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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten (englisch, carcinoma associated fibroblasts, im
Folgenden als CAF abgekiirzt) in soliden Tumoren und Metastasen sind fiir die Bildung
des Tumorgeriists, die Migration sowie die Neoangiogenese von entscheidender
Bedeutung. In Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms repréasentieren CAF den
zelluldaren Hauptbestandteil des Tumorstromas. Die Funktion und die Eigenschaften der
CAF und deren Interaktion mit den eigentlichen Tumorzellen ist im Falle von
kolorektalen Lebermetastasen bislang noch weitgehend ungekldrt und Gegenstand
dieser Forschungsarbeit.

Dabei soll die Hypothese iiberpriift werden, wonach CAF eine bedeutende Rolle in der

Progression der Lebermetastasen einnehmen. Weitere zu priifende Fragestellungen sind:

* Wird die Proliferation der CAF durch ausgewihlte Zytokine, Chemokine bzw.
Wachstumsfaktoren reguliert?

* Hat konditioniertes CAF-Medium einen proliferativen oder pro-migatorischen Effekt
auf Kolonkarzinomzellen?

* Exprimieren CAF bzw. Kolonkarzinomzelllinien PDGF-Rezeptoren?

* Beeinfluflit Imatinib die Morphologie der CAF?

* Hat Imatinib EinfluB} auf die Proliferation der CAF?

 Ist Imatinib ein mdglicher antiproliferativer Mediator?

* Beeinfluflt Imatinib die Regulation tumorférdernder Zytokine?



2. Einleitung

2.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom zédhlt zu den hdufigsten bosartigen Tumoren weltweit. Die
5-Jahres-Uberlebensrate variiert von Land zu Land. So betrigt sie 65 % in Nordamerika
und 54 % in Westeuropa, wihrend sie in Osteuropa und Indien lediglich bei 30 % liegt
(Parkin et al., 2005).

In Deutschland stellt das kolorektale Karzinom bei den Frauen nach dem
Mammakarzinom das zweithdufigste, bei den Mainnern nach dem Lungen- und
Prostatakarzinom das dritthdufgste Karzinom dar. In der Statistik der Krebstodesfille
steht das kolorektale Karzinom somit an zweiter Stelle, nach dem Lungenkarzinom
beim Mann und dem Mammakarzinom bei der Frau. Im Jahr 2000 verstarben
deutschlandweit etwa 13.500 Maénner und 15.300 Frauen an den Folgen der
Erkrankung. Nach Schitzungen des Robert Koch Instituts erkranken in Deutschland
jahrlich etwa 32.000 Minner und 34.000 Frauen an dem kolorektalen Karzinom.
Obwohl die Inzidenz fiir beide Geschlechter seit einigen Jahren auf hohem Niveau stabil
und die Sterblichkeit sogar riickldufig ist, finden sich bei etwa 25 % der Patienten zum
Diagnosezeitpunkt Lebermetastasen und mehr als 50 % der Patienten entwickeln im
Verlauf ihrer Erkrankung Lebermetastasen (Penna und Nordlinger, 2002)

Eine Heilung des hepatisch metastasierten kolorektalen Karzinoms ist derzeit nur durch
eine kurative Resektion erfolgversprechend. In vielen Fillen ist jedoch eine
Resektabilidt aufgrund einer ungiinstigen Tumorlokalisation oder vor dem Hintergrund
multipler Metastasenherde nicht gegeben und die abnehmende Leberfunktion stellt den
limitierenden Faktor des Patienteniiberlebens dar. Daher ist es wichtig neben der
Leberteilresektion und der konventionellen Chemotherapie weitere kurative bzw.

palliative Therapieansitze zu entwickeln.

Die Atiologie des kolorektalen Karzinoms ist vielfiltig. Neben pridisponierenden
Erkrankungen wie die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn kommt der
Familienanamnese eine entscheidene Rolle zu, um Prikanzerosen wie zum Beispiel die
Familidre adenomatose Polyposis (FAP), die eine obligate Prikanzerose darstellt und
das hereditdre, nichtpolypose Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) frithzeitig zu

diagnostizieren.



Erndhrungs- und Umweltfaktoren scheinen ebenfalls eine bedeutende Rolle fiir das
Karzinomrisiko zu spielen. So korrelieren das Risiko fiir die Entstechung von
kolorektalen Karzinomen mit dem pro Kopf Verbrauch an Fleisch (Armstrong et al,
1975), an Fetten, insbesondere tierische Fette (Prentice et al, 1990), sowie faserarmer
Erndhrung (McKeown-Eyssen, 1994). Epidemiologische Studien zeigen auch
iibereinstimmend, dass Bewegungsarmut, Ubergewicht und zentrale Adipositas
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung des kolorektalen Karzinoms darstellen
(Giovannucci, 2002). Dass das Risiko fiir die Entstehung von Kolonkarzinomen
abhdngig hinsichtlich Veridnderungen von Umweltfaktoren ist, konnte in
Migrationsstudien nachgewiesen werden. Zogen Populationen aus Gebieten, in denen
das Risko fiir die Entstehung des Karzinoms niedrig ist, in Gebiete mit hoherem Risiko,
so stieg auch die Erkrankungsrate bereits innerhalb der ersten Generation
dementsprechend an (McMichael et al, 1980, Kolonel et al, 1980). Diese
Untersuchungen belegen, dass Erndhrungs- und Umweltfaktoren einen entscheidenden
Einfluss auf die Karzinomentstehung haben. Nicht-Steroidale-Antiphlogistika (NSAR)
hingegen, wie zum Beispiel ASS, sollen eine protektive Wirkung aufweisen (Oshima
und Taketo, 2002; Ricchi et al., 2003).

Da sich der maligne Tumor zu etwa 90% aus vorangehenden Adenomen entwickelt,
bzw. entziindlichen Verinderungen (Adenom-Karzinom-Sequenz bzw. Dysplasie-
Karzinom-Sequenz), fiihrt eine konsequente Polypektomie zu einer Risikoreduktion um
ca. 90 %. Der Fritherkennung kommt eine wichtige Bedeutung durch eine frithzeitigere
Entdeckung prognostisch giinstiger Stadien zu, weil das kolorektale Karzinom klinisch
erst in fortgeschrittenen Stadien symptomatisch wird.

Es #uBert sich durch Blutbeimengungen im Stuhl, Anderungen der Stuhlgewohnheiten,
sowie Tenesmen. Erste diagnostische Hinweise konnen die digital rektale Palpation,
sowie die Untersuchung des Stuhls auf okkultes Blut liefern. Zur Diagnosesicherung
dient die totale Koloskopie mit einer gleichzeitigen Biopsie aus verdnderten Regionen.
In kurativer Intention ist je nach Tumorlokalisation das sphinktererhaltende restaurative
Resektionsverfahren Therapie der Wahl. Ablative und destruktive Therapien konnen bei
nicht-resektablen Lebermetastasen eingesetzt werden. Hierunter fallen die Kryotherapie
und die Radiofrequenzablation. Als postoperatives/ adjuvantes Therapieverfahren steht
die Chemotherapie zur Verfiigung. Angewendet wird eine Kombination aus
5-Fluorouracil (5-FU), Folinsdare und Oxaliplatin (FOLFOX-Schema) und/ oder
Irinotecan (FOLFIRI-Schema) (Vadeyar HJ, 2007).



Auch aufgrund der Blutabflusswege ist die Leber das erste Zielorgan bei einer
himatogenen Metastasierung. Liegen bereits multiple Lebermetastasen vor, entféllt die
Moglichkeit einer Leberteilresektion, und die palliative Chemotherapie bleibt die
einzige Option.

Daher ist es wichtig, neben der Leberteilresektion sowie Chemotherapie, weitere

kurative bzw. palliative Therapieansitze zu schaffen.

2.2 Metastasierung

Metastasierung beschreibt einen Transfer von Tumorzellen vom Primértumor auf ein
anderes Organ oder Gewebe, mit Ausbildung einer Metastase, ohne dass eine
Kontinuitdt mit dem Ausgangsorgan oder Ausgangsgewebe besteht.

Patienten mit einer neudiagnostizierten Neoplasie weisen in etwa 30 % klinisch
nachweisbare Metastasen auf. In mehr als 90 % der Fille versterben die Tumorpatienten
an ihren Metastasen und nicht am Priméartumor (Fidler et al, 2002). Metastasen treten
hiufig wie folgt auf:

- Der Primértumor ist entfernt, und nach wenigen Monaten tritt die Metastasierung ein,

- zum Zeitpunkt der Diagnose des Primartumors liegen bereits Metastasen vor,

- der Primirtumor wird entfernt, und eine Metastasierung tritt erst nach 5-10 Jahren auf,
- Metastasen treten bei einem okkulten Primértumor auf.

Noch weitgehend ungeklirt sind sowohl die Faktoren, die die Metastasierung, sowie das
Verteilungsmuster der metastatischen Absiedlungen beeinflussen und regulieren.
Erkliart werden konnen diese Muster nur bedingt durch vorliegende anatomische und
himodynamische Gegebenheiten. Das Konzept, dass eine Metastasierung durch
spezifische Zell-Zell-Interaktionen hervorgerufen wird, ist nicht neu. Bereits 1889 hatte
der englische Chirurg Stephen Paget mit der ,,seed and soil- Theorie* eine Diskussion in
Gang gesetzt, die bis heute anhilt. Er vertrat die Ansicht, dass eine Tumorzelle (,,seed*)
auf eine fruchtbare Umgebung (,,s0il*) treffen muf3, um iiberhaupt die Moglichkeit der
Proliferation zu erlangen (Paget, 1889). Dabei scheinen bei der organotropen
Metastasierung spezifische Tumorzelladhédsionsprozesse eine bedeutende Rolle zu
spielen. Auch weisen molekularbiologische und biochemische Untersuchungen darauf
hin, dass die Mehrzahl der Neoplasien und somit auch deren Metastasen, ihren
Ursprung von jeweils einer entarteten Zelle nimmt (Weiss, 1986). Aus einer erhohten

genetischen Instabilitit des Tumorzellklons resultiert die ,,klonale Evolution®, aus der



eine zunehmende Heterogenitit folgt. Die erhohte genetische Instabilitdt kann dabei
angeboren oder erworben sein. Am Beispiel des Kolonkarzinoms konnte die
Tumorprogression bereits dargestellt werden (Fearon et al., 1990).

Charakterisiert ist die biologische und klinische Progression einer Tumorerkrankung bis
zur Metastasierung durch die Entwicklung von Tumorzellvarianten, die aufgrund eines
Selektionsvorteils zunehmend aggressive Wachstumsmuster aufweisen. Das erklért,
warum nicht nur Primédrtumor und Metastasen, sondern auch die Metastasen
untereinander eine Heterogenitidt aufweisen (Fidler et al. 2003, Kang et al., 2003).
Bevor eine maligne Zelle jedoch Ausgangspunkt einer Metastase wird, muss sie
mehrere Barrieren eines komplexen Metastasierungsprozesses iiberwinden. Fidler und
Poste beschrieben eine metastatische Kaskade, die mit einer unkontrollierten
Proliferation beginnt, verschieden Stadien durchlduft und schlieBlich in der Ausbildung

einer Metastase endet (Fidler und Poste, 1982).

2.3 Metastasen und die Bedeutung der CAF

Der Aufbau einer Metastase ist durch zwei Komponenten gekennzeichnet. Zum einen
besteht sie aus dem Gewebe, das von der eigentlichen Tumorzelle gebildet wird, zum
anderen aus dem sogenannten Tumorstroma, welches einen relevanten, in manchen
Fillen sogar den grofiten zelluldren Anteil der Metastase bildet. Das Tumorstroma wird
von Entziindungszellen, kleinen Gefillen, Immunzellen, sowie fibroblastischen und
myofibroblastischen Zellen gebildet. Seine Zusammensetzung ist mit dem
Granulationsgewebe vergleichbar, das im Rahmen einer Wundheilung gebildet wird.
Aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit einer Wunde definierte Dvorak Tumoren deshalb als
nicht heilende Wunden (Dvorak, 1986).

Die Myofibroblasten bilden den vorherrschenden Zelltyp. Im Folgenden werden diese
Tumorstroma-assoziierten Fibroblasten als CAF (englisch, carcinoma associated
fibroblasts) abgekiirzt. Es handelt sich hierbei um hoch differenzierte Zellen. Diese
aktivierten Fibroblasten, die durch die Expression von a-smooth muscle actin (a-SMA)
gekennzeichnet sind, produzieren Kollagen, extrazelluldre Matrixproteine und den
Gewebefaktor, dem Initiator einer Kaskade, die letztlich zur Koagulation und
Thrombinbildung fiihrt (Vrana et al., 1996). Dariiber hinaus sind sie an der
,desmoplastischen Reaktion“ beteiligt. Darunter wird die Antwort von ansédssigen

Zellen auf Tumorzellen verstanden (Seemayer et al. 1979; Dvorak, 1986). Nicht



tumordse Zellen, darunter auch die CAF, sezernieren aullerdem Substanzen, die die
Tumorprogression und -invasion beeinflussen und scheinen hier somit eine wichtige

Rolle einzunehmen (De Wever und Mareel, 2003; Chung LW 1988, 2005).

2.4 Herkunft der CAF

Bereits seit drei Jahrzehnten wird die Herkunft der CAF und deren Bedeutung
untersucht. Man vermutete, dass es sich dabei um Fibroblasten handelt, dhnlich der, die
man in der Wundheilung antrifft, die jedoch in der Tumorumgebung einen
modifizierten Phinotyp erwerben (Ryan et al., 1973, 1974; Tsukada et al., 1987).
Letztlich ist der Ursprung der CAF bis heute nicht eindeutig geklirt. Folgende
Hypothesen konnen in Betracht gezogen werden. Im Rahmen von Untersuchungen von
Verbrennungspatienten stellten Yang et al. die Hypothese auf, dass zirkulierende
Fibrozyten eine wichtige Quelle der Fibroblasten wihrend der Wundheilung darstellen
konnten (Yang et al., 2002). Die Vermutung liegt auch deshalb nahe, da bei
Verbrennungspatienten zum einen die Fibrozytenzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht ist, zum anderen aber auch das Zytokin TGF-f, das eine bedeutende Rolle in der
Wundheilung einnimmt (Tredget et al., 1998). Eine weitere Hypothese besagt, dass
CD34-positive Fibrozyten, die von myeloiden Vorlduferzellen des Knochenmarks
abstammen, den Ursprung fiir CAF des Kolonkarzinoms (Nakayama et al., 2000),
Mammakarzinoms, sowie Pankreaskarzinoms (Barth et al., 2002) bilden. CD34 ist ein
110 kDa Oberflachenantigen, das sich selektiv auf humanen hamatopoetischen
Vorlduferzellen findet. Ishii et al. konnten in einem Tiermodell zeigen, dass sich sowohl
Mpyofibroblasten, die ihren Ursprung im Knochenmark hatten (CD34+) als auch solche,
die nicht dem Knochenmark entstammten, im entwickelnden Tumorstroma fanden (Ishii
et al., 2003).

Hinsichtlich der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen gibt es zwei weitere
Annahmen: 1. CAF differenzieren sich aus hepatischen Sternzellen oder/ und 2. aus
portalen Myofibroblasten. In der Leber selbst finden sich normalerweise praktisch keine
Myofibroblasten. Sie lassen sich vielmehr durch die Aktivierung von Prikursorzellen
herleiten. War iiber eine lidngere Zeit die These fithrend, 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 fiir die Leberfibrose, in

den Vordergrund (Tuchweber et al., 1996; Kinnmann et al., 2003).

2.5 Zellinteraktionen als Grundlage fiir Tumorentstehung und
Tumorprogression

Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine sind von grofter Bedeutung sowohl fiir
die Tumorentstehung, als auch fiir die Tumorprogression. Hierbei konnen die
Interaktionen durch autokrine und/ oder parakrine Mechanismen gesteuert werden, so
dass beispielsweise auf diesem Weg das Tumorzellwachstum aufrechterhalten wird, das
Immunsystem umgangen und/ oder auch die Angiogenese induziert wird.

So konnte nachgewiesen werden, dass der Chemokinrezeptor CXCR2 mit seinen
Liganden IL-8 und GRO-alpha, sowohl die Angiogenese in malignen Prozessen, als
auch die Leukozyteninfiltration in die Tumorumgebung fordert. Untersuchungen haben
gezeigt, dass chronisch entziindliche Prozesse pridisponierend fiir die
Karzinomentstehung sind (Balkwill und Montavani, 2001; Balkwill und Coussens,
2004). Auf diesen chronischen Reiz hin, erfolgt eine erhohte Sekretion unspezifischer
proinflammatorischer Zytokine, wie Interferon-alpha (IFN-a), Tumor-Nekrose-Faktor-
alpha (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6) (Szolsarek et al., 2006; Aggarwal et al., 2006).
Infolgedessen wird die Expression proinflammatorischer Chemokine induziert (Wang et
al., 2006), was in der Gesamtheit wiederum zu einer zelluldren Transformation und
Tumorgenese fithren kann. In diesem gegebenen inflammatorischen Milieu gewinnen
die Tumorzellen Funktionen, mit Hilfe derer sie ihre Umgebung neu gestalten kénnen
(Rangarajan et al., 2004). Desweiteren wird durch die Freisetzung von TGF-f§ und
Interleukin-10 (IL-10) durch Makrophagen, Fibroblasten und die Tumorzellen selbst,
dass Immunsystem in der Tumorumgebung supprimiert und damit ein Milieu erzeugt,
welches das Tumorwachstum erleichtert und fordert (Zou, 2005; Ben-Baruch, 2006).
Die Zellinteraktionen innerhalb des Tumorstromas sind bis heute noch unzureichend
verstanden und aufgekldart, so dass derzeit diesbeziiglich noch ein hohes
Forschungspotential besteht. Im Folgenden soll der cross-talk und seine méglichen
Konsequenzen daher nur auszugsweise beleuchtet werden. Durch von Tumorzellen
sezernierte chemotaktische Chemokine und/ oder Zytokine werden proinflammatorische
und endotheliale Zellen rekrutiert (Bottazi et al. 1983). In dieser nun modifizierten

Umgebung transdifferenzieren ansissige Fibroblasten in Tumorstroma-assoziierte
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Myofibroblasten. Als Folge der wechselseitigen autokrinen und/ oder parakrinen
Interaktionen zwischen Tumorzellen und stromalen Zellen (CAF, Leukozyten,
Endothelzellen) konnen verschiedene Eigenschaften erworben werden, die die
Tumorprogression unterstiitzen. Dazu zdhlen u.a. die autonome Proliferation, das
Erwerben anti-apoptotischer Mechanismen, die Angiogenese, sowie ungehemmte

replikatorische Prozesse (Hanahan und Weinberg, 2000).

2.6 Charakteristika und Bedeutung ausgewihlter Zytokine,
Chemokine und Wachstumsfaktoren

Fiir die vorliegende Arbeit bedeutende Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren

werden im Folgenden néher beschrieben.

2.6.1 Interleukin-6

Das zur Familie der Zytokine zdhlende Interleukin-6 (IL-6) ist ein glykosyliertes
Protein, das in verschiedenen Formen vorliegen kann, mit einer Molekularmasse von
21,5-28 kDa. Sezerniert wird dieses Protein hauptsiachlich von Monozyten,
endothelialen Zellen und Fibroblasten. Seine Wirkung entfaltet es dabei iiber den IL-6-
Rezeptor CD126, der sich auf T-Zellen, aktivierten B-Zellen und einigen
Tumorzelltypen, die sich von Makrophagen oder B-Zellen herleiten, findet. Es handelt
sich um ein pleiotropes Zytokin, dass antigenspezifische Immunantworten und
inflammatorische Antworten beeinflusst. Es stellt eines der physiologischen Haupt-
mediatoren der akuten Phase Reaktion dar (Jumming und Vilcek, 1988). In einigen
Tumorarten moduliert IL-6 in geringen Konzentrationen deren Wachstum (Nachbaur et
al., 1991). So ist z.B. das Wachstum von einigen Myelomzellen IL-6- abhingig und
kann auf diesem Wissen basierend, durch IFN-y gehemmt werden. IL-6 kann in einigen

Tumorarten das Wachstum in autokriner Weise beeinflussen.

