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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Entstehung und Ansiedelung von Metastasen ist ein komplexes
Geschehen, an dem verschiedenste Gewebe und Zellen beteiligt sind.
Tumorstroma-assoziierte-Fibroblasten (TAF) spielen eine wichtige Rolle bei der
Progression und Metastasierung von Karzinomen, indem sie die Angiogenese
und Inflammation férdern und Substanzen exprimieren, die Tumorzellwachstum
fordern. In Bezug auf Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms sind TAF
jedoch relativ unerforscht. Uns interessiert insbesondere die Beteiligung der
TAF in der Entstehung einer peritumoralen Entziindungsantwort bei

kolorektalen Lebermetastasen.

Hierzu erfolgen anhand einer Stichprobe von 11 Patienten an Gewebeproben
und daraus isolierten Fibroblastenkulturen Charakterisierungen zur Expression
pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine (IL-6, MCP-1) sowie

Adhasionsmolekiilen (ICAM-1) auf Gen- als auch auf Protein-Ebene.

Dabei wurden im Zuge des Projekts folgende Fragestellungen bearbeitet:

- Gibt es Unterschiede im Expressionsmuster zwischen Tumorgewebe und
vom Tumor entferntem Lebergewebe?

- Lassen sich TNF- a und MCP-1 in kolorektalen Lebermetastasen
immunhistochemisch nachweisen, in welchen Zellen gelingt der Nachweis?

- Bestehen Zusammenhénge oder Korrelationen in der Expression der
einzelnen Faktoren IL-6, MCP-1 und ICAM-1?

- Induzieren TNF-a und andere ausgewéhlte Wachstumsfaktoren eine
Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1 in Fibroblastenkulturen?

- Hemmen NF-kappaB-Inhibitoren (Parthenolide und Helenalin) die

Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen?



2. Einleitung

2.1 Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms

In Deutschland stellt das kolorektale Karzinom die zweithaufigste maligne
Erkrankung und die zweith&aufigste krebsbedingte Todesursache dar (Robert-
Koch-Institut, 2006). Die Mehrheit der Todesfélle ist dabei dem Vorhandensein
von Lebermetastasen zuzuschreiben, da diese mal3geblich Uber die Prognose
entscheiden (Rudmik et al. 2005). Die Fernmetastasen des kolorektalen
Karzinoms finden sich klassischerweise in der Leber, bei 14-25 % der Patienten
sind Lebermetastasen bereits synchron mit dem Primartumor manifest (Hughes
et al. 1990) und bei 50 Prozent aller Patienten mit kolorektalen Karzinomen
werden im Laufe ihrer Erkrankung Lebermetastasen nachgewiesen
(Geoghegan et al. 1999). Die Entstehung von Lebermetastasen wird dabei
zunachst von regional-anatomischen Verhaltnissen beeinflusst, da die Leber
bei der hamatogenen Metastasierung uUber die Pfortader gewissermal3en als
JFilterstation” fungiert. Auf zellularer und molekularer Ebene erscheint die
Metastasierung als ein hochselektiver Prozess, so weil3 man, dass neben der
Mikroarchitektur auch die zellularen Komponenten der Leber ein gunstiges
Milieu far die Adhasion von Tumorzellen und die Ausbildung von Metastasen
darstellen (Fidler 2002). Welche Mechanismen bei der hepatischen
Metastasierung letztlich  entscheidend sind und welche mdglichen
Therapieansatze sich daraus erschlie3en, ist weiterhin Thema der aktuellen

Krebsforschung.

2.2 Metastasierung und Inflammation

Die Vorstellungen von Tumorentstehung und Metastasierung mussten im Laufe
der Jahre standig korrigiert werden (Hanna et al. 2008). Grund ist die
zunehmend besser verstandene Interaktion zwischen Tumor und dem
Tumorstroma, in dem sich die Tumorzellen ansiedeln. Die traditionelle ,seed
and soil* Hypothese, 1889 von Stephen Paget hervor gebracht, beschrieb

zuerst die wichtige Beziehung zwischen der Tumorzelle, der ,Saat* (engl. seed)
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und dem umgebenden Tumorstroma der Sekundarlesion, dem ,Acker” (engl.
soil) (Paget 1889). Diese Theorie kann weiterhin als aktuell angesehen
werden, insbesondere durch die modernen Technologien konnten mittlerweile
vielfaltige Molekile und Signalwege identifiziert werden, die mit Organ-
spezifischen Metastasen korrelieren und so die ,seed and soil* Theorie
unterstitzen (Fokas et al. 2007). Heutzutage werden Tumoren als komplexe
Gewebe verstanden, in denen zahlreiche Komponenten, zusammengefasst als
»,microenvironment” (Tumorstroma) eine entscheidende Rolle spielen. Dazu
gehoren Entzindungszellen, Blutgefal3e, Fibroblasten und extrazellulare
Matrixbestandteile (Pérez-Moreno 2009). Eine Fernmetastase ist letztlich das
Ergebnis eines komplexen mehrschrittigen Prozesses, resultierend aus
Interaktionen zwischen Tumorzellen und Gastgewebe (Fidler 2002; Craig u.
Loberg 2006). Grundlegende Bestandteile der Metastasierungskaskade sind
Auswanderung des Primartumors und Intravasation, Zirkulation in der Blutbahn,
Extravasation am Zielort, schlieBlich Angiogenese und Wachstum im

Zielgewebe (Rudmik u. Magliocco 2005).

Betrachtet man das Verhalten von Immunzellen und anderen beteiligten Zellen
im Rahmen der Metastasierung bestehen deutliche Parallelen zu Entziindung
und Wundheilung (Aggarwal et al. 2006; Meyer u. Hart 1998). Es konnte auch
bewiesen werden, dass gleiche inflammatorische Komponenten bei der
Metastasierung beteiligt sind, wie Zell-Adhasionsmolekile (z.B. ICAM-1),
Zytokine, Cadherine, Integrine, Selektine, Matrix-Metallo-Proteinasen und
proteolytische Enzyme (Meyer u. Hart 1998). Diese inflammatorischen Signale
wirken sowohl auf die Tumorzellen als auch auf das Tumorstroma und
regulieren Adharenz der Tumorzellen, Tumorwachstum, Angiogenese und
Neuordnung des umgebenden Stromas (Bird et al. 2006; Raman et al. 2007).
Experimentelle Studien mit Mausmodellen belegten, dass Inflammation,
getriggert durch  TNF-a, eine entscheidende Rolle bei der
Metastasierungskaskade von kolorektalen Lebermetastasen spielt (Kitakata et
al. 2002; Khatib et al. 2005).



2.3 Bedeutung der Tumorstroma-assoziierten Fibrobla  sten

Tumorstroma-assoziierte-Fibroblasten (TAF) bilden den hauptséchlichen
Bestandteil des desmoplasmatischen Tumorstromas von soliden Tumoren und
ihrer Metastasen, so auch bei Lebermetastasen (Desmouliere et al. 2004). Es
handelt sich dabei um aktivierte Fibroblasten, die Ublicherweise Glattmuskel-
Filamente (engl. a-smooth muscle actin) exprimieren (Mueller u Fusenig 2004).
Bisher sind Ursprung und Aufgabe der Tumorstroma-assoziierten-Fibroblasten
(TAFs) aber noch nicht vollstdndig aufgeklart (Desmouliére et al. 2004).
Hinsichtlich der TAF aus kolorektalen Lebermetastasen werden verschiedene
Annahmen diskutiert: 1. TAF differenzieren sich aus hepatischen Sternzellen
oder / und 2. aus portalen Myofibroblasten. Normalerweise finden sich in der
Leber selbst praktisch keine Myofibroblasten, sie lassen sich vielmehr durch die
Aktivierung von Prakursorzellen herleiten. Uber eine langere Zeit war die These
fuhrend, dass die gut untersuchten hepatischen Sternzellen, die sich
perisinusoidal finden, als Ursprung dienten (Reeves und Friedman, 2002), so
stellen neuere Untersuchungen die periportalen Fibroblasten, basierend auf
ihrem Expressionsprofil, auch als Ursprungsort fir die Leberfibrose in den
Vordergrund (Tuchweber et al. 1996).

Bekannt ist, dass ihre Produktion von Wachstumsfaktoren, Chemokinen und
Extrazellularen-Matrix-Proteinen eine Forderung der Angiogenese bewirkt
(Kalluri u. Zeisberg 2006). Studienergebnisse weisen darauf hin, dass vom
Tumor freigesetzte Wachstumsfaktoren wie TGF-B und PDGF an der
Rekrutierung und Aktivierung von TAF beteiligt sind (Elenbaas u. Weinberg
2001; Desmouliere et al. 2004). Es wird also zunehmend deutlich, dass TAF
eine Schlusselrolle in der Progression von malignen Tumoren spielen und so

ein wichtiges Ziel fir Therapiezwecke darstellen (Kalluri u. Zeisberg 2006).

2.4 Zytokin-Chemokin-Netzwerk: Bedeutung bei

Tumorprogression und Metastasierung



2.4.1 Zytokine, Chemokine, Adhasionsmolekile

Tumor necrosis factor- a (TNF-a) ist ein zentrales pro-inflammatorisches
Zytokin, es wird hauptséchlich von aktivierten Monozyten / Makrophagen
gebildet und freigesetzt, jedoch auch durch eine grof3e Anzahl anderer Zellen
wie Lymphozyten, Mastzellen, Endothelzellen und Fibroblasten.

Im Rahmen von Entzindungsprozessen induziert TNF-a die Expression von
Zytokinen wie Interleukin-6  (IL-6), Chemokinen z.B. MCP-1 und
Adhésionsmolekulen wie ICAM-1 durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Banno et al. 2005).

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wird insbesondere von T-Zellen, Monozyten
und Fibroblasten gebildet. Als Akute-Phase-Protein reguliert es verschiedene
Aspekte der Immunantwort durch Aktivierung von Leukozyten, insbesondere
von B-Lymphozyten, wirkt aber auch auf verschiedenste andere Zellen (Sehgal
et al 1995; Rose-John et al 2006). Studienergebnisse legen nahe, dass IL-6
auch eine Rolle bei der Tumorprogression spielt (Hong et al. 2007). Chung und
Chang wiesen eine positive Korrelation zwischen hoher Serumkonzentration
von IL-6 und fortgeschrittenem Krankheitsstadium beim kolorektalen Karzinom
nach (Chung u. Chang 2003). Auch beim Magenkarzinom korrelierte 1L-6 mit
Tumorstadium und Metastasierung (Ashizawa et al. 2005).

Monocyte chemoattracting protein-1 (MCP-1) st ein l6sliches Chemokin der
CC-Chemokine, das chemotaktisch auf Monozyten und T-Lymphozyten wirkt
(Carr et al. 1994; Proost et al. 1996). Die Expresssion von MCP-1 und
resultierende Infiltration mit Makrophagen sind assoziiert mit Tumorprogression
und Neovaskularisation beim Melanom (Koga et al. 2008), Mammakarzinom
(Saji et al. 2001), Prostatakarzinom (Lu et al. 2006) und Magenkarzinom
(Kuroda 2005). Bei in vitro-Studien mit Tumorzellreihnen des kolorektalen
Karzinoms nahm die Akkumulation von Makrophagen mit zunehmendem
Tumorstadium zu, und korrelierte mit der Expression von MCP-1 (Bailey et al.
2007). In normalem Lebergewebe wird MCP-1 malig exprimiert, in
Leberbiopsien von inflammatorischem Gewebe wie bei chronischer Hepatitis
und aktiver Leberzirrhose konnte MCP-1 jedoch stark hochreguliert gemessen
werden (Marra et al 1998).

Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)  gehort als Adhasionsmolekul zu

der Immunglobulin-Superfamilie und reguliert wichtige Zell-Zell und Zell-Matrix



Interaktionen (Staunton et al. 1988), sowohl im Rahmen von Inflammation, aber
auch bei Metastasierung. Es wurde z.B. gezeigt, dass ICAM-1 ein Marker fur
die Progression beim maligen Melanom ist (Natali et al. 1990). Die
Konzentration von ldslichem ICAM-1 im Serum von Patienten mit kolorektalem
Karzinom war in Studien deutlich héher als in der gesunden Kontrollgruppe und
korrelierte mit fortgeschrittenem Tumorstadium (Sanchez-Rovira et al.1998).

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a die
Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen triggern. Und das fihrt zu
vermehrter Adhasion von kolorektalen Tumorzellen, und somit zu verstarkter
Metastasierung (Gangopadhyay et al. 1998). Es gibt aber auch gegenteilige
Beschreibungen in der Literatur, so beobachteten Tachimory et al, dass ICAM-1
die Metastasierung vom kolorektalen Karzinom im Tiermodell hemmt (Tachimori
et al. 2005).

2.4.2 Wachstumsfaktoren
Vielfaltige Faktoren haben Einfluss auf das beschriebene Zytokin-Chemokin-

Netzwerk, als Wachstumsfaktoren werden dabei Proteine bezeichnet, die
insbesondere  Zellproliferation und  Zelldifferentiation beeinflussen. Im
Folgenden werden die Charakteristika der in der vorliegenden Arbeit zur
Stimulation verwendeten Faktoren genannt:

Der Transforming Growth Factor (TGF) gehdrt zu den Zytokinen und wirkt
u.a. auf Tumorstroma-assoziierte-Fibroblasten (Pardali et al. 2007). Die
Stimulation von Fibroblasten mit TGF- bewirkt in experimentellen Versuchen
eine deutliche Zunahme der Epression von MCP-1 (Slavin et al. 1995). TGF-3
gilt einerseits als Tumorsuppressor bei frihen Tumorstadien, im weiteren
Verlauf der Tumorerkrankung bewirkt TGF-B allerdings Tumorprogression,
Invasivitat und Metastasierung (Derynck et al. 2001; Roberts u. Wakefield
2003). Besonders TGF-B1 scheint bei verschiedenen soliden Tumoren
hochreguliert zu sein und steht so im Zentrum der Aufmerksamkeit (Dickson et
al. 1987; Derynck et al. 1987).

Der Platelet-derived growth factor (PDGF) spielt physiologischerweise eine
Rolle bei der Embryogenese, Zellproliferation, Zellmigration, Wundheilung und
insbesondere bei der Angiogenese. PDGF wird mit verschiedenen Krankheiten

wie Atherosklerose und Fibrose in Verbindung gebracht, sowie in der
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Krebsforschung intensiv untersucht, da vermutlich die Uberproduktion von
PDGF Tumorwachstum stimuliert (Heldin et al.1999), jedenfalls wird PDGF von
Tumorzellen produziert und korreliert mit Tumorprogression (Bronzert et al.
1987).

