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1 Einleitung 

Das kolorektale Karzinom ist weltweit eine der am häufigsten auftretenden 

Krebserkrankungen bei Männern und Frauen und darüber hinaus eine der wichtigsten 

krebsbedingten Todesursachen. Da der Zeitpunkt der Diagnosestellung und Behandlung 

wie bei vielen Krebsarten eine entscheidende Rolle spielt, existiert seit den 70er Jahren in 

Deutschland ein gesetzliches Früherkennungsprogramm, welches mit gezielten 

Maßnahmen wie dem Hämokkult-Test oder der Koloskopie auf eine frühzeitige 

Identifizierung prämaligner Vorstufen zielt (1). Ergänzend kann das Risiko der Erkrankung, 

welches altersbedingt steigt, durch eine gesunde und ausgewogene Ernährungs- und 

Lebensweise maßgeblich beeinflusst werden. Ballaststoffe stehen dabei seit Jahrzehnten 

im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen. Ein regelmäßiger Verzehr dieser 

unverdaulichen Kohlenhydrat-Polymere ist hierbei mit einer Risikoreduktion für maligne 

Tumore des Kolons und des Rektums assoziiert (2). Nationale und internationale 

Expertengremien empfehlen eine Aufnahme von mindestens 25 g/d (3,4). Von den 

kurzkettigen Fettsäuren, die aus dem bakteriellen Abbau der Ballaststoffe im Dickdarm 

hervorgehen, werden insbesondere dem Butyrat anti-kanzerogene Effekte zugeschrieben. 

Viele der für Butyrat beschriebenen Einflüsse wurden anhand von Tumorzellmodellen 

oder Tierstudien demonstriert und auf dessen gen-regulierende Aktivität 

zurückgeführt (5,6). Zur Empfindlichkeit des normalen oder malignen Kolongewebes 

existieren dagegen bisher nur wenige Daten. Um dieses Wissen zu erweitern, wurde im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit schwerpunktmäßig der Einfluss von Butyrat und ferner 

eines komplexen in vitro fermentierten Inulin/Oligofruktose-Gemisches (Synergy1) auf 

eine Auswahl an Genen und deren dazugehörige Proteine mit Bedeutung für die 

Prävention und/oder Progression kolorektaler Tumore in primärem Kolongewebe 

unterschiedlichen Transformationsgrades charakterisiert. Dabei konnten nicht nur 

Unterschiede zwischen den einzelnen Spendern und Geweben nachgewiesen werden, 

sondern auch eine differenzielle Regulation der Expression von Genen, die in zelluläre 

Prozesse wie der Abwehr von Stress, der Glykolyse, der Immunabwehr, der Entgiftung 

sowie der Entzündung und Zelladhäsion involviert sind. Des Weiteren hat sich 

herausgestellt, dass die Stärke der Korrelation der mRNA- und Proteinveränderungen 

nach Butyrat-Inkubation der Gewebe für die untersuchten Zielgene variiert.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich unter Verwendung von 

primärem humanen Kolongewebe mit unterschiedlichem Transformationsgrad generiert. 

Eine weitere Besonderheit stellt hierbei die Tatsache dar, dass es sich bei dem 

Gewebematerial um gepaarte Normal-, Adenom- und/oder Tumorgewebeproben handelt, 

die von jeweils einem Patienten stammen. So hat der relativ große Untersuchungsumfang 

zur Charakterisierung eines relativ kleinen Probandenkollektivs (20 Patienten je 
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untersuchten Parameter) geführt. Dieses gewährt jedoch im Vergleich zu anders 

angelegten Studien mit Ausrichtung auf Maximierung der Probandenzahlen wichtige 

Einblicke in die individuelle Variabilität hinsichtlich der Reaktion des Darmepithels auf 

Fermentationsprodukte. Während Studien mit einer höheren Anzahl an Teilnehmern 

oftmals auf die experimentelle Untersuchung nur weniger Versuchsparameter konzentriert 

sind, konnte mit dem zur Verfügung stehenden Probenmaterial dieser Arbeit eine deutlich 

größere Anzahl an Endpunkten gleichzeitig untersucht werden. 

 

1.1 Kolorektales Karzinom 

1.1.1 Inzidenz und Mortalität weltweit und national 

Im Jahr 2008 wurden weltweit über 1 Million neue Fälle an Dickdarmkrebs verzeichnet, 

die insgesamt 10 % aller Krebsneuerkrankungen ausmachten. Bei Männern stellt das 

kolorektale Karzinom nach Lungen- und Prostatakrebs die dritthäufigste maligne 

Erkrankung dar, während bei Frauen nur der Brustkrebs häufiger auftritt. Fast 60 % aller 

Kolorektalkrebsfälle wurden in industrialisierten Ländern mit westlichem Lebensstandard 

verzeichnet. Die höchsten Neuerkrankungsraten weisen dabei Australien/Neuseeland und 

Westeuropa auf. Afrika (ausgenommen Südafrika) und Süd-Zentral-Asien haben 

hingegen die niedrigsten Inzidenzen (7). 

Krebserkrankungen des Kolons und Rektums bedingen ferner 8 % der Krebstodesfälle 

weltweit. Bei den Männern war das kolorektale Karzinom im Jahr 2008 die vierthäufigste 

Krebstodesursache mit über 300 000 Fällen und bei Frauen die dritthäufigste mit knapp 

290 000 Fällen. Zentral- und Osteuropa verzeichneten dabei die höchsten Sterberaten, 

während die niedrigsten in Mittelafrika zu beobachten waren (7). 

Deutschland besitzt im internationalen Vergleich neben den Niederlanden und Dänemark 

eine der höchsten altersstandardisierten Neuerkrankungsraten für Kolorektalkrebs. Im 

Jahr 2008 erkrankten in der Bundesrepublik etwa 35 000 Männer und 30 000 Frauen neu 

an dieser Krebsart. Maligne Tumore des Kolons und des Rektums stehen damit an 

zweiter Stelle der häufigsten Krebserkrankungen und sind ebenso nach Lungen (Männer)- 

und Brustkrebs (Frauen) eine der wichtigsten Ursachen krebsbedingter Todesfälle. 

Während bei den Frauen in den letzten 10 Jahren (1999-2008) eine rückläufige Inzidenz 

verzeichnet werden konnte, blieb die der Männer eher stabil. Die Sterberaten sind jedoch 

bei beiden Geschlechtern um mehr als 20 % gefallen, was u. a. auf die verbesserten 

Diagnose- und Therapiemöglichkeiten zurückzuführen ist (8). 

 

1.1.2  Risikofaktoren und protektive Einflüsse 

Rund 30 % aller Dickdarmkrebsfälle werden durch erbliche Faktoren bedingt. Ein geringer 

Anteil (5 %) geht dabei auf vererbte Genveränderungen zurück, die gut charakterisiert 
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sind und u. a. zu Krankheitsbildern wie die des Lynch-Syndroms (auch heriditäres nicht-

polypöses kolorektales Karzinom, HNPCC) und der familiären adenomatösen Polyposis 

(FAP) führen. Bei der Mehrheit (25 %) sind die genetischen Ursachen bislang jedoch nicht 

bekannt. Diese Fälle werden aufgrund ihres ebenso familiären Hintergrundes deshalb als 

familiärer Dickdarmkrebs bezeichnet. Ursächlich hierfür sind vermutlich mehrere 

Genvarianten, die neben Umweltfaktoren das Risiko für die Entwicklung kolorektaler 

Tumore erhöhen. Die meisten Darmkrebserkrankungen (70 %) treten jedoch ohne eine 

erbliche Ursache (sporadisch) auf (9). Dabei steigt das Risiko der Erkrankung mit 

zunehmendem Alter (10). Mehr als die Hälfe aller Betroffenen sind zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung bereits jenseits des 70. Lebensjahres (8). Ferner gelten das 

Geschlecht (11) und die Disposition einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung, wie 

beispielsweise Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa, als Risikofaktoren (12). Vor allem aber 

die Ernährung und der Lebensstil beeinflussen nachweislich das Risiko der Erkrankung. 

Ein gesicherter Zusammenhang besteht laut World Cancer Research Fund 

(WCRF)/American Institute for Cancer Research (AICR) zwischen der Entstehung von 

Dickdarmkrebs und dem Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch, Alkohol (bei 

Männern), Übergewicht und einer größeren Körperhöhe, die einzeln das Risiko für die 

Erkrankung erhöhen. Körperliche Aktivität hat hingegen einen risikominimierenden 

Effekt (4). Unter den nahrungsrelevanten Faktoren werden seit mehr als 30 Jahren 

Ballaststoffe und ihre potenzielle Bedeutung für die Prävention des kolorektalen 

Karzinoms diskutiert. Die European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition 

(EPIC)-Studie ist mit über 500 000 Teilnehmern aus 10 europäischen Ländern eine der 

bisher größten prospektiven Kohortenstudien (13) und stellte neben anderen 

Untersuchungen eine inverse Beziehung zwischen Ballaststoffaufnahme und dem Risiko 

für kolorektale Tumore fest. Ergebnisse aus neueren Kohortenstudien, die im Rahmen 

eines fortlaufenden Projekts des WCRF/AICR in die Analyse zum Einfluss von 

potenziellen Risikofaktoren und protektiven Faktoren auf die Kolonkarzinogenese 

eingegangen sind, unterstützen diese Aussage und führten im Jahr 2011 zu einer 

Einstufung ballaststoffhaltiger Lebensmittel in die Kategorie „überzeugend“ (2). Die 

aktualisierte Meta-Analyse, die u. a. jüngst publizierte Daten der EPIC-Studie (14) enthielt, 

zeigte eine Reduktion des Risikos für kolorektale Tumore um 10 % bei einer Aufnahme 

von 10 g Ballaststoffen pro Tag. Eine inverse Beziehung konnte ebenso durch eine von 

Dahm et al. (15) publizierte Meta-Analyse belegt werden. Diese hatte Daten mehrtägiger 

Ernährungsprotokolle von Probanden mehrerer englischer Kohortenstudien im Gegensatz 

zu den meist verwendeten Lebensmittel-Häufigkeitsfragebögen zugrunde gelegt. 

Daneben existieren allerdings auch Studien mit konträren Ergebnissen, wie 

beispielsweise die von Park et al. (16) oder Michels et al. (17), die den Zusammenhang 
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zwischen Ballaststoffaufnahme und der Reduktion des Risikos für kolorektale Tumore in 

Frage stellen. Ballaststoffhaltige Lebensmittel galten aufgrund der unklaren Datenlage 

deshalb bis zur Veröffentlichung des sogenannten „Continuous Update Project Report on 

Colorectal Cancer“ lange Zeit nur als „wahrscheinlich schützend“ (4).  

Neben der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Ballaststoffaufnahme und dem 

Risiko, an Darmkrebs zu erkranken, konzentrieren sich andere Studien ferner auf den 

Effekt einer Nahrungsmittelumstellung zur Vermeidung des Wiederauftretens von 

Adenomen (Rezidiv-Bildung). Diese gelten als kritische Zwischenstufen, da sich mehr als 

90 % der Tumore daraus entwickeln (18). Innerhalb der als „Poly Prevention Trial“ 

bezeichneten Studie an 2 000 Teilnehmern und ihrer Folge-Studie (19), die weitere 4 Jahre 

umfasste, hatte eine Ernährung mit wenig Fett, hohem Ballaststoff- sowie Obst- und 

Gemüseanteil insgesamt keinen Einfluss auf das Risiko für wiederkehrende Adenome im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine inverse Beziehung zwischen Diät und Rezidiv-Bildung 

ließ sich interessanterweise aber bei den Studienteilnehmern finden, die nahezu über die 

gesamte Studiendauer die festgelegten Ernährungsziele, wie z. B. eine auf max. 20 % 

begrenzte Energiezufuhr in Form von Fett, eine Aufnahme von 18 g Ballaststoffen und 3,5 

Portionen an Obst und Gemüse pro 1 000 kcal, erreicht hatten („Super Compliers“) (20). 

Das Risiko konnte hierbei um 35 % vermindert werden.  

 

1.1.3 Molekulare Mechanismen der Kolonkarzinogenese 

Die Entwicklung maligner Tumore ist ein mehrstufiger, über mehrere Jahrzehnte 

dauernder Prozess, der überwiegend durch die Akkumulation somatischer Mutationen in 

Tumorsuppressorgenen, aber auch Protoonkogenen bedingt ist (21). Laut Wood et al. (22) 

weist ein malignes Kolonkarzinom etwa 80 Mutationen auf, von denen weniger als 15 für 

die Entstehung von Tumoren verantwortlich zu sein scheinen. Nur wenige dieser 

Veränderungen sind jedoch mehrheitlich bei Kolonkarzinom-Patienten nachweisbar. Die 

meisten Gene sind bei weniger als 5 % der Tumore mutiert und verleihen jedem Tumor 

damit ein individuelles Profil.  

Der Prozess der Karzinogenese erfolgt über die Stufen der Initiation, der Promotion und 

der Progression. Die Initiation repräsentiert dabei den ersten Schritt der Tumorgenese 

und wird durch eine Mutation in einer replikationsfähigen Zelle (Stammzelle oder partiell 

differenzierte Tochterzelle) ausgelöst. Diese genetische Variation kann in einem 

Wachstumsvorteil für die betroffene Zelle resultieren, führt aber zu keiner sichtbaren 

Veränderung des Gewebes. Da dieses initiale Ereignis nicht tumorigen ist, müssen 

Veränderungen in der Zellumgebung stattfinden (z. B. chronische Entzündung) und 

weitere Mutationen in tumorrelevanten Genen (z. B. Tumorsurressorgene, 

Protoonkogene) akkumulieren, um die zelluläre Proliferation zu erhöhen und damit die 

Entwicklung von Adenomen (Promotion) und Karzinomen (Progression) zu fördern. Die 
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weitere Anpassung von Zellen an hypoxische und azidotische Bedingungen, die durch die 

Expansion des Tumors bedingt sind, führen schließlich zur Entwicklung eines malignen 

Karzinoms mit unbegrenztem und invasivem Wachstumsverhalten (23-25). Neben diesen 

typischen Eigenschaften weisen Krebszellen des Weiteren einen veränderten 

metabolischen Phänotyp auf und sind in der Lage, einer Beseitigung durch das 

Immunsystem zu entgehen (26). 

Der Erwerb dieser funktionellen Eigenschaften, welche Tumorzellen ihr Wachstum und 

Überleben sowie ihre Verbreitung sichern, wird zum einen durch die genomische 

Instabilität und zum anderen durch tumorbegleitende Entzündungsprozesse 

ermöglicht (26). Fearon und Vogelstein postulierten vor gut zwei Jahrzehnten ein Modell 

der Kolonkarzinogenese, welches häufig vorkommende genetische Abnormalitäten mit 

den verschiedenen Stadien der Tumorentwicklung assoziiert (21) (Abb. 1A). Obwohl 

Adenome nur ein geringes Risiko tragen maligne zu werden, gehen mehr als 90 % der 

Tumore aus adenomatösen Polypen hervor. Der Rest der Karzinome entwickelt sich 

scheinbar ohne eine adenomatöse Vorstufe. Risikofaktoren für die Entartung stellen die 

Anzahl, Größe, Histologie sowie die Form der Polypen dar (18,27). 

 

Abb. 1: Molekulare Pathogenese des sporadischen Kolonkarzinoms. (A) Die Mehrzahl 

kolorektaler Tumore entwickelt sich über adenomatöse Polypen im Verlauf eines Jahrzehnte 

dauernden Prozesses. Der Tumor-Initiation und Progression liegt dabei eine stufenweise 

Akkumulation von Mutationen in Tumorsuppressor- und Protoonkogenen sowie ein Verlust von 

genetischem Material zugrunde (LOH) („chromosomaler Instabilitätsweg“). (B) Weniger als 15 % 

der Tumore sind hingegen durch eine Inaktivierung des Mismatch-Reparatur (MMR) Systems 

gekennzeichnet, die in einer sogenannten Mikrosatelliteninstabilität (MSI) resultiert. Bei diesen 

Tumoren ist eine Hypermethylierung des MLH1 (mutL homolog 1)-Promotors ursächlich für die 

Inaktivierung von MMR-Genen. Der Funktionsverlust dieser Proteine ist darüber hinaus auch ein 

charakteristisches Merkmal von erblichen HNPCC-Tumoren, die an dieser Stelle allerdings keine 

Berücksichtigung finden. Sporadische, mikrosatelliteninstabile Tumore entwickeln sich über 
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sessile, serratierte Adenome und weisen ein verändertes Methylierungsmuster in zahlreichen 

Genen auf. Zudem sind sie häufig durch ein mutiertes BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene 

homolog B1)-Gen gekennzeichnet („Mutatorweg“ oder „Epigenetischer Weg“) (modifiziert 

nach (21,28)). 

 

Eine der häufigsten und frühesten Ereignisse in der Kolonkanzerogenese sind Mutationen 

im adenomatous polyposis coli (APC)-Gen, die sowohl bei sporadischen als auch 

vererbbaren Tumoren von entscheidender Bedeutung sind. Etwa 80 % aller sporadischen 

Kolonkarzinome besitzen ein mutiertes APC-Protein (29,30). APC, dessen Gensequenz auf 

Chromosom 5q21 lokalisiert ist, wurde als ein „Gatekeeper“ in der initiierenden Phase der 

Tumorentwicklung identifiziert, der bei Verlust zu einer Dysplasie des Darmepithels mit 

Störungen in zellregulatorischen Funktionen führt (31,32). APC agiert in einem Multiprotein-

Komplex und bewirkt zusammen mit Axin und der Glykogen-Synthase-Kinase-3-ß den 

Abbau von ß-Catenin durch das Proteasom. Mutationen im APC-Gen, die beispielsweise 

zu einem Funktionsverlust des Proteins führen und damit den Abbau von ß-Catenin 

unterdrücken, führen zu einer Translokation von ß-Catenin in den Nukleus, wo dieses als 

Co-Aktivator zusammen mit T-Zell- und Lymphoid enhancer (Tcf/Lef) 

Transkriptionsfaktoren die Aktivierung von verschiedenen Genen veranlasst. Zu den 

bekanntesten Zielgenen zählen u. a. Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1 und c-Myc sowie 

Matrixmetalloproteinasen, die in die Tumorprogression involviert sind. 

Auch Mutationen des Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) Gens zählen 

zu den häufigsten Veränderungen und sind in 50 % der Kolonadenome und -tumore 

nachweisbar (29). KRAS ist ein Protoonkogen, welches auf Chromosom 12p12.1 lokalisiert 

ist und ein Guanosintriphosphat (GTP)-bindendes Protein kodiert. Unter normalen 

Umständen liegt KRAS als Guanosindiphosphat (GDP)-gebundene, inaktive Form im 

Zytosol. Externe Stimuli, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Mitogene, bewirken eine 

transiente Aktivierung des Membran-assoziierten Proteins durch den Austausch von GDP 

gegen GTP und damit die Aktivierung von wachstumsregulatorischen Signalwegen, zu 

denen u. a. die Ras-Raf-MEK-ERK (Rat sarcoma – Rapidly accelerated fibrosarcoma –

Mitogen-activated protein kinase/Extracellular signal-regulated kinase kinase –

Extracellular signal-regulated kinase) und PI3P-Akt-mTor (Phosphoinositid-3-Kinase – v-

akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 – Mammalian Target of Rapamycin) 

Signalkaskaden zählen. Mutationen des KRAS-Gens resultieren in dem Verlust der GTP-

Hydrolysefähigkeit des gleichnamigen Proteins und damit in einer konstitutiven 

Aktivierung von nachgeschalteten Effektormolekülen, insbesondere der Raf-MEK-ERK 

Kaskade des Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinase Signalweges (33,34). Auf 

funktioneller Ebene sind Mutationen im KRAS-Gen mit einer Förderung der 
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Kolontumorgenese assoziiert, die sich in vivo u. a. in einer geringeren Lebensspanne und 

einer erhöhten Inzidenz von Adenomen äußert (35). 

Eine weitere genetische Abnormalität ist der Verlust der Heterozygotie des 

Chromosomenabschnittes 18q, der bei mehr als 70 % aller kolorektalen Tumore 

nachgewiesen werden konnte. Mit dem Allelverlust wird der Verlust des 

Tumorsuppressorgens deleted in colorectal carcinoma (DCC) assoziiert, welches in der 

betroffenen Region lokalisiert ist (21). DCC kodiert einen Transmembran-Rezeptor der 

Immunoglobulin-Superfamilie, der in Abhängigkeit einer Ligandenbindung 

unterschiedliche zelluläre Signalwege aktiviert (36). In Abwesenheit seines Liganden 

Netrin-1 induziert DCC als sogenannter dependence Rezeptor über die Aktivierung der 

Caspasen-9 und -3 Apoptose, die unabhängig vom Todesrezeptor/Caspase-8 Signalweg 

und dem mitochondrialen Apoptoseweg ist. Die Bindung von Netrin-1 bewirkt hingegen 

eine Induktion anti-apoptischer Signalwege (z. B. PI3K-Akt, MAP-Kinase extrazellulär 

signal-vermittelter ERK1/2 Signalweg) und fördert das Überleben von Zellen sowie deren 

Proliferation, Differenzierung und Migration. Durch den Verlust des DCC-

Tumorsuppressorgens während der Karzinogenese können intestinale Zellen der 

regulatorischen Kontrolle entkommen und folglich einen selektiven Wachstumsvorteil 

erlangen (36,37). Neue Untersuchungen unterstützen die Rolle von DCC als 

Tumorsuppressor, die bisher aus verschiedenen Gründen als umstritten galt (38,39). Neben 

dem Allelverlust spielen auch häufig auftretende Methylierungen der DCC-Promotorregion 

und somatische Mutationen, welche von untergeordneter Bedeutung sind, eine Rolle bei 

der Inaktivierung des Rezeptors (37,40). 

Der Verlust großer Anteile des Chromosoms 17p geht mit einem Verlust des 

Tumorsuppressors p53 einher (21,41). Etwa 70 % aller kolorektalen Karzinome zeigen einen 

Verlust der Heterozygotie in diesem Chromosomenabschnitt, während das verbleibende 

p53-Allel meist Träger einer somatischen Mutation ist. Der Allelverlust und die Mutation im 

p53-Gen sind eher späte Ereignisse in dem von Fearon und Vogelstein beschriebenen 

Modell der Kolonkarzinogenese, die mit dem Übergang von Adenomen in maligne 

Tumore assoziiert sind (41). Als Transkriptionsfaktor spielt p53 eine Schlüsselrolle in der 

Regulation des Zellzyklus und der Apoptose. Das Protein führt bei auftretenden DNA-

Schäden durch die transkriptionelle Aktivierung von Kinase-Inhibitoren, wie beispielsweise 

des p21-Proteins, zu einem Arrest der Zellen in der G1- oder G2-Phase des 

Zellzyklus (42,43). Bei irreparablen DNA-Läsionen leitet p53 hingegen apoptotische 

Prozesse ein, die unter anderem in einer Aktivierung der Caspasen-9 und -3 resultieren. 

P53 kann dabei über die Induktion der Expression von Genen der Bcl2 (B-cell 

CLL/lymphoma 2)-Familie (z. B. Bax (Bcl2-associated X protein), PUMA (p53 upregulated 

modulator of apoptosis), NOXA (lat. Schaden)) und/oder eine Translokation in die 
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Mitochondrien eine Freisetzung von Cytochrom c bewirken, welches die nachfolgende 

Caspase-9 Kaskade in Gang setzt. Neben dem intrinsischen Signalweg reguliert p53 auch 

Gene, die den extrinsischen apoptotischen Signalweg auslösen und in einer Aktivierung 

der Caspasen-8 und -3 resultieren (42,44). Die Initiation eines Wachstumsstopps, zellulärer 

Seneszenz oder Apoptose ist dabei unter anderem von der Art des Stressors, Art und 

Position der post-translationalen p53-Modifikationen sowie den mit p53-interagierenden 

Proteinen abhängig (42).  

Das von Fearon und Vogelstein beschriebene Modell resultiert in chromosomaler 

Instabilität, die bei 85 % aller sporadischen Tumore auftritt und durch Aneuploidie 

(numerische Alteration der Chromosomen) und dem Verlust von genetischem Material 

(Verlust der Heterozygotie) gekennzeichnet ist (45). Häufig betroffen von Allelverlusten sind 

dabei die Chromosomenabschnitte 5q, 17p und 18q, die eng mit dem Verlust von 

Tumorsuppressorgenen assoziiert sind. Dieser molekulare Weg der Kolonkarzinogenese 

wird daher auch als Suppressorweg oder chromosomaler Instabilitätsweg bezeichnet (46).  

Neben dem genetischen Modell von Fearon und Vogelstein können Tumore des Weiteren 

über den sogenannten Mutatorweg oder Mikrosatelliteninstabilität (MSI) entstehen, der bei 

15-20 % aller kolorektalen Karzinome vorliegt (Abb. 1B). Ursache ist eine Inaktivierung 

von Mismatchreparaturgenen, deren Proteine normalerweise Fehler der DNA-Polymerase 

in Mikrosatelliten-Sequenzen während der Replikation korrigieren (46). Mikrosatelliten sind 

repetitive DNA-Sequenzen, z. B. (A)n oder (CA)n, die über das gesamte Genom verteilt 

sind und sehr anfällig für Basenfehlpaarungen sowie Insertionen/Deletionen von 

„Repeats“ durch die DNA-Polymerase sind. Eine defekte Mismatch-Reparatur kann diese 

Fehler nicht mehr korrigieren und führt zum Auftreten von neuen Allel-Längen in Tumoren, 

die als MSI bezeichnet werden (47,48). Auf diese Weise häufen sich hunderte bis tausende 

Leseraster-Mutationen in kodierenden und nicht-kodierenden Mikrosatelliten-Sequenzen 

an, die charakteristisch für mikrosatelliteninstabile Tumore sind. MSI ist darüber hinaus 

ebenso ein typisches Merkmal des heriditären, nicht-polypösen kolorektalen Karzinoms 

(Lynch Syndrom), das etwa 2-4 % aller kolorektalen Tumore ausmacht. Im Gegensatz zu 

sporadischen, Mikrosatelliten-instabilen Karzinomen, wo MSI hauptsächlich als Folge 

einer epigenetischen Inaktivierung durch Hypermethylierung des hMLH1-Gens auftritt, ist 

bei der erblichen Form des Dickdarmkrebses eine Keimbahnmutation in einem der MMR-

Gene hMLH1, hMSH2, hMSH6 oder hPMS2 ursächlich (46,49). Die Progression beider 

Tumore ist mit einer weiteren Inaktivierung von Genen assoziiert, deren kodierende 

Regionen Mikrosatelliten enthalten und in die Kolonkarzinogenese involviert sind, wie 

z. B. Transforming growth factor ß Typ II Rezeptor oder BAX. Sporadische hochfrequente 

MSI-Tumore entwickeln sich häufig aus sessilen serratierten Adenomen und zeigen 

zusätzlich Mutationen im Protoonkogen B-Raf sowie vermehrte Methylierungen im 
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Bereich von CpG-Inseln in Promotorregionen von Genen, die zu einer Stilllegung bzw. 

Abschaltung der Transkriptionsaktivität führen („CpG Island Methylation“-Phänotyp) (28,50). 

Neben den molekularen Veränderungen unterscheiden sich hochfrequente MSI-Tumore 

(sporadisch oder vererbt) im Vergleich zu chromosomal instabilen Tumoren u. a. in der 

Lokalisation, den klinischen und histopathologischen Eigenschaften sowie der 

Prognose (46). 

 

1.1.4 Ausgewählte tumorrelevante Proteine und ihre Bedeutung für die Entwicklung von 

Kolorektalkarzinomen 

 

Osteopontin (OPN) 

OPN ist ein sekretorisches, glykosyliertes Phosphoprotein, welches in eine Reihe 

zellulärer Prozesse, wie z. B. der Immunabwehr, der Mineralisation und Resorption von 

Knochen sowie dem Überleben von Zellen, involviert ist (51). Als Adhäsionsprotein und 

Zytokin wird es sowohl von Immun- als auch Nicht-Immunzellen synthetisiert und 

vermittelt über die Anheftung an verschiedene Integrine und den CD44-Rezeptor Zell-

Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen (52). Neben seiner physiologischen Funktion ist OPN 

auch mit der Pathogenese verschiedener entzündlicher und maligner Erkrankungen 

assoziiert. In der Tumorgenese kolorektaler Karzinome wurde das Adhäsionsprotein als 

ein Hauptmarker identifiziert, dessen Expression mit dem Tumorstadium positiv 

korreliert (53,54). Eine hohe OPN-Expression gilt u. a. als ein schlechter Prognose-Faktor für 

das Rückfallrisiko bzw. Überleben von Lungen- und Kolonkrebspatienten (55-57). Die 

erhöhten Mengen von OPN, die auch in Tumoren der Brust und Lunge (58) gefunden 

wurden, spielen eine wichtige Rolle im Prozess der Metastasierung von Tumorzellen (59). 

Die Freisetzung des Glykoproteins aus dem Primärtumor bewirkt u. a. im Knochenmark 

ein Aktivierung von Knochenmarkszellen, die nachfolgend in die Blutzirkulation entlassen 

werden. Diese wiederum schaffen für vom Primärtumor abgelöste Krebszellen eine 

„Tumor-freundliche“ Umgebung und unterstützen somit die Entwicklung sekundärer 

Tumore in anderen Geweben (60). Neben dieser „Schlüsselfunktion“ ist OPN auch durch 

andere Mechanismen, wie der Herunterregulation der Produktion von Stickstoffmonoxid 

(NO) in Makrophagen der lokalen Tumorumgebung (61) und der Aktivierung von 

Überlebenssignalen (NF-B (Nuclear factor-kappa B) oder FAK (Focal adhesion 

kinase)) (62) in entarteten Zellen in das Wachstum von Tumoren involviert. Die 

Dysregulation der OPN-Expression stellt ein frühes Ereignis in der Karzinogenese 

kolorektaler Tumore dar und tritt u. a. als sekundäre Folge eines konstitutiv aktivierten 

Wnt-Signalweges auf (63). Der OPN-Promotor besitzt neben Bindungsstellen für c-Myc 

weitere regulatorische Sequenzen, die beispielsweise Bindungsstellen für 

Aktivatorprotein 1 (AP-1), p53, Pea3 (Polyomavirus enhancer activator 3) und Ras 



E i n l e i t u n g  | 10 

beinhalten (63-65). Auf posttranslationaler Ebene erfolgen zudem Zelltyp-spezifische 

Modifikationen (Phosphorylierung und O-Glykosylierung), die verschiedene OPN-

Isoformen mit unterschiedlicher biologischer Aktivität zur Folge haben (66,67). 

 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) 

Die Cyclooxygenasen (COX; synonym: Prostaglandin-H-Synthasen) 1 und 2 katalysieren 

die ersten beiden Schritte in der Biosynthese der Prostaglandine (PG) und wurden als 

wichtige Zielproteine von nicht-steroidalen, anti-inflammatorischen Medikamenten wie 

Aspirin oder Ibuprofen bekannt (68). Mit Hilfe einer Cyclooxygenase- und 

Peroxidaseaktivität der Enzyme erfolgt die Umsetzung von Arachidonsäure (AA), welche 

durch die Phospholipase A2 (PLA2) aus den Zellmembranlipiden freigesetzt wird, zum 

PG-Endoperoxid H2, einem Vorläufer der bioaktiven Prostanoide (Thromboxan A2; 

Prostaglandine PGE2, PGF2, PGD2 und PGI2). Diese Moleküle vermitteln aufgrund ihrer 

flüchtigen Natur (Halbwertzeiten von s bis wenige min) auto- und parakrine Wirkungen 

über verschiedene PG-Rezeptoren in nahezu jedem Gewebe (69).  

Während COX-1 vorrangig in die Blutplättchenaggregation, den Schutz des 

gastrointestinalen Epithels sowie den Geburtsvorgang involviert ist und meist als 

konstitutiv exprimiertes Enzym beschrieben wird, gilt COX-2 als transient und wird primär 

mit der Bildung von PG während pathologischer Prozesse wie Entzündung, Schmerz, 

Fieber oder Tumorgenese assoziiert (69-71). Studienergebnisse haben diese stark 

vereinfachte Sichtweise jedoch vermehrt wiederlegt (70,71) und beispielsweise eine 

konstitutive Expression von COX-2 in den neuromuskulären Anteilen der 

Dickdarmwand (72) oder dem Gehirn (73) gezeigt. Neben COX-1 und COX-2 wurde auch 

eine Spleißvariante der COX-1 identifiziert, die als COX-3 bezeichnet wurde mit bislang 

unbekannter Funktion (74). 

Die Entwicklung kolorektaler Tumore führt zu einem Anstieg der COX-2 Proteinexpression 

im Darmepithel (> 70 %) (75). Die Expressionshöhe korreliert dabei mit klinischen 

Charakteristika wie dem Tumorstadium, der Tumorgröße, der Invasionstiefe und 

Gefäßinfiltration sowie der Rezidivbildung und Überlebensrate (76). Histopathologische und 

genetische Untersuchungen deuten darauf hin, dass COX-2 bereits eine entscheidende 

Rolle bei der Bildung von Polypen bzw. Adenomen spielt (77), welche mehrheitlich ebenso 

erhöhte Gehalte des Proteins aufweisen (78).  

In Folge der erhöhten COX-2 Expression wird auch dessen wichtigster Metabolit PGE2 

vermehrt von Tumoren exprimiert (79). COX-2 bzw. PGE2 fördern das Tumorwachstum 

durch die Beeinflussung charakteristischer Eigenschaften von Krebszellen (80), die von 

Hanahan und Weinberg definiert und kürzlich erweitert worden sind (26). Eine Hemmung 

des proinflammatorischen Enzyms geht demnach mit einem verminderten 
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Tumorwachstum, einer erhöhten Tumorzellapoptose, einer verminderten Blutgefäßdichte 

und Metastasierung sowie einer erhöhten Überlebensrate in vivo einher (81,82). Die 

Regulation der COX-2 Expression erfolgt u. a. durch die Wnt- und Ras-

Signaltransduktionswege, deren Hyperaktivierung vermutlich zu der konstitutiven 

Überexpression in Tumoren führt (83,84). Der Verlust des APC-Proteins ist sowohl mit einer 

transkriptionellen Stimulation des COX-2 Promotors als auch mit einer translationalen 

Steigerung der COX-2 Synthese assoziiert (83,85). Mutationen im Ras-Gen resultieren 

hingegen in einer Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen, die neben der Induktion der 

COX-2 Transkription auch eine Rolle bei der Stabilisierung der COX-2 mRNA 

spielen (84,86,87). 

 

Pyruvatkinase M2 (PKM2) 

PKM2 katalysiert als eine von vier Pyruvatkinase(PK)-Isoformen die Übertragung eines 

Phosphatrestes von Phosphoenolpyruvat auf Adenosindiphosphat unter Bildung von 

Adenosintriphosphat (ATP) und Pyruvat. Die Expression der PK-Isoenzyme erfolgt 

gewebespezifisch in Abhängigkeit der metabolischen Anforderungen. Während PK Typ 

M1 (PKM1) in den meisten adulten Geweben zu finden ist, ist PK Typ L die Hauptisoform 

in Leber und Niere und PK Typ R die typische Isoform in Erythrozyten. PKM2 ist hingegen 

charakteristisch für Lungengewebe und proliferierende Zellen von adulten, embryonalen 

und insbesondere malignen Geweben (88). Alle vier Isoenzyme werden insgesamt von 

zwei Genen kodiert. Die Transkription von PK Typ R und L, deren genetische Information 

auf dem PKL-Gen liegt, wird durch gewebespezifische Promotoren in unterschiedlichen 

Exons initiiert. PKM1 und PKM2 stellen jeweils verschiedene Spleißvarianten dar, die 

durch das PKM-Gen kodiert werden (89).  

Während der Tumorentwicklung tritt eine Änderung der Expression von der 

gewebespezifischen Isoform hin zu PKM2 ein (88,90,91). Das glykolytische Enzym, welches 

den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beim Abbau von Glukose katalysiert, existiert 

in Tumorzellen neben einer tetrameren Form vorrangig als Dimer (88). Diese im Gegensatz 

zum Tetramer katalytisch inaktive Form fördert den in Krebszellen beobachteten 

Stoffwechsel (92), der u. a. durch eine hohe Laktatbildung selbst bei normaler 

Sauerstoffzufuhr gekennzeichnet ist (aerobe Glykolyse, Warburg-Effekt) (26,93). PKM2 

ermöglicht dabei die Bereitstellung von Phosphometaboliten, die aus dem Abbau von 

Glukose oberhalb der PK-Reaktion stammen, für anabole Prozesse, wie beispielsweise 

die Synthese von Nukleinsäuren, Aminosäuren und Phospholipiden (88). PKM2-

exprimierende Zellen erlangen folglich in vivo einen Wachstumsvorteil mit einer höheren 

Anzahl an Tumoren und größerer Tumormasse (90,92). Das Tetramer/Dimer-Verhältnis von 

PKM2 ist allerdings kein konstanter Wert, sondern wird u. a. allosterisch durch Fruktose-
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1,6-Bisphosphat sowie verschiedene Aminosäuren und Onkoproteine reguliert (88). PKM2 

wurde dabei beispielsweise als Target des E7-Onkoproteins des humanen onkogenen 

Papillomavirus Typ 16 (94), des Ras-Proteins (95) oder auch onkogener Tyrosinkinasen (92) 

identifiziert.  

Das glykolytische Protein gilt ferner aufgrund seiner Überexpression bei vielen Krebsarten 

als ein organunspezifischer Tumormarker (96). Neben dem verstärkten Vorkommen im 

Gewebe konnte PKM2 auch im Blut von Patienten mit malignen Erkrankungen (88) sowie 

im Stuhl von Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen (97) in erhöhter 

Konzentration nachgewiesen werden. Darüber hinaus kann PKM2 als klinischer 

Parameter zur Überwachung des Erfolgs oder Rückfalls einer Therapie eingesetzt 

werden (97). 

 

Hitzeschockprotein 90 beta (HSP90ß) 

HSPs zählen zu den höchst konserviertesten Proteinen, die ubiquitär vom Bakterium bis 

zum Menschen vorkommen (98). HSP90ß gehört zur HSP90-Familie, die noch drei weitere 

Mitglieder in unterschiedlichen Zellkompartimenten umfasst (99). Als Chaperon ist HSP90 

an der post-translationalen Reifung (Aktivierung) und Stabilisierung von über 

100 Substratproteinen beteiligt, zu denen u. a. Transkriptionsfaktoren, nukleare 

Hormonrezeptoren und Proteinkinasen zählen1 (100). HSP90 interagiert dabei in einem 

dynamischen, ATP-abhängigen Zyklus unter dem Einfluss von Co-Chaperonen mit seinen 

Substratproteinen (101). Zusätzlich beeinflussen posttranslationale Modifikationen, wie z. B. 

Phosphorylierung (102) oder Acetylierung (103,104), die Interaktion mit Substratproteinen und 

die ATP-Bindung. Unter Stressbedingungen, wie beispielsweise Hitzeschock, ist die 

Chaperon-Funktion vor allem für das Überleben von Zellen von Bedeutung, da sie die 

Aggregation entfalteter Proteine verhindert (105), die andernfalls in toxischen 

Stresssignalen münden würde. In Tumorzellen ist diese Aktivität hingegen kritisch. Viele 

Substratproteine des HSP90, wie beispielsweise Raf-1, p53, epidermaler 

Wachstumsfaktor-Rezeptor sowie Androgen- und Östrogenrezeptoren, sind in 

wachstumsregulatorische Signalwege involviert und werden häufig während der 

Karzinogenese fehlreguliert (99,100). Die HSP90-Chaperon Maschinerie schützt diese 

Proteine vor Missfaltung und dem Abbau durch das Proteasom und ermöglicht damit die 

Transformation und das Überleben von Tumorzellen (100). HSP90 wird aufgrund dessen 

von verschiedenen Tumoren in erhöhter Menge exprimiert (106-109). 

Bei der Suche und Entwicklung neuer Tumormedikamente ist HSP90 als Zielprotein 

längst in den Blickpunkt gerückt. Die Hemmung des HSP90 wird von einer 

                                                           
1 Eine aktuelle Liste der mit HSP90 interagierenden Co-Chaperone und Substratproteine ist auf der Webseite 

des Labors von D. Picard, Universität von Genf, Schweiz (http://www.picard.ch/) zu finden. 
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Herunterregulation seiner Substratproteine und einer verminderten Aktivierung 

nachgeschalteter Signalkaskaden begleitet, die auf zellulärer Ebene u. a. mit einem 

verminderten Tumorwachstum, verminderter Tumorvaskularisierung sowie einer erhöhten 

Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika einhergeht (110,111). Einige Inhibitoren, darunter 

beispielsweise 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin, wurden bereits in klinischen 

Studien getestet und lieferten erfolgversprechende Ergebnisse in Kombination mit 

anderen Therapien bei Brustkrebs, multiplen Myelomen und akuten myeloischen 

Leukämien (112). Neben natürlichen und synthetischen Inhibitoren wurden auch Vertreter 

verschiedener Substanzklassen nicht-nutritiver Nahrungskomponenten, wie 

beispielsweise Quercitin (113), Genistein (114) und Epigallocatechin-3-Gallat (115) als 

potenzielle HSP90-Inhibitoren beschrieben. 

 

Alpha-Defensine 

Defensine sind kleine (29-42 Aminosäuren, 2-6 kDa) kationische Peptide, die eine 

zentrale Rolle in der angeborenen und adaptiven Immunantwort spielen. Anhand der 

Position der Disulfidbrücken und der Peptidsegmente zwischen den Cystein-Resten wird 

zwischen alpha- und beta-Defensinen unterschieden. Alpha-Defensine werden von 

intestinalen Paneth-Zellen und intermediären Zellen des Dünndarms (Humane 

Defensine 5 und 6) sowie von neutrophilen Granulozyten (Humane neutrophile Peptide 1-

4) produziert und in sekretorischen Granula gespeichert (116,117). Neben ihrer lytischen und 

chemotaktischen Wirkung in der Immunabwehr wurden alpha-Defensine ferner mit der 

Entwicklung verschiedener Krebserkrankungen in Verbindung gebracht. Die humanen 

neutrophilen Peptide (HNP) 1-3 wurden beispielsweise in erhöhter Konzentration in 

epithelialen Tumoren des Kolons (118,119), der Blase (120) oder der Niere (121) gefunden.  

Unklar ist bislang, welche Rolle alpha-Defensine in der Mikroumgebung von Tumoren 

spielen. In Abhängigkeit der Defensin-Konzentration wurden zum einen Tumor-

promovierende Effekte und zum anderen Tumor-inhibierende Eigenschaften beschrieben. 

Niedrige HNP1-3 Konzentrationen sind beispielsweise mit einer 

Proliferationssteigerung (121) oder einer Aktivitätshemmung von Immunzellen (122) 

assoziiert, während hohe Konzentrationen (> 25 µg/ml) zytotoxische (123) und pro-

apoptotische Wirkungen (124) haben.  