2.6.2 Interleukin-8

Bei Interleukin-8 (IL-8) handelt es sich um ein nicht-glykosyliertes Chemokin der
CXC-Chemokin Familie mit einer Molekularmasse von 8 kDa. Erstmals wurde es als
chemotaktischer Fakor fiir Neutrophile in den Uberstinden aktivierter Monozyten
entdeckt. Seitdem konnte die Expression von IL-8 jedoch auch in verschiedenen
humanen Karzinomen gezeigt werden, wie einigen gynikologischen oder gastro-
intestinalen Tumoren (Brew et al.,, 2000). Zellulire Produktionsstitten sind
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Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten, Hepatozyten, aber auch
verschiedene Tumorzellen.

IL-8 zeichnet sich durch mitogene, angiogene, sowie motogene Effekte aus.
Schadendorf et al. entdeckten, dass endogen produziertes IL-8 einen wichtigen
Wachstumsfaktor fiir Melanomzellen darstellt. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
ithm eine bedeutende Rolle in der Progression und Metastasierung zukommt
(Schadendorf et al.,, 1993). Diese FEigenschaften konnten ebenfalls fiir das
Pankraskarzinom und das Kolokarzinom (Brew et al., 2000) bestétigt werden. In der
Angiogenese scheint IL-8 ebenfalls ein wichtiges Protein zu sein. Auf Endothelzellen
konnte die Expression von IL-8-Rezeptoren nachgewiesen werden, die eine direke
Interaktion mit dem Chemokin erlauben (Yoshida et al., 1997), so dass die Angiogenese
entweder durch aktive Migration der Endothelzellen oder durch Chemotaxis gefordert

werden kann (Szekanecz et al., 1994).

2.6.3 Basic Fibroblast Growth Factor

Der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) konnte in fast allen Geweben
mesodermalen und neuroektodermalen Ursprungs nachgewiesen werden, ebenso in
Tumoren, die von diesen Geweben ausgehen. Bei bFGF handelt es sich um ein 18 kDa
grosses Protein, bestehend aus 155 Aminosduren, das in grossen Mengen von
Endothelzellen gebildet wird. Viele Zellen exprimieren bFEGF nur voriibergehend und
speichern das Protein in einer biologisch inaktiven Form. Seine Freisetzung erfolgt nach
Gewebeverletzungen, im Rahmen inflammatorischer Prozesse und der Proliferation von
Tumorzellen (Davidson und Broadley, 1991). Die Wirkung entfaltet das Protein iiber
FGF-Rezeptoren, die iiber die Signaltransduktion eine wichtige Rolle in einer Vielzahl
von Prozessen spielen, die in Zusammenhang mit Zellwachstum und
Zelldifferenzierung stehen.

In seiner biologisch aktiven Form stimuliert es das Wachstum vieler Zellen, auch das
der Fibroblasten, Myofibroblasten und Endothelzellen. FGF spielt nicht nur eine
wichtige Rolle in der physiologischen Gewebsregeneration und Wundheilung, sondern
ist ebenfalls an der Angiogenese beteiligt (Sato et al., 1991; Vlodavsky et al., 1991),
indem es die Proliferation und Migration der Gefdllendothelzellen kontrolliert.
Desweiteren wird die Expression von Plasminogenaktivatoren und verschiedener

Kollagenasen deutlich gesteigert. Es wird vermutet, dass bFGF auch an der
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Tumorangiogenese beteiligt ist, indem es die Synthese von Proteasen induziert und

somit das invasive Wachstum und die Metastasierung erleichtert.

2.6.4 Vascular Endothelial Growth Factor

Bei dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) handelt es sich um ein
glykosyliertes Protein mit einer Molekularmasse von 46-48 kDa. Das Protein wird in
einer Vielzahl von Zellen produziert, neben Makrophagen und Epithelzellen auch von
Tumorzellen. Es tritt dabei in verschiedenen Varianten auf, die sich lediglich in der
Aminosduresequenz unterscheiden. Seine Wirkung entfaltet VEGF iiber die Rezeptoren
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) und VEGFR-3 (Flt-4), die sich auf
GefiBlendothelzellen finden. Das Protein scheint spezifisch auf diese zu wirken und
nicht das Wachstum anderer Zelltypen zu beeinflussen. Dariiber hinaus scheint es neben
dem proliferativen Effekt auch die Gefi3permeabilitit zu beeinflussen und ist somit ein
entscheidender Faktor fiir die Angiogenese (Takeda et al., 2002). Desweiteren induziert
VEGEF in den Endothelzellen die Synthese des von Willebrand Faktors (Brock et al.,
1991), von Plasminogenaktivatoren, sowie Metalloproteinasen und interstitieller
Kollagenasen (Pepper et al., 1991; Claffey et al., 1992). Hypoxie stellt einen
entscheidenden Faktor fiir die vermehrte Bildung von VEGF dar (Brogi et al., 1994).

In der Klinik finden spezifische AntikOrper als anti-angiogene Therapie bereits
Anwendung in der Behandlung von Karzinompatienten (Hurwitz et al., 2004; Homsi

und Daud, 2007).

2.6.5 Platelet-derived Growh Factor

Der Platelet-derived Growth Factor (PDGF) ist ein hitzestabiles, hydrophiles Protein
mit einer Molekularmasse von 30 kDa. Hauptproduktionsstitten sind die Megakaryo-
zyten, in deren Granula es gespeichert und schlieBlich bei Aktivierung der Zellen
freigesetzt wird. In einer Vielzahl anderer Zellen wird es ebenfalls synthetisiert; in
Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, glialen Zellen, Astrozyten, Myoblasten
und smooth muscle Zellen, sowie vielen Tumorzellen.

Das Protein besteht aus zwei verwandten Peptidketten und kann als PDGF-AA, -BB
oder -AB vorliegen. Diese drei Isoformen binden mit unterschiedlicher Affinitéit an die
Rezeptoren und unterscheiden sich auch in ihrer Wirkung.

PDGF-Rezeptoren werden von verschiedenen Zellen exprimiert. Mit einer Dichte von

etwa 40.000 bis 300.000 Kopien liegen sie auf Fibroblasten, Osteoblasten,
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Chondroblasten, smooth muscle Zellen, glialen Zellen, sowie Endothelzellen vor
(Heldin und Westermark, 1999). Zwei unterschiedliche Rezeptoren, PDGFR-alpha
(PDGFR-a) und PDGFR-beta (PDGFR-B) wurden beschrieben (Cleason-Welsh et al.,
1991). Wihrend PDGFR-a in der Lage ist alle drei Isoformen, also sowohl PDGF-AA ,
PDGF-BB und PDGF-AB =zu binden, bindet PDGFR-f nur PDGF-BB. Die
heterodimere Form PDGF-AB kann sowohl an den PDGFR-a als auch PDGFR-f
binden (Heldin und Westermark, 1990; Heldin et al., 1992). PDGF bindet an
verschiedene Plasmaproteine; die Bindung an Proteine der extrazelluldren Matrix
erleichtert es, eine gewisse lokale Konzentration desselben zu erreichen. In Interaktion
mit bFGF (s.0.), das die PDGF-a Rezeptoren hochreguliert, hat es einen Einfluss auf die
DNA Synthese rezeptortragender Zellen (Brogi et al., 1994).

PDGF reguliert die Synthese seiner eigenen Rezeptoren, beeinflusst die Expression
einiger Membranrezeptoren und induziert in diversen Zelltypen die Expression
verschiedener Gene, die ihre Funktion als Zytokine entfalten. Das Protein PDGF wirkt
in niedrigen Konzentrationen als chemotaktischer Faktor fiir Fibroblasten,
hiamatopoetische Zellen, mesenchymale Zellen, aber auch fiir Monozyten und
Neutrophile, deren Aktivitit es steuern kann (Siegbahn et al., 1990). Die T-Zell-
Funktionen kann es ebenfalls beeinflussen (Daynes et al., 1991). Mittels PDGFR-f kann
PDGF die Expression des Wachstumsfaktors VEGF stimulieren, wodurch PDGF und
seine Rezeptortyrosinkinase PDGFR auch an der Angiogenese beteiligt sind (Brogi et
al., 1994). Desweiteren ist PDGF ein potenter Vasokonstriktor (Berk et al., 1986).

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass eine lokale Applikation von
rekombinantem PDGF die Heilungszeit ulzeroser Lédsionen positiv beeinflusst (Pierce et
al.,, 1991; Robson et al., 1992). Untersuchungen zeigen, dass der Einsatz von PDGF

bzw. seine Blockade von moglicher klinischer Relevanz sein kann (Kuwai et al., 2008).

2.7 Therapieansitze mit Imatinib (STI571) in soliden Tumoren
Aufgrund der limitierten Optionen in der Behandlung solider Tumoren ist es wichtig,
neue Therapieansitze zu schaffen, sowohl kurativer als auch palliativer Art.

Die Moglichkeit, Signaltransduktionswege innerhalb der Zelle zu beeinflussen, schafft
neue Perspektiven in der Behandlung neoplastischer Erkrankungen. Eine wesentliche
Rolle spielt dabei die Hemmung verschiedener Tyrosinkinasen, da diese an zahlreichen

Signalwegen beteiligt sind.
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Tyrosinkinasen katalysieren die Ubertragung von Phosphatgruppen von ATP auf
bestimmte Zielproteine und nehmen somit eine Schliisselposition im Regulations-
mechanismus der Signaltransduktion ein. Phosphorylierungsvorginge sind nicht nur
von zentraler Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung des Organismus, sondern auch fiir
die Tumorentstehung und Progression. So nehmen Tyrosinkinasen an Phosphory-
lierungsprozessen von Proteinen teil, die an der Zelldifferenzierung, Zellproliferation,
Zellmigration und der Apoptose beteiligt sind.

Sie lassen sich in mehrere Untergruppen einteilen. Die membranstindigen
Tyrosinkinasen sind gleichzeitig Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, beispielsweise fiir
EGF, VEGF, FGF und PDGF. Somit ist die autokrine und/ oder parakrine Expression

dieser Liganden essentiell.

Die Entwicklung selektiver Inhibitoren von Proteinkinasen ist ein vielversprechender
Ansatz fiir die Schaffung neuer Medikamente. Derzeit zdhlt Imatinib (STI571) zu den
klinisch wirksamsten Tyrosinkinaseinhibitoren (Druker und Lydon, 2000). Urspriinglich
wurde Imatinib als Inhibitor der Platelet-derived growth factor (PDGF)- Rezeptor-
Kinase entwickelt. Seine Aktivitdt gegen ABL und c-kit wurde dabei als Nebeneffekt
entdeckt. Es wirkt als kompetitiver Inhibitor der ATP-Bindung an der katalytischen
Domine der ABL-Kinase, unterbindet die Phosphorylierung von Proteinen und hemmt
somit ein Netzwerk von Signalkaskaden (Deininger, 2001).

In verschiedenen Tumorzelllinien wurde bereits eine Expression, entweder von PDGF
oder von PDGF gemeinsam mit dem Rezeptor PDGFR beschrieben, unter anderem in
Mammakarzinom-, Ovarialkarzinom-, Prostatakarzinom-, Kolonkarzinom-, Melanom-,
sowie Glioblastomzelllinien. Demzufolge besteht hier die Moglichkeit einer
Aktivierung nachgeschalteter Signaltransduktionswege durch parakakrine und/ oder
autokrine Stimulation des PDGFR (Shawyer, 1999) und stellt somit einen moglichen
Therapieansatz dar.

Verschiedene Studien zeigten bereits, dass einige Kolonkarzinomzellen c-kit-
Transkripte exprimieren (Bellone et al, 1997). Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen wurde in den humanen Adenokarzinomzelllinien HT29 und DLDI des
Kolons die Expression der c-kit mRNA nachgewiesen (Bellone et al., 2001). Dariiber
hinaus fanden Bellone und Mitarbeiter heraus, dass c-kit Mutationen die Tumorzellen

vor der Apoptose schiitzen und deren invasives Potential steigert. (Bellone et al., 2001).
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Der c-kit Ligand wurde nicht nur in Tumorzellen, sondern ebenso in tumorfreien
interstitiellen Epithelzellen entdeckt, so dass angenommen wird, dass in autokriner und/
oder parakriner Weise die Zellproliferation, das Zelliiberleben, die Invasion und die
Tumorangiogenese gesteuert wird (Shimizu et al., 2001)

Imatinib wird bereits erfolgreich in der Klinik zur Behandlung der chronisch
myeloischen Leukdmie (CML) eingesetzt. Im Mirz 2000 fand es dariiber hinaus
erstmals Verwendung in der Behandlung Gastrointestinaler Stromatumoren (GIST). Die
Behandlung erfolgte bei einer 50-jdhrigen Patientin, die bei einem hepatisch
metastasierten GIST, welches zuvor erfolglos mir einer Polychemotherapie, Thalidomid
und Interferon behandelt wurde. Nach einjdhriger Therapie mit Imatinib dokumentierte
die Verlaufskontrolle ein nahezu vollstindiges Verschwinden aller Metastasen (Joensuu
et al., 2001).

Bereits veroffentlichte Nachweise von c-kit mRNA in vielen Tumorzelllinien, die
moglichen Interaktionen von Wachstumsfaktoren mit der membranstindigen
Tyrosinkinase, sowie der Dbereits erfolgreiche klinische Einsatz des
Tyrosinkinaseinhibitors implizieren die Durchfithrung weiterer Studien. Mit der
vorliegenden Arbeit sollen mitunter weitere mogliche Therapieoptionen untersucht

werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material
Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien, Losungen, Puffer, Nihrmedien,
Wachstumsfaktoren sowie verwendeten Gerdte sind in Kapitel 3.2, sowie im

Bezugsquellenverzeichnis, Kapitel 8, aufgefiihrt.

3.2 Zellisolation

3.2.1 Patienten

Als Grundlage fiir die Versuche dienten CAF aus kolorektalen Lebermetastasen, die im
Rahmen von Leberteilresektionen gewonnen wurden. An den vorliegenden
Untersuchungen nahmen 20 Patienten teil. Diese Patienten gaben im prioperativen
Gespriach eine schriftliche Einverstindniserklirung ab, in der sie sich zu Tumor-
gewebeprobeentnahme fiir die vorliegenden wissenschaftlichen Untersuchungen bereit

erklirten.

3.2.2 Probegewinnung

Die humanen Gewebeproben wurden aus Leberteilresektaten gewonnen, ohne dabei die
Aussagekraft der Begutachtung durch den Pathologen hinsichtlich der Dignitit und des
Sicherheitsabstandes zu beeinflussen.

Die Probegewinnung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Hierbei wurden
Gewebeproben an drei unterschiedlichen Stellen entnommen. Probe I wurde aus dem
Zentrum der kolorektalen Lebermetastase gewonnen, Probe II aus der Tumorumgebung,
Ubergang der Metastase zum gesunden Gewebe und Probe III aus dem tumorfreien
Lebergewebe, 3 cm von der Metastase entfernt. Fiir die weiteren Untersuchungen
wurden die Gewebeproben unterschiedlich aufgearbeitet. Fiir RNA-Untersuchungen
wurden Gewebestiickchen mit einem Volumen von ca. 0,7 cm’ in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und in 1,8 ml Cryorohrchen (Langenselbold, Deutschland) iiberfiihrt.
Gewebeproben, aus denen die Zellen fiir die Zellkultivierung (Probe I und III)
gewonnen werden sollten, wurden jeweils in ein 50 ml Falconrohrchen gegeben, das
lediglich Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) ohne weitere Zusétze enthielt

und dem Transport der Proben diente.
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3.2.3 Isolation der CAF aus Gewebeproben

Die gewonnene Gewebeprobe wurde auf eine Kulturplatte gegeben und mit einem
Skalpell in winzige Fragmente zerteilt. Auf diese wurden 30 ml Medium 199 gegeben,
welches mit 1 mg/ml Kollagenase Typ IV versetzt war, und fiir 60 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Gewebefragmente auf eine 145 cm?
Kulturplatte gegeben und mit 30 ml Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
bedeckt. DMEM war mit 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) und 1 % Penicillin/
Streptomycin/ Amphotericin B (Invitrogen, Auckland, N.Z.) versetzt. Die aus den
Gewebefragmenten ausgewanderten Zellen waren auf der Kulturplatte adhédrent und
erreichten am 20. bis 25. Tag nach Aussaat eine Konfluenz von 80 bis 90 %.
Mikroskopisch zeigte sich ein homogener Zellrasen. Ihrer Morphologie nach zu urteilen
handelte es sich hierbei um fibroblastische Zellen. Mittels immunzytochemischer
Fiarbungen konnte bestétigt werden, dass es sich bei den kultivierten Zellen um

Mpyofibroblasten handelte (Kapitel 4).

3.3 Zellkultur

3.3.1 Primérkultur der CAF

Nachdem eine 70 bis 80 %-ige Konfluenz der Myofibroblasten auf den Kulturplatten
erreicht war erfolgte die Zellpassage. Hierbei wurden die Zellen zweimal mit je 10 ml
GBSS gewaschen. AnschlieBend wurde auf die Kulturplatte 5 ml Trypsin EDTA
gegeben und fiir 10 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Zentrifugation der Zell-
Trypsin-Suspension erfolgte bei Raumtemperatur fiir 10 min und bei 300 x g. Der
Uberstand wurde abpipettiert, das verbliebene Zellpellet resuspendiert und zu gleichen
Teilen auf die Kulturplatten gegeben, in denen bereits 30 ml Nahrmedium vorgelegt
war. Die aufgefiihrten Arbeitsschritte fanden unter der sterilen Werkbank statt. Die
Reagenzien wurden vor Gebrauch auf 37°C im Wasserbad erwirmt.

Die Inkubation der Zellen fand im Brutschrank bei 37°C unter 95 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO,-Begasung statt. Etwa alle 72 Stunden im Verlauf der Kultur wurden die
Zellen mit GBSS gewaschen und das Medium ausgewechselt, um den CAF ausreichend
Nihrstoffe zur Verfiigung zu stellen und um abgestorbene Zellen, sowie Zellreste zu

entfernen.
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3.3.2 Reinheit der Zellkultur

Die Zellkulturen wurden neben der Beurteilung im inversen Mikroskop immmun-
zytochemisch untersucht. Auf chamber slides kultivierte Zellen wurden hierzu fixiert
und nach den strikten Anleitungen von Dako auf ihre Markerproteine hin untersucht.
Zur Identifizierung der Myofibroblasten kamen Desmin, Laminin, Vimentin, sowie

a-SMA zur Anwendung.

3.3.3 Zellkultur von Tumorzellen
Zur Untersuchung des Einflusses von Zellkulturiiberstinden der CAF auf das
Wachstumsverhalten verschiedener Tumorzellen wurden weitere Zelllinien in Kultur

genommen (HUH7, DLD1, SW480). Die Kulturbedingungen entsprach denen der CAF.

3.4 Stimulationsversuche
Grundlage dieser Untersuchungen waren Experimente, bei denen CAF in ihrem

natiirlichen Verhalten in der Kultur beeinflusst wurden.

