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1. Einleitung und Fragestellung 
 

 

1.1 Einleitung 
 

 

1.1.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut 

 

Die Haut stellt das größte Sinnesorgan des Menschen dar und schirmt den Körper gegen die 

Außenwelt ab, dient aber gleichzeitig als unmittelbare Kontaktfläche zur Umwelt. Bei einer 

Fläche von rund 2 m2 und einer durchschnittlichen Dicke von 7 bis 9 mm wiegt die Haut etwa 

5 bis 10 kg, was etwa 15% des Körpergewichts ausmacht. Sie dient als schützende Barriere 

gegenüber physikalischen, chemischen oder mikrobiellen Einwirkungen und übernimmt 

vielfältige Stoffwechselfunktionen. Die Haut lässt sich in drei Schichten unterteilen: Oberhaut 

(Epidermis), Lederhaut (Corium oder Dermis) und Unterhaut (Subcutis). Die Epidermis dient 

dem Verdunstungsschutz, Strahlungsschutz, einer wasserdichten Abdeckung und ist zugleich 

ein Bildungsort von Haaren und Nägeln. Sie setzt sich aus fünf Schichten zusammen: 

Hornschicht (stratum corneum), Glanzschicht (stratum lucidum), Körnerzellschicht (stratum 

granulosum), Stachelzellschicht (stratum spinosum) und Basalschicht (stratum basale). 

Stratum spinosum und stratum basale werden auch als stratum germinativum 

(Regenerationsschicht) zusammengefasst, da sich hier aus epidermalen Stammzellen durch 

mitotische Teilungen neue Zellen bilden. 

Neugebildete Zellen wandern in die oberen drei Zellschichten (Verhornungsschicht) ein, 

wo es zu einer Umstrukturierung der Keratinfilamente kommt. Die Zellen differenzieren zu 

kernlosen Korneozyten (Hornzellen) aus, um schließlich ein mehrschichtiges, verhornendes 

Plattenepithel zu bilden. Durch regelmäßiges Ablösen der äußeren Schichten des stratum 

corneum kann sich die Epidermis innerhalb von 27 Tagen erneuern. In der Epidermis sind 

auch die melaninbildenden Zellen des Pigmentsystems (Melanozyten), dendritische Zellen 

des Immunsystems (Langerhans-Zellen) und Sinneszellen, die als Mechano-, Chemo-, und 

Thermorezeptoren fungieren können enthalten. 
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Abbildung 1.1.1: Aufbau der menschlichen Haut (Quelle: Internet: http//www.rath.de/hautgefaehrdung.html, 

verändert). 

 

 

Die Basalmembran, die aus lamina lucida externa, lamina densa und lamina lucida interna 

besteht, trennt die Epidermis und die Dermis voneinander. Das stratum basale ist die unterste 

Schicht der Epidermis. Die Basalzellen sitzen direkt der Basalmembran auf, die die Epidermis 

von der Dermis scharf abgrenzt. Durch Proliferation sorgen die Basalzellen als Mutterzellen 

für die kontinuierliche Erneuerung der Haut. Die Tochterzellen werden durch die rege 

Zellteilung in weiter außen gelegene Schichten verschoben. Dort durchlaufen sie verschiedene 

Entwicklungsstadien. Die Basalmembran ist ein Bestandteil der extrazellulären Matrix und 

bietet eine Haftfläche für die angrenzenden Zellen. Laminine sind Glykoproteine, die einen 

wichtigen Bestandteil der Basalmembran bilden und die Adhäsion von Zellen an die 

Basalmembran fördern. Sie können die biologische Aktivität dieser Zellen regulieren und 

 2



  Einleitung 
 

 3

steuern so die Bildung der Matrix [Boudreau et al., 1995]. Aufgrund ihrer selektiven 

Permeabilität bildet die Basalmembran eine Filtrationsschranke. 

Das stratum spinosum, die Stachelzellschicht, folgt der Basalschicht. In ihr werden 

erstmals die sogenannten Keratinosome, membranbegrenzte Vakuolen, (Odland-Bodies) 

sichtbar. Sie enthalten die Vorläufersubstanzen der epidermalen Lipide in Form von 

scheibenförmig (lamellar) angeordneten Doppellipidmembranen. Im stratum granulosum 

beginnt die Verhornung (Keratinisierung) der Keratinozyten. Den Namen Körnerschicht 

erhält sie durch ihr Aussehen, welches durch die Anwesenheit der sogenannten 

Keratohyalingranula, einem Gemisch verschiedener Proteinstrukturen, bedingt ist. Das 

stratum lucidum ist die sogenannte Glanzschicht, da sie stark lichtbrechend ist. Die Zellen 

sind stark abgeplattet und liegen dicht beisammen. Zellgrenzen sind nicht mehr erkennbar. 

Neben dem Keratohyalin, einer Vorstufe des Keratins, enthalten die Granula sogenannte 

Filaggrine, die Kittsubstanz des Hautgerüstes. Das stratum corneum ist die oberste Schicht 

der Epidermis. Zwischen den Hornzellen (Korneozyten) liegen die epidermalen Lipide. Die 

Hornschicht, insbesondere deren unteres Drittel, bildet die Permeabilitätsbarriere, die 

eigentliche Barriereschicht der Haut gegen exogene Faktoren. 

 

Die Dermis ist wie die Epidermis in unterschiedliche Schichten wie Papillarschicht (stratum 

papillare) und Geflechtschicht (stratum reticulare) unterteilt. Das stratum reticulare bildet 

den unteren Teil der Dermis. Diese geht kontinuierlich in die tiefergelegene Subcutis 

(Unterhaut) über. Fibroblasten, Mastzellen und Zellen der Immunabwehr (Makrophagen, 

Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten) bilden zusammen die Geflechtschicht. Das 

stratum papillare bildet die scharfe, wellenförmige Grenze zur Epidermis. Die wellenförmige 

Struktur vergrößert dabei die Kontaktfläche zur Epidermis. In diesem Bereich liegen 

zusätzlich Kapillarschlingen, die die Versorgung der Epidermis sicherstellen, initiale 

Lymphgefäße, Nervenendigungen, die bis in die Epidermis verzweigt sind, so wie Mechano-, 

Chemo-, und Thermorezeptoren. So wird eine optimale Nährstoffversorgung der untersten 

Epithelschicht der Epidermis, den Basalzellen, über die in den Papillarkörpern verlaufenden 

Blutgefäße sichergestellt. Den Raum zwischen zellulären und fasrigen Elementen 

(Interstitium) füllt eine gallertartige Flüssigkeit aus, die sogenannte Interzellulärsubstanz. 

Faserige Elemente und Interzellulärsubstanz bilden gemeinsam die extrazelluläre Matrix 

(EZM), in der sich die Zellen bewegen und miteinander interagieren können. Kollagenfasern 

im stratum reticulare bilden ein dichtes Netzwerk, das überwiegend parallel zur 

Körperoberfläche ausgerichtet ist und in dessen Maschen sich Fasern des elastischen 
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Bindegewebes verzweigen. Als eigenständige Strukturen der Haut sind Haarfollikel, Talg-, 

Schweiß- und Duftdrüsen in die Dermis eingebettet. Das Bindegewebe der Haut ist in 

komplexer Weise aus Strukturproteinen und Bindegewebszellen (Fibroblasten) aufgebaut, 

wobei die Fibroblasten für die Synthese und den Abbau dieser Strukturproteine verantwortlich 

sind. Zu ihnen werden verschiedene multifunktionelle Glykoproteine, Proteoglykane und 

Faserproteine wie Elastin und unterschiedliche Kollagene gezählt [Ross et al., 1995; 

Brenneisen et al., 1996; Kielty et al., 1997]. Kollagene spielen in der Haut eine besondere 

Rolle, da sie von struktureller und funktioneller Bedeutung sind. Kollagen Typ VII 

beispielsweise, das sehr lang und stäbchenförmig erscheint, verbindet die Epidermis mit der 

Dermis und ist selber mit anderen Strukturproteinen der Basalmembran wie Kollagen Typ IV, 

Laminin, Nidogen und Kalinin vernetzt. Wie die Vernetzung erfolgt, ist zu diesem Zeitpunkt 

noch nicht bekannt. Kollagen Typ I ist das Strukturprotein, das in der Dermis am häufigsten 

vorkommt und insbesondere für deren Reißfestigkeit und Stabilität verantwortlich ist [Van der 

Rest et al., 1991; Fleischmajer et al., 1990]. Der Abbau einzelner Bindegewebsproteine wird 

in kontrollierter Weise durch Enzyme, die zur Familie der Matrix-Metalloproteinasen 

gehören, reguliert. Die Aktivität dieser Matrix-Metalloproteinasen wiederum wird durch 

Inhibitoren (TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinases) kontrolliert, die von Fibroblasten 

synthetisiert werden [Docherty et al., 1992; Matrisian, 1992; Kahari et al. 1997; Kugler, 

1999]. Letztendlich garantiert ein ausgeglichenes Verhältnis der Synthese von 

Strukturproteinen auf der einen Seite und der Matrix-Metalloproteinasen und ihrer Inhibitoren 

auf der anderen Seite die Funktion des Bindegewebes der Haut. 

 

 

1.1.2 Der Myofibroblast: Aufbau und Funktion 

 

Einen weiteren wichtigen Zelltyp in der Bindegewebsschicht der Haut stellen 

Myofibroblasten dar. Myofibroblasten sind parakrine Zellen, die primär an Ereignissen wie 

Wachstum, Entwicklung und Wundheilung des Gewebes beteiligt sind. Sie stellen eine 

Zwischenform zwischen glatter Muskelzelle und Fibroblast dar und enthalten kontraktile 

Aktin- und Myosin-Filamente, sowie eine hohe endogene Produktion von Kollagen. 

Myofibroblasten entstehen während der Wundheilung aus Fibroblasten, welche durch 

aktivierte Makrophagen zur Zellteilung angeregt werden. Diese Myofibroblasten wandern mit 

den Makrophagen in das Wundgebiet hinein. Indem Makrophagen Leukozyten ersetzen, 

stimulieren sie die Einwanderung von weiteren Myofibroblasten sowie deren Proliferation. 
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Diese verstärken ihrerseits die Produktion von Kollagen Typ III (retikuläre Fasern), die 

Vorstufe des Bindegewebs-Netzwerkes vom Kollagen Typ I, und tragen so zur 

Narbenbildung bei. 

Häufig stehen Myofibroblasten auch mit pathologischen Prozessen wie 

Entzündungsreaktionen, Asthma, Polypen der Nasenschleimhäute, Fibrosen und mit 

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

Doucet et al., 1998; Powell et al., 1999]. Morphologisch sind Myofibroblasten durch 

kontraktile Mikrofilamentbündel, sogenannten „stress fibers“, und interzellulären gap 

junctions definiert, die eine der häufigsten Zellverbindungen darstellen. Gap junctions sind 

Zusammenschlüsse von Transmembrankanälen, die die Zytoplasmen benachbarter Zellen 

direkt miteinander verbinden. Dabei stellt jede Zelle jeweils Halbkanäle (Connexone) zur 

Verfügung, die gemeinsam den vollständigen Kanal bilden. Mit Hilfe dieser Kanäle ist eine 

Zelle in der Lage mit ihren Nachbarzellen direkt und/oder indirekt zu interagieren und 

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

Myofibroblasten über gap junctions verfügen, ist die interzelluläre Kommunikation aufgrund 

ihrer Kontraktilität jedoch fraglich. 

 

 

 
Abbildung 1.1.2: Morphologie eines Myofibroblasten. Immuncytochemischer Nachweis von αSMA  
 

Immunologisch sind Myofibroblasten durch das α-smooth muscle Aktin (αSMA) und dem 

Vimentin charakterisiert. Das Protein αSMA wird am Mikrofilamentsystem der Zelle, durch 

Reorganisation des Aktins, gebildet und ermöglicht der Zelle zu kontrahieren. 
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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]. 

 

 

1.1.3 Prozesse der Karzinogenese 

 
Bei der neoplastischen Transformation epidermaler Zellen handelt es sich um einen 

Mehrstufenprozess, dem epigenetische und genetische Veränderungen zugrunde liegen. 

Dieser Prozess trägt maßgeblich zu der Entwicklung von Hauttumoren, wie beispielsweise 

Basaliomen, Plattenepithelkarzinomen oder Melanomen, bei [Yuspa, 1998; Matsumura et al., 

2002]. Diese Art der Veränderung führt zu einem Ungleichgewicht der zellulären 

Homöostase, die durch drei Kommunikationsprozesse aufrechterhalten wird. Neben der 

extrazellulären Kommunikation mittels Wachstumsfaktoren/Zytokine und der intrazellulären 

Kommunikation mittels sekundärer Botenstoffe und intrazellulären Signalkaskaden, spielt 

auch die interzelluläre Kommunikation über gap junctions eine wichtige Rolle. Die Zell-Zell-

Kommunikation (ZZK) mittels gap junctions ermöglicht beispielsweise die Vermittlung von 

Signalen zur Wachstumskontrolle, aber auch von Apoptosesignalen. Um ein ungehindertes 

Wachtum des Tumors zu gewährleisten, unterbinden Tumorzellen die ZZK in ihrer 

Umgebung durch Zytokine und schützen sich so vor Apoptosesignalen aus dem stromalen 

Gewebe. 

Frühe Ereignisse der Karzinogenese sind Initiation und Promotion, die durch chemische 

Kanzerogene ausgelöst werden. Mutationen, die durch DNA-Schäden verursacht werden, 

bilden die Grundlage für die Initiation, die irreversibel verläuft. Eine Mutation entsteht 

während der Initiation in der Regel in Tumorsupressorgenen, die für die Kontrolle des 

Zellzyklus und der Zellteilung zuständig sind. Mutierte Tumorsupressorgene, werden als 

Onkogene bezeichnet, die dadurch charakterisiert sind, dass sie das Wachstum und die 

Proliferation der Zelle fördern. 
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Die Tumorpromotion hingegen basiert auf epigenetischer Grundlage und ist reversibel. 

Initiierte Zellen geben während der Proliferation ihren DNA-Schaden an die Tochterzellen 

weiter. Die instabile DNA dieser Zellen fördert das Risiko für weitere Mutationen in 

Tumorsupressorgenen. Tumorpromotoren induzieren Veränderungen der epidermalen 

Homöostase und formen so eine für die Expansion der initiierten Zellen günstige Umgebung. 

Onkogene exprimieren Proteine, die eine wichtige Rolle bei der zellulären Signaltransduktion, 

der Wachstumskontrolle und der Genregulation von Tumorzellen spielen. Viele dieser 

Wachstumsfaktoren, wie EGF, PDGF, TGFα und TGFβ1, können aber auch die ZZK 

unterbinden. Wenn Onkogene vermehrt gebildet werden, führt dies zu einer neoplastischen 

Transformation einer Zelle. Durch die erhöhte Zellproliferation entsteht ein präneoplastischer 

Zellhaufen, der eine gutartige Krebsvorstufe darstellt, der sogennante benigne Tumor. Dieser 

wächst zunächst nur begrenzt und metastasiert vorerst nicht. Ein frühes Ereignis in der 

Transformation von einer Zelle in eine Tumorzelle ist die Mutation und Aktivierung des 

rasHa-Gens. Phenotypische Konsequenzen von ras-Mutationen werden durch Aktivierung der 

Gene für den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), der Proteinkinase C (PKC)α 

und AP-1 und die Inaktivierung der PKCδ durch Phosphorylierung der Tyrosinreste 

verursacht. Aus diesen Ereignissen resultieren Hyperproliferation, Aktivierung weiterer Gene 

und verspätete terminale Differenzierung, zelluläre Prozesse, die charakteristisch für die 

premaligne Progression sind. Das Proto-Onkogen c-fos reguliert das Zellwachstum, die 

Differenzierung und die Transformation und ist deshalb essentiell für die maligne 

Umwandlung der Zellen, da die durch c-fos induzierten Signalkaskaden zu der Sezernierung 

angiogenetischer und proteolytischer Faktoren führen [Yuspa, 1998]. 

Hyperproliferation und Immortalität sind typische Charakteristika maligner Tumoren, die 

durch fehlende Kommunikation über gap junctions gekennzeichnet ist [Trosko und Ruch, 

1998]. Der Verlust der ZZK bei Basaliomen und Plattenepithelkarzinomen der Haut steht mit 

einer fehlenden Expression der Connexine 26 und 43 und mit dem Verlust der Translokation 

der Connexine an die Membranoberfläche in Verbindung, wie am Modell der 

Hautkarzinogenese an der Maus gezeigt werden konnte [Tada und Hashimoto, 1997]. 
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1.1.3.1 Das Plattenepithelkarzinom 

 

Das Plattenepithelkarzinom der Haut wird auch Spinaliom oder Stachelzellkarzinom genannt 

und ist neben dem Basaliom der zweithäufigste Hauttumor. Dieses Karzinom ist ein maligner 

Tumor, der von den Stachelzellen der Epidermis ausgeht. In Westeuropa erkranken jedes Jahr 

pro 100.000 Einwohner 20 Personen an Basalzellkarzinomen. In sonnenreichen Ländern ist 

die Zahl der Erkrankungsfälle für diese Tumore um das Zehn- bis Zwanzigfache erhöht. Bei 

Männern tritt die Erkrankung zwei bis fünf Mal häufiger auf als bei Frauen. Diese 

Beobachtung ist zum Teil auf die erhöhte Exposition gegenüber kanzerogenen Noxen in 

Berufen, die bevorzugt von Männern durchgeführt werden, zurückzuführen. Chronische 

Sonnenbestrahlung stellt einen weiteren wesentlichen Faktor für die Entstehung dieser 

Karzinome dar. Röntgenbestrahlungen und die Einwirkung von Chemikalien wie 

beispielsweise Arsen, polyzyklische Kohlenwasserstoffe, Teer, Tabak oder Ruß begünstigen 

zusätzlich die Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen. Tumorwachstum kann außerdem 

durch chronische Virusinfektionen an Schleimhäuten gefördert werden [Aubin et al., 2003]. 

Spinaliome treten meist erst im fortgeschrittenen Alter zwischen 70 und 80 Jahren auf. 

Plattenepithelkarzinome entwickeln sich primär auf lichtgeschädigter Haut, also an Wangen, 

Nase, Lippen oder auf dem Kopf. 

 

 

   
Abbildung 1.1.3: Fortgeschrittenes Plattenepithelkarzinom der Haut (Quelle: Jeffrey L. Melton, M.D., 

verändert). 
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Das Spinaliom ist ein solider epithelialer Tumor, dessen Zellen groß und plasmareich sind. 

Invasive Plattenepithelkarzinome bestehen aus atypischen epithelialen Tumorzellformationen, 

die über die Epidermis hinaus in die unterliegende Dermis reichen. Diese Zellen neigen wie 

die Keratinozyten des stratum spinosum der Epidermis zur Verhornung und bilden sogenannte 

Hornperlen. Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt je nach Größe und Lokalisation des Tumors 

zwischen 68% und 80% [Dt. Krebsgesellschaft, 2002]. 

 

Vorläufer der Plattenepithelkarzinome sind „aktinische Keratosen“, die durch scharf 

begrenzte, gerötete Hautareale charakterisiert sind und in der Regel eine fest haftende 

Schuppe tragen. Plattenepithelkarzinome können aus diesen durch einen mehrstufigen Prozess 

entstehen. Der erste Schritt findet auf molekularer Ebene statt. Karzinogene verursachen 

DNA-Schäden, die durch eine Reihe von Reparaturmechanismen (Exzissionsreparatur) bis zu 

einem gewissen Grad reparabel sind. Quantitative und/oder qualitative Überschreitung der 

Reparationsfähigkeit führt durch somatische Mutation zum Entstehen einer malignen Zelle 

und später eines malignen Tumors. Etwa 80-90% dieser Tumore können entfernt werden, 

wobei 10-20% der Tumore jedoch überwuchern und zu der Bildung eines Karzinoms und 

später zu der Bildung von Metastasen in entfernten Organen oder Geweben führen. Während 

der Metastasierung in tiefere Hautschichten spielen molekulare Interaktionen zwischen 

Tumorzellen und den um den Tumor liegenden gesunden Zellen eine entscheidende Rolle. 

 

 

1.1.3.2 Tumor-Stroma-Interaktionen während der Tumorprogression 

 

Um Invadieren und Metastasieren zu können, setzt die Tumorzelle die zellulären 

Kontrollmechanismen außer Kraft, was in einer unkrontrollierten Proliferation der Tumorzelle 

resultiert. Invasion und Metastasierung beschreiben die Fähigkeit von Tumoren, den 

Primärtumor zu verlassen, in das umgebende Stroma einzudringen, Angiogenese anzuregen 

und an entfernten Orten Sekundärtumore zu formen [Müller und Fusenig, 2002]. Dabei stellt 

die Invasion den entscheidenden Schritt der Tumorprogression dar. Wenn Tumorzellen die 

Basalmembran durchdringen und somit von der Epidermis in die Dermis gelangen, erfüllen 

sie ein wesentliches Definitionskriterium der Malignität, das invasive Wachstum, das durch 

Veränderungen der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen gekennzeichnet ist. Tumorzellen 

sind in der Lage ihre stromale Umgebung zu verändern, sodass sie dem Tumor eine hilfreiche 

und unterstützende Funktion in der Progression bieten. Morphologische Hinweise auf 
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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]. Physiologische Invasion, wie sie 

beispielsweise bei der Wundheilung auftritt, und maligne Invasion verwenden dieselben 

molekularen Mechanismen. Ein entscheidender Unterschied liegt darin, dass maligne Invasion 

beharrlich weiterläuft, während die physiologische Invasion gestoppt wird, wenn sie nicht 

mehr benötigt wird. Neovaskularisierung, Wundheilung und neuronales Wachstum während 

der Embryogenese sind Beispiele für physiologische Invasion. Tumorzellen stimulieren 

stromale Zellen kontinuierlich, um die physiologische Invasion weiterzuführen [Liotta und 

Kohn, 2001]. 

 

Die Tumor-Stroma-Interaktion kann durch Zell-Zell-Kontakt aber auch auf molekularer 

Ebene, über Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine, EZM-Proteine, Proteinasen, 

Proteinase-Inhibitoren und über Lipid-Produkte, stattfinden. Vermutlich wird die Invasion 

von Tumorzellen in dem Bindegewebe der Haut wesentlich durch Fibroblasten beeinflusst 

[De Wever und Mareel, 2003]. Der transformierende Wachstumsfaktor TGFβ1 ist ein 

Wachstumsfaktor, der durch die Tumorzelle sezerniert wird und Fibroblasten zu 

Myofibroblasten transdifferenziert. Daneben ist Angiogenese ein weiterer wichtiger Aspekt 

der Tumor-Stroma-Interaktion. Die Angiogenese eines Tumors wird primär durch den 

vaskularisierenden endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) vorangetrieben, indem er 

Blutgefäße in Richtung des Tumors anzieht, um diesen mit Nährstoffen und Sauerstoff zu 

beliefern und die Metastasierung über den Blutkreislauf zu erleichtern. Eine Vaskularisierung 

erlaubt außerdem die Kommunikation zwischen dem Primärtumor und seinen Metastasen 

[Carmeliet und Jain, 2000]. 

 

Die Invasion von Tumorzellen von der Epidermis in die Dermis erfolgt in drei wesentlichen 

Schritten: 

1. Adhäsion von Tumorzellen an die Basalmembran 

2. Degradation der Basalmembran 

3. Migration der Tumorzellen durch die degradierte Basalmembran von der Epidermis in 

die Dermis 
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Abbildung 1.1.4: Tumorprogression von Karzinomzellen in der Haut (Liotta und Kohn, 2001, verändert). 

 

 

Abbildung 1.1.4 zeigt die Invasion von Tumorzellen in das subepitheliale Bindegewebe und 

den aktiven Abbau wichtiger Bestandteile, um Anschluss an das Blutgefäßsystem zu erlangen. 

Während dieses Ereignisses kommt es verstärkt zu Tumor-Stroma-Interaktionen, die die 

Invasion der Tumorzellen positiv beeinflussen können [Liotta und Kohn, 2001]. Nach Verlust 

der Zell-Zell-Adhäsion kommt es zum Einbruch der Tumorzellen in die Lymph- und/oder 

Blutgefäße. Die Tumorzellen dringen in das Lymphsystem ein, wo es vermehrt zu der 

Bildung von Zellclustern in den regionalen Lymphknoten kommt. Von dort gelangen die 

Tumorzellen weiter über die Lymphabflusswege in die Blutbahn. Metastasen bilden sich in 

entfernten Geweben durch Adhärenz der Tumorzellen an das Epithel. Nach Durchdringen der 

endothelialen Basalmembran, invadieren die Tumorzellen in das subendotheliale 

Bindegewebe. Im nächsten Schritt befallen sie das Parenchym des betreffenden Organs und 

formen dort einen Sekundärtumor. 

Um migrieren zu können adhärieren Tumorzellen mit Hilfe von Integrinen an bestimmte 

Glykoproteine der EZM. Integrine sind heterodimere Glykoproteine (α- und β-

Untereinheiten), die zum Beispiel Motilität, Invasion, Zellwachstum und Zellmorphologie der 
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Tumorzellen beeinflussen und sind an der Zelloberfläche lokalisiert. Diese Integrine 

verbinden die EZM, mit Hilfe von zytoplasmatischen Domänen, mit den Komponenten des 

Zytoskeletts. Auf diese Weise erfüllen die Integrine eine wichtige Rolle in der zellulären 

Signaltransduktion [Aplin et al., 1999; Giancotti et al., 1999]. Der Kontakt der Integrine mit 

den Proteinen der EZM aktiviert Rho-Proteine der kleinen GTP-ase. Umgekehrt beeinflussen 

die Proteine aus der Rho-und Ras-Gruppe die Fähigkeit der Bindung von Integrinen an ihre 

Liganden. 

Die maligne Progression wird außerdem auch durch Veränderungen der Expression oder 

der Struktur von E-Cadherinen oder Cateninen beeinflusst. E-Cadherine sind transmembrane 

Glykoproteine, die epitheliale Zell-Zell-Adhäsion vermitteln. Ein Verlust von E-Cadherin 

kann zu einem Zusammenbruch zellulärer Verbände führen. E-Cadherine werden als 

Tumorsuppressoren angesehen, da 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]. 

 

Tumorzellen können mittels lokaler Proteolyse durch die Basalmembran und weiter in das 

Bindegewebe wandern. Dazu werden Proteinasen (Serin-Proteinasen, Cystein-Proteinasen, 

Asparagin-Proteinasen und Metalloproteinasen) durch Tumorzellen oder von stromalen 

Zellen nach Stimulation durch die Tumorzellen produziert. Die Expression von Matrix-

Metalloproteinasen (MMPs) begünstigt die Degradation der EZM, welches die Invasion der 

Tumorzelle erheblich erleichtert [Matrisian, 1992; Kahari und Saarialho-Kere, 1997]. Auch 

die Expression verschiedener Zytokine während der Tumorprogression erleichtert die 

Invasion der Tumorzellen maßgeblich. Der transformierende Wachstumsfaktor β1 (TGFβ1) 

spielt als Tumorsupressor auf der einen Seite, aber auch durch seine onkogenen Aktivitäten 

eine komplexe Rolle während der Karzinogenese [de Caestecker et al., 2000]. 

 

 

1.1.3.3 Wachstumsfaktoren und Signalkaskaden während der Tumorprogression 

 

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

Polypeptidstruktur ähneln. Jedes dieser Wachstumsfaktoren ist verantwortlich für eine große 

Anzahl biologischer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Motilität, Adhäsion oder 

Apoptose. TGFβ1 ist ein multifunktionelles Zytokin, das während zahlreicher Erkrankungen 

produziert wird. Eine übermäßige Aktivierung des TGFβ1 kann zu Vernarbungsprozessen 
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unterschiedlicher Gewebetypen und daraus resultierend zu gestörten Organfunktionen führen. 

TGFβ1 spielt auch während des Wachstums verschiedener solider Tumore eine wichtige 

Rolle. Die zelltyp-abhängige Sekretion des TGFβ1 kann durch verschiedene Stimuli wie 

beispielsweise durch Steroide oder durch Wachstumsfaktoren wie EGF induziert werden, aber 

auch inhibiert werden. TGFβ1 beeinflusst aber auch die Expression des eigenen Gens, was 

während des Wundheilungsprozesses wichtig ist. TGFβ1 kann mit der extrazellulären Matrix 

(EZM) im Komplex mit Betaglykan oder Decorin assoziiert sein. Diese Komplexe 

ermöglichen die Lagerung der biologisch inaktiven Form des TGFβ1. Der Mechanismus der 

Freisetzung des TGFβ1 aus diesen Reservoirs ist jedoch bisher weitgehend unbekannt. 

