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1 EINLEITUNG 

Diese Arbeit knüpft an die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen 

unserer Arbeitsgruppe an, die bereits bei Chondrozyten, HeLa-, Mef-, Mink- und 

THP-1 Zellen zytokinartige Wirkungen von Laktoferrin nachweisen konnten. Als 

pluripotentes Glykoprotein ist Laktoferrin ebenso wie TGF-β1, ein in der 

Literatur bereits ausführlich beschriebener Wachstumsfaktor, vielseitig in 

immunologische und regulatorische Prozesse, unter anderem in die 

Zellproliferation, -differenzierung und -migration involviert [WARD et al., 2005]. 

Laktoferrin ist nach Casein als zweithäufigstes Protein der  

(Kolostral-)Milch [CONNEELY, 2001] maßgeblich an der Reifung der Darmflora 

beteiligt [LONNERDAL, 2003], kommt aber auch als Hauptbestandteil in den 

sekundären Granula neutrophiler Granulozyten sowie in geringeren 

Konzentrationen im Plasma, gastrointestinalen und anderen mukösen Sekreten 

vor [MASSON et al., 1969; MAACKS et al., 1989]. Aufgrund der antimikrobiellen 

bzw. anti-inflammatorischen Eigenschaften ist Laktoferrin ein integraler 

Bestandteil der unspezifischen Abwehr [WARD et al., 2005; LEGRAND et al., 

2005]. 

Die molekularen Mechanismen, über die Laktoferrin Effekte vermittelt, sind 

noch weitgehend ungeklärt. Vorangegangene Studien konnten jedoch zeigen, 

dass Laktoferrin nicht nur über den TGF-β-Pathway signalisiert, sondern auch 

rezeptorvermittelt den MAPKinase-Pathway aktiviert. Da Laktoferrin vielfältig mit 

Zellen des Immunsystems sowie auch als Bestandteil der Milch mit der 

intestinalen Mukosa interagiert, wurde in dieser Arbeit neben den humanen 

monozytären THP-1 Zellen die enterozytäre Caco-2 Zelllinie als Zellmodell 

gewählt. Die Entwicklung von Monozyten zu reifen ausdifferenzierten 

Effektorzellen verläuft ebenso wie die spontane Differenzierung von Caco-2 

Zellen zu einem enterozytenähnlichen Phänotyp über einen Prozess, der durch 

verschiedene extrinsische und intrinsische Signale ausgelöst und mit einer 

Veränderung der Protein- und Genexpressionsmuster verbunden ist  

[SPORN et al., 1990; HALBLEIB et al., 2007]. Daher wurden zunächst die 

Grundlevel ausgewählter Mediatoren mittels Western Blot und PCR in 

verschiedenen Differenzierungsstadien analysiert. Da auch Laktoferrin- und 
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TGF-β1-vermittelte Effekte nicht nur vom Zelltyp, sondern auch vom 

Differenzierungsgrad abhängen [DENNLER et al., 2002; PRÖPPER, 2008], 

wurde der Einfluss von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 nach ein- und 

vierstündiger Inkubationszeit auf die Protein- und Genexpression in 

unterschiedlichen Differenzierungsstadien beider Zelllinien untersucht. Dabei 

wurde der Schwerpunkt darauf gelegt, Interaktionen zentraler Mediatoren im 

Crosstalk zwischen TGF-β-, MAPKinase-, Wnt-/β-Catenin- und anderen 

Signalwegen zu analysieren. 
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2 LITERATURÜBERBLICK 

2.1 Laktoferrin 

Laktoferrin ist strukturell ein Mitglied der Familie der Transferrine 

[METZ-BOUTIGUE et al., 1984], das erstmals 1960 aus humaner und boviner 

Milch isoliert wurde [JOHANSON, 1960]. Das 80 kDa große Glykoprotein wird in 

der apo-Form von Drüsenepithelzellen und neutrophilen Granulozyten 

synthetisiert und ist in höheren Konzentrationen (1-7 g/l) in der (Kolostral-)Milch 

sowie in den sekundären Granula Neutrophiler enthalten [BENNETT and 

KOKOCINSKI, 1978; MASSON et al., 1969]. In geringeren Mengen (0,4-2 mg/l) 

kommt Laktoferrin auch im Plasma, Speichel, in gastrointestinalen und anderen 

mukösen Sekreten vor, wobei der Plasmagehalt unter anderem in Antwort auf 

inflammatorische Prozesse auf bis zu 200 mg/l ansteigen kann [MAACKS et al., 

1989]. Die Sekretion von Laktoferrin wird gewebsabhängig durch Hormone und 

Transkriptionsfaktoren reguliert [TENG et al., 2002]. 

Abgesehen von der eisenbindenden Funktion, ist Laktoferrin vielseitig in 

immunologische und regulatorische Prozesse, unter anderem in die Aktivierung, 

Proliferation, Differenzierung und Migration von Immunzellen wie NK-Zellen 

oder Monozyten-Makrophagen involviert [WARD et al., 2002; LEGRAND et al., 

2008; PUDDU et al., 2009]. Aufgrund der direkten antimikrobiellen Wirkung ist 

Laktoferrin ein integraler Bestandteil des angeborenen Immunsystems, 

interagiert aber auch mit spezifischen Rezeptoren, die als Schlüsseleffektoren 

durch die Endozytose und die Signalvermittlung über den Mitogen-activated 

protein kinase- (MAPK-) sowie den NF-кB-Pathway anti-inflammatorische und 

immunmodulatorische Effekte von Laktoferrin vermitteln [SUZUKI et al., 2005; 

BIRGENS et al., 1983; WARD et al., 2005; OH et al., 2004]. Laktoferrin bindet 

als Ligand unter anderem an LRP-1 (s. Kapitel 1.6.) [HUETTINGER et al., 1992; 

WILLNOW et al., 1992], der nicht nur die Aufnahme von Laktoferrin aus dem 

Plasma sowie die Translokation über die Blut-Hirn-Schranke [MEILINGER et 

al., 1995; FILLEBEEN et al., 1998], sondern auch an der Oberfläche 

verschiedener Immunzellen Laktoferrin-induzierte Signale vermittelt 

[LEGRAND et al., 2006]. 
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Die biologischen Wirkungen von Laktoferrin sind vielfach ambivalent. 