Das Signalmolekul Epidermal Growth Factor (EGF) stimuliert die Ausbildung
einer Reihe von Zelltypen Uber Aktivierung seines spezifischen Rezeptors
EGFR (engl. Epidermal growth factor receptor), einer Tyrosinkinase. Der
zentrale Pathway ist hierbei der Ras/Raf/MEK/ERK-Pathway. Der EGF-
Pathway wird seit Jahrzehnten mit Zellwachstum, Invasion, Angiogenese und
Metastasierung in Verbindung gebracht und intensiv untersucht (Normanno et
al. 2006). In klinischen Studien mit monoklonalen Antikdrpern gegen EGFR bei
Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom wurde eine signifikante
Wirksamkeit bewiesen (Cunningham et al. 2004). Mittlerweile ist der
Tyrosinkinaserezeptor-Inhibitor Cetuximab seit 2004 beim metastasierten
kolorektalen Karzinom zugelassen (Humblet 2004). Der vollstandig humane
Antikdrper gegen EGFR Panitumumab ist in der EU seit 2007 als Monotherapie
zugelassen zur Behandlung des metastasierten, EGFR-exprimierenden
kolorektalen Karzinoms mit nicht-mutiertem (Wildtyp) KRAS-Gen bei Patienten,
bei denen Fluoropyrimidin-, Oxaliplatin- und Irinotecan-haltige
Chemotherapieregime  versagt haben (Gibson et al. 2006). Ein Klinisch
bedeutsamer Punkt ist, dass Tumoren mit mutiertem KRAS-Gen jedoch nicht
auf eine Anti-EGFR-Therapie wie mit Panitumumab ansprechen (Amado et al.
2008).

2.4.3 Der NF-kappaB-Pathway und seine Inhibitoren P  arthenolide

und Helenalin

Der oben bereits erwéhnte Transkriptionsfaktor Nuclear Factor-kappaB (NFkB)
kontrolliert die Expression von Genen fir pro-inflammatorische Zytokine,
Adhésionsmolekdle, Chemokine, Wachstumsfaktoren und andere
inflammatorische Mediatoren (Nam 2006; Pahl 1999). In den meisten Zelltypen
liegt NF-kB als Homo- oder Heterodimer im Zytoplasma vor, zusammengesetzt
aus den Untereinheiten p50 und p65. (Karin et al. 2000). Durch die Bindung von

inhibitorischen kB-Proteinen (IkBa) ist NF-kB zuné&chst inaktiv. Stimulation



durch pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder IL-1B, aber auch
verschiedene andere Stimuli fuhren zu einer Aktivierung, auf dessen
Endstrecke die IkBa-Proteine phosphoryliert, ubiquitinyliert und abgebaut
werden. Die nun aktiven NF-kB-Molekile gelangen in den Zellkern und binden
an bestimmte Promotorregionen (Karin et al. 2000). So fuhrt TNF-a z. B. Uber
die Aktivierung von NF-kB zu einer verstarkten Expression von ICAM-1 (Holdon
et al. 2004). Der NF-kR Pathway ist also ein zentraler Signalweg bei der
Aktivierung von Zellen im Rahmen eines inflammatorischen Geschehens
(Barnes und Karin 1997; Holdon et al. 2004) und mittlerweile auch bekannt als
wichtiges Stellglied bei malignen Prozessen und Metastasierung (Mauro et al
2009). Es wurde gezeigt, dass NF-kB in verschiedenen malignen Tumoren, wie
Leukdmie und Lymphomen (Stoffel 2005), Mammakarzinom (Nakshatri et al.
1997), Prostatakarzinom (Lindholm et al. 2000) Melanom (Dhawan et al. 2002),
Adenokarzinom des Pankreas (Wang 1999) und auch kolorektalen Tumoren
(Lind 2001) konstitutiv aktiviert ist (Oka et al. 2007).

Mittlerweile wurde eine Vielzahl verschiedener Inhibitoren des NF-kB-Pathways
identifiziert (Nam 2006), wobei die genauen molekularen Mechanismen noch
nicht vollstandig bekannt sind. Parthenolide und Helenalin sind natirlich
vorkommende Substanzen, die zu der Gruppe der Sesquiterpen-Laktone
gehoren (Rungeler et al. 1999). Parthenolide wurden urspriinglich in der
Volksmedizin bei Migraine, Fieber und Arthritis eingesetzt (Oka et al. 2007;
Brown et al. 1997), man verwendete dazu Extrakte der Pflanze Mutterkraut
(engl. Fewerfew; lat.: Tanacetum parthenium), die als Wirkstoff Parthenolide
enthalten (Macias et al. 1999). Aktuelle Studien bekraftigen den anti-
inflammatorischen Effekt von Parthenoliden, bei Atherosklerose beispielsweise
beobachtete man im Tiermodell unter Gabe von Parthenoliden eine
Verkleinerung der Plaques bei gleichzeitig reduzierter Expression von MCP-1
(Lopez-Franco et al. 2006). Es mehren sich zudem Hinweise auf anti-tumorése
Eigenschaften, so sind Parthenolide in vitro potente Inhibitoren von DNA-
Synthese und  Zellproliferation bei  verschiedenen  Tumorzellreihen
(Woynarowski et al. 1981; Hall et al. 1988; Ross et al. 1999, Wen et al. 2002).
Patel et al. berichteten, dass Parthenolide mittels NF-kB-Inhibition bestimmte

Zellreinen des Mammakarzinoms fur das Chemotherapeutikum Paclitaxel
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sensibilisieren (Patel et al. 2000). Auch beim UVB-induzierten Hautkrebs konnte
sowohl in vitro (Zellkultur) als auch in vivo (Mausmodell) ein
wachstumshemmender Effekt unter Anwesenheit von Parthenoliden
nachgewiesen werden (Won et al. 2004). Bei Tumorzellen der akuten
myeloischen Leuk&mie (Guzman et al 2005) und Tumorzellreihnen des
Nierenzellkarzinoms (Oka et al. 2007) konnte auch in vivo ein deutlicher
apoptotischer Effekt durch Parthenolide erzeugt werden.

Arnikabliten (lat. Arnica montana) enthalten als Hauptwirkstoffe insbesondere
Helenalin und Dihydrohelenalin und waren bereits im Mittelalter in Europa als
entzindungshemmendes Heilmittel bekannt (Lyss et al. 1998). Heute weil}
man, dass Helenalin Gber eine direkte Modifikation des NF-kB/IkB-Komplexes
wirkt, indem es die p65 Untereinheit alkyliert (Lyss et al. 1998). Schon in den
80ern beschrieben Studien einen zytotoxischen Effekt von Helenalin bei
Zellreihen der lymphatischen Leukadmie (Williams et al. 1988) Auch bei
anderen Zellreihen wirkte Helenalin in vitro wachtumshemmend (Grippo et al.
1992). Und im Rahmen einer in vitro Studie mit einer humanen Zellreihe des
kolorektalen Karzinoms (COLO 320) bewies Helenalin eine deutliche
Zytotoxizitat (Woerdenbag et al. 1994).
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Die verwendeten Reagenzien, Primer, die angesetzten Losungen und Puffer,
sowie Materialien, Utensilien und Geréate, sind im Bezugsquellenverzeichnis in

alphabetischer Reihenfolge aufgefihrt (8. Bezugsquellenverzeichnis).

3.2 Gewebeproben

In dieser Arbeit wurden Gewebeproben von 11 Patienten mit Lebermetastasen
vom Kkolorektalen Karzinom untersucht. Dabei wurde Gewebe aus der
Metastase, aus dem Ubergangsbereich zwischen Metastase und umliegenden
Lebergewebe und aus entferntem normalen Lebergewebe mit mindestens 3 cm
Abstand zur Metastase entnommen.

Das Gewebe wurde nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten

im Rahmen von elektiven Leberresektionen gewonnen.

: Adjacent
Metastasis |jver tissue
CAF" i

Distant

Abbildung 1: Operationspréparat einer Leberresektion, die kolorektale Lebermetastase ist zu
Aufbereitungszwecken angeschnitten. Es wurde Gewebe aus der Metastase (Metastasis), aus
angrenzendem Lebergewebe (Adjacent liver tissue) und aus entferntem normalen
Lebergewebe (Distant liver tissue) entnommen. Tumorstroma-assoziierte-Fibroblasten (TAF
bzw. CAF englisch) wurden aus dem Metastasengewebe, Leberfibroblasten (LF) aus dem
gesunden entfernten Lebergewebe isoliert.
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3.3 Gewebeaufbereitung

Fir die Immunhistochemie wurden kleine Proben von Metastasengewebe und
von entferntem Lebergewebe in Tissue-Tek® eingebettet und bei -80° C
gelagert. Zusatzlich wurden Proben in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet.

Fur die Herstellung von Fibroblastenkulturen wurden Proben von
Metastasengewebe und von entfernten normalen Lebergeweben in sterile 50 ml
Falcon-Réhrchen mit Medium 199 Uberfihrt und in flissigem Stickstoff gelagert.
Fur die mRNA-Analysen wurden kleine Gewebeproben (ca. 0,7 cm?) aus dem
Metastasengewebe, von angrenzendem Lebergewebe und von gesundem
Lebergewebe mit mindestens 3 cm Abstand zur Metastase benutzt. Die Proben
wurden mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C in sterilen
NUNC-R6hrchen gelagert.

3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Immunhistochemische Farbungen

Die Immunhistochemie dient dem qualitativen Nachweis und der Lokalisation
von Antigenen in histologischen  Gewebeschnitten. Wir fertigten
Gewebeschnitte aus Metastasengewebe und aus normalem Lebergewebe an
und detektierten darin den Wachstumsfaktor TNF-a und das Chemokin MCP-1.
Es wurden Methoden der indirekten immunhistologischen Féarbung verwendet.
Grundlage ist dabei ein fur das Zielantigen spezifischer Primarantikdrper, an
den dann ein sogenannter Sekundarantikorper bindet, welcher wiederum mit
einem Enzym gekoppelt ist. Bei Zugabe eines Substrates katalysiert das Enzym
einen Farbumschlag, und zeigt somit das Antigen an.

Mit welcher Kombination aus Schnitttechnick, Farbetechnik und Vorverdiinnung
des Primarantikorpers sich das beste Farbeergebnis erzielen liel3, musste in

Vorversuchen ermittelt werden.

3.4.2 Anfertigen der Schnitte

Herstellung der Gefrierschnitte: Die zu untersuchenden Gewebeproben wurden

in Tissue-Tek® in Kryowells eingebettet, in flissigem Stickstoff (-196° C)
schockgefroren und bei -80° C gelagert. Die Gefrier blocke wurden dann mit
einem Kryostat bei -20°bis -26° C auf eine Schicht dicke von 5 um geschnitten
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und auf einen Glasobjekttrager aufgetragen. Die angefertigten Schnitte wurden
bis zur Weiterverwendung in Aufbewahrungsboxen bei -20°C gelagert.

Herstellung der Paraffinschnitte: Die Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten

Gewebeblocke wurden in 5um dinne Gewebeschnitte geschnitten und auf

Objekttrager gelegt.

3.4.3 TNF-a Paraffin-Schnitte und EnVision

Fur den qualitativen Nachweis von TNF-a in den Gewebeproben arbeiteten wir
mit Paraffinschnitten.

Verwendeter monoklonaler Primarantikérper: TNF-a: Verdinnung 1:50, clone
MADb11, subclass IgG1, BD Pharmingen ™, San Diego, CA, USA

Zur Farbreaktion wurde das Dako EnVision+ System- HRP (AEC) verwendet,
eine Immunperoxidase-Farbung mit zwei Schritten. Dieses System basiert auf
einem Anti-Maus-Sekundarantikbrper, der zusammen mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase (HRP) an ein Dextranpolymer gebunden ist. Das Enzym
HRP katalysiert die Oxidation des Substrats AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol) zu

einem roétlich gefarbten Prazipitat an der Stelle des Antigens.

Durchfihrung: Die 5um dinnen Paraffinschnitte wurden zunachst

deparaffinisiert und in PBS-Puffer rehydriert. Um eine Demaskierung der durch
die Fixation veranderten Antigene in den Gewebeschnitten zu bewirken,
wurden die Schnitte fur 5 Min in der Mikrowelle erhitzt. Anschliel3end wurden
die Schnitte in 3% (0,03%) Wasserstoffperoxid gespilt, um endogene
Peroxidasen zu blocken.

Jetzt konnte der spezifische Primarantikdrper aufgetragen und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert werden. Danach wurde das mitgelieferte
Peroxidasemarkierte Polymer auf die Schnitte gegeben und fir 30 min
inkubiert, dann wurde das gebrauchsfertige AEC+-Substratchromogenlésung
auf die Praparate getropft und 10 min inkubiert. Die spezifische Umsetzung des
Substrats AEC durch das Enzym HRP flihrte zu einer Rotfarbung

Nach Spilung mit destilliertem H,O erfolgten die Gegenfarbung mit
Hamatoxylin und die Blauung der Zellkerne fur 10 min unter flieRendem
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Leitungswasser. Die Praparate wurden in Aquatex® eingedeckt und die
Farbung wurde mikroskopisch ausgewertet.
Als Negativkontrolle wurde der isotypische 1gG Antikérper MOPC-21 (Sigma)

eingesetzt.

Entsprechend den Anweisungen des Herstellers, erfolgte zwischen allen
Arbeitsschritten ein dreimaliger Waschschritt in PBS fur jeweils 5 Minuten, als
Ausnahme wurde kein Waschschritt direkt vor dem Auftragen des

Primarantikorpers durchgefihrt.

3.4.4 MCP-1 Kryoschnitte ABC-AP-Methode

FUr den qualitativen Nachweis von MCP-1 in den Gewebeproben arbeiteten wir
mit Gefrierschnitten. Verwendeter spezifischer monoklonaler Primarantikorper:
MCP-1, subclass IgG1, BD Pharmingen ™, San Diego, CA, USA

Fur die immunohistochemische Farbung wurde das Vectostain® ABC-AP Kit
(Avidin- / Biotin-Komplex-alkalische-Phosphatase Kitsystem) verwendet und
nach Herstelleranweisung verfahren. Die Avidin-Biotin-Methode (ABC-Methode)
nutzt die starke Affinitat von Avidin fur Biotin zur Bildung von Komplexen aus
enzymmarkierten Avidin-Biotin-Komplexen mit biotinylierten Sekundar-AK. Der
biotinylierte Sekundarantikérper stellt dabei das Bindeglied zwischen Antigen-
spezifischem Primarantikdrper und dem Avidin-Biotin-Enzymkomplex dar, als
Enzym wurde alkalische Phosphatase (AP) benutzt, das als Farbreaktion das

Substrat in einen roten Farbstoff umsetzt.