Das Zytokin TGFβ1 stellt ein Schlüsselmolekül im Wundheilungsprozess der Haut und 

während der Transdifferenzierung von Fibroblasten des Bindegewebes zu Myofibroblasten 

dar. Es spielt aber auch eine entscheidende Rolle bei der Transformation von stromalem 

Gewebe um einen Tumor. Der Wachstumsfaktor wird durch die Tumorzellen sezerniert und 

wirkt parakrin bereits in nanomolaren Konzentrationen chemotaktisch auf Fibroblasten. 

Myofibroblasten spielen eine wichtige Rolle bei der Invasion von Tumorzellen, da sie 

verstärkt an der Invasionsfront von Tumoren auftreten [De Wever und Mareel, 2002]. Warum 

sie dort auftreten und wie sie dem Tumor nutzen, ist bisher noch unklar. 
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Abbildung 1.1.5: Aufbau des latenten TGF-β1-Komplexes und Aktivierung von bioaktivem TGFβ1  
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Es sind fünf Isoformen des TGFβ bekannt, wobei TGFβ1 mit seinen 390 Aminosäuren die 

von Zellen am Häufigsten sezernierte Isoform darstellt. Die TGFβ-Isoformen werden durch 

unterschiedliche Gene kodiert, die jeweils über eine Länge von 100 Kilobasen und je sieben 

Exons verfügen. 

 

TGFβ1 wird als latenter Komplex mit einer Größe von 290 kDa gebildet. Dieser latente 

Komplex setzt sich aus bioaktivem TGFβ (25 kDa), dem ´latency-associated`-Petid (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 Signaltransduktionskaskade. Die 

Aktivierung des Komplexes kann durch zahlreiche Proteinasen, wie beispielsweise Plasmine, 

Cathepsine oder Matrix-Metalloproteinasen, erfolgen und setzt das bioaktive TGFβ ins 

Mikromillieu frei, welches dann die TGFβ1-Signaltransduktionskaskade in den Fibroblasten 

in Gang setzt. Genaue Mechanismen der Aktivierung des TGFβ1 sind jedoch nicht bekannt. 

 

Aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Fähigkeiten wird die TGFβ-Rezeptorfamilie in 

zwei Gruppen unterteilt: Typ I-Rezeptoren (TGFβRI) und Typ II-Rezeptoren (TGFβRII). Sie 

sind Glykoproteine mit einer Größe von 50 kDa und 70 kDa und verfügen über ein 500-570 

Aminosäuren großes Core-Polypeptid. Die extrazelluläre Region ist mit ihren 150 

Amonisäuren relativ kurz, N-glykosyliert und enthält 10 oder mehr Cysteine, wobei drei 

dieser Cysteine in der Nähe der Transmembran-Sequenz ein Cluster bilden [Wrana et al., 

1994]. Die bioaktive, dimere Form des TGFβ1 unterstützt die Zusammenführung des Typ I- 

und des Typ II-Rezeptors, indem es einen heterotetrameren Rezeptor-Komplex bildet. Dabei 

bindet TGFβ1 spezifisch an TGFβRII, was zu einer Rekrutierung des TGFβRI führt. Die 

cytoplasmatische Region des TGFβRI wird am Ser165 durch TGF RII phosphoryliert, ein 

Prozess, der ligandenabhängig ist. TGFβRI enhält eine hoch konservierte SGSGSG-Region 

mit über 30 Aminosäuren, die sogenannte GS-Domäne (Proteinkinase-Domäne). Die ligand-

induzierte Phosphorylierung der Serine und Threonine in der TTSGSGSG-Sequenz des 

TGFβRI durch den Typ II-Rezeptor ist notwendig für eine Aktivierung und die nachfolgende 

Signalkaskade [Souchelnytzkyi et al., 1996; Wrana et al., 1994].  

Bisher ist noch unklar, ob die Aktivierung des Typ I-Rezeptors einer Erhöhung in dessen 

Kinaseaktivität, dem Auftreten von Substratbindungsstellen oder einer Kombination aus 
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beiden Mechanismen zugrunde liegt. Der Typ I-Rezeptor phophoryliert sein Substrat, die 

Smad-Proteine, an den Serin-Resten, wobei die Typ II-Rezeptoren sich selbst und den Typ I-

Rezeptor an Serin- und Threonin-Resten, aber nicht an den Tyrosinen phosphoryliert 

[Mathews und Vale, 1993; Bassing et al., 1994]. 

 

 

1.1.3.4 Die Smad-Proteine als Mediatoren der TGFβ1-Signalkaskade 

 

Die Proteine der Smad-Familie wurden früh als Substrate der Typ I-Rezeptorkinasen 

indentifiziert. Sie spielen eine zentrale Rolle in der Transduktion von Rezeptor-Signalen zu 

bestimmten Zielgenen im Zellkern. Strukturell und funktionell werden die Smads in drei 

Gruppen unterteilt: 

 

1. Smads, die direkte Substrate der TGFβ-Rezeptorkinasen darstellen (R-Smads). 

2. Smads, die während der Signalkaskade mit den rezeptor-regulierten Smads 

interagieren. 

3. inhibitorische Smads, die die Signaltransduktion der beiden anderen Smadgruppen 

verhindern (I-Smads). 

 

Die Smad-Familie verfügt über hoch konservierte MH1- und MH2-Sequenzen. Homologe 

dieser drei Klassen wurden erstmals in Xenopus, Drosophila und Caenorhabditis elegans 

identifiziert [Attisano und Wrana, 2000]. 

Smad2 und Smad3 gehören zu den rezeptor-regulierten Smads (R-Smads) und werden 

durch den aktivierten TGFβRI phosphoryliert (Abbildung 1.1.6). Sie induzieren die 

Transkription von TGFβ1- und Aktivin-Reportergenen und können Wachstum inhibieren 

[Derynck und Zhang et al., 2003]. In unphosphoryliertem Zustand liegen die Smad-Proteine 

als Homo-Oligomere im Cytoplasma der Zellen vor. Sie werden nach Assoziation mit dem 

Rezeptor an ihren Serin-Resten im C-Terminus phosphoryliert, was zu der Dissoziation des 

R-Smad und des Rezeptors führt. Die Interaktion zwischen dem Rezeptor und den R-Smads 

ist ein kritischer Moment während der Initiation der intrazellulären Signalkaskade durch 

TGFβ1. Dieses Ereignis wird maßgeblich durch das Protein SARA (Smad anchor for receptor 

activation) reguliert. SARA bindet spezifisch unphosphoryliertes Smad2/3 und rekrutiert es zu 

der Zellmembran, wo die Rezeptoren lokalisiert sind. Nach Aktivierung des TGFβ1-

Signalweges durch die Phosphorylierung des Smad2/3 kommt es zu einer Dissoziation des 
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SARA-Proteins von dem Smad2/3. Die Signalkaskade der rezeptor-regulierten Smads2/3-

Proteine benötigt anschließend die Interaktion mit Smad4. Smad 4 assoziiert mit Smad2/3 

nach ihrer Phosphorylierung durch den Rezeptor zu einem heteromeren Komplex 

[Kretschmar et al., 1997]. Obwohl Smad4 den rezeptor-regulierten Smads in ihrer Struktur 

sehr ähnlich ist, wird es in der Regel nicht direkt durch den TGFβRI phosphoryliert. 

Anschließend wird dieser Komplex in den Zellkern transportiert, wo er mit anderen 

Transkriptionsfaktoren die Transkription von Zielgenen durch spezifische Bindung an den 

Promotor beginnt [De Wever und Mareel, 2003]. Smads regulieren die trandkriptionelle 

Antwort durch die Rekrutierung von Co-Aktivatoren und Co-Repressoren. 

 

 

 
Abbildung 1.1.6: Molekularer Mechanismus der TGFβ1-Signalkaskade (Quelle: Internet, Sigma-Aldrich, 

http//www.sigma-aldrich.com). 

 

 

Die I-Smads Smad6 und Smad7 stellen Inhibitoren der TGFβ1-Signalkaskade dar. 

Inhibitorische Smads interagieren als negatives Feedback der Zelle, das die Intensität und die 

Dauer einer TGFβ1-Signalkaskade reguliert. Die I-Smads formen stabile Komplexe mit den 

aktivierten Rezeptoren und blockieren so die Assoziation und Phosphorylierung der R-Smads. 

Die Regulation der I-Smads kann neben TGFβ1, Aktivin oder BMP auch durch den 

epidermalen Wachtumsfaktor (EGF), oder dem Interferon-γ (INF-γ) erfolgen. 
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Es ist beschrieben, dass die Transdifferenzierung von Fibroblasten durch TGFβ1 über den 

Smad-vermittelten Signalweg induziert wird. In Folge dessen exprimiert der Fibroblast das 

Protein αSMA am Cytoskelett der Zelle, was ihn zum Myofibroblasten macht [de Wever und 

Mareel, 2002]. Jedoch ist bisher noch nicht geklärt, ob die Transdifferenzierung zum 

Myofibroblasten auch über einen Smad-unabhängigen Signalweg induzierbar ist. 

 

 

1.1.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) während der Tumorprogression 

 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen in aeroben Organismen während des 

intrazellulären Metabolismus als Nebenprodukte im zellulären Stoffwechsel hauptsächlich in 

den Mitochondrien. ROS wurde früh als Abwehrmolekül, das durch Neutrophile produziert 

wurde, für die Zerstörung extrazellulärer Pathogene wie beispielsweise Bakterien angesehen. 

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

Signaltransduktionskaskaden und einer Vielzahl zellulärer Prozesse spielt [Poli et al., 2004; 

Aslan und Ozben, 2005; Chiarugi, 2005]. Jedoch kann erhöhtes ROS-Signaling in 

physiologischen oder pathologischen Veränderungen wie beispielsweise Zellzyklus-

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

2005; Johann et al., 2005] resultieren. 

Molekularer Sauerstoff (O2) ist essentiell für das Überleben aller aeroben Organismen. Er 

wird während der Oxidativen Phosphorylierung durch Elektronentransferreaktionen über die 

Atmungskettenkomplexe zu H2O reduziert. Während dieser Elektronentransferreaktionen 

können aber auch nur teilweise reduzierte, hoch reaktive Metabolite des O2 entstehen. ROS 

können in freie Radikale, wie zum Beispiel das Superoxid-Anion (O2·-), 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]. Neben intrazellulärer ROS-Entwicklung 

können auch Wachstumsfaktoren/Zytokine, wie beispielsweise TGFβ1 den intrazellulären 

ROS-Gehalt stark erhöhen, indem sie die Expression von antioxidativen Enzymen hemmen 

[Kayanoki et al., 1994; Islam et al., 1997]. Membran-assoziierte Oxidasen und andere 

zelluläre Enzyme stellen Hauptquellen für Wachstumsfaktor-/Zytokin-induzierte ROS-

Produktion dar [Thannickal und Fanburg, 2000]. 

Oxidativer Stress [Sies, 1985, 1986] in der Zelle kann durch ultraviolette Strahlung, die mit 

intrazellulären Chromophoren interagiert, ausgelöst werden [Tyrell, 1996, Brenneisen et al., 
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1998, 2000]. UV-Strahlung wird mit Hautalterung und Photokarzinogenese in Verbindung 

gebracht, wobei die Dosis- und die Zeitabhängigkeit für die Tumorentwicklung noch unklar 

ist. Bekannt ist allerdings, dass hohe Dosen von UVA Lipidperoxidation in der Membran von 

Fibroblasten induzieren [Moliere et al, 1991]. ROS spalten Lipidradikale von 

Membranlipiden ab, was zu einer Anhäufung von Lipidhydroperoxiden in der Zelle führt und 

so die Peroxidation vorantreibt. Es konnte gezeigt werden, dass α- und β-ungesättigte 

Aldehyde und Malondialdehyd (MDA), welches Produkte der Lipidperoxidation sind, 

mutagenetische und karziogenetische Eigenschaften besitzen [Marnett, 1999]. UVB-Strahlung 

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

(H2O2 +Fe2+ → HO· +HO- +Fe3+) die Bildung von Hydroxylradikalen, die die Zelle stark 

schädigen können, fördert [Brenneisen et al., 1998]. 

Um einem hohen intrazellulären ROS-Gehalt entgegenzuwirken, verfügt die Zelle über 

enzymatische und nicht-enzymatische antioxidative Systeme. Dazu zählen die Superoxid-

Dismutase (SOD), die O2·- in H2O2 reduziert, die Katalase und die Glutathion-Peroxidasen, 

die H2O2 in H2O reduzieren. Es entwickelt sich Oxidativer Stress, wenn es zu einem 

Ungleichgewicht zwischen der Bildung von Pro-Oxidantien und der antioxidativen Kapazität 

der Zelle zum Schutz vor Schäden oxidativen Ursprungs kommt [Sies, 1997]. Oxidativer 

Stress wird auch mit humanen Erkrankungen, wie kardiovaskulären und neurodegenerativen 

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

 

Neben den zellulären antioxidativen Systemen gibt es auch chemische Verbindungen mit 

antioxidativen Eigenschaften, sogenannte ROS-Fänger. Zu diesen zählen beispielsweise N-

acetyl-L-cysteine (NAC; Abbildung 1.1.7), Trolox, ein Vitamin E-Derivat, Selen, oder 

Apocynin, ein NADH-Oxidase-Hemmer. 
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Abbildung 1.1.7: Die Wirkung von N-Acetylcystein (Quelle: Tossios P, Mehlhorn U, Blickpunkt der Mann 

2004; 2 (3): 36-39 ©). 

 

N-Acetylcystein ist ein Aminothiol und stellt die Vorstufe des reduzierten Glutathions (GSH) 

dar. Das zellgängige Antioxidans wird in die intrazellulären Glutathion-Reservoirs 

aufgenommen und wird bei erhöhtem Gehalt von Oxidantien für die antioxidative Antwort 

der Zelle in Form von Glutathion verwendet (Abbildung 1.1.7). Glutathion ist das am 

Häufigsten vorkommende Thiol der Zelle. Wasserstoffperoxid wird durch das Selenoenzym 

Glutathion-Peroxidase (GPx) zu Alkohol oder Wasser reduziert, wobei Glutathion (GSH) bei 

dieser Reakion als Elektronen-Donor fungiert. 

 

Selenverbindungen sind von besonderem Interesse, da sie bereits therapeutisch eingesetzt 

werden. Ihnen werden protektive Eigenschaften zugeschrieben, die in erster Linie mit der 

Glutathion-Peroxidase zusammenhängen, da sie über Selen verfügt [Schrauzer, 2000]. Die 

Glutathion-Peroxidase schützt die DNA und andere zelluläre Komponenten vor Schädigungen 

durch Oxidantien. Auch die Thioredoxin-Reduktase und andere Selenoproteine, die über 

Selen in Form von Selenocystein verfügen, sind von großer Bedeutung im Zusammenhang 

mit Selen und seinen antioxidativen Eigenschaften. In frühen unabhängigen Studien konnte 

gezeigt werden, dass in Regionen der Vereinigten Staaten mit hohem Selen-Verbrauch die 

Todesraten durch Krebserkrankungen niedriger waren als in Regionen mit niedrigerem 

Selenverbrauch [Shamberger und Frost, 1969; Schrauzer und Rhead, 1971]. 
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1.1.4 Die Nutzung von Hautäquivalenten 

 

Seit einigen Jahren wird für die Untersuchung von chemischen Substanzen das Ziel verfolgt, 

die Zahl der dafür notwendigen Tierversuche zu reduzieren. Daher werden rekonstruierte 

Hautmodelle für die pharmazeutische, die kosmetische und die dermatologische Forschung 

von immer größerer Bedeutung. Der Einsatz von in-vitro-Methoden in der Zell-Forschung ist 

ebenso wichtig wie die Nutzung von in-vivo-Testverfahren. Komplexe Ganzhautmodelle, wie 

beispielsweise das Phenion®Full Thickness Skin Model, verfügen sowohl über eine Dermis 

wie auch über eine Epidermis. Aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu menschlicher Haut 

können Substanzen entweder durch externe Applikation oder auch durch systemische 

Behandlung über Wachstumsfaktoren getestet werden. Dies erleichtert in-vitro-Studien 

verschiedener zellbiologischer Veränderungen, wie zum Beispiel die Proteinsynthese oder –

expression nach verschiedenen Stimuli. Die Ganzhautmodelle tragen weitgehend zu der 

Beantwortung zell-spezifischer Fragen durch die Nutzung der Zellen in ihrem 

physiologischen Umfeld bei. 

 

Die für diese Arbeit verwendete rekonstruierte Haut wird unterstützt durch ein Kollagen-

Glykosaminoglykan-Chitosan-Biopolymer, in das humane Keratinozyten und dermale 

Fibroblasten kokultiviert werden, um ein Gewebe zu reproduzieren, dass der in-vivo-

Architektur der normalen menschlichen Haut und den komplexen Interaktionen zwischen 

Epidermis und Dermis äquivalent ist [Schlotmann et al., 2001]. Außerdem ermöglicht dieses 

Modell die separate Untersuchung epidermaler oder dermaler Prozesse. Drei-dimesionale 

Ganzhautmodelle besitzen gegenüber Monolayer-Zellkulturen und Epidermismodellen 

wichtige Vorteile. So können diese Modelle für Langzeit-Studien eingesetzt werden, wobei 

sich die Zellen in ihrem physiologischen Umfeld befinden, indem Epidermis/Dermis-

Interaktionen berücksichtigt werden können. Ein weiterer Vorteil beinhaltet die Expression 

der differenzierten Keratinozyten-Marker, wie beispielsweise das Zytokeratin 10, Filagrin 

oder die Transglutaminase, gleichzeitig aber auch die Proteine der Basallamina wie Laminin, 

β-Integrin1 oder Kollagen Typ IV, die für verschiedene Tests als Kontroll-Marker für intakte 

Haut hinzugezogen werden können. 

Dieses in-vitro-System gibt grundlegende Informationen über Mechanismen von 

Reaktionen, die intrazelluläre Prozesse induzieren, und ermöglicht so die Quantifizierung 

inflammatorischer Mediatoren. 
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1.2 Fragestellung 
 

Die Invasion von Tumorzellen stellt den entscheidenden Schritt während der 

Tumorprogression dar. Während der Metastasierung des Primärtumors in entfernte Gewebe 

spielen Interaktionen zwischen Tumorzellen und das sie umgebende Stroma, die sogenannte 

Tumor-Stroma-Interaktion, hinsichtlich ihrer Invasionakapazität eine entscheidende Rolle. 

Tumorzellen können mit Hilfe von Wachstumsfaktoren ihr Mikromilieu zu ihren Gunsten 

positiv beeinflussen. 

 

Diese Doktorarbeit befasst sich nicht mit der Untersuchung der Tumorzellen, da diese 

genotypisch instabil sind und somit eine heterogene und daher schwer zu untersuchende 

Population bilden, sondern mit dermalen Fibroblasten, die genomische Stabilität aufweisen. 

Diese Stabilität, die in diesem neuen Forschungskonzept von großem Nutzen ist, stellt eine 

Grundvoraussetzung für die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze dar. 

Eine erhöhte Expression des Wachstumsfaktors TGFβ1 durch die Tumorzellen führt zu 

einer gestörten homologen Zell-Zell-Kommunikation stromaler Fibroblasten über gap 

junctions [Stuhlmann et al., 2003]. Diese gestörte interzelluläre Kommunikation erfolgt über 

eine TGFβ1-abhängige Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [Stuhlmann et al., 

2003, 2004]. TGFβ1 ist ebenfalls für die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten, die an der Invasionsfront von Tumoren verstärkt auftreten, verantwortlich 

[De Wever und Mareel, 2002].  

Da Myofibroblasten scheinbar eine wichtige Rolle während der Metastasierung von 

Tumoren spielen, befasst sich die hier vorliegende Arbeit mit der Frage, welche molekularen 

Mechanismen dem TGFβ1-vermittelten Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten zu Grunde liegen. Dabei liegt der Fokus der Arbeit auf der Generierung 

reaktiver Sauerstoffspezies durch tumor-sezerniertes TGFβ1 in Fibroblasten und deren 

Relevanz auf den Transdifferenzierungsprozess. Weiter wird der Einfluss von 

Myofibroblasten auf die Invasionskapazität von Hauttumorzellen untersucht. Dieser Arbeit 

unterliegt die Hypothese, dass mittels Mikronährstoffen die Signalkaskade, die der 

Transdifferenzierung von stromalen Fibroblasten zu Myofibroblasten zugrunde liegt, 

verhindert werden kann. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Versuchsmaterialien 

 

Aceton p.A.      Merck, Darmstadt 

Agarose electrophoresis grade   Invitrogen, Karlsruhe 

Allstars Negative siRNA AF 488   Qiagen, Hilden 

Apocynin      Calbiochem, Darmstadt 

APS analytical grade     Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

BHT       Sigma, Taufkirchen 

Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte    BioRad, München 

Bromphenolblau     Sigma, Taufkirchen 

Albumin from bovine serum (BSA) 98%  Sigma, Taufkirchen 

CHAPS analytical grade    Sigma, Taufkirchen 

Coomassie Brilliant Blau R250   Merck, Darmstadt 

DAPI       Molecular Probes, Karlsruhe 

Dispase II      Roche Diagnostics, Penzberg 

DMSO       Roth, Karlsruhe 

dNTP-Mix      Qiagen, Hilden 

Diphenyliodonium 98%    Sigma, Taufkirchen 

2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH)   Sigma, Taufkirchen 

DTT       Sigma, Taufkirchen 

Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe 

EDTA electrophoresis grade    ICN Biomedicals, Ohio USA 

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

Ethidiumbromid     Molecular Probes, Karlsruhe 

FCS       PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Fettfreies Milchpulver blotting grade  Roth, Karlsruhe 

Fluoromount C     Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Gentamycin solution     Sigma, Taufkirchen 

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

Glycerin p.A.      Roth, Karlsruhe 

HBSS       Invitrogen, Karlsruhe 
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H2DCF-DA      MoBiTec, Göttingen 

H2SO4 konz. p.A.     Merck, Darmstadt 

Harnstoff      Sigma, Taufkirchen 

HCl konz. p.A.     Merck, Darmstadt 

HGF, recombinant human    R&D Systems, Wiesbaden 

HGF ELISA Kit     R&D Systems, Wiesbaden 

IL-6 ELISA Kit     Hölzel Diagnostika, Köln 

Iodacetamid      BioRad, München 

KCl       Invitrogen, Karlsruhe 

KH2PO4       Sigma, Taufkirchen 

Kollagen Typ I     Roche Diagnostics, Penzberg 

Kollagenase, Clostridium Hystolyticum (235U/mg) Invitrogen, Karlsruhe 

L-Glutamin f. biochemische Zwecke   Merck, Darmstadt 

Lipidhydroperoxidation Kit    Cayman Chemicals, Grünberg 

Matrigel      BD Biosciences, Heidelberg 

β-Mercaptoethanol     Sigma, Taufkirchen 

Methanol p.A.      Merck, Darmstadt 

MgCl2       Invitrogen, Karlsruhe 

Mineralöl      BioRad, München 

MTT 98% (TLC)     Sigma, Taufkirchen 

NAC       Merck, Darmstadt 

NaCl2 p. A      Merck, Darmstadt 

Na-EDTA p.A.     Sigma, Taufkirchen 

Na2HPO4 p. A      Merck, Darmstadt 

Na2SeO3 p.A.      Merck, Darmstadt 

OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit  Chemicon, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail I   Sigma, Taufkirchen 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II   Sigma, Taufkirchen 

Penicillin      PAA Laboratories GmbH, Pasching 

PonceauS       Sigma, Taufkirchen 

RayBio®HumanCytokineAntibody Array V Kit Hölzel Diagnostika, Köln 

ReadyStrip IPG Strips, 11 cm, pH 4-7  BioRad, München 

RNeasy Kit      Qiagen, Hilden 

Ro 31-8220      Merck, Darmstadt 
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Ro 32-0432      Merck, Darmstadt 

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

RPMI-1640 Medium     Invitrogen, Karlsruhe 

SDS Ultra Pure ≥ 99%    Roth, Karlsruhe 

siRNA_SMAD2     Qiagen, Hilden 

Streptomycin      PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Temed p.A. 99%     Roth, Karlsruhe 

TGFβ1, recombinant from human   R&D Systems, Wiesbaden 

Trichloressigsäure (TCA)    Sigma, Taufkirchen 

Tris Pufferan® ≥ 99,9%    Roth, Karlsruhe 

Trolox for hplc     Sigma, Taufkirchen 

Trypsin-EDTA     PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Tween 20      Sigma, Taufkirchen 

VEGF, recombinant, human    R&D Systems, Wiesbaden 

VEGF ELISA Kit     Hölzel Diagnostika, Köln 

Ziegennormalserum     Sigma, Taufkirchen 

Zitronensäure      Sigma, Taufkirchen 

 

 

 

2.2 Puffer und Lösungen 

 

Anodenpuffer I     0,3M Tris 

10% (v/v) MeOH 

pH 10,4 

 

Anodenpuffer II     25mM Tris 

10% (v/v) MeOH 

pH 10,4 

 

Blockierlösung     3% Ziegennormalserum in TBST (1x) 

 

Blocking/Dilution Puffer    1% BSA 

       PBS-T 
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Carnoy´s Fixativ     Methanol/Eisessig, 3:1 

 

Coomassie Blue-Färbelösung   0,05% Coomassie Brilliant Blue 

20 % MeOH 

7,5 % Essigsäure 

 

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

McIlvaine-Puffer 
 

DNPH-Lösung     20 mM DNPH 

2M HCl 
 

Einfriermedium     DMEM-Medium mit 20% FCS 

5% DMSO 
 

Equilibrierungspuffer I     20 mM Harnstoff 

2% SDS 

0,375 Tris-HCl (pH 8,8) 

20 % Glycerin 

2 mM DTT 

 

Equilibrierungspuffer II     20 mM Harnstoff 

2% SDS 

0,375 Tris-HCl (pH 8,8) 

20 % Glycerin 

4% Iodacetamid 

 

Kathodenpuffer     25mM Tris 

10% (v/v) MeOH 

40mM Glycin 

pH 9,4 

 

Luminol- und Verstärker-Lösung   Pierce, Rockford USA 
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McIlvaine-Puffer     50mM Zitronensäure 

100mM Na2HPO4

 

Lysepuffer      0,5% SDS 

Phosphatase Inhibitor Cocktail I 

(Verdünnung 1/1000) 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II 

(Verdünnung 1/1000) 
 

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

       50mM Tris 

150mM NaCl 

0, 1% (v/v) Tween 20 

pH 7,5 
 

MTT-Lösung      10% MTT in DMEM 
 

PBS       140mM NaCl 

10mM Na2HPO4 

 

PBS-T       140mM NaCl 

10mM Na2HPO4

0,05% Tween 20 
 

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

5% (v/v) Essigsäure 

Sigma, Taufkirchen 
 

PSG-Puffer       100 mM KH2PO4

  10 mM NaCl 

   5 mM Glucose 

   pH 7,4 
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Rehydrierungspuffer    8M Harnstoff 

2% CHAPS 

50 mM Dithiothreitol 

0,2% (w/v) Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte 

Bromphenolblau 

BioRad, München 

 

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 

 

TAE-Puffer (1x)     40mM Tris 

20mM Essigsäure 

1mM EDTA 

 

TBST 10x      50mM Tris 

150mM NaCl 

0,1% (v/v) Tween 20 

pH 7,5 
 

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

0,2g/L Na-EDTA 

PBS 

 

10x-Puffer für PCR     200 mM Tris-HCl 

500 mM KCL 

15 mM MgCl2 

pH 8,3 

 

x-tremeGene siRNA Transfection Reagent Roche Diagnostics, Penzberg 

 

 

2.3 Antikörper 

 

2.3.1 Primäre Antikörper 

 

Maus anti human αSMA    Sigma, Deisenhofen 

Rabbit anti human Phospho-Smad2 (Ser465/467) Cell Signalling, Frankfurt a.M. 

Rabbit anti human Smad2    Cell Signalling, Frankfurt a.M. 

Maus anti human Cytokeratin   Biomeda, Dänemark 

Rabbit anti-DNP     Chemicon,USA 

Rabbit anti human Phospho-PKC (pan Thr514) Cell Signalling, Frankfurt a.M. 

