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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die biologische Rolle von Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten (TAF), dem
Hauptbestandteil des  desmoplastischen  Tumorstromas in  kolorektalen
Lebermetastasen, ist noch nicht systematisch erforscht. Darlber hinaus ist der
zellulare Ursprung dieser Zellen noch nicht genau charakterisiert. Zahlreiche
experimentelle Untersuchungen haben zu der allgemein akzeptierten Erkenntnis
geflhrt, dass residente hepatische Sternzellen (HSC) als zellularer Ursprung der
Fibroblasten im Rahmen der Fibrogenese bei chronischen Lebererkrankungen
anzusehen sind, wobei diese universelle Rolle aktuell zunehmend in Frage gestellt
wird. Analog werden HSC aber noch immer als zellularer Ursprung der TAF in
Lebertumoren angenommen. Ziel der Arbeit ist darum die immunhistochemische
Charakterisierung von humanen Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten aus
kolorektalen Lebermetastasen, welche im Rahmen von Leberresektionen gewonnen
wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese geprtft, dass sich durch
Vergleich von Markerexpression ein moéglicher Ursprung von TAF aus HSC
verifizieren oder ausschlieBen lasst. Dazu erfolgte die morphologische
Charakterisierung der TAF in situ am Gewebeschnitt und in vitro anhand aus dem
Tumor generierter TAF-Kulturen. Zusétzlich sollte die Mdglichkeit einer funktionellen
Charakterisierung der TAF in vitro evaluiert werden, mit dem Ziel, potenzielle
tumorférdernde Eigenschaften dieser Zellen zu erforschen. Zu diesem Zweck wurde
der Effekt von Wachstumsfaktoren auf kultivierte TAF untersucht. Dabei wurden
TGF-B1 (engl.: transforming growth factor-81) und PDGF (engl.: platelet-derived
growth factor), welche in Zusammenhang mit der Progression von Lebermetastasen
beschrieben wurden, eingesetzt. AuBerdem wurden die Wirkungen von TNF-a (engl.:
tumor necrosis factor-a) und EGF (engl.: epidermal-derived growth factor) gepruft.
Untersuchungsgegenstand war dabei die myofibroblastische Differenzierung,
gemessen an der Genexpression von a-SMA (engl.: alpha-smooth muscle actin)
sowie die Expression von PAI-1 (engl.: plasminogen activator inhibitor type-1), eine

pro-invasive und pro-angiogenetische Endopeptidase.
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2. Einleitung

2.1 Fibroblasten des Tumorstromas

Bereits im Jahre 1889 wurde von Paget die Hypothese aufgestellt, dass fir das
Wachstum und die Verbreitung von Karzinomen eine besondere Affinitat der
Tumorzellen fir das Umgebungsmilieu notwendig ist (Welch et al. 2000). Zugrunde
gelegt wurden Untersuchungen, die eine ungleichmaBige Verteilung von Metastasen
des Mammakarzinoms in unterschiedliche Organe und Gewebe dokumentierten.
Seine Erklarung war, dass die Tumorzellen als ,Saat“ (engl.: seed) nur wachsen
wilrden, wenn sie in dem dazu passenden Gewebe, gewissermaBen dem ,Acker”
(engl.: soil), ausgebracht werden (Fidler 2000). Eine heutige Definition dieser ,seed
and soil’-Hypothese basiert auf zwei Prinzipien. Erstens seien Neoplasmen
heterogen und bestliinden aus Zellen mit biologisch unterschiedlichen Eigenschaften,
zweitens hinge Karzinomwachstum und -verbreitung von multiplen Interaktionen
zwischen Tumorzellen und Wirtsfaktoren ab (Welch et al. 2000).
Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten (TAF) reprasentieren den Uberwiegenden
Anteil des Tumorstromas von soliden Tumoren und ihrer Metastasen. Diese Zellen
stellen eine heterogene Gruppe von Fibroblasten dar. Viele von ihnen weisen eine
aktivierte oder myofibroblastische Differenzierung auf (Bhowmick et al. 2004,
Desmouliere et al. 2004, Tsujino et al. 2007). In vitro- und in vivo-Untersuchungen
legen nahe, dass TAF eine wesentliche pathophysiologische Rolle fir die
Tumorprogression und die Angiogenese spielen, wodurch sie von groBem Interesse
fir die Entwicklung zielgerichteter Behandlungsstrategien sind (Bhowmick et al.
2004, Desmouliere et al. 2004, Fujiita et al. 2005, Gulubova 2004, Ishikawa et al.
2004, Orimo et al. 2005, Orimo u. Weinberg 2006).

Es wird angenommen, dass TAF aus organspezifischen ortsstandigen Fibroblasten
durch Mediatoren wie TGF-B1 (engl.: transforming growth factor-81) oder PDGF
(engl.: platelet derived growth factor) rekrutiert werden (Bhowmick et al. 2004,
Desmouliere et al. 2004, Rudmik u. Magliocco 2005). Als weitere potentielle
Urspriinge wurden die Transdifferenzierung aus Blut- oder Knochenmark-
stammzellen, sowie die mesenchymale Transdifferenzierung aus Epithelzellen
experimentell belegt und beschrieben (La Rue et al. 2006, Liu et al. 2006). In
Pankreastumorgewebe von Mausen wurde ein Anteil von 25% Myofibroblasten mit
einem Ursprung im Knochenmark nachgewiesen (Direkze et al. 2004). Der zellulare
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Ursprung der TAF-Populationen ist mdglicherweise auch tumor- und
gewebespezifisch unterschiedlich und wird derzeit zunehmend erforscht.

2.2 Fibroblasten bei kolorektalen Lebermetastasen

Kolorektale Karzinome sind eine der haufigsten krebsbedingten Todesursachen in
der westlichen Welt (Fernandez et al. 2000, Kohne-Womper et al. 1994, Rougier u.
Mitry 2003). Die Prognose der Erkrankung wird durch das Vorkommen von
Metastasen, meistens in der Leber, determiniert (Jemal et al. 2004). Es wurde
postuliert, dass die Mikroarchitektur und die zellularen Komponenten der Leber ein
gunstiges Milieu fir die Adhasion von Tumorzellen und die Ausbildung von
Metastasen darstellen (Fidler 2002).

Analog zu der oben genannten, teilweise modifizierten Vorstellung, dass residente,
aktivierte HSC der Ursprung der Fibroblasten bei der Leberfibrogenese sind, wurden
diese Zellen auch als Ursprung der Fibroblasten im Stroma von Lebertumoren
angesehen (Faouzi et al. 1999, Lunevicius et al. 2001, Rosenbaum 1998). Eine
eingehende phanotypische Charakterisierung der TAF im Vergleich zu den
mesenchymalen residenten Zellen im normalen Lebergewebe steht derzeit allerdings
noch aus. In einer komparativen Transkriptomanalyse von Nakagawa et al. 2004
bestand eine deutlich gréBere Homologie zwischen TAF und residenten, aus
Lebergewebe isolierten Fibroblasten als zwischen TAF und kutanen Fibroblasten
derselben Patienten (Nakagawa et al. 2004). Diese Arbeiten verdeutlichen zweierlei:
erstens, dass Fibroblastenspezies eine organspezifische Differenzierung aufweisen
und zweitens, dass die TAF aus Lebermetastasen am ehesten tatsachlich dem
Lebergewebe entstammen. Die Frage, aus welchen Ileberspezifischen

mesenchymalen Zellen die TAF-Population hervorgeht, bleibt jedoch unbeantwortet.

2.3 Fibroblastische Zellen in der Leber

Die gesunde Leber besitzt als parenchymatéses Organ vergleichsweise wenig
Fibroblasten. Aufgrund ihrer Fahigkeit, eine myofibroblastische Transaktivierung zu
unterlaufen, wurden hepatische Sternzellen (HSC) als prinzipielle Effektorzelle der
Fibrogenese der Leber angesehen (Gressner 1996, Knittel' et al. 1999, Oben et al.
2004, Sancho-Bru et al. 2005).
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In der gesunden Leber erscheinen HSC als perizytenartige, fett- und retinoidhaltige
Zellen (Uchio et al. 2002). Unter Kulturbedingungen kénnen HSC zu kontraktilen,
myofibroblastenartigen Zellen transdifferenzieren, welche Glattmuskel-Filamente (a-
SMA; alpha-smooth muscle actin) exprimieren und extrazellulare Matrixproteine
sezernieren (Friedmann 1993, Rockey 2001, Tahashi et al. 2002).

In den letzten Jahren wurden weitere fibroblastische Zelltypen der Leber identifiziert,
die je nach Schadigungsmuster eine wichtige Rolle fiir die Fibrogenese spielen. So
wurden die im Portalfeld lokalisierten perivaskularen oder periduktalen Fibroblasten
beschrieben, die bei cholestatischer Leberschadigung einen signifikanten Anteil an
der Septenbildung haben (Guyot et al. 2006, Ramadori u. Saile 2004). Dariber
hinaus wurde gezeigt, dass sich die Fibroblasten bei Fibrose und Zirrhose zum Tell
aus Blut- oder Knochenmarkzellen generieren. Letzteres gelang durch
immunhistochemische, gegen Geschlechtschromosomen gerichtete Untersuchungen
bei Patienten, die nach einer Lebertransplantation eine erneute Fibrose entwickelten
und bei denen gleichsam ein Geschlechts-Missmatch zwischen Spender und

Empfanger vorlag (Forbes et al. 2004).

2.4 Potentielle Marker fibroblastischer Zellen der Leber

Zur Charakterisierung fibroblastischer Zellen der Leber existiert eine groBe Menge
von Original- und Ubersichtsarbeiten (Bataller u. Brenner 2005, Guyot et al. 2008,
Hinz 2006, Hinz et al. 2007, Ikegami et al. 2006, Shigeki et al. 2006). Das insgesamt
groBe Interesse an diesem Feld liegt darin begrindet, dass der embryogene
Ursprung sowie die genaue Funktion und Beteiligung der HSC bei der
Leberfibrogenese noch immer nicht hinreichend aufgeklart wurden. Im Folgenden
werden die Charakteristika der in der vorliegenden Arbeit untersuchten und teilweise
als Marker verwendeten Proteine genannt:

Laminin ist als basalmembranspezifisches Glykoprotein bei der Verankerung der
Zellen beteiligt. Es bindet einerseits an Lamininrezeptoren der Plasmamembran
(Integrine) andererseits an Typ IV Kollagen in der Lamina densa. Laminin spielt eine
entscheidende Rolle in der vaskuldren Gewebeorganisation und der Wundheilung,
zudem unterstitzt es die mechanische Grundlage der GefdBe. Im Rahmen maligner
Prozesse ist Laminin an der Vermittlung von Adhé&sion, Tumorzellmigration und
Angiogenese beteiligt (Marincovich et al. 2007, Mercurio u. Rabinovitz et al. 2001,
Mercurio et al. 2001, Patarroyo et al. 2002).
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Vimentin stellt ein Intermediarfilament (IF) dar. IF liegen fadenférmig in Zellen mit
mechanischer Beanspruchung vor und bilden die stabilste und am wenigsten lésliche
Komponente des Zytoskeletts. Vimentin ist fir Zellen mesenchymalen Ursprungs,
embryonale bzw. undifferenzierte Zellen charakteristisch und scheint maBgeblich an
Zellanhaftung, -migration und —kommunikation beteiligt zu sein (lvaska et al. 2007).
a-SMA (engl.: alpha-smooth muscle actin) prasentiert das Vorhandensein von
Myofilamenten und damit die Fahigkeit der Migration und Kontraktilitat; es kommt
auch in glatten Muskelzellen und Myofibroblasten vor. Im Gegensatz zu ,ruhenden”
HSC, welche a-SMA-negativ sind, wird letzteres von kultur-aktivierten HSC
exprimiert (Kharbanda et al. 2004, Kisseleva et al. 2006).

GFAP (engl.: glial fibrillary acidic protein) ist fur Gliazellarten und Astrozyten
charakteristisch und bildet dort die Gliafilamente. GFAP wird von HSC der Ratte
exprimiert (Johnson et al. 1998, Knittel® et al. 1999, Maubach et al. 2006).

Desmin ist ein IF, das in den Z-Scheiben der Skelett- und Herzmuskulatur gefunden
wird. Es kommt aber auch in glatten Muskelzellen vor (Costa et al. 2004).

ICAM-1 (engl.: intercellular adhaesion molecule-1) zeigt eine inflammatorische
Reaktion an (Kumagai et al. 2003) und gehért zu den interzellularen
Adhésionsmolekilen.