Neben dem malignen Gewebe wiesen auch Blut- (118,119) und Stuhlproben (124,125) von 

Kolorektalkrebspatienten erhöhte Konzentrationen an HNP1-3 auf. Für eine Nutzung als 

Tumormarker sind diese alpha-Defensine jedoch relativ unspezifisch, da ihre 

Konzentration sowohl bei anderen Tumorerkrankungen (120,121) als auch bei Infektionen 

bzw. Entzündungen (126,127) ansteigt. Das humane Defensin 6 (HD6) gilt hingegen 

aufgrund seiner hohen Expression in Kolontumoren im Vergleich zu anderen Krebsarten 
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als ein spezifischerer Marker für Kolonkrebs (128). Eine verminderte Expression von 

enterischen alpha-Defensinen, die zu einem Defekt in der mukosalen Barrierefunktion 

führt, wird ferner als Ursache bei Morbus Crohn des Dünndarms angenommen (129). 

Mehrere nachgewiesene Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor Tcf-4 in den für 

HD5- bzw. HD6-kodierenden Genen (DEFA5 bzw. DEFA6) (31,130) lassen u. a. auf eine 

Regulation der Expression über den Wnt/ß-Catenin-Signalweg schließen. Die konstitutive 

Aktivierung des Signalwegs spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung 

kolorektaler Adenome und Karzinome und ist eines der frühesten ursächlichen Ereignisse 

in der Kolonkarzinogenese (131). Ob die erhöhte Expression von HD6 dabei die 

Transformation gesunder Zellen fördert oder eine Abwehrstrategie des Organismus 

gegenüber entarteten Zellen darstellt, ist bislang unbekannt. 

 

Antioxidative Enzyme 

Zur Aufrechterhaltung der zellulären Redox-Homöostase und Abwehr von oxidativen 

Schädigungen verfügen aerob-lebende Organismen über ein komplexes Schutzsystem, 

welches neben Reparaturmechanismen vor allem eine Vielzahl antioxidativ-wirksamer 

Verbindungen und Enzyme umfasst. Zu den wichtigsten antioxidativen Enzymen zählen 

die Superoxiddismutasen (SODs), die Katalase (CAT) sowie die 

Glutathionperoxidasen (132). SODs katalysieren als Dimer oder Tetramer die 

Disproportionierung von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid (H2O2) und 

molekularem Sauerstoff. Die Neutralisation der Superoxidanionen erfolgt dabei durch 

einen sukzessiven Wechsel zwischen Oxidation und Reduktion des Metallions im aktiven 

Zentrum der Enzyme. Drei humane SOD-Isoformen wurden bislang identifiziert, die im 

Zytosol (CuZnSOD bzw. SOD1), im Mitochondrium (MnSOD bzw. SOD2) sowie im 

Interstitium und den extrazellulären Flüssigkeiten (SOD3) lokalisiert sind (133).  

Die mitochondriale SOD ist dabei primär für den Abbau von Superoxidanionen 

verantwortlich, die während des Elektronentransportes in der Atmungskette, der 

Hauptquelle freier Radikale, generiert werden (133). Das Gen der SOD2 ist auf 

Chromosom 6 (6q25.3) lokalisiert und wird u. a. durch Transkriptionsfaktoren, wie z. B. 

NF-B, AP-2 und Sp1 (Specificity protein 1) reguliert (134). Im Gegensatz zur SOD1 und 

SOD3 ist die Expression der SOD2 für Säugerzellen von essentieller Bedeutung. Ein 

Knock-out der mitochondrialen SOD führte in Mäusen postnatal zum Tod und ist mit 

neurodegenerativen sowie kardiologischen Veränderungen assoziiert (135). Darüber hinaus 

zeigte eine weitere Studie, dass bereits eine lebenslang verminderte SOD2-Aktivität in 

heterozygoten SOD2+/--Mäusen mit einer höheren Empfindlichkeit gegenüber oxidativem 

Stress und damit in Zusammenhang stehenden Erkrankungen, wie Tumoren, verbunden 

ist (136). Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurden in vielen humanen 



E i n l e i t u n g  | 15 

Tumorentitäten geringere Expressionslevel des antioxidativen Enzyms festgestellt (137). 

Die dabei vermutete Tumorsuppressor-Funktion des Proteins wurde ferner durch 

wachstumshemmende Eigenschaften SOD2-überexprimierender Zellen in vitro und in vivo 

belegt (138,139). Diese Rolle ist jedoch umstritten, da insbesondere Tumore des 

Gastrointestinaltraktes, des zentralen Nervensystems und Mesotheliome erhöhte SOD2-

Expressionslevel im Vergleich zu normalen Geweben aufweisen, die im Zusammenhang 

mit einer schlechteren Prognose (140) sowie einem invasiven und migratorischen Phänotyp 

stehen (141). SOD2 ist hierbei u. a. für eine H2O2-abhängige Induktion 

gewebemodulierender Matrix-Metalloproteinasen verantwortlich, die Tumorzellen zur 

Metastasenbildung befähigt (142). 

Ähnlich wie bei SOD2 wurde auch eine dysregulierte Expression bzw. Aktivität der CAT in 

humanen Tumoren gefunden (143). Das tetramere Häm-Enzym, welches aus vier 

identischen Untereinheiten (60 kDa) besteht, beseitigt in einer Disproportionsreaktion das 

anfallende H2O2 unter der Bildung von Wasser und molekularem Sauerstoff (133). Zudem 

katalysiert es die Entgiftung von Peroxiden in Anwesenheit von Wasserstoffdonatoren 

(z. B. Methanol, Ethanol, Formaldehyd) (133) und kann bei Überexpression durch die 

Hochregulation des Arylhydrocarbon-Rezeptors zu einer beschleunigten Detoxifikation 

von aromatischen Kohlenwasserstoffen beitragen (144).  

Die Induktion der CAT bzw. antioxidativer Enzymsysteme gilt allgemein als ein 

schützender Mechanismus in der Chemoprävention maligner Kolontumore. Viele mit der 

Nahrung aufgenommene Pflanzenstoffe (145,146) sowie CAT-produzierende Bakterien (147) 

führten in vivo zu einer Suppression oder Reduktion des Tumorwachstums, begleitet von 

einer Verbesserung des antioxidativen Status. Eine gezielte Verteilung von CAT-

Derivaten im Gewebe bewirkte darüber hinaus eine Hemmung der Tumormetastasierung, 

bei der H2O2 offensichtlich eine große Rolle spielt (148). Passend dazu wurden niedrigere 

Aktivitäten der CAT in den Geweben oder im Plasma von Patienten mit malignen 

Erkrankungen des Kolons (149-151), des Pankreas (137) und der Mundhöhle (152) im Vergleich 

zu den entsprechenden Kontrollgruppen gemessen. 

 

Glutathion S-Transferasen (GSTs) 

GSTs sind Enzyme einer Multi-Genfamilie, die primär an der Entgiftung von exogenen 

toxischen Substanzen und reaktiven endogenen Metaboliten beteiligt sind, aber 

substanzabhängig in einigen Fällen auch eine Bioaktivierung von Fremdstoffen 

verursachen. Sie katalysieren den nukleophilen Angriff des Tripeptids Glutathion (-

Glutaminsäure, Cystein, Glycin) auf ein elektrophiles Substrat und damit den ersten 

Schritt in der Synthese von Mercaptursäuren (153,154). Diese werden sowohl auf renalem 

als auch biliärem Weg aus dem Organismus eliminiert (155,156). In Abhängigkeit ihrer 
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Struktur, der zellulären Lokalisation und den enzymatischen Eigenschaften werden 

zytosolische, mitochondriale und mikrosomale Formen der GSTs unterschieden. Die 

zytosolischen GSTs bilden dabei als lösliche Dimere mit sieben Klassen (alpha, mu, pi, 

sigma, theta, omega und zeta) die größte Familie, die insgesamt 16 Isoformen umfasst. 

Bei den mitochondrialen GSTs ist hingegen nur eine Form bekannt (kappa). Die humanen 

membrangebundenen GSTs (MAPEG) lassen sich drei Untergruppen zuordnen. Sie sind 

überwiegend in die Eicosanoid-Synthese involviert (153,154). 

GSTs sind polymorphe Enzyme, die ein gewebespezifisches Expressionsmuster 

aufweisen (153). Im Hinblick auf die Prävention von malignen Erkrankungen des Kolons gilt 

eine Induktion des GST-Systems durch Interventionen in gesunden Zellen allgemein als 

schützend. Als Hauptisoform der Kolonozyten und einziger Vertreter der Pi-Klasse besitzt 

GSTP1 eine besondere Bedeutung, da es u. a. in der Lage ist, Benzo(a)pyrendiolepoxid 

und andere Diolepoxide von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen zu 

entgiften (157,158). Diese Substanzen gelangen beispielsweise durch den Verzehr von zu 

stark erhitzten, gegrillten oder geräucherten Lebensmitteln – insbesondere Fleisch und 

Fisch – in den Dickdarm und können infolge der metabolischen Aktivierung zu einer DNA-

Adduktbildung führen, welche bekanntermaßen zur Initiation der Tumorentstehung 

beitragen kann (159). 

In Kolontumoren und Tumorzelllinien wurden mehrheitlich erhöhte Gehalte des 

Entgiftungsenzyms nachgewiesen, die sowohl mit einer gesteigerten GST-Gesamtaktivität 

im malignen Gewebe als auch im Plasma von Tumorpatienten einhergingen (157,160). Die 

Überexpression der GSTP1 tritt dabei vermutlich als Folge eines mutierten KRAS-Gens 

auf und stellt einen wichtigen Überlebensfaktor für Tumore und präneoplastische 

Läsionen dar (161,162). GSTP1 schützt die Zellen durch die Reduktion Lipidperoxid-

induzierter DNA-Schäden und die Regulation zellulärer Funktionen, wie z. B. der gezielten 

Aktivierung bzw. Inhibierung von MAP-Kinasen, vor Apoptose (163,164). Darüber hinaus 

stellt der Grad der Expression des Entgiftungsenzyms einen wichtigen Resistenzfaktor 

gegen verschiedene Chemotherapeutika dar (165).  

Die GSTM2 ist eine weitere im Kolonepithel zu findende GST-Isoform, die allerdings in 

geringerer Menge im Vergleich zur GSTP1 exprimiert wird (157). Das Isoenzym besitzt eine 

hohe Affinität zu o-Chinonen (z. B. Aminochrom), welche Oxidationsprodukte der 

Katecholamine sind und über die Bildung von DNA-Addukten möglicherweise die 

Entwicklung von Tumoren und neurodegenerativen Erkrankungen begünstigen (166,167). Ein 

Zusammenhang zwischen dieser Stoffgruppe und dem Risiko, an Dickdarmkrebs zu 

erkranken, könnte vermutlich durch das Ausmaß an Bewegung gegeben sein. Die 

Konzentration von Katecholaminen im Blut wird u. a. durch körperliche Aktivität 

beeinflusst, die nachweislich zu einer Reduktion der Ausschüttung führt (168). 
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Eine Induktion der GSTM2 und GSTP1 innerhalb des GST-Systems, wie sie 

beispielsweise durch Butyrat in primären epithelialen Kolonzellen und von Kolontumoren 

abstammenden Zelllinien bereits gezeigt wurde (157,169), könnte möglicherweise die 

Inzidenz kolorektaler Läsionen reduzieren. 

Im Gegensatz zur GSTP1 wurden in Kolontumoren geringere Gehalte der GSTM2 

beobachtet, deren Bedeutung bislang spekulativ ist (157,170). Verschiedene Autoren zeigten 

hierbei, dass neben genetischen Einflüssen insbesondere epigenetische Mechanismen 

eine Rolle bei der Regulation der GSTM2-Genexpression spielen (171,172).  

 

1.2 Chemoprävention des kolorektalen Karzinoms 

Aufgrund der hohen Erkrankungs- und Sterblichkeitsraten weltweit spielen präventive 

Maßnahmen und Interventionen bei der Bekämpfung von Kolonkrebs eine immer größere 

Rolle. Ein günstiger Aspekt für die Anwendung effektiver Präventionsstrategien ist dabei 

die Entwicklung der Tumore, die in den meisten Fällen von adenomatösen Polypen 

ausgeht und 10-15 Jahre umfasst (173). Neben den bisweilen wenig in Anspruch 

genommenen Screening-Maßnahmen (Koloskopie, Hämokkult-Test) (174), repräsentiert 

das Gebiet der Chemoprävention einen ergänzenden Ansatz, um die Inzidenz und 

Mortalität von kolorektalen Tumoren zu reduzieren. Der Begriff Chemoprävention 

beschreibt den Gebrauch von pharmakologisch oder natürlich wirksamen Substanzen, die 

die Entstehung von invasiven Tumoren hemmen, indem sie die initiierenden DNA-

Schäden verhindern oder die Progression prämaligner Zellen mit bereits manifestierten 

Schäden hemmen oder umkehren (175). Grundlegende Mechanismen, welche die Basis für 

die Anwendung der meisten chemopräventiven Agenzien sind, umfassen die Umkehr 

einer abnormalen Differenzierung bzw. Induktion der Differenzierung, Unterdrückung der 

Zellreplikation oder Induktion eines apoptotischen Stadiums (Abb. 2). Substanzen mit 

diesen Eigenschaften wurden von Wattenberg als sogenannte „Suppressing Agents“ 

deklariert und verhindern die neoplastische Entwicklung (Promotion und Progression) 

bereits entarteter Zellen (Sekundärprävention) (176). Sogenannte „Blocking Agents“ 

intervenieren hingegen in früheren Stadien der Karzinogenese mit dem Ziel, Mutationen 

vorzubeugen und damit die Tumor-Initiation zu hemmen (Primärprävention) (176,177). Sie 

sind vor allem über die Inhibierung der metabolischen Aktivierung potenzieller 

Promutagene bzw. -kanzerogene, die Induktion von Entgiftungsenzymen oder das 

Abfangen reaktiver krebsauslösender Verbindungen wirksam, bevor diese mit den 

kritischen Zielmolekülen der Zelle, wie der DNA, reagieren können. Die dritte Ebene der 

Prävention beinhaltet Strategien, die die Tumorinvasion und -metastasierung hemmen 

sowie Krankheitsrückfälle verhindern sollen (Tertiärprävention). Sie ist allerdings nicht 

mehr in der Definition der Chemoprävention inbegriffen (177).  



E i n l e i t u n g  | 18 

Große Aufmerksamkeit als chemopräventiv wirksame Substanzen erlangten nicht-

steroidale anti-inflammatorische Drogen (NSAIDs), wie z. B. Aspirin oder Sulindac, die die 

Aktivität von Cyclooxygenasen hemmen. Trotz nachgewiesener Wirkung ist die 

Anwendung bei sporadischem Kolonkrebs wegen der gastrointestinalen sowie renalen 

Toxizität, die hauptsächlich durch die Hemmung der COX-1 verursacht wird, limitiert (173). 

Selektive COX-2 Inhibitoren, wie z. B. Celecoxib oder Rofecoxib, zeigten sich in Studien 

ebenfalls als effektive Agenzien und reduzierten die Anzahl von Polypen bei 

Kolonkrebsrisiko- und FAP-Patienten (173,178). Die Langzeiteinnahme ist allerdings für 

Individuen mit vorangegangener atherosklerotischer Herzkrankheit mit einem erhöhten 

Risiko für kardiovaskuläre und thrombotische Erkrankungen verbunden (179).  

Neben NSAIDs und selektiven COX-2 Inhibitoren zeigten auch andere pharmakologisch 

wirksame Substanzen sowie Nahrungsmittelinhaltsstoffe chemopräventive Aktivität in vitro 

und in vivo (173). Laut WCRF gelten Knoblauch, Milch und Kalzium als möglicherweise 

schützend (4). Der Verzehr ballaststoffhaltiger Lebensmittel zählt bereits zu den 

protektiven Lebensgewohnheiten (2). 

 

 

Abb. 2: Die verschiedenen Phasen der Krebs-Chemoprävention und mit ihr assoziierte 

Mechanismen. ROS, reaktive Sauerstoffspezies (modifiziert nach (180)). 
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1.2.1 Ballaststoffe und ihre intestinalen Fermentationsprodukte 

Die potenzielle Bedeutung einer ballaststoffreichen Ernährungsweise im Hinblick auf die 

Vermeidung bestimmter Darmerkrankungen, darunter Kolorektalkrebs, wurde von Burkitt 

bereits Anfang der 70er Jahre des vergangenen Jahrhunderts erkannt. Er führte dabei die 

niedrigen Inzidenzraten in ländlichen Bevölkerungsgruppen Afrikas im Vergleich zu denen 

europäischer Einwohner auf die ballaststoffreiche Ernährung zurück, die u. a. in höheren 

Stuhlgewichten und kürzeren Stuhl-Transitzeiten resultierte und damit vermutlich die 

Exposition des Darmepithels mit Karzinogenen verringert hat (181,182). 

Der Begriff „Ballaststoffe“ umfasst eine Vielzahl verschiedener Substanzen, zu denen 

Nicht-Stärke-Polysaccharide (z. B. Zellulose, Arabinoxylane, Inulin), resistente 

Oligosaccharide, Lignin und assoziierte pflanzliche Verbindungen wie Wachse oder 

Tannine gehören (183). Einer aktuellen und allgemein akzeptierten Definition des Codex-

Kommitees für Ernährung und diätetische Lebensmittel zufolge sind Ballaststoffe 

Kohlenhydrat-Polymere mit zehn oder mehr Monomeren, die durch die humanen, 

endogenen Verdauungsenzyme des Dünndarms nicht hydrolysiert werden. Laut Definition 

zählen dazu Kohlenhydrat-Polymere, die natürlicherweise in konsumierten Lebensmitteln 

vorkommen; Kohlenhydrat-Polymere, die auf physikalischem, enzymatischem oder 

chemischem Weg aus Lebensmittel-Rohstoffen gewonnen werden und wissenschaftlich 

nachweisbare gesundheitsfördernde Effekte haben; und synthetische Kohlenhydrat-

Polymere, die ebenfalls wissenschaftlich belegte und anerkannte Effekte auf die 

Gesundheit ausüben (184). 

Ballaststoffe werden ferner in lösliche und unlösliche Ballaststoffe eingeteilt (185). Lösliche 

Ballaststoffe, wie z. B. Pektine oder Pflanzengummis, verzögern durch ihre viskösen 

Eigenschaften die Magenentleerung und die Aufnahme von Glukose, welche als 

Konsequenz eine Reduktion des postprandialen Blutzuckerspiegels und der Insulinämie 

zur Folge hat. Im Dickdarm unterliegen sie weitestgehend einer Hydrolyse und 

Fermentation durch die lokale Mikroflora. In Abhängigkeit der Zusammensetzung der 

bakteriellen Darmflora sowie der Art und Menge der aufgenommenen Ballaststoffe 

entstehen bei diesem Prozess hauptsächlich Gase (O2, CH4, H2) und kurzkettige 

Fettsäuren (engl. short chain fatty acids, SCFAs), die indirekt lokale Effekte vermitteln 

oder die systemische Zirkulation erreichen. Unlösliche Ballaststoffe, wie beispielsweise 

Zellulose, werden hingegen nur in geringem Umfang fermentiert und weitgehend 

unverdaut ausgeschieden. Ihre Bedeutung liegt in der Erhöhung der Stuhlmasse 

(„Füllstoff“), die eine erhöhte Darmmotilität und eine verkürzte Transitzeit des Stuhls zur 

Folge hat (186). 

SCFAs entstehen vornehmlich im Zäkum und im proximalen Kolon durch die Aktivität 

saccharolytischer Bakterien. Ihre Gesamtmenge beträgt im proximalen Kolon zwischen 
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70-140 mM und fällt nach distal auf 20-70 mM ab. Die bedeutendsten und quantitativ am 

häufigsten vorkommenden SCFAs sind Azetat, Propionat und Butyrat, welche in einem 

molaren Verhältnis von 60:20:20 gebildet werden (187,188). Da SCFA schwache Säuren sind 

(pKa  4,8), liegen mehr als 90 % von ihnen in der anionischen, unprotonierten Form im 

Dickdarmlumen vor (6). Die Aufnahme in die Kolonozyten (> 90 %) erfolgt durch 

verschiedene Mechanismen, welche eine einfache Diffusion (undissoziierte SCFA), einen 

Anionenaustausch (SCFA/HCO3
-) und einen aktiven Transport durch SCFA-Transporter 

umfassen (6,188). Die Bedeutung von SCFA für die intestinale Homöostase liegt vor allem in 

der Bereitstellung von Energie für die Kolonozyten und der Vorbeugung einer Atrophie 

des Gewebes. Insbesondere Butyrat wird dabei vorzugsweise auch in Anwesenheit 

anderer Energiequellen, wie beispielsweise Glukose und Glutamin, metabolisiert und zu 

70-90 % über die ß-Oxidation abgebaut. Als Butyratbildner wurden bislang 

Bakterienspezies der Gattungen Eubacterium, Roseburia, Clostridium und 

Faecalibacterium identifiziert (189-191). Diese synthetisieren Butyrat vornehmlich durch 

Metabolisierung von extrazellulärem Azetat und Laktat, während ein geringerer Anteil der 

Bakterien direkt in der Lage ist, Butyrat über den Abbau von Kohlenhydraten zu 

bilden (191,192). 

Die Entstehung von SCFA hat darüber hinaus einen Abfall des intraluminalen pH-Wertes 

zur Folge, der indirekt die Zusammensetzung der Mikroflora beeinflusst (188). Dabei wird 

außerdem der Gehalt an sekundären Gallensäuren reduziert, welche mit einem 

tumorpromovierenden Potenzial assoziiert sind (193). Hinsichtlich der Chemoprävention 

des kolorektalen Karzinoms hat Butyrat bedingt durch eine Vielzahl protektiver Effekte in 

vitro und in vivo die meiste Aufmerksamkeit unter den SCFAs erlangt. Während die C4-

Fettsäure die Proliferation in normalen Kolonzellen fördert, zeigt sie hingegen in vitro eine 

wachstumshemmende, differenzierungs- und/oder Apoptose-induzierende Wirkung auf 

transformierte Zellen. Diese unterschiedlichen Effekte wurde als Butyrat-Paradoxon 

bekannt und sind scheinbar von der Verfügbarkeit anderer Energiequellen abhängig (194). 

Als ein möglicher Mechanismus für die an Adenom- und Krebszellen beobachteten 

Effekte gilt die Hemmung von Histon-Deacetylasen (HDACs). Diese induziert eine 

Hyperacetylierung der Histone und bedingt damit eine Veränderung der Transkription von 

beispielsweise wachstumsregulatorischen Genen. Neben der Modulation des 

Zellwachstums beeinflusst Butyrat aber auch Mechanismen der Primärprävention des 

Kolonkarzinoms, zu denen die Induktion von GSTs und antioxidativen Enzymsystemen 

zählt. Ferner sind antiinflammatorische Effekte (195,196) und eine Stimulation der Mucin-

Synthese (197), welche die mechanische Schutzbarriere des Kolonepithels stärkt, 

beschrieben. 
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1.2.2 Inulin-artige Fruktane 

Inulin-artige Fruktane werden aufgrund ihrer Unverdaulichkeit und Fermentation im Kolon 

zur Gruppe der Ballaststoffe gezählt. Chemisch betrachtet stellen sie eine Mischung aus 

Glukopyranosyl-(Fruktofuranosyl)n-Fruktose (GpyFn) und Fruktopyranosyl-

(Fruktofuranosyl)n-Fruktose (FpyFn) mit unterschiedlichen Polymerisationsgraden dar. Den 

Hauptbestandteil der linearen Oligo- und Polymere bildet demnach Fruktose, welche über 

ß-(21)-glykosidische Bindungen verknüpft ist. Am häufigsten sind Inulin-artige Fruktane 

in Weizen, Zwiebeln, Bananen, Knoblauch und Lauch zu finden. Die Chicorée-Wurzel, die 

ebenfalls eine gute Inulin-Quelle darstellt, wird meist für die industrielle Extraktion 

verwendet. Neben nativem Inulin, welches Kettenlängen von 2-60 (im Durchschnitt 12) 

Fruktose-Molekülen umfasst, gehören zur Gruppe der Inulin-artigen Fruktane auch 

hochmolekulares bzw. langkettiges Inulin (GpyFn, n=10-60, im Duchschnitt n=25), welches 

durch physikalische Separation von Oligomeren mit Kettenlängen von weniger als 

10 Fruktose-Molekülen gewonnen wird, Oligofruktose (Mix aus GpyFn und FpyFn-

Molekülen, n=2-7, im Durchschnitt n=4) und Synergy1. Letzteres wird durch die 

Mischung von niedrig-molekularer Oligofruktose und langkettigem Inulin erzeugt und 

gleichermaßen auch als Oligofruktose-angereichertes Inulin bezeichnet (198). 

Im Gegensatz zu den meisten anderen Ballaststoffen werden Inulin-artige Fruktane 

selektiv fermentiert und verursachen somit signifikante Veränderungen in der 

Zusammensetzung und/oder Aktivität der gastrointestinalen Mikroflora mit positiven 

Auswirkungen auf die Darmgesundheit und das allgemeine Wohlbefinden des 

Wirts (199,200). Nahrungsmittelinhaltsstoffe mit dieser Eigenschaft, die zudem nachweislich 

durch die intestinale Mikroflora fermentiert werden sowie Magensäure-resistent und nicht 

zugänglich für endogene Verdauungsenzyme sind, gelten als Präbiotika. Meist wird mit 

der Definition die Zunahme der Anzahl und/oder Aktivität potenziell gesundheitsfördernder 

Bakterien, wie Laktobazillen und Bifidobakterien assoziiert, die abhängig vom 

Polymerisierungsgrad der Fruktane ist (200,201). Unter den positiven Effekten, die diese 

Bakterienarten haben, ist vor allem die Bildung von Azetat und Laktat als metabolische 

Endprodukte hervorzuheben. Zusammen mit anderen SCFAs, deren Konzentration durch 

die gute Fermentierbarkeit Inulin-artiger Fruktane ebenfalls erhöht ist, führen diese zu 

einer Senkung des intestinalen pH-Wertes und inhibieren so das Wachstum potenziell 

schädlicher Bakterien, wie z. B. Clostridium spp. oder coliforme Keime (202). Insbesondere 

Butyrat wird bei der Fermentation von Inulin in 4-fach höherer Menge gebildet im 

Vergleich zu anderen Ballaststoffquellen (203). 

Neben den präbiotischen bzw. bifidogenen Eigenschaften wurden weitere 

gesundheitsfördernde Effekte Inulin-artiger Fruktane beschrieben, die u. a. die Erhöhung 

der Mineralstoffabsorption und gastrointestinaler Abwehrfunktionen sowie die 



E i n l e i t u n g  | 22 

Beeinflussung der Lipid-Homöostase beinhalten (198,201,204). In-vitro- und In-vivo-Studien 

haben ferner gezeigt, dass mit der Aufnahme ein vermindertes Risiko für verschiedene 

Erkrankungen, darunter Kolorektalkrebs, assoziiert sein kann. So wiesen mit 

Azoxymethan- oder 1,2-Dimethylhydrazin-behandelte Ratten nach einer Intervention mit 

Synergy1 bzw. Oligofruktose weniger kolorektale Tumore bzw. erhöhte Apoptoseraten in 

den Darmkrypten auf als Tiere der jeweiligen Kontrollgruppe (205,206). Die kontinuierliche 

Bildung von Butyrat scheint dabei ein entscheidender Faktor zu sein (207). Versuche mit 

humanen Krebszelllinien identifizierten darüber hinaus potenzielle chemopräventive 

Mechanismen, wie z. B. die Hemmung der Proliferation, die Induktion apoptotischer 

Signalwege, die Reduktion der Faezeswasser-Genotoxizität oder die Modulation von 

Genen der Biotransformation (208-210). Klinische Daten aus Humanstudien sind hingegen 

limitiert und geben bislang keine überzeugenden Hinweise für eine Reduktion des 

Kolonkrebsrisikos (211). Erfolgversprechendere Ansätze diesbezüglich stellen 

beispielsweise Kombinationen aus Inulin-artigen Fruktanen und probiotischen 

Bakterienstämmen oder selektiven COX-2 Hemmern dar. Als sogenanntes Synbiotikum 

führte Synergy1 zusammen mit zwei Bakterienarten (Lactobacillus rhamnosus GG und 

Bifidobacterium lactis Bb12) zu einer Reduktion stuhl- und gewebespezifischer 

Risikofaktoren in Kolonkrebs gefährdeten Patienten (212). Positive Effekte konnten auch bei 

der Verabreichung eines Fruktooligosaccharids in Kombination mit Celecoxib erzielt 

werden, die bislang nur im Tierversuch zu einer verminderten Inzidenz aberranter 

kryptischer Foci im Kolon führten (213). 

 

1.3 Zielstellung der Arbeit 

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet: 

 

- Gibt es Unterschiede hinsichtlich der Expression von OPN, COX-2, HSP90ß, PKM2, 

DEFA1-3, DEFA6, CAT, SOD2, GSTP1 und GSTM2 zwischen den verschiedenen 

Transformationsgraden des primären Kolongewebes (Normal, Adenom, Tumor)? 

Welche Gene besitzen dabei das Potenzial, vor allem Patienten in frühen Stadien der 

Kolonkarzinogenese eindeutig zu identifizieren? Welchen Einfluss haben das Alter, 

das Geschlecht und das Tumorstadium sowie der Differenzierungsgrad der Tumore 

(Tumorgrading) auf die Expression der verschiedenen Gene (Publikation I, II, III, IV; 

weitere Ergebnisse)? 

- Gibt es Einflüsse von Darmfermentationsprodukten wie Butyrat auf die mRNA-

Expression dieser Gene und wie unterscheiden sich diese zwischen Normal-, 
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Adenom- und Tumorgewebe? Liegt möglicherweise eine differenzielle Modulation der 

Gene auf transkriptionaler Ebene vor (Publikationen II, III, IV; weitere Ergebnisse)? 

- Erzielt ein in vitro fermentiertes komplexes Kohlenhydrat (Inulin angereichert mit 

Oligofruktose; Synergy1), welches ein realistischeres Abbild der physiologischen 

Verhältnisse ermöglicht, vergleichbare Effekte im Hinblick auf die Modulation der oben 

genannten Gene wie die Einzelsubstanz Butyrat (weitere Ergebnisse)? 

- Wie gut stimmen die ermittelten Veränderungen der Zielgene auf 

Genexpressionsebene mit denen der korrespondierenden Proteine bei Verwendung 

von Gewebe des gleichen Spenders überein? Kann das mRNA-Expressionsniveau 

eines Gens als alleiniger Parameter herangezogen werden, um Veränderungen des 

jeweiligen Proteins vorherzusagen (Publikationen II, III, IV; weitere Ergebnisse)? 

- Welche Konsequenzen ergeben sich nach einer Behandlung der verschieden 

transformierten Kolongewebe mit Butyrat für die Aktivitäten von Enzymen wie CAT, 

SOD2 und GSTs sowie für die zelluläre Integrität? Kann die Exposition des 

Darmepithels mit Fermentationsprodukten wie Butyrat zu einer Reduktion induzierter 

DNA-Schäden beitragen (Publikation IV; weitere Ergebnisse)? 
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2 Publikationen2 

2.1 Publikation I: Defensin alpha 6 (DEFA 6) overexpression treshold of 

over 60 fold can distinguish between adenoma and fully blown colon 

carcinoma in individual patients. Mariya Y Radeva, Franziska Jahns, Anne 

Wilhelm, Michael Glei, Utz Settmacher, Karl Otto Greulich, Henning Mothes. BMC 

Cancer, 2010; 10:588-93. 

 

Die humanen neutrophilen (HNP1-3) und enterischen (HD6) alpha-Defensine sind Teil 

einer Gruppe kleiner kationischer Peptide, die vielfältige Aufgaben in der angeborenen 

und adaptiven Immunantwort wahrnehmen. Neben ihrer zentralen Funktion als 

„körpereigene Antibiotika“ wurden alpha-Defensine aufgrund ihrer erhöhten Expression in 

malignen Geweben sowie Seren von Krebspatienten auch mit der Tumorgenese 

verschiedener Krebserkrankungen, darunter Kolorektalkrebs, in Verbindung gebracht. Die 

vorliegende Studie hat erstmalig die Genexpressionsmuster von HNP1-3 (Gen: DEFA1-3) 

und HD6 (Gen: DEFA6) über die gesamte Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen 

Karzinoms mittels quantitativer Real-time PCR untersucht.  

Während für DEFA1-3 ein kontinuierlicher Anstieg im Verlauf der Tumorprogression 

beobachtet werden konnte (tumornahes Kolongewebe: 2,8-fach, Adenom: 4-fach, Tumor: 

6,4-fach), zeichnete sich für DEFA6 bereits im prämalignen Adenomstadium ein 

explosionsartiger Anstieg der Transkriptmenge ab. Die Mehrheit der untersuchten 

Adenomproben (13/18) zeigte dabei eine um mehr als 60-fach erhöhte (median 100-fach) 

Transkriptmenge des enterischen Peptids. Ein derartiger Anstieg ließ sich lediglich bei 3 

von 17 Karzinomen feststellen. Die analysierten Tumore wiesen im Allgemeinen zwar eine 

erhöhte DEFA6 mRNA-Expression auf, die im Vergleich zu Adenomen jedoch rückläufig 

war (medianer Fold Change Tumor vs. Normal: 5-fach). DEFA6 könnte folglich als ein 

potenzieller Marker zur Identifizierung vorzugsweise prämaligner Tumorstadien 

Anwendung finden. 

 

Eigenanteil: 

 Anteilige Aufarbeitung der Kolongewebeproben, RNA-Isolation und 

Genexpressionsanalyse mittels Real-time PCR 

 Beteiligung an der Manuskripterstellung 

                                                           
2 Weitere Publikationen, die nicht in den engeren thematischen Zusammenhang der Dissertation gehören, 

erscheinen in der Publikationsliste am Ende der Arbeit. Eine Beteiligung an der Durchführung der 

experimentellen Arbeiten und an der Verfassung des Manuskripts meinerseits vor und während der 

Promotionsphase führte zur Aufführung im Autorenverzeichnis. 
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Defensin alpha 6 (DEFA 6) overexpression
threshold of over 60 fold can distinguish
between adenoma and fully blown colon
carcinoma in individual patients
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Abstract

Background: It is known that alpha-defensin expression is enhanced in colon cancer. However, the expression of
human alpha defensin 6 (DEFA 6) in earlier stages, such as adenoma, has so far not yet been studied in a patient
resolved manner.

Methods: By using quantitative Real Time-PCR, the gene expression pattern of DEFA 1-3 and DEFA 6 was analyzed
in tissue of different stages of carcinogenesis, derived from colorectal cancer patients. In addition to paired normal
and tumor tissue, matched normal near tumor and adenoma tissue samples were examined.

Results: The median gene expression of human defensin alpha 6 (DEFA 6) has been found to be moderately
increased (~5 fold) in tumor samples derived from individuals with colorectal cancer (CRC) when compared to
their normal counterparts. However, when the data were analyzed in a patient-wise manner, a large expression
variation among individual patients is found, making the use of DEFA 6 for individual diagnosis of fully blown
colon carcinoma difficult. Surprisingly, in adenoma the gene expression analysis revealed a 100 fold increased
median expression of DEFA 6 relative to normal colon tissue. 13/18 samples had an individual overexpression of
more than 60 fold in adenoma but only 3/17 in carcinoma. In each of the individual patients, at least either the
adenoma or the carcinoma showed strong DEFA 6 overexpression.

Conclusions: We suggest that the expression of DEFA 6 preferably can be used as a potential diagnostic marker for
adenoma and not as a marker for fully blown carcinoma. This is supported by the fact that DEFA 6 is a downstream
target of the Wnt pathway, which is mutational active during the earliest stage of cancer development.

Background
Human neutrophilic (DEFA 1-3) and enteric (DEFA 6)
alpha defensins are cationic short peptides of 29 to 42
amino acids in length with known functional activities in
innate antimicrobial immunity [1-3]. While DEFA 1-3 are
major components of the dense azurophilic granules
of neutrophils, DEFA 6 is primarily expressed in the
lysozyme-rich granules of the Paneth cells of the small
intestine [4], but also found in intermediate cells [5]. As

involved in the host defense of the gut, the expression of
alpha defensins is usually found to be elevated in chroni-
cally inflamed colon, but not in the respective healthy tis-
sues [5,6]. Furthermore, several studies already reported
the elevated alpha defensin expression in various tumour
types, suggesting their potential to be used as tumour mar-
kers [6-9]. Their expression was shown to be enhanced in
fully blown colon cancer tissue, though an evaluation of
individual patient’s data has not yet been reported [10-12].
More interestingly, in contrast to DEFA 1-3, which has
been shown to be an unspecific colon cancer marker,
DEFA 6 is more tissue specific due to its high expression
in colon cancer as compared to other tumors [11].
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This study attempts to test whether DEFA 6 can be
used as marker of the adenoma stage of colon cancer
and not solely, as already described in literature, as a
marker of fully blown colorectal cancer. The emphasis is
on evaluating the data on an individual patient’s basis
before pooling the data, since a high median overexpres-
sion, at large variation of the individual patient’s data,
would not be really suited for a diagnosis.

Methods
Tissue sample preparation for gene expression analysis
Tissue samples were prepared as described in Radeva
et al [13]. In short, the normal colon samples from each
patient with colon cancer were taken at a distance of 20
to 50 cm from the tumor site. Confirmation of the
tumor stage of the patients was provided by pathological
examination after the surgery (Table 1). In addition to
the adenoma, macroscopically normal tissues, removed
at distance 1 to 5 mm apart from the tumor were col-
lected. All of the obtained adenoma samples were
benign. Only hyperplastic polyps and villous or tubular
adenomas were taken, but not flat serratous adenomas
since these might have different pathology.

Ethics
The research was carried out in compliance with the Hel-
sinki Declaration. Furthermore, the study was institution-
ally approved by the ethics committee of University
Hospital of Jena, Germany (Reference number 1601-08/
05). Prior to tissue collection, verbal consent was
obtained from all analysed patients.

Total RNA extraction from tissue samples. cDNA
preparation
Total cellular RNA preparation was performed as
described in Radeva et al [13]. In short, RNA was iso-
lated from epithelium colon stripes using RNeasy Mini

Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Integrity of the isolated
total RNA was checked by using an Agilent 2100 bioa-
nalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).
cDNA synthesis was performed as described earlier [13].
However, due to the variability of the quantity of the
extracted total RNA, the amount used as an initial
material for the performance of the cDNA synthesis var-
ied (ranged from 10 ng to 300 ng total RNA).

Design of primers
All primer pairs were designed using freely available Pri-
mer3 software, version 0.4.0 http://frodo.wi.mit.edu/. To
assess the primer specificity, basic local aligment search
tools (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
were applied. The amplicon size varied within the range
from 160 bp to 222 bp. Sequences of the used primer
pairs are shown in Table 2. Besides the lack of DEFA 2
gene, the sequence of the genes encoding DEFA 1 and
DEFA 3 differ by only 2 nucleotide substitutions [14],
therefore one primer pair was used for detection of all
neutrophilic defensins. For further verification of the
primer specificity, the products amplified by defensin’s
primer pairs were sequenced.

Verification of the primer’s specificity
To verify the primer specificity and to ensure that the
designed primer pairs were not amplifying additional
products in the presence of genomic DNA, in-silico
PCR, http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=-
start was implemented. In addition to this computa-
tional procedure, experimental approach such as
standard polymerase chain reaction (PCR) was carried
out. For generation of the amplicon, reflecting the rela-
tive abundance of certain target gene, the gene specific
primers were tested in a presence of various templates,
such as genomic DNA (gDNA) and complementary
DNA (cDNA). Non-template control reaction (NTC)
that contains all essential components of the amplifica-
tion reaction except the template enables detection of
contaminations.
Amplification was performed using Go Tag DNA

Polymerase (Promega) with the following thermal condi-
tions: 95°C for 2 min followed by 40 cycles of 95°C for
30 sec, 60°C for 30 sec and 72°C for 30 sec and as a last
step, final extension at 72°C for 10 min was run. On
Figure 1, representative examples are shown. If the pri-
mers are specific, amplicon with correct size should be
observed only in case where cDNA was used as a DNA
template.

PCR reaction efficiency
Validation of the PCR reaction efficiency and the perfor-
mance of the quantitative RT-PCR assay was done as
previously described [13]. Two microliters cDNA

Table 1 Clinicopathological characteristics of 17 patients

Patient and tumor
characteristics

Number of cases

Age Mean age 68.7 ± 9.3

Gender 13 males, 4 females

Type of analyzed tissue*

Normal 17

Normal near Tumor 9

Adenoma 18**

Tumor 17*** (1 with G1, 6 with G2; 8 with G3; 1
with G4)

*Four different types of tissues were examined for expression of DEFA 1-3,
DEFA 6 and b- actin genes.

**One donor has two types of adenoma.

***For 1 out of 17 analyzed donors the clinical description about the grade of
the tumor was not available. In addition, 1 out of the total 17 donors
investigated does not possess tumor tissue.
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prepared from different starting concentration of total
RNA was used as a template. Prior further evaluation,
the data was additionally normalized to definite starting
concentration in order to remove the errors introduces
due to uneven sample quantities. The normalization
algorithm is available from the authors upon request.

Statistical analysis
All samples were amplified in duplicate or triplicate and
the means were obtained for further calculations. In all
samples analyzed, the mRNA of each target gene was
normalized to that of the b-actin mRNA. The relative
RNA expression was calculated using the following
formula:

2( )Ct reference-Ct gene of interest

where Ct corresponds to the number of cycles needed
to generate a fluorescent signal above a predefined
threshold. The averaged Ct value for the reference gene
was subtracted from the averaged Ct value of the
selected gene of interest.
The data was exported to GraphPad Prism Software,

version 4 (Graph Pad, San Diego, USA). Comparisons
between two groups were made using Wilcoxon matched

pairs test. Overall differences between multiple groups
were tested using the nonparametric Kruskal-Wallis test.

Results
Gene expression profiling of human subjects
In the present work, the expression of DEFA 6 gene was
tested and compared with the respective expression of
DEFA 1-3 genes. For this purpose, tissue samples of 17
CRC patients were studied. Since the gene expression
analysis of fully blown carcinoma does not account for
the expression alterations that are critical for the initia-
tion and the development of cancer, in addition to the
classical combination of paired normal and tumor tissue,
also matched normal near tumor and adenoma tissue
samples were examined by qRT-PCR.