3.4.1 Stimulationsversuche fiir Proliferationsmessungen

CAF einer zu 80 % konfluent bewachsenen Kulturplatte wurden mit GBSS gewaschen
und anschlieBend 5 ml Trypsin EDTA hinzugefiigt. Nach Ablosen der adhirenten
Zellen wurde die Zellsuspension 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert, dem verbliebenen Zellpellet 1 ml DMEM + 10 % FBS hinzugefiigt und die
Suspension gut vermengt. Mithilfe der Neubauer-Kammer wurde nun die Zellzahl
bestimmt.

Fiir die folgenden Proliferationsmessungen wurden die CAF in einer Dichte von 3 x 103
Zellen pro well in eine 96-well-Platte in 200 ul Medium (DMEM + 10 % FBS) ausgesiit
und 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit GBSS gewaschen. Hiernach
wurden die Zellen zunichst fiir 24 h in serumreduziertem Medium, das 0,5 % FBS
enthielt, mit 100 ul/ well prdinkubiert, bevor die Mediatoren in ihren unterschiedlichen

Konzentrationen auf die Zellen gegeben wurden.

3.4.2 Stimulationsversuche fiir RNA-Untersuchungen
CAF wurden mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen auf 145 cm? Kulturplatten in 30 ml

DMEM + 10 % FBS + 1 %-iger Antibiotika-Antimykotika-Losung ausgesidt und 72
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Stunden bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubations-
periode wurden die CAF gewaschen. Nachdem die Zellen in 30 ml serumreduziertem
Medium (DMEM + 0,5 % FBS) 4 Stunden bei 37°C und 5 % CO, priinkubiert wurden,
erfolgte die Inkubation mit den Wachstumsfaktoren bzw. mit konditioniertem Medium

aus Zellkulturiiberstdnden bei 37°C und 5 % CO, fiir 24 Stunden.

3.5 Bestimmung der Proliferation

3.5.1 Methyl-*H-Thymidin-Proliferationsassay

Mit Hilfe des Methyl-*H-Thymidin-Proliferationsassay ist es moglich, die Proliferation
von Zellen unter bestimmten Kulturbedingungen zu analysieren. Hierzu wird Methyl-
3H-Thymidin dem Kulturmedium zugesetzt und wihrend der Proliferationsphase der
Zellen als Nukleotid eingebaut. Die anschlieBend gemessene Stirke der Radioaktivitit
ist proportional zur Menge des eingebauten Methyl-*H-Thymidins und damit

proportional zur Proliferationsrate.

Vor Ablauf der 24-stiindigen Pridinkubation mit serumreduziertem Medium (DMEM +
0,5 % FBS) wurden die zu untersuchenden Faktoren vorbereitet. Hierbei wurde jeweils
I ml der verwendeten Wachstumsfaktoren/ Inhibitoren in ihren verschiedenen
Konzentrationen (FGF 0,5 ng/ml, TGFf 5 ng/ml, PDGF-BB 10 ng/ml, EGF 10 ng/ml)
in je ein 1,5 ml Reaktionsgefidl3 gegeben. AnschlieBend wurde jedem mit dem Mediator
vorbereiteten tube, 3H-Thymidin in einer Aktivitit von 2 puCi/ml zugefiigt. Danach
wurden die Mediatoren mit dem zugefiigten Thymidin auf die wells verteilt mit je
100 ul/well und 24 Stunden lang bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Stimulations- und Markierungszeit wurden die Zellen mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden pro well 100 ul Trypsin/ EDTA gegeben und 10 min
bei 37°C inkubiert. Zur Ernte der Zellen wurde in das Gerdt Automash 2000 das
Whatman Filterpapier eingespannt, ebenso die 96-well-Platte. Die wells der 96-well-
Platte wurden gewaschen. Die Suspension, die destilliertes Wasser, Trypsin/ EDTA,
sowie die abgelosten Zellen enthielt, wurde durch das Filterpapier geleitet. In dem
Whatman Filter verblieben nur die Zellen. Die Fliissigkeit wurde in ein dafiir bereit
gestelltes Glasgefil3 geleitet. Die ausgestanzten Filter mit den darin enthaltenden Zellen

wurden in je ein Szintillationsglas gegeben, dem jeweils 3 ml des Szintillationscocktail,
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zugefiigt wurde. Mit einem Beta-Counter wurde anschlieBend die Zahl der radioaktiven

Zerfille (,,counts®) pro Szintillationsglas bestimmt.

3.5.2 Proliferationsmessung per Handzihlung
Zur Proliferationsmessung der Zellen per Handzidhlung unter dem Mikroskop wurden
diese in einer Dichte von 3 x 10° auf eine 56,7 cm? Kulturplatte ausgesit und

48 Stunden in DMEM + 10 % FBS und 1 %-iger Antibiotika-Antimykotika-Losung bei
37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode wurden

die Zellen mit GBSS gewaschen und erneut 24 Stunden in serumreduziertem Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den zu untersuchenden
Wachstumsfaktoren bzw. Zellkulturiiberstinden inkubiert. Die Wachstumsfaktoren und
Kontrollmedien wurden alle 72 Stunden erneuert, die Zellzihlung erfolgte alle
96 Stunden. Hierzu wurden die Zellen der auszuzdhlenden Kulturplatte mit GBSS
gewaschen und dann abtrypsiniert. Die Zellzahl wurde anschlieBend per Zellzdhlung

unter dem Mikroskop ermittelt.

3.5.3 Proliferationsmessung mit dem WST-1 Assay

Das Wachstum vitaler Zellen fiihrt zur Erhohung der Gesamtaktivitit mitochondrialer
Dehydrogenasen. Beim WST-1 Assay wird das zartrote Tetrazoliumsalz WST-1 von
zellularen Enzymen metabolisch aktiver Zellen in das dunkelrote Formazan
umgewandelt. Die Erhohung der Enzymaktivitét fiihrt wiederum zu einer vermehrten
Formazanbildung, was die Anzahl metabolisch aktiver Zellen in der Kultur
wiederspiegelt.

WST-1 (Roche, Mannheim) wurde zur Bestimmung der Proliferation/ Vitalitdt der
CAF, sowie der Tumorzelllinien eingesetzt. Im Vorfeld wurden die optimalen
Bedingungen fiir die zu untersuchenden Zelllinien bestimmt, insbesondere die
Zelldichte und Inkubationszeit mit dem Reagenz WST-1. Die zu untersuchenden Zellen
wurden auf eine 96-well-Platte (CAF mit 3000 Zellen/well, Kolonkarzinomzellen 5000
Zellen/ well) ausgesdt und mit dem zu untersuchenden Zytokin und/ oder Inhibitor
versetzt, und auf eine Gesamtvolumen von 100 pul Medium aufgefiillt. AnschlieBend
wurden die Zellen nach einer 24-stiindigen Inkubation im Brutschrank mit dem WST-1
Reagenz versetzt, je well 10 ul, und fiir weitere 4 Stunden inkubiert. Danach wurden die

Platten mit dem ELISA-Reader bei 450 nm Wellenldnge gegen einen Hintergrund von
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650 nm, gemessen. Jede Messung wurde in Triplets ausgefiihrt. Als Kontrollen wurden
wells, die lediglich mit Medium bestiickt waren, gemessen. Die erhobenen Werte jedes

Ansatzes wurden gemittelt.

3.6 Herstellen von konditioniertem Medium

Zur Herstellung von konditioniertem Medium wurden die Zellen in einer Dichte von
1,5 x 10° auf eine 145 cm? Kulturplatte in 32 ml DMEM + 0,5 % FBS + 1 %-iger
Antibiotika-Antimykotika-Losung ausgesdt und 72 Stunden bei 37°C und 5 % CO,
Atmospire im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode wurden die
Zellen mit GBSS gewaschen und mit Mangelmedium, welches DMEM + 0,5 % FBS +
1 %-ige Antibiotika-Antimykotika-Losung enthielt, versetzt. Nach 24 Stunden wurde

das Medium abgenommen, aliquotiert und bei - 20°C asserviert.

3.7 Aufkonzentrieren des konditionierten CAF-Kulturmedium

Zur weiteren Verwendung des Kulturmediums mit darin enthaltenen chemotaktischen
Faktoren, die von den CAF in das Medium sezerniert werden, wurden Zellkulturen fiir
24 Stunden in serumreduziertem Medium inkubiert, das Medium gesammelt und mit
einer Centriprep YM-3 (Millipore) Sdule aufkonzentriert.

Das serumhaltige Kulturmedium der CAF wurde entfernt und durch 30 ml
serumreduziertes Medium ersetzt. Nach 24 stiindiger Inkubation wurde das
konditionierte Medium der CAF gesammelt. 15 ml Medium wurden in eine Centriprep
YM-3 Siule pipettiert. Die Sdule wurde 95 min bei 3000 x g zentrigugiert bis eine
Aufkonzentrierung von 1 ml erreicht wurde. Dieses aufkonzentrierte, konditionierte
Medium der CAF wurde als chemotaktisches Agenz im Boyden Chamber Assay

eingesetzt.

3.8 Boyden Chamber Assay mit HUH7 und DLD1

Der Boyden Chamber Assay dient zur Testung des Migrationsverhaltens verschiedener
Zelllinien. Bei dem Assay werden auf der einen Seite des Filters Zellen aufgebracht,
wihrend sich auf der anderen Filterseite verschiedene Testsubstanzen befinden, die die
Migration der Zellen hemmen oder auch fordern konnen, bzw. deren Eigenschaft mit

Hilfe dieses Assays abgeklirt werden soll.
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Der Polycarbonat-Filter der Boyden Kammer wurde am Tag vor dem Versuch mit
Kollagen beschichtet, damit die Zellen adhirieren konnten. Dazu wurde 1,5 ml Vitrogen
mit 48,5 ml 0,1 %-iger Essigsdure gemischt und der Filter iiber Nacht in der Losung bei
37°C im Trockenschrank inkubiert. Am nédchsten Tag wurde der Filter mehrmals mit
1 x PBS/ 0,1 % BSA gewaschen und unter der Werkbank getrocknet.

Als Zelllinien wurden HUH7, sowie DLDI1 eingesetzt. Die Zellen wurden nach dem
Trypsinieren zentrifugiert bei 200 x g fiir 5 min. Das Trypsin wurde abgenommen, die
Zellen in 10 ml Vollmedium gewaschen und 5 min bei 200 x g zentrifugiert.
AnschlieBend folgte zweimaliges Waschen mit Boyden Medium, wobei zwischen
jedem Waschschritt jeweils eine Zentrifugation erfolgte, bei 200 x g fiir 5 min. Vor der
letzten Zentrifugation wurden die Zellen gezdhlt. Nach der Zentrifugation wurde das
Zellpellet mit dem Volumen Boyden Medium aufgefiillt, so dass sich eine Anzahl von
300.000 Zellen pro ml Medium befanden, was 15.000 Zellen/ well fiir den 96-well
Boyden Chamber Assay entspricht.

PBS/ 0.1 % BSA
100 ml PBS

100 mg Bovines Serumalbumin (BSA)

Boyden Medium
200 ml DMEM
200 mg BSA

Das konditionierte Medium der CAF wurde mit dem Boyden Medium in einer
Verdiinnungsreihe von 0 % - 80 % angesetzt. Jede Verdiinnungsstufe wurde als Triplet
aufgetragen. Die untere Kammer der Boyden Chamber, bestehend aus 96 wells, wurde
mit 32 ul CAF-Medium pro well luftblasenfrei befiillt, so dass sich ein positiver
Meniscus ausbildete. AnschlieBend wurde die Kammer verschlossen. Die Zellen, HUH7
bzw. DLDI1 wurden gut resuspendiert in jeweils 50 ul pro well, was 15.000 Zellen
entspricht, luftblasenfrei in die obere Kammer pipettiert. AnschlieBend wurde das
gesamte Boyden Chamber System 5 Stunden bei 37°C unter 5 % CO, Atmosphire
inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde die Kammer auseinandergebaut und alle
Kammerteile, bis auf den Filter, in destilliertes Wasser gegeben. Die Oberseite des

Filters (die nicht migrierte Seite) wurde mit einem Wattetrdger, der zuvor in Aqua dest.

23



getaucht wurde, vorsichtig abgewischt, um die nicht migrierten Zellen zu entfernen. Die
Zellen der Unterseite des Filter wurden mit Diff Quick fixiert und gefirbt. AnschlieBend
wurde der Filter unter der Werkbank getrocknet. Der Filter konnte nun unter dem
Mikroskop betrachtet werden. Zunidchst wurde bei geringer VergroBerung die
Verteilung der Zellen in jedem well beurteilt. Bei 40-facher Vergroerung wurden 5
Felder pro well ausgezéhlt und das Ergebnis mit zwei multipliziert. Nach dem Zihlen
wurde die Standardabweichung zwischen den einzelnen Triplikaten berechnet und

graphisch ausgewertet.

3.9 Bestimmung der Zytokine und Wachstumsfaktoren

Fiir die Bestimmung der Zytokine im Uberstand wurde der Cytometric Bead Array
(CBA) (Human Soluble Protein Flex Set, BD Biosciences, San Diego CA, USA)
verwendet.

Der CBA ist eine Methode zum quantitativen Nachweis von Proteinen mittels
Durchflusszytometrie. Nach 24-stiindiger Inkubation wurde der Uberstand gewonnen
und mithilfe des CBA auf die Zytokine IL-6, IL-8, sowie die Faktoren bFGF und VEGF
untersucht. Die Antikorper gegen die Zytokine wurden in Form von beads zu 50 ul des
Uberstandes gegeben. Diese beads besitzen unterschiedliche Fluoreszenzintensititen,
die im DurchfluBzytometer (BD FACSCanto™) identifiziert und so detektiert werden
konnen. Die Beads sind mit Anti-Zytokin-Antikorpern beschichtet und binden an die
freien Zytokine, die sich im Uberstand befinden. Im Folgenden wurde der
Detektionsantikorper hinzugefiigt, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE)
konjugiert ist. Dieser bindet ebenfalls an das jeweilige Zytokin und kann im
DurchfluBBzytometer detektiert werden. Die Flureszenzintensitiat korreliert mit der
Menge des gebundenen Zytokins oder Wachstumsfaktors. Als Kontrolle wurde ein
Standard mit bekannter Zytokin-/ Wachstumstfaktorkonzentration mitgefiihrt. Die
Durchfiihrung erfolgte strikt nach dem Protokoll des Herstellers.

3.10. Nachweis spezifischer mRNA

3.10.1 RNA-Isolation aus der Zellkutur

Bei folgenden Arbeitsschritten musste darauf geachtet werden, dass die Prédparation der
RNA unter sorgfiltigsten Bedingungen geschah. Alle verwendeten Materialien wurden,

sofern sie nicht schon steril waren, autoklaviert und die Losungen und Puffer unter
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RNase-freien Bedingungen angesetzt. Diese Sorgfalt diente der Vermeidung der
Zerstorung der RNA durch ubiquitir vorkommende RNasen. Daher war es auch
notwendig, dass einige Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt werden muf3ten.

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland).
Zuerst wurden die verwendeten Zellen mit GBSS gewaschen. Anschliefend wurden die
Zellen abtrypsiniert, aliquotiert und bei Raumtemperatur 10 min bei 300 x g
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen und verworfen wurde, konnte das
Pellet in frischem GBSS aufgenommen, homogenisiert und die Zellen gezéhlt werden.
Es wurden bis zu 5 x 10° Zellen in ein RNase-freies 1,5 ml tube gegeben, welches
erneut zentrifugiert wurde. Der entstandene Uberstand wurde verworfen. Dem Zellpellet
wurde 1 ml RLT-Puffer und 10 ul Mercaptoethanol hinzugefiigt, die Suspension
gevortext und anschlieBend 15 bis 30 min bei Raumtemperatur, unter mehrmaligem
Vortexen, lysiert. Bis zur weiteren Verarbeitung bestand die Moglichkeit die Zellen bei
-80°C wegzufrieren. Erfolgte eine Weiterverarbeitung der eingefrorenen Zellen, so
wurden diese zundchst im Thermomixer 20 min bei 37°C aufgetaut, um eine
Kristallisierung des RLT-Puffers zu vermeiden. Nach dem Auftauen wurden die Zellen
zunéchst gevortext, bevor weitere Arbeitsschritte vorgenommen wurden.

Anschlieend wurden die Zellen auf eine Shredder Siule (QIAshredderTM, Qiagen,
Hilden, Deutschland) gegeben, die auf ein 2 ml Reaktionsgefidll gesetzt wurde und
2 min bei maximaler Umdrehungszahl mit 20.800 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde
mit 350 ul 70 %-igem Ethanol in Sigma Water aufgefiillt, mit einer Pipette gut durch-
mischt und anschlieBend auf die RNeasy-Mini Kit Sdulen gegeben. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 20 s bei 10.600 x g. Der Durchfluss wurde verworfen. Danach
wurden 700 ul RW1-Puffer auf die Sdule gegeben. Nach erneuter Zentrifugation fiir
20 s bei 10.600 x g wurde der Durchfluss mitsamt Rohrchen verworfen und die Séule
auf ein neues, 2 ml Reaktionsgefd$ tiberfiihrt. Im Anschluss wurde auf die Sdule 500 pl
RPE-Puffer gegeben und eine Zentrifugation bei 10.000 rpm folgte fiir 20 s. Der
Durchfluss wurde verworfen. Die letzten beiden Schritte wurden wiederholt, bevor die
Séaule auf ein neues, 2 ml Reaktionsgefill gegeben wurde und diese erneut zentrifugiert
wurde, diesmal bei maximaler Umdrehungszahl fiir 1 min. AnschlieBend wurde die
Séule in ein 1,5 ml ,,Biopur* tube gegeben und mit 30 - 50 pul RNase- freiem Wasser
aufgefiillt. Nachdem das Ganze fiir eine Minute stehen gelassen wurde, erfolgte eine

letzte Zentrifugation bei 10.844 x g fiir 1 min.
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AbschlieBend wurde die Ausbeute der RNA mit dem Photometer (Biophotometer,
Eppendorf, Hamburg) ermittelt. Hierzu wurden jeweils 2 pl RNA Eluat in 58 pl RNase-
freies Wasser aus dem Mini Kit in eine Uvette gegeben, gut gemischt und im

Photometer bei einer Extinktion von 260 nm gemessen.

3.10.2 Synthese mit Hilfe der Reversen Transkription

Im folgenden Schritt konnte die gewonnene RNA unter Zuhilfenahme des Enzyms
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Die Umschreibung der mRNA
in cDNA ist notwendig, da diese fiir die folgende PCR benétigt wird. Bei der
Gewinnung der cDNA dient die mRNA als Vorlage.

Ansatz

Sigma Water 7,2 ul
10 x Puffer 2,0 ul
25 mM MgCl, 4,0 ul
dNTP Mix 10 mM each 2,0 ul
Oligo dT Primer 0,8 pg/ul 2,0 ul
Rnase Inhibitor 50 U/ul 1,0 ul
AMYV Reverse Transkriptase 25 U/ul 0,8 ul

Die Synthese der cDNA erfolgte mit dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit fiir RT-PCR
(AMV, Roche). Der Ansatz (s.0.) wurde in ein spezielles, diinnwandiges und
wiarmeleitendes 0,2 ml tube (Gene Amp®, Applied Biosystems, Foster City, CA)
gegeben. Der Losung wurde 1,0 pg RNA Template hinzugefiigt und vorsichtig mit der
Pipette durchmischt. AnschlieBend wurde das tube in den Thermocycler verbracht. Hier
erfolgte zunéchst fiir 10 min bei 25°C die Anlagerung des Primers an die RNA. Danach
wirkte bei 42°C fiir 60 min die Reverse Transkriptase. Im Anschluss erfolgte bei 99°C
fiir 5 min die Denaturierung der entstandenen Doppelstringe. Damit die entstandene
cDNA stabil blieb, wurde das Gemisch zum Schluss auf 4°C heruntergekiihlt und bei
dieser Temperatur aufbewahrt, bis die weiteren Arbeitsschritte folgten oder bei -20°C

gelagert.

