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1. Einleitung 

  

 

1.1 Aufbau und Funktion der Haut  

Die Haut stellt das größte Sinnesorgan des Menschen dar. Ihre Oberfläche beträgt in 

Abhängigkeit von der Körpergröße 1,5 bis 1,8m² und ihr Gewicht bei einer Dicke von 1,5 bis 

4 mm je nach Körperregion etwa 3 kg, mit Subkutis sogar 11 bis 15 kg [Schiebler und 

Schmidt, Anatomie, Springer-Verlag 2003].  

Für den menschlichen Organismus erfüllt sie lebenswichtige Funktionen. Als unmittelbare 

Kontaktfläche zur Außenwelt schützt die Haut vor physikalischen (UV-Strahlung), 

mechanischen, chemischen, thermischen und mikrobiellen Einwirkungen. Als Sinnesorgan 

der Peripherie besitzt die Haut verschiedene Rezeptoren und freie Nervenendigungen für 

unterschiedliche Reize wie Berührung, Schmerz und Temperatur. Von großer Bedeutung für 

den Organismus ist die Stoffwechselfunktion der Haut bezüglich der Homöostase des 

Wasserhaushalts und Konstanthaltung der Körpertemperatur durch Wärmeabgabe sowie 

Verdunstung von Schweiß [Schiebler und Schmidt, Anatomie, Springer-Verlag 2003].  

Der Aufbau der Haut gliedert sich in drei Schichten: Epidermis (Oberhaut), Dermis 

(Lederhaut) und Subcutis (Unterhaut).  

 

 

  Abb. 1: Aufbau der Haut (Quelle: Examensarbeit Claudia Küper 2007, http://www. grin.com, verändert) 
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Die Epidermis (Oberhaut) bildet als äußerste Hautschicht die eigentliche Schutzhülle 

gegenüber der Umwelt und besitzt ein großes Regenerationsvermögen. Es handelt sich um 

mehrschichtig, verhornendes Plattenepithel, dessen Dicke abhängig von Geschlecht, Alter und 

Lokalisation durchschnittlich 0,1 mm beträgt. Da die Epidermis keine Blutgefäße besitzt, 

erfolgt die Ernährung über Diffusion aus der wesentlich gefäßreicheren Dermis (Lederhaut). 

Man unterscheidet histologisch insgesamt fünf Schichten der Epidermis: Stratum corneum 

(Hornschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht), Stratum granulosum (Körnerzellschicht), 

Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalschicht).  

Die Neubildung von Epithelzellen erfolgt in den untersten Zelllagen. Von hier gelangen die 

Zellen zur Oberfläche, wobei es in den mittleren Zelllagen zur Verhorung kommt. Schließlich 

bilden sich oberflächlich Hornschuppen, die abgestoßen werden [Schiebler und Schmidt, 

Anatomie, Springer-Verlag 2003]. 

Die Epidermis besteht zu ca. 85% aus Keratinozyten, welche durch Desmosomen 

zusammengehalten werden. Neben den Keratinozyten kommen in der Epidermis weitere 

Zelltypen vor: die melaninproduzierenden Zellen des Pigmentsystems (Melanozyten) und 

dendritische Zellen des Immunsystems (Langerhans-Zellen). 

Ein Keratinozyt durchläuft verschiedene Differenzierungsstadien in einem Zeitraum von ca. 

30 Tagen. Abhängig von der jeweiligen Schicht der Epidermis stellt sich der Keratinozyt 

morphologisch entsprechend dar. Die Basalmembran, bestehend aus der Lamina lucida 

externa, Lamina densa und Lamina lucida interna, trennt die Epidermis von der Dermis. 

Durch Proliferation sorgen die Basalzellen, welche direkt auf der Basalmembran sitzen, für 

eine kontinuierliche Erneuerung der Haut. Neugebildete Zellen wandern unter 

Umstrukturierung der Keratinfilamente in die oberen Zellschichten ein, wo sie zu kernlosen 

Keratinozyten differenzieren. Im Stratum spinosum wirken die Keratinozyten stachelig und 

flachen zunehmend ab. In dieser Epidermisschicht werden erstmals Keratinosome, das sind 

membranbegrenzte Vakuolen bestehend aus Doppellipidmembranen, so genannte Odland-

Bodies, sichtbar. Das Stratum granulosum ist morphologisch geprägt von intrazellulären 

Keratohyalingranula, einem Gemisch verschiedener Proteineinheiten. Hier beginnt die 

Keratinisierung. Im stark lichtbrechenden Stratum lucidum sind die Zellen stark abgeplattet, 

liegen dicht beisammen und die Zellgrenzen sind nicht mehr sichtbar. Die oberste Schicht, 

das Stratum corneum, stellt mit seinen flach und fest gepackten, kernlosen Keratinozyten die 

eigentliche Permeabilitätsbarriere dar. Zwischen den Keratinozyten befinden sich epidermale 

Lipide. 
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Die Dermis bildet das bindegewebige Gerüst der Haut, bestehend aus Bindegewebsfasern, 

wie Kollagen-, Elastin- und Retikulinfasern und verschiedenen Zellen, wie Myofibroblasten,  

Histiozyten, Mastzellen und Zellen der Immunabwehr (Makrophagen, Lymphozyten, 

Granulozyten, Monozyten). Die Zwischenräume der einzelnen Bestandteile beinhalten eine 

Art Füllmasse aus Polyglykanen, auch Extrazelluläre Matrix (EZM) genannt. Diese 

sogenannten Glykosaminoglykane sind mit Hilfe von Fibronectin mit dem 

Bindegewebsgerüst zu Proteoglykanen verbunden, und können Wassermoleküle reversibel 

aufnehmen. Daraus resultiert ein hohes Wasserbindungsvermögen. Fibroblasten sind für die 

Synthese und den Abbau von Strukturproteinen verantwortlich [Ross et al., 1995; Brenneisen 

et al., 1996; Kielty et al., 1997]. Weitere Bestandteile der Dermis sind zahlreiche Blut- und 

Lymphgefäße, sensible und vegetative Nervenendigungen, Haarfollikel, Talgdrüsen, apokrine 

und ekkrine Drüsen sowie Sinneszellen (Mechano-, Chemo-, und Thermorezeptoren). Es liegt 

eine scharfe Grenze gegenüber der Epidermis vor, der Übergang zur Subkutis dagegen ist 

fließend. Man unterscheidet histologisch das Stratum reticulare, welches kontinuierlich in die 

tiefer gelegene Subkutis übergeht, von dem Stratum papillare, welches wellenförmig den 

Übergang zur Epidermis darstellt. 

Als Subkutis bezeichnet man das Unterhautfettgewebe, welches mit zahlreichen Blutgefäßen 

durchzogen ist. Es besteht aus locker, lamellär angeordnetem Bindegewebe mit eingelagerten 

Adipozyten. Zu den Aufgaben der Subkutis gehören die Speicherung von Nährstoffen, 

Isolation des Körpers gegen Kälte und Abpolsterung gegen Stöße. 

Das sensible Gleichgewicht der verschiedenen Gewebeschichten der Haut kann durch 

Kanzerogene wie UV-Strahlung entscheidend gestört werden [Stein et al., 1989; Scharffetter 

et al., 1991; Scharfetter-Kochanek et al., 1992; Petersen et al., 1992; Herrmann et al., 1993; 

Wlaschek et al., 1993, 1994, 1995, 1997; Koivukangas, 1994; Scharffetter-Kochanek, 1997; 

Brenneisen et al., 1998, 2000, 2002]. UVB-Exposition führt vermutlich über eine gestörte 

Zell-Matrix-Interaktion und durch ein Ungleichgewicht zwischen Matrix-Synthese und 

Matrix-Abbau zur Photoalterung [Brenneisen et al., 1998, 2000] zu erheblichen Störungen in 

Prozessen wie der Wundheilung und zur Begünstigung von Tumorinvasion und 

Metastasierung in der Tumorprogression [Canfield et al., 1986]. 

 

 

1.2 Hautkrebs und Prozesse der Hautkrebsentstehung 

Nach Informationen der Deutschen Krebsgesellschaft (DKG) steigt die Hautkrebshäufigkeit 

stetig an. Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge treten weltweit jedes 
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Jahr 2-3 Millionen neue Fälle von hellem Hautkrebs und mehr als 130.000 neue Fälle von 

schwarzem Hautkrebs auf.  

Unter dem Begriff Hautkrebs werden verschiedene Krebserkrankungen der Haut 

zusammengefasst. Man unterscheidet den so genannten schwarzen Hautkrebs (malignes 

Melanom) vom hellen Hautkrebs (Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom).  

Das maligne Melanom der Haut ist die bösartigste Form von Hautkrebs. 2008 erkrankten in 

Deutschland fast 18.000 Menschen an einem malignen Melanom. Männer und Frauen waren 

etwa zu gleichen Teilen betroffen [Robert Koch-Institut: Krebs in Deutschland 2007/08]. Das 

Risiko, im Laufe des Lebens ein Melanom zu entwickeln, beträgt in Deutschland etwa 1:200, 

in Australien bereits 1:50. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei Frauen bei 60 Jahren, 

Männer erkranken im Mittel 6 Jahre später. Das Melanom geht von den pigmentbildenden 

Zellen der Haut oder Schleimhaut aus, den so genannten Melanozyten. Als Ursachen gelten 

eine starke UV-Belastung mit wiederkehrenden Sonnenbränden (insbesondere im Kindesalter) 

sowie eine erbliche Veranlagung. Entscheidend für die Prognose ist eine frühzeitige 

Erkennung und Entfernung des Tumors. 

Basalzellkarzinome (Basaliome) entstehen aus Zellen der so genannten Basalzellschicht der 

Haut. Die Tumoren können aggressiv in das umgebende Gewebe hineinwachsen und dabei 

auch Knorpel und Knochen befallen. Sie hingegen bilden äußerst selten Metastasen. Das 

Basalzellkarzinom gehört in Mitteleuropa zu den häufigsten bösartigen Tumoren überhaupt. 

In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 100 pro 100.000 Einwohner. Als nachgewiesene 

Ursachen gelten starke UV-Belastung sowie eine erbliche Neigung im Zusammenhang mit 

einem hellen Hauttyp. 

Als Hautkrebsvorstufe gilt die aktinische Keratose, welche durch UV-Licht verursacht wird. 

Sie befindet sich ausschließlich an den so genannten „Lichtterrassen“, also chronisch 

sonnenexponierten Arealen des Körpers und gilt als Vorstufe des Plattenepithelkarzinoms. 

Das Plattenepithelkarzinom (auch Spinaliom, Stachelzellkarzinom) ist der zweithäufigste 

bösartige Hauttumor. In Mitteleuropa treten jedes Jahr etwa 20 bis 30 Neuerkrankungen pro 

100.000 Einwohner auf. Bei Männern tritt die Erkrankung zwei bis fünf Mal häufiger auf als 

bei Frauen [Robert Koch Institut: Krebs in Deutschland 2005/2006]. Es ist das Paradebeispiel 

für einen durch Sonnenlicht ausgelösten Tumor. Hierbei spielt offensichtlich die kumulative 

Sonnenexposition („UV-Lebenszeitkonto“) eine entscheidende Rolle. In sonnenreichen 

Ländern ist die Zahl der Erkrankungsfälle  um das Zehn- bis Zwanzigfache erhöht [Szeimies 

et al, Tumoren der Haut, Thieme Verlag 2010]. Bei immunsupprimierten Menschen ist die 

Inzidenz erhöht und die Prognose schlechter. 
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Bei der Entstehung von Hauttumoren spielen epigenetische und genetische Veränderungen 

eine wichtige Rolle, welche durch chemische oder physikalische Umwelteinflüsse induziert 

werden können oder spontan entstehen [Barrett JC, Shelby MD; 1992]. Folge sind 

neoplastische Zellen mit einer unvollkommenen Differenzierung, welche sich ungehemmt 

teilen und über Blut- und Lymphgefäße metastasieren. 

Heute weiß man, dass die Karzinogenese ein hochkomplexer Vorgang ist und aus einem 

Mehrstufenmodell besteht, welches noch unverstanden ist. Früher ging man von einem 

Dreistufenmodell aus, bestehend aus Initiation, Promotion und Progression. Dieser Prozess ist 

historisch experimentell anhand der Maushautkarzinogenese gut belegt und dient als 

Grundlage für die Identifizierung karzinogeneserelevanter Gene und zellulärer Mechanismen 

[Marks und Furstenberger; 1983, 1990, 1995]. Der mehrstufige Karzinogeneseprozess konnte 

auch in menschlichen Epithelzellen mit der Auslösung von geno- und phänotypischen 

Veränderungen sowohl in vivo als auch in vitro nachgeweisen werden [Grafström et al., 

1996].  

Die Initiation stellt den ersten Schritt der Karzinogenese dar, und führt durch eine Mutation 

zu einer Veränderung des genetischen Materials. Wird diese Veränderung nicht per DNA-

Reparatur beseitigt oder die Zelle durch Apoptose entfernt, persisiert diese Mutation, wird an 

die Tochterzellen weitergegeben und ist damit irreversibel. Morphologisch unterscheiden sich 

diese mutierten Zellen nicht von den umliegenden Zellen.  

Die Tumorpromotion stellt den nächsten wichtigen Schritt der Karzinogenese dar. Die 

initierten Zellen unterliegen einem Wachstumsreiz, zum Beispiel durch Hormone oder 

entzündliche Prozesse, und werden in morphologisch erkennbare, präneoplastische Zellen 

überführt. Diese gutartige Krebsvorstufe wächst zunächst nur begrenzt und metastasiert nicht. 

Aufgrund der instabilen DNA steigt bei jeder Zellproliferation das Risiko für weitere neue 

Mutationen. 

Im Stadium der Progression findet die eingentliche maligne Transformation statt [Pilot et al; 

1989]. Nach dem heutigen Wissen geht man davon aus, dass die maligne Transformation vor 

allem durch Mutationen in Tumorsuppressorgenen ausgelöst wird [Weinberg et al; 1996]. 

MutierteTumorsuppressorgene, auch Onkogene genannt, sind für die Kontrolle des Zellzyklus 

und die Zellteilung zuständig. Nach weiteren Mutationen enddifferenzieren die Zellen 

zunehmend, sie verdrängen gesundes Gewebe und metastasieren lymphogen und/oder 

hämatogen. Typische Charakteristika maligner Zellen sind die Hyperproliferation und die 

Immortalität, die durch fehlende Kommunikation über gap junctions gekennzeichnet ist 

[Trosko und Ruch, 1998]. Der Verlust der Zell-Zell-Kommunikation bei Basaliomen und 
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Plattenepithelkarzinomen der Haut schützt die Tumorzellen vor Apoptosesignalen aus dem 

stromalen Gewebe. Am Mausmodell konnte gezeigt werden, dass dieser Mechanismus auf 

einer fehlenden Expression der Connexine 26 und 43 beruht [Tada und Hashimoto, 1997].  

 

 

1.3 Tumor-Stroma-Interaktion  

Schon im Jahr 1889 wurde von Stephan Paget mit seiner „Seed and Soil“- Hypothese die 

Vermutung aufgestellt, dass für die Verbreitung und das Wachstum von malignen Zellen eine 

besondere Affinität der Tumorzellen für das Umgebungsmilieu notwendig ist [Paget, The 

distribution of secondary growth in cancer of the breast. Lancet 1, 571-573, 1889]. 

Heutige Hypothesen beruhen auf dem Wissen, dass Tumorwachstum und Tumorverbreitung 

von multiplen Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem umliegenden stromalen Gewebe 

abhängig sind [Welch et al., 2000].  

Die Invasion und Metastasierung stellt einen komplexen Vorgang dar und beschreibt die 

Fähigkeit von Tumoren, invasiv in das umliegende Gewebe einzudringen, Anschluss an 

Gefäße des Lymph- und Blutsystems zu erhalten, um dann den Primärtumor zu verlassen und 

Sekundärtumore (Metastasen) auszubilden [Müller und Fusenig, 2002]. Ein wesentliches 

Malignitätskriterium ist erfüllt, wenn die Tumorzelle die Basalmembran durchdringt und 

dadurch von der Epidermis in die Dermis gelangt. Dieser Prozess der Tumorprogression von 

Karzinomzellen der Haut wird in drei wesentliche Schritte unterteilt [Liotta und Kohn, 2001]. 

Zunächst kommt es zur Adhäsion von Tumorzellen an die Basalmembran. Es folgt die 

Degradation der Basalmembran und zuletzt migrieren die Tumorzellen durch die degradierte 

Basalmembran von der Epidermis in die Dermis. Die Tumorzellen invadieren in das 

subepitheliale Bindegewebe. Dort kommt es zum Einbruch der Tumorzellen in Lymph- und/ 

oder Blutgefäße und es folgen Tumorabsiedlungen in regionäre Lymphknoten. Von dort 

gelangen die malignen Zellen über das Lymphabflusssystem in die Blutbahn und bilden 

Absiedlungen in der Peripherie durch Embolisierung der Endstrombahn oder Adhärens an das 

Epithel. Im Anschluss an das Durchdringen der endothelialen Basalmembran kommt es zur 

Invasion des subendothelialen Bindegewebes mit Befall des entsprechenden 

Organparenchyms [Liotta und Kohn, 2001]. 

Während des invasiven Tumorwachstums spielt der kontrollierte lokale Abbau der 

extrazellären Matrix durch Proteolyse und die Interaktion der Tumorzellen mit strukturellen 

und zellulären Bestandteilen des peritumoralen Gewebes eine entscheidende Rolle [Löffek et 

al., 2006]. Bestandteile des Tumorstromas sind neben einer Vielzahl von Matrixkomponenten 
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Zellen des Bindegewebes wie Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen, sowie 

Entzündungs- und Immunzellen wie dendritische Zellen und Makrophagen.  

Tumorstroma-assoziierte Fibroblasten repräsentieren den überwiegenden Anteil des 

Tumorstromas von soliden Tumoren und ihren Metastasen. Diese Fibroblasten weisen eine 

aktivierte, myofibroblastische Differenzierung auf [Bhowmick et al, 2004, Desmouliere et al, 

2004, Tsujino et al, 2007]. Diese Fibroblasten spielen eine wesentliche pathophysiologische 

Rolle für die Tumorprogression und die Angiogense [Orimo et al, 2005, Weinberg 2006]. Die 

organspezifischen ortsständigen Fibroblasten werden durch Mediatoren wie TGFβ1 

(transforming growth factor β1) und PDGF (platelet derived growth factor) rekrutiert 

[Bhowmick et al, 2004, Rudmik et al, 2005]. Der transformierende Wachstumsfaktor TGFβ1 

ist ein Wachstumsfaktor, der durch die Tumorzelle sezerniert wird und Fibroblasten zu 

Myofibroblasten transdifferenzieren lässt, die die Tumorinvasion fördern [Cat et al., 2006]. 

Es findet eine dynamische Interaktion zwischen neoplastisch veränderten Zellen und den 

„normalen“ Zellen statt. Diese Interaktion wird auf der einen Seite durch Zell-Zell-Kontakte, 

auf der anderen Seite durch Zell-Matrix-Kontakte vermittelt [Löffek et al, 2006].  

Tumorzellen sind in der Lage, entweder über direkte Zell-Zell-Kontakte (z.B. Cadherine) oder 

über die Sekretion löslicher Faktoren (Zytokine, Wachstumsfaktoren) Einfluss auf die 

Zellteilung und die Proteinsynthese stromaler Zellen auszuüben.  

Bei der Adhäsion und Migration von Tumorzellen spielen so genannte Integrine eine wichtige 

Rolle. Dabei handelt es sich um heterodimere Glykoproteine, welche an der Zelloberfläche 

lokalisiert sind, und durch Bindung an Glykoproteine der extrazellulären Matrix (EZM) 

Einfluss auf Motilität, Invasion und Zellwachstum haben. Integrine stellen eine Verbindung 

mit Hilfe von zytoplasmatischen Domänen zwischen der EZM und Komponenten des 

Zytoskeletts her und  erfüllen somit eine wichtige Rolle bei der zellulären Signaltransduktion 

[Aplin et al., 1999; Giancotti et al., 1999]. Neben den Integrinen beeinflussen Veränderungen 

der Expression oder Veränderungen der Struktur von E-Cadherinen die maligne Progression. 

E-Cadherine sind transmembrane Glykoproteine, die epitheliale Zell-Zell-Adhäsion 

vermitteln. Es konnte nachgewiesen werden, dass E-Cadherin-negative Epithelialtumoren zur 

Invasion neigen, während die Mehrzahl E-Cadherin-positiver Mammakarzinome seltener 

invadieren [Sommers et al., 1991; Thompson et al., 1994; Pierceall et al., 1995]. 

Zu wichtigen Zytokinen und Wachstumsfaktoren bei der Interaktion von Tumorzellen und 

dem stromalen Gewebe gehören neben TGFβ1 und PDGF auch FGF (Fibroblast growth 

factor), IL-1 und VEGF (vascular endothelial growth factor).  
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Durch die Synthese proteolytischer Enzyme und die Sekretion dieser Matrix-degradierender 

Proteasen wird die Invasion der Tumorzellen erleichtert [Löffek et al. 2006]. Dazu werden 

Proteinasen (Serin-Proteinasen, Cystein-Proteinasen, Asparagin-Proteinasen und 

Metalloproteinasen) durch Tumorzellen oder von stromalen Zellen nach Stimulation durch die 

Tumorzellen produziert. Dabei begünstigt die Expression von Matrix-Metalloproteinasen 

(MMPs) die Degradation der EZM, was die Invasion der Tumorzellen erheblich erleichtert 

[Matrisian, 1992; Kahari und Saarialho-Kere, 1997].  

 

Morphologische Hinweise auf stromale Beteiligung an Invasion und Metastasierung geben 

Desmoplasie und die Bildung verschiedener Bestandteile der extrazellulären Matrix (EZM). 

Desmoplasie beschreibt das Wachstum von Fibroblasten und die konsequente Bildung von 

Kollagen um das Tumorgewebe [Kunz-Schughart und Knuechel, 2002]. 

Den strukturellen Bestandteilen der extrazellulären Matrix (EZM) kommt neben der 

strukturgebenden Funktion auch eine Rolle in der Signaltransduktion zu. Die EZM stellt ein 

Reservoir für Zytokine und Wachstumsfaktoren dar, welche durch proteolytische Spaltung 

von Matrixproteinen freigesetzt werden können [Löffek, 2006]. 

 

 

1.4 Myofibroblasten und deren molekulare Mechanismen der Transdifferenzierung 

Myofibroblasten stellen eine Zwischenform zwischen glatter Muskelzelle und Fibroblast dar. 