Rabbit anti human PKC (pan α β γ)   Biomol, Hamburg 

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 VEGF   R&D Systems, Wiesbaden 

Neutralizing anti-TGFβ1    R&D Systems, Wiesbaden 

 

 

 

 

 



  Material und Methoden 
 

 29

2.3.2 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 

HRP-konjugierter Streptavidin-Antikörper  R&D Systems, Wiesbaden 

 

 

2.4 Enzyme und Primer (PCR) 

 

Superscript RNAse H-Reverse Transkriptase Invitrogen, Karlsruhe 

Taq Polymerase     Quiagen, Hilden 

 

αSMA-sense   5’-AGGAAGGACCTCTATGCTAACAAT-3’ 

αSMA-antisense 5’-AACACATAGGTAACGAGTCAGAGC-3’   

 

HPRT-sense   5’-ATTCTTTGCTGACCTGCTGGATT-3’ 

HPRT-antisense 5’-CTTAGGCTTTGTATTTTGCTTTTC-3’ 

 

 

2.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Zellkultureinsätze     BD Biosciences, Heidelberg 

Zellkultur-Materialien    Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Deckgläschen      Assistent 

Kryotubes      Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Einmal-Küvetten     Sarstedt, Nümbrecht 

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 

Vivaspin 15R-Konzentratorsäulen   Vivascience, Hannover 

Papier-Wicks für die Isoelektrofokussierung BioRad, München 
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2.6 Geräte 

 

Analysenwaage AB 204-S    Mettler Toledo, Schweiz 

Bio-Rad PROTEAN® IEF cell   BioRad, München 

Bio-Rad PROTEAN® IEF Tray   BioRad, München 

CCD Kamera (ORCA II) Digital Kamera  Hamamatsu, Japan 

Centrifuge 5402     Eppendorf, Hamburg 

Clean Air Sterilbank     Thermo Life Sciences, Egelsbach 

Criterion Electrophorese-Kammer   BioRad, München  

Diana III Raytest-Kamera    Raytest, Straubenhardt 

Elektro-Blot-Apparatur    Roth, Karlsruhe 

Fluoreszenz-/Lichtmikroskop Axiovert 100 TV Carl Zeiss, Oberkochen 

Heraeus Inkubator     Kendro, Langenselbold 

Magnet-Rührer     Janke+Kunkel IKAMAG©RCT, Staufen 

Mikrotiter Plate Reader    Pharmacia Biotech, Freiburg 

Mikrowelle      Braun, Melsungen 

Milli-Q Anlage      Millipore, Eschborn 

Neubauer-Zählkammer    Brand, Göttingen 

Photometer Ultrospec 1000    Pharmacia Biotech, Freiburg 

Powersupplier Power Pac Basic™   BioRad, München 

Primus 96 plus PCR-Maschine   MWG AG Biotech, Schweden 

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 

 

 

2.7 Software 

 

AIDA Image Analyzer v.3.1 

Aqua Cosmos 

Diana III Camera Control 

Photoshop CS3 
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Power Point 

Prism 3.0, Graph Pad 

 

 

 

2.8 Zellen und zellbiologische Methoden 

 

2.8.1 HDF – humane dermale Fibroblasten 

 

HDF Zellen sind humane sekundäre Hautfibroblasten, die von Praeputien gesunder 2 bis 12-

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 12 

verwendet. 

 

2.8.2 SCL-1 

 

Die Plattenepithelkarzinomzelllinie SCL-1 sind wenig differenzierte menschliche 

Plattenepithelkarzinomzellen der Haut, die ursprünglich aus dem Karzinom einer 74-jährigen 

Frau stammen [Boukamp et al., 1982]. Die Zellen erhielten wir freundlicherweise von Prof. 

Dr. Norbert Fusenig aus dem DKFZ in Heidelberg. 

 

2.8.3 HepG2 

 

HepG2-Zellen sind humane Hepatomzellen aus einem gut differenzierten hepatozellulären 

Karzinom eines 15-jährigen kaukasischen Jungen. Diese Zelllinie stammt aus der European 

Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK (ECACC No.: 85011430). Die Zellen wurden uns 

freundlicherweise von Dr. J. Bode von der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf zur 

Verfügung gestellt. Für die Experimente wurden die Zellen zwischen den Passagen 12 bis 40 

verwendet. 
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2.8.4 Isolierung 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 

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, konnten sie 

trypsiniert und im Folgenden unter Aufrechterhaltung des hohen Serumanteils weiterkultiviert 

werden. Nur Fibroblasten überleben das stark serumhaltige Medium [Fleischmeyer et al., 

1990; Bayreuther et al., 1992]. 

 

 

2.8.5 Kultivierung der Zellen 

 

Die Hautfibroblasten und die SCL1-Zellen 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 bestimmt. Diese 

errechnet sich wie folgt: 
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ln (Zellzahl der geernteten Zellen) – ln (eingesäte Zellzahl) 

 PD=    _________________________________________   
                                                        ln 2 

→ CPD = ΣPD 

 

 

 

Die Fibroblasten wurden bis zu einer CPD von 17 verwendet. Die SCL1-Zellen wurden 

unabhängig ihrer CPD verwendet. Alle kultivierten Zellen wurden in regelmäßigen Abständen 

auf Mykoplasmenkontamination untersucht. 

 

HepG2-Zellen wurden in RPMI-Medium, das mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und 

Penicillin/Streptomycin (Komplettmedium) supplementiert wurde, in einer 

wasserdampfgesättigten, auf 37°C temperierter Atmosphäre mit 5% Kohlendioxid kultiviert. 

Nach Erreichen einer 70-80%-igen Konfluenz wurden alle Zellen zunächst mit PBS 

gewaschen und anschließend mit einer Trypsin-EDTA:PBS Lösung (1:1) von den 

Kulturflaschen abgelöst. Die Trypsinaktivität wurde nach 10 bis 15 min durch Zugabe von 

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

gezählt und auf Kulturflaschen oder -schalen überführt. 

 

 

2.8.6 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen 

 

Alle Zellen wurden zuerst mit PBS gewaschen und anschließend mit einer Trypsin-

EDTA:PBS Lösung abgelöst. Die Trypsinaktivität wurde nach 2 bis 5 min durch Zugabe von 

FCS-haltigem Medium gestoppt. Danach wurde die Zellsuspension zentrifugiert und das 

Zellpellet in Einfriermedium (DMEM mit 20% FCS und 10% DMSO) aufgenommen. Die 

Zellen wurden mit einer Dichte von ca. 106 Zellen/ml in speziellen Kryotubes bei -80°C 

eingefroren. 

Eingefrorene Zellen wurden schnell aufgetaut und in eine 75 cm2 Kulturflasche mit 

Komplettmedium überführt. Um den DMSO-Gehalt des Mediums auf unter ein Prozent zu 

reduzieren und dadurch einer Membranschädigung vorzubeugen, wurde sowohl nach 4 bis 5 h 

als auch nach 24 h ein Mediumwechsel vorgenommen. 
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2.8.7 Herstellung von konditioniertem Medium/Zellüberstand (CM) 

 

Für die Invasionsassays wurde konditioniertes Medium von SCL-1 Zellen (CMSCL), humanen 

Hautfibroblasten (CMHDF) und Myofibroblasten (CMMF) gewonnen. Dafür wurden 1 x 106 

SCL-1 Zellen bis zur Subkonfluenz (ca. 70%) und 1,5 x 105 Hautfibroblasten bis zur 

Konfluenz in 175 cm2 Zellkulturflaschen gezüchtet, um gleiche Zellzahlen zu gewährleisten. 

Das serumhaltige Medium wurde nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS gegen 15 

ml serumfreies Medium ausgetauscht und der Überstand nach 48 h gesammelt.  

Um Überstand von Myofibroblasten zu gewinnen wurden 3 x 104 Fibroblasten in 3,5 cm 

Zellkulturschalen eingesät und bis zur Subkonfluenz (70%) gezüchtet. Nachdem das 

serumhaltige Medium entfernt wurde, wurden die subkonfluenten Fibroblasten in CMHDF, 

entweder für 4h mit 5 mM NAC, für 24 h mit 0,5 µM Na2SeO3 oder für 24 h mit 50 µM 

Trolox vorinkubiert. Sowohl 10 ng/ml rekombinantes TGFβ1 (CMHDF,TGF) alleine als auch in 

Kombination mit den Antioxidantien (CMHDF,TGF,Antioxidant) wurde für weitere 24 oder 48 h 

hinzugefügt. Anschließend wurde CMHDF,TGF und CMHDF,TGF,Antioxidant gegen 1 ml serumfreies 

Medium ausgetauscht und der Überstand für 48 h gesammelt. Nachdem Zelltrümmer durch 

Abzentrifugieren aus den gewonnenen Überständen entfernt wurden, konnten diese entweder 

direkt für Experimente weiterverwendet oder bei –80°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt 

werden. 

 

 

2.8.8 Mykoplasmentest 

 

In regelmäßigen Abständen wurden die Zellen auf Kontaminationen mit Mykoplasmen 

untersucht. Bei Mykoplasmen handelt es sich um zellwandlose, von einer 

Zytoplasmamembran umgebene Bakterien, welche parasitär Zellen befallen. Mykoplasmen 

können das geregelte Zellwachstum beeinflussen bzw. die Reaktionen von Zellen auf 

bestimmte Stimuli verändern. Da sie lichtmikroskopisch nicht zu sehen sind, bleiben sie ohne 

eine geeignete Detektionsmethode unerkannt. Die Zellkultur wurde mit Hilfe des 

fluoreszierenden Farbstoffes Bisbenzimid kontrolliert. Zellen wurden mit einer Dichte von 

etwa 1000 Zellen/cm2 auf einem Deckgläschen in einer 3,5 cm Zellkulturschale kultiviert. 

Nach 2 Tagen Inkubation wurden die subkonfluenten Zellen auf dem Deckgläschen mit 2 ml 

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-
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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 350 nm und einer Emissionswellenlänge von 460 nm 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. 

 

 

2.8.9 Vitalitätsbestimmung (MTT-Test) 

 

Der MTT-Test dient dazu, die Vitalität von Zellen in der Zellkultur insbesondere nach der 

Applikation bestimmter Stressfaktoren wie Inkubation mit chemischen Agenzien zu 

bestimmen. Bei diesem Test wird das wasserlösliche Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) von lebenden, metabolisch aktiven Zellen durch 

eine mitochondriale Dehydrogenase in ein blaues, unlösliches Formazansalz umgewandelt. 

Die Absorption des Formazansalz wird als Maß für die Vitalität der Zellen angesehen und 

kann photometrisch bestimmt werden. 

 

   
Abbildung 2.1: Bildung von Formazansalz aus Tetrazoliumsalz durch die Succinat-Dehydrogenase als 

Parameter für die Vitalität von Zellen 
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Zur Aufnahme des Tetrazoliumsalzes wurden die Zellen mit einer 10%-igen MTT-Lösung in 

DMEM für 2 h bei 37°C 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 (Abbildung 

2.1). Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das MTT-haltige DMEM abgesaugt und die 

Zellen 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:  

 

Abbildung 2.2: Berechnung der Vitalität von behandelten Zellen und der Zytotoxizität von Agenzien 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               OD (behandelte Zellen) 

      % Vitalität      = ————————————  x  100 

              OD (unbehandelte Zellen) 

 

 

% Zytotoxizität =   [1- OD (behandelte Zellen)/ OD(unbehandelte Zellen)] x  100 
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2.8.10 Allgemeine Versuchsbedingungen 

 

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

hergestellt. Alle im Ergebnisteil gezeigten Experimente wurden mindestens dreimal 

unabhängig voneinander durchgeführt. Signifikanzen wurden nach dem ANOVA-Test 

ermittelt. 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. Bis zum Zeitpunkt des 

Experiments befanden sich alle Zellen in Komplettmedium. Alle Experimente wurden in HDF 

konditioniertem Medium (CMHDF) durchgeführt. 

 

 

2.8.11 Proteinbestimmung 

 

Proteinbestimmungen erfolgten auf Basis der Methode nach Lowry unter Einsatz kommerziell 

erhältlicher Lösungen (BioRad, DC) gegen Standards aus Rinderserumalbumin (BSA) nach 

Angaben des Herstellers. 100 µl des Reagent A wurden zu 10 µl einer Probe dazugegeben 

und für 1 min inkubiert. Zu dem Gemisch wurden anschließend 750 µl des Reagent B 

pipettiert und für weitere 5 min inkubiert. Danach wurde die OD photometrisch bei 750 nm 

gemessen. Aus den Daten des BSA-Proteinstandard konnte der Proteingehalt der Proben 

berechnet werden. 

 

 

2.8.12 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (DCF-Messung) 

 

Der intrazelluläre ROS-Gehalt in Hautfibroblasten nach Zugabe von rekombinantem TGFβ1 

konnte mithilfe der Dichlorofluorescein-Messung untersucht werden. Die Methode wurde wie 

bereits beschrieben [Stuhlmann et al., 2004] durchgeführt. Subkonfluente Monolayer-

Kulturen von Hautfibroblasten wurden mit 20 mM 2, 7-Dichlorodihydrofluorescein (H2DCF-

DA) in PSG-Puffer für 15 min im Dunkeln inkubiert. Nachdem die Zellen dreimal mit PSG-

Puffer gewaschen wurden, folgte eine Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 (10 

ng/ml)/PSG. Um eine PKC-vermittelte Erhöhung des intrazellulären ROS-Gehaltes zu 

analysieren, wurden die Hautfibroblasten vor der Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 mit 

dem PKC-Inhibitor Ro 31-8220 (1µM) für 1 h in CMHDF vorinkubiert. Die ROS-Generation 
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konnte als Folge der Oxidation des H2DCF-DA und der Fluoreszenz (Excitation 488 nm, 

Emission 515-540 nm) ermittelt werden. Es wurde an einem Zeiss Axiovert Fluoreszenz-

Mikroskop mit einer CCD (charge coupled device)-Kamera über 15 min gemessen. 

 

 

2.8.13 Aufreinigung von Selenoprotein P 

 

Die humane HepG2-Zelllinie [Hill et al., 1996] wurde in RPMI-1640-Medium mit 10% FCS 

in 175 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von ca. 90 % 

erreicht hatten, wurde das Medium gegen serumfreies RPMI-1640 Medium, das mit 100 nM 

Natriumselenit (Na2SeO3) angereichert wurde, ausgetauscht und für 48 h inkubiert. Der 

Überstand mit dem sezernierten Selenoprotein P wurde gesammelt und Zelltrümmer durch 

Zentrifugation aus dem Überstand entfernt. Durch Ultrazentrifugation wurde der 

Zellüberstand mit Hilfe von Vivaspin 15R-Konzentratorsäulen mit einer 30 kDa-Cut-Off-

Hydrosart-Membran 40-fach konzentriert. Der Selengehalt der konzentrierten HepG2-

Zellüberstände wurde fluorimetrisch wie beschrieben gemessen [Schomburg et al., 2003], 

wobei 150 µl des konzentrierten Überstandes für die Methode eingesetzt wurden. Die 

Konzentration des Na2SeO3 aus dem Überstand konnte mittels einer Standardkurve 

verschiedener Selenkonzentrationen in H2O (1 nM bis 10 µM) bestimmt werden. Die 

Konzentration des Selenoprotein P konnte anhand der Selenkonzentration aus der 

entnommenen Probe des Überstandes berechnet werden, wobei davon auszugehen war, dass 

das Selenoprotein P über 10 Selene pro Molekül als Selenocystein verfügt. 

 

 

2.8.14 Herstellung von Dermis- und Hautäquivalenten 

 

Drei-dimensionale Kollagen Dermismodelle wurden wie bereits beschrieben [Mauch et al., 

1988] mit geringfügigen Veränderungen hergestellt. Lyophilisiertes Rattenschwanz-Kollagen 

Typ 1 wurde in einer 0,2 %-igen Essigsäure-Lösung aufgenommen und auf eine 

Konzentration von 3,2 mg/ml eingestellt. Humane Hautfibroblasten wurden mit einer Dichte 

von 1,2 x 105 Zellen in 1x DMEM mit 5% FCS und 0,8 mg Kollagen/ml aufgenommen. Das 

Zell-Kollagen-Gemisch wurde anschließend für 24 h bei 37°C in unbeschichteten 3,5 cm 

Zellkulturschalen inkubiert. Die Hautfibroblasten in den Modellen waren in der Lage, die 

Gelmatrix zu kontrahieren. Das Medium wurde gegen serumfreies Medium oder serumfreies 



  Material und Methoden 
 

 39

Medium mit nicht-toxischen Konzentrationen von NAC (5 mM), Trolox (50 µM) oder 

Na2SeO3 (0,5 µM) ausgetauscht und für weitere 24 h vor Zugabe von rekombinantem TGFβ1 

bei 37°C inkubiert. Nach 48 h Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 wurde jedes Kollagen-

Dermismodell fotografiert, um die Kontraktionsfähigkeit der (Myo)fibroblasten zu 

untersuchen. Dies konnte durch Vermessen der Dermis-Modell-Durchmesser ermittelt 

werden. 

Um die αSMA-Expression der Fibroblasten untersuchen zu können, mussten diese 

zunächst aus dem Kollagen isoliert werden. Dafür wurden die Dermismodelle zuerst mit PBS 

gewaschen und anschließend mit 3 mg/ml Clostridium histolyticum Kollagenase/PBS für 30 

min bei 37°C schüttelnd inkubiert. Das Zell-Kollagenase-Gemisch wurde anschließend für     

5 min bei 3000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in Lysepuffer aufgenommen. Das Lysat 

wurde dann für die Western Blot-Analyse eingesetzt. 

 

Die Hautäquivalente (Henkel KGaA, Düsseldorf) wurden nach Damour et al. (1994) und 

Schlotmann et al. (2001) hergestellt. Es wurden 2 x 105/cm2 Hautfibroblasten auf ein 

Kollagen-Chitosanglykosaminoglykan (cc-GAG)-Biopolymer aufgesät, das zuvor in ein 24-

Well platziert wurde. Das Dermisäquivalent wurde für 14 Tage in DMEM mit 10% FCS und 

50 µg/ml Ascorbinsäure submers bei 37°C kultiviert, wobei das Medium alle 24 h erneuert 

wurde. 2x105/cm2 Humane epidermale Keratinozyten (NHEK) wurden auf das 

Dermisäquivalent gesät und für weitere 7 Tage in SFM-Keratinozytenmedium und 50 µg/ml 

Ascorbinsäure kultiviert. Anschließend wurden die Hautäquivalente für weitere 14 Tage in 

einer Luft/Flüssigkeits-Phase (air-liquid interface) in Keratinozyten-SFM-Medium/50 µg/ml 

Ascorbinsäure kultiviert. In dieser Phase können die Keratinozyten differenzieren und 

stratifizieren, bis sich eine Hornschicht bildet. Während dieser Phase wurde das Medium alle 

24 h erneuert. Die Hautäquivalente wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert und in Parffin 

eingebettet. Es wurden Schnitte mit einer Dicke von 6 µm angefertigt und anschließend mit 

Hematoxylin-Eosin (HE) gefärbt.Außerdem wurden Hautäquivalente für 3 Tage mit 

rekombinantem TGFβ1 oder in Kombination mit 5 mM NAC inkubiert. Um Lysate 

herzustellen, musste zunächst die Dermis von der Epidermis getrennt werden. Dafür wurden 

die Hautäquivalente mit PBS gewaschen, um überschüssiges Medium zu entfernen, und 

anschließend für 1 h mit Disapse II (2,4 U/ml) bei 37°C inkubiert. Die Dermis wurde für 30 

min in 3 mg/ml Clostridium histolyticum Kollagenase/PBS bei 37°C schüttelnd inkubiert. Das 

Zell-Kollagenase-Gemisch wurde anschließend für 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert und das 
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Zellpellet in Lysepuffer aufgenommen. Das Lysat wurde dann für die Western Blot-Analyse 

eingesetzt. 

 

 

2.8.15 Invasionsassay 

 

In einem Invasionsassay kann die Invasion von SCL1-Zellen durch eine Membran in 

Richtung eines Chemoattraktandes beobachtet werden. 

 

 

      

„Chemoattraktand“

„Chemoattraktand“

72 h

Medium

Medium

Matrigel
Filter

„Chemoattraktand“

„Chemoattraktand“

72 h

Medium

Medium

Matrigel
Filter

„Chemoattraktand“

„Chemoattraktand“

72 h

Medium

Medium

Matrigel

„Chemoattraktand“

„Chemoattraktand“

72 h

Medium

Medium

Matrigel
Filter

 
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines Invasionsassays. Gezeigt ist ein Zellkultureinsatz mit Membran 

in einer Zellkulturschale. Auf der Oberseite der Membran sind Zellen dargestellt, die durch die Membran in 

Richtung eines Chemoattraktandes wandern können. 
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Dazu wurden 24-well Platten mit Zellkultureinsätzen, so genannten Transwells, von Becton 

Dickinson verwendet. Die Transwells besitzen an ihrer Unterseite eine Membran mit einem 

Durchmesser von 6,5 mm, die zusätzlich über Poren mit einer Porengröße von 8 µm verfügt. 

Vor Verwendung wurde die Innenseite der Transwells mit Matrigel von Becton Dickinson 

beschichtet. Das Matrigel beinhaltet dieselben Bestandteile der Basallamina der Haut. Durch 

die Beschichtung wird die Invasion von Zellen durch die Basalmembran simuliert (Abbildung 

2.3). 

 

Das Matrigel wurde für die Beschichtung 1:40 in kaltem PBS verdünnt. Anschließend wurden 

je 50 µl dieser Lösung in die Transwells pipettiert und vorsichtig geschwenkt, um eine 

lückenlose Beschichtung der Membran zu gewährleisten. Die Membran wurde dann mit 200 

µl sterilem Wasser überschichtet und über Nacht steril getrocknet. Am nächsten Tag wurde 

die beschichtete Membran mit 100 µl sterilem Wasser rehydriert. Es wurden je 5 x 105 SCL1 

Zellen in 400 µl serumfreiem Medium in die Transwells eingesät. 300 µl des 

Chemoattraktandes wurden in die Wells der Platte gegeben und das Transwell luftblasenfrei 

darin platziert. Als Chemoattraktant fungierten Überstände von Myofibroblasten (CMMF), 

SCL1-Zellen (CMSCL) und Zellen, die vor Behandlung mit rTGF-β1 mit ROS-Inhibitoren 

vorinkubiert wurden. Der Invasionsassay wurde für 72 h bei 37°C inkubiert. 

 

Für die Auswertung des Invasionsassays wurde zuerst das Medium der oberen Kammer 

abgesaugt und die Zellen auf dem Matrigel mit einem Wattestäbchen entfernt. Die Zellen auf 

der Unterseite der Transwells wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann 5 min mit 

kaltem Methanol auf der Membran fixiert. Zur Entfernung des Methanols wurden die Zellen 

zuerst mit PBS und dann 2 bis 3 Mal mit dH2O gewaschen. Die Transwells wurden dann für 

einige Minuten luftgetrocknet. Anschließend wurden die invadierten Zellen auf der Unterseite 

des Transwells für 1 min mit einer Coomassie-Blue-Färbelösung angefärbt. Um überschüssige 

Färbelösung zu entfernen, wurde die Unterseite der Transwells ein letztes Mal mit dH2O 

gewaschen und anschließend luftgetrocknet. Die Membranen wurden dann mit einem spitzen 

Skalpell aus den Transwells herausgeschnitten und mit einem Tropfen Fluoromount C und 

einem Deckgläschen auf einem Objektträger fixiert. Die gefärbten Zellen konnten dann unter 

dem Lichtmikroskop ausgezählt werden. 
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2.9 Molekularbiologische Methoden 

 

2.9.1 Reverse Transkriptase-PCR 

 

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Fibroblasten wurde unter Verwendung des RNeasy Kits 

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgeführt: Die Zellen wurden nach Waschen mit 

PBS in 350 µl Buffer RLT (Lysepuffer) lysiert und in eine QIAShredder-Säule überführt. Das 

Lysat wurde 3 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschließend wurden 350 

µl Ethanol (70%) zu dem Lysat pipettiert und dann auf eine RNeasy Mini-Säule überführt. Es 

folgte ein Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm für 15 sec. Zu dem Überstand wurden 700 µl 

Buffer RW1 (Waschpuffer) zugefügt und erneut für 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. 

Dieser Waschschritt wurde ein zweites Mal mit 500 µl Buffer RPE durchgeführt. Die Gesamt-

RNA wurde im letzten Schritt mit 25 µl RNAse-freiem Wasser von der Säule eluiert und 

konnte anschließend für die Revertasereaktion eingesetzt werden. 

 

Die Revertasereaktion (Umschreibung der RNA in cDNA) erfolgte unter Einsatz von 1 µg 

Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 µl. Die Umschreibung erfolgte in 60 min 

bei 42°C. Das Reaktionsgemisch enthielt neben der RNA: 

 

 

• 100 Einheiten (Units) SuperscriptII Rnase H-Reverse Transcriptase in 50 mM Tris/HCl  

(pH 8,3) 

• 75 mM KCl, 

• 10 mM Dithiothreitol (DTT) 

• 3 mM MgCl2

• 1 mM dNTP 

• oligo-dT (0.5 mg/20 ml) 
 

100 ng cDNA (2 µl) wurden für die PCR-Reaktion eingesetzt. Der PCR-Ansatz enthielt: 
 

• 10x-Puffer  

• 5 mM dNTP 

• 5 mM Sense-Primer 

• 5 mM Antisense-Primer 

• 500 U/ml Taq Polymerase 
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Das Reaktionsvolumen betrug 20µl. 

 

Die folgende Tabelle stellt das verwendete Pipettierschema dar: 
 

 

Tabelle 2.1: Pipettierschema für den PCR-Ansatz. Das Endvolumen beträgt 20 µl. 
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Lösungen Volumen (µl) 

10x-PCR-Puffer 2 

dNTP-Mix 0,4 

α-SMA sense-Primer 0,2 

α-SMA antisense-Primer 0,2 

Template 2 

Taq-Polymerase 0,1 

H2O 15,1 

Gesamtvolumen 20 
 

 

Die humane Sequenz für α-SMA liegt, vom Transkriptionsstartpunkt aus, zwischen den 

Basenpaaren 922-1277. 

 

Im Vorfeld wurde die PCR auf die αSMA-mRNA von unbehandelten Fibroblasten optimiert. 

Dabei wurde die optimale Zyklenzahl für die PCR ermittelt, die für unbehandelte 

Hautfibroblasten auf 25 festgelegt wurde, um eine mögliche Stimulation nach rTGFβ1-

Behandlung untersuchen zu können. Die PCR für die αSMA-mRNA wurde nach folgendem 

Zyklus durchgeführt: 

 

 

95°C →  3 min 

94°C → 30 sec 

55°C → 30 sec  25 Wiederholungen 

72°C → 30 sec 

72°C →  5 min 
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Die PCR für HPRT wurde nach folgendem Zyklus durchgeführt: 
 

95°C →  3 min 
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94°C → 20 sec 

57°C → 30 sec  31 Wiederholungen 

72°C → 30 sec 

72°C →  5 min 
 

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe eines 1%-igen Agarosegels. Die 

Banden der PCR-Produkte konnten mit Ethidiumbromid (0,3 µg/ml Endkonzentration) 

sichtbar gemacht werden. 

 

 

2.9.2 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht DNA der Größe nach aufzutrennen und 

anschließend sichtbar zu machen. Agarose bildet nach dem Erhitzen ein dreidimensionales 

Polymer aus Polysacchariden. Durch Anlegen einer Spannung wandert die negativ geladene 

DNA zur Anode und wird durch die Agarose-Gelmatrix der Größe nach aufgetrennt. Die 

Porengröße der Gelmatrix wird durch die Agarosekonzentration bestimmt. Die 

Agarosekonzentration muss an die Größe der zu untersuchenden DNA-Fragmente angepasst 

sein. Die folgende Tabelle zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente bei verschiedenen 

Agarose-Konzentrationen: 
 

 

Tabelle 2.2: Auftrennung der DNA-Fragmente bei verschiedenen Agarose-Konzentrationen: 

Agarosekonzentration ( % (w/v) ) Optimaler Trennbereich [kbp] 

0,3 5-60 

0,6 1-20 

0,7 0,8-10 

0,9 0,5-7 

1,2 0,4-6 

1,5 0,2-3 

2,0 0,1-2 
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Durch Zugabe des Interkalators Ethidiumbromid in die Gelmatrix konnte die DNA nach 

erfolgter Elektrophorese unter ultraviolettem Licht betrachtet werden. Die benötigte Agarose 

wurde in 1 x TAE-Puffer gelöst und in einer Mikrowelle erhitzt. Die Lösung sollte nach dem 

Kochen schlierenfrei sein. Nach Abkühlen auf unter 60°C wurde das Ethidiumbromid 

hinzugefügt (0,3 µg/ml Endkonzentration). Die noch flüssige Lösung wurde luftblasenfrei in 

ihr Bett gegossen und der Kamm aufgesetzt. Nach dem Erstarren wurde das Gel in die 

Elektrophoresekammer überführt. Nach Auftragen der Proben wurde eine Spannung von 

100V für 15 min angelegt. 