Laktoferrin induziert einerseits die Aktivierung von Makrophagen sowie die 

Synthese pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α [SORIMACHI et al., 1997; 

MACHNICKI et al., 1993]. Andererseits unterdrückt Laktoferrin in THP-1 

Monozyten durch Hemmung der NF-кB-Aktivierung auf transkriptioneller Ebene 

deren Freisetzung [HAVERSEN et al., 2002]. 

In vitro-Studien konnten im Caco-2 Zellmodell konzentrationsabhängige Effekte 

von Laktoferrin auf die Zellproliferation und –differenzierung nachweisen. 

Während hohe Konzentrationen (100 µg/ml) wachstumsfördernd wirkten, 

hemmten niedrige Dosen (1µg/ml) das Wachstum und induzierten bevorzugt 

die Zelldifferenzierung. In diesem Zusammenhang konnten auch vergleichbare 

Effekte von bovinem Laktoferrin wie von humanen Isoformen auf intestinale 

Enterozyten beobachtet werden [BUCCIGROSSI et al., 2007]. Da Laktoferrin 

die postnatale Entwicklung der intestinalen Mikroflora positiv beeinflusst 

[LONNERDAL, 2003], wird der Zusatz von bovinem Laktoferrin auch als 

funktioneller Nährstoff zu Formulanahrung diskutiert [BUCCIGROSSI et al., 

2007]. 
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2.2 Transforming Growth Factor beta1 (TGF-β1) 

Der Transforming Growth Factor-beta (TGF-β) zählt wie Bone Morphogenic 

Proteins (BMPs), Activine, Growth and Differentiation Factors (GDFs) und  

Anti-Mullerian Hormones (AMHs) zu der TGF-β-Superfamilie [PIEK et al., 1999; 

MASSAGUE, 1990]. Von den drei bei Säugern identifizierten Isoformen kommt 

TGF-β1 als häufigste im humanen Plasma, sowie ubiquitär vor 

[SHI und MASSAGUE, 2003; WAKEFIELD et al., 1995]. 

 

Als pleiotropes Zytokin ist TGF-β1 an der Regulation einer Reihe zellulärer 

Prozesse wie der Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose 

beteiligt, indem es unter anderem durch die Reorganisation des Zytoskeletts 

und die Modulation des Zell-Zell-Verbandes morphologische Veränderungen 

begünstigt [MASSAGUE, 2000; MOUSTAKAS et al., 2002]. 

Die physiologischen Effekte von TGF-β1 können in Abhängigkeit des jeweiligen 

Zelltyps, Entwicklungs- und Differenzierungsgrades divergent sein 

[SPORN, 1999].  

TGF-β1 gilt einerseits aufgrund der anti-proliferativen Wirkung und der 

Fähigkeit, die Apoptose zu induzieren als Tumorsuppressor.  

Die TGF-β1-induzierte Apoptose spielt nicht nur für den koordinierten 

Zellumsatz des gastrointestinalen Epithels, sondern auch für die Regulation der 

Immunantwort eine Rolle [GOLD et al., 1999; LI et al., 2006a].  

Andererseits kann TGF-β1 insbesondere im fortgeschrittenen Stadium von 

Karzinomzellen bei Verlust der autokrinen TGF-β-Aktivität bzw. der 

Responsivität gegenüber exogenem TGF-β1 die Tumorprogression 

begünstigen [MARKOWITZ und ROBERTS, 1996; DERYNCK et al., 2001; 

JAKOWLEW, 2006]. Ebenso kann auch eine verstärkte TGF-β1-Sekretion von 

Karzinomzellen durch Immunsuppression die Tumorgenese fördern  

[DE VISSER und KAST, 1999; PASCHE, 2001] Die Tumorinvasion und  

-metastasierung ist häufig von einer EMT (Epithelial to Mesenchymal 

Transdifferentiation) begleitet, die durch Veränderungen der Zellmorphologie 
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charakterisiert ist und durch extrazelluläre Signale wie TGF-β1 induziert wird 

[OFT et al., 1998; AKHURST und BALMAIN, 1999; XU et al., 2009]. 

 

Als Schlüsselregulator der Immunantwort wird TGF-β1 von allen Zellen des 

Immunsystems sezerniert, kann jedoch in Abhängigkeit des Differenzierungs-

grades als Stimulator von Monozyten bzw. Inhibitor aktivierter Makrophagen 

fungieren [ASHCROFT, 1999; LETTERIO und ROBERTS, 1998]. TGF-β1 wirkt 

einerseits auf Monozyten chemotaktisch [WAHL et al., 1987] und begünstigt 

durch Stimulierung von MMPs die Migration sowie durch Induktion von 

Adhäsionsmolekülen und Fibronektionrezeptoren an der Zelloberfläche deren 

Adhärenz [WAHL et al., 1993; BAUVOIS et al., 1992]. Andererseits wird die 

Expression makrophagenspezifischer Oberflächenrezeptoren wie CD-36, die 

maßgeblich an der Phagozytose von Pathogenen sowie von apoptotischen 

Zellen beteiligt sind, ebenso wie die Expression LPS-induzierter 

inflammatorischer Zytokine wie TNF-α durch TGF-β1 gehemmt [BOTTALICO et 

al, 1991; MCDONALD et al., 1999]. 

TGF-β1 wird in latenter Form sezerniert und kann erst nach Abspaltung des 

Latent-TGF-β-binding protein (LTBP) sowie des Latency asssociated protein 

(LAP) durch Bindung an entsprechende Oberflächenrezeptoren  

(TGF-β-Rezeptoren) die biologische Aktivität entfalten [MASSAGUE, 1990].  

In vitro kann die Aktivierung durch Hitzeeinwirkung, Absenkung des pH-Wertes 

oder enzymatische Proteolyse erfolgen [KINGSLEY, 1994].  