Sie besitzen kontraktile Aktin- und Myosinfilamente und verfügen über eine hohe endogene 

Produktion von Kollagen. Bei Ereignissen wie Wachstum, Entwicklung und Wundheilung des 

Gewebes sind Myofibroblasen beteiligt [Gabbiani, und Ryan, 1971]. Während der 

Wundheilung entstehen Myofibroblasten transient aus Fibroblasten, welche durch aktivierte 

Makrophagen zur Zellteilung angeregt werden. Gemeinsam wandern sie in das Wundgebiet 

ein und stimulieren die Proliferation und die Einwanderung von weiteren Myofibroblasten 

und Immunzellen. Über eine verstärkte Produktion von Typ III Kollagen, der Vorstufe des 

Bindegewebs-Netzwerkes vom Typ I Kollagen, kommt es unter anderem zur Narbenbildung. 

Ist die Wundheilung abgeschlossen, verschwinden die Myofibroblasten durch Apoptose 

[Desmouliere, 1995]. 

Myofibroblasten stehen pathophysiologisch auch mit Entzündungsreaktionen, Asthma, der 

Entstehung von Polypen der Nasenschleimhäute und Fibrosen, sowie auch mit verschiedenen 

Krebserkrankungen in Verbindung [Bajaj-Elliot et al., 1997; Wang et al., 1997; Doucet et al., 

1998; Powell et al., 1999].  
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Im Rahmen der Kommunikation und gegenseitigen Beeinflussung von stromalen und 

tumorösen Zellen spielen Myofibroblasten, in diesem Zusammenhang auch „cancer 

associated fibroblasts“ (CAF) genannt, eine entscheidende Schlüsselrolle [Lorusso, 2008].  

Myofibroblasten treten verstärkt an der Invasionsfront von Tumoren auf [DeWever und 

Mareel, 2002]. Warum sie gerade dort auftreten und wie sie dem Tumor nutzen, ist bislang 

noch nicht vollständig geklärt. 

 

 

Abb. 2: Myofibroblast. Immunzytochemischer Nachweis von αSMA. 

 

Immunologisch werden Myofibroblasten hauptsächlich durch die Proteine α-smooth muscle 

Aktin (αSMA) und Vimentin charakterisiert [Räsänen et al, 2010]. Durch Reorganisation des 

Aktins wird am Mikrofilamentsystem der Zelle das αSMA gebildet, wodurch die Zelle die 

Fähigkeit zur Kontraktion erhält. Neben diesen kontraktilen Mikrofilamentbündeln, wie sie in 

Abbildung 2 zu sehen sind, den so genannten „stress fibers“, besitzen Myofibroblasten 

interzelluläre gap junctions. Dabei handelt es sich um Zellverbindungen, bestehend aus 

Zusammenschlüssen von Transmembrankanälen. Mit Hilfe dieser Kanäle ist eine Zelle in der 

Lage mit ihren Nachbarzellen direkt und/oder indirekt zu interagieren und Stoffaustausch zu 

betreiben [Trosko und Ruch, 1998; Stuhlmann et al., 2003].  

In der vorliegenden Arbeit wird im Rahmen der Bildung des Proteins αSMA und der daraus 

resultierenden Umwandlung des Fibroblasten in einen persistierenden Myofibroblasten, im 

Unterschied zum transienten Myofibroblasten, welcher bei der Wundheilung gebildet wird, 
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von einem Transdifferenzierungsprozess gesprochen. Im klassischen Sinn versteht man unter 

Transdifferenzierung die Umwandlung von Zellen, die einem der drei Keimblätter angehören, 

zu Zellen eines anderen Keimblatts. Bei Veränderungen im Rahmen der epithelialen-

mesenchymalen Transition (EMT) lösen die Wachstumsfaktoren TGFβ1 und PDGF einen 

solchen Transdiffenrenzierungsprozess aus, bei dem epitheliale Zellen Eigenschaften von 

mesenchymalen Zellen erlangen [Gotzmann et al., 2006]. In dieser Arbeit ist die 

Transdifferenzierung von Fibroblasten durch mesenchymal- mesenchymale Transition (MMT) 

charakterisiert. Der transformierende Wachstumsfaktor TGFβ1 ist ein Wachstumsfaktor, der 

durch die Tumorzelle sezerniert wird und Fibroblasten zu Myofibroblasten transdifferenzieren 

lässt [Cat et al, 2006]. 

Die TGFβ-Familie verfügt über eine Vielzahl von Wachtumsfaktoren, die sich in ihrer 

Polypeptidstruktur ähneln. Sie sind verantwortlich für eine große Anzahl biologischer 

Prozesse wie Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung, Motilität, Adhäsion oder 

Apoptose [Bierie und Moses, 2006]. 

Es sind fünf Isoformen des TGFβ bekannt, wobei TGFβ1 mit seinen 390 Aminosäuren die 

von Zellen am häufigsten sezernierte Isoform darstellt. TGFβ1 wird als latenter Komplex mit 

einer Größe von 290 kDa gebildet. Wie in Abbildung 3 dargestellt, setzt sich dieser latente 

Komplex aus bioaktivem TGFβ (25 kDa), dem ´latency-associated`-Peptid (LAP, 75 kDa) 

und dem ´latent TGFβ binding`-Protein-1 (LTBP1, 190 kDa) zusammen. LTBP1 ist mit LAP 

über eine Disulfidbrücke verbunden und wird für den Zusammenbau und die Sezernierung 

des latenten TGFβ-Komplexes benötigt. LAP und das bioaktive TGFβ sind nicht-kovalent 

miteinander verbunden. Der latente TGFβ-Komplex, das heißt die Verknüpfung der einzelnen 

Untereinheiten, verhindert die Inititation der Signaltransduktionskaskade. Die Aktivierung des 

Komplexes kann durch zahlreiche Proteinasen, wie beispielsweise Plasmine, Cathepsine oder 

Matrix-Metalloproteinasen, erfolgen und setzt das bioaktive TGFβ1 ins Mikromillieu frei.  
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Abb. 3: Aufbau des latenten TGF-β1-Komplexes und Aktivierung von bioaktivem TGFβ1 

(Quelle: Dissertation von B.Cat Mesenchymal-mesenchymale Transition: Oxidativer Stress und Tumorinvasion, 

2007) 

 

Bioaktives TGFβ1 bindet an einen heterodimeren Zelloberflächenrezeptor, welcher über zwei 

transmembrane Serin/Threonin-Kinasen (Typ I und II) verfügt. Als Folge kommt es zu einer 

ROS-abhängigen Signalkaskade, welche z.B. in Fibroblasten zu einer Expression von αSMA 

und damit zur Bildung von Myofibroblasten führt.  

 

 

1.5  Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)  

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden ständig und überall im Organismus bei 

verschiedenen biologischen Prozessen gebildet. Eine der wichtigsten endogenen Quellen für 

ROS im Organismus sind die Mitochondrien, wo sie als Nebenprodukt der Zellatmung 

anfallen. Während der oxidativen Phosphorylierung wird molekularer Sauerstoff (O2) durch 

Elektronentransferreaktionen über die Atmungskettenkomplexe zu Wasser (H2O) reduziert. 

Bei unvollständiger Reduktion können hoch reaktive Metabolite wie z.B. das 

Superoxidradikalanion als Nebenprodukte der Atmungskette in den Mitochondrien entstehen.  

In einer Reihe von enzymatischen und nichtenzymatischen Folgereaktionen können aus dem 

Superoxid-Anion (O2∙
-) weitere Radikale und andere reaktive Intermediate gebildet werden. 

Aufgrund ihres Reaktionsverhaltens werden die genannten Intermediate unter der 

Bezeichnung reaktive Sauerstoffverbindungen (Reactive Oxygen Species = ROS) 
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zusammengefasst. ROS können in freie Radikale, wie zum Beispiel Hydroxylradikale (HO∙), 

Peroxylradikale (ROO∙), Alkoxylradikale (RO∙), und nicht-radikalische Verbindungen wie 

das Wasserstoffperoxid (H2O2), Singulett-Sauerstoff (1O2) und organische Peroxide (ROOH), 

eingeteilt werden [Brenneisen et al., 2002]. 

Chemische und physikalische Agentien wie UV-Strahlung führen ebenfalls zu einer erhöhten 

intrazellulären Konzentration von ROS [Herrmann et al., 1993; Brenneisen et al., 1998]. 

Es konnte gezeigt werden, dass ROS eine zentrale Rolle während intrazellulärer 

Signalkaskaden spielen [Poli et al., 2004; Aslan und Ozben, 2005; Chiarugi, 2005], was zu 

physiologischen oder pathologischen Veränderungen wie beispielsweise Zellzyklus-

Progression [Boonstra und Post, 2004], Apoptose oder Zellalterung [Gourlay und Ayscough, 

2005; Johann et al., 2006] führt. Desweiteren werden ROS mit kardiovaskulären und 

neurodegenerativen Krankheiten, aber auch mit Krebs in Verbindung gebracht [Sies, 1991]. 

Oxidativer Stress beschreibt eine Stoffwechsellage, der eine Auslenkung des Gleichgewichts 

zwischen Prooxidantien auf der einen Seite und dem Netzwerk der Antioxidantien auf der 

anderen Seite zugunsten der Prooxidantien zugrunde liegt [Sies, 2000, 1997, 1986,1985]. Um 

ROS-induzierten Schäden entgegenwirken zu können, besitzt der Organismus enzymatische 

und nicht-enzymatische antioxidative Systeme. Dazu zählen die Superoxid-Dismutase (SOD), 

die O2∙
- in H2O2 reduziert, die Katalase, welche Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und Wasser 

umsetzt, und die Glutathion-Peroxidasen, die H2O2 ebenfalls in H2O reduzieren. Neben den 

zellulären antioxidativen Systemen gibt es chemische Verbindungen mit antioxidativen 

Eigenschaften, so genannte ROS-Fänger. Zu diesen zählen beispielsweise N-Acetylcystein, 

Trolox, ein Vitamin E-Derivat, Vit. C oder Selen. Apocynin ist ein selektiver Hemmstoff der 

NADH-Oxidase, ein membrangebundenes Enzym, welches Sauerstoff zu Hyperoxid unter 

Verbrauch von NADH reduziert. 

N-Acetylcystein ist ein synthetisches zellpermeables Antioxidans. Die Funktion des N-

Acetycysteins als Radikalfänger ergibt sich aus seiner chemischen Struktur. Die freie SH-

Gruppe kann direkt mit ROS, wie Hydroxylradikalen und Wasserstoffperoxiden, interagieren 

und dabei freie Thiolgruppen zu einer Disulfidbindung oxidieren [Aruoma OI, Halliwell B et 

al, 1989; Gillissen A., Jaworska M. et al, 1997].  

Verwendung in der Medizin findet NAC als Expektoranz zur Herabsetzung der 

Sputumviskosität, aufgrund seiner Fähigkeit Disulfidbrücken des Bronchialsekrets in 

Mukoproteinen zu spalten. Darüber hinaus sind weitere Indikationen für NAC die akute 

Paracetamolintoxikation sowie die Prophylaxe der kontrastmittelinduzierten 

Nierenschädigung. NAC unterstützt die Synthese von Glutathion. Wie Abbildung 4 zeigt, 
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stellt Cystein das überwiegende Substrat für die Glutathionsynthese da, und ist damit eine 

Vorstufe des reduzierten Glutathions [Cotgreave I. und Moldeus P., 1991; Raftos JE et al, 

2006]. 

 

 

Abb. 4: Die Wirkung von N-Acetylcystein  

(Quelle: Tossios P, Mehlhorn U, Blickpunkt der Mann 2004; 2 (3): 36-39 ©) 

 

Durch ROS induzierte Ereignisse in der Zelle können mit Hilfe von Antioxidantien verringert 

oder sogar verhindert werden. 

Die biologische Konsequenz der Bildung von zu hohen Konzentrationen an ROS besteht in 

der Fähigkeit, biologische Makromoleküle wie DNA, Lipide, Kohlenhydrate und Proteine zu 

verändern bzw. zu schädigen [Halliwell und Gutteridge 1989].  

Proteine können auf unterschiedliche Weise durch Akkumulation von reaktiven Spezies 

geschädigt werden. Entweder reagieren ROS direkt durch Oxidation mit Proteinen und führen 

so zur Bildung von Carbonylen, oder ROS reagieren indirekt über Moleküle wie 

Kohlenhydrate oder Lipide, wobei die daraus entstehenden Produkte dann mit Proteinen 

weiter reagieren [Levine et al., 2001]. Durch diese oxidative Proteinmodifikation kann es zu 

Strukturveränderungen in Form von Fragmentierungen, Cross-Links und Fehlfaltungen der 

Proteine kommen. Daraus resultiert eine veränderte Zellhomöostase durch Verlust der 

Enzymaktivität und der Proteinfunktion [Berlett BS, Stadtman ER, 1997].  

Eine häufige oxidative Modifikation von Proteinen ist die Einführung von Carbonylgruppen 

in Proteinseitenketten. Für die Entstehung von Proteincarbonylen gibt es unterschiedliche 

Mechanismen [Frank et al., 2000]. In Anwesenheit von redoxaktiven Metallionen, wie z.B. 

Fe(III), Co(II) und Cu(II), können diese unter Komplexbildung an die Proteinseitenketten 

binden und zur Bildung von Carbonylgruppen führen. Bei diesem Vorgang spricht man von 

metallkatalysierter Proteinoxidation. Von besonderer Bedeutung sind hierbei v.a. die 
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Aminosäuren Histidin, Arginin, Lysin und Prolin [Requena et al., 2001]. Wenn Eisensalze an 

der Oxidation organischer Substrate mit Wasserstoffperoxid  beteiligt sind, spricht man auch 

von der Fenton Reaktion (H2O2 +Fe2+ → HO∙ +HO- +Fe3+). Es ist bekannt, dass UVB-

Strahlung zu einem erhöhten H2O2-Gehalt in der Zelle führt, was wiederum über die Fenton-

Reaktion die Bildung von Hydroxylradikalen, die die Zelle stark schädigen können, fördert 

[Brenneisen et al., 1998, Brenneisen et al, 2002].  

Desweiteren besteht die Möglichkeit, dass Proteincarbonyle durch Folgeprodukte der 

Lipidperoxidation, wie z.B. Malondialdehyd (MDA) oder 4-Hydroxynonenal (4-HNE) 

entstehen. Sie binden an die Seitenketten von Aminosäuren und verändern so die 

Proteinstruktur. MDA besitzen als Produkte der Lipidperoxidation mutagene und karzinogene 

Eigenschaften [Marnett, 1999]. Bekannt ist, dass hohe Dosen von UVA Lipidperoxidation in 

der Membran von Fibroblasten induzieren [Moliere et al, 1991] und damit UV-Strahlung mit 

Hautalterung und Photokarzinogenese in Verbindung steht. 

Neben der metallkatalysiertern Proteinoxidation und der Lipidperoxidation kann die Maillard-

Reaktion (Glucosidierung und Glycoxidation) durch Bildung so genannter advanced 

glycation end products (AGE´s) zur Entstehung von Carbonylen führen [Frank et al., 2000], 

wobei die zuletzt genannte Möglichkeit der Carbonylbildung nach Frank eher bei Patienten 

mit Diabetes Mellitus und bei Dialysepatienten in Betracht zu ziehen ist. Damit ist sie eher 

weniger in Verbindung mit degenerativen Erkrankungen [Shacter et al., 2000] und 

Alterungsprozessen mit der Bildung von Carbonylen, wie es bei der metal-catalyzed oxidation 

(MCO) der Fall ist, [Berlett et al., 1997] zu sehen.  

Als Marker für oxidativen Stress wurden in der vorliegenden Arbeit Proteincarbonyle 

bestimmt. 

 

 

1.6 Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK) 

Die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind eine heterogene Gruppe von 

Proteinkinasen. Wichtige Mitglieder der MAPK-Familie sind die extrazellular-regulierten 

Kinasen (ERK), die Jun-N-Terminalen Kinase (JNK) und die p38-Kinase. Sie sind in der 

Lage, eine Vielzahl von extrazellulären Signalen in den Zellkern zu vermitteln und so 

verschiedene zelluläre Antworten zu übertragen [English et al. 1999; Widmann et al. 1999; 

Hazzalin und Mahadevan 2002]. Dabei  spielen sie eine wichtige Rolle bei physiologischen 

und pathophysiologischen zellulären Prozessen wie der Regulation der Embryogenese, der 

Entzündung, der Zelldifferenzierung, des Zellwachstum, der Proliferation und Apoptose 
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[Zang W, Liu HT 2002]. Die Aktivierung der MAPK erfolgt über Stressoren (z.B. 

Hyperosmolarität, UV-Bestrahlung, oxidativer Stress, mitogene Wachstumsfaktoren) und 

proinflammatorische Stimuli (z.B. Zytokine, Wachstumsfaktoren). Verschiedene Rezeptoren 

an der Zelloberfläche übertragen die Signale in die Zellen. Es folgt ein mehrstufiger 

intrazellulärer Signaltransduktionsweg bestehend aus verschiedenen 

Phosphorylierungskaskaden. Bei diesen Kinasen handelt sich um Serin/Threonin- und 

Thyrosin-Kinasen, welche nukleäre und zytoplasmatische Proteine phosphorylieren, aber 

auch die Fähigkeit zur Autophosphorylierung besitzen. Wie auch Abbildung 6 zeigt, 

akkumulieren aktivierte MAPK im Zellkern, wo sie Transkriptionsfakoren phosphorylieren, 

und diese dadurch aktivieren oder inhibieren. Durch diesen Mechanismus wird eine Vielzahl 

von Zielgenen reguliert. Über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. STAT-1, p53, 

ATF-2, Elk-1) führen diese intrazellulären Signaltransduktionswege zu Veränderungen der 

Genexpression und damit zu Veränderungen des Zellmetabolismus [Braham und Mc Clay, 

2006; Cuenda un Rousseau, 2007]. Die Aktivierung über mitogene Stimuli erfolgt 

vorzugsweise über die ERK-Signalkaskade und führt zu Zellwachstum, Proliferation und 

Differenzierung. Dieser Signaltransduktionsweg ist bei 30% aller Krebsarten hyperaktiviert 

[Garnett und Marais, 2004]. Die Aktivierung über stress-induzierende Stimuli läuft über den 

p38- und JNK-Signaltransduktionsweg und führt zu Inflammation, Wachstum, Apoptose und 

Differenzierung. 

 

 

Die p38-MAPK-Kaskade 

Die p38-Kinasen kontrollieren die Funktion von Transkriptionsfaktoren, Kinasen, 

Phosphatasen aber auch anderer Proteine. Die p38-Kinase ist ein 38 kDa großes Protein, 

wobei vier p38-Isoformen bekannt sind: p38 alpha, p38 beta, p38 gamma, p38 delta 

[Widmann et al., 1999; Kyriakis und Avruck 2001]. Durch verschiedene Stimuli, wie 

oxidativer Stress, UV-Strahlung, verschiedene proinflammatorische Zytoline (TNF, IL-1, 

TGF-β) oder über GTPasen der Rho-Familie (Rac) kann p38 aktiviert werden. 

Laut Kulisz et al. werden die p38-MAPK durch mitochondriale ROS im Rahmen von 

oxidativem Stress durch Hypoxie phosphoryliert [Kulisz et al., 2002]. Auch in renalen 

tubulären Rattenzellen werden die p38-MAPK ROS-abhängig über TGFβ1 aktiviert, und 

spielen dadurch eine Schlüsselrolle bei der tubulointestinalen Nierenfibrose [Rhyu DY et al, 

2005]. Weitere Studien bestätigen, dass p38 ein wichtiger Regulator bei der 

Tumorprogression ist [Bradham, 2006]. Nach Bulavin et al. besitzt die p38-Kinase eine 
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tumorunterdrückende Aktivität aufgrund eines negativen Effekts auf den Zellzyklus. 

Ebenfalls besitzt sie die Fähigkeit, andere Tumorsuppressoren zu aktivieren [Bulavin et al. 

1999; Bulavin und Fornace 2004]. In weiteren Studien wird die Funktion der p38-Stress-

induzierten Signalkaskade als zellulärer Tumorsupressor durch Regulierung von 

Zellproliferation, Zelltransformation, Zellinvasion und Zelltod diskutiert [Loesch und Chen, 

2008]. 
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1.7 Fragestellung  

Viele Untersuchungen zur Krebsentstehung befassen sich mit den intrazellulären 

Mechanismen, die eine normale Zelle zur Tumorzelle entarten lassen. Gerade aber während 

der Invasion eines Tumors spielt die Interaktion zwischen den Tumorzellen und ihrem 

Umfeld, ihrem Mikromilieu, eine wichtige Rolle. Durch parakrin wirkende 

Wachtumsfaktoren und Zytokine beeinflussen Tumorzellen ihr Mikromilieu zu ihren Gunsten. 

Damit stellt die Tumor-Stroma-Interaktion einen entscheidenden Schritt während der 

Tumorprogression dar. 

 

In dieser Arbeit liegt der Fokus der Untersuchungen nicht auf den Tumorzellen. Diese sind 

genotypisch instabil und stellen als eine heterogene Gruppe eine schwer zu untersuchende 

Population dar. Um die zellulären Vorgänge während der Tumor-Stroma-Interaktion studieren 

zu können, wurden humane dermale Fibroblasten, die Bestandteil des Stromas sind, 

verwendet, welche genomische Stabilität aufweisen. Gerade diese Stabilität stellt eine 

Grundvoraussetzung für die Entwicklung neuer Therapieansätze (stromale Therapie) dar. 

 

Der Wachstumsfaktor TGFβ1 ist für die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu αSMA-

exprimierenden Myofibroblasten, welche verstärkt an der Invasionsfront von Tumoren 

auftreten, verantwortlich. Über die zur Expression von αSMA führenden Signalkomponenten 

und deren zeitliches Auftreten ist wenig bekannt.  

 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, welche molekularen Mechanismen dem 

TGFβ1 vermittelten Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten zugrunde liegen. Da 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) an der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten beteiligt sind, liegt der Schwerpunkt der Arbeit auf der von TGFβ1 

initiierten und von ROS abhängigen Signalkaskade. Dabei spielt auch die Frage nach einem 

autokrinen Mechanismus eine Rolle.  