 

 

2.9.3 siRNA-Transfektion 

 

Um die Signifikanz des Smad2-Proteins in der intrazellulären TGFβ1-Signalkaskade zu 

untersuchen, wurden humane dermale Fibroblasten mit siRNA behandelt, die spezifisch das 

Smad2-Protein herunterreguliert. Dafür wurden Fibroblasten in 3,5 cm Zellkulturschalen bis 

zur Subkonfluenz (ca. 70%) in FCS-haltigem Medium kultiviert. Um zunächst die 

Transfektionseffizienz der siRNA in Hautfibroblasten zu ermitteln, wurden verschiedene 

Konzentrationen einer AF-488-gekoppelten unspezifischen siRNA (Allstars Negative siRNA 

AF 488, Qiagen) über verschiedene Zeitpunkte getestet. Dafür wurde die siRNA in               

x-tremeGene siRNA Transfection Reagent (Roche) und serumfreiem Medium wie folgt 

aufgenommen: 
 

 

Tabelle 2.3: Pipettierschema für einen siRNA-Ansatz . Das Endvolumen beträgt 100 µl. 

Serumfreies DMEM Transfektionsreagenz siRNA 

90 µl 10 µl 2 µg 

97,5 µl 2,5 µl 0,5 µg 

99 µl 1 µl 0,2 µg 

 

 

Die siRNA-Ansätze wurden zusammenpipettiert und anschließend für 15 min bei RT 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Gemisch aus Transfektionsreagenz, siRNA und 

serumfreien Medium in das Komplettmedium der Fibroblasten gegeben. Nach 8, 16, 24 und 

48 h wurde die Transfektionseffizienz mit Hilfe eines Zeiss Axiovert Fluoreszenz-
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Mikroskopes mit einer CCD (charge coupled device)-Kamera untersucht. Die 

Transfektionseffizienz betrug bereits nach 24 h 100%. 

Um das Smad2-Protein herunterzuregulieren, wurden die Fibroblasten im nächsten Schritt 

mit verschiedenen Konzentrationen spezifischer validierter siRNA_Smad2 (Qiagen) 

behandelt. Dabei wurde nach dem Pipettierschema aus Tabelle 2.4 vorgegangen. Die 

Inkubation der Fibroblasten mit spezifischer siRNA erfolgte über 24 h. Nach der Inkubation 

wurde das Medium gegen konditioniertes Fibroblasten-Medium (CMHDF) ausgetauscht und 

die Zellen für weitere 24 und 48 h bei 37°C inkubiert. Die Fibroblasten wurden in 100 µl 

Lysepuffer aufgenommen und das Smad2-Protein anschließend mittels Western Blot-Analyse 

untersucht (Abbildung 2.4). Die Untersuchung zeigte, dass das Smad2-Protein sowohl 24 h 

als auch 48 h nach siRNA-Behandlung um ca. 90% herunterreguliert werden konnte. 

 

-SMAD2

CMHDF

siRNA
+ + + + +

+ + + +-
24 48 Stunden

-SMAD2

CMHDF

siRNA
+ + + + +

+ + + +-
24 48 Stunden

-SMAD2

CMHDF

siRNA
+ + + + +

+ + + +-
24 48 Stunden

 
Abbildung 2.4: Analyse des Smad2-Proteins nach Behandlung der HDF mit 0,75 µg siRNA für 24 Stunden in 

serumfreien Medium gegen Smad2. Das Protein wurde 24 und 48 Stunden nach Inkubation mit der spezifischen 

siRNA mittels Western Blot-Analyse untersucht. 

 

 

Um die Relevanz des Smad2-Proteins auf die αSMA-Expression nach Behandlung mit 

rekombinantem TGFβ1 zu analysieren, wurden die Fibroblasten zunächst für 24 h mit siRNA 

gegen Smad2 vorinkubiert. Das siRNA-haltige Medium wurde abgesaugt und gegen 

konditioniertes Fibroblasten-Medium (CMHDF) mit rTGFβ1 (10 ng/ml) ausgetauscht und für 

weitere 48 h bei 37°C inkubiert. Die Fibroblasten wurden in Lysepuffer aufgenommen und 

die αSMA-Expression mit Hilfe der Western Blot-Analyse untersucht. 
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2.10 Biochemische Methoden 

 

2.10.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

In einem SDS-PAGE 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. Durch den Zusatz des 

amphiphilen Detergenz SDS, das sich an die Proteine anlagert, bilden sich Micellen mit 

konstant negativer Ladung pro Masseneinheit. Bei der Probenvorbereitung wurden die 

Proteine mit einem Überschuss an SDS auf 95° C erhitzt, um die Tertiär- und 

Sekundärstruktur der Proteine zu zerstören. Zusätzlich wurden Schwefelbrücken zwischen 

Cysteinen durch Zugabe von Dithiothreitol (DTT) aufgebrochen. Nach Auftrennung der 

Proteine ist das Gel für eine Fülle weiterer Bearbeitungen zugänglich: Färbung, 

immunologische Nachweise (Blotting) oder, bei radioaktiven Proteinproben, der 

Autoradiographie. Man kann die Proteine auch im Gel verdauen und wieder herauseluieren. 

Die chemische Kopolymerisierung der Acrylamidmonomere wurde durch Zugabe von APS 

und TEMED gestartet, wobei TEMED die Bildung freier Persulfatradikale katalysiert. Die 

Porengröße der Gelmatrix ist abhängig von der Konzentration der Acrylamidmoleküle. Es 

werden in der Regel Gele mit einer Acrylamid-Konzentration zwischen 6-15% verwendet. 

Über das Trenngel (pH 8,8) wird ein weitporiges Sammelgel mit pH 6,8 gesetzt, um das 

zeitgleiche Einlaufen der Proteinsuspension in das Trenngel zu erreichen und somit eine 

präzisere Auftrennung der Proteinbanden zu erreichen. Die folgende Tabelle zeigt die 

Auftrennung der Proteine bei verschiedenen Acrylamid-Konzentrationen: 

 

 
Tabelle 2.4: Auftrennung der Proteine bei verschiedenen Acrylamid-Konzentrationen: 

Proteingröße [kDa] Acrylamid-Konzentration [% (w/v)] 

12-43 15 

16-68 10 

36-94 7,5 

57-212 5 
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2.10.2 Immunologischer Nachweis (Western-Blot) 

 

Der Western-Blot 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. In dieser Arbeit 

wurden ein diskontinuierliches Puffersystem und als Nachweis HRP-gekoppelte 

Sekundärantikörper verwendet. 

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 h ein Strom von 60 mA angelegt. 

Das Gel wurde nach dem Blotten in PonceauS-Lösung gefärbt, um sicherzustellen, dass 

die Proteinbanden vollständig auf die Nitrozellulosemembran übertragen wurden. Die 

Membran wurde zur Absättigung in 5% (w/v) fettfreiem Milchpulver/TBST für 1 h 

geschüttelt. Anschließend wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper 

(Verdünnung: 1/1000 (v/v) in TBST mit 1% (w/v) fettfreiem Milchpulver) inkubiert und 

anschließend viermal für je 15 min mit TBST gewaschen. Es folgte eine 2-stündige 

Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper (Verdünnung: 1/20.000 (v/v) in 

TBST) und erneutes Waschen für 1 h. 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 mehrere Minuten exponiert und anschließend in der Dunkelkammer entwickelt und 

fixiert. Die Proben wurden für den Western Blot in einer Gesamtkonzentration bis zu 20 µg 

eingesetzt. Densitometrische Analysen der Western Blots wurden mit Hilfe einer Scion Image 

Software durchgeführt. 
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2.10.3 Immunzytochemie 

 

Mit Hilfe dieser Methode konnten das in Myofibroblasten exprimierte Protein αSMA und 

Smad2 durch fluoreszierende sekundäre Antikörper sichtbar gemacht werden. 

Die Zellen, die auf Glasplättchen kultiviert wurden, wurden zweimal mit kaltem PBS 

gewaschen und für 5 min mit kaltem Methanol (-20°C) fixiert. Anschließend wurde das 

Methanol entfernt und die Zellen weitere zwei Mal 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 das αSMA-Protein und mit Alexa 488-gekoppelten 

IgG-Sekundärantikörpern anti-Rabbit (Verdünnung: 1:1000 (v/v) in TBST) für das Smad2-

Protein für 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde erneut viermal je 15 min 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. 

 

2.10.4 Zytokin-Antikörper Array 

 

Die Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren von (Myo-)Fibroblasten nach 

Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 konnte mit Hilfe des Zytokin-Antikörper Arrays 

nachgewiesen werden. 

Der humane Zytokin Array wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt: Die 

Membranen mit den darauf befindlichen Zytokin-Antikörpern wurden zunächst mit 

Blockierlösung blockiert und anschließend mit je 1 ml CMHDF und CMMF für 2 h bei RT 

inkubiert. Nachdem die Membranen zweimal mit PBS-T gewaschen wurden, wurden diese für 

weitere 2 h mit einem Cocktail aus primären Biotin-konjugierten Antikörpern bei RT 

behandelt. Anschließend wurden die Membranen mit je 2 ml Horseradish-Peroxidase-

konjugiertem Streptavidin-Antikörper für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 

Inkubation wurden die Membranen mit den Nachweisreagenzien (Luminol-Lösung, 
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Verstärker-Lösung; Pierce Biotechnology, Rockford IL) inkubiert. Die Membranen wurden in 

Folie eingeschweißt und mit einem Bio-Max-Light-Film in einer Filmkassette platziert. Der 

Film wurde über mehrere Minuten exponiert und anschließend in der Dunkelkammer 

entwickelt und fixiert. 

 

 

2.10.5 Enzyme-linked immuno assay (ELISA) 

 

Es wurde die ELISA-Methode für die Wachstumsfaktoren VEGF, HGF und IL-6 nach 

Anweisungen des Herstellers durchgeführt. 96-well Platten wurden mit Capture-Antikörper 

beschichtet, indem für eine Platte 50 µl des Antikörpers in 10 ml PBS aufgenommen wurden. 

Es wurden je 100 µl/well aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem 

Waschen mit PBS-T wurden die Wells mit 250 µl einer 5% (w/v) BSA/PBS Lösung für 2 h 

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 Antikörper (100 µl) für 1 h 

bei RT inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T folgte eine Behandlung mit 500 µl 

eines HRP-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 100 µl 

einer 3,3,5,5, tetramethylbenzidine (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 Plate Reader gemessen, wobei der 

Refenzfilter auf 650 nm eingestellt wurde. Die Konzentration der Wachstumsfaktoren konnte 

anhand des Standards mit Hilfe einer Graph Pad software (San Diego, CA) berechnet werden. 

 

 

2.10.6 Lipidperoxidationsassay 

 

Mit Hilfe dieses Assays konnte die Zunahme von Lipidhydroperoxiden innerhalb der Zelle 

nach Behandlung mit rTGFβ1 gemessen werden. Die Isolierung und Messung der 

Lipidhydroperoxide aus Fibroblasten wurde unter Verwendung des Lipid Hydroperoxide 

(LPO) Assay Kit (Cayman Chemicals, Grünberg) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Dazu wurden HDF auf Zellkulturplatten mit einem Durchmesser von 10 cm ausgesät. Das 

Experiment wurde mit subkonfluenten (ca. 80%) Zellen durchgeführt. Die Lyse der Zellen 



  Material und Methoden 
 

 51

erfolgte mit 500 µl dH2O (+50 µM BHT). Zu dem Lysat wurden anschließend 500 µl Extract 

R hinzugefügt und kurz gevortext. Weiter wurde 1 ml kaltes Chloroform dazugegeben und 

gevortext. Das Gemisch wurde dann 5 min mit 1500 x g bei 0°C zentrifugiert. Es bildeten sich 

drei Phasen, wobei für die weitere Extraktion nur die untere Chloroform-Phase verwendet 

wurde. Zu 500 µl der unteren Phase wurden 450 µl eines Chloroform/Methanol-Gemisches 

(2:1) pipettiert. Im nächsten Schritt wurde das Chromophor vorbereitet, indem FTS-Reagent 1 

und FTS-Reagent 2 im Verhältnis 1:1 vermischt wurden. 50 µl dieses Chromophors wurden 

dann zu den Proben dazugegeben und gevortext. Das fertige Gemisch aus Chromophor und 

Proben wurde anschließend 5 min bei RT inkubiert. Es bildete sich eine rote Lösung, dessen 

Absorption bei 500 nm aufgenommen wurde. Neben den Lipidhydroperoxiden wurden auch 

die konjugierten Diene bei 234 nm photometrisch gemessen, die aus der Chloroformphase 

extrahiert werden konnten. Die Menge der konjugierten Diene konnte mit Hilfe des 

Extinktionskoeffizienten berechnet werden (ε234 = 29,5 M-1 cm-1). 

Zu jedem Experiment wurde zusätzlich eine Standardmessung durchgeführt. Um 

verschiedene Konzentrationen für den Standard zu erhalten, wurde die Stammlösung mit dem 

Chloroform/Methanol wie folgt verdünnt: 

 
Tabelle 2.5 Zusammensetzung des Hydroperoxid (HP)-Standards. Die Endkonzentration ist in nmol/ml 

angegeben: 

 HP Standard 

(µl) 

CH-CH3OH 

(µl) 

Endkonzentration 

HP (nmol) 

A 0 950 0 

B 10 940 0,5 

C 20 930 1,0 

D 30 920 1,5 

E 40 910 2,0 

F 60 890 3,0 

G 80 870 4,0 

H 100 850 5,0 

 

In Diagramm 1 ist ein Beispiel für den HP-Standard dargestellt, mit dem der 

Lipidhydroperoxidgehalt der Proben berechnet werden konnte. 
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Diagramm 2.1: Graphische Darstellung eines HP-Standards zur Berechnung des Lipidhydroperoxidgehalts einer 

Probe 

 

 

2.10.7 NADH-Oxidase Aktivitätsmessung 

 

Um zu untersuchen, ob die NADH-Oxidase nach Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 in 

die intrazelluläre Signalkaskade involviert ist, wurde eine Aktivitätsmessung durchgeführt. 

Dafür wurden subkonfluente Monolayer-Kulturen von Hautfibroblasten mit 1 mM Apocynin 

für 2 h in konditioniertem Firboblasten-Medium (CMHDF) vorinkubiert. Die Fibroblasten 

wurden mit HBSS gewaschen und anschließend für 15 min mit rekombinantem TGFβ1 (10 

ng/ml) oder 1,5 µM TPA als Positivkontrolle in CMHDF behandelt. Die Fibroblasten wurden 

erneut mit HBSS gewaschen und danach mit 250 µM NADH in 1 ml HBSS für 5 min 

inkubiert. Die Überstände wurden gesammelt und die Abnahme des NADH aus dem 

Überstand bei 340 nm gemessen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten für NADH (ε340 = 

6200 M-1 cm-1) konnte die durch die behandelten Zellen verbrauchte Menge an NADH 

berechnet werden. 
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2.10.8 Immunologischer Nachweis Oxidierter Proteine (OxyBlot)  

 

Dermale Fibroblasten wurden bis zur Subkonfluenz (ca. 70%) in 3,5 cm Zellkulturschalen 

kultiviert. Die Fibroblasten wurden für 4, 8, 12, 24 und 48 h mit 10 ng/ml rekombinantem 

TGFβ1 behandelt. Als technische Positivkontrolle wurden Fibroblasten mit 250 µM H2O2 für 

45 min behandelt. Anschließend wurden die Zellen in Lysepuffer aufgenommen und oxidierte 

Proteine mit Hilfe des OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit (Chemicon,USA) 

nachgewiesen. Die Methode wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Zunächst 

wurden 5 µl des Lysats mit 5 µl 12%-iger SDS-Lösung vermischt, um eine Endkonzentration 

von 6% SDS zu gewährleisten. Zu der Probe wurden anschließend 10 µl 1x 2,4-

Dinitrophenylhydrazin-Lösung (DNPH) hinzupipettiert und für 15 min bei RT und im 

Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden 7,5 µl Neutralisations-Lösung hinzugegeben, 

um die Derivatisierung zu stoppen. Die derivatisierten Proben wurden anschließend auf ein 

10%-iges 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 

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. 

 

 

2.10.9 Aufreinigung oxidierter Proteine für die zwei-dimensionale Gelelektrophorese 

 

Für die zwei-dimensionale Gelelektrophorese oxidierter Proteine wurden dermale 

Fibroblasten auf 6,5 cm Zellkulturschalen gesät und bis zur Subkonfluenz (ca.70%) in 

DMEM mit 10% FCS kultiviert. Die Zellen wurden entweder für 4 h mit 5 mM NAC, für 2 h 

mit 1 mM Apocynin, für 24 h mit 0,5 µM Na2SeO3 oder für 24 h mit 50 µM Trolox 

vorinkubiert und anschließend mit 10 ng/ml rTGFβ1 behandelt oder ohne Vorbehandlung 
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direkt mit 10 ng/ml rTGFβ1 behandelt. Die Behandlung mit rTGFβ1 erfolgte über 12 h. Die 

behandelten Fibroblasten wurden in 100 µl 0,5% CHAPS mit 50 mM DTT lysiert. Das DTT 

wurde eingesetzt, um die Oxidation von Proteinen nach der Lyse zu verhindern. 100 µl der 

Probe wurden zunächst mit 100 µl einer 12%-igen CHAPS-Lösung gemischt. Dazu wurden 

200 µl DNPH-Lösung hinzupipettiert und für 30 min im Dunkeln bei RT derivatisiert. Die 

Derivatisierung wurde mit einer Tris-Lösung neutralisiert, bis eine Orangefärbung eintrat. 

Anschließend wurden zu der Probe 2 Volumen einer 20%-igen Trichloressigsäure-Lösung 

(TCA) hinzugefügt, um die in der Probe befindlichen Proteine zu fällen. Eine Proteinfällung 

ist notwendig, da die Probe für die nachfolgende Isoelektrofokussierung möglichst salzfrei 

sein muss. Die Proteine wurden über Nacht bei -80°C gefällt und für 45 min bei 14.000 rpm 

bei 4°C herunterzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Proteinpellet mit 10-

fachem Volumen des Pellets in eiskaltem Aceton aufgenommen und für 30 min bei 14.000 

rpm bei 4°C herunterzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, um 

überschüssiges TCA aus der Probe heraus zu waschen. Nach dem zweiten Waschvorgang 

wurde das Proteinpellet nach Zentrifugation getrocknet, um verbliebenes Aceton zu entfernen. 

Das trockene Pellet wurde anschließend in 200 µl Rehydrierungspuffer aufgenommen. 

Die Probe wurde für 3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, um Schwebstoffe zu entfernen. Der 

Überstand wurde abgenommen und für die Rehydrierung des ReadyStrip IPG Strip (11 cm, 

pH 4-7, BioRad) in ein Rehydrierungsgefäß überführt. Ein ReadyStrip IPG Strip wurde mit 

der Gelseite nach unten in die Probe platziert. Darüber wurden 2 ml Mineralöl (BioRad) 

luftblasenfrei pipettiert, um eine Austrocknung des ReadyStrip IPG Strips während der 

Rehydrierungsphase zu verhindern. Die Rehydrierung erfolgte über Nacht bei 20°C. Der mit 

der Probe gequollene ReadyStrip IPG Strip konnte anschließend für die 

Isoelektrofokussierung eingesetzt werden. 

 

 

2.10.10 Isoelektrofokussierung (IEF) 

 

Bei der Isoelektrofokussierung werden Proteine nach ihrem relativen Gehalt an sauren und 

basischen Aminosäureresten, d.h. ihrem Isolelektrischen Punkt (pI) aufgetrennt. Legt man an 

den pH-Gradienten des mit Proteinen beladenen Isoelektrofokussierungsgels ein elektrisches 

Feld an, wandern die Proteine zu einer der beiden Elektroden, wobei sie verschiedene 

Bereiche des pH-Gradienten durchlaufen. Wird genau der pH-Wert erreicht, der dem 
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isoelektrischen Punkt des Proteins entspricht, so sind keine nach außen wirkenden Ladungen 

mehr vorhanden, sodass das Protein nicht mehr wandert. 

Die mit der Probe rehydrierten ReadyStrip IPG Strips (11 cm, pH 4-7, BioRad) wurden in 

ein sauberes Bio-Rad PROTEAN® IEF Tray (Gefäß) überführt, wobei zuvor auf die 

Elektroden der IEF-Vorrichtung so genannte Papier-Wicks platziert und mit 8 µl dH2O 

befeuchtet wurden. Die Papier-Wicks nehmen Salze oder andere nicht-amphotere 

Bestandteile der Probe, die eine korrekte IEF verhindern würden, auf. Abschließend wurden 

die ReadyStrip IPG Strips mit 2 ml Mineralöl luftblasenfrei überschichtet, um eine 

Austrocknung der Strips zu verhindern.  

 

Die IEF wurde wie in Tabelle 2.6 gezeigt durchgeführt: 

 

 
Tabelle 2.6: Isoelektrofokussierung eines 11 cm ReadyStrip IPG Strips in den pH-Bereichen 4-7 

Volt Zeit (h) Volt-Stunden Spannungsanstieg 

250 1 - Linear 

8000 2,5 - Linear 

8000 - 20.000 Rapide 

- 5,3 ~ 30.000  

 

 

Nach der IEF wurden die ReadyStrip IPG Strips zunächst für 15 min mit 

Equilibrierungspuffer I und anschließend für 15 min mit Equilibrierungspuffer II bei RT 

inkubiert. 

Während der Equilibrierung wird der ReadyStrip IPG Strip mit den Proteinen mit DTT 

zur Beseitigung von Disulfidbrücken reduziert und mit SDS beladen. SDS ist ein negativ 

geladenes Detergenz, dass mit seiner aliphatischen Seitenkette die Proteine bindet und sich 

mit seiner negativ geladenen Seitenkette von benachbarten negativ geladenen SDS Molekülen 

abstößt, was zu einer völligen Linearisierung der Proteinmoleküle führt. Nach der 

Equilibrierung können die in den ReadyStrip IPG Strips befindlichen Proteine in der zweiten 

Dimension (SDS-PAGE) aufgetrennt werden. 

 

 

 



  Material und Methoden 
 

 56

2.11 Statistik 

 

Für die statistische Analyse der Signifikanz in densitometrischen Auswertungen wurden 

nicht-parametrische Tests wie der Mann-Whitney-Test und der ANOVA Dunnett´s Test 

durchgeführt. Vor der Studie wurden *P < 0,05, **P < 0,01 und ***P < 0,001 als Maß für die 

Signifikanz festgelegt. *P > 0,05 deutete auf keine Signifikanz hin. 
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3. Ergebnisse 

 

In dieser Arbeit wurden Effekte von Plattenepithelkarzinomzellen auf humane dermale 

Fibroblasten untersucht. Für die Experimente wurden die Hautfibroblasten mit Überständen 

von SCL-1-Zellen oder mit dem darin enthaltenen Wachstumsfaktor TGFβ1 behandelt. 

Zusätzlich wurde sowohl mit Kokulturen der beiden Zelltypen als auch mit Dermis- und 

Hautäquivalenten gearbeitet. Es wurde der Einfluss von TGFβ1 auf die intrazelluläre, reaktive 

Sauerstoffspezies(ROS)-abhängige Signalkaskade während der Transdifferenzierung von 

dermalen Fibroblasten zu Myofibroblasten und deren Beteiligung an der Invasion von 

Tumorzellen untersucht. 

 

 

3.1 TGFβ1-induzierte Transdifferenzierung von humanen dermalen Fibroblasten zu 

Myofibroblasten 

 

Es wurde die Tumorzell- und die TGFβ1-induzierte αSMA-Expression in einem in-vitro 

Zellkulturmodell humaner dermaler Fibroblasten (HDF) mit Plattenepithelkarzinomzellen 

(SCL-1) untersucht. Dafür wurden Fibroblasten-Monolayerkulturen zur Kontrolle in 

konditioniertem Medium von Fibroblasten (CMHDF) für fünf Tage kultiviert. Diese Kulturen 

zeigten vereinzelt Myofibroblasten (Abbildung 3.1). Die Zellen der Kokultur-Experimente 

(KokulturHDF,SCL) wurden im Verhältnis 2:1 (Fibroblasten: SCL-1 Zellen) in serumhaltigen 

Medium eingesät. Nachdem die Zellen nach 12 bis 24 h adhärierten, wurde das serumhaltige 

Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Nach fünf Tagen erhöhte sich die Anzahl 

der Myofibroblasten in der Kokultur um ca. 75-90%. Es zeigte sich ebenfalls ein signifikanter 

Anstieg αSMA-positiver Zellen in Monolayerkulturen von Fibroblasten, die für 48 h mit 10 

ng/ml rekombinantem TGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF,TGF) oder 

konditioniertem Medium von SCL-1-Zellen (CMSCL) behandelt wurden. Durch die 

Behandlung der Hautfibroblasten mit CMSCL plus 5µg/ml neutralisierendem Antikörper gegen 

TGFβ1 wurde die TGFβ1 induzierte αSMA-Expression bis zu 80% unterbunden. 
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Abbildung 3.1: TGFβ1-induzierte Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Subkonfluente 

humane dermale Fibroblasten (HDF) wurden in konditioniertem Kontroll-Medium (CMHDF) kultiviert, mit 10 

ng/ml rTGFβ1 in CMHDF (CMHDF,TGF), mit konditioniertem Medium von SCL-1-Zellen (CMSCL) und mit 

konditioniertem Medium von SCL-1-Zellen mit 5 µg neutralisierendem Antikörper gegen TGFβ1 (CMSCL,anti TGF) 

für 48 h behandelt und anschließend gegen das Protein αSMA gefärbt. Zusätzlich wurden Kokulturen von HDFs 

und SCL-1-Zellen über 5 Tage kultiviert und anschließend im Durchlicht fotografiert (Kokultur) oder gegen 

αSMA gefärbt (KokulturHDF,SCL). Die gestrichelte weiße Linie umrahmt ein Tumorzell-Cluster, die weißen Pfeile 

zeigen die Kerne der Tumorzellen. 

 

 

Um zu zeigen, dass die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten TGFβ1-

abhängig ist, wurde der αSMA-Proteingehalt nach rTGFβ1-Zugabe und der Behandlung mit 

konditioniertem Medium von SCL-1 Zellen (CMSCL) nach 48 h mit Hilfe der Western Blot-

Analyse untersucht (Abbildung 3.2). 
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Abbildung 3.2: TGFβ1 induzierte αSMA-Expression humaner dermaler Fibroblasten. Subkonfluente HDFs 

wurden entweder mit 10 ng/ml rTGFβ1 in CMHDF oder mit konditioniertem Medium von SCL-1-Zellen (CMSCL) 

für jeweils 48 h behandelt. Der αSMA-Proteingehalt wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht (αSMA 42 

kDa). Die densitometrische Analyse zeigt die x-fache Zunahme des Proteingehaltes im Gegensatz zu den 

Kontrollen (CMHDF), die auf 1,0 gesetzt wurden. Die Analyse repräsentiert die Ergebnisse aus drei unabhängig 

voneinander durchgeführten Experimenten. 

 

 

Die Behandlung der Hautfibroblasten mit rekombinantem TGFβ1 führte zu einer 7,5-fachen 

Zunahme des αSMA-Proteingehaltes nach 48 h im Gegensatz zu den unbehandelten 

Fibroblasten. Die Inkubation mit konditionierten SCL-1-Zellüberständen (CMSCL) führte zu 

einem 4-fachen Anstieg der αSMA-Expression (Abbildung 3.2). Auch nach 24 h wurde 

bereits eine 2-fache Erhöhung der αSMA-Expression beobachtet (Daten hier nicht 

aufgeführt). Für die weiteren Experimente wurde der 48 h Zeitwert gewählt, um 

sicherzustellen, dass nahezu alle Zellen αSMA-positiv waren. 

 

Um die Modulation des αSMA mRNA-Gehaltes von dermalen Fibroblasten nach Stimulation 

mit rekombinantem TGFβ1 herauszuarbeiten, wurde die RT-PCR-Methode eingesetzt. Dafür 

wurden subkonfluente HDF-Monolayerkulturen mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem 

Fibroblasten-Überstand (CMHDF) für 3, 6, 12 und 24 h inkubiert. 
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Abbildung 3.3: Modulation des αSMA mRNA-Gehaltes nach Stimulation subkonfluenter HDF mit 10 ng/ml 

rTGFβ1 für 3, 6, 12 und 24 h. Die humane Sequenz für αSMA liegt, vom Transkriptionsstartpunkt aus, zwischen 

den Basenpaaren 922-1277. Die Abbildung zeigt das Ethidiumbromid-gefärbte Agarosegel einer RT-PCR-

Reaktion. 

 

 

Die Behandlung mit rekombinantem TGFβ1 führte zu einer Erhöhung des αSMA mRNA-

Gehaltes um 50% nach 12 h im Gegensatz zu den unbehandelten Kontroll-Zellen (0 h) und 

den Hautfibroblasten, die über 3 oder 6 h behandelt wurden. 24 h nach rTGFβ1-Stimulus 

erhöhte sich der αSMA mRNA-Gehalt auf 80% verglichen mit der Kontrolle. 

Dieses Ergebnis zeigte, dass der Wachstumsfaktor TGFβ1 aus den SCL1-Zellüberständen 

eine maßgebliche Rolle während der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten spielt. Deshalb wurde in den folgenden Experimenten die diesem Ereignis 

zugrunde liegende Signalkaskade mit rekombinantem TGFβ1 untersucht. 