26



3.10.3 Herstellen einer DIG-markierten Sonde

3.10.3.1 RT-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion bietet die Moglichkeit durch Auswahl zweier
spezifischer Oligonukleotidsequenzen, den Primern, die einen Bereich des gesuchten
Zielgens flankieren, diese DNA-Sequenz selektiv zu amplifizieren. Das Enzym Taq
(Thermophilus aquaticus) Polymerase ist thermostabil, so dass es auch bei der
Denaturierung des DNA-Doppelstranges in Einzelstrang-DNA aktiv bleibt und nach
Anlagerung der Primer den komplementidren Doppelstrang synthetisiert, wodurch eine
logarithmische Zunahme der Ausgangs-DNA auftritt. Die GroBe des gesuchten PCR-

Produktes wird in einem 1,5 %-igen Agarosegel iiberpriift.

50 ul Reaktionsansatz

Sigma Water 40,75 ul
10 x PCR Puffer Sul
dNTP 10 mM each 1 ul
Primer sense 10 pmol/ul 1 ul
Primer antisense 10 pmol/ul I ul
Taq Polymerase 5 U/ul 0,25 pl
cDNA Template 1 ul

Bevor der Raktionsansatz (s.0.), der in ein gut wirmeleitendes, diinnwandiges Gefil3
pipettiert wurde, in den Thermocycler Biometra iiberfithrt wurde, erfolgte eine
vorsichtige Durchmischung. Im Thermocycler wurde er unter folgenden Reaktions-

bedingungen inkubiert:

Reaktionsbedingungen

95°C, 2 min

95°C, 1 min Denaturierung

60°C, 1,5 min spez. Annealing Temperatur 35 Zyklen
72°C, 1,5 min Elongation

72°C, 5 min

4°C, «©

Um eine Verdunstung zu verhindern betrug die Deckeltemperatur 105°C.

Die GroB3e der PCR-Fragmente wurde in einem 1,5 % Agarosegel tiberpriift.
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3.10.3.2 Herstellen eines 1,5 % Agarosegels und Gelelektrophorese

Um die Grofle des hergestellten PCR-Produktes zu iiberpriifen, wurde dieses in einem
1,5 % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Im UV-Licht wurden die dabei
entstandenen Banden sichtbar gemacht.

2,25 g Agarosepulver (Agarose, Invitrogen life technologies) wurde in 150 ml 1 x TBE
Puffer gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht, bis alle Agarosepartikel gelost
waren. AnschlieBend wurde in die Agarose-TBE-Losung 8 ul 1 %-iger Ethidium-
bromidlosung gegeben, durchgeschwenkt und zum Abkiihlen kurz stehen gelassen, bis
die Losung handwarm war. Das Ethidiumbromid dient der Darstellung der getrennten
Nukleotidfragmente. Die Ethidiumbromidmolekiile interkalieren zwischen den Basen-
paaren. Mittels UV-Licht werden zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt und es
kommt zum Sichtbarwerden der Banden. Das abgekiihlte, jedoch noch handwarme Gel
wurde nun luftblasenfrei ins Tray gegossen, in dem ein fiir die Taschenbildung
vorgesehener Kamm, eingespannt war. Das gegossene Gel wurde nun 30-45 min stehen
geleassen, damit es abkiihlte und hirtete. Der Tray wurde nun in die Elektrophorese-
kammer eingespannt und diese mit 1 x TBE-Puffer aufgefiillt, so dass das Gel knapp
bedeckt war. AnschlieBend wurde der Kamm aus dem Gel entfernt, in dem sich nun die
Taschen befanden. Nun folgte die Gelelektrophorese, bei der Nukleinsduren
entsprechend ihrer Ladung in dem Agarosegel im elektrischen Feld wandern konnen.
Sie sind bei einem pH-Wert von 8 durch ihren Phosphatrest negativ geladen und
wandern zur Anode, wobei sie nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

1 ul 6 x Loading Dye und 5 pl des PCR-Produkts wurden in eine Mikrotiterplatte
gegeben und gut durchmischt. Als Marker diente der Standard DNA-Marker, DNA
Ladder Mix (Fermentas). Nach Einpipettieren des Markers und der Proben in die
Taschen des hergestellten 1,5 % Agarosegels, wurde der Horizontallauftrager (Sub-Cell
GT, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) mit einem Deckel
verschlossen und die Spannung angelegt. Zunichst wurde fiir 10 min eine Spannung
von 80 V. Der Auftrennungsvorgang erfolgte fiir 1,5 Stunden bei 120 V.

AbschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht (Gelprinter MWG-Biotech GmbH,
Ebersberg, Deutschland) fotografiert.
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3.10.3.3 DIG-PCR

Erbrachte die Gelelektrophorese das gewiinschte Ergebnis und das PCR-Produkt hatte
die erwartete Grofle, wurde die DIG-PCR durchgefiihrt, um das hergestellte Fragment
mit Digoxigenin zu markieren und zu vervielfiltigen.

Verwendet wurde hierbei das PCR DIG Probe Synthesis Kit von Roche. Alle
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

50 ul Ansatz

Sigma Water 33,25 ul
10 x PCR Puffer mit 15 mM MgCl, Sul

10 x PCR DIG Prove Syntheses mix Sul
(Labeling Mix-2 mM each dNTP)

Primer antisense 10 pmol/ul 1 ul
Enzym Mix Expand high Fidelity 3,5 U/ul 0,75 pl
RT-PCR Template Sul

Die Reagenzien wurden gut miteinander vermischt und anschlieBend in den
Thermocycler Biometra iiberfiihrt und nach denselben Reaktionsbedingungen, wie
bereits in Kapitel 3.10.3.1 beschrieben, behandelt.

Nach Ablauf der Reaktionsschritte wurde abschlieBend 5 pl des PCR-Produktes und
1 pul 6 x Loading Dye auf ein Agarosegel gegeben und wie bereits beschrieben,
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Chemolumineszenz-Signal wurde mit dem
Photolmager (Fluor—STMMultiImager, Bio Rad, Miinchen, Deutschland) gemessen.
Entsprach die Sonde den geforderten Anspriichen, so wurden die restlichen 45 ul des
Produktes in 15 ml Puffer (DIG Easy Hyb, Roche) bei -20°C gelagert und stand fiir die

folgenden Versuche zur Verfiigung.

3.10.4 Northern Blot Analysen

3.10.4.1 Northern Blot

Der Northern Blot ist eine molekularbiologische Methode zur Ubertragung der in der
Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf eine Membran. Durch Hybridisierung mit
komplementidren Sonden ist die spezifische Markierung von RNA-Sequenzen auf der

Membran moglich.
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Fiir den ausgefiihrten Kapillarblot, bei dem durch Sog RNA-Fragmente aus dem Gel auf

die Membran transferiert wurde, wurden folgende Reagenzien benotigt:

5 x Gel Running Buffer (nach Maniatas)
100 mM Mops (Sigma)

40 mM Sodium Acetat (Sigma)

5 mM EDTA (Sigma)

50 mM Na-Acetat

Sigma Water

Zunéchst wurden 50 mM Na-Acetat (3,28 g) in 800 ml Sigma Water gelost. Der Losung
wurden 20,9 ¢ Mops und 10 ml 0,5M EDTA Lo6sung hinzugefiigt. Mit Hilfe von 2N
NaOH wurde der pH-Wert auf 7 eingestellt. Getestet wurde dieses, indem die Losung
mit einer Pipette auf den pH Indikatorstreifen (Merck, Darmstadt, Deutschland)
getrdufelt wurde. AnschlieBend wurde die Losung mit Sigma Water auf 1 Liter

aufgefiillt. Der nun fertige Puffer wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt.

6 x Loading Dye Solution (Fermentas)

1,33 x_Sample Buffer, zu dessen Herstellung 1 Teil Probe und 3 Teile Puffer gemischt

wurden und man folgendes fiir eine Probe benétigte:

5 x Running Buffer 2ul
37 % Formaldehyd (Sigma) 3,5 ul
Formamid (Sigma) 10 ul

RNA Molekular Weight Marker 1 DIG gelabelt, 0.3-6,9 Kb (Roche)

3.10.4.2 Gelelektrophorese

Fir die folgende Gelelektrophorese wurde ein 1 % RNA-Agarose Gel hergestellt.
Hierzu wurden fiir 250 ml 2,5 g Agarose (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) in
187,5 ml Sigma Water und 50 ml 5 x Running Buffer (s.0.) gelost und in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkiihlen auf 60°C wurden der Losung 5 pul 1 %
Ethidiumbromidlésung sowie 12,5 ml 37 % Formaldehyd beigefiigt, geschwenkt und
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sofort in den dafiir vorgesehenen Tray gegeben. Unter dem Abzug lieB man das
gegossene Gel eine Stunde lang fest werden. In dieser Zeit erfolgte die Vorbereitung der
Proben. Hierzu wurden 10 pg der isolierten Gesamt-RNA mit Sigma Water auf ein
Volumen von 10 ul egalisiert und diesem 30 ul 1,33 x Sample Buffer hinzugefiigt. Die
Losung wurde durchmischt und 15 min bei 65°C inkubiert, 3 min auf Eis gesetzt und
anschliefend 1 min bei 10.844 x g abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden der
Losung 5 ul 6 x Loading Dye hinzugefiigt.

Zur Vorbereitung des RNA-Markers wurden 5 ul RNA-Marker mit 12,5 ul Sample
Buffer vermischt. Die weiteren Schritte entsprachen denen der Probevorbereitung. Nach
Zentrifugation wurden der Losung 3,5 ul 6 x Loading Dye hinzugefiigt.

Nachdem das Gel fest geworden war, erfolgte zunéchst ein Gelvorlauf ohne Probe bei
80 V fiir 15 min. Danach wurden die Proben in die Taschen pipettiert und bei 80 V

2 Stunden laufen gelassen.

3.10.4.3 Durchfiihren des Northern Blots

Nach der zweistiindigen Laufzeit wurde das Gel fotografiert, zurechtgeschnitten und fiir
10 min in Sigma Water inkubiert. Danach erfolgte dreimal ein 15-miniitiges
Equilibrieren in 20 x SSC-Puffer. An die Inkubation schloss sich der Blot an, der wie
folgt aufgebaut wurde.

Eine Plastikwanne, mit einer Glasplatte abgedeckt, wurde mit 20 x SSC-Puffer
aufgefiillt. Die Platte wurde mit 2 Whatman Paper Streifen (Schleicher & Schuell), die
Kontakt mit dem Puffer in der Wanne hatten, bedeckt. Nach allen Seiten hin wurde
diese mit Parafilm abgedichtet. Auf das Whatman Paper wurde das Gel mit den Taschen
zu diesem weisend, gelegt. Auf dieses wurde die Nylon Transfer Membran (Amersham)
und zwei weitere mit 2 x SSC-Puffer durchtrinkte Whatman Paper aufgetragen. Darauf
wurde Zellstoff, mit einer Hohe von ca. 10 cm geschichtet, der mit einer Glasplatte und
darauf einem 750 g schweren Gewicht beschwert wurde. Das Gel verblieb nun fiir 20
Stunden in diesem Aufbau. In dieser Zeit erfolgte die Ubertragung der in der
Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf die Nylon Transfer Membran.

Am nichsten Tag wurde der Blot vorsichtig abgebaut und die Membran unter UV-Licht
fotografiert. AbschlieBend wurde die Membran in den Crosslinker (Hoefer) gelegt und

von vorn nach hinten gecrosslinked, um die RNA mit der Membran zu vernetzen.
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3.10.4.4 Hybridisierung

Zur Préahybridisierung wurde die Membran in die mit 10 ml DIG Easy
Hybridisierungspuffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
vorbereitete Roller Bottle (Roche) luftblasenfrei {iiberfiihrt. Die Pridhybridisierung
erfolgte bei 50°C 1 Stunde im Hybridisierungsofen (Amersham Pharmacia, Biotech
Europe GmbH, Little Chalfort, GB). Wihrenddessen wurde die Sonde (45 pl) in ein
15 ml Falcon-Rohrchen mit 15 ml DIG Easy Hyb gegeben und bei 65°C-68°C 10 min
im Wasserbad linearisiert. Nach Ablauf der Préahybridisierungszeit wurde der
Priahybridisierungspuffer dekantiert und die vorbereitete, linearisierte Sonde in die
Roller Bottle gegeben. Die Hybridisierung erfolgte unter stdndiger Rotation im

Hybridisierungsofen bei 50°C fiir 20 Stunden.

3.10.4.5 Detektion der DIG-markierten Nukleinsiuren

Nach erfolgter 20-stiindiger Hybridisierung erfolgte das Waschen der Membran. Hierbei
wurde das DIG Wash and Block Buffer Set (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) verwendet. Die Membran wurde in aufgefiihrter Reihenfolge mit

folgenden Puffern gewaschen:

2 x SSC Waschlotion
25 ml 20 x SCC
+ 2,5 ml 10 % SDS-Losung

ad 250 ml aqua dest.

Dies erfolgte zweimal fiir 15 min.

0,5 x SSC Waschlotion
6,25 ml 20 x SSC

2,5 ml 10 % SDS-Losung
ad 250 ml Aqua dest.

Dies erfolgte zweimal fiir 15 min bei 68°C.

Washing Buffer
40 ml Washing Buffer (Losung 1 im Kit)

ad 400 ml aqua dest.

Darin inkubierte die Membran 5 min.
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Blocking Solution

15 ml Blocking Solution (Losung 3 im Kit)
+ 13,5 ml Maleic Acid Buffer (Losung 2 im Kit)
ad 150 ml aqua dest.

In dieser Losung inkubierte die Membran 60 min.

Nach diesen Waschschritten wurde die Membran fiir 30-60 min mit dem mit
Alkalischer Phosphatase konjugierten Anti-DIG-Antikorper (Anti-Digoxigenin-AP
conjugate, Fab fragmente, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland),
zusammengesetzt aus 50 ml Blocking solution und 2,5 pl Antikorper
(Verdiinnungl : 20.000), inkubiert.

Im Anschluf} folgten weitere Waschschritte:

Mit dem
Washing Buffer (s.0.)

zweimal fur 15 min

und fiir 5 min inkubierte die Membran im

Detection Buffer

5 ml (Losung 4 im Kit)
ad 50 ml aqua dest.

Nach erfolgten Waschvorgéingen wurde die Membran 5 min in dem Chemilumineszenz
(CDP-Star ready to use, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) inkubiert.
Im AnschluB daran wurde sie in den Phoshpo-Imager (Fluor-S™ MultiImager, Bio Rad,
Miinchen, Deutschland) gegeben. Das Lesen des Chemilumineszenz-Signals erfolgte

bei einer Belichtungszeit von 300 s.
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3.11 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Proliferationsmessung wurden auf ihre statistische Signifikanz hin
untersucht. Jeder Versuch wurde mindestens in Triplikatform durchgefiihrt und die
Ergebnisse gemittelt. Aus mehreren unabhidngigen Versuchen wurde der Mittelwert und
der Standardfehler (SEM) hinsichtlich der gemessenen Effekte ermittelt. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). 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 Morphologie primirkultivierter CAF

Die nach der Isolation auf die Kulturplatten ausplattierten Tumorstroma-assozierten
Fibroblasten aus den kolorektalen Lebermetastasen adhirierten im Allgemeinen nach 24
Stunden. Morphologisch handelt es sich bei diesen Zellen um spindelférmige,
verzweigte Zellen, die durch verschieden breite Zytoplasmafortsdtze miteinander in
Verbindung stehen. Ihr Zellleib ist platt. Thr relativ groer, chromatinhaltiger Zellkern
hat die Form eines Ellipsoids und enthilt ein bis mehrere kleine Nukleolen.

Initial kontaminierende Hepatozyten und sinusoidale Endothelzellen konnten unter den
Kulturbedingungen nicht anwachsen, so dass davon auszugehen ist, dass es sich um

eine weitgehend reine Zellkultur handelt.

Abb. 1: A+B: Primirkultivierte CAF aus kolorektalen Lebermetastasen nach 24-stiindiger Inkubation
unter serumreduzierten Bedingungen, DMEM + 0,5% FBS; (A: 100-fache VergroBerung, B: 400-fache
VergroBerung). C+D: CAF nach 24-stiindiger Inkubation unter Kulturbedingungen, DMEM + 10 % FBS,
(C: 100-fache VergroBerung, D: 400-fache VergroBerung).
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4.2 Charakterisierung der CAF in situ und in vitro

Neben der Beurteilung im inversen Mikroskop wurden die Zellkulturen
immunzytochemisch untersucht. Zur Charakterisierung und Identifizierung der Zellen,
wurden diese auf chamber slides kultiviert, fixiert und mittels immunhistochemischer
Farbungen auf charakteristische Markerproteine hin untersucht. Die Zellen waren
positiv fir a-SMA und Vimentin. Diese Marker sind charakteristisch fiir den

myofibroblastischen Phénotyp.

Abb. 2: Lokalisation und Phinotyp der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen. A+B: Immunhistochemie
nach Serienschnitten aus Lebermetastasen, positiv (rot) fiir Vimentin (A) und a-SMA (B), weisen auf
einen myofibroblastischen Phéinotyp der CAF hin, die sich im Tumorstroma finden. C: Immunfluoreszenz
kultivierter CAF gegen Vimentin (griin). D: Vimentin + a-SMA (a-SMA: rot). Die Zellkerne wurden mit
DAPI sichtbar gemacht (blau). Originalgrée 400 x. Die Fotos reprisentieren 4 unabhingige Versuche

von 4 Patienten.
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Zur Charakterisierung der Gewebeproben aus den kolorektalen Lebermetastasen wurden
Kryogewebeschnitte angefertigt und geféarbt. Diese immnhistochemischen Fibungen der
Gewebeproben zeigten, dass die Mehrzahl der Zellen an der Grenzregion, die
tumorfreies gesundes Gewebe darstellt, positiv fiir Vimentin und o-SMA sind.
Positivitit fiir diese beiden Marker zeigten auch die Zellen in den fibrésen Septen der

Gewebeprobe.

Abb. 3: A: CAF wurden auf chamber slides kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine immunzytochemische
Farbung gegen a-SMA. B: Immunhistochemie nach Kryogewebeschnitten von Lebermetastasen, gefirbt

gegen Vimentin (rot); Grenzregion zwischen kolorektaler Lebermetastase und normalem Lebergewebe.

4.3. Effekte von TGF-p, PDGF-BB und EGF

Der Einflul der Zytokine TGF-f, PDGF-BB und EGF auf die Proliferation wurde mit
dem Methyl-3H-Thymidin-Assay und der Zellzdhlung unter dem Mikroskop statistisch
ermittelt. Nach 24-stiindiger Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-BB, 5 ng/ml TGF-f3, bzw.
10 ng/ml EGF unter serumreduzierten Bedingungen (DMEM + 0,5 % FBS), erfolgten
die Assays. Es zeigte sich bei den Myofibroblasten, die aus dem tumorfreien
Lebergewebe stammten, 3 cm von der Metastase entfernt, ein geringer Anstieg der
DNA- Syntheserate, der jedoch statistisch nicht signifikant war (Abb. 4A). CAF zeigten
nach 24-stiindiger Inkubation mit humanem PDGF-BB einen signifikanten Anstieg der
DNA-Syntheserate auf das 1,5-fache im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4B). Wurden die
CAF fiir 24 h mit TGF-p oder EGF inkubiert, so wurde die Syntheserate geringfiigig
gesenkt, es besteht jedoch keine statistische Signifikanz (Abb. 4B).
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Abb. 4: 3H-Thymidin-Inkorporationsmethode. A: Proliferation der Fibroblasten aus tumorfreiem
Lebergewebe nach 24-stiindiger Inkubation mit den Mediatoren PDGF-BB (10 ng/ml), TGF-$ (5 ng/ml)
und EGF (10 ng/ml) B: Proliferation der CAF nach 24-stiindiger Inkubation mit den Mediatoren
PDGF-BB (10 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml) und EGF (10 ng/ml). N=5; * p < 0,05; ns, nicht signifikant.