Die Identifizierung weiterer Signalkomponenten und deren zeitliche Einordung in die αSMA-

Signalkaskade ist Hauptteil der hier vorliegenden Dissertation. 
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2. Material und Methoden 
 

 

2.1 Materialien 

 

2.1.1 Versuchsmaterialien 

Aceton p.A.      Merck, Darmstadt 

AG1295 (PDGF-Inhibitor)    Calbiochem, San Diego, USA 

Anisomycin      Sigma, Missouri, USA 

Apocynin      Calbiochem, Darmstadt 

APS (Ammoniumpersulfat) analytical grade  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Bromphenolblau     Sigma, Taufkirchen 

BSA (bovines Serumalbumin) 98%   Sigma, Taufkirchen 

Coomassie Brilliant Blau R250   Merck, Darmstadt 

DAPI       Molecular Probes, Karlsruhe 

Diphenyliodonium 98%    Sigma, Taufkirchen 

DMEM (Dublecco´s modified Eagle´s Meium) Sigma, Deisenhofen 

DMSO  (Dimethylsulfoxid)    Roth, Karlsruhe 

DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazin)   Sigma, Taufkirchen 

DTT (Dithiothreitol)     Sigma, Taufkirchen 

EDTA electrophoresis grade    ICN Biomedicals, Ohio USA 

Essigsäure (Eisessig) 100% p. A.   Merck, Darmstadt 

Ethanol      Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid     Molecular Probes, Karlsruhe 

FCS (Fetales Kälberserum)    PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Fettfreies Milchpulver blotting grade  Roth, Karlsruhe 

Fluoromount C     Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Gentamycin solution     Sigma, Taufkirchen 

Glutamax      Invitrogen, Karlsruhe 

Glycin ≥ 99,9% p.A.     Roth, Karlsruhe 

Glycerin p.A.      Roth, Karlsruhe 

HCl konz. p.A.     Merck, Darmstadt 

Inhibitoren: SB 202190 (p-38)   Sigma, Missouri, USA 

  SP 600125 (JNK)   Sigma, Missouri, USA 
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  UO 400126 (ERK)   Sigma, Missouri, USA 

Iodacetamid      BioRad, München 

KCl       Invitrogen, Karlsruhe 

KH2PO4       Sigma, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol     Sigma, Taufkirchen 

Methanol p.A.      Merck, Darmstadt 

Milchpulver      Roth, Karlsruhe 

MTT 98% (TLC)     Sigma, Taufkirchen 

NAC       Merck, Darmstadt 

NaCl2 p. A      Merck, Darmstadt 

Na-EDTA p.A.     Sigma, Taufkirchen 

Na2HPO4 p. A      Merck, Darmstadt 

OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit  Chemicon, USA 

Penicillin      PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Phosphatase Inhibitor Cocktail I   Sigma, Taufkirchen 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II   Sigma, Taufkirchen 

Ponceau-S-Solution 0,1% in 5% acetic acid   Sigma, Taufkirchen 

Rotiphorese Gel 40 (37,5:1)    Roth, Karlsruhe 

Proteinmarker      Fermentas, St.Leon Rot 

SDS Ultra Pure ≥ 99%    Roth, Karlsruhe 

Streptomycin      PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Super Signal West Pico    Piece, Rockford 

Suramin      Sigma, Deisenhofen 

Temed 99%      Roth, Karlsruhe 

TGFβ1, recombinant from human   R&D Systems, Wiesbaden 

Tris Pufferan® ≥ 99,9%    Roth, Karlsruhe 

Trypsin-EDTA     PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Tween 20      Sigma, Taufkirchen 

Wasserstoffperoxid     Sigma, Deisenhofen 

Ziegennormalserum     Sigma, Taufkirchen 
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2.1.2 Puffer und Lösungen 

Anodenpuffer I     0,3M Tris 

10% (v/v) MeOH 

pH 10,4 

 

Anodenpuffer II     25 mM Tris 

10% (v/v) MeOH 

pH 10,4 

 

Blockierlösung     3% Ziegennormalserum in TBST (1x) 

 

Blocking/Dilution Puffer    1% BSA 

       PBS-T 

Carnoy´s Fixativ     Methanol/Eisessig, 3:1 

 

Coomassie Blue-Färbelösung   0,05% Coomassie Brilliant Blue 

20 % MeOH 

7,5 % Essigsäure 

 

DAPI-Färbelösung  0,05 µg/ml, Verdünnung: 1/500 in 

McIlvaine-Puffer 

 

 

Einfriermedium     DMEM-Medium mit 20% FCS 

5% DMSO 

 

Kathodenpuffer     25 mM Tris 

10% (v/v) MeOH 

40mM Glycin 

pH 9,4 

 

Lysepuffer      0,5% SDS 

Phosphatase Inhibitor Cocktail I 

(Verdünnung 1/1000) 
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Phosphatase Inhibitor Cocktail II 

(Verdünnung 1/1000) 

 

Milchpulver-TBST (1x)-Lösung   5% fettfreies Milchpulver 

       50 mM Tris 

150mM NaCl 

0, 1% (v/v) Tween 20 

pH 7,5 

 

MTT-Lösung      10% MTT in DMEM 

 

PBS       140 mM NaCl 

10 mM Na2HPO4 

 

PBS-T       140 mM NaCl 

10 mM Na2HPO4 

0,05% Tween 20 

 

Ponceau S-Lösung     0,1% PonceauS (w/v) 

5% (v/v) Essigsäure 

Sigma, Taufkirchen 

 

Rotiphorese Gel 40 (37,5:1)    Roth, Karlsruhe 

 

Sammelgel      720 µl Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) 

       650 µl Tris 0,5 M, pH 6,8 

        3,5 ml dH2O 

         50 µl SDS 10% (w/v) 

         50 µl APS 10% (w/v) 

           5 µl TEMED 

 

TBST 10x      50 mM Tris 

150 mM NaCl 

0,1% (v/v) Tween 20 

pH 7,5 
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Trenngel       4,8 ml dH2O 

        2,5 ml Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) 

        2,5 ml 1,5 M Tris, pH 8,8 

       100 µl SDS 10% (w/v) 

       100 µl APS 10% (w/v) 

           4 µl TEMED 

 

Tris-Lösung       2M Tris Base 

30% Glycerin 

19% β-Mercaptoethanol 

Trypsin-EDTA: PBS (1:1)    0,5g/L Trypsin 

0,2g/L Na-EDTA 

PBS 

 

 

2.1.3 Antikörper 

Primäre Antikörper 

Mouse anti human αSMA    Sigma, Deisenhofen 

Mouse anti human αTubulin    Sigma, Deisenhofen 

Rabbit anti human GPx1    LabFrontier, Seoul Südkorea 

Polyclonal goat anti human HGF   R&D Systems, Wiesbaden 

Polyclonal goat anti human IL-6   R&D Systems, Wiesbaden 

Polyclonal goat anti human TGF-β2   R&D Systems, Wiesbaden 

Phospho-p38-Antibody    CellSignaling, Danvers, USA  

 

Sekundäre Antikörper 

Alexa-488-gekoppeltes α-Maus IgG   Molecular Probes, Karlsruhe 

Goat-α-mouse-HRP-gekoppelt   DAKO, Schweden 

Goat-α-rabbit-HRP-gekoppelt   Dianova, Hamburg 

 

 

2.1.4 Assays / Kits 

DuoSet ELISA, human TGF-β1   R&D Systems, Wiesbaden 
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Detection Kit, OxyBlot (Protein Oxidation)  Chemicon, USA 

RNeasy-Kits      Qiagen, Hilden 

LightCycler FastStart:  

DNA Master SYBR Green I Reaction Mix  Roche, Mannheim 

 

 

2.1.5 Verbrauchsmaterialien 

Zellkultur-Materialien    Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Deckgläschen      Assistent 

Kryotubes      Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Einmal-Küvetten     Sarstedt, Nümbrecht 

Gelkassetten (1,5 mm)    Invitrogen, Karlsruhe 

Nitrozellulose-Membran Hybond-C Extra  GE Healthcare, Freiburg 

Whatman-Filterpapiere    Roth, Karlsruhe 

Bio-Max-Film      Kodak, Stuttgart 

Filmkassette BAS Cassette 2040   FujiFilm Photo Film GmbH, Düsseldorf 

Objektträger      Engelbrecht, Edermünde 

 

 

2.1.6 Geräte 

Analysenwaage AB 204-S    Mettler Toledo, Schweiz 

CCD Kamera (ORCA II) Digital Kamera  Hamamatsu, Japan 

Centrifuge 5402     Eppendorf, Hamburg 

Clean Air Sterilbank     Thermo Life Sciences, Egelsbach 

Criterion Electrophorese-Kammer   BioRad, München  

Elektro-Blot-Apparatur    Roth, Karlsruhe 

Fluoreszenz-/Lichtmikroskop Axiovert 100 TV Carl Zeiss, Oberkochen 

Heraeus Inkubator     Kendro, Langenselbold 

ImageScanner      UMAX, Taiwan 

Magnet-Rührer     Janke+Kunkel IKAMAG©RCT, Staufen 

Mikrotiter Plate Reader    Pharmacia Biotech, Freiburg 

Milli-Q Anlage      Millipore, Eschborn 

Neubauer-Zählkammer    Brand, Göttingen 

Photometer Ultrospec 1000    Pharmacia Biotech, Freiburg 
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Powersupplier Power Pac Basic™   BioRad, München 

LightCycler  2.0     Roche, Mannheim 

RM-5-Assistant Rollschüttler   Braun, Melsungen 

Schüttler Rotamax 120    Heidolph-Instruments, Schwabach 

Ultrasonic Disintegrater No. 7100   M.S.E., Lorch 

Vortexer      Janke+Kunkel Labortechnik, Staufen 

Wasserbad      Köttermann, Düsseldorf 

 

 

2.1.7 Software 

Aqua Cosmos 

Photoshop CS3 

Power Point 

Excel 

Prism Graph Pad 

 

 

2.2 Zellen und zellbiologische Methoden 

 

2.2.1 Zellen 

HDF – humane dermale Fibroblasten: 

HDF Zellen sind humane sekundäre Hautfibroblasten, die von Praeputien gesunder 3 bis 6-

jähriger Jungen stammen und durch Zirkumzisionen gewonnen wurden. Die zur Isolation der 

Zellen verwendeten Biopsien erhielten wir freundlicherweise von Dr. Meyer aus der Praxis-

Klinik Grevenbroich. Für die Experimente wurden die Zellen zwischen den Passagen 2 bis 17 

verwendet. 

 

 

2.2.2 Isolation von Fibroblasten aus Biopsien 

Vor Beginn der Isolierung wurden die Biopsien in kaltem PBS gewaschen und daraufhin 

erneut 1 min in PBS plus 20 µg/ml Gentamyzin gewaschen. Anschließend wurde das 

Fettgewebe großzügig mit einem Skalpell entfernt, wobei darauf zu achten war, dass die 

Biopsie nicht austrocknet. Dann wurde die Biopsie in möglichst kleine Stücke, die nicht 

größer als 5 mm waren, zerteilt. Diese Stücke wurden mit der Dermisseite nach unten auf 
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einer Petrischale plaziert und 10 min angetrocknet. Anschließend wurde die Petrischale mit 

DMEM, das mit 20 % FCS supplementiert wurde, aufgefüllt, bis die Hautstücke komplett mit 

Medium bedeckt waren. Die Schalen sollten möglichst wenig bewegt werden, um das 

Ablösen der Hautstücke zu verhindern. Nach einigen Tagen wuchsen zuerst epitheliale Zellen 

aus der Biopsie. Unter diesen wuchsen dann einige Tage später die Fibroblasten heraus. 

Nachdem die Fibroblasten einen gewissen Konfluenzgrad erreicht hatten, wurden sie 

trypsiniert und im Folgenden unter Aufrechterhaltung des hohen Serumanteils weiterkultiviert. 

Da nur Fibroblasten das stark serumhaltige Medium überleben, konnten sie auf diese Weise 

von den übrigen Zellen getrennt werden [Fleischmeyer et al., 1990; Bayreuther et al., 1992]. 

 

 

2.2.3 Kultivierung der Zellen 

Die Hautfibroblasten wurden in Dulbecco`s modified Eagle`s Medium (DMEM), das mit 10% 

FCS, 2 mM L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin (Komplettmedium) supplementiert 

wurde, in einer wasserdampfgesättigten, auf 37°C temperierten Atmosphäre mit 5% 

Kohlendioxid kultiviert. Nach Erreichen einer 80-90%-igen Konfluenz wurden alle Zellen 

zuerst mit PBS gewaschen und anschließend mit einer Trypsin-EDTA:PBS Lösung von den 

Kulturflaschen abgelöst. Die Trypsinaktivität wurde nach 2 bis 5 min durch Zugabe von FCS-

haltigem Medium abgestoppt, die Zellen resuspendiert, in einer Neubauer-Zählkammer 

gezählt und auf die entsprechende Anzahl Kulturflaschen oder -schalen überführt. 

Zur Kontrolle des Zellwachstums wurde die kummulative Populationsdichte (CPD) bestimmt. 

Diese errechnet sich wie folgt: 

 

 

Abb. 5: Berechnung der kummultiven Populationsdichte (CPR) 

 

Die Fibroblasten wurden bis zu einer CPD von 17 verwendet. Alle kultivierten Zellen wurden 

in regelmäßigen Abständen auf Mykoplasmenkontamination untersucht. 
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2.2.4 Mykoplasmentest 

Bei Mykoplasmen handelt es sich um zellwandlose, von einer Zytoplasmamembran 

umgebene Bakterien, welche Zellen parasitär befallen. Mykoplasmen können das geregelte 

Zellwachstum beeinflussen bzw. die Reaktionen von Zellen auf bestimmte Stimuli verändern. 

Dadurch besteht die Möglichkeit, dass Ergebnisse in Experimenten verfälscht werden können. 

Da Mykoplasmen lichtmikroskopisch nicht zu sehen sind, bleiben sie ohne eine geeignete 

Detektionsmethode unerkannt. Aus diesem Grund wurden in regelmäßigen Abständen die 

Zellen mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes Bisbenzimid auf Kontaminationen mit 

Mykoplasmen untersucht. 

Die Zellen  wurden auf Deckgläschen in 3,5 cm Zellkulturschalen bis zur Subkonfluenz (70%) 

kultiviert. Anschließend wurden sie zweimal in PBS gewaschen und für 10 min in 1 ml 

Carnoy’s Fixativ fixiert. Danach erfolgte zweimaliges Waschen der Zellen mit McIlvaine-

Puffer und eine 15-minütige Inkubation in 1 ml DAPI-Lösung. Nach zweimaligem Waschen 

mit dH2O konnte das Deckgläschen mit den Zellen auf einen Objektträger mit 20 µl 

Einbettmedium (Fluoromount C) fixiert werden. Innerhalb der nächsten 20 min wurden die 

gefärbten Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop bei einer Anregungswellenlänge von 

350nm und einer Emissionswellenlänge von 460nm auf Mykoplasmen kontrolliert. Durch den 

Farbstoff Bisbenzimid (DAPI) wird selektiv DNA angefärbt. Nicht kontaminierte Kulturen 

zeigten eine hellblaue Fluoreszenz, welche ausschließlich auf den Zellkern beschränkt ist. 

Zellkulturen mit Mykoplasmen zeigten neben dem fluoreszierenden Zellkern eine deutliche 

Fluoreszenz im Bereich der äußeren Zellmembran und zwischen den Zellen. Die 

Mykoplasmen erschienen entweder als gleichmäßig über die Zytoplasmamembran verteilte 

Partikel oder sie bildeten Aggregate auf der Zelloberfläche und/oder zwischen den Zellen. 

Kontaminierte Zellen wurden autoklaviert und entsorgt. 

 

 

2.2.5 Zytotoxizitätstest 

Zellen in einer Zellkultur können auf bestimmte Stressfaktoren, wie die Inkubation mit 

chemischen Agenzien, reagieren. Der MTT-Test dient dazu, die Vitalität der Zellen nach 

Applikation bestimmter Chemikalien zu bestimmen.  

Bei diesem Test nehmen lebende metabolisch aktive Zellen das wasserlösliche 

Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) auf und 

wandeln dieses durch eine mitochondriale Dehydrogenase in ein blaues, unlösliches 
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Formazansalz um. Die Absorption des Formazansalz wird als Maß für die Vitalität der Zellen 

angesehen und kann photometrisch bestimmt werden. 

Hierzu wurden Zellen in 24-well-Platten eingesät und bei ca. 80% Zellkonfluenz mit den 

jeweiligen Chemikalien für eine bestimmte Zeit behandelt. Anschließend wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und zur Aufnahme des Tetrazoliumsalzes mit einer 10%igen MTT-

Lösung in DMEM für zwei bis drei Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach der Aufnahme 

wird das Tetrazoliumsalz von einer mitochondrialen Succinatdehydrogenase chemisch 

modifiziert. Es werden Wasserstoffionen von dem Enzym auf das Tetrazoliumsalz übertragen, 

wodurch der Tetrazoliumring gespalten wird und ein blaues, unlösliches Formazansalz 

entsteht (siehe Abbildung 6).  

 

 

Abb. 6: Bildung von Formazansalz aus Tetrazoliumsalz durch die Succinat-Dehydrogenase als Parameter 

für die Vitalität von Zellen 

 

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das MTT-haltige DMEM abgesaugt, die Zellen 

wurden gewaschen und mit DMSO solubilisiert. Das in DMSO gelöste Formazan wurde 

spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 560 nm mit einer Referenzwellenlänge von 

690 nm quantifiziert. Der Nullabgleich erfolgte dabei durch Messung von reinem DMSO. Die 

Vitalität der Zellen bzw. die Zytotoxizität einer Behandlung wurde als Prozent der Formazan-

Bildung der behandelten Zellen, verglichen mit der Formazan-Bildung unbehandelter Zellen 

bestimmt:  

 

Abb. 7: Berechnung der Vitalität von behandelten Zellen (OD = optische Dichte) 
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2.2.6 Herstellung von Zelllysaten und Proteinbetimmung 

Nach Ablauf der jeweiligen Experimente, wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen 

und anschließend mit 1% SDS lysiert. Anschließend wurde die Proteinkonzentration der 

Zelllysate mittels DC Protein Assay (Bio Rad) bestimmt. Zur Erstellung einer 

Proteinstandardkurve wurde eine serielle Verdünnungsreihe von BSA (Rinderserumalbumin) 

hergestellt und deren Proteinkonzentrationen parallel zu den Proben bestimmt. Mit Hilfe des 

Computerprogramms Prism 3.0 wurde der Proteingehalt der Proben ermittelt.  

Zunächst wurden in einer Einmalküvette 100µl des Reagent A mit 10 µl einer Probe für 1 min 

inkubiert. Anschließend wurden 750 µl Reagent B in das Gemisch pipettiert und es folgte eine 

weitere Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur. Im Folgenden konnte die optische Dichte 

bei 750 nm nach Kalibrierung des Photometers gegen einen Leerwert (1% SDS)  bestimmt 

werden und aus den Daten des BSA-Proteinstandards konnte der Proteingehalt des Zelllysats 

berechnet werden. 

 

 

2.2.7 Allgemeine Versuchsbedingungen 

Verwendete Lösungen wurden mit dH2O aus einer Milli-Q Anlage (Millipore, Eschborn) 

hergestellt. Alle im Ergebnisteil gezeigten Experimente wurden mindestens dreimal (n=3), in 

speziell gekennzeichneten Fällen mindestens zweimalig (n=2), unabhängig voneinander 

durchgeführt. Dabei wurden alle Proben pro durchgeführten Versuch doppelt untersucht. Alle 

verwendeten Substanzen wurden vor Verwendung mittels MTT-Test auf Toxizität überprüft. 

Die Zellen wurden ausschließlich mit Konzentrationen behandelt, die nach 72 h Inkubation 

eine Überlebensrate von >80 % erzielten. Alle Experimente wurden mit CMHDF, serumfreiem 

konditioniertem Medium (CM) von dermalen Fibroblasten (HDF) durchgeführt. Das 

serumhaltige Medium auf den Versuchszellen wurde nach zweimaligem Waschen mit PBS 

gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Meist über Nacht wurden die Versuchszellen auf 

diese Weise inkubiert, sodass bei allen Experimenten mindesten 4 Stunden serumfreies 

Medium (CMHDF ) vor Versuchsbeginn auf den Zellen war. 

Bei allen Versuchen mit der Western Blot Methode wurde nach Gewinnung der Proben der 

Proteingehalt bestimmt und auf einheitliche Werte angepasst. Nach der Übertragung der 

Proteine von dem Gel auf die Nitrozellulosemembran wurde die Ladung der einzelnen Blots 

durch Färbung mit Ponceau-S-Lösung visualisiert und damit kontrolliert. 
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2.2.8 Herstellung von konditioniertem Medium (CM) 

Zur Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDF) wurde das serumhaltige Medium nach 

zweimaligem Waschen mit PBS oder serumfreiem Medium gegen serumfreies Medium 

getauscht. Die Überstände dieser unstimulierten Zellen, die lösliche Faktoren in das Medium 

sezernieren,  wurden gesammelt und auf unbehandeltere Fibroblasten gegeben.  

Zur Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF) wurde eine 10 minütige 

Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen 

zweimalig mit serumfreiem Medium gewaschen. Dieses nach „x“ Stunden gesammelte 

konditionierte Medium wurde dann auf unbehandelte, synchronisierte Fibroblasten gegeben. 

Zur Herstellung von konditioniertem Medkium (CMHDFnachTGF 8h, 16h, 24h) wurden die Zellen für 10 

Minuten mit TGFβ1 stimuliert und anschließend mit serumfreiem Medium gewaschen. 

Daraufhin wurden zeitabhängig nach 8, 16 und 24 Stunden die Zellüberstände gesammelt und 

auf unbehandelte, synchronisierte Fibroblasten gegeben. 

Zur Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF 0-4h, 4-16h, 16-24h) wurden die Zellen 

für 10 Minuten mit TGFβ1stimuliert und anschließend mit serumfreiem Medkium gewaschen. 

Daraufhin wurden die Zellüberstände in verschiedenen Zeitfenstern 0-4, 4-16 und 16-24 

Stunden isoliert. Dabei wurden vor Isolierung des zweiten und dritten Zeitfensters die Zellen 

erneut mit serumfreiem Medium gewaschen. Dieses konditionierte Medium wurde dann auf 

unbehandelte, synchronisierte Fibroblasten gegeben. 

 

 

2.3 Biochemische Methoden 

 

2.3.1 Immunzytochemie 

Das in Myofibroblasten exprimierte Protein αSMA konnte mit Hilfe dieser Methode durch 

fluoreszierende sekundäre Antikörper sichtbar gemacht werden. 

Die Zellen wurden auf Glasplättchen in  3,5cm Zellkulturschalen bis zur Subkonfluenz 

kultiviert. Zu Beginn wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und für 5 min 

mit Methanol (-20°C) fixiert. Anschließend wurde das Methanol entfernt und die Zellen 

wiederum mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit einer Blockierlösung für 60 min bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend wurde der primäre Antikörper (Verdünnung: 

1:1000 (v/v) in TBST mit 1 % Ziegennormalserum) über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 

viermaligem Waschen für je 15 min mit TBST wurden die fixierten Zellen mit Alexa 488-

gekoppelten IgG-Sekundärantikörpern anti-Maus (Verdünnung: 1:1000 (v/v) in TBST) für 
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das αSMA-Protein für 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde erneut viermal je 15min mit TBST 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen einer DAPI-Färbung unterzogen. Dafür wurden 

die Zellen für 10 min in DAPI-Färbelösung (Verdünnung: 1/500 in McIlvaine-Puffer) 

inkubiert und anschließend für weitere 30 min mit TBST gewaschen. Im letzten Schritt 

wurden die Glasplättchen mit einem Tropfen Fluoromount C auf einem Objektträger fixiert 

und mit einem Zeiss Axiovert Fluoreszenzmikroskop, das mit einer CCD Kamera (ORCA II) 

verbunden war, ausgewertet. 

