acetylsalicylsäure und Butyrat in 

Kombination haben keinen Einfluß auf die Expression von GADD45 (Abb. 10). 

 

     0h              24h            48h              72h             24h              48h              72h 
                                    Kontrolle          Butyrat 4mM 

Abb. 19: Western Blot von p27 (27kD) nach Inkubation von HT-29 
Zellen mit Butyrat. 

Abb. 20: RNase Protection Assay nach Inkubation von 
HT-29 Zellen mit ASS. 
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CDK 2 CDK 3 
CDK 4 
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PISSLRE 
p16 
L32 
GAPDH 

 

   0h        2h        8h        24h        2h        8h        24h
                     ASS 5mM                   Medium 
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3.5 Effekte von Butyrat und Acetylsalicylsäure auf die Zellzyklusphasen 

 

3.5.1 Butyrat 

 

 

Butyrat bewirkt nach 24h in allen getesteten Konzentrationen (1-5mM) einen Anstieg 

der Zellen in der G0/G1-Phase. Dabei liegt der maximale Wert bei Butyrat in einer 

Konzentration von 2mM (81,2% gegenüber 70,1% unter Kontrollbedingungen, p=0,01). 

Dieser G1-Arrest geht auf Kosten der Zellen in der S-Phase (Butyrat 2mM: 7,9% 

gegenüber 20,1% unter Kontrollbedingungen, p=0.01). Während die Anzahl der Zellen 

in der G2/M-Phase bei einer Butyratkonzentration von 1-3mM nahezu gleich bleibt, 

bewirkt Butyrat in höheren Konzentrationen (4 und 5mM) neben dem G0/G1-Arrest 

auch einen deutlichen Anstieg der Zellen in der G2/M-Phase (Butyrat 4mM: 16,2% 

gegenüber 9,8% unter Kontrollbedingungen) (Abb. 21). 
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Abb. 21: Prozent der HT-29 Zellen in den verschiedenen 
Zellzyklusphasen nach Inkubation der Zellen mit Butyrat 
(24h). 
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3.5.2 Acetylsalicylsäure 

 

Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 1-3mM erhöht in HT-29 Zellen den 

Anteil der Zellen in der G0/G1-Phase, wobei das Maximum bei einer Konzentration von 

2mM liegt (83,1% gegenüber 70,1% unter Kontrollbedingungen). Die Anteile der 

Zellen in der S-Phase und in der G2/M-Phase sind dementsprechend verringert. Ein 

völlig anderes Verteilungsmuster zeigt Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 

5mM. Neben einer Reduktion des Anteils der Zellen in der G0/G1-Phase (61,3% 

gegenüber 70,1%) kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Zellen in der S-Phase 

(31,8% gegenüber 20,1%) (Abb 22). 
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Abb. 22: Prozent der HT-29 Zellen in den verschiedenen 
Zellzyklusphasen nach Inkubation der Zellen mit Acetyl-
salicylsäure (24h). 
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3.5.3 Acetylsalicylsäure und Butyrat in Kombination 

 
 

Nach Inkubation der HT-29 Zellen mit ASS und Butyrat in Kombination kommt es zu 

keinem größeren Anstieg der Zellen in der G0/G1-Phase verglichen mit der Inkubation 

mit den Einzelsubstanzen (Butyrat 1mM 81,2%, ASS 1mM/3mM 76,2/80,3%, 

Kombination aus ASS 1mM und Butyrat 1mM 82,5%, Kombination aus ASS 3mM und 

Butyrat 1mM 80,2%) (Abb. 23). 
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Abb. 23: Prozent der HT-29 Zellen in den 
verschiedenen Zellzyklusphasen nach Inkubation 
mit ASS, Butyrat alleine und in Kombination (24h). 
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4. Diskussion 
 

Die kurzkettige Fettsäure Butyrat wie auch Acetylsalicylsäure hemmen die Proliferation 

und induzieren Apoptose und Differenzierung von Kolonkarzinomzellen. In unserer 

Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daß eine Kombination aus beiden Substanzen 

zumindest additive Effekte hat (Menzel et al. 2002). Der potentielle Wirkmechanismus 

ist weitgehend unbekannt. 

Nach Etablierung der beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurde in dieser 

Dissertation zunächst die differentielle Genexpression nach Butyratinkubation mittels 

eines cDNA Expression Arrays untersucht. Ausgewählte Faktoren der Apoptose- und 

Zellzykluskontrolle wurden anschließend auf ihre Modulation durch eine Inkubation mit 

ASS, Butyrat sowie in Kombination untersucht. 

Butyrat moduliert eine Reihe von Faktoren, darunter zellzyklusregulierende Faktoren 

wie p21, CDK4 oder PISSLRE sowie apoptoseregulierende Faktoren wie bcl-xl oder 

p53. ASS induziert erst in höherer Dosierung p21, p27 und GADD45. Eine 

Kombination aus ASS und Butyrat induziert den Zellzyklus-Inhibitor p21 im Vergleich 

zu den Einzelsubstanzen deutlich. 

 

4.1 Differentielle Genexpression durch Butyrat 

Der cDNA Expression Array ist ein geeignete Methode, um die Vielzahl von 

differentiellen mRNA-Expressionen durch Stoffe wie z.B. Butyrat in einem einzigen 

Ansatz zu untersuchen. In dieser Arbeit zeigten sich 41 (von 1176) Faktoren, die in 

mindestens zwei von drei unabhängigen Experimenten durch 4mM Butyrat nach 24-

stündiger Inkubation moduliert wurden (Tab. 7, 8). 

Iacomino et al. beschrieben 60 (von 588) verschiedene Faktoren, die durch Butyrat 

(4mM) nach einem längeren Inkubationszeitraum von 72h ebenfalls in HT-29 Zellen in 

ihrer Expression moduliert wurden (Iacomino et al. 2001). Zwei weitere Gruppen 

konnten mit Hilfe der Array-Technik eine große Übereinstimmung von Faktoren zeigen, 

die sowohl durch Butyrat als auch durch Trichostatin A (TSA; 

Histondeacetylaseinhibitor) moduliert wurden. Dabei veränderte Butyrat in SW620 

Kolonkarzinomzellen 7% aller untersuchten Sequenzen (689 von 8063), 584 Faktoren 

zeigten eine Übereinstimmung nach Inkubation der Zellen mit TSA (Mariadason et al. 
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2000). Della Ragione et al. konnten eine Modulation von 23 Faktoren durch Butyrat 

(2mM) und TSA nach einer Inkubationszeit von nur 5h aufzeigen (Della Ragione et al. 

2001). 

Der cDNA Expression Array kann allerdings nur als Screening-Methode gesehen 

werden, potentielle Modulationen müssen durch andere molekularbiologische 

Methoden (Northern Blot, RNase Protection Assay, RT-PCR, Western Blot, ELISA) 

bestätigt werden. 

In den Array-Versuchen konnte durch Butyrat eine veränderte Genexpression von 

Faktoren nachgewiesen werden, deren genaue Funktion noch nicht bekannt ist oder 

deren Funktionen noch nicht mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht werden 

können (Alpha-1-antitrypsin, monocyte/neutrophil elastase inhibitor, Neurogranin, 

Parathymosin, Proteinkinase C Substrat 80K-H). Daneben wurde aber auch die 

Expression einer Vielzahl von Faktoren durch Butyrat moduliert, die in Apoptose- und 

Zellzykluskontrolle sowie DNA-Reparatur-Prozesse involviert sind oder Funktionen bei 

der Transkriptions- oder Signaltransduktionskontrolle haben. Die folgenden kurzen 

Ausführungen beschränken sich auf für die (Kolon-) Karzinogenese potentiell relevante 

Faktoren.  