Bei der Zellzdhlung unter dem Mikroskop (Abb.5) zeigt sich ebenfalls ein deutlicher
Proliferationsanstieg der CAF unter dem EinfluB des Zytokins PDGF-BB. Die
Zellzdahlung erfolgte nach einem Tag, nach drei und schlieBlich nach fiinf Tagen. Das
Medium bzw. die Wachstumsfaktoren wurden alle 72 Stunden erneuert. Im Verlauf der
Kultur konnte unter Stimulation mit 10 ng/ml PDGF-BB ein stetiger Anstieg der

Proliferation beobachtet werden.
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Abb. 5: Proliferation der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen nach 24-stiindiger Inkubation mit
PDGF-BB. Zellzihlung unter dem Mikroskop 1, 3 und 5 Tage nach Stimulation mit PDGF-BB
(10 ng/ml); K=Kontrolle. N=5, * p < 0,05.

4.4 Einfluss von CAF-Medium auf die Proliferation von HUH7 und
DLD1

Nach der Untersuchung des Einflusses verschiedener Wachstumsfaktoren auf die CAF,
wurde nun der Einfluss des Fibroblastenmediums auf die Proliferation von HUH7 und
DLDI1 evaluiert. Das konditionierte Medium wurde hierbei in verschiedenen
Konzentrationen auf die Zellen gegeben. Die Untersuchungen erfolgten mit dem WST-
Assay, bei dem die metabolische Akivitit der Zellen gemessen wird. 24 Stunden nach
Aussaat der Zellen (3000 Zellen/well) wurden je well 10 ul des Reagenz hinzugegeben.
Die kolorimetrischen Messungen wurden 4 Stunden nach Zugabe des Reagenz
durchgefiihrt. Wie in der Abbildung 6A erkennbar ist, zeigte sich im Vergleich zur
Kontrolle (0,5 % FBS) bereits bei einer Konzentration von 10 % CAF-Medium ein
signifikanter Proliferationsanstieg der HUH7. Bei einer Konzentration von 50 % des
konditionierten Mediums ist der groBBte Effekt erkennbar (p < 0,005). Das Maximum der
Proliferation liegt bei 4 Stunden nach Zugabe des Reagenz. Sechs Stunden nach Zugabe
ist kein weiterer Proliferationsanstieg zu verzeichnen (nicht dargestellt). Wahrend das
konditionierte Medium die Proliferation der HUH7 signifikant beeinflusst, zeigt sich bei
den DLDI (Abb. 6B), unabhingig von der Konzentration kein signifikanter Effekt. Die
Proliferation der DLD1-Zellen unter dem Einfluss von CAF-Medium verhilt sich
dhnlich der Kontrolle. Die Auswertungen ergeben keine signifikanten Unterschiede im

Proliferationsverhalten.
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Abb. 6: WST-Assay. A: HUH7 wurden mit konditioniertem Medium, gewonnen aus Zellkulturiiber-
stinden der CAF, 24 h inkubiert. Die Konzentration des CAF-Mediums betrug 10 %, 50 % und 100 %.
B: DLD1 wurden mit konditioniertem Medium, gewonnen aus Zellkulturiiberstinden der CAF, 24 h
inkubiert. Die Konzentration des CAF-Mediums betrug 10 % 50 % und 100 %. * p < 0,05, ** p < 0,005,
N=5.
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4.5 Einfluss von CAF-Medium auf die Migration von HUH7 und DLD1
Nachdem ein Effekt des konditionierten Mediums auf die Proliferation der HUH7
erkennbar ist, ist es nun interessant zu untersuchen, ob konditioniertes Medium
ebenfalls Einfluss auf die Migration der Zelllinien HUH7 und DLD1 hat und ob sich der

Effekt gleichsinnig zu dem der Proliferation verhilt.
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Abb. 7: Gegeniiberstellung der Migration (A) und der Proliferation (B) der HUH7 nach Inkubation mit
konditioniertem Medium der CAF in verschiedenen Konzentrationen. A: Die Chemotaxis der HUH7-
Zellen wurde anhand des Boyden Chamber Assay nach 5-stiindiger Inkubation mit CAF-Medium
ermittelt, wie in Kapitel 3.8 beschrieben. B: Die Proliferation der HUH7 wurde nach 24-stiindiger
Inkubation mit CAF-Medium in den Konzentrationen 10%, 50%, sowie 100% anhand des WST-Assays
ermittelt, beschrieben in Kapitel 3.5.3. Grauer Balken: Fibroblasten aus tumorfreiem Lebergewebe;

schwarzer Balken: CAF. K=Kontrolle, N=5, * p < 0,01 und # p < 0,001 vs Kontrolle.
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Um den Einfluss des konditionierten Mediums von CAF auf die Migration von HUH7
und DLDI1 zu untersuchen, wurden Boyden Chamber Assays durchgefiihrt. Hierzu
wurde aufkonzentriertes CAF-Medium in steigender Konzentration in die wells
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden, bzw. 24 Stunden lieBen sich die
folgenden Effekte, gezeigt in den Abbildungen 7 und 8, beobachten. Konditioniertes
Medium erhohte signifikant die Anzahl der migrierten Zellen, sowohl von HUH7, als

auch der DLD1.
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Abb. 8: Gegeniiberstellung der Migration (A) und der Proliferation (B) der Kolonkarzinomzelllinie
DLDI nach Inkubation mit konditioniertem Medium der CAF in unterschiedlichen Konzentrationen.
A: Die Chemotaxis der HUH7-Zellen wurde anhand des Boyden Chamber Assay ermittelt, wie in Kapitel
3.8 beschrieben. B: Die Proliferation der DLD1 wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit CAF-Medium in
den Konzentrationen 10%, 50%, sowie 100% anhand des WST-Assays ermittelt, beschrieben in Kapitel
3.5.3. Grauer Balken: Fibroblasten aus tumorfreiem Lebergewebe; schwarzer Balken: CAF. K=Kontrolle,

N=5, *p < 0,01 und # p < 0,001 vs Kontrolle.
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Der Migrationsanstieg erfolgte, wie aus den Abbildungen ersichtlich wird,
konzentrationsabhingig. Bei einer 40 %-igen Konzentration des CAF-Medium war die
Migration beider Zelllinien am Hochsten. Dieses impliziert, dass in diesem
Konzentrationsbereich die fiir die Migration wichtigen Faktoren in einem
migrationsfordernden und somit in einem ausreichenden Verhiltnis fiir die

stattfindenden Zellinteraktionen vorliegen.

4.6 Expression von PDGF- Rezeptoren

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von
PDGF-BB ein signifikanter Proliferationsanstieg der CAF zu erkennen ist. Die
folgenden Untersuchungen sollten feststellen, ob mRNA fiir PDGF-a- und PDGF-§3-
Rezeptoren exprimiert wird. Hierfiir wurden sowohl die Myofibroblasten, um den
Interaktionsmechanismus besser zu verstehen, als auch die Tumorzellen selbst auf die
spezifische mRNA- Expression hin untersucht.

Die CAF exprimierten sowohl mRNA fiir den PDGFR-a also auch fiir den PDGFR-f.
Die humanen Hepatomzellen HUH7 exprimierten nur mRNA fiir den PDGFR-o,

wihrend die Kolonkarzinomzelllinie SW480 fiir beide Trankripte negativ war.

PDGFR-a

PDGFR-$

St N 1 2 3 4 CC HC

Abb. 9: RT-PCR-Analyse von PDGFR-a- und PDGFR-B-mRNA aus 4 verschiedenen CAF-Isolationen
[1-4], SW480 Kolonkarzinomzellen (CC) und HUH7-Zellen (HC). St, Standard Molekulargewicht;

N, negative Kontrolle.
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Mittels ELISA- Messungen konnte eine potentielle Stimulation, durch autokrine PDGF-
Freisetzung aus den Myofibroblasten der kolorektalen Lebermetastasen selbst,
ausgeschlossen  werden. Hierzu wurden sowohl Fibroblasten, als auch
Zellkulturiiberstinde untersucht. Verwendet wurden Uberstinde von CAF, nach
vorheriger 24-stiindiger Inkubation mit 1 pM und 10 pM Imatinib, sowie DMSO als
Kontrolle. Eine PDGF- Freisetzung aus den Zellen, die oberhalb der minimal

detektierbaren Menge von 15 pg/ml liegt, fand nicht statt.

4.7 Einfluss von Imatinib auf CAF

Imatinib hemmt selektiv die Tyrosinkinasen Abl, Bcr-Abl, Tel-Abl, PDGF-R,
tel-PDGF-R und c-kit (Druker et al., 2000). Erstmals wurde das Medikament
erfolgreich in der Behandlung der chronisch myeloischen Leukidmie eingesetzt. Es
verdringt ATP von der spezifischen Bindungsstelle an der Tyrosinkinasedomine von
Abl und verhindert somit die Phosphorylierung von Substraten.

Wie die Untersuchungen der Myofibroblasten aus den kolorektalen Lebermetastasen
gezeigt haben, weisen diese im Gegensatz zu der Kolonkarzinomzelllinie SW480, eine
Positvitdt fiir den PDGF-R-a und PDGFR-B auf. PDGF-Rezeptoren besitzen eine
Rezeptor-Tyrosinkinase und konnen somit fiir das Medikament Imatinib einen
moglichen Angriffspunkt darstellen.

Um mogliche Auswirkungen von Imatinib auf die Myofibroblasten aus den
kolorektalen Lebermetastasen zu erfassen wurde in der vorliegenden Studie der Einfluf}
des Tyrosinkinaseinhibitors hinsichtlich der Zellmorphologie, Proliferation, sowie

Zellviabilitit untersucht.

4.7.1 Morphologische Untersuchungen nach Inkubation mit Mediatoren

Der Effekt von PDGF-BB und/ oder Imatinib auf die Zellmorphologie der
Mpyofibroblasten wurde mit dem Phasenkontrastmikroskop beurteilt. Hierzu wurden die
Zellen jeweils 24 und 72 Stunden mit den Mediatoren inkubiert. Als Mediatoren dienten
PDGF-BB in einer Konzentration von 10 ng/ml und Imatinib in den Konzentrationen
1 uM und 10 uM. Die Zellen wurden entweder nur mit PDGF-BB oder Imatinib
inkubiert oder mit beiden Faktoren in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 10A

und 10B).
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Abb. 10A: Effekt von Imatinib und PDGF-BB, jeweils alleine oder in Kombination, auf die
Fibroblastenmorphologie nach Inkubation mit ansteigender Konzentration von Imatinib. 1 x 10° Zellen
wurden auf 145 cm” Kulturplatten ausgesit und fiir 24 h in DMEM + 10 % FBS inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 0,5 % FBS inkubiert, ohne oder mit PDGF-BB (10 ng/ml) und ohne oder mit
Zusatz von 1 uM Imatinib. 24 h bzw. 72 h spéter wurden reprisentative Areale fotografiert, 100-fache

Vergroferung.

45



Abb. 10B: Effekt von Imatinib und PDGF-BB, jeweils alleine oder in Kombination, auf die
Fibroblastenmorphologie nach Inkubation mit ansteigender Konzentration von Imatinib. 1 x 10° Zellen
wurden auf 145 cm” Kulturplatten ausgesit und fiir 24 h in DMEM + 10 % FBS inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 0,5 % FBS inkubiert, mit 10 ng/ml PDGF-BB und dem Zusatz von 1 uM bzw.
10 pM Imatinib. 24 h bzw. 72 h spiter wurden reprisentative Areale fotografiert, 100-fache

VergroBerung.
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Die Inkubation der Zellen mit DMEM + 0,5 % FBS diente als Kontrolle. Nach 24 - und
72 - stiindiger Inkubation der Zellen mit Imatinib in einer Konzentration von 1 uM ist
keine bedeutende Zelllyse oder Ablosen der Zellen von der Kulturplatte, also ein
Verlust der Adhision, erkennbar. Sind die Myofibroblasten dem Imatinib jedoch in
einer Konzentration von 10 uM ausgesetzt, so zeigt sich bereits nach 24 Stunden eine
verdnderte Zellmorphologie. Die Myofibroblasten mit ihren sonst plumpen Zellleibern
und den breiten Zytoplasmafortsidtzen sind nicht mehr zu finden. Stattdessen zeigen sich
geschrumpfte und sehr schmalleibige Zellen mit filiformen Zytoplasmafortsitzen.
Verglichen mit der Kontrolle ist auch die Anzahl der von den Kulturplatten abgeltsten
Zellen deutlich sichtbar angestiegen. Die Anwesenheit oder Abwesenheit von PDGF

fiihrte in dieser hohen Konzentration zu keinen morphologischen Unterschieden.

4.7.2 Imatinib blockiert die PDGF-BB induzierte Proliferation und vermindert die
Zellviabilitit

Neben dem Einfluss auf die Zellmorphologie besitzt der Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib einen hemmenden Einfluss auf die PDGF- induzierte Zellproliferation. Es galt
nun diese Hypothese zu iiberpriifen. Um dieses zu untersuchen wurden Zellzéhlungen
unter dem Mikroskop durchgefiihrt. Diese erfolgten jeweils nach 24- bzw. 72- stiindiger
Inkubation mit den jeweiligen Mediatoren Imatinib (in den Konzentrationen 1 uM und
10 uM) und PDGF-BB (10 ng/ml). Als Kontrolle diente auch hier DMEM + 0,5 % FBS.
Um einen Einfluss von DMSO, in dem Imatinib geldst wurde auszuschliessen, war auch
dieses ein Kontrollparameter.

Wie aus Abb. 11 ersichtlich wird, ist die Zellzahl nach 24-stiindiger Inkubation mit
PDGF-BB der hier untersuchten Zelllinien leicht erhoht, verglichen mit der Kontrolle
jedoch nicht signifikant. Nach 24-stiindiger Co-Inkubation mit Imatinib ist ein
beginnender Abfall der Zellzahl sichtbar, der bei einer Co-Inkubation mit Imatinib
10 uM bereits deutlich erkennbar ist, jedoch keine Signifikanz aufweist. Untersuchun-
gen nach 72-stiindiger Co-Inkubation von PDGF-BB mit Imatinib zeigen sowohl bei
einer Konzentration von 10 uM, als auch von 1 uM Imatinib einen statistisch
signifikanten Unterschied, vergleicht man die Ergebnisse mit denen der alleinigen 72-
stiindigen Inkubation mit PDGF-BB (p < 0,05). Die Inkubation der Myofibroblasten mit
DMSO fiihrt, verglichen mit der Kontrolle (DMEM + 0,5 % FBS), zu keinen

nennenswerten Verdnderungen der Zellzahlen.
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Abb. 11: A: Ergebnisse der Zellzdhlung unter dem Mikroskop nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,5 %
FBS als Kontrolle, ohne oder mit PDGF-BB (10 ng/ml), ohne oder mit Zugabe von Imatinib in den
Konzentrationen 1 uM bzw. 10 uM und ohne oder mit DMSO in den Konzentratioen 1 uM bzw. 10 uM.
B: Ergebnisse der Zellzihlung unter dem Mikroskop nach 72-stiindiger Inkubation mit 0,5 % FBS als
Kontrolle, ohne oder mit PDGF-BB (10 ng/ml), ohne oder mit Zugabe von Imatinib in den
Konzentrationen 1 pM bzw. 10 uM und ohne oder mit DMSO in den Konzentrationen 1 uM bzw. 10 uM.
Die Kontrolle wurde 1 gleichgesetzt (graue Sdule). Verdnderungen wurden als Effekt versus Kontrolle
angegeben. Die Sdulen umfassen jeweils 3 verschiedene Priparationen der CAF. * p < 0,05 versus

einfacher PDGF-BB Inkubation; ns, nicht signifikant.
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Um den quantitativen Effekt auf die Viabilitdt der Myofibroblasten aus den kolorektalen

Lebermetastasen weitergehend zu untersuchen, wurde der WST- Assay durchgefiihrt.
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Abb. 12: WST-1 Assay. Effekt von PDGF-BB und Imatinib auf die Viabilitit der CAF. CAF wurden 24h
mit 0,5 % FBS als Kontrolle, DMSO, mit oder ohne PDGF-BB (10 ng/ml) und/ oder ansteigender
Konzentration von Imatinib (1 uM, 10 uM) inkubiert. Jeder Balken reprisentiert den Mittelwert aus 4

verschiedenen Priparationen. * p < 0,05; ns, nicht signifikant.

Mit den bereits erhobenen Daten aus den Zellzdhlungen iibereinstimmend zeigen sich
auch hier, wie aus Abb. 12 ersichtlich, nach Exposition mit PDGF-BB und/ oder
Imatinib nur geringfiigige Unterschiede. Eine statistisch signifikante Verdnderung im
WST- Assay wurde beobachtet, wenn man die alleinige Inkubation mit PDGF-BB mit
der Co-Inkubation der Zellen mit PDGF-BB und 10 uM Imatinib vergleicht. Dagegen
zeigt eine Inkubation mit der niedrigeren Dosierung von Imatinib (1 uM) weder nach
alleiniger Inkubation, noch in der Kombination mit PDGF-BB, einen Effekt auf die
Viabilitit der CAF. Betrachtet man die Abnahme des WST-cleavage und die verédnderte
Zellmorphologie nach Inkubation der Myofibroblasten mit 10 uM Imatinib als eine
zusammenhéngende Einheit, so konnte die Ursache dafiir in der Induktion des Zelltodes
liegen, auch wenn der Unterschied nach Inkubation mit 1 uM und 10 puM statistisch

nicht signifikant ist.
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Desweiteren wurde der Einfluss von PDGF-BB und Imatinib auf die DNA-Synthese
mithilfe der *H-Thymidin-Inkorporationsmethode untersucht (Abb.13). Die kultivierten
Zellen wurden auch hier mit PDGF-BB und Imatinib in den Konzentrationen von 1 uM
und 10 uM inkubiert. Als Kontrolle diente, wie bereits in den zuvor durchgefiihrten

Versuchen, serumreduziertes Medium, das 0,5 % FBS enthielt.
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Abb. 13: Effekt von PDGF-BB und Imatinib auf die DNA-Synthese der CAF, gemessen anhand der
3H-Thymidin-Inkorporationsmethode. Die Ergebnisse sind als Effekt versus Kontrolle (DMEM + 0,5 %
FBS) dargestellt. Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Jeder Balken représentiert den Mittelwert aus 4

verschiedenen Priparationen. * p < 0,05; ** p < 0,001; ns, nicht signifikant.