NCAM (engl.: neuronal cell adhaesions molecule) gehért zu den neuronalen
Zelladhasionsmolekilen und wird von aktivierten HSC der Ratte exprimiert (Knittel?
et al. 1999).

CK7 und CK19 (engl.: Cytokeratin) sind Zytokeratine, die in Epithelzellen
vorkommen.

Thy-1 (engl.: thymus cell antigen-1) ist ein Stammzellmarker, der zur
immunologischen Familie der Adhasionsmolekile gehért. Dieses Protein, dessen
Funktion noch weitgehend unerforscht ist, wird in Fibroblasten heterogen exprimiert.
Méglicherweise spielt es bei der myofibroblastischen Transdifferenzierung oder
fibroblastischen Proliferation eine Rolle (Hudon-David et al. 2007, Sanders et al.
2007, Pei et al. 2004). So konnte gezeigt werden, dass nur Thy-1 positive
Fibroblasten des Myometriums und der Orbita nach Stimulation durch TGF-B in
Myofibroblasten  differenzierten.  Thy-1 negative  Fibroblasten  hingegen

transdifferenzierten in Lipofibroblasten (Koumas et al. 2003).



Einleitung

2.5 Das Plasminogen Aktivator Inhibitor-System

Das Plasminogen Aktivator Inhibitor-System ist entscheidend fiir extrazellulare
Umbauvorgange, aber auch fir Invasion und Neo-Angiogenese im Rahmen der
Tumorprogression (Dano et al. 1985, Ramont et al. 2003). Plasmin ist eine
Endopeptidase, die Fibrinogen und Fibrin zu Spaltprodukten abbaut. Sie wird durch
Plasmin Aktivatoren (PA), die Serinproteasen vom Urokinase-Typ (u-PA) und vom
Gewebe-Typ (t-PA), von der Vorstufe Plasminogen in die aktive Form Uberflihrt
(Blasi u. Verde 1990, Dano et al. 1985; Saksela u. Rifkin 1988). Plasmin ist mittels
der Aktivierung von Kollagenasen in der Lage, die meisten extrazellularen
Matrixproteine zu degradieren (Librach et al. 1991). Der Zelloberflachenrezeptor
Urokinase Plasminogen Activator Receptor (UPAR) steuert die Extrazellularmatrix
(EZM)-Degradierung. Die proteolytische Aktivitdt dieser Kaskade kann an der
Zellmembran durch die Expression von uPAR gemessen werden (Behrendt et al.
1995, Blasi 1993, Estreicher et al. 1990; Roldan et al. 1990). Der Plasminogen
Aktivator Inhibitor Typ-1 (PAI-1), ein etwa 50 kDa groBes Glykoprotein, inhibiert t-PA
im Blut (Andreasen et al. 1990; Kruithof 1988). Es wird in der GeféaBwand durch
Endothelzellen und glatte Muskelzellen produziert. Die Wachstumsfaktoren TNF-a
und TGF-B1 sind als Mediatoren beschrieben, die die Genexpression von PAI-1 in
bestimmten Situationen stimulieren (Chen et al. 2001, Chi-Li Chung et al. 2005,
Nordt et al. 2003, Pandey et al. 2005).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Ldsungen, Puffer,
Antikérper und Primer sind in der alphabetischen Bezugsliste im Anhang (Kapitel 8)
aufgefuhrt.

3.2 Patienten

Es wurde das Gewebe von 20 Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen
untersucht. Als Grundlage fiir die Versuche dienten dabei zum einen Gewebeproben
(Tumorgewebe sowie anhangendes gesundes Lebergewebe), zum anderen die aus
dem Tumorgewebe generierten Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten (TAF) und
die aus dem Lebergewebe generierten Leberfibroblasten (LF). Das Gewebe wurde
im Rahmen von Leberteilresektionen nach schriftlicher Einwilligung der Patienten

gewonnen.

3.3 Gewebeaufbereitung

Fir die Immunhistochemie wurden die Gewebeproben in Tissue Tek® (Sakura
Finetek, Zoeterwoude, NL) eingebettet, mit flissigem Stickstoff (N2) schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

Fiir die mRNA-Analysen wurden Gewebeproben mit einem Volumen von ca. 0,7 cm®
vom Metastasengewebe, vom angrenzenden Lebergewebe, und von entferntem
Lebergewebe entnommen, mit flissigem N» eingefroren und bei -80°C in sterilen 1,8
ml NUNC-R6hrchen (Nunclon™, Nunc, Roskilde, Danemark) gelagert.

Fir die Isolierung von TAF und LF wurden Gewebestlicke der Metastase (ohne
angrenzendes Lebergewebe) und des entfernten, normalen Lebergewebes in sterile
50 ml-Zellkulturrdhrchen (Falcon®, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
N.Y., USA) mit Medium 199 (Invitrogen, Grand Island, N.Y., USA) tberfahrt.
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3.4 Zellkultur

Fir die Zellkultur wurden die Gewebestiicke mechanisch mit sterilen Pinzetten
zerkleinert und flir 60 Minuten bei 37°C in 30 ml Medium 199 (Invitrogen) und 1
mg/ml Kollagenase Type IV (Sigma, Steinheim, Deutschland) inkubiert. Hiernach
wurden die angedauten Gewebestiicke in 30 ml Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 10% fetalem Kalberserum (FCS; Invitrogen) und 1% antibiotisch-
antimykotischer Lésung (Invitrogen), bestehend aus Penicillin, Streptomycin sowie
Amphotericin B, auf 145 cm?Kulturplatten aufgebracht (Nunclon™) und in 5% CO»—
haltiger feuchter Atmosphare bei 37°C kultiviert. Der erste Mediumwechsel erfolgte,
sobald die Zellen adharierten, nach ca. 48 bis 72 Stunden. Nach etwa 20 bis 25
Tagen war in der Regel ein kompletter Monolayer mit fibroblastischen Zellen
gewachsen, der dann weiter subkultiviert werden konnte. Fir die weitere Expansion
der Kulturen wurden nach Passagieren (s.u.) 1x10° Zellen pro Platte in 30 ml
Kulturmedium ausplattiert. Alle 48 Stunden wurden die Zellen mit GBSS (Sigma)
gewaschen und das Kulturmedium ausgewechselt. Die Charakterisierungen und
funktionellen Analysen wurden zwischen der dritten und zehnten Passage, ohne
erkennbare Ergebnisdifferenzen, durchgeflihrt.

3.4.1 Reinheit der Primarkulturen
Zur Bestimmung von Reinheit und Entwicklung der Zellkulturen wurden diese

einerseits im inversen Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) im Verlauf des
Kulturwachstums beobachtet (Abb. 1). Andererseits wurden die Zellen
immunzytotechnisch untersucht. Auf Kulturplatten (Nunclon™) kultivierte Zellen
wurden hierzu fixiert und mittels Immunfluoreszenz auf ihre Markerproteine hin
untersucht. Zur ldentifizierung von TAF und LF kamen Farbungen gegen Vimentin,
Thy-1, a-SMA, Desmin, CD45, ICAM-1, NCAM, GFAP, CK 7, CK 19 und Laminin zur
Anwendung.

3.4.2 Passagieren der TAF und LF
Alle Arbeitsschritte wurden an einer Zellkulturbank (Heraeus Instruments)

durchgefihrt, um eine Kontamination der Zellkulturen zu verhindern. Mit einer sterilen
Glaspipette wurde das Medium abgesaugt und die Kulturplatten zweimal mit 10 mi
GBSS (Sigma) gewaschen, um sie von abgestorbenen Zellen und Verunreinigungen
zu befreien. Die Platten wurden dann mit 5 ml Trypsin/EDTA (Invitrogen) fur 10
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Minuten inkubiert. Die so gelésten Zellen wurden in 25 ml Medium in ein 50 ml-
Roéhrchen (Greiner bio-one, Cellstar) eingebracht. Durch 10-minltiges Zentrifugieren
bei 1500 rpm bildete sich ein Pellet. Nach Verwerfen des Uberstandes I6ste man das
Pellet in 1 ml Kulturmedium erneut. Die Zellen wurden mit Trypanblau angefarbt, um
die \Vitalitdt und Zellkonzentration in der Neubauer-Z&dhlkammer und im
Standardmikroskop (Zeiss) zu bestimmen.

3.4.3 Stimulationsversuche
Um das Verhalten der Zellen in Kultur unter Einfluss von Wachstumsfaktoren und

Zytokinen zu untersuchen, wurden die TAF und LF je nach Fragestellung mit
folgenden Faktoren versetzt: humanem PDGF-BB (10 ng/ml; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland) humanem TGF-B1 (5 ng/ml; Roche Diagnostics
GmbH), humanem TNF-a (50 ng/ml; Sigma) und humanem EGF (10 ng/ml; Sigma).
Far die RNA-Isolation und das Untersuchen des Mediums von TAF und LF wurden
1x10° Zellen fir 48 Stunden in DMEM mit 10% FCS auf 145 cm?®Kulturplatten
kultiviert. AnschlieBend wurden die Platten zweimal mit GBSS gewaschen. Die Zellen
wurden mit 30 ml DMEM und 0,5% FCS zum einen mit den genannten
Wachstumsfaktoren und Zytokinen, zum anderen zur Kontrolle ohne diese fur 24
Stunden inkubiert. Das Medium wurde danach firr Proteinanalysen (PAI-1-ELISA) bei
-20°C asserviert, und die Zellen wurden abtrypsiniert fir die RNA-Isolation und
Northern Blot Analysen.

3.5. Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

3.5.1 Gewebeaufbereitung und Zellbehandlung
Fir die histologische Untersuchung am Gewebe wurden Gewebestlicke in Tissue

Tec® (Sakura Finetek) eingebettet, in flissigem Stickstoff schockgefroren, und bei -
80°C asserviert. 5 um dinne Schnitte wurden mit einem Kryostaten (MIKROTOM HM
505E, Richard Allen Scientific, Kalamazoo, USA) unter Verwendung von
Glasobjekttragern  (HistoBondR, Marienfeld Glassware, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland) angefertigt.

Die generierten Zellen wurden fir die phanotypische Charakterisierung mit einer
Dichte von 25.000 Zellen pro Kammer in 8-er chamber slides (BD Falcon™, BD

Biosciences) ausgesat und nach 48 Stunden in +4°C kaltem Aceton fixiert.
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3.5.2 Immunhistochemische Farbung
Um die TAF in humanem Metastasengewebe und Leberfibroblasten in tumorfreiem

Lebergewebe phéanotypisch zu charakterisieren, wurden die 5 pm dinnen
Kryoschnitte mit den folgenden Primarantikérpern (monoklonale mouse-anti-human
Antikérper) in PBS gefarbt: a-SMA (1/50, clone 1A4, Dako, Glostrup, Danemark);
Vimentin (1/50, clone V9, Dako); Thy-1 (1/25, clone 5E10, BD Biosciences, Bedford,
MA, USA); Desmin (1/50, clone D33, Dako); CD45 (1/50, clone T29/33, Dako);
cytokeratin 7 (1/50, clone OV-TL 12/30, Dako); cytokeratin 19 (1/100, clone RCK108,
Dako); neural cell adhesion molecule (NCAM; 1/25, clone T199, Dako); intercellular
cell adhesion molecule-1 (ICAM-1; 1/50, clone 6.5B5, Dako); Laminin (1/25, clone
4C7, Dako) und glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1/25, clone 6F2, Dako).