 

 

3.2 Reaktive Sauerstoffspezies als Vermittler der TGFβ1-induzierten 

Transdifferenzierung 

 

TGFβ1 und Überstände von SCL-1-Zellen generieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in 

humanen dermalen Fibroblasten [Stuhlmann et al., 2004]. Um zu untersuchen, ob ROS in den 

Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten zu Myofibroblasten durch TGFβ1 involviert 

sind, wurden die Antioxidantien N-Acetylcystein (NAC) und Selenit (Na2SeO3) für die 

folgenden Experimente eingesetzt. 
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Abbildung 3.4: TGFβ1 induzierte Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten nach Behandlung 

der HDF mit Antioxidantien. Subkonfluente humane dermale Fibroblasten (HDF) wurden in konditioniertem 

Kontroll-Medium (CMHDF) kultiviert, mit 10 ng/ml rTGFβ1 in CMHDF (CMHDF,TGF), mit 5 mM NAC in CMHDF 

für 4 h vor Behandlung mit 10 ng/ ml rTGFβ1 (CMHDF,TGF,NAC) und mit 0,5 µM Na2SeO3 in CMHDF für 24 h vor 

Behandlung mit 10 ng/ ml rTGFβ1 (CMHDF,TGF,Selenit) vorinkubiert und anschließend gegen das Protein αSMA 

gefärbt. 

 

Nach 48-stündiger Behandlung der Hautfibroblasten mit rTGFβ1 (CMHDF,TGF) erhöhte sich 

die Anzahl αSMA-positiver Zellen signifikant im Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten 

(CMHDF). Sowohl N-Acetylcystein als auch Selenit erniedrigten die αSMA-Expression der 

Fibroblasten signifikant um etwa 50 – 80% (CM,HDF,TGF,NAC, CMHDF,TGF,Selenit). 

 

Die Verringerung der αSMA-Expression wurde in der Western Blot-Analyse bestätigt. Nach 

Behandlung mit rTGFβ1 kam es im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten zu einem 

signifikanten Anstieg der αSMA-Expression nach 48 h (Abbildung 3.5). Im Gegensatz dazu 

verhinderte NAC die Expression des αSMA-Proteins nach rTGFβ1-Behandlung. Selenit 

erniedrigte den Gehalt an αSMA-Protein signifikant um das 10-fache im Vergleich zu den 

Fibroblasten, die ausschließlich mit dem Wachstumsfaktor behandelt wurden. Fibroblasten, 

die zur Kontrolle ausschließlich mit den Antioxidantien behandelt wurden, zeigten wie die 

unbehandelten Zellen nur geringe αSMA-Expression. 
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Abbildung 3.5: Antioxidantien (NAC, Na2SeO3) vermindern die TGFβ1-induzierte αSMA-Expression. (A) 

Subkonfluente HDFs wurden mit 5 mM NAC für 4 h und (B) mit 0,5 µM Na2SeO3 für 24 h in serumfreien 

Medium vorinkubiert. Das antioxidantienhaltige Medium wurde gegen konditioniertes Fibroblasten-Medium 

(CMHDF) mit 10 ng/ml rTGFβ1 ausgetauscht und die Zellen für weitere 48 h inkubiert. Der αSMA-Gehalt der 

behandelten Zellen wurde mit der Western Blot-Analyse untersucht und densitometrisch analysiert (αSMA 42 

kDa). Es wurden je drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt. 

 

 

 

Der Effekt von N-Acetylcystein (NAC) und Selenit (Na2SeO3) wurde auch auf die Expression 

der αSMA-mRNA untersucht. Der Zeitpunkt der Untersuchung wurde aufgrund des 

Ergebnisses der Zeitanalyse der αSMA-mRNA (Abbildung 3.6) auf 12 h nach Behandlung 

mit TGFβ1 festgelegt. Das ´housekeeping´-Gen HPRT (Hypoxanthin-Guanin-

Phosphoribosyl-Transferase) diente als Ladekontrolle. 

Zwölf Stunden nach TGF1-Behandlung erhöhte sich die αSMA mRNA-Menge im 

Vergleich zu der mRNA-Menge unbehandelter Zellen signifikant. Sowohl die Zugabe von 

NAC als auch die Zugabe von Selenit hatten keinen Einfluss auf die αSMA-mRNA-

Expression. 
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Abbildung 3.6: Modulation des αSMA mRNA-Gehaltes nach Stimulation subkonfluenter HDF mit 10 ng/ml 

rTGFβ1 für 12 h. Die Zellen wurden entweder mit 5 mM NAC für 4 h oder mit 0,5 µM Na2SeO3 für 24 h 

vorinkubiert. Die Inkubation mit rTGFβ1 erfolgte ohne Antioxidantien. Zur Kontrolle der Ladung wurde die 

HPRT-mRNA aus derselben Probe amplifiziert und aufgetragen. Die humane Sequenz für αSMA liegt, vom 

Transkriptionsstartpunkt aus, zwischen den Basenpaaren 922-1277. Die Abbildung zeigt das Ethidiumbromid-

gefärbte Agarosegel einer RT-PCR-Reaktion. 

 

 

Es konnte mittels Selenoprotein P (SeP) KO-Mäusen gezeigt werden, dass SeP als 

Transporter von Selen fungiert [Hill et al., 2003; Schomburg et al., 2003]. Da Selen zu einer 

signifikanten Erniedrigung der αSMA-Expression führte, das heißt eine Transdifferenzierung 

des Fibroblasten zum Myofibroblasten verhindern konnte, wurde der Effekt von 

Selenoprotein P auf die Wachstumsfaktor-vermittelte Transdifferenzierung von Fibroblasten 

untersucht. 
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Abbildung 3.7: Selenoprotein P vermindert die αSMA-Expression in HDF. Subkonfluente HDFs wurden in 

konditioniertem HDF-Medium (CMHDF) entweder mit 0,6 nM SeP für 48 h vor Zugabe von 10 ng/ml rTGFβ1 für 

weitere 48 h vorinkubiert oder mit SeP über 96 h zusammen mit rTGFβ1 behandelt. Die αSMA-Expression 

wurde mit Hilfe der Western Blot-Analyse untersucht (αSMA 42 kDa) und die prozentuale Abnahme der 

Expression mittels densitometrischer Analyse ermittelt, wobei die mit ausschließlich rTGFβ1-behandelten 

Fibroblasten auf 100 % festgelegt wurden. 

 

 

Die Hautfibroblasten wurden entweder mit SeP für 48 h vorinkubiert und anschließend mit 

rTGFβ1 für weitere 48 h behandelt oder SeP wurde für 48 h vorinkubiert und rTGFβ1 wurde 

in das SeP-haltige Medium für weitere 48 h hinzugefügt, so dass die Fibroblasten über 

insgesamt 96 h mit dem SeP inkubiert wurden. 

Fibroblasten, die mit rTGFβ1 inkubiert wurden, zeigten im Gegensatz zu unbehandelten 

Fibroblasten einen signifikanten Anstieg der αSMA-Expression nach 48 h, wobei die 

ausschließlich mit Selenoprotein P inkubierten Fibroblasten kein αSMA aufwiesen 

(Abbildung 3.7). Die Vorinkubation der Hautfibroblasten mit Selenoprotein P führte zu einer 

45%-igen Erniedrigung der αSMA-Expression nach rTGFβ1-Stimulus. Die αSMA-

Expression konnte um mehr als 50 % verhindert werden, wenn das Selenoprotein über die 

gesamte Behandlungsdauer von 96 h im Medium gegenwärtig war. 
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Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit und anderer Gruppen [Meewes et al., 2001] lassen 

den Entschluss zu, dass eine Selensupplementierung über die Aktivierung von selenhaltigen 

Enzymen zu einer antioxidativen Antwort führt. Um die Rolle der Selenenzyme während der 

Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten durch TGFβ1 zu analysieren, 

wurde der Effekt von Selenit auf den Proteingehalt der cytosolischen Glutathion-Peroxidase 

(cGPx) untersucht, da die cGPx im Gegensatz zu anderen antioxidativen Enzymen eine 

übergeordnete Rolle spielt [Steinbrenner et al., 2006]. 
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Abbildung 3.8: Selenit erhöht die cGPx1-Expression in HDF. (A) Subkonfluente HDF wurden mit 0,5 µM 

Na2SeO3 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) für 24 h inkubiert und anschließend der cGPx1-

Gehalt der Zellen mittels Western Blot-Analyse untersucht (cGPx1 28 kDa). α-Tubulin wurde als Ladekontrolle 

analysiert (α-Tubulin 55 kDa). (B) Subkonfluente HDF wurden mit 0,5 µM Na2SeO3 und mit verschiedenen 

Konzentrationen des cGPx-Inhibitors Mercaptosuccinat in konditioniertem Fibroblasten-Medium für 48 h 

inkubiert. Die αSMA-Expression der Zellen wurde untersucht (αSMA 42 kDa). Es wurden je drei voneinander 

unabhängige Experimente durchgeführt. 
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Die Inkubation mit Selenit führte zu einer 2-3-fach höheren Expression der cytosolischen 

Glutathion-Peroxidase (cGPx) verglichen zu der cGPx-Expression unbehandelter Fibroblasten 

(Abbildung 3.8, A). Auch die Fibroblasten, die mit rTGFβ1 behandelt wurden, wiesen eine 

höhere cGPx-Expression auf. Zur Kontrolle der korrekten Ladung des Proteins wurde das 

Protein α-Tubulin in demselben Experiment untersucht. 

Um die Involvierung der cGPx in den Transdifferenzierungsprozess der Fibroblasten zu 

bestätigen, wurden Fibroblasten zusätzlich zu Selenit mit dem GPx-Inhibitor 

Mercaptosuccinat behandelt und die αSMA-Expression untersucht. Mercaptosuccinat 

verhinderte die Selenit-vermittelte Erniedrigung der αSMA-Expression (Abbildung 3.8, B). 

Der αSMA-Gehalt ist mit dem Gehalt der Fibroblasten, die mit rTGFβ1 behandelt wurden 

vergleichbar. 

 

Die Ergebnisse aus Abbildung 3.8 deuteten darauf hin, dass die cGPx in den ROS-abhängigen 

Transdifferenzierungsprozess von Fibroblasten zu Myofibroblasten involviert ist. Um diese 

Vermutung zu unterstützen, wurde auch der Effekt von Ebselen [2-phenyl-1,2-

benzisoselenazol-3(2H)-one] auf die αSMA-Expression untersucht. Bei Ebselen handelt es 

sich um eine zellgängige selenoorganische Verbindung mit Glutathionperoxidase-Aktivität 

[Müller et al., 1984; Sies, 1993]. 
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Abbildung 3.9: Ebselen vermindert die αSMA-Expression nach TGFβ1-Stimulus. HDFs wurden mit 5 µM 

Ebselen für 24 h vorinkubiert. Das Ebselen-haltige Medium wurde gegen konditioniertes Fibroblasten-Medium 

mit 10 ng/ml rTGFβ1 ausgetauscht und die HDF für weitere 48 h inkubiert. Als Ladekontrolle wurde α-Tubulin 

untersucht  (α-Tubulin 55 kDa). Es wurden drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt. 

 

 

Die TGFβ1-vermittelte αSMA-Expression der Fibroblasten, die mit Ebselen vorbehandelt 

wurden, war um etwa 50-60% vermindert im Vergleich zu Fibroblasten, die ausschließlich 
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mit rTGFβ1 behandelt wurden (Abbildung 3.9). Fibroblasten, die zur Kontrolle nur mit 

Ebselen behandelt wurden oder nur mit konditioniertem Fibroblasten-Medium, zeigten keine 

αSMA-Expression. Dieses Experiment bestätigt den Schutz der ROS-vermittelten 

Transdifferenzierung von Fibroblasten durch die cGPx. 

 

 

3.3 TGFβ1 induziert die Bildung von Lipidhydroperoxiden 

 

Um die durch TGFβ1 generierten ROS-Typen zu charakterisieren, wurden die 

Hautfibroblasten mit Trolox, einem zellgängigen, wasserlöslichen Vitamin E-Derivat, 

behandelt. Trolox verhindert die ROS-abhängige Bildung von Lipidhydroperoxiden in der 

Zelle. 

Die Bildung von Lipidhydroperoxiden durch TGFβ1 wurde analysiert, indem 

subkonfluente Fibroblasten mit Trolox vorbehandelt und der αSMA-Status dieser Zellen nach 

TGFβ1-Stimulus untersucht wurde. 
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Abbildung 3.10: Trolox erniedrigt die TGFβ1-bedingte Transdifferenzierung von Fibroblasten. Der αSMA-

Gehalt von HDFs, die mit 50 µM Trolox für 24 h in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) und 

anschließend mit 10 ng/ml rTGFβ1 für weitere 48 h behandelt wurden, wurde mittels Western Blot-Analyse 

untersucht (αSMA 42 kDa). Eine densitometrische Analyse wurde zur quantitativen Auswertung durchgeführt. 

Dabei wurde die x-fache Zunahme der αSMA-Expression ausgewertet. 
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Trolox verringerte die αSMA-Expression der mit rTGFβ1-behandelten Fibroblasten um etwa 

50% im Vergleich zu den ausschließlich mit rTGFβ1-behandelten Fibroblasten (Abbildung 

3.10). Ausschließlich mit Trolox-behandelte Fibroblasten zeigten, wie die unbehandelten 

Zellen, keine αSMA-Expression. 

Die Beteiligung der Lipidhydroperoxide an der Initiation der Transdifferenzierung von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten wurde mit einer direkten Messung von Lipidhydroperoxiden 

(LOOH) und konjugierten Dienen bestätigt [Kostyuk et al., 2003]. 
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Abbildung 3.11: TGFβ1-induzierte Bildung von Lipidhydroperoxiden (LOOH). Gezeigt ist die Zeitverlauf-

Analyse der Bildung von LOOHs in HDF-Lysaten nach Stimulation mit 10 ng/ml rTGFβ1 für verschiedene 

Zeitpunkte. Als Positivkontrolle für die Messung wurden Fibroblasten, die mit FeSO4 und Asc2P für 120 min 

behandelt wurden, eingesetzt. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte aus vier unabhängig voneinander 

durchgeführten Experimenten. **P<0.01 gegen unbehandelte Kontrollen (ANOVA, Dunnett´s Test). 

 

Fibroblasten wurden über verschiedene Zeitpunkte mit rTGFβ1 behandelt. Ein signifikanter 

Anstieg der LOOH-Menge um etwa das 5-fache im Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten 

wurde bereits nach 5 und 30 min gemessen. Die höchste Menge an LOOHs wurde nach 60 

min gemessen, wobei der LOOH-Gehalt nach 120 min bis zu 240 min konstant hoch blieb 

(Abbildung 3.11). Als technische Kontrolle wurden die Fibroblasten mit einer Kombination 
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aus Eisen(II)-sulfat (FeSO4) und Ascorbinsäure-2-phosphat (Asc2P) für 120 min behandelt. 

Auch bei diesen Fibroblasten erhöhte sich die Menge an intrazellulären Lipidhydroperoxiden 

signifikant. 

Der Effekt von Antioxidantien auf die Bildung von Lipidhydroperoxiden wurde gemessen 

(Abbildung 3.12, A). Dafür wurden Fibroblasten mit NAC, Selenit oder Trolox vor der 

Behandlung mit TGFβ1 vorinkubiert. TGFβ1 erhöhte im Vergleich zu unbehandelten 

Fibroblasten die LOOH-Menge um etwa das 3-fache. Sowohl NAC, Selenit als auch Trolox 

verhinderten die Bildung von LOOHs vollständig. Auch die Fibroblasten, die ausschließlich 

mit den Antioxidantien behandelt wurden, wiesen keine LOOH-Bildung auf. Nach 

Behandlung der Fibroblasten mit rTGFβ1 für 2 h wurde eine Erhöhung der konjugierten 

Diene um etwa 80% im Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten gemessen (Abbildung 3.12, 

B). Die Antioxidantien NAC, Selenit und Trolox verhinderten die Bildung der konjugierten 

Diene vollständig. 
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Abbildung 3.12: Antioxidantien vermindern den TGFβ1-induzierten LOOH-Gehalt in Fibroblasten. (A) Bildung 

der LOOHs in HDF-Lysaten nach Vorinkubation der HDF mit 5 mM NAC für 4 h und 0,5 µM Na2SeO3 und 50 

µM Trolox für 24 h vor Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium für 1 h. (B) 

Bildung konjugierter Diene in HDF-Lysaten nach Vorinkubation mit 5 mM NAC für 4 h und 0,5 µM Na2SeO3 

und 50 µM Trolox für 24 h vor Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium 

(CMHDF) für 2 h. Es wurden drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt. (A) **P<0.01 gegen 

rTGFβ1-behandelte HDF (ANOVA, Dunnett´s Test). (B) *P<0.05 gegen rTGFβ1-behandelte HDF (ANOVA, 

Dunnett´s Test). 
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3.4 Der ROS-induzierte Signalweg ist unabhängig von der Smad2-Phosphorylierung 

 

Aufgrund der TGFβ1-vermittelten ROS-Generierung und der damit induzierten αSMA-

Expression, wurden potentielle Zielstrukturen von reaktiven Sauerstoffspezies während der 

TGFβ1-initiierten Signalkaskade untersucht. Da TGFβ1 eine Smad-abhängige Signalkaskade 

aktiviert [Heldin et al., 1997], wurde eine Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors während 

der Transdifferenzierung untersucht. 

 

Zunächst wurden Experimente mit spezifischer siRNA gegen Smad2 durchgeführt, um die 

zentrale Rolle des Smad2-Proteins während der TGFβ1-Signalkaskade und die αSMA-

Expression zu untersuchen. 
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Abbildung 3.13: siRNA gegen das Smad2 Protein und dessen Wirkung auf die αSMA-Expression nach 

Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF). HDFs wurden für 24 h mit 

0,75 µg siRNA in Transfektionsreagenz gegen Smad2 in serumfreien Medium behandelt. Das siRNA-haltige 

Medium wurde gegen konditioniertes Fibroblasten-Medium mit rTGFβ1 ausgetauscht. Nach 48 h wurde der 

αSMA-Gehalt der Zellen mittels Western Blot-Analyse untersucht (αSMA 42 kDa). Zur Kontrolle der 

spezifischen Bindung der siRNA gegen Smad2 wurden HDFs auch mit unspezifischer siRNA behandelt. 
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Eine Vorbehandlung der Fibroblasten mit siRNA gegen das Smad2-Protein führte zu einer 

verringerten αSMA-Expression nach TGFβ1-Stimulus im Vergleich zu dem αSMA-Gehalt 

der Fibroblasten, die ausschließlich mit rTGFβ1 behandelt wurden (Positivkontrolle). 

Fibroblasten, die zur Kontrolle mit unspezifisch bindender siRNA behandelt wurden zeigten 

wie die Positivkontrollen eine unveränderte αSMA-Expression. 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Transdifferenzierung der Fibroblasten zu 

Myofibroblasten Smad2-abhängig ist, wurde auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

untersucht. Dafür wurden Fibroblasten über verschiede Zeitpunkte mit rTGFβ1 behandelt, um 

anschließend die Smad2-Expression mittels Western Blot-Analyse zu analysieren. 
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Abbildung 3.14: Phosphorylierung von Smad2. Subkonfluente HDF wurden für 15 min mit 10 ng/ml rTGFβ1 in 

konditioniertem Fibroblasten-Medium behandelt. Das rTGFβ1-haltige Medium wurde gegen konditioniertes 

Fibroblasten-Medium ausgetauscht, die Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten lysiert und mit Hilfe der Western 

Blot-Analyse auf die Phosphorylierung des Smad2-Proteins (P-Smad2 60 kDa) untersucht. Die Daten wurden 

densitometrisch analysiert, wobei die prozentuale αSMA-Expression der rTGFβ1-behandelten Fibroblasten 

gegen unbehandelte Kontrollen untersucht wurde. 

 

 

Die Zeitverlauf-Analyse zeigte einen signifikanten Anstieg des Phospho-Smad2 (P-Smad2) 

um etwa 65% bereits 10 min nach Behandlung mit rTGFβ1 im Gegensatz zu unbehandelten 
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Fibroblasten (C) oder Fibroblasten, die 1 min mit rTGFβ1 inkubiert wurden. Die 

Phosphorylierung des Smad2-Proteins nahm nach 30-minütigem rTGFβ1-Stimulus um 80% 

im Vergleich zu den Kontrollen weiter zu. Sechs und 24 h nach Behandlung mit dem 

Wachstumsfaktor blieb das Phospho-Smad2-Protein signifikant um 65% erhöht. 

 

Um das Ergebnis der Western Blot-Analyse zu bestätigen, wurden Fibroblasten 

immunzytochemisch gegen das Smad2-Protein gefärbt. Es wurde die Kernlokalisation des 

Smad2 aufgrund seiner Phosphorylierung untersucht. 
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Abbildung 3.15: Immunzytochemischer Nachweis der Kernlokalisation des Smad2-Transkriptionsfaktors nach 

rTGFβ1-Stimulus. Subkonfluente Fibroblasten wurden für 15 min mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem 

Fibroblasten-Medium (CMHDF) behandelt. Das Behandlungsmedium wurde gegen CMHDF ausgetauscht und die 

Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten immunzytochemisch gegen das Smad2-Protein gefärbt.  

 

 

Bereits 10 min nach rTGFβ1-Behandlung der Hautfibroblasten (CMHDF,TGF 10 min) war eine 

Kernlokalisation des Smad2-Transkriptionsfaktors der TGFβ1-Signalkaskade zu erkennen 

(Abbildung 3.15). Das Smad2-Protein befand sich bei unbehandelten Fibroblasten (CMHDF) 

ausschließlich im Cytosol der Zelle. Auch längere Zeit nach rTGFβ1-Behandlung verblieb das 

Protein im Kern (CMHDF,TGF 30 min, CMHDF,TGF 1h,CMHDF,TGF 3h, CMHDF,TGF 24h). 
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Eine mögliche Verbindung der TGFβ1-vermittelten ROS-Produktion mit der TGFβ1-

initiiterten Aktivierung von Smad2 wurde durch den Einsatz von Antioxidantien untersucht. 
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Abbildung 3.16: Antioxidantien haben keine Wirkung auf die Phosphorylierung des Smad2-Proteins. HDFs 

wurden mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) behandelt oder im Vorfeld mit 

5 mM NAC für 4 h und mit 0,5 µM Na2SeO3 oder 50 µM Trolox für 24 h vorinkubiert. Die Phosphorylierung 

von Smad2 und Total-Smad2/3 wurden nach Behandlung mit Hilfe der Westerns Blot-Analyse untersucht (P-

Smad2 60 kDa, Smad2/3 ca. 60 kDa). 

 

 

Obwohl TGFβ1 zu einer frühen Phosphorylierung des Smad2 führt, ist diese 

Phosphorylierung unabhängig von der ROS-Generierung durch TGFβ1. Die Antioxidantien 

wirkten nicht auf die Phosphorylierung des Smad2 (Abbildung 3.16). Auch die Total-Smad-

Konzentration wurde mit einem Antikörper untersucht, der endogenes Smad2 und Smad3 

erkannte. Die Total-Smad-Konzentration war unverändert nach Behandlung der Fibroblasten 

mit den Antioxidantien und/oder rTGFβ1. 

 

Die Kernlokalisation des Smad2-Proteins wurde nach Vorinkubation der Fibroblasten mit den 

Antioxidantien N-Acetylcystein, Selenit und Trolox und anschließender rTGFβ1-Behandlung 

immunzytochemisch untersucht. 
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Abbildung 3.17: Antioxidantien-unabhängige Kernlokalisation des Smad2-Proteins. HDFs wurden mit 10 ng/ml 

rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) für 15 min behandelt. Das rTGFβ1-haltige Medium 

wurde gegen CMHDF ausgetauscht und das Smad2-Protein nach 10 min, 3 h oder 24 h gefärbt oder die 

Fibroblasten wurden vor rTGFβ1-Behandlung mit 5 mM NAC für 4 h oder 0,5 µM Na2SeO3 und 50 µM Trolox 

(Tx) für 24 h vorinkubiert und anschließend gefärbt. 

 

Das Smad2-Protein war in der immunzytochemischen Untersuchung bei Fibroblasten, die mit 

rTGFβ1 behandelt wurden bereits nach 10 min (CMHDF,TGF 10 min) kernlokalisiert. Auch nach 

längeren Zeitpunkten blieb das Smad2-Protein im Kern lokalisiert (CMHDF,TGF 3h,     

CMHDF,TGF 12h). Die Vorinkubation der Fibroblasten mit den Antioxidantien NAC, Selenit und 

Trolox hatte keinen Einfluss auf die Kernlokalisierung des Proteins (CMHDF,NAC, CMHDF Selenit 

und CMHDF,Tx). Auch nach längeren Zeitpunkten wurde kein Effekt verzeichnet. 
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Die immunzytochemischen Ergebnisse aus Abbildung 3.17 wurden zusätzlich anhand einer 

Fraktionierung der Zelllysate nach TGFβ1-Behandlung in Cytosolfraktion und Kernfraktion 

und anschließender Western Blot-Analyse bestätigt. 
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Abbildung 3.18 Antioxidantien haben keinen Einfluss auf die TGFβ1-vermittelte Kernlokalisation des Smad2-

Proteins. HDFs wurden mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) für 15 min 

behandelt. Das rTGFβ1-haltige Medium wurde gegen CMHDF ausgetauscht und die Zellen nach 10 min lysiert, 

oder die Fibroblasten wurden vor rTGFβ1-Behandlung mit (A) 5 mM NAC für 4 h oder (B) 0,5 µM Na2SeO3 

und 50 µM Trolox für 24 h vorinkubiert und anschließend lysiert. Die Zelllysate wurden mit Hilfe eines 

Fraktionierungskits (Ne-Per, Pierce) in cytosolische Fraktionen und Kernfraktionen getrennt und für die Western 

Blot-Analyse eingesetzt (P-Smad2 60 kDa, Smad2 60 kDa). 
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Wie auch in der immunzytochemischen Untersuchung der Kernlokalisation des Smad2-

Proteins (Abbildung 3.17) hatte auch die Vorinkubation der Fibroblasten mit den 

Antioxidantien NAC, Selenit und Trolox keinen Einfluss auf die Kernlokalisierung des 

Proteins. 

 

 

3.5 Die NADH-Oxidase beeinflusst die TGFβ1-vermittelte ROS-Produktion 

 

Da gezeigt werden konnte, dass die Transdifferenzierung der Fibroblasten von TGFβ1 und 

Lipidhydroperoxiden abhängig ist, stellte sich nun die Frage, welche Quellen die Produktion 

von reaktiven Sauerstoffspezies vorantreiben, die zur Induktion der Lipidperoxidation führen. 

Im ersten Ansatz wurde die NAD(P)H-Oxidase untersucht. Sie produziert Superoxid (O2·-) 

und Wasserstoffperoxid (H2O2). Lungenfibroblasten zeigen eine erhöhte NADH-Oxidase-

Aktivität nach TGFβ1-Zugabe und somit eine erhöhte ROS-Produktion [Thannikal et. al., 

1995]. Deshalb wurde die Aktivität der NAD(P)H-Oxidase und ihre Wirkung auf die 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten nach TGFβ1-Stimulus untersucht. 

Dafür wurden die Fibroblasten mit dem spezifischen NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor Apocynin 

behandelt. Nach 48-stündiger Behandlung der Hautfibrobasten mit rTGFβ1 erhöhte sich die 

Anzahl αSMA-positiver Zellen (CMTGF) im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten 

(CMHDF) signifikant. Fibroblasten, die mit Apocynin für 1 h vor rTGFβ1-Behandlung 

inkubiert wurden, zeigten im Gegensatz zu rTGFβ1-behandelten Zellen insgesamt weniger 

Myofibroblasten. 

 

 

             
CMHDF CMHDF,TGF CMHDF,TGF,ApocyninCMHDF CMHDF,TGF CMHDF,TGF,Apocynin

 
Abbildung 3.19: Immunzytochemischer Nachweis von Myofibroblasten nach rTGFβ1-Stimulus. Subkonfluente 

humane dermale Fibroblasten (HDF) wurden in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) kultiviert, mit 

10 ng/ml rTGFβ1 in CMHDF (CMHDF,TGF) behandelt oder mit 1 mM Apocynin in CMHDF für 1 h vor Behandlung 

mit 10 ng/ ml rTGFβ1 (CMHDF,TGF,Apocynin) vorinkubiert und anschließend gegen das Protein αSMA gefärbt. 
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Zur Bestätigung der immunzytochemischen Daten aus Abbildung 3.19 wurde die Wirkung 

der Inhibitoren Diphenyliodonium (DPI), das allgemein an Flavoproteine bindet, und 

Apocynin, das spezifisch die NAD(P)H-Oxidase blockiert, im folgenden Experiment 

eingesetzt, um die Wirkung der NAD(P)H-Oxidase auf die αSMA-Expression von 

Fibroblasten zu untersuchen. 
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Abbildung 3.20: Western Blot-Analyse der αSMA-Expression in Fibroblasten, die vor Behandlung mit 10 

ng/ml rTGFβ1 für 48 h mit (A) 5 µM DPI und (B) 1 mM Apocynin in konditioniertem Kontroll-Medium 

(CMHDF) für 1 h vorinkubiert wurden. 