 
Die Repression des Transkriptionsfaktors c-myc durch Butyrat wurde bereits von 

mehreren Gruppen publiziert (Barnard und Warwick 1993, Basson et al. 1998, Toscani 

et al. 1988). C-myc ist ein Protoonkogen, das wichtig für Proliferation, Apoptose und 

Differenzierung ist. Die c-myc-Expression korreliert negativ mit dem 

Differenzierungsgrad der Zellen (Dang 1991). 

Butyrat vermindert darüberhinaus die Expression von c-myc transcription factor PUF 

und dem Transkriptionsfaktor YB-1, die die Expression von Genen regulieren, die mit 

der Zellproliferation assoziiert sind (Caligo et al. 1995, Shibao et al. 1999). 

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, dessen Expression durch Butyrat verringert wird, ist 

ATF4 (activating transcription factor 4) (Liang und Hai 1997). Desweiteren induziert 

Butyrat die Expression des Transkriptionsfaktors BTEB2 (basic transcription 

element-binding protein 2) (Kojima et al. 1997). Über die einzelnen Funktionen oder 

Zielgene von ATF4 und BTEB2 ist bislang noch nichts bekannt. 
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Der durch Butyrat herunterregulierte EGF-response factor 1 (butyrate response factor 

1) gehört zu der TIS11-Familie. Reuter et al. konnten zeigen, daß ERF-1 ein 

Bindungspartner für 14-3-3-Proteine ist, die in die Kontrolle des Zellzyklus involviert 

sind (Reuther und Pendergast 1996). MacLean et al. konnten zeigen, daß Butyrat die 

mRNA-Level von ERF-1 in HT-29 Zellen schon nach 15min senkt (Maclean et al. 

1998). 

 

Cyclin K reguliert wie andere Cycline die Aktivität Cyclin-abhängiger Kinasen, die für 

die Progression der Zelle durch den Zellzyklus essentiell sind (Edwards et al. 1998). Da 

potentiell weitere Funktionen von Cyclin K noch nicht bekannt sind, muß die scheinbar 

paradoxe Induktion der Cyclin K-mRNA-Expression durch Butyrat im cDNA 

Expression Array weiter geklärt werden. 

CDC28 protein kinase 2 hingegen inhibiert die Aktivierung der CDK2 Kinase, die mit 

dem Voranschreiten des Zellzyklus assoziiert ist. Butyrat könnte also zumindest zum 

Teil über die Induktion der CDC28 protein kinase 2-Expression eine 

Proliferationshemmung bewirken (Demetrick et al. 1996). 

 

Butyrat induziert in den Array-Untersuchungen die Expression der 

Hitzeschockproteine (heat shock proteins; HSP) 27 und 86. Diese Proteine scheinen 

proliferationssteigernd und anti-apoptotisch zu wirken (Garrido et al. 2001). Tan et al. 

konnten zeigen, daß Butyrat HSP 27 in HT-29 Zellen auf Proteinebene induziert, und 

postulierten, daß die gleichzeitige Induktion von pro- und anti-apoptotischen Faktoren 

die niedrigere Apoptoserate in HT-29 Zellen gegenüber HCT-116 Zellen nach 

Behandlung mit Butyrat bewirkt (Tan et al. 2002). 

Auch die Bedeutung der paradoxen Induktion des Apoptoseinhibitors DAD-1 (defender 

against cell death 1) in HT-29 Zellen durch Butyrat sowie potentiell weitere 

Funktionen der Hitzeschockproteine und DAD-1 in Kolonkarzinomzellen bleiben zu 

klären (Sugimoto et al. 1995). 

Wachstumsfaktoren sowie ihre Rezeptoren weisen in Malignomen eine veränderte 

Expressionen auf und sind auch als therapeutische Zielproteine aktuell intensiv 

beforscht (z.B. EGF-Rezeptor, c-kit; Tyrosinkinaseinhibitoren ZD1839 (Iressa), 
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Imatinib). Im cDNA Expression Array konnten einige Faktoren beschrieben werden, die 

als Wachstumsfaktoren fungieren oder in Signaltransduktionswege eingreifen. 

HDGF (hepatoma-derived growth factor ) stimuliert das Wachstum von Fibroblasten 

und Hepatozyten. Kishima et al. konnten zeigen, daß Antisense-HDGF-Oligonukleotide 

das Wachstum von Hepatozyten hemmen (Kishima et al. 2002). Ob HDGF und die 

Suppression der HDGF-mRNA-Expression durch Butyrat auch in Kolonzellen eine 

Bedeutung hat, bleibt zu klären. 

Die Angiogenese ist ein essentieller Faktor für die Entstehung, Progression und 

Metastasierung maligner Tumore. Ein wichtiger Mediator der Angiogenese ist VEGF 

(vascular endothelial growth factor). Die VEGF-Expression korreliert mit der Dukes-

Klassifikation und der Metastasierung von kolorektalen Karzinomen (Wong et al. 

1999). Während das Tumorsuppressorgen p53 die Angiogenese und VEGF inhibiert 

(Bouvet et al. 1998, Dameron et al. 1994), wurde ein Zusammenhang zwischen dem 

mutierten p53 in kolorektalen Karzinomen und der erhöhten Expression von VEGF 

beschrieben (Takahashi et al. 1998). RNase Protection Assays unserer Arbeitsgruppe 

konnten bestätigen, daß Butyrat die VEGF-mRNA nach 24h in Kolonkarzinomzellinien 

(HT-29, SW620, CX-1) herunterreguliert (Etzrodt et al. 2002). 

Butyrat verringert die Expression des Neuromedin-B Rezeptors, der 

proliferationsfördernde Effekte auf kleinzellige Lungenkarzinome und Gastrinome hat 

(Chu et al. 1996). Inwieweit dieser Rezeptor eine Bedeutung in der Kolonkarzinogenese 

hat, bleibt zu klären. 

EPHA1 (tyrosine-protein kinase receptor EPH) gehört zur Familie der EPH 

Rezeptoren und wird in verschiedenen Karzinomen überexprimiert (Hirai et al. 1987). 

Ob die in den cDNA Expression Array-Versuchen gezeigte Verringerung der 

Expression dieses Rezeptors durch Butyrat eine Bedeutung für die Butyrateffekte in 

Kolonkarzinomzellen hat, bleibt zu klären. 

Die Tyrosinkinase TNK1 und MAPKAP2 (mitogen-activated protein kinase-

activated protein kinase 2) sind in Signaltransduktionswege involviert (Hoehn et al. 

1996, Rouse et al. 1994). Über die genaue Funktion in Kolonzellen sowie die 

Bedeutung einer Butyrat-vermittelten Induktion der TNK1- und MAPKAP2-Expression 

ist bislang noch nichts bekannt. 
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BMP4 (bone morphogenetic protein 4), ein Mitglied der TGFβ-Familie, ist in 

Kolonkarzinomzellen mit APC-Mutationen überexprimiert. Desweiteren wird diese 

Überexpression durch ß-Catenin vermittelt (Kim, JS et al. 2002). Eine Bestätigung der 

cDNA Expression Array-Experimente, in denen Butyrat die mRNA-Expression von 

BMP4 verringert, könnte den Fokus auf weitere Funktionen dieses Proteins richten 

sowie ein neuer potentieller Ansatz für eine tumorsuppressive Therapie sein. 

M-CSF (macrophage colony stimulating factor-1) verstärkt die Invasivität von 

Mamma-, Ovar- und Endometriumkarzinomen (Kacinski 1995). Antisense-M-CSF 

Behandlung von Kolonkarzinom-Xenografts in Mäusen vermindert das 

Tumorwachstum (Aharinejad et al. 2002). Die Suppression der M-CSF-Expression 

durch Butyrat könnte eine wichtige Rolle in der karzinoprotektiven Wirkung von 

Butyrat darstellen. 