Vor den Farbevorgéngen, entsprechend dem Protokoll des Vectastain®ABC-AP Kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), trockneten die Gefrierschnitte 15
Minuten bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden 10 Minuten in einer Aceton/PBS
Lésung (3:1) von +4°C fixiert und anschlieBend in PBS gewaschen. Nachfolgend
wurden die Schnitte mit dem DAKO® Biotin Blocking System (DAKO Corporation,
Carpinteria, USA) nach Herstelleranleitung behandelt um unspezifische Farbungen
gegen das endogene Biotin und Avidin zu vermeiden. Die Proben wurden fir 10
Minuten mit Normalserum (Normal Goat Serum, Vector; 1 ml:10 ml PBS) inkubiert
um die Hintergrundfarbung méglichst gering zu halten. Das Serum wurde von den
Schnitten abgeklopft und diese mit dem jeweiligen Primarantikbrper (siehe oben)
dber Nacht bei +4°C beschichtet. Die Schnitte wurden zunachst mit dem
Sekundéarantikérper und danach mit dem VECTASTAIN® ABC-AG Reagenz (Vector)
jeweils far 30 Minuten inkubiert. Dann wurden sie fir 20 bis 30 Minuten in Alkaliner
Phosphatase Substratldsung belassen. Es folgte eine Spilung in Aqua dest. Mit HE
(Hamatoxylin-Eosin) wurde zur besseren morphologischen Beurteilung gefarbt. Zum
Blauen der Kerne wurden die Schnitte fir 10 Minuten unter flieBendem Wasser
gewassert und anschlieBend eingedeckt (Aquatex, Merck, Darmstadt: Marienfeld
Glassware, Lauda-Kdénigshofen, Deutschland). Durch Ersetzen des Primar-
antikérpers mit jeweils irrelevanten isotyp-spezifischen Maus IgG wurden Negativ-
Kontrollen  erstellt. Zwischen allen Arbeitsgangen, bis auf vor der
Primarantikbrperauftragung, erfolgte ein dreimal 5-mindtiger Waschgang in PBS.
Analog wurden die kultivierten, auf chamber slides (BD Falcon™) fixierten Zellen

untersucht.
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Die Farbung gegen CD45 wurde entsprechend dem Protokoll nach DakoCytomation
EnVision®+System-HRP (Dako) durchgefiihrt.

3.5.3 Immunfluoreszenz
Die histologischen Schnitte wurden ebenso wie die chamber slides im ersten Schritt

bei Raumtemperatur fir 30 Minuten getrocknet. Die zu farbenden Gewebe bzw.
Zellen wurden in +4°C kaltem Aceton fir 1 Minute 30 Sekunden fixiert und mit einem
Fettstift umrandet. Unspezifische Proteinbindungen wurden durch eine 20-mintige
Blockierung mit dem DAKO Protein Block verhindert. Die Proben inkubierten fir 60
Minuten mit dem Primarantikdrper (1:200 in DAKO Diluent). Im Dunklen erfolgte
dann eine 60-mindtige Inkubation mit dem Sekundarantikérper (Rhodamine Red™-X-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L)).

Die Objekttrager wurden aus dem Feuchten heraus eingedeckt und mit Vectashield
(Vector) versiegelt. Uber Nacht trockneten die Schnitte bei +4°C und wurden am
nachsten Tag ausgewertet. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Zwischen allen
Schritten wurden die Schnitte dreimal 5 Minuten in PBS gewaschen.

3.6 Molekularbiologische Untersuchungen

3.6.1 Nachweis spezifischer mRNA
In dieser Arbeit wurde die Northern Blot Hybridisierung mit der Digoxigenin-Methode

durchgefiihrt (Peterhaensel et al. 1998, Schwable et al. 1998, Yamaguchi et al.
1994). Um spezifische mRNA nachzuweisen stand zun&chst die Isolation von
Gesamt-RNA aus den Gewebeproben im Vordergrund. Die spezifische mRNA wurde
detektiert, indem die Gesamt-RNA elektrophoretisch getrennt und auf die
Nylonmembran transferiert wurde. Als komplementare Sonde bendtigte man eine
DNA-Probe (cDNA). Diese wurde mit Digoxigenin markiert und zum Nachweis der zu
untersuchenden mRNA in die Hybridisierungsreaktion eingesetzt.

3.6.2 RNA-Isolation
Um die Gesamt-RNA aus den Gewebeproben zu extrahieren, wurde der RNeasy"”

Midi Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) genutzt. Alle Materialien wurden autoklaviert,
die Lésungen und Puffer unter strengsten sterilen Bedingungen angesetzt, sowie alle
Arbeitsschritte auf Eis durchgeflhrt. Entsprechend der Probenmenge wurde als
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Vorbereitung dem RLT-Puffer B-Mercaptoethanol in einem Verhaltnis von 1:100
hinzugegeben. Je Isolation wurden 200 bis 250 mg gefrorenes Lebergewebe
verwendet. Die Probe wurde mit einem Mikro-Dismembrator (Braun-Melsungen,
Géttingen, Deutschland) zerkleinert, in 3,8 ml RLT Puffer lysiert und in ein 15 ml-
Réhrchen (Falcon®) berfihrt. Dieses lysierte Gewebe wurde 5 Minuten bei 4000
rom zentrifugiert (Rotana/RP-Zentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland).
Dem Uberstand wurden 3,8 ml 70%-iges Ethanol hinzugefiigt, das Ganze wurde
geschwenkt und fir eine Minute durchmischt (Mini Shaker, IKA-Werke GmbH und Co
KG, Staufen, Deutschland). Zum Fixieren der RNA in den Saulenmembranen des
Kits folgten mehrere Waschschritte in Anlehnung an das Herstellerprotokoll. Um die
RNA aus der Membran zu lésen, wurde der Filter in ein neues 15 ml-
Sammelréhrchen Gberfihrt und zweimal mit 250 pl RNase-freiem Wasser (Sigma)
eluiert. Zur Bestimmung der erreichten Konzentration fertigte man ein Alliquot mit der
Verdinnung 1/50 in RNase-freiem Wasser aus dem Kit an und maB die Extinktion
bei 260 und 280 nm im Photometer (Uvette®, Eppendorf, Deutschland).

Um die mRNA aus der Zellkultur zu isolieren wurde der RNeasy” Mini Kit (QIAGEN)
genutzt. Dazu wurden die Zellen auf der 145 cm?®Kulturplatte zunachst zweimal mit
15 ml GBSS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit Trypsin /EDTA fur
10 Minuten im Brutschrank um die adharierten Zellen von der Kulturplatte zu l6sen.
Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen in ein 50 ml-Falconréhrchen gegeben
und mit weiteren 10 ml GBSS (Sigma) aufgeflllt. Danach erfolgte die Zentrifugation
des Rdhrchens bei 1300 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Nachdem der
Uberstand abgenommen und verworfen wurde, das Pellet in frischem GBSS gut
resuspendiert und erneut zentrifugiert wurde, konnte das nun entstandene Pellet in
frischem GBSS geldst und die Zellen gezahlt werden. Bis zu 5 x 10° Zellen wurden in
ein RNAse-freies 1,5 ml-Réhrchen gegeben und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert. Dem Zellpellet wurde in einem Verhaltnis von 1:100 RLT-Puffer und
Mercaptoethanol hinzugefligt. Die Suspension wurde geschittelt und fir 15 bis 30
Minuten bei Zimmertemperatur lysiert. In diesem Zustand konnte das Zelllysat bis zur
weiteren Nutzung bei -80° C gelagert werden. Nach dem Auftauen und Schutteln
wurden die Zellen auf eine Shreddersaule gegeben (QlAshredder™ Qiagen). Diese
wurde auf ein 2 ml-Réhrchen gesetzt und fir 2 Minuten bei maximaler
Umdrehungszahl zentrifugiert. Das Eluat wurde mit 70%-igem Ethanol in Sigma
Wasser (Verhaltnis 1:1) (Sigma) durchmischt und auf die Saulen des RNeasy™ Mini
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Kit gegeben. Nach 20 Sekunden Zentrifugation bei 10.000 rpm wurde der Durchfluss
verworfen. 700 ul RW1-Puffer wurde nun auf die Saulen gegeben und es erfolgte
eine erneute Zentrifugation fir 20 Sekunden bei 10.000 rpm. Dieser Durchfluss
wurde verworfen und die letzten beiden Schritte nochmals durchgefihrt.
AnschlieBend wurde die Saule auf ein neues 2 ml-Réhrchen gegeben. Diese
Réhrchen wurden fir eine Minute bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Nun
konnte die Saule auf ein 1,5 ml-,Biopur Réhrchen® gegeben und mit 30 bis 50 ul
RNase-freiem Wasser (Sigma) aufgeflllt werden. Nach einer Minute erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm fir eine Minute. Der Ausbeuteerfolg wurde

anhand der gemessenen Extinktion im Photometer bestimmt.

3.6.3 Northern Blot
Zum Transfer der Nukleinsduren auf eine Nylonmembran wurde zun&chst ein

Agarosegel mit einer Konzentration von 1% hergestellt. Zur Inaktivierung der RNasen
wurden die Gelelektrophoresekammer, der Schlitten und die Kdmme fir 20 Minuten
mit 0,1%-igem Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Das 1%-ige Gel wurde
zusétzlich vor der Polymerisation mit 20 ml Formaldehyd, 24 ml 10 x RB und 5 pl
1%-igem Ethidiumbromid versetzt. Pro Spur verwendete man 10 pg Gesamt-RNA,
die mit 7,5 pl Probenpuffer durchmischt, fir 10 Minuten bei 65°C im Thermoblock
erhitzt und anschlieBend fur 2 bis 3 Minuten auf Eis gekUhlt wurde. Jede Probe
wurde mit 3 pl Ladungspuffer vermischt und kurz abzentrifugiert (eine Minute bei
10000 rpm). Die Elektrophorese erfolgte im Horizontallauftrager (Sub-Cell GT, Bio-
Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland). Das Gel lief bedeckt mit 1 x RB
unter einer Spannung von 80V 1,5 bis 2 Stunden. Im AnschluB3 wurde unter UV-Licht
eine Fotografie angefertigt (Gelprinter MWG-Biotech GmbH, Ebersberg,
Deutschland). Daraufhin wurde das Gel einmal 15 Minuten in Aqua dest. und
zweimal 15 Minuten in 20 x SSC bei Raumtemperatur gewaschen. Eine flache
Plastikwanne wurde mit 20 x SSC geflllt und eine Glasplatte quer darlibergelegt. 2
Streifen Whatmanpapier (Whatman Chromatography Paper, Merck Eurolab,
Darmstadt, Deutschland) wurden so zurechtgeschnitten, dass sie eine doppelte
Filterpapierbriicke Uber der Glasplatte mit Kontakt zum Boden der Wanne bildeten.
Es wurde sichergestellt, dass das Whatmanpapier in den Puffer auf beiden Seiten
eintaucht. Luftblasen wurden beseitigt. Das Gel wurde mit den Taschen nach unten
mittig auf die Filterpapiere gelegt und mit Parafilm abgeklebt. Die Nylonmembran
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(Filter Hybond-N+, Amersham Parmacia Little Chalfont, GB) wurde auf die GréBe
des Gels zugeschnitten und luftblasenfrei auf dem Gel platziert. Eine doppelte Lage
Filterpapier in der GroBe des Gels wurden in 2 x SSC getrankt, auf die
Nylonmembran gelegt und mit einem Stapel Zellstoff und einer weiteren Glasplatte
bedeckt. Das Ganze wurde mit einem Gewicht von 750 g auf der Glasplatte
beschwert. Durch das Konzentrationsgefélle der SSC Lésungen erfolgte der
Transport der RNA durch das Gel auf die Membran. Nach 20 Stunden wurde der
Transfer abgebrochen und mit Hilfe eines UV-Crosslinkers (Hoefer TM, UVC 500 UV-
Crosslinker, Amersham Biosciences Europe GmbH, Little Chalfont, GB) konnte die
RNA mit der Nylonmembran vernetzt werden. Damit eine spatere GréBenzuordnung
der Banden méglich war, markierte man die Signale der 18S und 28S rRNA-
Untereinheiten unter UV-Licht. Die Membran wurde entweder sofort verwendet oder
in 20 x SSC luftdicht verschlossen bei +4 °C gelagert.

3.6.4 Herstellung der Digoxigenin (DIG)-markierten DNA-Sonden
Die gesamte mRNA wurde in einer reversen Transkription in komplementare DNA

(cDNA) umgeschriecben. Das dabei gebildete Produkt, ein cDNA/mRNA-
Doppelstrang, diente in der folgenden Standard-PCR als Matrize. Dabei wurde mit
spezifischen Primern ein ca. 200 bis 400 bp langer Abschnitt innerhalb der
Zielsequenz amplifiziert. In einem dritten Schritt wurden die Sonden markiert, indem
1 ul des spezifischen PCR-Produkts in eine DIG-labeling-PCR-Reaktion eingesetzt
wurde. Bei dieser wurde DIG-(Digoxigenin-markiertes) dUTP anstatt des dTTP direkt
in die Sonden eingebaut. Da lediglich ein Rlickwarts-Primer verwendet wurde, konnte
eine konzentrierte Einzelstrang-cDNA hergestellt werden. Sie war komplementar zu
den m-RNA-Transkripten auf der Membran und dadurch hochspezifisch.

