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1. Fragestellung

Patienten mit kolorektalen Karzinomen haben ein hohes Risiko, im Verlauf ihrer Erkran-

kung Lebermetastasen zu entwickeln. Aufgrund häufig ungünstiger Lokalisationen sind 

sie nur schwer chirurgisch zu therapieren und in vielen Fällen Ursache für den letalen 

Ausgang.  Daraus ergibt  sich eine entscheidende Bedeutung für die Erforschung neuer 

Therapiekonzepte,  die  das  Wachstum und die Metastasierung des  kolorektalen  Karzi-

noms in der Leber hemmen.

Es ist bekannt, dass es sich bei der Progression und Proliferation von Tumoren um eine 

Interaktion  verschiedener  Faktoren  handelt,  die  einen  bestimmenden Einfluss  auf  das 

tumorumgebende Milieu haben. Einen besonderen Stellenwert nehmen dabei gewebsei-

gene Körperzellen ein, die das Tumorstroma bilden. Des Weiteren wird die Bedeutung 

von entzündlichen Vorgängen diskutiert, da hierbei eine Vielzahl verschiedener Chemo-

kine freigesetzt  wird,  die  einen starken  modulierenden  Einfluss  nehmen können.  Das 

Verständnis der Aktivitäten im Stroma gewährt Möglichkeiten der Kontrolle involvierter 

Zellen wie beispielsweise Karzinomzellen, Endothelzellen sowie Fibroblasten.

Ziel dieser Arbeit war die histologische Analyse der hepatischen kolorektalen Metastasen 

in  Bezug  auf  das  Vorkommen  entzündlicher  Zellen  in  situ  und  eine  funktionelle 

Beschreibung der tumorstromaassoziierten Fibroblasten (TAF) hinsichtlich ihrer Reakti-

on auf proinflammatorische Substanzen in vitro.

Es  erfolgte  die  Charakterisierung  der  Gewebeschnitte  auf  das  Vorkommen  von 

CD45-positiven Zellen als Anhalt auf eine entzündliche Aufbereitung sowie die mögli-

che  Expression  von  Interleukin-8  (IL-8),  einem  inflammatorischen  Chemokin,  im 

Gewebe.  Anhand von kultivierten  TAF und Leberfibroblasten  wird  die  Wirkung der 

Zytokine TNF-α (engl.: tumor necrosis factor-α), PDGF (engl.: platelet-derived growth 

factor) und TGF-β (engl.: transforming growth factor β) gemessen an der Interleukin-8 

Expression  in  vitro  sowie  die  Auswirkung  des  NF-κB-Inhibitors  Parthenolid  (PTL) 

untersucht. Außerdem wurde der Einfluss von konditioniertem Medium aus stimulierten 

und  nicht  stimulierten  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  auf  die  Migration  von 

Tumorzelllinien analysiert.
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2. Einleitung

2.1 Kolorektale Lebermetastasen

2.1.1 Allgemeine Betrachtung zu kolorektalen Lebermetastasen

Obwohl  sich in den letzten 30 Jahren die Leberresektion als einzige Möglichkeit  zur 

kurativen  Behandlung  von  Lebermetastasen  etablierte,  stellt  eine  Metastasierung  der 

Leber auch heute noch einen prognostisch ungünstigen Faktor dar. Mit einer 5-Jahres-

Überlebensrate von etwa 20-30% nach der Resektion der kolorektalen Lebermetastasen 

scheint  eine  kurative  Zielsetzung  zwar  möglich,  dennoch  zeigten  Studien,  dass  die 

Heilungsrate abhängig von der Art der Resektion ist [22;  32;  81]: So beträgt  sie etwa 

40%, insofern eine komplette R0-Sektion erfolgt, sollte dieses jedoch nicht möglich sein, 

ergibt sich dem Patienten trotz chirurgischer Intervention nur eine mittlere Überlebens-

dauer  von  15-25  Monaten.  [42;  73;  107]  Patienten  mit  einem Primarius  im  Stadion 

Duke B, das bedeutet eine Tumorpenetration der Darmwand ohne regionalen Lymphkno-

tenfall, haben dagegen eine 5-Jahresüberlebensrate von bis zu 60%. [12; 119]

Der Verlauf der Erkrankung wird folglich hauptsächlich durch die Fernmetastasierung 

bestimmt. Die Leber stellt, aufgrund ihrer anatomischen Lage und physiologischen Stel-

lung, das primäre Organ für die hämatogene Tumorabsiedlung dar. Während 25% des 

Patientenguts  schon bei Diagnosestellung Metastasen entwickelt  haben, kommt es bei 

weiteren 25% zum Auftreten von Lebermetastasen nach der Resektion des kolorektalen 

Karzinoms. [63; 82] 

Bis heute bleibt die chirurgische Intervention der einzige kurative Ansatz. Zusätzliche 

Therapieformen wie die Radiotherapie, Immuntherapie oder Kryotherapie bieten ledig-

lich  eine  Möglichkeit  zur  Erhöhung  der  Wirksamkeit  der  Behandlung,  jedoch  keine 

alleinige Alternative. [68] Eine Sonderstellung nimmt die Chemotherapie ein, die zwar 

einerseits  als  palliative  Maßnahme  angesehen  werden  kann,  andererseits  mittlerweile 

auch als neoadjuvante Therapie zur Anwendungen kommt. Hierbei soll das Risiko von 

nicht  diagnostizierbaren  Mikrometastasen  reduziert  werden,  um  der  Entstehung  von 

Rezidiven günstig entgegenzuwirken. [1; 47]
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2.1.2 Metastasierung

Sekundäre Lebermalignome sind in westlichen Ländern die zahlenmäßig am stärksten 

vertretenen Tumoren der Leber. Das Kolorektum nimmt dabei als eine der bevorzugten 

Lokalisationen der Primärtumoren eine entscheidende Position ein. [102; 110] 

Das Prinzip der Metastasierung stellt dabei ein komplexes Zusammenspiel verschiedener 

Faktoren  dar,  nach  dem diejenigen  Prozesse  zusammengefasst  werden,  „die  an  einer 

Verschleppung maligner Zellen oder infektiöser Keime beteiligt  sind und ihr An- und 

Weiterwachsen in entfernten Körperregionen“ verwirklichen. [102] Vieles deutet darauf-

hin,  dass Zellen aufgrund der  Mutationen von Genen,  die  die Fähigkeit  besitzen,  die 

Metastasierungspotenz  von  Zellen  zu  unterdrücken,  sich  ungehindert  teilen  und  sich 

durch Verschleppung in entfernten Körperregionen ansiedeln. Ein Beispiel dafür ist das 

NM23-Gen  auf  dem langen  Arm  des  Chromosomen  17  (=Anti-Metastasierungsgen). 

[125; 128] Der Verlust der Kohäsion der Zellen führt zu einem Aufspalten des Zellver-

bandes und somit zu einer Intravasation der Tumorzellen, vermittelt durch verschiedene 

Chemokine. [20] Neben Wachstumsfaktoren wie TGF-β  und bFGF (engl.: basic fibro-

blast  growth  factor) sind  auch  Metalloproteinasen,  welche  in  der  Lage  sind,  die 

Zellmembran aufzulösen, von besonderer Relevanz. [101; 126] Um sich vor dem Angriff 

der eigenen Immunabwehr zu schützen, exprimieren die Zellen HLA-Selbsterkennungs-

moleküle  (engl.:  human leucocyte  antigen)  und  bilden  eine  Kapsel  aus  Fibrin.  [130] 

Abhängig von organspezifischen Anheftungs- und Wachstumsbedingungen siedeln sich 

die Zellen in sekundären Organen an. [125] In Hinblick auf Blutversorgung, Mikroarchi-

tektur  und  ungeklärter  Adhäsionsprozesse  („homing“)  scheint  die  Leber  gute 

Bedingungen für ein weiteres Heranwachsen der metastasierten Tumorzellen zu bieten. 

[20; 105]

2.2 Fibroblasten der Leber und des Tumorstromas

2.2.1  Ursprung fibroblastischer Zellen der Leber

Fibroblasten  nehmen  bei  Erkrankungen  der  Leber  eine  gesonderte  Rolle  ein,  da  sie 

aufgrund  ihrer  Fähigkeit  Septen  zu  bilden,  aber  auch  wiederum das  parenchymatöse 

Organ zu durchsetzen, einen prognostisch wichtigen Faktor für verschiedene Erkrankun-

gen  darstellen.  [33]  Bisher  gab  es  wenige  Studien,  die  sich  mit  dem  Einfluss  von 

histologischen Faktoren auf die Prognose beschäftigten. [72] Da das Stroma der gesun-
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den Leber vergleichsweise wenig Fibroblasten besitzt, stellen sich die Fragen nach dem 

Ursprung der Zellen und den Grundlagen, die den Wachstums- und Differenzierungsvor-

gängen während der Fibrogenese zugrunde liegen.

Fibroblasten sind ubiquitär vorkommende Zellen, die in der Leber perivaskulär, in den 

perizentralen  Arealen  sowie  in  den  Portalfeldern  lokalisiert  sind.  [29;  30]  Gerade  in 

Bezug auf  die Bedeutung der  Herkunft  der Fibroblasten bei  neoplastischen Prozessen 

werden derzeit verschiedene Theorien diskutiert:

Zum einen gilt  es als wahrscheinlich,  dass residente,  aktivierte hepatische Sternzellen 

(HSC) eine der Quellen darstellen. [37; 88]

Phänotypisch  imponiert  im Zytoplasma aktivierter  HSC  α-SMA (engl.:  alpha-smooth 

muscle actin), ein Glattmuskel-Filament, und funktionell eine Progression der Zellproli-

ferations-  und  Kollagenerzeugungsrate.  [33]  Zwar  sind  die  aktivierten  hepatischen 

Sternzellen nicht die einzigen matrixproduzierenden Zelltypen der Leberfibroblastenrei-

he, dennoch stellen sie den Hauptanteil an Zellen bei der Leberfibrogenese. [55] In der 

gesunden Leber findet neben der Speicherung von Vitamin A auch die Produktion von 

Teilen der Basalmembran in den HSC statt. [13] Verschiedene Studien zeigten jedoch, 

dass sie sich bei „Leberwunden“ in hochproliferiende myofibroblasten-ähnliche Zellen 

transformieren  mit  der  Fähigkeit,  extrazelluläre  Matrix  zu produzieren,  eine  Vielzahl 

verschiedener Zytokinrezeptoren zu exprimieren und mittels Rezeptoren modulierenden 

Einfluss auf ihre Umgebung zu nehmen. [83; 88] 

Bei  einer  weiteren  fibroblastischen  Zellpopulation,  die  in  die  Fibrogenese  der  Leber 

involviert ist, handelt es sich um Myofibroblasten. Hierbei wird davon ausgegangen, dass 

zirkulierende Fibrozyten, deren extrahepatische Ursprünge unter anderem im Knochen-

mark  zu  suchen  sind,  bei  Lebergewebsschädigung  ansässig  werden  können  und 

proliferieren. [29; 30] 

Zur Unterscheidung beider Zellpopulationen können immunhistochemische Nachweise 

herangezogen  werden,  da  zwar  beide,  aktivierte  HSC  und  Myofibroblasten,  α-SMA 

exprimieren, aber nur Myofibroblasten positiv für Fibulin-2 zu sein scheinen. [30] Folg-

lich  scheint  es  eine  Auswahl  von  Möglichkeiten  zu  geben,  welche  Zellen  bei  der 

Fibrogenese ihren Beitrag leisten.
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2.2.2  Fibroblasten des Tumorstromas

Die Beziehung zwischen Tumor- und Stromazellen ist essentiell für die Entwicklung von 

Neoplasien. [19; 59] Verschiedene Studien zeigten, dass deren Zusammenspiel entschei-

dend für das Karzinomwachstum sowie dessen Verbreitung ist. So gilt es als gesichert, 

dass bei der Entstehung bzw. Infiltration maligner Zellen in einem Gewebe eine „Stroma-

reaktion“ auftritt, die unter anderem zu einer Ansammlung und Zunahme von Stützzellen 

und  extrazellulärer  Matrix  (EZM)  führt.  [28]  Eine  bereits  gut  untersuchte  zelluläre 

Komponente der Stromareaktion sind die Myofibroblasten, modifizierte Fibroblasten mit 

der Fähigkeit α-SMA zu exprimieren und Desmin, Fibronectin sowie Kollagen (TYP III 

und IV) als Bestandteile der EZM zu sezernieren. [84; 95; 118] Diese aktivierten myofi-

broblastischen Zellen können aufgrund ihrer Interaktionen entscheidenden Einfluss auf 

die Tumorzellen und das umgebende Stroma nehmen und dadurch zu morphologischen 

und molekularen Veränderungen, Immunreaktionen oder zu der Formation neuer Gefäße 

im Tumorstromagewebe beitragen. [19] Die stimulierten Fibroblasten, gelenkt durch das 

parakrine  Feedback  der  malignen  Zellen,  sind  mitverantwortlich  für  den  Verlust  des 

physiologischen Stromamilieus. [9]

Tumorstromaassoziierte Fibroblasten (TAF) stellen den Hauptanteil des Stromas in soli-

den Tumoren wie auch in ihren Metastasen. Untersuchungen des Phänotyps zeigten, dass 

es sich hierbei um eine heterogene Gruppe von Fibroblasten handelt, die maßgeblich zum 

komplexen Aufbau des tumorassoziierten Stromas beiträgt. [89; 98; 127]

Die TAF-Population ist multifunktional und induziert pathophysiologisch Tumorprogres-

sion, Invasion und Angiogenese. [28]

Karzinomzellen können wiederum die Proliferation der Fibroblasten fördern. Als Resul-

tat der Interaktion zwischen Stroma- und Tumorzellen modifizieren Karzinomzellen ihre 

Morphologie und Migrationsmechanismen. [9]

Analog zur Fibrogenese der Leber scheint auch beim Tumorstroma der Ursprung nicht 

nur in organspezifischen residenten Fibroblasten zu liegen, sondern ist ebenso durch die 

Transdifferenzierung  aus  Blut-  oder  Knochenmarkstammzellen  und  mesenchymalen 

Epithelzellen mitbestimmt. [29]
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2.3 Inflammation und Tumorprogression

Aufgrund  zahlreicher  Beispiele  ist  eine  Korrelation  zwischen  der  Karzinogenese  und 

lokal entzündlichen Ereignissen derzeit unbestritten. Doch schon im Jahre 1863 vermute-

te  Virchow einen Zusammenhang,  bei  dem er  die erhöhte Zellproliferation durch die 

Irritation, die durch eine chronische Entzündung verursacht wird, begründete. [23]

Die Todesrate von Krebspatienten, deren Erkrankung auf eine Infektion und somit auf 

eine  chronische  Inflammation  zurückzuführen  ist,  beträgt  in  Industrieländern  derzeit 