 

Ribosomale Proteine spielen eine essentielle Rolle bei der Proteinsynthese. Eine 

Akkumulation und damit eine gesteigerte Proteinsynthese könnten Modulatoren von 

Proliferation und Transformation sein. Eine Überexpression von ribosomal protein 

S3A ist in Metastasen von Schilddrüsenkarzinomen nachgewiesen worden, eine 

ribosomal protein S19-Überexpression ist mit höher malignen Kolonkarzinomen 

assoziiert (Musholt et al. 1997, Kondoh et al. 1992). Die mRNA-Expression von 

ribosomal protein S3A und S19 wurde in unseren Versuchen durch Butyrat supprimiert. 

 

Mutationen in DNA Mismatch Reparatur Proteinen führen zu der autosomal-dominant 

vererbten HNPCC. Auch in sporadischen Kolonkarzinomen sind Mutationen dieser 

DNA Mismatch Reparatur Proteine (MLH1, MSH2) nachgewiesen worden, die zu 

Mikrosatelliteninstabilität (MSI) führen. Hermann et al. konnten zeigen, daß die 

Promotorregion von MLH1 in 80% der MSI-positiven sporadischen Kolonkarzinome 

hypermethyliert ist (Herman et al. 1998). Die cDNA Expression Array-Versuche 

zeigen, daß Butyrat die MLH1-mRNA in HT-29 Zellen induziert. Obwohl HT-29 

Kolonkarzinomzellen mikrosatellitenstabil sind (Carethers und Pham 2000), bleibt zu 

klären, ob in HT-29 Zellen eine Hypermethylierung der CpG-Inseln im Promotor 

vorliegt und ob Butyrat die Expressionsinduktion von MLH1 möglicherweise durch 

eine Demethylierung der Promotorregion verursacht. 
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Das Ubiquitin-Proteasom-System gilt als der hauptsächliche proteolytische 

Mechanismus zum selektiven Abbau von Proteinen. Neben dem Abbau z.B. falsch 

gefalteter Proteine hat es zahlreiche Substrate, die in Zellzyklusprogression, 

Genexpression, Signaltransduktion oder Apoptosekontrolle involviert sind (Naujokat 

und Hoffmann 2002). Über die genaue Funktion von proteasome component 3, deren 

mRNA eine vermehrte Expression nach Inkubation der Zellen mit Butyrat aufweist, ist 

allerdings noch nichts bekannt. 

 

High-Mobility-Group (HMG)-Proteine sind Nicht-Histon-Proteine, die als architek-

tonische Elemente die Chromatinstruktur verändern und so die Transkription 

verschiedener Gene ermöglichen (z.B. NF-κB oder c-jun-Transkriptionskomplex; 

Thanos und Maniatis 1996). Erhöhte HMG-I (Y)-Spiegel wurden in verschiedenen 

Tumoren nachgewiesen, darunter auch in kolorektalen Karzinomen (Fedele et al. 1996, 

Kim, DH et al. 1999). Chiappetta et al. konnten zeigen, daß HMG I (Y) im Gegensatz 

zu normaler oder hyperplastischer Kolonschleimhaut in Adenomen sowie Karzinomen 

je nach Dignität bis zu 100% exprimiert wird (Chiappetta et al. 2001). Der HMG I (Y)-

mRNA- und Protein-Spiegel in kolorektalen Karzinomen ist mit einer schlechten 

Prognose assoziiert (Abe et al. 1999). Northern und Western Blot-Untersuchungen 

unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, daß die Expression von HMG I(Y)-mRNA und 

Protein in Kolonkarzinomzellen (HT-29, SW480, SW620) nach Inkubation mit Butyrat 

deutlich verringert wird (Weihrauch et al. 2002). 

 

Adhäsionsmoleküle spielen eine wichtige Rolle bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Kontakten. Modifikationen dieser Interaktionen können zu Tumorzellmigration, 

Invasivität und Metastasierung führen. Die Integrin α-6 β-4-Expression ist mit 

Progression und metastatischem Potential verschiedener Karzinome assoziiert 

(Rabinowitz und Mercurio 1996). Daemi et al. konnten zeigen, daß die Aktivierung der 

Integrin β-4-Untereinheit die Migration und Invasivität in LoVo Kolonkarzinomzellen 

verstärkt (Daemi et al. 2000). Neben der Herunterregulation der Integrin beta-4-mRNA 

durch Butyrat im cDNA Expression Array konnte in Western Blot-Experimenten 

unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, daß Butyrat auch Integrin β-4-Protein nach 48h 

Inkubation reprimiert (HT-29, SW480 und SW620 Zellen; unveröffentlichte Daten). 
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Ein weiteres Adhäsionsmolekül, das durch Butyrat in seiner Expression induziert wird, 

ist Integrin α-L (CD11a). Kitayama et al. konnten nachweisen, daß CD11a in 

kolorektalen Lymphknotenmetastasen herunterreguliert ist (Kitayama et al. 1999). Die 

Bedeutung einer gesteigerten Expression von CD11a in Tumorgewebe und einer 

potentiellen Interaktion mit z.B. Lymphozyten bleibt zu klären. 

 

Interleukin-10 hemmt die Synthese von zahlreichen Zytokinen. Il-10-knockout Mäuse 

entwickeln eine Kolitis und Kolonkarzinome (Sturlan et al. 2001). Die Il-10 

Expressionsinduktion durch Butyrat könnte zumindest zum Teil die karzinoprotektiven 

Effekte durch Butyrat vermitteln. 

Die genaue Rolle von Interleukin 1-β in der Karzinogenese ist noch nicht genau 

geklärt. Über die Induktion anderer Zytokine wie auch über die Induktion von NF-κB 

wirkt es inflammatorisch. Neben diesen inflammatorischen Wirkungen induziert 

Interleukin 1-β im Kolon aber auch die Expression von verschiedenen 

Wachstumsfaktoren, wie HGF (Kolon-Fibroblasten; Ota et al. 1999) oder VEGF 

(Kolonkarzinomzellen; Akagi et al. 1999) und fördert so das Wachstum von 

Tumorzellen. Western Blot-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten die 

Reduktion der Interleukin 1-β-mRNA im cDNA Expression Array auch auf 

Proteinebene bestätigen (unveröffentlichte Daten). 

 

Über eine Senkung freier Radikale oder Toxine könnten antioxidative und 

biotransformierende Proteine eine protektive Rolle in der Entstehung und Progression 

von Tumoren spielen. So induziert Butyrat im cDNA Expression Array die Expression 

von Glutathion S-Transferase Pi und M4 sowie Thioredoxinperoxidase 2 und 

NKEFB (natural killer cell enhancing factor B). 

Das Selenoprotein Glutathionperoxidase-gastrointestinal ist ebenfalls ein 

antooxidatives Protein, das das Genom vor oxidativen Schäden schützt und damit die 

Progression von Tumoren verhindern kann (Esworthy et al. 1998). Allerdings konnten 

Mörk et al. zeigen, daß die Glutathionperoxidase-gastrointestinal in Adenomen im 

Vergleich zu normaler Kolonmukosa eine deutlich erhöhte Expression aufweist (Mörk 

et al. 2000). In den cDNA Expression Array-Untersuchungen in dieser Arbeit konnte 

eine deutliche mRNA-Expressionsreduktion von Glutathionperoxidase-gastrointestinal 
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nachgewiesen werden. Um der potentiellen Rolle der Glutathionperoxidase-

gastrointestinal in der Kolonkarzinogenese zu begegnen, bedarf es weiterer 

Untersuchungen. 

 

In den Untersuchungen zur differentiellen Genexpression durch die Array-Technik 

konnte in dieser Arbeit sowie von anderen Gruppen (Della Ragione et al. 2001, 

Iacomino et al. 2001, Mariadason et al. 2000) eine große Gruppe von interessanten 

Faktoren beschrieben werden, die durch Butyrat in ihrer Expression moduliert werden. 

Dabei spielen neben Transkriptionsfaktoren und Signaltransduktionsproteinen auch 

apoptose- und zellzyklusregulierende Faktoren eine bedeutende Rolle, die in dieser 

Arbeit genauer untersucht wurden. 