 

2.2.1 TGF-β-Pathway 

TGF-β1 bindet wie auch andere Mitglieder der TGF-β-Superfamilie an der 

Zelloberfläche an Typ I und Typ II Rezeptoren, die durch Aktivierung von 

Smadproteinen intrazelluläre Signale vermitteln [DERNYCK und FENG, 1997; 

JAVELAUD und MAUVIEL, 2004]. Im kanonischen TGF-β-Pathway sind die 

beiden transmembranen Serin/Threonin Kinasen, TGF-β RI ALK-5  

(activin receptor like kinase-5) und TGF-β RII, für die Signaltransduktion 

unerlässlich [MASSAGUE, 2000; MASSAGUE und WOTTON, 2000].  
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Typ III Rezeptoren wie Endoglin und β-Glycan können als Co-Rezeptoren den 

Zugang von TGF-β1 zu den beiden signalisierenden Rezeptoren regulatorisch 

beeinflussen, ohne jedoch selbst Signale zu vermitteln [TEN DIJKE et al., 

1996]. Das 180 kDa große, homodimere Glykoprotein Endoglin (CD105) 

fungiert als Inhibitor der ALK-5/Smad2/3-abhängigen Signalvermittlung 

[LETAMENDIA et al., 1998; BLANCO et al., 2005], während β-Glycan die 

Bindung aller TGF-β-Isoformen an die signalisierenden Rezeptoren fördert 

[LASTRES et al., 1996; LETAMENDIA et al, 1998]. 

Als intrazelluläre Mediatoren spielen Rezeptor-regulierte Smadproteine  

(R-Smads) für die Signaltransduktion eine wesentliche Rolle. Smad2 und 

Smad3 kommen als spezifische Substrate im kanonischen TGF-β-, und Activin-

Pathway, Smad1, 5 und 8 im BMP-Pathway vor. R-Smads bestehen aus zwei 

konservierten MH-Domänen (Mad homology), die eine globuläre Struktur bilden 

und über eine prolinreiche Linker-Region miteinander verbunden sind  

[MIYAZONO et al., 2000; SHI und MASSAGUE, 2003]. Während die  

N-terminale MH1-Domäne DNA-Bindungs-Aktivität besitzt, können über die 

MH2-Domäne am C-terminalen Ende Proteine gebunden sowie 

Transkriptionsfaktoren aktiviert oder gehemmt werden [MASSAGUE und 

GOMIS, 2006]. 

 

Die Ligandenstimulierung initiiert die Phosphorylierung und Aktivierung des  

Typ I Rezeptors durch den Typ II Rezeptor unter Ausbildung eines 

heterotetrameren Komplexes. In weiterer Folge kann der aktivierte  

Typ-I-Kinase-Rezeptor durch Interaktion mit dem Adaptermolekül SARA  

(Smad anchor for receptor activation) den Zugang von Smad2 und Smad3 

erleichtern [XU et al., 2000] und nachfolgend durch spezifische 

Phosphorylierung aktivieren. Die aktivierten R-Smads translozieren nach 

Ausbildung oligomerer Komplexe mit Co-Smad 4 in den Zellkern. Dort können 

diese Smadkomplexe direkt oder indirekt über DNA-bindende Proteine mit der 

DNA interagieren und in Kooperation mit Co-Aktivatoren bzw. Co-Repressoren 

die Transkription spezifischer Gene regulieren [DERNYCK und FENG, 1997; 

SHI und MASSAGUE, 2003; JAVELAUD und MAUVIEL, 2004].  
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Inhibitorische Smadproteine, I-Smad6 und I-Smad7, kontrollieren bzw. beenden 

die Smad-abhängige Signaltransduktion, indem diese die Phosphorylierung 

und/oder die nukleäre Translokation von R-Smads verhindern bzw. die 

ubiquitin-abhängige, proteasomale Degradation des Rezeptorkomplexes 

induzieren [KAVSAK et al., 2000; EBISAWA et al., 2001]. Die inaktivierten  

R-Smads werden nach Verlassen des Zellkerns im Zytoplasma an das 

membranassoziierte Protein SARA gebunden gespeichert, wodurch ein 

unkontrollierter Eintritt inaktiver R-Smads in den Zellkern verhindert wird 

[SHI und MASSAGUE, 2003]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Typische Gene, die über den TGF-β-Pathway reguliert werden, sind unter 

anderem PAI-1, FN-1 oder c-Myc. 

PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) ist ein klassischer downstream-

Effektor, der in Antwort auf TGF-β1 verstärkt exprimiert wird [LAIHO et al., 

1986; THALACKER und NILSEN-HAMILTON, 1987]. Als Bestandteil des 

Plasminogenaktivator-Systems, das zudem aus tPA (tissue-type PA), uPA 

Abbildung 1: Grafische Darstellung des kanonischen TGF-β-Pathway[MASSAGUE, 2000]. 
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(urokinase-type PA), Plasminogen und Plasmin besteht, ist PAI-1 maßgeblich 

an der Regulation der Zelladhäsion, -migration und -invasion sowie der 

Homöostase der Extrazellulärmatrix beteiligt [NICHOLL et al., 2006].  

PAI-1 kann als physiologischer Inhibitor von tPA und uPA die proteolytische 

Aktivität und nachfolgende Degradation der Extrazellulärmatrix hemmen 

[BOSMA et al., 1988] und ist im Zusammenspiel mit tPA und LRP wesentlich in 

der Migration aktivierter Makrophagen involviert [CAO et al., 2006]. 

Darüber hinaus kann TGF-β1 auch über die Expressionskontrolle von 

Zelladhäsionsproteinen und extrazellulären Matrixproteinen wie zum Beispiel 

Fibronektin den Auf- und Umbau der Extrazellulärmatrix beeinflussen [IGNOTZ 

und MASSAGUE, 1986]. 

Die Vermittlung der anti-proliferativen Wirkung von TGF-β1 erfolgt über die 

Regulation von Zellzyklusregulatoren wie c-Myc sowie der Zyklin-abhängigen 

Kinase Inhibitoren (CKI) p15, p21 und p27 [HANNON und BEACH, 1994; 

MASSAGUE et al., 2000]. Das Proto-onkongen c-Myc ist als 

Transkriptionsfaktor der bHLHZ (basic helix-loop-helix-leucine-zipper)-Familie 

ein ubiquitärer Promotor von Zellwachstum und –proliferation [FACCINI und 

PENN, 1998]. In Abhängigkeit assoziierter Faktoren kann c-Myc als 

transkriptioneller Aktivator oder Repressor fungieren [DANG, 1999].  