Polymerase-Kettenreaktion revers transkribierter Gesamt-BNA (RT-PCR)

Um den cDNA-Strang fir die spatere Hybridisierung zu erhalten, wurde Gesamt-RNA
aus den Lebergewebeproben zunéchst mit Hilfe des 1% Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-PCR (AMV, Roche Diagnostics GmbH) revers transkribiert und diese dann in
der PCR eingesetzt. Folgende Komponenten wurden in einem sterilen,
verschlieBbaren 0,5 ml-ReaktionsgefaB (safe-lock tubes, eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland) gemischt:
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7,2 ul Sigma-H,0O (Sigma),

2 ul 10 x Reaktionspuffer,

4 ul 25 mM MgCly,

2yl Desoxynukleotidmischung,

2 ul Oligo-p(dT)ss Primer; 0,8 pg/ul,

1yl RNase Inhibitor; 50 U/pl,

0,8 ul AMV Reverse Transkriptase; 25 U/ul und 1 ug Gesamt-RNA.

Dann wurde die Probe kurz durchmischt und im Thermocycler (Biometra,
Biomedizinsche Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland) bei folgender Einstellung
inkubiert: 10 Minuten bei +25°C, 60 Minuten bei +42°C, 5 Minuten bei +99°C und
abschlieBend 5 Minuten bei +4 °C.

Standard-PCR

Die in der RT gewonnene cDNA wurde in dem folgenden Reaktionsansatz genutzt,

um das gewinschte PCR-Produkt zu amplifizieren. In einem sterilen 0,5 ml-
ReaktionsgefaB (safe-lock tubes, eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurden in
der folgenden Reihenfolge gemischt:

40,75 pl Aqua dest.,

5 pl 10 x Reaktionspuffer,

1 ul NTP,

1 ul Template DNA,

1 ul Vorwarts-Primer,

1 ul Rickwarts-Primer,

0,25 pl Tag-Polymerase und 1 pl RT Produkt.

Die Probe wurde abzentrifugiert und im Thermocycler amplifiziert: Zu Beginn erfolgte
fir 3 Minuten eine Denaturierung bei +95°C, dann 40 Zyklen bestehend aus jeweils
einer Minute bei +95°C, einer Minute 30 Sekunden bei +57°C Annealing, 2 Minuten
bei +72°C Elongation und abschlieBend 10 Minuten bei +72°C.

Antisense DIG-PCR

Aus den entstandenen DNA-Doppelstrangen konnten in einem nachsten Schritt unter

Verwendung eines humanen antisense-Primers DNA-Einzelstrange synthetisiert
werden. Diese waren komplementér zu der RNA und wurden durch den Einbau von

DIG-dUTP in das PCR-Produkt als Sonde markiert. Durch Zusammenpipettieren der
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folgenden Komponenten in ein steriles 0,5 ml-Réhrchen auf Eis (safe-lock tubes,
eppendorf AG) wurde der nétige Reaktionsansatz geschaffen:

37 ul Aqua dest.,

5 ul 10 x Puffer,

5 ul DIG-PCR-Nukleotide,

1 ul Rickwarts-Primer,

1 ul Template DNA und

1 ul Enzymmischung.

Nachdem die Reagenzien gemischt und abzentrifugiert waren, inkubierte man sie im
Thermocycler mit folgendem Programm: Zun&chst 3 Minuten bei +95°C, dann 40
Zyklen mit jeweils eine Minute bei +95°C Denaturierung, eine Minute bei +57°C
Annealing und 2 Minuten Elongation bei +72°C. Dabei wurde der letzte
Elongationsschritt 10 Minuten bei +72°C durchgefihrt. Wegen des mehrfachen
Einbaus von DIG-dUTP wahrend des PCR-Prozesses war das Molekulargewicht im
Vergleich zum unmarkierten Produkt bei der Analyse mit 5 pl des PCR-Ansatzes
durch Elektrophorese in 2%-igem Agarosegel erhdht. In ein 15 ml-Rdhrchen
(Falcon®) gefilllt mit 10 ml DIG-Easy-HYBR-Hybridisierungspuffer (Roche Diagnostics
GmbH) wurde die hergestellte Hybridisierungssonde pipettiert und bei -20°C
verwahrt. Die Kontrolle der PCR und DIG-PCR erfolgte im 2% Agarosegel mit
Ethidiumbromid.

3.6.5 Hybridisierung
Zum Nachweis spezifischer Transkripte aus der Gesamt-RNA der Leberproben

wurde die Nylonmembran, mit der RNA-Seite nach innen, in ein mit 10 ml DIG-Easy-
Hyb"-Hybridisierungspuffer (Roche Diagnostics GmbH) gefiillten Hybridisierungs-
réhrchen Uberflhrt. Um die nicht mit RNA bedeckten Membranstellen zu blockieren
wurde eine Stunde bei +50°C im Hybridisierungsofen (Amersham Pharmacia,
Biotech Europe GmbH, Chalfont, GB) prahybridisiert. Dabei verhinderte ein
Blockierungsreagenz das unspezifische Binden des DIG-Antikérpers an die
Membran. In der Zwischenzeit wurde die bei -20°C gelagerte Hybridisierungssonde
for 10 Minuten bei +68°C im Wasserbad erhitzt. Nach Ablauf der
Prahybridisierungszeit wurde der Prahybridisierungspuffer verworfen, die aufgetaute
Sonde zu der Membran gegeben und die Membran bei +50°C unter standiger
Rotation Uber Nacht hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde die Sonde erneut bei
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-20°C eingefroren. Danach wurde, um unspezifisch gebundene DNA zu beseitigen,
die Membran zweimal fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in 2 x Waschpuffer (2 x
SSC + 0,1% SDS) und zweimal 15 Minuten bei +68°C in 0,5 x Waschpuffer (0,5 x
SSC + 0,1% SDS) gewaschen.

3.6.6 Detektion der DIG-markierten Nukleinsauren
Die Detektion wurde mit dem DIG Wasch und Block Puffer Set (Roche Diagnostics

GmbH) durchgefiihrt. Bei dem DIG-System wird das Steroid Digoxigenin verwendet,
welches Uber einen Briickenarm an die Sonde gekoppelt ist. An die markierte Sonde
bindet ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter Anti-Digoxigenin Antikérper. Das
Signal wird durch Chemolumineszenz erzeugt. Die zur Chemolumineszenz-Detektion
erforderlichen Schritte wurden bei Raumtemperatur in einer sauberen Schale
durchgeflhrt.

Zunadchst wurde die Membran bei Zimmertemperatur eine Stunde in
Blockierungslésung leicht geschittelt (Wippschuttler, neoLab Migge Laborbedarfs-
betriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland), um unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Der mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-DIG-Antikérper (Anti
digoxygenin-AP conjigate, Fab fragmente, Roche Diagnostics GmbH) wurde
1:20.000 in 50 ml Blockierlésung verdinnt, und die Membran weitere 30 Minuten in
der Antikérperlésung inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte nach einer 2-minttigen
Aquilibrierung der Membran in Detektionspuffer die Zugabe des Substrates CDP
(CDP-Star ready to use, Roche Diagnostics GmbH) zur Signalerzeugung. Das
Chemilumineszenssignal konnte mit dem Phospho-Imager (Fluor-STM Multiimager,
Bio Rad, Miinchen, Deutschland) gemessen werden.

Rehybridisierung
Die Membran wurde 2 x 15 Minuten in +90°C heiBem 1 x TE (Tris-EDTA-Puffer,
Sigma) ausgewaschen und anschlieBend in einer neuen Hybridisierungsreaktion

eingesetzt.
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3.7 ELISA

Zur Messung der PAI-1-Konzentration im Zellkulturiberstand wurde der humane PAI
ELISA Kit angewendet.

Das Haemochrom Diagnostica GmbH PAI Kit ist ein Sandwich ELISA, der einen
Peroxidase (HRP-) gekoppelten, monoklonalen Anti-PAI-1-Antikérper nutzt. Zunachst
wurden 100 pl HRP-konjugierter-monoklonaler Anti-(h)-PAI-1 Antikérper in jede
Vertiefung gebracht. Die genutzte Mikroplatte war mit einem weiteren monoklonalen
Anti-PAI-1 Antikdrper beschichtet. 100 pl des Standards oder der Probe wurden
unmittelbar in die entsprechenden Vertiefungen eingebracht, worauf die
Immunreaktion startete. Das PAI-1-Ag bindet Uber ein definiertes Epitop an die
Festphasen gebundenen, monoklonalen Anti-PAl-1-Antikérper und bindet den
zweiten monoklonalen HRP gekoppelten Anti-PAl-1-Antikbrper Uber ein weiteres
definiertes Epitop. Die Platte wurde daflr nach vorsichtigem Mischen bei
Raumtemperatur fur eine Stunde inkubiert und danach mit 300 pl Wash Solution (20-
fach in A. dest. verdinnt) 5-fach gewaschen. Nachdem die ungebundenen Proteine
abgewaschen waren, wurden fur 5 Minuten bei Raumtemperatur 200 pl des
Peroxidasesubstrates 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)/H>O. hinzugegeben und
mit 50 ul 0,45 M Schwefelsdure die Reaktion gestoppt. Damit wurde die Bildung
eines Farbstoffs induziert, dessen Intensitat direkt proportional zur Konzentration des
humanen PAI-1-Ag in der Probe ist.

Die Farbstabilisierung dauerte 10 Minuten. Die Absorption wurde bei 450 nm
abgelesen und der Blank-Wert subtrahiert. Fir die Messung und Auswertung wurde
der Microplate Reader Dynatech MR 5000 (Thermo Bioscience GmbH, Egelsbach)

mit der Software Microwin 2000 (Microtek Laborsysteme) verwandt.

3.8 Statistik

Alle Parameter wurden durch Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichung dargestellt (SEM). AuBerdem wurde die Signifikanz mit Hilfe
der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und der Bonferroni-Adjustierung gepruft.
Als signifikant wurden p-Werte <0,05 festgesetzt.

N stellt die Anzahl der jeweiligen unterschiedlichen Zell- oder Gewebeisolationen von
unterschiedlichen Patienten dar.
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4. Ergebnisse

4.1 Proliferation der TAF und LF in vitro

Es zeigten sich zunéachst vereinzelte ausgewanderte Zellen auf den Kulturplatten.
Diese nahmen an GréBe zu und waren nach 10 bis 20 Tagen durch ihre spindel-
oder sternférmige Morphologie eindeutig als TAF und LF identifizierbar. Sie formten
zunéachst Zellhaufen. Nach 30 bis 40 Tagen bildeten die Zellen eine konfluierende
Schicht mit einer gitterartigen Struktur (Abb. 1). Obwohl sie konfluiert waren,
proliferierten sie weiterhin und formten dichte lamellare Zellpakete. Mehrmaliges
Passagieren war durch die hohe Proliferationsrate und Migrationsaktivitat moglich,
dabei wurde das erneute Adhérieren innerhalb weniger Stunden erreicht.

Bis zur zehnten Passage fanden sich reine hoch-proliferative TAF in der Kultur. In
den hoéheren Passagen wurde die Konfluenz der Zellen geringer und bei
abnehmender Proliferationsaktivitat lockerte sich die Stabilitat der Zellstruktur.

Abb. 1: Phasenkontrastmikroskopie isolierter kultivierter TAF der zweiten Passage mit typischer
fibroblastischer Gestalt. (100-fache VergréBerung)

4.2 Morphologische Analyse der TAF und LF in situ

Fibroblastische Zellpopulationen wurden nach ihrem immunhistochemischen
Markerprofil klassifiziert. Dabei wurden die Populationen in histologischen Schnitten
kolorektaler Lebermetastasen und in Schnitten von entfernt von der Metastase (mind.
3 cm) gelegenem Lebergewebe (n=20) untersucht. Innerhalb der kolorektalen
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Metastasen waren die meisten Zellen der bindegewebigen Septen fibroblastischer
Gestalt und farbten sich positiv gegen Vimentin, a-SMA und Thy-1 (Abb. 2 A-C).
Uberdies war das Metastasenbindegewebe eindeutig positiv fiir ICAM-1 (Abb. 2 D).