7% -10%. [108] So gilt bei zahlreichen Karzinomerkrankungen, wie beispielsweise dem 

humanen Papillomavirus (HPV) und dem Zervixkarzinom, dem Hepatitis C Virus (HCV) 

und dem hepatozellulären Karzinom, ein Bezug als gesichert, aber auch bei nicht infekti-

ösen  chronischen  Entzündungen,  wie  dem  gastroösophagealen  Reflux  und  dem 

Ösophaguskarzinom oder auch M.Crohn / Colitis ulcerosa und dem kolorektalen Karzi-

nom, besteht eine kausale Relation. [41; 70; 77]

Um die Rolle  der  Entzündung bei  der  Entstehung von Tumoren  zu verstehen,  ist  es 

bedeutsam, die zugrunde liegenden Abläufe zu erfassen: Eine Inflammation ist ein dyna-

mischer Prozess, bei dem eine komplexe Reaktion der Blutgefäße und der Bestandteile 

des Blutes sowie des Immunsystems aufgrund einer lokalen Gewebeschädigung hervor-

gerufen wird. [102] Makrophagen und andere Entzündungszellen erzeugen eine Vielzahl 

von Wachstumsfaktoren (u.a. TGF-β), Zytokinen (Interleukine; TNF-α) und Radikalen, 

die einen Schaden in der DNA der Gewebezellen zur Folge haben können. Diese Verän-

derung im Umgebungsmilieu verursacht einen fortschreitenden Gewebeschaden, der eine 

unkontrollierte Zellproliferation und Tumorprogression induzieren kann. [70]

Andererseits  besitzt  der Körper  die Neigung,  einer  Neoplasie mit  einer entzündlichen 

Antwort auf die Tumorprogression zu begegnen: Das Tumorwachstum ist verbunden mit 

einem erhöhten Zelltod, ausgelöst durch Apoptose oder auch Nekrose. Dabei entlassen 

nekrotische Zellen bei ihrem Zerfall diverse Entzündungsmediatoren, welche unter ande-

rem  potente  Stimulanzien  für  inflammatorische  Zellen  darstellen.  Die  Tumorzellen 

sezernieren zudem Chemokine, die residente Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen 

aktivieren  sowie  eine  Infiltration  von  Leukozyten  und  Monozyten  im neoplastischen 

Gewebe zur Folge haben. [62] Des Weiteren bewirkt eine entzündliche Reaktion eine 

Erhöhung der Angiogenese, die eine deutliche Tumorprogression und fataler Weise auch 

eine erleichterte Metastasierung begründen kann. [87] Das zeigt, dass die Beziehung von 
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Tumoren und Inflammation keine Einbahnstraße ist, sondern dass eine rege Wechselbe-

ziehung zwischen Ursache und Wirkung besteht.

2.4 Chemokine 

2.4.1 TNF-α α α α  und TNF-Rezeptoren

1893 berichtete Cole von seinen Beobachtungen, dass bakterielle Infektionen scheinbar 

einen kurativen Effekt auf Tumorpatienten im Endstadium hatten. [21] Später zeigte sich, 

dass ein von Carswell beschriebenes Chemokin, das sich als das Produkt einer von bakte-

riellen  Endotoxinen  getriggerten  Spaltung  von  körpereigenen  Faktoren  darstellte, 

ebenfalls  eine  antitumorale  Wirkung  zeigte.  Folglich  beschrieb  Cole  eine  indirekte 

Wirkung der bakteriellen Infektion. [6; 18] Bei dem Chemokin handelte es sich um den 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). [8] TNF-α gehört mit zu den zentralen Zytokinen der 

Entzündungsprozesse und wird vor allem von Makrophagen und Lymphozyten sezer-

niert. Wie schon seit längerem bekannt, handelt es sich bei TNF-α als Mitglied der TNF-

Liganden-Familie um ein pluripotentes Zytokin,  das bei  einer  Vielzahl von zellulären 

Prozessen,  wie  beispielsweise  inflammatorischen  Ereignissen,  involviert  ist.  [3;  36] 

Durch seine hochaffine Bindung an den Rezeptor der Zielzelle induziert TNF-α unter 

anderem  hämorrhagische  Nekrosen,  eine  Hemmung  des  Triglyzeridstoffwechsels  in 

Adipozyten, die Aktivierung von Neutrophilen sowie die Stimulation der Proto-Onkoge-

ne c-myc und c-fas in Fibroblasten. [31]

Der Tumornekrosefaktor-α ist ein stellvertretendes Beispiel von Zytokinen der TNF-Re-

zeptor-Ligandenfamilie, die weitere Mitglieder, wie Lymphotoxin, CD40L (engl.: cluster 

of differentiation), CD95L und CD30L, umfasst. [3; 69] Die Aufgaben der Liganden sind 

vielfältig und beinhalten Zellschädigungen wie Apoptose oder entzündliche Ereignisse 

sowie Proliferationsprozesse wie die Stimulation der Angiogenese und die Erhöhung der 

Produktion  der  MHC-Klasse-I-Proteinen  (engl.:  major  histocompatibility  complex). 

[104; 123] Inzwischen konnte auch beobachtet werden, dass zwischen TNF-α und Inter-

leukinen wie Interleukin-1 und Interleukin-2 ein synergetischer Effekt besteht. [31]

Man unterscheidet 2 Varianten des TNF-α:

1. ein human lösliches TNF (sTNF) mit 17kDa

2. ein Typ-II-Membranprotein (mTNF) mit 26 kDa
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Die humane lösliche Form des  TNF-α ist  ein nicht  glykosyliertes  Protein,  das  durch 

Prozessierung der Membranform entsteht.  Beide Formen sind aktiv als nicht kovalent 

gebundene Trimere. [11; 17]

Der Tumornekrosefaktor übt seine biologische Funktion über die Bindung und Aktivie-

rung  zweier  verschiedener  Zelloberflächenrezeptoren  aus,  die  zur  Familie  der 

Typ-I-Transmembran-Glykoproteinen gehören, den TNF-Rp75 (75kDa) und TNF-Rp55 

(55kDa). [6;  39] TNF-Rp55 und TNF-Rp75 können über die Stimulation durch TNF-α 

unter  anderem eine Induktion  der  Apoptose  oder  die Aktivierung  von NF-κB (engl.: 

nuclear factor kappa) hervorrufen. [52;  67] Bei NF-κB handelt es sich um einen Tran-

skriptionsfaktor, der die Genexpression verschiedener Gene reguliert, wie beispielsweise 

auch die des Interleukins-8. [86]

2.4.2 Interleukin-8

Das niedermolekulare Interleukin-8 (IL-8) ist ein Mitglied der Chemokinen-Superfamilie 

und strukturell und funktionell verwandt mit den inflammatorischen Zytokinen, die die 

Immigration von Zellen wie Neutrophilen, Monozyten, Lymphozyten und Fibroblasten 

stimulieren. [65] So wird die Klasse der Chemokine unterteilt in 3 Subtypen, basierend 

auf Struktur und Chromosomenlokalisation: Die Gene des Interleukin-8 als Mitglied der 

C-X-C-Familie  sind  auf  dem Chromosom 4  (Lokation:  4q21)  verschlüsselt.  [10;  15] 

Mittlerweile  sind  verschiedene  Unterarten  des  Interleukin-8  bekannt,  deren  Größe 

zwischen 69 und 99 Aminosäuren variieren.  Verschiedenen  Studien zufolge  wird die 

77-Aminosäuren-Form hauptsächlich von Endothelzellen sezerniert, im Vergleich zu den 

T-Zellen und Monozyten, die wiederum überwiegend die 72-Aminosäuren-Form bilden, 

welche das potentere Chemoattractant  darstellt.  [15] Aber auch nicht  hämatopoetische 

Zellen  wie  Fibroblasten  und  Keratinozyten  besitzen  die  Fähigkeit,  dieses  Zytokin  zu 

sezernieren. [60]

Eine der bedeutenden biologischen Funktionen des Interleukin-8 besteht in der Auslö-

sung  der  Chemotaxis.  Durch  die  Ausschüttung  des  Interleukins  kommt  es  zu  einer 

zielgerichteten Wanderung von Zellen, insbesondere von Neutrophilen und Makropha-

gen, entlang des Konzentrationsgefälles des IL-8. [44; 104]

CXCR-1 und CXCR-2, auch genannt IL-8RA und IL-8RB, sind Rezeptoren für das Inter-

leukin-8.  Beide  Rezeptoren  binden  das  Chemokin  mit  einer  hohen  Affinität,  wobei 
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CXCR2 auch in der Lage ist, andere Chemokine der C-X-C-Familie zu binden. So konn-

te  eine  Expression  von  CXCR-1  und  CXCR-2  auf  Endothelzellen,  Keratinozyten, 

Fibroblasten und Kolonkarzinomzellen nachgewiesen werden. [65]
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Die Aufführung der in „Materialien und Methoden“ verwendeten Geräte, Chemikalien, 

Reagenzien, Puffer, Lösungen, Antikörper und Primer ist im Kapitel 8.1 „Bezugsquellen-

verzeichnis“ nachzulesen.

3.2 Patienten

Das zu untersuchende Gewebe von 20 Patienten wurde nach schriftlicher Einwilligung 

aus  kolorektalen  Lebermetastasen,  metastasenkorrespondierendem  Gewebe  und  dem 

gesunden Lebergewebe entnommen.

Für die folgenden Experimente dienten zusätzlich die aus dem Tumorgewebe gewonne-

nen  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  (TAF)  sowie  die  aus  dem  gesunden 

Lebergewebe stammenden Leberfibroblasten (LF).

3.3 Methoden

3.3.1 Gewebeaufbereitung

Für die Gewebeaufbereitung wurde auf Resektionspräparate von kolorektalen Leberme-

tastasen  zurückgegriffen.  Dabei  handelte  es  sich  um  Gewebeproben  vom 

Metastasengewebe, vom marginalen Rand der Metastase und von entferntem Lebergewe-

be.

Für die Immunhistochemie wurde das Gewebe in Tissue Tek (Sakura Finetek; Zoeter-

woude; Niederlande) eingebettet und mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 

weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Vorbereitung der Färbung wurden Gewe-

beschnitte  aus  dem  in  Tissue  Tek eingebetteten  Gewebe  mittels  Kryostaten 

(MIKROTOM HM 505E; Richard Allen Scientific; Kalamazoo; USA) mit einer Dicke 

von 5 µm angefertigt und auf einen Glasobjektträger (HistoBondR; Marienfeld Glasswa-

re; Lauda-Königshofen; Deutschland) gebracht. Bei den Proben für die mRNA-Analyse 

handelte es sich um Gewebestücke der jeweiligen Anteile des Lebergewebes, die in flüs-

sigem Stickstoff konserviert und bei -80°C gelagert wurden.
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3.3.2 Zellkultivierung und Zellpassage

Die Anzucht und Zellkultivierung von TAF- und LF-Zelllinien erfolgte gemäß einem 

standardisierten Protokoll (37°C; 5% CO2).

Zur Gewinnung der TAF- und LF-Linien wurden intraoperativ steril Tumorstücke ent-

nommen, die Metastasengewebe bzw. korrespondierendes gesundes Gewebe enthielten. 

Nach der Zerkleinerung der Gewebestücke in kleine Segmente erfolgte die Inkubation 

mit  1mg/ml  Kollagenase  Type  IV  (Sigma;  Steinheim;  Deutschland)  in  Medium 199 

(Invitrogen; Grand Island; New York; USA) für 60 Minuten bei 37°C.

Die isolierten Zellen wurden nach Entfernung des Kulturmediumüberstandes mit 10 ml 

Gays  Balanced Salt Solution (GBSS; Sigma) gewaschen und in 30 ml Kulturmedium 

angesetzt. Nach 20 Tagen lagen die Zellen, mikroskopisch kontrolliert, konfluent vor.

Zur Passagierung der Zellen wurden sie nach der Entfernung des Kulturmediumüberstan-

des und 2-maligem Waschen mit GBSS mit 5 ml Trypsin/ EDTA (Invitrogen) bei 37°C 

behandelt. Nach 10 Minuten lagen die Zellen gelöst vor und konnten in ein 50 ml Röhr-

chen (Greiner Bio-One; Cellstar; Solingen; Deutschland) überführt  werden. Der Inhalt 

wurde bei 1300 rpm und 20°C für 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 

abpipettiert und das verbliebene Zellpellet mit 10 ml Dulbeccos Modified Eagle Medium 

(DMEM; Sigma)  resuspendiert.  Zu  den  pro Kulturplatte  (NunclonTM Nunc;  Roskilde; 

Dänemark) vorgelegten 30 ml Kulturmedium konnten nun 2-3 ml Zellsuspension hinzu-

gesetzt und verteilt werden. Der Mediumwechsel erfolgte anschließend im 2 bis 3-tägi-

gen Rhythmus, bis die Zellen erneut Konfluenz erreichten und passagiert werden konn-

ten. Für die beschriebenen Versuche wurden Zellen zwischen der 3.-10. Passage verwen-

det.

Für die Zellkultivierung, den Boyden Chamber Assay sowie für die Stimulationsversuche 

fanden folgende Medien Verwendung:

Kulturmedium (10% „FBS-Medium“):

500 ml DMEM versetzt mit 50 ml fetalem Kälberserum (FBS; Invitrogen) und ergänzt 

mit 1%-iger antibiotisch-antimykotischer Lösung (Invitrogen)

Konditionierungsmedium (0,5% „FBS-Medium“):

Die Herstellung erfolgte analog zum Kulturmedium, jedoch mit 2,5 ml fetalem Kälberse-

rum.
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Assay Medium:

200 ml DMEM wurden versetzt mit 200 mg bovinem Serumalbumin (BSA; high quality; 

Sigma) und ergänzt mit 2 ml 1%-iger antibiotisch-antimykotischer Lösung (Invitrogen)

3.3.3 Zellstimulationsversuche

Da die tumorstromaassoziierten Fibroblasten und Leberfibroblasten nicht nur in Hinblick 

auf  ihre  morphologischen  Unterschiede  untersucht  werden  sollten,  sondern  auch  in 

Bezug ihres Verhaltens gegenüber verschiedenen Wachstumsfaktoren, wurden sie Stimu-

lationsversuchen unterzogen, um so Erkenntnisse über den Einfluss der Faktoren auf die 

Zellen zu erlangen. Folgende Wachstumsfaktoren wurden dazu verwendet:

- PDGF-BB (10 ng/ml; Roche Diagnostics GmbH; Mannheim; Deutschland)

- TGF -β (5 ng/ml; Roche Diagnostics GmbH)

- TNF-α  (50 ng/ml; Sigma)

Für eine einheitliche Konditionierung wurden 1x106 TAF bzw. LF im Kulturmedium für 

48 Stunden kultiviert und nach einer zweimaligen Spülung mit GBSS im Konditionie-

rungsmedium, mit den aufgeführten Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, zum anderen 

als Negativkontrolle ohne diese, für weitere 24h inkubiert: Das Medium wurde für die 

Proteinanalyse (ELISA), die Zellschicht für die RNA-Isolierung verwendet. 