 

 

Der Western Blot (Abbildung 3.20, A) zeigte eine deutliche Verringerung der αSMA-

Expression in den Fibroblasten, die mit rTGFβ1 und DPI inkubiert wurden. Im Gegensatz 

dazu war zu erkennen, dass der αSMA-Proteingehalt, der ausschließlich mit rTGFβ1 

behandelten Fibroblasten, im Gegensatz zu den Kontroll-Fibroblasten, stark erhöht war. Auch 

die Fibroblasten, die mit Apocynin und rTGFβ1 inkubiert wurden, zeigten eine deutliche 

Verringerung der αSMA-Expression im Gegensatz zu Fibroblasten, die ausschließlich mit 

rTGFβ1 inkubiert wurden (Abbildung 3.20, B). Die Kontroll-Fibroblasten (CMHDF) zeigten 

eine niedrige basale αSMA-Expression. 

Die Verringerung der αSMA-Expression durch Apocynin und DPI ließ auf eine 

Involvierung der NAD(P)H-Oxidase während der intrazellulären ROS-Produktion nach 

TGFβ1-Behandlung schließen. Um die NAD(P)H-Oxidase in die Signalkaskade zeitlich 

einordnen zu können, wurde im folgenden Experiment eine Zeitverlauf-Analyse der ROS-
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Generation nach Behandlung von Hautfibroblasten nach Behandlung mit rTGFβ1 

durchgeführt. 
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Abbildung 3.21: Die NADH-Oxidase führt zu einer signifikanten Erhöhung der intrazellulären ROS-Produktion 

nach TGFβ1-Stimulus. Subkonfluente HDF wurden mit 1 mM des NAD(P)H-Oxidase-Inhibitors Apocynin vor 

Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium oder 1 mM H2O2 als 

Positivkontrolle für die dargestellten Zeiten für 1 h vorinkubiert. Der Anstieg der Fluoreszenz wurde über 20 min 

im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten beobachtet. Die dargestellten Pfeile zeigen den Zeitpunkt der 

rTGFβ1- oder H2O2-Zugabe. Die Experimente wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

 

Die Zugabe von rTGFβ1 5 min nach Beginn der DCF-Messung führte zu einem signifikanten 

Anstieg der mit dem ROS-Gehalt korrelierenden Fluoreszenz des 2,7-

Dichlorodihydrofluorescein-Diacetats (H2DCF-DA) über die gemessene Zeitdauer von etwa 

10 min. Dagegen verhinderte die Vorinkubation mit dem NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor 

Apocynin den rTGFβ1-induzierten Anstieg der Fluoreszenz und somit die ROS-Produktion 

innerhalb der Fibroblasten. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid nach 15 min, zeigten die 
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Zellen einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenz. Die Zugabe des Wasserstoffperoxids 

diente in diesem Experiment als technische Kontrolle. 

Um zu untersuchen, ob der frühe Anstieg des intrazellulären ROS-Gehaltes tatsächlich mit 

einer Zunahme der Aktivität der NAD(P)H-Oxidase korreliert, wurde deren TGFβ1-

abhängige Aktivität gemessen. Der Verbrauch an NADH spiegelt die Aktivität der NADH-

Oxidase wider. Es wurde auch der NADPH-Verbrauch gemessen, um zu untersuchen, ob es 

sich bei der gemessenen Aktivität um die NADH-Oxidase oder NAD(P)H-Oxidase handelt 

(die Daten sind nicht aufgeführt). Da die behandelten Fibroblasten im Gegensatz zu NADH 

kein NADPH verbrauchten, wurde davon ausgegangen, dass die NADH-Oxidase die 

entscheidende Rolle während der TGFβ1-vermittelten intrazellulären ROS-Produktion spielt. 
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Abbildung 3.22: Die NADH-Oxidase wird durch TGFβ1 aktiviert. Subkonfluente HDF wurden mit 10 ng/ml 

rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium oder 1,5 µM TPA für 15 min behandelt oder vor Behandlung 

mit rTGFβ1 mit 1 mM Apocynin für 1 h vorinkubiert. Das rTGFβ1-haltige Medium wurde gegen 250 µM 

NADH in HBSS ausgetauscht und die HDF für 5 min inkubiert. Die NADH/HBSS-Lösung wurde gesammelt 

und der NADH-Verbrauch der HDF unmittelbar bei 340 nm photometrisch gemessen. Der Verbrauch wurde mit 

Hilfe des Extinktionskoeffizienten für NADH (ε = 3400 M-1 cm-1) berechnet. Der NADH-Verbrauch wird in 

nmol/mg Protein pro Minute angegeben. Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhängig voneinander 

durchgeführten Experimenten. ***P<0.001 gegen unbehandelte Kontrollen (ANOVA, Dunnett´s Test). 
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Die Zugabe von rTGFβ1 führte zu einem signifikanten Anstieg des NADH-Verbrauchs nach 

5 min um etwa 30%. Eine Vorinkubation der Fibroblasten mit Apocynin vor rTGFβ1-

Behandlung verringerte den NADH-Verbrauch der Zellen um ca. 40% im Vergleich zu 

rTGFβ1-behandelten Zellen und somit die Aktivität der NADH-Oxidase. Mit Phorbolester 

(TPA) behandelte Fibroblasten, die als technische Kontrolle für dieses Experiment dienten, 

zeigten im Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten erhöhten NADH-Verbrauch (Abbildung 

3.22). 

 

 

 

3.6 Die PKC aktiviert die ROS/TGFβ1-bedingte αSMA-Expression 

 

In den folgenden Experimenten wurde die Frage untersucht, wie die frühe Aktivierung der 

NADH-Oxidase reguliert wird. Eine Expression von Untereinheiten der Oxidase wurde dabei 

ausgeschlossen. TGFβ1 kann sowohl die Biosynthese extrazellulärer Matrixkomponenten 

[Suzuki et al., 1995] als auch die Aktivierung von Kinasen und Transkriptionsfaktoren wie die 

Proteinkinase C regulieren [Lim et al., 2005]. Weiter ist beschrieben, dass die PKC die 

NADH-Oxidase aktivieren kann [Jinnin et. al., 2005]. 

 

Zunächst wurde untersucht, ob die PKC einen Effekt auf die TGFβ1-vermittelte αSMA-

Expression in Hautfibroblasten ausübt. Für die folgenden Experimente wurden spezifische 

PKC-Inhibitoren wie Ro 31-8220 und Ro 32-0432 eingesetzt. 
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Abbildung 3.23: Die PKC ist an der TGFβ1-induzierten Transdifferenzierung maßgeblich beteiligt. HDFs 

wurden vor Zugabe von 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) mit 1 µM Ro 31-

8220 oder 1 µM Ro 32-0432 in CMHDF für 1 h vorinkubiert. Die Zelllysate wurden mit der Western Blot-

Analyse auf die αSMA-Expression untersucht. Das Ergebnis wurde densitometrisch analysiert und die x-fache 

Zunahme des αSMA-Proteins ermittelt. Das Ergebnis stellt Mittelwerte aus drei unabhängig voneinander 

durchgeführten Experimenten dar. 

 

 

Ro 32-0432 ist ein selektiver zellgängiger PKC-Inhibitor, der spezifisch Ca2+-abhängige 

PKC-Isoformen, wie zum Beispiel die PKC α und die PKC β, inhibiert und weniger 

spezifisch für die Ca2+-unabhängigen Isoformen PKC δ und PKC ε ist [Haddad et al., 2005]. 

Dagegen inhibiert Ro-82-8220 alle PKC-Isoformen inklusive der PKC γ [Jimines-Sainz et al., 

2003]. Die mit rTGFβ1-behandelten Zellen wiesen im Gegensatz zu den unbehandelten 

Fibroblasten nach 48 h einen 5-fach erhöhten αSMA-Gehalt auf. Der Ro 31-8220-Inhibitor 

verhinderte die rTGFβ1-induzierte αSMA-Expression vollständig, wohingegen der Ro 32-

0432-Inhibitor die Expression des αSMA-Proteins bis zu 50% erniedrigte. 
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Um die Aktivierung der PKC nach TGFβ1-Stimulus zu analysieren, wurde eine 

Zeitverlaufsanalyse durchgeführt. Hierbei diente die Phosphorylierung von PKC als Maß für 

deren Aktivität [Inoguchi et al., 2003]. 
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Abbildung 3.24: Zeitabhängige Phosphorylierung der PKC nach rTGFβ1-Zugabe. Die Phosphorylierung der 

PKC wurde nach verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung der HDFs mit 10 ng/ml rTGFβ1 in 

konditioniertem HDF-Medium (CMHDF) untersucht. Die Zunahme der PKC-Phosphorylierung wurde mittels 

einer Western-Blot-Analyse und anschließend einer densitometrischen Analyse ermittelt. 
 

 

Der phosphospezifische PKC (pan)-Antikörper detektiert endogene Isoformen der 

Proteinkinase C, wie der PKC α, βI, βII, γ, δ, ε, η und θ und Isoformen, die an dem Thr514 

der PKCγ phosphoryliert sind. Bereits 1 min nach Stimulation der Fibroblasten mit TGFβ1 

war eine Phosphorylierung der PKC um das 4-fache im Vergleich zu unbehandelten 

Fibroblasten zu erkennen (Abbildung 3.24). Die Phosphorylierung der PKC blieb über den 

untersuchten Zeitraum von 24 h erhalten. 

 

Im folgenden Experiment wurde die Wirkung von Antioxidantien auf die Phosphorylierung 

der PKC untersucht. Es sollte die Frage geklärt werden, ob die Aktivierung der PKC eine 

Aktivierung der NADH-Oxidase induziert, die anschließend in einer Erhöhung der 

intrazellulären ROS-Menge resultiert, oder ob die durch TGFβ1-induzierte ROS-Generierung 

erst die Aktivierung der PKC bedingt, was eine erhöhte NADH-Oxidase-Aktivität induziert. 
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Abbildung 3.25: Die Aktivierung der PKC ist unabhängig von ROS. HDFs wurden mit 5 mM NAC für 4 h und 

0,5 µM NaSeO3 oder 50 µM Trolox für 24 h in konditionierten HDF-Medium (CMHDF) vorinkubiert. Das 

antioxidantien-haltige Medium wurde gegen CMHDF mit 10 ng/ml rTGFβ1 ausgetauscht und für 1 min inkubiert. 

Die Phosphorylierung der PKC und der Gesamt-PKC-Gehalt wurden mit Hilfe der Western Blot-Analyse 

untersucht.  
 

 

Vor Behandlung der Fibroblasten mit rTGFβ1 für 1 min wurden die Zellen entweder mit 

NAC, Selenit oder Trolox vorinkubiert. Im Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten zeigten 

mit rTGFβ1-behandelte Zellen einen signifikanten Anstieg der Phospho-PKC, der auch in 

Kombination mit den eingesetzten Antioxidantien konstant blieb. Für die Untersuchung der 

Gesamtmenge an PKC wurde ein Antikörper eingesetzt, der die PKC-Isoformen α, β und γ 

erkennt. Nach rTGFβ1-Behandlung blieb die Gesamtmenge an PKC im Vergleich zu 

unbehandelten Fibroblasten unverändert. Auch die Vorinkubation der Fibroblasten mit den 

Antioxidantien vor rTGFβ1-Behandlung hatte keinen Effekt auf die Gesamtmenge der PKC. 

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die TGFβ1-induzierte ROS-Generierung der 

Phosphorylierung der PKC nachgeschaltet sein muss (Abbildung 3.25). 

 

Um nun im ungekehrten Fall die Notwendigkeit der PKC auf die TGFβ1-vermittelte 

intrazelluläre ROS-Produktion zu untersuchen, wurde eine Zeitanalyse der ROS-Generierung 

von Fibroblasten nach TGFβ1-Stimulus unter dem Einsatz des PKC-Inhibitors Ro 31-8220 

durchgeführt. Demnach sollte der PKC-Inhibitor die ROS-Produktion vermindern oder 

komplett verhindern können.  
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Abbildung 3.26: Die TGFβ1-vermittelte ROS-Produktion ist PKC-abhängig. Subkonfluente HDFs wurden mit  

1 µM Ro 31-8220 für 1 h inkubiert. Die Fluoreszenz wurde nach Zugabe von 10 ng/ml rTGFβ1 und 1 mM H2O2 

als Positivkontrolle in konditioniertem HDF-Medium gemessen. Die Fluoreszenz wurde über einen Zeitraum 

von 15 min aufgenommen. Die dargestellten Pfeile zeigen den Zeitpunkt der rTGFβ1- oder H2O2-Zugabe. Die 

Experimente wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

 

Die Zugabe von TGFβ1 führte zu einem schnellen signifikanten Anstieg der Fluoreszenz 

(Abbildung 3.26). Diese stieg kontinuierlich über die beobachtete Zeitdauer von 10 min. Die 

Zugabe von H2O2 erhöhte die Fluoreszenz und somit die intrazelluläre ROS-Produktion 

zunehmend. Die Vorinkubation der Fibroblasten mit dem spezifischen PKC-Inhibitor Ro 31-

8220 für 1 h verhinderte die TGFβ1-induzierte ROS-Generierung vollständig. Die Zugabe 

von H2O2 zu den mit dem Inhibitor vorinkubierten Zellen, führte zu einem signifikanten 

Anstieg der Fluoreszenz. H2O2 wurde in diesem Experiment als technische Kontrolle 

eingesetzt. 
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3.7 Oxidierung von Zielstrukturen durch TGFβ1-induzierte ROS 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass intrazellulär generierte reaktive Sauerstoffspezies 

nicht mit dem TGFβ1-induzierten Smad2-Transkriptionsfaktor reagieren. Deshalb ließ die 

frühe Bildung der ROS auf deren zentrale Rolle in einem parallelen Signalweg zu der Smad-

Signalkaskade vermuten. Um die Frage zu klären, welche Zielstrukturen nach der ROS-

Produktion durch diese modifiziert werden und in die ´downstream´-Signalkaskade involviert 

sind, wurden Hautfibroblasten für verschiedene Zeitenspannen mit rTGFβ1 behandelt und 

anschließend die Oxidierung von Proteinen untersucht. Hierbei war wichtig zu ermitteln, 

wann ROS-modifizierte, d.h. oxidierte Proteine, nach TGFβ1-Behandlung entstehen. 
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Abbildung 3.27: TGFβ1-initiierte ROS oxidieren Proteine. Subkonfluente HDF wurden entweder mit 

konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) oder mit rTGFβ1 in CMHDF für 4, 8, 12, 24 und 48 h behandelt. 

Als Positivkontrolle wurden HDFs für 30 min mit 250 µM H2O2 in CMHDF behandelt. Die Zelllysate wurden mit 

Hilfe des Oxyblot-Kits (Chemicon) aufgearbeitet und für die Western Blot-Analyse eingesetzt. Das Ergebnis 

wurde in drei voneinander unabhängig durchgeführten Experimenten bestätigt. 

 

 

Unbehandelte Fibroblasten zeigten im Gegensatz zu Fibroblasten, die mit H2O2 behandelt 

wurden sehr geringe Mengen an oxidierten Proteinen. Nach 4 h und 8 h war ein erster Anstieg 

der Oxidierung von Proteinen zu verzeichnen. Nach 12-stündiger Behandlung mit rTGFβ1 

wurde die Proteinoxidation stärker, was über 24 h bis zu 48 h nach rTGFβ1-Behandlung 

anhielt. 
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Die Transkription des αSMA-Proteins ist durch den Einsatz von Antioxidantien nicht herunter 

regulierbar (Abbildung 3.6), was die Vermutung zulässt, dass ROS erst post-transkriptionell 

Zielproteine modifiziert. Außerdem bestätigte das Ergebnis aus Abbildung 3.27, dass eine 

Oxidierung der Zielstrukturen durch reaktive Sauerstoffspezies, die zu der 

Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten beiträgt, 12 h nach TGFβ1-

Stimulus auftritt. Für die weitere Untersuchung wurden deshalb Fibroblasten für 12 h mit 

rTGFβ1 und/oder Antioxidantien behandelt und die Proteinoxidierung mit Hilfe der 2D-

Gelelektrophorese analysiert. 

 

Mit Hilfe der Isoelektrofokussierung können Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pI) in 

einem pH-Gradienten aufgetrennt und anschließend in einem SDS-PAGE sichtbar gemacht 

werden. Um durch ROS oxidierte Proteine untersuchen zu können, wurden Proteinlysate der 

behandelten Proben zunächst mit einer DNPH-Lösung behandelt und anschließend für die 

weitere 2D-Gelelektrophorese eingesetzt. 

Im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten zeigten mit rTGFβ1 für 12 h behandelte 

Fibroblasten einen neu hinzukommenden, oxidierten Proteinspot (Abbildung 3.28 B, Spot 1 

rot umkreist). Nach Vorinkubation der Zellen mit dem Antioxidans NAC und anschließender 

rTGFβ1-Behandlung (Abbildung 3.28 D) war ein Protein nicht mehr oxidiert, wobei es sich 

dabei um ein Protein handelt, das sowohl bei behandelten als auch nicht behandelten 

Fibroblasten auftritt (Abbildung 3.28 B, Spot 4; A, Spot A, der inkorrekt aufgetrennt wurde 

und sich aus den Spots 2-4 der behandelten Fibroblasten (B) zusammensetzt). Die 

Behandlung der Fibroblasten mit NAC ohne Zugabe von rTGFβ1 zeigte keine 

Proteinoxidation. 
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Abbildung 3.28: TGFβ1 oxidiert Proteine post-transkriptionell. Dargestellt sind die oxidierten Proteine von (A) 

unbehandelten Fibroblasten, (B) Fibroblasten, die für 12 h mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem 

Fibroblasten-Medium behandelt wurden und Fibroblasten, die (C) entweder mit 5 mM NAC oder (D) in 

Kombination mit 10 ng/ml rTGFβ1 inkubiert wurden. Proteine, die sowohl in unbehandelten wie auch in 

rTGFβ1-behandelten Fibroblasten oxidiert waren, sind grün umkreist und Proteine, die nach rTGFβ1-

Behandlung oxidiert waren, sind rot umkreist. In (A) unbehandelten Kontrollen stellt Spot A (rot umkreist) die 

Proteinspots 2-4 der behandelten Fibroblasten (B) dar. Es war davon auszugehen, dass sich die Proteine 

inkorrekt aufgetrennt hatten. 

 

 

Fibroblasten, die im Vergleich zu rTGFβ1-behandelten Fibroblasten (Abbildung 3.29, B) mit 

dem NADH-Inhibitor Apocynin vorinkubiert und anschließend mit rTGFβ1 für 12 h 

behandelt wurden, zeigten nur ein oxidiertes Protein (rot 3, umkreist). Die Oxidierung von 

einem Protein durch rTGFβ1, dass möglicherweise in den Transdifferenzierungsprozess von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten involviert ist, konnte mit dem Einsatz von Apocynin 

verhindert werden (Abbildung 3.29 D, Spot 1). 

Fibroblasten, die zur Kontrolle ausschließlich mit Apocynin behandelt wurden, zeigten 

keinen Unterschied in der Anzahl der oxidierten Proteine im Vergleich zu unbehandelten 

Fibroblasten (Abbildung 3.29 A, C 1-2 grün umkreist). 
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Abbildung 3.29: Die NADH-Oxidase ist für die post-transkriptionelle Oxidierung eines Proteins nach rTGFβ1-

Stimulus verantwortlich. Gezeigt ist die Auftrennung der oxidierten Proteine nach 2D-Gelelektrophorese. 

Dargestellt sind oxidierte Proteine von (A) unbehandelten Fibroblasten, (B) Fibroblasten, die für 12 h mit 10 

ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium behandelt wurden und Fibroblasten, die (C) entweder 

mit 1 mM Apocynin für 1 h vorinkubiert oder (D) nach Vorinkubation mit 10 ng/ml rTGFβ1 behandelt wurden. 

Proteine, die sowohl in unbehandelten wie auch in rTGFβ1-behandelten Fibroblasten oxidiert waren, sind grün 

umkreist und Proteine, die nach rTGFβ1-Behandlung oxidiert waren, sind rot umkreist. In (A) unbehandelten 

Kontrollen stellt Spot A (rot umkreist) die Proteinspots 2-4 der behandelten Fibroblasten (B) dar. Es war davon 

auszugehen, dass sich die Proteine inkorrekt aufgetrennt hatten. 

 

 

Eine Vorinkubation der Fibroblasten mit Selenit vor rTGFβ1-Behandlung verhinderte die 

Oxidierung von Proteinen durch rTGFβ1 vollständig (Abbildung 3.30, D). Auch Fibroblasten, 

die ausschließlich mit Selenit behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen keine oxidierten Proteine (Abbildung 3.30, C). 

 

 



  Ergebnisse 
 

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

 89

1 2 3
A

1 2

MW
A B

C D

1 2

2

4

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

MW

1 2 3
A

1 2 1 2

2

4

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

1 2 3
A

1 2 1 2

2

4

pH 4 5 6 7pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7pH 4 5 6 7

pH 4 5 6 7pH 4 5 6 7 pH 4 5 6 7pH 4 5 6 7

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

130
95
72

56

36

28

95
72

56

36

28

1 2 3
AA

11 22

MW
A B

C D

11 22

44

2

 
Abbildung 3.30: Selenit verhindert die post-transkriptionelle Oxidierung von Proteinen durch rTGFβ1. Gezeigt 

ist die Auftrennung der oxidierten Proteine nach 2D-Gelelektrophorese. Dargestellt sind oxidierte Proteine von 

(A) unbehandelten Fibroblasten, (B) Fibroblasten, die für 12 h mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem 

Fibroblasten-Medium behandelt wurden und Fibroblasten, die (C) entweder mit 0,5 µM Na2SeO3 für 24 h 

vorinkubiert oder (D) nach Vorinkubation mit 10 ng/ml rTGFβ1 behandelt wurden. Proteine, die sowohl in 

unbehandelten wie auch in rTGFβ1-behandelten Fibroblasten oxidiert waren, sind grün umkreist und Proteine, 

die nach rTGFβ1-Behandlung oxidiert waren, sind rot umkreist. In (A) unbehandelten Kontrollen stellt Spot A 

(rot umkreist) die Proteinspots 2-4 der behandelten Fibroblasten (B) dar. Es war davon auszugehen, dass sich die 

Proteine inkorrekt aufgetrennt hatten. 

 

 

 

Abbildung 3.31 zeigt, dass das Vitamin E-Derivat Trolox die Fibroblasten vor Oxidierung 

von Proteinen durch rTGFβ1 schützt (D), da sowohl alle oxidierten Proteinspots der TGFβ1-

behandelten Zellen (Abbildung 3.31, B, 2-4) als auch ein oxidiertes Protein, das 

möglicherweise wichtig für die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten ist, 

nach rTGFβ1-Behandlung (Abbildung 3.31, B, Spot 1, rot umkreist) bei einer Vorinkubation 

mit Trolox nicht mehr auftraten. Ausschließlich mit Trolox behandelte Zellen zeigten im 

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen keine oxidierten Proteine. 
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Abbildung 3.31: Lipidhydroperoxide sind an der Oxidierung von Proteinen durch rTGFβ1 beteiligt. Gezeigt 

sind oxidierte Proteine nach 2D-Gelelektrophorese. Dargestellt sind oxidierte Proteine von (A) unbehandelten 

Fibroblasten, (B) Fibroblasten, die für 12 h mit 10 ng/ml rTGFβ1 in konditioniertem Fibroblasten-Medium 

behandelt wurden und Fibroblasten, die (C) entweder mit 50 µM Trolox für 24 h vorinkubiert oder (D) nach 

Vorinkubation mit 10 ng/ml rTGFβ1 behandelt wurden. Proteine, die sowohl in unbehandelten wie auch in 

rTGFβ1-behandelten Fibroblasten oxidiert waren, sind grün umkreist und Proteine, die nach rTGFβ1-

Behandlung oxidiert waren, sind rot umkreist. In (A) unbehandelten Kontrollen stellt Spot A (rot umkreist) die 

Proteinspots 2-4 der behandelten Fibroblasten (B) dar. Es war davon auszugehen, dass sich die Proteine 

inkorrekt aufgetrennt hatten. 

 

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse schlussfolgern, dass ROS, die durch die NADH-

Oxidase oder die Lipidoxidation generiert werden, Zielproteine, die für die 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten verantwortlich sind, erst nach der 

Transkription oxidieren. 

 

Um artifizielle in-vitro Daten auszuschließen, wurde die Transdifferenzierung zusätzlich mit 

Hilfe von in- vivo Modellen untersucht. 
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3.8 TGFβ1-induzierte Transdifferenzierung in Dermis- und Hautäquivalenten: ein 

einfaches in-vivo Modell 

 

Dreidimensionale Dermisäquivalente und Hautäquivalente, die wie die menschliche Haut in 

vivo aufgebaut sind [Schlotmann et al., 2001], wurden für Experimente eingesetzt, um zum 

einen artifizielle Ergebnisse aus der Monolayerkultur auszuschließen und zum anderen die 

bisherigen Ergebnisse in einer in-vivo ähnlichen Situation zu überprüfen. Myofibroblasten 

sind dadurch charakterisiert, dass sie in der Lage sind, Kollagengele (Dermisäquivalente) zu 

kontrahieren. In-vivo sind Myofibroblasten maßgeblich an der Wundkontraktion beteiligt. 

Eine Verkleinerung des Durchmessers in Dermisäquivalenten ist proportional zu der 

Erhöhung der Anzahl von Myofibroblasten [Arora und McCulloch, 1994]. 
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Abbildung 3.32: Antioxidantien verhindern die TGFβ1-vermittelte Transdifferenzierung von Fibroblasten in 

Dermisäquivalenten. Zwei Tage nach Einsäen der HDF in das Dermisäquivalent wurden diese mit 5 mM NAC, 

0,5 µM Na2SeO3 oder 50 µM Trolox für 24 h vorinkubiert. Danach erfolgte die Behandlung mit 10 ng/ml 

rTGFβ1 für weitere 48 h. Entweder wurde der Durchmesser der Kollagengele gemessen (A) oder die Gele 

wurden mit Kollagenase (3mg/ml) aufgelöst und die αSMA-Expression der isolierten Fibroblasten mit Hilfe der 

Western Blot-Analyse (B, C) untersucht. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde zusätzlich gegen das α-Tubulin 

geblottet (B, C). Drei voneinander unabhängige Experimente wurden durchgeführt. Balken, 1 cm. 
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Verglichen mit den Kollagengelen unbehandelter Fibroblasten (Abbildung 3.32 A, a) oder 

NAC-behandelter Fibroblasten (A, c), war eine signifikante Verkleinerung des 

Geldurchmessers von rTGFβ1-behandelten Fibroblasten (A, b) nach vier Tagen zu erkennen, 

was auf eine Erhöhung der Myofibroblastenanzahl hindeutet. Fibroblasten, die vor rTGFβ1-

Behandlung mit NAC vorinkubiert wurden, kontrahierten das Kollagengel nur gering im 

Gegensatz zu unbehandelten Fibroblasten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der 

Expression von αSMA (Abbildung 3.32, B). Mit rTGFβ1-behandelte Fibroblasten in den 

Dermisäquivalenten zeigten im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten eine signifikante 

Erhöhung der αSMA-Expression. NAC-behandelte oder vor rTGFβ1-Behandlung mit NAC-

vorinkubierte Fibroblasten in Dermisäqivalenten zeigten wie die unbehandelten Kontrollen 

keine αSMA-Expression. Diese Daten konnten durch den Einsatz der Antioxidantien Selenit 

und Trolox weiter bestätigt werden (Abbildung 3.32 C). Die in den Dermisäquivalenten 

befindlichen Fibroblasten, die entweder mit Selenit oder Trolox behandelt wurden, zeigten in 

der Western Blot-Analyse ebenso wie die unbehandelten Fibroblasten kein αSMA-Protein. 

rTGFβ1-behandelte Fibroblasten dagegen wiesen einen signifikanten Anstieg des αSMA-

Proteins auf. Selenit und Trolox konnten die αSMA-Expression nach rTGFβ1-Zugabe 

vollständig verhindern. 

 

Die Ergebnisse wurden zusätzlich durch den Einsatz von in-vivo Hautmodellen bestätigt. 