 

4.2 Butyrat moduliert in HT-29 Kolonkarzinomzellen die Expression von 

apoptose- und zellzyklusregulierenden Faktoren 

In dieser Arbeit konnte für eine Reihe von apoptose- und zellzyklusregulierenden 

Faktoren aufgezeigt werden, daß sie durch Butyrat in ihrer Expression verändert 

werden. 
 

4.2.1 Apoptoseregulierende Faktoren 

Die Expression der bcl-xl-mRNA in HT-29 Zellen wurde durch Butyrat reduziert. Bcl-xl 

gehört zu der apoptoseregulierenden bcl-2-Familie und wirkt anti-apoptotisch. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit korrelieren mit den Untersuchungen von Litvak et al., die an 

Caco-2 Kolonkarzinomzellen zeigen konnten, daß Butyrat die Expression von bcl-xl 

vermindert (Litvak et al. 1998). Moss et al. konnten dagegen in HT-29 Zellen nicht 

zeigen, daß Butyrat die Expression von bcl-xl inhibiert (Moss et al. 1996). Die 

Expression weiterer Mitglieder der bcl-2-Familie (bcl-2, bax, mcl1) wurde durch 

Butyrat in der von uns untersuchten Zellinie HT-29 nicht moduliert. Während die Nicht-

Modulation von bax und mcl-1 mit den Daten von Moss et al. korreliert, konnte diese 

Gruppe einen leichten Anstieg von bcl-2 in HT-29 Zellen durch Butyrat beobachten 

(Moss et al. 1996). Im Gegensatz dazu, konnten Litvak et al. zeigen, daß Butyrat die 

mRNA-Expression von bcl-2 in Caco-2 Zellen reduziert (Litvak et al. 1998). Hague et 

al. beobachteten eine Reduktion von bcl-2 durch Butyrat in RG/C2 und BH/C1 

Kolonadenomzellen (Hague et al. 1997). Eine Induktion des in dieser Arbeit nicht 
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untersuchten pro-apoptotischen bak durch Butyrat konnten Hague et al. 

(Adenomzellinie), Moss et al. (HT-29) und Ruemmele et al. (Caco-2) beobachten 

(Hague et al. 1997, Moss et al. 1996, Ruemmele et al. 1999). 

Obwohl die Datenlage nicht ganz einheitlich ist, ist festzuhalten, daß die Butyrat-

vermittelte Apoptoseinduktion zumindest zum Teil über eine Modulation pro- und anti-

apoptotischer Mitglieder der bcl-2-Familie vermittelt wird. Die unterschiedlichen 

Ergebnisse beruhen wahrscheinlich auf den unterschiedlichen Subpassagen der 

Zellinien (genetische Mutationen) oder unterschiedlich differenzierten Zellinien (Hague 

et al. 1997). 

 

Das Tumorsuppressorgen p53 liegt in HT-29 Zellen mutiert vor. Während Wildtyp-p53 

Zellzyklusarrest und Apoptose induziert, besitzt das mutierte p53 ein malignes 

Potential. Mutiertes p53 induziert zum Beispiel die Expression des Angiogenesefaktors 

VEGF (Takahashi et al. 1998). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Butyrat die 

Expression des mutierten p53 in HT-29 Zellen deutlich verringert, was in Einklang mit 

den Ergebnissen anderer Gruppen steht (Coradini et al. 2000, Gope und Gope 1993, 

Palmer et al. 1997). 

 

Butyrat induziert in HT-29 Zellen die c-fos-mRNA. Diese Beobachtungen korrelieren 

mit den Ergebnissen von Souleimani et al. sowie Toscani et al. (Souleimani und Asselin 

1993, Toscani et al. 1998). Der Transkriptionsfaktor c-fos dimerisiert mit c-jun und 

bildet den Transkriptionskomplex AP-1, der die Expression von Faktoren induziert, die 

in Zellproliferation und -differenzierung involviert sind (Bohmann et al. 1987). 

 

4.2.2 Zellzyklusregulierende Faktoren 

Von den untersuchten Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK1-4) wurde die Expression von 

CDK4-mRNA durch Inkubation mit Butyrat deutlich verringert, während es auf 

Proteinebene nur zu einem geringen Rückgang der CDK4-Expression kam. CDK4 übt 

ihre Funktion mit den regulatorischen Partnern, den D-Cyclinen, in der frühen Phase der 

G1-Phase aus und ist wichtig für die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F und den 

Übergang in die S-Phase. Kontroverse Daten lieferte die Arbeit von Siavoshian et al., in 

der an HT-29 Zellen gezeigt werden konnte, daß Butyrat die Expression von CDK4-
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Protein nicht moduliert. Dagegen wurde die Expression von CDK2 in der gleichen 

Zellinie durch Butyrat deutlich vermindert (Siavoshian et al. 1997). Eine Modulation 

der mRNA von CDK2, die mit den Cyclinen A und E assoziiert ist und den Übergang 

von der G1-Phase in die S-Phase bewirkt, konnten in der vorliegenden Arbeit nicht 

beobachtet werden. Allerdings konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, daß 

Butyrat in höheren Konzentrationen als den hier untersuchten (>5mM) die Expression 

von CDK2-Protein vermindert. 

Auch CDK1 und CDK3 wurden durch Inkubation der Zellen mit Butyrat in ihrer 

Expression nicht verändert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Butyrat die 

PISSLRE (CDK10)-mRNA in HT-29 Zellen reduziert. PISSLRE ist ein zellzyklus-

regulierender Faktor, der zu der Gruppe der Cyclin-abhängigen Kinasen gehört. 

PISSLRE ist für den Übergang der Zellen von der G2/M-Phase in die S-Phase 

notwendig (Li, S. et al. 1995). Über weitere Funktionen sowie über die Regulation des 

PISSLRE-Gens ist bislang wenig bekannt. Eine aktuelle Arbeit konnte eine Interaktion 

von CDK10 mit dem Transkriptionsfaktor Ets2 nachweisen (Kasten und Giordano 

2001). Aktuelle Daten in cDNA Expression Array-Versuchen mit Butyrat konnten die 

Supprimierung der PISSLRE-mRNA Expression in HT-29 Zellen bestätigen (Della 

Ragione et al. 2001, Iacomino et al. 2001). 

 

p16 ist in etwa 40% aller Kolonkarzinome durch Hypermethylierung der 

Promotorregion inaktiviert (Dai et al. 2000). In den von uns untersuchten HT-29 Zellen 

konnte keine p16-mRNA nachgewiesen werden, was durch die Untersuchungen von 

Siavoshian et al. bestätigt wurde (Siavoshian et al. 1997). Auch nach Inkubation der 

Zellen mit Acetylsalicylsäure oder Butyrat kam es zu keiner Re-Expression von p16-

mRNA. Burri et al. konnten zeigen, daß die Promotorregion von p16 in HT-29 Zellen 

homozygot methyliert ist (Burri et al. 2001). 
 

Die Expression von p27 wurde nach Inkubation von HT-29 Zellen mit Butyrat auf 

Proteinebene nicht moduliert, während es auf mRNA-Ebene zu einem leichten 

Rückgang kam. Diese Ergebnisse stehen in Widerspruch mit den Untersuchungen von 

Litvak et al., die zeigen konnten, daß Butyrat die p27-Expression in Caco-2 

Kolonkarzinomzellen induziert (Litvak et al. 1998). Eine erniedrigte Expression von 
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p27 in Kolonkarzinomen ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Sgambato et al. 

2000). Yamamoto et al. konnten in in vitro-Untersuchungen zeigen, daß eine 

Überexpression von p27 HT-29 Zellen zu einer gesteigerten Differenzierung und 

Proliferationshemmung gegenüber äußeren Stimuli sensibilisiert (Yamamoto et al. 