Die TGF-β1-induzierte Reduktion der c-Myc-Expression führt über die 

Aktivierung der p15- und p21-Pathways dabei zu einer Stilllegung der  

G1-Phase des Zellzyklus [WARNER et al., 1999]. 
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2.3 Disabled- Dab1, Dab2 

Das Drosophila Protein Disabled (Dab) wurde ursprünglich als Genprodukt mit 

einer Schlüsselrolle in der neuronalen Entwicklung identifiziert [GERTLER et al, 

1989].  

Dab1, ein Mitglied der Disabled-Gen-Familie, wird hauptsächlich im Gehirn 

exprimiert [HOWELL et al., 1997] und spielt wie Drosophila Dab vor allem in der 

neuronalen Entwicklung, aber auch als intrazellulärer Bestandteil des Reelin-

Signalweges in der Zellpositionierung, -migration und -adhäsion eine Rolle 

[GOTTHARDT et al., 2000; YUN et al., 2003, HONDA und NAKAJIMA, 2006]. 

Als Adapterprotein interagiert Dab1 N-terminal über die PTB-ähnliche DH-

Domäne (Dab homology) unter anderem mit Mitgliedern der LDL-Rezeptor 

Familie [HOWELL et al., 1999; YUN et al., 2003].  

 

Dab2 ist (mit einer zu 66% identen PTB-Domäne) ein strukturelles Homolog von 

Dab1[YUN et al., 2003], das nach seiner erstmaligen Identifizierung auch als 

DOC-2 (differentially expressed in ovarian carcinoma) [MOK et al., 1994] bzw. 

nach der CSF-1 induzierten Phosphorylierung als p-96 [Xu et al., 1995] 

bezeichnet wird. Die Struktur dieses Phosphoproteins lässt auf eine Rolle als 

Adaptermolekül schließen [PAWSON und SCOTT, 1997] und kann in drei 

funktionelle Domänen unterteilt werden: eine N-terminale phosphotyrosine-

binding (PTB) bzw. –interacting (PID) domain, eine C-terminale, prolinreiche 

(PRD) Domäne sowie eine dazwischenliegende Linker-Region [Xu et al., 1995].  

Dab2 wird durch die Protein Kinase C (PKC) ausschließlich an Serinresten  

[XU et al., 1995, TSENG et al., 1999] sowie durch die cyclin-abhängige Kinase 

cdc2 an mehreren Stellen, insbesondere während der Mitosephase, 

phosphoryliert [HE et al., 2003]. 

Als Adaptermolekül ist Dab2 auf zellulärer Ebene vielseitig in die Regulation 

rezeptorvermittelter Signalwege sowie in den Prozess von Zellwachstum,  

-proliferation und -differenzierung involviert (s. Tabelle 1). Die molekularen 

Mechanismen, über die Dab2 interagiert, sind dabei vielfach noch ungeklärt. 
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Interaktionen Referenzen 

Dab2 wird in verschiedenen Tumorarten inaktiviert bzw. down-

reguliert und gilt als potentielles Tumorsuppressorgen. 

MOK et al., 1994; FULOP et 

al., 1998; FAZILI et al., 1999 

 

Dab2 übt auf verschiedene Zelltypen antiproliferative Effekte 

aus. 

FULOP et al., 1998; MOK et 

al., 1998; TSENG et al.,1999; 

SHENG et al.,2000; HE et 

al., 2001; SMITH et al., 2001, 

WANG et al., 2001 

Dab2 verbindet als positiver Mediator im TGF-β-Pathway den 

TGF-β-Rezeptor-Komplex mit Smad2/3. HOCEVAR et al., 2001 

Dab2 fungiert als Bindeglied im Crosstalk zwischen Smad- 

und JNK-Signalweg und vermittelt die TGF-β1-stimulierte  

JNK- Aktivierung, FN-1-Induktion und Zellmigration. 

ENGEL et al., 1999 

HOCEVAR et al., 2005 

Dab2 ist ein Negativregulator des kanonischen Wnt/β-Catenin-

Pathways, der durch direkte Interaktion mit Axin und Dvl3 die 

Degradation von β-Catenin forciert. 

 

HOCEVAR et al., 2003; 

JIANG et al., 2008 

Dab2 ist ein potentieller Repressor des RAS-vermittelten 

MAPKinase-Pathway, der durch kompetitive, C-terminale 

Bindung von Grb2 die Aktivierung von ERK sowie die AP-1-

vermittelte Genexpression unterdrückt.  

 

ZHOU und HSIEH, 2001 

Up-Regulation von Dab2 fördert die Adhärenz von 

Makrophagen und stimuliert als adhesion-responsive 

Phosphoprotein die Reorganisation des Zytoskeletts.  

 

ROSENBAUER et al., 2002 

TGF-β1 induziert die Dab2-Expression auf RNA- und 

Proteinlevel. 

 

 PRUNIER und HOWE, 2005 

Aufgrund der strukturellen Homologie zu Dab1 könnte auch 

Dab2 durch Interaktion mit coated Vesikel über AP-2, Clathrin 

oder Myosin VI an der Endozytose beteiligt sein und ähnliche 

Membranbindungen vermitteln. 

MORRIS und COOPER, 

2001; OLEINIKOV et al., 

2000; INOUE et al., 2002 

Dab2 ist vielfältig in die Regulation der Zellformation,  

-positionierung, und -differenzierung involviert. 

PRUNIER und HOWE, 2005; 

MORRIS et al., 2002; YANG 

et al., 2002 
 

Tabelle 1: Überblick über Interaktionen von Dab2 auf zellulärer Ebene. 
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2.4 Wnt-/β-Catenin-Pathway 

Der Wnt-/β-Catenin-Pathway hat direkten Einfluss auf die Stabilität und 

Organisation des Zytoskeletts und kann durch Modulierung der β-Catenin-Level 

die Expression spezifischer Gene regulieren und damit auch mit verschiedenen 

Signalwegen, wie zum Beispiel mit dem TGF-β-Pathway, interagieren 

[SALINAS, 2007]. 