 

 

2.3.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western-Blot)  

Die Western-Blot-Methode wurde für den Nachweis von Proteinen, wie z.B. dem αSMA, 

welches ein Marker für Myofibroblasten darstellt, eingesetzt. Bei dieser Methode werden 

Proteine aufgrund eines elektrischen Feldes aus einem SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-

Membran übertragen und anschließend mit Hilfe von Antikörpern nachgewiesen.  

 

 

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Auftrennung von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamidgelelektophorese verwendet. 

Bei dieser Methode wandern Proteine in einem elektrischen Feld durch ein dreidimensionales 

Netzwerk aus Acrylamid und Bis-Acrylamid. Es erfolgt eine Auftrennung der Proteine 

aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichts. Für die Protein-Gelelektrophorese 

wurde das System nach Laemmli et.al (1970) verwendet.  

Zunächst wurde das Trenngel in eine Gelkassette gegossen und nach der Polymerisierung mit 

dem Sammelgel überschichtet. Bei der Probenvorbereitung wurde das Zelllysat mit einem 

Überschuss an SDS auf 95° C für 5min erhitzt, um die Tertiär- und Sekundärstruktur der 

Proteine zu zerstören. Zusätzlich wurden Schwefelbrücken zwischen Cysteinen durch Zugabe 

von Dithiothreitol (DTT) aufgebrochen. Anschließend wurden die Proben auf das Gel 

aufgetragen. Zuächst wurde ein Strom von 20mA angelegt. Nachdem die Proben das Trenngel 

erreicht hatten, wurde die Elektrophorese mit 50 bis 60 mA fortgesetzt. Die Elektrophorese 

erfolgte in einer X-Cell-II Eletrophoresekammer mit 1x SDSPAGE Laufpuffer. Zur 

Bestimmung der Proteingröße wurde ein Protein-Molekulargewichtsmarker auf dem Gel 

mitgeführt. 
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Elektotransfer und Immundetektion  

Nach der Elektophorese wurden die Proteine von dem PAGE-Gel auf eine 

Nitrozellulosemembran transferriert. Der Elektronentransfer erfolgte mittels Semidry-Blotting 

in einem diskontinuierlichen Puffersystem.  

Zu Beginn wurden pro Gel sechs Whatman Filterpapiere und eine Nitrozellulosemembran in 

Größe des Trenngels zurechtgeschnitten. Je zwei Blatt Filterpapier wurden in Anodenpuffer I, 

Anodenpuffer II und Kathodenpuffer getränkt. Die Blotmembran wurde zur Aktivierung kurz 

in Wasser geschwenkt. Die Graphitelektroden der Blotkammer wurden befeuchtet. Auf die 

Anode wurden zwei Blatt Filterpapier, getränkt in Anodenpuffer I, zwei Blatt Filterpapier, 

getränkt in Anodenpuffer II, die Nitrozellulose-Membran, das Trenngel und zwei Blatt 

Filterpapier, getränkt in Kathodenpuffer platziert. Nach Auflegen der Kathode wurde für 1,5 h 

ein Strom von 60 mA angelegt. Nach dem Transfer wurden die Proteinbanden auf der 

Nitrozellulosemembran mit Ponceau S angefärbt, um sehen zu können, ob die Proteinbanden 

auf die Menbran übertragen wurden, und ob die Proteinbanden im gleichen Verhältnis 

zueinander aufgetragen waren. Damit diente die Färbung mit Ponceau S zusätzlich als 

Ladekontrolle. Die Membran wurde anschließend mit 1x TBST entfärbt und nachfolgend für 

1Stunde bei RT in Blockierungspuffer (5% Milchpulver in 1x TBST) inkubiert. Anschließend 

wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper (Verdünnung 1:1000 in 

Blockierungpuffer) inkubiert. Am folgenden Tag nach viermal 15 minütigem Waschen in 1x 

TBST wurde die Membran für 2 Stunden mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

(Verdünnung 1:20.000 in TBST) bei RT inkubiert. Im Anschluss daran folgten wiederholt 

mehrere Waschdurchgänge mit TBST. Die Detektion erfolgte mit dem Super Signal Pico 

Chemilumineszenz-System und einem Chemilumineszenz-Film. Dazu wurden die beiden 

Nachweisreagenzien (Luminol-Lsg., Pierce Biotechnology, Rockford IL) im Verhältnis 1:1 

vermischt und auf die Membran gegeben. Die Membran wurde in Folie eingeschweißt und 

mit einem Bio-Max-Film in einer Filmkassette platziert. Der Film wurde über mehrere 

Minuten exponiert und anschließend in der Dunkelkammer entwickelt und fixiert. 

 

 

2.3.3 Enzyme-linked immuno assay (ELISA) 

Die ELISA-Methode wurde für den Nachweis von humanem TGFβ1 verwendet. Die 

Durchführung der Methode richtete sich nach den Anweisungen des Herstellers. 

Zur Beschichtung der 96-well Platten wurden 360µg Capture-Antikörper pro 1ml PBS 

verwendet. Es wurden je 100 µl/well aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 
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dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden die Wells mit 300µl einer Blockier-Lösung 

(5%Tween 20, 5% Sucrose in PBS) für 1h bei RT blockiert. Die Blockierlösung wurde 

entfernt und verschiedene Konzentrationen des Standards und die Proben aufgetragen und bei 

RT für 2 h inkubiert. Anschließend wurden die Wells viermal mit PBS-T gewaschen und mit 

einem biotinylierten Detection-Antikörper (100 µl/well, 54 µg/ml) für 2 h bei RT inkubiert. 

Nach viermaligem Waschen mit PBS-T folgte eine Behandlung mit 500 µl eines HRP 

(horseradish-peroxidase)-konjugierten Streptavidin-Antikörpers für 20 min bei RT. Es wurde 

erneut mit PBS-T gewaschen und die 96-well Platte abschließend für die Farbentwicklung mit 

100µl einer 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)-Peroxidase Lösung für 15 min im Dunkeln 

inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 µl einer 1M Schwefelsäure (H2SO4)-Lösung gestoppt. 

Die Absorbtion wurde bei 450 nm mit einem Mikrotiter-Plattenleser gemessen, wobei der 

Refenzfilter auf 650 nm eingestellt wurde. Die Konzentration des Wachstumsfaktors konnte 

anhand des Standards mit Hilfe der Software EXCEL berechnet werden. 

 

 

2.3.4 Immunologischer Nachweis oxidierter Proteine (Oxy-Blot) 

Zunächst wurden dermale Fibroblasten in 3,5 cm Zellkulturschalen kultiviert. Bei  

Subkonfluenz (ca. 70%) wurden die Zellen für unterschiedlich lange Zeit mit 10ng/ml 

rekombinanten TGF-β1, mit 1ng/ml Apocynin oder 5 mM NAC behandelt. Als technische 

Positivkontrolle wurden Fibroblasten mit 250 µM H2O2 für 45 min inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen in Lysepuffer aufgenommen und es folgte der Nachweis von oxidierten 

Proteinen mit Hilfe des OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit (Chemicon, USA). Die 

Durchführung der Methode richtete sich nach den Angaben des Herstellers.  

Zunächst wurden 5 µl des Zelllysats mit 5 µl 12%-iger SDS-Lösung vermischt, um eine 

Endkonzentration von 6% SDS zu erreichen. Anschließend wurden 10 µl 1x 2,4-

Dinitrophenylhydrazin-Lösung (DNPH) hinzupipettiert und die Probe wurde für 20 min bei 

RT und im Dunkeln inkubiert. Im Folgenden wurden 7,5 µl Neutralisations-Lösung 

hinzugegeben, um die Derivatisierung zu stoppen. Daraufhin wurden die Proben auf eine 

10%-ige SDS-PAGE aufgetragen und wie beschrieben auf Nitrozellulose-Membran geblottet. 

Die Nitrozellulose-Membran wurde für 1 h in Blocking/Dilution Puffer blockiert und 

anschließend über Nacht bei 4°C schüttelnd mit einem Rabbit anti-DNP Antikörper 

(Verdünnung 1:150 in Blocking/Dilution Puffer) inkubiert. Die Membran wurde zweimal für 

15 min mit PBS-T und weitere zweimal für 5 min gewaschen. Der Sekundärantikörper (Goat 

Anti-Rabbit IgG HRP-gekoppelt) wurde für 2 h in Blocking/Dilution Puffer (Verdünnung 
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1:300) inkubiert. Es wurde erneut zweimal mit PBS-T für 15 min und weitere zweimal für 5 

min gewaschen. Zum Nachweis der Bindung wurden die beiden Nachweisreagenzien 

(Luminol-Lösung, Verstärker-Lösung; Pierce Biotechnology, Rockford IL) im Verhältnis 1:1 

vermischt und auf die Membran gegeben. Die Membran wurde in Folie eingeschweißt und 

mit einem Bio-Max-Film in einer Filmkassette platziert. Der Film wurde über 15 min 

exponiert und anschließend entwickelt und fixiert. Daraufhin wurde der Film mit Hilfe des 

ImageScanners digitalisiert.  

 

 

2.3.5 RNA-Isolierung und reverse Transkription  

Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des RNeasy-Kits (Qiagen, Hilden) nach 

Herstellerangaben isoliert. Dabei binden Nukleinsäuren in Gegenwart hoher 

Salzkonzentrationen an eine Silicamembran, von der DNA, Proteinverunreinigungen und 

Salze in zwei Waschschritten entfernt werden. Die RNA wird mit Wasser von der Matrix 

eluiert. Bei der RNA-Isolierung aus transient transfizierten Zellen wurde das RNA-Lysat mit 

DNase I (Qiagen, Hilden) behandelt, um Plasmid-DNA vor der reversen Transkription zu 

entfernen. Die Konzentration und die Reinheit der isolierten RNA wurden photometrisch 

durch Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt. Die RNA wurde unter Verwendung des 

Enzyms Superscript II RNase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe) für die 

Synthese komplementärer DNA (cDNA, complementary DNA) eingesetzt. Dazu wurde 1 μg 

Gesamt-RNA in einem Volumen von 10 μl zusammen mit 1 μM Oligo(dT)15-Primer für 5 min 

bei 65 °C denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Dann wurden 10 μl des folgenden 

Reaktionsansatzes hinzugefügt:  

 

4 μl 5-fach Reaktionspuffer (Invitrogen)  

2 μl DTT (100 mM)  

1 μl dNTP-Mix (je 10 mM)  

2.5 μl Wasser  

0.5 μl Reverse Transkriptase (200 U/μl, Invitrogen)  

Die reverse Transkription erfolgte in einem Thermocycler für 1 h bei 42°C und wurde darauf 

durch Denaturieren des Enzyms (5 min, 65°C) beendet. Die so erhaltene cDNA wurde nach 

Verdünnung mit Wasser im Verhältnis 1:5, für die Real-Time PCR verwendet.  

 



  Material und Methoden 

34 

 

 

 

 

Genes Primer (5´-3´) 

SMA Forward: CTGTTCCAGCCATCCTTCAT 

Reverse: TCATGATGCTGCTGTTGTAGGTGGT 

HPRT1 Forward: ATTCTTTGCTGACCTGCTGGATT 

Reverse: CTTAGGCTTTGTATTTTGCTTTTC 

Abb. 8: Sequenzen der Primer für die Real-time RT-PCR 

 

Real-Time PCR 

Die Real-Time PCR wurde in einem LightCycler 2.0 (Roche) unter Verwendung des 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Reaction Mix (Roche) durchgeführt. Der 

Reaktionsansatz enthielt 3 mM MgCl2, die in Abbildung 10 dargestellten forward und 

reverse Primer (je 0.5 μM), 2 μl 10-fach Reaktionspuffer (LightCycler FastStart DNA Master 

SYBR Green I) und 4 μl im Verhältnis 1:5 verdünnter cDNA (dies entspricht 40 ng revers 

transkribierter RNA) in einem Gesamtvolumen von 20 μl. Die PCR wurde in Glaskapillaren 

im LightCycler 2.0 mit folgendem Temperatur- und Zeitprofil durchgeführt: initiale 

Denaturierung der DNA und Hitzeaktivierung der Taq DNA Polymerase für 10 min bei 95°C, 

zyklische Wiederholung der Schritte Denaturierung (10 sec bei 95°C), Primer-Anlagerung (5 

sec bei einer primerspezifischen Temperatur) und Elongation (primerspezifische 

Elongationszeit bei 72°C). Die Sequenzen der für die Real-Time PCR verwendeten 

Primerpaare sind in der vorherigen Tabelle angegeben. Der Zyklus aus Denaturierung, 

Primer-Anlagerung und Elongation wurde 50 Mal wiederholt. Um die Spezifität des 

Amplifikats zu überprüfen, wurde im Anschluss an jede PCR eine Schmelzkurve (60-95°C) 

aufgenommen.
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3  Ergebnisse 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von Plattenepithelkarzinomzellen (SCL-1) 

mit  Hautfibroblasten untersucht. Dazu wurden dermale Fibroblasten mit dem in Überständen 

(konditioniertem Medium, CM) von SCL-1 enthaltenen Wachstumsfaktor TGFβ1 behandelt. 

Dabei stand die durch TGFβ1 ausgelöste, intrazelluläre Signaltransduktionskaskade bezüglich 

der Expression von SMA im Zentrum des Interesses. Um die Transdifferenzierung von 

humanen dermalen Fibroblasten zu Myofibroblasten genauer untersuchen zu können, wurden 

Experimente bezüglich eines durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gesteuerten Signalwegs, 

als auch bezüglich eines autokrinen Wirkmechanismuses durchgeführt. 

 

 

3.1 TGFβ1 abhängige Expression und Lokalisation von αSMA in Fibroblasten  

Um eine zeitabhängige Expression von SMA nach der Stimulation mit TGFβ1 zu 

demonstrieren, wurden die Zellen für unterschiedliche Zeit mit rekombinantem TGFβ1 

behandelt.  

 

ct 8 16 24 48

SMA (42 kDa)

+ CMHDF+ + + +

TGFβ1- + + + +

h

-Tubulin (50 kDa)
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TGFβ1- + + + +

h

-Tubulin (50 kDa)

 

Abb. 9: TGFβ1 führt zu einer zeitabhängigen Expression von αSMA in dermalen Fibroblasten. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt, und anschließend mit rekombinantem TGFβ1 

(10ng/ml) für 8, 16, 24 und 48 Stunden behandelt. Die Kontrollzellen wurden parallel mit serumfreiem Medium 

inkubiert. Anschließend folgte die Immundetektion auf αSMA mittels Western-Blot-Analyse. Als Ladekontrolle 

erfolgte die Immundetektion auf αTubulin n=5. 

 

In unbehandelten Fibroblasten konnte keine Expression von αSMA nachgewiesen werden 

(Abb. 9). Acht Stunden nach TGFβ1-Stimulation zeigte sich eine sehr schwache Expression 

von αSMA, nach 16 und 24 Stunden konnte eine steigende Expression von αSMA 
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nachgewiesen werden. Die maximale Expression von αSMA findet sich hier nach 48 Stunden 

Inkubationszeit.  

Zusammenfassend lässt sich eine Korrelation zwischen der Dauer der Inkubation mit TGFβ1 

und der Expression von αSMA nachweisen. 

 

Die Ergebnisse des Western-Blots wurden durch immunzytochemische Daten gestützt. 

Gleichzeitig sollte der Frage nach der räumlichen Anordnung der durch TGFβ1-Stimulation 

gebildeten Stressfasern geklärt werden. 

 

BA BA

 

Abb. 10: Immunzytochemischer Nachweis von αSMA nach TGFβ1-Behandlung. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Im Anschluss daran folgte die Behandlung der 

Fibroblasten mit rekombinantem TGFβ1 für 48 Stunden (Abb B). Die Kontrollzellen wurden parallel mit 

serumfreiem Medium inkubiert (Abb. A). Anschließend wurden die Zellen gegen das Protein α-SMA gefärbt 

n=2. 

 

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden in serumfreiem Medium zeigten die 

Kontrollzellen keine Stressfasern (Abb. 10A). Dagegen konnten 48 Stunden nach TGFβ1-

Stimulation immunzytochemisch deutlich die einzelnen Stressfasern intrazellulär nachweisen 

werden (Abb. 10B). Die Bildung der Stressfasern ist typisch für die Transdifferenzierung der 

Fibroblasten zu Myofibroblasten, und beruht auf TGFβ1-induzierter αSMA-Expression.  

 

Bei den vorhergehenden Experimenten war während der gesamten Inkubationszeit 

rekombinantes TGFβ1 im Zellkulturmedium anwesend. Daraus ergab sich die Frage, ob eine 

kurzzeitige Inkubation der Zellen mit TGFβ1 ausreicht, um die zu αSMA führende 

Signalkaskade zu initiieren. 
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Für diese Untersuchung wurden die Zellen für unterschiedliche Zeiten mit TGFβ1 behandelt. 

Es folgte die Immundetektion auf αSMA mittels Western Blot Analyse.  
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Abb. 11: Die Expression von αSMA nach 48h ist unabhängig von der Inkubationszeit mit TGFβ1. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Anschließend wurden die Fibroblasten mit 

TGFβ1 (5ng/ml) für 5, 15 und 30 Minuten behandelt. Das TGFβ1-haltige Medium wurde jeweils durch 

serumfreies Medium nach zweimaligem Waschen ersetzt.  Die Zellen wurden für insgesamt 48 Stunden 

inkubiert. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten n=2. 

 

Nach einer Gesamtinkubationszeit von 48 Stunden zeigten die unbehandelten Kontrollzellen 

eine geringe Expression von αSMA (Abb 11). Die TGFβ1 stimulierten Zellen wiesen eine 

deutlich höhere αSMA-Expression auf. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede bezüglich 

des αSMA-Proteingehaltes der Fibroblasten nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit 

TGFβ1. 

 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die TGFβ1-Expositionszeit in allen folgenden Versuchen 

auf 10 Minuten beschränkt. Die Zellen wurden nach der TGFβ1-Behandlung zweimalig mit 

serumfreiem Medium gewaschen und weiter inkubiert bzw. behandelt. 

 

 

3.2 TGFβ1 abhängige Transkription von αSMA nach TGFβ1 in Fibroblasten  

Nachdem 48 Stunden nach TGFβ1-Stimulation ein Maximum an αSMA-Protein detektiert 

werden konnte, sollte der Zeitpunkt der Bildung der dazu gehörenden mRNA genauer 

untersucht werden. Mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode wurden die zuvor unterschiedlich 

lange mit TGFβ1 behandelten Proben aufgearbeitet. 
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Abb. 12: TGFβ1 erhöht dieTranskription von αSMA in Fibroblasten. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Im Anschluss daran folgte die 10 minütige 

Behandlung der Fibroblasten mit rekombinantem TGFβ1 (5ng/ml) und einer anschließenden Inkubationszeit von  

12, 16 und 24 Stunden. Die Kontrollzellen wurden parallel mit serumfreiem Medium inkubiert. Die 

Aufarbeitung der Proben erfolgte mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode  n=3. 

 

Die Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 führte nach 24 Stunden zu einer deutlichen 

Erhöhung des αSMA-mRNA-Gehaltes (Abb.12). Im Vergleich zu den Kontrollzellen war die 

Menge an αSMA-mRNA nach 24 Stunden um den Faktor 5 größer. Nach 12 und 16 Stunden 

lässt sich eine nur geringe Erhöhung αSMA-mRNA nach TGFβ1-Behandlung messen (Abb 

12). 

 

 

3.3 Untersuchung einer autokrinen Wirkung durch TGFβ1 auf Fibroblasten  

In den Untersuchungen zum zeitlichen Erscheinen von αSMA wurde deutlich, dass die 

αSMA-mRNA und das αSMA-Protein erst zu vergleichsweise späten Zeitpunkten 

nachgewiesen werden konnten. Wie auch z.B. die Matrix-Metalloproteinasen (MMT) 

[Brenneiesen et al. 1998, Wlaschek et al. 1994] oder die Metallothioneine (MT) [Muhammad 

Zafarullah et al. 1992] scheint αSMA zu den „late responsive genes“ zu gehören. 

Aufgrund dieser Tatsache stellte sich hier die Frage nach einem durch TGFβ1 initiierten 

zellulären Mechanismus. Aus diesem Grund lag es nahe, im Folgenden die Möglichkeit eines 

autokrinen Wirkmechanismuses zu untersuchen. 
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3.3.1 Wirkung von konditioniertem Medium ( CMHDFnach TGF) auf Fibroblasten 

Es sollte der Effekt von konditioniertem Medium (CM), von zuvor mit TGFβ1 stimulierten 

Fibroblasten (CMHDFnachTGF) auf unbehandelte Zellen untersucht werden. Durch die 

Wirksamkeit der Zellüberstände auf die Fibroblasten sollte neben TGFβ1 [Stuhlmann et al. 

2004] ein weiterer möglicher löslicher Faktor, welcher für den zeitlich verzögerten  

Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten von Bedeutung ist, identifiziert werden 

können.  

Fibroblasten wurden mit Zellüberständen von TGFβ1-stimulierten Fibroblasten behandelt. 

Nach 48 Stunden Inkubationszeit wurde mit Hilfe des Western Blot Verfahrens die αSMA-

Proteinmenge detektiert.  
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Abb. 13: Wirkung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF) auf Fibroblasten. 

Zur Herstellung von konditioniertem Medium wurden die Fibroblasten auf serumfreies Medium gesetzt, bevor 

eine 10-minütige Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 (10ng/ml) durchgeführt wurde. Anschließend wurden 

die Zellen zweimalig mit serumfreiem Medium gewaschen. Daraufhin wurden zeitabhängig nach 8, 16 und 24 

Stunden die Zellüberstände (CMHDFnachTGF 8h, 16h, 24h)  isoliert. Diese Überstände wurden dann auf unbehandelte, 

synchronisierte Fibroblasten gegeben. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Fibroblasten und als 

Positivkontrolle wurden Zellen untersucht, welche ausschließlich mit rekombinantem TGFβ1 für 48 Stunden 

behandelt wurden n=1. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten eine deutlich geringere αSMA-Proteinmenge als die 

mit TGFβ1 stimulierten Kontrollzellen nach 48 Stunden Inkubationszeit. Ebenfalls eine 

erhöhte αSMA-Expression zeigten die Fibroblasten, welche mit den Zellüberständen der 

TGFβ1-stimulierten Fibroblasten behandelt wurden (CMHDFnachTGF 8h, 16h, 24h). 