Für  den  Boyden  Chamber  Assay  wurde  TAF-  bzw.  LF-konditioniertes  Medium  mit 

ansteigenden  Konzentrationen  (2,5%;  5%;  10%;  20%;  40%  und  80%)  genutzt;  als 

Kontrolle kam hier das 10% FBS-Medium zum Einsatz.

3.3.4 RNA-Extraktion 

Die RNA-Isolierung ist eine mechanische und chemische Methode, bei der die Membran 

der  Zellen zerstört  und in deren Folge die freigesetzte  RNA gewonnen werden kann. 

Durch  eine  reversible  Bindung der  RNA an  eine  Membran  kann  diese  anschließend 

mittels Waschens wieder eluiert werden. Zur RNA-Isolierung wurde der RNeasy Mini 

Kit sowie der RNeasy Midi Kit der Firma QIAGEN (QIAGEN; Hilden; Deutschland) 

verwendet.

Als Vorbereitung auf die Isolierung der RNA wurden die kultivierten Zellen mit GBSS 

gewaschen und mit 5 ml Trypsin/ EDTA von den Kulturplatten gelöst.
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Nach der Überführung in ein 15 ml Falcon-Röhrchen (Falcon; Becton Dickinson and 

Company;  Franklin  Lakes;  New Jersey;  USA),  in  dem zuvor  10  ml  GBSS vorgelegt 

wurden,  konnten  die  TAF beziehungsweise  LF  bei  1300 rpm und 20°C 10  Minuten 

zentrifugiert  werden (Rotana/RP-Zentrifuge;  Hettich; Tuttlingen; Deutschland).  Darauf 

folgte die Wiederholung des Schrittes.  Das Zellpellet  von bis zu 5x106  Zellen wurde 

danach in 1 ml GBSS aufgenommen und in ein 1,5 ml RNase-freies Aliquot überführt. 

Nach der erneuten Zentrifugation wurde der Überstand abpipettiert und mit 1 ml RLT-

Puffer und 10 µl β-Mercaptoethanol zum Lysieren versetzt und gründlich resuspendiert. 

Das Gemisch wurde auf eine Shredder-Säule (QIAshredderTMQIAGEN; Hilden; Deutsch-

land) pipettiert, die sich in einem 2 ml Tube befand. Nach 2-minütiger Zentrifugation des 

Gemisches  bei  maximaler  Drehzahl  wurde  das  Eluat  mit  gleichen  Volumenanteilen 

70%-igem Ethanol (Merck; Darmstadt; Deutschland) und Sigma-Wasser versetzt und die 

Säulen des RNeasy  Mini Kits aufgefüllt.

Das Gemisch wurde für 20 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert und die filtrierte Flüs-

sigkeit verworfen. Nun wurden 700 µl RW1-Puffer in den Filter gegeben und erneut bei 

gleichen Einstellungen zentrifugiert. Wieder wurde das Filtrat verworfen und das Proce-

dere wiederholt. Danach wurde der Filter in ein 2 ml Tube überführt und eine Minute bei 

maximaler  Geschwindigkeit  (10000  rpm)  zentrifugiert.  Im  Anschluss  wurden  40  µl 

RNase-freies  Wasser  (Sigma)  auf  den Filter  pipettiert,  der  zuvor in  ein  RNase-freies 

1,5 ml „Biopur-Tube“  verbracht  wurde.  Das  Tube  wurde  erneut  bei  maximaler 

Geschwindigkeit 2-malig zentrifugiert, ohne das Zentrifugat zu verwerfen. Von dem sich 

ergebenen Eluat konnte nun der RNA-Gehalt photometrisch gemessen werden. (Uvette; 

Eppendorf; Deutschland)

In  Bezug  auf  die  RNA-Gewinnung  bei  Geweben  wurde  ähnlich  vorgegangen: 

200-250 mg zerkleinertes  Lebergewebe  wurden  mit  RLT-Puffer  und  Mercaptoethanol 

versetzt und für 5 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde zum glei-

chen Anteil  mit  70%-igem Ethanol suspendiert  und mittels Mini Shaker  (IKA-Werke 

GmbH & Co; Staufen; Deutschland) durchmischt. Gemäß dem Protokoll des RNeasy 

Midi Kits wurde nach mehreren Waschschritten für die Lösung der RNA der Filter in ein 

15 ml Röhrchen überführt und mit 250 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Die Messung der 

Ausbeute erfolgte photometrisch.
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3.3.5 Northern Blot

Gelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, basierend auf der 

Fähigkeit, RNA nach ihrer Größe durch Anlegen eines elektrischen Feldes zu trennen 

und anschließend mit Ethidiumbromid anzufärben.

Eine  Vorbehandlung  der  Gelelektrophoresekammer,  der  Kämme  und  des  Trays  für 

20 Minuten mit  0,1%-igem Diethylpyrocarbonat  (DEPC) diente der  Inaktivierung der 

RNasen. Für die Herstellung des 1%-igen Agarosegels wurden 2 g Agarose in 176 ml 

RNasen-freies Wasser gegeben und aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig löste. 

Während die Flüssigkeit auf 70°C abkühlte, wurde sie mit 20 ml Formaldehyd, 24 ml 

10-fach Running Buffer (RB) und 5 µl 1%-igem Ethidiumbromid (Merck) versetzt.

Danach wurde die Flüssigkeit möglichst blasenfrei in eine Elektrophoresekammer gegos-

sen und polymerisierte innerhalb der nächsten anderthalb Stunden unter dem Abzug. Pro 

Probe wurden 10  µg RNA mit 7,5  µl  Sampling-Buffer vermischt, für 10 Minuten bei 

65°C erhitzt und anschließend für 2-3 Minuten auf Eis gekühlt. Danach wurde jede Probe 

mit 3  µl Loading-Buffer versetzt und bei 10000 rpm für eine Minute zentrifugiert. Im 

Anschluss liefen die Proben in den Geltaschen des polymerisierten Gels, bedeckt durch 

einfach RB unter einer Spannung von 80V für 1-2 Stunden in der Elektrophoresekammer 

(Sub-Cell GT; BioRad Laboratories GmbH; München; Deutschland). Danach wurde das 

Gel unter UV-Licht fotografisch dokumentiert. (Gelprinter MWG-Biotech GmbH; Ebers-

berg; Deutschland)

Northern Blot

Zielgedanke des Northern Blots ist es, die elektrophoretisch aufgetrennte RNA auf eine 

Nylonmembran  zu  transferieren,  um so  durch  Hybridisierung  mit  markierten  Sonden 

einzelne RNA nachweisen zu können.

Für den Transfer der Nukleinsäuren von dem Gel auf die Membran benötigt man einen 

Aufbau wie folgt: Über eine Plastikwanne gefüllt mit 20-fach Sodium Salt Citrate (SSC; 

Invitrogen)  wurde  eine  Glasplatte  gelegt,  auf  der  sich  zwei  Streifen  Whatman-Papier 

(Whatman Chromatography Paper; Merck Eurolab; Darmstadt; Deutschland) befanden, 

deren Enden auf beiden Seiten in die Flüssigkeit reichten.

Nach  der  Anfertigung  einer  Fotografie  des  Gels  wurde  dieses  für  15  Minuten  in 

Aqua dest. und nochmals in 20-fach SSC für zweimal 20 Minuten gewaschen. Das Gel 
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wurde mit den Taschenöffnungen nach unten zentral auf dem Whatman-Papier platziert 

und mit Parafilm fixiert. Eine auf die Größe des Gels zurechtgeschnittene Nylonmem-

bran (Filter Hybond-N+; Amersham Pharmacia; Little Chalfont; Großbritannien) wurde 

blasenfrei auf das Gel gelegt und mit 2 Streifen Whatman-Papier derselben Größe, das in 

2-fach  SSC Puffer  getränkt  wurde  und einem Stapel  Zellstoff  sowie  einer  Glasplatte 

bedeckt. Das Ganze wurde mit einem 750 g Gewicht für 24 Stunden beschwert.

Nach der  Entnahme des Filters  wurde die RNA mittels UV-Crosslinker (Hoefer  TM; 

UVC  500  UV-Crosslinker;  Amersham  Biosciences  Europe  GmbH;  Little  Chalfont; 

Großbritannien) auf dem Filter stabilisiert. Nach der Markierung der 18S und 28S Unter-

einheiten der rRNA zur späteren Größenzuordnung wurde der Filter bis zum weiteren 

Gebrauch in 20-fach SSC in Frischhaltefolie und im Kühlschrank aufbewahrt.

3.3.6 Herstellung der Hybridisierungssonden

Die Herstellung der Hybridisierungssonden erfolgte in drei Abläufen.

Erster Schritt:

Zur Synthese der cDNA wurde die RNA aus den Leberproben unter Verwendung des 

1st Strang cDNA Synthesis Kits for RT-PCR (AMV; Roche Diagnostics GmbH) vorab 

reverse transkribiert, der Übersetzung der RNA-Sequenz in eine cDNA. Der Ansatz der 

Proben bestand aus: 2,0 µl 10-fach Reaction Buffer, 4,0 µl 25mM MgCl2, 2,0 µl Desoxy-

nucleotide Mix, 2,0 µl Oligo-p(dT)15Primer, 1,0 µl RNase Inhibitor, 0,8 µl AMV Reverse 

Transkriptase, 7,2 µl Sigma-H2O und 1 µg RNA.

Die Komponenten, vermischt in einem sterilen 0,5 ml Safe-Lock-Tube (safe-lock tubes; 

Eppendorf  AG),  inkubierten  im  Thermocycler  (Biometra;  Biomedizinische  Analytik 

GmbH;  Göttingen;  Deutschland)  bei  folgendem  Programm:  10  Minuten  bei  25°C, 

60 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 99°C und 5 Minuten bei 4°C.

Zweiter Schritt:

Zur  Herstellung  der  Hybridisierungssonden  wurde  die  im  ersten  Schritt  gewonnene 

cDNA mittels PCR (engl.: polymerase chain reaction) amplifiziert.

Hierzu wurden in entsprechender Reihenfolge folgende Reagenzien gemischt: 40,75  µl 

Aqua dest., 5,0  µl 10-fach Reaction Buffer, 1,0  µl NTP, 1,0  µl Template DNA, 1,0 µl 

Vorwärts-Primer,  1,0  µl  Rückwärts-Primer,  0,25  µl  Taq-Polymerase  und 
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1,0 µl RT-Produkt. Die Polymerase bildete aufgrund der spezifischen Primer Abzüge der 

Einzelstränge. Analog zu Schritt 1 inkubierten die Proben im Thermocycler; Programm: 

3 Minuten bei 95°C, 40 Zyklen aus je 1 Minute bei 95°C, 1 Minute 30 Sekunden bei 

57°C, 2 Minuten bei 72°C und abschließend 10 Minuten bei 72°C.

Dritter Schritt:

Die  Bildung  von  DNA-Einzelsträngen  aus  den  unter  Schritt  2  synthetisierten 

DNA-Doppelsträngen und die Einfügung von DIG-dUTP dienten der  Herstellung und 

Markierung der Sonden. 

Für  den  Ansatz  wurden  die  Komponenten  37  µl  Aqua  dest.,  5,0  µl  10-fach  Buffer, 

5,0 µl DIG-PCR-Nukleotide, 1,0 µl Rückwärts-Primer, 1,0 µl Template DNA und 1,0 µl 

Enzymmischung in einem sterilen 0,5 ml Safe-Lock-Tube auf Eis vermischt, zentrifu-

giert und im Thermocycler bei folgenden Einstellungen inkubiert: 3 Minuten bei 95°C, 

40 Zyklen mit jeweils 1 Minute bei 95°C, 1 Minute bei 57°C und 2 Minuten bei 72°C.

Die Proben der PCR und DIG-PCR wurden in einem 2%-igen Agarosekontrollgel mit 

Ethidiumbromid analysiert.  Zum Schluss  wurde  die hergestellte  Hybridisierungssonde 

mit 10 ml DIG-Easy-HYBR-Hybridisierungspuffer (Roche Diagnostics GmbH) versetzt. 

Die Konservierung der Sonden erfolgte bei -20°C.

3.3.7 Hybridisierung

Zunächst  wurden  die  Filter  zur  Minimierung  unspezifischer  Bindungsstellen  für  eine 

Stunde  bei  50°C  mit  Hybridisierungspuffer  (DIG-Easy-HybR;  Roche  Diagnostics 

GmbH)  prähybridisiert.  Zwischenzeitlich  wurden  die  tiefgekühlten  Sonden  auf  68°C 

erwärmt.  Anschließend  wurde  für  die  Haupthybridisierung  der  Hybridisierungspuffer 

verworfen und durch die Sonden ersetzt und über Nacht bei 65°C im Hybridisierungs-

ofen  (Amersham Pharmacia;  Biotech  Europe  GmbH; Chalfont;  Großbritannien)  unter 

ständiger Rotation hybridisiert. Die Sonden wurden für einen nochmaligen Gebrauch bei 

-20°C verwahrt.

3.3.8 Detektion der DIG-markierten Nukleinsäuren

Nach  der  Hybridisierung  wurden  die  Nylonmembranen  vorab  jeweils  zweimal  für 

15 Minuten mit 2-fach Waschpuffer (2-fach SSC + 0,1% Sodiumdodecylsulfate (SDS)) 
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bei Raumtemperatur und in 0,5-fach Waschpuffer (0,5-fach SSC + 0,1% SDS) bei 68°C 

gewaschen. Die Detektion erfolgte unter Verwendung des DIG Wasch und Block Puffer 

Sets (Roche Diagnostics GmbH). Zur Barriere unspezifischer  Bindungsstellen wurden 

die  Nylonmembranen  in  einer  Blockierungslösung  auf  einem Wippschüttler  (neoLab 

Migge Laborbedarfsbetrieb GmbH; Heidelberg; Deutschland) gewaschen. Die Blockie-

rungslösung  wurde  nach  60 Minuten  durch  einen  Ansatz  aus  Antikörper-

Blockierungslösung  (Verhältnis  1:20000)  ersetzt.  Hierbei  bildete  der  mit  alkalischer 

Phosphatase  konjugierte  Anti-DIG-Antikörper  (Anti-digoxygenin-AP  conjugate;  Fab 

fragmente; Roche Diagnostics GmbH) Komplexe mit dem DIG-dUTP der Sonden. Bei 

späterer Zugabe des Substrats CDP (CDP-Star; ready to use; Roche Diagnostics GmbH) 

konnte das dadurch entstandene Chemolumineszenssignal mithilfe des Phospho-Imager 

(Fluor-STM MultiImager; BioRad; München; Deutschland) quantifiziert werden. Zuvor 

aber erfolgte nach 30-minütiger Inkubation und anschließender Waschung eine 2-minüti-

ge  Behandlung  mit  Detektionpuffer  zur  Äquilibrierung  des  ph-Wertes  für  die 

Substratreaktion.