Durchfihrung: Die kryokonservierten 5 um dicken Gewebeschnitte wurden 15

min bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Sie wurden fir 10 min in einer
Aceton/PBS-L6sung (3:1) von 4° C fixiert und danach direkt in PBS-Puffer
Uberfahrt. Die Schnitte wurden mit dem DAKO® Biotin Blocking System nach
Herstelleranweisung behandelt um unspezifische Anfarbungen gegen das
lebereigene Biotin und Avidin zu vermeiden. Die Schnitte wurden 10 Minuten

mit einer Normalserumlésung gegen unspezifische Antikorperbindung blockiert
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und der Uberschuss nur abgeklopft. Es folgte die Inkubation mit dem
Primarantikorper tber Nacht bei 4°C.

Der zum Kit gehdrige biotinylierte Sekundarantikérper wurde 30 min inkubiert,
es folgte die 30-minitige lichtgeschitzte Inkubation mit der Vectastain® ABC-

AP-Reagenz.

Nach Spiulung mit destiliertem H,O erfolgten die Gegenfarbung mit
Hamatoxylin und die Blauung der Zellkerne fur 10 min unter flieendem
Leitungswasser. Die Praparate wurden in Aquatex® und Deckglasern
eingedeckt und die Farbung wurde mikroskopisch ausgewertet.

Als Negativkontrolle wurde der isotypische 1gG Antikérper MOPC-21 (Sigma)

eingesetzt.

3.5 Fibroblastenkulturen

3.5.1 Anlegen der Zellkultur und Kultivierung

Zum Anlegen von Zellkulturen wurden die in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen
Gewebeproben langsam aufgetaut und in 10 ml Medium Gberfuhrt. Das nach
einer Zentrifugation (300 g, 10 Minuten) verbleibende Zellpellet wurde in einer
kleinen Menge Medium sorgféltig resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in
30 ml Medium auf Zellkulturplatten (145 cm? Nunclon™) pipettiert. Als Medium
wurde Dulbecos Modifies Eagle Medium + Glucose + Pyruvate (DMEM +
GlutaMAX™) mit 10% fetalem Kalberserum (FBS; Invitrogen) und 1 %
antibiotisch-antimykotischer ~ Lésung  (Antibiotic-Antimycotic;  Invitrogen)
bestehend aus Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B verwendet. Die
Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C und ei ner Konzentration von 5%

Kohlenstoffdioxid kultiviert.

Wachstum und Adhérenz wurden mittels Mikroskop verfolgt. Die aus den
Gewebefragmenten ausgewanderten Zellen waren auf der Kulturplatte
adharent und erreichten am 20. bis 25. Tag nach Aussaat eine Konfluenz von
80 bis 90 %. Mikroskopisch zeigte sich ein homogener Zellrasen. lhrer

Morphologie nach zu urteilen handelte es sich hierbei um fibroblastische Zellen.
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Mittels immunzytochemischer Farbungen konnte bestatigt werden, dass es sich
bei den kultivierten Zellen um Myofibroblasten handelte.

Eine Adharenz der Fibroblasten konnte innerhalb der ersten 48 Stunden
beobachtet werden. Alle 48 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, daftr wurden
die Zellen mit Gey’s Balanced Salt Solution (GBSS) gewaschen und das

Kulturmedium ausgewechselt.

Um eine Kontamination der Zellkulturen zu vermeiden wurden alle
beschriebenen und folgenden Arbeitsschritte an einer Zellkulturbank (Hera
Safe, Typ HS 18/2 1996) durchgefuhrt. Das Zellkulturmedium wurde steril

angesetzt, es wurden steril verpackte oder autoklavierte Utensilien verwendet.

3.5.2 Passagierung der Zellkulturen

Sobald die Fibroblasten einen deutlich konfluenten Zellrasen gebildet hatten,
erfolgte eine Passagierung der Zellen. Zuerst wurde das Medium mit einer
sterilen Glaspipette abgesaugt, danach erfolgte ein zweimaliger Waschschritt
mit GBSS. AnschlielBend wurden 6 ml Trypsin-EDTA (0,5 %) auf die Platte
verbracht, um ein Ablosen der Zellen von den Platten zu bewirken. Unter
manuellem Schwenken und unter mikroskopischer Kontrolle wurde der Moment
abgewartet, wenn sich der Uberwiegende Teil der Zellen gelost hat. Dann
konnte die Zellsupension in sterile 50 ml Falcon Réhrchen tberfuhrt werden. Es
erfolgte ein Zentrifugationsschritt mit 300 x g fir 10 min, die Zellen sammelten
sich als Pellet am Boden des Rohrchens, der Uberstand wurde verworfen und
der Wasch- und Zentrifugationsschritt mit Medium wiederholt. Das verbleibende

Pellet wurde mit Medium resuspendiert und auf neue Kulturplatten ausplattiert.

3.5.3 Stimulationsversuche

In diesem Versuchsteil wurden die in Kultur gehaltenen Fibroblasten mit
verschiedenen Faktoren stimuliert, um in anschlielenden Versuchen
untersuchen zu kénnen, wie sich darunter die Expresssion von MCP-1, IL-6 und
ICAM-1 verandert.

Zur Durchfihrung wurden die Zellen einer Zellreihe von den Platten
abtrypsiniert und mit Medium gewaschen (wie unter 3.5.2 beschrieben). Das
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erhaltene Zellpellet wurde mit Medium resuspendiert. Um die Vitalitat der Zellen
und die Konzentration der Zellen in der Zellsuspension zu prifen, wurde eine
Probe von 10 pl mit 10 pl Tryptanblau versetzt und in der Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Der Anteil der nicht-angeféarbten, also vitalen Zellen
wurde ermittelt und die Gesamtanzahl der Zellen hochgerechnet.

Daraufhin wurde auf jede Platte mit 30 ml Medium eine Menge von 1x 10°
Zellen gegeben. Um eine Adharenz der Zellen zu gewahrleisten erfolgte eine
Inkubation fur 48 Stunden. Im Anschluss wurde zuné&chst zweimal mit GBSS
gewaschen um die Zellen vom Medium und Zellresten zu befreien. Es folgte
eine Prakonditionierung mit 30 ml 0,5 % FBS Medium flr 4 Stunden.

Im néachsten Schritt wurden die Kulturen je nach Fragestellung mit den
jeweiligen Faktoren fir 24 Stunden stimuliert. Fir die Stimulation mit den
Wachstumsfaktoren wurden diese in je 30 ml 0,5 % FBS-Medium geldst und
dann auf die Platten verbracht. Zusatzlich wurden eine Kontrolle mit 0,5 % FBS-
Medium wund eine mit 10 % FBS-Medium angesetzt. Verwendete
Wachstumsfaktoren (Verdinnung, Hersteller, Kat.-Nr.):

« TGF-B1 (5 ng / ml, Roche, 1412272)

« PDGF-B/B (10 ng/ ml, Roche, 1276956)

* TNF-a (20 ng / ml, Sigma, T0157)

« EGF (10 ng/ ml, Sigma, E9644)

Fir die Stimulation mit den NF-kB-Inhibitoren Helenalin und Parthenolid wurden
diese in DMSO geldst und in drei verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
* Helenalin (BIOMOL Research Laboratories, EI301-0500 )
+ 0,1uM / ++ 1,0 uM / +++ 10,0 uM
» Parthenolide (Calbiochem, Bad Soden, Germany, 512732 )
+ 10uM / ++ 50 uM / +++ 10,0 uM
Die typische Stimulationsreihe der NF-kB-Inhibitoren beinhaltete eine Kontrolle
mit 0,5 % FBS-Medium und eine mit DMSO, eine Stimulation mit TNF-a, sowie

Stimulationen mit TNF-a plus dem Inhibitor in den abgestuften Konzentrationen.

Nach einer Inkubation von 24 Stunden wurde der Uberstand abpipettiert und fir
weitere Analysen (3.8 Bead Array) in sterilen Falcon Roéhrchen bei -80° C
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gelagert. Die Zellen wurden sorgfaltig und vollstandig mittels Trypsin-EDTA von
den Platten gelost, mit GBSS gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 1500 rpm).
Das gewonnene Zellpellet wurde in sterilen 0,5 ml Eppendorf-Tubes mit 1 ml
Medium resuspendiert. Nach einem weiteren Wasch- und Zentrifugationsschritt
wurde die Probe in 350 pl RLT-Puffer + 3,5 ul Mercaptoethanol resuspendiert,
geschuttelt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur lysiert, dann bis zur

weiteren Verwendung (3.6. RNA-Isolierung) bei -80° C gelagert.

3.6 RNA-Isolierung

3.6.1 Allgemeines Vorgehen

Um spater spezifische mRNA-Nachweismethoden durchfihren zu koénnen,
musste zuerst die Gesamt-RNA aus den Gewebeproben und den Zellkulturen
isoliert werden. Fur die RNA-Isolierung aus den Gewebeproben wurde das
RNeasy® Midi Kit und fur die Zellkulturen das RNeasy® Mini Kit der Firma
Quiagen (QIAGEN GmbH, Hilden) verwendet. Die Herstelleranweisungen
wurden exakt befolgt. Bei der angewandten Methode wird die RNA an eine
selektiv bindende Silicagel-Membran im Zentrifugationsréhrchen gebunden und
mit ethanolhaltigem Puffer gewaschen.

Um einen Abbau der empfindlichen RNA durch ubiquitar vorkommende RNasen
zu vermeiden, wurden GefaRe und Utensilien vor Benutzung einer
Dampfsterilisation im Autoklaven unterzogen, LdOsungen unter sterilen
Bedingungen angesetzt, die Proben auf Eis kalt gehalten, sowie kurz vor
Arbeitsbeginn Arbeitsflachen und Materialien mit RNase AWAY® (Molecular
Bio Products, San Diego, CA, USA) behandelt.

3.6.2 RNA-Isolierung aus Gewebeproben

Das Gewebe ist bei -80°C in sterilen Rohrchen gela gert. Bis zum Einbringen in
die Pufferlosung (RLT + Mercaptoethanol) ist ein Auftauen der Proben zu
verhindern, deshalb werden diese in flissigem Stickstoff aufbewabhrt.

Pro Probe werden ca. 200 mg Gewebe abgewogen. Die gefrorenen Proben
wurden in je 4 ml Puffer-L6sung mit Hilfe eines Mikro-Dismembrenators fir 45
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Sekunden mechanisch zerkleinert und homogenisiert. Das erhaltene Lysat
wurde in sterile 15 ml Falcon-Rohrchen pipettiert und fiir 10 Minuten bei 400g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, mit 4 ml Ethanol
versetzt und nach gutem Durchmischen auf neue RNeasy® Saulen gegeben.
Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 400 g wurde der Durchfluss verworfen und
es schlossen sich 3 Waschschritte mit Pufferlésungen an. Dazu wurden 4 mi
RW1-Puffer auf die Saulen gegeben, fir 5 Minuten bei 400g zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde zweimal mit RPE-Puffer
wiederholt und die Saule abschlielRend trocken zentrifugiert. Nun konnte die
Saule auf ein 1,5 ml-,Biopur R6hrchen” gegeben und die RNA in 2 Schritten mit
je 150 pl RNase-freiem Wasser (Sigma) aus der Membran gel6st werden. Die
gewonnenen Proben wurden auf Eis kalt gestellt, die RNA-Ausbeute

photometrisch bestimmt (siehe 3.6.4 Photometrische Messung).

3.6.3 RNA-Isolierung aus Zellkulturen

Als Grundlage dienten die Fibroblasten aus den Stimulationsversuchen (siehe
3.5.3 Stimulationsversuche). Die Zellen waren resuspendiert in RLT-Puffer +
B-Mercaptoethanol in sterilen 15 ml Falcons bei -80° C gelagert. Fir die RNA-
Isolierung wurden die Zellsuspensionen zuerst im Warmeschiuittler bei 37° C
aufgetaut und anschlie3end auf eine Shreddarsaule gegeben (QIAShredder™
Quiagen). Diese wurde auf ein mitgeliefertes 2 ml-Réhrchen gesetzt und bei
maximaler Geschwindigkeit fur 2 Minuten zentrifugiert. Die Saule wurde
verworfen, zu dem Durchfluss wurde 350 pl 70% Ethanol gegeben und kraftig
durchmischt. Das erhaltene Eluat konnte nun auf die Sdulen des RNAeasy®
Mini-Kits gegeben werde. Es erfolgte eine Zentrifugation bei > 10000 x g fur
30 Sekunden, der Durchfluss wurde verworfen. Zur Reinigung der RNA von
anderen Zellbestandteilen und Ruckstanden erfolgten analog des
Herstellerprotokolls unter Benutzung der RNeasy-Mini-Saulen 3 Waschschritte
mit 2 verschiedenen Pufferlosungen (RW1 Puffer und RPE Puffer) und
anschlielBender Zentrifugation bei 10.000 g. Um die RNA aus der Membran zu
l6sen, wurde die Saule in ein neues 1,5 ml-BioPur-Réhrchen gesetzt und es
erfolgte eine Elution in 2 Schritten mit 40ul und 15 pl RNAse-freiem Wasser.

Die Proben wurden in den sterilen 1,5 ml-Réhrchen auf Eis gelagert.
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3.6.4 Photometrische Messung

Reinheit und Konzentration der isolierten RNA wurden photometrisch bestimmt.
Hierfir wurden Alliquots mit der Verdinnung 1:20 in RNase-freiem-Wasser
hergestellt und in eine Klvette gegeben. Die Messung der Extinktion erfolgte
bei 260 nm und bei 280 nm.