Ein weiterer objektiver Marker zur Beurteilung der DNA-Synthese ist der
Transkriptionsmarker Histonprotein, die H2B-mRNA. Mit Northern Blot Analysen
konnte nachgewiesen werden, dass die Myofibroblasten nach 24-stiindiger Inkubation
mit PDGF-BB deutlich vermehrt H2B-mRNA produzieren. Die Co-Inkubation mit
1 uM Imatinib hemmte den durch PDGF-BB hervorgerufenen Effekt. Die alleinige
Exposition der Zellen mit Imatinib erbrachte hingegen keinen weiteren Abfall des
mRNA-Levels fiir H2B, der in geringem Male ohnehin von den Myofibroblasten

exprimiert wird.
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Abb. 14: Reprisentativer Northern Blot, der den Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mit/ ohne Imatinib
(1 uM, 10 uM) auf die mRNA-Expression des Histonproteins H2B darstellt. 10 pg Gesamt-RNA wurden

auf 1 % Agarosegel aufgetragen, wie in Kapitel 3.10.4 beschrieben. Als Kontrolle wurde der Northern
Blot mit einer GAPDH spezifischen Sonde rehybridisiert.
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4.7.3 Einfluss auf die Expression von a-SMA durch PDGF-BB und Imatinib

In der vorliegenden Studie wurde desweiteren die Expression der mRNA fiir a-SMA
untersucht, einem Marker fiir die myofibroblastische Transdifferenzierung und
Aktivierung. Northern Blot Analysen der zu untersuchenden Myofibroblasten aus den
kolorektalen Lebermetastasen zeigen das Vorliegen zweier Banden. Zum einen von
einer GroBe von 2,1 kb, die der mRNA fiir die B-Isoform entspricht, die zweite Bande
weist eine Grofe von 1,7 kb auf. Dieses Transkript entspricht dem fiir a-SMA (Hansson

et al., 1989).
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Abb 15: Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mit/ ohne Imatinib (I uM, 10 uM). A: Reprisentativer
Northern Blot, der den Effekt auf die Expression von a-SMA und B-Actin darstellt. 10 pg Gesamt-RNA
wurden auf 1 % Agarosegel aufgetragen, wie in Kapitel 3.10.4 beschrieben. Als Kontrolle wurde der
Northern Blot mit einer GAPDH spezifischen Sonde rehybridisiert. B: Densitometrische Analyse des
Northern Blots fiir a-SMA. Die mRNA ist im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 0,5 %) dargestellt. Die
Kontrolle wurde 1 gleichgesetzt. CAF Préparationen aus 4 Patienten. * p < 0,05 vs Kontrolle; ns, nicht

signifikant.
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Zu einer signifikanten Abnahme des 1,7 kb groBen Transkripts fiihrte die Stimulation
der Zellen mit PDGF-BB, verglichen mit der Kontrolle, auf 37 + 3,7 % (p < 0,05).
Eine 24-stiindige Co-Exposition mit 1 uM Imatinib lie den Level der Expression fiir
a-SMA wieder auf 86 + 7 % des Kontrollwertes anheben. Wéhrend die alleinige
Inkubation mit 1 uM Imatinib keinen signifikanten Anstieg der a-SMA mRNA zur
Folge hatte, so jedoch die Inkubation in der Konzentration von 10 uM. Die Exposition
in dieser Konzentration fithrte sowohl in Anwesenheit von PDGF-BB, als auch in seiner
Abwesenheit zu einem signifikanten Abfall der Expression von o-SMA mRNA,
41,2+ 8 % bzw. 41,5 £ 12 % (p < 0,05).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Proliferationsmessungen zeigen auch diese
erhobenen Daten die Expression der a-SMA mRNA betreffend, antagonisierende

Effekte von PDGF-BB und Imatinib in der niedrigeren Konzentration von 1 uM.

4.7.4 Einfluss auf die Regulation tumorfordernder Zytokine durch PDGF-BB und
Imatinib

Um den Einflul von PDGF-BB und Imatinib auf die Myofibroblasten hinsichtlich der
Expression pro-angiogenetischer und pro-invasiver Mediatoren zu iiberpriifen, wurde
zunichst die Regulation von IL-8 auf mRNA-Ebene untersucht. Wie in Abbildung 16
zu erkennen ist, sieht man eine schwache Bande der IL-8 mRNA, gewonnen aus CAF,
die dem Kontrollmedium (DMEM + 0,5 % FBS) exponiert waren. Die Inkubation mit
PDGF-BB fiihrte zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Stimulation der mRNA.
Die Inkubation der Zellen mit Imatinib in der hoheren Konzentration von 10 uM,
unabhingig davon, ob dies in An- oder Abwesenheit von PDGF-BB geschah, fiihrte zu
einer signifikanten Zunahme der IL-8 mRNA auf 390 + 45 % bzw. 690 + 220 %.

In abschlieBend durchgefiihrten Bead Arrays (Abb.17) wurden die Uberstéinde der CAF
auf IL-6, IL-8, VEGF und bFGF untersucht, ob diese von den Zellen freigesetzt
wurden. Die Ergebnise der Messungen das IL-8 Protein betreffend, fanden mit denen
der mRNA Ubereinstimmung. Die Uberstinde nach 24- bzw. 72-stiindiger Inkubation,
zeigten einen sehr deutlichen IL-8-Anstieg nach Exposition mit 10 uM Imatinib,
wihrend die Inkubation mit PDGF-BB lediglich eine leichten Anstieg ausmacht.
Ubereinstimmende Ergebnisse mit denen fiir das IL-8 Protein, lieferten die
Untersuchungen der Uberstinde auf das Zytokin IL-6. Auch hier erfolgt ein Anstieg des
Proteins im Uberstand nach Inkubation der Zellen mit 1 uM Imatinib.
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Abb. 16: Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mit oder ohne Imatinib (1 uM, 10 pM). A: Reprisentativer
Northern Blot. Darstellung des Effekts auf die Expression von IL-8. 10 pg Gesamt-RNA wurden auf 1 %
Agarosegel aufgetragen, wie in Kapitel 3.10.4 beschrieben. Als Kontrolle wurde der Northern Blot mit
einer GAPDH spezifischen Sonde rehybridisiert. B: Densitometrische Analyse des Northern Blots fiir
IL-8. Die mRNA ist im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 0,5 %) dargestellt. Die Kontrolle wurde 1

gleichgesetzt. CAF Priparationen aus 4 Patienten. * p < 0,05 versus Kontrolle; ns, nicht signifikant.
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Abb. 17: Bead Array Messung. Freisetzung von IL-8, IL-6, VEGF und bFGF in die Zellkulturiiberstinde
durch die CAF. Primirkultivierte Zellen wuchsen bis zu einer 80 %-igen Konfluenz. 48 h nach Aussaat
wurden die Zellen 24 h bzw. 72 h mit DMEM + 0,5 % FBS inkubiert, jeweils mit oder ohne Zusatz von
10 ng/ml PDGF-BB und Imatinib (I uM und 10 pM). Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse von
Myofibroblastenpopulationen von drei verschiedenen Patienten; *p < 0,05; **p < 0,001 vs. Kontrolle; ns,

nicht signifikant.

Die Inkubation der Zellen mit sowohl PDGF-BB, als auch Imatinib fiihrte in den
untersuchten Zellkulturiiberstinden zu einem Anstieg des proangiogenetischen Proteins
VEGEF. Diese Ergebnisse waren jedoch statistisch nicht signifikant. Hierfiir urséchlich
konnen Schwankungen in den Ergebnissen sein, die dadurch zustande kommen, dass es

sich um Myofibroblasten von verschiedenen Patienten handelt. Messungen hinsichtlich
des Proteins bFGF zeigen vom Profil her eine Ahnlichkeit mit denen von IL-8 und IL-6.
Die Menge an dem durch die Zellen freigesetzten Protein liegen aber deutlich niedriger

und das Ergebnis ist statistisch nicht signifikant.
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5. Diskussion

Die Interaktion zwischen den Tumorzellen und dem umgebenden Stroma nimmt eine
Schliisselrolle in der Tumorgenese und Tumorprogression ein. Tumorzellen sind im
Stroma eingebettet und konnen dieses modifizieren. Sie verdndern das umgebende
Bindegewebe sowie den Stoffwechsel residenter Zellen dahingehend, dass diese anstatt
die physiologische Homoostase und Gewebearchitektur aufrechtzuerhalten, Stroma und
Faktoren produzieren, die der Aufrechterhaltung der malignen Zellen dienen. Neben der
Matrixkomponente ist das Tumorstroma sehr zellreich. Hierzu zihlen smooth muscle
Zellen, Endothelzellen, dendritische Zellen, Makrophagen und eine Vielzahl anderer
inflammatorischer Zellpopulationen, sowie die Fibroblasten, die in der Metastase die
weitaus grofite Komponente des Stromas bilden.

Durch die Produktion und das Freisetzen 16slicher Faktoren oder Zell-Zell-Interaktionen
findet in der Umgebung von Tumorzellen ein intensiver Informationsaustausch statt.
Die Tumorzellen selbst produzieren hierbei eine Vielzahl von Faktoren, die in
parakriner oder autokriner Wirkweise der Kommunikation und der Regulation der
eigenen bzw. umgebenden Zellen dienen. Auch iiber direkte Kontakte zu den
Stromazellen, wie z.B. Integrine konnen sie den physiologischen Zellmetabolismus zu
ihrem Vorteil steuern. Die Freisetzung verschiedenster Chemokine und Zytokine dient
dem Anlocken von Zellen, insbesondere auch inflammatorischer Zellen, die dann
ihrerseits wiederum durch die Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu
einer Veridnderung des Milieus fithren und in Interaktion mit anderen Zellen treten,
diese anlocken und zur Proliferation anregen konnen. Im Folgenden wird also eine sehr
komplexe Kaskade an Geschehnissen in Gang gesetzt, die den Unterhalt und die

Vermehrung der malignen Zellen gewihrleistet.

Fibroblasten waren lange Zeit eine unbeachtete Zellpopulation im Tumorgeschehen. In
der Zwischenzeit hat sich dieses jedoch geédndert; die Rolle der Fibroblasten wurde
zunehmend untersucht. Sie scheinen in einer Vielzahl von Erkrankungen eine
bedeutende Rolle einzunehmen. Sie sind nicht nur fiir die Synthese, sowie
Umgestaltung der extrazelluldren Matrix verantwortlich, sondern gleichzeitig Quelle fiir
parakrine Wachstumsfaktoren, die das Wachstum der malignen Zellen beeinflussen
(Mueller und Fusenig, 2004). Es sind neuere Daten vorhanden, die sogar so weit gehen,

dass die stromalen Fibroblasten, die sich in Tumoren finden nicht als blofBe
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Zellpopulation angesehen werden, die dem Unterhalt von Tumoren dienen, sondern
sogar als ,,Induktoren* bestimmter Karzinome bezeichnet werden (Kuperwasser et al.,
2004). Fest steht, dass die Fibroblasten zumindest eine nicht zu unterschitzende

Bedeutung in der Tumorprogression einnehmen.

Zellcharakterisierung

Die genaue Herkunft der Fibroblasten aus den kolorektalen Lebermetastasen ist derzeit
noch nicht eindeutig belegt. Wie schon in der Einleitung, in Kapitel 2.4 beschrieben,
gibt es eine Reihe von Hypothesen. Lange Zeit ging man davon aus, dass die CAF aus
den gut untersuchten hepatischen Sternzellen (HSC) hervorgehen (Reeves und
Friedmann, 2002). Die HSC wurden insbesondere hinsichtlich der Pathogenese der
Leberfibrose untersucht, wobei festgestellt wurde, dass sie wihrend dieses Prozesses die
Fahigkeit erlangen sich myofibroblastisch zu transformieren (Guyot et al., 2006;
Gressner und Weiskirchen, 2006). Andere Untersuchungen wiederum stellen die
periportal gelegenen Fibroblasten als Ursprungsort, auch fiir die Leberfibrose, in den
Vordergrund (Kinnmann et al., 2003). Weitere Untersuchungen iiber die Herkunft der
Fibroblasten in Tumoren, legen die Vermutung nahe, dass zumindest ein Anteil des
Tumorstromas seinen Ursprung aus mesenchymalen Vorlduferzellen des Knochenmarks
hat. So beobachteten Direkze und Mitarbeiter in einem experimentell induzierten
Pankreastumor bei Miusen, dass 25% der Myofibroblasten aus dem transplantierten
Knochenmark stammten (Direkze et al., 2004). Ebenso bei der Leberfibrose gibt es
Vermutungen, dass die hier involvierten Zellen ihren Ursprung im Knochenmark haben
(Forbes et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fibroblasten aus den kolorektalen
Lebermetastasen zeigten in immunhistochemisch untersuchten Gewebeschnitten, dass
diese Zellen phinotypische Ahnlichkeit zu den in der Leber befindlichen periportalen
Fibroblasten zeigen (Mueller et al., 2007). Das Hauptaugenmerk in der vorliegenden
Arbeit ist jedoch nicht auf die Herkunft der Fibroblasten gerichtet.

Die angefertigten Gewebeschnitte, sowie chamber slides, dienten lediglich der
Charakterisierung und Identifizierung der zu untersuchenden Zellen, um diese
Zellpopulation, gewonnen aus kolorektalen Lebermetastasen, die weiteren Versuchen
diente, einordnen zu konnen. Sowohl die immunhistochemischen Farbungen der
Gewebeschnitte, als auch die Immunfluoreszenz der kultivierten Zellen waren alle

positiv fiir Vimentin und a-SMA, was eine Bestitigung fiir den myofibroblastischen
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Phinotyp ist (Schmitt-Gréff et al., 1994). So wurden die aus den Metastasen gewonnene
und kultivierte Zellpopulation identifiziert, was jedoch keine weiteren Riickschliisse auf

die Herkunft zul&sst.

PDGF

Eine unangemessen hohe Produktion von PDGF wird in einer Vielzahl von
fibroproliferativen Erkrankungen beobachtet, u.a. bei der Fibrose, Arteriosklerose aber
auch bei neoplastischen Erkrankungen. In einer Reihe von Tumorzelllinien wurde die
Expression von PDGF und/oder seinem Rezeptor beschrieben, u.a. in Mamma- und
Kolonkarzinomzelllinien. Weil PDGF ein potentes Mitogen fiir Fibroblasten und
Myofibroblasten ist und ein potenter Faktor, der die Chemotaxis fordert, stellten Studien

seine Bedeutung und moégliche EinfluBnahme in Tumoren in den Vordergrund.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bereits eine 24-stiindige Inkubation der CAF aus den
kolorektalen Leberetastasen mit humanen PDGF-BB, zu einem signifikanten Anstieg
der DNA-Syntheserate auf das 1,5-fache fiihrt. Eine Aktivierung setzt eine Interaktion
von PDGF mit dem spezifischen PDGF-Zellmembranrezeptor voraus und der folgenden
Stimulierung der Tyrosinkinase, die eine Autophosphorylisierung des Rezeptors
befdhigt. Antoniades machte die Beobachtung, dass die Zellen, die auf das Protein
PDGF keinen Effekt zeigen, wie z.B. Epithelzellen, auch keine Rezeptoren exprimierten
(Antoniades, 1991). Fiir die in dieser Arbeit untersuchten CAF kann diese Beobachtung
bestitigt werden. RT-PCR-Analysen zeigten, dass sowohl eindeutig mRNA fiir den
PDGF-a-, als auch fiir den PDGF-f- Rezeptor vorhanden ist. Die untersuchten humanen
Hepatomzellen HUH7 hingegen zeigten nur fiir den PDGFR-a eine Positvitit, wihrend
die SW480 Kolonkarzinomzellen fiir beide Rezeptoren negativ waren. Ahnliche
Ergebnisse haben Lindmark und Mitarbeiter veroffentlicht, die die Expression von
PDGF-Rezeptoren in Biopsien kolorektaler Karzinome untersuchten. Es zeigte sich,
dass PDGF von den Kolonkarzinomzellen exprimiert wird, wihrend die Rezeptoren
hauptsichlich auf den stromalen Zellen zu finden sind (Lindmark et al., 1993). Diese
Beobachtung weist auf das Vorhandensein stromaler Interaktionen mit den
Karzinomzellen hin. Die Vermutung, dass die Tumorzellen PDGF exprimieren um die
Mikroumwelt zu ihrem Gunsten aufrechtzuerhalten liegt nahe. Zum einen rekrutieren
sie so die Myofibroblasten, die unter anderem das Tumorgeriist bilden, andererseits

konnten in in vivo Assays proangiogenetische Effekte verschiedener PDGF-Isoformen
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beobachtet werden (Risau et al., 1992). Dies fiihrte erstmals zu Spekulationen, dass
PDGF mit der Angiogenese in Verbindung gebracht werden kann. Diese Annahme
konnte von Li und Mitarbeitern bekriftigt werden, die im Mausversuch zeigten dass das
Protein das Tumorwachstum beschleunigte, u.a. auch durch Stimulation der
Neoangiogenese (Li et al., 2003).

Diese Ergebnisse weisen iibereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass
der PDGFR- Signalweg eine entscheidende Rolle sowohl in der Stromagenese, als auch

in der Progression des Tumors einnimmt.

Einfluss von konditioniertem Medium der CAF auf die Proliferation von
Tumorzellen

Die Frage nach dem genauen Mechanismus der Metastasierung, insbesondere der
frithen Stufen, ist bisher noch weitgehend ungeklirt. Es stellt sich die Frage, ob die
Tumorzellen aktiv an Blutgefidsse bzw. an deren Endothelzellen anhaften und somit
iber diesen Weg die Moglichkeit haben, sich in einem Zweitgewebe wieder anzusiedeln
und dort die Metastasen zu bilden. Bekannt ist, dass Tumorzellen endotheliale
Adhaisionsrezeptormolekiile dhnlich der der Leukozyten ausbilden und ihnen so die
Moglichkeit geben, entlang des Endothels zu ,,rollen* und sich an diesem festzuhalten
(Ruoslahti E., 1994; Fidler 1J, 2002) und ggf. auszutreten. Wong und Mitarbeiter haben
gezeigt, dass Tumorzellen durchaus in der Lage sind, im GefidBBlumen zu iiberleben, sich
zu vermehren und sich konsekutiv als kleine Zellabsiedlung in einem sekundiren
Gewebe anzusiedeln (Wong et al., 2002). Diese unterschiedlichen Beobachtungen
deuten darauf hin, dass einige Manifestationen der Metastasen aktiv durch die
Tumorzellen selbst initiiert werden, andere wiederum zuféllig ohne einen festen
Mechanismus entstehen. Myofibroblasten, ein spezialisierter Typ der Fibroblasten,
bilden eine der Hauptkomponenten des Tumorstromas (Schmitt-Graff et al., 1994).
Myofibroblasten werden nicht nur als blo3e Produktionsstitte fiir die strukturelle Matrix
angesehen, sondern auch als Zellen, die ausgestattetet sind mit Profilen, die das
Tumorwachstum in ihrer Umgebung fordern (Powell et al., 1999; Elenbaas und

Weinberg, 2001).