Abb. 2: Phanotyp der TAF in situ. Immunhistochemische Analysen von Vimentin (A), a-SMA (B), Thy-
1(C) sowie ICAM-1 (D) an Gewebeschnitten von kolorektalen Lebermetastasen. (400-fache
VergrdBerung)

In dem entfernt von der Metastase liegenden Lebergewebe farbte Vimentin
perivaskulare und peribiliare, im Portalfeld sowie um die Zentralvene lokalisierte
Zellen (Abb. 3 A). Zusatzlich waren hepatische Sternzellen, welche regelmaBig
verteilt in dem perisinusoidalen Disse Raum lagen (3 A), positiv gefarbt fur Vimentin
aber negativ fir a-SMA und Thy-1. a-SMA farbte nur in den Portalfeldern und in den
GefaBwanden Bindegewebszellen (Abb. 3 B). Thy-1 wurde von Fibroblasten
innerhalb der Portalfelder der gesunden Leber und durch Subpopulationen von
Gallengangszellen und periportal lokalisierten Hepatozyten exprimiert (Abb. 3 C).
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Die Immunreaktivat fir a-SMA und Thy-1 war damit auf das Portalfeld und die
perizentrale Region (Abb. 3 B, C) beschrankt, wahrend die ICAM-1-Immunreaktivitat
entlang der Sinusoide und dem Portalfeld breit verteilt war (Abb. 3 D).

Abb. 3: Die Abbildung zeigt Lebergewebe gefarbt gegen Vimentin (A), a-SMA (B), Thy-1 (C) und
ICAM-1 (D). (400-fache VergréBerung)

Das Vorkommen der Zellen innerhalb des Metastasenstromas zeigte eine
Differenzierung, wie sie auch in ortsstandigen Fibroblasten in PortalgefaBen des
Lebergewebes vorkommt. Fibroblasten konnten demnach durch eine Ko-Expression
von Vimentin, Thy-1 und a-SMA identifiziert werden, wé&hrend perisinusoidal
lokalisierte HSC der normalen Leber zwar Vimentin positiv, jedoch negativ fir a-SMA
und Thy-1 zu sein schienen.

Mit den Farbungen aus dem Ubergangsbereich zwischen Lebergewebe und
Metastase konnte das Phanomen der Rekrutierung fibroblastischer Zellen durch den
Lebertumor sichtbar gemacht werden (Abb. 4). Es zeigt sich eine Kumulation a-SMA,
Thy-1 und Vimentin-positiver Zellen unmittelbar am Ubergang vom Tumor zum
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gesunden Lebergewebe neben der intensiven Anfarbung fibréser Septen innerhalb
des Tumors.

Abb. 4: Immunhistochemische Markierung von Thy-1 (A), Vimentin (B) und a-SMA (C) + TAF in der
Grenzregion (Pfeile) zwischen Tumorgewebe (T) der kolorektalen Lebermetastase, angrenzendem
Lebergewebe (L), und innerhalb der Septen der Metastase. (100-fache VergréBerung)

Eindeutige Ergebnisse zeigte der Marker Thy-1. Das Gewebe der Schnitte zeigte
eine klare starke Anfarbung im Bereich der Septen. Thy-1 positive Fibroblasten
verteilten sich im ganzen Stroma und fanden sich verstarkt in der Grenzregion
zwischen Tumor- und Lebergewebe (Abb. 5 B). Im gesunden Gewebe farbte sich
vorwiegend das hepatische Portalfeld und dort vorwiegend die GefaB- und
Gallengangswandstrukturen an (Abb. 5 A).

Abb. 5: Immunhistologische Farbung gegen Thy-1. Lebergewebe (A); kolorektale Lebermetastase (B).
Der Thy-1 Antikérper farbt Fibroblasten und Myofibroblasten in portalen GeféaBen und perivasculdrem
Raum in Lebergewebe. In dem Stroma der kolorektalen Lebermetastase zeigt sich eine
Immunreaktivitét far Thy-1. (400-fache VergrdBerung)
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4.3 Histologische Charakterisierung der TAF und LF in vitro

Zur immunhistochemischen Charakterisierung wurden priméare TAF aus kolorektalen
Lebermetastasen und LF aus entferntem Lebergewebe nach ihrem immun-
zytochemischen Markerprofil in vitro charakterisiert. Dabei wurde zunachst die
Expression der fibroblastischen Oberflachenmarker Thy-1, das Intermediarfilament
Vimentin, das Myofilament a-SMA, die Zelladh&sionsproteine ICAM-1 und neural cell
adhesion molecule (NCAM) untersucht. Zusatzlich wurde Laminin sowie die
Cytokeratine 7 und 19 gefarbt. 100% der primar kultivierten TAF und LF waren
Vimentin-positiv, und Uber 95% waren Thy-1-positiv. Im Gegensatz dazu variierte die
Expression von a-SMA in beiden Zelltypen mit einer Positivitdt zwischen 50 und
90%. TAF und LF prasentierten in mehr als 50% eine Immunreaktivitat fiar ICAM-1
sowie eine geringe Expression an Cytokeratin (CK)-7. Laminin war sowohl in TAF als
auch in LF positiv.

A B

Abb. 6: Farbeserie von kultivierten TAF (A) und LF (B) in vitro. Es wird der myofibroblastische
Phanotyp mit vergleichbarem Markerprofil der TAF und LF deutlich. (400-fache VergréBerung)
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Beide Zelltypen waren negativ fir CK-19. Die Marker aktivierter hepatischer
Sternzellen wie z.B. GFAP, NCAM und Desmin, ergaben ebenfalls in LF und TAF
negative Farbeergebnisse (Cassiman u. Roskams 2002, Knittel* et al.1999) (Abb. 6).
Zusammenfassend ergaben TAF aus kolorektalen Lebermetastasen und LF aus
entferntem Lebergewebe in Hinblick auf Phanotyp und Markerexpression keinerlei
Unterschiede (Tabelle).

TAF LF  Antikérper
(Verdinnung; Klon;

Hersteller)
Vimentin +++ +++ 1/50; V9; Dako, Glostrup,
Denmark
Thy-1 +++ +++ 1/25; 5E10; BD Biosciences,
Bedford, MA, USA
a-SMA ++ ++ 1/50; 1A4; Dako
Desmin - - 1/50; D33; Dako
CD45 - - 1/50; T29/33; Dako
ICAM-1 ++ ++ 1/50; 6.5B5; Dako
NCAM - - 1/25; T199; Dako
GFAP - - 1/25; 6F2; Dako
Cytokeratin 7 + + 1/50; OV-TL 12/30; Dako
Cytokeratin 19 - - 1/100; RCK108; Dako
Laminin +++ +++ 1/25; 4C7; Dako

Tabellarische Darstellung der immunzytochemischen Profile von primaren Tumorstroma-assoziierten
Fibroblasten (TAF) und Leberfibroblasten (LF) in vitro; den gleichen Phanotyp zeigend. (+++: 90-100%
positive Zellen; ++: 50-90% positive Zellen; +: 5-50% positive Zellen; -: keine Expression

nachgewiesen; eingeschatzte Verhéltnisse der immunreaktiven Zellen.
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Insgesamt zeigte sich in der Zellkultur eine positive Anfarbung bei Vimentin, Thy-1,
a-SMA, ICAM-1 und Laminin. Eine schwache Anfarbung fand sich bei CK 7. Bei den
Markern Desmin, CD45, NCAM, GFAP und CK 19 fand sich keine Anfarbung.

Mittels einer Doppel-Immunfluoreszenz gegen a-SMA und Vimentin konnte der Anteil
der a-SMA positiven Zellen quantitativ ermittelt werden. Wahrend alle TAF positiv flr

Vimentin waren, variierte der Anteil der a-SMA positiven Zellen zwischen 50 und
90% (Abb. 7).

Abb. 7: Doppel-Immunfluoreszenz Farbung der TAF gegen a-SMA und Vimentin. Die Kerne sind mit
DAPI blau angefarbt. (100-fache VergréBerung)

Der Hauptteil der kultivierten TAF zeigte somit einen Vimentin+/a-SMA+/Thy-1+-
fibroblastischen Phanotyp. Dieses Expressionsprofil entspricht dem der TAF in situ.
Somit kann gefolgert werden, dass der Hauptteil der kultivierten TAF reprasentativ fir

die fibroblastische Population des Tumorseptums in situ ist.

4.4 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die TAF a-SMA-Expression

Tumorstroma-assoziierte  Fibroblasten sind sowohl zelluldares Target far
Wachstumsfaktoren als auch Bildungsstatte flir pro-angiogenetische Faktoren. Sie
spielen hiermit wahrscheinlich neben Endothelzellen eine Schlisselrolle fir
hepatische Invasion und Metastasierung beim kolorektalen Karzinom.

Um den Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Eigenschaften der TAF zu ermitteln,
wurden die etablierten Zelllinien mit ansteigenden Konzentrationen von TGF-31,
PDGF, TNF-a und EGF inkubiert. Darauf folgend wurde aus den Zellen die mRNA
isoliert und auf Northern Blot Basis untersucht. Dabei wurde die DIG markierte DNA-
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Sonde a-SMA als Myofibroblastenmarker genutzt und die mRNA der stimulierten
Zellen mit der mRNA unstimulierter Zellen verglichen. Wie sich aus den Abbildungen
8 A und B erkennen lasst, steigt durch Inkubation mit dem Wachstumsfaktor TGF-1
die Expression von a-SMA signifikant an. EGF und TNF-a flhrten zu keinem

Expressionsanstieg. PDGF bewirkte eine signifikante Supression der a-SMA
Expression.

a-SMA
A
TAF LF
I [ I
Con 10% TGF PDGF TNF EGF Con 10% TGF PDGF TNF EGF
- o - - ®ss W99 @ beta-Actin
- - ) - : [ alpha-SMA
B B S B B B e e e GAPDH
B 150000 - . TAF
g LF
=
& 100000 -
2
<
]
a]
0 *
£ 50000 -
3
0 ‘
Control  10% PDGF TGF TNF EGF

Abb. 8: (A): a-SMA mRNA-Expression unter Wachstumsfaktoreinfluss im Vergleich zur Kontrolle
(CON=0,5% FCS) und zu 10% FCS. Bandendarstellung des Northern Blots, links TAF, rechts LF. Es
zeigt sich eine verstarkte Bandenintensitat bei 10% FCS, sowie durch TGF-B1. Die unteren Banden
zeigen die GAPDH mRNA-Expression zur Normalisierung nach Rehybridisierung. (B): Das
Balkendiagramm zeigt die densitometrische Analyse der a-SMA mRNA-Expression durch TAF
(schwarz) und LF (grau) unter Stimulation mit den Wachstumsfaktoren im Vergleich zur Kontrolle
(CON, 0,5% FCS) und 10% FCS. (*: p<0,05 vs. control; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung).
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4.5 Expression von PAI-1

PAI-1-Expression im Gewebe

Der in der Arbeit untersuchte Serin-Proteinaseinhibitor PAI-1 wird von verschiedenen
Leberzellpopulationen gebildet. Dieser nimmt eine wichtige Rolle bei extrazellularen
Umbauvorgangen ein. PAI-1 qilt als Marker flr Tumoraggressivitat und kann als
Hinweis fUr erhdhte Invasions- und Metastasierungsfahigkeiten gewertet werden, da
das Vorkommen von Urokinase Plasminogen Aktivatoren und PAI-1 in malignen
Tumoren erhéht ist (Gershtein u. Kushlinskii 2001).

Um das Expressionsmuster von PAI-1 festzustellen, wurde die Leber-mRNA mit Hilfe
von DIG-markierten DNA-Sonden in Northern Blot Technik untersucht. Der Vergleich
von PAI-1 mRNA-Expression zwischen Metastasengewebe, angrenzendem
Lebergewebe und entfernt gelegenem normalen Lebergewebe zeigte in dem
angrenzenden Lebergewebe das hdchste PAI-1 mRNA-Expressionslevel. Jedoch
ergab die statistische Analyse von 13 Gewebepraparationen der jeweiligen Patienten
keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abb. 9).

Tumor/angrenzendes/entferntes-Lebergewebe

Patient 1 i Patient 2 i Patient 3 1/ Patient 4

|

| Il m/ 1 I ]} | I m / 1 I m

& PAM

Abb. 9: Reprasentative Northern Blot Analysen von vier verschiedenen Patienten zeigen die PAI-1
mRNA-Expression des jeweiligen Tumorgewebes (l), angrenzendem Lebergewebe (1) und entferntem

Lebergewebe (ll1).
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PAI-1-Expression des Tumorgewebes im Vergleich zu der PAI-1-Expression der aus

dem Tumor isolierten Zellen.