AnschlieBend wurde die isolierte RNA in sterilen Tubes bei -80C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.7 mMRNA-Nachweismethoden

3.7.1 Allgemein

Ziel war die Bestimmung der Genexpression von MCP-1, IL-6 und ICAM-1 in
den Gewebeproben und Fibroblastenkulturen. Um die spezifischen Transkripte
aus der isolierten Gesamt-RNA nachzuweisen wurde die Northern Blot Analyse
(Thomas 1980) durchgefuihrt. Dabei wurde die Gesamt-RNA elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran Ubertragen. Die Markierung erfolgte
mit der Digoxigenin-Methode (Trayhurn et al. 1994, Peterhaensel C et al. 1998).
Hierfir musste zuerst eine spezifische Digoxigenin (DIG)-markierte Gensonde
hergestellt werden. Diese war komplementér zu der mRNA auf der Membran

und konnte in der Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

3.7.2 Herstellung von DIG-markierten Sonden

In einer reversen Transkriptase-Reaktion wurde Total-RNA in komplementére
DNA (cDNA) umgeschrieben. Im nachsten Schritt wurde die cDNA in einer
Standard-PCR (Polymerase Kettenreaktion) eingesetzt, um mit Hilfe
spezifischer Primer den gewtinschten DNA-Abschnitt zu amplifizieren. Aus den
entstandenen DNA-Doppelstrdngen konnten in einer DIG-labeling-PCR-
Reaktion unter Verwendung eines humanen antisense-Primers spezifische
DNA-Einzelstrange synthetisiert und diese gleichzeitig mit Digoxigenin markiert

werden. Die gewonnen Produkte dienten als komplementare Gensonden.
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Um Verunreinigung und Denaturierung der Proben zu vermeiden, wurde
sorgfaltig und mit sterilen Utensilien gearbeitet, der Versuchsansatz in einem
sterilen 0,5 ml Reaktionsgefal3 (safe-lock tubes, Eppendorf) angesetzt, die

Proben wurden auf Eis kihl gehalten

cDNA-Synthese

Gesamt-RNA wurde durch das RNA-abhangige Enzym Reverse-Transkriptase
in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Es wurden das 1st Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Roche) sowie die zu dem Kit gehorigen
Einzel-Reagenzien verwendet. Es wurde folgender Reaktionsansatz angesetzt:

- 7,2l Sigma Water

- 2l 10 x Reaktionspuffer

- 4l MgCI2 (25 mM)

- 2l Desoxynukleotidmischung (10 mM)
- 2l Oligo dT Primer (0,8 ug / pl)

- 1l RNase Inhibitor (50 U / pl)

- 0,8l Reverse-Transkriptase (25 U / pl)

- 1pug Gesamt-RNA

Die Proben wurden vorsichtig durchmischt. Fur die Reaktionsablaufe der cDNA-
Synthese wurden die Proben in einen Thermocycler (Biometra) Uberfiihrt. Es
wurde fur 10 min bei 25°C inkubiert, um die Primer anlagerung zu ermdglichen.
Es folgte eine 60 min-Inkubation bei 42T (Transkri ptionsreaktion), dann 5 min

bei 99C (Denaturierung). AnschlieRend wurde auf 4° C runtergekdhilt.

Standard-PCR
Das gebildete Produkt der RT-PCR, ein cDNA/mRNADoppelstrang, diente in

der Standard-PCR als Matrize. Dabei wurde mit spezifischen Primern ein ca.
200 bis 400 bp langer Abschnitt innerhalb der Zielsequenz zu DNA-
Doppelstrangen amplifiziert. Die verwendeten spezifischen Primerpaare (8.2
Verwendete Primer) wurden unter Verwendung des Programmes ,Primer3“
(http://primer3.sourceforge.net/) selbst konstruiert und von der Firma MWG-
Biotech (Germany) bezogen. Folgende Komponenten wurden in angegebener
Reihenfolge zusammenpipettiert:

- 40,75 pl Sigma Water
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- 5yl 10 x Reaktionspuffer

- 1l Desoxynukleotide (dNTP 10 mM)
- 1l Primer sense (10 pmol / pl)

- 1l Primer antisense (10 pmol / ul)

- 0,25l Taq Polymerase (5 U/ ul)

- 1yl cDNA Template

Die Bestandteile wurden vorsichtig durchmischt und im Thermocycler inkubiert.
Zu Beginn erfolgte ein Aufheizen des Deckels auf eine Temperatur von 105°C,
dann eine einmalige Denaturierung bei 95°C fur 2 min, gefolgt von 35 Zyklen,
die sich zusammensetzten aus Denaturierung bei 95C fir 1 min, Anlagern der
Primer bei 60<C fur 1,5 min und einer Aufflillreakti on (Elongation) bei 72T fir
1,5 min. Zuletzt folgte eine einmalige Auffullreaktion bei 72T fir 5 min und
abschlieBendes Abkuhlen auf 4°C. Nach einer Kontro lle der korrekten Banden
mittels gelelektrophoretischer Auftrennung (1,5 % Agarosegel) konnten die
PCR-Templates in der DIG-PCR eingesetzt werden.

DIG-PCR

In diesem Schritt wurde das PCR-Produkt durch den direkten Einbau von DIG-
dUTP anstatt dTTP als Sonde markiert. Es wurde lediglich der jeweilige
Antisense-Primer verwendet, so konnte eine Transkript-spezifische
konzentrierte Einzelstrang-cDNA hergestellt werden. Verwendet wurde das
PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche). Der Reaktionsansatz wurde wie folgt
zusammengestellt:

- 33,25 ul Sigma Water

- 5yl 10 x PCR Reaktionspuffer (mit 15 mM Mg Cl,)
- 5l DIG-PCR-Nukleotide
(10 x PCR DIG Probe Synthesis mix 2mM)
- 1l Primer antisense (10 pmol / ul)
- 0,75 ul Enzym Mix (3,5 U / pl)
- 5yl PCR-Template

Die Proben wurden vorsichtig vermischt und in den Thermocycler gegeben. Es
wurde das gleiche Programm verwendet wie bei der Standard-PCR (3.7.2
Standard-PCR). Nach Verifizierung der korrekten Identitat mittels

Gelektrophorese (1,5 % Agarosegel) wurden die hergestellten Produkte in
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sterile 15 ml Falcons mit 10 ml Hybridisierungspuffer pipettiert. Bis zur weiteren
Verwendung im Rahmen der Hybridisierung wurden die Sonden bei -20° C

gelagert.

3.7.3 Northern Blot

Die Northern Blot Methode dient der Ubertragung der in einer
Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf eine Membran zur Detektion
gesuchter mRNA. Der Versuchsablauf folgt den Beschreibungen von Maniatis
et al. (1982). Um einen Abbau der empfindlichen RNA zu verhindern, wurden
Agarosegel und Probenpuffer unter sterilen Bedingungen angesetzt,
verwendete GefalRe und Utensilien autoklaviert. Der Gelschlitten wurde mit
RNase AWAY® behandelt.

Zuerst wurde ein 1% Agarosegel bei 100° C aufgekocht, auf 60° C abgekuhlt
und vor dem GielRen mit Formaldehyd (37%) und Ethidiumbromid versetzt.
Nach dem Ausharten (ca 1h) wurde das Gel auf seinem Gelschlitten in die mit
5x Gel Running Buffer als Laufpuffer gefillte Elektrophorese-Kammer
transferiert.

Die Vorbereitung der Proben erfolgte in sterilen 0,5 ml Eppendorf Tubes und
auf Eis. Es wurden je 10 pug Total-RNA eingesetzt, das Volumen mit Sigma
Wasser auf 10 pl egalisiert und 30 pl Proben-Puffer (1,33 x Sample Buffer)
dazu pipettiert. Zur Denaturierung wurden die Proben bei 65°C fir 15 Minuten
im Thermoblock erhitzt, und dann sofort fir 5 Minuten auf Eis kaltgestellt um ein
erneutes Zusammenlagern zu verhindern. Die Proben wurden Kkurz
abzentrifugiert (1 Minute bei 100 rpm) und mit je 5 pl Loading Dye versetzt. Ein
RNA-Standard-Marker wurde mit 5 ul RNA-Marker, 15ul 1,33 x Sample Puffer
und 3,3 pl 6 x Loading Dye angesetzt. Die Proben und der RNA-Standard-
Marker wurden in die Taschen des Gels aufgetragen, die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 V fur 90-120 Minuten. Im
Anschlul3 wurde das Gel vorsichtig aus der Kammer entnommen und die
aufgetrennten RNA-Banden unter UV-Licht visualisiert. Es waren dabei deutlich
die 28 S und 18 S rRNA als distinkte Banden zu erkennen. Das Gel wurde
zurechtgeschnitten, in eine saubere Plastikschale gelegt und 10 Minuten in
Aqua dest. gewaschen um das Gel von Ruckstanden zu befreien, dann folgten
zur Aquilibrierung 3 Waschschritte a 15 Minuten mit 20 X SSC unter leichtem
Schutteln.

24



Anschlie3end fand der Transfer auf eine Nylonmembran statt. Dazu wurde eine
Plastikschale mit 20 x SSC Losung gefullt und eine Glasplatte quer darauf
gelegt. Zwei zurechtgeschnittene Lagen Filterpapier (Whatman Papier) wurden
als Papierbricke flach Uber die Glasplatte gelegt, mit 20 x SSC Lésung
angefeuchtet und luftblasenfrei ausgerollt, die Papierenden tauchten dabei an
beiden Seiten in die 20 x SSC L6sung. Das Gel wurde mit der Taschenoffnung
nach unten auf die Filterpapiere gelegt, und die Seiten mit Parafilm abgeklebt.
Eine Nylonmembran wurde in Gréf3e des Gels geschnitten und auf das Gel
aufgebracht. Im Anschluss wurde eine auf GelgrofRe geschnittene doppelte
Lage Filterpapier in 2 x SSC getrankt und als Abschluss luftblasenfrei auf der
Membran platziert. Das Konzentrationsgefalle der SSC Lésungen erzeugt
Kapillarkrafte, die den Transport der RNA-Proben aus dem Gel in die Membran
bewirken. Zur Verstarkung des Kapillareffekts wurde ein ca. 10 cm hoher Stapel
saugfahigen Zellstoffes aufgelegt, mit einer Glasplatte abgedeckt und mit einem
Gewicht (750 g) beschwert.

Nach 20 Stunden wurde der Blot abgebrochen und die Nylonmembran
entnommen. Die RNA wurde mit ultraviolettem Licht auf der Membran fixiert.
Der Transfer der RNA wurde anhand der 28 S und 18 S rRNA Banden unter
UV-Licht Gberprift und die Banden fur die spatere GroéRenzuordnung markiert.
Die Membran wurde dann entweder direkt fir die Hybridisierung verwendet

oder luftdicht in Plastik verschlossen bei +4°C ge lagert.

3.7.4 Hybridisierung und Detektion

In diesem Schritt wurden die spezifischen RNA-Sequenzen auf der Membran
durch Hybridisierung mit den komplementaren DIG-markierten Gensonden
markiert. Die Detektion erfolgte mit einem mit alkalischer Phosphatase
konjugierten Anti-Digoxigenin-Antikdrper. Der enzymatische Umsatz des
Substrates CDP erzeugte ein messbares Chemilumineszenzsignal.

Die Membran wurde mit der RNA-tragenden Seite nach innen in einen
Hybridisationszylinder Uberfuhrt, als Hybridisierungspuffer diente DIG Easy-
Hyb. Um unspezifische Bindungsstellen der RNA-Nylonmembran abzuséttigen,
wurde die Membran zuerst 1 Stunde mit 10 ml Hybridisierungspuffer bei 50C
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im Hybridisierungsofen unter standiger Rotation prahybridisiert. Fur die
Markierung der zu untersuchenden mRNA wurden die bei -20° C gelagerten
DIG-markierten Sonden verwendet, diese wurden bei 65° C im Wasserbad
aufgetaut, der Schritt diente gleichzeitig der Linearisierung der DNA-
Einzelstrange. Die Membran wurde mit der jeweiligen Sonde fur eine Dauer von
16-20 Stunden hybridisiert, wieder bei 50° C unter Rotation im
Hybridisierungsofen. AnschlieRend wurde die Sonde in einem sterilen 15 ml
Falcon Rohrchen aufgefangen und bei -20° C wieder e ingefroren. Die Sonden
wurden maximal fur 3 Hybridisierungen verwendet. Die Membran wurde jeweils
aus dem Hybridisationszylinder entnommen und in eine saubere Platikschale
gelegt.

Die folgenden Detektionsschritte erfolgten mit dem DIG Wasch und Block Puffer
Set (Roche Diagnostics), der Versuchsablauf richtete sich nach den
Herstelleranweisungen. Um unspezifische gebundene DNA zu beseitigen
schlossen  sich  Waschschritte  bei  Raumtemperatur  auf  einer
Schittelvorrichtung an, zweimal fir je 15 Minuten mit 2 x Waschlotion, zweimal
fur je 15 Minuten mit 0,5 x Waschlotion, einmalig fir 5 Minuten mit Wasch-
Puffer. Um unspezifische Bindungsstellen abzudecken wurde die Membran fur
eine Stunde mit Blockierungslosung inkubiert (Blocking Solution). Anschlie3end
wurde der mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-Digoxigenin-Antikorper
in einer Verdinnung von 1:20000 aufgebracht und fir 30 Minuten inkubiert.
Zum Entfernen der nicht gebundenen Antikorper folgten 2 Waschschritte mit
Waschpuffer fur je 15 Minuten. Nach einer 5-minitigen Aquilibrierung mit
Detektionspuffer (Detection Puffer), wurde die Membran auf eine saubere
transparente Plastikfolie gelegt. Zur Erzeugung des Signals in Form von
Chemilumineszenz wurde das Substrat CDP-Star fur 5 Minuten lichtgeschuitzt
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Chemilumineszenssignale und
die quantitative densitometrische Auswertung der gespeicherten Daten wurde

mit dem Fluor S Mult-Imager (BioRad, Deutschland) durchgefuhrt.

Fur eine Rehybridisierung der Membran wurde diese in 100° C heifl3er 0,1%
SDS-LAsung ausgekocht, und unter Schwenken bis zum Abkihlen auf 60°C in
der Losung ausgewaschen. Danach konnte die Membran fir eine neue

Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.
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Grundsatzlich stellten wir fur jede neue Probenreihe und zu detektierendes
RNA-Produkt eine neue Northern Blot Membran her, da so die besten
Ergebnisse erzielt wurden. StandardmaRig erfolgte mit jeder Membran eine
abschlieBende Rehybridisierung mit einer fir GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase) spezifischen Sonde. Die Normalisierung zu dem
konstitutiv exprimierten Housekeeping-Gen GAPDH diente als interne Kontrolle

und zur Quantifizierung der zu vergleichenden Proben (Barber et al. 2005).