Low abundance of DEFA 1-3 expression in colon tissues
The expression of DEFA 1-3 genes was investigated in
normal and the related normal near tumor, benign ade-
noma and tumor tissue samples derived from 17 patients
in total. Resume of the performed quantitative Real
Time-PCR is presented in Figure 2.
Transcription levels of DEFA 1-3 mRNA, in all colon tis-

sues investigated were relatively low, when compared to
the expression of DEFA 6 (see below). Although low

Table 2 Sequence of oligonucleotide primers used for PCR amplification and product size predicted for sample cDNA

Gene name Gene annotation RefSeq ID Sequence Amplicon size

DEFA 1-3* Defensin, alpha 1 to 3 NM_005218.3 CCTGCCTAGCTAGAGGATCTGTG 222 bp

NM_005217.2 TGTTTTTCCTTGAGCCTGGA

DEFA 6* Defensin, alpha 6, Paneth cell-specific NM_001926.2 CTCAAGTCTTAGAGCTTTGGGCT 198 bp

GGACACACGACAGTTTCCTTC

b-actin* Beta actin NM_001101 AGAGCCTCGCCTTTGCCGAT 160 bp

CCCACGATGGAGGGGAAGAC

*All primers are listed as 5’ to 3’.

Figure 1 Verification of primer specificity. (A) Defensin alpha 6 (DEFA 6) and (B) Defensin alpha 1-3 (DEFA 1-3). The expected amplicon size is
198 bp and 222 bp, respectively. In order to verify the lack of contaminations, non-template control reaction (NTC) was run in parallel.
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abundant, DEFA 1-3 mRNA was significantly up-regulated
in adenoma and tumor tissues compared to the normal
samples with ~4- and 6.4-fold, respectively (Wilcoxon test,
p = 0.0007 (adenoma vs. normal), p = 0.02 (tumor vs. nor-
mal)). Moreover, the expression in normal near tumor was
also increased by factor of 2.8 over normal tissue (Wil-
coxon test, p = 0.04). The expression alterations among
normal near tumor, adenoma and tumor colon tissues
were relatively small, in the range of 1.33 to 1.4 fold, and
according to the performed Wilcoxon matched pairs
test all of these differences were not statistically significant
(p > 0.5).
In summary, the presented results verified the general

observation of DEFA 1-3 elevation in colon tumors,
which consist of a mix of different cell populations such
as epithelial cells, a small percentage of fibroblasts and
leukocytes. Therefore, it is still unclear whether the
invasion of the neutrophils or the defensin production
by the cancer cells themselves is the reason for the
altered DEFA 1-3 expression in colon cancer tissues
samples [6,8,15,16].

A burst of DEFA 6 in benign adenoma
As for DEFA 1-3, the expression of DEFA 6 gene was
investigated across the adenoma-carcinoma axis. The
outcome of the analysis is summarized in Figure 3.

The increase in DEFA 6 expression when compared to
the rest of the tested groups is immediately evident. The
horizontal lines represent the median expression of the
population analyzed indicating significant increase with
a 100 fold in adenoma over normal tissue (Wilcoxon
test, p = 0.0004). Still large was the increase of DEFA 6
in adenoma over the normal near tumor tissue (30.6
fold), and this expression’s alteration, according to the
applied Wilcoxon test, was significant (p = 0.02). When
the median expression in tumor was compared with
that in normal tissues, moderate increase with almost 5
fold was detected in fully blown tumors than in the
non-malignant, normal samples, and those differences,
based on the performed statistical test, were significant
(p = 0.012).
A 100 fold average increase in one single stage of

colon cancer development is a comparably strong
genetic marker. However, the full potential of these data
becomes only evident when it is presented in a patient
specific manner. Thus, Figure 4 summarizes the com-
puted DEFA 6 expression ratio between adenoma and
normal (rhombs) as well as between tumor and normal
(squares) colon tissue, obtained from each single indivi-
dual analyzed. The patient’s characteristic such as age,
gender and grade are denoted below the figure. No con-
sistent dependence of DEFA 6 expression ratios as a
function of tumor grade, age or gender has been
detected. The ratios in adenoma as well as in carcinoma
as compared to normal tissue vary more than 1000 fold
indicating the individuality of each patient’s cancer.
However, DEFA 6 is overexpressed in all cases either in
adenoma or carcinoma - which indeed means that all

Figure 2 Gene expression of DEFA 1-3. The DEFA 1-3 expression
was normalized to b-actin, in normal, normal near tumor, adenoma
and the respective tumor tissue samples. For better visualization the
scale was segmented with suppression of the highest values. The
horizontal lines represent the median over all investigated patients.
Differences between multiple groups were tested using Kruskal-
Wallis test. Significant up-regulation was observed in adenoma
tissue over the related normal colon tissue (*p < 0.05). The rest of
the comparisons did not show significance according to the test
(p > 0.05).

Figure 3 Relative gene expression of DEFA 6 as already
described for Figure 2. According to the performed Kruskal-Wallis
test, the median expression in adenoma as compared to normal
tissue was significantly elevated (p< 0.001).

Radeva et al. BMC Cancer 2010, 10:588
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/10/588

Page 4 of 6



those tissue samples can be characterized as no longer
normal. In addition, in 13/18 cases (72%) an overexpres-
sion of more than 60 fold indicates an adenoma (see
Figure 4, the black horizontal line is empirical and sepa-
rates all samples with overexpression of 60 or more fold
from the rest of the samples). Most of the tumor tissues
showed overexpression with less than 60 fold. In addi-
tion, we did not find a correlation between the DEFA 6
expression in adenoma and carcinoma which might be
systematically related to the grade of the tumor.

Discussion
Enhanced alpha-defensin gene expression can be
detected in samples such as stool [16], serum, plasma
[6,10] and colon tissue [11,12,15] derived from colorectal
cancer patients. In this sense, our results on the DEFA 6
gene in colon cancer tissues is in agreement with Nam
et al. There by ELISA, DEFA 6 was also found to be
enhanced on the protein expression level in serum from
colorectal cancer patients indicating a good correlation
between DEFA 6 mRNA and protein expression. DEFA 6
showed even a higher diagnostic sensitivity and specifi-
city than CEA, the most widely used marker for colon
cancer diagnosis [11]. Thus, the observed stable correla-
tion between DEFA 6 mRNA and protein expression
indicates that no dramatic posttranscriptional regulation

occurs. It would also be interesting to address the ques-
tion what are the serum DEFA 6 expression levels of
patients with adenoma only. However, such patients are
difficult to be obtained due to the fact that in most of the
cases the patient is diagnosed too late, when the carci-
noma has been already fully developed.
In adenoma, we detected extremely high DEFA 6

expression in almost all individual patients. This makes
DEFA 6 a suitable target for diagnosis of individuals. In
12 out of 17 samples the effect of DEFA 6 overexpres-
sion in adenoma was reverted in the fully blown tumor.
Thus, DEFA 6 expression in tumor was distinctly lower
compared to adenoma, but still remained higher than in
normal tissue.
To our best knowledge this is the first study demon-

strating a gene expression explosion of DEFA 6 in prema-
lignant adenoma obtained from patients with colorectal
cancer. This striking result suggest that the high DEFA 6
overexpression is the hallmark of adenoma, since the
expression threshold of 60 fold (see Figure 4) discrimi-
nates adenoma from carcinoma in a sharper way than
many other disease markers for individual patients and
may thus be envisioned as a simple auxiliary diagnostic
tool for the clinical histologist.
Neoplastic tissue is well known to be heterogeneous.

Thus, a large proportion of adenoma and carcinoma

Figure 4 Up or down - regulation of DEFA 6 expression in 17 individuals*. *One of the donors had two adenomas, therefore the figure
show 18 samples. The patients are characterized for their age, gender and grade of cancer. N.D. means that the stage was not determined. The
scale of the y axis is logarithmic. None of the patients has simultaneously down-regulated DEFA 6 in both, adenoma as well as fully blown
cancer. The dotted horizontal line at 1 indicates that DEFA 6 expression would be un-effected. For the first patient on the left, no comparison of
adenoma with carcinoma was possible, since the donor had developed only adenoma. From the 17 other samples, 13 revealed a higher
expression in adenoma than in carcinoma, 1 case (encircled) showed essentially no change and 3 objects (in rectangular boxes) had the highest
expression in carcinoma.

Radeva et al. BMC Cancer 2010, 10:588
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/10/588

Page 5 of 6



cells showed different expression levels of various targets
under investigation. As an example, Ki-67 and Myc,
known markers for proliferation, were found to be over-
expressed in areas of increased cell proliferation [17,18].
On other hand, Andreu et. al reported that the DEFA 6
mRNA expression level was elevated in tumors, where
Myc and Cyclin D were accumulated as well [19]. This
is not surprising due to the fact that the three genes are
known to be down stream targets of the same pathway,
namely Wnt pathway. Therefore, if within the tumor the
mRNA expression of DEFA 6 is in stable positive cor-
relation with the mRNA expression of well known
proliferation markers, such as Myc, strong DEFA 6
expression can be seen in areas of the tumor associated
with a higher proliferation.

Conclusions
To our knowledge this is the first study demonstrating a
strong burst of the DEFA 6 gene in human adenoma tis-
sue samples. This observation immediately indicates the
potential of DEFA 6 to be used as a marker for early
premalignant stages of colorectal cancer and not solely
as a marker for colon cancer detection.
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2.2 Publikation II: Butyrate suppresses mRNA increase of osteopontin 

and cyclooxygenase-2 in human colon tumor tissue. Franziska Jahns, 

Anne Wilhelm, Nadja Jablonowski, Henning Mothes, Mariya Radeva, Anja Wölfert, 

Karl Otto Greulich, Michael Glei. Carcinogenesis, 2011; 32(6):913-20. 

 

Das Fermentationsprodukt Butyrat, welches beim Abbau von Ballaststoffen im Kolon 

gebildet wird, besitzt chemoprotektive Eigenschaften, die mit einem verminderten Risiko 

für die Entstehung von Kolorektalkarzinomen assoziiert werden. Ziel der vorliegenden 

Studie war es, den Einfluss der kurzkettigen Fettsäure auf die für Osteopontin (OPN) und 

Cyclooxygenase (COX)-2 kodierenden Gene in humanem Normal-, Adenom- und 

Tumorgewebe (Kolon) desselben Spenders zu bestimmen. COX-2 und OPN spielen eine 

wichtige Rolle bei der Entstehung bzw. Ausbreitung von Tumoren im Körper.  

Die Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Real-time PCR zeigten eine erhöhte 

Expression von OPN und COX-2 in den Tumorgeweben im Vergleich zu den jeweiligen 

Normalgeweben. Die Behandlung der Gewebeproben mit Butyrat führte zu einer 

Reduktion des medium- bzw. kultivierungsbedingten mRNA-Anstiegs beider Gene in allen 

drei Gewebetypen ex vivo (Tumore: mediane Reduktion 35 % (COX-2) bzw. 50 % (OPN). 

Tumore mit einer niedrigen OPN-Basalexpression zeigten sich dabei gegenüber Butyrat 

empfindlicher als solche mit einem hohen basalen Ausgangslevel. Der umgekehrte Fall 

scheint für die Expression von COX-2 im nicht-transformierten Kolongewebe zu gelten. 

Die Proteinexpression von OPN und COX-2, die mittels Western Blot und/oder 

Enzymimmunoassays ermittelt worden war, konnte den Einfluss von Butyrat jedoch nicht 

widerspiegeln. Die mRNA-Expression korrelierte nur bei 40-63 % der Spender mit den 

jeweiligen Proteinmengen von OPN und PGE2, dem Hauptmediator der COX-2. Trotz 

eines partiell protektiven Potenzials bedarf es zukünftig weiterer Untersuchungen, die den 

Einfluss von Butyrat auf die Synthese von OPN und PGE2 genauer definieren. 

 

Eigenanteil: 

 Aufarbeitung und Inkubation der Kolongewebeproben mit Butyrat 

 RNA-Isolation und Genexpressionsanalyse (Real-time PCR) 

 Zytosolextraktion, Proteinbestimmung und Proteinexpressionsanalyse (Western 

Blot) 

 Bestimmung der Gehalte an PGE2 und OPN 

 Auswertung, Darstellung und Interpretation der Ergebnisse 

 Verfassung des Manuskripts 
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The short chain fatty acid (SCFA) butyrate, a product of fermen-
tation of dietary fiber in the human colon, is found to exert mul-
tiple regulatory processes in colon carcinogenesis. The aim of
this study was to find out whether butyrate affects the tumor-
promoting genes osteopontin (OPN) and cyclooxygenase (COX)-
2, their respective proteins and/or their functional activity in
matched normal, adenoma and tumor colon tissues obtained from
20 individuals at colon cancer surgery. Quantitative real-time
polymerase chain reaction experiments showed increased levels
of OPN and COX-2 messenger RNA in tumor tissues when com-
pared with the adjacent normal samples (P < 0.001). The addition
of butyrate reduced OPN and COX-2 mRNA expression in
all tissue types compared with the related medium controls
(tumor: P < 0.05). In tumor samples, a downregulation of up to
median 35% (COX-2) and 50% (OPN) was observed, respectively.
Thereby, tumors with lower levels of OPN basal expression were
more sensitive to inhibition and vice versa for COX-2 in normal
tissue. At the protein and enzyme level, which were determined by
using western blot and enzyme immunometric assays, the impact
of the SCFA was not clearly visible anymore. The active proteins
of OPN and COX-2 (determined by prostaglandin E2) were
found to correlate with their respective mRNA expression only
in 50–63% of analyzed donors.
For the first time, our data reveal new insights into the chemo-
protective potential of butyrate by showing the suppression of
OPN and COX-2 mRNA in primary human colon tissue with the
strongest effects observed in tumors.

Introduction

Colorectal cancer is the third most frequent malignancy in men and
the second in women worldwide (1). The tumors develop in a multi-
step process over years or decades and occur as sporadic colon cancer
predominantly in the aging population.

Dietary fiber is believed to lower the risk of colon carcinogenesis
(2,3). The indigestible plant ingredients are fermented by the colonic
microflora resulting in the formation of short chain fatty acids (SCFA)
such as acetate, propionate and butyrate which seem to contribute to
this impact. Besides its physiological relevance as an energy source,
butyrate revealed chemopreventive properties against colorectal car-
cinogenesis via induction of apoptosis and differentiation, inhibition
of proliferation and modulation of stress and detoxification-related
genes (4–6). These apparent opposite effects of butyrate on normal

and malignant colon cells are described as ‘butyrate paradox’ in the
literature (7).

Presently, only few data is available concerning the impact of bu-
tyrate on tumor-promoting genes and their analog proteins which are
often modified during the development of cancer. Osteopontin (OPN)
and cyclooxygenase (COX)-2 are substantially involved in tumor
growth and spreading and therefore represent promising targets in
cancer therapy (8,9). OPN is a secreted glycosylated phosphoprotein
located in the extracellular matrix. As an adhesion protein mediating
cell attachment via interactions with integrins and CD44 variants and
as a cytokine, it is acting physiologically in diverse cellular processes
like immune response, bone mineralization and survival (10). In ac-
cordance with the pathological stage and patient’s survival, OPN was
found in elevated levels in a variety of cancers (e.g. breast, lung,
colon) (11,12) where it is implicated in tumor cell invasion and me-
tastasis (13,14).

COX-2, the inducible and partly constitutive expressed isoform of
COXs, is involved in the synthesis of prostaglandins that are partic-
ularly active in pathophysiological processes, like inflammation, pain,
fever and tumor development (15). Over 70% of colorectal carcino-
mas and a subset of adenomas showed elevated levels of this protein
(16,17). The expression of COX-2 and its principal metabolite pros-
taglandin E2 (PGE2) promote tumor growth by influencing character-
istic attributes of cancer cells including invasion, angiogenesis and
apoptosis (18).

A suppression of OPN and COX-2 messenger RNA (mRNA) and
protein has been associated with a decreased metastatic spread, an
inhibition of cell growth and an induction of apoptosis (9,19,20).
Much of this work has employed colon cancer cell lines or animal
models just as studies with butyrate. The aim of the present study was
therefore to investigate the impact of a physiologically relevant dose
of butyrate on gene expression and protein/enzyme levels of OPN and
COX-2 in human colon tissues with different malignity degree
ex vivo. The outcomes shall provide new insights whether surgical
colon cancer tissue responds to butyrate in a manner similar to colon
cancer cell lines and build a bridge to clinical research.

Material and methods

Patient material

Colon tumor and respective normal tissues were obtained from 20 patients with
colorectal cancer who underwent surgical resection at the University Hospital
of Jena. Five of them also displayed benign adenomas which were additionally
resected. The study was approved by the ethical committee of the University of
Jena (no. 1601-08/05) and all patients gave their informed consent. The group
consisted of 8 men and 12 women with a mean age of 70.5 ± 13.2 years. None
of the patients has received chemotherapy or radiation prior to surgery. After
removal the tissue samples were stored in Hank’s balanced salt solution (8.0 g/l
NaCl, 0.4 g/l KCl, 0.06 g/l Na2HPO4� 2 H2O, 0.06 g/l K2HPO4, 1 g/l glucose,
0.35 g/l NaHCO3 and 4.8 g/l N-2-hydroxyethylpiperazine-N#-2-ethanesulfonic
acid ; pH 7.2), transported on ice to the laboratory and prepared immediately.
The colon epithelium was separated from the normal colon tissue by perfusion-
supported mechanical disaggregation (21), whereas adenoma and tumor tissues
were cut into small pieces of approximately 0.3–0.5 cm2. Tissue strips were
either frozen in liquid nitrogen alone or submerged in RNA later (Qiagen,
Hilden, Germany) and stored at �80�C until cytosol or RNA was being ex-
tracted. Pathological examination of the colon tissues assessed tumor stage and
grading according to the Union for International Cancer Control classification
(Table I).

Treatment of colon tissue with butyrate

Simultaneously, strips from normal, adenoma and cancerous colon tissue were
placed into six-well plates (two to three strips per well) and treated either with
0 mM (control) or 10 mM butyrate (diluted in primary cell culture medium)
under sterile conditions at 37�C in a 95% humidified incubator (5% CO2). The
medium consisted of minimal essential medium with Earle’s salts enriched

Abbreviations: AA, arachidonic acid; COX-2, cyclooxygenase-2; HDAC,
histone deacetylase; mRNA, messenger RNA; OPN, osteopontin; PCR, poly-
merase chain reaction; PGE2, prostaglandin E2; SCFA, short chain fatty acid.
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with 20% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 lg/ml gentamycin, 2.5 lg/ml
fungizone, 10 ng/ml epidermal growth factor, 5 lg/ml insulin, 5 lg/ml trans-
ferrin and 5 ng/ml sodium selenite according to Rogler et al. (22). After in-
cubation for 12 h, the tissue strips used for protein analyses were washed in
Hank’s balanced salt solution and frozen in liquid nitrogen. Samples for gene
expression studies were additionally submerged in RNA later.

RNA isolation and complementary DNA preparation

After homogenization of the tissue strips in RLT Plus buffer with the Polytron
homogenizer 2100 (Kinematica AG, Littau/Lucerne, Switzerland), total RNA
was isolated by using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. The RNA was eluted in 25 ll RNase-free water
and quantified spectrophotometrically with the NanoDrop�ND-1000 (Nano-
Drop Technologies, Wilmington, DE). RNA integrity was checked before
complementary DNA synthesis with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). Depending on the amount, 100–2500 ng of
total RNA was reverse transcribed in a 20 ll reaction mix with Oligo(dT)12–18

primers using the SuperScript II First Strand cDNA Synthesis System (Invi-
trogen, Darmstadt, Germany). Subsequently, the remaining RNA was re-
moved by RNase H (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany)
treatment.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

The efficiency of the polymerase chain reaction (PCR) was verified for all
primer pairs by previous experiments and was in the acceptable range of 95–
105%. Two microliters complementary DNA (5–30 ng RNA equivalents) pre-
pared from different starting concentrations of total RNA were used in a 25 ll
PCR mix containing iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Munich, Germany),
RNase-free water and 10 pmol gene-specific primers: COX-2 forward, 5#-
CGCTCAGCCATACAGCAA-3# and reverse, 5#-GAATCCTGTCCGGGTA-
CAATC-3#; OPN forward, 5#-TGGAAGTTCTGAGGAAAAGCAG-3# and
reverse, 5#-GGCTTTCGTTGGACTTACTTG-3#; b-actin forward, 5#-AGA-
GCCTCGCCTTTGCCGAT-3# and reverse, 5#-CCCACGATGGAGGGGAA-
GAC-3#; b-glucuronidase (GUS) forward, 5#-TGCAGGTGATGGAAGAA-
GTG-3# and reverse, 5#-TTGCTCACAAAGGTCACAGG-3#.

Quantitative PCR experiments were performed using the iCycler iQ Real
time PCR Detection System (Bio-Rad). After an initial denaturation step of 2
min at 95�C, the amplification was carried out in 40 cycles involving denatur-
ation (at 94�C for 30 s), annealing (at 60�C for 30 s) and extension (at 72�C for
30 s). The specificity of the PCR products was confirmed by a subsequent
melting curve analysis. All samples were analyzed in duplicate.

The expression of the targets was normalized to the geometric average of
two reference genes (b-actin, GUS) based on the equation of Pfaffl et al. (23)
involving efficiency (E) and quantification cycle (Cq). Since the reaction effi-
ciencies of all primer pairs were close to 100%, E was set to 2.

Relative mRNA expression 5

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
ECqðb�actinÞ � ECqðGUSÞ

q

ECqtarget
:

Western blot analysis

For detection of protein, equally treated colon tissue material of the same
donors used for mRNA analysis was examined. Because of difficulties in

OPN detection in previous experiments, only COX-2 protein expression was
measured. Our investigations indicate that high protein amounts (�40 lg) were
necessary to verify COX-2 protein. Since cytosolic protein contents of the
samples used in this study were often low (range 300–4900 lg/ml), the
detection of COX-2 was restricted to a few donors.

Butyrate-treated (10 mM) and non-treated paired normal, adenoma and
tumor tissues were homogenized with the Polytron homogenizer 2100 in cold
lysis buffer (50 mM KH2PO4, 1 mM Na2EDTA, 0.1% Triton X-100 and 1 mM
Pefabloc; pH 7) and centrifuged (16 000g, 10 min, 4�C). Total protein contents
were determined according to Bradford (24). For western blot analysis, 30–50
lg of total protein was mixed with 5� concentrated loading buffer (250 mM
Tris–HCl pH 6.8; 10% sodium dodecyl sulfate; 50% glycerol; 0.1% bromphe-
nol blue and 0.5 M dithiothreitol), separated by discontinuous sodium dodecyl
sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (stacking gel: 4%; separating gel:
12%) and transferred to a nitrocellulose membrane (Whatman, Florham Park,
NJ). The membrane was blocked with 3% nonfat dried milk powder (b-actin:
5%; AppliChem, Darmstadt, Germany) and incubated with the following pri-
mary and secondary antibodies: rabbit anti-COX-2 (Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA), mouse anti-b-actin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany),
rabbit anti-mouse IgG-HRP (Dako, Hamburg, Germany) and goat anti-rabbit
IgG-HRP (Dako). By using enhanced chemiluminescence (Amersham Bio-
sciences, Buckinghamshire, UK), proteins were finally visualized and band
intensities were quantified by densitometric measurement using Quantity
One software, version 4.1 (Bio-Rad).

Determination of OPN and PGE2 levels in cell culture supernatants

After 12 h butyrate treatment of colon epithelial tissues, cell culture media of
all samples were collected and centrifuged (3900g, 10 min, 4�C) before being
stored at �80�C. OPN and PGE2 contents in the supernatants were determined
by using commercially available enzyme immunoassay kits according to the
manufacturer’s manuals (OPN: Assay Designs, Ann Arbor, MI; PGE2:
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Levels expressed as nanograms per
microliter were normalized to the total protein content of the cultured tissue.

Statistical evaluation

Statistical analysis was performed by the nonparametric Wilcoxon matched
pairs test or the Kruskal–Wallis test using GraphPad Prism Software 5 (Graph-
Pad, San Diego, CA), comparing two and multiple groups, respectively. The
relation between two parameters was evaluated by the Spearman’s rank cor-
relation test. Gender differences were identified by the Mann–Whitney test. All
results reached significance when P , 0.05.

Results

Basal COX-2 and OPN mRNA expression

In this study, colon tissue material of 20 patients in total was used to
examine basal mRNA expression levels of known tumor markers. The
analysis revealed that COX-2 mRNA was elevated in tumor as com-
pared with normal colon tissue (P , 0.001, Figure 1A). Expression
changes ranged from 0.72- to 278-fold (median of 6-fold). The OPN
mRNA level was also increased in nearly all malignant tissues (except
one, P2) when compared with the related normal counterparts (P ,
0.001, Figure 1B). Thereby, OPN transcripts were present in 3- to
299-fold higher amounts by showing a median increase of 23-fold.
Among the analyzed patients, some individuals were marked by ex-
tremely high OPN (P6, P14, P15) and/or COX-2 mRNA levels (P6) in
tumor tissue (fold changes .100) which indicates a patient-specific
expression. However, due to the limited number of patients possessing
premalignant lesions, the expression of both targets was not signifi-
cantly (COX-2: P 5 0.43, OPN: P 5 0.58) changed in adenoma
tissues when compared with the corresponding normal samples
(Figure 1A and B).

Considering clinicopathological parameters, we demonstrated that
gene expression of COX-2 and OPN were not correlated with tumor
stage and grading (data not shown). But in contrast to COX-2, OPN
was observed to be increased by median 41-fold during the progres-
sion of benign adenomas to malign tumors (P , 0.05). The influence
of age and gender was evaluated in normal as well as in tumor tissue
(data not shown). Males tended to express more COX-2 in normal
colon tissue compared with females (P 5 0.12). No difference be-
tween both groups was noted for OPN. Furthermore, neither the tran-
script amount of COX-2 nor those of OPN was age-related in any of
the tissue types.

Table I. Clinicopathological data of the patients analyzed in this study

Patient and tumor
characteristics

Number of patients

Mean age (years) ± SD 70.5 ± 13.2
Gender 12 females, 8 males
Tumor stage

I 2
II 6
III 8
IV 3

Tumor grading
1 —
2 10
3 7
4 1

One of the donors was only found with adenoma. In case of another patient,
the tumor grading was not reported.

F.Jahns et al.

914

 at T
U

LB
 Jena on June 8, 2011

carcin.oxfordjournals.org
D

ow
nloaded from

 

http://carcin.oxfordjournals.org/


Effect of incubation on COX-2 and OPN mRNA expression

The primary cell culture medium served as solvent for the SCFA and
therefore was used as a negative control. The incubation (12 h) with
medium alone caused a multi-fold induction of both targets in normal
as well as in the cancerous colon tissues. Thereby, COX-2 expression
was most affected by showing a median increase of 150-fold in nor-
mal (P , 0.001) and 81-fold in tumor colon tissue (P , 0.001)
compared with the respective untreated counterparts (basal; Figure
1A). An induction of COX-2 could also be observed in the premalig-
nant adenoma tissue, which nevertheless appeared less susceptible
than the other ones (median fold change 23, P 5 0.06; Figure 1A).

In contrast, OPN gene expression was not altered so dramatically
(Figure 1B). The incubation of normal and adenoma tissue strips in
medium resulted in a comparable increase of OPN mRNA (normal:
median fold change 8.65, P , 0.001; adenoma: median fold change
7.65, P 5 0.06), whereas this influence was less apparent in tumor
tissue (median fold change 2.08, P , 0.001).

Effect of butyrate on COX-2 and OPN mRNA expression

To ascertain the effect of butyrate, the expression of butyrate-treated
tissues had to be compared with the expression of the respective
medium controls. The data indicate a modulation of mRNA expres-
sion of COX-2 and OPN in tissues of different stage of transformation
in response to butyrate (Figure 2).

COX-2 mRNA expression was tendentially reduced by butyrate in
normal colon tissues when compared with the related non-treated
controls (medium, P 5 0.07). The majority of patients (16 of 20)
exhibited a decreased transcript level by median 41% (fold change
0.59). In adenoma and tumor tissues, similar results could be observed
whereby the reduction of COX-2 mRNA expression in the malignant
group achieved significance (median fold change 0.65, P , 0.05).
Here, 14 of 20 donors showed decreased transcript levels after buty-
rate treatment, whereas all adenoma samples were found with reduced
COX-2 mRNA levels (median fold change 0.63, P5 0.06). When the
effects of butyrate in normal and tumor tissue were compared, the
applied Wilcoxon matched pairs test confirmed that no differential
regulation of COX-2 is present (Figure 2A).

The influence of butyrate on OPN gene expression was signifi-
cantly depending on the tissue type. Although butyrate only insignif-
icantly suppressed the medium-induced OPN mRNA increase by
median 14% in normal colon mucosa (fold change 0.86), the amount
of transcripts was downregulated by almost half in the malignant
tumors (median fold change 0.48). Here, the expression of nearly
all patients (15 of 20) exhibited a fold change ,1 after butyrate
treatment indicating a decreased gene expression. The rest appeared
to be insensitive to the SCFA. In the pre-stage of tumor, adenoma,
OPN gene expression was observed to be even more affected by
butyrate as in the fully blown carcinomas. All the benign tissues of

Fig. 1. Relative mRNA expression of COX-2 (A) and OPN (B) and the influence of cell culturing in paired normal, adenoma and tumor colon tissue of 20
individual patients. mRNA levels were quantified before (0 h, closed squares) and after the treatment with medium (12 h, open circles) in a humidified incubator
(37�C, 5% CO2) by using quantitative real-time PCR. Data are sorted by age of the patients (P), the small letter discriminates further between male (m) and female
(f). For better visualization, basal levels and medium effects were each connected by a line.
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the five donors investigated showed a butyrate-suppressed expression
by median 75% (fold change 0.25, P 5 0.06) (Figure 2B).

Considering the clinicopathological characteristics of patients, no
correlation between gender, age, tumor stage or grading and the in-
dividual effect of butyrate was found (data not shown). Further cor-
relation analyses revealed that both genes appeared to be altered
depending on their basal expression and the tissue type. The initial
transcript amount of COX-2 in normal colon epithelium (no effect in
adenoma and tumor) correlated negative with the respective fold
change after butyrate treatment (P , 0.05, r 5 �0.46, Figure 3A).
This means that normal epithelia with higher levels of COX-2 expres-
sion were more sensitive to inhibition by butyrate as those with lower
expression. In transformed tissue, an inverse correlation was found for
OPN. Here, levels of OPN expression were more downregulated by
the SCFA when the initial expression was low than at originally high
expression (P, 0.05, r5 0.50, Figure 3B). Similar findings were also
made in adenoma tissue (P 5 0.08, r 5 0.90, data not shown).

Effect of butyrate on COX-2 protein expression

Since basal expression levels of COX-2 protein were inconsistent in
normal and tumor tissues and not meaningful when compared with the
gene expression results (data not shown), we have focused on the
analysis of COX-2 levels after in vitro culturing. Generally, only
moderate changes of COX-2 protein expression were observed in re-
sponse to butyrate. Data of six patients showed median fold changes
of 1.30 in normal tissue and 0.87 in cancerous tissue. A comparison of
the gene and protein expression outcomes of these six donors revealed

no correlation (data not shown). The western blot analysis showed
either less, no or adverse effects at COX-2 protein level in normal as
well as in tumor colon tissue. Nevertheless, we suppose a link be-
tween the response to butyrate and age of the patients. Combining the

Fig. 2. Effect of butyrate (filled triangles) on COX-2 (A) and OPN (B) mRNA expression in matched normal, adenoma and tumor colon tissue of 20 individual
donors. Relative OPN and COX-2 mRNA levels were determined after butyrate treatment (10 mM, 12 h) by quantitative real-time PCR and compared with the
respective medium controls (open squares) which were set to 1. Results are listed by age of the patients (P), the small letter discriminates further between male (m)
and female (f).

Fig. 3. Influence of the initial transcript level on the effect of butyrate in
colon tissue. Both parameters, each determined by quantitative real-time
PCR in paired normal, adenoma and tumor tissue of 20 individual colon
cancer patients (closed circles), were plotted against each other and
significant outcomes of the Spearman correlation are presented. (A) In
normal tissue, COX-2 was more strongly downregulated by butyrate at
original high expression. (B) In contrast to COX-2, butyrate suppressed OPN
gene expression in tumor more effectively when originally less mRNA was
present.
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data of normal and tumor tissue, the protein fold change (effect of
butyrate compared with related medium control) was observed to be
above the mRNA fold change after butyrate treatment with increasing
age of donors indicating a posttranscriptional regulation of COX-2
mRNA (r 5 0.47, P 5 0.15).

Effect of butyrate on secreted PGE2 and OPN levels

Because of problems in respect of the detection of COX-2 protein by
western blot due to insufficient total protein amounts, the functional
consequence of a possible downregulation by butyrate was examined
by measuring the amount of PGE2, the main mediator of COX-2,
using enzyme immunoassay. The assay was performed with patient
material (n 5 8) which mainly showed a decreased COX-2 mRNA
expression after butyrate incubation.

PGE2 was well detectable in the cell culture supernatants (300–
4000 pg/ml) derived from normal colon tissues treated with medium.
After normalization to the total tissue protein content, similar high
levels were observed in the media with exception of one donor (P4)
showing a remarkably higher PGE2 concentration than the others
(Figure 4A). Exposure of normal tissue to butyrate (10 mM) had only
a marginal influence on PGE2 contents (median fold change: 0.80;
Figure 4A). Solely two donors with strong modified PGE2 levels (fold
changes 0.06 and 7.28) were identified after treatment with the SCFA.

The respective tumor samples released median 1.63-fold more
PGE2 into the medium (Figure 4A and B) as the normal counterparts
(range of raw values: 3000–10 000 pg/ml). The influence of the SCFA
was controversial: half of the patients exhibited a reduced tumor-
derived PGE2 level, whereas the rest showed slightly increased levels

(median fold change 0.62; Figure 4B). In adenoma samples, no mean-
ingful results were obtained (data not shown).

A comparison of PGE2 levels and the respective COX-2 mRNA
expression revealed no significant correlation in both tissues (Figure
4C and D). In general, the COX-2 transcript amount was more strongly
affected by butyrate than the PGE2 protein level in most of the analyzed
patients. However, in normal tissue, four of eight donors showed a ten-
dential relation between COX-2 gene and PGE2 protein expression data.
A comparable correlation was also found in the tumor tissue (63%).

In contrast, OPN protein levels were much more difficult to detect
since the kit used was not as sensitive as the PGE2 enzyme immuno-
assay. OPN derived from colon tumor samples ranged from 700 to
almost 3000 pg/ml. In the cell culture supernatants of normal tissues,
the glycosylated phosphoprotein was entirely below the detection
limit. After OPN levels had been normalized to the total protein
content of the tissue, no general expression pattern was obvious after
the treatment with butyrate (Figure 5A). Half of the patients showed
a reduced OPN abundance, whereas the rest exhibited increased or
unaltered levels. A correlation analysis according to Spearman re-
vealed no relation between OPN mRNA and protein. Only four of
eight patients showed an approximate conformity with the respective
gene expression (Figure 5B). In contrast to COX-2, a divergent re-
lation regarding the butyrate effect and age of donors is assumed.
Younger patients showed stronger decreased mRNA levels in relation
to their protein expression in tumor tissue after butyrate treatment.
This effect is probably diminished or even inverted with ongoing age
of patients indicating a different posttranscriptional mechanism as
those regulating COX-2 mRNA expression (r 5 �0.67, P 5 0.18).

Fig. 4. Effect of butyrate on PGE2 levels derived from normal (A) and tumor colon tissue (B) of individual patients (n5 8). PGE2 concentrations were determined
in cell culture supernatants of butyrate-treated (10 mM, 12 h) and non-treated tissues (0 mM, 12 h) by enzyme immunoassay. A comparison of PGE2 protein and
the respective COX-2 mRNA expression after butyrate treatment is illustrated in (C) (normal) and (D) (tumor). Both parameters, expressed as ratios in relation to
the corresponding controls (fold change), were not correlating according to the performed Spearman test. In all graphs, data are plotted according to age of the
patients (P) in ascending order, the small letter discriminates further between male (m) and female (f).
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Discussion

Basal expression levels

The overexpression of OPN and COX-2 mRNA observed in colon
cancer is in line with previous results (11,25), but a marked increase
of both genes and/or their respective proteins during progression of
malignant transformation as reported by Agrawal et al. (26) and
Soumaoro et al. (17) who concentrated only on basal expression levels
was not found. The relative small number of donors used in this study
and the unequal distribution of tumor stages can probably be attrib-
uted to the missing correlation between expression of OPN or COX-2
mRNA and tumor stages.

Besides clinical parameters, promoter polymorphisms (27), taking
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (e.g. aspirin) (28) or specific
eating habits (29) may account for the interindividual differences of
COX-2 expression in normal as well as in transformed tissue.
A reported promoter polymorphism (30) and mutated ras (31) or
p53 (32) proteins might be explain the different expression levels of
OPN.

Influence of culturing on expression levels

After resection of colon tissue, an acute stress situation is occurring up
to the end of the experiment. OPN and COX-2 mRNA were dramat-
ically increased during culturing of the epithelial tissue strips in me-
dium, with highest expression alterations in normal tissues. In the
literature, OPN expression is reported to be frequently upregulated
in response to various stressors (33). Thereby, the protein acts as
a survival factor protecting cells from undergoing apoptosis via dis-
tinct pathways (34). Single components of the cell culture medium
may enhance COX-2 and OPN expression in addition. Fetal calf se-
rum is most probably the major inducing supplement (35,36) com-
plemented by others (37–39). In consideration of the exogenous
circumstances and medium composition, we suppose a synergistic
effect leading to the increase of OPN and COX-2 mRNA. Therefore,
assessment of the butyrate effects requires the comparison with a me-
dium control.

Influence of butyrate on expression levels

Adding a physiological relevant dose of butyrate (10 mM) (40) in-
hibited the medium-induced OPN mRNA expression in tumor colon
tissue dependent on the initial transcript amount. A similar suppres-
sion had been observed in adenoma and normal tissue with varying
sensitivity to butyrate. However, these modifications did not correlate
with the respective protein expression of OPN (r 5 �0.03). A pre-
vious study which indeed detected opposite effects of butyrate on
OPN had been shown a similar variation between OPN gene (20-fold

increase) and protein expression (3-fold increase) in MCE301 mouse
colonic epithelial cells after 48 h butyrate (2 mM) treatment (41).
Based on these results and our own, we hypothesize a time lag be-
tween transcription and translation or translation and posttranslational
modifications, respectively. To definitely confirm or exclude this, ki-
netic studies of OPN at all expression levels have to be performed,
prospectively. OPN is activated at the transcriptional level by several
signaling pathways and transcription factors that are associated with
cancer progression (14). Furthermore, the protein is extensively reg-
ulated at the posttranslational level by phosphorylation and O-glyco
sylation (42). These modifications are cell type specific and crucial for
the biological activity of OPN (43).

Besides regulatory mechanisms, it also should be considered that
different pieces of the same tissue were used for the various analyses,
as observed in other studies. Due to the heterogeneity of tumors, it
might be that different areas show variable effects to butyrate. This
fact is especially interesting in the case of OPN since the protein
which is equally produced by tumor cells and immune cells performs
apparently divergent functions depending on the cell type (44).

A further aspect that should be considered when interpreting the
results is the cleavage of OPN protein by thrombin under specific
physiological circumstances in vivo (e.g. tissue injury or inflamma-
tion). Since we have to assume that a certain part of OPN has been
cleaved without false sample handling, this part would not be detected
from our and most other offered kits that measure only uncleaved
OPN (45). Cleavage of full-length OPN plays apparently an important
role in the regulation of OPN function (46) and hence should not be
left unconsidered.

The underlying mechanism by which butyrate is modifying OPN
gene expression is still obscure. But, a recently published study by
Sharma et al. (47) provided new insights into the potential features of
histone deacetylase (HDAC) inhibitors regarding the experimentally
induced OPN transcription which is associated with HDAC1. Since
butyrate as a known HDAC inhibitor has been reported to inhibit
HDAC1 activity in HeLa cancer cells, we assume a downregulation
of OPN gene expression by its HDAC inhibitory activity. Neverthe-
less, the precise mechanism of action has to be elucidated in further
experiments.

Moreover, in agreement with other in vitro studies (48), we ob-
served a suppression of COX-2 (mRNA) expression through butyrate
with significant outcome in colon tumor tissue. In normal colon mu-
cosa, an inhibitory effect of butyrate was found with rising number of
COX-2 transcripts that indirectly confirms the anti-inflammatory po-
tential of the SCFA. The effects of butyrate at the expression levels of
COX-2 as well as OPN mRNA in normal colon epithelium were
similar to those in tumor tissue which is probably attributable to the
altered metabolic phenotype of colon mucosa, seeming histologically

Fig. 5. Effect of butyrate on tumor-derived OPN levels (A) in individual patients (n5 8). OPN concentrations were determined in cell culture media of butyrate-
treated (10 mM, 12 h) and non-treated (0 mM, 12 h) tissues by enzyme immunoassay. In cell culture supernatants of adjacent normal tissues, OPN was below the
detection limit. Additionally, no tumor-derived OPN was found in cell culture supernatants of patient 2 and 16. A comparison (B) of OPN protein and the
respective mRNA revealed no relation according to the performed Spearman test. Data are arranged by age of the patients (P) in ascending order, the small letter
indicates further males (m) and females (f).
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normal (49). It should be kept in mind that this phenotype does not
correspond to that of healthy volunteers anymore when working with
these tissue specimens.

Some discordance appeared when relating the expression of mRNA
to COX-2 protein synthesis and PGE2 production. Only 4 of 12 nor-
mal and tumor tissues in total showed relative consistent mRNA and
protein amounts. In contrast to our study, others have observed simul-
taneous changes after previous cytokine stimulation (48) of colon
cancer cell lines, affecting all expression levels. Since we measured
all parameters solely after 12 h, we cannot definitely rule out the
possibility that there was insufficient time for the reduced mRNA
levels to translate into reduced levels of protein and enzyme expres-
sion, respectively. To exclude or prove a time lag between transcrip-
tion and translation, protein expression should also be investigated
at a subsequent date, prospectively. This will be possible by further
improving our primary cell culture where to date the maximum du-
ration for culturing is 12 h. Additionally, the presence of serum in the
cell culture medium might interfere with the regulation of COX-2 (50)
and possibly accounts for the ambiguity. Therefore, caution should be
taken when interpreting these results.