Dieses Experiment zeigt, dass alle Fibroblasten auf das konditionierte Medium (CMHDFnachTGF 

8h, 16h, 24h) mit einer Expression von αSMA reagiert haben (Abb. 13). Damit wird zunächst die 



  Ergebnisse 

40 

 

Existenz eines löslichen Faktors in den Zellüberständen bestätigt, welcher für die 

Transdifferenzierung von Fibroblasten verantwortlich ist. 

 

Um eine genauere zeitliche Einordnung in die αSMA-Signalkaskade zu bekommen, sollte im 

Folgenden die Wirkung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF)  aus verschiedenen 

Zeitfenstern auf Fibroblasten untersucht werden. Es folgte eine Immundetektion auf das 

Protein αSMA. 
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Abb. 14: Wirkung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF)  aus verschiedenen Zeitfenstern auf 

Fibroblasten. 

Die Fibrobalsten wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Positivkontrolle wurden Zellen 

untersucht, welche ausschließlich mit rekombinantem TGFβ1 (10ng/ml) für 48 Stunden behandelt wurden und 

als Negativkontrolle dienten unbehandelte Fibroblasten. Bei der Herstellung von konditioniertem Medium 

(CMHDF) wurden die Überstände unstimulierter Zellen gesammelt, auf Fibroblasten gegeben und als zweite 

Negativkontrolle verwendet. Bei der Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF) wurde eine 10 

minütige Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen zweimalig mit 

serumfreiem Medium gewaschen. Daraufhin wurden die Zellüberstände in verschiedenen Zeitfenstern 0-4, 4-16 

und 16-24 Stunden (CMHDFnachTGF 0-4h, 4-16h, 16-24h) isoliert. Dabei wurden vor Isolierung des zweiten und dritten 

Zeitfensters die Zellen erneut mit serumfreiem Medium gewaschen. Dieses konditionierte Medium wurde dann 

auf unbehandelte, synchronisierte Fibroblasten gegeben. Die Inkubationszeit der mit Überständen behandelten 

Zellen betrug 48 Stunden n=3. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten ebenso wie die mit CMHDF behandelten Zellen eine 

deutlich geringere αSMA-Proteinmenge, als die mit rekombinantem TGFβ1 stimulierten 

Kontrollzellen nach 48 Stunden Inkubationszeit (Abb.14). 

Die αSMA-Expression der mit konditioniertem Medium aus dem ersten Zeitfenster 0-4 

Stunden nach TGFβ1-Stimulation (CMHDFnachTGF 0-4h) behandelten Fibroblasten ist deutlich 
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erhöht im Vergleich zu den Zellen, welche mit konditioniertem Medium aus dem zweiten 

Zeitfenster 4-16 Stunden (CMHDFnachTGF 4-16h) und dritten Zeitfenster 16-24 Stunden 

(CMHDFnachTGF 16-24h)  nach TGFβ1-Stimulation behandelt wurden. Deren αSMA-Expression 

ist vergleichbar hoch wie die der mit CMHDF behandelten Kontrollzellen (Abb.15).  

 

Das konditionierte Medium aus dem ersten Zeitfenster nach TGFβ1-Stimulation zeigt 

Wirkung auf die Fibroblasten in Form von erhöhter Expression von αSMA. Damit wird 

entweder die Existenz eines möglichen löslichen Faktors, welcher kurzfristig sezerniert wird 

und für die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten eine wichtige Rolle 

spielen könnte bestätigt, oder es könnte sich um eine Fehlmessung handeln. Am ehesten 

denkbar wäre ein Eliminierungsproblem des rekombinanten TGFβ1 von der Zelloberfläche 

der Fibroblasten und damit aus den Zellüberständen.  

 

Um dieser These nachzugehen sollte im Folgenden mit Hilfe der ELISA-Technik (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) die Menge an TGFβ1 in Fibroblastenüberständen quantifiziert 

werden. 

 

 

3.3.2 Quantifizierung von TGFβ1 in konditionierten Medien (CMHDFnachTGF) von 

Fibroblasten  

Zur Messung der Menge an TGFβ1 in Fibroblastenüberständen wurde ein Immunoassay-

Verfahren verwendet. Die Messung erfolgte für die Gesamtmenge (aktives und inaktives 

TGFβ1) an TGFβ1. 
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Abb. 15: Zeitabhängigkeit der TGFβ1-Sekretion unstimulierter Fibroblasten. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Anschließend wurden die Zellüberstände nach 

10 Minuten, 60 Minuten, 4 Stunden, 16 Stunden, 24 Stunden isoliert und aufgearbeitet. Dabei wurde sowohl die 

Gesamtmenge an TGFβ1 (dunkler Balken), als auch die aktive Menge an TGFβ (heller Balken) bestimmt. Alle 

Zeitwerte hatten im Versuchsaufbau den Endpunkt nach 24 Stunden n=1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

S.E.M. . 

 

Über die Zeit von 24 Stunden stieg die detektierbare Gesmatmenge an TGFβ1 stetig an (Abb. 

15).  Bei der detektierten Menge an TGFβ1 handelte es sich fast ausschließlich um inaktives 

TGFβ1. Dieses  Ergebnis legt nahe, dass unbehandelte Fibroblasten über die Zeit eine 

zunehmende Menge an inaktivem TGFβ sezernieren. 

 

Um Informationen über die Menge an TGFβ1 in konditioniertem Medium TGFβ1-stimulierter 

Zellen (CMHDFnachTGF) zu bekommen, erfolgte die Messung von  TGFβ1 nach dem 

Immunoassay-Verfahren.  
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Abb. 16: Menge an TGFβ1 in konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF 10min., 1h) TGFβ1-stimulierter 

Fibroblasten. 

Die Zellen wurden auf serumfreies Medium gesetzt. Anschließend wurden die Hautfibroblasten für 10 Minuten 

mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelt, dann zweimalig mit serumfreiem Medium gewaschen und im Folgenden mit 

serumfreiem Medium weiter inkubiert. Nach 10 Minuten und nach 1 Stunde wurden die Zellüberstände 

(CMHDFnachTGF 10min., 1h) isoliert und aufgearbeitet. Dabei wurde sowohl die Gesamtmenge an TGFβ1 (dunkler 

Balken), als auch die aktive Menge an TGFβ1 (helle Säule) bestimmt n=1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

S.E.M. .  

 

Die Menge an detektierbarem TGFβ1 in konditioniertem Medium TGFβ1-stimulierter Zellen 

und anschließenden Waschvorgängen war nach 10 Minuten (CMHDFnachTGF 10min) und nach 1 

Stunde (CMHDFnachTGF 1h) nahezu identisch. Es zeigte sich schon nach 10 Minuten eine hohe 

TGFβ1-Menge im Zellüberstand. Nach 1 Stunde zeigt sich eine vergleichbar hohe TGFβ1-

Menge im Zellüberstand. Es wird ebenfalls deutlich, dass es sich bei den analysierten TGFβ1-

Mengen aus den Zellüberständen, um fast ausschließlich aktives TGFβ1 handelt. Damit liegt 

die Vermutung nahe, dass das zur Stimulation verwendete rekombinante TGFβ1 durch die 

Waschschritte nicht vollständig entfernt werden konnte.  
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Um diese These weiter zu stützen, sollte in einem weiteren Versuchsansatz geklärt werden, ob 

eine stetige Zunahme der Stimulationskonzentration an rekombinatem TGFβ1 mit der zu 

messenden Menge an TGFβ1 in den Zellüberständen im ELISA korreliert. 
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Abb. 17: Korrelation der TGFβ1-Stimulationsmenge mit der TGFβ1-Menge in konditioniertem Medium 

TGFβ1-stimulierter Fibroblasten (CMHDFnachTGF 4h). 

Die Zellen wurden auf serumfreies Medium gesetzt. Anschließend wurden die Hautfibroblasten für 10 Minuten 

mit unterschiedlichen TGFβ1-Mengen (2,5, 10 und 20ng/ml TGFβ1) behandelt, dann zweimalig mit 

serumfreiem Medium gewaschen und im Folgenden mit serumfreiem Medium für weitere 4 Stunden inkubiert 

(CMHDFnachTGF  4h). Als Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten. Die Zellüberstände wurden isoliert und 

es wurde sowohl die Gesamtmenge an TGFβ1 (dunkler Balken), als auch die aktive Menge an TGFβ1 (heller 

Balken) bestimmt n=1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. .  

 

Unbehandelte Kontrollzellen zeigten eine minimale Menge an TGFβ1 im Zellüberstand, 

wobei es sich um inaktives TGF handelte. Mit steigender TGFβ1-Stimulationskonzentration 

ließ sich eine steigende TGFβ1-Menge in den Zellüberständen detektieren. Dabei handelte es 

sich um ausschließlich aktives TGFβ1. 

Aufgrund dieser Ergebnisse bestätigt sich die Tatsache, dass es sich bei der gemessenen 

TGFβ1-Menge um rekombinantes TGFβ1 aus dem Stimulationsprozess handelt.  

 



  Ergebnisse 

45 

 

Ein weiterer Versuchsansatz soll diese These ebenfalls bestätigen. Die TGFβ1-Menge in 

Zellüberständen von TGFβ1-stimulierten Zellen wurde in Abhängigkeit von mehrfach 

durchgeführten Mediumwechseln bestimmt. 
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Abb. 18: Korrelation der TGFβ1-Menge in konditioniertem Medium TGFβ1-stimulierter Fibroblasten 

mit der Anzahl an wiederholten Mediumwechsel, bei gleichbleibender TGFβ1-Stimulationskonzentration. 

Die Zellen wurden auf serumfreies Medium gesetzt. Anschließend wurden die Hautfibroblasten für 10 Minuten 

mit gleichen TGFβ1-Mengen (10ng/ml) behandelt, und anschließend unterschiedlich oft (2 mal, 5 mal und 10 

mal) mit serumfreiem Medium gewaschen. Anschließend wurden die Fibroblasten für 4 Stunden inkubiert. Als 

Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten. Die Zellüberstände wurden isoliert und es wurde die 

Gesamtmenge an TGFβ1 bestimmt n=1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. . 

 

Nach 4 Stunden zeigten die unbehandelte Kontrollzellen eine basale Menge an endogenem 

TGFβ1 im Zellüberstand (Abb. 18). In  den Zellüberständen der TGFβ1-stimulierten Zellen, 

zeigte sich in Abhängigkeit von der Anzahl der durchgeführten Mediumwechsel eine 

unterschiedlich hohe TGFβ1-Menge. Die maximal detektierte Menge an TGFβ1 ließ sich im 

Anschluss an die zweimaligen Mediumwechsel nach der TGFβ1-Stimulation nachweisen. Die 

TGFβ1-Menge in den Zellüberständen sank mit der Anzahl der durchgefährten 

Mediumwechsel.  
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Hiermit erhärtet sich der Verdacht, dass es sich bei der Bestimmung der TGFβ1-Menge in den 

Zellüberständen um nur das zur Stimulation benutze rekombinante TGFβ1 handelt. 

 

 

3.3.3 Wirkung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF) auf Fibroblasten in 

Abhängigkeit von der Anzahl der wiederholten Mediumwechsel im Anschluss an 

den Stimulationsprozess 

Da vorherige Experimente gezeigt haben, dass konditioniertes Medium (CMHDFnachTGF 0-4h) 

TGFβ1-stimulierter Fibroblasten Wirkung auf unstimulierte Zellen in Form einer erhöhten 

Expression von αSMA zeigt (Abb.15), musste dieses Ergebnis nach den Erkenntnissen aus 

weiteren Versuchen (Abb.17, 18 und 19) bezüglich der Möglichkeit der auch hier wirksam 

werdenden Eliminierungsproblematik aus den Zellüberständen überprüft werden.  

 

Es folgte die Untersuchung der Wirkung konditioniertem Medium TGFβ1-stimulierter Zellen 

(CMHDFnachTGF) auf Fibroblasten in Abhängigkeit von der Anzahl der wiederholten 

Mediumwechsel im Anschluss an den Stimulationsprozess mit Hilfe des Western Blot 

Verfahrens. 
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Abb. 19: Wirkung von konditioniertem Medium TGFβ1-stimulierter Zellen (CMHDF nach TGF) auf 

Fibroblasten in Abhängigkeit von der Anzahl der wiederholten Mediumwechsel im Anschluss an den 

Stimulationsprozess. 

Alle Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Positivkontrolle wurden Zellen untersucht, 

welche ausschließlich mit rekombinantem TGFβ1 (5ng/ml) für 48 Stunden behandelt wurden und als 

Negativkontrolle dienten unbehandelte Fibroblasten. Bei der Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDF) 

wurden die Überstände unstimulierter Zellen gesammelt, auf Fibroblasten gegeben und als zweite 

Negativkontrolle verwendet. Bei der Herstellung von konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF) wurde eine 10 
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minütige Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen unterschiedlich 

oft (2 mal, 5 mal, 10 mal) mit serumfreiem Medium gewaschen und für insgesamt 48 Stunden inkubiert. Es 

folgte eine Immundetektion auf αSMA n=2. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten ebenso wie die mit CMHDF behandelten Zellen eine 

deutlich geringere αSMA-Proteinmenge, als die mit rekombinantem TGFβ1 stimulierten 

Kontrollzellen nach 48 Stunden Inkubationszeit. 

Die αSMA-Expression der Zellen, welche mit dem CMHDF nach TGF behandelt wurden, welches 

im Anschluss an den Stimulationsprozess zweimaligen Mediumwechseln unterlag, war 

deutlich erhöht, im Vergleich zu mehrfach durchgeführten Mediumwechseln im Anschluss an 

den Stimulationsprozess. Werden die Zellen im Anschluss an die TGFβ1-Stimulation mehr 

als 5 mal mit serumfreiem Medium gewaschen, und damit häufiger als es der normalen 

Versuchsprozedur entspricht, zeigen die mit diesen Zellüberständen behandelten Fibroblasten 

eine vergleichbar hohe αSMA-Proteinmenge, wie die Kontrollzellen (Abb. 19). 

 

Damit ist die in Abbildung 15 dargestellte Wirksamkeit von Zellüberständen (CMHDFnachTGF) 

widerlegt. Der Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit von Zellüberständen stimulierter 

Zellen auf unbehandelte Fibroblasten und der Anzahl der durchgeführten Mediumwechsel im 

Anschluss an den Stimulationsprozess ist damit bewiesen. 

 

Für das weitere Vorgehen war es wichtig zu wissen, ob die unphysiologischen mehrfach 

durchgeführten Waschvorgänge zu einer Beeinflussung der αSMA-Expression über mögliche 

Stressvorgänge in der Zelle führen. Um dieser Vermutung nachzugehen, folgte ein weiterer 

Versuchsansatz. 
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Abb. 20: Mehfrach durchgeführte Mediumwechsel beeinflussen die Expression von αSMA nicht.  
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Subkonfluente Fibroblasten wurden auf serumfreies Medium gesetzt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte 

Hautfibroblasten. Für die Positivkontrolle wurden die Zellen ausschließlich mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelt. Es 

wurden sowohl die unbehandelte Kontrollfibroblasten, als auch die mit TGFβ1 behandelten Zellen im Anschluss 

an den Stimulationsprozess 10mal mit serumfreiem Medium gewaschen. Nach 48 Stunden 

Gesamtinkubationszeit wurden die Fibroblasten immunologisch auf αSMA untersucht n=1. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen wiesen ebenso wie die 10-fach gewaschenen Kontrollzellen 

ohne TGFβ1-Stimulation eine geringe αSMA-Expression auf. Die TGFβ1-stimulierten 

Kontrollzellen zeigten ebenso wie die 10-fach gewaschenen TGFβ1-behandelten Zellen eine 

erhöhte αSMA-Expression (Abb.20). Soweit beurteilbar scheint damit die αSMA-

Signalkaskade trotz der wiederholten Mediumwechsel nicht beeinflusst zu sein. 

 

Ein autokriner Wirkmechanismus ausgelöst durch TGFβ1 ist anhand der durchgeführten 

Experimente nicht sicher auszuschließen, erscheint aber aufgrund der bisherigen Ergebnisse 

unwahrscheinlich zu sein. 

Die vorherigen Untersuchungen bezüglich eines durch TGFβ1 ausgelösten autokrinen 

Mechanismus haben sich als schwierig dargestellt. Daraus ergab sich, dass im weiteren 

Verlauf der Arbeit vermehrt die intrazellulären Effekte des Transdifferenzierungsprozesses 

von Fibroblasten zu Myofibroblasten im Mittelpunkt standen.  

 

 

3.4 Zeitverlauf der von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) abhängigen 

Transdifferenzierung von Fibroblasten 

Es ist bekannt, dass TGFβ1 den Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies ROS innerhalb der 

Zelle erhöhen kann [Thannikal und Fanburg, 2000]. Durch den Einsatz von antioxidativ 

wirkenden Substanzen wie N-acetyl-L-cystein (NAC), Selen und wasserlöslichen alpha-

Tocopherol, einem Inhibitor der Lipidperoxidation, konnte die durch TGFβ1 initiierte 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten vermindert werden [Cat et al. 

2006]. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die durch TGFβ1 vermittelte parakrine Wirkung 

in Form von verminderter Zell-Zell-Kommunikation über gap junctions durch den Einsatz 

von Antioxidantien verhindert werden konnte [Stuhlmann et al., 2004].  

Um die Abhängigkeit der zur Expression von αSMA führenden Signalkaskade von reaktiven 

Sauerstoffspezies genauer charakterisieren zu können, wurde das antioxidativ wirksame N-

acetyl-L-cystein (NAC) eingesetzt. Die Funktion des NAC als Radikalfänger ergibt sich aus 

seiner chemischen Struktur. Die freie SH-Gruppe kann direkt mit Prooxidantien, wie 
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Hydroxylradikalen, Wasserstoffperoxiden und Stickstoffmonoxiden (-SOH, -SO2H, -SO3H) 

reagieren, oder nitosyliert (-SNO) werden [Aruoma et al, 1998]. 

Um die von ROS abhängigen Signalvorgänge zeitlich besser einordnen zu können, wurden 

Fibroblasten im Anschluss an die TGFβ1-Stimulation für unterschiedlich lange Zeit mit NAC 

behandelt. Dabei wurde zeitabhängig nach der Stimulation das NAC hinzugegeben, oder das 

NAC war schon während der Stimulationsphase wirksam und wurde zeitabhängig entfernt. 
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Abb. 21: Zeitabhängikeit der αSMA-Expression von NAC. 

Alle Zellen wurden auf serumfreies Medium gesetzt und insgesamt für eine Versuchszeit von 48 Stunden 

inkubiert. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten oder Zellen die lediglich mit NAC (5mM) 

behandelt wurden. Die Positivkontrollen bestanden aus TGFβ1-stimulierten Zellen (10ng/ml) und aus 

Fibroblasten, welche 4 Stunden mit NAC vorinkubiert, anschließend mit TGFβ1 behandelt und nach 10 

minütiger Stimulationszeit weiter mit NAC inkubiert wurden. Die Versuchszellen wurden zeitabhängig 

unterschiedlich lange mit NAC behandelt. Zum einen wurde jeweils 4, 8, und 16 Stunden nach  TGFβ1-

Behandlung NAC auf die Zellen hinzugegeben. Zum anderen wurde nach 4-stündiger NAC-Vorinkubationszeit 

und anschließender TGFβ1-Behandlung das NAC-haltige Medium nach 4, 8 und 16 Stunden nach TGFβ1-

Stimulation entfernt und durch serumfreies Medium ersetzt. Um eine mögliche Interaktion auszuschließen war 

während der TGFβ1-Stimulation das NAC jeweils für 10 Minuten nicht anwesend. Die αSMA-Expression der 

Zellen wurde mit Hilfe der Western Blot-Analyse dargestellt n=6. 

 

Unbehandelte Kontrollzellen zeigten, sowie ausschließlich mit NAC behandelte Zellen, eine 

basale αSMA-Menge. Die nur mit TGFβ1 behandelten Fibroblasten wiesen eine deutlich 

erhöhte αSMA-Expression im Vergleich zu den mit NAC und TGFβ1 behandelten  Zellen auf. 

Bei Zugabe des NACs nach 4, 8 und 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation zeigte sich ein 

verminderter αSMA-Proteingehalt. Wurde das NAC durch Mediumwechsel von den Zellen 

entfernt, war 4 Stunden nach Stimulation ein etwa vergleichbar hohes αSMA-Signal wie bei 

den ausschließlich mit TGFβ1-behandelten Zellen zu detektieren. Je länger das NAC nach 
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Stimulation mit TGFβ1 auf den Fibroblasten blieb, desto weniger αSMA wurde gebildet, so 

dass bei Entfernen des NACs 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation  nur noch eine geringe 

αSMA-Expression nachgewiesen werden konnte (Abb.21).  

Zunächst ließ sich feststellen, dass in Anwesenheit von NAC die αSMA-Expression nach 

TGF-Stimulation geringer war, als bei alleiniger TGFβ1-Behandlung, wobei der αSMA-

Proteingehalt nicht vollständig auf Höhe der unbehandelten Kontrollzellen zurück gegangen 

ist. Damit unterliegt die Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten einem 

ROS-vermittelten Prozess. 

Desweiteren zeigte dieser Versuch, dass die reaktiven Sauerstoffspezies einen späten Effekt 

auf das αSMA-Signaling haben müssen, denn auch bei einer NAC-Zugabe erst nach 8 und 16 

Stunden nach Stimulation stellte sich noch eine antioxidative Wirkung ein. 

Desweiteren zeigte das vorliegende Experiment, dass der antioxidative Effekt in den 

Fibroblasten zeitlich an die NAC-Anwesenheit gebunden ist. Entfernt man das NAC 

innerhalb der ersten 4 Stunden der Signaltransduktionskaskade, stellte sich nach 48 Stunden 

Inkubationszeit nach TGFβ1-Stimulation eine vergleichbar hohe αSMA-Proteinmenge dar 

wie die ausschließlich mit der TGFβ1-behandelten Kontrollzellen. Je länger das antioxidativ 

wirksame NAC nach TGFβ1-Stimulation auf den Zellen blieb, desto geringer war die αSMA-

Expression nach 48 Stimulation Inkubationszeit. 

Daraus kann man schließen, dass der Zeitraum zwischen 4 und 16 Stunden hauptsächlich 

entscheidend für die ROS-abhängige αSMA-Signalkaskade ist. 

 

In den folgenden Untersuchungen sollte das Auftreten und die Wirkung von reaktiven 

Sauerstoffspezies im zellulären System direkt anhand von oxidierten Proteinen nachgewiesen 

werden.  