β-Catenin erfüllt als membran-assoziiertes Plasmaprotein in der zellulären 

Signalvermittlung eine duale Funktion. An das zytoplasmatische Ende von  

E-Cadherin gebunden, ist β-Catenin einerseits als Adapterprotein für die 

Stabilisierung des Zell-Zell-Kontaktes von Bedeutung und reguliert andererseits 

in freier, zytoplasmatischer Form als zentrales Signalmolekül des Wnt-Pathway 

die TCF-/LEF-vermittelte Transkription verschiedener Gene [CLEVERS, 2006]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Grafische Darstellung des Wnt-/β-Catenin-Pathway [SALINAS, 2007]. 

 

In Abwesenheit von Wnt-Proteinen wird zytoplasmatisches β-Catenin  

N-terminal über einen Abbaukomplex, gebildet aus der Serin/Threonin Kinase 

Gsk-3β, der Casein Kinase-1 (CK1), Axin, APC (dem Produkt des APC-

Tumorsuppressorgens) und MACF1 (microtubule-actin crosslinking factor), 

phosphoryliert und damit für die anschließende ubiquitin-abhängige 

proteasomale Degradation markiert [SALINAS, 2007]. 

In Anwesenheit von Wnt wird durch den G-Protein gekoppelten Rezeptor 

Frizzled in Assoziation mit dem Co-Rezeptor LRP5/6 über die Aktivierung von 
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Dishevelledproteinen (Dvl) der Zerfall des Abbaukomplexes induziert.  

Dadurch werden die Phosphorylierung sowie der nachfolgende Abbau von  

β-Catenin gehemmt [GORDON und NUSSE, 2006]. Die Ausbildung des 

Abbaukomplexes kann zudem verhindert werden, indem Axin zur Zellmembran 

rekrutiert und durch Interaktion mit LRP5/6 blockiert wird [DAVIDSON et al., 

2005; ZENG et al., 2005]. In der Folge kann β-Catenin im Zytoplasma 

akkumulieren und nach Translokation in den Zellkern die Transkription 

TCF/LEF-abhängiger Gene stimulieren [SALINAS, 2007]. 

Dazu zählen unter anderem Matrixproteine wie FN-1, Proteasen wie MMP-2 

und MMP-9 oder Zellzyklusregulatoren wie c-Myc [GRADL et al. 1999; WU et 

al., 2007; HE et al., 1998]. 

Die Inaktivierung von Gsk-3β ist Voraussetzung für die Stabilisierung von 

zytoplasmatischem β-Catenin. Diese kann durch Wachstumsfaktoren ebenso 

wie durch Integrine über die Aktivierung der ILK (Integrin-linked Kinase) 

vermittelt werden [DEDHAR et al., 1999; TAN et al., 2001]. 

Während in mesenchymalen Zellen zahlreiche kooperative Effekte von 

 β-Catenin und TGF-β1 beobachtet werden können [LI et al., 2006b; DONG et 

al., 2005], gilt β-Catenin in epithelialen Zellen durch die Interaktion mit  

R-Smads als Negativregulator TGF-β1-induzierter Signale [ZHANG et al., 

2007]. 

Abgesehen vom Wnt-β-Catenin-Pathway kann die Smad-abhängige 

Signaltransduktion auch durch Interaktion mit anderen Signalwegen über 

verschiedene Mechanismen moduliert werden, beispielsweise über den MAPK-

Pathway [MASSAGUE und CHEN, 2000]. 
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2.5 Mitogen activated protein kinase- Pathway 

Ein weiterer Signalweg, der in Antwort auf TGF-β1 und Laktoferrin aktiviert 

werden kann, ist der MAPK-Pathway [HARTSOUGH und MULDER, 1995]. 

Die extracellular-signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) zählt neben, p38 (α, β, 

γ, δ) und c-Jun-amino-terminale kinase (JNK) zu den drei wesentlichen 

Subfamilien der Mitogen activated protein kinases (MAPKs), die unter anderem 

durch TGF-β1 Smad-abhängig und –unabhängig aktiviert werden [CHANG und 

KARIN, 2001; DERYNCK und ZHANG, 2003]. Die Raf-MEK-ERK-Kaskade wird 

hauptsächlich durch mitogene Faktoren induziert, die stressaktivierten 

Proteinkinasen (SAPK) p38 und JNK vor allem durch stressinduzierende Stimuli 

wie Hitze, UV-Strahlung oder pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-α 

[ROBINSON und COBB, 1997]. In Antwort auf extrazelluläre Stimuli werden 

ERK, p38 bzw. JNK über die dreistufige kanonische MAPK-Kaskade aktiviert 

und können nach der Translokation in den Zellkern durch Phosphorylierung 

nachgeschalteter Effektoren die Genexpression regulieren [JOHNSON und 

LAPADAT, 2002]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Grafische Darstellung des MAPK-Pathway. [JEFFREY et al., 2007] 
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In Abhängigkeit des Zelltyps sind die einzelnen MAPKs in den dynamischen 

Prozess der Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose involviert 

[JOHNSON und LAPADAT, 2002]. Während die Aktivierung des JNK- und p38-

Pathways vor allem bei der TGF-β1-induzierten EMT, der Apoptose  

[YU et al., 2002; LIAO, 2001] sowie bei der Migration epithelialer Zellen eine 

Rolle spielt, sind ERK1 und ERK2 maßgeblich an der Zellproliferation beteiligt  

[SHARMA et al., 2003]. Zudem gilt p38 als Regulator der Immunantwort, der 

nicht nur die PMA-induzierte Freisetzung inflammatorischer Zytokine sowie die 

Aktivierung von NF-kB in humanen THP-1 Zellen modulieren, sondern auch 

direkt und indirekt die Expression und Aktivität von MMPs beeinflussen kann 

[MUNSHI et al., 2004; NGUYEN et al., 2006]. 