Beim Vergleich der PAI-1-Expression von kolorektalem Metastasengewebe und
primar kultivierter konfluierender TAF in der Northern Blot Analyse, waren weitaus
hohere PAI-1-Level in den kultivierten TAF vorhanden, wie in Abb. 10 zu erkennen.
Das kann durch die verstarkte Konzentration PAI-1 exprimierender Zellen in Kultur
bedingt sein, da Gesamttumorgewebe immer ein Mischgewebe aus
unterschiedlichen Zellarten darstellt. Es kann damit gezeigt werden, dass es sich
wahrscheinlich bei den TAF um die PAI-1 exprimierende Zellart in kolorektalen

Lebermetastasen handelt.

Lebermetastasengewebe/TAF

Patient 1 / Patient 2

Abb. 10: Vergleich der PAI-1 mRNA Expression aus Leber-Tumorgewebe und aus primarkultivierten
TAF; Tumorgewebe (l), angrenzendes Lebergewebe (II) und entferntes Lebergewebe (Il (Pat.1) und
(Pat. 2). (1) und (2) primérkultivierte TAF (3. Passage) aus demselben Tumor (Pat. 2).
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PAI-1-Expressionslevel der TAF nach bzw. ohne Stimulation durch TGF-f1

Durch Vergleich der mRNA-Expression der TAF ohne und nach Stimulation durch
den Wachstumsfaktor TGF-B1 lieB sich eine signifkante Expressionssteigerung nach
Stimulation durch TGF-B1 (5 ng/ml) feststellen (Abb. 10). Die PAI-1-Expression fiel

zusammenfassend in nicht stimulierten Zellen deutlich geringer aus.

TAF

—_ s — PAI-1

CON TGF/CON TGF/CON TGF

B
~ PAI-1 mRNA
£ 10000 -
g *%x
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o
@
S 5000
(]
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i
(&)
)
=y 0-
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Abb. 11: (A): Reprasentative Northern Blot Analysen zeigen den Einfluss von TGF-B1 auf die PAI-1
mRNA-Expression primarer TAF in drei unterschiedlichen Isolationen vs. TAF in 0,5% FCS (CON).
(B): Dieses Balkendiagramm zeigt die densitometrische Analyse der PAI-1 mRNA-Expression durch
TAF unter Stimulation mit TGF-B1 im Vergleich zur Kontrolle (0,5% FCS). Die Daten zeigen
Mittelwerte +/- SEM (**: p<0,01; N=5; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung).
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4.6 Sekretion von PAI-1

Die ELISA-Expressionsanalyse von PAI-1  bei TAF aus Kkolorektalen
Lebermetastasen und LF aus gesundem Lebergewebe zeigt, wie in Abb. 12 zu
erkennen, bei den Fibroblasten aus gesundem Lebergewebe die starkste
Expression bei 79,26 ng/ml unter Zugabe von 10%-igem FCS zum Nahrmedium im
Gegensatz zu 0,5%-igem FCS Medium (Kontrolle, 14,497ng/ml). Auch bei den TAF
aus der Metastase ist die Konzentration mit 93,77 ng/ml mit 10%-igem FCS héher
als bei 0,5%-iger FCS-Zugabe (Kontrolle, 53,9 ng/ml). Auffallig ist auBerdem die
unterschiedliche Einflussnahme der Wachstumsfakioren auf die Zellen. Die
Fibroblasten aus dem gesunden Lebergewebe reagieren in ihrer
Expressionsaktivitdt bei TGF-f1-Zugabe zum Medium mit einer Expression von
43,445 ng/ml starker als bei PDGF-Zusatz mit 39.006 ng/ml. Insgesamt ist der PAI-
1-Produktionszuwachs geringer als bei TAF aus der Metastase, die bei TGF-B1-
Zugabe zum Medium 95,36 ng/ml und bei PDGF-Einfluss 95,04 ng/ml PAI-1
produzieren. Man kann also eine insgesamt starkere Reaktion der Fibroblasten auf
TGF-B1 als auf PDGF feststellen und eine starkere Reaktion der PAI-1-Produktion
auf Wachstumsfaktoren bei TAF aus der Metastase als bei LF aus gesundem

Gewebe.

PAIl-1-Sekretion

o1 1

PAI-1 Konz. (ng/ml)
(3]
o

Abb. 12: Immunzytochemische Messung mittels ELISA Technik der PAI-1-Expression durch
Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten der kolorektalen Lebermetastase (TAF; grau) und

Leberfibroblasten aus entferntem Lebergewebe (LF; schwarz).
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5. Diskussion

5.1 Funktionelle Morphologie der TAF im Vergleich zu residenten
fibroblastischen Zellpopulationen der Leber

Invasion und Metastasierung sind die beiden entscheidenden Eigenschaften
maligner Tumore. Jedes GrdBenwachstum solider Tumore setzt die
Sauerstoffversorgung Uber einsprossende Neo-GefdBe und Kapillaren voraus, die
selbst dem umliegenden gesunden Gewebe entstammen (Zetter 1998, Duffy 1996).
Diesem als Neo-Angiogenese bezeichneten Prozess liegt eine komplexe Interaktion
der beteiligten Zellen und Signalmechanismen zugrunde, die von groBem
wissenschaftlichem und klinischem Interesse ist. Die bisherige Erforschung der Neo-
Angiogenese erdffnet neue pharmakologische Angriffspunkte in der Tumortherapie,
die im Rahmen klinischer Studien evaluiert werden und als sehr vielversprechend
einzustufen sind (Li et al. 2002, Bajou’ et al. 2001).

Fibroblastenartige Zellen sind an der Gewebsinvasion und Neo-Angiogenese von
Tumoren in vielerlei Hinsicht involviert. Sie beeinflussen in erster Linie die
Reorganisation der Gewebsarchitektur und die Produktion des Tumorstromas (Olaso
et al. 2003, Gregoire u. Lieubeau 1995). Zum anderen haben sie Uber die Produktion
von pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren einen groBen Einfluss auf die
Endothelzellrekrutierung und vaskulare Infiltration von Tumorgewebe (Claffey et al.
2001). Zusatzlich bilden sie die strukturelle Basis flir NeogefaBe in Tumoren (Olaso
et al. 2003). Uberdies kdénnen von Fibroblasten gebildete Faktoren direkt das
Wachstum von Tumorzellen beeinflussen (Neaud et al. 1997, Wang et al. 2002).

Im Falle von kolorektalen Lebermetastasen sind der zelluldre Ursprung und die
funktionelle Rolle der Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten (TAF) bisher noch
unklar. Daher wurden in dieser Arbeit TAF aus kolorektalen Lebermetastasen
gewonnen und ihre Morphologie in situ und in vitro in Bezug auf ihre Funktionen als
Produzent von pro-invasiven Proteinen und Mechanismen der Rekrutierung durch

vom Tumor produzierte Wachstumsfaktoren untersucht.

Mit der in dieser Arbeit durchgefihrten immunhistochemischen Analyse der Zellen in
den bindegewebigen Septen der kolorektalen Metastase konnte durch eine Positivitat
gegen Vimentin, a-SMA und Thy-1 eine myofibroblastische Differenzierung der TAF
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nachgewiesen und das Phanomen der Rekrutierung zwischen Lebertumor,
gesundem Lebergewebe und den fibrésen Septen sichtbar gemacht werden (Abb. 4).

Die weiteren Untersuchungen zielten auf die Verifizierung des Ursprungs dieser
Zellen ab. Bisher wurden drei unterschiedliche fibroblastenartige Zelltypen der Leber
in Ratten und Menschen anhand der Lokalisation und des Markerprofils
unterschieden (Cassiman et al. 2002, Guyot et al. 2006, Knittel® et al. 1999). Diese
bestehen zum einen aus portalen oder septalen Myofibroblasten des Portalfeldes
oder der neu entstandenen Septen, zum anderen aus Zwischenraumfibroblasten,
gegenwartig zwischen Parenchym und Stroma des Portalfeldes oder neu
entstandenen fibrésen Septen und desweiteren aus perisinusoidalen hepatischen
Sternzellen (HSC). Studien UOber den Ursprung der portalen und der
Zwischenraumfibroblasten lassen einen gemeinsamen Ursprung in dem anfanglichen
Mesenchym des embryonalen Septum Transversums vermuten. Welche Umstande
dann zu den unterschiedlichen Phanotypen flhren, bleibt zu erforschen (Ramadori u.
Saile 2004, Roskams et al. 2004).

In frGheren Studien wurde davon ausgegangen, dass TAF aus HSC transdifferenziert
sind (Faouzi et al. 1999, Gulubova 2000, Lunevicius et al. 2001, Rosenbaum 1998).
Fir die vorliegende Arbeit waren die Untersuchungen von Markerspektrum sowie
Passageverhalten nitzliche Grundlagen zur Verifizierung des Ursprungs der TAF aus
HSC. Leberfibroblasten konnten in dieser Arbeit durch eine Ko-Expression von
Vimentin, Thy-1 und a-SMA identifiziert werden, wahrend perisinusoidal lokalisierte
HSC der normalen Leber zwar Vimentin positiv, jedoch negativ fir a-SMA und Thy-1
waren. Das Markerspektrum der in vitro analysierten TAF und LF entsprach dabei
genau den in den Metastasen vorhandenen TAF sowie portal lokalisierten LF. Dieses
legt nahe, dass die kultivierten TAF und LF fUr die jeweiligen in situ beschriebenen

Zelltypen reprasentativ sind.

Auch das Kulturverhalten zeigte deutliche Unterschiede zu dem der HSC der Leber,
da HSC nach Stand der wissenschaftlichen Diskussion nicht Uber die zweite
Passage hinaus kultivierbar sind (Knittel® et al. 1999), wohingegen die im Rahmen
dieser Arbeit isolierten Zellen problemlos Uber die zehnte Passage hinaus kultiviert
werden konnten. Mit diesen Ergebnissen Ubereinstimmend war auch die
Forschungsgruppe Saile et al. 2002, die die Rolle der Myofibroblasten bei
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Reparaturumbauvorgangen wie z.B. bei Leberschaden neu Kklassifizierten. Sie
unterstlitzten die These, dass neben den aktivierten HSC in &hnlicher Weise auch
aktivierte Myofibroblasten aus dem Portalfeld und dem perizentralen Bereich an den
Reparaturvorgéangen von Leberschaden beteiligt sind. Sie konnten feststellen, dass
sich LF nahezu unbegrenzt subkultivieren lassen, bei den aktivierten HSC jedoch
eine Spontanapoptose auftritt, die eine weitere Subkultivierung unmdglich macht
(Saile et al. 2002).

Das Wissen Uber die biologische Aktivitdt von humanen TAF verglichen mit den
jeweiligen ortsstandigen Fibroblasten ist immer noch begrenzt. Aus den bisherigen
Ergebnissen wurde deutlich, dass das Verhalten der TAF von kolorektalen
Lebermetastasen dem der Fibroblasten des Lebergewebes gleicht. Tatsachlich kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die funktionellen Analogien der TAF und LF ein
Ergebnis von kinstlichen Bedingungen in Zellkultur sind und der Tatsache, dass
Unterschiede zwischen beiden Zelltypen wahrend der Kultivierung kontinuierlich
abnehmen. Zurzeit existieren keine brauchbaren Daten Uber das Verhalten von TAF
aus humanen Kkolorekalen Lebermetastasen im Vergleich zu portalen
Leberfibroblasten. Bestehende Daten resultieren bisher aus Kokulturen oder
heterotopen Tumormodellen fibroblastischer Zelllinien sowie primaren Isolierungen
auf einer einzelnen Tumorprobe basierend, sodass interindividuelle Heterogenitat
und Organspezifitat nicht beriicksichtigt wurden.

Auch das gleichsinnige Verhalten in der funktionellen Analyse der a-SMA-Expression
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren unterstitzt die Theorie, dass TAF und LF
identisch sind (Abb. 7).

Zusammenfassend ist dies der erste Beleg daflir, dass primare TAF humaner
kolorektaler Lebermetastasen phanotypische und funktionelle Charakteristika wie
pro-invasive und pro-inflammtorische Verhaltensweisen mit portalen Leber-
fibroblasten teilen. Dieses Konzept kénnte einen wichtigen Einfluss auf die

Entwicklung neuer pharmakologischer Strategien haben.