Alternatively, it has to be considered that COX-2 can be regulated at
several levels, including transcription, mRNA stability and mRNA
translation. Butyrate has been reported to inhibit the transcription
elongation step but not transcription initiation or mRNA stability
via the 3#-untranslated region (51). In colon cells, transcriptional
and posttranscriptional control of COX-2 gene expression is hypoth-
esized as a possible decisive checkpoint, if deregulated leading to the
constitutive overexpression of the protein as detected in cancer cells
(52). Besides a direct action, the complex regulation of COX-2 offers
also the possibility to target alternative pathways/mechanisms, which
may finally modulate COX-2 functions. Butyrate has further been
shown, for example, to modulate inflammatory mediators, such as
nuclear factor-kappaB or tumor necrosis factor-a (53) and mitogen-
activated protein kinases (54), which are involved in the transcrip-
tional activation of COX-2 and trigger its expression in the early
phases of carcinogenesis. Based on these facts and our results, we
conclude that COX-2 might be prior targeted by butyrate in inflam-
matory processes and in the pre-stages of cancer that are associated
with loss of transcriptional control of COX-2. With progression of
tumor development, the effectiveness of butyrate to inhibit COX-2
expression seemingly decreases due to a predominantly posttranscrip-
tional regulation of the gene (increase of mRNA stability) in the later
stages of cancer (52). Even if the impact of the SCFA on COX-2 might
be limited and thus its use to specific lesions, we do not generally
doubt the effectiveness of butyrate as an anticancer/anti-inflammatory
agent since a variety of other proteins/pathways which are dysregu-
lated in colon cancer, rank among butyrate’s targets.

Besides COX-2, the production of PGE2 is further regulated by the
complex interaction of phospholipase A2, microsomal prostaglandin E
synthase and 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase. All downstream
enzymes in the COX pathway were found either up- or downregulated in
colorectal cancer and represent additional targets for decreasing the level
of PGE2 (55–57). The activities of these enzymes have been observed to
be functionally coupled and inducible by inflammatory cytokines
(58,59). In agreement with Pugh and Thomas (60), who demonstrated
increased levels of PGE2 in colonic polyps and adenocarcinomas, we
detected a higher PGE2 release by tumors in the media when comparing
with normal mucosa after in vitro culturing. Supplementation of the
medium with butyrate was followed only by a minor insignificant de-
crease of PGE2 levels in normal as well as in transformed tissues. Similar
observations were also made by other groups.

To explain the lack of correlation between COX-2 mRNA levels
and PGE2 synthesis, biological factors (heterogeneity of the tumor,
complex regulation of PGE2) and the experimental design of the study
have to be considered. A study of Sherratt et al. (61) indicated that no
generalized co-regulation of COX-2 and microsomal prostaglandin E
synthase is existing despite the functional coupling of both genes.
Depending on the chemopreventive agent, COX-2 and microsomal
prostaglandin E synthase can be differentially regulated resulting in

opposed effects at the level of COX-2 mRNA expression and PGE2

production. In contrast, a positive correlation between the protein
expression levels of COX-2 and phospholipase A2 was found in colon
carcinomas (56), supposing a co-regulation. The missing stimulation
of colon tissues by arachidonic acid (AA) provides an additional
possibility that might explain the missing correlation between the
abundance of COX-2 mRNA and PGE2. To ensure the availability
of free AA, exogenous AA is added in many experimental ap-
proaches. The experimental design what we have chosen did not allow
the supply of AA since the tissue material was limited and therefore
also used for analysis of further targets. AA is essential for the pro-
duction of PGE2 and can induce phospholipase A2 as well as COX-2
that is accompanied by an increased level of PGE2 (62). Alternatively,
serum has also been reported to have a stimulative effect on PGE2

production (58). Even if this stimulus is probably too low to release
sufficient amounts of AA, it is more likely that the minor impact of
butyrate is due to the marginal effects observed at the protein expres-
sion level of COX-2 since the inflammatory enzyme catalyzes the rate-
limiting step in prostaglandin biosynthesis.

In summary, for the first time, the present study shows the butyrate-
initiated decrease of OPN and COX-2 mRNA in human colon tissues
with different degree of transformation derived from individual do-
nors. In this regard, only a few cell line studies exist so far, postulating
occasionally contrary effects of butyrate. However, at the functional
level, only minor insignificant reductions of OPN and PGE2 levels
appeared in this study. Based on these results, the use of butyrate as
a single anticancer drug seems to be limited and further investigations
are needed to define its impact on the synthesis of OPN and PGE2

which are crucial for the development of colon cancer.

Funding

German Research Foundation (PO 284/8-2).

Acknowledgements

We thank Kerstin Kalmring-Raspe, Dr Wiebke Schlörmann, Birgit Reumann
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2.3 Publikation III: Impact of butyrate on PKM2 and HSP90ß in human 

colon tissues of different transformation stages: a comparison of 

gene and protein data. Franziska Jahns, Anne Wilhelm, Karl Otto Greulich, 

Mariya Radeva, Anja Wölfert, Michael Glei. Genes & Nutrition, 2012; 7(2):235-46. 

 

Pyruvatkinase M2 (PKM2) und Hitzeschockprotein 90ß (HSP90ß) spielen eine wichtige 

Rolle im Metabolismus und beim Wachstum von Tumoren. Die vorliegende Studie sollte 

den Einfluss des antikanzerogenen Darmfermentationsproduktes Butyrat auf die 

Expression beider Tumormarker in humanem Kolongewebe untersuchen. Dazu wurde 

gepaartes Normal-, Adenom- und Tumorgewebe von insgesamt 20 Patienten mit einem 

diagnostizierten Kolorektalkarzinom verwendet. Die Ergebnisse der 

Genexpressionsanalyse (quantitative Real-time PCR) zeigten einen moderaten Anstieg 

der mRNA-Gehalte von PKM2 und HSP90ß in Kolonadenomen und -tumoren im 

Vergleich zu normalem Gewebe, der jedoch keinen Bezug zu klinischen Parametern 

hatte. Für PKM2 ließ sich auf Proteinebene (Western Blot) im Median ein ähnliches 

Expressionsmuster feststellen. Die Inkubation mit Butyrat ex vivo führte zu einer Abnahme 

der PKM2-Transkriptmenge in allen drei Gewebetypen. Die stärkste Reduktion wurde 

dabei in Kolontumoren beobachtet (median 45 %). Auf Proteinebene hat sich dieser 

Einfluss bisher jedoch nicht gezeigt. Im Unterschied zum glykolytischen Enzym blieb die 

Expression des HSP90ß durch die kurzkettige Fettsäure in allen Gewebetypen nahezu 

unverändert mit Ausnahme des normalen Gewebes. Dort konnte eine Zunahme der 

HSP90ß mRNA-Menge (median 1,4-fach) verzeichnet werden. Obwohl im Tumorgewebe 

keine signifikante Veränderung der HSP90ß-Expression feststellbar war, konnte eine 

Korrelation der individuellen Gen- und Proteinexpressionsveränderungen nach Butyrat-

Applikation identifiziert werden. Nachfolgende Untersuchungen müssen nun klären, ob 

PKM2 tatsächlich zu den Zielproteinen der chemopräventiven Aktivität von Butyrat zählt. 

 

Eigenanteil: 

 Aufarbeitung und Inkubation der Kolongewebeproben mit Butyrat 

 RNA-Isolierung und Genexpressionsanalyse (Real-time PCR) 

 Zytosolextraktion, Proteinbestimmung und Proteinexpressionsuntersuchungen 

(Western Blot) 

 Auswertung, Darstellung und Interpretation der Ergebnisse 

 Verfassung des Manuskripts 
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Abstract Due to protection of oncogenic proteins from

degradation and enhancement of glycolytic phosphome-

tabolites for synthetic processes, respectively, heat shock

protein 90 (HSP90) and pyruvate kinase type M2 (PKM2)

are important proteins for tumor growth. The present study

was undertaken to investigate the susceptibility of both

proteins and their encoding genes to the chemopreventive

agent butyrate in human colon cells. Matched tissue of

different transformation stages derived from 20 individual

colon cancer patients was used for the experiments. The

results of quantitative real-time PCR revealed a moderate

increase of HSP90b and PKM2 mRNA in colon tumors

(P \ 0.01) compared to normal tissues without relation to

clinical parameters. The expression pattern could be con-

firmed for PKM2 protein by Western blot but not for

HSP90b. During culturing with butyrate, the amount of

PKM2 transcripts decreased in all three tissue types with

the strongest effects observed in tumors (median fold

decrease 45%, P \ 0.05). The protein data have not

reflected this influence supposing a more gradual degra-

dation rate due to a longer half-life of PKM2. In contrast,

the mRNA expression of HSP90b in normal tissue was

found 1.38-fold increased by butyrate (P \ 0.05), but not

the corresponding protein level. HSP90b expression in

adenomas and tumors remained generally insensitive. Only

in malignant tissue, however, a significant correlation was

found between the individual effects observed on gene and

protein expression level. In conclusion, the present study

identified PKM2 as a potential direct target of butyrate in

neoplastic colon tissue, whereas HSP90b is none of it.

Keywords PKM2 � HSP90 � Butyrate � Colon cancer �
Dietary fiber � Chemoprevention

Abbreviations

PKM2 Pyruvate kinase type M2

HSP90b Heat shock protein 90 beta

SCFA Short chain fatty acids

HBSS Hank’s balanced salt solution

mRNA Messenger RNA

cDNA Complementary DNA

qPCR Quantitative real-time polymerase chain

reaction

GUS b-glucuronidase

HDAC Histone deacetylase

Introduction

Heat shock protein 90 (HSP90) and pyruvate kinase type

M2 (PKM2) are essential for tumor growth and cancer

metabolism and therefore, represent promising targets in

the treatment of cancer (Christofk et al. 2008a; Neckers
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2007). HSP90 works as a molecular chaperone required

physiologically for the maintenance and function of a wide

range of proteins as well as mutated and aberrantly

expressed proteins in cancer cells (Neckers 2007). These

include transcription factors, protein kinases, and a large

number of structurally unrelated proteins (e.g., steroid

hormone receptors, Bcr-Abl, c-src, ErbB2, p53, cyclin-

dependent kinases, telomerase, Akt, HIF-1a) (Pearl et al.

2008; Picard 2011). Stabilization of these client proteins

that are often overexpressed in tumors prevents their deg-

radation by the proteasome and consequently contributes to

tumor development and cell survival (Brown et al. 2007).

Blocking of HSP90 was shown to result in reduced inva-

siveness in vitro and in decreased tumor cell proliferation,

vascularization as well as an improved efficacy of con-

ventional therapy strategies in vivo (Moser et al. 2007).

Further, HSP90 expressed by cancer cells protects against

apoptosis (Rashmi et al. 2003), down-regulates tumor-

suppressing signals such as TP53 (Lin et al. 2008) and

enables replicative immortality through enhanced telome-

rase assembly (Akalin et al. 2001). HSP90 function is

thereby implicated in the establishment of each of the

hallmarks of cancer (Neckers 2007) that were first pro-

posed and recently extended by Hanahan and Weinberg

(2011). In addition to its client proteins, HSP90 itself was

overexpressed in a variety of tumors, e.g., skin (Becker

et al. 2004), prostate (Elmore et al. 2008), breast (Diehl

et al. 2009), and colon (Milicevic et al. 2008). The function

of HSP90 in tumorigenesis led to considerable interest in

the chaperone as a target in cancer therapy. Inhibition of

HSP90 is associated with the potential of down-regulating

multiple oncogenic signaling pathways in which the vari-

ous client proteins of HSP90 are involved. Classical

inhibitors like geldanamycin and its derivates as well as

synthetic molecules block the ATPase-coupled chaperone

cycle and consign bound client proteins for ubiquitination

and proteosomal degradation (Pearl et al. 2008). Targeting

molecules that are involved in the regulation of HSP90, as

for example histone deacetylase (HDAC) 6, is an alterna-

tive approach to inhibit chaperone activity (Pearl et al.

2008) and was, inter alia, demonstrated for genistein

(Basak et al. 2008). Quercitin (Aalinkeel et al. 2008) and

epigallocatechin-3-gallate (Yin et al. 2009) are further

nutrition-related compounds with HSP90-inhibiting

potential.

Besides deregulated control of cell proliferation, repro-

gramming of energy metabolism is essential for tumor

growth and considered as an emerging hallmark of cancer

cells (Hanahan and Weinberg 2011). Genes of glycolysis

are involved in this adjustment, whereas PKM2 plays a key

role. The enzyme represents one of 4 pyruvate kinase

isoforms catalyzing the conversion of phosphoenolpyr-

uvate to pyruvate during glycolysis. The isoform is typical

for proliferating cells, such as in fetal and adult tissues, and

for tumor cells. Malignant tissues express predominantly a

dimeric, inactive form of PKM2 that is induced by direct

interaction with oncoproteins or phosphotyrosine binding

(Christofk et al. 2008b; Mazurek et al. 2005; Zwerschke

et al. 1999). Catalytic inactive PKM2 is necessary for the

metabolic switch from oxidative phosphorylation to aero-

bic glycolysis and proliferation of cells (Christofk et al.

2008b; Hitosugi et al. 2009). Attenuated PKM2 activity

leads to increased lactate production and reduced oxygen

consumption (Christofk et al. 2008a) that are typical

features of the cancer cell’s metabolism. Consequently,

proliferation of tumor cells is promoted by a temporary

accumulation of upstream phosphometabolites. These are

becoming available as precursors for anabolic processes,

such as DNA, amino acid, and phospholipid synthesis

(Christofk et al. 2008b; Mazurek et al. 2005). Its involve-

ment in carcinogenesis marks PKM2 as a target for the

development and/or identification of novel cancer-related

drugs as well. An inhibition of PKM2 has been shown to be

accompanied by decelerated tumor cell proliferation and

induced apoptosis as demonstrated by Spoden et al. (2008)

and Guo et al. (2011) using specific PKM2 aptamers and

RNA interference, respectively. So far, only indirect

evidence is given regarding a regulation by bioactive food

agents (Kim and Milner 2011). Components like luteolin

(Byun et al. 2010), delphinidin (Fridrich et al. 2008), or

butyrate (Hirsch et al. 2006) were reported to inhibit

oncogenic tyrosine kinases that are known to participate in

the regulation of PKM2 activity (Hitosugi et al. 2009).

The short chain fatty acid (SCFA) butyrate results, along

with other products, from the colonic fermentation of die-

tary fibers (soluble) which belong to the most studied food

ingredients in relation to colon cancer chemoprevention and

are associated with a reduced risk for the disease (Bingham

et al. 2003; Scharlau et al. 2009; Wong et al. 2006). Among

the most abundant SCFA, butyrate represents about 20%

and reaches absolute concentrations of 11–25 mM in

human feces, whereas concentrations in peripheral venous

blood are even lower (Hamer et al. 2008; Wolever and

Chiasson 2000). Compared to acetate or propionate, the C4

carbonic acid is best characterized and linked to numerous

anti-cancer effects in vitro and in vivo, e.g., induction of

apoptosis, inhibition of proliferation, and modulation of

various gene families (Borowicki et al. 2011; Pool-Zobel

et al. 2005; Zhang et al. 2010). Therefore, the present study

focused on butyrate and its impact on gene expression of

HSP90b and PKM2 as well as their analog proteins in

malignant and non-malignant (normal and adenoma) colon

tissues derived from individual donors. Among the different

types of tissue, adenoma is most interesting to study but

difficult to obtain. Most tumors arise from these benign

lesions, although only a small percentage of adenomas is
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going to progress to malignancy (Peipins and Sandler

1994). Among the 4 members of the HSP90 family,

HSP90b was focused due to its overexpression in colon

cancer as shown in own previous experiments (Radeva

2009). The outcomes of the study shall extend the few

available data regarding the butyrate sensitivity of HSP90

and PKM2 and maybe identify a novel natural agent

inhibiting both tumor markers.

Materials and methods

Tissue specimens

Colon tumor tissue and adjacent normal-appearing tissue

were consecutively and unselectively obtained at the time

of surgery from 20 patients undergoing colon surgical

resection on schedule at the University Hospital of Jena.

Normal colon samples were removed at a distance of

20–50 cm from the tumor site. Five out of the 20 patients

had an additional or sole adenoma which was discovered

accidently during surgery and also included in the inves-

tigations. Eight men and twelve women aged between 41

and 92 years attended the study. None of them has received

chemotherapy or radiation prior to surgery. All tissue

samples were checked and classified during histopatholo-

gical examination by an experienced pathologist (Table 1).

Normal tissues showed no signs of malignancy and

inflammation and adenoma samples were proven to be

benign. The tissue samples were stored in Hank’s balanced

salt solution (HBSS; 8.0 g/l NaCl; 0.4 g/l KCl; 0.06 g/l

Na2HPO4 9 2 H2O; 0.06 g/l K2HPO4; 1 g/l glucose;

0.35 g/l NaHCO3; 4.8 g/l HEPES; pH 7.2) on ice and

prepared immediately as previously reported (Jahns et al.

2011). The resulting tissue strips of normal, adenoma, and

tumor samples were either frozen in liquid nitrogen alone

or submerged in RNA later (Qiagen, Hilden, Germany) and

stored at -80�C until cytosol or RNA was being extracted.

Treatment of colon tissue with butyrate

Simultaneously, strips from all 3 tissue types were ran-

domly distributed to different wells which were used for

the various experiments later on. Treatment with the same

batch of an intestinally relevant dose of butyrate (10 mM)

(Hamer et al. 2008) for 12 h was performed in parallel,

subsequently (Jahns et al. 2011). Primary cell culture

medium (solvent for butyrate) was used as a control in the

experiments and consisted of minimal essential medium

with Earle’s salts enriched with 20% fetal calf serum,

2 mM glutamine, 100 lg/ml gentamycin, 2.5 lg/ml fun-

gizone, 10 ng/ml epidermal growth factor, 5 lg/ml insulin,

5 lg/ml transferrin, and 5 ng/ml sodium selenite according

to Rogler et al. (1998). After 12-h incubation, the tissue

strips used for protein analyses were washed in HBSS and

frozen in liquid nitrogen. Samples for gene expression

studies were additionally submerged in RNA later. Storage

occurred equivalent to the other tissue specimens.

According to Sauer et al. (2007), 12 h was the maximum

duration of treatment for primary colon tissue to get

enough viable cells and intact RNA.

Isolation of RNA and reverse transcription

into complementary DNA (cDNA)

RNA isolation and cDNA synthesis were performed as

previously described (Jahns et al. 2011). In short, total

RNA was isolated from the homogenized tissue samples by

using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) according to the

manufacturer’s protocol followed by spectrophotometri-

cally quantification with the NanoDrop�ND-1000 (Nano-

Drop Technologies, Wilmington, DE). Integrity of the

RNA was determined with the Agilent 2100 Bioanalyzer

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Only RNA of

sufficient quality (RNA integrity number[5) (Fleige et al.

2006) was reverse transcribed using the SuperScript II First

Strand cDNA Synthesis System (Invitrogen, Darmstadt,

Germany). Due to variation of quantity of extracted total

RNA, the amount used as a template varied with each

patient from 100 to 2,500 ng.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

(qPCR)

Quantitative PCR conditions were already described by

Jahns et al. (2011). Briefly, 2 ll cDNA prepared from

different starting concentrations of total RNA were

amplified in three steps by using iQ SYBR Green Supermix

(Bio-Rad, Munich, Germany) and 10 pmol gene-specific

primers: HSP90b forward, 50-CGTTGCTCACTATTACG

TATAATCCT-30 and reverse, 50-CGAATCTTGTCCAAG

GCATC-30; PKM2 forward, 50-TCCGGATCTCTTCGTC

TTTG-30 and reverse, 50-TGGGTCTGAATGAAGGCA

GT-30; b-actin forward, 50-AGAGCCTCGCCTTTGCCG

AT-30 and reverse, 50-CCCACGATGGAGGGGAAGAC-30;
b-glucuronidase (GUS) forward, 50-TGCAGGTGATGGAA

GAAGTG-30 and reverse, 50-TTGCTCACAAAGGTCACA

GG-30.
The expression of the targets was normalized to the

geometric average (Vandesompele et al. 2002) of two

reference genes (b-actin, GUS) based on the equation of

Pfaffl (2001) involving efficiency (E) and quantification

cycle (Cq). Since the reaction efficiencies of all primer

pairs were close to 100%, E was set to 2.
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Relative mRNA expression ¼
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
ECqðb�actinÞ � ECqðGUSÞ
p

ECqtarget
:

Cytosol extraction and Western blot analysis

Butyrate-treated (10 mM) and non-treated pieces of tissue

samples (normal, adenoma, and tumor) of the same set of

patients that was already used for mRNA expression anal-

ysis were homogenized in cold lysis buffer (50 mM

KH2PO4; 1 mM Na2EDTA; 0.1% Triton X-100 and 1 mM

Pefabloc; pH 7) with the Polytron homogenizer 2100

(Kinematica AG, Lucerne, Switzerland) and centrifuged

(16,000 g, 10 min, 4�C). Total protein contents were

determined according to Bradford (1976). For Western blot

analysis, 10–30 lg of total protein was diluted with 59

concentrated loading buffer (250 mM Tris–HCl (1 M) pH

6.8; 10% sodium dodecyl sulfate; 50% glycerol; 0.1%

bromphenolblue and 0.5 M dithiothreitol), separated by

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(stacking gel: 4%; separating gel: 12%; Bio-Rad) and

transferred to a nitrocellulose membrane (Whatman, Flor-

ham Park, NJ). Subsequently, the membrane was blocked

with 5% nonfat dried milk powder (1 h; AppliChem,

Darmstadt, Germany) and incubated with the following

primary and secondary antibodies: HSP90b (Zymed Labo-

ratories, San Francisco, CA), PKM2 (Cell Signaling Tech-

nology, Danvers, MA), b-actin (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Germany), Polyclonal Rabbit Anti-Mouse IgG/HRP (Dako,

Hamburg, Germany), and Polyclonal Goat Anti-Rabbit

IgG/HRP (Dako). Detection and evaluation of protein bands

were performed as previously described (Jahns et al. 2011).

Statistical evaluation

Statistical analysis was performed with the GraphPad

Prism Software 5 (GraphPad Software, San Diego, CA). By

using the nonparametric Wilcoxon matched pairs test or the

Kruskal–Wallis test, two or multiple groups, respectively,

were examined for significant differences. The correlation

between two parameters was evaluated by the Spearman’s

rank correlation test. Gender differences were identified by

the Mann–Whitney test. All results reached significance

when P \ 0.05.

Results

PKM2 and HSP90b mRNA expression are moderately

elevated in tumor tissues of colorectal cancer patients

The tumor markers PKM2 and HSP90b were found to be

moderately overexpressed in colon cancer tissue when

compared to the related normal counterparts (P \ 0.01,

Fig. 1). PKM2 showed a median increase of 1.41-fold

(Fig. 1a), whereas HSP90b was median 1.81-fold up-reg-

ulated in the malignant tissue (Fig. 1b). The adenoma

samples investigated showed also enhanced mRNA levels

of both genes (median fold change PKM2 and HSP90b:

2.13 and 2.14, respectively) when compared to the

respective normal tissue, but only PKM2 reached almost

statistical significance (P = 0.06, Fig. 1).

Correlation analyses according to Spearman revealed no

connection between PKM2 or HSP90b mRNA expression

and clinical parameters such as tumor stage and gender

(data not shown). Nevertheless, a tendency toward

increased PKM2 mRNA levels in undifferentiated colon

cells (determined by the tumor grading: from G1 to G4) has

been noted (r = 0.43, P = 0.07, Fig. 2a). Additionally,

PKM2 expression seems to change in colon tissue from

elderly humans (r = -0.43, P = 0.06, Fig. 2b). Younger

donors have been found with higher amounts of PKM2

transcripts in normal colon epithelium compared to older

ones. No link between these parameters existed in tumor

tissue (data not shown). Transcription of HSP90b was

independent of tumor grade and age (data not shown).

In vitro culturing of epithelial tissue strips induces

expression changes of PKM2 and HSP90b mRNA

Culturing of normal and tumor colon tissues ex vivo (12 h)

by using our primary cell culture medium significantly

augmented PKM2 and HSP90b mRNA expression

(Fig. 1a, b). Median increases ranged from 1.49- to 2.17-

fold when compared to the respective basal transcript

levels. Benign adenoma samples reacted less sensitive to

Table 1 Clinicopathological data of colorectal cancer patients ana-

lyzed in this study

Patient and tumor characteristics Number of patients

Mean age (years) ± SD 70.5 ± 13.2

Gender 12 females, 8 males

Tumor stage

I 2

II 6

III 8

IV 3

Tumor grading

1 –

2 10

3 7

4 1

Unknown 1

One of the 20 donors was only found with adenoma. Tumor stage was

assessed according to the Union for International Cancer Control

classification

238 Genes Nutr (2012) 7:235–246

123



the incubation. By showing median elevations of 1.24

(HSP90b)- and 1.30 (PKM2)-fold compared to the related

untreated tissue, adenoma samples remained almost unaf-

fected (P [ 0.05, Fig. 1a, b).

Butyrate affects PKM2 and HSP90b mRNA expression

differently

To assess the effects of the SCFA, the expression of the

target genes ascertained in the butyrate-treated tissues had

to be compared to those of the respective medium controls.

In regard to PKM2 and HSP90b, the tissues showed dif-

ferent susceptibility to butyrate.

The amount of PKM2 transcripts was decreased by

butyrate in all 3 tissue types but only the result of tumor tissue

reached statistical significance (Fig. 3a). In normal tissue,

PKM2 mRNA level was predominantly slightly diminished

(median fold change 0.81), whereas sensitivity to butyrate

increased with advancing grade of transformation. Benign

Fig. 1 Basal mRNA expression

of PKM2 (a) and HSP90b
(b) and its alteration after cell

culturing in paired normal,

adenoma, and tumor colon

tissues. mRNA levels were

quantified before (0 h, filled
square minus) and after the

treatment with medium (12 h,

open circle minus) in a

humidified incubator (37�C, 5%

CO2) by using qPCR. Data are

arranged by age of the patients

(P). The small letter

discriminates between male

(m) and female (f). For better

visualization, basal levels and

culturing effects were each

connected by a line. Twenty

patients in total were

investigated. Four of them were

found with adenomas besides

tumor and adjacent normal

colon tissue and one was only

discovered with adenoma and

adjacent normal colon tissue

Fig. 2 Impact of clinical parameters on PKM2 gene expression in

normal and malignant colon tissue. Total RNA from paired normal,

adenoma, and tumor colon tissues (filled circle) was quantified by

qPCR and compared to diverse clinical data by Spearman correlation

analysis. Twenty patients in total were investigated, whereby only 4

of them had all three tissue types. Trends and significant outcomes are

presented. a In cancer tissue, an up-regulation of PKM2 mRNA was

observed with progress of dedifferentiation indicated by the tumor

grading. The dotted line denotes no expression changes (fold change

1). b In normal colon tissue, PKM2 mRNA expression went down

with increasing age of patients

Genes Nutr (2012) 7:235–246 239

123



adenoma samples showed a 0.69-fold (median) reduction of

PKM2 expression when compared to the related medium

controls. In the corresponding tumor tissues, butyrate was

able to suppress the medium-induced PKM2 mRNA increase

by median 0.55-fold (P \ 0.001). Fourteen out of nineteen

patients possessing tumors showed a decreased transcript

level of the glycolytic enzyme. Gender, age, tumor stage, or

grading were not linked to the individual effect (data not

shown). Besides these clinicopathological features, we tes-

ted further whether the initial PKM2 transcript amount could

be accountable for the variations in each patient. According

to the Spearman correlation test, we noted by trend that

PKM2 mRNA expression was more effectively suppressed

by butyrate in normal tissues showing a low basal status of

PKM2 transcripts compared to those with a high PKM2 basal

level (r = 0.41, P = 0.08, data not shown). For adenoma

tissue a similar correlation is suggested, but due to the limited

number of donors (n = 5) no statistical significance was

found (data not shown). In the malignant tissue, however,

modification of PKM2 after treatment with butyrate was not

linked to the respective basal mRNA level (data not shown).

Besides the effect of medium on HSP90b, its supple-

mentation with butyrate additionally enhanced the mRNA

expression of the stress gene by median 1.38-fold in normal

colon cells (P \ 0.05, Fig. 3b). However, in adenoma and

tumor tissue, greater interindividual variations were

observed in response to the C4 carbonic acid that reached

no significant outcome (fold change adenoma and tumor:

0.72 and 1.09, respectively). Clinicopathological data (age,

gender, tumor stage, and grading) or the initial transcript

level did not account for the varying effects between

individuals. Despite the HSP90b mRNA rise in normal

cells, the effect of butyrate was not significantly different

from that in tumor tissue.

PKM2 and HSP90b protein expression are not targeted

by butyrate

For detection of PKM2 and HSP90b proteins, identical

treated sample material of the patients whose mRNA

expression was previously analyzed has been used.

Thereby, Western blot was only performed with tissue

Fig. 3 Impact of butyrate (filled
triangle) on PKM2 (a) and

HSP90b (b) mRNA expression

in matched normal, adenoma,

and tumor colon tissues.

Relative PKM2 and HSP90b
mRNA levels were determined

after butyrate administration

(10 mM, 12 h) by qPCR and

compared to the respective

medium controls (open square)

which were set to 1 (fold

change). Results are listed by

age of the patients (P), the small

letter discriminates between

male (m) and female (f).

Twenty patients in total were

investigated. Four of them had

available adenomas besides

tumor and adjacent normal

colon tissue and one was only

found with adenoma and

adjacent normal colon tissue
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specimens of selected patients mainly showing a modified

mRNA expression after butyrate treatment.

According to its basal mRNA expression, PKM2 protein

was median mostly present in benign adenoma samples

(2.12-fold) followed by tumor specimens (median 1.24-

fold, P \ 0.05) when compared to the related normal

counterparts (data not shown except example blot, Fig. 4a).

However, a patient-wise comparison of the gene and pro-

tein expression data of PKM2 demonstrated no correlation

between both parameters (adenoma: r = 0.1, P = 0.95,

tumor: r = 0.30, P = 0.43, data not shown).

In contrast to PKM2, HSP90b partly showed a divergent

expression pattern at the protein level as compared to its

mRNA expression. In adenoma tissue, moderately elevated

levels of HSP90b (median 1.59-fold, P = 0.125) were

detected, whereas its median expression in tumors remained

almost unchanged (0.92-fold, data not shown except

example blot, Fig. 4b). Again, gene and protein expression

data were not congruent when comparing them in a patient-

wise manner (adenoma: r = -0.8, P = 0.33, tumor: r =

-0.05, P = 0.88, data not shown).

During culturing of the epithelial tissue strips the

expression of PKM2 and HSP90b protein remained rela-

tively constant in all tissue types, ranging from median

0.71-fold decrease to 1.19-fold increase (data not shown).

After butyrate treatment, the expected decrease of

PKM2 protein in tumors did not occur. Unlike the data

from qPCR, protein expression of the glycolytic enzyme

was not significantly modified by the SCFA in normal and

malignant tissues (median fold changes normal and tumor:

1.02 and 1.03, respectively, Fig. 5a, b). Further, no corre-

lation existed between PKM2 mRNA and protein abun-

dance of the 13 donors investigated (Fig. 5a, b). Only 20%

of them exhibited an almost conformity of both parameters

(deviations of fold changes less than 25%). Benign ade-

noma samples were observed with similar susceptibility to

butyrate and showed median unaltered levels of PKM2

protein (0.97-fold, data not shown), in contrast to the gene

expression data (median 0.69-fold).

In regard to HSP90b, the up-regulation of its mRNA in

normal colon cells after butyrate treatment was not

reflected by the corresponding protein expression. HSP90b
protein remained nearly unchanged in the presence of

butyrate (median fold change 0.88, P = 0.95) as compared

to its transcript amount (Fig. 5c). A correlation analysis of

both parameters according to Spearman confirmed this

issue (r = 0.13, P = 0.68). However, for the malignant

tissue a contrary result was observed which maybe points

to varying transcriptional mechanisms in normal and tumor

colon tissue. In agreement with qPCR experiments, the

individual effects of butyrate corresponded to those

observed by Western blot. A subsequent correlation anal-

ysis confirmed this link by showing a significant correlation

between mRNA and protein abundance of HSP90b
(r = 0.68, P \ 0.05, Fig. 5d). However, HSP90b protein

was generally not altered in tumor tissue by butyrate

(median fold change 0.93).

In pre-neoplastic tissue, HSP90b was found similar

sensitive to inhibition by butyrate (median fold change

0.84) as normal tissue. Although gene expression is

reflected by the protein level of HSP90b when comparing

the median expression values, no correlation could be

found by comparing the individual data so far (r = -0.50,

P = 0.39, data not shown).

Discussion

Basal expression levels

In accordance with previous data from our own research

and that of others (Koss et al. 2008), PKM2 was up-regu-

lated in colon adenomas and tumors. But in contrast to

these studies, our data were not related to tumor stage

which might be due to different reasons (e.g., sample

material, number of patients). Although a relative good

agreement could be observed between the median gene and

protein expression of the glycolytic enzyme in adenoma

and tumor samples, no correlation was detected when the

data were compared in a patient-wise manner. The same

applies for HSP90b. The discrepancy between mRNA and

protein abundance in tumor tissue was already described by

Radeva (2009) and Chen et al. (2002) for colon and lung,

respectively. Research studies of this type are generally

rare to be found. The inconsistencies in results may be

originate from the use of different tissue pieces for the

various analyses, cell-specific regulation of protein trans-

lation, or post-transcriptional mechanisms.

Furthermore, correlation tests revealed an age-related

decrease of PKM2 mRNA expression in normal colon epi-

thelium, which, however, could not be confirmed at protein

level. Previous studies already reported a differential gene

HSP90ß 90 kDa

42 kDa

N A T

PKM2 60 kDa

β-actin 42 kDa

N TA

β-actin

a

b

Fig. 4 Representative blots of PKM2 (a) and HSP90b (b) basal

protein expression in matched normal (N), adenoma (A), and tumor

(T) colon tissue. Cytosolic extracts from all three types of tissue were

analyzed by Western blot using specific antibodies. b-actin served as

internal loading control
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and/or protein expression for a variety of genes in senescent

tissues including those involved in glycolytic energy

metabolism (Cho et al. 2003; Lee et al. 2001; O’Connell

et al. 2007). Expression and activity of pyruvate kinase

isoenzymes were found mainly up-regulated, as for example

in liver (Cho et al. 2003) and fibroblasts (Zwerschke et al.

2003). For colon tissue, no change in the glycolytic flux was

noted (Fleming and Gill 1997), indicating that no enzymes

of this metabolic pathway have been modified. The present

finding of down-regulated PKM2 in colon cells from elderly

humans is contrary to most other reports mentioned and its

significance is yet not clear to date nor can be explained by

the current literature.

Influence of cell culturing on expression levels

Modulation of gene expression during culturing was

already observed in own previous experiments investigat-

ing cyclooxygenase-2 and osteopontin (Jahns et al. 2011)

but in contrast to those, accumulation of PKM2 and

HSP90b mRNA was comparably low. PKM expression is

physiologically regulated by hormonal (e.g., insulin, thy-

roid hormones) and nutritional influences (e.g., glucose,

glutamine) (Yamada and Noguchi 1999) that are partly

present in our primary cell culture medium. Decaux and

colleagues demonstrated in primary rat hepatocytes

expressing pyruvate kinase type L (PKL) that glucose and
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Fig. 5 Effects of butyrate on

PKM2 and HSP90b protein in

colon tissues of different

transformation stages. a,

c Representative blots of PKM2

and HSP90b protein in paired

normal and tumor colon tissue

after treatment with 10 mM

butyrate for 12 h. Cytosolic

extracts from the different tissue

types have been analyzed by

Western blot using specific

antibodies. b-actin served as

internal loading control. b,

d Protein expression ratios (fold

changes) of PKM2 and HSP90b
in paired normal and tumor

colon tissue after treatment with

10 mM butyrate for 12 h

compared to the respective gene

expression ratios. Sample

material from donors was

simultaneously treated with

butyrate (12 h) for subsequent

mRNA (qPCR) and protein

expression analysis (Western

blot). Results are presented in a

patient (P)-wise manner, sorted

by age of the patients. The small

letter further differentiates

between males (m) and females

(f). The symbols (filled triangle,

open square minus) denote the

change in expression after

butyrate treatment when

compared to the medium control

(fold change). No protein fold

change could be determined for

the tumor samples of patients

P12 (PKM2) and P19

(HSP90b). Ratios equal to 1

indicate no expression

differences between butyrate-

and non-butyrate-treated

(medium) tissues (n = 13)
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insulin are indispensable for stimulation and maintenance

of PKL mRNA expression during culturing (Decaux et al.

1989). Similar findings were also made for PKM in adi-

pocytes (Traxinger and Marshall 1992) and thymocytes

(Greiner et al. 1994).

In case of HSP90b, no direct evidence was found as

reference to the induction of its mRNA expression by

medium components. The environmental and nutritional

changes that are rather supposed for its increase therefore

necessitate the comparison of butyrate effects to those of a

medium control.

Influence of butyrate on expression levels

Studies investigating directly the regulation of PKM2

expression by bioactive compounds are apparently lacking

in current literature. The present one is the first that tested

the influence of the gut fermentation product butyrate on

the glycolytic enzyme. In contrast to clinical studies

including a large number of participants, ours represents an

intermediate step which allows studying of individual

effects on a small cohort of patients. Previous studies of our

group in regard to the proportion of viable cells demon-

strated viabilities of primary colon epithelial cells of mean

76% and intact RNA after the 12-h incubation period that

were in an acceptable range for the performance of the

experiments (Sauer et al. 2007). These results were shown

with several individual donors. Although early apoptosis

cannot be excluded at this time, other authors reported that

induction of apoptosis and inactivation of survival path-

ways are blocked by preserving cell–cell contacts (Hof-

mann et al. 2007), as in the tissue strips.

The treatment of normal and tumor colon tissues with the

SCFA caused a tissue-specific regulation of PKM2 mRNA.

But the effects in tumors were not reflected by the corre-

sponding protein of PKM2 gene. A similar result was also

obtained for adenoma tissue when comparing the median

fold changes. Post-transcriptional modifications of PKM2

which might explain the difference between mRNA and

protein level are not described in the literature. Further, we

cannot rule out that the down-regulation of PKM2 protein

was not equivalent due to the half-life of the protein and

occurs possibly at a later date. Detailed information on this

point is currently not available according to our search.

Depending on the isoenzyme and tissue, respectively, dif-

ferent half-lives of pyruvate kinases are reported that all take

up to several hours (Jones and Mayer 1973; Poole and

Bloxham 1982). By the current improvement of our primary

colon cell culture, kinetic studies above 12 h will be possible

and either confirm or confute this hypothesis, prospectively.

An inhibition of PKM2 would be preferable since it is

accompanied by decelerated tumor cell proliferation, as

demonstrated by Spoden et al. (2008). The mechanism by

which butyrate is acting on PKM2 expression is currently

unknown. It is conceivable that the SCFA might down-

regulate directly or indirectly PKM2 via its HDAC inhib-

itory potential. HDAC inhibitors, including butyrate, have

been demonstrated to target oncogenic tyrosine kinases,

such as Scr kinase (Hirsch et al. 2006), which are involved

in the regulation of PKM2 activity (Christofk et al. 2008b).

Those proteins post-translationally modify PKM2 through

phosphorylation at specific tyrosine sites resulting in the

disruption of the formation of the active PKM2 tetramer

and consequently attenuation of catalytic activity (Hitosugi

et al. 2009).

HSP90b revealed nearly unaffected in the presence of

butyrate in all tissues when compared to the respective

medium controls. The exposure of normal colon tissue to

butyrate (10 mM) has been initiated cellular stress responses

as indicated by a slight but significant HSP90b mRNA

increase. Even if the protein level would be affected, the

relevance of this alteration regarding colon carcinogenesis

might crucially depend on the duration of induction. Addi-

tionally, the function of HSP90 in normal cells has to be

taken into account. By protecting cells from apoptosis under

stress conditions (e.g., heat shock) (Beere 2005), the increase

of HSP90b is probably an effort of the cell to support its own

survival during culturing ex vivo. Similar observations after

butyrate treatment (3–5 mM) were also made by Cai et al.

(2006) using HT29 colon adenocarcinoma cells.

In adenoma and tumor colon tissue, neither gene nor

protein expression was significantly altered by butyrate. But

in contrast to normal mucosa and adenomas, both parameters

demonstrated a good conformity in tumor tissue independent

of age of the patients. These results suggest a different reg-

ulation of HSP90b in the various tissues, whereby in tumors

regulation is likely to occur at the transcriptional level.

Due to its involvement in carcinogenesis, HSP90 rep-

resents an interesting target in cancer therapy (Pearl et al.

2008). Besides known natural and synthetic agents, a

number of different bioactive food components, such as

quercitin (Aalinkeel et al. 2008), genistein (Basak et al.

2008), and epigallocatechin-3-gallate (Tran et al. 2010),

were also identified as potent HSP90 inhibitors. Modula-

tion of post-translational mechanisms is an important

approach to interfere with the regulation of HSP90. The

three major modifications are phosphorylation, acetylation,

and S-nitrosylation (Trepel et al. 2010). With regard to the

potential of butyrate as an HDAC inhibitor, HDAC 6 plays

a predominant role in the regulation of HSP90 activity.

HSP90 hyperacetylation that is induced by HDAC inhibi-

tors or silencing of HDAC6 correlates with the disturbance

of its chaperone function and destabilization of HSP90

client proteins (Bali et al. 2005; Kekatpure et al. 2009).

Although the total protein level of HSP90 is not changed

(as shown in our experiments) and solely the fraction of
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acetylated HSP90 increases in this process, previous

investigations demonstrated no effect of butyrate on acet-

ylation status and ATP binding of HSP90 (Bali et al. 2005).

The missing alteration is due to the structure of the SCFA.

Only hydroxamic acid derivates and seemingly phenolic

components, like genistein, are able to inhibit HDAC6

activity, whereas butyrate is specifically blocking HDAC1

and 3 (Barlow et al. 2001; Marks and Xu 2009; Thangaraju

et al. 2009). In a human tumor model of leukemia, a

synergistic interaction has been observed by combining

butyrate and the HSP90 inhibitor 17-allylamino-17-deme-

thoxygeldanamycin (Rahmani et al. 2003).

Looking at the individual data, some donors have been

found with increased HSP90b levels in tumor tissue after

butyrate treatment. Increased expression of HSPs or the

transcriptional regulator heat shock factor 1, respectively,

is associated with decreased sensitivity of tumor cells to

chemopreventive drugs, such as butyrate (Cai et al. 2006)

or curcumin (Rashmi et al. 2003), by protecting those from

apoptosis or differentiation inducing mechanisms. To

assess the meaning of this increase and its consequences

for the application of chemopreventive drugs, kinetic

studies will prospectively clarify, if this increase is of

transient or persistent nature.