1999). Die Effekte von Butyrat auf Kolonkarzinomzellen scheinen aber nach unseren 

Ergebnissen nicht über eine Modulation des Zellzyklusinhibitors p27 vermittelt zu 

werden. 

 

Butyrat induzierte in HT-29 Zellen die Expression von p21. Dabei erfolgte der Anstieg 

der p21-mRNA schon nach 2h, während es zu einer deutlichen Induktion der p21-

Protein-Expression nach 24h kam. Diese Ergebnisse korrelieren mit Untersuchungen 

anderer Gruppen (Litvak et al. 1998, Siavoshian et al. 1997, Coradini et al. 2000). p21 

ist ein universaler Inhibitor von Cyclin-abhängigen Kinasen, das jedoch vor allem 

CDKs hemmt, die in der G1-Phase oder am G1/S-Übergang wirksam sind (Sherr und 

Roberts 1999, Xiong et al. 1993). Induziert wird p21 über p53-abhängige und p53-

unabhängige Mechanismen. 

Während p21 in normaler Schleimhaut des Kolons vor allem in den apikalen 

Abschnitten der Kolonkrypte lokalisiert ist, wird p21 in kolorektalen Karzinomen 

vermindert exprimiert (Slebos et al. 1996, Polyak et al. 1996). Die Suppression von p21 

in kolorektalen Karzinomen ist mit einem niedrigen Differenzierungsgrad der Zellen 

(Doglioni et al. 1996) sowie mit p53-Mutationen korreliert (Viale et al. 1999, 

Matsushita et al. 1996). Patienten mit kolorektalen Tumoren, in denen mehr als 50% der 

Zellen p21 exprimieren, haben im Vergleich zu Patienten mit Tumoren, in denen 

weniger als 50% der Zellen p21 exprimieren, eine verbesserte Überlebenschance 

(Holland et al. 2001). Die Hemmung der Proliferation in verschiedenen 

Kolonkarzinomzellinien durch Butyrat ist mit einer gesteigerten Induktion der p21-

Expression assoziiert (Nakano et al. 1997). Archer et al. konnten zeigen, daß p21 für die 

proliferationshemmenden Effekte von Butyrat in HT-29 Kolonkarzinomzellen 

notwendig ist (Archer et al. 1998). Die Induktion der p21-Expression korreliert mit dem 

Differenzierungsgrad der Zellen. In sich differenzierenden Zellen liegt ein gesteigerter 

p21-Spiegel vor (Evers et al. 1996, Gartel et al. 1996, Steinman et al. 1994). Die Rolle 

von p21 in der Apoptoseinduktion wird kontrovers diskutiert. Zum einen wird 
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postuliert, daß eine gesteigerte p21-Expression Apoptose verhindert. Andere Studien 

zeigen, daß eine p21-Induktion sowohl mit einer p53-abhängigen als auch mit einer 

p53-unabhängigen Apoptoseinduktion assoziiert ist (El-Deiry et al. 1994, Blagosklonny 

et al. 1995). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß p21-Protein nach initialer 

Induktion (24h) durch Butyrat nach 48 und 72h wieder deutlich abfällt. Chai et al. 

konnten zeigten, daß Butyrat die p21-Expression initial induziert, daß aber für den 

weiteren Apoptoseverlauf der p21-Spiegel notwendigerweise wieder abfallen muß. 

Ohne die Degradierung von p21 durch Caspase-3 wurde die Butyrat-vermittelte 

Apoptose gehemmt (Chai et al. 2000). Auch Yamamoto et al. zeigten, daß es in HT-29 

Zellen unter Butyrat nach initialer p21-Induktion zu einem Abfall der p21-Spiegel nach 

48h kam. HT-29 Zellen, in denen p21-Protein überexprimiert wurde, zeigten eine 

geringere Butyrat-vermittelte Differenzierung (Yamamoto et al. 1999). Obwohl p21 

kein Transkriptionsfaktor ist, scheinen einige Wirkungen von p21 auf die Regulation 

der zellulären Genexpression zurückzuführen sein. Chang et al. konnten in cDNA 

Expression Array-Versuchen zeigen, daß p21 eine Vielzahl von Faktoren moduliert, die 

in DNA-Replikation, Reparaturmechanismen und Zellzyklus-Progression involviert 

sind (Chang et al. 2000). Archer et al. postulierten, daß p21 die Expression von Cyclin 

B in HT-29 Zellen vermindert (Archer et al. 2000). Zusammenfassend ist also 

festzuhalten, daß p21 ein wichtiger Faktor in der Kontrolle von Proliferation, Apoptose 

und Differenzierung ist. Nach Induktion von Differenzierung und Apoptose scheint aber 

eine Degradierung von p21 für den weiteren Verlauf notwendig zu sein. Inwieweit sich 

diese Beobachtung nur auf die Zellinie HT-29 bezieht, und ob die p21-Induktion in p53-

mutierten Zellen eine andere Rolle spielt als in Zellen, die ein intaktes p53 

Tumorsuppressorgen besitzen, bleibt zu klären. Aufgrund der Tatsache, daß p21-

Mutationen sehr selten in menschlichen Tumoren zu finden sind (Shiohara et al. 1994), 

könnte die Modulation von p21 ein sinnvoller Ansatz bei der Prävention und Therapie 

des kolorektalen Karzinoms sein. 

 

Um der Frage nachzugehen, wie sich die Butyrateffekte direkt auf die Verteilung der 

Zellen im Zellzyklus auswirken, führten wir eine Zellzyklusanalyse durch. In unseren 

Experimenten bewirkte Butyrat einen G0/G1-Arrest in HT-29 Zellen. Dabei kam es 

konzentrationsabhängig (Butyrat 4 und 5mM) gleichzeitig zu einem Anstieg des Anteils 
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der Zellen in der G2/M-Phase, der in niedrigeren Konzentrationen nicht auftrat. Mehrere 

Gruppen beschrieben einen alleinigen G0/G1-Arrest von Kolonkarzinomzellen durch 

Butyrat (Barnard und Warwick 1993, Schwartz et al. 1998, Siavoshian et al. 2000). 

Heerdt et al. konnten ebenfalls einen synchronen G0/G1- und G2/M-Phasen-Arrest nach 

24-stündiger Butyratinkubation (5mM) in SW620 Kolonkarzinomzellen feststellen 

(Heerdt et al. 1997). Einen alleinigen G2/M-Phasen-Arrest in Caco-2 Zellen konnten 

Harrison et al. nach Inkubation der Zellen mit Butyrat (3mM) beobachten (Harrison et 

al. 1999). Die von uns bei der Zellzyklusanalyse beobachtete 

Konzentrationsabhängigkeit konnte nicht durch eine konzentrationsabhängige 

Modulation der in dieser Arbeit untersuchten Faktoren erklärt werden. 

 

Butyrat und Histon-Hyperacetylierung 

Die genauen Mechanismen der vielfältigen Butyratwirkungen sind noch nicht geklärt. 

Es ist aber bekannt, daß Butyrat die Chromatinstruktur durch Hyperacetylierung von 

nukleären Histonproteinen moduliert. Butyrat hemmt dabei nichtkompetitiv und 

reversibel das Enzym Histondeacetylase (HDAC) (Sealy und Chalkley 1978). 

Histonproteine sind strukturelle Proteine, die die DNA in Nukleosomen organisieren. 

Sowohl die Replikation als auch die Transkription erfordern ein Entwinden der DNA. 