 

 

3.5 Proteinoxidation nach TGFβ1-induzierter Generierung von reaktiven 

 Sauerstoffspezies 

Ein Biomarker für das Vorhandensein von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im zellulären 

System sind carbonylierte Proteine, die als Sekundärprodukte bei oxidativem Stress entstehen. 

Carbonyle entstehen durch Oxidation von Proteinseitenketten und geben einen Hinweis zum 

oxidativen Status einer Zelle.  

Proteincarbonyle können mittels eins modifizierten Western-Blots nachgewiesen werden 

(Oxyblot-Verfahren: siehe Material/Methoden). Von besonderem Interesse war es 
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herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt die oxidierten Proteine in der durch TGFβ1 

induzierten Signalkaskade entstehen. 

  

ct H2O2 4 8 12 24 48 h1
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Abb. 22: TGFβ1-initiierte ROS oxidieren Proteine. Zeitlicher Verlauf des Carbonylstatus der Zellen nach 

TGFβ1-Behandlung.  

Subkonfluente Fibroblasten wurden auf serumfreies Medium gesetzt, mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelt und 

anschließend für unterschiedlich lange Zeit (1, 4, 8,12,24 und 48 h) inkubiert. Als Kontrollzellen dienten 

unbehandelte Fibroblasten. Um die methodische Korrektheit der Messung zu überprüfen, wurden Zellen als 

Positivkontrolle mit Wasserstoffperoxid (250µM) für 45 Minuten behandelt. Die Proteincarbonyle wurden 

aufgearbeitet und mittels Western-Blot detektiert n=4. 

 

Unbehandelte Kontrollzellen zeigten eine geringe Menge an carbonylierten Proteinen. Nach 

der Behandlung mit Wasserstoffperoxid konnte ein deutlich erhöhtes Signal in den 

Fibroblasten detektiert werden. Nach TGFβ1-Stimulation zeigte sich nach 4, 8, 12 und 24 

Stunden ein erhöhter Carbonylstatus in den Zellen, wobei nach 12 Stunden ein Maximum der 

Menge an Carbonylen zu messen war. Nach 48 Stunden wurde die geringste Menge an 

Proteincarbonylen detektiert (Abb.22). 

Anhand dieses Versuches konnte ein durch TGFβ1 induzierter oxidativer Stress in 

Fibroblasten durch die Detektion von Proteincarbonylen in einem Zeitfenster zwischen 4 und 

24 Stunden nach Stimulation und einem Maximum bei 12 Stunden nachgewiesen werden. 

 

Ausgehend von dieser Grundlage stellte sich im weiteren Verlauf die Frage nach einer 

möglichen Inhibition der Carbonylbildung durch Antioxidantien. Im Speziellen sollte die 

Wirkung von NAC auf die Bildung von Proteincarbonylen untersucht werden. 

 

 



  Ergebnisse 

52 

 

+ - - - -

- + - + -

- - + +-

- - - + +

ct

H2O2

TGFβ1

NAC

Carbonylierte Proteine

+ - - - -

- + - + -

- - + +-

- - - + +

ct

H2O2

TGFβ1

NAC

Carbonylierte Proteine

 

Abb. 23: Wirkung von NAC auf die Bildung von Proteincarbonylen. 

Subkonfluente Fibroblasten wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt.  Als Kontrollzellen dienten 

unbehandelte Fibroblasten und Zellen, welche ausschließlich mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelt wurden. Um die 

methodische Korrektheit der Messung zu überprüfen, wurden Zellen als Positivkontrolle mit Wasserstoffperoxid 

(250µM) für 45 Minuten behandelt. Die Versuchszellen wurden für 4 h mit NAC (5mM) vorinkubiert, dann 

erfolgte die Behandlung mit Wasserstoffperoxid für 45 Minuten oder mit TGFβ1 für eine Inkubationszeit von 12 

Stunden. Anschließend wurden die Proteincarbonyle aufgearbeitet und mittels Western-Blot detektiert n=2. 

 

Unbehandelte Kontrollzellen wiesen eine geringe Carbonylmenge intrazellulär auf. Nach 

Behandlung mit Wasserstoffperoxid als Positivkontrolle konnten nach 45 Minuten und nach 

Behandlung mit TGFβ1 konnten nach 12 Stunden deutlich vermehrt Proteincarbonyle 

nachgewiesen werden. Zellen, welche jedoch mit NAC und TGFβ1 oder NAC und 

Wasserstoffperoxid behandelt wurden, wiesen weniger Proteincarbonyle auf, im Vergleich 

mit den jeweiligen Kontrollzellen (Abb.23).  

Das antioxidativ wirkende NAC kann die Bildung von Proteincarbonylen, die durch 

Behandlung der Zellen mittels TGFβ1 und Wasserstoffperoxid entstehen können, verhindern. 

 

 

3.6 Abhängigkeit der Expression von αSMA von der NAD(P)H-Oxidase 

Da die Bildung von Carbonylen ein Bioparameter für das Vorhandensein und die Wirkung 

von reaktiven Sauerstoffspezies im zellulären System ist, stellte sich die Frage nach der 

Quelle der ROS. 

Es ist bekannt, dass in Lungenfibroblasten eine erhöhte NAD(P)H-Oxidase-Aktivität nach 

TGFβ1-Behandlung vorliegt [Thannikal et al., 1995]. In den vorausgehenden Versuchen 

konnte gezeigt werden, dass bei der TGFβ1-induzierten Transdifferenzierung von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten vermehrt ROS entstehen. Die NAD(P)H-Oxidase produziert 
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hauptsächlich Superoxid, das in Wasserstoffperoxid dismutiert werden kann. Peroxide 

wurden nach TGFβ1-Stimulation in dermalen Fibroblasten gemessen [Cat et al. 2006]  

Um eine mögliche Wirkung der NAD(P)H-Oxidase auf den Transdifferenzierungsprozess von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten zu testen, und eine bessere Vorstellung bezüglich der 

zeitlichen Einordnung in die αSMA-Signalkaskade zu bekommen, wurde die Wirkung von 

Diphenyliodonium (DPI, ein allgemeiner Inhibitor von Flavoproteinen) und Apocynin (ein 

spezifischer Inhibitor der NAD(P)H-Oxidase) auf den Transdifferenzierungsprozess von 

Fibroblasten getestet. 
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Abb. 24: TGFβ1 induziert die NAD(P)H-Oxidase.  

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

Fibroblasten und ausschließlich für 48 Stunden mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelte Zellen. Die Versuchszellen 

wurden mit Apocynin (1mM) und DPI (5µM) für 1 Stunde vorbehandelt, dann erfolgte die Stimultation mit 

TGFβ1 und die Zellen wurden für 48 Stunden inkubiert. Anschließend wurde eine Immundetektion bezüglich 

des Proteins αSMA durchgeführt n=2. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten eine nur geringe αSMA-Expression nach 48 

Stunden Inkubationszeit. Die mit TGFβ1-behandelten Zellen wiesen eine deutlich höhere 

αSMA-Expression auf. Sowohl DPI, als auch Apocynin konnten die Menge an αSMA nach 

TGFβ1-Stimulation signifikant vermindern, jedoch nicht komplett verhindern, da die Menge 

an detektiertem  αSMA hier noch deutlich über dem der unbehandelten Zellen liegt (Abb.24). 

Die NAD(P)H-Oxidase scheint demnach eine wichtige Rolle während der intrazellulären 

ROS-Produktion nach TGFβ1-Behandlung bezüglich der zur αSMA-Expression führenden 

Signalkaskade zu spielen. 

 

Aus dieser Erkenntnis heraus stellte sich die Frage nach der zeitlichen Einordnung der 

NAD(P)H-Oxidase in die TGFβ1-induzierte Signalkaskade. Es folgte eine 
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Zeitverlaufsanalyse, bei welcher Fibroblasten mit TGFβ1 stimuliert und zu unterschiedlichen 

Zeiten mit Apocynin behandelt wurden.  

Zuvor durchgeführte Experimente in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass es bezüglich der 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität einen frühen Peak (10 Minuten) und einen späten Peak (8 

Stunden) im Anschluss an die Stimulation von Fibroblasten mit TGFβ1 gibt. Es bestand die 

Frage, in welchem Zusammenhang dieser biphasische Aktivitätsverlauf mit der Expression 

von αSMA steht. Im Besonderen galt es zu klären, welcher dieser beiden Peaks von 

Bedeutung für das Protein αSMA ist. 
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Abb. 25: Zeitabhängigkeit der αSMA-Expression von Apocynin 48 Stunden nach TGFβ1-Stimulation. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

Fibroblasten, Zellen die ausschließlich mit TGFβ1 (10ng/ml), und Zellen die ausschließlich mit Apocynin (1mM)  

für 48 Stunden behandelt wurden. Bei weiteren Ansätzen wurde 4, 8 und 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation 

Apocynin hinzugegeben. Desweiteren wurden, um den bekannten frühen Peak der NAD(P)H-Oxidase 

untersuchen bzw. blockieren zu können, die Zellen für eine Stunde mit Apocynin vorbehandelt, anschließend mit 

TGFβ1 stimuliert, für eine weitere Stunde mit Apocynin behandelt, dann mit serumfreiem Medium gewaschen 

und im Folgenden ohne die Anwesenheit von Apocynin weiterinkubiert. Nach insgesmat 48 Stunden erfolgte die 

Immundetektion bezüglich des Proteins αSMA n=3. 

 

Sowohl unbehandelte Kontrollzellen, als auch Zellen, welche ausschließlich mit Apocynin 

behandelt wurden, zeigten eine basale Expression von αSMA nach 48 Stunden Inkubation. 

Die TGFβ1-Kontrollzellen wiesen ein deutlich erhöhtes αSMA-Signal auf. Bei Zugabe von 

Apocynin 4 und 8 Stunden nach TGFβ1-Stimulation konnte eine verminderte αSMA-
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Proteinmenge detektiert werden. Bei Zugabe nach 16 Stunden war dieser Effekt nicht mehr zu 

beobachten, so dass hier die αSMA-Menge vergleichbar hoch war wie bei den ausschließlich 

mit TGFβ1-behandelten Zellen. Bei Vorinkubation der Zellen mit Apocynin, anschließender 

TGF-Stimulation, mit anschließender Apocyninbehandlung für 1 Stunde, und einer weiteren 

Inkubation von 47 Stunden ohne Apocynin, zeigte sich eine erhöhte αSMA-Menge, 

vergleichbar mit der  αSMA-Expression der TGFβ1-behandelten Zellen (Abb.25). Durch die 

Vorinkubation der Zellen mit Apocynin und der Inkubation der Fibroblasten mit Apocynin 

innerhalb der ersten Stunde nach TGFβ-Stimulation konnte der Anstieg der NAD(P)H-

Oxidase-Aktivität innerhalb der ersten Stunde der αSMA-Signalkaskade verhindert werden. 

Demnach scheint der frühe NAD(P)H-Oxidase-Peak zunächst eine eher untergeordnete Rolle  

für die αSMA-Signalkaskade zu spielen. 

Es lässt sich zusammenfassend ableiten, dass die NAD(P)H-Oxidase in einem Zeitraum von 4 

bis 8 Stunden nach TGFβ1-Stimulation von essentieller Bedeutung für die αSMA-

Signalkaskade ist. 

 

 

3.7 Abhängigkeit der Transkription von αSMA von der NAD(P)H-Oxidase 

Nachdem in Abb. 24 und 25 die Abhängigkeit der NAD(P)H-Oxidase auf die αSMA-

Expression gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden die Wirkung der NAD(P)H-Oxidase 

auf die Transkription von αSMA untersucht werden. 
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Abb. 26: Abbhängigkeit der αSMA-mRNA von der NAD(P)H-Oxidase. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

Fibroblasten,  Zellen, welche ausschließlich für 24 Stunden mit TGFβ1 (5ng/ml) oder ausschließlich mit 

Apocynin (1mM) für 24 Stunden behandelt wurden. Weitere Zellen wurden mit Apocynin für 1 Stunde 

vorbehandelt. Anschließend folgte die Behandlung mit TGFβ1 für 24 Stunden.  Die Aufarbeitung der Proben 

erfolgte mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode n=2. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. . 

 

Die Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 führte im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 

24 Stunden zu einer deutlichen Erhöhung des Gehaltes an αSMA-mRNA (Abb.26). Apocynin 

konnte durch die Hemmung der NAD(P)H-Oxidase die Bildung der αSMA-mRNA 

vollständig verhindern. 

 

 

3.8 NAD(P)H-Oxidase als Quelle der reaktiven Sauerstoffspezies 

In vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass zum einen durch die Hemmung der 

NAD(P)H-Oxidase die αSMA-Bildung vermindert werden konnte, und zum anderen durch 

TGFβ1-Behandlung Proteincarbonyle in Fibroblasten gebildet wurden. Wenn man nun davon 

ausgeht, dass die gemessenen Carbonyle Folgeprodukte der NAD(P)H-Oxidase sind, galt es 

die Abhängigkeit der Carbonyle von der NAD(P)H-Oxidase direkt zu untersuchen. Hierzu 

wurden Fibroblasten mit TGFβ1 und Apocynin  für 12 Stunden behandelt und anschließend 

mit Hilfe des Oxy-Blot-Verfahrens analysiert. 
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Abb. 27: Wirkung von Apomycin auf die Bildung von Proteincarbonylen 12 Stunden nach TGF-

Stimulation. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gestezt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

subkonfluente Fibroblasten, sowie Zellen welche ausschließlich 12 Stunden mit Apocynin (1mM), 45 Minuten 

mit Wasserstoffperoxid (250µM) oder 12 Stunden mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelt wurden. Weitere Zellen 

wurden mit Apocynin für 1 Stunde vorbehandelt, dann folgte die Stimulation mit TGFβ1 und die weitere 

Inkubation mit Apocynin für 12 Stunden. Die Proteincarbonyle wurden aufgearbeitet und mittels Western-Blot 

detektiert n=3. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten sowohl wie die Zellen, welche ausschließlich mit 

Apocynin behandelt wurden, eine geringe Menge an Poteincarbonylen. Nach Behandlung der 

Zellen für 45 Minuten mit Wasserstoffperoxid und nach 12 Stunden mit TGFβ1 konnte eine 

deutlich erhöhte Proteincarbonylmenge detektiert werden. Durch Apocynin konnte die 

Bildung von Proteincarbonylen deutlich vermindert werden (Abb.27). 

Aufgrund dieser Ergebnisse bestätigte sich die Vermutung, dass ein Zusammenhang zwischen 

der Bildung von ROS durch die NAD(P)H-Oxidase und der daraus resultierenden Bildung 

von Proteincarbonylen bestand.  

 

 

3.9 Einfluss von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) auf die Bildung von 

Myofibroblasten 

In Fibroblasten aus der Adventitia von Gefäßzellen fanden sich Hinweise, dass ROS, 

generiert durch die NAD(P)H-Oxidase, zu einer Aktivierung von MAPK und schließlich zu 

einer Differenzierung in Myofibroblasten führen [Shen WL et al, 2006].  

Um den Einfluss der MAPK auf den Transdifferenzierungsprozess von humanen dermalen 

Fibroblasten zu testen, wurden die Fibroblasten mit verschiedenen Inhibitoren der jeweiligen 

Kinasen (UO 400126 = ERK-Inhibitor, SP 600125 = JNK-Inhibitor, SB 202190 = p38-
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Inhibitor) behandelt und dessen Wirkung  auf die αSMA-Expression mittels Immunoblot 

detektiert.    
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Abb. 28: Wirkung von MAPK-Inhibitoren auf den Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kotrollzellen dienten unbehandelte 

subkonfluente Fibroblasten und ausschließlich mit TGFβ1 (10ng/ml) behandelte Zellen. Weitere Fibroblasten 

wurden eine Stunde mit dem jeweiligen spezifischen MAPK-Inhibitor (UO 400126 = ERK-Inhibitor, SP 600125 

= JNK-Inhibitor, SB 202190 = p38-Inhibitor) behandelt (je 10µM), anschließend für 10 Minuten mit TGFβ1 

stimuliert und für die folgenden 48 Stunden mit dem jeweiligen Inhibitor weiterinkubiert. Mit Hilfe des Western-

Blot-Verfahrens wurde das Protein αSMA detektiert n=3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. . 

 

Unbehandelte Kontrollfibroblasten zeigten eine basale αSMA-Expression. Die nur mit TGFβ1 

behandelten Zellen zeigten eine deutlich erhöhte αSMA-Proteinkonzentration, im Vergleich 

zu den Kontrollzellen eine 15-fache Zunahme der αSMA-Expression (Abb.28). Durch die 

Inkubation der Fibroblasten mit einem spezifischen p38-Inhibitor lies sich die αSMA-Bildung 

nach TGFβ1-Stimulation komplett verhindern. Die αSMA-Expression stimmte mit der 

basalen αSMA-Expression der unbehandelten Kontrollzellen überein. Der JNK-Inhibitor 
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verminderte die Bildung des Proteins αSMA auf das 5-fache. Der ERK-Inhibitor zeigte keine 

Wirkung bezüglich der verminderten Bildung von αSMA. Die αSMA-Expression stimmte mit 

der αSMA-Expression der  mit TGFβ1-stimulierten Kontrollzellen überein. 

 

Es zeigte sich, dass der spezifische p38-Inhibitor SB 202190 den größten inhibitorischen 

Effekt auf die Expression von αSMA hat.  

Im Folgenden sollte die p38-Kinase im Fokus weiterer Untersuchungen stehen und die 

zeitliche Einordnung von p38 in die αSMA-Signalkaskade wurde untersucht. 

Dazu wurde eine Zeitverlaufsanalyse durchgeführt, bei welcher Fibroblasten mit TGFβ1 

stimuliert, und zu unterschiedlichen Zeiten mit dem spezifischen p38-Inhibitor SB 202190 

behandelt wurden.  
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Abb. 29: Zeitabhängige Hemmung der Expression von αSMA durch einen spezifischen p38-Inhibitor. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

Fibroblasten und Zellen die mit TGFβ1 (10ng/ml) für 48 Stunden behandelt wurden. Als weitere Kontrolle 

dienten Fibroblasten, welche ausschließlich mit dem p38-Inhibitor (10µM) inkubiert wurden. Des weiteren 

wurden Fibroblasten  für eine Stunde vor  TGFβ1-Stimulation mit dem p-38-Inhibitor vorinkubiert, anschließend 

für 10 Minuten mit TGFβ1 stimuliert, und daraufhin weiter mit dem p38-Inhibitor behandelt. Bei den weiteren 

Versuchszellen wurde 4, 8 und 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation SB 202910 hinzugegeben. Nach 48 Stunden 

folgte die Immundetektion bezüglich des Proteins αSMA n=2. 

 

Die unbehandelten Kontrollzellen zeigten eine basale αSMA-Expression. Nach TGFβ1-

Stimulation konnte die maximalen αSMA-Expression detektiert werden. Die αSMA-

Proteinmenge stellte sich sowohl bei Zellen, welche während des gesamten 

Stimulationsprozesses mit dem p38-Inhibitor behandelt wurden, als auch bei Zellen, welche 
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erst 4 und 8 Stunden nach TGF-Stimulation mit dem p38-Inhibitor inkubiert wurden, deutlich 

vermindert dar. Bei Zugabe des Inhibitors 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation zeigte sich 

eine gering hemmende Wirkung bezüglich der Expression von αSMA (Abb. 29). 

Damit wurde deutlich, dass die p38 Kinase innerhalb der ersten 8 Stunden eine wichtige Rolle 

in der zu SMA-führenden Signaltransduktionskaskade zu spielen scheint. Im Folgenden galt 

es diese These weiter zu untersuchen. Eine Aktivitätsmessung von p38 nach TGFβ1-

Stimulation wurde als Zeitverlaufsanalyse durchgeführt. Aufgrund des zuvor ermittelten 

Zeitraumes (Abb. 29) wurden Fibroblasten bis maximal 12 Stunden nach TGFβ1-Stimulation 

untersucht. Als Maß der Aktivität der p38-Kinase ist eine Phosphorylierung von T180 

(Threonin)/Y(Tyrosin)182 beschrieben [Wang L et al, 2011]. Als technische Positivkontrolle 

wurden Fibroblasten mit Anisomycin behandelt. Bei dieser Substanz handelt es sich um ein 

Antibiotikum, welches aus Streptomyces griseolus isoliert wird, zur Hemmung der 

Proteinsynthese und zur Apoptose in verschiedenen Zellen führt, und MAPK, vor allem p38 

und JNK aktiviert (Xiong W et al, 2006; Li JY et al, 2011).  
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Abb. 30: Zeitabhängige Darstellung von phospho-p38 nach TGFβ1-Stimulation. 

Subkonfluente Fibroblasten wurden mit serumfreiem Medium vorinkubiert und nach TGFβ1-Stimulation 

(10ng/ml) für unterschiedlich lange Zeit inkubiert (15 und 30 Minuten, sowie 1, 4, 8 und 12 Stunden). Als 

Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten (30 min.). Als technische Kontrolle wurden die Fibroblasten 

für 30 Minuten mit Anisomycin (0,5µg/ml) behandelt. Es folgte eine Immundetektion mit phosphospezifischem 

Antikörper gegen p38. Die Immundetektion von α-Tubulin diente als Ladekontrolle n=4. 

 

Die mit Anisomycin behandelten Kontrollzellen zeigten nach 30 Minuten ein deutliches 

Signal, während die unbehandelten Fibroblasten zur gleichen Zeit ein minimales Signal an 

aktivem p38 zeigten. Im Anschluss an die TGFβ1-Stimulation zeigte sich ein biphasischer 
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Verlauf von phospho-p38, mit einem Peak nach 1 Stunde und einem zweiten Anstieg nach 8 

Stunden (Abb. 30).  

Wie auch in Abbildung 30 gezeigt werden konnte scheint die p38-Kinase im Zeitraum bis zu 

12 Stunden nach TGFβ1-Stimulation eine wichtige Rolle innerhalb der αSMA-

Signaltransduktionskaskade zu spielen.  