3.8 Bead-Array

In dieser Arbeit sollte die Produktion von IL-6 und MCP-1 durch die in Kultur
gehaltenen Fibroblasten nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren und NF-kf3-
Inhibitoren bestimmt werden. Dazu wurde die Konzentration der beiden
l6slichen Proteine im Uberstand aus den Stimulationsversuchen gemessen.

Wir wahlten eine durchflusszytometrische Bead Array Analyse und arbeiteten
mit Hilfe des BD™ CBA Cytokine / Chemokine Flex Set (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). Der Versuchsablauf richtete sich nach dem Protokoll des
Herstellers, alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Zur Messung

diente ein BD Facs Canto.

Der Cytometric Bead Array (CBA), im Prinzip ein Sandwich-Immunoassay,
basiert auf Partikeln (Capture Beads), die mit spezifischen Fanger-Antikdrpern
gekoppelt sind. Der Nachweis gelingt Uber Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte
Antikorper, die sich an die Capture Beads anlagern und so die zu
detektierenden Proteine markieren. Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff
Phycoerithrin (PE) erzeugt eine rote Fluoreszenz. Die Analyse erfolgt mit einem
Durchflusszytometer (FACS, fluorescence activated cell sorter). Die Proben
werden dabei durch eine feine Nadel angesaugt und passieren einen
Laserstrahl. Das erzeugte Fluoreszenzsignal wird gemessen. Dabei kdnnen aus
einer Probe in einem Durchgang mehrere Zytokine / Chemokine gleichzeitig
quantitativ bestimmt werden, in unserem Fall also IL-6 und MCP-1 parallel in

einem Versuchsdurchlauf.
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Als Eichkurve fur die spatere Messung musste fur beide Proteine initial eine
standardisierte Verdinnungsreihe angesetzt werden. Die mitgelieferten
Standards lagen in konzentrierter Form vor, mussten mit 0,2 ml Assay Diluent
vermischt werden. Es wurde eine 1:2 Serienverdinnung mit 9 Proben in
absteigender Verdinnung (5000 pg/ml bis 20 pg/ml) und eine Negativkontrolle
erstellt.

Die Vorbereitung der Reagenzien und Proben erfolgte in sauberen
Kunststoffrohrchen (FACS Tubes). Die als Proben eingesetzten Uberstande
aus den Stimulationsversuchen (3.5.3 Stimulationsversuche) wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut. Der Versuchsansatz bestand aus 50 ul Probe bzw.
Standard und je 50 pl Capture Bead pro Chemokin/Cytokin. Wahrend einer
einstindigen Inkubation konnten die spezifischen Capture Beads an die zu
detektierenden Proteine binden. Danach wurden 50 pl Detektions-Reagens
(PE Detection Reagent) hinzugefuigt und 2 Stunden lichtgeschutzt inkubiert, um
eine photochemische Inaktivierung der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden.

Um die ungebundenen Reagenzien zu entfernen folgte ein Waschschritt mittels
1 ml Waschpuffer und Zentrifugation bei 200 x g fir 5 Minuten. Der Uberstand
wurde verworfen und das winzige Pelett am Boden des Rohrchens in 300 pl
Waschpuffer gut resuspendiert. Nach Kalibrierung des Flusszytometers
FacsCanto wurde die Intensitat der roten Fluoreszenz der einzelnen Proben

gemessen und mit Hilfe der BD CBA Software (Pharmingen, D) ausgewertet.

3.9 Statistik
Die Ergebnisse wurden durch Berechnung des Mittelwertes und der

Standardabweichung dargestellt. N gibt die Anzahl der jeweiligen Zell- oder
Gewebeproben von unterschiedlichen Patienten wieder.

Die Signifikanz wurde mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und
der Bonferroni-Adjustierung gepruft. Als signifikant gelten p-Werte < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Immunhistochemischer Nachweis von TNF- o und MCP-1

Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen konnte TNF-a und MCP-1 in
Gewebeschnitten von kolorektalen Lebermetastasen detektiert werden. Die
Protein-Expressionsmuster waren aussagekraftig und in wiederholten
Farbungen reproduzierbar. Zu unterscheiden war dabei die Anfarbung im
Tumorgewebe, im angrenzenden Stroma und im entfernten Lebergewebe.

Unspezifische Anfarbungen wurden durch Kontroll-Anfarbung mit dem

isotypischen IgG Antikdrper MOPC-21 ausgeschlossen.

Direkt in der Metastase konnte TNF-a in Tumorzellen, aber auch in
mononukledren Zellen und Granulozyten nachgewiesen werden. Fibroblasten
waren in der Metastase und im angrenzenden Stroma deutlich darzustellen,
zeigten aber keine Immunreaktivitat fir TNF-a. Im Lebergewebe, das von der

Metastase entfernt war, war TNF-a deutlich in Leukozyten und Endothelzellen

anzufarben, es farbte sich nahezu das gesamte Zytoplasma an.
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Abbildung 2: Immunhistochemische Detektierung von TNF-a in Gewebe von kolorektalen
Lebermetastasen, jeweils Detail-Aufnahme in 400-facher VergroRerung und die entsprechende
Ubersichts-Darstellung des angeschnittenen Areals. (A,C,D) Immunzytochemische Farbung
gegen TNF- a (rot). (B) Exemplarische Kontrollfarbung zu dem Paraffin-Schnitt von (A) mit dem
isotypischen IgG Antikérper MOPC-21.

MCP-1 war deutlich in den Tumorzellen im Metastasengewebe nachzuweisen,
insbesondere im Vergleich zum angrenzenden Stroma waren Karyoplasma und
Zytoplasma der Tumorzellen stark positiv. Im gesamten Gewebe vorkommende
Entzindungszellen fielen durch eine starke Anfarbung der Kerne auf.
Dargestellte Fibroblasten waren gar nicht bis schwach positiv, im Falle einer
Anfarbung imponierte diese in Form von gefarbten Kernen. Im Vergleich zu

TNF-a zeigten die Endothelzellen im entfernten Lebergewebe keine

Immunreaktivitat fir MCP-1.
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Abbildung 3 : (A,C,D) Immunhistochemie nach Kryogewebeschnitten von kolorektalen
Lebermetastasen, gefarbt gegen MCP-1 (rot); Grenzregion zwischen kolorektaler
Lebermetastase und normalem Lebergewebe. (B) Exemplarische Kontrollfarbung zu dem
Paraffin-Schnitt von (A) mit MOPC.

4.2 Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1 in kolore ktalen

Lebermetastasen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1
in kolorektalen Lebermetastasen anhand der originalen Gewebeproben von 11
Patienten untersucht. Es wurde dabei zwischen Metastasengewebe,
angrenzendem Gewebe (Ubergangsgewebe zwischen Metastase und
gesundem Lbergewebe) und Lebergewebe mit Abstand zur Metastase
unterschieden. Aus den jeweils gemessenen mRNA-Levels wurden Mittelwerte
errechnet. Beim direkten Vergleich zwischen Expression in der Metastase und
im angrenzenden Lebergewebe konnten nur leichte Unterschiede vermerkt
werden: 1,12 (IL-6), 1,68 (MCP-1), 0,93 (ICAM-1). Das heifdt, dass IL-6 und
MCP-1 tendenziell vermehrt im Metastasengewebe, ICAM-1 hingegen vermehrt
Im angrenzenden Lebergewebe exprimiert wird. Es zeigten sich insgesamt
deutliche Fluktuationen in der Starke der mRNA-Expression zwischen den
einzelnen Patienten.

Die Zusammenhange der einzelnen Expressionsraten von IL-6, ICAM-1 und
MCP-1 im Metastasengewebe wurden genauer analysiert. Es zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen der Expression von MCP-1 und IL-6 (r=0,55,

p=0,03). Die Expression von MCP-1 korrelierte zudem signifikant mit der von
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ICAM-1 (r=0,81, p=0,001). Zwischen der Expression von IL-6 und ICAM-1
konnte keine Korrelation nachgewiesen werden (Abb. 4).
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Abbildung 4: Vergleich der gemessen mRNA Expression von IL-6 (A), MCP-1 (B) and ICAM-1
(C) im Metastasengewebe (Metastase) vs angrenzendes Lebergewebe (Ubergang) von 11
Patienten. Die mRNA Levels wurden als ,fold change" versus dem entfernten Lebegewebe
berechnet. (D) Korrelation zwischen MCP-1 und IL-6 mRNA Levels im Tumorgewebe. (E)
Korrelation zwischen MCP-1 und ICAM-1 mRNA im Tumorgewebe. (F) Korrelation zwischen IL-
6 und ICAM-1 mRNA Levels im Tumorgewebe.

Nebenbefundlich fiel beim Vergleich von Metastasengewebe, angrenzendem
Gewebe und Lebergewebe mit Abstand zur Metastase auf, dass die
Signalstarke des Housekeeping-Enzyms GapdH stark schwankte, es wurde
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vermehrt im Metastasengewebe exprimiert und deutlich schwacher in den
anderen Proben. Dieses Phanomen wird wiederholt in der Literatur

beschrieben, es spiegelt die vermehrte Aktivitat im Metastasengewebe wider.

4.3 Stimulationsversuche der TAFs in Zellkulturen

In dieser Arbeit wurde die Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1 in vitro
untersucht, insbesondere der Effekt unter Stimulation mit TNF-a (10 ng/ml)
sowie der Wachstumsfaktoren TGF-B1 (5 ng/ml), PDGF-BB (10 ng/ml), und
EGF (10 ng/ml). Auch hier wurde zwischen TAF und LF unterschieden, je nach

Herkunftsgewebe der primar isolierten Fibroblasten.

4.3.1 Wachstumsverhalten und Morphologie der TAFun  d LF

Die nach der Isolation auf die Kulturplatten ausgebrachten Fibroblasten aus den
kolorektalen Lebermetastasen bildeten nach 24-48 Stunden einen homogenen
adharenten Zellrasen. Morphologisch imponieren die Fibroblasten als typische
spindelférmige, verzweigte Zellen mit plattem Zellleib. Die Zellen stehen durch
verschieden breite Zytoplasmafortsatze miteinander in Verbindung. lhr relativ
grol3er, chromatinhaltiger Zellkern hat die Form eines Ellipsoids und enthélt ein
bis mehrere kleine Nukleolen. Initial kontaminierende Hepatozyten und
sinusoidale Endothelzellen konnten unter den Kulturbedingungen nicht
anwachsen.

Wachstumsverhalten unter Stimulation: Interessanterweise fielen bereits beim
Wachstumsverhalten der Fibroblastenkulturen Unterschiede in Abh&angigkeit
vom verwendeten Stimulationsfaktor auf. Als Kontrolle diente die Kultivierung
mit 0,5% FBS. Unter Stimulation mit TGF wurde ein deutlich langsameres, unter
Stimulation mit EGF ein schnelleres und dichteres Wachstum der Fibroblasten
verfolgt.

Es wurden geringe inter-indivuduelle Unterschiede im Wachstumsverhalten je
nach Ursprungsgewebe (Patient) beobachtet, der oben beschriebene Einfluss

der Wachstumsfaktoren war dabei aber nicht verandert.
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Abbildung 5: Primarkultivierte Fibroblasten aus kolorektalen Lebermetastasen (100-fache
Vergrof3erung). 24-stindige Inkubation unter Kulturbedingungen mit 0,5 % FBS (Kontrolle), 10
% FBS, TGF-B1 (5 ng/ ml), PDGF- 3/ (10 ng / ml), TNF-a (10 ng / ml) und EGF (10 ng/ ml).

4.3.2 Expression von IL-6 und MCP-1

IL-6 mRNA wurde in allen Versuchsanteilen nachgewiesen.

Unter Stimulation der Fibroblastenkulturen mit TNF-a wurde eine starke
Induktion von IL-6 mRNA gemessen (n = 6 (3x TAF, 3x LF), Abb. 6). Die
anderen Wachstumsfaktoren zeigten auf mRNA-Level keinen signifikanten
Einfluss.
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Die mRNA von MCP-1 konnte in samtlichen Proben in jeweils unterschiedlicher
Starke gemessen werden. Die Inkubation mit TNF-a flhrte zu einem starken
Anstieg der MCP-1 mRNA, im Vergleich zur Kontrolle war der Anstieg in
Fibroblastenkulturen aus TAF 15-fach, in Fibroblastenkulturen aus
Leberfibroblasten 10-fach erhdht (p < 0.001; n = 6 (3XTAF, 3x LF); Abb. 7).
Interessanterweise war unter Stimulation von TGF-B1 eine verminderte
Expression von MCP-1 in beiden Zelltypen zu verzeichnen. Die anderen

eingesetzten Wachstumsfaktoren zeigten keinen relevanten Effekt.

In abschlieRend durchgefiihrten Bead Arrays wurden die Uberstande der TAF
auf IL-6 und MCP-1 untersucht, ob diese Proteine von den Zellen freigesetzt
wurden. Die Ergebnisse der Messungen IL-6 und MCP-1 betreffend, fanden mit
denen der mRNA Ubereinstimmung, als dass ein signifikanter Anstieg unter
Stimulation mit TNF vorlag.

Leichte, aber nicht signifikante Anstiege in der Expression von IL-6 Protein
wurden nach Inkubation 10 % FBS, TGF-1, PDGF-R(3, und EGF beobachtet.

Die Unterschiede in der Expression zwischen TAF und LF waren weder bei IL-6
noch bei MCP-1 signifikant, weder auf mMRNA- noch auf Protein-Ebene.
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Abbildung 6: Effekt der Stimulation mit 10 % FBS, TGF-B1, PDGF-BB, TNF-a und EGF auf die
MRNA- und Protein-Expression von IL-6 durch TAF und LF unter Zellkultur-Bedingungen. (A)
Ein reprasentativer Northern Blot zeigt die deutliche Zunahme der Expression von IL-6 mRNA
unter Stimulation mit TNF-a. (B) Zur Kontrolle wurde der Northern Blot mit einer GAPDH
spezifischen Sonde rehybridisiert. (C) Diagramm zur Darstellung der densitometrsichen Analyse
der mRNA Expression. (D) Ergebnisse der FACS-Messung aus den Uberstanden der
Fibroblastenkulturen der TAF und LF wie unter 3.8 beschrieben (n = 6 (3x TAF, 3x LF;
Mittelwert £ SEM; * p < 0,05, ** p < 0,001 Effekt vs. Kontrolle).
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Abbildung 7: Stimulationsversuche mit Fibroblastenkulturen von kolorektalen Lebermetastasen
(TAF) und aus entferntem Lebergewebe (LF). Inkubation mit den Faktoren 10 % FBS, TGF-31,
PDGF-BB, TNF-a und EGF. (A) mRNA Expression von MCP-1, hier ein Northern Blot
aufgefiihrt. (B) Negativ-Kontrolle mittels Re-Hybridisierung mit GAPDH-spezifischer Sonde. (C)
Im Diagramm werden die Ergebnisse der mRNA-Expression von MCP-1 unter Stimulation
dargestellt. Die mRNA ist im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 0,5% FBS) aufgefihrt (n = 6 (3x
TAF, 3x LF). (D) Messung der Protein-Expression von MCP-1 aus den Zellkulturiberstanden
der TAF und LF. Jeder Balken repréasentiert den Mittelwert aus 4 verschiedenen Praparationen.
(Mittelwert + SEM; * p < 0,05, ** p < 0,001 Effekt vs. Kontrolle)

4.3.3 Expression von ICAM-1

Die vorliegenden Daten zeigten nur einen schwachen Nachweis von ICAM-
MRNA Expression im nativen Gewebe der kolorektalen Metastasen, wie unter
4.2 beschrieben.