Nach der Detektion wurde der Filter für zweimal 15 Minuten in 90°C heißem einfach 

Tris-EDTA-Puffer  (Sigma)  gewaschen  und  für  erneute  Hybridisierungsreaktionen 

genutzt.

3.3.9 Immunhistochemie

Die Avidin: Biotinylated Enzyme Complex (ABC)-Technik

Bei  dieser  indirekten  immunhistochemischen  Färbemethode wird zur  Darstellung  des 

gesuchten Antigens ein enzymkatalysierter  Farbumschlag genutzt,  nachdem zuvor das 

Antigen mittels eines Primärantikörpers und Sekundärantikörpers an den entsprechenden 

Strukturen lokalisiert wurde.

Zur Charakterisierung der Lebermetastasen kolorektaler Karzinome und deren peritumo-

ralen  Anteile wurden  diese  mit  Antikörpern  für  IL-8  (1/50,  Klon  B-K8;  Serotec; 

Düsseldorf;  Deutschland),  Laminin (1/25, clone 4C7; Dako; Glostrup; Dänemark) und 

CD45 (1/50, clone T29/33; Dako) gefärbt, um somit Unterschiede zwischen dem huma-

nen  Metastasengewebe,  den  peritumoralen  Rändern  und  den  tumorfreien  Anteilen 

aufzuzeigen.

Die angefertigten Gefrierschnitte mussten bei 4°C für 10 Minuten in einer Aceton/Phos-

phate Buffered Saline (PBS)-Lösung fixiert werden, bevor sie nach einer Spülung mit 
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PBS mit dem DAKOBiotin Blocking System (DAKO Corporation; Carpintera; USA) 

behandelt  wurden. So konnten unspezifische Färbungen gegen endogenes Biotin bzw. 

Avidin vermieden werden. Zur Reduzierung der Hintergrundfärbung wurden die Proben 

10 Minuten mit Normalserum (1 ml:10 ml PBS; Normal Goat Serum; Vector; Laborato-

ries;  Burlingame;  USA)  inkubiert,  um  daraufhin  mit  den  entsprechenden 

Primärantikörpern über Nacht auf Eis beschichtet zu werden. In den darauf folgenden 

Arbeitsphasen  wurden  die  Proben  mit  dem Sekundärantikörper  sowie  der  Vectastain 

ABC-AP-Reagenz des VectastainABC-AP Kits (Vector) für jeweils 30 Minuten inku-

biert  und  danach  mit  Alkaliner  Phosphatase  Substratlösung  für  weitere  30 Minuten 

behandelt, wobei nach jedem Schritt die Gefrierschnitte mit PBS gewaschen wurden.

Zur Erleichterung der morphologischen Beurteilung der Fibroblasten wurden diese mit 

Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Zum Einfärben der Kerne wurden die Kryoschnitte 10 Minu-

ten mit fließendem Wasser behandelt  und anschließend eingedeckt  (Aquatex; Merck). 

Als Negativkontrolle dienten Proben, bei denen der Primärantikörper durch jeweils irre-

levante isotyp-spezifische Maus IG ersetzt wurden. 

Zur Identifizierung von Kupffer-Zellen und Leukozyten wurden die Präparate zusätzlich 

auf  CD45  gemäß  dem  Protokoll  nach  DAKOCytomation  EnVision+  System-HRP 

(DAKO) gefärbt.

3.3.10 ELISA

Zur Quantifizierung der Freisetzung von IL-8 durch kultivierte TAF und LF diente der 

Endogen Human IL-8 ELISA Kit (EH2 IL-8; Pierce Endogen; Rockford; Irland), eine 

enzymgebundene immunologische Nachweismethode für die Messung von IL-8 in Zell-

kulturüberständen.

Gemäß der zuvor erläuterten Stimulationsversuche wurden die Fibroblasten dementspre-

chend  konditioniert  und  der  generierte  Zellkulturüberstand  für  die  Messung 

herangezogen.

Die einzelnen Wells der mit Anti-IL-8-Antikörper beschichteten Mikrotiterplatte wurden 

mit 50 µl der Proben versetzt und für eine Stunde inkubiert. Das freie IL-8 der Proben 

konnte während dieser Zeit über ein definiertes Epitop an die feste Phase binden. Danach 

wurde  durch  mehrmaliges  Waschen  mit  einer  Waschlösung  der  restliche  Überstand 

verworfen und in die Wells wurde 50 µl biotinkonjugierte Antikörper-Lösung pipettiert. 
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Nach einstündiger Inkubation und wiederholtem Waschen wurden 100 µl der Streptavi-

den-HRP-Lösung  hinzugefügt,  wodurch  ein  zweiter  monoklonaler  HRP  gekoppelter 

Anti-IL-8-Antikörper über ein weiteres definiertes Epitop binden konnte. Nach Ablauf 

der Inkubationsphase von 30 Minuten wurde die Mikrotiterplatte abermals gewaschen 

und 100  µl  der Tetramethylbenzidine-Substrat-Lösung pro Well hinzugefügt und nach 

30 Minuten  mithilfe  von  100  µl  einer  Lösung,  die  0,18M  Schwefelsäure  enthielt, 

gestoppt. Die Farbintensität ist direkt proportional zur Konzentration des IL-8 und konnte 

photometrisch bei 450 nm bestimmt werden. Zur Messung und Auswertung diente der 

Microplate Reader Dynatech MR 5000 (Thermo Bioscience GmbH; Egelsbach; Deutsch-

land) mit der Software MicroWin 2000 (Mikrotek Laborsysteme; Overath; Deutschland).

3.3.11 Chemotaxis Assay

Zur  Analyse  der  Wanderung  von  DLD-1-,  Colo-678  Kolonkarzinomzellen  (DSMZ 

GmbH;  Braunschweig;  Deutschland),  HuH7  Hepatomzellen  (JCRB-Zellbank;  Tokio; 

Japan) und HUVECs (Cascade Biologics; Mansfield; Großbritannien) in vitro gegenüber 

einer zunehmenden Mediumkonzentration, gewonnen aus den Kulturen der TAF und LF 

sowie  eines  Kulturmediums von TAF,  das  zuvor 24 Stunden  TNF-α ausgesetzt  war, 

wurde der Boyden Chamber Assay gewählt.

Dabei handelt es sich um eine modifizierte 96-Well Boyden Kammer mit einer Porengrö-

ße von 8 µm (Neuroprobe; Leamington; Großbritannien). Zur Vorbereitung musste der 

Filter bei 37°C über Nacht in 1,5 ml Vitrogen (Cohesion; Fremont; USA) ad 48,5 ml 

0,1%-iger Essigsäure beschichtet werden, um ihn danach mehrmalig mit PBS/0,1%-igen 

BSA zu waschen und trocknen zu lassen.

Im unteren Teil der aus zwei Anteilen bestehenden Kammer wurden die Testsubstanzen 

in verschiedenen Verdünnungen (30-32 µl/well) befüllt, so dass sich ein luftblasenfreier 

positiver Meniskus bildete. Danach wurde auf das untere Kammerteil der Filter und die 

Silikondichtung montiert. Als Kontrolle kam das 10% FBS-Medium zum Einsatz.

Anschließend  wurde  der  obere  Teil  der  Boyden  Kammer  mit  50  µl  Zellsuspension 

befüllt,  nachdem zuvor  die Konzentration (300000 Zellen/ml)  der  zu untersuchenden 

Zellen eingestellt wurde.

Nach einem Zeitraum von etwa 6 Stunden bei 37°C und 5% CO2  wurde die Inkubation 

unterbrochen und der Filter auf der Oberseite von den nicht immigrierten Zellen befreit. 
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Die  Unterseite  mit  den  immigrierten  Zellen  wurde  mit  Hilfe  DIFF  QUIK (Medi-

on Diagnostics; Dünndingen; Schweiz) angefärbt und unter Zuhilfenahme eines 40-fach 

Objektivs und eines kalibrierten Gitters quantifiziert.

3.3.12 Statistische Auswertung

Alle  Messdaten  sind  als  Mittelwert  + Standardfehler  des  Mittelwerts  (x  + S.E.)  von 

n unabhängigen  Experimenten  angegeben.  Zur  Prüfung  auf  signifikante  Unterschiede 

zwischen Gruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferronis 

multipler Vergleichstest angewendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurde als 

statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des inflammatorischen Milieus von Lebermetastasen

Es  besteht  bis  heute  noch  kein  vollständiger  Überblick  über  die  pathologischen 

Zusammenhänge zwischen Entzündungen und Neoplasien und trotzdem scheint  es als 

gesichert, dass es eine Assoziation zwischen kolorektalen Metastasen und einer lokalen 

Entzündungsreaktion gibt. [77] Dabei nehmen Kupffer-Zellen einen entscheidenden Platz 

im Rahmen der  verschiedenen Abwehrmechanismen der  Leber  ein.  In  ihrer  Rolle als 

ansässige Makrophagen nehmen sie Endotoxine aus dem Pfortaderblut auf, setzen nach 

ihrer  Aktivierung  ein  weites  Spektrum  löslicher  Mediatoren  wie  Zytokine  frei  und 

modulieren beispielsweise über parakrine Wirkungen die Funktionen der angrenzenden 

Zellen der Leber [26; 54].

Physiologisch  sezernieren  Kupffer-Zellen,  die  innerhalb  der  sinusoidalen  Kapillaren 

lokalisiert  sind,  eine  Vielzahl  immunregulatorischer  und  entzündlicher  Zytokine, 

einschließlich Interleukin-1, Interleukin-6, TNF-α und TGF-β. [61]

Nachweis von CD45-positiven Zellen im Areal kolorektaler Lebermetastasen

Zur Charakterisierung der Umgebung von kolorektalen Lebermetastasen wurden Gewe-

beschnitte des Metastasengewebes sowie des peritumoralen Gewebes und des entfernten 

Lebergewebes analysiert.

Die  immunhistochemische  Färbung  auf  das  Leukocyte  Common  Antigen  (CD45) 

markiert leukozytäre Zellen. Zu denen zählen in der Leber Kupffer-Zellen, den ansässi-

gen Makrophagen, und infiltrierende Leukozyten. [115] Zusätzlich wurde auf Laminin 

angefärbt,  um  Gefäße  oder  gefäßähnliche  Strukturen,  die  von  einer  lamininhaltigen 

Basalmembran umgeben waren, kenntlich zu machen.

Wie in Abbildung 1 zu erkennen,  konnte eine verstärkte Anfärbung auf  infiltrierende 

CD45-positive Zellen innerhalb der Stromasepten in Nähe zu den stromalen Fibroblasten 

nachgewiesen  werden.  Auch  im Bereich  des  Tumorrandes  zeigte  sich  ein  intensives 

Färbeergebnis.

Des Weiteren legte die Markierung des Laminin dar, dass sich die CD45-positiven Zellen 

außerhalb der Gefäße befanden.
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Nachweis von CD45-positiven Zellen

Abb.1 Immunhistochemische Analyse: die Abbildung zeigt  peritumorales Lebergewebe (I,  II) 

und  Tumorgewebe (III, IV)gefärbt gegen CD45 (I, III) und Laminin (II, IV) (400-fache 

Originalvergrößerung)

Zur  besseren  Darstellung  wurde  in  Abbildung  2  die  durchschnittliche  Anzahl  der 

CD45-positiven Zellen in den einzelnen Anteilen ausgewertet:

Das Maximum war im Grenzgebiet der Metastasen zu verzeichnen und gegenüber dem 

entfernten normalen Lebergewebe erwies sich auch die Menge an CD45-positiven Zellen 

innerhalb der Metastasen als merklich erhöht.

Laminin

IVIII

II

CD45 Laminin

I

CD45
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Anzahl von CD45-positiven Zellen

Abb.2 mittlere  Anzahl  von CD45-positiven Zellen im Tumorgewebe,  peritumoralen Gewebe 

und Lebergewebe (n=14; **: p< 0,05; *: p< 0,01 versus Kontrolle (Lebergewebe); Ergeb-

nisse sind Mittelwerte, angegeben als + S.E.)

4.2 Expression von IL-8

Untersuchungen zeigten, dass IL-8 nicht nur von Zellen wie Monozyten und Neutrophi-

len bzw. nicht hämatopoetischen Zellen wie Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert 

wird,  sondern  auch  in  Kolonkarzinomzellen  und  malignen  Melanomen.  [14;  15]  So 

konnte eine Beteiligung des IL-8 bei Prozessen des Tumorzellwachstums und der Meta-

stasierung in Melanomen und Karzinomen der Lunge,  des Magens,  des Pankreas,  der 

Leber, der Gallenblase und der Prostata nachgewiesen werden. Zudem scheint IL-8 eine 

regulierende Wirkung auf die Angiogenese bei dem humanen Bronchialkarzinom und 

dem nichtkleinzelligen murinen Lungenkarzinom zu haben. [65]
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Nachweis der IL-8 mRNA-Expression im Gewebe kolorektaler Lebermetastasen 

Als  Nachweismethode  für  das  Expressionsmuster  von  IL-8  diente  die  Northern  Blot 

Technik,  bei  der  mit  Hilfe  von  DIG-markierten  DNA-Sonden  die  mRNA der  Leber 

analysiert wurde. Dazu wurde das entnommene Lebergewebe in 3 Abschnitte unterteilt:

(I) Tumorgewebe

(II) peritumorales Lebergewebe

(III) entferntes Gewebe

Abbildung 3/I zeigt, dass beim Vergleich der einzelnen Anteile im Metastasengewebe 

das höchste Niveau der IL-8 mRNA-Expression festgestellt werden konnten. Im Gegen-

satz dazu wurde in dem angrenzenden und dem entfernten Lebergewebe eine geringere 

Expression von IL-8 mRNA beobachtet, zudem konnte kein Unterschied zwischen diesen 

beiden Anteilen festgestellt werden.

Diese Beobachtung bestätigte sich bei der Quantifizierung durch die optische Banden-

analyse.  Es  zeigte  sich  im  Abschnitt  I  eine  annähernd  3-mal  höhere  Expression 

gegenüber den Anteilen II und III. (Abb. 3/II)

IL-8 mRNA-Expression

               

               
      I      II      III /     I       II       III   /       I            II           III

GAPDH

   IL-8

I          Patient 1          Patient 2          Patient 3
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Abb.3 (I) Northern Blot Analyse: Vergleich der IL-8 mRNA-Expression in kolorektalem Leber-

metastasengewebe, peritumoralem Gewebe und entferntem Gewebe. Die unteren Banden 

zeigen die GAPDH mRNA-Expression zur Normalisierung nach Rehybridisierung.