In summary, PKM2 has been identified as a potential

target of the chemopreventive agent butyrate in human

colon tumors. Although HSP90b was not modified by the

SCFA in malignant tissue in general, a group of patients

was observed with increased levels of HSP90b after

treatment. Further studies should clarify which conditions

permit this reaction and its duration, as well as find out

more details about the post-transcriptional and translational

machinery of PKM2.
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2.4 Publikation IV: Butyrate modulates antioxidant enzyme expression in 

malignant and non-malignant human colon tissues. Franziska Jahns, 

Anne Wilhelm, Nadja Jablonowski, Henning Mothes, Karl Otto Greulich, Michael 

Glei. Eingereicht bei Molecular Carcinogenesis am 24.04.2013 

 

Die Modulation antioxidativer Enzymsysteme ist ein bedeutender Mechanismus, der bei 

der Beurteilung potenziell chemopräventiver Substanzen ebenso wie bei der Bekämpfung 

von Tumoren eine Rolle spielt. Superoxiddismutase (SOD) 2 und Katalase (CAT) sind 

hierbei aufgrund ihrer Fähigkeit, reaktive Superoxidanionen bzw. Wasserstoffperoxid zu 

eliminieren besonders relevant. Die vorliegende Studie hat daher deren Modulierbarkeit 

durch Butyrat in verschieden transformierten Kolongeweben untersucht. Quantitative 

Genexpressionsanalysen (Real-time PCR) zeigten eine verminderte CAT bzw. erhöhte 

SOD2 mRNA-Expression in Tumoren im Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe. 

Die Zunahme der SOD2-Menge konnte darüber hinaus auch auf Protein (Western Blot)- 

und Aktivitätsebene (SOD2 Assay) bestätigt werden. Zusätzlich wurde ein 

altersabhängiger Abfall beider Enzymaktivitäten in der normalen Kolonmukosa 

beobachtet, der in dieser Studie erstmalig beschrieben ist. Nach Applikation von Butyrat 

ex vivo (10 mM, 12 h) konnte ein signifikanter Anstieg der mRNA- und Proteinmenge von 

CAT im normalen Kolongewebe gezeigt werden, der vorerst ohne nachweisbare Folgen 

für die enzymatische Aktivität und den Schutz des Gewebes vor H2O2-induzierten 

Schäden blieb. Im Unterschied zu CAT führte Butyrat zu einer Reduktion der SOD2-

Transkriptmenge im Normal- und Tumorgewebe, die in geringerem Umfang auch auf 

Proteinebene des Normalgewebes sichtbar wurde. Dennoch gelang es, eine signifikante 

Steigerung der enzymatischen Aktivität der SOD2 sowohl im Normal- als auch im 

Adenomgewebe nach Butyrat-Exposition nachzuweisen. Eine Induktion der CAT und 

SOD2 könnte dabei zu einem verbesserten Schutz beitragen, der folglich das Risiko einer 

Entartung senkt. 

 

Eigenanteil: 

 Aufarbeitung und Inkubation der Gewebeproben mit Butyrat 

 Bestimmung der SOD2-Aktivität 

 Untersuchung der DNA-Schädigung mittels Comet Assay 

 Darstellung und Interpretation der Ergebnisse 

 Verfassung des Manuskripts 
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Abstract 

The gut fermentation product butyrate is associated with several beneficial effects related to the 

prevention of colonic tumors, including induction of antioxidant enzymes. However, much of this 

work has been performed by the use of colon cancer cell lines or animal models and the response 

of human colonic epithelial tissue is largely unknown. Therefore, our study focused on the impact of 

butyrate on catalase (CAT) and superoxide dismutase 2 (SOD2) in matched human colon tissues 

of different transformation stages (n=3-15 per group) ex vivo. By performing quantitative real-time 

PCR, Western blot, and spectrophotometric measurements, we observed an increase in SOD2 

expression and activity in colonic tumors when compared to normal tissues (mRNA: 1.96-fold; 

protein: 1.41-fold, activity: 1.8-fold; p<0.05). CAT expression varied only significantly at mRNA level 

between normal and tumor tissue. Apart from this, the activity of both enzymes was found to be 

age-related in normal epithelium (CAT: r= -0.49, p=0.09; SOD2: r= -0.58, p=0.049). Treatment of 

normal tissue (12 h) with butyrate (10 mM) resulted in a significant increase (p<0.05) in CAT mRNA 

(1.24-fold) and protein (1.39-fold), without affecting the enzymatic activity. Consequently, no 

protective effect was shown against H2O2-mediated DNA damage. Despite a lower expression of 

SOD2 (mRNA: 0.51, p<0.05; protein: 0.86) after butyrate exposure of normal colon cells, its 

catalytic activity was significantly enhanced (1.19-fold, p<0.05). In malignant tissues, a greater 

range of responses to butyrate could be documented. In conclusion, butyrate exhibited potential 

antioxidant features ex vivo, strengthening the risk lowering effect of dietary fiber consumption. 
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INTRODUCTION 

 

Antioxidant enzymes are part of a series of defense mechanisms that have been evolved by 

organisms in response to exposure to free radicals [1]. The superoxide dismutase (SOD) enzyme 

family plays a key role in this context by providing a first line of defense against superoxide radicals 

(O2
-). This radical species is mostly generated during the electron transport chain in mitochondria, 

the major source of free radicals under normal conditions [2]. The manganese containing SOD2 

isoform is located in the matrix of mitochondria and eliminates the resulting O2
- by catalyzing the 

dismutation of O2
- to the less toxic hydrogen peroxide (H2O2) and molecular oxygen [3]. H2O2 is 

further converted to water and molecular oxygen, inter alia by the enzymatic activity of catalase 

(CAT), which is located in the peroxisomes [4]. An up-regulation of antioxidant defense 

mechanisms, including SOD and CAT, has been associated with the suppression or reduction of 

colonic tumors [5,6] and is regarded as a protective mechanism in the context of colon cancer 

chemoprevention. Besides its protective role in normal tissues, several human tumor entities were 

found with deregulated levels of both enzymes, including colorectal tumors [7,8].  

Malignant diseases of the colon and rectum are one of the most common causes of cancer 

incidence and mortality worldwide [9]. The majority of sporadic tumors (70 %) are strongly nutrition-

related and associated, for example, with a high consumption of red meat and a low level of 

physical activity [10]. Dietary fiber, however, is considered to be protecting, based on several 

cohort studies that are supported by experimental evidence [11,12]. Short chain fatty acids 

(SCFAs), which result from the colonic fermentation of soluble dietary fibers, may contribute to the 

risk lowering effects. Among them, butyrate seems to be the most potent [13] and was shown to 

have a variety of anti-cancer properties, including modification of antioxidant and detoxifying 

enzymes [14,15]. However, most of this work has been performed by the use of colon cancer cell 

lines and animal models. Studies using primary human colon tissue, on the other hand, are 

relatively rare. Therefore, the primary aim of the present study was to elucidate whether genes 

involved in pathways of oxidative stress (SOD2, CAT) are altered in paired primary human colon 

tissues of different transformation stages by applying a physiologically relevant concentration of 

butyrate. A secondary aim was to assess whether these results are linked to functional 

consequences by measuring the H2O2-induced genotoxicity. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Patient Material 

An initial set of matched normal, adenoma and/or tumor colon tissues was obtained from 13 

patients with colorectal cancer or colon polyps (5 males, 8 females; mean age  SD (range 41-87) 

63  15 years) during surgical resections at the Jena University Hospital. Normal tissue was taken 

at least 10 cm from the tumor site. Immediately after removal, storage and preparation of the tissue 

samples occurred as previously described [16,17]. Stage and grading of the resected tumors were 

evaluated by histopathological examination according to the UICC classification at the Institute of 

Pathology in Jena. Samples from this group of patients (2 with stage I, 3 with stage II, 4 with stage 

III, and 4 with stage IV; none with tumor grading (G) 1, 8 with G2, 4 with G3, and one unknown 

sample) were used to determine gene and protein expression levels of SOD2 and CAT as well as 

their corresponding enzyme activity. In addition, 8 patients with colorectal cancer or polyposis (6 

males, 2 females; mean age  SD (range 47-82) 70  11 years), providing 8 normal, 6 adenoma, 

and 4 tumor colon tissues, were included in the measurement of SOD2 activity due to the limited 

availability of sample material. From a third group of patients with colorectal cancer (2 males, 1 

female; mean age  SD (range 49-86) 71  19 years) only normal colon tissues were available and 

used for the assessment of the supposedly protective effect of butyrate towards H2O2-induced DNA 

damage. Tissue material from these patients was also collected during surgical resections. 

The University Ethics Committee approved the study (no. 1601-08/05), which was performed in 

compliance with the ethical standards defined in the Declaration of Helsinki and its later 

amendments. Participants gave their informed consent before the start of studies. 

 

Treatment of Colon Tissue with Butyrate 

Simultaneously, epithelial strips from all 3 tissue types were treated with a physiologically relevant 

concentration of butyrate (10 mM) for 12 h as previously described [16]. The primary cell culture 

medium, in which butyrate was dissolved, served as a control. The medium consisted of minimal 

essential medium (MEM) with Earle’s salts enriched with 20 % fetal calf serum, 2 mM glutamine, 

100 µg/ml gentamicin, 2.5 µg/ml fungizone, 10 ng/ml epidermal growth factor, 5 µg/ml insulin, 

5 µg/ml transferrin and 5 ng/ml sodium selenite according to Rogler et al. [18].  
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Isolation of RNA and Reverse Transcription 

RNA isolation and complementary DNA (cDNA) synthesis were performed as previously described 

[16]. Briefly, total RNA was isolated from the homogenized tissue samples using the RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol, followed by 

spectrophotometric quantification with the NanoDrop®ND-1000 (NanoDrop Technologies, 

Wilmington, DE). Integrity of the RNA was determined with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA). Due to variations in quantity, 100-2500 ng of total RNA was used for 

reverse transcription with the SuperScript II First Strand cDNA Synthesis System (Invitrogen, 

Darmstadt, Germany). 

 

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) 

QPCR was carried out under conditions described by Jahns et al. [16]. Briefly, 2 µl cDNA prepared 

from different starting concentrations of total RNA were amplified in three steps using iQ SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad, Munich, Germany) and 10 pmol gene-specific primers: CAT forward, 5’- 

TGG ACA AGT ACA ATG CTG AG -3‘ and reverse, 5’- TTA GGA TGA ACG CTA AG -3‘; SOD2 

forward, 5’- GCC CTG GAA CCT CAC ATC AAC -3’ and reverse, 5’- CAA CGC CTC CTG GTA 

CTT CTC -3’; ß-actin forward, 5’-AGAGCCTCGCCTTTGCCGAT-3‘ and reverse, 5’-

CCCACGATGGAGGGGAAGAC-3‘; ß-glucuronidase (GUS) forward, 5’-

TGCAGGTGATGGAAGAAGTG-3‘ and reverse, 5’-TTGCTCACAAAGGTCACAGG-3‘. Calculation 

of relative gene expression values was performed as described by Jahns et al. [16] based on the 

efficiency of primer pairs (range: 97-104 %) and quantification cycle. 

 

Cytosol Extraction and Western Blot Analysis 

The initial set of 13 donors was also used to examine protein expression. Therefore, matched 

treated and untreated (basal) normal, adenoma and tumor tissue strips were homogenized as 

previously described [16]. Total protein contents of the homogenates were determined after 

centrifugation (16 000 g, 10 min, 4 °C) according to Bradford [19]. For detection of CAT and SOD2 

protein, equal amounts of total protein (10 µg) were diluted with 5x concentrated loading buffer 

(250 mM Tris/HCl (1 M) pH 6.8; 10 % SDS; 50 % glycerol; 0.1 % bromphenolblue and 0.5 M 

dithiothreitol), separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (stacking 
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gel: 4 %; separating gel: 12 %; Bio-Rad, Munich, Germany) and transferred to a nitrocellulose 

membrane (Whatman, Florham Park, NJ). Subsequently, the membrane was blocked with 5 % 

nonfat dried milk powder (1 h; AppliChem, Darmstadt, Germany) and incubated with the following 

primary and secondary antibodies: CAT and SOD2 (Acris Antibodies, Herford, Germany), ß-actin 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Polyclonal Rabbit Anti-Mouse IgG-HRP (Dako, Hamburg, 

Germany) and Polyclonal Goat Anti-Rabbit IgG-HRP (Dako). Proteins were visualized using 

enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) followed by 

densitometric measurement using Quantity One software, version 4.1 (Bio-Rad). The data were 

normalized to ß-actin (internal loading control) and presented as relative expression compared to 

the medium control (fold change). 

 

Measurement of Antioxidant Enzyme Activities 

Cytosols prepared for Western blot analyses were further used to assess CAT activity according to 

the method of Aebi [20]. The decomposition of H2O2 into O2 and H2O was determined 

spectrophotometrically (240 nm) at 22 °C in a total volume of 1 ml, consisting of 50 mM phosphate 

buffer (100 mM NaH2PO4, 100 mM K2HPO4; pH 6.5), 10 mM H2O2 and 100 µl cytosol. Enzyme 

activities were calculated according to Lambert-Beer’s law using 0.0394 mM-1 x-1 as absorption 

coefficient at 240 nm. 

SOD2 enzyme activity was measured using a commercially available SOD assay kit (Cayman 

Chemicals, Ann Arbor, MI). Colon tissue strips dissected were homogenized in cold 20 mM HEPES 

buffer (pH 7.2) containing 1 mM EGTA, 210 mM mannitol, and 70 mM sucrose with a Polytron 

homogenizer 2100 (Kinematica AG, Littau/Lucerne, Switzerland), sonicated (2 x 15 s, 6 cycles, 

40 % of power), and centrifuged (10 000 g, 15 min, 4 °C). The supernatants were appropriately 

diluted to enable measurements within the standard range (basal (untreated) samples 1:30/60; 

butyrate-treated specimens 1:10). SOD2 activity was assayed specifically with the addition of 3 mM 

sodium cyanide. Enzyme activity (U/ml) was calculated according to manufacturer’s instructions 

and standardized for protein determined by the Bradford assay [19]. 

 

Comet Assay 

Normal colon tissues derived from a third group of donors were treated with 10 mM butyrate as 

described above. Single cells were isolated from epithelial strips by mincing, followed by enzymatic 
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digestion with 3 mg collagenase P (Boehringer, Mannheim, Germany) and 3 mg proteinase K 

(Sigma-Aldrich) dissolved in 5 ml HBSS (90 min, 37 °C). The final steps of cell isolation were 

identical to the procedure described by Wilhelm et al. [21]. Fifty thousand cells of each medium- or 

butyrate-treated sample were subsequently treated with 75 µM H2O2 (5 min, 37 °C) and checked 

for their vitality by trypan blue exclusion test [22]. The Comet Assay was performed as alkaline 

version according to Tice et al. [23]. In short, cells were embedded into low melting agarose on pre-

coated microscope slides, lysed for 60 min and incubated in alkaline (pH > 13) electrophoresis 

buffer. The resulting single-stranded DNA fragments were electrophoretically separated under the 

same alkaline conditions at 1.25 V/cm and 300 mA for 20 min, washed with phosphate buffered 

saline (3 x 5 min) and stained with SYBR green fluorescence dye (1 µl/ml, Sigma-Aldrich). DNA 

migration was microscopically quantified using a ZEISS Axiovert 25 microscope (Carl Zeiss Jena 

GmbH, Jena, Germany) and the Comet assay II image analysis system from Perceptive 

Instruments (Haverhill, Suffolk, UK). 3 x 20 cells or comets of each sample were scored, median 

values of tail intensity (percentage of fluorescence in the comet tail) were calculated from at least 3 

independently performed experiments. 

 

Statistical Evaluation 

Statistical analysis was performed with the GraphPad Prism Software 5 (GraphPad, San Diego, 

CA). By using the nonparametric Wilcoxon matched pairs test or the Kruskal-Wallis test two or 

multiple groups were examined for significant differences, respectively. The correlation between 

two parameters was evaluated by the Spearman’s rank correlation test. Gender differences were 

identified by the Mann Whitney test. All results were considered significant when p<0.05.  

 

RESULTS 

 

SOD2 and CAT are Deregulated in Human Colon Tumors 

SOD2 transcript amounts were up to 9-fold higher in 10 out of 13 colon tumors as compared to 

normal tissue (median 1.86-fold, p<0.05, Figure 1A). Similarly, more than half of tumors showed an 

up to 7-fold increase in SOD2 protein expression (median 1.41-fold, p=0.18, Figures 1B and 1C) 

that correlated significantly with the corresponding SOD2 gene expression level (r=0.63, p=0.03). 

In adenomas (2/3), SOD2 was slightly but non-significantly elevated only at protein level (median 
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fold change: 1.21; Figures 1A, 1B and 1C). SOD2 mRNA and protein were expressed 

independently of tumor stage and grading (data not shown). 

By contrast, CAT mRNA levels were down-regulated in adenoma (3/3) and tumor (10/13) (p<0.01) 

colon tissues by 30-70 % when compared to their normal counterparts (Figure 1D). Differences 

between both types of tissues were not detected, both exhibiting nearly identical median fold 

decreases (adenoma: 48 %, tumor: 46 %). Noteworthy, no differences in CAT protein expression 

had occurred between the various tissue types (Figures 1E and 1F). In comparison to gene 

expression data, only 6 of 13 tumors showed diminished CAT levels, whereas the remaining 

exhibited increased (5 of 13) or unaltered (1 of 13; one was not detectable) expression.  

Opposite results were obtained for CAT protein in adenoma tissue samples. In contrast to its 

transcript level, CAT was found in higher levels when compared to normal tissue. Due to the limited 

number of adenomas the significance of this result is yet unclear. Correlation analyses showed 

neither an association between basal CAT mRNA and protein level, nor tumor stage or grading 

(data not shown). Furthermore, no differences in the expression of both CAT and SOD2 were 

detected between women and men. 

 

SOD2 mRNA and, to a Lesser Extent, Protein Expression are Reduced by Butyrate 

Normal colon tissues of 13 patients uniformly showed a significantly decreased SOD2 mRNA 

expression after butyrate administration (Fold changes 0.28-0.79, median fold decrease: 0.51, 

Figure 2A). This down-regulation was also visible to a lesser extent at the protein level (Figure 2B; 

median fold decrease: 0.86), although no correlation was identified when the individual gene and 

protein expression ratios were compared. However, by using the median expression values, a 

relation between SOD2 mRNA and protein might be assumed.  

No significant differences were observed for adenoma tissue (Figures 2A and 2B). Tumors, 

however, were similarly sensitive to the SCFA as their normal counterparts. Eleven of thirteen 

malignant samples showed decreased amounts of SOD2 transcripts with fold changes ranging 

from 0.35 to 0.87 (median 0.71, p=0.002; Figure 2A). This influence of butyrate was also reflected 

by a decreased median SOD2 protein expression (fold change 0.84), which was not significantly 

different from that of the controls (Figure 2B). Despite consistent effects at both median expression 

levels, no correlation could be detected when the individual data were analyzed. 
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Butyrate Induces CAT mRNA and Protein Expression in Normal Colon Epithelium 

In contrast to SOD2, butyrate significantly increased CAT mRNA as well as protein expression in 

normal colon tissue when compared to the respective controls (Figures 3A and 3B). Ten of thirteen 

donors in total showed 1.13 to 1.91-fold enhanced mRNA levels (median 1.24 fold), whereas 

others were found with decreased or unchanged transcript levels. Similarly, for CAT protein, 

increases in expression were detected in 9 out of 13 donors (fold changes ranging from 1.24 to 

2.45, median 1.39-fold). Although no significant positive correlation was found between CAT mRNA 

and protein (r=0.40, p=0.17), the majority of subjects (9 of 13) showed consistent effects that are 

also reflected by the median values. 

Benign adenoma tissues responded similarly to butyrate as normal tissues (Figures 3A and 3B). 

Here, 2 of 3 donors showed 1.12 and 1.79-fold increased amounts of CAT transcripts, respectively. 

Opposite effects, however, were observed at the protein level. 

In contrast to non-malignant tissues, tumors showed larger individual variations in response to 

butyrate and did not exhibit significant differences (Figures 3A and 3B). Half of the donors had 

elevated CAT mRNA expression following butyrate treatment (1.32 to 2.46-fold). The others 

expressed either decreased (0.88 to 0.47-fold) or unaltered (0.95 to 1.03-fold) levels of CAT mRNA 

compared to the respective medium controls. Similar individual effects were also apparent at the 

protein level. Despite the lack of significant correlation between CAT mRNA and protein in tumor 

tissue after butyrate exposure (p=0.17), the median expression levels of both parameters were 

similar, indicating an overall relationship (median fold changes gene vs. protein expression: 1.03 

vs. 0.89). 

Although different influences of butyrate on gene expression of both antioxidant enzymes in the 

various tissues were observed, the expression of CAT and SOD2 protein was similarly altered 

within one tissue type as well as between normal and tumor colon tissue. This association was 

identified by correlation analyses which found a significant (tumor) or almost significant (normal) 

agreement between the changes in protein levels of both enzymes after butyrate treatment (tumor: 

rCAT,SOD2=0.76, p<0.01; normal: rCAT, SOD2=0.55, p=0.05). 
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SOD2 Activity Depends on the Age of Donors and Increases in the Colonic Mucosa during Butyrate 

Exposure 

Measurement of SOD2 activity could only be performed with selected samples of the original set of 

patients since available colon tissues were limited. In order to increase significance, data of 

butyrate-treated tissues were complemented by those of a further set of tissues derived from 8 

patients. 

Nine out of twelve available colon tumors (75 %) showed an increased SOD2 activity when 

compared to the respective normal colon tissues (p=0.009; Figure 4A). Adenomas (n=3) had 

clearly decreased SOD2 activity levels, but this difference was not yet considered as statistical 

significant (median fold change 0.52). Correlation analysis identified a significant inverse 

relationship between the enzymatic activity of SOD2 in normal epithelial tissue and the age of 

patients (r= -0.58, p=0.049; Figure 4B). The activity varied between the youngest (41 years) and 

oldest donor (87 years) by a factor of 12. In contrast to the gene and protein data that correlated 

significantly, no relationship could be detected between the individual SOD2 protein and activity 

data (r=0.23, p=0.48). Nevertheless, a correlation was noted in colonic tumors when using the 

median expression and activity ratios. 

The treatment of normal colon epithelium with butyrate resulted in an up-regulation of SOD2 

activity, attaining significance when the number of donors was increased (median fold change 1.19, 

patients: 15, p<0.05, Figure 4C). Similar changes were found in adenoma tissues, showing 

invariably elevated levels of SOD2 activity after butyrate treatment (median fold change: 1.52, p= 

0.03, Figure 4D). No consistent pattern of SOD2 activity, however, was observed in colon tumor 

tissue after application of butyrate, so far (median fold change 0.91, patients: 12, p=1.00, Figure 

4E).  

 

CAT Activity in Human Colon Epithelial Cells Tends to Decrease with Age  

Consistent with CAT protein level, no significant difference in activity was detectable between 

normal, adenoma and tumor colon samples (Figure 5A). Half of the tumors showed decreased 

basal activity levels of CAT, whereas the other half had increased levels independent of tumor 

stage or grading (median fold change 1.91, p=0.27). Nevertheless, neither median nor individual 

values of CAT protein and activity were significantly correlating (r=0.07, p=0.83). Adenoma 
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samples exhibited median decreased CAT activity (0.43-fold, p=0.5), thereby reflecting its mRNA 

expression pattern.  

In contrast to mRNA and protein expression, CAT activity tended to correlate inversely with the age 

of donors in normal colon epithelial cells (r= -0.49, p=0.09, Figure 5B).  

 

Butyrate Does Not Alter CAT Enzyme Activity in Colon Tissues 

The induction of CAT gene and protein expression by butyrate in normal colon tissue was not 

accompanied by an increased enzymatic activity (median fold change 1.01, p=0.67; Figure 5C). 

Only 5 of 13 investigated donors showed 1.12- to 2.10-fold increased activity levels. This result was 

further verified by correlation analysis showing no association between protein and activity data.  

CAT activity in adenoma and tumor samples was also not significantly changed after butyrate has 

been applied (Figure 5C). Adenoma tissues were observed with a median 1.19-fold increase in 

CAT activity that is comparable to the mRNA rise (1.12-fold) but not to protein expression (0.68-

fold). Tumors showed an even higher biological variation in activity (1.24-28.05 nmol*min-1/µg 

protein) compared to the protein expression data (0.64-2.53). Similar to CAT protein, an equivalent 

number of donors were found with decreased or increased activity, whereas the rest remained 

insensitive to the SCFA. Despite the fact, that no protein-activity correlation was found in tumor 

samples after butyrate incubation, a relative good agreement was noted between the median fold 

changes of both parameters (protein expression: 0.89 versus activity: 1.00). 

 

Butyrate couldn’t Protect Normal Epithelial Colon Cells from H2O2-Induced Genotoxicity 

In a further series of experiments using a third set of normal colon tissues derived from 3 donors, 

we investigated the ability of butyrate to protect normal colon cells against H2O2-induced DNA 

damage as a functional consequence of the elevated protein expression of CAT (data not shown). 

After 12 h pre-incubation DNA of normal colonocytes from 2 donors was not damaged by butyrate 

(10 mM), while colonocytes from a third donor were observed with markedly enhanced DNA 

damage when compared to the respective medium-treated sample. The following exposure with 

H2O2 resulted in an increase in DNA damage in normal colon cells of all tissue donors which could 

not be reduced by butyrate (median 19.87 and 21.31 % tail intensity at 0 (medium) and 10 mM 
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butyrate after H2O2 treatment, respectively). These results indirectly confirm the lack of increase in 

CAT activity following butyrate treatment. 

 

DISCUSSION 

 

SOD2 was found to be significantly up-regulated in colonic tumors at mRNA, protein and activity 

level independent of tumor staging or grading. In general, these results could confirm previous 

reports, whereas contradictory findings exist in relation to correlation of expression with those 

clinicopathological parameters [7,24,25,26]. Adenomas expressed varying amounts of SOD2 when 

comparing the three expression levels, allowing no final conclusion due to the limited number of 

donors. 

For CAT, no significant differences were noted between normal and diseased colon tissues, with 

the exception of transcript levels. The majority of previous studies [27,8,28,29], however, 

demonstrated a lower catalytic activity of the antioxidant enzyme in tissue and plasma of colon 

cancer patients that is only consistent with our gene expression data. Moreover, Cable et al. [30] 

detected a significant relationship between CAT enzyme activity and the stage of tumors. Such a 

relation was not found during the present investigation. 

Besides differences at the expression levels between normal and transformed colon tissue, 

substantial variations in CAT and SOD2 expression and activity were also observed between the 

individual donors. Genetic polymorphisms [31,32], nutrition and life style factors [31,33,34] are 

known to have an impact on antioxidant enzymes. In addition, the age of the donors was identified 

as a further important parameter [35,36]. Concerning CAT, our data partly support this relationship, 

but published work on CAT enzyme level are generally inconsistent, and results were mainly 

determined from the blood of a much higher number of healthy human volunteers [37,35,36]. SOD2 

activity, however, was significantly and inversely correlated with the age of donors in normal colon 

tissue. This association was already demonstrated by Fujimoto et al. [38], for example, but only in 

blood leukocytes. For normal colon epithelium this correlation was shown for the first time, 

according to our knowledge. 

Currently, antioxidant activity is one of the most common in vitro parameters used to assess or 

predict potential benefits of nutrition-related compounds. SOD2 plays a key role in the protection of 

mitochondria against reactive oxygen species that would otherwise result in deadly 
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consequences [39]. In addition to Sauer et al. [15], this study measured an increase in SOD2 

activity in normal colon cells after application of butyrate, although its mRNA and, to a lesser 

extent, its protein level have been decreased; these results possibly point to a kinetic regulation of 

the enzyme. So far, only Ochel and colleagues [40] demonstrated an increase in total SOD activity 

in Caco-2 colon carcinoma cells after 4 days of butyrate treatment. Our own measurements also 

showed a similar modulation of total SOD activity by butyrate in normal colon epithelial cells but 

surprisingly no correlation between the individual SOD2 and total SOD activities of the donors was 

detectable (data not shown). Whereas in normal colon tissue the activity of SOD1 was reflected by 

that of total SOD, malignant tissue was marked by a significant correlation between SOD2 and total 

SOD activity (data not shown). 

Besides normal colon epithelium, SOD2 activity was also significantly increased in adenoma tissue, 

whose cells are one of the main targets in colon cancer chemoprevention. An up-regulation of 

SOD2 activity in normal and pre-cancerous colon tissue might probably be linked to increased 

protection and consequently the prevention of further transformation into malignant tumors. 

In cancer cells, no significant change in SOD2 activity has been observed after butyrate treatment, 

thereby demonstrating the restriction of butyrate’s anti-cancer properties to pre-cancerous lesions. 

Due to its tumor-promoting role [41], a down-regulation of SOD2 in (colon) tumors, however, would 

be desirable for improving the prognosis for patients [42] and increasing the effects of conventional 

anti-cancer therapies, such as radiation or chemotherapeutics [43].  

SOD enzymes work in conjunction with H2O2-removing enzymes, such as CAT [2]. This tight 

regulation was indirectly confirmed by (almost) significant correlations between the individual 

expression ratios of CAT and SOD2 protein in colon tissue after butyrate treatment. Although CAT 

mRNA and protein have been increased by butyrate, the catalytic activity remained unchanged in 

normal colon epithelium. In contrast, Yano and Tierney [44] as well as Sauer et al. [15] 

demonstrated an increase in CAT activity after butyrate application in rat smooth muscle cells and 

primary human colon epithelial cells that might be linked to a decrease of H2O2-initiated DNA 

damage, as observed by Rosignoli et al. [45] in isolated human colonocytes and HT29 colon 

cancer cells. In our study, preliminary investigations related to functional consequences failed to 

show any protective effect towards H2O2-induced genotoxicity, probably due to the absence of an 

increase in CAT activity after 12 h butyrate incubation. A decisive factor in this context seems to be 

the incubation period with the SCFA. Studies by Sauer et al. [15] and Rosignoli et al. [45] showed a 
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maximum increase in CAT activity and reduction of H2O2-induced DNA damage after much shorter 

incubation times (2 h and 15 min, respectively), pointing to a transient influence of butyrate in the 

gut. Indeed, after 8 h, the increase in CAT activity was less pronounced as compared to the effect 

observed after 2 h butyrate exposure [15]. Accordingly, a continuous consumption of fiber-rich 

foods appears to play an important role in the prolonged up-regulation of CAT activity in vivo. 

Due to the limited number of samples and large variation range, the incubation of adenoma and 

tumor colon samples with butyrate yielded no significant outcome. Nevertheless, as partly shown 

by our study and that from Stein et al. [46], transformed colon cells respond to butyrate by up-

regulating CAT expression and/or activity. An increase of CAT activity seems to be desirable since 

the H2O2-mediated process of metastasis might be stopped or at least slowed down [47]. 

Besides the regulatory influence of butyrate on gene expression, this study assessed the 

correlation between mRNA, protein and activity levels of antioxidant enzymes. Although an overall 

relationship between gene and protein expression is undisputed, in many cases gene expression is 

solely not a reliable parameter to predict the level of the corresponding protein [48]. This lack of 

correlation was also shown for CAT in colon tumor tissue in the present study. A significant 

relationship between both parameters, in contrast, could be demonstrated for SOD2 in malignant 

colon tumors, which is similar to the results of Chen et al. [49] investigating the cytosolic variant of 

SOD (SOD1) in lung adenocarcinoma. After butyrate treatment, for none of the enzymes, a 

significant correlation between the gene and protein expression rations could be identified; only for 

CAT, a tendency was recognized. However, when using the median expression values, significant 

correlations were identified for both enzymes, indicating that possibly the low number of tissue 

samples might be a limiting factor for the identification of significant associations. These results 

suggest that the expression of CAT protein is likely to be regulated at the transcriptional level or via 

an enhancement of CAT mRNA stability in colon tissues. An other important factor influencing 

correlations might be the use of human tissue samples, especially tumor samples which are 

composed of different proportions of malignant and non-malignant cells [50]. Since gene and 

protein expression analyses are only feasible by using different tissue strips of the same sample, 

deviations between the results are not surprising. With regard to this, Bryant et al. [51] showed that 

the effect of non-responding cells in a heterogeneous cell population, such as peripheral 

mononuclear blood cells, can dilute or obscure the detection of expression changes in an individual 

cell type depending on the gene of interest. Complex biological processes, such as 
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posttranscriptional and posttranslational modifications, protein complex formation, mRNA 

secondary structures or different biological or experimental mRNA and protein half-lives are further 

factors that might affect the relative mRNA and protein ratios of different genes to various degrees 

[48,52]. During H2O2 exposure, CAT mRNA, for example, is stabilized through p38 mitogen-

activated protein kinase, resulting in the up-regulation of the antioxidant enzyme [53]. Furthermore, 

CAT is phosphorylated at specific tyrosine residues by members of the Abelson family [54]. A 

decrease of SOD2 activity can occur in response to peroxynitrite, a reactive nitrogen species, 

inducing nitration of the protein [55]. Additionally, culture conditions, duration of butyrate exposure 

or the choice of technological methods may also influence results. In conclusion, this study 

demonstrated potential chempreventive activity of butyrate on human colon epithelial cells besides 

previous studies using predominantly cancer cell lines. Nevertheless, consequences resulting from 

this modulation and the underlying mechanisms need to be fully evaluated, prospectively. 
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FIGURE LEDGENDS 

 

Figure 1. Basal SOD2 and CAT expression in differently transformed human colon tissues derived 

from individual colon cancer patients. Transcript levels of both antioxidant enzymes were analyzed 

using qPCR; protein levels were quantified in the same set of donors using Western blot. (A) 

Relative SOD2 mRNA levels in paired normal (filled circles), adenoma (open squares) and/or tumor 

(filled triangles) colon samples. (B) Representative example blot of SOD2 protein expression in 

paired normal (N), adenoma (A) and tumor (T) colon tissue of an individual donor. ß-actin served 

as internal loading control. (C) Relative SOD2 protein expression in paired normal (filled circles), 

adenoma (open squares) and/or tumor (filled triangles) colon samples. (D-F) Relative CAT mRNA 

and protein expression levels were analogously determined in the same tissue samples. In panels 

A, C, D and F data are listed by age of the patients (P) in ascending order; sex is indicated by 

lowercase (m, male; f, female). One patient was found with 2 tumors (T1, T2), only one of which 

provided evaluable protein expression data. For better visualization, mRNA and protein levels in 

normal and tumor samples were each connected by a line.  

 

Figure 2. Impact of butyrate on SOD2 expression in differently transformed human colon tissues. 

(A) Relative mRNA levels of SOD2 (filled triangles) were determined after butyrate application 

(10 mM, 12 h) in matched normal, adenoma and/or tumor colon tissues derived from individual 

colon cancer patients (P) using qPCR and compared to the respective medium controls (shown as 

dotted line) which were set to 1. (B) Relative SOD2 protein levels were analyzed after butyrate 

application (10 mM, 12 h) in matched normal, adenoma and/or tumor colon tissues using Western 

blot and compared to the respective medium controls (shown as dotted line) which were set to 1. 

For protein expression analyses, the same set of patients (P) was used. In addition, representative 

example blots are shown for each tissue type. Results in A and B are listed by age of the donors in 

ascending order. Sex is indicated by lowercase (m, male; f, female). One patient (P10) was found 

with two tumors (T1, T2). 

 

Figure 3. Impact of butyrate on CAT expression in differently transformed human colon tissues. (A) 

Relative mRNA levels of CAT (filled triangles) after butyrate application (10 mM, 12 h) in matched 

normal, adenoma and/or tumor colon tissues compared to the respective medium controls (shown 
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as dotted line) which were set to 1. (B) Relative CAT protein expression (filled triangles) in matched 

normal, adenoma and/or tumor colon tissues compared to the respective medium controls (shown 

as dotted line) which were set to 1. For details, please see description of figure 2. 

 

Figure 4. SOD2 activity in human colon tissues. The enzymatic activity of the mitochondrial isoform 

was measured in cell extracts using a commercially available SOD assay kit with the addition of 

3 mM sodium cyanide. (A) Basal SOD2 activity in paired normal (filled circles), adenoma (open 

squares) and/or tumor (filled triangles) colon tissue of individual donors. Data are arranged 

according to age of the patients (P) which is complemented by their sex (m, male; f, female). One 

donor (P10) had 2 tumors (T1, T2). For better visualization, activity levels in normal and cancer 

tissue were each connected by a line. (B) Age dependency of SOD2 activity in normal colon tissue. 

Each filled circle represents thereby one individual. (C-D) Fold changes in SOD2 activity in normal, 

adenoma and tumor colon tissues after application of butyrate (10 mM, 12 h). Medium controls 

were set to 1 and are indicated by dotted lines. In addition to the remaining samples of the original 

set of patients (filled triangles), tissue specimens of 8 further patients (open circles) with colorectal 

cancer or polyposis (P17) were included. Among them P14 was found with 2 tumors (T1, T2). For 

more details, please refer to figure 4A. 

 

Figure 5. CAT activity in human colon tissues. The catalytic activity of the H2O2 degrading enzyme 

was measured spectrophotometrically in cytosolic extracts by the method of Aebi [20] and 

normalized to the total protein content. (A) Basal CAT activity in paired normal (filled circles), 

adenoma (open squares) and/or tumor (filled triangles) colon samples. Data are arranged 

according to age of the patients (P) which is complemented by their sex (m, male; f, female). One 

donor (P10) had 2 tumors (T1, T2). For better visualization, activity levels in normal and cancer 

tissue were each connected by a line. (B) Correlation of CAT activity in normal colon epithelial cells 

with the age of donors. Each filled circle corresponds to one individual. (C) Changes in CAT activity 

(filled triangles) after butyrate exposure (10 mM, 12 h) relative to the medium control (filled 

squares) which was set to 1. Data are arranged according to age of the patients (P) which is 

complemented by their sex (m, male; f, female). P10 was found with 2 Tumors, indicated by T1 and 

T2. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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3 Weitere Ergebnisse 

3.1 Veränderung des SCFA-Profils nach In-vitro-Fermentation von 

Synergy1 

Im Unterschied zu Butyrat als Einzelsubstanz werden bei der bakteriellen Fermentation im 

Dickdarm weitere Metaboliten gebildet, weshalb die Verwendung von komplex 

zusammengesetzten Ballaststoffen besser den physiologischen Gegebenheiten 

entspricht. Um diese Polymere für In-vitro-Untersuchungen zugänglich zu machen, 

erfolgte die Herstellung eines sogenannten Fermentationsüberstandes (FÜ), der das 

Resultat eines in vitro durchgeführten Verdauungsprozesses und einer anschließenden 

Zentrifugation zur Abtrennung der nicht-wasserlöslichen Bestandteile darstellt. Die 

Verdauungssimulation des in dieser Arbeit verwendeten Kohlenhydrates Synergy1 

wurde dabei unter Anwendung des von Stein et al. (214) entwickelten „batch culture“ 

Modells mit geringfügigen Änderungen von Lux et al. (215) bezüglich der eingesetzten 

Synergy1-Fermentationsmenge und dem Gehalt an Gallensäuren im intestinalen Extrakt 

durchgeführt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Synergy1, der nur 

Fermentationspuffer enthielt (Leerkontrolle bzw. Blank).  

Die resultierenden FÜs wurden nachfolgend u. a. einer gaschromatographischen Analyse 

(AG Prof. Jahreis, Institut für Ernährungswissenschaften, Friedrich-Schiller-Universität 

Jena) zur Bestimmung ihres SCFA-Profils unterzogen (Tab. 1). Hierbei zeigte sich eine 

Zunahme der SCFA-Gesamtmenge nach der In-vitro-Fermentation von Synergy1 

(112 mM) im Vergleich zum Blank (32 mM), die mit einem signifikant vermindertem pH-

Wert einherging (pH Syn1 vs. Blank: 4,580,26 vs. 6,530,05, t-Test: p<0,01) (215). Zudem 

war eine Verschiebung der molaren Verhältnisse der SCFAs zugunsten der Bildung von 

Azetat und Butyrat zu beobachten (215). Die in dieser Arbeit verwendeten FÜs wurden in 

Zusammenarbeit mit Lux et al. (215) im Rahmen anderweitiger Untersuchungen generiert, 

deren Ergebnisse bereits publiziert sind. 

 

Tab. 1: Konzentrationen und molare Verhältnisse von SCFAs im Fäzeskontroll (Blank)- und 

Synergy1-Fermentationsüberstand (Syn1) nach In-vitro-Fermentation (215) 

  SCFA 

  Azetat Propionat i-Butyrat n-Butyrat i-Valeriat n-Valeriat Capronat Gesamt 

Syn1 mmol/l 70,7 8,8 0,7 28,0 0,9 2,1 0,8 112,0 

 % 63,1 7,9 0,6 25,0 0,8 1,9 0,7 100,0 

Blank mmol/l 16,3 6,1 1,2 5,0 1,8 1,3 0,5 32,2 

 % 50,6 19,0 3,7 15,5 5,6 4,0 1,6 100,0 

Syn1/ 

Blank 
 4,3 1,4 0,6 5,6 0,5 1,6 1,6  

%Syn1/

%Blank 
 1,2 0,4 0,2 1,6 0,1 0,5 0,4  
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3.2 Zytotoxizität von in vitro fermentiertem Synergy1 

Die Ermittlung des subtoxischen Konzentrationsbereiches der FÜs für primäre 

Kolonepithelzellen wurde unter Verwendung des Trypanblauausschlusstests 

durchgeführt. Der Test beruht auf der Membranintegrität intakter Zellen, die für den 

Farbstoff undurchlässig sind. Tote oder geschädigte Zellen hingegen akkumulieren den 

Farbstoff und werden dadurch dunkelblau gefärbt. Für den Test wurden die Zellen des 

normalen Kolonepithels zunächst mit Hilfe eines enzymatischen Verdaus (Proteinase K, 

Collagenase P) vereinzelt und anschließend mit den FÜs (0-20 %) über einen Zeitraum 

von 1-12 h bei 37 °C inkubiert. Die Ergebnisse zeigten eine zeitabhängige Abnahme der 

Zellzahl als Folge der In-vitro-Kultivierung. Während diese nach 12 h nur noch etwa 10 % 

der ursprünglich eingesetzten Zellzahl (0 h) betrug (Abb. 3A), sank die Vitalität der Zellen 

im Vergleich nur um maximal 22 % (Abb. 3B). Die FÜs des in vitro fermentierten 

Kohlenhydrates Synergy1 und des dazugehörigen Kontrollansatzes (Blank) führten dabei 

unabhängig von der eingesetzten Konzentration zu keiner zusätzlichen Veränderung der 

Anzahl der Zellen über die gesamte Inkubationsdauer (1-12 h) (Abb. 3A). Gleichermaßen 

unbeeinflusst blieb die Vitalität der Kolonzellen mit Ausnahme derjenigen, die der 

höchsten Konzentration (20 %) des FÜ Synergy1 exponiert waren (Abb. 3B). Die 

Ergebnisse weisen im Vergleich zur geringsten Konzentration auf eine signifikant 

reduzierte Vitalität (1 h) hin und damit möglicherweise auf eine zytotoxische Wirkung des 

FÜ Synergy1 in Konzentrationen von mehr als 10 %.  

Beide Parameter wurden darüber hinaus auch nach 2 h Inkubation mit den FÜs bestimmt. 

Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen 1 und 2 h wurde jedoch auf eine 

Darstellung der Daten zur Zellzahl und Vitalität nach 2 h verzichtet. 
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Abb. 3: Zytotoxität des Synergy1- und Fäzeskontrollüberstandes (Blank) in normalen 

Kolonzellen nach 1, 4 und 12 h. Primäre Kolonepithelzellen von drei individuellen Spendern 

wurden nach ihrer Vereinzelung mit Fermentationsüberstanden (FÜs) des Kohlenhydrates 

Synergy1 und der Kontrolle in Konzentrationen von 0-20 % für die angegebenen Zeiträume 

behandelt. (A) Zellzahl und (B) Vitalität wurden anschließend mittels des 

Trypanblauausschlusstests bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen 

Konzentrationen der FÜs wurden mit Hilfe des Friedman-Tests ermittelt: *p<0,05.  

 

3.3 Basale Expression der GST-Isoformen P1 und M2 sowie GST-

Gesamtaktivität in normalem und malignem Kolongewebe 

GSTs besitzen aufgrund ihrer Entgiftungsfunktion eine große Bedeutung für den Schutz 

von Geweben vor toxischen oder karzinogenen Einflüssen (216). Mittels Real-time PCR, 

Western Blot und einem GST-Aktivitätsassay (nach Habig et al. (217)) wurde zunächst 

untersucht, wie sich die mRNA- und Proteinexpression der GSTP1 und GSTM2 sowie die 

Gesamtaktivität während der Adenom-Karzinom-Sequenz kolorektaler Tumore verändert. 

Hierfür standen insgesamt 11 gepaarte Normal- und Tumorgewebeproben zur Verfügung, 

die aufgrund ihres z. T. geringen Probenvolumens nur in einer begrenzten Anzahl der 

Fälle eine gleichzeitige Analyse mehrerer Parameter (mRNA, Protein, Aktivität) ermöglicht 

haben. Bei den Geweben handelt es sich um Resektionsmaterial, für dessen 

wissenschaftliche Verwendung die Patienten zuvor ihr ausdrückliches Einverständnis 

erklärt hatten. Ein Patient wies dabei neben einem malignen Tumor drei Polypen bzw. 

Adenome auf, die ebenfalls partiell in die Untersuchungen (Protein, Aktivität) einbezogen 

wurden. Die Genexpressionsanalysen (qPCR) zeigten eine median 1,31-fach erhöhte 

GSTP1-Transkriptmenge in den Kolontumorproben im Vergleich zum angrenzenden 

Normalgewebe (p=0,07), während die mRNA-Expression der GSTM2 tendenziell 
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vermindert war (median 0,38-fach, p=0,08) (Abb. 4A). Nachfolgende 

Proteinexpressionsanalysen konnten eine Überexpression der GSTP1 jedoch nicht 

bestätigen und zeigten median keinen Unterschied zwischen Normal- und Tumorgewebe 

(Fold Change Tumor vs. Normal: 1,03; p=0,97; Abb. 4B). Im Unterschied zu GSTP1, 

welche die Haupt-Isoform in den Kolonozyten repräsentiert, war GSTM2 im 

Normalgewebe um mindestens eine Zehnerpotenz geringer exprimiert. Aufgrund der 

geringen Expressionsmenge und den mitunter niedrigen Gesamtproteinkonzentrationen 

der Zytosole ergaben sich Schwierigkeiten bei der Detektion des Proteins mittels Western 

Blot. Die wenigen verfügbaren Ergebnisse lassen bisher keine fundierten Aussagen zu 

(Abb. 4B). Signifikante Veränderungen der GST-Proteinexpression konnten auch im 

Adenomgewebe aufgrund der begrenzten Anzahl an Proben nicht verzeichnet werden. 

Folglich wurden ebenso keine Unterschiede zwischen der GST-Gesamtaktivität in allen 

drei Gewebetypen gefunden (p>0,05; Abb. 4C). Dennoch wiesen drei der vier Adenome 

eine leicht erhöhte Aktivität im Vergleich zum dazugehörigen Normalgewebe auf, während 

das maligne Gewebe konträre Ergebnisse zeigte. Bei sechs der neun untersuchten 

Patienten wurde median eine 23 % geringere GST-Gesamtaktivität im Tumorgewebe 

gemessen als im normalen Darmepithel. Diese Abnahme könnte im Zusammenhang mit 

der tendenziell verminderten Menge des GSTM2-Enzyms stehen, die auf mRNA-Ebene in 

den gleichen Tumorproben beobachtet worden war. GST-Isoenzyme der Mü-Klasse 

setzen hierbei bevorzugt 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol, welches als Substrat bei der Reaktion 

dient, um (153). 
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Abb. 4: Basale Expression der GSTP1 und GSTM2 sowie Gesamtaktivität von GSTs im 

Kolongewebe individueller Spender. Die (A) mRNA-Expression der einzelnen Isoenzyme wurde 

unter Verwendung genspezifischer Primer mittels qPCR in gepaartem Normal- und Tumorgewebe 

(n=9 Spender) ermittelt (GUS, ß-Glucuronidase). Der (B) Nachweis der korrespondierenden 

Proteine erfolgte mittels Western Blot (n=11 bzw. 3 Spender). Die Ergebnisse beider 

Untersuchungen wurden jeweils als vielfache Veränderung im Vergleich zu den jeweiligen 

Normalgeweben (=1) dargestellt (Fold Change; —, mediane Expression). Daraus resultierende (C) 

Veränderungen des Aktivitätsniveaus wurden anhand der Messung der GST-Gesamtaktivität 

bestimmt. Die Legende zeigt hierbei das Alter und Geschlecht (w, weiblich; m, männlich) jedes 

Spenders (n=9) an.  

 

3.4 Einfluss von Butyrat und in vitro fermentiertem Synergy1 auf die 

Expression von GSTP1 und GSTM2 sowie die GST-Gesamtaktivität in 

normalem und malignem Kolongewebe 

Die Messung der Expression und/oder Aktivität von GSTs stellt einen wichtigen 

Parameter zur Charakterisierung des chemopräventiven Potenzials von 

nahrungsrelevanten oder pharmakologisch wirksamen Substanzen dar (216). Butyrat 
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(10 mM, 12 h) führte im Normalgewebe zu einer Induktion der GSTP1-Expression, die 

jedoch nur auf mRNA-Ebene Signifikanz erlangte (Abb. 5A). Acht von neun untersuchten 

Spendern im Alter zwischen 51 und 92 Jahren zeigten 1,28-fach bis 1,67-fach erhöhte 

Transkriptmengen des Phase II-Enzyms (medianer Fold Change aller Spender: 1,46, 

p<0,01), wobei nur 6 von insgesamt 12 Spendern eine erhöhte Proteinmenge im 

Vergleich zur Kontrolle (Medium) aufwiesen (medianer Fold Change GSTP1-Protein: 

1,21, p=0,27; Abb. 5B). Ähnlich wie Butyrat bewirkten auch FÜ Blank und FÜ Synergy1 

eine Zunahme der GSTP1 mRNA-Menge in normalen Kolonepithelzellen (Abb. 5A). Der 

Anstieg blieb aufgrund der geringen Spenderzahl jedoch ohne statistische Relevanz 

(medianer Fold Change Blank vs. Medium: 1,27; p=0,44; medianer Fold Change Syn1 vs. 

Blank: 1,17; p=1,00) und Folgen für die Expression des dazugehörigen Proteins 

(Abb. 5B). Im Adenom (nur Protein)- und Tumorgewebe konnten weder Butyrat noch FÜ 

Blank oder Synergy1 eine signifikante Veränderung der GSTP1-Expression erzielen 

(Abb. 5A und B).  

 

 

Abb. 5: Einfluss von Butyrat und komplexen Fermentationsüberständen auf die Expression 

der GSTP1 in verschieden transformierten Kolongeweben. Die (A) mRNA-Expression der 

GSTP1 wurde nach Behandlung (12 h) der gepaarten Normal- und Tumorgewebeproben 

(n=9 Spender) mit Butyrat (10 mM), FÜ Blank (10 %) und FÜ Synergy1 (10 %) unter Verwendung 

genspezifischer Primer mittels qPCR erfasst (GUS, ß-Glucuronidase). Die (B) Expression des 

GSTP1-Proteins wurde hingegen nach der Behandlung (12 h) mit den angezeigten Substanzen 

mittels Western Blot charakterisiert. Für die Analyse wurden Gewebeproben der gleichen Spender 

(n=9) und die dreier weiterer Patienten genutzt. Bei einem Kolonkrebspatienten wurden neben 

einem Karzinom noch drei Polypen bzw. Adenome entdeckt. Die Ergebnisse der Gen- und 

Proteinexpressionsanalysen wurden jeweils als vielfache Veränderung im Vergleich zu den 

entsprechenden Kontrollen (=1, gestrichelte Linie) dargestellt (Fold Change). Für die mit Butyrat 

bzw. FÜ Blank behandelten Gewebe diente jeweils ein Ansatz mit Medium als Kontrolle, während 

für die mit FÜ Synergy1-inkubierten Gewebe FÜ Blank als Referenz genutzt wurde. Die 

schwarzen, horizontalen Striche kennzeichnen jeweils den medianen Fold Change (But, Butyrat; 

Blank, Fermentationsüberstand des Blank; Syn1, Fermentationsüberstand von Synergy1; 

Wilcoxon matched pairs test: 10 mM Butyrat vs. Medium: **p<0,01). 
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Die Genexpression des GST-Isoenzyms M2 wurde sowohl im Normalgewebe als auch im 

malignen Gewebe des Kolons durch Butyrat moduliert (Abb. 6). Beide Gewebe reagierten 

mit einem signifikanten Anstieg der Transkriptmenge auf die Behandlung (mediane Fold 

Changes: 1,47 (Normal, p=0,01) und 1,77 (Tumor, p=0,03); Abb. 6A). Eine ähnliche, aber 

insignifikante Induktion konnte auch auf Proteinebene des Enzyms beobachtet werden 

(mediane Fold Changes: 1,67 (Normal, p=0,22); 1,33 (Tumor, p=0,25); Abb. 6B). Zu 

berücksichtigen ist hierbei, dass der zur Immundetektion verwendete Primärantikörper 

neben GSTM2 auch die Isoform M1 erkennt. Aufgrund der geringen Spenderzahl bleiben 

die Veränderungen des GSTM-Proteinniveaus vorerst jedoch ohne Relevanz. Im 

Unterschied zu Butyrat zeigten weder FÜ Blank noch Synergy1 einen signifikanten 

Einfluss auf die Expression von GSTM2 in beiden Kolongeweben (Abb. 6A und B). 

Lediglich die Applikation des FÜ Blank führte im Normalgewebe mehrheitlich (5/6) zu 

einer Zunahme an GSTM2-Transkripten (p=0,31). Für die Adenomgewebeproben konnten 

bisher keine verwertbaren Ergebnisse generiert werden. 

 

 
Abb. 6: Einfluss von Butyrat und komplexen Fermentationsgemischen auf die Expression 

von GSTM2 in verschieden transformierten Kolongeweben. Die (A) mRNA-Expression der 

GSTM2 wurde nach Behandlung (12 h) der gepaarten Normal- und Tumorgewebe mit Butyrat 

(10 mM), FÜ Blank (10 %) und FÜ Synergy1 (10 %) unter Verwendung genspezifischer Primer 

mitttels qPCR erfasst (GUS, ß-Glucuronidase). Die (B) Expression des dazugehörigen Proteins 

wurde hingegen mit Hilfe eines weniger spezifischen Primärantikörpers detektiert, der neben 

GSTM2 auch GSTM1 erkennt. Der Nachweis von GSTM1/M2 konnte unter den gegebenen 

Bedingungen nur in einem Teil (n=3-6) der ex vivo behandelten Proben erbracht werden. Sowohl 

für die mRNA- als auch Proteinexpressionsanalysen wurden mit einer Ausnahme Gewebeproben 

der gleichen Spender (n=9) verwendet. Die Ergebnisse beider Untersuchungen wurden jeweils als 

vielfache Veränderung (Fold Change) im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen (=1, 

gestrichelte Linie) dargestellt. Die mediane Veränderung jeder Behandlung ist durch einen 

schwarzen, horizontalen Strich angezeigt, während individuelle Reaktionen durch Symbole 

gekennzeichnet sind (But, Butyrat; Blank, Fermentationsüberstand des Blank; Syn1, 

Fermentationsüberstand von Synergy1; Wiloxon matched pairs test: 10 mM Butyrat vs. Medium: 

*p<0,05). 
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Zusätzlich zur Gen- und Proteinexpression beider GST-Isoenzyme wurden mögliche 

Veränderungen der GST-Gesamtaktivität durch die Darmfermentationsprodukte bestimmt. 

Im Unterschied zu dem beobachteten Anstieg von GSTP1 und GSTM2 verminderte 

Butyrat (10 mM, 12 h) die enzymatische Gesamtaktivität im Normalgewebe (Abb. 7). Der 

zwar nur marginale Abfall der Aktivität von median 20 % erwies sich jedoch aufgrund des 

nahezu einheitlich veränderten GST-Aktivitätsmusters (8/10 Spender) als signifikant. Eine 

gegenteilige Wirkung auf das normale Darmepithel scheint hingegen der komplexe FÜ 

Synergy1 zu haben. Fünf der insgesamt 7 Normalgewebe, die gegenüber FÜ Synergy1 

exponiert gewesen sind, wiesen eine median 11 % höhere, wenngleich nicht signifikante 

(p=0,11), Aktivität auf im Vergleich zu den mit Blank-behandelten Kontrollgeweben. Der 

Blank selbst sowie Butyrat in einer weiteren Konzentration von 2 mM blieben ohne einen 

nachweislichen Effekt. 

In den gepaarten Tumorgeweben hatte keine der getesteten Verbindungen bzw. 

Fermentationsüberstände einen signifikanten Effekt auf die GST-Gesamtaktivität (Abb. 7). 

Lediglich Butyrat (10 mM, 12 h) führte zu einem tendenziellen Anstieg (8/10; medianer 

Fold Change aller Spender: 1,24, p=0,1055) und zeigte damit, möglicherweise 

unterschiedliche Wirkungen auf beide Gewebearten zu haben. Ähnlich wie Butyrat als 

Einzelsubstanz, war auch FÜ Synergy1 in der Lage, die GST-Gesamtaktivität in der 

Mehrzahl der Tumorproben (4/7) zu erhöhen (p=0,30). Um diese Unterschiede statistisch 

zu sichern, werden allerdings mehr Gewebespender benötigt. Ein Einfluss der 

Testsubstanzen auf die GST-Gesamtaktivität des prämalignen Adenomgewebes konnte 

aufgrund der geringen Probenanzahl ebenfalls nicht ermittelt werden. 

 

Abb. 7: Einfluss von Butyrat und komplexen In-vitro-Fermentationsüberständen auf die 

GST-Gesamtaktivität in Tumor- und tumorfreiem Kolongewebe. Gepaartes Normal-, Adenom- 

und/oder Tumorgewebe von 10 Kolonkrebspatienten wurde zunächst mit Butyrat (2 und 10 mM), 

FÜ Blank (10 %) und FÜ Synergy1 (10 %) für 12 h ex vivo behandelt. Anschließend erfolgte die 
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Extraktion des enzymhaltigen Zytosols, welches nachfolgend für die Messung der GST-

Gesamtaktivität (mit 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol als Substrat) verwendet wurde. Individuelle 

Reaktionen auf die Behandlung wurden als vielfache Veränderung (Fold Change) im Vergleich zur 

jeweiligen Kontrolle (=1, gestrichelte Linie) dargestellt und sind durch ein Symbol angezeigt (But, 

Butyrat; Blank, Fermentationsüberstand des Blank; Syn1, Fermentationsüberstand von Synergy1; 

Wilcoxon matched pairs test: 10 mM Butyrat vs. Medium: *p<0,05).  

 

3.5 Einfluss von in vitro fermentiertem Synergy1 auf die Gen-Expression 

von COX-2, OPN, PKM2, HSP90ß sowie CAT und SOD2 im humanen 

Kolongewebe 

Neben den ausgewählten Isoenzymen der GSTs wurden auch die anderen Gene in dieser 

Arbeit in Ergänzung zu Butyrat bezüglich ihrer Regulierbarkeit durch den komplexen FÜ 

des Kohlenhydrates Synergy1 untersucht. Die Anzahl der analysierten Proben war dabei 

generell von der Verfügbarkeit des Gewebematerials abhängig, welches primär der 

Erfassung des chemopräventiven Potenzials von Butyrat diente. Die Behandlung (12 h) 

des Kolongewebes mit FÜ Synergy1 (10 %) hatte überwiegend Effekte zur Folge, die 

bisher ausschließlich auf mRNA-Ebene der untersuchten Zielgene deutlich wurde (Daten 

zur Proteinexpression nicht gezeigt). So führte das komplexe Fermentationsgemisch zu 

einer dem Butyrat vergleichbaren Reduktion der mRNA-Gehalte von OPN, COX-2 und 

PKM2, die im malignen Gewebe partiell Signifikanz erlangte (COX-2, PKM2) (Abb. 8). Die 

mRNA-Expression von HSP90ß wurde weder von Butyrat (mit Ausnahme des 

Normalgewebes) noch von FÜ Synergy1 signifikant beeinflusst. 

Weitere Modulationen ließen sich auch bei antioxidativ wirksamen Proteinen feststellen 

(Abb. 8). Während die mRNA-Expression des H2O2-abbauenden Enzyms CAT bei nahezu 

allen Spendern (8/9) durch FÜ Synergy1 in vitro im Normalgewebe erhöht werden 

konnte, hatte die Behandlung in den gleichen Gewebeproben einen gegenteiligen Effekt 

auf die Genexpression der mitochondrialen SOD2. Eine Abnahme der gleichnamigen 

Transkriptmenge konnte darüber hinaus auch in den dazugehörigen Tumorgeweben 

festgestellt werden. 
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Abb. 8: Einfluss von FÜ Synergy1 (10 %) auf die mRNA-Expression ausgewählter Zielgene 

in gepaartem Normal-, Adenom und/oder Tumorgewebe des Kolons im Vergleich zu Butyrat 

(10 mM). Die mRNA-Expression der Gewebe wurde nach Applikation der Testsubstanzen (12 h) 

mittels qPCR ermittelt und als Veränderung relativ zur jeweiligen Kontrolle (Medium oder FÜ Blank; 

gestrichelte Linie) dargestellt. Die Daten zum Einfluss von Butyrat sind als Teil eines Manuskripts 

(Publikation IV) bereits für eine Veröffentlichung vorbereitet und wurden aus Gründen der besseren 

Vergleichbarkeit und Anschaulichkeit in der Abb. ergänzt (FÜ Syn1, Fermentationsüberstand von 

Synergy1; COX-2, Cyclooxygenase-2; OPN, Osteopontin; PKM2, Pyruvatkinase M2; HSP90ß, 

Hitzeschockprotein 90ß; CAT, Katalase; SOD2, Superoxiddismutase 2; GUS, ß-Glucuronidase; 

Wilcoxon matched pairs test: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; #p<0,1 (Tendenz); n=9-20 Spender). 

 

3.6 Einfluss von Butyrat auf die alpha-Defensin mRNA-Expression im 

Normal- und Tumorgewebe des humanen Kolons 

Antimikrobielle Peptide spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr und 

schützen die intestinale Mukosa vor Invasion und Adhärenz von pathogenen sowie 

kommensalen Bakterien (218). Die protektiven Eigenschaften von Butyrat hinsichtlich der 

Regulation zellulärer Schutzmechanismen lassen dabei vermuten, dass möglicherweise 

auch ein Einfluss auf die alpha-Defensine HNP1-3 und HD6 besteht. Ziel der vorliegenden 

Untersuchung war es deshalb, mögliche Veränderungen im mRNA-Expressionsmuster 

dieser Defensine mittels qPCR in humanem Kolongewebe (Normal und Tumor) nach 

Butyrat-Applikation (10 mM, 12 h) zu erfassen. Die kurzkettige Fettsäure führte dabei 

mehrheitlich (7/11) zu einem Anstieg der DEFA6-Transkriptmenge im normalen 

Kolonepithel (medianer Fold Change: 1,6; p=0,17), während im Tumorgewebe kein 
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generelles Expressionsmuster erkennbar war (p=0,24) (Abb. 9). Im Unterschied zu 

DEFA6 konnten DEFA1-3 bedingt durch ihre prinzipielle Lokalisation in den neutrophilen 

Granulozyten nur bei wenigen Spendern (n=5) detektiert werden (Abb. 9), so dass kein 

tendenzieller Einfluss von Butyrat auf DEFA1-3 feststellbar war. Im malignen Gewebe 

hingegen wurde eine Zunahme der DEFA1-3 Transkriptmenge verzeichnet (medianer 

Fold Change: 1,31), die jedoch vorerst ohne signifikante Bedeutung bleibt (p=0,55) 

(Abb. 9). 

 

Abb. 9: Einfluss von Butyrat auf die Genexpression von alpha-Defensinen im Normal- und 

Tumorgewebe des Kolons individueller Spender. Veränderungen der Transkriptmenge wurden 

nach Butyratbehandlung (10 mM, 12 h) der gepaarten Gewebe mittels qPCR erfasst und als 

Vielfaches (Fold Change) im Vergleich zur Kontrolle (Medium, gestrichelte Linie) dargestellt. Jeder 

Spender ist durch sein Alter und Geschlecht (w, weiblich; m, männlich) charakterisiert (GUS, ß-

Glucuronidase; Wilcoxon matched pairs test, n=5-11 Spender). 
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3.7 Modulation der Aktivität von SOD1 durch Butyrat im humanen Kolon 

In Ergänzung zu den Untersuchungen der SOD2-Expression und -Aktivität in kolorektalen 

Tumoren (Publikation IV) wurde die Aktivität der SOD1 sowie die Gesamt-Aktivität der 

Superoxiddismutasen im Kolonadenom- und Kolontumorgewebe ermittelt. Die Messung 

erfolgte spektralphotometrisch bei 450 nm unter Verwendung eines kommerziell 

erhältlichen Superoxiddismutase Assay Kits (Artikelnummer 706002, Cayman Chemical). 

Durch Differenzbildung zwischen der Gesamt-SOD- (ohne NaCN) und SOD2-Aktivität (mit 

NaCN) wurde folglich die Aktivität Cu/Zn- und Fe-haltiger SOD-Isoformen ermittelt. Da 

FeSOD ausschließlich in Bakterien, Protisten und Pflanzen nachgewiesen wurde (219), ist 

die restliche Aktivität in den Ansätzen der SOD1 zuzuschreiben. 

Abbildung 10 gibt einen Überblick über die Veränderungen (Fold Change) der SOD-

Aktivität in den verschieden transformierten Kolongeweben. Während die verfügbaren 

Adenomproben keinen signifikanten Unterschied zum Normalgewebe aufwiesen 

(Abb. 10A), zeigten Kolontumore eine 1,5-fach und signifikant erhöhte SOD2-Aktivität 

(Abb. 10B). Eine leichte, jedoch insignifikante, Aktivitätsabnahme konnte dagegen für die 

SOD1 verzeichnet werden. Interessanterweise korrelierten hierbei die individuellen 

Veränderungen des zytosolischen Enzyms positiv mit denen der Gesamt-SOD in beiden 

Geweben (Adenom: r=0,79, p=0,048; Tumor: r=0,60, p=0,02). 

Stärker im Fokus als die basale Aktivität stand jedoch die Induzierbarkeit des 

antioxidativen Enzymsystems in gesunden Zellen. Neben der signifikanten Steigerung der 

Aktivität von SOD2 (Publikation IV), bewirkte Butyrat (10 mM) einen Anstieg der im 

Zytosol lokalisierten SOD1 (median 1,25-fach, 9/14), der sich gleichermaßen in einer 

erhöhten Gesamt-SOD Aktivität (median 1,32-fach) widerspiegelte (Abb. 11A). Mit 

Ausnahme der SOD1 erreichten alle Veränderungen ein signifikantes Niveau. 

Korrelationsanalysen zeigten darüber hinaus, dass Veränderungen der SOD1-Aktivität gut 

durch die der Gesamt-SOD reflektiert werden (r=0,93, p<0,0001). Weitere 

Zusammenhänge zwischen individueller SOD2 und Gesamt-SOD oder SOD1 und SOD2 

wurden hingegen nicht gefunden. 

Eine ähnliche Aktivitätssteigerung konnte ebenso im Adenomgewebe beobachtet werden. 

Hier führte Butyrat im Mittel zu einer Induktion beider SODs (SOD2: median 1,52-fach, 

p<0,05; SOD1: median 1,45-fach, p=0,16), die sich wiederum in einer erhöhten 

Gesamtaktivität (median 1,49-fach, p<0,05) widerspiegelte (Abb. 11B). Ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen den Veränderungen der Aktivitäten von SOD1 und Gesamt-

SOD wurde auch im Kolonadenomgewebe bestätigt (r=0,89, p<0,05).  

Tumore zeigten hingegen eine größere Variabilität gegenüber Butyrat und ließen bisher 

kein generelles Aktivitätsmuster erkennen (Abb. 11C). Bei dieser Gewebeart wurde im 
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Unterschied zu den nicht-malignen Geweben eine signifikante Korrelation zwischen SOD2 

und Gesamt-SOD festgestellt (r=0,77, p<0,01). 

 

 

Abb. 10: Basale SOD-Aktivität in (A) Kolonadenomen und (B) -karzinomen im Vergleich zum 

normalen Kolonepithel. Die Messung der Aktivität erfolgte spektralphotometrisch (450 nm) mit 

und ohne Zusatz von NaCN (3 mM, spezifischer SOD1-Inhibitor) nach Extraktion der 

zytosolhaltigen Gewebeextrakte. Die enzymatische Aktivität wurde auf den jeweiligen Proteingehalt 

der Probe normalisiert und als Vielfaches (Fold Change) der Aktivität des normalen Kolonepithels 

(=1, gestrichelte Linie) dargestellt. Die Daten zur Aktivität der SOD2 sind dabei bereits als Teil 

eines Manuskriptes (Publikation IV) für eine Veröffentlichung vorbereitet; sie wurden jedoch aus 

Gründen der besseren Vergleichbarkeit und Anschaulichkeit in die Abb. aufgenommen. Jeder 

Spender ist durch sein Alter und Geschlecht (x-Achse) charakterisiert (w, weiblich; m, männlich; A1 

bzw. T1, Adenom 1 bzw. Tumor 1; A2 bzw. T2, Adenom 2 bzw. Tumor 2 usw.; (n) Nummerierung 

von Spendern gleichen Alters und Geschlechts; SOD, Superoxiddismutase; Wilcoxon matched 

pairs test: *p<0,05, **p<0,01; n=7-16).  
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Abb. 11: Modulation der SOD-Aktivität durch Butyrat im malignen und nicht-malignen 

Kolongewebe. Die Messung der SOD-Aktivität erfolgte mit und ohne Zusatz von NaCN (3 mM, 

spezifischer SOD1-Inhibitor) spektralphotometrisch bei 450 nm nach der Behandlung (12 h) der (A) 

Normal-, (B) Adenom- und (C) Kolongewebeproben mit 10 mM Butyrat. Die Werte wurden auf den 

dazugehörigen Proteingehalt der Proben normalisiert und als Vielfaches (Fold Change) im 

Vergleich zur Mediumkontrolle (=1, gestrichelte Linie) dargestellt. Jeder Spender ist durch sein 

Alter und Geschlecht (w, weiblich; m, männlich) gekennzeichnet. Die Daten zur Aktivität der SOD2 

sind dabei bereits Teil eines zur Veröffentlichung vorbereiteten Manuskripts (Publikation IV) und 

wurden aus Gründen der besseren Vergleichbarkeit und Anschaulichkeit in die Abb. aufgenommen 

(A1 bzw. T1, Adenom 1 bzw. Tumor 1; A2 bzw. T2, Adenom 2 bzw. Tumor 2 usw.; (n) 

Nummerierung von Spendern gleichen Alters und Geschlechts; SOD, Superoxiddismutase; 

Wilcoxon matched pairs test: *p<0,05; n=6-15 Spender). 
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4 Diskussion 

Von 2008 bis Anfang 2012 wurden von insgesamt 69 Dickdarmkrebs- und Polypose-

Patienten Gewebeproben des Kolons bearbeitet, die den Ausgangspunkt für die 

Untersuchungen dieser Arbeit bildeten. Die Mehrzahl der Normal-, Adenom- und/oder 

Tumorgewebeproben stammt dabei aus den Jahren 2008 und 2009. Proben von 

60 Patienten lieferten ausreichend Gewebe, welches neben der Analyse der 

Basalexpression einer Behandlung mit Butyrat und in vitro fermentiertem Synergy1 

unterzogen wurde. Zu stark degradierte Proben-RNA, eine abweichende Diagnose oder 

die nachträgliche Information über eine durchgeführte Bestrahlungsbehandlung haben 

jedoch dazu geführt, dass nur Gewebematerial von insgesamt 51 Patienten für die 

verschiedenen Untersuchungen verwendbar war. 

Die Nutzung von humanem Primärgewebe in Kultur bietet im Unterschied zu den häufig 

verwendeten Tumorzelllinien die einzigartige Möglichkeit, direkte Effekte von Butyrat oder 

anderen Fermentationsprodukten auf die eigentlichen Zielzellen der Kolonkarzinogenese 

und damit assoziierte Mechanismen der Chemoprävention ex vivo zu untersuchen. An die 

Durchführung derartiger Analysen werden allerdings besondere Anforderungen gestellt, 

wie z. B. eine sehr gute Kooperation mit einer lokalen Klinik sowie eine äußerst flexible 

Gestaltung des experimentellen Alltags. Diese wird durch die Abhängigkeit der 

Bereitstellung des Probenmaterials vom Operationsplan der Klinik notwendig. 

 

4.1 Basale Expression ausgewählter Gene in humanen Kolontumoren 

Die Entwicklung maligner Kolontumore erfolgt in einem mehrstufigen Prozess, der mit 

Veränderungen in der DNA und der Fehlregulation von Genen einhergeht. Neben 

genetischen Anomalitäten wurde mittels gen- und proteinexpressionsanalytischer 

Verfahren eine Vielzahl an Genen bzw. Proteinen identifiziert, die unterschiedliche 

Expressionsmuster im normalen und malignen Kolongewebe aufweisen. Bianchini und 

Kollegen (220) identifizierten in diesem Zusammenhang 1306 bekannte Gene mit einer 

veränderten Expression, die häufig in die Zellteilung oder Apotose-Inhibition involviert 

sind. Die Mehrzahl der in dieser Arbeit untersuchten Transkripte wurde überexprimiert in 

Kolontumoren gefunden (Publikation I, II, III, IV, weitere Ergebnisse). Dabei kann ferner 

zwischen Genen mit hoher bzw. starker Überexpression (OPN, COX-2) und Genen mit 

einem leichten bzw. moderaten Expressionsanstieg (PKM2, HSP90ß, SOD2, GSTP1, 

DEFA1-3, DEFA6) unterschieden werden. Gene wie CAT und GSTM2 zeigten dagegen 

eine verminderte mRNA-Expression, die ebenso wie die der oben genannten Gene von 

Bedeutung für das Tumorwachstum ist. Derartige Veränderungen im Expressionsmuster 

sind für diese Gene bereits bekannt und konnten durch die Ergebnisse der vorliegenden 
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Analyse, welche im Vergleich zu vielen anderen Studien ein kleineres Probandenkollektiv 

genutzt hat, bestätigt und darüber hinaus ergänzt werden. Während COX-2 (75,76), 

OPN (53), PKM2 (97,221), HSP90ß (109,222), DEFA1-3 (119,223,224), DEFA6 (128) und SOD2 (225,226) 

in Kolontumoren einheitlich als überexprimiert beschrieben werden, gibt es beispielsweise 

für CAT divergierende Ergebnisse (149-151,227). Diese zeigen jedoch mehrheitlich eine 

verminderte Aktivität in Kolontumoren und befinden sich somit im Einklang mit den Daten 

zur Genexpression des antioxidativen Enzyms. Erhöhte Transkriptmengen von PKM2, 

HSP90ß und DEFA6 wurden darüber hinaus in dieser Arbeit in Kolonadenomen 

festgestellt und deuten auf eine frühe Beteiligung der korrespondierenden Proteine an der 

Kolonkarzinogenese oder einen negativen Feedback-Mechanismus hin.  

Von größerer Bedeutung als die vorliegende Transkriptmenge ist jedoch die Expression 

der korrespondierenden Proteine, die die eigentlichen Akteure im zellulären Metabolismus 

sind. Hierbei zeigte sich, dass die mRNA-Expression einzelner Gene ein eher 

unverlässlicher Parameter ist, um Veränderungen auf Proteinebene vorherzusagen 

(Publikation II, III, IV, weitere Ergebnisse). Dennoch konnte für SOD2 und PKM2 neben 

den erhöhten Transkriptleveln ein simultaner Anstieg der jeweiligen Proteinexpression in 

Adenomen und Tumoren nachgeweisen werden, der sich im Tumorgewebe als signifikant 

erwies. Proteine wie CAT, GSTP1 und HSP90ß, die anhand der vorliegenden Daten 

ebenso für einen Vergleich beider Parameter herangezogen werden konnten, zeigten im 

Unterschied zur mRNA-Ebene keine signifikanten Veränderungen ihrer jeweiligen 

Expression zwischen malignem und normalem Gewebe. Möglicherweise durch die 

Verwendung größerer Probandenkollektive ließ sich in anderen Untersuchungen jedoch 

eine Repression (CAT) oder Überexpression (GSTP1) dieser Proteine feststellen, die mit 

den Ergebnissen zur mRNA-Expression in dieser Arbeit übereinstimmen (170,228,229). 

Obwohl für HSP90ß ebenso eine Überexpression in Kolontumoren beschrieben 

wurde (109), gelang es in einer vorhergehenden Studie von Radeva (222) und in dieser Arbeit 

nicht, diese auf Proteinebene zu bestätigen. Die scheinbar widersprüchlichen 

Veränderungen auf beiden Expressionsebenen lassen den Einfluss posttranskriptioneller 

Regulationsmechanismen vermuten und wurden bereits von anderen Autoren für viele 

spezifische Gene in malignen und normalen Zellen dokumentiert (230,231). Weitere 

Ausführungen hierzu sind im Kapitel 4.3 zu finden. 

 

4.1.1 DEFA6-Expression im Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz kolorektaler Tumore 

Defensine sind allgemein als antimikrobielle Peptide bekannt, die jedoch auch durch ihre 

erhöhte Expression bei verschiedenen Tumorerkrankungen zu Aufmerksamkeit 

gelangten. Im Unterschied zu Tumoren existieren bislang allerdings nur wenige Studien, 

die Auskunft über eine mögliche Expression von Defensinen in prämalignen Stadien der 
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Kolonkanzerogenese (z. B. Polypen, Adenome) geben (224). Die vorliegende Studie konnte 

neben einer signifikant erhöhten DEFA6-Transkriptmenge im Kolontumorgewebe zum 

ersten Mal einen massiven Anstieg (100-fach) des enterischen Defensins in 

Kolonadenomen zeigen und DEFA6 damit als einen potenziellen Marker identifizieren, der 

zur Diagnose prämaligner Tumorstadien herangezogen werden könnte (Publikation I). 

Vorhergehende Studien hatten DEFA6 aufgrund der erhöhten mRNA-Mengen in 

Kolontumoren bereits als einen potenziellen Marker für maligne Tumore des Kolons 

beschrieben. Nam et al. (128) hatten hierbei gezeigt, dass Kolontumore im Vergleich zu 

anderen Tumorarten DEFA6 etwa 5-mal so häufig exprimieren. Damit besitzt DEFA6 zum 

einen das Potenzial, spezifisch die Anwesenheit maligner Veränderungen der 

Kolonmukosa anzuzeigen und zum anderen mit weitaus größerer Empfindlichkeit auf das 

Vorhandensein prämaligner Läsionen hinzuweisen. Um sich als Tumormarker oder 

Marker für prämaligne Tumorstadien zu etablieren, sollte das Protein allerdings in 

ausreichender Menge von den Zellen sekretiert werden, so dass es idealerweise im 

Serum von betroffenen Patienten nachgewiesen werden kann. Für Kolonkrebspatienten 

konnte dieser Nachweis bereits erbracht werden (128), dennoch fehlen bislang groß 

angelegte klinische Studien. Bei Adenompatienten ist die Untersuchung des Blutes 

hingegen schwieriger, da Veränderungen des Kolonepithels in diesem Stadium meist 

komplikations- und beschwerdefrei sind und dementsprechend erst diagnostiziert werden, 

wenn die maligne Transformation bereits stattgefunden hat. Folglich existieren bislang 

keine Daten zum HD6 (Protein)-Gehalt im Serum von Patienten mit einem 

diagnostizierten Adenom. 

Welche Rolle der Anstieg von DEFA bzw. HD6 in der Entwicklung kolorektaler Karzinome 

spielt, ist bisher unbekannt. Eine Studie von Pagnini et al. (232) hat allerdings gezeigt, dass 

Kolonadenome neben einer Überexpression enterischer Defensine eine reduzierte Anzahl 

an adhärenten Bakterien aufweisen. Die Expression der Defensine könnte hierbei sowohl 

als Ursache als auch als Folge mit möglicherweise schützender Funktion gegen invasive 

Bakterien betrachtet werden. 

DEFA6 ist darüber hinaus als Zielgen des Wnt-Signalweges beschrieben worden (31). 

Dieser ist essentiell für die Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase und führt bei 

konstitutiver Aktivierung zur Initiation der Tumorgenese (131). Mehr als 80 % aller 

kolorektalen Adenome weisen dabei Mutationen im APC-Gen auf, die mehrheitlich zu 

einem verkürzten Protein führen. Seltener wurden hingegen Mutationen in anderen 

Signalmolekülen, wie beispielsweise ß-Catenin und/oder Axin2, festgestellt, die ebenso 

ursächlich für eine Hyperaktivierung des Wnt-Signalweges sein können (233). Die hohe 

Expression von DEFA6 könnte demnach die Folge eines aktivierten Wnt-Signalweges 

sein, wobei sich der Einfluss anderer Signalwege derzeit nicht ausschließen lässt. Vor 
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allem im Hinblick auf die deutlich niedrigere Expression im Tumorgewebe im Vergleich 

zum prämalignen Stadium ist eine Regulation durch weitere Proteine, welche als Teil 

anderer Signalkaskaden agieren, sehr wahrscheinlich. Zur Beantwortung dieser Fragen 

sind letztendlich weiterführende Untersuchungen notwendig. 

 

4.1.2 Korrelation der mRNA-Expression mit dem Stadium und dem Differenzierungsgrad 

(Grading) der Tumore 

Während ein kleineres Probandenkollektiv u. a. den Vorteil einer individuellen 

Charakterisierung und Darstellung von Expressionsmustern hat, die ein Ansatzpunkt für 

besser zugeschnittene Therapieprogramme sein könnten, erfordert die Identifikation von 

Zusammenhängen mit klinischen Charakteristika vielmehr eine hohe Anzahl an 

Studienteilnehmern. Bedingt durch die limitierte Anzahl an Gewebespendern konnten in 

der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Zusammenhänge zwischen der mRNA-

Expression und dem Stadium sowie dem Differenzierungsgrad der Tumore nachgewiesen 

werden. Eine Ausnahme stellte hierbei jedoch die PKM2 dar, deren Transkriptlevel mit 

fortgeschrittener Dedifferenzierung der Kolontumore erhöht war (r=0,43, p=0,07; 

Publikation III). In Ergänzung dessen beobachteten Tonus und Kollegen eine positive 

Korrelation zwischen der PKM2-Proteinkonzentration und dem Stadium kolorektaler 

Tumore im Stuhl von Krebspatienten (234). Darüber hinaus zeigten sich in anderen Studien 

ebenso Abhängigkeiten zwischen der Expression von SOD2, OPN, COX-2, CAT sowie 

HSP90ß und dem Tumorstadium oder Differenzierungsgrad (53,76,109,226,235). Für GSTP1, 

GSTM2, DEFA1-3 und DEFA6 wurde dagegen kein Zusammenhang identifiziert (224).  

Neben der Größe des Probandenkollektivs spielt die Verteilung der Tumorstadien bzw. 

des Gradings eine weitere wichtige Rolle. Untersuchungen von Cable et al. (235) zur 

Aktivität peroxisomaler Enzyme (darunter CAT) konnten aufgrund der relativ geringen 

Anzahl an Tumoren in bestimmten Tumorstadien nur signifikante Unterschiede zwischen 

den Stadien Duke B und C ermitteln. Studien von Agrarwal et al. (53) und 

Soumaoro et al. (76), die einen signifikanten Anstieg der Gen- und/oder Proteinexpression 

von OPN bzw. COX-2 während der Tumorprogression beschrieben haben, konnten 

hingegen 80-100 Gewebespender mit mindestens 20 Patienten je Tumorstadium 

berücksichtigen. 

 

4.1.3 Korrelation der mRNA-Expression ausgewählter Gene oder der Enzym-aktivität mit 

dem Alter der Patienten 

Neben den unterschiedlichen Expressionsleveln im normalen und malignen Kolongewebe 

wurden mitunter ebenso beachtliche Variationen in der Expression einzelner Gene bzw. 

der katalytischen Aktivität der korrespondierenden Proteine zwischen den Spendern 

festgestellt. Enzyme der antioxidativen Abwehr erwiesen sich hierbei als altersabhängig 
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und zeigten eine Abnahme ihrer enzymatischen Aktivität im normalen Kolonepithel mit 

zunehmendem Alter der Spender (Publikation IV). Dass das Alter neben genetischen 

und epidemiologischen Faktoren einen Einfluss auf die Aktivität von CAT und SOD2 hat, 

wurde bereits in vorhergehenden Studien entdeckt, die jedoch generell widersprüchliche 

Ergebnisse zeigten (236-241). Diese Differenzen könnten beispielsweise in der Verwendung 

von unterschiedlichen Gewebe- bzw. Zelltypen zur Messung der Aktivitäten begründet 

liegen. Ferner scheint die Anzahl der verschiedenen Altersklassen, denen die Probanden 

zugeordet werden, von Bedeutung zu sein. Während Janssen et al. (225) bei einer 

Aufteilung der Patienten in „jünger als 66,1 Jahre“ und „älter als 66,1 Jahre“ keinen 

altersbedingten Unterschied zwischen der SOD2-Aktivität im normalen Kolonepithel 

festgestellt hatten, konnte in dieser Arbeit unter Anwendung einer Korrelationsanalyse 

nach Spearman erstmalig eine Abnahme des Mn-abhängigen Isoenzyms mit 

zunehmendem Alter der Spender gezeigt werden.  