Abgesehen von Interaktionen zwischen den einzelnen MAPKs, besteht auch 

ein Crosstalk mit anderen Signalwegen, wie zum Beispiel dem  

TGF-β-Pathway, die sich über mehrere Mechanismen wechselseitig 

beeinflussen [JAVELAUD und MAUVIEL, 2005]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Crosstalk zwischen TGF-β- und MAPK-Pathway [MASSAGUÉ, 2000]. 
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Über den Ras-MEK-ERK-Pathway können beispielsweise TGF-β-Rezeptorlevel 

moduliert, sowie die Aktivierung und nukleäre Translokation von R-Smads 

direkt durch Phosphorylierung in der Linker-Region reguliert werden 

[KRETZSCHMAR et al., 1997]. Indirekt kann auch eine Modulation über die 

Expressionskontrolle von Smad-Co-Repressoren wie TGIF (TG-interacting 

factor) sowie von I-Smads erfolgen [BRODIN et al., 2000]. Ebenso können p38 

und JNK durch posttranslationelle Modifikation [KAMARAJU und ROBERTS, 

2005] sowie über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Jun und ATF2 

(Activating Transcription Factor 2) die transkriptionelle Aktivität von Smad2 und 

Smad3 beeinflussen [PESSAH et al., 2001; SANO et al., 1999].  

 

Der MKK4/JNK- bzw. der MKK3/p38-Pathway kann auch Smad-unabhängig 

durch TGF-β1 aktiviert werden [CHANG und KARIN, 2001]. Dabei werden  

TAK-1 (TGF-β Activated Kinase-1) [YAMAGUCHI et al., 1995; TAKATSU et al., 

2000] und Rho-Proteine [VOJTEK und COOPER, 1995; ENGEL et al., 1999] als 

potentielle Schnittstellen zwischen TGF-β-Rezeptoren und den MAPK-

Kaskaden diskutiert. JNK kann in weiterer Folge spezifische 

Transkriptionsfaktoren wie c-Jun phosphorylieren, welches mit c-Fos 

heterodimerisiert als Komponente des AP-1 (Activating Protein-1) 

Transkriptionskomplexes über die Interaktion mit entsprechenden 

Bindungsstellen die Expression spezifischer Gene reguliert [ANGEL et al, 1988; 

DÉRIJARD et al, 1994]. Ein klassisches Zielgen, das in Antwort auf TGF-β1 

über die Aktivierung von JNK induziert wird, ist zum Beispiel Fibronektin. 

[HOCEVAR et al., 1999] Zudem kann auch die TGF-β1-induzierte Expression 

von PAI-1 AP-1-abhängig [WOODWARD et al., 2006], sowie in Abhängigkeit 

der Zelladhärenz über den MEK/ERK-Pathway stimuliert werden [KUTZ et al., 

2001; CHANG et al., 2003]. 
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2.6 LRP-1 - Low-density lipoprotein receptor-related protein-1 

LRP-1 ist ein 600 kDa großer, endozytotischer Rezeptor, der als Mitglied der 

Familie der LDL-Rezeptoren an der Oberfläche zahlreicher Zellen, unter 

anderem auch von Makrophagen lokalisiert ist [KRIEGER und HERZ, 1994].  

Das multifunktionelle Glykoprotein besteht 

aus einer extrazellulären, schweren  

α-Kette (515 kDa), einer 

transmembranären Domäne und einer 

intrazellulären, leichten β-Kette (85 kDa)  

[HERZ und STRICKLAND, 2001].  

Über die extrazellulären Liganden-

Bindungs-Einheiten, Cluster I-IV, wird 

eine Vielzahl strukturell und funktionell 

unterschiedlicher Liganden mit hoher 

Affinität gebunden und endozytiert.  

Die meisten der bekannten Liganden wie 

MMP-9, PAI-1, tPA, uPA oder Laktoferrin 

interagieren hauptsächlich mit Cluster II 

und IV, während RAP und  

apo-E bislang als einzige Bindungs-

partner im Bereich der Cluster I und III 

identifiziert wurden [NEELS et al., 1999; 

HERZ und STRICKLAND, 2001].  

Aufgrund der Fähigkeit multiple Liganden 

zu binden, ist LRP-1 an diversen physiologischen und pathologischen 

Prozessen wie dem Lipidstoffwechsel, der Aktivierung lysosomaler Enzyme 

oder der Regulation des zellulären Eintritts verschiedener Viren und Toxine 

beteiligt. Zudem können über zwei Bindungsstellen (NPxY-Motive) im Bereich 

der zytoplasmatischen Domäne Adapterproteine wie Dab1 oder Shc gebunden 

werden, wodurch LRP-1 neben der Funktion als Scavenger Rezeptor auch in 

 
Abbildung 5: Struktureller Aufbau 

von LRP-1; modifiziert nach  

[HERZ und STRICKLAND, 2001] 
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Signaltransduktionswege wie dem MAPKinase-Pathway involviert ist  

[HERZ und STRICKLAND, 2001]. 

In Osteoblasten fungiert LRP-1 als mitogener Rezeptor für Laktoferrin, der 

durch Signalisierung zu den MAPKinasen ERK1/2 das Laktoferrrin-induzierte 

Ostenblastenwachstum stimuliert [GREY et al., 2004].  

Darüber hinaus reguliert LRP-1 über den ERK-MAPKinase-Signalweg die 

Expression von Matrix Metalloproteinasen wie MMP-9 oder MMP-2 auf 

transkriptioneller Ebene und ist über mehrere Mechanismen an der Modulation 

der Zellmigration und -invasion beteiligt [WEBB et al., 2000; NASSAR et al., 

2002; DEDIEU et al., 2008]. Als downstream Effektor von LRP-1 kann ERK in 

weiterer Folge durch die Phosphorylierung der Myosin Light chain Kinase 

(MLCK) eine erhöhte Kontraktilität des Zytoskeletts vermitteln, wodurch die 

Zellmigration gefördert wird. [TAKAYAMA et al., 2003].  

Die LRP-abhängige Steuerung der Zellmigration und –invasion erfolgt unter 

anderem auch über die Regulation von Matrix Metalloproteinasen wie MMP-1, 

MMP-9 oder MMP-2, die direkt oder indirekt mit LRP-1 interagieren  

[WEBB et al., 2000; EMONARD et al., 2004, SALMELA et al., 2004]. 