 

Angesichts der Tatsache, dass in der Arbeitsgruppe von Prof. Brenneisen ein ähnlicher 

Verlauf der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität nach TGFβ1-Stimulation bekannt war, und 

zusätzlich Hinweise vorliegen, dass ein Zusammenhang von ROS, generiert durch die 

NAD(P)H-Oxidase, zu einer Aktivierung von p38 und zu einer Transdifferenzierung von 

Gefäßfibroblasten führen kann [Shen WL at al, 2006], sollte im Folgenden die Abhängigkeit 

der beiden phospho-p38-Peaks von der NAD(P)H-Oxidase untersucht werden. 
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Abbildung 31: Abhängigkeit der p38-Peaks von der NAD(P)H-Oxidase. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Positivkontrolle wurden die Fibroblasten für 

20 Minuten mit Anisomycin (0,5µg/ml) behandelt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte Fibroblasten (1h und 

12h) und mit 10ng/ml TGFβ1-stimulierte Zellen (1h und 12h). Als weitere Kontrollzellen dienten Fibroblasten, 

welche ausschließlich mit Apocynin (1mM) behandelt wurden. Die Versuchszellen wurden eine Stunde mit 

Apocynin (1mM) präinkubiert, anschließend 10 Minuten mit TGFβ1 stimuliert und dann für 1 bzw. 12 Stunden 

mit Apocynin weiterbehandelt. Anschließend folgte die Immundetektion auf phospho-p38 n=3(1h), n=1(12h). 

 

Die mit Anisomycin behandelten Kontrollzellen zeigten nach 20 Minuten ein deutliches 

Signal, die unbehandelten Fibroblasten zeigten nach 1 und 12 Stunden ein minimales Signal 

an aktivem p38. Die alleinige Behandlung der Zellen mit TGFβ1 zeigte sich nach 1 und 12 

Stunden eine erhöhte phospho-p38-Menge. In Anwesenheit von Apocynin lässt sich der erste 

phospho-p38-Peak 1 Stunde nach TGFβ1-Stimulation nicht verhindern, die Aktivität von p38 

stellt sich vergleichbar mit der Aktivität der Kontrollzellen nach TGFβ1-Stimulation da. Im 
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Gegensatz zu dem zweiten Peak nach 12 Stunden, welcher eine deutlich reduzierte phospho-

p38-Menge markiert zeigt (Abb. 31). 

Anhand des durchgeführten Versuchs zeigte sich eine Abhängkeit des späten phospho-p38-

Peaks von der Aktivität der NAD(P)H-Oxidase. Der frühe Peak scheint zum jetzigen Stand 

der Forschung nicht direkt abhängig von der NAD(P)H-Oxidase zu sein. 

 

 

3.10 Abhängigkeit der Transkription von αSMA von p38 

Nachdem in Abbildung 28 und 29 die Abhängigkeit der p38-Kinase auf die αSMA-

Expression gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden deren Wirkung auf die αSMA-mRNA 

untersucht werden. 
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Abb. 32: Abbhängigkeit der αSMA-mRNA von p38-Kinasen. 

Die Zellen wurden über Nacht auf serumfreies Medium gesetzt. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte 

Fibroblasten, TGFβ1-stimulierte Zellen (5ng/ml) und Zellen, welche ausschließlich mit dem p38-Inhibitor 

SB202190 behandelt wurden. Die Versuchszellen wurden zunächst mit dem p38-Inhibitor SB202190 (1µM) für 

1 Stunde vorbehandelt. Anschließend folgte dieTGFβ1-Stimulation  und es folgte die weitere Behandlung mit 

dem p38-Inhibitor für 24 Stunden.  Die Aufarbeitung der Proben erfolgte mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode 

n=2. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. . 

 

Die Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 führte im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 

24 Stunden zu einer deutlichen Erhöhung des αSMA-mRNA-Gehaltes. Der p38-Inhibitor 

SB202190 konnte die Bildung von αSMA-mRNA vollständig verhindern. 
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4. Diskussion 

 

 

4.1 Tumor-Stroma-Interaktion 

Aufgrund des sich stetig vergrößernden Ozonlochs und der damit einhergehenden  erhöhten 

UV-Exposition wird in Zukunft mit einer erhöhten Inzidenz von Hautkrebes zu rechnen sein 

[De Gruijl et al., 2003; Diffey, 2004]. Durch erhöhte UVB-Strahlung kann es zu zahlreichen 

zellulären Veränderungen kommen, welche essentielle Prozesse wie Zellzyklus und 

Proliferation beeinflussen. Diese zellulären Veränderungen werden durch interzelluläre, 

extrazelluläre und intrazelluläre Kommunikationsprozesse hervorgerufen. [Brenneisen et al., 

2002]. 

Während des mehrstufigen Vorgangs der Karzinogenese kommt es zu zahlreichen 

epigenetischen und genetischen Veränderungen [Grafström et. al., 1996]. Ein Tumor wird als 

maligne bezeichnet, wenn Zellen des Tumors den primären Entstehungsort verlassen, zu 

wandern beginnen und Metastasen ausbilden. Weitere typische Malignitätskriterien sind 

Hyperproliferation, Verlust  der terminalen Differenzierung und Immortalität [Yuspa, 1998]. 

In Karzinomen wird eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen von Tumorzellen 

und stromalen Zellen sezerniert, wodurch Neovaskularisation, Tumorwachstum und 

Tumormigration während der Invasion von maligenen Zellen begünstigt werden [de Wever 

and Mareel, 2003; Lazar-Molnar et al., 2000; Liotta and Kohn, 2001].  

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf Prozessen der Tumorprogression. Dem 

entscheidenden Schritt während der Tumorprogression, der Tumorinvasion, und der damit 

verbundenen Tumor-Stoma-Interaktion, galt ein besonderes Interesse. Die Tumorprogression 

ist charakterisiert durch lokale Akkumulation extrazellulärer Matrixkomponenten und 

Bindegewebszellen um einen malignen Tumor herum [Bhowmick and Mosos, 2005; Zigrino 

et al., 2005; Liotta und Kohn, 2001]. Der extrazellulären Matrix (EZM) kommt neben der 

strukturgebenden Funktion auch eine Rolle in der Signaltransduktion zu. Die EZM stellt ein 

Reservoir für Zytokine und Wachstumsfaktoren dar, welche durch proteolytische Spaltung 

von Matrixproteinen freigesetzt werden können [Löffek, 2006].Die Invasion von Tumorzellen 

im Bindegewebe der Haut wird im Wesentlichen durch Fibroblasten beeinflusst [De Wever 

und Mareel, 2003; Cat et al., 2006]. Fibroblasten werden von verschiedenen 

Wachstumsfaktoren und Zytokinen aktiviert, welche von den Tumorzellen sezerniert werden 

[Dvorak, 1986; Cat et al, 2006; Werth et al, 2008], und weisen dann eine myofibroblastische 

Differenzierung auf [Bhowick, 2004; Tsujino, 2007]. Es findet eine dynamische Interaktion 
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zwischen malignen Zellen und dem stromalen Gewebe statt, welche durch Zell-Zell-Kontakte 

und Zell-Matrix-Kontakte vermittelt werden [Löffek, 2006]. Durch Sezernierung des 

Wachstumsfaktors TGFβ1 und daraus resultierender Schließung der gap junctions von 

Fibroblasten entgehen diese einer Wachstumskontrolle und Apoptose [Trosko und Ruch, 

1998; Stuhlmann et al., 2004]. TGFβ1 fördert die mesenchymal-mesenchymale Transition 

von Fibroblasten zu αSMA-exprimierenden Myofibroblasten, die die Invasion unterstützen 

[Cat et al, 2006]. Nach Lorusso werden die Myofibrobastem in diesem Zusammenhang auch 

„cancer associated fibroblasts“ (CAF) genannt [Lorusso, 2008]. 

Über die an der Expression von αSMA beteiligten Signalkomponenten, und vor allem deren 

zeitliches Erscheinen, ist wenig bekannt. Die Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) an der Expression von αSMA konnte anhand von antioxidativ wirkenden Subastanzen 

wie N-acetyl-L-cystein (NAC), Selen und dem wasserlöslichen Vitamin E-Derivat Trolox, 

nachgewiesen werden [Cat et al, 2006]. Weitere beteiligte zelluläre Strukturen sind die 

mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MARK) und die Proteinkinase C [de Caester et al, 2000; 

Jinnin et al, 2005]. Die zeitliche Einordnung der ROS-abhängigen und ROS-unabhängigen 

Faktoren und die Indentifizierung weiter Signalkomponenten ist Hauptteil der hier 

vorliegenden Arbeit. 

 

 

4.2 Parakrin wirkendes TGFβ1 induziert Transdifferenzierung von Fibroblasten 

Die Arbeit basiert auf der Hypothese, dass es durch die Tumor-Stroma-Interaktion  zu 

zellulären Veränderungen mit Schwächung des stromalen Gewebes und Stärkung des 

tumorösen Gewebes kommt. In Folge dessen können maligne Zellen leichter migrieren. 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der transformierende Wachstumsfaktor TGFβ1 über 

Schließung der gap junctions zu einer gestörten Zell-Zell-Kommunikation führt [Stuhlmann et 

al., 2004], wurde untersucht, ob dieser parakrin wirkende Wachstumsfaktor auch für die 

Tumor-vermittelte Transdifferenzierung von humanen dermalen Fibroblasten zu 

Myofibroblasten verantwortlich ist. Histologisch unterscheidet man Myofibroblasten von 

Fibroblasten hauptsächlich durch deren erhöhte Expression des Proteins αSMA. 

Charakteristisch für den Transdifferenzierungsprozess ist eine erhöhte Proliferation und 

Kollagensynthese [Serini und Gabbiani, 1999], neben einer verstärkten Expression von 

Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen, Proteasen und EZM-Proteinen [Powell et al., 

1999]. In Leber- und Lungenfibroblasten konnte gezeigt werden, dass TGFβ1 der wichtigste 

Wachstumsfaktor für die myofibroblastische Differenzierung ist [Barnes et al, 2011]. 
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In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Einsatz des rekombinanten 

transformierenden Wachstumsfaktors (TGFβ1), welcher in Überständen von Tumorzellen zu 

finden ist, die Transdifferenzierung von Hautfibroblasten zu Myofibroblasten induziert. Mit 

Hilfe von immunzytochemischen Untersuchungen konnte nach 48 Stunden die für 

Myofibroblasten typische Anordnung in Stressfasern deutlich nachgezeigt werden (Abb. 10). 

Bei der zeitabhängigen Detektion der αSMA-Expression mit Hilfe der Western-Blot-Analyse 

konnte 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation ein erhöhtes αSMA-Signal detektiert werden, 

nach 48 Stunden zeigte sich die maximale Menge des αSMA-Proteins (Abb. 9). Die Zunahme 

des αSMA-Signals zeigt einen Anstieg des αSMA-Proteingehaltes und ist damit ein Maß für 

die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Nachdem das Protein αSMA 

sowohl immunologisch (Abb. 9) als auch immunzytochemisch (Abb. 10) nachgewiesen und 

zeitlich in das αSMA-Signaling eingeordnet werden konnte, folgte die zeitabhängige 

Detektion der αSMA-Transkription mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode. Die maximale 

Menge an αSMA-mRNA 24 Stunden nach TGFβ1-Stimulation zu detektieren (Abb. 12). 

Nach 16 Stunden war nur eine geringe Erhöhung der αSMA-mRNA zu messen. 

Diese Ergebnisse werden durch die Studie von Ronnov-Jessen und Petersen [Ronnov-Jessen 

und Petersen, 1993] unterstützt, welche beschreibt, dass Fibroblasten auf humanem 

Drüsengewebe der Brust in-vitro durch Einwirkung des Wachstumsfaktors TGFβ1 zu 

Myofibroblasten transdifferenzieren. Ebenfalls finden sich Myofibroblasten an der 

Invasionfront verschiedener Krebsarten [Nakayama et al., 1998] und in der Umgebung von 

Lebermetastasen bei Darmkrebs [Olaso et al., 1997]. Auch De Wever und Mareel haben 

gezeigt, dass transdifferenzierte Fibroblasten (Myofibroblasten) verstärkt an der Invasionfront 

von Tumoren auftreten [De Wever und Mareel, 2002]. 

Bei den ersten Experimenten im Rahmen dieser Arbeit war nach TGFβ1-Stimulation während 

der gesamten Inkubationszeit TGFβ1 auf den Zellen anwesend. Daraus ergab sich die Frage, 

ob eine kurzzeitige Exposition der Zellen mit TGFβ1 ausreicht, um zur Expression von 

αSMA zu führen bzw. die Signalkaskade zu starten und aufrecht zu erhalten. Nach 

unterschiedlich langer Behandlungsdauer der Hautfiboblasten mit TGFβ1 zeigten sich nach 

einer Gesamtinkubationszeit von 48 Stunden keine Unterschiede bezüglich des αSMA-

Proteingehaltes (Abb. 11). Daraus ergab sich folgende Schlussfolgerung: eine Stimulationzeit 

von wenigen Minuten genügt, um die αSMA-Signalkaskade zu starten und aufrecht zu halten. 

 

In den Untersuchungen zum zeitlichen Erscheinen von αSMA wurde deutlich, dass die 

αSMA-mRNA und das αSMA-Protein erst zu vergleichsweise späten Zeitpunkten 
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nachgewiesen werden konnten. Wie auch z.B. die Matrix-Metalloproteinasen (MMT) 

(Brenneisen et al. 1998, Wlaschek et al. 1994) oder die Metallothioneine (MT) (Muhammad 

Zafarullah et al. 1992) gehört αSMA zu den „late responsive genes“. 

Aufgrund dieser Tatsache stellte sich hier die Frage nach einem durch TGFβ1 initiierten 

zellulären Mechanismus.  

Myofibroblasten sezernieren eine Reihe von Wachstumsfaktoren, wie HGF (hepatocyte 

growth factor), IL-6 (Interleukin -6) und PDGF (Platelet Derived Growth Factor) [Werth et al, 

2008]. Ebenfalls ist bekannt, dass  PDGF und TGFß1 die Migrationsfähigkeit von  

intestinalen Myofibroblasten beeinflussen [Leeb et al., 2002; Brenmoehl, 2007]. 

In der Literatur wird ein Zusammenhang in Myofibroblasten zwischen der autokrinen 

Produktion von Hic-5, einem Adhäsionsprotein, und TGFβ1 in hypertrophem Narbengewebe 

beschrieben [Dabiri et al., 2008]. Auch im Rahmen der idiopathischen Lungenfibrose wird ein 

autokriner Mechanismus zwischen TGFβ1 und Angiotensin in Myofibroblasten der Lunge 

diskutiert [Uhal et al., 2007]. 

Autokrine und parakrine Effekte stellen im Rahmen der Tumor-Stroma-Interaktion einen 

zentralen Mechanismus dar [Barnes et al, 2011, Räsänen et al, 2010, Pietras e al, 2010]. 

Bekannt ist ebenfalls, dass die extrazelluläre Matrix ein Reservoir für Wachstumsfaktoren und 

Zytokine darstellt, welche durch proteolytische Spaltung von Matrixproteinen freigesetzt 

werden können [Löffek et al, 2006]. 

In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von Zellüberständen stimulierter Fibroblasten 

(konditioniertem Medium (CMHDFnachTGF))  auf unbehandelte Zellen untersucht werden, um 

neben TGFβ1 (Stuhlmann et al. 2004) einen weiteren möglichen löslichen Faktor, welcher für 

den zeitlich verzögerten  Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten von Bedeutung ist, 

identifiziern zu können. 

Es zeigte sich ein positiver Effekt des konditionierten Mediums nach TGFβ1-Stimulation 

(CMHDFnachTGF) auf unbehandelte Zellen in Form einer erhöhter Expression von αSMA (Abb. 

13), vor allem von Zellüberständen, welche im frühen Zeitfenster direkt nach TGFβ1-

Stimulation gewonnen wurden (Abb. 14). Mit Hilfe der ELISA-Technik konnte die TGFβ1-

Menge in Fibroblastenüberständen quantifiziert werden. Auch hier konnte schon ab dem 

ersten Messzeitpunkt die maximale TGFβ1-Menge der gesamten Zeitverlaufsanalyse 

nachweisen werden (Abb. 26). Hinzu kam, dass es sich bei dieser gemessenen TGFβ1-Menge 

um fast ausschließlich aktives TGFβ1 handelte. In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, 

dass die TGFβ1-Menge in den Zellüberständen abhängig von der Stimulationskonzentration 

und der Anzahl der durchgeführten Mediumaustauschvorgängen ist (Abb. 17 und 18). Diese 
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Ergebnisse konnten in weiteren Kontrollexperimenten anhand der Western-Blot-Methode 

bestätigt werden. Nach repetitiven Mediumaustauschvorgängen ist die Wirksamkeit von 

konditioniertem Medium nach TGFβ1-Stimulation (CMHDFnachTGF) auf unbehandelte Zellen 

nicht mehr gegeben (Abb. 19). 

Anhand der durchgeführten Versuche bestätigt sich das Vorliegen eines „Waschartefaktes“. 

Die zweimaligen Mediumaustauschvorgänge, welche im Anschluss an den 

Stimulationsprozess zum normalen Versuchsprozedere gehörten, konnten das zur Stimulation 

der Zellen verwendete TGFβ1 nicht vollständig eliminieren. Ein autokriner Mechanismus 

lässt sich nicht sicher ausschließen und bleibt weiterhin fraglich. 

Die vorherigen Experimente bezüglich eines durch TGFβ1 ausgelösten autokrinen 

Mechanismus stellten sich schwierig dar. Daraus ergab sich, dass im weiteren Verlauf der 

Arbeit vermehrt die intrazellulären Effekte des Transdifferenzierungsprozesses von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten im Mittelpunkt standen. 

 

 

4.3 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vermitteln die TGFβ1-induzierte 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten  

Reaktive Sauerstoffspezies können während zellulärer Stoffwechselprozesse als 

Nebenprodukte, primär in Mitochodrien, gebildet werden. Oxidativer Stress beschreibt einen 

Zustand, in dem das Gleichgewicht zwischen Prooxidantien und Antioxidantien zu Gunsten 

der Prooxidantien verschoben ist [Zafarulah M et al, 2003]. Ein Zellsystem unter oxidativem 

Stress verliert die Fähigkeit, reaktive Sauerstoffspezies ausreichend zu neutralisieren bzw. zu 

eliminieren [Sies und Cadenas, 1985]. Eine Erhöhung intrazellulärer ROS kann zu 

physiologischen oder pathophysiologischen Veränderungen führen. Dabei kommt es 

beispielsweise zu Zellzyklus-Progression [Boonstra und Post, 2004], Apoptose oder 

Zellalterung [Gourlay und Ayscough, 2005; Johann et al., 2005], und zu Schädigungen von 

zellulären Lipiden, Proteinen, DNA und Signaltransduktionswegen [Sies, 1991]. Aufgrund 

dieser Schäden wird oxidativer Stress mit humanen Erkrankungen, wie kardiovaskulären und 

neurodegenerativen Krankheiten, aber auch mit Krebs in Verbindung gebracht [Sies, 1991]. 

Aber auch während intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden und einer Vielzahl weiterer 

zellulärer Prozesse spielen reaktive Sauerstoffspezies als „second messenger“ eine zentrale 

Rolle [Poli et al., 2004; Aslan und Ozben, 2005; Chiarugi, 2005].  

Die Überstände von SCL1-Zellen und TGFβ1 generieren ROS in humanen dermalen 

Fibroblasten [Stuhlmann et al., 2004; Alili et al, 2011]. Es ist bekannt, dass TGFβ1 den 



  Diskussion 

68 

 

Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies innerhalb der Zelle erhöhen kann, wodurch sowohl 

zelluläre Strukturen während der Signalkaskade als auch Transkriptionsfaktoren modifiziert 

werden [Thannikal und Fanburg, 2000; Dong Young Rhyu et al, 2005].  

Um die ROS-Abhängigkeit der αSMA-Signalkaskade genauer untersuchen zu können, 

wurden Versuche mit Hilfe des antioxidativ wirksamen N-Acetylcysteins (NAC) 

durchgeführt. N-Acetylcystein (NAC) reagiert mit Hydrogenperoxiden, Hydroxylradicalen 

und Superoxiden und wird sowohl in vivo als auch in vitro weit verbreitet als Antioxidans 

eingesetzt [Aruoma OI et al, 1989]. NAC ist ein synthetisches zellpermeables Antioxidans, 

welches in der Zelle zu Cystein hydrolysiert wird. NAC stellt die Vorstufe des reduzierten 

Glutathions dar und erhöht damit bei Gabe die Menge an intrazellulären Anitoxidantien. 

Wasserstoffperoxid wird durch das Selenoenzym Glutathion-Peroxidase zu Wasser reduziert. 

An verschiedenen Tiermodellen wurde bereits beschrieben, dass NAC protektive Effekte 

gegen Lungenkrankheiten besitzt [Cotgreave, 1996].  

Im Hinblick auf die Feststellung einer genaueren zeitlichen Einordnung der ROS-abhängigen 

Vorgänge wurde die NAC-Wirksamkeit zeitabhängig getestet. Die hier vorliegende Arbeit 

zeigt, dass das antioxidativ wirkende NAC der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten nach Stimulation mit TGFβ1 entgegenwirkt und die Bildung von αSMA 

vermindert (Abb. 21). Bei der zeitabhängigen Untersuchung der Wirkung von NAC auf das 

αSMA-Signaling zeigte sich, dass die reaktiven Sauerstoffspezies einen späten Effekt auf den 

Transdifferenzierungsprozess haben. Die antioxidative Wirkung von NAC, und die damit 

verbundene Wirkung von ROS auf die αSMA-Signalkaskade, scheint im Zeitraum zwischen 4 

und 16 Stunden nach TGFβ1-Stimulation entscheidend zu sein (Abb. 21). 

Neuerdings konnte durch die Arbeitsgruppe Brenneisen gezeigt werden, dass auf Ceroxid-

basierende Nanopartikel ebenfalls die Expression von αSMA in einem 

antioxidantienähnlichen Mechanismus verhindern [Alili et al, 2011]. 

Im Folgenden wurde die Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies im zellulären System 

direkt anhand von oxidierten Proteinen gemessen, welche Marker für den oxidativen Status 

einer Zelle sind. Die ROS-Folgeprodukte wurden in Form von Proteincarbonylen 

zeitabhängig untersucht. Die maximale Menge an Proteincarbonylen konnte nach 12- bis 16-

stündiger Behandlung mit TGFβ1 in Fibroblasten detektiert werden (Abb. 22), wobei die 

Carbonylbildung durch das antioxidativ wirkende NAC vermindert werden konnte (Abb. 23). 

Bei den während des Transdifferenzierungsprozesses vermehrt entstehenden ROS stellt sich 

die Frage nach möglichen Quellen für ihre Produktion. Da Carbonyle auf unterschiedlichste 

Weise entstehen können und im Speziellen bekannt ist, dass die NAD(P)H-Oxidase diese als 
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Folgeprodukte hervorruft, wurde die Abhängigkeit der αSMA-Expression von der NAD(P)H-

Oxidase untersucht. Einige Studien beschreiben die Wachstumsfaktor-/Zytokin-vermittelte 

Bildung von ROS während physiologischer Signalkaskaden durch membranlokalisierte 

Oxidasen, wie z.B. die NADH-Oxidase, in phagozytischen und nicht-phagozytischen Zellen 

[Jones et al., 1994; Hiran et al., 1997; Baraktutan et al, 1998]. Es ist bekannt, dass ebefalls in 

Lungenfibroblasten eine erhöhte NAD(P)H-Oxidase-Aktivität nach TGFβ1-Behandlung 

vorliegt [Thannikal et al., 1995]. 