Paraffinschnitte von Hautäqivalenten wurden mit Hematoxylin-Eosin (HE) gefärbt 

(Abbildung 3.33). Die Hautäquivalente wurden außerdem entweder mit rTGFβ1 für 3 Tage 

behandelt oder mit NAC, Apocynin und Selenit für 4 Tage vorinkubiert (Abbildung 3.33). 

Nach rTGFβ1-Behandlung erhöhte sich die αSMA-Expression der in den Hautäquivalenten 

befindlichen Fibroblasten signifikant. Die Fibroblasten, die mit Apocynin oder Selenit 

behandelt wurden, zeigten eine Verringerung der αSMA-Expression um 60 – 80% im 

Vergleich zu Fibroblasten, die ausschließlich mit rTGFβ1 behandelt. NAC verhinderte die 

Erhöhung des αSMA-Proteins nach rTGFβ1-Behandlung um 50%, wobei die Behandlung der 

Fibroblasten mit NAC ohne rTGFβ1-Zugabe keine αSMA-Expression zeigte. Die Daten aus 

Abbildung 3.32 und 3.33 bestätigen die Ergebnisse aus den Fibroblasten-Monolayerkulturen, 

die zeigen, dass reaktive Sauerstoffspezies auch in der menschlichen Haut eine zentrale Rolle 

während der Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten spielen. 
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Abbildung 3.33: Antioxidantien verhindern die TGFβ1-vermittelte Transdifferenzierung von Fibroblasten in 

Hautäquivalenten. (A) Histologie des Hautäquivalents, cc-GAG, Kollagen-Chitosan-Glycosaminoglykan; F, 

Fibroblasten, K, Keratinozyten. Balken 1 µm. (B) Die Hautäquivalente wurden für 3 Tage mit 10 ng/ml rTGFβ1 

in konditioniertem Fibroblasten-Medium (CMHDF) behandelt oder vor rTGFβ1-Behandlung mit 5 mM NAC, 0,5 

µM Na2SeO3 oder 1 mM Apocynin für 4 Tage vorinkubiert. Nach Dispase II-Behandlung (2,4 U/ml, 30 min bei 

37°C) wurde die Dermis homogenisiert und das Lysat für die Western Blot-Analyse eingesetzt. Als 

Ladekontrolle diente das Protein α-Tubulin. Für die densitometrische Analyse des Western Blots wurde die x-

fache Zunahme des αSMA-Proteins gegen unbehandelte Fibroblasten (CMHDF) analysiert. Das Experiment 

wurde im Duplikat durchgeführt. 
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3.9 Myofibroblasten sind essentiell für die Invasionskapazität von Tumorzellen in-vitro 

 

In Hinblick auf ihre Funktion spielen Myofibroblasten, die verstärkt an der Invasionsfront von 

Tumoren auftreten [de Wever und Mareel, 2002], eine zentrale Rolle während der 

Metastasierung. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die Verhinderung der 

Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten durch den Einsatz von 

Antioxidantien einen Effekt auf die Invasion von SCL-1-Zellen ausübt. 

Dafür wurden subkonfluente Hautfibroblasten entweder mit konditioniertem Fibroblasten-

Medium (CMHDF) als Kontrolle, mit rTGFβ1 alleine (CMMF; MF, Myofibroblast) oder in 

Kombination mit NAC (CMMF(NAC)) , Selenit (CMMF(Na
2

SeO
3

) )oder Trolox (CMMF(Trolox)) für 

48 h behandelt. Das Medium wurde gegen serum- und antioxidantienfreies Medium 

ausgetauscht und der Überstand nach weiteren 48 h gesammelt und für die Invasionsassays 

eingesetzt (Abbildung 3.34). 

 

Die zu der Unterseite der Inserts gewanderten SCL-1-Zellen (gestrichelt umrandet in 

Abbildung 3.34) wurden für die quantitative Auswertung des Invasionsassays angefärbt. 

Dabei wurde beobachtet, dass die Zellen in Zell-Clustern durch die Matrigel-beschichtete 

Membran invadierten, eine Beobachtung, die auch für Brust- oder Darmkarzinome in vivo 

beschrieben wurde [Nabeshima et al., 1999; Sahai, 2005]. 

Der gesammelte Überstand von Myofibroblasten (CMMF) verstärkte die 

Invasionskapazität von SCL-1-Zellen im Gegensatz zu Fibroblasten-Überstand (CMHDF) um 

das 4-Fache. Der SCL-1-Überstand (CMSCL) zeigte den geringsten chemoattraktiven Effekt 

auf die SCL1-Zellen. Die Inkubation von Zellen mit den Antioxidantien NAC (CMMF(NAC)), 

Selenit (CMMF(Na
2

SeO
3

)) oder Trolox (CMMF(Trolox)) führte zu einer Erniedrigung der Invasion 

der Tumorzellen um 90% im Vergleich mit CMMF, welches die Notwendigkeit der reaktiven 

Sauerstoffspezies während der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und 

die damit verbundene Verstärkung der Invasion von Tumorzellen widerspiegelt. 
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Abbildung 3.34: Die Verhinderung der Transdifferenzierung erniedrigt die Invasionskapazität von Tumorzellen. 

Subkonfluente HDFs wurden vor Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 mit 5 mM NAC (CMMF(NAC)), 0,5 µM 

Na2SeO3 (CMMF(Na
2
SeO

3
)) oder 50 µM Trolox (CMMF(Trolox)) vorinkubiert. Das Medium wurde anschließend gegen 

serumfreies Medium ausgetauscht und der Überstand der behandelten HDFs über 48 h gesammelt und als 

Chemoattraktand für die SCL-1 Zellen für den Invasionsassay eingesetzt. Die Anzahl der invadierten SCL-1-

Zellen durch die Matrigel-beschichtete Membran des Inserts wurde nach 72 h untersucht. Das Ergebnis zeigt 

fünf unabhängig voneinander durchgeführte Assays. Die durch die Membran invadierten Zellen wurden 

Coomassie-gefärbt (a,b, gestrichelt umrandete Zellen) und ausgezählt. ***P<0,001 gegen CMMF (ANOVA, 

Dunnett´s Test). 
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Aufgrund der Beobachtung, dass Myofibroblasten für die Invasion von Tumorzellen 

unerlässlich sind, stellte sich die Frage, welche löslichen parakrinen Faktoren der 

Myofibroblasten die Invasionskapazität der Tumorzellen erhöhen. Dafür wurden Überstände 

von Fibroblasten gegen Überstände von Myofibroblasten mittels Proteinarrays verglichen. 
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Abbildung 3.35: Erhöhte Expression von IL-6, HGF und VEGF in Myofibroblasten. Überstände von 

Myofibroblasten (CMMF) wurden gegen Überstände von HDFs (CMHDF), die über 48 h gesammelt wurden, 

verglichen. TIMP-1 (Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1) diente als Kontrollprotein in dem Array. Die 

Daten repräsentieren drei unabhängig voneinander durchgeführte Experimente. 

 

 

Überstände von Myofibroblasten (CMMF) zeigten im Gegensatz zu Fibroblasten-Überständen 

(CMHDF) erhöhte Proteinmengen von Interleukin-6 (IL-6), dem Hepatozyten-

Wachstumsfaktor (HGF) und dem vaskularisierenden endothelialen Wachstumsfaktor 

(VEGF; Abbildung 3.35). 

Die Erhöhung dieser Wachstumsfaktoren wurde durch ELISA assays quantifiziert und ist 

als x-fache Zunahme (Abbildung 3.36) dargestellt. VEGF in Myofibroblasten-Überständen 

war im Vergleich zu Überständen von Fibroblasten um das 3-Fache, HGF um das 13-Fache 

und IL-6 um das 4,5-Fache erhöht. Die Vorinkubation der Zellen mit den Antioxidantien 

NAC, Selenit und Trolox verhinderte die Expression der Wachstumsfaktoren vollständig. 
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Abbildung 3.36: Verhinderung der Expression von IL-6, HGF und VEGF durch Antioxidantien. Subkonfluente 

HDFs wurden entweder mit 5 mM NAC für 4 h oder mit 0,5 µM Na2SeO3 oder 50 µM Trolox für 24 h vor 

Behandlung mit 10 ng/ml rTGFβ1 vorinkubiert. Das Antioxidantien- und rTGFβ1-haltige Medium wurde gegen 

serumfreies Medium ausgetauscht und der Überstand für 48 h gesammelt und für die ELISA gegen IL-6, HGF 

und VEGF eingesetzt. ***P<0,001 gegen unbehandelte CMMF (ANOVA, Dunnett´s Test). 

 

 

Myofibroblasten sezernieren verschiedene Zytokine, Chemokine und inflammatorische 

Mediatoren, die in Kombination die Invasion der Tumorzellen beeinflussen [de Wever und 

Mareel, 2003]. Um die Wichtigkeit von IL-6, HGF und VEGF, die durch Myofibroblasten 

sezerniert werden (Abbildung 3.36), für die Invasionskapazität von Tumorzellen zu 

untersuchen, wurden neutralisierende Antikörper gegen diese Wachstumsfaktoren entweder 

einzeln oder in Kombination in die Überstände von Myofibroblasten gegeben und die 

Chemoattraktivität dieser Überstände auf SCL-1-Zellen im Invasionsassay überprüft 

(Abbildung 3.37). 
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Abbildung 3.37: IL-6, HGF und VEGF fördern Tumorinvasion. Myofibroblasten-Überstände (CMMF) wurden 

mit 5 µg/ml eines neutralisierenden Antikörpers gegen IL-6, HGF und VEGF einzeln oder in Kombination 

behandelt und die Chemoattraktivität dieser Überstände auf die Invasionskapazität von SCL-1 im Invasionsassay 

untersucht. Unbehandelte Überstände von Myofibroblasten dienten als Positivkontrolle und wurden auf 100 % 

gesetzt. Es wurden drei unabhängig voneinander durchgeführte Experimente ausgewertet. ***P<0,01 gegen 

unbehandelte CMMF (ANOVA, Dunnett´s Test). 

 

 

Die Einzelbehandlung mit den neutralisierenden Antikörpern hatte einen geringen Effekt auf 

die Invasionskapazität der SCL-1. Dagegen erniedrigte die Behandlung mit einer 

Kombination der Antikörper für IL-6 und HGF oder aller drei Wachstumsfaktoren die 

Invasion der Tumorzellen signifikant um 79% oder 86%. 
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3.10 Invasion von SCL-1 Zellen in Hautäquivalenten 

 

Da das Invasionsmodell nur näherungsweise die in-vivo Situation widerspiegelt, wurden in 

erster Annäherung an ein in-vitro Tumor-Haut-Modell Experimente durchgeführt. Dafür 

wurden SCL-1-Tumorzellen in Hautäquivalente eingesät und deren Verhalten/Invasion durch 

die Epidermis über zehn Tage beobachtet. 
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Abbildung 3.38: Invasion von Tumorzellen in Hautäquivalenten. (A) Unbehandelte Hautäquivalente. (B) 1x104 

SCL-1-Zellen wurden in die Hautäquivalente eingesät. Nach 10 Tagen wurden Paraffin-Schnitte der Äquivalente 

mit Hematoxylin-Eosin (HE) gefärbt. Schwarze Pfeile zeigen Tumor-Zell-Cluster in der Epidermis. 
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Die Hematoxylin-Eosin (HE)-gefärbten Schnitte aus Abbildung 3.38 zeigen unbehandelte 

Hautäquivalente und Hautäquivalente, in die SCL-1-Zellen eingesät wurden. Nach 10 Tagen 

war eine SCL-1-Zell-Cluster-Bildung in der Epidermis der Hautäquivalente zu erkennen. 

Dabei konnte festgestellt werden, dass die Tumorzell-Cluster die Epidermis ebenfalls nach 

außen hin durchstoßen und so die Hautstruktur zerstören. Dies ist ein Verhalten von 

Hauttumoren, das in in-vivo häufig beobachtet wird. 

Außerdem wurde beobachtet, dass die SCL-1 Zellen bereits bis zur Basallamina migriert 

waren, was auf eine Invasion der Tumorzellen in die Dermis vermuten lässt. Um diese 

Annahme zu bestätigen, wurden die Schnitte der Hautäquivalente mit SCL-1 zusätzlich gegen 

β1-Intergrin, einem Marker der an der Basallamina liegenden Keratinozyten, gefärbt. 
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Abbildung 3.39: Invasion von Tumorzellen in Hautäquivalenten. (A) Unbehandelte Hautäquivalente. (B) 1 x 

104 SCL-1-Zellen wurden auf die Hautäquivalente gesät. Nach 10 Tagen wurden Kryo-Schnitte der Äquivalente 

mit β1-Integrin immunzytochemisch gefärbt. 
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Die β1-Intergrin-Färbung der unbehandelten Hautäquivalente (Abbildung 3.39 A) zeigte eine 

intakte Basallamina. Die Basallamina der Hautäquivalente, auf die SCL-1-Zellen gesät 

wurden, war nach 10 Tagen stark geschädigt (Abbildung 3.39, B, weiße Rahmen), was sich in 

einer unregelmäßigen Färbung des β1-Integrins äußerte. Diese unregelmäßige Färbung 

deutete auf einen Durchbruch der Basallamina durch die SCL-1-Zellen und somit eine 

Invasion in Richtung Dermis hin. 
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4. Diskussion 
 

Der mehrstufige Prozess der Karzinogenese ist das Resultat einer gestörten zellulären 

Homöostase als Folge zahlreicher genetischer und epigenetischer Veränderungen. Dies führt 

zu Hyperproliferation und dem Verlust der terminalen Differenzierung [Yuspa, 1998]. 

Tumorzellen entgehen der Wachstumskontrolle und einer durch stromale Zellen initiierte 

Apoptose, indem sie durch Sezernierung des transformierenden Wachstumsfaktors TGFβ1 die 

Schließung der gap junctions stromaler Zellen bewirken [Stuhlmann et al., 2004; Trosko und 

Ruch, 1998]. 

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt im Vergleich zu anderen Studien auf der 

Progression des Tumors und nicht auf der Tumorinitiation und –promotion. Der 

entscheidende Schritt während der Tumorprogression ist die Invasion und die damit 

verbundene Tumor-Stroma-Interaktion. Ein Tumor wird als maligner Tumor bezeichnet, 

wenn Tumorzellen beginnen, den Primärtumor zu verlassen und in andere Gewebe zu 

invadieren, um Sekundärtumore/Metastasen zu bilden. Während der Invasion verändern 

Tumorzellen ihre stromale Umgebung derart, dass das Stroma eine für die Tumorzellen 

hilfreiche und die Invasion unterstützende Funktion übernimmt. Dazu stimulieren 

Tumorzellen stromale Zellen kontinuierlich, um die physiologische Invasion weiterzuführen 

[Liotta und Kohn, 2001]. Die Invasion von Tumorzellen im Bindegewebe der Haut wird 

wesentlich durch Fibroblasten beeinflusst [De Wever und Mareel, 2003, Cat et al., 2006]. Das 

Augenmerk der Medizin wird sich zunehmend in Richtung Hautkrebs orientieren müssen, da 

es aufgrund des sich vergrößernden atmosphärischen Ozonlochs und der damit 

einhergehenden erhöhten UV-Exposition vermehrt zur Bildung von Hauttumoren kommen 

wird [De Gruijl et al., 2003; Diffey, 2004]. Erhöhte UVB-Strahlung kann zu zahlreichen 

biochemischen Veränderungen in der Zelle führen. So kommt es als Reaktion auf 

ultraviolettes Licht u.a. zu einer Regulierung bestimmter Gene, die für Signaltransduktion, 

Regulierung von Antioxidantien, Zellzykluskontrolle und Zerstörung des dermalen 

Bindegewebes der Haut verantwortlich sind [Brenneisen et al., 2002]. 

 

In der hier vorliegenden Doktorarbeit zur Tumor-Stroma-Interaktion wurde ein in-vitro 

Tumor-Stroma-Modell unter Verwendung von Ko- und Monolayerkulturen, Dermis- und 

Ganzhautmodellen aus der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCL-1 und humanen dermalen 

Fibroblasten etabliert. Das Kokultur-Monolayermodell repräsentiert etwas vereinfacht die in-
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vivo Situation eines Plattenepithelkarzinoms [Detmar, 2000] und ermöglicht die 

Untersuchung des Einflusses von Tumorzellen epithelialen Ursprungs auf dermale 

Fibroblasten. 

In den Kokulturen formierten sich, wie auch in-vivo gezeigt [Blaudschun et al, 2002] 

Tumorzell-Cluster, die von Fibroblasten umwachsen wurden. Dieses Phänomen wurde auch 

in den Ganzhautmodellen beobachtet, welche die oberen Hautschichten Stratum Corneum, 

Epidermis und Dermis beinhalten und die darin eingesäten Zellen in ihrem physiologischen 

Umfeld zeigen. Die Tumorzellen migrierten in diesem Modell ebenfalls in Clustern durch die 

Epidermis in Richtung Dermis (Abbildung 3.38). Diese Modelle sind der menschlichen Haut 

in ihrem Aufbau am Ähnlichsten. 

 

 

4.1 Parakrin wirkendes TGFβ1 induziert die Transdifferenzierung von dermalen 

Fibroblasten zu Myofibroblasten 

 

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Hypothese, dass Interaktionen der Tumorzellen mit 

dermalen Fibroblasten zu einer Veränderung und Schwächung des Stromas gegenüber dem 

Tumor führen. Tumorzellen können in Folge dessen leichter migrieren und in tiefere 

Hautschichten invadieren. 

Der Transdifferenzierungsprozess beschreibt die epithelial-mesenchymale Transition 

(EMT), die beispielsweise durch Wachstumsfaktoren wie TGFβ1 oder PDGF induziert wird 

[Gotzmann et al., 2006]. In dieser Arbeit ist die Transdifferenzierung von dermalen 

Fibroblasten durch mesenchymal-mesenchymale Transition (MMT) charakterisiert, die in der 

Formation von Myofibroblasten resultiert und abhängig von parakrinem TGFβ1 und ROS ist. 

Stromale Fibroblasten transdifferenzieren zu Myofibroblasten, die verstärkt an der 

Invasionsfront von Tumorzellen auftreten [De Wever und Mareel, 2002]. Myofibroblasten 

werden histologisch von Fibroblasten hauptsächlich durch deren erhöhte Expression des 

Proteins αSMA unterschieden. Der Transdifferenzierungsprozess geht mit erhöhter 

Proliferation, erhöhter Kollagensynthese und einer scheinbar erniedrigten Motilität einher 

[Serini und Gabbiani, 1999]. Zudem werden eine Reihe von Wachstumsfaktoren, Chemokine, 

Zytokine, wie auch EZM-Proteine und Proteasen verstärkt exprimiert [Powell et al., 1999]. 

Da schon gezeigt werden konnte, dass der transformierende Wachstumsfaktor TGFβ1 das 

Schließen der gap junctions und damit eine gestörte Zell-Zell-Kommunikation bewirkt 

[Stuhlmann et al., 2004], wurde die Frage untersucht, ob dieser parakrin wirkende 
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Wachstumsfaktor auch für die Tumor-vermittelte Transdifferenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten verantwortlich ist. Ferner galt das Interesse der Hypothese, dass die 

gebildeten Myofibroblasten einen wichtigen Beitrag zur Invasion von Tumorzellen leisten.  

Es wurde in dieser Arbeit bestätigt, dass stromale Zellen, die sich in der Nähe von 

Tumorzellen befanden, vermehrt transdifferenzierten (Abbildung 3.1). Die Bildung von 

Myofibroblasten wurde bei Prostatakrebs in Zusammenhang mit der Degradation der 

extrazellulären Matrix und der Invasion von Tumorzellen beobachtet [Tuxhorn et al., 2002]. 

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse und immunzytochemischen Untersuchungen konnte auch 

in unserem Modell gezeigt werden, dass dermale Fibroblasten, die den löslichen Faktoren des 

Überstandes von Tumorzellen ausgesetzt waren, zu Myofibroblasten transdifferenzierten 

(Abbildung 3.2). Zusätzlich wurde durch den Einsatz von rekombinantem TGFβ1 bewiesen, 

dass der transformierende Wachstumsfaktor die Transdifferenzierung von dermalen 

Fibroblasten induziert. Dieses Ergebnis wird durch die Studie von Ronnov-Jessen und 

Petersen [Ronnov-Jessen und Petersen, 1993] unterstützt, welche beschreibt, dass 

Fibroblasten aus humanem Drüsengewebe der Brust in-vitro durch Einwirkung des 

Wachstumsfaktors TGFβ1 zu Myofibroblasten transdifferenzieren. Myofibroblasten treten 

auch an der Invasionsfront von Darmkrebszellen auf [Miura et al., 1993; Nakayama et al., 

1998]. In Lebermetastasen des Darmkrebses sind die an den Tumor angrenzenden Zellen 

vorwiegend αSMA-positiv [Schürch et al., 1981; Olaso et al., 1997]. 

 

 

4.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vermitteln die TGFβ1-induzierte 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten  

 

Oxidativer Stress beschreibt einen Zustand, indem das Gleichgewicht zwischen Prooxidantien 

und Antioxidantien zu Gunsten der Prooxidantien verschoben ist. Ein Zellsystem unter 

oxidativem Stress verliert die Fähigkeit, reaktive Sauerstoffspezies zu neutralisieren und zu 

eliminieren [Sies und Cadenas, 1985]. Wenn der intrazelluläre Gehalt an ROS nicht mehr 

reguliert werden kann, führt dies zu Schädigungen zellulärer Lipide, Proteine, DNA und zur 

Beeinträchtigung von Signaltransduktionswegen und anderer zellulärer Funktionen [Sies, 

1986]. Aufgrund dieser Schädigungen wird Oxidativer Stress auch mit humanen 

Erkrankungen, wie kardiovaskulären und neurodegenerativen Krankheiten, Krebs und dem 

Alterungsprozess, in Verbindung gebracht [Sies, 1991]. ROS können während zellulärer 

Stoffwechselprozesse, primär in den Mitochondrien, als Nebenprodukte gebildet werden. 
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Einige Studien beschreiben die Wachstumsfaktor-/Zytokin-vermittelte Bildung von ROS 

während physiologischer Signalkaskaden durch membranlokalisierte Oxidasen, wie zum 

Beispiel die NADPH-Oxidase, in phagozytotischen und in nicht-phagozytotischen Zellen 

[Jones et al., 1994; Hiran et al., 1997; Bayraktutan et al., 1998]. Zytokine und 

Wachstumsfaktoren generieren in nicht-phagozytotischen Zellen ROS, die sowohl 

Zielstrukturen während der Signalkaskade als auch Transkriptionsfaktoren modifizieren 

[Finkel, 1998; Thannickal und Fanburg, 2000]. Der Wachstumsfaktor TGFβ1 stimuliert die 

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in verschiedenen Zelltypen [Kayanoki et 

al., 1994; Sanchez et al., 1996; Islam et al., 1997], und kann die Expression von 

enzymatischen Antioxidantien in einigen Zelltypen durch Modifikation redox-sensitiver 

Aminosäuren wie dem Cystein hemmen [Kayanoki et al., 1994; Islam et al., 1997; Herrlich 

und Bohmer, 2000; Jacob et al., 2003]. Die hier vorliegende Arbeit zeigt eine TGFβ1-

initiierte und ROS-abhängige Transdifferenzierung dermaler Fibroblasten zu 

Myofibroblasten. Eine mesenchymal-mesenchymale Transition von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten durch parakrin wirkendes und die Generierung von ROS initiierendes 

TGFβ1 wurde bisher nur im Rahmen dieser Arbeit beschrieben [Cat et al., 2006]. 

 

 

4.3 Antioxidantien unterbinden die durch die mesenchymal-mesenchymale Transition 

verstärkte Tumorprogression 

 

Reaktionen zwischen ROS und biologischen Strukturen, aber auch unkontrollierter ROS-

Produktion können durch natürliche oder synthetische Antioxidantien vorgebeugt werden. 

Mikronährstoffe wie Selen oder Zink, die wichtige Bestandteile protektiver Enzyme durch 

spezielle Aminosäuren (zum Beispiel Selenocystein oder Selenomethionin) oder strukturelle 

Komponenten (zum Beispiel Zinkfinger oder Zinkmetallthionin), darstellen [Klotz et al., 

2003] zählen ebenfalls zu den antioxidativ wirkenden Substanzen. Diese Moleküle wirken 

während der enzymatischen Verteidigung durch die Superoxid-Dismutase, Katalase, 

Thioredoxin-Reduktasen und Glutathion-Peroxidasen mit [Sies, 1997].  
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4.3.1 NAC verhindert die MMT von Fibroblasten 

 

N-Acetylcystein (NAC) ist ein synthetisches zellpermeables Antioxidans, das in der Zelle zu 

Cystein hydrolysiert wird und die GSH-Synthese vorantreibt. An verschiedenen Tiermodellen 

wurde bereits beschrieben, dass NAC protektive Effekte gegen Lungen-Krankheiten besitzt 

[Cotgreave, 1996]. Sowohl nicht-enzymatische Antioxidantien wie NAC und Trolox, ein 

wasserlösliches Vitamin E-Derivat, als auch Selenit, als Komponente enzymatischer 

Antioxidantien wie der Glutathion-Peroxidase, konnten in dieser Arbeit der 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten in Gegenwart von TGFβ1 

entgegenwirken (Abbildung 3.8). Dies führt zu dem Schluss, dass das von den Tumorzellen 

sezernierte TGFβ1 die zelleigene Kontrolle des intrazellulären ROS-Gehaltes durch 

enzymatische Antioxidantien in dermalen Fibroblasten ausschaltet. Dieser Effekt zugunsten 

prooxidativer Effekte scheint mit der MMT der Fibroblasten korreliert zu sein, da durch den 

Einsatz von exogenen Antioxidantien die Bildung von Myofibroblasten verhindert werden 

konnte. 

 

 

4.3.2 TGFβ1 initiiert Lipidperoxidation in dermalen Fibroblasten 

 

Die biochemische Umsetzung von Sauerstoff zu Wasser läuft über mehrere Zwischenstufen 

wie Superoxid (O2·-), dem Produkt der Ein-Elektronen-Reduktion des Sauerstoffs und des 

Hydroxylradikals (HO·), das durch Spaltung von H2O2 entsteht. Beides sind hochreaktive 

Spezies, die die Lipidperoxidation, bei der Lipidhydroperoxide entstehen, vorantreiben. 

Malondialdehyd (MDA), ein ungesättigtes Hydroxylaldehyd, ist eines von mehreren 

möglichen Endprodukten der Lipidperoxidation, das aus Lipidhydroperoxiden entsteht. Ein 

weiteres Endprodukt der Lipidperoxidation ist das 4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE), das bei der 

Oxidation der Arachidonsäure entsteht. 4-HNE ist u.a. in der Lage, die Protein- und DNA-

Synthese zu inhibieren, Enzyme zu inaktivieren, die interzelluläre Kommunikation durch gap 

junctions zu verhindern, aber auch die Migration von Zellen zu beeinflussen [Uchida et al., 

1999]. Die Endprodukte der Lipidperoxidation können stabile Addukte mit nukleophilen 

Aminosäuren wie dem Cystein, Histidin und dem Lysin von Rezeptoren bilden und Moleküle 

der Signalkaskade, aber auch Transkriptionsfaktoren modifizieren [Petersen und Doorn, 

2004]. Eine 4-HNE-abhängige Verstärkung der Apoptose durch TGFβ1 wurde in 

Darmkrebszellen festgestellt [Zanetti et al., 2003]. Intrazellulär gebildete ROS treiben den 
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Peroxidationsprozess voran, der zur Produktion von Lipidhydroperoxiden führt [Polte und 

Tyrell, 2003]. Die Stimulation von Lungenfibroblasten mit TGFβ1 führt zu einer schnellen 

ROS-Produktion, die wiederum einen Ca2+-Einstrom, die Aktivierung der MAPK und die 

phosphorylierungsabhängige AP-1-Aktivierung vorantreibt [Junn et al., 2000]. 

Eine Vielzahl natürlich vorkommender Antioxidantien-Systeme schützt die Lipidmoleküle 

der Zellmembranen vor oxidativer Zerstörung. Darunter stellt Vitamin E, ein 

Reduktionsmittel, eines der Wichtigsten dar. Die schützenden Eigenschaften des Vitamin E 

beruhen auf seiner Fähigkeit, die Lipidoxidation durch Reduktion radikalischer 

Zwischenprodukte zu unterbrechen. Dabei wird es zu einem α-Tocopheroxy-Radikal oxidiert, 

das aufgrund extensiver Delokalisierung und der sterischen Hinderung der 

Methylsubstituenten relativ reaktionsträge ist [Vollhardt, 2000]. Das wasserlösliche Trolox, 

ein Vitamin E-Derivat, verhindert die Lipidperoxidation von Zellen direkt [Gavino et al., 

1981], indem es radikalische Zwischenprodukte der Lipidperoxidation reduziert.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Trolox die Expression von αSMA 

weitgehend verhindern konnte, was zu dem Entschluss führt, dass die Lipidperoxidation eine 

wichtige Rolle während der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibrobasten in der 

Nähe von Tumoren spielt. Es konnte gezeigt werden, dass ein TGFβ1-Stimulus zu einer 

erhöhten Produktion von Lipidhydroperoxiden und konjugierten Dienen führte (Abbildung 

3.11, 3.12), welches die Tatsache, dass TGFβ1 ebenfalls durch Erhöhung der 

Lipidperoxidation die Kollagensynthese vorantreibt, bestätigt [Geesin et al., 1991]. Auch die 

Expression von Matrix-Metalloproteinasen, die zu der Gruppe der Late-responsive-genes 

gehören, wie das αSMA auch, wird durch Lipidperoxidation induziert [Brenneisen et al., 

1998].  