Nach WEBB et al. kann die Aktivierung von ERK sowie von MMPs indirekt über 

die LRP-1-abhängige Steuerung des uPA/uPAR-Systems erfolgen.  

Dieses kontrolliert unter anderem die Grundlevel von ERK und fungiert als 

Aktivator verschiedener Matrix Metalloproteinasen [WEBB et al., 2000; 

CHAKRABORTI et al., 2003]. Während LRP-1 die MMP-9-Expression über tPA 

und den ERK-MAPKinase-Signalweg reguliert [HU et al., 2006], wird die Menge 

und Aktivität von MMP-2 durch direkte Interaktion von pro-MMP-2, TIMP2 und 

dem pro-MMP-2-TIMP2-Komplex mit LRP-1 kontrolliert. [YANG et al., 2001; 

EMONARD et al., 2004]  

Im Zuge der Differenzierung monozytärer THP-1 Zellen wird LRP-1 verstärkt 

exprimiert und gilt als Differenzierungsmarker für Makrophagen [WATANABE et 

al., 1994]. 
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2.7 Matrix Metalloproteinasen 

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie zinkhaltiger 

Endopeptidasen, die durch ihre Fähigkeit Bestandteile der EZM abzubauen und 

damit die Integrität und Zusammensetzung der EZM zu modulieren, maßgeblich 

an der Regulation von Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt sind 

[NAGASE und WOESSNER, 1999; MASSOVA et al., 1998].  

Strukturell unterscheiden sich die Gruppen dieser proteolytischen Enzyme je 

nach Art und Anzahl der vorhandenen Domänen. Allen gemeinsam ist ein  

N-terminales Propeptid sowie eine katalytische Domäne, die über eine 

Zinkbindungsstelle verfügt. Abgesehen von den Matrilysinen besitzen MMPs 

auch eine Hämopexin-ähnliche Domäne am C-terminalen Ende.  

Nach der Struktur, ihrer Lokalisierung und Substratspezifität können MMPs in 

Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine sowie membranständige MT-MMPs 

(membrane type MMPs) unterteilt werden [NAGASE und WOESSNER, 1999].  

 

Eine Regulation der MMPs auf mehreren Ebenen und in engen Grenzen ist für 

den Umsatz und die Restrukturierung der EZM Vorraussetzung, um eine 

abnorme Entwicklung sowie pathologische Zustände durch unkontrollierte 

Proteolyse zu verhindern [STERNLICHT und WERB, 2001]. 

Da MMPs als latente Pro-Form sezerniert werden, ist die Aktivierung der 

Zymogene neben der (post-)transkriptionellen Regulation der Genexpression 

und der extrazellulären Steuerung durch TIMPs (tissue inhibitors of 

metalloproteinases) ein kritischer Kontrollpunkt [NAGASE und WOESSNER, 

1999]. Zu den physiologischen Aktivatoren von MMPs zählen unter anderem 

LRP-1, Plasmin, uPA, tPA oder MT-MMPs [CHAKRABORTI et al., 2003]. 

Auf transkriptioneller Ebene werden MMPs sowie TIMPs über Zell-Zell- bzw. 

Zell-Matrix-Interaktionen durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren, Zytokinen 

und Chemokinen wie zum Beispiel TGF-β1 oder TNF-α reguliert  

[NAGASE und WOESSNER, 1999; YAN und BOYD, 2007].  

Der zelluläre Phorbolester-Rezeptor PCK spielt dabei als second messenger in 

der MMP-Regulation ebenso eine Rolle wie der mitogenaktivierte ERK1/2 bzw. 

5/6-Pathway als Aktivator von MMP-1 [CHAKRABORTI et al., 2003].  



Literaturüberblick 

20 

Die Expression von MMPs kann auch durch Interaktionen mit AP-1 Elementen 

an konservierten Stellen im Promotorbereich erfolgen, die als Schnittstelle 

zwischen MMPs und verschiedenen Mediatoren zytokin-vermittelter Signalwege 

fungieren [KARIN et al., 1997]. Die Expression von MMP-1 wird beispielsweise 

in Fibroblasten oder T-Lymphozyten AP-1-abhängig über stressaktivierte MAPK 

Signalmoleküle durch Laktoferrin induziert. [OH et al., 2001].  

Posttranskriptionell kann die Genexpression über die Stabilität der m-RNA im 

Zytoplasma gesteuert werden [YAN und BOYD, 2007]. Zudem kann auch eine 

Aktivierung über den Cystein-switch Mechanismus erfolgen, wobei die Pro-

Domäne durch Konformationsänderung oder Proteolyse entfernt wird [VAN 

WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990]. 

 

2.7.1 Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) 

Als inflammatorisches Zytokin wird der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) 

primär von aktivierten Monozyten und Makrophagen in Antwort auf 

Lipopolysaccharide (LPS) und bakterielle Lipoproteine (BLP) sezerniert 

[TRACEY und CERAMI, 1994]. In humanen THP-1 Zellen kann endogenes 

TNF-α über den NF-кB-Pathway unter anderem auch die Expression von  

MMP-9 induzieren [ZHOU et al., 2003], welches wesentlich in die 

Zellproliferation, -invasion und –metastasierung involviert ist [LYNCH und 

MATRISIAN, 2002]. 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Grafische Darstellung der NF-кB-Aktivierung. [MONTAGUT et al., 2005] 
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Transkriptionsfaktoren der NF-кB-Familie können in Antwort auf die rezeptor-

abhängige Aktivierung durch Zytokine wie TNF-α nach Phosphorylierung und 

anschließender ubiquitin-abhängiger Degradierung der IкB-Untereinheit in den 

Zellkern translozieren. Dort können diese durch Bindung an regulatorische 

Elemente der DNA spezifische Gene, wie zum Beispiel  

MMP-9, stimulieren [KARIN und GRETEN, 2005]. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