Histonhyperacetylierung geht mit einer Entpackung der Chromatinstruktur einher, die 

die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA zuläßt (Grunstein 1997). Ein 

weiterer spezifischer HDAC-Inhibitor ist Trichstatin A (TSA), ein Fungizid, das 

strukturell keine Ähnlichkeit mit Butyrat aufweist (Yoshida et al. 1990). Vergleicht man 

die Wirkungen von Butyrat und TSA in verschiedenen Zellinien, so zeigt sich, daß TSA 

die selben Effekte auf Proliferation, Apoptose und Differenzierung sowie auf die 

Modulation bestimmter Faktoren hat wie Butyrat (Della Ragione et al. 2001, 

Mariadason et al. 2000). Archer et al. konnten nachweisen, daß die 

Histonhyperacetylierung für die Induktion von p21 durch Butyrat notwendig ist (Archer 

et al. 1998). Die selbe Gruppe konnte zeigen, daß kurzkettige Fettsäuren (Acetat, 

Coproat), die keinen Effekt auf Zelldifferenzierung, Proliferation oder Apoptose von 

Kolonkarzinomzellen hatten, im Gegensatz zu Butyrat Histonproteine nicht modulierten 

(Hinnebusch et al. 2002). Unterschiede in der Hyperacetylierung von Histonen durch 

Butyrat oder Trichostatin A zeigen sich in der Kinetik. Hierbei kommt es nach 
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Inkubation von Zellen mit Butyrat zu einem länger andauernden Effekt auf die 

Histonhyperacetylierung als nach Inkubation mit TSA (Della Ragione et al. 2001, 

Mariadason et al. 2000, Siavoshian et al. 2000, Wu et al. 2001). 

Neben den Histonproteinen scheinen aber auch Nicht-Histon-Proteine der High-

Mobility-Group (HMG) für die Butyrat-vermittelte Wirkung wichtig zu sein. Unsere 

Arbeitsgruppe konnte zeigen, daß Butyrat HMG-N2 hyperacetyliert und HMG-I(Y) 

supprimiert (Luhrs et al. 2002). 

Zusammenfassend ist festzustellen, daß die kurzkettige Fettsäure Butyrat als ein 

physiologisches Produkt balaststoffreicher Ernährung eine komplexe Modulation der 

Genexpression initiiert. Dabei sind diese Effekte mit einer Histonhyperacetylierung und 

damit verbundener Veränderung der Chromatinstruktur sowie Transkription assoziiert. 

Möglicherweise stellt die Butyrat-modulierte Hyperacetylierung einen wichtigen 

gemeinsamen Ausgangspunkt der vielfältigen Butyratwirkungen dar. 

 

 

4.3 Acetylsalicylsäure und apoptose- und zellzyklusregulierende Faktoren 

Eine Inkubation von HT-29 Zellen mit Acetylsalicylsäure zeigte keinen Effekt auf die 

Expression von Mitgliedern der bcl-2-Familie (bcl-xl, bax, bcl-2, mcl1) oder von p53. 

Auch von anderen Arbeitsgruppen wurden keine Korrelationen zwischen der bekannten 

Apoptoseinduktion durch Acetylsalicylsäure und apoptose-auslösenden Faktoren 

beschrieben. 

 

Während Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 1-3mM keine Effekte auf die in 

dieser Arbeit untersuchten zellzyklusregulierenden Faktoren hatte, induzierte 

Acetylsalicylsäure in einer Konzentration von 5mM die Expression der 

zellzyklusinhibierenden Faktoren GADD45, p21, p27 und reduzierte die Expression von 

CDK4. Die Modulation dieser Faktoren durch ASS konnte bisher von anderen Gruppen 

nicht bestätigt werden. Shiff et al. postulierten, daß ASS die Expression von CDK1- und 

2-Protein nach 72-stündiger Inkubation von HT-29 verringert (Shiff et al. 1996), was in 

dieser Arbeit auf mRNA-Ebene bis 24h nicht bestätigt werden konnte. Sulindac, ein 

nicht-steroidales Antirheumatikum, induziert nach Goldberg et al. die Expression von 

p21 und reduziert die Expression von p53, CDK1, 2 und 4 sowie von Cyclin A und B1 
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in HT-29 Zellen (Goldberg et al. 1996). Eine kürzlich erschienene Arbeit konnte mittels 

der cDNA Expression Array-Technik 176 Faktoren beschreiben, deren Expression in 

drei Kolonkarzinomzellinien durch ASS 1mM innerhalb von 24h moduliert wurde 

(Iizaka et al. 2002). Eine weitere Arbeit veröffentlichte 534 Faktoren, deren Expression 

durch Sulindac moduliert wird (Mariadason et al. 2000). Über welche 

Signaltransduktionswege Acetylsalicylsäure die Expression für die Kolonkarzinogenese 

relevante Faktoren moduliert, ist noch unklar, weitere Untersuchungen müssen folgen. 

 

In den in dieser Arbeit durchgeführten Zellzyklusanalysen bewirkte ASS in niedrigeren 

Konzentrationen (1-3mM) in HT-29 Kolonkarzinomzellen einen G0/G1-Arrest. 

Während der Anteil der Zellen in der G2/M-Phase keine Veränderungen zeigte, war der 

Anteil der Zellen in der S-Phase erniedrigt. Andere Gruppen konnten ebenfalls an HT-

29 Zellen einen G0/G1-Arrest nach ASS-Inkubation beobachten. Die benutzte 

Acetylsalicylsäure-Konzentration lag bei 1 und 3mM (Qiao et al. 1998, Shiff et al. 

1996). In höherer Konzentration (5mM) zeigte sich in unseren Experimenten eine 

Erhöhung des S-Phasen-Anteils, während die Zahl der Zellen in der G0/G1-Phase 

reduziert war. Diese Ergebnisse korrelieren nicht mit den beobachteten 

Expressionsveränderungen von p21, p27, CDK4 und GADD45 durch ASS in einer 

Konzentration von 5mM. Untersuchungen von Subbegowda zeigen, daß 

Acetylsalicylsäure in Konzentrationen >2,5mM den Zellzyklus in der S- und G2/M-

Phase arretiert (HT-29, SW620 Zellen), eine Konzentration in der Acetylsalicylsäure 

auf die Zellen toxisch wirkte (Subbegowda und Frommel 1998). Ob die Modulationen 

durch ASS 5mM (p21, GADD45, p27, CDK4), die bei niedrigeren Konzentrationen 

nicht beobachtet werden konnten, spezifische Effekte der Acetylsalicylsäureinkubation 

sind, oder aber infolge einer Nekroseinduktion auftreten, ist noch offen. Für den 

beschriebenen G0/G1-Arrest durch Acetylsalicylsäure in niedrigeren Konzentrationen 

(1-3mM) konnten in dieser Arbeit keine Expressionsveränderungen von 

zellzyklusregulierenden Faktoren nachgewiesen werden. 
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Cox-abhängige und Cox-unabhängige Effekte 

Viele NSAIDs, darunter auch Acetylsalicylsäure und sein aktiver Metabolit 

Sulindacsulfid, hemmen die Proliferation von Kolonkarzinomzellen in vitro. Auch die 

Induktion von Apoptose ist ein potentiell wichtiger Mechanismus, durch den NSAIDs 

ihren antineoplastischen Effekt bewirken können. Eine Reihe von Arbeiten lassen 

schlußfolgern, daß die Hemmung der Cyclooxygenase-2 für die karzinoprotektiven 

Effekte entscheidend zu sein scheint. Cyclooxygenasen katalysieren die Reaktion von 

der Arachnidonsäure zu den Prostaglandinen. Cox-2-Level sind wie die Prostaglandin 

E2-Level in kolorektalen Karzinomen erhöht (Eberhart et al. 1994, Hao et al. 1999, 

Pugh und Thomas 1994, Rigas et al. 1993, Sano et al. 1995). PGE2 stimuliert die 

Proliferation von HT-29 und SW1116 Kolonkarzinomzellen in vitro (Qiao et al. 1995). 

Cox-2-transfizierte Epithelzellen von der Ratte zeigen eine erhöhte Expression von 

Prostaglandinen, erhöhte bcl-2-Level und eine Resistenz gegenüber Butyrat-induzierter 

Apoptose (Tsujii und DuBois 1995). 