Bei älteren Patienten wurden im Vergleich zu den jüngeren Teilnehmern der Studie 

zudem geringere Transkriptmengen des glykolytischen Enzyms PKM2 gefunden 

(Publikation III). Auf Proteinebene des Enzyms konnte dieser Zusammenhang bislang 

jedoch nicht bewiesen werden, was u. a. durch die niedrigere Anzahl an Gewebeproben, 

die diesbezüglich zur Verfügung stand, bedingt sein könnte. In der Literatur scheint diese 

Beobachtung bisher einzigartig zu sein, da weder ähnliche noch gegenteilige Ergebnisse 

berichtet wurden. Der Alterungsprozess von Geweben ist mit zellulären und molekularen 

Veränderungen assoziiert, die beispielsweise auch die Expression von Enzymen des 

glykolytischen Stoffwechselweges betreffen (242-244). Ungeachtet dessen konnte im 

Kolongewebe von jungen und alten Fischer 344 Ratten jedoch kein Unterschied im 

Umsatz von Glukose durch die Glykolyse festgestellt werden (245). Die verminderte mRNA-

Expression der PKM2 im alternden Kolonepithel steht damit zu diesem und auch vielen 

anderen Ergebnissen vorheriger Studien hinsichtlich der Alterung von Zellen bzw. 

Geweben (246) scheinbar im Widerspruch. Welche Bedeutung der reduzierten PKM2-

Transkriptmenge daher beigemessen werden kann, ist bislang unklar und kann nur durch 

weiterführende Analysen, die allen voran die Proteinmenge bzw. Aktivität des 

glykolytischen Enzyms betreffen, evaluiert werden. 

Für die restlichen Gene wurde entgegen vielen Studien kein Zusammenhang zwischen 

der Expression und dem Alter der Patienten festgestellt. Andere Autoren hatten 

ausgehend von den Proteinmengen und einer größeren Probenanzahl einen 

alterbedingten Anstieg von COX-2 (247), OPN (248), HSP90ß (249), GSTs (250) und HNP1-

3 (251) in gesundem humanen Gewebe nachgewiesen.  
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4.1.4 Korrelation der mRNA-Expression ausgewählter Gene mit dem Geschlecht der 

Patienten 

Die vorliegenden Untersuchungen haben einen tendenziellen Unterschied der COX-2 

mRNA-Expression im normalen Kolonepithel zwischen den männlichen und weiblichen 

Probanden der Studie aufgedeckt (Publikation II). Männer wiesen im Median etwa 2,5-

fach höhere Transkriptlevel des proinflammatorischen Enzyms im Vergleich zu den 

Frauen auf (p=0,12). Während vorangegangene Untersuchungen von Radeva unter 

Verwendung eines größeren Probandenkollektivs (n=36) diesbezüglich sogar einen 

signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern nachweisen konnten (222), haben 

andere Autoren auf Proteinebene keinen Zusammenhang gezeigt (76). Für die übrigen 

Gene wurde in dieser Arbeit kein geschlechtsspezifisches Expressionsmuster deutlich, 

obwohl beispielsweise für die GST-Gesamtaktivität oder das GSTP1-Protein ebenso 

signifikante Unterschiede beschrieben worden sind (250).  

Die geringeren COX-2 Transkriptmengen bei Frauen im Vergleich zu denen von Männern 

könnten u. a. zu den geschlechtsspezifischen Unterschieden hinsichtlich der Inzidenz 

kolorektaler Tumore beitragen. Frauen sind demnach weniger häufig von der Erkrankung 

betroffen als Männer (7,8). Eine wichtige Rolle scheinen hierbei Östrogene zu spielen, die 

nachweislich mit einem verbesserten Schutz vor Tumoren, darunter gastrointestinale 

Tumore, assoziiert werden (252). Einer Studie von Lai et al. (253) zufolge haben die 

weiblichen Geschlechtshormone u. a. einen regulatorischen Einfluss auf die COX-2 

Expression und die damit in Verbindung stehende Zellmotilität. Die Untersuchungen 

belegen eine Hemmung des PGE2-induzierten proinflammatorischen Enzyms nach 

Applikation von 17ß-Östradiol in LoVo-Kolonkrebszellen. 

 

4.2 Einfluss von Darmfermentationsprodukten auf die Expression 

ausgewählter Gene in humanem Kolongewebe ex vivo 

4.2.1 Modulation von OPN, COX-2 und PKM2 im Tumorgewebe 

Das Modell der Kolonkarzinogenese bietet aufgrund seiner Mehrstufigkeit verschiedene 

Ansätze in den Prozess der Tumorentwicklung zu intervenieren und damit das Risiko für 

eine maligne Erkrankung zu minimieren. OPN, COX-2 und PKM2 repräsentieren dabei 

drei wichtige Schlüsselmoleküle mit ganz unterschiedlicher Bedeutung für die einzelnen 

Stadien der Tumorgenese. Während COX-2 und OPN bereits als Angriffsziele von 

Butyrat, meist unter Verwendung von In-vitro-Zellmodellen, identifiziert worden 

sind (254,255), existieren für PKM2 nach gegenwärtiger Recherche hingegen keine Daten 

zur Butyrat-Sensitivität. Die vorliegende Studie gewährt daher tiefgründigere Einblicke in 

die Reaktion des humanen Kolongewebes auf intestinale Abbauprodukte von 

Ballaststoffen und zeigte eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von OPN, 
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COX-2 und PKM2 im Tumorgewebe des Kolons nach Butyrat-Applikation ex vivo 

(Publikation II, III). Ähnliche Effekte bezüglich der Regulation von COX-2 und PKM2 

konnten auch durch FÜ Syn1 beobachtet werden, der durch seine Komplexität die 

physiologische Situation noch besser reflektiert (Weitere Ergebnisse). 

Bei OPN erfolgte die Reduktion des mRNA-Anstiegs im malignen Kolongewebe in 

Abhängigkeit der basalen Transkriptmenge des Proteins über einen bislang nicht 

bekannten Mechanismus. Eine Hemmung der mRNA-Expression konnte zudem in den 

nicht-malignen Kolongeweben festgestellt werden, die mit ähnlicher Sensitivität auf die 

SCFA reagierten. Eine vorhergehende Studie von Tabuchi et al. (254) identifizierte OPN 

bereits als ein Butyrat-responsives Gen, wobei die Applikation der C4-Fettsäure (2 mM) in 

epithelialen Mauskolonzellen (MCE301) einen Anstieg der Genexpression von OPN 

bewirkte. Diese Hochregulation konnte in geringerer Intensität auch auf Proteinebene 

beobachtet werden. Dennoch lassen die Differenzen zwischen beiden Parametern, die 

auch in dieser Arbeit vorliegen, auf eine zeitliche Verzögerung komplexer, biologisch 

miteinander verknüpfter Prozesse oder auf das Vorliegen posttranskriptioneller 

Regulationsmechanismen schließen. Eine entscheidende Rolle spielt in diesem 

Zusammenhang ebenso die Wahl der verwendeten Antikörper beim Nachweis des 

Proteins. OPN tritt aufgrund von Splice-Vorgängen und extensiven posttranslationalen 

Modifikationen (u. a. Phsphorylierung, Glykosylierung, Thrombin-Spaltung) zelltyp-

spezifisch in verschiedenen Erscheinungsformen auf (67,256), weshalb ein adäquater 

Nachweis schwierig ist. Hinzu kommt, dass die Bindung der verwendeten Antikörper 

beispielsweise durch den Phosphorylierungsgrad oder die Fragmentierung durch 

Thrombin beeinflusst werden kann (257-259).  

Obwohl der in dieser Arbeit verwendete OPN-Assay nicht zwischen den verschiedenen 

OPN-Splice-Varianten unterscheidet, detektiert dieser wie viele andere kommerziell 

erhältliche OPN ELISAs, die zum Zeitpunkt der Messung verfügbar waren, nur das 

ungespaltene Protein (257). Da die Spaltung durch Thrombin neben ihrer physiologischen 

Bedeutung in inflammatorischen Prozessen und der Neubildung von Gewebe zuweilen 

eine pathologische Funktion in Tumoren besitzt (256), kann davon ausgegangen werden, 

dass nicht die gesamte OPN-Menge in den Proben detektiert wurde. Erforderlich wäre 

hierzu ein ELISA-System, welches nach Möglichkeit monoklonale Antikörper verwendet, 

die mit gleicher Affinität beide Erscheinungsformen des Glykoproteins (ungespalten und 

gespalten) unabhängig vom Modifizierungsgrad erfassen können. 

Neben der Wahl des ELISA-Systems hat auch die Anzahl der analysierten Proben sowie 

die Verwendung von humanem Gewebe einen erheblichen Einfluss auf die Korrelation 

zwischen dem mRNA- und Proteinexpressionsniveau von OPN. Die Heterogenität des 

Tumorgewebes könnte unterschiedliche Effekte von Butyrat in verschiedenen 
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Tumorarealen bewirken, was v. a. im Hinblick auf OPN von besonderer Bedeutung ist, da 

das Protein sowohl durch Tumor- als auch Immunzellen synthetisiert wird und scheinbar 

unterschiedliche Funktionen in Abängigkeit des Zelltyps ausübt (260). 

Wie Butyrat in die Regulation der OPN-Expression eingreift, ist bislang nicht bekannt. 

Eine kürzlich veröffentlichte Studie von Sharma et al. (261) zeigte jedoch am Beispiel von 

Trichostatin A, einem Histondeacetylase (HDAC)-Inhibitor, dass dieser die experimentell 

induzierte OPN-Transkription, in die scheinbar HDAC1 involviert ist, hemmen kann. 

Butyrat, welches ebenso HDAC-hemmende Eigenschaften (u. a. gegenüber HDAC1) 

besitzt (91), könnte demnach über eine Inhibierung Histon-modifizierender Enzyme Einfluss 

auf die Genexpression von OPN nehmen. 

Eine Herunterregulation der COX-2 Expression in Tumorzellen ist ähnlich wie bei OPN mit 

einer Modulation zellregulatorischer Prozesse assoziiert, die konsequenterweise zu einer 

Hemmung des Tumorwachstums führen (81). Neben NSAIDs und spezifischen COX-2 

Hemmern konnte ebenso für eine Reihe bioaktiver Pflanzenstoffe und 

Fermentationsprodukte wie Butyrat eine COX-2 senkende Wirkung demonstriert 

werden (255,262). In der vorliegenden Studie wurde dieser Effekt für Butyrat nun erstmalig an 

humanem Kolontumorgewebe auf mRNA-Ebene des Gens gezeigt (Publikation II). Die 

Daten bestätigen damit jedoch nur zum Teil vorherige Studienergebnisse, die meist unter 

Verwendung von Zellmodellen (255,263,264) und Primärgewebe (265) im Zusammenhang mit 

einer Entzündung generiert wurden. Eine Reduktion der mRNA-Expression des 

inflammatorischen Enzyms konnte darüber hinaus auch in den nicht-malignen Geweben 

beobachtet werden. Hierbei reagierte das normale Kolonepithel umso empfindlicher auf 

Butyrat, je höher die basale Transkriptmenge des COX-2 Gens war. Sauer et al. (266) 

hatten bereits in initialen Untersuchungen eine vergleichbare Verminderung der COX-2 

mRNA im Normalgewebe gezeigt. Das Probenmaterial stammte allerdings von einer 

wesentlich kleineren Patientenkohorte (n=6). 

Ein Vergleich der COX-2 mRNA-Expression mit dem dazugehörigen Protein bzw. der 

PGE2-Konzentration nach Butyrat-Applikation ergab nur in 33 % (4 von 12) der 

analysierten Normal- und Tumorgewebeproben eine annähernde Übereinstimmung der 

Veränderungen. Die Ergebnisse stehen damit scheinbar im Widerspruch zu denen 

anderer Autoren, die eine simultane Reduktion aller drei Parameter nach Butyrat-

Vorbehandlung (4 mM, 30 min bis zu 24 h) und anschließender Stimulation der COX-2 

Expression mit dem Tumornekrosefaktor-alpha in HT29-Kolonkrebszellen beobachten 

konnten (255). Aufgrund der einmaligen Bestimmung aller Expressionsdaten nach 12 h, 

was durch die zeitlich limitierte Kultivierung des humanen Kolongewebes ex vivo bedingt 

ist (267), kann eine zeitliche Verzögerung zwischen transkriptionellen und translationalen 

Prozessen derzeit nicht ausgeschlossen werden. Zukünftige Untersuchungen sollten 
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demzufolge auch die Expression nach längeren Inkubationsperioden nicht 

unberücksichtigt lassen. Dies wiederum setzt eine Optimierung der Kultur primärer 

Kolonzellen voraus, die gegenwärtig den Schwerpunkt eines anderen Projektes darstellt. 

Obwohl die Transkriptmenge des COX-2 Proteins sowohl im normalen als auch im 

malignen Gewebe vermindert vorgefunden wurde, ist die mRNA-Menge nicht in jedem 

Fall ausschlaggebend für die im Anschluss translatierte Menge des dazugehörigen 

Proteins (268,269). Neben der Transkription wird der Anteil eines Proteins wesentlich durch 

posttranskriptionelle Modifikationen und Prozesse bestimmt, die u. a. den mRNA-

Transport aus dem Zellkern, die mRNA-Stabilität oder die mRMA-Translation umfassen. 

Untersuchungen von Tong et al. (270) zufolge, ist Butyrat zwar in der Lage, die Elongation 

der Transkription, welche durch die RNA-Polymerase II ausgeführt wird, zu inhibieren, 

jedoch nicht deren Initiation. Ebenso wenig konnte die kurzkettige Fettsäure die mRNA-

Stabilität, die über regulatorische Elemente in der 3‘-untranslatierten Region der mRNA-

Sequenz beeinflusst wird, regulieren. Die transkriptionelle und posttranskriptionelle 

Regulation, die über verschiedene zelluläre Signaltransduktionswege erfolgt, stellt jedoch 

einen entscheidenden Kontrollpunkt bei der Synthese des COX-2 Proteins dar (84). 

Fehlregulationen dieser Mechanismen führen in der Konsequenz zu einer konstitutiven 

Überexpression, wie sie insbesondere in Kolontumoren beobachtet wurde (84). 

Die Transkription des COX-2 Gens kann ferner durch die Modulation von regulatorischen 

Komponenten der COX-2 aktivierenden Signalwege beeinflusst werden. Untersuchungen 

haben gezeigt, dass Butyrat beispielsweise die Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-B 

sowohl in Kolonkrebszellen als auch während chronisch entzündlicher Prozesse, die 

einen anerkannten Risikofaktor für Dickdarmkrebs darstellen, inhibieren kann (195,271,272). 

NF-B ist ein zentraler Regulator inflammtorischer und immunologischer Antworten und 

spielt bei der Transkriptionsaktivierung des COX-2 Gens eine wichtige Rolle (271,273). 

Auf Grundlage der bereits vorliegenden Daten und den Ergebnissen dieser Arbeit muss 

davon ausgegangen werden, dass COX-2 vorzugsweise in inflammtorischen Prozessen 

und frühen Tumorstadien, welche mit einem Kontrollverlust der transkriptionellen 

Aktivierung des Proteins einhergehen, durch Butyrat moduliert wird. Dem mit 

fortschreitender Tumorprogression assoziierten Verlust posttranskriptioneller 

Mechanismen, der zu einer erhöhten mRNA-Stabilität von COX-2 führt (84), kann mit 

Butyrat folglich nicht mehr entgegengewirkt werden und begrenzt die Wirkung der 

kurzkettigen Fettsäure damit auf den primärpräventiven Anwendungsbereich. 

Obwohl die durch COX-2 katalysierte Reaktion als geschwindigkeitsbestimmender Schritt 

in der PG-Synthese gilt, unterliegt die Bildung des Hauptmediators PGE2 ebenso den 

Aktivitäten der PLA2, der mikrosomalen Prostaglandin E Synthase (mPGES) und der 15-

Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase (15-PGDH), die funktionell miteinander gekoppelt 
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sind (274,275). PLA2, mPGES und 15-PGDH wurden neben COX-2 dereguliert in 

Kolontumoren gefunden (276-278) und stellen folglich weitere potenzielle Angriffsziele in der 

Chemoprävention bzw. Tumortherapie dar. In Übereinstimmung mit Pugh und 

Thomas (79), welche erhöhte Konzentrationen an PGE2 in Kolonadenomen und -

karzinomen festgestellt hatten, konnte in der vorliegenden Arbeit eine tendenziell erhöhte 

Konzentration des inflammtorischen Eicosanoids im Medium der Tumore nach 

Kultivierung gemessen werden. Der Zusatz von Butyrat ex vivo hatte keine signifikanten 

Änderungen der PGE2-Konzentration im Normal- und Tumorgewebe zur Folge und 

bestätigte damit die Beobachtungen anderer Autoren (279,280).  

Für die fehlende Korrelation zwischen den Veränderungen der COX-2 Transkriptmenge 

und denen der PGE2-Konzentration nach Butyrat-Applikation können sowohl biologische 

Faktoren, wie beispielsweise die Heterogenität der Tumore oder die komplexe Regulation 

der PGE2-Synthese, als auch die Versuchsanordnung (zur Bestimmung der PGE2-

Konzentration) ursächlich sein. Dass COX-2 und mPGES trotz funktioneller 

Verbundenheit keiner generalisierten Co-Regulation unterliegen, zeigten 

Sherratt et al. (281) am Beispiel des phenolischen Antioxidans tert-Butylhydrochinon. In 

Abhängigkeit der Aktivierung antioxidativ und/oder Xenobiotika responsiver Elemente 

erfolgte bei dieser Substanz zwar eine Modulation der mRNA-Menge von COX-2, jedoch 

keine Beeinflussung der Transkriptmenge von mPGES. Eine positive Korrelation wurde 

hingegen für die Proteinexpression der COX-2 und PLA2 in Kolonkarzinomen 

festgestellt (277) und lässt auf eine parallele Regulation beider Enzyme schließen. Ferner 

könnte der fehlende Zusatz freier AA, das Substrat der COX-2, zum Medium eine Rolle 

bei den Diskrepanzen zwischen der COX-2 mRNA und dem PGE2-Gehalt gespielt haben. 

Um die Verfügbarkeit freier AA zu gewährleisten, wird in vielen experimentellen Ansätzen 

AA exogen zugefügt. Die Omega 6-Fettsäure ist essentiell für die Bildung von PGE2 und 

stimuliert darüber hinaus bei längeren Inkubationsperioden die Expression von PLA2 und 

COX-2, deren Regulation möglicherweise durch das neu-synthetisierte, endogen 

gebildete PGE2 in einem positiven Rückkopplungsmechanismus beeinflusst wird (282). Für 

die Analyse des PGE2-Gehaltes unter vorherigem Zusatz exogener AA wäre jedoch 

aufgrund der begrentzen Verfügbarkeit des Probenmaterials frisches Kolongewebe 

weiterer Spender notwendig gewesen, weshalb an dieser Stelle vorerst darauf verzichtet 

wurde. Als eine Alternative zu AA könnte hierbei der Zusatz von Serum angesehen 

werden, welches PGE2-stimulierende Eigenschaften besitzt (274) und ein Bestandteil des 

Primärzellmediums gewesen ist. Zukünftige Untersuchungen sollten in einem 

vergleichenden Ansatz dennoch abklären, unter welchen Bedingungen (mit oder ohne 

Substratzusatz) COX-2 funktionsfähig ist und ausreichend PGE2 bildet, um die Wirkung 

von Butyrat und FÜs charakterisieren zu können. Neben der Möglichkeit einer 
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unzureichenden Verfügbarkeit freier AA während der Kultivierung des Gewebes, könnten 

die Diskrepanzen zwischen den verschiedenen Expressionsebenen aber ebenso durch 

die marginalen Effekte von Butyrat auf die Proteinexpression der COX-2 bedingt sein, da 

diese den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der PG-Biosynthese katalysiert.  

Im Vergleich zu OPN und COX-2 ist PKM2 bislang ein wenig untersuchtes Target im 

Rahmen von Studien zur chemopräventiven Aktivität bioaktiver Nahrungskomponenten. 

Der Einfluss von Darmfermentationsprodukten (Butyrat und FÜs) wurde erstmalig in 

dieser Arbeit untersucht und führte im Tumorgewebe zu einer Reduktion des 

glykolytischen Enzyms, die jedoch nur auf mRNA-Ebene deutlich wurde (Publikation III). 

Dabei zeigte sich, dass das maligne Kolongewebe im Vergleich zu Butyrat (10 mM) 

ähnlich sensitiv auf das in vitro fermentierte Inulin/Oligofruktose-Gemisch (Synergy1) 

trotz einer 3-fach geringer enthaltenen Butyrat-Menge reagierte. Vergleichbare 

Expressionsmuster ließen sich auch in den nicht-malignen Geweben nach Applikation der 

Testsubstanzen feststellen. Welche Rolle komplexe biologische Prozesse bei den 

Diskrepanzen zwischen Gen- und Proteinexpression spielen, ist derzeit nicht bekannt. 

Untersuchungen zum Abbau anderer Pyruvatkinase-Isoenzyme (283,284) deuten jedoch 

aufgrund von langen Halbwertszeiten auf eine nicht simultane Regulation beider 

Expressionsebenen hin. In Abhängigkeit des Gewebes und Ernährungsstatus beträgt 

diese beispielsweise im Dünndarm von Ratten bei Hunger etwa 9 h, während der Abbau 

der Pyruvatkinase vom Typ L in der Leber von Ratten in zwei Phasen (t½=5 h; t½=80 h) 

erfolgt. 

Dass eine Hemmung der katalytischen Aktivität bzw. eine Reduktion der PKM2-

Expression in Tumorzellen erstrebenswert ist, belegen mittlerweile mehrere Studien. So 

konnten Spoden et al. (285) in diesem Zusammenhang beispielsweise eine verlangsamte 

Tumorzellproliferation nach Applikation verschiedener PKM2-spezifischer Aptamere 

zeigen. Andere Autoren beobachteten darüber hinaus eine krebszellspezifische Induktion 

der Apoptose, eine Reduktion des Tumorvolumens (286) sowie eine verbesserte 

Wirksamkeit chemotherapeutischer Behandlungsmöglichkeiten in vivo (287). Neben den 

häufig zum Knock-down eingesetzten siRNA-Molekülen konnte eine kürzlich erschienene 

Studie nun am Beispiel von Resveratrol zeigen, dass auch bioaktive 

Lebensmittelinhaltsstoffe in der Lage sind, die Expression von PKM2 und den mit ihr in 

Verbindung stehenden Tumormetabolismus zu modulieren (288). Die Ergebnisse von Ibqal 

und Bamezei (288) unterstreichen damit partiell die in dieser Arbeit beobachteten Effekte 

und geben darüber hinaus Einblicke in den Regulationsmechanismus des Polyphenols. 

Ob Butyrat die verminderte PKM2-Expression ebenso durch eine Hemmung des mTOR-

Signalweges vermittelt und/oder andere Mechanismen involviert sind, könnte u. a. 

Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein. Für HDAC-Inhibitoren, darunter Butyrat, 
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wurde darüber hinaus auch eine Beeinflussung onkogener Tyrosinkinasen, wie 

beispielsweise c-Src (289), demonstriert. Proteine dieser Art bewirken über eine 

Phosphorylierung spezifischer Tyrosin-Reste eine Hemmung der Bildung des aktiven 

PKM2-Tetramerkomplexes, die in der Konsequenz zu einer Reduktion der katalytischen 

Aktivität führt (92). Die vorliegende Studie konnte zwar einerseits erste Hinweise darauf 

liefern, dass PKM2 ein potenzielles Zielgen von Butyrat ist, andererseits wird diese 

Verbindung durch die dazugehörigen Proteindaten wiederum relativiert. Weiterführende 

Untersuchungen sind demzufolge unabdingbar und sollten ihren Fokus vor allem auf 

mögliche Konsequenzen einer reduzierten PKM2-Expression für den Tumorstoffwechsel 

und das Wachstumsverhalten von Kolonkrebszellen richten. 

 

4.2.2 Modulation von Stress- und Entgiftungsenzymen im normalen Kolonepithel 

In der Initiationsphase bzw. um eine Initiation zu verhindern, sind vor allem Mechanismen 

mit detoxifizierender Wirkung gegenüber freien Radikalen, karzinogenen Verbindungen 

oder toxischen Intermediaten von Bedeutung. Enzyme wie CAT oder SODs spielen eine 

Schlüsselrolle in der Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies, die neben Krebs auch in eine 

Vielzahl anderer Erkrankungen und dem Alterungsprozess involviert sind. Die 

Bestimmung der katalytischen Aktivität dieser Enzyme ist daher einer der am häufigsten 

verwendeten In-vitro-Parameter zur Beurteilung des protektiven Potenzials 

nahrungsrelevanter Substanzen. Im Unterschied zu anderen Studien, die häufig die SOD-

Gesamtaktivität zugrunde legen, haben sich die vorliegenden Untersuchungen 

ausschließlich auf die mitochondrial lokalisierte Isoform (SOD2) fokussiert. Diese besitzt 

eine Schlüsselfunktion beim Schutz der Mitochondrien vor freien Sauerstoffradikalen, 

welche zu 90 % durch die dort stattfindende Atmungskette generiert werden (290). 

Superoxidradikale sind dabei die am häufigsten vorkommende Radikalspezies. Sie 

können durch die Reaktion mit weiteren Molekülen (z. B. Transitionsmetalle) sogenannte 

sekundäre ROS (z. B. Hydroxy-Radikal) mit hoher Reaktivität bilden (132). Studien an 

Mäusen haben in diesem Zusammenhang gezeigt, dass eine unzureichende Entgiftung 

von Superoxidanionen in Folge einer reduzierten SOD2-Aktivität u. a. mit einem Anstieg 

oxidativer Schäden an der mitochondriellen DNA und Proteinen (291) sowie einer 

Dysfunktion der Mitochondrien und Apoptose (bei chronischer Exposition von 

Superoxidradikalen) (292) assoziiert ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikant 

verminderte SOD2-Transkriptmenge in den normalen und malignen Geweben nach 

Applikation (12 h) von Darmfermentationsprodukten (Butyrat, FÜ Synergy1) 

(Publikation IV). Obwohl die SOD2-Proteinmenge durch Butyrat (10 mM) ebenfalls auf 

das 0,86-fache reduziert wurde, wenn auch nicht signifikant, belegte die Messung der 

katalytischen Aktivität der SOD2 eine signifikante Steigerung im normalen Kolonepithel 
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und lässt hierbei eine kinetische Regulation vermuten. Vorhergehende Untersuchungen 

von Sauer et al. (266) hatten den Einfluss von Butyrat unter den gleichen 

Inkubationsbedingungen nur auf mRNA-Ebene der SOD2 in primären Kolonozyten 

detektiert und Konsequenzen für die Proteinexpression und Aktivität unberücksichtigt 

gelassen.  

Für CAT konnte hingegen ein Anstieg der mRNA- und Proteinexpression durch Butyrat im 

normalen Kolonepithel verzeichnet werden (Publikation IV), der sowohl durch eine 

erhöhte Transkriptionsrate als auch mRNA-Stabilität bedingt sein kann. Ähnliche 

Beobachtungen machten bereits Yano und Tierney (293) sowie Sauer et al. (266) an glatten 

Muskelzellen von Ratten bzw. primären Kolonozyten. Rosignoli et al. (294) konnten darüber 

hinaus einen verbesserten Schutz der nukleären DNA beobachten, der vermutlich im 

Zusammenhang mit einer Zunahme der CAT-Enzymaktivität nach gleicher 

Behandlungsdauer (2 h) und folglich einer verbesserten Entgiftungskapazität von H2O2 

steht. Die Untersuchungen von Sauer et al. (266) zeigten jedoch auch, dass die Induktion 

der katalytischen Aktivität nach längeren Inkubationsperioden mit Butyrat deutlich geringer 

ausfiel (65 % nach 2 h bzw. 10 % nach 8 h). Diese Beobachtung könnte zum einen den 

ausbleibenden Anstieg der CAT-Aktivität nach 12 h Inkubation in dieser Arbeit erklären, 

der in der Folge auch keinen Schutz vor der Exposition mit H2O2 bot. Zum anderen deuten 

die Ergebnisse von Sauer et al. (266) zusammen mit den hier generierten Daten aber auch 

auf eine möglicherweise transiente Wirkung von Butyrat auf Epithelzellen des Kolons hin. 

Demanch wäre eine regelmäßige und ausreichende Ballaststoffaufnahme notwendig, um 

eine nachhaltige Hochregulation der CAT im Kolonepithel in vivo zu erzielen und damit 

möglicherweise einen verbesserten zellulären Schutz. 

Ähnlich wie Butyrat bewirken auch komplexe Fermentationsüberstände Veränderungen 

der Expression und Aktivität antioxidativer Enzymsysteme, wie vorhergehende und eigene 

Untersuchungen belegen (Weitere Ergebnisse). Stein et al. (295) konnten beispielsweise 

eine Induktion der CAT nach Applikation eines FÜ des Weizenaleurons in 

Kolonkarzinomzellen beobachten. In primären Kolonepithelzellen wurde eine derartige 

Wirkung bisher nur für den dazugehörigen FÜ Blank (ohne Zusatz von Weizenaleuron) 

gezeigt. Die vorliegende Studie konnte zwar Modulationen sowohl der CAT- als auch 

SOD2-Transkriptmenge durch FÜ Synergy1 nachweisen, jedoch ohne messbare 

Veränderungen der dazugehörigen Proteinexpression oder Aktivität, was mitunter durch 

die limitierte Probenanzahl ( 10) und/oder die zu großen Variationen zwischen den 

Spendern bedingt war. 

Da sowohl Butyrat als auch der komplexe FÜ vergleichbare Wirkungen auf die 

antioxidativen Enzyme (mRNA) hatten, kann zum einen geschlussfolgert werden, was 

auch Borowicki et al. (296) beim Einsatz vergleichbarer Butyrat-Mengen (FÜ, 
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Einzelsubstanz) postulierten, dass die beobachteten Effekte hauptsächlich auf Butyrat 

zurückzuführen sind. Zum anderen sind allerdings auch synergistische Effekte anderer 

bakterieller Fermentationsprodukte, wie z. B. Propionat oder Azetat, denkbar, da der 

komplexe FÜ nur etwa 3 mM Butyrat und damit deutlich weniger als beim Einsatz der 

Einzelsubstanz (10 mM) enthielt. 

Dass eine Verbesserung des antioxidativen Schutzes durch die Aufnahme  

nahungsrelevanter Substanzen die Anzahl und das Wachstum kolorektaler Läsionen 

unterdrücken bzw. reduzieren kann, wurde in vivo bereits in einigen Studien belegt (145,146). 

In Tumoren ist eine Erhöhung der Aktivität antioxidativer Enzymsysteme jedoch eher von 

Nachteil. Ergebnissen von Huang et al. (297) zufolge ist die Überexpression der SOD2 mit 

einem „Schutzschild“ vergleichbar, welches malignen Zellen eine erhöhte 

Widerstandsfähigkeit gegenüber oxidativen Stressleveln verleiht und auf diese Weise das 

Tumorwachstum begünstigt. Im Einklang mit diesen Daten befinden sich auch 

Untersuchungen von Janssen et al. (225) und Toh et al. (298), die einen positiven bzw. 

negativen Zusammenhang zwischen SOD2-Überexpression und der Aggressivität 

kolorektaler Tumore bzw. der 5-Jahres-Überlebensrate von Krebspatienten festgestellt 

haben. 

Darmfermentationsprodukte zeigten in dieser Arbeit zwar ein Potenzial zur Reduktion der 

SOD2 mRNA-Expression in Tumoren, signifikante oder tendenzielle Veränderungen des 

Protein- und/oder Aktivitätsniveaus blieben nach der bisherigen Anzahl an untersuchten 

Patienten jedoch aus. Eventuelle tumorinhibierende Eigenschaften von kurzkettigen 

Fettsäuren, die als Unterstützung zu therapeutischen Maßnahmen in Form einer gezielten 

Ernährung relevant wären, müssten folglich in weiteren Untersuchungen unter 

Verwendung eines größeren Probandenkollektivs evaluiert werden. Eine Senkung der 

SOD2-Expression und -Aktivität könnte nicht nur die Prognose von Kolonkrebspatienten 

verbessern, sondern auch die Resistenz der Tumorzellen gegenüber konventionellen 

Therapiemaßnahmen, wie Bestrahlung und Chemotherapie, vermindern (299).  

Im Vergleich zu SOD2 wäre eine Zunahme der CAT-Aktivität in Tumorzellen jedoch 

erstrebenswert, da H2O2 als Signalmolekül im Prozess der Metastasierung eine Rolle 

spielt (141,142,300). Primäre Brusttumore transgener Mäuse, die CAT gezielt in den 

Mitochondrien exprimieren, zeigten beispielsweise ein geringeres Invasionsverhalten, 

trotz gleicher Inzidenz der Ursprungstumore (301). Ähnliche Effekte konnten auch für 

experimentell induzierte Lungenmetastasen nach Applikation verschiedener CAT-Derivate 

in vivo beobachtet werden (148). Allerdings erzielte weder die Behandlung mit Butyrat noch 

mit FÜ Synergy1 eine Modulation des antioxidativen Enzyms im Tumorgewebe des 

Kolons. Die vorliegenden Daten dieser Arbeit limitieren demzufolge die Wirkung von 

Fermentationsprodukten im Rahmen der chemopräventiven Aktivität auf normale 
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Kolonzellen. Eine mögliche Ursache der vermeintlich höheren Empfindlichkeit des 

normalen Kolonepithels könnte in der Butyrataufnahme durch die Epithelzellen liegen. 

Lambert und Kollegen (302) haben gezeigt, dass diese eine deutlich stärkere Expression 

des Butyrat-Transporters MCT1 im Vergleich zu malignen Zellen aufweisen. Die erhöhte 

Empfindlichkeit des gesunden Gewebes wurde in dieser Arbeit neben der Induktion von 

CAT ebenso anhand der gesteigerten Expression von GSTP1 sowie der Aktivität von 

SOD2 sichtbar. 

Der Definition der Chemoprävention zufolge zählen neben dem gesunden Kolonepithel 

ebenso prämaligne Läsionen, wie aberrante Krypten, Polypen oder frühe Adenome zu 

den Zielgeweben chemopräventiver Maßnahmen (303). Bedingt durch die geringe Anzahl 

an Adenomproben, die als Zufallsbefunde entdeckt worden waren, sowie fehlende 

Literaturdaten kann bisher keine abschließende Einschätzung vorgenommen werden, wie 

mögliche Änderungen des antioxidativen Status in intermediären 

Kolonkarzinogenesestadien zu bewerten sind und welche Konsequenzen sie nach sich 

ziehen. Unter Berücksichtigung der verringerten basalen Aktivitäten von SOD2 und CAT, 

die nahezu einheitlich in allen in dieser Arbeit untersuchten Kolonadenomen im Vergleich 

zum Normalgewebe gefunden wurden, könnte davon ausgegangenen werden, dass eine 

Stimulation dieser Enzymsysteme durch Fermentationsprodukte wie Butyrat 

möglicherweise die zelluläre Abwehr von reaktiven Sauerstoffspezies wieder erhöht bzw. 

normalisiert und damit einer weiteren Entartung des Gewebes entgegenwirkt. Eine solche 

Induktion ließ sich hier am Beispiel der SOD2-Aktivität feststellen. 

Neben den Konsequenzen eines veränderten antioxidativen Status in malignen und nicht-

malignen Kolongewebeproben sind ebenso die regulatorischen Mechanismen, über die 

Butyrat und ev. andere SCFAs antioxidative Enzyme wie CAT oder SOD2 modulieren, bis 

heute nicht bekannt. Ein wichtiger Ansatzpunkt für zukünftige Untersuchungen könnte 

hierbei die HDAC-inhibitorische Aktivität von Butyrat sein. Verschiedene Studien weisen 

beispielsweise darauf hin, dass die Expression und Aktivität der Mangan-haltigen SOD2 

u. a. durch die regulatorische Aktivität von Histondeacetylasen beeinflusst wird (304). 

Neben antioxidativen Enzymen wie CAT oder SOD2 gelten vor allem die Enzyme der 

Familie der GSTs als wichtige Ziele in der Primärprävention kolorektaler Karzinome. Die 

Induzierbarkeit spezifischer GSTs durch Darmfermentationsprodukte oder andere 

nahrungsrelevante Substanzen wurde in vitro durch zahlreiche Untersuchungen an 

Tumorzelllinien belegt und ist u. a. mit einem erhöhten zellulären Schutz gegen das 

genotoxisch wirkende Lipidperoxidationsprodukt 4-Hydroxynonenal (GSTA4-4) oder 

Cumenhydroperoxid (GST2) assoziiert (305,306). Das Anschalten ähnlicher Mechanismen in 

nicht-transformierten Kolonzellen ist dabei von besonderem Interesse, um der Initiation 

von Tumoren entgegen zu wirken. Butyrat (10 mM, 12 h) führte in diesem 
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Zusammenhang auf mRNA-Ebene zu einer Induktion der GST-Isoenzyme P1 und M2 in 

primären Kolonozyten (Weitere Ergebnisse), die durch Sauer et al. (267) in einer initialen 

Studie mit geringerer Spenderzahl ebenso gezeigt werden konnte. Hinweise auf eine 

Regulation durch Butyrat lieferten zuvor Studien mit HT29-Tumorzellen und LT97-

Adenomzellen, die meist mit geringeren Butyrat-Konzentrationen (2-4 mM) über längere 

Zeiträume (24-72 h) zur Simulation einer dauerhaften Exposition behandelt worden 

waren. Primäre Kolonzellen sind bisher nur max. 12 h kultivierbar, was wiederum nicht 

ausschließt, dass die fehlenden Veränderungen der GST-Proteine zu einem späteren 

Zeitpunkt in Erscheinung treten. Im Unterschied zur Transkriptions- und Proteinebene 

wurde nach 12 h eine leichte, jedoch signifikante Reduktion der GST-Gesamtaktivität in 

normalen Kolonzellen (n=10 Spender) durch Butyrat verzeichnet. Zu ähnlichen 

Ergebnissen gelangten auch Sauer et al. (210), die ihre Messungen mit nur 3 Spendern 

durchführten. Unter Berücksichtigung der Tatsachen, dass die GST-Aktivität zum einen 

nur die Konjugation von Glutathion mit CDNB reflektiert und zum anderen diese Reaktion 

durch einige Isoenzyme mit unterschiedlicher Effektivität katalysiert wird, ist der 

Parameter „GST-Gesamtaktivität“ allein keine ausreichend verlässliche Größe, um 

Veränderungen des GST-Systems anzuzeigen (180). Glutathion wurde beispielsweise 

ebenso in erhöhter Menge nach der Inkubation (72 h) mit Butyrat (4 mM) in HT29-Zellen 

detektiert (305). Demnach bestimmt der gegenseitige Einfluss aller 3 Parameter (GST-

Isoenzym-Konzentration, GSH-Konzentration, Substratspezifität) die GST-Gesamtaktivität 

in Zellen (180).  

In gesunden und anfänglich veränderten Darmzellen gilt eine Hochregulation der GST-

Expression und -Aktivität als ein vorteilhafter Mechanismus, der mit einem erhöhten 

Schutz vor Karzinogenen und folglich der Senkung des Risikos für die Initiation oder 

Progression von Tumoren assoziiert ist. APCmin-Mäuse mit einem GSTP1-Null Phänotyp 

wiesen beispielsweise häufiger und mehr Adenome auf als ihre Wildtyp-Artgenossen, die 

höhere Überlebensraten zeigten (307). Unter bestimmten Voraussetzungen können jedoch 

auch verminderte Aktivitäten einzelner GST-Isoenzyme von Vorteil sein, wie am Beispiel 

von Isothiocyanaten gezeigt wurde. GSTs spielen eine primäre Rolle im Metabolismus 

dieser bioaktiven Verbindungen, welche als Hauptmediatoren der chemopräventiven 

Wirkung von Gemüsearten der Kreuzblütengewächse gelten (308). Dabei wird 

angenommen, dass Individuen mit einem GST-Nullpolymorphismus Isothiocyanate 

weniger effizient verstoffwechseln und auf diese Weise stärker von der chemopräventiven 

Wirkung der aufgenommenen Kohlgemüse profitieren. Ein derartiger Zusammenhang ließ 

sich beispielsweise bei Trägern mit einer homozygoten Deletion des GSTM1- und/oder 

GSTT1-Gens feststellen. Diese wiesen aufgrund der vermutlich geringeren urinären 

Ausscheidung an Isothiocyanaten ein geringeres Risiko, an Kolorektalkrebs zu erkranken, 
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auf (309). Da die Entgiftungskapazität nur eine von vielen Funktionen der Enzyme ist, 

können Veränderungen bezüglich des GST-Expressions- und Aktivitätsmusters unter 

anderen Umständen auch nachteilige Auswirkungen haben (180). Neben der 

Detoxifizierung potenzieller Karzinogene und einer Reduktion potenziell chemopräventiver 

Verbindungen kann die von einigen GST-Enzymen katalysierte Konjugation mit GSH 

substratabhängig auch eine Giftung von Substanzen bewirken. Dichlormethan 

beispielsweise wird u. a. durch die katalytische Aktivität der GSTT1 verstoffwechselt und 

führt in Säugerzellen zu DNA-Veränderungen, die vermutlich auf das Reaktionsprodukt 

Formaldehyd zurückzuführen sind (310). Die resultierenden Effekte einer veränderten GST-

Expression und -Aktivität sollten deshalb für Zellen und Organismen in weiteren 

Experimenten kritisch betrachtet werden. 

Im Tumor- und womöglich auch Adenomgewebe fördert eine Überexpression der GSTP1 

unter Stressbedingungen über verschiedene Mechanismen das klonogene Wachstum und 

Überleben der Zellen in vitro (311). Angesichts dieser Konsequenzen wäre eine Induktion 

von GSTs, insbesondere GSTP1, in Kolonkarzinomen nicht vorteilhaft und stellt zusätzlich 

einen Faktor dar, der zu Resistenzen gegen Zytostatika beitragen kann. Die in dieser 

Arbeit durchgeführten Untersuchungen bezüglich der GST-Regulation haben jedoch 

weder einen signifikanten Einfluss auf GSTP1 noch auf die GST-Gesamtaktivität im 

Tumorgewebe erkennen lassen. Für GSTM2 wurde hingegen ein signifikanter Anstieg der 

mRNA-Expression festgestellt, der sich auf zellulärer Ebene möglicherweise in einer 

Zunahme der Differenzierung von Tumorzellen äußern könnte. Auf Proteinebene des 

Enzyms wurde der Anstieg bisher allerdings nicht beobachtet. Untersuchungen von Tang 

und Kollegen hatten an gepaartem Lungenkrebsgewebe und angrenzendem 

Normalgewebe gezeigt, dass schlecht differenzierte Tumore im Vergleich zu gut und 

mäßig differenzierten Tumoren weniger GSTM2-mRNA-Moleküle aufweisen (172). 

Wenngleich die Induktion einzelner GST-Isoenzyme in Tumoren möglicherweise mit 

positiven Wirkungen assoziiert sein könnte, sind letztendlich die Gesamtveränderung des 

GST-Systems und die damit einhergehenden Konsequenzen für die Zellen von 

entscheidender Bedeutung. 