Die NAD(P)H-Oxidase produziert primär Superoxid und sekundär Wasserstoffperoxid 

[Thannickal und Fanburg, 2000] und führt somit zu einer erhöhten ROS-Produktion. In der 

vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die NAD(P)H-Oxidase eine wichtige 

Rolle während der intrazellulären ROS-Produktion nach TGFβ1-Stimulation spielt, da mit 

Hilfe des spezifischen NAD(P)H-Oxidase-Inhibitors Apocynin die αSMA-Produktion 

verhindert werden konnte (Abb. 24). Damit wird bestätigt, dass die NAD(P)H-Oxidase durch 

eine erhöhte Produktion von ROS auf die Transdifferenzierung von Fibroblasten in 

Myofibroblasten Einfluss hat.  

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die Carbonylbildung abhängig von der 

Aktivität der NAD(P)H-Oxidase ist (Abb. 27). Damit konnte als Quelle für die ROS die 

NAD(P)H-Oxidase identifiziert werden. 

Nachdem nun in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Bildung des 

Proteins αSMA von der NAD(P)H-Oxidase abhängig ist, konnte dieser Zusammenhang auch 

auf der Ebene der mRNA bestätigt werden (Abb. 26). Der NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor 

Apocynin verhindert 24 Stunden nach TGFβ1-Stimulation die Bildung der αSMA-mRNA. 

Auch in renalen tubulären Rattenepithelzellen konnte nachgewiesen werden, dass die 

antioxidative Wirkung von NAC und Apocynin die TGFβ1-induzierten Effekte signifikant 

vermindern und damit eine Schlüsselrolle bei der TGFβ1-vermittelten Epithelial-

mesenchymal Transition (EMT) im Rahmen der renalen tubulointestinalen Fibrose spielen 

[Ryhu Dong Young et al, 2005]. 

Aus ergänzenden Untersuchungen in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass es bezüglich der 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität einen frühen Peak (10 Minuten) und einen späten Peak (8 

Stunden) nach TGFβ1-Stimultion in Fibroblasten gab. Daher stellte sich die Frage nach der 

Bedeutung der beiden Peaks für das Protein αSMA und die damit verbundene zeitliche 

Einordnung in die TGFβ1-induzierte Signalkaskade.  

Durch die Vorinkubation der Zellen mit Apocynin und der Inkubation der Fibroblasten mit 

Apocynin innerhalb der ersten Stunde nach TGFβ1-Stimulation konnte der Anstieg der 
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NAD(P)H-Oxidase-Aktivität innerhalb der ersten Stunde nach TGF β1-Stimulation verhindert 

werden. Die αSMA-Expression nach 48 Stunden zeigte ein vergleichbar hohes Level wie das 

der TGFβ1-Kontrollzellen. Anhand der durchgeführten Versuche scheint der frühe NAD(P)H-

Oxidase-Peak zunächst eine eher untergeordnete Rolle für das αSMA-Signaling zu spielen 

(Abb. 25). Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass der frühe Peak über Quervernetzungen mit 

anderen zellulären Zwischenspielern in die αSMA-Signalkaskade eingreift. Es wurde jedoch 

deutlich, dass die NAD(P)H-Oxidase innerhalb eines Zeitraumes von mindestens 8 Stunden 

nach TGFβ1-Stimulation für den Transdifferenzierungsprozess von Bedeutung ist (Abb. 25). 

Auch neueste Untersuchungen in Fibroblasten der Lunge und Leber zeigen eindeutig, dass die 

ROS-induzierte Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten eine entscheidende 

Rolle nach TGFβ1-Stimulation spielen und dass die reaktiven Sauerstoffspezies von der 

NAD(P)H-Oxidase-Familie stammen [Barnes und Gorin, 2011]. Hinweise auf den zeitlichen 

Zusammenhang der ROS-Generierung innerhalb der TGFβ1-Signalkaskade finden in der 

Literatur keine Erwähnung.  

 

 

4.4 MAPK induzieren den Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten 

Eine Vielzahl extrazellulärer Stimuli werden mit Hilfe von MAPK in zelluläre Antworten  

umgewandelt [English et al. 1999; Widmann et al. 1999; Hazzalin und Mahadevan 2002]. 

Dabei handelt es sich sowohl um physiologische als auch pathologische Prozesse. Man 

unterscheidet grundsätzlich drei verschiedene Gruppen der MAPK-Familie. Die p38 

MAPKinasen, die extracellular-signal-related kinases (ERK) und die Jun-N-Terminus-

Kinasen (JNK). Die Signalwege der MAPK bestehen aus mehrstufigen 

Phosphorylierungskaskaden und führen über Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu einer 

veränderten Genexpression. 

In der Literatur ist bekannt, dass TGFβ1 zu einer Aktivierung von p38 MAPK führt und 

dadurch über eine Regulation der Genexpression die MLC-P (myosin light chain 

phosphorylation) in Epithelzellen voran treibt [Goldberg et al., 2002]. In Gefäßzellen konnte 

ebenfalls der Zusammenhang von TGFβ-induzierter αSMA-Expression und p38 MAPK 

nachgewiesen werden [Martin-Garrido A. et al., 2010]. Auch in renalen tubulären 

Rattenepithelzellen konnte eine Aktivierung von MAPK (p38 und ERK)  induziert durch  

TGFβ1 gezeigt werden [Ryhu DY et al, 2005]. 

Bei Prozessen der Tumorprogression steht die Rolle der p38 Kinasen ebenfalls im Focus des 

Interesses. Aufgrund des negativen Einflusses von p38 auf die Zellprogression wird die 



  Diskussion 

71 

 

Funktion der p38 Kinasen als möglicher Tumorsuppressor diskutiert [Bulavin und Fornace, 

2004; Loesch und Chen, 2008]. Damit stellt die p38-Signalkaskade einen möglichen 

pharmakologischen Angriffspunkt bei der Therapie von Malignomen dar. 

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Behandlung der Zellen mit Inhibitoren der jeweiligen 

MAPK gezeigt werden, dass die p38 Kinasen einen starken Einfluss auf den durch TGFβ1 

induzierten Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten haben (Abb. 28). Neben den p38 

Kinasen zeigen die JNK einen schwachen Einfluss auf das α-SMA-Signaling (Abb. 28). Auch 

wenn es Hinweise in der Literatur für eine TGFβ-induzierte Aktivierung von ERK1/2 in 

Nierenfibroblasten gibt [Bondi CD et al., 2010; Ryhu DY et al, 2005], scheinen die ERK in 

der vorliegenden Arbeit den Transdifferenzierungsprozess von Hautfibroblasten nicht zu 

beeinflussen (Abb. 28).  

Bei der Untersuchung der zeitlichen Einordnung von p38 in den Transdifferenzierungsprozess 

von Fibroblasten zeigte sich, dass die p38 Kinasen innerhalb der ersten 16 Stunden in die 

αSMA-Signalkaskade involviert sind (Abb. 29) und einen biphasischen Verlauf vorweisen 

(Abb. 30). Schon in vorherigen Studien konnte dieser biphasische Verlauf gezeigt werden. In 

Miesmuscheln ließ sich durch oxidativen Stress durch H2O2 biphasischer phospho-p38-Peak 

nach 15 Minuten und 1 Stunde auslösen, durch Exposition an der Luft bei 1 und 8 Stunden 

[Gaitanaki et al., 2004]. Auch in humanen Fibroblasten zeigte sich nach TGFβ1-Stimulation 

eine biphasische p38-Aktivierung nach 6 und 12 Stunden [Meyer-ter-Vehn et al., 2006].  

Daraus ergab sich die Frage nach möglichen Aktivierungsquellen von p38. In der Literatur ist 

bekannt, dass mitochondriale ROS die Phosphorylierung von p38 initiieren [Kulisz et al., 

2002]. Damit steht die Phosphorylierung der p38-Kinasen in Zusammenhang mit oxidativem 

Stress. 

Aus weiteren Experimenten in der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass der zeitliche Verlauf der 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität Parallelen zum biphasischen Verlauf der Phosphorylierung von 

p38 aufweist. Aus diesem Grund sollte die Abhängigkeit der beiden p38-Peaks von der 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität geklärt werden. Es zeigte sich, dass der erste p38-Peak 

unabhängig von der NAD(P)H-Oxidase zu sein scheint (Abb. 32). Wodurch jedoch der frühe 

p38-Peak ausgelöst wird und inwieweit dieser von Bedeutung für die αSMA-Signalkaskade 

ist, konnte bisher noch nicht geklärt werden. In der Literatur wird ein Zusammenhang 

zwischen der Proteinkinase C (PKC) und Rac, einem Vertreter der small GTPasen der Rho-

Familie, bei Prozessen der Zellinvasion beschrieben [Parsons und Adams, 2008]. Nicht 

zuletzt aufgrund der Tatsache, dass die PKC bekannterweise bei Prozessen der 



  Diskussion 

72 

 

Tumorprogression in Interaktion mit ROS eine wichtige Rolle spielt [Wu WS, 2006], stellt 

dies einen möglichen Erklärungsansatz dar. 

Der zweite p38-Peak scheint abhängig von der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität zu sein, dazu 

müssen jedoch noch weitere Untersuchungen folgen (Abb. 31). Auch El-Remessy konnte eine 

ROS-abhängige p38-Aktivierung, induziert durch die NAD(P)H-Oxidase, nachweisen [El-

Remessy et al., 2008]. Bekannt ist, dass das Antioxidans NAC die TGFβ1-induzierte 

Phosphorylierung von p38 vermindert [Rhyu DY et all, 2005, Zarfullah M et al, 2003]. 

Wie schon beschrieben, konnte mit Hilfe eines p38-Inhibitors die Bildung von αSMA auf 

Proteinebene verhindert werden (Abb. 30, 31). Die Aktivierung von p38 führt bekannterweise 

über eine Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie STAT1, Elk-1, MEF2, 

MSK, CHOP [Bradham und McClay; 2006, Clerk und Sugden; 2006, Cuenda und Rousseau; 

2007], zu einer veränderten Genexpression. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass neben dem Protein αSMA auch die αSMA-mRNA abhängig von der Aktivität der p38-

Kinasen ist (Abb. 32). 

Damit konnte ein Zusammenhang zwischen ROS, der NAD(P)H-Oxidase, p38 und αSMA 

nachgeweisen werden. 

 

 

4.5 Der Status-Quo der Mesenchymal-Mesenchymalen Transition (MMT) 

Wie schon beschrieben, mündet die durch TGFβ1 induzierte Signalkaskade in der Bildung 

von αSMA, einem Markerprotein für den Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten in 

Myofibroblasten (MMT). Das αSMA-Protein lässt sich beginnend nach 16 Stunden 

nachweisen und weist ein Maximum nach 48 Stunden auf. Die αSMA-mRNA ist Stunden 

nach TGF-Stimulation in geringen Mengen nachweisbar und steigt im weiteren Verlauf des 

Signalings stark an.  

In Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Teile der Signaltransduktionskaskade zur 

Bildung des αSMA-Proteins aufgeklärt und in zeitliche Zusammenhänge gebracht werden. 

Dabei sind gerade die frühen Ereignisse im Signaling noch unbekannt. 

Reaktive Sauerstoffspezies werden durch die NAD(P)H-Oxidase gebildet und führen zu 

Oxidation von Zielstrukturen. In dieser Arbeit wurden Proteincarbonyle gemessen. Die 

Aktivität der NAD(P)H-Oxidase ist in Zusammenhang mit der Aktivierung der p38-Kinase zu 

sehen. Die p38-Kinase weist wie die NAD(P)H-Oxidase eine biphasische Aktivität auf. Die 

Abhängigkeit des zweiten phospho-p38-Peaks von der NAD(P)H-Oxidase hat sich bestätigt. 

Experimente innerhalb der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass es innerhalb der ersten Minuten 
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nach TGFβ1-Stimulation zu einer Aktivierung von Smads und der Proteinkinase C (PKC) 

kommt [Cat et al., 2006]. Es besteht die Möglichkeit, dass innerhalb der 

Signaltransduktionskaskade Querverbindungen zwischen den einzelnen Komponenten im 

Transdifferenzierungsprozess bestehen. In der Literatur wird eine Verbindung zwischen der 

klassischen TGFβ1/Smad-Kaskade und dem Signaltransduktionsweg der Rho GTPasen, 

welche wiederum mit MAPK in Verbindung gebracht werden, in humanen Fibroblasten 

gezeigt [Vardouli et al., 2008]. Auch die Proteinkinase C  steht in Interaktion mit Aktivatoren 

der MAPK im Rahmen von endothelialer Zellmigration und Angiogenese [Parsons und 

Adams, 2008] und TAK-1 bei Experimenten zur Erforschung von Prozessen während 

Hypoxie [Frazier et al., 2007]. 

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die αSMA-mRNA abhängig von der p38-Kinase 

und der NAD(P)H-Oxidase ist. Vermutlich kommt es zu einer veränderten Genexpression und 

daraufhin zur Bildung des αSMA-Proteins. 
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Abb. 33: Der aktuelle Stand der Mesenchymal-Mesenchymalen Transition 

TGFß1 führt zu einer Erhöhung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) über die NAD(P)H-Oxidase. Dies führt 

zeitabhängig zu einer biphasischen Aktivierung der MAPK p38 und zur Erhöhung von oxidierten Proteinen 

(Carbonyle). In Folge dessen ist zeitabhängig αSMA auf mRNA- und auf Proteinebene nachweisbar. 
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5. Perspektiven 
 

StromaleTherapie – Metastasierung als therapeutische Herausforderung 

Anhand der 5-Jahresüberlebensrate wird deutlich, welch signifikanten Einfluss die Fähigkeit 

eines Tumors zu Metastasieren auf die Mortalität hat. Die 5-Jahresüberlebensrate beträgt im 

Stadium der Metastasierung weniger als 20% [Landis et al., 1998]. Die therapeutischen 

Möglichkeiten gestalten sich in einem fortgeschrittenen Tumorstadium nach wie vor 

schwierig, weswegen ein besseres Verständnis der zu Grunde liegenden molekularen und 

zellulären Prozesse der Tumormetastasierung benötigt wird. Tumormetastasierung wird durch 

genetische Veränderungen bei jedem Schritt vorangetrieben [Welch et al., 2000]. Diese 

genomische Instabilität von Tumorzellen und die Heterogenität der Zellpopulation innerhalb 

von Tumoren stellt ein Problem während der Tumortherapie dar [Tozeren et al., 2005]. 

Außerdem werden Chemo- und Radiotherapien, welche zur Bekämpfung bei malignen 

Erkrankungen eingesetzt werden, oft von starken Nebenwirkungen begleitet [Birnbaum und 

Ready, 2005].  

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Schutz der humanen dermalen Fibroblasten durch 

Antioxidantien und Inhibitoren vor oxidativem Stress stellt einen wichtigen Aspekt der 

Tumor-Stroma-Interaktion da. Dabei rückt das Interesse für die Mechanismen der 

Tumorprogression des stromalen Gewebes immer mehr in den Vordergrund. Ziel einer 

solchen „stromalen Therapie“ ist die Stärkung der gesunden Zellen gegen die Tumorzellen. 

Bekannt ist, dass antioxidantienreiche Diäten als Nahrungsmittelergänzungen das Risiko von 

Krebserkrankungen verringern können [Steinmetz und Potter, 1996]. 

Durch intensive Grundlagenforschung konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass die 

Blockierung von Kommunikation zwischen den Tumorzellen und dem sie umgebenden 

Bindegewebe hoffnungsvolle Ansätze für die Entwicklung neuer Therapieformen darstellt. 

Anhand von Mausmodellen konnte die Tumorprogression durch den Einsatz von 

synthetischen Proteaseinhibitoren, Integrin-Antagonisten und Inhibitoren von 

Zelloberflächenrezeptoren reduziert werden [Löffek et al, 2006]. Auch die selektive 

Aktivierung von stressaktivierten Signalkaskaden wie die der p38 MAPK zur Unterdrückung 

der Tumorprogression wird neuerdings diskutiert [Loesch und Chen, 2008].  

Desweiteren zeigte der Einsatz von Ceroxid Nanopartikel (CNP, nanoceria)  in Fibroblasten 

eine verminderte Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten und reduzierte die 

Invasion von Tumorzellen. Damit stellt diese Strategie einen vielversprechenden Ansatz für 



  Perspektiven 

75 

 

mögliche neue Therapiekonzepte im Kampf gegen die Invasion und Metastasierung dar [Alili 

et al. 2011]. 

Möglicherweise kann durch stromale Therapie die Tumorprogression vermindert oder sogar 

verhindert werden. Damit stellt die Tumor-Stroma-Interaktion den Schlüssel zur Kontrolle der 

Metastasierung dar. Ziel der stromalen Interventionen soll eine verminderte Bildung 

sekundärer Tumore und Metastasen sein.  
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Abb. 34: Die Tumor-Stroma-Interaktion und das Konzept der Chemoprävention 

Tumorzellen sezernieren den Wachstumsfaktor TGFß1, der abhängig von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), der 

MAPK (p38) und der NAD(P)H-Oxidase zur Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten führt. 

Myofibroblasten sezernieren porinvasive Signale (Interleukin-6, IL-6; Hepatocyte growth factor, HGF; Vascular 

endothelial growth factor, VEGF) an Tumorzellen. Durch Einsatz von Antioxidantien (NAC) und Inhibitoren 

(Apocynin als Inhibitor der NAD(P)H-Oxidase, SB202190 als p38-Inhibitor) kann die Bildung des 

Myofibroblasten verhindert werden und damit die Invasion von Tumorzellen beeinflusst werden. 
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6. Zusammenfassung  

 

Der Transformierende Wachstumsfaktor (TGFβ1) wird von Plattenepithelkarzinomzellen 

(SCL-1) sezerniert und führt zur Bildung des α-Smooth-Muscle-Actins (αSMA), ein 

Markerprotein für den Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten in Myofibroblasten. 

Man vermutet, dass die Myofibroblasten, welche das reaktive Stroma an der Invasionsfront 

von Tumoren bilden, für die Tumorprogression unerlässlich sind. Ihre spezifische Funktion 

scheint es zu sein, Wachstumsfaktoren zu sezernieren, welche von den Tumorzellen für 

Metastasierungsprozesse benötigt werden.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit TGFβ1 zu der 

Bildung von αSMA-mRNA und zu der Bildung des αSMA-Proteins in Fibroblasten führt. 

Die durchgeführten Untersuchungen haben nachgewiesen, dass der TGFβ1-vermittelte 

Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten, genauer gesagt die mensenchymal-

mesenchymale Transsition der Fibroblasten, von reaktiven Sauerstoffspezies abhängig ist. Als 

Quelle für die ROS konnte die NAD(P)H-Oxidase identifiziert werden. Innerhalb der ersten 

16 Stunden nach TGF-Stimulation sind ROS in den Transdifferenzierungsprozess von 

Fibroblasten involviert. Der maximale prooxidative Status der Zellen wurde zwischen 12 und 

16 Stunden nach TGF-Stimulation anhand von oxidierten Proteinen detektiert. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die p38-MAPK für die Bildung der αSMA-mRNA 

verantwortlich sind. Die Phosphorylierung der p38-Kinase ist von der NAD(P)H-Oxidase und 

damit auch von ROS abhängig.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen den Zusammenhang zwischen ROS, der NAD(P)H-

Oxidase und den p38-Kinasen, welche im Zusammenspiel zur Bildung des αSMA-Proteins 

führen. 

 

Die Aufklärung der zellulären Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem umliegenden 

stromalen Gewebe kann für die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien bei der Therapie 

von malignen Erkrankungen von großer Bedeutung sein. Im Rahmen einer „stromalen 

Therapie“ könnten durch den Einsatz von Antioxidantien, Mikronährstoffen und 

verschiedenen Inhibitoren stressabhängiger Signaltransduktionswege in Zukunft stromale 

Zellen vor dem Einfluss von Tumorzellen geschützt werden. 

. 
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Abkürzungsverzeichnis: 

 

 

Abb.   Abbildung 

APS   Ammoniumpersulfat 

BHT   2, 6-butyliertes Hydroxytoluen 

BSA   Bovine serum albumine 

CM    konditioniertem Medium  

CNP    Ceroxid Nanopartikel  

CPD    kummulative Populationsdichte  

DAPI   Bisbenzimid 

DFO   Desferrioxamin 

DKG    Deutschen Krebsgesellschaft  

DMEM  Eagle´s Medium, nach Dublecco`s Modifikation 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DNPH   Dinitrophenylhydrazin-Lösung  

DPI    Diphenyliodonium  

DTT   Dithiothreitol 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EMT    epithelialen-mesenchymalen Transition  

ERK    extrazellular-regulierten Kinasen  

EZM    extrazellulären Matrix  

FCS   fötales Kälberserun 

FGF    Fibroblast growth factor 

H2O    Wasser  

H2O2    Wasserstoffperoxid  

HDF   humane dermale Fibroblasten 

HO∙    Hydroxylradikale   

HRP    horseradish-peroxidase 

IL-1    Interleukin 1 

JNK    Jun-N-Terminalen Kinase  

KCL   Kaliumchlorid 
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MAPK   mitogenaktivierten Proteinkinasen  

MDA    Malondialdehyd  

MeOH   Methanol 

MF   Myofibroblast 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

MMP     Matrix-Metalloproteinasen  

MMT    mesenchymal- mesenchymale Transition  

MTT Tetrazoliumsalz3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid 

Na2HPO4  Natriumhydrogenphosphat 

NAC   N-acetyl-L-cystein 

NaCl   Natriumchlorid 

NADH-Oxidase nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase 

O2    Singulett-Sauerstoff  

O2∙
-    Superoxid-Anion   

PBS   Phosphate buffered saline 

PCR    Real-Time  

PDGF    platelet derived growth factor 

PKC    Proteinkinase C  

RNA   Ribonukleinsäure 

RO∙    Alkoxylradikale  

ROO∙    Peroxylradikale  

ROS    Reaktive Sauerstoffspezies  

SCL-1   Plattenepithelkarzinomzellen der Linie SCL-1 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SOD    Superoxid-Dismutase  

TBST   Tris-gepufferte isotonische Salzlösung mit 0,1% (v/v) TritonX100 

TEMED  N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 

TGFβ1   transforming growth factor β1 

TMB    Tetramethylbenzidin  

VEGF    vascular endothelial growth factor) 

WHO    Weltgesundheitsorganisation  

ZZK   Zell-Zell-Kommunikation 

αSMA    α-smooth muscle Aktin  
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