Im Gegensatz dazu zeigen Untersuchungen, daß die Wirkungen von NSAIDs auf das 

Verhalten von Kolonkarzinomzellen nicht allein durch die Hemmung von Cox-2 erklärt 

werden können. 

In in vitro-Experimenten fand sich, daß NSAIDs Wirkungen auf Proliferation, Apoptose 

und die Zellzyklusverteilung an Zellinien haben, die kein Cox-2 besitzen (Elder et al. 

1997, Hanif et al. 1996). Sulindacsulfon, ein Metabolit von Sulindacsulfid, hat keine 

Cox-2-inhibitorische Komponente, hemmt aber die Proliferation und induziert Apoptose 

in HT-29 Zellen (Piazza et al. 1995). Mögliche Cox-unabhängige Wirkmechanismen 

werden derzeit diskutiert. 

So sind NSAIDs Liganden für PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated receptor-γ)  

(Lehmann et al. 1997). PPAR-γ ist ein Hormonrezeptor, der eine Bedeutung für die 

Differenzierung von Adipozyten hat. Mehrere Gruppen konnten zeigen, daß PPAR-γ-

Liganden (Thiazolidindione) die Proliferation von Kolonkarzinomzellen hemmen und 

den Differenzierungsgrad der Zellen fördern (Brockman et al. 1998, Sarraf et al. 1998). 

Darüberhinaus hemmen NSAIDs die Translokation von NF-κB in den Nukleus, so daß 

der Transkriptionsfaktor NF-κB nicht die Möglichkeit hat, die Expression anti-

apoptotischer Gene zu induzieren (Kopp und Ghosh 1994). 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, daß beide Mechanismen – sowohl der Cox-

abhängige als auch der Cox-unabhängige – eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der 

anti-neoplastischen Effekte der NSAIDs spielen. 

 

4.4 Kombination aus ASS und Butyrat 

Experimente unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, daß eine ASS/Butyrat-

Kombination im Vergleich zu einer Inkubation von Kolonkarzinomzellen mit 

Acetylsalicylsäure und Butyrat alleine additive Effekte auf die Proliferationshemmung 

und Apoptoseinduktion hat (Menzel et al. 2002). 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß eine Kombination aus ASS und Butyrat 

deutlich verstärkte Effekte auf die Protein- und mRNA-Expression des 

Zellzyklusinhibitors p21 im Vergleich zu den Einzelsubstanzen hat. Die verstärkten 

Effekte der Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombinationen auf Proliferation und Apoptose 

können zumindest zum Teil durch diese synergistische Induktion von p21 erklärt 

werden. Experimente zur Verteilung der mit ASS und Butyrat inkubierten Zellen im 

Zellzyklus konnten keinen größeren Anteil der Zellen an der G0/G1-Phase zeigen. So 

konnten also keine unmittelbaren Effekte dieser verstärkten p21-Induktion auf den 

Zellzyklus gezeigt werden. Es ist jedoch bekannt, daß p21 –ohne ein 

Transkriptionsfaktor zu sein- indirekt die Genexpression spezieller Gene moduliert. So 

induziert oder reduziert p21 die Expression von Genen, die mit Mitose, Zellwachstum, 

DNA Reparaturmechanismen oder Apoptose in Verbindung gebracht werden (Chang et 

al. 2000). Ob die Kombination aus ASS und Butyrat also weitere verstärkte 

Expressionsveränderungen bewirkt, bleibt zu klären. 

Crew et al. konnten ebenfalls zeigen, daß ein Cox-2-spezifischer Inhibitor (NS-398) die 

antineoplastischen Effekte von Butyrat in HT-29 Kolonkarzinomzellen verstärkt. So 

wurde Cox-2 in diesen Zellen durch Butyrat induziert. Crew et al. postulierten, daß 

durch Hemmung dieses induzierten Cox-2-Proteins die Resistenz gegenüber der 

Butyrat-induzierten Apoptose aufgehoben ist, und ein Cox-2-Inhibitor die Zellen 

gegenüber Butyrat sensibilisiert. Koinkubation von Kolonkarzinomzellen, denen Cox-2 

fehlt (S/KS), mit NS-398 und Butyrat konnte den proliferationshemmenden Effekt von 

Butyrat nicht verstärken (Crew et al. 2000). Diese Beobachtung wird durch die 

Untersuchungen von Tsujii und DuBois unterstützt. Intestinale Epithelzellen der Ratte, 
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die mit einem Cox-2-exprimierenden Vektor transfiziert wurden, waren resistent 

gegenüber Butyrat-induzierter Apoptose (Tsujii und DuBois 1995). 

Ein weiterer möglicher Mechanismus, wie die Kombination aus Acetylsalicylsäure und 

Butyrat verstärkt auf Proliferation und Apoptose wirken könnte, ist die Hemmung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB. Acetylsalicylsäure hemmt wie andere NSAIDs die 

Aktivierung von NF-κB, indem die Degradierung von IκB inhibiert wird (Kopp und 

Ghosh 1994). Verschiedene Gruppen konnten inzwischen an Kolonkarzinomzellen 

zeigen, daß Butyrat die Translokation von NF-κB in den Kern hemmt (Inan et al. 2000, 

Luhrs et al. 2001, Segain et al. 2000). Acetylsalicylsäure und Butyrat verhindern so die 

erhöhte Transkription anti-apoptotischer Faktoren durch NF-κB. Denkbar wäre ein 

synergistischer Effekt auf die Apoptoseinduktion durch eine Acetylsalicylsäure/Butyrat-

Kombination. 

Ein weiterer potentieller Wirkmechanismus der ASS/Butyrat-Kombination ist die 

Modulation von PPAR-γ. PPAR-γ wird im Kolon exprimiert (DuBois et al. 1998). Die 

Aktivierung dieses Hormonrezeptors durch synthetische Liganden (Rosiglitazone, 

Triglitazone, Ciglitazone) hemmt in Kolonkarzinomzellen die Proliferation, induziert 

Apoptose und erhöht den Differenzierungsgrad der Zellen (Brockman et al. 1998, Sarraf 

et al. 1998, Yang und Frucht 2001). Unsere Arbeitsgruppe sowie Wachtershäuser et al. 

konnten zeigen, daß Butyrat die PPAR-γ-Expression in verschiedenen 

Kolonkarzinomzellinien induziert (Wachtershauser et al. 2000, Weber et al. 2000). 

Neben natürlichen Liganden von PPAR-γ (Prostaglandine, Fettsäuren) sind auch 

NSAIDs wie Acetylsalicylsäure Aktivatoren dieses Rezeptors (Lehmann et al. 1997). 

Eine Acetylsalicylsäure/Butyrat-Kombination könnte so über die Induktion und 

Aktivierung von PPAR-γ ihre Einzelwirkungen auf Proliferation und Apoptose 

verstärken. 
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5. Ausblick 
 

Die kurzkettige Fettsäure Butyrat moduliert die Expression von Genen, die 

Proliferation, Apoptose und Differenzierung beeinflussen. Vergleicht man die Effekte 

des spezifischen HDAC-Inhibitors Trichostatin A mit den dargestellten 

Butyratwirkungen, so zeigt sich, daß zumindest zum Teil auch die Butyrateffekte auf 

die Hemmung des Enzyms Histondeacetylase zurückzuführen sind. Eine solche 

Wirkweise, die die Genexpression in Karzinomzellen oder Karzinomvorläuferzellen 

derart moduliert, daß z.B. die Funktion eines mutierten p53-Tumorsuppressorgens 

kompensiert werden kann, könnte ein neuer Ansatz für eine Malignomtherapie 

darstellen. Sowa et al. bezeichnen diese Methode als genregulierende Chemotherapie 

oder Chemoprävention (Sowa und Sakai 2000). Neuere Veröffentlichungen zeigen, daß 

Butyrat in vitro nicht nur spezifisch auf Kolonkarzinomzellen wirkt, sondern u.a. auch 

auf leukämische Zellen, Melanom-, Lungen- oder Magenkarzinomzellen (Bidon et al. 