 

 

4.3.3 Selen als Schutz gegen ROS und Tumorprogression 

 

Selen ist ein essentielles Element, das von Menschen hauptsächlich über die Nahrung, wie 

beispielsweise Cerealien oder Fleisch, aufgenommen wird. Komplexe Kaskaden wandeln 

anorganische Selenkomponenten wie Selenat oder Selenit in organische Formen um, was 

enzymatisch katalysiert wird [Ip 1998]. Hydrogenselenid (H2Se), das durch Glutathion-

gekoppelte Reaktionen aus Selenit (Se2O3
2-) über Selenodiglutathion (GS-Se-SG) und 

Glutathionselenopersulfid (GS-SeH) gebildet wird, spielt eine zentrale Rolle. H2Se wird 

sowohl als Substrat für die Synthese von Selenocystein (Sec) durch Cystein-Synthasen, aber 
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auch als Molekül für die Transformation in Selenophosphat (H2SePO3
-) durch 

Selenophosphat-Sythetasen angesehen. Beide Ereignisse sind für die Biosynthese der 

Selenoproteine notwendig. Selen wird dabei in Proteine als Selenocystein inkorporiert. Selenit 

ist ein wichtiger Bestandteil enzymatischer Antioxidantien, wie zum Beispiel der Glutathion-

Peroxidase. Es hilft indirekt durch Reduktion der Metabolite die Membranintegrität 

aufrechtzuerhalten. Der katalytische Mechanismus der Selenocystein-enthaltenden Enzyme 

für die Reduktion von Hydroperoxiden (ROOH) umfasst die Oxidation der entsprechenden 

sauren Seitengruppe (R-SeOH), was zu einer Reduktion der Hydroperoxide in Alkohole führt 

[Sies, 1997]. 

 

Durch die Generation von ROS werden die stromalen Zellen geschwächt und stellen dadurch 

ein Angriffsziel für die Tumorzellen dar. Die durch TGFβ1 induzierte Lipidperoxidation 

konnte durch den Einsatz von Antioxidantien wie Selenit verringert werden. Dabei spielt 

möglicherweise das Selenoprotein P eine Rolle, das in der Lage ist, die Transdifferenzierung 

der Fibroblasten zu vermindern (Abbildung 3.7). Selenoprotein P kann in verschiedene 

biologische Prozesse involviert sein, von denen einige den antioxidativen Status der Zelle 

aufrechterhalten. So zählen vier Glutathion-Peroxidasen, darunter die cytosolische GPx, zu 

den ersten identifizierten Selenoproteinen [Flohé et al., 1973]. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schließen, dass während der TGFβ1/ROS-

abhängigen Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten Endprodukte der 

Lipidperoxidation ROS-sensitive Proteine der Signalkaskade modifizieren, was in der 

Expression von αSMA resultiert. Möglicherweise wird die Translation durch ROS beeinflusst. 

Diese Hypothese wird zusätzlich durch die nach zwölf Stunden einsetzende Transkription der 

αSMA-mRNA der mit TGFβ1-behandelten Fibroblasten unterstützt, die unbeeinflusst von 

ROS ist (Abbildung 3.6). Ein Indiz für diese Vermutung ist ebenfalls die späte Oxidierung der 

Proteine durch ROS, die zwölf Stunden nach TGFβ1-Stimulus am Stärksten ist (Abbildung 

3.27). 
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4.4 Die der mesenchymal-mesenchymalen Transition zugrunde liegende Signalkaskade: 

der Status quo 

 

Die Initiation der Lipidperoxidation wird durch einen prooxidativen Status gefördert, sodass 

sich die Frage stellt, welche intrazellulären Systeme TGFβ1-vermittelte ROS-Produktion 

induzieren. Die ROS-Produktion in nicht-phagozytotischen Zellen kann über Signalkaskaden, 

nach Aktivierung durch Rezeptor-Tyrosinkinasen, ausgelöst werden [Sundaresan et al., 1995; 

Bae et al., 1997]. Ferner wurde für Hepatozyten beschrieben, dass eine Translokation der 

Proteinkinase C zu der Membran und deren Aktivierung Lipidperoxidation verursachen kann 

[von Ruecker et al., 1989]. 

Inhibitoren der PKC zeigten in dieser Arbeit sowohl eine Verhinderung der TGFβ1-

induzierten αSMA-Expression als auch eine Erniedrigung des intrazellulären ROS-Gehaltes 

(Abbildung 3.23, 3.26). Diese Ergebnisse lassen auf die Beteiligung der PKC während der 

Transdifferenzierung dermaler Fibroblasten zu Myofibroblasten schließen. Dies steht in 

Einklang mit der Beobachtung, dass TGFβ1 in der Lage ist, via aktivem PKCδ α2(I)-Kollagen 

in humanen dermalen Fibroblasten [Jinnin et al., 2005] und α1(I)-Kollagen in humanen 

pulmonären Fibroblasten [Zhang et al., 2004] zu induzieren. Weiter wurde gezeigt, dass der 

PKC-Inhibitor Calphostin C die Differenzierung von Ratten-Aorta-Fibroblasten verhindert 

[Gao et al., 2003] und eine Differenzierung durch Transfektion der Zellen mit PKCα-

Oligonukleotiden unterbunden wurde. 

 

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der PKC und der NADH-Oxidase wurde untersucht, 

da Phorbol-12-Myristrat-13-Acetat (PMA) die membran-assoziierte NAD(P)H-Oxidase in 

Fibroblasten durch die PKC aktivieren kann [Tanabe et al., 1997]. In primären humanen 

Lungenfibroblasten induziert TGFβ1 die Src-Kinase-abhängige Differenzierung zu 

Myofibroblasten und die Aktivierung der membranassoziierten NADPH-Oxidase [Thannickal 

und Fanburg, 2000]. In transformierten Fibroblasten scheinen Ras und Rac (GTP-bindende 

Proteine) direkt mit der Produktion des Superoxids (O2·-) verknüpft zu sein [Irani et al., 1997]. 

Die NADPH-Oxidase produziert Superoxid (O2·-) und Wasserstoffperoxid (H2O2) durch Ein- 

und Zwei-Elektronenreduktionen aus O2 [Thannickal und Fanburg, 2000]. Diese können 

innerhalb der Zelle zu erheblichen Schäden und letztendlich zu der Formation von Tumoren, 

beispielsweise der Haut, führen. H2O2 kann durch Plasmamembranen und das Cytosol zum 

Zellkern diffundieren und dort mit Metallionen als Bestandteil von Proteinen oder Ionen, die 

an die DNA gebunden sind, interagieren, um Hydroxylradikale zu bilden. Diese wiederum 
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können die DNA über kettenspezifische HO·-Generation stark schädigen. Durch die 

Zerstörung der DNA kann es im Folgenden zu verschiedenen Erkrankungen wie 

beispielsweise Krebs kommen [Halliwell, 2002]. 

Um einen möglichen Einfluss der Produkte der NADPH-Oxidase auf die 

Transdifferenzierung von Fibroblasten zu untersuchen, wurde der Inhibitor Apocynin, das 

spezifisch die NADPH-Oxidase blockiert, für die Experimente eingesetzt. Durch den Einsatz 

des Inhibitors konnte gezeigt werden, dass die NADPH-Oxidase einen relevanten Einfluss auf 

die Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten durch die vermehrte ROS-

Produktion nimmt, da die αSMA-Expression nach Behandlung mit TGFβ1 signifikant 

erniedrigt war. 

 

 

4.4.1 ROS-unabhängige Beteiligung von Smad an der Transdifferenzierung 

 

Die TGFβ1-induzierte Signaltransduktionskaskade, die zur mesenchymal-mesenchymalen 

Transition führt, ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist beschrieben, dass TGFβ1 durch 

die Bindung an den TGFβ1-Rezeptor die Smad-Signalkaskade auslösen kann [Schiffer et al., 

2000]. Neben der Smad-induzierten Transkription kann TGFβ1 aber auch andere Smad-

unabhängige Signalwege, wie zum Beispiel den MAP-Kinase-, den PP2A/p70S6K-, den RhoA- 

oder den TAK1/MEKK1-Signalweg, aktivieren. TGFβ1 induziert ebenfalls den Erk, JNK und 

p38 MAPK-Signalweg. Zellen, denen Smad4 fehlt, oder die vermehrt über inhibitorische 

Smad-Proteine verfügen, zeigen eine Smad-unabhängige Aktivierung der MAPK-

Signalkaskade [Engel, 1999]. Obwohl diese Signalkaskaden oft miteinander kooperieren, 

können sie aber auch einander entgegenwirken. Smad7 beispielsweise, ein inhibitorisches 

Smad-Protein, kann die JNK-Aktivierung verstärken [Mazars, 2002]. Mutierte TGFβ1-

Rezeptoren, die die Smad-Signalkaskade nicht aktivieren können, induzieren den p38 MAPK-

Signalweg nach TGFβ1-Stimulus [Yu et al., 2002]. Die Mechanismen der Erk-, JNK- oder 

der p38 MAPK-Aktivierung sind jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt. Die JNK- und p38 

MAPK-Signalkaskaden werden durch verschiedene MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) 

nach unterschiedlichen Stimuli induziert. Die Balance zwischen direkter und indirekter 

Aktivierung der Smad- und der MAPK-Signalkaskade nach TGFβ1-Stimulus ist oft Zelltyp-

abhängig. 
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Smad-Proteine, insbesondere Smad3 und Smad4, zeigen sequenzspezifische Bindeaktivität an 

die DNA, ihre Bindungsaffinität ist aber verhältnismäßig gering. Smad2 kann nicht direkt an 

die DNA binden, ist jedoch für den Smad2/3-Smad4-Komplex notwendig. Weil Smad-

Proteine die DNA nur mit geringer Affinität binden können, kooperieren sie mit anderen 

sequenzspezifischen Bindungsfaktoren, um effizient an die Promotoren zu binden [Ten Dijke 

und Hill, 2004]. Die Smad-Signalkaskade verläuft daher kinetisch relativ langsam. 

Um die Frage zu klären, ob TGFβ1 die Transdifferenzierung von dermalen Fibroblasten 

über einen Smad-abhängigen Signalweg induziert, wurde der Gehalt an phosphoryliertem 

Smad2 nach Einsatz von Antioxidantien untersucht. Nach Behandlung der Fibroblasten mit 

TGFβ1 war eine Phosphorylierung von Smad2 zu erkennen. Eine erwartete Verringerung des 

Phospho-Smad2-Gehalts durch Vorbehandlung der Zellen mit NAC, Selenit und Trolox 

wurde jedoch nicht beobachtet. Dieses Ereignis wurde erstmals im Rahmen dieser Arbeit 

gezeigt. DieTGFβ1-induzierten Signalkaskaden werden innerhalb von Minuten aktiviert, 

wohingegen die Aktivierung des Smads zwar schnell erfolgt, eine Kernlokalisation dieses 

Signalproteins jedoch über mehrere Stunden anhält (Abbildung 3.15), was die Vermutung 

über einen parallelen, ROS-vermittelten Signalweg unterstützt. 

Die Tatsache, dass die Phosphorylierung des Smad2-Proteins durch den Einsatz von 

Antioxidantien in dieser Arbeit nicht beeinflusst werden konnte, ist ein Indiz dafür, dass die 

Transdifferenzierung der Fibroblasten durch den Wachstumsfaktor TGFβ1 durch eine weitere 

ROS-abhängige, zum Smad-Signalweg parallelen Kaskade ausgelöst wird. Es besteht die 

Vermutung, dass es zu einer frühen p38-Aktivierung durch TGFβ1-Stimulus kommt, die 

wiederum nachgeschaltete Kaskaden aktiviert. Um den Transdifferenzierungsprozess besser 

zu verstehen, wurden mögliche ROS-Targets untersucht. 

 

 

4.4.2 Die Proteinbiosynthese als mögliches ROS-Target 

 

Es wurde bereits früh beschrieben, dass Glutathion (GSH) eine wichtige Rolle im 

Zusammenhang mit dem Zellwachstum spielt [Dan, 1966; Mano, 1971; Jocelyn, 1972]. 

Während der Translation gibt es zwei wichtige Ereignisse, die Initiation der Polypeptidkette 

und die Elongation der Polypeptidkette, die mit der Termination enden. In Retikulozyten 

wurde gezeigt, dass keine dieser beiden Translationsereignisse stattfindet, wenn die 

Konzentration an GSH (oder äquivalenten reaktiven Gruppen) sehr gering ist [Kosower und 

Kosower, 1973], d.h. ein Ungleichgewicht des GSH/GSSG-Status in Zellen zugunsten der 
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Konzentration an GSSG auftritt. Erst wenn sich eine normale GSH-Konzentration innerhalb 

der Zelle einstellt, setzt auch die Initiation der Polypeptidkette wieder ein. Der 

Initiationsprozess der Translation ist ebenfalls sensibel auf geringe Konzentrationen an 

intrazellulärem GSSG [Kosower und Kosower, 1973]. Die Zugabe von GSSG in Anwesenheit 

von GSH in Retikulozyten führte zu der Inhibition der Proteinbiosynthese [Kosower et al., 

1972]. Möglicherweise wird der Glutathion-Status der Zelle nach TGFβ1-Stimulus durch 

reaktive Sauerstoffspezies beeinflusst, was sich auf die Proteinbiosynthese zugunsten der 

Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten auswirkt. Die Tatsache, dass die 

cytosolische Glutathion-Peroxidase nach TGFβ1-Behandlung nicht aktiv ist, sondern erst 

nach Selensupplementierung, bestätigt diese Annahme. Glutathion wird für die katalytische 

Aktivität der cGPx benötigt, da es mit dem Selensulfid ein Addukt bildet und ein weiteres 

Glutathion die aktive Form des Enzyms durch Angriff des Selensulfids regeneriert, wobei 

oxidiertes Glutathion entsteht. 

 

 

4.5 Myofibroblasten unterstützen die Tumorinvasion 

 

Die Tumorprogression findet in einem Mikromilieu statt, in dem es zu einer extrazellulären 

Kommunikation zwischen Tumor und Stroma mittels löslicher Faktoren kommt. Nach der 

Differenzierung eines Tumors zu einem invasiven Tumor kommt es zu einer Formation von 

Myofibroblasten an der Invasionsfront der Tumorzellen [de Wever und Mareel, 2002]. Diese 

Hypothese konnte in dieser Arbeit mit Hilfe immunzytochemischer Ansätze verifiziert 

werden (Abbildung 3.1). Es stellte sich die Frage, warum Myofibroblasten scheinbar 

essentiell für die Invasion der Tumorzellen sind. Mit Hilfe etablierter Matrigel-

Invasionsassays konnte gezeigt werden, dass die Invasion von Tumorzellen in der Haut durch 

Myofibroblasten um das Vier- bis Fünffache positiv beeinflusst wird. Die Invasion wurde 

verhindert, wenn die Tumorzell-vermittelte Transdifferenzierung durch den Einsatz von 

Antioxidantien unterbunden wurde. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Wachstumsfaktormuster von Myofibroblasten 

untersucht. Dabei zeigte sich, dass als Konsequenz der Transdifferenzierung die Mengen der 

von den Myofibroblasten sezernierten Wachstumsfaktoren HGF, IL-6 und VEGF signifikant 

erhöht waren, was sich stimulierend auf die Invasion der Tumorzellen auswirkte (Abbildung 

3.35, 3.37). HGF wirkt in verschiedenen Zelltypen multifunktionell als Mitogen, Motogen 
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und Morphogen [Nakamura et al., 1989]. Der Wachtumsfaktor unterstützt Zellwachstum und 

Migration und stimuliert die Invasion von Prostata-Karzinomzellen. IL-6 gilt als pleiotropes 

Zytokin, dass in sowohl physiologische als auch pathophysiologische Prozesse wie der 

Tumorprogression involviert ist [Lazar-Molnar et al., 2000]. VEGF, ein Wachstumsfaktor, der 

unerlässlich für die Angiogenese eines Tumors ist, wird durch Keratinozyten und dermale 

Fibroblasten sezerniert und ebenfalls mit der Invasion von Tumorzellen assoziiert [Sauter et 

al., 1999, Detmar et al., 2000]. Während der Vaskularisierung gelangen Blutgefäße, die den 

Tumor mit Nährstoffen und Sauerstoff versorgen und die Metastasierung durch den 

Blutkreislauf fördern, in Richtung des Tumors. Ferner erlaubt die Vaskularisierung die 

Kommunikation zwischen Primärtumor und Metastasen [Carmeliet und Jain, 2000]. Es 

konnte gezeigt werden, dass TGFβ1 in der Lage ist, in primären humanen Lungenfibroblasten 

die IL-6-mRNA- und Proteinexpression zu induzieren [Eickelberg et al., 1999] und in 

humanen Hautfibroblasten die VEGF-Expression voranzutreiben [Trompezinski et al., 2000]. 

Von Tumoren sezerniertes TGFβ1 induziert in oralen Fibroblasten einen Myofibroblasten-

ähnlichen Phänotypen, der ebenfalls hohe Mengen an HGF sezerniert [Lewis et al., 2004]. 

HGF, das von Myofibroblasten produziert wird, zeigte proinvasive Signale bei Darmtumoren, 

durch cMet und/oder Rac-abhängige Signalkaskaden [de Wever et al., 2004]. Auch IL-6 

[Arihiro et al., 2000] und VEGF [Mayr-Wohlfart et al., 2002] ermöglichen chemotaktische 

Motilität bei Brustkarzinom-Zelllinien und primären humanen Osteoblasten. Die 

Wachstumsfaktoren HGF, VEGF und IL-6 spielen sowohl bei der Tumorentwicklung als 

auch, wie in dieser Arbeit gezeigt, bei der Tumorinvasion eine wichtige Rolle. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass die drei Wachstumsfaktoren synergistisch auf die Invasion der 

Tumorzellen wirken. Die Wirkung der einzelnen Faktoren war dabei eher gering (Abbildung 

3.37). 

 

 

4.6 Stromale Therapie mittels Antioxidantien: neues Konzept zur Verhinderung der 

Tumorprogression 

 

Chemo- und Radiotherapie, die zur Bekämpfung von Tumoren eingesetzt wird, wird von 

zahlreichen, starken Nebenwirkungen begleitet [Birnbaum und Ready, 2005]. Bisher werden 

nur die Tumorzellen therapiert, was sich jedoch nicht als ausreichend herausgestellt hat. Ein 

Problem während der Krebstherapie stellt die Heterogenität der Zellpopulation innerhalb von 

Tumoren und die genomische Instabilität der Tumorzellen dar [Tozeren et al., 2005]. Die 
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stromale Therapie bezieht sich auf gesunde Zellen, die sich um den Tumor befinden. Ziel der 

stromalen Therapie ist die Stärkung der gesunden Zellen gegen die Tumorzellen. Da stromale 

Zellen genomische Stabilität aufweisen, könnte die stromale Therapie mit Hilfe von 

Antioxidantien als eine neue Strategie im Kampf gegen die Invasion und Metastasierung von 

Tumorzellen dienen. Experimentelle Studien unterstützen den Einsatz von Antioxidantien als 

krebsvorbeugende Agenzien, da sie reaktive Sauerstoffspezies neutralisieren oder ihre 

Wirkung verhindern können [Borek, 1997]. 

Antioxidantienreiche Diäten als Nahrungsmittelergänzung könnten das Risiko von 

Krebserkrankungen erheblich verringern [Steinmetz und Potter, 1996]. Zellkultur-Studien 

haben bereits gezeigt, dass Vitamin E, Vitamin C, Selen und einige Phytochemikalien selektiv 

Apoptose in Tumorzellen auslösen können, wobei die gesunden Zellen verschont bleiben 

[Borek et al., 1994; Sigounas et al., 1997; Taper et al., 2004]. 

In einer unabhängigen Studie untersuchten Clark und Mitarbeiter [Clark et al., 1996] die 

Hypothese, dass Selen als Nahrungsmittelergänzung das Krebsrisiko verringern kann. Dazu 

wurden Patienten, die schon einmal an Hautkrebs erkrankt waren, untersucht. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Einnahme von 200 µg Selen pro Tag über mehrere Jahre die Krebs-

Todesrate signifikant verringert hat. Zusätzlich nahm die Anzahl an Neuerkrankungen an 

Lungen-, Prostata-, und Darmkrebs erheblich ab. Diese Befunde bestätigen die Ergebnisse 

dieser Arbeit, dass eine Stärkung stromaler Zellen durch antioxidativ wirkende Substanzen 

wie Selenit, die Invasionskapazität der Tumorzellen stark vermindert. Einige antioxidativ 

wirkende Agenzien werden bereits als Supplement von Krebspatienten, die sich einer 

Chemotherapie unterziehen müssen, eingenommen. Deshalb ist es wichtig, die Wirkung von 

Antioxidantien in Zusammenhang mit der Metastasierung von Tumoren weiter zu 

untersuchen. 
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Abbildung 4.1: Neues Konzept der Chemoprävention gegen Tumorprogression. Tumorzellen sezernieren 

Wachstumsfaktoren und Zytokine, wie beispielsweise TGFβ1, das ROS-abhängige molekulare Signalkaskaden 

initiiert, die in der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und der Sekretion proinvasiver 

Signale, die die Invasionskapazität der Tumorzellen stimulieren, resultieren. Diese Signale und die damit 

einhergehende Invasion der Tumorzellen konnten durch den Einsatz von Antioxidantien und/oder 

Mikronährstoffen verhindert werden. 

 

Diese Doktorarbeit unterstützt ein neues Konzept eines chemopräventiven Ansatzes in der 

Tumorprogression. Durch die Stärkung von stromalen Zellen mittels Antioxidantien und 

Inhibitoren wird die Invasionskapazität der Tumorzellen signifikant verringert. Die Bildung 

sekundärer Tumore/Metastasen könnte dadurch längerfristig unterbunden werden, was 

letztendlich einen Fortschritt im Kampf gegen die hohe Krebs-Todesrate darstellt. 



  Perspektiven 
 

 116

5. Perspektiven 
 

Diese Arbeit gibt Hinweise darauf, dass Wasserstoffperoxid, Superoxid, aber auch 

Lipidhydroperoxide während der Transdifferenzierung generiert werden. Aus diesem 

Ergebnis resultiert die Frage, in wie weit die Produktion dieser Vielzahl von ROS tatsächlich 

maßgeblich für die Bildung von Myofibroblasten ist. Möglicherweise ist eine Akkumulation 

der verschiedenen ROS notwendig, um bestimmte Signalwege oder Modifikationen von 

Zielproteinen auszulösen. Die Tatsache, dass die Transkription des αSMA-Proteins 

unbeeinflusst von ROS ist, läßt vermuten, dass die Translation des Proteins ROS-sensitiv ist. 

Erste Hinweise konnten in dieser Arbeit mit Hilfe der Proteomanalyse erzielt werden. Eine 

genaue Charakterisierung ROS-modifizierter (Translations-) Proteine würde zu der 

Aufklärung dieser Frage beitragen. In diesem Zusammenhang müsste die Frage untersucht 

werden, welche dieser angeschalteten Signalwege letztendlich zu dem 

Transdifferenzierungsprozess dermaler Fibroblasten führt, oder ob eine Kombination 

mehrerer Kaskaden benötigt wird. 

Ein weiterer zu untersuchender Aspekt ist die spezifische Funktion der Myofibroblasten 

während der Invasion von Tumorzellen. Dass die Rekrutierung von Myofibroblasten an der 

Invasionsfront von Tumorzellen für dessen Invasionskapazität unerlässlich ist, konnte im 

Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Wachstumsfaktoren, die durch Myofibroblasten 

sezerniert werden, werden von Tumoren benötigt, um in entfernte Gewebe metastasieren zu 

können. Aber welchen weiteren Aufgaben unterliegen Myofibroblasten? Werden sie nur an 

der Invasionsfront gebildet oder wandern Myofibroblasten mit den Tumorzellen mit? 

In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage, ob TGFβ1 der einzige 

Wachstumsfaktor ist, der für die Transdifferenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten 

verantwortlich ist. Möglicherweise werden während der Invasion der Tumorzellen weitere 

Wachstumsfaktoren sezerniert, die die Invasion zusätzlich positiv beeinflussen. 

Eine Verminderung der metastatischen Aktivität der Tumorzellen im Rahmen der Tumor-

Stroma-Interaktion konnte in dieser Arbeit erzielt werden. Die intensive Erforschung von 

Mikronährstoffen, wie Selen, und antioxidativ wirkenden Substanzen im Kampf gegen den 

Krebs könnte zu neuen therapeutischen Ansätzen führen, um die Ausbreitung der 

Tumorzellen und die Bildung von Metastasen zu verhindern. Viele Studien befassen sich mit 

der Tumorinitiation und der –promotion, jedoch ist es mindestens genauso wichtig, sich den 

gesunden Zellen zu widmen und diese durch Stärkung mit Mikronährstoffen gegen Angriffe 

von Tumorzellen zu schützen. 
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6. Zusammenfassung 
 

Myofibroblasten, die essentiell für die Tumorprogression sind, bilden das reaktive Stroma. In 

dieser Arbeit konnte durch ein in-vitro-Tumor-Stroma-Modell gezeigt werden, dass der 

Transformierende Wachstumsfaktor (TGFβ1), der von Plattenepithelkarzinom-Zellen 

(SCL-1) sezerniert wird, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS)-abhängige Expression des α-

Smooth-Muscle-Actins (αSMA), einem Biomarker für Myofibroblasten, induziert, die mit der 

mesenchymal-mesenchymalen Transition (MMT) während der Tumorinvasion einhergeht. 

 

Sowohl eine ROS-abhängige Signalkaskade, an der die PKC und die NADH-Oxidase beteiligt 

sind, als auch die ROS-unabhängige Beteiligung von Smad spielen bei der MMT von 

Fibroblasten zu Myofibroblasten eine entscheidende Rolle. Die MMT geht mit einem 

veränderten Muster an durch Myofibroblasten sezernierte proinvasive Faktoren einher, die 

über einen parakrinen Wirkmechanismus die invasive Kapazität der Tumorzellen signifikant 

steigern. Die Möglichkeit, die Formation der Myofibroblasten durch den Einsatz von 

Antioxidantien und Mikronährstoffen zu verhindern, fördert anti-invasive und anti-

metastasierende Strategien. 

 

Da Invasion und Metastasierung nach wie vor das größte Problem der Krebstherapie 

darstellen, könnte die Aufklärung der zellulären Interaktionen zwischen Tumor und Stroma 

bei der Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze sehr hilfreich sein. Dieses neue Konzept 

der stromalen Therapie, die den Schutz stromaler Zellen vor dem Einfluss von Tumorzellen 

durch den Einsatz von Antioxidantien und Mikronährstoffen beinhaltet, könnte die neue Basis 

für die Chemoprävention gegen Tumorinvasion darstellen. 
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7. Summary 
 

Myofibroblasts, pivotal for tumor progression, populate the microecosystem of reactive 

stroma. Using an in vitro tumor-stroma model of skin carcinogenesis, this study shows that 

tumor-cell-derived transforming growth factor β1 (TGFβ1) initiates reactive oxygen 

species-dependent expression of α-smooth muscle actin, a biomarker for myofibroblastic 

cells, being part of the mesenchymal-mesenchymal transition (MMT) during tumor invasion. 

 

A ROS-dependent signaling pathway, which is induced by the protein kinase C (PKC) and the 

NADH-Oxidase, plays a pivotal role in the mesenchymal-mesenchymal transition of 

fibroblasts into myofibroblasts as well as the ROS-independent protein Smad. The MMT is 

characterized by the expression of proinvasive factors by myofibroblasts, which significantly 

increase the invasion capacity of tumor cells through paracrine mechanisms. The prevention 

of myofibroblast formation by the use of antioxidants promotes anti-invasive and anti-

metastatic strategies. 

 

To gain insight molecular processes mediating interactions between the tumor and the stroma 

would be helpful for the development of new therapeutical strategies, as invasion and 

metastases are the most common problems in cancer therapy. This novel concept of ´stromal 

therapy´ that includes the protection of stromal cells against tumor cells by the use of 

antioxidants and micronutrients could be a new base for chemoprevention against tumor 

invasion. 
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