(II)  Darstellung  der  densitometrischen  Bandenanalyse  der  IL-8  mRNA-Expression  in 

Tumorgewebe, peritumoralem Gewebe und Lebergewebe (Kontrolle)  (n=10; *: p< 0,01 

vs. Kontrolle; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung)

Nachweis der IL-8 Expression in situ

Zur Vervollständigung der Ergebnisse wurden die Lebermetastasen kolorektaler Karzino-

me und deren peritumorale Anteile in histologischen Schnitten auf ihre IL-8 Expression 

hin untersucht.  (Abb.  4)  Die immunhistochemische  Analyse  ergab,  dass die Gewebe-

schnitte  innerhalb  der  stromalen  Septen  sowie  im  Grenzgebiet  der  Metastasen  eine 

erhöhte Intensität der Färbung aufwiesen.
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Interleukin-8 Expression 

Abb.4 Immunhistochemische Analyse: Die Abbildungen zeigen Tumorgewebe (I) und Tumor-

ränder (II, Pfeil) gefärbt gegen  IL-8 (400-fache Originalvergrößerung)

Nachweis der IL-8 mRNA-Expression in TAF und LF nach Stimulation

Es wurde der Einfluss der Zytokine TGF-β, PDGF-BB und TNF-α auf die IL-8 mRNA-

Expression in TAF und LF in vitro untersucht.

Zur  Beurteilung  der  IL-8  mRNA-Expression  wurde  die  mRNA  der  Zellen  mittels 

DIG-markierter DNA-Sonden in Northern Blot Technik analysiert, nachdem die Fibro-

blasten zuvor mit den entsprechenden Zytokinen inkubiert wurden. Um eine Änderung 

des Expressionsniveaus zu ermitteln, wurden die stimulierten Zellen mit den unstimulier-

ten  verglichen.  Im  Gegensatz  zu  den  nicht  vorbehandelten  Kontrollen  (0,5%  FBS; 

10% FBS) zeigte sich bei  den inkubierten Zellkulturen nur bei TNF-α  eine deutliche 

Steigerung der Expression des IL-8. Dagegen führten PDGF-BB und TGF-β kaum bzw. 

gar nicht zu einem Anstieg. (Abb. 5/I) Die Quantifizierung mit Hilfe der densitometri-

schen  Analyse  ergab,  dass  sich  die  mittlere  Expression  der  IL-8  mRNA in  den  mit 

TNF-α behandelten Proben der TAF ungefähr um das 12-fache, in den der LF sich um 

das  34-fache  erhöhte,  jedoch war  dieser  Unterschied  nicht  statistisch  signifikant. 

(Abb. 5/II)

I II

 IL-8IL-8
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IL-8 mRNA-Expression
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Abb.5 (I) Northern Blot Analyse: Wirkung der Zytokine TGF-β, PDGF-BB und TNF-α auf die 

IL-8 mRNA-Expression in tumorstromaassoziierten Fibroblasten (TAF) und Leberfibro-

blasten (LF) im Vergleich zur Kontrolle (Kon:  0,5% FBS) und 10% FBS. Es zeigt sich 

eine  verstärkte  Bandenintensität  bei  TNF-α. Die  unteren  Banden zeigen  die  GAPDH 

mRNA-Expression zur Normalisierung nach Rehybridisierung. (ST=molekularer Marker)

(II)  Darstellung der densitometrischen Bandenanalyse der IL-8 mRNA-Expression der 

TAF und LF. (n=4; **, ##: p< 0,01 vs. Kontrolle; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjus-

tierung)
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Nachweis von IL-8 Protein

Die bisher nur auf mRNA-Ebene nachgewiesene IL-8 Expression sollte mit Hilfe der 

ELISA-Analyse von IL-8 auf Proteinebene verifiziert werden.

Die Abbildung 6 zeigt, dass die Behandlung mit TNF-α  bei den TAF der kolorektalen 

Lebermetastasen und den Fibroblasten aus dem gesunden Lebergewebe im Vergleich zu 

der Kontrolle (0,5% FBS) zu einer verstärkten Induktion der IL-8 Expression führte. Hier 

rangierte  das  Expressionsniveau  zwischen  0-390  pg/ml  bei  den  TAF  und  zwischen 

0-175 pg/ml bei den LF. Im Gegensatz dazu stieg die Konzentration des IL-8 bei beiden 

mit  TNF-α behandelten  Zellenarten  deutlich  an  (Konzentrationen  zwischen 

994 pg/ml-12357 pg/ml bei den LF und 4280 pg/ml-12609 pg/ml bei den TAF), aller-

dings ohne statistisch signifikanten Unterschied. Ferner konnte ein leichter Einfluss auf 

die durch PDGF-BB stimulierten Zellen beobachtet  werden; ein geringer  Anstieg,  der 

wiederum im Vergleich zu den Kontrollen keine statistische Signifikanz aufwies.

Folglich konnte die schon bei der mRNA-Analyse des IL-8 beobachtete stimulierende 

Wirkung des TNF-α auf die Fibroblasten bei der Proteinquantifizierung bestätigt werden.

          IL-8 Proteinexpression

Abb.6 ELISA-Technik:  Proteinexpression  von  IL-8  durch  TAF  und  LF  in  vitro;  (n=5; 

*, #: p<0,01 vs. Kontrolle; Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als + S.E.)
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4.3 Wirkung des NF-κκκκB-Inhibitors Parthenolid auf die IL-8 Expression

Verschiedene  Gene,  so auch der  chromosomale Abschnitt  für  IL-8,  werden  über  den 

Transkriptionsfaktor NF-κB reguliert.

Die  Aktivierung  von  NF-κB erfolgt  unter  anderem  über  TNF-α. Folglich  kann  eine 

Hemmung der Kaskade auf Ebene des NF-κB-Transkriptionsfaktors durch Parthenolid 

die Aktivierung der IL-8 Genexpression, ausgelöst durch TNF-α, inhibieren. [27; 80]

Lichtmikroskopische Analyse   Parthenolid  -behandelter  kultivierter TAF  

Für die Beurteilung des eventuell schädigenden Einflusses von TNF-α und  Parthenolid 

auf die isolierten und kultivierten TAF wurden die Zellen mit zunehmenden Konzentra-

tionen des Parthenolids mit und ohne TNF-α inkubiert.

Nach der Inkubation der Fibroblasten mit dem Parthenolid zeigte sich eine dosisabhängi-

ge Ablösung der Zellen ungeachtet des Zusatzes von TNF-α. In den lichtmikroskopisch 

aufgenommenen Ausschnitten der  Objektträger  ist  eine deutlich sichtbare Abtrennung 

der zuvor kultivierten Zellen zu erkennen, was auf eine erhöhte Sterblichkeitsquote auf 

die Parthenolidbehandlung der Zellen im Vergleich zu den identisch behandelten Zellen 

weist. (Abb. 7)

Ursächlich  könnte  eine  toxische  oder  aber  auch  eine  proapoptotische  Wirkung  des 

Reagenzes sein.
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Lichtmikroskopische Analyse
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 Abb.7 400-fache Vergrößerung mit Phasenkontrast: kultivierte TAF nach 24-stündiger Inkubati-

on mit Parthenolid (0 µM, 1 µM, 5 µM und 10 µM)  mit oder ohne TNF-α (10 ng/ml)

Mit TNF-α StimulierungOhne TNF-α Stimulierung
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Nachweis der IL-8 mRNA-Expression in TAF nach Parthenolidbehandlung

Ausgehend von dem Schluss, dass TNF-α in den TAF eine Steigerung der IL-8 mRNA-

Expression hervorruft, sollte nunmehr die Wirkung des Parthenolid auf diese Beobach-

tung untersucht werden.

Wie auch bei der vorherigen Untersuchung wurde wieder auf DIG-markierte DNA-Son-

den zurückgegriffen, um die mRNA der TAF mit Hilfe der Northern Blot Technik zu 

analysieren.

Hierzu wurden die Zellen mit TNF-α (10 ng/ml) und einer steigenden Konzentration des 

Parthenolids (1 µM, 5 µM, 10 µM) inkubiert. Um einen Einfluss des Parthenolids auf die 

IL-8 mRNA-Expression  auszuschließen,  wurde  zusätzlich  eine  zweite  Versuchsreihe 

ausschließlich mit Parthenolid behandelt ohne Zusatz des TNF-α.

Analog  zu  dem  unter  4.2  beschriebenen  Ergebnis  findet  sich  bei  der  lediglich  mit 

TNF-α stimulierten Probe eine deutliche Bande, deren Intensität mit erhöhter Konzentra-

tion des Parthenolids abnimmt. (Abb. 8/I)

Mit Hilfe der densitometrischen Analyse konnte verdeutlicht werden, dass aber erst ab 

einer Konzentration von 5  µM eine Inhibition der mRNA-Expression des IL-8 eintrat.

(Abb.  8/II)  Die  niedrige  Konzentration  von  1  µM schien  keinerlei  Wirkung  auf  die 

TNF-α induzierte  IL-8  Expression  zu  haben.  Zudem  konnte  weder  in  der  Kontrolle 

(0,5% FBS)  noch  in  der  zweiten  Versuchsreihe,  die  alleinig mit  Parthenolid  versetzt 

wurde, eine Zunahme des IL-8 Niveau ausgemacht werden.
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Abb.8 (I)  Northern  Blot  Analyse:  Einfluss  von Parthenolid  auf  die  durch  TNF-α induzierte 

IL-8 mRNA-Expression  in  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  im  Vergleich  zur 

Kontrolle (Kon: 0,5% FBS). Die untere Bandendarstellung zeigt die GAPDH mRNA-Ex-

pression zur Normalisierung nach Rehybridisierung.

(II) Darstellung der densitometrischen Bandenanalyse: Quantifizierung der IL-8 mRNA-

Expression mit und ohne TNF-α bei zunehmender Konzentration von Parthenolid (n= 4; 

*: p< 0,05; **: p< 0,001vs. Kontrolle; ANOVA-Test und Bonferroni-Adjustierung)

Nachweis von IL-8 auf Proteinebene   nach Parthenolidbehandlung der TAF  

Zur Bestätigung der Untersuchungen in Bezug auf die IL-8 mRNA-Expression in den 

tumorstromaassoziierten Fibroblasten wurde die ELISA-Expressionsanalyse angewandt. 

Wie in Abbildung 9 zu sehen, sind die Ergebnisse der Proteinanalyse vergleichbar mit 

denen der mRNA-Analyse. Die höchste Expression der Proteine entsprach den Proben, 

die  auch  die  höchste  mRNA-Expression  aufwiesen.  So rangierten  die  Werte  der  mit 

TNF-α inkubierten Zellen zwischen 6235 pg/ml und 10308 pg/ml und der mit TNF-α 

und Parthenolid (1 µM) behandelten zwischen 7040 pg/ml und 11236 pg/ml. Die mittle-

ren  Werte  der  ebenfalls  mit  TNF-α,  aber  ergänzend  dazu  mit  steigenden 

Parthenolidkonzentrationen  stimulierten  TAF,  fielen  dagegen  erheblich  ab.  Daneben 

zeigte auch hier die zweite Versuchsreihe keine Wirkung des Parthenolid auf die IL-8 

Expression im Vergleich zur Kontrolle.
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IL-8 Proteinexpression

Abb.9 ELISA-Technik:  IL-8  Proteinexpression  durch  TAF  in  An-  und  Abwesenheit  von 

TNF-α (10 ng/ml) und Parthenolid (1 µM, 5 µM, 10 µM) in vitro; (n=4;*: p<0, 05, **: 

p<0,001 vs. Kontrolle; Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als + S.E.)

4.4 Migrationsverhalten von HuH7, DLD-1, Colo-678 und HUVEC 

Schon im Jahre 1863 begründete Virchow die Hypothese, dass ein enger Zusammenhang 

zwischen chronischen Entzündungen und dem Ursprung von neoplastischen Prozessen 

besteht. Dabei scheint das inflammatorische Milieu nicht nur Einfluss auf die Entstehung, 

sondern auch auf die Progression und Metastasierung eines Tumors zu haben. Tumoras-

soziierte Zellen, wie beispielsweise Fibroblasten, erzielen hierbei durch Expression von 

Selektinen, Chemokinen und deren Rezeptoren eine Umgebung, die vermeintlich Folgen 

für die Migration wie auch für das Metastasierungspotential der Karzinomzellen hat. [23]

So veröffentlichten Li et al. 2001 eine Arbeit, die zeigte, dass eine Korrelation zwischen 

der Expression von IL-8 und seiner Rezeptoren in Kolonkarzinomzellen und deren Meta-

stasierungspotential besteht und dass IL-8 als wichtiger Parameter bei der Zellmigration, 

Proliferation sowie Angiogenese gewertet werden kann. Demgemäß wurde die Bedeu-

tung  des  proinflammatorischen  Zytokin  TNF-α,  beziehungsweise  der 
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milieubestimmenden  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  und  Leberfibroblasten,  für 

das Migrationsverhalten verschiedener Zelllinien untersucht. Dabei handelte es sich um:

(1) HuH7 Hepatomzellen; Zelllinie des hepatozellulären Karzinoms

(2) DLD-1/ COLO-678 Kolonkarzinomzellen; Zelllinien des Kolonkarzinoms

(3) HUVECs Humane Nabelschnurendothelzellen

Chemotaktische Wirkung des konditionierten Mediums von TAF und LF

Um  die  Zellmigration  der  Karzinomzelllinien  HuH7,  DLD-1,  Colo-678  sowie  der 

HUVECs in vitro im zweidimensionalen Raum gegenüber einer ansteigenden Konzentra-

tion  des  konditionierten  Mediums  von  TAF  und  der  LF  zu  analysieren,  wurde  der 

Boyden Chamber Assay gewählt.

Dazu wurde der untere Teil der Kammer mit Medium unterschiedlicher Konzentrationen 

versetzt. Die konditionierten Medien beider Kulturen wiesen eine signifikante konzentra-

tionsabhängige Erhöhung der übergesiedelten HuH7 Hepatomzellen, DLD-1 und Colo-

678 Kolonkarzinomzellen sowie der HUVECs im Vergleich zur Kontrolle (unkonditio-

niertes 10% FBS-Medium) auf. Der Höhepunkt lag bei Konzentrationen zwischen 20% 

und 80%.