2001, Demary et al. 2001, Lavelle et al. 2001, Litvak et al. 2000). 

Um den genauen Wirkmechanismus von Butyrat zu erforschen und einen Beweis für 

die Notwendigkeit der HDAC-Inhibierung für die Butyrateffekte zu erlangen, bedarf es 

weiterer Experimente. So könnten die Effekte von Butyrat in HDAC-

überexprimierenden (transfizierten) Zellen aufgehoben oder zumindest minimiert sein. 

Ein weiterer wichtiger Aspekt zukünftiger Experimente wäre, die Effekte von Butyrat 

oder Acetylsalicylsäure an Primärkulturen aus kolorektalen Biopsien oder Resektaten zu 

untersuchen. Zum einen sind diese Primärkulturen nicht über Jahrzehnte wie etablierte 

Zellkultursysteme möglichen genetischen Veränderungen ausgesetzt, zum anderen 

könnten dann normale Schleimhaut sowie alle Stadien der Adenom-Karzinom-Sequenz 

auf die Inkubationseffekte untersucht werden. Die Etablierung entsprechender Kulturen 

ist Gegenstand aktueller Arbeiten unserer Arbeitsgruppe. Emenaker et al. konnten 

kürzlich zeigen, daß Butyrat p53, p21, bax, bcl-2 und PCNA auch in kolorektalen 

Primärkulturen moduliert (Emenaker et al. 2001). 

Kombinationstherapien sind in der Medizin weit verbreitete Therapiekonzepte. Gründe 

hierfür liegen in der überadditiven Wirkung der Kombinationen gegenüber den 

Einzelsubstanzen sowie in den geringeren Resistenzbildungen und Nebenwirkungen, da 

die Einzelsubstanzen nicht so hoch dosiert werden müssen. Beispiele hierfür sind die 
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Polychemotherapien in der Onkologie oder die Kombination aus Interferon-α und 

Ribavirin zur Therapie der chronischen Hepatitis C. Butyrat kombiniert mit 1,25-

Dihydroxycholecalciferol (Gaschott et al. 2001), Mevastatin (Wachtershauser et al. 

2001) oder 5-FU (Bras-Goncalves et al. 2001) hat verstärkte antiproliferative oder 

differenzierungsfördernde Effekte auf kolorektale Karzinomzellinien oder Xenografts in 

Mäusen. Auch Sulindac, ein nicht-steroidales Antirheumatikum, in Kombination mit 

einem Inhibitor der EGFR-Kinase (epidermal growth factor receptor kinase) wirkt in 

einem APC-Maus Model synergistisch auf die Verhinderung der Entwicklung von 

kolorektalen Polypen (Torrance et al. 2000). 

Die in dieser Arbeit untersuchte Kombination aus Butyrat und Acetylsalicylsäure 

könnte gerade über die synergistische Induktion von p21 auch in vivo die Inzidenz und 

Mortalität des kolorektalen Karzinoms vermindern. 
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6. Zusammenfassung 

 
Epidemiologische Studien zeigen, daß eine regelmäßige Einnahme von 

Acetylsalicylsäure und eine ballaststoffreiche Ernährung die Inzidenz und Mortalität des 

kolorektalen Karzinoms senken. Ein Großteil der protektiven Ballaststoffeffekte wird 

der kurzkettigen Fettsäure Butyrat zugeschrieben, die durch bakterielle Fermentation 

von nicht-resorbierbaren Kohlenhydraten im Kolon entsteht. In vitro-Versuche zeigen, 

daß Acetylsalicylsäure und Butyrat die Proliferation von Kolonkarzinomzellen 

vermindern, Apoptose induzieren und den Differenzierungsgrad erhöhen. Der genaue 

molekulare Mechanismus dieser Wirkungen ist noch nicht bekannt. Darüberhinaus hat 

eine Kombination aus Acetylsalicylsäure und Butyrat additive Effekte auf Apoptose 

und Proliferation in Kolonkarzinomzellen. 

In dieser Arbeit wurden zellzyklus- und apoptoseregulierende Faktoren auf ihre 

Modulation durch Acetylsalicylsäure und Butyrat alleine und in Kombination 

untersucht. Hierfür wurde zunächst als Screening-Methode die mRNA-Expression von 

1176 Faktoren in HT-29 Kolonkarzinomzellen nach Inkubation mit Butyrat mittels 

eines cDNA Expression Arrays untersucht. Mit Hilfe RNase Protection Assays und 

Western Blot-Analysen wurden ausgewählte Faktoren der Apoptose- und 

Zellzykluskontrolle weitergehend untersucht. 

Im cDNA Expression Array konnten 19 Faktoren beschrieben werden, die durch 

Butyrat induziert, sowie 22 Faktoren, deren Expression durch Butyrat vermindert 

wurde. Nähere Untersuchungen weiterer Faktoren zeigten Veränderungen der 

Expression von bcl-xl, p53, c-fos, CDK4, PISSLRE und p21. Acetylsalicylsäure 

induziert erst in höherer Konzentration (5mM) die Expression von p21, p27, GADD45 

und reduziert die Expression von CDK4. Nach Inkubation der Zellen mit einer 

ASS/Butyrat-Kombination kam es zu einer deutlich höheren p21-Induktion als nach 

Inkubation mit Acetylsalicylsäure und Butyrat alleine. Zellzyklusanalysen zeigten, daß 

Butyrat und Acetylsalicylsäure (1-3mM) einen G0/G1-Arrest von HT-29 Zellen 

induziert, während Acetylsalicylsäure 5mM paradoxerweise den Anteil der Zellen in der 

S-Phase erhöhte. 

Zusammenfassend ist festzustellen, daß Butyrat durch Modulation der Expression einer 

Vielzahl von Faktoren die antineoplastischen Wirkungen auf Kolonkarzinomzellen 
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bewirkt. Für ASS konnten nur in höheren Konzentrationen (5mM) Veränderungen von 

zellzyklusregulierenden Faktoren nachgewiesen werden. Die verstärkten Wirkungen 

einer ASS/Butyrat-Kombination in vitro können zumindest zum Teil durch die 

synergistische Induktion der p21-Expression erklärt werden.  

Die Prävention des kolorektalen Karzinoms durch Acetylsalicylsäure sowie durch eine 

ballaststoffreiche Ernährung könnte auch in vivo durch eine Kombination aus beiden 

deutlich verstärkt werden. 
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7.     Abkürzungsverzeichnis 
 
 

ASS   Acetylsalicylsäure 
But   Butyrat 
CDK   cyclin-dependent kinase 
Cox   Cyclooxygenase 
cpm   counts per minute   
dATP   2`desoxyadenosin 5`triphosphat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   2`desoxy-Nucleosidtriphosphat 
DEPC-H2O  Diethylpyrocarbonat- H2O 
dH2O   destilliertes H2O 
ddH2O   doppeltdestilliertes H2O 
DTT   1,4-Dithio-DL-threitol 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGTA   Ethylenglykolbis-(aminoethylether)-tetraacetat 
FA   Formaldehyd 
FBS   Fetales Rinderseum 
HRP   Merrettichperoxidase (horseradishperoxidase) 
mA   milliampere 
MMLV  moloney murine leukemia virus 
MOPS   3-Morpholinopropansulfat 
NEAA   non-essential aminon acids 
NSAID  non steroidal anti-inflammatory drug 
PBS   phosphate buffered saline 
PG   Prostaglandin 
PMSF   Phenylmethylsulfonylflourid 
PPAR   peroxisome proliferator-avtivated receptor 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm   rounds per minute 
RT   Raumtemperatur 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
SDS-PAGE  sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide-gel-electrophoresis 
SSC   saline sodium citrate 
TEMED  N,N,N`,N`-Tetraethylendiamid 
TBS   Tris-buffered saline 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween   Polyoxyethylensobitan 
V   Volt 
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