Die vorliegende Arbeit zeigt unter Zuhilfenahme von Proliferationsassays mit
konditioniertem Medium der CAF, dass dieses Medium die Zellproliferation von HUH7

Zellen in einem hoherem Mafle stimuliert, als das konditionierte Fibroblastenmedium,
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das aus gesundem Lebergewebe stammt. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen
von Nakagawa und Mitarbeiter iiberein, die den Einfluf des konditioniertem Mediums
auf die Kolonkarzinomzelllinie HCT11 untersucht haben (Nakagawa et al., 2004).
Untersuchungen der Kolonkarzinomzelllinie DLDI in dieser Arbeit zeigen hingegen
keinen Proliferationsanstieg nach Inkubation mit konditioniertem Medium aus
Fibroblasten. Es zeigt sich desweiteren kein Unterschied in der Proliferationsrate,
werden die Zellen mit CAF- konditioniertem Medium oder konditioniertem Medium
aus Fibroblasten, die aus tumorfreiem Lebergewebe stammen, inkubiert. Dieses
Ergebnis, das zwischen den unterschiedlichen konditionierten Medien keinen
Unterschied in der Proliferationsrate der Tumorzellen aufweist, erwartet man zunichst
nicht. Bedenkt man jedoch, dass schon die Anwesenheit einer einzigen Lebermetastase
die gesamte Leber durch einen parakrinen Effekt affektieren kann, scheint das Ergebnis
nicht unmoglich. Es ist somit moglich, dass die Myofibroblasten, die aus tumorfreiem
Lebergewebe gewonnen wurden, durch bereits stattgefundene parakrine Effekte eine
Heterogenitat in ihrem Expressionsprofil aufweisen konnen und somit einen
moglicherweise vorhandenen Unterschied zwischen den Fibroblasten bereits
aufgehoben haben. Nakagawa und Mitarbeiter zeigten in Microarray-Untersuchungen,
dass sowohl Fibroblasten, die aus der Haut gewonnen wurden, als auch Fibroblasten aus
kolorektalen Lebermetastasen ein homogenes Muster aufwiesen. Fibroblasten, die
jedoch in einiger Entfernung der Metastase aus gesundem Lebergewebe gewonnen
wurden zeigten in ihrem Expressionsprofil ein heterogenes Muster, was ebenfalls durch

eine parakrine Wirkweise der Tumorzellen erkldrbar ist (Nakagawa et al., 2004).

Konditioniertes Medium der CAF wirkt migrationsfordernd auf Tumorzellen

Die Fahigkeit der Migration ist eine essentielle Bedingung fiir die Invasivitit von
Tumoren und eine wichtige Voraussetzung fiir eine oft fatale Progression des
Tumorleidens. Dem zugrunde liegen multiple Mechanismen, wie zum Beispiel
stattgehabte Mutationen oder eine Rezeptoriiberexpression und/oder Blockade von
Enzymen oder Signalkaskaden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass konditioniertes
Medium gewonnen aus Fibroblasten kolorektaler Lebermetastasen, konzentrations-
abhidngig die Anzahl der migrierten, sowohl HUH7- als auch DLD1- Zellen signifikant
erhoht. Die Migration beider Zelllinien war bei einer 40 %-igen Konzentration des
Fibroblastenmediums am Hochsten. Die Ursache hierfiir geht aus den durchgefiihrten

Versuchen nicht hervor. Eine genauere Charakterisierung der beteiligten Rezeptoren
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und Signaltransduktionswege in Abhingigkeit von der Konzentration des

konditionierten Mediums steht fiir diese Zellpopulation noch aus.

Erkldrend fiir dieses Phidnomen ist eine Freisetzung verschiedener Mediatoren, die die
Migration und somit das Tumorwachstum und seine Erhaltung fordern. Das
Zusammenspiel von Mediatoren und nachfolgenden Signalkaskaden kann man sich als
sehr komplex vorstellen, bedenkt man, dass auch die Konzentration einen wichtigen
Einflul auf die Quantitit der Migration hat, was aus der vorgestellten Arbeit

hervorgeht.

Die Sekretion des Macrophage migratory inhibitory factors (MIF) kdme unter anderem
auch als ein moglicher Faktor fiir die gesteigerte Migration von Tumorzellen nach
Inkubation mit Fibroblastenmedium in Betracht. Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Expression von MIF in malignen und metastatischen Tumoren gesteigert ist (del
Vecchio et al, 2000; Meyer-Siegler et al., 2007). So konnten u.a. in Mamma-, Prostata-
und ebenso in Kolonkarzinomen signifikant hohere MIF- Level nachgewiesen werden,
verglichen mit gesunden Zellen als Pendant. Einige Untersuchungen weisen sogar
darauf hin, dass die Expression von MIF eng mit dem metastatischen Potenzial, sowie
der Tumoraggressivitit in Zusammenhang steht. Mitchell und Mitarbeiter zeigten, dass
murine Fibroblasten in Abhéngigkeit von Stimulation mit Wachstumsfaktoren MIF
sezernierten (Mitchell et al.,, 1999). Aufgrund des mdoglichen potentiellen
Angriffspunktes, der mit dem Verlust bzw. Hemmung von MIF gegeben sein konnte, ist
dies ein interessanter Faktor fiir weitere Untersuchungen.

Ein weiterer Signalweg, der hier eine wichtige Rolle spielen konnte, ist der CXCR4/
SDF-1- Signalweg. Paget hatte bereits 1889 die ,,seed and soil* Theorie aufgestellt. Der
stromal-derived Faktor-1 (SDF-1) gehort der CXC-Subfamilie der Chemokine an und
wird von vielen Stromazellen exprimiert (Muller et al., 2001). Untersuchungen haben
gezeigt, dass dieses Chemokin lediglich an CXCR4 bindet. CXCR4 wird wiederum in
einer Reihe von Tumorzellen exprimiert, wie z.B. von Mammakarzinom-, Prostata-
karzinom- und Pankreaskarzinomzelllinien (Wang et al., 2008). Eine SDF-1 Expression
konnte u.a. im Knochenmark, in Lymphknoten, der Leber und den Lungen
nachgewiesen werden, so dass diese Organe ein chemotaktisches Potential aufweisen
und damit mogliches Ziel einer Metastasierung solider Tumoren aber auch leukdmischer

Zellen sein konnen ( Kucia et al., 2004).
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EinfluB von Imatinib auf CAF

Tumorprogression und Metastasierung sind komplexe biologische Vorginge. Es ist
anzunehmen, dass diese aufgrund der verschiedenen Tumorentititen und betroffenen
Organe, heterogen sind. Einige Grundlagen sind jedoch fiir alle soliden epithelialen
Tumoren und deren Metastasen in parenchymatdosen Organe charakteristisch. Der
entscheidende Aspekt hierbei ist die ungehemmte Zellteilung der neoplastisch
transformierten Zellen. Die konventionelle Chemotherapie und pharmakologische
Inhibition greift hier in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus ein, wobei bei der
systemischen Behandlung auch die proliferativen, nicht neoplastischen Gewebe

mitbetroffen sind.

Die Strategie geht dahin, die systemische Chemotherapie mit Kombinationspartnern wie
Antikorper, die gegen spezifische Zielstrukturen gerichtet sind zu kombinieren, um die
Lebensqualitit unter der Therapie aber insbesondere auch die Uberlebensrate der
Tumorpatienten zu verbessern. Der Fokus der vorliegenden Arbeit ist hierbei auf den
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, STI 571, gerichtet.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass CAF die Rezeptoren PDGF-a und -3 exprimieren, die
beide den Wachstumsfaktor PDGF binden. Die Inkubation mit PDGF fiihrte zu einem
Proliferationsanstieg der Zellen. Diese Daten deuten darauf hin, dass der PDGFR-
Signalweg eine Schliisselrolle in der Stromagenese und Tumorprogression spielen
konnte.

Die Ergebnisse der Arbeit weisen auf, dass es mindestens 2 Wege gibt, iiber die
Imatinib agieren konnte. Mittels der 3H-Thymidin-Inkorporationsmethode, sowie auch
dem H2B Northern Blot Signal konnte gezeigt werden, dass die Proliferation nach
Inkubation mit 1 uM Imatinib signifikant gesenkt wurde. Die Proliferationshemmung
war unter alleiniger Inkubation mit 1 pM Imatinib ohne den Zusatz von PDGF-BB
abgeschwicht, so dass man mutmaBlen kann, dass in dieser Konzentration eine
selektive Hemmung des PDGFR-Signalwegs stattgefunden haben konnte. Nach
Inkubation der Zellen mit einer hohen Imatinib-Konzentration, 10 uM, kam es jedoch
unabhiingig von einer Co-Stimulation mit PDGF-BB zu einem Arrest der Proliferation.
Die CAF prisentierten sich nach Inkubation mit der hohen Dosis vielmehr mit
morphologischen Anzeichen von Stress, verminderter Zellzahl und -viabilitidt, gemessen

mit dem WST-1 Assay.
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Die untersuchten CAF wiesen in den Uberstinden keine Sekretion von PDGF auf, so
dass eine autokrine Wirkung ausgeschlossen werden kann und man somit davon
ausgehen muss, dass neben dem PDGF/PDGFR-Signalweg weitere Mechanismen
vorliegen, die zu dem Arrest fiithren. Eine Kldrung weiterer moglicher Signalwege, sei
es liber rezeptorvermittelte oder nicht-rezeptorvermittelte Aktivierung von Tyrosin-
kinasen durch noch nicht identifizierte autokrine Faktoren, ist bisher noch nicht erfolgt.
In einem von Buchdunger und Mitarbeitern durchgefiihrten Experiment wurden
Muskelzellen, die aus der Rattenaorta stammten (A10-Zellen) in serumfreiem Medium
gehalten und mit PDGF-BB stimuliert. Hier fiihrte bereits eine Zugabe von 0,2 uM/1
Imatinib zu einer 50 %-igen Hemmung der Proliferation. Wurden die A 10-Zellen
jedoch in serumhaltigem Medium (+ 10 % FCS) ohne Zugabe des Wachstumsfaktor
PDGF-BB kulitivert, war eine deutlich hohere Konzentration von Imatinib >10 uM/1
notwendig, um den gleichen Effekt zu erzielen. Diese Beobachtungen weisen darauf
hin, dass Imatinib in vitro in niedrigen Konzentrationen durch eine Blockade des
PDGF-Signalwegs einen antiproliferativen Effekt ausiibt. Ahnliche Ergebnisse werden
in vorliegender Arbeit beobachtet. Es wird dariiber hinaus deutlich, dass unter den
serumhaltigen Bedingungen moglicherweise durch andere im Serum enthaltene
Wachstumsfaktoren, Signalwege aktiviert werden und so den nicht vorhandenen PDGF-
Signalweg ausgleichen. Zumindest in vitro scheint der PDGF-Signalweg unter

serumhaltigen Kulturbedingungen fiir die Zellproliferation nicht notwendig zu sein.

Imatinib weist keine Spezifitiat fiir die alpha- oder beta-Untereinheit des PDGF-
Rezeptors auf (Roskoski, et al., 2003). Die in der vorgestellten Arbeit untersuchten
Fibroblasten wiesen sowohl den PDGFR-q, als auch PDGFR-f auf. Es wurde bereits
gezeigt, dass die Bindung von PDGF zu einer Autophosphorylierung des Rezeptors
fiihrt. Diese Phosphorylierung aktiviert wiederum RAS, RAF und MEK 1/2. Hierbei
spielt die Bedeutung von RAF als potentielles therapeutisches Target eine bedeutende
Rolle. Dies beruht auf der Tatsache, dass in zahlreichen soliden Tumoren
membranstindige Rezeptoren stindig aktiv sind, so auch RAS. Eine gezielte Blockade
von RAF konnte wiederum zu einer Unterbrechung des pro-tumorigenen Signalweges
fiihren. Sinnvoll ist es an mehreren Stationen des Signalweges Blockaden vorzunehmen,

um Mutationen und somit Resistenzentwicklungen vorzubeugen.
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Um die Frage des Einflusses von PDGF-BB und Imatinib auf die CAF weiter zu kléren,
wurde ein Marker fiir den myofibroblastischen Phinotyp, a-SMA, herangezogen. Es
konnte hier gezeigt werden, dass Imatinib in einer niedrigen Konzentration von 1 uM
den hemmenden Effekt auf die a-SMA mRNA-Expression aufhob. Im Gegensatz dazu
hemmte Imatinib in hohen Konzentrationen, unabhingig von der Anwesenheit von
PDGF, die Expression von o-SMA. Dieser Mechanismus ist ebenfalls nicht tiber den
antagonisierenden Effekt des PDGFR-Signalwegs erkldarbar und impliziert, dass noch
nicht bekannte Mechanismen hierfiir verantwortlich sind. Der negative Effekt von
PDGF-BB auf die Expression von a-SMA war unerwartet, da PDGF in der Literatur
mehrheitlich als ein, die myofibroblastische Konversion unterstiitzender Faktor
beschrieben wurde (Kinnman et al., 2003; Oh et al., 1998). Yoshiji und Mitarbeiter
beschrieben, dass Imatinib zudem zu einer Reduktion der mRNA fiir a-SMA fiihrte und
postulierte damit einen anti-fibrogenen Effekt des Tyrosinkinasehemmers (Yoshiji et
al., 2004). Die vorliegende Arbeit zeigt den gegenteiligen Effekt nach Inkubation mit
Imatinib, nimlich einen Anstieg der Expression von a-SMA. Die Arbeitsgruppen um
Kaplan-Albuquerque und Dandre berichten jedoch, wie auch diese Arbeit zeigt, von
einer verminderten mRNA-Expression von o-SMA unter dem Einfluf von PDGF-BB
(Kaplan Albuquerque, 2003; Dandre, 2004).

Diese unterschiedlichen Reaktionen der fibroblastischen Zellen auf PDGF-BB und
Imatinib heben die Komplexitit und Heterogenitit der Zellbiologie und
Zelldifferenzierung hervor. Sie weisen desweitern daraufhin, dass der zellulire
Ursprung der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen noch nicht eindeutig

charakterisiert ist.

Der Wachstumsfaktor PDGF-BB hat auf fibroblastische Zellen, die Expression von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren betreffend, einen stimulierenden Effekt. In der
Literatur wurden hierfiir unter anderem die Faktoren IL-6, IL-8, VEGF und b-FGF
beschrieben (Nilsson et al., 2005; Takeda et al.,, 2002). Mit diesen Daten
ibereinstimmend, hat die vorliegende Arbeit leichte Anstiege der genannten Faktoren in
den Uberstiinden, nach Stimulation mit PDGF-BB gezeigt. Insbesondere die Zytokine
sind an wichtigen Schritten der Tumorprogression, wie der Tumorinvasion, sowie
Angiogenese beteiligt. Der EinfluB des Tyrosinkinasehemmers Imatinib auf eine
iberschiessende Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokine ist in der Literatur

bisher noch nicht beschrieben. Nach Inkubation der CAF in einer hohen Imatinib-
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Konzentration war bereits nach 24 Stunden ein signifikanter Anstieg der Zytokine,
sowohl von IL-6, als auch IL-8 zu beobachten. Ein spezifischer tyrosinkinaseabhéngiger
Signalweg, der die Induktion der Zytokinexpression erkldren konnte, ist in der Literatur
nicht zu finden. Dieses Phidnomen konnte iiber eine Aktivierung unspezifischer
stressinduzierter alternativer Signalwege hervorgerufen werden, vor dem Hintergrund
die Homoostase aufrechtzuerhalten, die durch den Tyrosinkinaseshemmer ins
Ungleichgewicht geraten zu sein scheint; ein reaktiver Schutzmechanismus zur

Aufrechterhaltung des Milieus.

Ein Tumor wird auch als eine chronische Wunde, also eine Entziindung, betrachtet
(Coussens und Werb, 2002). Sowohl Entziindungs- als auch Tumorzellen produzieren
eine Vielzahl von Mediatoren, unter anderem PDGF und TNF, um ein tumorforderndes,
inflammatorisches Milieu aufrechtzuerhalten. TNF nimmt eine Schliisselposition in der
Entziindungsantwort ein und wird iiber den Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert. Auch
IL-8 ist in Entziindungsreaktionen ein wichtiger proinvasiver, chemotaktischer Faktor
fiir Leukozyten und wird von vielen Zellen nach Exposition mit TNF vermehrt gebildet
(Larsen et al., 1989). In Tumoren zeigte 1L-8 einen proangiogenen, promitogenen,
sowie proinvasiven Effekt (Matsushima et al., 1992; Lane et al.,2002). So wurde
beobachtet, dass eine erhohte Expression von IL-8 beim primédren Kolonkarzinom mit
einer erhohten Prisenz von Lebermetastasen korrelierte (Terada et al.,, 2005).
Desweiteren zeigten Itoh und Mitarbeiter, dass IL-8 zu einer vermehrten Migration von
Kolonkarzinomzellen fiihrte (Itoh et al., 2005). Es kann somit spekuliert werden, dass
ein Zusammenhang zwischen Inflammation und Angiogenese besteht. Mukaida und
Mitarbeiter wiesen nach, dass eine bestimmte Sequenz, eine nur kleine Region, wichtig
fiir die konstitutive Aktivitit des IL-8-Promotors ist (Mukaida et al., 1994). Diese
Region enthilt desweiteren auch das Bindungsareal fiir u.a. NF-xB, iiber welches
wiederum das Zielgen fiir TNF-o aktiviert wird. Khatib und Mitarbeiter zeigten in
einem Mausmodell, dass erhohte TNF-Level eng mit dem Metastasierungspotential
korrelierten (Khatib et al., 2005). Moglicherweise affektiert die Anwesenheit von
Imatinib iiber noch nicht geklirte Signalwege, die von Mukaida untersuchte Region und
fiihrt iiber eine vermehrte Produktion von TNF wiederum zu erhohten IL-8-Leveln.
Wolf und Mitarbeiter zeigten, dass Imatinib potente antiinflammatorische Effekte
aufweist. Sie zeigten, dass der Tyrosinkinaseinhibitor die LPS und ConA induzierte

TNF-alpha-Produktion fiir periphere mononukleare Blutzellen und Monozyten hemmt
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(Wolf et al., 2005). Es darf hier jedoch nicht auBer Acht gelassen werden, dass
fibroblastische Zellen, deren Ursprung nicht eindeutig gekldrt ist, sich ganz anders
verhalten konnen als die untersuchten peripheren Blutzellen. Eine andere Theorie, die
die nach Imatinib-Inkubation erhohten IL-8 Level erkldren konnte, ist damit begriindet,
dass die IL-8 Expression auch von der Tumor- Mikroumwelt abhingig ist;
Tumorhypoxie, sowie Azidose erhthen die Expression von IL-8 (Takeda et al., 2002).
IL-8 stimuliert nicht nur die Proliferation einiger Tumoren, sondern induziert auch die
Angiogenese. Shi und Mitarbeiter zeigten in einem Mausmodell, dass die IL-8-
Expression in vitro direkt mit dem Ausmall des lokalen Wachstums und der
Entwicklung von Lebermetastasen korrelierte (Shi et al., 1999). Klinische Studien
weisen ebenfalls darauf hin, dass erhohte IL-8- und IL-6-Level im Serum mit einer
hoheren Rate von Lebermetastasen korreliert (Li et al., 2001; Ueda et al., 1994). Es
kann somit davon ausgegangen werden, dass eine Uberexpression von IL-8 mit einer
erhohten Tumoraggressivitit einhergeht.