Interessanterweise fiel die Reaktion der DLD-1 Zellen auf das Medium der Leberfibro-

blasten stärker aus als auf das Medium der TAF-Kulturen, jedoch war der Unterschied 

nicht statistisch signifikant. Ferner konnte ebenso bei den HUVECs eine Steigerung der 

Migration auf die Medien verzeichnet werden, dennoch war auch hier kein statisch signi-

fikanter  Unterschied  nachzuweisen.  (Abb. 10)  Folglich  scheinen  sowohl 

tumorstromaassoziierte Fibroblasten als auch Leberfibroblasten Faktoren zu sezernieren, 

die die Chemotaxis der Tumorzellen und endothelialer Zellen beeinflussen.
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Migrationsverhalten der Zelllinien HuH7, DLD-1, Colo-678 und HUVEC

                 TAF konditioniertes Medium LF konditioniertes Medium

Abb.10 Boyden Chamber Analyse: Chemotaxis von HuH7 Hepatomzellen, DLD-1 Kolonkar-

zinomzellen,  Colo-678  Kolonkarzinomzellen  und  HUVECs  induziert  durch 

konditioniertes Medium von LF- und korrespondierenden TAF-Kulturen. Die Konzen-

trationen der Medien betrugen 2,5%, 5%, 10%, 20%, 40%, 80%. Jeder experimenteller 

Ansatz  wurde  mittels  4-facher  Messung  ausgewertet.(n=5;  *,  #:  p<  0,001  versus 

Kontrolle; Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als + S.E.)
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Einfluss von TNF-  α   auf die chemotaktischen Eigenschaften  

Da IL-8 als Chemoattractant  bekannt ist, sollte untersucht werden, inwiefern die IL-8 

Proteinexpression, ausgelöst durch die Stimulation der TAF mit TNF-α, Auswirkungen 

auf die Migration der Tumorzelllinien und der HUVECs hat.

Dazu  wurden  die  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  zuvor  mit  TNF-α (10 ng/ml) 

inkubiert, wie in „Materialien und Methoden“ erläutert, und das gewonnene Medium in 

Hinblick  auf  die  chemotaktische  Reaktion  der  Tumorzellen  sowie  der  endothelialen 

Zellen untersucht.  Als Vergleich diente das Kontrollmedium unstimulierter TAF, dem 

aber, um einen Einfluss des exogenen TNF-α auszuschließen, nach der Inkubation das 

Zytokin zugesetzt wurde. Des Weiteren sollte die Hemmung des IL-8 mithilfe eines IL-8 

neutralisierenden Antikörpers getestet werden.

Wie vorher schon gezeigt,  löst eine Stimulation mit TNF-α eine Hochregulierung der 

IL-8 Expression in den TAF aus, trotzdem konnte kein eindeutiger Effekt auf das Migra-

tionsverhalten nachgewiesen werden:

Wie in Abbildung 11 zu sehen, ist lediglich bei der Colo-678 Zelllinie eine Zunahme der 

Chemotaxis  auf  das  Medium  TNF-α  stimulierter  TAF  gegenüber  der  Kontrolle  zu 

verzeichnen.  Auch die Neutralisation des Interleukins  durch den Antikörper anti-IL-8 

weist zwar eine leichte aber keine signifikant hemmende Wirkung auf. 

Wie die Colo-678 Zellen wurden auch die HuH7 Hepatomzellen, DLD-1 Kolonkarzi-

nomzellen und HUVECs analog auf ihre Migration untersucht. Nach der Auswertung des 

Boyden Assay konnte aber weder ein deutlicher Anstieg der Wanderung bei den Zellen 

beobachtet werden noch eine vernehmliche inhibierende Auswirkung des Antikörpers.

In Bezug auf den konzentrationsabhängigen Anstieg, dargestellt in Abbildung 10, zeigte 

die fehlende Empfänglichkeit der Zelllinien auf das IL-8 beziehungsweise auf das TNF-α 

in  dem  Boyden  System,  dass  noch  andere  nicht  identifizierte  Chemoattractants  eine 

entscheidende Bedeutung für die Chemotaxis der untersuchten Zelllinien haben müssen.
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Migrationsverhalten der Zelllinien HuH7, DLD-1, Colo-678 und HUVEC

                               

Abb.11  Boyden Chamber Analyse: Wirkung von TNF-α auf die chemotaktischen Eigenschaften 

von Colo-678 Kolonkarzinomzellen, DLD-1 Kolonkarzinomzellen, HuH7 Hepatomzel-

len sowie HUVECs. Induktion der Chemotaxis durch konditioniertes Medium von TAF 

nach 24-stündiger TNF-α (10 ng/ml) Inkubation [TAF-KM(TNF-α)] im Vergleich zum 

Medium (0,5% FBS) der nicht stimulierten tumorstromaassoziierten Fibroblasten [TAF-

KM] als Kontrolle. Zusätzlich wurde die Wirkung eines IL-8 neutralisierenden Antikör-

per getestet [TAF-KM(TNF-α) + anti-IL-8]. (n=4; *: p< 0,05 versus Kontrolle (TAF-

KM); Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als + S.E.)
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5. Diskussion

5.1 Inflammatorische Zellen als Bestandteil kolorektaler Lebermetastasen 

Angesichts verschiedener Publikationen, die beinhalten, dass eine grundlegende Wech-

selwirkung  zwischen  der  Lokalisation  von  Neoplasien  und  lokal  entzündlichen 

Ereignissen besteht, wurde das Gewebe kolorektaler Lebermetastasen auf das Vorkom-

men  von  CD45-tragenden  Zellen  als  Anhalt  für  eine  inflammatorische  Aufbereitung 

untersucht. [5;  74] Hierbei ließ sich mithilfe der immunhistochemischen Analyse eine 

deutliche  Anreicherung  von  CD45-positiven  Signalen  im  Bereich  des  peritumoralen 

Gewebes nachweisen. (Abb. 1) Obwohl das Metastasengewebe der kolorektalen Karzino-

me im Vergleich zum Grenzgebiet weniger markierte Zellen enthielt, war dennoch auch 

hier  eine  deutliche  Zunahme gegenüber  dem gesunden  Lebergewebe  zu verzeichnen. 

(Abb. 2)

Die Expression des Oberflächenmarkers CD45, der unter anderem auf Leukozyten und 

Kupffer-Zellen, den leberansässigen Makrophagen, exprimiert wird, legte die Vermutung 

der Ausbreitung einer entzündlichen Reaktion nahe. Durch die zusätzliche Anfärbung auf 

Laminin  konnte  zudem  bewiesen  werden,  dass  die  Population  der  CD45-tragenden 

Zellen das Gewebe infiltriert, da sie sich außerhalb der Gefäße befand. (Abb. 1)

Es wird im Allgemeinen angenommen, dass ortsansässige Makrophagen durch Stimulati-

on chemotaktische Substanzen sezernieren, die in der Lage sind, direkt Migration von 

weiteren  Entzündungszellen  zu  induzieren  und  so  inflammatorische  Bedingungen  zu 

schaffen.  [103;  116] Einmal aktivierte Makrophagen sind zudem eine wichtige Quelle 

von  Wachstumsfaktoren  und  Zytokinen,  die  wiederum  endotheliale,  epitheliale  und 

mesenchymale Zellen für eine lokal entzündliche Umgebung stimulieren.  [23] Ebenso 

kommt es  aufgrund der  Tumor-Stroma-Interaktion  zu einem erheblichen  Anstieg von 

Chemokinrezeptoren in neoplastischen Geweben. [96] Khatib et al. zeigten 2005 in einer 

Studie,  dass  metastatische  Lungenkarzinomzellen  sowie  Kolonkarzinomzellen  eine 

TNF-α Sekretion in Kupffer-Zellen sowie eine Hochregulierung der Expression vaskulä-

rer Adhäsionsmolekülen induzieren. Außerdem gelang der Nachweis einer Korrelation 

zwischen der Konzentration des TNF-α und der Prognose für das Kolonkarzinom beson-

ders  im  Stadium  DUKE  C.  [35]  Alles  deutet  daraufhin,  dass  TNF-α hierbei  eine 

zwiespältige Rolle einnimmt: Einerseits ist von TNF-α bekannt, dass es unter anderem 

synergetisch mit anderen Mediatoren proapoptotische protektive Effekte bewirkt, die das 
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Tumorwachstum inhibieren,  andererseits aber die Metastasierung unterstützt, indem es 

eine Expression vaskulärer Adhäsionsmoleküle auf der luminalen Oberfläche der Gefäße 

fördert. [4; 62]

In  der  Phase  der  Metastasierung  bzw.  der  Entzündungsreaktion  greift  zusätzlich  das 

neoplastische Gewebe ins Geschehen ein. Zins et al. beschrieben 2007 Kolonkarzinom-

zellen mit einem erhöhten TNF-α Expressionsmuster. [131] Auf diese Weise kann die 

Tumorzelle doppelt Einfluss auf ihr Milieu zu nehmen: zum einen, indem sie autonom 

chemotaktische Faktoren freisetzt, zum anderen, indem sie die Expression von Zytokinen 

und Adhäsionsmolekülen mithilfe von TNF-α bei Nachbarzellen moduliert. Das Resultat 

wäre eine Begünstigung der neoplastischen Steuerung inflammatorischer Prozesse wie 

CAM-Ligand-Interaktion  (engl.:  cell  adhesion  molecule),  MMP-Produktion  (engl.: 

matrix metalloproteinases) und Chemokinfunktionen.

Man nimmt an, dass eine zentrale Bedeutung der Expression von TNF-α  bei Kupffer-

Zellen in der erleichterten Rekrutierung von Leukozyten aus den Gefäßen in den extrava-

salen  Raum  liegt  und  somit  eine  Abwehrfunktion  gegenüber  metastatischer  Zellen 

bedingt. [106]

Aber die Expression eines Moleküls, das der verstärkten Migration von Zellen nutzt, die 

die antitumorale Immunabwehr fördern, verbessert auch die Wanderung von malignen 

Zellen und wirkt somit nicht nur protektiv, sondern bietet auch Vorteile für die Progressi-

on und Proliferation des Tumors. [7; 48]

Gulubova et al. veröffentlichten 2002 eine Arbeit, die zeigte, dass mit der Steigerung des 

TNF-α  ein paralleler Anstieg von Adhäsionsmolekülen in Lebersinusoiden und in Meta-

stasen zu verzeichnen ist. Zudem scheint eine erhöhte Expression der Adhäsionsmoleküle 

wie beispielsweise ICAM (engl.: intercellular cell adhesion molecule) ein Marker für die 

Möglichkeit der Kontrolle für die Rekrutierung der Leukozyten und Makrophagen darzu-

stellen.  Weitere  Studien  zeigten,  dass  in  einer  gesunden  Leber  die  eigentliche 

Basisexpression für ICAM niedrig ist,  in einer metastatischen  Leber  dagegen die von 

ICAM und E-Selektin wesentlich erhöht. [40;  49] Hierbei wird das verstärkte Aufkom-

men  von  CAM  auf  Endothelzellen  unter  anderem  moduliert  durch  die  Zellen  des 

Stromas. [34]

Zusammenfassend lässt sich folgern, dass das Eindringen von malignen Zellen in hepati-

sches  Gewebe  eine  proinflammatorische  Kaskade  induziert,  die  mit  einer  erhöhten 

TNF-α  Produktion  beginnt,  die  die  ansässigen  Kupffer-Zellen  aktiviert  und  zu einer 
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Hochregulierung der Expression von Adhäsionsmolekülen wie beispielsweise E-Selektin, 

VCAM (engl.: vascular cell adhesion molecule) oder auch ICAM führt. [105] Es resul-

tiert  eine  erleichterte  Leukozyteninfiltration.  Dabei  stammen  die  Leukozyten  und 

Makrophagen aus den Sinusoiden der Leber. [43; 93] Demgemäß scheinen unsere Beob-

achtungen  über  ein  erhöhtes  Vorkommen  von  Leukozyten  und  Kupffer-Zellen  in 

kolorektalen Metastasen die Studien zu bestätigen. Neoplastische Veränderungen stellen 

inflammatorische Areale dar. 

Auch  die  Tatsache,  dass  die  Steigerung  der  CD45-tragenden  Zellen  vornehmlich  im 

Grenzgebiet zwischen Metastase und umgebenden Parenchym lokalisiert war, wurde für 

andere Tumoren beschrieben. So berichteten Peeters et al. 2005 in ihren Ausführungen 

ursächlich hierfür sei die Heterogenität des Metastasengewebes in Bezug auf die Angio-

genese und die ungleiche Expression von Endotheladhäsionsrezeptoren. [91]

Natürlich  setzt  die  immunhistochemische  Analyse  Grenzen  in  Bezug  auf  die  genaue 

Zuordnung der CD45-positiven Zellen sowie deren Quantifizierung, überdies hängen die 

Ergebnisse  der  Immunhistochemie  im  Besonderen  vom  Fixierungsprozess,  von  den 

verwendeten Antikörpern und der Definition von Positivität der angefärbten Zellen ab. 

Trotz  der  Subjektivität  der  Auszählung,  die  mittels  zweifacher  Auswertung von zwei 

unabhängigen Beobachtern zu mindern versucht wurde und der Gefahr von Artefakten, 

bietet die immunhistochemische Analyse aufgrund ihrer guten Spezifität eine anerkannte 

Möglichkeit der Darstellung. [16]

5.2 Expression des Zytokins Interleukin-8 in kolorektalen Lebermetastasen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine verstärkte Einwanderung von inflammatori-

schen Zellen in das Areal von kolorektalen Lebermetastasen erfolgt, stellte sich die Frage 

über  die  Ursachen  für  diese  Beobachtung.  In  den  folgenden  Experimenten  lag  der 

Schwerpunkt auf der Analyse der Expression von IL-8 mRNA und - Protein. Von dem 

Interleukin, das aus der CXC-Familie stammt, ist bekannt, dass es ein Schlüsselmediator 

bei  der Aktivierung und bei  der Chemotaxis von Leukozyten in der  Pathogenese von 

entzündlichen und neoplastischen Erkrankungen darstellt. [124] Umfangreiche Studien 

belegten zudem die grundlegende Rolle des IL-8 für das Tumorwachstum: IL-8 schafft 

eine tumorbegünstigende Umgebung in beispielsweise Gastrointestinalkarzinomen [50; 
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129] und Melanomen [112; 113], wirkt mit bei der Regulation der Angiogenese [56; 66] 

und hat Einfluss auf die Migration und Proliferation von Zellen. [46] 

Die immunhistochemische Färbung sowie die Northern Blot Analyse sollten Aufschluss 

über die Expression von IL-8 in primären kolorektalen Lebermetastasen geben: 

Hierbei ließ sich eine intensive Anfärbung als Nachweis der IL-8 Expression im Tumor-

gewebe, den stromalen Septen und in den Tumorrändern zeigen. (Abb. 4) Die weitere 

Untersuchung mithilfe des Northern Blot konnte die Verteilung der IL-8 mRNA-Expres-

sion  im  Gewebe  darlegen.  Im  Metastasengewebe  konnte  ein  deutlicher  Anstieg  im 

Vergleich  zum  umgebenden  Tumorgewebe  und  dem  Lebergewebe  nachgewiesen 

werden. (Abb. 3)

Die Bestätigung der IL-8 mRNA-Expression liefert somit einen Beitrag zum Verständnis 

der kolorektalen Lebermetastasen. So zeigten Li et al. 2001, dass Kolonkarzinomzellen 

in der Lage sind IL-8 zu exprimieren. Die von ihnen untersuchten primären malignen 

Neoplasmen  bestanden  aus  Zellen  mit  unterschiedlichem  Metastasierungspotential, 

welche über spezifische Gene den Metastasierungsphänotyp regulieren. Interessanterwei-

se  scheint  ein  Zusammenhang  zwischen  der  IL-8  Expression,  der  Expression  der 

Rezeptoren  in  Karzinomzellen  und der  Tendenz  zur  Metastasierung zu bestehen,  das 

heißt, dass anscheinend die endogene IL-8 Produktion und das Metastasierungspotential 

mitunter positiv korrelieren. [65; 112] Ähnliche Ergebnisse wurden auch von Melanom-

zellen  postuliert.  [113;  114]  Das  scheint  unsere  Beobachtung  zu  bestätigen,  da 

kolorektale Lebermetastasen ebenfalls IL-8 produzieren.