In den Stimulationsversuchen der angelegten Fibroblastenkulturen hingegen
konnte ICAM-1 mRNA deutlich nachgewiesen werden, insbesondere unter
Stimulation mit TNF-a war die Expression signifikant erhdéht (n=6, p< 0,05
Signifikanz). Die anderen Wachstumsfaktoren hatten keinen nachweisbaren
Einfluss auf die mRNA Expression. Wie bereits bei IL-6 und MCP-1
beschrieben konnte auch bei ICAM-1 kein signifikanter Unterschied in der
Expression zwischen TAF und LF nachgewiesen werden.

Die Daten legen die Vermutung nahe, dass die erhohten ICAM-1 Werte bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom vielmehr auf die im Stroma befindlichen

Fibroblasten als auf die primaren Tumorzellen zurtickzufihren sind.
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Abbildung 8: mMRNA Expression von ICAM-1 durch Fibroblastenkulturen TAF und LF von 6
Patienten. (A) Ein reprasentativer Northern Blot zeigt die signifikant erhéhte Expression von
ICAM-1 unter Stimulation mit TNF-a. (B) Die Normalisierung zu dem konstitutiv exprimierten
Housekeeping-Gen GAPDH diente als interne Kontrolle. (C) Dieses Diagramm veranschaulicht
die Ergebnisse der densitometrischen Analyse der Northern Blots der Stimulationsversuche, die
Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. (n = 6; Mittelwert + SEM; * p < 0,05 versus Kontrolle)

4.3.4 GAPDH

Im Rahmen der Stimulationsversuche wurden alle Northern Blots zur Kontrolle
einer Hybridisierung mit dem Housekeeping-Enzym GAPDH unterzogen. Die
GAPDH Signale waren erwartungsgemalf homogen stark und gleichférmig bei
allen Proben nachzuweisen, da GAPDH auf mRNA-Ebene keine Regulierung
erfahrt (Abb. 6 (B); Abb. 7 (B); Abb. 8(B)).
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4.4 Expressionsmuster nach Inhibition durch

Sesquiterpenlaktone

Parthenolide und Helenaline sind fir ihre potente anti-inflammatorische Wirkung
bekannt, die durch die TNF-a-vermittelte Inhibition des Transkriptionsfaktors

NF-kB verursacht wird.

4.4.1 Parthenolide und Helenalin hemmen die Express ion von IL-6
und MCP-1

Die isolierten Fibroblastenkulturen wurden mit TNF-a und mit Parthenolin (1, 5
and 10 pM)  bzw. Helenalin (0,1, 1 and 10 pM) in aufsteigenden
Konzentrationen inkubiert, die Expression von IL-6 und MCP-1 wurde auf
MRNA- und auf Protein-Ebene bestimmt.

Wachstumsverhalten und Morphologie der Fibroblastenkulturen zeigten
zunachst keine wesentlichen Unterschiede in Abh&ngigkeit von Parthenolin
oder Helenalin. Es fiel aber eine vermehrte Adharenz der Zellen unter der

Konzentration von 10 uM Parthenolin und Helenalin auf.

Abbildung 9: Photographien der Fibroblastenkulturen unter Stimulation mit / ohne TNF und
Stimulation mit dem NF-kB-Inhibitor Parthenolin in definierten aufsteigenden Konzentrationen.
Exemplarische Aufnahmen der Morphologie der Fibroblasten in 100-facher Vergréf3erung.

Die Inkubation mit Parthenolin in niedriger Konzentration zeigte zun&chst
keinen signifikanten Effekt. Die h6here Konzentrationen von Parthenolin (5 pM)
war deutlich inhibitorisch, die mRNA Expression von IL-6 und MCP-1 war
nachweislich gehemmt (Abb. 9).
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Der inhibitorische Effekt von Parthenolin auf die TNF-a-vermittelte Expression
von IL-6 and MCP-1 war ebenfalls auf Protein-Ebene nachweisbar (Abb. 9). Die
Ergebnisse hier waren vergleichbar mit der mRNA-Expression. Unterschiede
zwischen TAF und LF waren nicht signifikant.
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Abbildung 10: Parthenolin inhibiert die TNF-a induzierte Expression von IL-6 und MCP-1. (A,
C) Reprasentative Northern Blots. Dargestellt ist die mMRNA Expression von IL-6 (A) und MCP-1
(C) durch TAF unter Inkubation mit / ohne TNF-a und aufsteigenden Konzentrationen von
Parthenolin. (B,D) Als Kontrolle wurde der Northern Blot jeweils mit einer GAPDH-spezifischen
Sonde rehybridisiert. (E,F) Der kombinierte Effekt von Inkubation mit / ohne TNF-a und
aufsteigenden Konzentrationen von Parthenolin wurde mittels Bead-Array in Form der Protein
Expression von IL-6 und MCP-1 gemessen. Die Fibroblastenkulturen waren 24 Stunden unter
Stimulation wie in Kap. 3.5.3 beschrieben. (n = 2; Mittelwert + SEM; * p < 0,05, ** p < 0,001
versus Inkubation mit TNF-a allein).

Auch unter Stimulation mit Helenalin konnten die gleichen Effekte beobachtet
werden, also eine Inhibition der Expression von IL-6 und MCP-1 unter
aufsteigender Konzentration des Inhibitors Helenalin (1uM), sowol auf mRNA
als auch auf Protein-Ebene. Aufgrund der geringen Fallzahl kénnen die
Ergebnisse fir den inhibitorischen Effekt von Helenalin leider nicht mittels

Diagramm dargestellt werden.
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Abbildung 11: Helenalin inhibiert die TNF-a induzierte Expression von IL-6 und MCP-1 (n=2
(IXTAFs, 1xLF)). (A, C) Reprasentative Northern Blots. Dargestellt ist die mMRNA Expression
von IL-6 und MCP-1 durch TAF und LF unter Inkubation mit / ohne TNF-a und aufsteigenden
Konzentrationen von Helenalin. (B, D) Kontrolle mittels Housekeeping-Enzym GAPDH.
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5. Diskussion

Inwieweit Tumorstroma-assoziierte-Fibroblasten (TAF) tatsachlich an der
Produktion von inflammatorischen Faktoren beteiligt sind und so ein geeignetes
Milieu fur die Ansiedlung und Progression von kolorektalen Lebermetastasen
kreieren, sollte in der vorliegenden Arbeit weiter evaluiert werden. Nach
Isolierung der TAF und Leberfibroblasten (LF) aus Gewebe von kolorektalen
Lebermetastasen konnte gezeigt  werden, dass diese unter
Zellkulturbedingungen das Zytokin IL-6, das Chemokin MCP-1 und das
Adhasionsmolekil ICAM-1 produzieren.

TNF-a, dem eine zentrale Rolle in inflammatorischen Prozessen zugeschrieben
wird, wurde immunhistochemisch in Tumorzellen und in mononukleéren Zellen
nachgewiesen (Abb. 2). Das Chemokin MCP-1 war mittels
immunhistochemischer  Farbung deutlich in den Tumorzellen im
Metastasengewebe nachzuweisen. Wie zu erwarten, wurde MCP-1 zudem in
den vorkommenden Entziindungszellen nachgewiesen, die Fibroblasten des
Tumorstromas lie3en sich jedoch kaum anfarben (Abb. 3).

In den Versuchen mit primar isolierten Fibroblastenkulturen induzierte TNF-a
die Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1 (Abb. 6; Abb. 7; Abb. 8),
umgekehrt konnte eine Inhibition durch die Sesquiterpenlaktone Parthenolin
und Helenalin nachgewiesen werden, die als selektive Inhibitoren des NF-kB-
Signalweges bekannt sind (Abb. 10; Abb. 11).

Expressionsmuster der Metastase versus Lebergewebe

Es wurde untersucht, ob Gewebe von kolorektalen Lebermetastasen eine
hochregulierte mRNA-Expression von IL-6, MCP-1 und ICAM-1 besitzt. Dieses
wirde erklaren, warum bei Patienten mit fortgeschrittenen kolorektalen
Lebermetastasen deutlich erhdhte Serumwerte von inflammatorischen Faktoren
und insbesondere von IL-6 gemessen werden. In den beschriebenen
Versuchen mit Gewebe von 11 Patienten konnte kein signifikanter Unterschied
in der Expression von IL-6, ICAM-1 und MCP-1 im Metastasengewebe vs.
angrenzendes Lebergewebe nachgewiesen werden. Von diesen Daten

ausgehend bleibt es zunachst unklar, inwieweit die erhéhten Werte von IL-6,
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MCP-1 and ICAM-1 einfach den Anteil von Tumorgewebe in der Leber
widerspiegeln oder weitere Aussagen abgeleitet werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis von einer signifikanten
Korrelation der Expressionsmuster innerhalb der einzelnen Patienten (Abb. 4).
Auch wenn der dafur verantwortliche Mechanismus noch unklar ist, kann
spekuliert werden, dass individuelle Unterschiede in lokaler und systemischer
inflammatorischer und immunregulatorischer Aktivitat bestehen. Eine andere
Moglichkeit, und damit potentielle Limitation unserer diesbeziiglichen Daten, ist
die Tatsache, dass die Gewebeproben aus dem entfernten Lebergewebe durch
das chirurgische Trauma im Rahmen der Lebeteilresektion artifiziell eine

erhohte inflammatorische Aktivitat aufweisen.

Effekt des Zytokin-Chemokin-Netzwerkes

Die vorliegenden Daten zeigen, dass primar kultivierten Fibroblastenkulturen
von humanen kolorektalen Lebermetastasen eine bedeutende Quelle fir pro-
inflammatorische Molekile sind, die wiederum Tumorprogression und
Metastasierung férdern. Insbesondere TNF-a fihrt zu einer signifikanten
Hochregulation der pro-inflammatorischen Faktoren IL-6, MCP-1 und ICAM-1.
Die prominente pro-inflammatorische Aktivitdtt von TNF-a via NF-kB im
Vergleich zu anderen Wachstumsfaktoren in Hinblick auf TAF und Fibroblasten
vom normalen Lebergewebe ist evident.

Es ist anzunehmen, dass ein wichtiger Zusammenhang zwischen Inflammation
und Angiogenese besteht. Khatib und Mitarbeiter konnten im Mausmodell
zeigen, dass erhohte TNF-Level eng mit dem Metastasierungspotential
korrelierten (Khatib et al. 2005). Es darf hierbei jedoch nicht aul3er Acht
gelassen werden, dass fibroblastische Zellen, deren Ursprung nicht eindeutig
geklart ist, sich ganz anders verhalten kénnen als die in der genannten Studie
untersuchten peripheren Blutzellen.

Heutiger wissenschaftlicher Konsens ist, dass sowohl von Entziindungs- als
auch von Tumorzellen eine Vielzahl von Mediatoren produziert werden, unter
anderem PDGF und TNF, und so ein tumorforderndes, inflammatorisches
Milieu geschaffen wird. TNF nimmt eine Schllisselposition in der
Entzindungsantwort ein und wird Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert.

IL-6 wiederum ist in Entzindungsreaktionen ein wichtiger proinvasiver,
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chemotaktischer Faktor und wird von vielen Zellen nach Exposition mit TNF
vermehrt gebildet. Gerade bei malignen Prozessen triggern die pro-
inflammatorischenden  Faktoren TNF und IL-6  Tumor-assoziierte
Entzindungsprozesse und Tumorgenese und gelten als fihrende Regulatoren
(Grivennikov und Karin 2011).

Wie bereits in Kapitel 2.4.1 beschrieben, wurde in Studien nachgewiesen, dass
bei Patienten mit kolorektalem Karzinom das Serumlevel von IL-6 positiv mit der
IL-6 Expression im Tumorgewebe, mit der Tumorgréf3e und mit dem Vorliegen
von Lebermetastasen korreliert (Kinoshita et al. 1999; Ueda et al. 1994). In
experimentellen in vitro Studien jedoch zeigten Zelllinien des Kolonkarzinoms
sehr unterschiedliche Proliferation unter IL-6, und nur eine Minderheit der
getesteten Zelllinien hatte eine ernsthafte Translation des IL-6 Proteins (Brozek
et al. 2005; Matsuo et al. 2003; Schneider et al. 2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen die Hypothese, dass erhdhte IL-6
Serumlevel bei Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen vielmehr durch
Produktion im Tumorstroma und nicht in den Tumorzellen selbst zustande
kommen.

Es steht fest, dass IL-6 durch Hoch-Regulation von Adhasionsmolekilen und
Wachstumsfaktoren vielfaltige Rollen bei Entzindungsprozessen und
Angiogenese spielt (Cohen et al. 1996), und es ist weiter zu prifen, inwieweit
das von TAF produzierte IL-6 indirekt das Mikromilieu der Tumorzellen
moduliert, so dass Metastasierung fortschreiten kann.

MCP-1 ist neben seiner typischen Rolle als chemotaktischer Faktor fir
Monozyten auch als chemotaktisch wirkend auf Endothelzellen beschrieben
worden (Salcedo et al. 2000), und wird als mitogener Faktor fir Tumorzellen
eingeschatzt, wie beim Prostatakarzinom bereits bewiesen wurde (Lu 2006).
Die aktuell vorliegenden Daten der Literatur legen nahe, dass TNF-a induzierte
Expression durch TAF Uber einen pro-inflammatorischen Mechanismus die
Metastasierung triggert. Unser Nachweis, dass TAF durch Induktion von TNF-a
signifikante Mengen an MCP-1 produzieren (Abb. 7), unterstitzt die Hypothese,
dass diese Zellen einen bedeutenden Anteil der Tumorprogression triggern.