Mehr als 95% der TAF sowie der Leberfibroblasten waren in situ und in vitro positiv
fir den Marker Thy-1, ein Glykophosphatidol-Inositol-gebundenes Zelloberflachen
Glykoprotein, welches heterogen in fibroblastischen Zellisolierungen von
unterschiedlichen Geweben gebildet wird. In der Literatur wird ihm die Bedeutung der
Transdifferenzierung der Fibroblasten in Myofibroblasten nach TGF-B1-Einfluss
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zugeschrieben (Koumas et al. 2003, Barker et al. 2004). Das Gewebe der Schnitte
zeigte eine klare starke Anfarbung im Bereich der Septen, im ganzen Stroma und
verstarkt in der Grenzregion zwischen Tumor- und Lebergewebe. Im gesunden
Gewebe farbten sich vorwiegend die GefaB- und Gallengangswandstrukturen des
hepatischen Portalfeldes an. Damit stellt Thy-1 einen weiteren potentiellen
Zellmarker zur Charakterisierung der TAF dar. Thy-1 kann als mdglicher
Differenzierungsmarker zwischen HSC und portalen Fibroblasten angesehen
werden. Letztlich ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass auch aktivierte/trans-
differenzierte HSC Thy-1 exprimieren. Dieser Punkt wirde umgesetzt auf die
vorliegende Analyse bedeuten, dass letztlich doch nicht komplett ausgeschlossen
werden kann, dass TAF aus HSC hervorgehen. Allerdings spricht das o. g.

Kulturverhalten von HSC dagegen (Saile et al. 2002).

Um die Frage eines potentiellen Ursprungs der TAF aus HSC weiter zu klaren und
die isolierten Zellen zuzuordnen, wurden weitere immunhistochemische Farbungen
durchgefuhrt. Es konnte fir TAF und LF ein jeweils identisches, negatives
Farbespektrum fir GFAP und N-CAM festgestellt werden. GFAP wird von
ssuhenden”, nicht aktivierten HSC der Ratte exprimiert und N-CAM von aktivierten
HSC (Cassiman u. Roskams 2002, Knittel® et al.1999). Interessanterweise waren
TAF und LF in vitro leicht positiv fliir CK-7. Um eine potentielle Verunreinigung durch
epitheliale Tumorzellen auszuschlieBen, wurden weitere Cytokeratinfarbungen
durchgefiihrt. Der CK-19-Antikdrper (Abb. 6) sowie ein Panzytokeratin-Antikérper
brachten dabei negative Resultate, sodass von einer Verunreinigung nicht
ausgegangen werden kann. AuBerdem war die CK-7 Positivitdt gleichsam in TAF
und LF, wobei bei Letzteren keine Tumorzellen erwartet werden diirften. Eine CK-7
Expression wurde ferner in anderen Arbeiten beobachtet (Cassiman u. Roskams
2002).

Die Daten verdeutlichen, dass die phanotypischen Eigenschaften von TAF denen
von ortsstandigen portalen und perizentralen Leberfibroblasten ahneln und sich
hinsichtlich der Markerexpression keinerlei Unterschiede ergeben. Es wurde bereits
die Homogenitat von LF und TAF mit der zwischen dermalen Fibroblasten und TAF
in Bezug auf das Genexpressionprofil verglichen (Nakagawa et al. 2004). Die
Ubereinstimmungen zwischen TAF und LF waren dabei groBer. Das unterstiitzt die
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These, dass TAF hauptsachlich den ortsstandigen LF entstammen. Der Anteil von
nicht-ortsstandigen Vorlauferzellen der TAF in soliden Organtumoren wurde zu einer
alternativen Moglichkeit, welche bisher beim Menschen nicht bestatigt werden
konnte. Es gibt auch experimentelle Nachweise eines hamatopoetischen Ursprungs
der Stromafibroblasten in soliden Tumoren, dieser scheint aber von untergeordneter
Bedeutung zu sein. So Uberfihrte LaRue et al. griin fluoreszenz protein (EGFP)-
positive hamatopoetische Stammzellen in unbestrahlte Mause, welchen dann
Melanomzellen injiziert wurden. Der Hauptteil der Granulozyten, Makrophagen und
B-Zellen waren (EGFP)-positiv, als Zeichen des kompletten hamatopoetischen
Ersatzes durch die transplantierte klonierte Stammzellpopulation. Der mittlere Anteil
an (EGFP)-positiven Fibroblasten von denen innerhalb des Tumorstromas lag bei
8,3% (LaRue et al. 2006). Somit konnte die Madglichkeit des Ursprungs aus
hamatopoetischen Stammzellen gezeigt werden. Der Anteil an Tumorstroma-
assoziierten Fibroblasten war jedoch so gering, dass andere Ausgangszellen
vorhanden gewesen sein missen. Dies unterstitzt die These des Ursprungs der TAF
aus LF, die in dieser Arbeit formuliert wurde. Da mit der dargestellten Technik die
gewlnschten Leberfibroblasten isoliert worden sind, ergibt sich die Méglichkeit diese

Zellen aus humanem Gewebe isoliert zu untersuchen.

5.2 TAF exprimieren den Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ-1

Inwiefern die untersuchten Fibroblasten an der PAI-1-Produktion beteiligt sind, wurde
mittels der Northern Blot Technik und ELISA gezeigt. Im Northern Blot wurde
Gewebe-RNA mit der RNA der isolierten TAF verglichen. Anhand der Ergebnisse ist
erkennbar, dass die isolierten Zellen stark an der Produktion von PAI-1 beteiligt sind.
Im Gegensatz zur RNA-Bandenintensitat in Proben aus der Gewebe-RNA, war bei
der Zell-RNA eine deutlich héhere Intensitat festzustellen (Abb. 10). Das lasst den
Schluss zu, dass die RNA der anderen Zellen, die bei der Gewebe-RNA mitisoliert
wird, teilweise von Zellen stammt, die kein PAI-1 exprimieren und in der reinen Zell-
RNA eine starkere Bande zu verzeichnen ist, da hier alle Zellen PAI-1 produzieren.
Die Isolation von m-RNA direkt aus dem Gewebe ergab die héchsten PAI-1-Werte in
dem Grenzgebiet zwischen kolorektaler Lebermetastase und angrenzendem
Lebergewebe (Abb. 9), wo auch in den Farbungen die meisten TAF dargestellt
werden konnten (Abb. 4).
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Die ELISA-Ergebnisse wiesen PAI-1  spezifische Transkripte in hohen
Konzentrationen in TAF auf, wohingegen das gesunde Lebergewebe niedrigere
Level zeigte (Abb. 12). Die Anstiege im metastatischen Gewebe waren nur leicht,
was auf die gemischte Zellzusammensetzung zurtckzufihren sein kénnte. Die TAF
produzieren demnach einen erheblichen Teil an PAI-1.

Mithilfe der kultivierten TAF wurde die potentielle Rolle dieser Zellen fur die Invasion
von Tumorzellen weiter untersucht, was speziell bei Lebermetastasen und
Lebertumoren in dieser Form noch nicht geschehen ist. Hierbei interessierte die
durch Wachstumsfaktoren stimulierte Expression des matrix-degradierenden und
regulierenden Enzyms Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ-1 (PAI-1).

Nach Stimulation durch die Wachstumsfaktoren PDGF, EGF, TNF-a und TGF-B1
konnten die Zellen zur verstarkten PAI-1-Expression stimuliert werden, signifikant
war dabei die Expressionsverstarkung durch den Wachstumsfaktor TGF-1.

Ahnliche Ergebnisse zeigte die Untersuchung durch das ELISA-Verfahren, bei dem
die PAI-1-Expression auf Proteinebene untersucht werden konnte. Es wurden
deutlich héhere PAI-1-Konzentrationen im Nahrmedium der Zellen nach Stimulation
als ohne Stimulation gemessen. Dabei bewirkte TGF-B1 einen deutlich gréBeren
Anstieg der PAI-1-Konzentration, wobei PDGF einen geringeren Einfluss zeigte
(Ramont et al. 2003).

Da die PAI-1-Expression in nicht stimulierten Zellen deutlich geringer ausfiel, liegt die
Uberlegung nahe, dass diese Zellen auch im menschlichen Organismus im
Wechselspiel des Tumorwachstums durch Wachstumsfaktoren stimulierbar sind
(Wakahara et al. 2004). Ob diese Wachstumsfaktoren eventuell von den Tumorzellen
selbst ausgeschiittet werden oder von anderen am Tumorwachstum beteiligten
Zellen, wird derzeit in anderen Arbeiten untersucht und sollte der weiteren Forschung
als Untersuchungsfeld dienen, um pharmakologische Ansatze zu entdecken
(Hirashima et al. 2003, Liu et al. 2000).

Das Plasminogen Aktivator(PA)-System spielt eine Schllsselrolle in der
Tumorprogression, vermutlich mittels Steigerung extrazellularer Matrixdegeneration
und Tumorzellmigration. Folglich wurden urokinase-Typ Plasmin Antagonisten (u-PA)

als Hemmer des Tumorwachstums und Angiogenese entdeckt. Paradoxerweise

38



Diskussion

stehen hohe Konzentrationen an Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ-1 (PAI-1) in
Zusammenhang mit einer schlechten Uberlebensprognose (Bajou’ et al. 2001).

PAI-1 stellt als Plasminogen Aktivator Inhibitor einen wichtigen Regulator in
Gewebeumbauprozessen dar. Es besteht eine Korrelation zwischen Metastasierung,
Invasion sowie Migration und der Konzentration an PAI-1 (Gershtein u. Kushlinskii
2001, McMahon et al. 2001).

Es konnte gezeigt werden, dass PAI-1 die Tumorangiogenese férdert, jedoch auf
einem noch unbekannten Weg. Es wurde vermutet, dass PAI-1 die endotheliale
Zellmigration mittels seiner bekannten Interaktion mit Vitronektin und Integrinen
starkt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass PAI-1 nicht auf diesem Weg die
Angiogenese beginstigt, sondern durch Inhibition proteolytischer Aktivitat. Dieses
lasst vermuten, dass ungehinderte Plasminproteolyse die Anhdufung von
TumorgeféBen verhindert (Bajou? et al. 2001).

Durch seine Funktion als Antiprotease soll PAI-1 demnach zu Proangiogenese
flilhren (Bajou® et al. 2001) und allgemein fiir einen aggressiveren Tumorprozess und
damit auch fir eine schlechtere Prognose stehen (Grebenchtchikov et al. 2005,
McMahon et al. 2001, Pedersen et al. 1994). Weiter gibt es Ergebnisse, wonach
Tumorzellen durch PAI-1 vor Apoptose geschiitzt werden kénnen (Romer et al.
2005).

Die beobachtete signifikante Expression von PAI-1 durch TAF legt nahe, dass diese
Zellen eine wichtige Rolle fir die Migration, Matrixdegradation und somit
Tumorinvasion und Angiogenese spielen. Ferner konnte TGF-B1 erstmals als
Stimulator fur die PAI-1-mRNA und PAI-1-Proteinsynthese in diesen Zellen
identifiziert werden. Maoglicherweise liegt hier ein wichtiger, tumorférdernder
Reaktionsweg vor, der von potentiellem pharmakologischem Interesse ist. Es ist zu
folgern, dass die Mdglichkeit der Isolation und Kultivierung von humanen TAF und LF
fir weitergehende funktionelle Analysen eine nitzliche Basis darstellt. Mit der
vorliegenden Arbeit sind daher wichtige zugrundeliegende Techniken und
Grundlagen zur Isolation und Charakterisierung der TAF aus humanen kolorektalen
Lebermetastasen gelungen.