Da bisher nur der Nachweis der IL-8 Expression in der Gesamtheit des Gewebes belegt 

wurde, sollte geklärt werden, inwiefern die isolierten tumorstromaassoziierten Fibroblas-

ten an der  IL-8 Produktion beteiligt  sind.  Dabei  wurde erneut  auf  die Northern  Blot 

Technik  und  ELISA  zurückgegriffen,  da  trotz  des  relativ  großen  Aufwands  und  der 

mitunter schwierigen Handhabung ein spezifischer Nachweis der Expression von mRNA 

bzw. von Proteinen gelingt. [78]

Die TAF wurden mit TGF-β, PDGF-BB und TNF-α stimuliert, um eine Modifikation im 

IL-8 Expressionsmuster zu induzieren. Dabei konnte ein TNF-α vermittelter Anstieg der 

IL-8 Expression im Vergleich zu den unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Die 

Fibroblasten,  die  mit  den  anderen  Faktoren  inkubiert  wurden,  wiesen  dagegen  keine 

nennenswerte Erhöhung auf. (Abb. 5) Die Ergebnisse konnten mithilfe der ELISA-Tech-

nik verifiziert werden. (Abb. 6)
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Für  die  Untersuchung  der  Einflussnahme  von  Parthenolid  auf  die  TNF-α vermittel-

te  IL-8 Produktion wurden die TAF mit PTL inkubiert. Bei Parthenolid handelt es sich 

um ein Reagenz, von dem bekannt ist, dass es die Fähigkeit besitzt, den Transkriptions-

faktor  NF-κB  zu  inhibieren.  [80]  Das  Interleukin-8  gehört  zu  den  Zielgenen  des 

Transkriptionsfaktors. Die TNF-vermittelte NF-κB-Aktivierung entspricht einer Kaskade 

beginnend mit der Ligandenbindung des TNF-Moleküls an den Rezeptor TNF-R. Die 

Bildung des Ligand-Rezeptor-Komplexes induziert unter anderem die Rekrutierung von 

NF-κB und die anschließende Expression von IL-8. [86; 129]

Eine Hemmung von NF-κB sollte daher die TNF-α  vermittelte IL-8 Expression inhibie-

ren.  In  unseren  Studien zeigte  sich eine konzentrationsabhängige  Hemmung der  IL-8 

Produktion sowohl bei der mRNA als auch dem Protein. (Abb. 8; Abb. 9) Zudem konn-

ten  wir  in  der  lichtmikroskopischen  Analyse  die  Ablösung  der  kultivierten  Zellen 

beobachten, was als eine erhöhte Sterblichkeit der Zellen gewertet wurde. (Abb. 7)

Die Ursachen dafür könnten vielfältig sein. Einerseits wäre eine toxische Komponente 

des Parthenolid zu diskutieren. Eine Behinderung aufgrund der bekannten Toxizität des 

Dimethylsulfoxid (DMSO) kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da zwar Parthe-

nolid in DMSO gelöst wurde, aber die finale Konzentration nicht 0,1% überstieg und in 

allen  Ansätzen  entsprechend  gleich  war.  [94]  Zum  anderen  ist  eine  proapoptotische 

Wirkung von PTL in Myelomzellen und Pankreaskarzinomzellen bekannt.  [121;  122] 

Ebenso wurde in verschiedenen Arbeiten beschrieben, dass Parthenolidkonzentrationen 

zwischen  5-100  µM  anscheinend  einen  schnellen  apoptotischen  Zelltod  durch  den 

Verlust von nukleärer DNA, Extraktion von Zellmembranbestandteilen und der Depolari-

sation  von  mitochondrialer  Membran  induzieren.  [132]  Ähnliche  Ergebnisse  konnten 

auch in unseren Beobachtungen gezeigt werden, da bei der densitometrischen Banden-

analyse erst ab einer Konzentration von 5  µM eine Beeinflussung der IL-8 Expression 

beobachtet werden konnte. (Abb. 8) Somit scheint nicht nur die alleinige Inhibition des 

NF-κB ursächlich für das Ergebnis zu sein, sondern zusätzlich die apoptotische Wirkung 

des PTL und die daraus resultierende verringerte Anzahl an exprimierenden Zellen.

Es konnte also gezeigt werden, dass TNF-α die IL-8 Expression in TAF erhöht und das 

Reagenz Parthenolid in der Lage ist, diesen Anstieg negativ zu beeinflussen.

Die Tatsache, dass TAF die Fähigkeit besitzt, IL-8 nach Stimulation zu sezernieren, gibt 

einen guten Einblick in die Vorgänge des Tumorwachstums. Einige der physiologischen 

Funktionen  von  IL-8  sind  beispielsweise  die  Regulierung  des  Tumorwachstums,  der 
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Angiogenese und der Metastasierung von Karzinomzellen. [113] Einhergehend mit der 

Beteiligung an der  Transkription der  Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 scheint 

eine  Korrelation  zwischen  der  IL-8  Expression  und  dem  Metastasierungspotential 

evident. [64; 71] Eine von verschiedenen Arbeitsgruppen beschriebene erhöhte Immunre-

aktivität  von  TNF-α in  der  Umgebung  kolorektaler  Lebermetastasen  und  in  der 

Tumorperipherie von intrahepatischen Cholangiokarzinomen könnte auf ein Zusammen-

spiel von Karzinom- und Stromazellen bei der Formation von kolorektalen Metastasen 

weisen. [40;  85] Die starke Beziehung der beiden Tumorkomponenten konnte schon in 

anderen Bezügen nachgewiesen werden: Nakamura et al. zeigten 1997, dass Karzinom-

zellen,  die  nicht  die  Fähigkeit  besaßen  den  Hepatocyte  Growth  Factor  (HGF)  zu 

sezernieren, wiederum in der Lage sind, durch die Expression von Chemokinen, Fibro-

blasten  dazu  zu  animieren;  bei  der  Ko-Kultivierung  von  Tumor-  und  Stromazellen 

sezernierten die Fibroblasten HGF. Zusätzlich stieg die Zahl der invasiven Zellen. Eine 

derartige Tumor-Stroma-Interaktion wird nachgewiesenermaßen vermittelt durch Zytoki-

ne wie IL-1, bFGF und PDGF. [51; 79] Der Nachweis der Expression von IL-8, seines 

Rezeptors und TNF-α gelang bisher in den Kolonkarzinomzellen und scheint von hoher 

Relevanz  bezugnehmend  auf  den  autokrinen  bzw.  parakrinen  Mechanismus.  [24; 

65; 131] Es besteht für die Kolonkarzinomzellen die Möglichkeit mithilfe des Stromas 

die Wirkung des Interleukin-8, um ein Vielfaches zu potenzieren. Inwiefern diese Art der 

Wechselbeziehung auch auf  die von uns untersuchten Zellen zu übertragen ist,  bleibt 

unklar, da die Zytokin produzierende Zellpopulation in den Metastasen stark heterogen 

ist.

Bei der Betrachtung der von uns untersuchten Zellen gilt alleinig die TNF-α vermittelte 

IL-8 Expression als gesichert. Auf welche Weise die involvierten Tumorzellen der Meta-

stase  Einfluss  nehmen,  wäre  Gegenstand  weiterer  Untersuchungen  und  könnte  unter 

Umständen eine Erklärung bieten,  warum ein starkes Gefälle  zwischen Tumorgewebe 

und Tumorrand besteht.

Die Frage der IL-8 Expression scheint daher so evident, da IL-8 eine große Bedeutung 

bei der Tumorprogression und Metastasierung zu haben scheint.  IL-8, produziert durch 

Tumorzellen, reguliert die Neovaskularisierung, die Zellproliferation und die Streuung 

von humanen gastrinalen Karzinomzellen sowie Prostatakarzinomzellen. [45; 50]

Zur Triggerung der Angiogenese werden derzeit verschiedene Theorien diskutiert:  der 

angiogenetische Effekt beruht entweder auf den IL-8 rekrutierten Leukozyten oder auf 



Diskussion 46

der Bindung von Interleukin-8 auf den Endothelzellen. [92] Dass in der Umgebung von 

kolorektalen Lebermetastasen Leukozyten ansässig sind, zeigten wir unter 4.1.

Folglich  besteht  die  Möglichkeit,  dass  die  tumorfördernde  Rolle  von  Entzündungen 

wenigstens zum Teil der Induktion der Chemokinexpression im Stroma bedingt durch 

physiologische TNF-α Sezernierung, durch beispielsweise Makrophagen, Kupffer-Zellen 

aber auch Tumorzellen zuzuschreiben ist.

So lassen die Ergebnisse vermuten, dass  das invasive und metastatische Potential der 

diversen Arten von Kolonkarzinomzellen durch die Interaktion von Tumor- und Stroma-

zellen,  wie  den  von  uns  untersuchten  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten,  reguliert 

wird und dass die TNF-α vermittelte IL-8 Expression in den TAF einen Weg der Modu-

lation in der Tumorumgebung darstellt.

5.3 Einfluss von IL-8 und konditioniertem Medium auf die Zellmigration

Bis hier konnte unter anderem gezeigt werden, dass tumorstromaassoziierte Fibroblasten 

TNF-α vermittelt  IL-8  sezernieren.  Des  Weiteren  sollte  nun  nachgewiesen  werden, 

inwiefern die von den TAF exprimierten Faktoren, das Invasion- bzw. Metastasierungs-

verhalten von verschiedenen Tumorzelllinien beeinflussen.

Für die Untersuchungen standen drei etablierte Tumorzelllinien sowie Endothelzellen aus 

Nabelschnurvenen zur Verfügung. Durch die Nutzung des zweidimensionalen Migrati-

onsmodells  nach  Boyden  (1962)  konnte  die  Zellbewegung  durch  speziell  mit 

extrazellulären Matrixkomponenten beschichtete Membranen beobachtet werden [2; 53] 

Die Vorteile dieses Systems liegen in der einfachen und schnellen Nutzung sowie der 

raschen Analyse der Ergebnisse. In unserer Studie wurden sowohl Colo-678-, DLD-1- 

und  HuH7-Tumorzellen  sowie  von  Nabelschnurvenen  stammende  Endothelzellen  als 

Monolayer auf die beschichtete Boyden Kammer ausplattiert und die Migration, ausge-

löst durch das TAF-stimulierte Medium, beobachtet. 

Der  Nachweis  einer  konzentrationsabhängigen  Steigerung  der  übergesiedelten  HuH7 

Hepatomzellen, DLD-1 und Colo-678 Kolonkarzinomzellen sowie der HUVECs gegen-

über  der  Kontrolle  (unkonditioniertes  10% FBS-Medium) deutete  auf  eine  durch das 

konditionierte Medium induzierte  erhöhte Migration hin.  Ferner  fiel  die  Reaktion der 

DLD-1 Zellen auf das Medium der Leberfibroblasten stärker aus als auf das Medium der 

TAF-Kulturen. (Abb. 10)
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Demzufolge liegt die Vermutung nahe, dass sowohl tumorstromaassoziierte Fibroblasten 

als auch Leberfibroblasten Faktoren exprimieren, die die Übersiedlung von Tumorzellen 

und endothelialer Zellen beeinflussen. 

Aufgrund der Tatsache, dass das Interleukin-8 als ein wichtiger Faktor bei der Chemota-

xis  von  Zellen  bekannt  ist  und  der  Beobachtung  einer  TNF-α vermittelten  IL-8 

Expression bei TAF, sollte geklärt werden, ob es sich bei der erhöhten Übersiedlung der 

Tumorzellen und Endothelzellen um eine durch IL-8 induzierte Migration handelt.  Um 

einen chemotaktischen Gradienten zu produzieren, nutzten wir konditioniertes Medium, 

in  dem nach  vorherigen  Analysen  mithilfe  des  ELISA  der  Nachweis  von  IL-8  nach 

TNF-α Behandlung  der  TAF gelang  sowie  Medium mit  anti-IL-8  als  Inhibitor  eines 

eventuellen  direkten  Stimulus.  (Abb. 11)  In  unserem  Fall  schienen  die  untersuchten 

Zellen,  außer Colo-678, jedoch resistent gegenüber einer vermuteten IL-8 vermittelten 

Wanderung zu sein. Dagegen sind sie, wie erwähnt, empfänglich für das konzentrations-

abhängige  konditionierte  Medium.  Naheliegend  ist  die  Vermutung,  dass  nicht 

Interleukin-8  alleine  für  die  Migration  von  Colo-678,  DLD-1,  HuH7  und  HUVEC 

verantwortlich ist.

Bei  der  Aktivierung der  Chemotaxis  handelt  es  sich um eine Vielzahl  von einzelnen 

Schritten, die in ihrer  Gesamtheit die Migration von Zellen auslösen, das schließt die 

Ausschüttung einer Anzahl verschiedener „Lotsenstoffe“ für den Aufbau eines Chemo-

kingradients und die Expression von Zelladhäsionsmolekülen ein, was letztlich zur einer 

erleichterten Migration von Zellen führt. [120]

Unterschiedliche Migrationsauslöser wurden in der Literatur postuliert: Eine direkte IL-8 

induzierte Migration konnte bei Melanomzellen [97] und bei promyeloischen Leukämie-

zellen  [117]  und  interessanterweise  ebenfalls  bei  Zellen  aus  murinen  kolorektalen 

Lebermetastasen nachgewiesen werden. In diesem Fall förderte das murine CXC-Che-

mokin MIP-2 (engl.: macrophage inflammatory protein), ein funktional analoges Zytokin 

zum humanen IL-8, die Zellmigration sowie die Proliferation der metastatischen Zellen. 