In unseren in vitro Experimenten mit den Fibroblastenkulturen war die
Expression von MCP-1 unter Stimulation mit TGF-1 deutlich herunter reguliert,
bei TAF und LF in gleichem Mal3e. Die Expression von IL-6 und ICAM-1
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hingegen blieb im Vergleich zur Kontrolle unverdndert. Die bisher
veroffentlichten Arbeiten zum Effekt der Zytokine auf IL-6 und MCP-1,
produziert durch Fibroblasten, sind widersprichlich und komplex. Im Gegensatz
zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit wird in der Literatur
beschrieben, dass in Fibroblasten aus humanem Gewebe der Tenon schen
Kapsel TGF-f1 die IL-6 Expression induziert (Seong et al. 2009). In
Fibroblastenkulturen, isoliert aus penilen fibrotischen Plagues von Patienten mit
Peyronie's disease, bewirkte TGF-B1 eine Hochregulation von MCP-1, und dies
insbesondere im Vergleich zu Fibroblasten aus gesunder peniler Haut
(Szardening-Kirchner et al. 2009). Arbeiten beziglich des Effektes von TGF-B1
auf IL-6 und MCP-1 explizit zu Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten oder zu
kolorektalen Lebermetastasen finden sich aktuell noch nicht in der Literatur.

Unsere Daten zeigen, dass ICAM-1 von TAF aus kolorektalen Lebermetastasen
produziert wird. In der Literatur wird ICAM-1 eine widerspriichliche Rolle
zugeschrieben. Einerseits ist ICAM-1 ein Ligand fir [.-Integrine die von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten préasentiert werden, und auf
diesem Weg direkt oder zumindest indirekt an der Tumorprogression beteiligt
(Witkowska et al. 2004; Roland et al 2007). Die lésliche Form von ICAM-1
(sICAM-1) hat in Studien bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in direktem
Zusammenhang mit Tumorlast und Progress der Erkrankung gestanden (Araki
et al. 2001; Alexiou et al. 2001). Dariber hinaus wurde sICAM-1 in
experimentellen Studien als angiogenetischer Faktor identifiziert (Gho et al.
2001). Andererseits gibt es Daten, dass die Expression von ICAM-1 durch
Kolonkarzinom-Zellen im Primartumor eine negative Korrelation zum Vorliegen
von Leber-Metastasen hat, am ehesten verursacht durch lokale
Immunaktivierung (Maeda et al. 2002). So kann mdglicherweise erklart werden,
warum sich in unseren Untersuchungen der Trend zeigte, dass ICAM-1 im
Vergleich zum Metastasengewebe verstarkt im Lebergewebe (vom Tumor
entfernt) exprimiert wird, die TAF hier also eine grol3ere Bedeutung als die
Tumorzellen haben. Demzufolge sind hier weitere Untersuchungen von grol3er

Relevanz.
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Funktionelle Unterschiede zwischen Tumorstroma-asso Ziierten-
Fibroblasten (TAF) und ,normalen” Leberfibroblaste n (LF)
Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit in den Zellkulturversuchen
kein signifikanter Unterschied zwischen den TAF, die als “aktivierte
Fibroblasten” beschrieben werden, und den aus entferntem Lebergewebe
(nicht-Tumor) isolierten Fibroblasten nachgewiesen werden. Dieses
widerspricht zundchst der Hypothese, dass Tumorstroma-assoziierte
Fibroblasten spezielle Eigenschaften aufweisen und sich von ,normalen®
Fibroblasten unterscheiden, so wie es in der Literatur wiederholt beschrieben
wurde. TAF aus dem Tumorstroma des Mammakarzinoms zeigten z.B. einen
deutlich starkeren Effekt auf das Tumorwachstum als ,normale* Fibroblasten
aus dem Brustgewebe derselben Patienten (Orimo et al. 2004). Die gleichen
funktionellen Unterschiede wurden zwischen TAF und Fibroblasten beim
Prostatakarzinom beschrieben (Olumi et al. 1999). Aus kolorektalen
Lebermetastasen isolierte TAF zeigten im Unterschied zu ,unbeteiligten®
Fibroblasten derselben Patienten ein deutlich hoch-reguliertes Expressionsprofil
und stimulierten die Proliferation einer Kolonkarzinom-Zelllinie (Nakagawa et al.
2004).

Bedenkt man jedoch die Mdglichkeit, dass schon die Anwesenheit einer
einzigen Lebermetastase die gesamte Leber durch einen parakrinen Effekt
beeinflussen kann, scheint das Ergebnis unserer Daten nicht unmaoglich. Es ist
somit mdoglich, dass die Myofibroblasten, die aus tumorfreiem Lebergewebe
gewonnen wurden, durch bereits stattgefundene parakrine Effekte eine
Heterogenitat in ihrem Expressionsprofil aufweisen kénnen und somit einen
maoglicherweise vorhandenen Unterschied zwischen den Fibroblasten bereits
aufgehoben haben. Dieser Aspekt ist durchaus denkbar, so haben Kaplan et al.
beispielsweise in ihrer grof3en in-vivo Studie gezeigt, dass ortsstandige
Fibroblasten im Stroma bereits vermehrt das extrazellulare Matrix Protein
Fibronectin produzierten, bevor dort Tumorzellen zirkulierten und sich dort eine
Metastase ansiedelte (Kaplan et al. 2005).

Eine andere Erklarung ware, dass bestehende Unterschiede zwischen TAF und

Organ-spezifischen Fibroblasten sich durch unsere Kultivierung auf Plastik-
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Material unter den gewahlten Kulturbedingungen nicht in vitro reproduzieren

lassen, da diese nie dem originalen Milieu in vivo entsprechen.

Zusammenfassend bedeutet dieses, dass TAF als eine heterogene, Tumor-
und Organ-spezifische Zellpopulation zu verstehen sind, die Gber verschiedene
Mechanismen  Tumorentstehung  begunstigen, deren  Herkunft und
Zusammenhang mit normalen Fibroblasten oder Fibroblasten-Vorstufen noch
nicht gelést sind. Falls Fibroblasten aus gesundem Lebergewebe aber
tatsachlich die Maoglichkeit besitzen, die gleichen Eigenschaften wie TAF
auszubilden, wirde dieses indizieren, dass Lebergewebe potente
fibroblastische Zellen besitzt, die bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt

Metastasierung und Progress vorantreiben kénnen.

Der TNF-a/NF-kB pathway

Das ,microenvironment* eines Tumors und besonders die Interaktion zwischen
Tumor und Tumorstroma spielen eine kritische Rolle bezlglich
Tumorentstehung, Metastasierung und Progress. Die Funktionen des
Tumorstromas sind durchaus schlechter verstanden als die der Tumorzellen
selbst. Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten TAF sind die die dominierende
Komponente im Tumorstroma der Lebermetastasen des kolorektalen
Karzinoms. Inhibition des TNF-a/NF-kB pathways, insbesondere gezielt im
Mikromilieu der Tumorzellen, kann eine effektive Mdglichkeit darstellen um den
Progress von Lebermetastasen beim kolorektalen Karzinom abzuschwachen
(Wang et al. 2009). Ein Kennzeichen von NF-kB besteht darin, dass zahlreiche
Gene unter seiner Kontrolle stehen, dies pradestiniert NF-kB fiir den Einsatz bei
Prozessen, die eine schnelle und umfassende Anderung der Gentranskription
erforderlich machen. Die Sesquiterpenlaktone Parthenolid und Helenalin,
pflanzliche Extrakte aus dem Mutterkraut (engl. Feverfew) und aus
Arnikabliten, sind als Inhibitoren des NF-kB-Pathways identifiziert (Nam 2006;
Rungeler et al. 1999).

In vorangegangenen Arbeiten an ebenfalls aus kolorektalen Lebermetastasen
isolierten TAF konnte demonstriert werden, dass die TNF-a vermittelte
Expression von IL-8 gehemmt wird (Muller et al. 2007). Der gleiche Effekt
konnte in der vorliegenden Arbeit fur die Expression von IL-6 und MCP-1 unter
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Ko-Stimulation mit Parthenolid und Helenalin nachgeweisen werden. Damit ist
die Expression dieser wichtigen pro-inflammatorischen Faktoren Uber die
gezielte Inhibition des NF-kB-Pathways zu steuern und als relevanter
Ansatzpunkt fur eine pharmakologische Therapie zu interpretieren.

Die Therapie des fortgeschrittenen und metastasierten kolorektalen Karzinoms
umfasst heute neben den klassischen Chemotherapeutika (u.a.
Fluorppyrimidine, Irinotecan, Oxaliplatin) zunehmend monoklonale Antikérper
gegen angiogenetische Faktoren oder intrazellulare Signalwege: VEGF-
Inhibitor (Bevacizumab) und Inhibitoren des EGF-Rezeptors (Cetuximab und
Panitumumab) (Folprecht 2010). Trotz guter klinischer Erfolge der bisher
etablierten oben genannten Target-Therapie beim metastasierten kolorektalen
Karzinom bedarf es der Erforschung weiterer relevanter Signalwege und
Wachstumsfaktoren, die auf Metastasierung und Tumorprogress einen Einfluss
haben. Ein attraktives Ziel ist hierbei das Tumorstroma und in diesem
Zusammenhang der TNF-a vermittelte NF-kB pathway. In der aktuellen
Literatur wird der akzeptierte Zusammenhang zwischen Entzindung und
Tumorgenese betont, der Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert Zellproliferation,
immunologische und infektiologische Prozesse und Tumorentstehung (Wang et
al. 2009). Diese Daten implizieren die Inhibition des NF-kB-pathway als

wichtiges therapeutisches Ziel beim kolorektalen Karzinom.

50



6. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom stellt in Deutschland eine der haufigsten
Krebserkrankungen dar, wobei besonders das Auftreten von Lebermetastasen
fur den Patienten eine schlechte Prognose bedeutet. In hepatischen
kolorektalen Metastasen bilden Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten (TAF)
den zellularen Hauptbestandteil des Tumorstromas, wobei ihre genaue
Herkunft und ihre Funktionen jedoch wenig erforscht sind.

Ziel der Arbeit war zu prifen, inwieweit TAF ein proinflammatorisches Milieu
erzeugen und so die Progression der kolorektalen Lebermetastasen steuern.
Die Stichprobe umfasste dabei 11 Gewebeproben von kolorektalen
Lebermetastasen und resultierende Fibroblastenkulturen. Die verwendeten
Labor-Nachweismethoden waren Immunhistochemie, RT-PCR, Northern-Blot
und Cytometric Bead-Array. Anhand dieser konnte das Expressionsmuster der
TAF sowie der Leberfibroblasten (LF) untersucht werden.

Die Produktion von TNF-a und MCP-1 war immunhistochemisch in kolorektalen
Lebermetastasen nachweisbar. Die aus den Lebermetastasen kultivierten
fibroblastischen Zellen exprimierten IL-6, MCP-1 und ICAM-1. Die Stimulation
der TAF, aber auch der LF, mit TNF-a bewirkte eine deutliche Induktion von IL-
6, MCP-1 und ICAM-1 auf mRNA und auf Protein-Ebene. Unter Stimulation mit
PDGF- B / B und EGF zeigte sich kein verandertes Expressionsmuster. TGF-f1
fuhrte zu einer signifikanten Hemmung der Expression von MCP-1; auf IL-6 und
ICAM-1 hatte TGF-B1 keinen Effekt. Die Ko-Stimulation mit den NF-kappaB-
Inhibitoren Parthenolin und Helenalin flhrte zu einer signifikanten Inhibition der
Expression von IL-6 und MCP-1.

Dadurch bestatigt sich die These, dass TAF, aber eben auch Leber-spezifische
Fibroblasten aus nicht-tumorésem Gewebe, sehr sensibel auf TNF-a
vermittelte  Wachstumssignale reagieren und dementsprechend ihr
Expressionsmuster verdndern. Diese Zellen stellen somit im Stroma der
kolorektalen Lebermetastasen eine Quelle fur die pro-inflammatorischen
Faktoren IL-6, MCP-1 und ICAM-1 dar. Der TNF-a vermittelte NF-kappaB-
Pathway erscheint als aussichtsreiches Ziel fir medikamentbse
Therapiezwecke gegen die hepatische Metasasierung kolorektaler Karzinome.
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8. Bezugsquellenverzeichnis

8.1 Reagenzien

Reagenzien Immunohistochemie

ABC-AP Kit Vectastain ® Vector, Grunberg, | AK-5002
ABC Kit, Alkaline | Germany
Phosphatase
Mouse IgG
DAKO® Biotin DAKO® Biotin DAKO
Blocking Kit Blocking Kit Corporation,
Carpenteria, USA
EnVision™ system | EnVision™ Dako, Hamburg, | K 4004
system Germany
Levamisol Levamisole Vector SP-5000
Solution
Hematoxylin Hematoxylin DAKO S 3309
Methanol Methanol Sigma 53401-3
Normalserumlésung | Normal Goat Vector
Serum
PBS-Puffer Phosphate Sigma P-3813
buffered Saline
PCNA Kit Zymed® PCNA | Zymed 93-1143
Staining Kit Laboratories Inc.,
San Francisco /
USA
Substrat Kit Alkaline Vector SK-5100
Phosphatase
Substrate Kit |
TissueTek® TissueTek® Sakura Finetek, 4583
O.C.T. Zoeterwoude, NL
Compound
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Reagenzien Zellkultur

Artikel Produktbezeichnung ersteller Bestell-Nr.
Antibiotikum/ Antibiotic-Antimycotic | Gibco 15240-112
Antimykotikum (Invitrogen
GmbH
Karlsruhe)
DMSO Dimethyl sulfoxid Sigma
EGF Epidermal Growth Sigma E 9644
Factor human
FBS Fetal Bovine Serum Gibco 10500-064
GBSS Gey’s balanced salt Sigma, G 9779
solution, 500ml Steinheim
Helenalin Helenalin BIOMOL E1301-0500
Research
Laboratories,
Plymouth
Meeting, PA,
USA
Parthenolide Parthenolide Calbiochem, 512732
Bad Soden /D
PDGF Platelet-derived Roche 1276956
Growth Factor B/B,
human (hPDGF B/B)
TGF-31 Transforming Growth Roche 1412272
Factor-bl, human
(hTGF-bl)
TNF-a Tumor Necrosis Sigma TO157
Factor-a human
Trypsin-EDTA .05% Trypsin-EDTA Gibco 25300-054
Zellkulturmedium | DMEM+GlutaMAX; Gibco 31966-021