39



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Der genaue zellulare Ursprung des Tumorstromas sowie dessen Funktion fir die
Tumorausbreitung bei kolorektalen Lebermetastasen sind bislang ungeklart. Nach
bisher vorherrschender Meinung werden Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten
(TAF) in der Leber via Transdifferenzierung aus HSC rekrutiert. Im Gegensatz zu
dieser Hypothese schranken neuere Arbeiten die universelle Rolle der HSC bei der
Fibrogenese und damit auch bei der Bildung von Tumorstroma ein. Als Grundlage
der Untersuchungen diente Lebergewebe von Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen. Das Gewebe wurde histologisch, auf RNA- und Proteinebene
untersucht. Fir die Charakterisierung der TAF wurden diese aus dem Tumorgewebe
und analog fibroblastenartige Zellen aus anhangendem gesundem Lebergewebe
isoliert und kultiviert. Es wurden die phanotypischen und funktionellen Charakteristika
von TAF der humanen kolorektalen Metastase untersucht. Eine Charakterisierung
des Tumorstromas histologisch anhand eines Praparates sowie in vitro aus isolierten,
humanen TAF aus Lebertumoren ist bislang in der Literatur nicht beschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass sich Fibroblasten aus entfernt von der Metastase
lokalisierten Lebergewebe und aus tumor-assoziiertem Stroma in Kultur anzlichten
lassen. Es wurde die Mdbglichkeit erbffnet, anhand von Marker-Farbungen den
zellularen Ursprung des Tumorstromas bei Lebermetastasen zu erforschen. Dabei
konnte durch die Ubereinstimmung der immunhistochemischen Farbungen der Zellen
in Kultur, der Zellen des Tumorgewebes (Kryoschnitt) sowie der Zellen des gesunden
Leberstromas (Kryoschnitt) deutlich werden, dass es sich héchstwahrscheinlich um
dieselben Zellen handelt, d.h. Leberfibroblasten (LF) vermutlich die Ursprungszellen
des Tumorstromas sind. LF sind eine Untergruppe von (myo)fibroblastischen Zellen
welche portal und perizentral im Lebergewebe lokalisiert sind und sich
immunhistochemisch positiv fir Vimentin, a-SMA und dem Zelloberflachen-
glykoprotein Thy-1 anfarben. TAF und LF exprimierten den myofibroblastischen
Faktor a-SMA, wichtige pro-invasive und pro-angiogenetische Faktoren, wie PAI-1 in
vitro und waren dabei durch den Wachstumsfaktor TGFB-1 stimulierbar. Diese
Ergebnisse lassen die Stroma/Tumor Interaktionen als offenes und aussichtsreiches
Untersuchungsfeld erkennen. Hieraus  ergeben sich moglicherweise
pharmakologische Angriffspunkte in der Antitumortherapie gegen die Metastasierung

kolorektaler Tumore.
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8. Bezugsquellenverzeichnis

8.1 Chemikalien und Reagenzien

Baxter GmbH (S.A., B-7860 Lessines): Aqua ad injectabilita.

BD Biosciences (Bedford, MA, USA): Thy-1 (1/25, clone 5E10)

Biesterfeld Chemiedistribution GmbH (Hamburg, Deutschland): Aceton

DAKO (Glostrup, Danemark): a.-SMA (1/50, clone 1A4), Vimentin (1/50, clone V9),
Desmin (1/50, clone D33), CD45 (1/50, clone T29/33), cytokeratin 7 (1/50, clone OV-
TL 12/30), cytokeratin 19 (1/100, clone RCK108), neural cell adhesion molecule
(NCAM; 1/25, clone T199), intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1; 1/50,
clone 6.5B5) Laminin (1/25, clone 4C7) glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1/25,
clone 6F2) DAKO® Biotin Blocking System, Cytomation EnVision®+System-HRP
Dulbecco: Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

Invitrogen (Grand Island, N.Y., USA): Agarose, Medium 199, fetales Kalber Serum
(FCS), antibiotisch-antimykotische Lésung: Penicillin, Streptomycin und Amphotericin
B, (Ethylendiaminotetraacetat) EDTA, Sodium salt citrat (SSC) 20x, Trypsin,
Trypanblau (CatNo: 15250-061), PBS (14190)

Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC. Rhodamine Red™-X-conjugated
AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L)

Merck (Darmstadt, Marienfeld Glassware, Lauda-Kdénigshofen, Deutschland):
Aquatex, Ethanol 70%, Ethidiumbromid

Pierce (Rockford, USA): Diaminobenzidin (DAB substrate kit 10x)

Qiagen (Hilden, Deutschland): RNeasy Midi Kit

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland): 1st strand cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR (AMV), PCR DIG Probe Synthesis Kit, PCR Nukleotide Mix, Taq
DNA-Polymerase und dazugehdrige Reaktionspuffer, Hybridisierungspuffer DIG
Easy Hyb, DIG Wasch- und Blockierungspuffer Set, Anti digoxigenin AP conjugate,
Fab-Fragmente, CDP-Star™ ready to use, humaner PDGF-BB (10ng/ml), humaner
TGF-B1 (5ng/ml)

Sakura Finetek (Zoeterwoude, NL): Tissue Tek®

Sigma  (Steinheim, Deutschland): GBSS G-9779, (-Mercaptoethanol,
Bromophenolblau, Diethylpyrocarbonat (DEPC), Formaldehyd, Meyers Hematoxylin
Solution (HHS16), humaner TNF-a (50 ng/ml), humaner EGF(10 ng/ml), Tris-EDTA-
Puffer, RNAse-freies Wasser, Kollagenase Type IV
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Serotec (Oxford, UK): IL-8 (1/50, clone B-K8)
Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA): Normal Goat Serum, Vectastain®ABC-
AP Kit

8.2 Primer

Die folgenden Sets von Primern wurden benutzt:

a-SMA:

Sequenz Forward Primer: 643-CTG AGC GTG GCT ATT CCT TC,
Sequenz Reverse Primer: 1113-GCT GGA AGG TGG ACA GAG AG.
PAI-1:

Sequenz Forward Primer: 5-GAC ATC CTG GAA CTG CCC TA-3’
Sequenz Reverse Primer: 5’-TGA CAG CTG TGG ATG AGG AG-3'.

Die Primer wurden von MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) gekauft.

8.3 Lésungen und Puffer

1% Agarosegel 2 g Agarose +
176 ml H20 +
20 ml Formaldehyd +
24 ml 10fach RB +
5 ul Ethidiumbromid.

2% Agarosegel 5 g Agarose +
250 ml 1fach TBE- Puffer +
10 pl Ethidiumbromid.

10fach RNA Running Buffer (RB)200 mM MOPS +
50 mM Natriumacetat +
10 mM EDTA +
Aqua dest.
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20fach SSC

2fach Waschpuffer

0,5fach Waschpuffer

3 M NaCl +
0,3 M Trinatriumcitrat +
Aqua dest.

0,25 g SDS +
25 ml 20fach SSC +
Aqua dest.

0,259 SDS +

6,25 ml 20fach SSC +
Aqgua dest.
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9. Abkirzungsverzeichnis

ANOVA
a-SMA
Aqua dest.
bp
CD45
cDNA
CK
DEPC
DAB
DMEM
DIG
DNA
dUuTP
dTTP
EDTA
EGF
EGFP
ELISA
EZM
FCS
GBSS
GFAP
HE
HSC
ICAM-1

einfaktorielle Varianzanalyse
alpha-smooth muscle actin
destilliertes Wasser

Basenpaare

Leukozyten common antigen
komplementare DNA

Cytokeratin

Diethylpyrocarbonat
Diaminobenzidin

Dulbeccos Modified Eagle Medium
Digoxigenin

Deoxyribonucleic Acid
Desoxyuridintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
epidermal growth factor

Enhanced Green Fluorescent Protein
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Extrazellularmatrix

fetales Kélberserum

Gays Balanced Salt Solution

Glial Fibrillary Acidic Protein
Hamatoxylin-Eosin

hepatische Sternzellen
intercellular cell adhaesion molecule-1
Intermediarfilament

Immunglobulin G

Interleukin

kolorektale Lebermetastase
Leberfibroblasten

Messenger RNA

Anzahl
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NCAM neuronal cell adhaesions molecule
nm Nanometer

NTP Nucleosidtriphosphat

P portale GefaBe

PA Plasmin-Aktivatoren

PAI-1 plasminogen-activator-inhibitor-typ-1
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PDGF Plateled-derived growthfactor

RB Running Buffer

RNA Ribonukleinsaure

RNAsen Ribunukleinsaure abbauende Enzyme
rpm rounds per minute

rRNA ribosomale RNA

RT reverse Transkription

SEM Standartabweichung

SDS Sodiumdodecylsulfate

SSC Sodium salt citrate

TAF Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten
Thy-1 thymus cell antigen

TGF-B1 transforming growth factor-p1

TMB Tetramethylbenzidine

TNF-a tumor necrosis factor-a

t-PA tissue-plasminogen activator

u-PA urokinase-plasminogen activator
u-PAR urokinase-plasminogen activator receptor
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10. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Phasenkontrastmikroskopie isolierter kultivierter TAF der zweiten Passage mit typischer

fibroblastischer Gestalt (100-fache VergroBerung)..........uueu e ieeae et e e eee e 22

Abb. 2: Phanotyp der TAF in situ. Immunhistochemische Analysen von Vimentin (A), a-SMA (B), Thy-
1(C) sowie ICAM-1 (D) an Gewebeschnitten von kolorektalen Lebermetastasen. (400-fache
RV L=T o (01611 U oo ) R 23

Abb. 3: Die Abbildung zeigt Lebergewebe geféarbt gegen Vimentin (A), a-SMA (B), Thy-1 (C) und
ICAM-1 (D). (400-faChe VergroBerung).......uuu cuueaiuueeaaureearueeeerueeessueeesaseaaaase taeteenaseenaeaenaeaeenaennes 24

Abb. 4: Immunhistochemische Markierung von Thy-1 (A), Vimentin (B) und a-SMA (C) + TAF in der
Grenzregion (Pfeile) zwischen Tumorgewebe (T) der kolorektalen Lebermetastase, angrenzendem
Lebergewebe (L), und innerhalb der Septen der Metastase. (100-fache

RV L=T o (0 Y611 U g T ) PP 25

Abb. 5: Immunhistologische Farbung gegen Thy-1. Lebergewebe (A); kolorektale Lebermetastase (B).
Der Thy-1 Antikérper farbt Fibroblasten und Myofibroblasten in Portalen GefaBen und perivascularem
Raum in Lebergewebe. In dem Stroma der kolorektalen Lebermetastase zeigt sich eine
Immunreaktivitat flr Thy-1. (400-fache VergroBerung)......oucuueeeeeieeeeeeiiiiieeeessiieee e e e e 25

Abb. 6: Farbeserie von kultivierten TAF (A) und LF (B) in vitro. Es wird der myofibroblastische
Phanotyp mit vergleichbarem Markerprofi der TAF und LF deutlich. (400-fache
VL=l o (o161 dU o Te ) FO PRSPPI 26

Abb. 7: Doppel-Immunfluoreszenz Farbung der TAF gegen a-SMA und Vimentin. Die Kerne sind mit
DAPI blau angeférbt. (100-fache VergroBerung).....cuu . e eueeu e 28

Abb. 8: (A): mRNA Expression unter Wachstumsfaktoreinfluss im Vergleich zur Kontrolle ( CON, 0,5%
FCS) und zu 10% FCS. Bandendarstellung des Northern Blots, links TAF rechts LF. Es zeigt sich eine
verstarkte Bandenintensitat bei 10% FCS, sowie durch TGF-B1. Die unteren Banden zeigen die
GAPDH mRNA-Expression zur Normalisierung nach Rehybridisierung. (B): Das Balkendiagramm zeigt
die densitometrische Analyse der a-SMA mRNA-Expression durch TAF (schwarz) und LF (grau) unter
Stimulation mit den Wachstumsfaktoren im Vergleich zur Kontrolle (CON, 0,5% FCS) und 10% FCS.
(*: p<0,05 vs. control; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung)........cceeeeeeiiieee i, 29

Abb. 9: Reprasentative Northern Blot Analysen von vier verschiedenen Patienten zeigen die PAI-1
mRNA-Expression des jeweiligen Tumorgewebes (l), angrenzendem Lebergewebe (1) und entferntem
(=T oTcT o o=t oo (11 ) T PO PP PPPPPPPPPPPRPN 30
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Abb. 10: Vergleich der PAI-1 mRNA Expression aus Leber-Tumorgewebe und aus primarkultivierten
TAF; Tumorgewebe (l), angrenzendes Lebergewebe (II) und entferntes Lebergewebe (Il (Pat.1) und
(Pat. 2). (1) und (2) primérkultivierte TAF (3. Passage) aus demselben Tumor (Pat. 2).........ccccveeenee 31

Abb. 11: (A): Reprasentative Northern Blot Analysen zeigen den Einfluss von TGF-B1 auf die PAI-1
mRNA-Expression primarer TAF in drei unterschiedlichen Isolationen vs. TAF in 0,5% FCS (CON).

(B): Dieses Balkendiagramm zeigt die densitometrische Analyse der PAI-1 mRNA-Expression durch
TAF unter Stimulation mit TGF-B1 im Vergleich zur Kontrolle (0,5% FCS). Die Daten zeigen
Mittelwerte +/- SEM (**: p<0,01; N=5; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung).........ccccceeecvveeeennnee 32

Abb. 12: Immunzytochemische Messung mittels ELISA Technik der PAI-1-Expression durch

Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten der kolorektalen Lebermetastase (TAF; grau) und

Leberfibroblasten aus entferntem Lebergewebe (LF; SChWarz).........c..oovviiiiiiiiiiiiiieceieee e 33
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