[58] 

Andere Faktoren, von denen bekannt ist, dass sie eine direkte oder indirekte Migration 

von Zellen induzieren können, sind u.a. SDF-1 (engl.: stromal cell-derived factor) [57], 

HGF [99], IL-1-α [76; 100] und MCP (engl.: monocyte chemoattractant protein) [25] So 

begünstigt  beispielsweise  MCP  mithilfe  des  C-C-Chemokinrezeptors  2  (CCR2)  die 

Chemotaxis der HSC bei der Entwicklung der hepatischen Fibrose in Mäusen. [109]
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Des Weiteren berichteten Shimizu et al. 2000 über eine Verstärkung des Migrationspo-

tentials von Kolonkarzinomzellen durch die Behandlung mit  konditioniertem Medium 

von aus Ratten stammenden HSC, wobei hier PDGF-AB und HGF als Stimulus betrach-

tet  wurden.  Für  die  Ergebnisse,  die  zu  unseren  im  Widerspruch  stehen,  gibt  es 

verschiedene Interpretationen [111]. Das Aufkommen reiner rekombinanter Zytokine hat 

die Identifizierung von Zytokinfunktionen in vitro sehr erleichtert, führt aber aus mehre-

ren Gründen zu Fehlinterpretationen [104]: So handelt es sich in vivo um die Interaktion 

vieler Zytokine, zudem gibt es in vivo Zytokininhibitoren, ein Beispiel dafür ist der lösli-

che TNF-α Rezeptor.

Auch die in vivo Videomikroskopie konnte einen entscheidenden Beitrag zur Aufklärung 

der Migration leisten; in einem Mäuselebermodell konnte das Überleben in der Zirkulati-

on,  das  Verbleiben  der  Zellen  in  den  periportalen  Sinusoiden  aufgrund  der 

Größenrestriktion und die Extravasation ins Gewebe, die je nach metastatischem Potenti-

al zwischen 48 und 72 Stunden lag, analysiert werden. [38]

Vor diesem Hintergrund zeigt sich, dass aufgrund der Vielzahl der verschiedenen Fakto-

ren, die eine Chemotaxis verursachen können, eine eindeutige Zuordnung des Weiteren 

als gar nicht so leicht erscheint und dass neben den möglichen Chemokinen höchstwahr-

scheinlich  auch  die  Konzentration,  der  Zeitraum,  die  analysierten  Zellen  sowie  das 

metastatische Potential eine wichtige Rolle einnehmen. Deshalb könnte möglicherweise 

ein zusätzlicher Anstieg des Interleukin bzw. der Konzentration und eine Veränderung 

der  Stromaaktivitäten  diese Zellen  im Allgemeinen  für  die  IL-8 induzierte  Migration 

sensibilisieren.

Neben den erwähnten Modellen sind für zukünftige Arbeiten physiologisch besser geeig-

nete in vitro sowie in vivo Modelle vorgesehen. Beispiel für ein physiologisches in vitro 

Modell ist das sogenannte Konfrontationsmodell, bei dem normales Gewebe mit Tumor-

zellen in Kontakt gebracht wird [75], dabei stellt das gesunde Gewebe das Zielgewebe 

für die invasiven Zellen dar und wird von diesen zerstört bzw. ersetzt. 

In dieser Arbeit ist der Nachweis gelungen, dass kolorektale Lebermetastasen entzündli-

che  Areale  darstellen,  die  Expression  von  IL-8  im  Gewebe  unter  anderem  durch 

tumorstromaassoziierten Fibroblasten, behandelt mit TNF-α, stattfindet und das konditio-

niertes  Medium  zwar  in  Tumorzelllinien  und  Endothelzellen  Migration  auslöst, 

wahrscheinlich aber nicht alleinig durch IL-8 bedingt.
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Anknüpfend an die Ergebnisse wäre eine weiterführende Analyse der CD45-positiven 

Zellen in den kolorektalen Lebermetastasen bezüglich der möglichen Zellpopulationen 

denkbar. Weitere Untersuchungen mit inhibitorischen Antikörpern gegen Zytokine könn-

ten zeigen, welches mitunter an der Vermittlung des migrierenden Signals der von uns 

untersuchten  Zellen  beteiligt  ist.  Bei  einer  Ko-Kultivierung  und  deren  Analyse  von 

Tumorzellen  und  tumorstromaassoziierten  Fibroblasten  bestünde  die  Eventualität 

aufschlussreicher Einblicke in die Interaktionen im Tumorstromagebiet. Diese Tatsache 

ist sinnvoll, wenn man bedenkt, dass es in vivo Inhibitoren gibt und dass der autokrine 

Feedback-Mechanismus  von  hemmenden  Produkten  anderer  Zellen  abgefangen  und 

moduliert werden kann.

Eine besondere Bedeutung in der Arbeit kommt der Feststellung über die inhibitorische 

Wirkung von Parthenolid zu, da es eventuell einen Ansatz zur medikamentösen Behand-

lung dieser Erkrankung darstellt. Berichten zufolge wurde beobachtet, dass Fenretinid, 

ein synthetisches antitumorales Retinoid, in Kombination mit Parthenolid die Apoptose-

rate in Hepatomzellen effektiv erhöhte. [90]

Folglich  sind  die  beschriebenen  Ergebnisse  eine  nützliche  Basis  für  weiterführende 

Experimente  und  erlauben  eine  Einordnung  der  Erkenntnisse  über  aus  kolorektalen 

Lebermetastasen isolierten tumorstromaassoziierten Fibroblasten in die Literatur. 
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6. Zusammenfassung

Kolorektale Lebermetastasen stellen mit die häufigsten sekundären Lebermalignome dar. 

Dass  auch  hier  eine  enge  Korrelation  zwischen  Karzinomzellen  und  dem  reaktiven 

Tumorstroma besteht, gilt als unbestritten. Der Entzündung als Stimulus kommt dabei 

ein  besonderer  Stellenwert  zu,  weil  eine  Vielzahl  von  Faktoren  freigesetzt  wird,  die 

modulierend  auf  die  Tumorumgebung  einwirken  können.  Angesichts  autokriner  und 

parakriner Mechanismen resultiert eine Beeinflussung des Zellverhaltens.

Durch den Nachweis von CD45-positiven Zellen, unter anderem Leukozyten und Kupf-

fer-Zellen,  im  Bereich  der  kolorektalen  Lebermetastasen  konnte  in  der  vorliegenden 

Arbeit gezeigt werden, dass es sich hierbei um entzündliche Areale handelt, die zudem 

eine Expression von Interleukin-8 in der Gesamtheit des Gewebes aufwiesen. Bei IL-8 

handelt es sich um ein Chemokin, das eine entscheidende Rolle bei der Invasion von 

Krebszellen und der Tumorangiogenese spielt. Die Analyse der kultivierten tumorstro-

maassoziierten  Fibroblasten,  isoliert  aus  dem  Metastasengewebe,  sowie  der 

Leberfibroblasten zeigte ebenfalls eine starke Expression von IL-8 auf, induziert durch 

den Tumornekrosefaktor-α; folglich leisten die Fibroblasten einen Beitrag zur Produkti-

on  des  IL-8.  Die  Wirkung  des  TNF-α auf  die  TAF  konnte  wiederum  mithilfe  von 

Parthenolid, einem Inhibitor des Transkriptionsfaktors NF-κb, gehemmt werden.

Bei der Untersuchung des Einflusses von konditionierten Medien der LF und TAF auf 

das Migrationsverhalten von Tumorzellen (HuH7 Hepatomzellen, DLD-1 und Colo-678 

Kolonkarzinomzellen)  sowie  den  Endothelzellen  aus  Nabelschnurvenen  (HUVECs) 

deutete eine konzentrationsabhängige Erhöhung der migrierten Zellen auf eine chemotak-

tische Wirkung hin. Eine Stimulation der Zellen mit Medium der TNF-α konditionierten 

TAF steigerte lediglich bei den Colo-678 Kolonkarzinomzellen die Migration, bei den 

anderen  untersuchten  Zellen  zeigte  sich  kein  Anstieg  der  Migration,  obwohl  TNF-α 

nachgewiesenermaßen die Expression von IL-8 in tumorstromaassoziierten Fibroblasten 

induziert.  Eine  zusätzliche  Behandlung  mit  einem Antikörper  ließ  keine inhibierende 

Wirkung erkennen.

Schlussfolgernd eröffnet die Tatsache, dass das pluripotente proinflammatorische Zyto-

kin TNF-α einen starken positiven Einfluss auf die IL-8 Produktion in TAF hat und die 

Expression  sich  wiederum  durch  den  NF-κB-Inhibitor  Parthenolid  hemmen  lässt, 

Möglichkeiten, die von therapeutischem Interesse sein könnten.
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8. Anhang

8.1 Bezugsquellenverzeichnis

8.1.1 Lösungen und Puffer

1% Agarosegel:

2 g Agarose + 176 ml H2O + 20 ml Formaldehyd + 24 ml 10fach RB + 5 µl Ethidiumbro-

mid

2% Agarosegel:

5 g Agarose + 250 ml 1fach TBE- Puffer + 10 µl Ethidiumbromid

10fach RNA Running Buffer (RB): 

200mM MOPS + 50mM Natriumacetat + 10mM EDTA + Aqua dest.

20fach SSC: 

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

2fach Waschpuffer:

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

0,5fach Waschpuffer: 

0,25 g SDS + 6,25 ml 20fach SSC + Aqua dest.

8.1.2 Primer und Zelllinien

Die folgenden Primer wurden benutzt:

IL-8: Sequenz Forward Primer: 17-CTTTCAGAGACAGCAGAGCAC

 Sequenz Reverse Primer: 972-ACTGTGAGGTAAGATGGTGGC

GAPDH: Sequenz Forward Primer: 81-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

Sequenz Reverse Primer: 306-GAAGATGGTGATGGGATTTC

Die Primer wurden von MWG-biotechnisch (Ebersberg, Deutschland)
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Die folgenden Zelllinien wurden benutzt:

DLD-1/ Colo-678-Kolonkarzinomzellen: DSMZ; Braunschweig; Deutschland

HuH7: JCRB-Zellbank; Tokyo; Japan

HUVEC: Kaskade Biologics; Mansfield; Vereinigtes Königreich

8.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Geräte

Chemikalien und Reagenzien:

Baxter GmbH (S.A.; B-7860 Lessines):

Aqua ad injectabilita

Biesterfeld Chemiedistribution GmbH (Hamburg; Deutschland):

Aceton

DAKO (Glostrup; Dänemark):

CD45 (1/50, clone T29/33), Laminin (1/25, clone 4C7) DAKO® Biotin Blocking 

System, Cytomation EnVision®+System-HRP

Invitrogen (Grand Island; N.Y.; USA):

Agarose, Medium 199, fetales bovines Serum (FBS), antibiotisch-antimykotische 

Lösung: Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B, Ethylendiaminotetraacetat 

(EDTA), Sodium salt citrat (SSC) 20x, Trypsin, PBS (14190)

Merck (Darmstadt; Marienfeld Glassware; Lauda-Königshofen; Deutschland):

Aquatec, Ethanol 70%, Ethidiumbromid

Pierce Endogen (Rockford; USA):

Human IL-8 ELISA-Kit

QIAGEN (Hilden; Deutschland):

RNeasy Midi Kit, RNeasy Mini Kit

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim; Deutschland):

1st strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV), PCR DIG Probe Synthesis Kit, PCR 

Nukleotide Mix, Taq DNA-Polymerase und dazugehörige Reaktionspuffer, Hybridisie-

rungspuffer DIG Easy Hyb, DIG Wasch- und Blockierungspuffer Set, Antidigoxigenin 

AP conjugate, Fab-Fragmente, CDP-Star™ ready to use, humaner PDGF-BB (10ng/ml), 

humaner TGF-β (5ng/ml)

Sakura Finetek (Zoeterwoude; Niederlande): 

Tissue Tek 
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Sigma (Steinheim; Deutschland):

GBSS G-9779, BSA (high quality), Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

β-Mercaptoethanol, Diethylpyrocarbonat (DEPC), Formaldehyd, Meyers Hematoxylin 

Solution (HHS16), humaner TNF-α (50 ng/ml), Tris-EDTA Puffer, RNAse-freies 

Wasser, Kollagenase Type IV

Serotec (Oxford; UK):

IL-8 (1/50, clone B-K8)

Vector Laboratories (Burlingame; CA; USA): 

Normal Goat Serum, Vectastain®ABCAP Kit

Geräte:

Mikroskop: Zeiss; Oberkochen; Deutschland

Rotana/ RP-Zentrifuge: Firma Hettich; Tuttlingen; Deutschland

Photometer: Uvette®; Eppendorf; Deutschland

Thermocycler: Biometra; Biomedizinsche Analytik GmbH; Göttingen; Deutschland

Hybridisierungsofen: Amersham Pharmacia; Biotech Europe GmbH; Chalfont; GB

UV-Crosslinker: Hoefer TM; UVC 500 UVCrosslinker; Amersham Biosciences 

    Europe GmbH; Little Chalfont; GB

Kryostaten: Mikrothom HM MIKROTOM HM 505E; Richard Allen Scientific; Kalama- 

                    zoo; USA
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8.2 Abkürzungsverzeichnis

ABC-Technik Avidin-Biotinylated Enzyme Complex-Technik

ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse

Aqua dest. destilliertes Wasser

α-SMA alpha-smooth muscle actin

bFGF basic fibroblast growth factor

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

CAM cell adhesion molecule

CCR Chemokinrezeptor

CD45 Leukocyte Common Antigen

CD-L Cluster of Differentiation-Ligand

cDNA komplementäre DNA

CNT counts

Colo-678 Kolonkarzinomzelllinie

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DLD-1 Kolonkarzinomzelllinie

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleid Acid

dUTP Desoxyuridintriphosphat

EBV Epstein-Barr Virus

EZM Extrazellularmatrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FAS-L FAS-Ligand

FBS fetales bovines Serum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GBSS Gays Balanced Salt Solution

HCV Hepatitis C Virus

HGF hepatocyte growth factor

HLA human leucocyte antigen
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HPV humanes Papillomavirus

HSC hepatische Sternzellen

HuH7 human hepatoma cell line

HUVECs Human Umbilical Vein Endothelial Cells

HYBR Hybridization

ICAM intercellular cell adhesion molecule

IG Immunglobulin

IL Interleukin

IL-8-R Interleukin-8 Rezeptor

kDa kiloDalton

LF Leberfibroblasten

KM konditioniertes Medium

MCP monocyte chemoattractant protein 

MIP macrophage inflammatory protein

MMP matrix metalloproteinases

mRNA messanger RNA

mTNF membrane tumor necrosis factor 

n Anzahl

n.s. nicht signifikant

NK-kB nuclear factor kappa

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR polymerase chain reaction

PDGF platelet-derived growth factor

PTL Parthenolid

RB Running Buffer

RNA Ribonukleinsäure

rpm rounds per minute

rRNA ribosomale RNA

RT reverse Transkription

S.E. Standardabweichung

SDF-1 stromal cell-derived factor

SDS Sodiumdodecylsulfate

SSC Sodium Salt Citrate

sTNF soluble tumor necrosis factor 
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TAF tumorstromaassoziierte Fibroblasten

TGF-ß transforming growth factor-beta

TMB Tetramethylbenzidine

TNF tumor necrosis factor

TNF-R TNF-Rezeptor

UV ultraviolett

VCAM vascular cell adhesion molecule
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