500ml
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Reagenzien molekularbiologische Verfahren

Artikel Produktbezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Agarose Agarose Invitrogen 15510-027
Antikorper Anti-Digoxin-AP Roche 11 093274910
(Northern Blot) Fab Fragments Diagnostics
GmbH,
Mannheim
cDNA-Synthese- | 1st strand cDNA Roche 11 483 188 001
Set Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV)
CDP-Star, CDP-Star, Roche 12 041 677 001
ready-to-use ready-to-use
DIG-PCR-Set PCR DIG Probe Roche 11 636 090 910
Synthesis Kit
DIG Wash and DIG Wash and Block Roche, 11 585 762 001
Block Buffer Set | Buffer Set Mannheim
DNA Standard Gene Ruler™ DNA Fermentas #SM0331
Ladder Mix
EDTA EDTA, 5 mM Sigma E 7889
Ethanol Ethanol, Alcool J.T.Baker, 200-578-6
Ethyligue Ethanol Deventer, 603002005
(C2H50H Holland
Ethidiumbromid Ethidiumbromid, 1% Merck KGaA, | 111608
Ldsung Darmstadt,
Deutschland
Formaldehyd Formaldehyde solution | Sigma F 8775
Formamid Formamide Sigma F 9037
Hybridisierungs- | DIG Easy Hyb Roche 11 603 558 001
puffer
Loading Dye 6x Loading Dye Fermentas #R0611
Solution
Mercaptoethanol | 2-Mercaptoethanol, Sigma M3148-25ML

min. 98 %, 25 ml
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MOPS MOPS 100 mM Sigma M 3183
3-N (Morpholino)-
propanesulfonic
Natrium-Acetat Sodium acetate Sigma S 2889
Natronlauge Natronlauge 2 mol / | Merck 1.09186.1000
60105401
10x Reaction 10 x Reaction Buffer Roche 11483
Buffer
RNA-Isolierung QIAshredder™ (50) Qiagen 79654
RNA-Isolierung RNeasy® Midi Kit (50) | GmbH, Hilden | 75144
RNA-Isolierung RNeasy® Mini Kit (50) 74104
RNase-Away RNase AWAY® Molecular Bio | 7002
Products
RNA-Marker RNA Molecular Weight | Roche 11 526 529 910
Marker |, DIG-labeled,
0.3-6.9 kb
RT-PCR (Puffer) | PCR reaction buffer, Roche 11 271 318 001
10x conc.
RT-PCR PCR Nucleotide Mix Roche 11 581 295 001
(Nuclotide Mix) 10 mM each dNTP
RT-PCR Tag Polymerase Roche 11418 432
(Reverse 5U/ul
Transkriptase)
SDS 10% 10 % SDS Gibco 15553-035
Sodium Dodecy!
Sulfate Solution
Sigma Wasser Water, 1l Sigma, W4502
Steinheim
SSC Buffer 20 X SSC Buffer Invitrogen 15557-036
(20 X)
TBE Buffer (10x) | 10 x TBE Buffer, Invitrogen 15581-044

1000 ml
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Reagenzien Bead-Array

Artikel Produktbezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Bead Array Kit BD™Cytometric Bead | BD 558264
Array (CBA) Human Biosciences
Soluble Protein Master
Buffer Kit
FACS Clean FACS Clean BD 340346
Biosciences
FACS Flow FACS Flow BD 340345
Biosciences
FACS Rinse FACS Rinse BD 342003
Biosciences
IL-6 Antikdrper BD ™CBA BD 558276
(Bead A7) Human IL-6 Flex Set Biosciences
MCP-1 BD ™MCBA BD 558287
Antikorper Human MCP-1 Flex Biosciences
(Bead D8) Set
8.2 Verwendete Primer
Zielgen ICAM-1, human

Sequenz Forward Primer
Sequenz Reverse Primer
PCR-Produkt-Lange
GenBank Accession No.

Literaturstelle

Zielgen

Sequenz Forward Primer
Sequenz Reverse Primer
PCR-Produkt-Lange
GenBank Accession No.

Literaturstelle

644- GGC TGG AGC TGT TTG AGA AC
1021- CCT CTG GCTTCC TCAGAATC
378 bp

X06990 (NM_000201.1)

Simmons et al (1988)

IL-6, human

65- GAA CTC CTT CTC CAC AAG CG
325-TTT TCT GCC AGT GCC TCT TT
262 bp

NM_000600.1

Marrone et al. (2007).
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Zielgen MCP-1, human

Sequenz Forward Primer 82- CTC TGC CGC CCT TCT GTG CC
Sequenz Reverse Primer 369- GTC TTC GGAGTTTGG GTT TGC 3’
PCR-Produkt-Lange 288 bp

GenBank Accession No. X14768 (NM_002982.3)

Literaturstelle Yoshimura et al. (1989)

Zielgen GapdH, human

Sequenz Forward Primer 81- GAA GGT GAA GGT CGG AGT C
Sequenz Reverse Primer 306- GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC
PCR-Produkt-Lange 225 bp

GenBank Accession No. NM_002046

Literaturstelle Newman et al. (2007)

8.3 Losungen und Puffer

1,5 % Agarosegel fur Standard-Gelektrophorese (60 m

- 0,99g Agarose
- 60 ml 1x TBE
- 4ul Ethidiumbromid (1%)

1% Agarosegel fir Northern Blot Analyse (250 ml Ans

- 25¢g Agarose (Invitrogen)
- 187,5ml Sigma Water

- 50ml 5x Running Buffer

- 125ml Formaldehyd (37%)
- 3ul Ethidiumbromid (1%)

5x Gel Running Buffer

- 3,28¢g Natriumacetat (50 mM Natriumacetat,

- 800 ml Sigma Water (Sigma)

| Ansatz)

atz)
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20,99
10 ml
18-20 ml

MOPS (100 mM MOPS, Sigma)
EDTA (5 mM EDTA, Sigma)
Natronlauge (2 M Natronlauge Merck),

auf PH von 7,0 einstellen

mit Sigma Water auf 1000 ml auffillen

bei Raumtemperatur und lichtgeschitzt lagern

1,33 x Sample Buffer (Ansatz fir eine Probe)

0,1 % SDS LoOsung

2 X SSC Losung

2 x Waschlotion
0,25¢g

0,5 x Waschlotion
0,25¢g
6,25 ml

auffullen mit Aqua dest. auf 250 ml

2 ul

3,5 ul

10 pl

5 x Running Buffer
Formaldehyd (37%)

Formamid

immer frisch zubereiten oder bei -20°C lagern

10 ml

10% SDS (Gibco)

auf 1 | Aqua dest.

100 ml

20 X SSC

auf 1 | Sigma Water

25 ml

SDS (0,1 % SDS, )
20 x SSC

auffullen mit Aqua dest. auf 250 ml|

SDS (0,1 %, )
20 x SSC
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8.4 Gefasse und Zubehor

Artikel Produktbezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Aquatex® Aquatex® (aqueous Merck KGaA, | 1.08562
mounting agent) Darmstadt, D
Deckglas Deckglas, 24 x 60 mm, | Marienfeld, D | 01 012 43
Starke No. 1
Einmalpinzette, Polysterol-Pinzette J.Sollner 50.40.00
steril GmbH
Einmalskalpell Surgical Disposable B Braun / 5518040
Scalpels Aesculap AG,
Tuttlingen, D
FACS-Tubes BD Falcon™ BD 352052
5 ml Polysterole Biosciences
Round-Bottom Tube
Falcon, 50 ml, Cellstar®, 20 Pieces, Greiner bio- 227261
steril PP-Test tubes, 50 ml, | one,
sterile Frickenhausen
Falcon, 15 ml, Cellstar®, 100 Pieces, | Greiner bio- 188 271
steril PP-Test tubes, 15 ml, | one,
sterile Frickenhausen
Handschuhe Peha-soft® Hartmann 942 160
Powderfree, small
Hybridisierungs- | Hybridization bottle, Amersham RPN2516
zylinder 260 x 40 mm (external | Pharmacia
.Roller Bottle* dimensions) Biotech
Europe
GmbH,
Numbrecht, D
Klvette UVette® Eppendorf 0030 106.300
AG, Hamburg
Membran far Hybond N+ Nylon Amersham RPN303B
Northern Blot Transfer Membran Biosciences
Multipipetten- Eppendorf Biopur Eppendorf 0030 069.439
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Aufsatz 1,0 ml

Combitips plus 1,0 mi

AG, Hamburg

Multipipetten- Eppendorf Biopur Eppendorf 0030 069.447

Aufsatz 2,5 ml Combitips plus 2,5 ml | AG, Hamburg

Multipipetten- Eppendorf Biopur Eppendorf 0030 069.455

Aufsatz 5 ml Combitips plus 5 ml AG, Hamburg

Parafilm Parafilm “M” Brand 340-284971650

PH- Neutralit® pH 5-10 Merck 1.09533.0001

Indikatorstreifen

Pipettenspitzen Filter 10 pl, Eppendorf 0030.000.811

10 pl PCR clean/ sterile

Pipettenspitzen Filter 100 pl, Eppendorf 0030077.067

100 pl PCR clean/ sterile

Pipettenspitzen Filter 1000 pl, Eppendorf 0030.000.919

1000 il PCR clean/ sterile

Plastikschale Instrumentenschale PS Kunst- 2034410010

grof3 aus Melamin stoffwerke

Plastikschale Instrumentenschale PS Kunst- 2035580010

klein aus Melamin stoffwerke

Serolog. Advantage™ 2 ml Falcon® 35 6507

Pipettenaufsatz 2 . .

mi Serological pipet

Serolog. Advantage™ 5 ml Falcon® 35 6543

Pipettenaufsatz 5 . .

mi Serological pipet

Serolog. Advantage™ 10 ml Falcon® 35 6551

Pipettenaufsatz Serological pipet

10 mi

Serolog. Advantage™ 25 ml Falcon® 355 6525

Pipettenaufsatz Serological pipet

25 ml

Reaktionsgefald, | Safe-Lock Tubes 1,5 Eppendorf 0030 121.589

steril ml, Eppendorf Biopur® | AG, Hamburg

Reaktionsgefal3, | Safe-Lock Tubes 1,5 Eppendorf 0030 120.086

unsteril ml, AG, Hamburg

Whatman Papier | Whatman Paper Schleicher & | 10426693
Schell
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Zellstoff Pehazell® Zellstoff Hartmann 9140102

Zellkulturschalen | Nunclon™Surface Nunc, 168381
(150 x 20 mm) Wiesbaden

Tabelle Gefasse und Zubehor

8.5 Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

Autoklav Autoklav Medizin und

Labortechnik KG, Fritz
Gossner, GmbH & Co

Bio Doc Analyser Bio Doc Analyze Biometra

Brutschrank Heraaeus Function Line, | Heraeus
Typ BB16

Digitalkamera Camedia C 5050 Olympus

FACS

BD FACS Canto™

BD Biosciences

Feinwaage

Adventurer™

Ohaus Corporation,

Giessen Germany

Gelelektrophoresekammer

Power Pac 1000

BioRad

Hybridisierungsofen

Hybridization

Amersham Pharmacia

Oven / Shaker Biotech Europe
GmbH, Numbrecht, D
Magnetruhrer / Heizplatte | Rihromag Retsch

Mikro-Dismembranator

Mikro-Dismembranator

B.Braun Melsungen

Mikropipette 10 pl

Research® 10

Eppendorf, Hamburg,
Germany

Mikropipette 100 pl

Research® 100

Eppendorf, Hamburg,
Germany

Mikropipette 1000 pl

Research® 1000

Eppendorf, Hamburg,
Germany

Mikroskop CX41 Olympus

Mikroskop Wilovert S Hund Wetzlar
Mikrowelle HMT 822 L Bosch

Multilmager Fluor-S™ Multilmager Bio-Rad

Multipipette Multipipette® plus Eppendorf, Hamburg,
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Germany

Neubauer Zahlkammer

Neubauer Zahlkammer

Merck, Darmstadt, D

PCR-Thermocycler

T3 Thermocycler

Biometra

Photometer

Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg,

Germany

Pipettierhilfe

Pipet-aid

Drummond Scientific
Co., Broomall, PA,
USA

Pumpe Absauggerat Miniport Servox Medizintechnik
GmbH, KdIn
Schttler KS 501 digital IKA® Werke GmbH &

Co (Staufen,

Germany)

Speed Zentrifuge

Concentrator 5301

Eppendorf, Hamburg,

Germany

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg,

Germany

UV-Crosslinker

UVC 500,
UV Crosslinker

Hoefer

Vortexgerat MS 2 Minishaker IKA® Werke GmbH &
Co (Staufen,
Germany)
Wasserbad Inkubationsbad GFL Gesellschaft fur
Modell 1004 Labortechnik,
Burgwedel
Werkbank/Bench Hera Safe, Typ HS 18/2 | Heraeus Instruments
1996 GmbH
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg,
Germany
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg,

Germany

Tabelle Gerate
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9. Abklrzungsverzeichnis

Aqua dest.
bp

bzw.

ca.

cDNA
CDP

cm
CO2
DIG

di
DMSO
DNA
EDTA
EGF
FACS
FCS

GapdH
GBSS
ICAM-1
IL-6

LF
MCP-1
mg
MRNA

nm
NF- kB
PBS
PCR

Destilliertes Wasser

Basenpaare

beziehungsweise

circa

komplementare DANN

Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2'-
(5'-chloro)tricyclo[3.3.1.13,7]decan}-4-yl) phenyl phosphate
Centimeter

Kohlenstoffdioxid

Digoxigenin

Deziliter

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal growth factor
Fluorescence activated cell sorting
fetales Kalberserum

Gramm

Gravitationskonstante
Glyceraldehyde-3-Phosphat Dehydrogenase
Gays Balanced Salt Solution
Intercellular adhesion molecule-1
Interleukin-6

Leberfibroblasten

monocyte chemoattracting protein-1
Miligramm

Messenger RNA

Anzahl

Nanometer

Nuclear factor-kappa-B

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction
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PDGF
RNA
rpm
rRNA
SDS
SsC
TAF
TGF-B1
TNF-a
VEGF

platelet derived growth factor
ribonucleic acid

rounds per minute

ribosomale RNA
Sodiumdodecylsulfate

Sodium Salt Citrate
Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten
transforming growth factor 31

tumor necrosis factor- a

vascular endothelial growth factor
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