Fiir das Zytokin IL-6 gibt es dhnliche Beobachtungen. Cohen und Mitarbeiter zeigten
bereits 1996, dass IL-6 die Freisetzung von VEGF/VPF aus Zervixkarzinomzellen,
sowie Glioblastomzellen fordert. Das progressive Wachstum und die Verbreitung
solider Tumoren ist abhingig von dem Prozess der Angiogenese. IL-6 fordert die
endotheliale Zellmigration, so z.B. beim Ovarialkarzinom (Nilsson et al., 2005). Eine
weitere Publikation beschrieb eine positive Korrelation von erhdhten IL-6-Spiegeln in
Patienten mit malignem Melanom und dem metastatischem Potential (Moretti et al.,
2001). Vaskuldre Strukturen dienen der Zufuhr von Néihrstoffen sowie Sauerstoff, um

das Tumorwachstum voranzutreiben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass trotz positiver Effekte durch den Einsatz von
Tyrosinkinaseinhibitoren mogliche Nebenwirkungen, die die erwiinschte Wirkung ins
Gegenteil verkehren konnten, nicht iibersehen werden diirfen. Es wird deutlich, dass
eine Notwendigkeit besteht Nebenwirkungen, hervorgerufen durch Imatinib, genauer zu
evaluieren, um nachfolgend in in vivo Studien Therapiekonzepte zu entwickeln, die
neben einer Proliferationshemmung die Produktion proinvasiver und proangiogener
Zytokine supprimieren. Mit der Arbeit ist es gelungen aufzuzeigen, dass die Bedeutung
der Myofibroblasten aus den kolorektalen Lebermetastasen, iiber die es in der Literatur

derzeit nur sehr wenige Informationen gibt, nicht zu unterschétzen ist. Moglicherweise
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konnen sie sogar einen Angriffspunkt fiir zukiinftige pharmakologische Therapieansitze

darstellen, iiber die auf die Tumorzellen zugegriffen werden kann.
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6. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom zéhlt zu den héufigsten bosartigen Tumoren weltweit. Bei
etwa 25 % der Patienten finden sich zum Diagnosezeitpunkt bereits Lebermetastasen
und mehr als 50 % der Patienten entwickeln diese im Verlauf der Erkrankung.
Der weitaus groBte Anteil einer Metastase wird vom Tumorstroma gebildet. Die
Formation von reaktivem Stroma ist wiederum wichtig fiir das Wachstum und die
Vaskularisierung solider Tumoren. In hepatischen kolorektalen Metastasen bilden CAF
den zelluldiren Hauptbestandteil des Tumorstromas. Thre genaue Herkunft und ihre
Funktionen sind jedoch wenig erforscht. Grundlage der Arbeit war die Etablierung von
Fibroblastenkulturen und die Gewebekonservierung, gewonnen aus den Zellen von
kolorektalen Lebermetastasen (aus 20 Leberteilresektionen). Anhand dieser konnte
deren funktionelles Verhalten untersucht werden. Zellproliferationsexperimente von
CAF unter Stimulation mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren und Inhibition mit
Imatinib, sowie das Kuturverhalten von Tumorzelllinien unter dem Einfluss von
konditioniertem CAF- Medium wurde mittels Handzéhlung, der 3H-Thymidin-
Inkorporationsmethode, sowie dem WST-1 Assay untersucht. Untersuchungen der
Zellmigration erfolgten mit dem Boyden Chamber Assay. Untersuchungen von mRNA
und Proteinen erfolgten mittels Northern Blot und dem Cytometric Bead Assay. Die aus
den Lebermetastasen kultivierten fibroblastischen Zellen zeigten mit der Expression von
Vimentin, a-SMA, Desmin und Laminin einen myofibroblastischen Charakter. PDGF-
BB, jedoch nicht TGF-, EGF oder bFGF induzierten die Proliferation der CAF.
Konditioniertes Medium der CAF induzierten die Proliferation und die Migration von
HUH7- und DLDI1-Zellen. CAF exprimierten sowohl den PDGFR-q, als auch den
PDGFR-B, womit eine mogliche Zielstruktur fiir den Tyrosinkinasehemmer Imatinib
gegeben ist. Die Inkubation der CAF mit Imatinib fithrte zu morphologischen
Veridnderungen der Zellen. Imatinib minderte die Zellproliferation und -viabilitét, fiihrte
jedoch zu einer vermehrten Expression der mRNA von a-SMA und B-Actin, sowie zu
einem signifikanten Anstieg der Zytokine IL-8 und IL-6 in den Zellkulturiiberstidnden.
Die Ergebnisse zeigten, dass PDGF-BB ein wichtiger Mediator ist, der eine fiithrende
Rolle in der Formation des Tumorstroma spielt. Durch die Sekretion tumorférdernder
Faktoren und autokrine/ parakrine Mechanismen mit ihrer Umgebung, nehmen CAF
eine Schliisselposition in der Schaffung eines geeigneten Tumormilieus ein und sind

somit von potentiellem pharmakologischen Interesse.
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8. Bezugsquellenverzeichnis

Chemikalien und Reagenzien

Amersham Biosciences (Little Chalfont, UK): Methyl-3H-Thymidine, Nylon Transfer
Membran.

BD Biosciences (San Diego, CA, USA): CBA Human IL-8 Flex Set, CBA Human IL-6
Flex Set, CBA Human basic FGF Flex Set, CBA Human VEGF Flex Set, Human
Soluble Protein Master Buffer Kit.

Biochrom AG (Berlin, Deutschland): Fetal Bovine Serum (FBS).

Biodesign (Saco, MN, USA): FITC-coupled anti-human vimentin.

Cohesion (Palo Alto, CA): Vitrogen.

DAKO (Glostrup, Dinemark): a-SMA (1/50, clone 1A4), Vimentin (1/50, clone V9),
Desmin (1/50), clone D33), Laminin (1/25, clone 4C7).

DSMZ (Braunschweig, Deutschland): DLD-1, SW480.

Invitrogen (Auckland N.Z.): GIBCO Dulbecco’s modidied eagle medium (DMEM),
Trypsin-EDTA.

Invitrogen (Grand Island, NY, USA): Medium 199, Fetal Bovine Serum, Antibiotika-
Antimykotika-Losung (Penicilline, Streptomycin, Amphotericin B), Trypanblau, PBS,
Agarose.

Jackson ImmunoResearch (Suffolk, UK): Rhodamine Red™-X-conjugated Affini
Pure Donkey-Anti-Mouse IgG.

JCRB cell bank (Tokio, Japan): HUH-7.

Merck (Darmstadt, Deutschland): Ethanol 70%, Ethidiumbromid.

Novartis (Basel, Schweiz): Imatinib.

Qiagen (Hilden, Deutschland): RNeasy Midi Kit.

Roche (Mannheim, Deutschland): Cell Proliferation Reagent WST-1, human PDGF
B/B (10ng/ml), 1* strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Protector RNase Inhibitor,
Primer p(dT), Reverse Transkriptase, Taq Polymerase, PCR dNTP Mix, PCR DIG
Probe Synthesis Kit, DIG Easy Hybridisierungspuffer, DIG Wash and Block Buffer Set,
Anti-DIG-AB, CDP-Star ready to use, 5-Bromo-2°-deoxy-uridine Labeling and
Detection Kit.

Sigma (Steinheim, Deutschland): Gey’s Balanced Salt Solution (GBSS).
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Sigma (St. Louis, MO, USA): VEGF, Kollagenase Typ IV, Sigma Water, Mops,
Sodium Acetat, EDTA, Formaledhyd, Formamid, Transformin Growth Factor [1
(5 ng/ml).

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland): Tris-EDTA-Puffer, Detergent Powder Terg-
A-Zyme.

Sigma-Aldrich Company (Aryshire, UK): RNAse-freies Wasser.

Vector Laboratories (Burlingame, Ca, USA): Vectastain ABC-AP Kit.

Primer

Folgende Primerpaare, die von MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) kéduflich

erworben wurden, wurden verwendet:

a-SMA (NM_001613.1):
Forward Primer: 643- CTG AGC GTG GCT ATT CCT TC
Reverse Primer: 1113- GCT GGA AGG TGG ACA GAG AG

Histon H2B (BC101411.1):
Forward Primer: 54- AGT GAC AAA GGC CCA GAA GA
Reverse Primer: 366- GTA CTT GGT GAC GGC CTT G

I1-8 (NM_000584):
Forward Primer: 17- CTT TCA GAG ACA GCA GAG CAC
Reverse Primer: 972- ACT GTG AGG TAA GAT GGT GGC

GAPDH (NM_002046.2):

Forward Primer: 81- GAA GGT GAA GGT CGG AGT C
Reverse Primer: 306- GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC
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9. Abkiirzungsverzeichnis

a-SMA alpha-smooth muscle actin

Aqua dest. destilliertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

BSA Bovines Serumalbumin

CAF Cancer associated fibroblasts

CBA Cytometric Bead Array

cDNA komplentidre DNA

DAPI Diamidino-phenylindol

DIG Digoxigenin

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DUTP Desoxyuridintriphosphat

DTTP Desoxythymidintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor

FAP Familidre adenomatose Polyposis

FBS Fetal Bovine Serum

GAPDH Glycerinaledhyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GBSS Gey’s Balanced Salt Solution

HNPCC Hereditéres, nichtpolypdses Kolonkarzinom
HSC Hepatische Sternzellen

PDGF-BB Platelet-Derived Growth Factor B/B, human
IL Interleukin

INF Interferon

LF Leberfibroblasten

MIF Macrophage migratory inhibitor factor
mRNA messenger RNA

N Anzahl

NSAR Nicht-Steroidale Antiphlogistika
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PBS
PE

RB
RNA
rpm
RT
SEM
TGF-B
TNF-a
VEGF

phosphate buffered saline
Phycoerythrin

running buffer
Ribonukleinsédure

rounds per minute

reverse Transkription
Standardabweichung
Transforming Growth Factor 3
Tumor Necrosis Factor-Alpha

Vascular Endothelial Growth Factor

82



10. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: A+B: Primirkultivierte CAF aus kolorektalen Lebermetastasen nach 24-
stiindiger Inkubation unter serumreduzierten Bedingungen, DMEM + 0,5 % FBS
(A: 100-fache VergroBerung, B: 400-fache VergroBerung). C+D: CAF nach 24-
stiindiger Inkubation unter Kulturbedingungen, DMEM + 10 % FBS (C:100-fache
Vergrolerung, D: 400-fache VergroBerung..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 35

Abb. 2: Lokalisation und Phinotyp der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen.
A+B: Immunhistochemie nach Serienschnitten aus Lebermetastasen, positiv (rot) fiir
Vimentin (A) und a-SMA (B), weisen auf einen myofibroblastischen Phéanotyp der CAF
hin, die sich im Tumorstroma finden. C: Immunfluoreszenz kultivierter CAF gegen
Vimentin (griin). D: Vimentin + a-SMA (a-SMA: rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI
sichtbar gemacht (blau). Originalgroe 400 x. Die Fotos repridsentieren 4 unabhingige
Versuche von 4 Patienten. .. .......oouiiiiii e 36

Abb. 3: A: CAF wurden auf chamber slides kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine
immunzytochemische Firbung gegen o-SMA. B: Immunhistochemie nach
Kryogewebeschnitten von Lebermetastasen, gefirbt gegen Vimentin (rot); Grenzregion
zwischen kolorektaler Lebermetastase und normalem Lebergewebe.............ccccveeeuneenne. 37

Abb. 4: 3H-Thymidin-Inkorporationsmethode. A: Proliferation der Fibroblasten aus
tumorfreiem Lebergewebe nach 24-stiindiger Inkubation mit den Mediatoren PDGF-BB
(10 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml) und EGF (10 ng/ml) B: Proliferation der CAF nach 24-
stiindiger Inkubation mit den Mediatoren PDGF-BB (10 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml) und
EGF (10 ng/ml). N=5; * p < 0,05; ns, nicht signifikant.......................oooiiiin. 38

Abb. 5: Proliferation der CAF aus kolorektalen Lebermetastasen nach 24-stiindiger
Inkubation mit PDGF-BB. Zellzdhlung unter dem Mikroskop 1, 3 und 5 Tage nach
Stimulation mit PDGF-BB (10 ng/ml); K=Kontrolle. N=5, * p<0,05.................... 39

Abb. 6: WST-Assay. A: HUH7 wurden mit konditioniertem Medium, gewonnen aus
Zellkulturiiberstinden der CAF, 24 h inkubiert. Die Konzentration des CAF-Mediums
betrug 10 %, 50 % und 100 %. B: DLD1 wurden mit konditioniertem Medium,
gewonnen aus Zellkulturiiberstinden der CAF 24 h inkubiert. Die Konzentration des
CAF-Mediums betrug 10 % 50 % und 100 %. * p < 0,05, ** p < 0,005, N=5........... 40

Abb. 7: Gegeniiberstellung der Migration (A) und der Proliferation (B) der HUH7 nach
Inkubation mit konditioniertem Medium der CAF in verschiedenen Konzentrationen.
A: Die Chemotaxis der HUH7-Zellen wurde anhand des Boyden Chamber Assay nach
5-stiindiger Inkubation mit CAF-Medium ermittelt, wie in Kapitel 3.8 beschrieben. B:
Die Proliferation der HUH7 wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit CAF-Medium in
den Konzentrationen 10%, 50%, sowie 100% anhand des WST-Assays ermittelt,
beschrieben in Kapitel 3.5.3. Grauer Balken: Fibroblasten aus tumorfreiem
Lebergewebe; schwarzer Balken: CAF. K=Kontrolle, N=5, * p < 0,01 und # p < 0,001
VS KONLIOILE. . ... e 41

83



Abb. 8: Gegeniiberstellung der Migration (A) und der Proliferation (B) der
Kolonkarzinomzelllinie DLD1 nach Inkubation mit konditioniertem Medium der CAF
in unterschiedlichen Konzentrationen. A: Die Chemotaxis der HUH7-Zellen wurde
anhand des Boyden Chamber Assay nach 5-stiindiger Inkubation mit CAF-Medium
ermittelt, wie in Kapitel 3.8 beschrieben. B: Die Proliferation der DLD1 wurde nach 24-
stiilndiger Inkubation mit CAF-Medium in den Konzentrationen 10%, 50%, sowie 100%
wurde anhand des WST-Assays ermittelt, beschrieben in Kapitel 3.5.3. K=Kontrolle,
N=5, * p< 0,01 und #p <0,001 vs Kontrolle............coooeiiiiiiiiiiiiiiiiiien. 42

Abb. 9: RT-PCR-Analyse von PDGFR-a- und PDGFR-B-mRNA aus 4 verschiedenen
CAF-Isolationen [1-4], SW480 Kolonkarzinomzellen (CC) und HUH7-Zellen (HC). St,
Standard Molekulargewicht; N, negative Kontrolle....................c.ooiiiiinnieenne 43

Abb. 10A: Effekt von Imatinib und PDGF-BB, jeweils alleine oder in Kombination, auf
die Fibroblastenmorphologie nach Inkubation mit ansteigender Konzentration von
Imatinib. 1 x 10° Zellen wurden auf 145 cm® Kulturplatten ausgesit und fiir 24 h in
DMEM + 10 % FBS inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 % FBS
inkubiert, ohne oder mit PDGF-BB (10 ng/ml) und ohne oder mit Zusatz von 1 uM
Imatinib. 24 h bzw. 72 h spiter wurden repréasentative Areale fotografiert, 100-fache
DTS () TS 1 Nt 45

Abb. 10B: Effekt von Imatinib und PDGF-BB, jeweils alleine oder in Kombination, auf
die Fibroblastenmorphologie nach Inkubation mit ansteigender Konzentration von
Imatinib. 1 x 10° Zellen wurden auf 145 cm® Kulturplatten ausgesit und fiir 24 h in
DMEM + 10 % FBS inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 % FBS
inkubiert, mit 10 ng/ml PDGF-BB und dem Zusatz von 1 uM bzw. 10 uM Imatinib.
24 h bzw. 72 h spiter wurden reprisentative Areale fotografiert, 100-fache
DTS () T 1 46

Abb. 11: A: Ergebnisse der Zellzdhlung unter dem Mikroskop nach 24-stiindiger
Inkubation mit 0,5 % FBS als Kontrolle, ohne oder mit PDGF-BB (10 ng/ml), ohne
oder mit Zugabe von Imatinib in den Konzentrationen 1 uM bzw. 10 uM und ohne oder
mit DMSO in den Konzentratioen 1 uM bzw 10 uM. B: Ergebnisse der Zellzdhlung
unter dem Mikroskop nach 72-stiindiger Inkubation mit 0,5 % FBS als Kontrolle, ohne
oder mit PDGF-BB (10 ng/ml), ohne oder mit Zugabe von Imatinib in den
Konzentrationen 1 uM bzw. 10 uM und ohne oder mit DMSO in den Konzentrationen
1 uM bzw 10 uM. Die Kontrolle wurde 1 gleichgesetzt (graue Sdule). Verdnderungen
wurden als Effekt versus Kontrolle angegeben. Die Sidulen umfassen jeweils 3
verschiedene Priparationen der CAF. * p < 0,05 versus einfacher PDGF-BB Inkubation;
ns, nicht SIgNIfIKANL. ... ..o e 48

Abb.12: WST-1 Assay. Effekt von PDGF-BB und Imatinib in auf die Viabilitdt der
CAF. CAF wurden 24h mit 0,5 % FBS als Kontrolle, DMSO, mit oder ohne PDGF-BB
(10 ng/ml) und/ oder ansteigender Konzentration von Imatinib (1 uM, 10 uM) inkubiert.
Jeder Balken reprisentiert den Mittelwert aus 4 verschiedenen Préparationen.
*p <0,05; ns, nicht signifikant. ... 49
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Abb. 13: Effekt von PDGF-BB und Imatinib auf die DNA-Synthese der CAF,
gemessen anhand der 3H-Thymidin-Inkorporationsmethode. Die Ergebnisse sind als
Effekt versus Kontrolle (DMEM + 0,5 % FBS) dargestellt. Die Kontrolle wurde gleich
1 gesetzt. Jeder Balken reprisentiert den Mittelwert aus 4 verschiedenen Priparationen.
*p <0,05; ** p <0,001; ns, nicht signifikant.................ccoooiiiiiiiiiii 50

Abb. 14: Reprisentativer Northern Blot, der den Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mit/
ohne Imatinib (I uM, 10 uM) auf die mRNA-Expression des Histonproteins H2B
darstellt. 10 ug Gesamt-RNA wurden auf 1 % Agarosegel aufgetragen, wie in Kapitel
3.10.4 beschrieben. Als Kontrolle wurde der Northern Blot mit einer GAPDH
spezifischen Sonde rehybridiSiert..........ooviiiiiiiiii e 51

Abb. 15: Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mit oder ohne Imatinib (1 uM, 10 uM).
A: Reprisentativer Northern Blot, der den Effekt auf die Expression von a-SMA und f3-
Actin darstellt. 10 ug Gesamt-RNA wurden auf 1 % Agarosegel aufgetragen, wie in
Kapitel 3.10.4 beschrieben. Als Kontrolle wurde der Northern Blot mit einer GAPDH
spezifischen Sonde rehybridisiert. B: Densitometrische Analyse des Northern Blots fiir
a-SMA. Die mRNA ist im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 0,5 %) dargestellt. Die
Kontrolle wurde 1 gleichgesetzt. CAF Priparationen aus 4 Patienten. * p < 0,05 vs
Kontrolle; ns, nicht signifikant........... ..o i 52

Abb 16: Effekt von PDGF-BB (10 ng/ml) mitoder ohne Imatinib (1 pM, 10 uM).
A: Reprisentativer Northern Blot. Darstellung des Effekts auf die Expression von IL-8.
10 pg Gesamt-RNA wurden auf 1 % Agarosegel aufgetragen, wie in Kapitel 3.10.4
beschrieben. Als Kontrolle wurde der Northern Blot mit einer GAPDH spezifischen
Sonde rehybridisiert. B: Densitometrische Analyse des Northern Blots fiir IL-8. Die
mRNA ist im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 0,5 %) dargestellt. Die Kontrolle
wurde 1 gleichgesetzt. CAF Priparationen aus 4 Patienten. * p < 0,05 versus Kontrolle;
ns, nicht SIgNIfIKANt. ... o e 54

Abb. 17: Bead Array Messung. Freisetzung von IL-8, IL-6, VEGF und bFGF in die
Zellkulturiiberstinde durch die CAF. Primérkultivierte Zellen wuchsen bis zu einer 80
%-igen Konfluenz. 48 h nach Aussaat wurden die Zellen 24 h bzw. 72 h mit DMEM +
0,5 % FBS inkubiert, jeweils mit oder ohne Zusatz von 10 ng/ml PDGF-BB und
Imatinib (1 puM und 10 uM). Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse von
Myofibroblastenpopulationen von drei verschiedenen Patienten; *p < 0,05; **p < 0,001
vs. Kontrolle; ns, nicht signifikant. ..., 55
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