Der genaue Mechanismus über den Butyrat bzw. andere Darmfermentationsprodukte im 

Darm eine Erhöhung der GSTP1- und GSTM2-Expression hervorrufen, ist bislang nicht 

genau bekannt und womöglich vom Transformationsgrad der Zellen abhängig. Während 

die Regulation von GST-Isoenzymen in normalen Zellen u. a. über den 

Transkriptionsfaktor Nrf2 erfolgt (312), sind in Krebszellen vor allem Mechanismen der 

posttranslationalen Modifikation von Histonen beschrieben (313,314). Intrazelluläre Kinasen 

stellen in diesem Zusammenhang zudem weitere potenzielle Angriffsziele von Butyrat dar. 

So berichteten frühere Arbeiten beispielsweise über eine Erhöhung der Phosphorylierung 
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der ERK nach Butyrat-Inkubation von HT29 und HT29 Klon19A-Tumorzellen (305). Als Teil 

der MAPKinase Signalkaskade ist die ERK-Familie eine von 3 Proteinkinasen, welche 

durch eine Phosphorylierungskaskade aktiviert werden und wichtige zelluläre Prozesse, 

wie Proliferation, Differenzierung und Überleben, kontrollieren. ERKs phosphorylieren und 

stimulieren die Aktivität vieler nuklearer Transkriptionsfaktoren, darunter u. a. AP-1 (315). 

Da verschiedene GST-Gene (z. B. GSTA1, GSTP1) eine Bindungsstelle für diesen 

Transkriptionsfaktor in ihrer Promotorsequenz enthalten, wird eine Beteiligung des MAP-

Kinase Signalweges an der Induktion der GSTs durch Butyrat vermutet (180). Unterlegt 

werden kann diese Hypothese beispielsweise mit Ergebnissen anderer Autoren, die u. a. 

eine Erhöhung der AP-1 Genaktivität in Reporterassays nach Butyrat-Applikation gezeigt 

haben (316). Im Hinblick auf GSTM2 könnten ferner Mechanismen, die Veränderungen im 

Methylierungsmuster des Gens bewirken, von Bedeutung sein, da das Isoenzym bedingt 

durch einen erhöhten Methylierungsstatus der DNA in vielen Tumoren häufig in geringerer 

Menge vorgefunden wurde (170-172). Hinweise dazu liefern beispielsweise Untersuchungen 

von Sarkar und Kollegen (317), die eine Reduktion oder Aufhebung der Methylierung von 

CpG-Motiven in den Abwärts-Regionen stillgelegter Gen-Promotoren durch eine 

Herunterregulierung der DNA-Methyltransferase 1 in Prostatakrebszellen nach Inkubation 

mit Butyrat beobachtet haben. Ob die Regulation der GST-Expression in humanen 

Kolonzellen tatsächlich über die genannten Mechanismen erfolgt und möglicherweise 

Unterschiede zwischen normalen und transformierten Zellen zu erwarten sind, stellt einen 

wichtigen Schwerpunkt für nachfolgende Untersuchungen dar. Zukünftige Arbeiten sollten 

darüber hinaus die Mechanismen der protektiven Wirkung von Ballststoffen aufklären, 

welche aufgrund der erhöhten Butyratbildung im Dickdarm möglicherweise gleiche 

Induktionswege nutzen. 

 

4.2.3 Modulation der alpha-Defensin Expression 

In dieser Arbeit konnte erstmalig ein tendenzieller Anstieg der mRNA-Expression des 

enterischen alpha-Defensins HD6, einem möglicherweise weiterem zellulären 

Abwehrmechanismus, in epithelialen Kolonzellen nach Butyrat-Exposition gezeigt werden 

(Weitere Ergebnisse). Welche Konsequenzen mit dieser Erhöhung auf funktionaler 

Ebene assoziiert sind, bleibt jedoch weiterhin ungeklärt. Am Beispiel von beta-Defensinen 

wurde bereits gezeigt, dass eine Induktion durch kurzkettige Fettsäuren, darunter Butyrat, 

u. a. mit einem verbesserten Schutz von Epithelien vor Infektionen und Entzündungen 

einhergeht (318).  

Mit vermutlich anderer Bedeutung werden die enterischen alpha-Defensine im Verlauf der 

Tumorentstehung verstärkt produziert. Die erhöhte Expression von DEFA6, die sehr 

wahrscheinlich die Folge eines deregulierten Wnt-Signalweges ist (31), legt hierbei eine 
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tumorfördernde Wirkung nahe. Eine Inhibierung der DEFA6-Expression und Sekretion des 

dazugehörigen Peptids könnten folglich zu einer Eindämmung des Tumorwachstums 

beitragen. Im Unterschied zum normalen Kolonepithel lassen die bisherigen Ergebnisse 

von 11 Spendern jedoch keine regulatorische Wirkung von Butyrat auf die 

Transkriptmenge von DEFA6 im kolorektalen Tumorgewebe erkennen (Weitere 

Ergebnisse). Um zukünftig mögliche Effekte von Darmfermentationsprodukten oder 

anderen pharmakologisch wirksamen Substanzen besser beurteilen zu können, sollten 

nachfolgende Untersuchungen ihren Fokus zunächst auf die Rolle der enterischen alpha-

Defensine in der Kolonkarzinogenese legen. 

HNP1-3 stellen wichtige Mediatoren in entzündlichen Prozessen da (319), welche 

beispielsweise in Form der chronisch-entzündlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa das 

Risiko für eine maligne Transformation erhöhen. Die gesteigerte Expression der 

antimikrobiellen Peptide in kolorektalen Tumoren könnte dabei ein Marker für den 

vermuteten kausalen Zusammenhang zwischen Inflammation und Kolorektalkrebs sein. 

HNP1-3 verfügen über zahlreiche proinflammatorische Eigenschaften, die sowohl die 

humorale als auch die zelluläre Immunantwort beeinflussen. In geringeren 

Konzentrationen erhöhen sie u. a. die Sekretion von Zyto- bzw. Chemokinen wie 

Interleukin (IL)-8, Makrophagen-Chemoattraktorprotein 1 und Tumornekrosefaktor-alpha, 

während die Produktion antiinflammatorischer Faktoren wie IL-10 vermindert 

wird (117,320,321). Zudem konnte eine regulatorische Aktivität gegenüber verschiedenen 

Immunzellen (Natürliche Killerzellen, CD4 positive Zellen) (122) sowie die Bindung von 

humanen Leukozyten Antigen (HLA)-Molekülen beobachtet werden (121). Hohe 

Konzentrationen an HNP1-3 werden hingegen mit apoptotischen bzw. zytotoxischen 

Effekten in Verbindung gebracht (123,124,321) und könnten zusammen mit anderen Faktoren 

für das Auftreten nekrotischer Areale (121), welche in Tumoren häufig zu finden sind, 

verantwortlich sein. Trotz immunhistochemischer Hinweise auf eine partielle Produktion 

durch Tumorzellen (119,121), ist davon auszugehen, dass die Synthese von HNP1-3 

überwiegend durch tumorinfiltrierende Neutrophile erfolgt (122). Liu et al. (321) haben in 

diesem Zusammenhang eine „Einwanderung“ exogen applizierter alpha-Defensine in 

Epithelzellen in vitro gezeigt, die mitunter ursächlich für die in Tumorzellen lokalisierten 

Peptide sein könnte. Eine anhaltende Expression der proinflammatorischen Mediatoren 

würde folglich dazu beitragen, entzündliche Prozesse in der Tumorumgebung sowie 

direkte Wirkungen gegenüber Krebszellen zu fördern. Die Produktion von HNP1-3 könnte 

dabei ferner einen Ansatzpunkt für die Entwicklung neuer Präventions- und 

Behandlungsstrategien darstellen. Darmfermentationsprodukte wie Butyrat wären 

aufgrund ihrer antiinflammatorischen Eigenschaften potenzielle Substanzen, die 

möglicherweise in der Lage sind, Einfluss auf HNP1-3 assoziierte Prozesse zu nehmen. 
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Initiale Untersuchungen dieser Arbeit an Kolontumorgewebe konnten bisher jedoch keine 

Modulation der DEFA1-3 Transkriptmenge durch Butyrat feststellen und bedürfen weiterer 

Analysen mit einem größeren Probandenkollektiv (Weitere Ergebnisse). 

Dass eine gezielte Expression von alpha-Defensinen in Tumoren auch gegen das 

Wachstum maligner Läsionen eingesetzt werden kann, zeigten u. a. Studien von 

Wang et al. (322) und Xu et al. (323). Beide Gruppen konnten dabei eine Reduktion des 

Tumorwachstums in verschiedenen Xenograft-Mausmodellen nach Applikation eines 

HNP1-exprimierenden Plasmidkonstrukts beobachten. Die damit einhergehenden akuten 

immunologischen Veränderungen scheinen sich hierbei zugunsten einer effektiveren 

Immunabwehr gegen Tumorzellen auszuwirken und könnten eine weitere Möglichkeit zur 

Behandlung von Tumorerkrankungen eröffnen. 

 

4.3 Korrelation der mRNA- und Proteinexpression ausgewählter Gene im 

humanen Kolongewebe 

Die Erfassung individueller Veränderungen von Genen und deren korrespondierenden 

Proteinen ermöglicht zum einen eine Identifizierung von Genen, die transkriptionell 

reguliert werden, und zum anderen Einblicke in die zugrundeliegenden 

Regulationsmechanismen. Die Expression eines Gens kann dabei sowohl durch 

transkriptionelle als auch translationale Mechanismen reguliert werden. Viele Studien 

verwenden fälschlicherweise oftmals die mRNA-Expression als „Ersatz“ für die Menge 

des dazugehörigen Proteins. Dass eine Korrelation zwischen beiden Parametern nicht in 

jedem Fall gegeben ist, konnten bereits verschiedene Untersuchungen zur basalen 

Expression einer Vielzahl an Genen in Hefen und humanen Zellen bzw. Geweben deutlich 

zeigen (230,231,324). Einer Analyse von Tian et al. (325) zufolge, sind die Proteinmengen nur zu 

40 % auf transkriptionelle Veränderungen zurückzuführen. Im Einklang mit diesen 

Ergebnissen befindet sich auch die vorliegende Analyse, die neben der basalen mRNA-

Protein-Korrelation erstmals die Abhängigkeiten der Veränderungen nach Butyrat-

Applikation untersucht hat. 

 

4.3.1 Korrelation der basalen mRNA- und Proteinexpressionswerte 

In Kolontumoren konnte lediglich für die SOD2 ein signifikant positiver Zusammenhang 

zwischen Gen- und Proteinexpression ermittelt werden (r=0,63, p<0,05), der eine 

transkriptionelle Regulation des Proteins vermuten lässt. Bereits Chen und Kollegen (230) 

hatten einen ähnlichen Zusammenhang für die zytosolische CuZn-haltige SOD-Isoform 

(SOD1) in Lungenkarzinomen beschrieben. Bei den übrigen Genen, die aufgrund 

ausreichend verfügbarer Daten diese Analyse ermöglicht haben, wurde dagegen nur in 

30-65 % der untersuchten Patientenproben eine gleichgerichtete Änderung der 
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individuellen Gen- und Proteinexpressionswerte gefunden. Interessanterweise 

identifizierte ein nachfolgender Vergleich der medianen mRNA- und Proteinexpression 

jedes Gens darüber hinaus einen Anstieg der PKM2-Transkriptmenge in Kolontumoren, 

der in ähnlichem Ausmaß auch auf Proteinebene des Enzyms beobachtet werden konnte 

und, vergleichbar mit SOD2, auf eine transkriptionelle Regulation schließen lässt.  

Für HSP90ß und GSTP1 konnten sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in anderen 

Untersuchungen (222,230) keine Korrelationen zwischen dem Transkript- und Proteinlevel 

nachgewiesen werden. Eine zuvor durchgeführte Studie von Radeva (222) hatte ähnlich wie 

in dieser Arbeit eine mediane Erhöhung der HSP90ß-Genexpression um den Faktor 2,97 

(hier 1,84) in humanem Kolontumorgewebe angezeigt, während keine Veränderungen auf 

Proteinebene (median: 1,00-fach (Radeva), 0,92 (hier)) feststellbar waren. Diese 

Ergebnisse könnten somit auf das Vorliegen eines posttranskriptionellen Mechanismus 

zur Regulation der Expression beider Proteine schließen lassen.  

In Bezug auf die Differenzen zwischen Gen- und Proteinexpression hatten andere 

Autoren unter Verwendung unterschiedlicher Zellen bzw. Gewebe und größerer 

Probandenkollektive zuvor bereits ähnliche Entdeckungen gemacht und konnten nur für 

einen Teil der analysierten Gene eine Korrelation mit der dazugehörigen Proteinmenge 

feststellen, obwohl ein Gesamtzusammenhang zwischen beiden Expressionsebenen 

unbestritten ist (230,231,326). Mögliche Faktoren, die hierauf Einfluss nehmen können, werden 

allgemein und zusammen mit den potenziellen Ursachen für Veränderungen des Gen- 

und Proteinexpressionsniveaus infolge einer Butyrat-Behandlung am Ende des 

nachfolgenden Abschnittes diskutiert. 

 

4.3.2 Korrelation der Veränderungen auf mRNA- und Proteinebene im Kolon-gewebe nach 

Butyrat-Inkubation 

Neben einem Vergleich der basalen mRNA- und Proteinmengen gewährt die vorliegende 

Arbeit des Weiteren Einblicke in die Veränderungen der Korrelationen einzelner Gene und 

Proteine unter experimentellen Bedingungen. Vergleichbar wenig signifikante 

Korrelationen ließen sich nach 12 h Butyrat-Behandlung der Normal- und Tumorgewebe 

bei einer direkten Gegenüberstellung der gepaarten mRNA- und 

Proteinexpressionsveränderungen der einzelnen Gene identifizieren. Davon 

eingeschlossen war die Expression des HSP90ß im Tumorgewebe, dessen Variation auf 

Proteinebene zu etwa 50 % mit Hilfe des Transkriptlevels erklärt werden kann. Bei 

Betrachtung der übrigen Gene zeigte sich, dass 30-77 % der analysierten Spender eine 

gleichgerichtete Änderung ihres mRNA- und Proteinexpressionslevels im Normal- und 

Tumorgewebe nach Exposition mit Butyrat aufwiesen. Obwohl mit Ausnahme von 

HSP90ß im Tumorgewebe für keines der in dieser Arbeit untersuchten Gene ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen der individuellen Gen- und Proteinexpression 
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identifiziert werden konnte, wurden Übereinstimmungen bei einem Vergleich der 

medianen Veränderungen nach Butyrat-Behandlung sichtbar. So wurden bei GSTP1, 

CAT und SOD2 jeweils gleichgerichtete bzw. sehr ähnliche mRNA- und Proteinlevel im 

Normal- und Tumorgewebe verzeichnet, die außerdem für HSP90ß, COX-2 und OPN im 

Tumorgewebe gezeigt werden konnten. Eine nachfolgende Korrelationsanalyse bestätigte 

den augenscheinlichen Zusammenhang für diese Gene (r=0,89, p<0,01) und lässt eine 

transkriptionelle Regulierung vermuten.  

Trotz der Existenz weiterer Mechanismen zur Kontrolle der Translation belegten Guo und 

Kollegen (231) anhand einer umfassenden Analyse von 71 Genen in zirkulierenden 

Monozyten (30 Spender) einen Gesamtzusammenhang zwischen der Genexpression und 

der Menge der dazugehörigen Proteine. Eine Klassifizierung der Gene nach den Gen-

Ontologie-Prinzipien hatte hierbei allerdings eine Diskrepanz zwischen den mRNA- und 

Proteinleveln von Genen der Kategorien „Regulation“ und „Entwicklung“ angezeigt, 

welche möglicherweise auf die Funktion der Gene und ev. verschiedene translationale 

Regulationsmechanismen im Vergleich zu anderen Zelltypen zurückgeführt wurde. Eine 

starke Korrelation konnte beispielsweise für Gene mit Lokalisation im extrazellulären 

Kompartiment oder mit katalytischer oder signalübermittelnder Aktivität identifiziert 

werden (231). 

Für die individuellen Unterschiede zwischen Gen- und Proteinexpression werden in der 

Literatur verschiedene Faktoren diskutiert. Eine nicht unerhebliche Rolle spielt hierbei die 

Verwendung von humanen Gewebeproben, die auch in dieser Arbeit das 

Ausgangsmaterial der Untersuchungen bildeten. Insbesondere solide Tumore weisen eine 

sehr heterogene Struktur auf und bestehen zu unterschiedlichen Anteilen aus 

verschiedenen Zelltypen (z. B. Tumorzellen, Tumorstammzellen, Tumor-assoziierte 

Fibroblasten, Immunzellen) (26,327,328). Da die Genexpressions- und proteinbiochemischen 

Untersuchungen jedoch nur mit verschiedenen Gewebestückchen der gleichen Probe 

durchgeführt werden können, sind Diskrepanzen zwischen beiden Parametern nicht 

auszuschließen. Eine Studie von Bryant et al. (329) zeigte in diesem Zusammenhang am 

Beispiel einer heterogenen Zellpopulation wie peripheren mononukleären Blutzellen, dass 

in Abhängigkeit des zu untersuchenden Zielgens, die Nicht-Zielzellen (Nicht-Monozyten-

Fraktion) einen „verschleiernden“ oder „verdünnenden“ Effekt auf die Expression in den 

eigentlichen Zielzellen (hier: Monozyten) haben können.  

Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Korrelation zwischen Gen- und Proteinexpression 

nehmen können, sind neben den verwendeten Methoden vor allem biologische Prozesse, 

wie beispielsweise die Ausbildung von mRNA-Sekundärstrukturen, posttranskriptionelle 

Modifikationen, eine translationale Regulation, posttanslationale Proteinveränderungen 

oder der Abbau von Proteinen (231,330). Unbekannt ist hierbei ebenso, wie sich die 
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experimentellen Bedingungen auf diese zellulären Vorgänge auswirken. In dieser Arbeit 

wurde bei nahezu allen untersuchten Genen eine Beeinflussung der mRNA-Expression 

durch die Kultivierung festgestellt, die sich jedoch nicht zeitgleich auf Protein- und/oder 

Aktivitätsebene widergespiegelt hat. Hinzu kommt, dass bei den mit Butyrat-behandelten 

Proben eine zeitliche Verzögerung zwischen Transkription und Translation oder 

Translation und Aktivierung der Proteinaktivität nicht ausgeschlossen werden kann. Eine 

12-stündige Exposition der humanen Kolongewebeproben mit in vitro gewonnenen 

Fermentationsprodukten ist möglicherweise zu kurz, um die auf mRNA-Expressionsebene 

beobachteten Veränderungen auf Protein- und Aktivitätsebene detektieren zu können. 

Andererseits könnte die gewählte Inkubationsdauer auch zu lang sein, wenn 

entsprechende Modulationen des Protein- und Aktivitätsniveaus nur von transienter Natur 

sind wie möglicherweise für CAT zutreffend (266). Weiterführende Untersuchungen sollten 

deshalb durch variierende Expositionszeiten die Kinetik der Veränderungen auf allen drei 

Expressionsebenen aufklären. Voraussetzung hierfür ist eine weitere Optimierung der 

Kultivierungsbedingungen primärer Kolonepithelzellen. Neben all den genannten Faktoren 

stellt auch die Größe des Probenumfangs einen limitierenden Faktor bei der Identifikation 

von signifikanten Korrelationen des mRNA- und Proteinexpressionsniveaus dar. Die 

relativ geringe Anzahl an Gewebeproben, die im Projektzeitraum zur Verfügung standen, 

wurde für die Untersuchungen zur Proteinexpression nochmals reduziert und könnte 

somit die Aussagekraft der statistischen Analyse begrenzt haben. Ein Indiz hierfür sind 

möglicherweise die Korrelationen der medianen Gen- und 

Proteinexpressionsveränderungen, die bei einigen Genen im Normal- und Tumorgewebe 

nach Butyrat-Behandlung in dieser Arbeit gefunden wurden. 

Welche Faktoren im Einzelnen bei den in dieser Arbeit untersuchten Genen relevant für 

die Stärke der Korrelation von Gen und Protein bzw. Protein und Aktivität sein könnten, 

wurde in den entsprechenden Kapiteln der Diskussion dargelegt. 

 

4.4 Zusammenfassende Schlussfolgerungen 

Zusammenfassend lassen sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit folgende 

Schlussfolgerungen ableiten: 

 

 Die Expression und/oder Aktivität von OPN, COX-2, PKM2, HSP90ß, GSTP1, 

GSTM2, SOD2 und CAT im humanen Kolonepithel unterliegt einer großen 

interindividuellen Variation. Die Einbeziehung zusätzlicher Spender-Daten, wie z. B. 

Ernährungsgewohnheiten, Raucherstatus oder genetische Polymorphismen, könnte 

zukünftig zur Aufklärung der zugrundeliegenden Ursachen beitragen. 
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 Für die antioxidativ wirksamen Enzyme SOD2 und CAT wurde das Alter als ein 

wichtiger Einflussfaktor in Bezug auf die katalytische Aktivität identifiziert. Während 

diese im normalen Kolonepithel mit zunehmendem Alter der Spender abnimmt, konnte 

für die Expression der übrigen Gene keine Korrelation festgestellt werden. 

 

 Alle in dieser Arbeit untersuchten Gene (DEFA1-3, DEFA6, OPN, COX-2, PKM2, 

HSP90ß, CAT, SOD2, GSTP1, GSTM2) zeigen ein differenzielles mRNA-

Expressionsmuster in normalem und malignem Kolongewebe. Die veränderte 

Expression lässt dabei auf fehlregulierte Signaltransduktionswege schließen, wie 

beispielsweise den Wnt/ß-Catenin-Signalweg. Während die Mehrzahl der Gene dabei 

überexprimiert in Kolontumoren gefunden wurde, konnten für CAT und GSTM2 

verminderte Transkriptmengen festgestellt werden. 

 

 Kolonadenome weisen erhöhte mRNA-Expressionslevel von PKM2 und alpha-

Defensinen auf, was ein Hinweis auf eine möglicherweise frühe Beteiligung der 

korrespondierenden Proteine an der Kanzerogenese ist. 

 

 Die hierbei extrem hohe DEFA6-Transkriptmenge besitzt das Potenzial, 

prämaligne Tumorstadien mit hoher Wahrscheinlichkeit zu identifizieren und so als ein 

neuer Marker in der Diagnostik Anwendung zu finden. 

 

 Die mRNA-Expression von PKM2 steigt mit zunehmender Dedifferenzierung des 

Kolontumorgewebes an, was ein Hinweis auf Veränderungen im Zellstoffwechsel sein 

kann. 

 

 Männer weisen im Vergleich zu Frauen eine tendenziell erhöhte mRNA-Expression 

des COX-2 Gens auf. Diese Tatsache könnte zu den geschlechtsspezifischen 

Unterschieden im Hinblick auf die Inzidenz kolorektaler Tumore beitragen. 

 

 Die erhöhten Expressionsmengen von PKM2 und SOD2 in Tumoren sind auch auf 

Proteinebene der Enzyme nachweisbar und deuten damit auf eine transkriptionelle 

Regulation der Proteine hin. 

 

 Butyrat bewirkt auf mRNA-Ebene im Normal- und Tumorgewebe eine Reduktion 

der tumorpromovierenden Proteine COX-2 und OPN. Tumore mit einer geringeren 

OPN-Transkriptmenge reagierten dabei empfindlicher auf die kurzkettige Fettsäure 

(stärkere Reduktion) im Vergleich zu solchen mit einer höheren Ausgangsmenge. Der 
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umgekehrte Fall ließ sich für COX-2 im Normalgewebe beobachten: Epithelien mit 

einem niedrigen basalen Transkriptlevel zeigten vergleichsweise nur geringe 

Veränderungen der COX-2 mRNA. 

 

 Trotz der verminderten COX-2 Transkriptmengen tritt im Normal- und 

Tumorgewebe nur eine marginale Reduktion der Sekretion des PGE2 (Hauptmediator 

der COX-2) auf. 

 

 Die Exposition der gesunden Kolonmukosa mit Butyrat bewirkt eine Erhöhung des 

mRNA- und Proteinlevels von CAT ohne einen parallelen Anstieg der katalytischen 

Aktivität. Ein erhöhter zellulärer Schutz gegenüber oxidativem Stress, induziert durch 

H2O2, war deshalb bisher nicht feststellbar. 

 

 Trotz einer Reduktion der mRNA- und in geringerem Ausmaß auch der 

Proteinexpression von SOD2 führt Butyrat zu einer Erhöhung der Aktiviät des 

mitochondrialen Enzyms. Die erhöhte Entgiftungskapazität gilt als ein schützender 

Effekt, der vermutlich posttranslational durch die kurzkettige Fettsäure hervorgerufen 

wurde. 

 

 Butyrat führt in normalen Kolonzellen zu einer Steigerung der Expression der 

wichtigen Entgiftungsenzyme GSTP1 und GSTM2, die unter den gegebenen 

Bedingungen jedoch mit einer signifikant verminderten GST-Gesamtaktivität 

einherging. Untersuchungen bzgl. der kinetischen Regulation und zu funktionellen 

Kosequenzen könnten zukünftig Aufschluss geben, welche Ursachen für die 

Diskrepanz verantwortlich sind und mögliche Folgen für den zellulären Schutz 

ermitteln. 

 

 Die mRNA-Expression des alpha-Defensins DEFA6 wird in gesunden 

Kolonepithelzellen in Gegenwart von Butyrat tendenziell nach oben reguliert. Die 

funktionellen Konsequenzen dieser Modulation sind noch unklar. 

 

 Während Normal- und Tumorgewebe in Bezug auf die mRNA-Expression von 

OPN, COX-2, PKM2 und SOD2 eher ähnliche Reaktionen auf die Behandlung mit 

Butyrat zeigen, findet eine Induktion der CAT und des HSP90ß (mRNA) nur in 

normalen Kolonepithelzellen statt. Die Ergebnisse deuten auf eine differenzielle 

Regulation der Transkriptmengen einzelner Gene in Abhängigkeit des 

Transformationsgrades hin, während andere davon nicht beeinflusst werden.  
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 Butyrat vermindert unter den gegebenen Bedingungen zwar die mRNA-Expression 

von PKM2 im malignen Kolongewebe, jedoch nicht die des korrespondieren Proteins. 

 

 Bei HSP90ß wird weder die Gen- noch die Proteinexpression in Kolontumoren 

durch die C4-Fettsäure beeinflusst, weshalb dieses Hitzeschockprotein offenbar nicht 

zu den Zielproteinen von Butyrat zu zählen ist. 

 

 Der komplexe Fermentationsüberstand (FÜ) des Kohlenhydrates Synergy1, einer 

Mischung aus lnulin mit Oligofruktose, führt im humanen Tumor- und Normalgewebe 

des Kolons zu vergleichbaren Reaktionen wie Butyrat als Einzelsubstanz. Die Wirkung 

könnte dabei sowohl auf die im FÜ enthaltene Menge an Butyrat (3 mM) als auch auf 

das komplexe Zusammenwirken mehrerer Einzelsubstanzen (Synergismus) 

zurückzuführen sein. Die beobachteten Effekte des FÜ beschränken sich dabei 

vornehmlich auf die mRNA-Expression von COX-2, PKM2, CAT und SOD2, während 

Butyrat zudem Einfluss auf die Expression von OPN und GSTs nimmt. 

 

 Das mRNA-Expressionsniveau eines spezifischen Gens ist im Allgemeinen kein 

verlässlicher Parameter, um Veränderungen des korrespondierenden Proteins oder 

seiner Aktivität vorherzusagen und damit als alleiniger Parameter ungeeignet. Die 

Bestimmung der mRNA-Expression liefert dennoch ergänzend zu den Proteindaten 

wichtige Erkenntnisse in Bezug auf die Transkriptionsregulation und ist deshalb ein 

unverzichtbarer Teil entsprechender Studien.  

 

 Weiterführende Untersuchungen setzen eine Optimierung der Kulturbedingungen 

für primäre Kolonepithelzellen voraus. Um zukünftig mögliche Effekte von in vitro oder 

in vivo gewonnenen Darmfermentationsprodukten nach Langzeitinkubation zu 

ermitteln und damit die In-vivo-Situation besser abbilden zu können, ist eine 

Kultivierungsmethode erforderlich, die primären Kolonepithelzellen eine Lebensdauer 

von mehr als 12 h ermöglicht. Die Kultivierung sollte eine hohe Vitalität der Zellen und 

die Integrität von zellulären Makromolekülen gewährleisten sowie das Wachstum bzw. 

die Proliferation anregen. Aktuellen Ergebnissen der Arbeitsgruppe zufolge, können 

primäre Kolonzellen inzwischen als Kolonkrypten-Pellets für 24 h kultiviert werden (331). 

 

 Die vorliegenden Untersuchungen erweitern das Verständnis zu den protektiven 

Mechanismen von Ballaststoffen. 
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4.5 Ausblick 

Die Untersuchungen an chirurgisch entferntem Kolongewebe haben in dieser Arbeit 

Einblicke in die Reaktion des humanen Dickdarmgewebes auf 

Darmfermentationsprodukte gegeben und hierbei wichtige Informationen in Ergänzung zu 

Studien mit Kolonkrebszelllinien oder Tiermodellen geliefert. Darüber hinaus 

manifestieren sie den Wert zahlreicher Untersuchungen zu Mechanismen der Butyrat-

Wirkung an immortalisierten Kolonkrebszellen, der andernfalls unklar wäre. Zukünftige 

Studien sollten deshalb - auch aufgrund der Nähe zur In-vivo-Situation - bevorzugt auf 

humanes Kolongewebe zurückgreifen und ihren Schwerpunkt neben den Wirkungen von 

Ballaststoff-Fermentationsprodukten auf das humane Darmepithel ebenso auf prämaligne 

Vorstufen legen. Diese bleiben aufgrund ihrer Beschwerdefreiheit oftmals unentdeckt, 

erhöhen jedoch das Risiko für eine maligne Erkrankung des Kolorektums. Zudem sollten 

Gewebeproben von gesunden Spendern einbezogen werden, um eine wirkliche 

Vergleichskontrolle zu erhalten. Verschiedene Untersuchungen haben in diesem 

Zusammenhang gezeigt, dass das histologisch normal erscheinende Kolonepithel von 

Kolonkrebs- bzw. Risikopatienten bereits ein verändertes Genexpressionsmuster im 

Vergleich zu dem von völlig gesunden Probanden aufweist (332-334). Eine entsprechend 

hohe Anzahl an Spendern zur Minimierung individueller Einflüsse und Identifizierung 

signifikanter Effekte ist bei allen Versuchsserien eine unabdingbare Voraussetzung. Die 

damit in Aussicht stehende Sammlung individueller Spenderdaten, die beispielsweise 

Auskunft über den Ernährungsstatus oder die Einnahme von Medikamenten geben, 

könnte helfen, Reaktionen einzelner Gewebe von Probanden besser zu erklären. Weitere 

wichtige Ziele stellen die Aufklärung der molekularen Wirkmechanismen von Butyrat und 

Darmfermentationsgemischen im Allgemeinen sowie die resultierenden funktionellen 

Konsequenzen dar. 

Da die gegenwärtigen Untersuchungen an humanem Kolongewebe jedoch nur auf einem 

Modellsystem basieren, sind zukünftig Humanstudien erforderlich, um mehr über die 

Bedeutung derartiger Ergebnisse für die In-vivo-Situation zu erfahren. Eine 

Interventionsstudie zur Untersuchung ausgewählter Parameter der Krebs-

Chemoprävention könnte hierbei neue Erkenntnisse liefern und dabei helfen, die 

zugrundeliegenden komplexen Wirkmechanismen von Ballaststoffen besser zu verstehen. 
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5 Zusammenfassung 

Einleitung: Maligne Erkrankungen des Dickdarms und des Rektums sind weltweit eine 

der am häufigsten auftretenden Krebserkrankungen und krebsbedingten Todesursachen, 

insbesondere in Ländern mit westlicher Ernährungsweise. Schätzungen zufolge, könnten 

bis zu 70 % aller sporadisch auftretenden Kolontumore durch eine ausgewogene 

Ernährungs- und Lebensweise vermieden werden. Kurzkettige Fettsäuren wie Butyrat, die 

aus dem bakteriellen Abbau von Ballaststoffen im Kolon hervorgehen, tragen aufgrund 

zahlreicher antikanzerogener Effekte möglicherweise entscheidend dazu bei, das Risiko 

für kolorektale Läsionen zu vermindern. Untersuchungen, die diese Einflüsse auf humane 

Kolonepithelzellen hinreichend belegen, fehlen bislang jedoch. 

Zielstellung: Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde deshalb auf die 

Untersuchung des Einflusses von Butyrat und einem in vitro fermentierten 

Inulin/Oligofruktose-Gemisch (Synergy1) auf ausgewählte Gene und partiell deren 

Proteine in verschieden transformierten Kolongeweben gelegt. Die analysierten Gene 

werden mit diversen zellulären Prozessen, wie der Stressabwehr (SOD2, CAT, HSP90ß), 

Glykolyse (PKM2), Immunabwehr (DEFA1-3, DEFA6), Entgiftung (GSTP1, GSTM2) sowie 

Entzündung (COX-2) und Zelladhäsion (OPN) assoziiert und besitzen aufgrund ihrer 

Funktion Bedeutung für die Chemoprävention und Progression des kolorektalen 

Karzinoms. Ein weiteres Ziel bestand darin, die basalen Expressionslevel (unter 

Berücksichtigung klinischer Parameter) zu erfassen. 

Methoden: Für die Untersuchungen wurden gepaarte Normal-, Adenom- und/oder 

Tumorgewebeproben des Kolons von insgesamt 51 Spendern mit einem diagnostizierten 

Kolorektalkarzinom oder einer Polypose verwendet. Die Ermittlung des mRNA-

Expressionsniveaus vor (basal) und nach Applikation der Testsubstanzen (10 mM Butyrat, 

10 % In-vitro-Fermentationsüberstand von Synergy1®; 12 h) erfolgte mit Hilfe der 

quantitativen Real-time PCR; korrespondierende Proteinmengen wurden hingegen mittels 

Western Blot oder enzymgekoppelten Immunadsorptionstests nachgewiesen. 

Veränderungen der katalytischen Aktivität spezifischer Enzyme (SOD2, CAT, Gesamt-

GSTs) wurden spektralphotometrisch erfasst. Die Beurteilung funktioneller Konsequenzen 

im Hinblick auf eine verbesserte Stressabwehr erfolgte über eine Bestimmung H2O2-

induzierter DNA-Schäden unter Zuhilfenahme des Comet Assays. 

Ergebnisse: Mit Ausnahme von CAT und GSTM2 wurden alle untersuchten Gene 

überexprimiert in Kolontumoren und partiell auch in Adenomen gefunden. Bemerkenswert 

ist hierbei der 100-fache (Median) Anstieg der mRNA-Expression des DEFA6-Gens in den 

prämalignen Kolongeweben. Ein Zusammenhang zwischen der Expression und klinischen 

Parametern konnte nur für PKM2 (Tumorgrading) nachgewiesen werden. Die erhöhte 
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Expression von PKM2 sowie SOD2 in Tumoren war darüber hinaus auch auf 

Proteinebene der Enzyme feststellbar. Mit Hilfe von Korrelationsanalysen wurde ferner ein 

altersbedingter Abfall der Aktivität antioxidativer Enzymsysteme (CAT, SOD2) in der 

normalen Kolonmukosa identifiziert. Die Exposition des Gewebes mit Butyrat bewirkte 

hingegen eine signifikante Induktion von CAT (Gen/Protein) und SOD2 (Aktivität), die 

vermutlich durch unterschiedliche Mechanismen ausgelöst wird. Trotz des Anstiegs 

konnte bisher kein verbesserter Schutz des Gewebes vor oxidativem Stress 

nachgewiesen werden. Im Tumor- und tendeziell auch im Normalgewebe führte Butyrat 

des Weiteren zu einer Reduktion der Transkriptmengen von OPN, COX-2 und PKM2, die 

sich auf Proteinebene nur marginal widerspiegelte. Interessanterweise zeigte sich hierbei, 

dass Tumore mit einer geringeren OPN-Basalexpression empfindlicher auf Butyrat 

reagierten als solche mit einer hohen OPN-Transkriptmenge; der umgekehrte Fall scheint 

für COX-2 im Normalgewebe zu gelten. Divergierende Ergebnisse auf mRNA- und 

Proteinebene wurden darüber hinaus ebenso für GSTs festgestellt. Das in vitro 

fermentierte Synergy1 erzielte im Vergleich zu Butyrat ähnliche Effekte im Hinblick auf 

die Regulation von PKM2, COX-2, CAT und SOD2 im Normal- und Tumorgewebe. Dabei 

ist eine synergistische Wirkung mehrerer Komponenten aufgrund der geringeren Butyrat-

Konzentration des verwendeten Fermentationsüberstandes (3 mM) wahrscheinlich. 

Korrelationsanalysen identifizierten lediglich für die basale SOD2-Expression (Tumor) 

sowie für HSP90ß (im Tumor nach Butyrat-Inkubation) einen signifikanten 

Zusammenhang zwischen Transkript- und Proteinmenge. Für die übrigen Gene konnte 

nur bei 30-77 % der analysierten Spender eine gleichgerichtete Änderung der 

individuellen Gen- und Proteinexpressionwerte festgestellt werden. 

Schlussfolgerungen: DEFA6 könnte als ein neuer Marker für prämaligne Tumorstadien 

dabei helfen, die Diagnosemöglichkeiten für Kolorektalkrebs zu verbessern. 

Fermentationsprodukte wie Butyrat oder jene, die im Fermentationsüberstand von 

Synergy1 enthalten sind, zeigen anhand der Modulation einer Auswahl an Genen in 

humanem Kolongewebe potenziell chemopräventive Aktivitäten. Konsequenzen für die 

Expression der korrespondierenden Proteine und deren Aktivität sollten allerdings in 

zukünftigen Studien noch eingehender erforscht werden. Die vorliegenden 

Untersuchungen tragen dazu bei, das Verständnis der protektiven Wirkungen von 

Ballaststoffen zu erweitern. 
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6 Abstract 

Introduction: Colorectal cancer is one of the most common malignant diseases and 

causes of cancer death worldwide, especially in countries with a Western style diet. About 

70 % of sporadic cancer cases are linked to diet, thereby providing potent opportunities 

for its prevention. The consumption of dietary fiber experienced constant interest in this 

regard for several decades and is associated with a risk lowering effect. Short chain fatty 

acids like butyrate, which result from the colonic fermentation of dietary fiber, are 

assumed to contribute to this protective action due to several anti-cancer properties that 

were mainly shown using cancer cell lines and partially animal models. However, studies 

demonstrating similar protective effects in primary human colon epithelial cells are limited. 

Objective: The present work aimed at investigating the impact of butyrate and an in vitro 

fermented mixture of inulin and oligofructose (Synergy1) on selected genes and their 

corresponding proteins in human colon tissues of different transformation stages. In line 

with this, basal expression levels were determined in consideration of clinical parameters. 

A seconday aim was to assess whether some of these results are linked to functional 

consequences by measuring enzyme activities (CAT, SOD2, and total GSTs) and the 

H2O2-induced genotoxicity. Genes included are involved in various cellular processes, 

such as stress response (SOD2, CAT, HSP90ß), inflammation (COX-2), detoxification 

(GSTP1, GSTM2), glycolysis (PKM2), cell adhesion (OPN), and immune response 

(DEFA1-3, DEFA6). 

Methods: Paired normal, adenoma, and/or tumor colon tissues derived from 51 patients 

with colorectal cancer or polyposis were used for the various experiments. Gene 

expression was analyzed in tissues before (basal) and after test substances (10 mM 

butyrate, 10 % fermentation supernatant of in vitro fermented Synergy 1; 12 h) were 

applied. Protein levels were determined by Western blot or enzyme immunoassays. 

Activities of CAT, SOD2 and total GSTs were measured using spectrophotometric assays. 

For determination of DNA damage, the Comet assay was performed. 

Results: Excepting CAT and GSTM2, the genes selected were overexpressed in colon 

tumors and partially also in adenomas. Remarkably, an extreme high increase in DEFA6 

mRNA expression (100-fold) was found in adenoma tissue when compared to normal 

counterparts. No correlation between gene expression and stage or grading of tumors 

was observed, with exception of PKM2 (grading). Analyses of the corresponding protein 

level revealed similar expression patterns for PKM2 and SOD2 in colon tumors. 

Furthermore, an age-dependent decrease in the activity of antioxidant enzymes (CAT, 

SOD2) in normal colon epithelium was noted. Butyrate increased significantly the 

expression and/or activity of these proteins in normal tissue, whereas detoxifying enzymes 
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like GSTP1 and GSTM2 were only found elevated at transcript level so far. In tumors as 

well as in normal tissue, mRNA expression of OPN, COX-2, and PKM2 was significantly 

decreased by butyrate with only minor changes at protein level. Tumors with lower levels 

of OPN transcripts seemed to be more sensitive to inhibition by butyrate than those with 

higher levels. A reverse effect is assumed for COX-2 in normal tissue. The in vitro 

fermented Synergy1, that better depicts the in vivo situation, induced similar changes in 

PKM2, COX-2, CAT, and SOD2 mRNA expression when compared to butyrate. The 

interaction of several metabolites might be responsible for these effects.  

Using correlation analyses, significant relationships were identified between the 

expression ratios of SOD2 mRNA and protein in colon tumors as well as between 

HSP90ß mRNA and protein in colon tumor tissue after butyrate application. For the other 

genes, only 30-77 % of the donors showed similar gene and protein expression ratios.  

Conclusions: As a novel marker for premalignant tumor stages, DEFA6 could improve 

the diagnostic tools for colorectal cancer. Fermentation products like butyrate or those 

contained in the supernatant of in vitro fermented Synergy1 showed potential 

chemopreventive activities in human colon tissue by modulating the expression of a 

selected set of genes. Data on protein expression and functional consequences, however, 

are still inconclusive and need to be the subject of further investigations. Nevertheless, the 

present study enhances our understanding of how dietary fiber contributes to the 

protection against colorectal cancer. 
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Anhang 

 

Tab. 2: Primersequenzen für die qPCR und Größe der Amplifikate 

Gen Primer (5‘3‘) Fragmentgröße 

GSTP1 forward 

reverse 

CTG CGC ATG CTG CTG GCA GAT C 

TTG GAC TGG TAC AGG GTG AGG 

TC 

149 bp 

GSTM2 forward 

reverse 

AGC CGT ATG CAG CTG GCC AAA C 

CCA CAA AGG TGA TCT TGT CC CA 
149 bp 

 

 

Tab. 3: Temperaturprofil der qPCR§ 

 Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1x 

Denaturierung 94 °C 30 s 

40x Annealing 60 °C 30 s 

Elongation 72 °C 30 s 

§ Die Analyse der mRNA-Expression spezifischer GST-Gene erfolgte unter Verwendung 

des iQ Green Supermixes und des iQ5 Multicolor RF PCR Detektionssystems der Firma 

Bio-Rad. 
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