Laminar Flow Hood Biosafe2 Ehret 

Brutschrank Queue Sanova 

Mikroskop Zeiss Axiovert 135 

Casy®1 Cell Counter+Analyser System Model TT Schärfe Systeme GmbH 

C-ChipTM (DHC-N01) Einmal-Zählkammer PEQLAB 

Wasserbad Thermo-Boy MGW Lauda  

Trockenschrank Binder 

Zellkulturflaschen Greiner 

Zellkulturschalen Ø 60 x 15 mm TPP® 

6-Well-Platten Greiner 

Sterilfilter (0,2 µm Porendurchmesser) Sartorius 

Megafuge 1.0R Heraeus 

RPMI 1640 Biochrom AG 

DMEM BioWhittaker®,Lonza 

FCS Gibco  

L-Glutamin (2 mM; 200 mM in 0,85 % NaCl Solution)  PAA;BioWhittaker®,Lonza 

PEN-STREP (100 U/ml; 10.000 U/ml)                          PAA;BioWhittaker®,Lonza 

Ethanol 70 % MERCK 

Trypsin/EDTA PAA 

TGF-β1 Calbiochem   

HCl 4 mM MERCK 

BSA Amresco 

bLF Morinaga Milk Industry 

1 x PBS (steril filtriert)  

PMA Sigma 
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3.1.2 Sterile Arbeitsbedingungen 

Alle Arbeiten in der Zellkultur werden in einer sterilen Laminar-Airflow Werkbank 

durchgeführt, die über Nacht mit UV-Licht desinfiziert wird. Um mikrobielle 

Kontaminationen der Zellen zu verhindern, werden ausschließlich sterile oder 

steril filtrierte Produkte eingesetzt. Plastikpipettenspitzen werden vor Gebrauch 

autoklaviert (120 °C, 30 Minuten) und anschließend im Trockenschrank bei  

70 °C getrocknet, mehrmals verwendbare Glaswaren werden sterilisiert  

(180 °C, über Nacht). Zusätzlich werden alle Materialien (Pipettenschachteln, 

Flaschen) vor Einbringen in die Werkbank, sowie die Hände mit 70%igem 

Ethanol gereinigt. 

 

3.1.3 Zelllinien 

3.1.3.1 Caco-2 Zellen 

Caco-2 Zellen wurden 1974 aus einem humanen Kolonadenokarzinom isoliert 

und als permanente Zelllinie etabliert [FOGH et al., 1977]. 

Da die adhärenten, epithelialen Zellen nach spontaner Ausdifferenzierung 

ähnliche morphologische und funktionelle Charakteristika wie 

Dünndarmenterozyten zeigen, werden diese häufig als Modell eingesetzt, um 

das intestinale Epithel zu simulieren und den Transport und Metabolismus von 

Nährstoffen und Pharmaka in vitro zu untersuchen [PINTO et al., 1983; 

MEUNIER et al., 1995]. 

Im Verlauf der Differenzierung kommt es zur Ausbildung von Domes und es 

entsteht ein polarisierter Monolayer von Zellen mit einer für den Dünndarm 

charakteristischen hochprismatischen Struktur, Büstensaummikrovilli und einem 

Schlussleistenkomplex. Dieser wird aus Tight Junctions und Desmosomen 

gebildet und trennt den apikalen vom basolateralen Bereich [PINTO et al., 

1983; HIDALGO et al., 1989]. Während der Polarisierungsphase werden auch 

für Dünndarmenterozyten typische Markerenzyme wie die Sucrase-Isomaltase, 

die Laktase, oder die Alkalische Phosphatase exprimiert [PINTO et al., 1983; 

CHANTRET et al., 1988]. 
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3.1.3.2 THP-1 Zellen 

Bei THP-1 Zellen handelt es sich um eine humane leukämische Monozyten-

Zelllinie, die 1980 aus dem Blut eines einjährigen Jungen mit akuter 

monozytärer Leukämie isoliert wurde [TSUCHIYA et al., 1980]. 

Die Fähigkeit durch Behandlung mit z.B. Phorbolestern zu Zellen mit 

morphologischer und funktioneller Charakteristik von Makrophagen 

heranzureifen, macht diese Zelllinie zu einem geeigneten Modell, um die 

Monozyten-Makrophagen-Differenzierung in vitro zu untersuchen [TSUCHIYA 

et al., 1982].  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Mikroskopische Darstellung der undifferenzierten THP-1 Monozyten (A) und der 

durch PMA-Zusatz zu Makrophagen differenzierten THP-1 Zellen (B). 

Durch Zusatz von PMA (phorbol12-myristat13-acetate) wird die Differenzierung 

zu Makrophagen induziert [AUWERX et al., 1991]. Diese sind im Vergleich zu 

monozytären THP-1 Zellen adhärent, zeigen eine geringere Anzahl an Microvilli 

und Vesikel und sind durch ein ausgeprägteres rauhes Endoplasmatisches 

Reticulum sowie vermehrtes Auftreten freier Ribosomen charakterisiert. 

Differenzierte THP-1 Zellen weisen durch die Expression spezifischer 

Oberflächenmarker (IgG Fc), Lysozymaktivität und einer gesteigerten 

Phagozytosekapazität auch funktionelle Eigenschaften aktivierter Makrophagen 

auf [TSUCHIYA et al., 1982]. 

 

 

A B 
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3.1.4 Zellkulturmedium 

3.1.4.1 RPMI 1640 

Für die Kultivierung der THP-1 Zellen wird RPMI 1640 Medium (1640 Roswell 

Park Memorial Institute) verwendet. Zur Herstellung des Mediums werden  

104,3 g des Mediumpulvers RPMI 1640 unter Rühren in 9 Liter destilliertem 

Wasser gelöst, der pH-Wert mit HCl (37 %) auf 7,25 eingestellt und das 

Volumen auf 10 Liter aufgefüllt. Anschließend wird das Medium über eine 

Pumpe steril filtriert (Porendurchmesser 0,2 µm; Sartorius) und je 450 ml in 

sterile 500 ml Glasflaschen abgefüllt.  

Mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin sowie 0,1 mg/ml 

Streptomycin komplementiert wird das Nährmedium bei 4 °C gelagert und vor 

Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C temperiert. 

3.1.4.2 DMEM 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (500 ml) wird mit 10 % FCS, 200 mM  

L-Glutamin sowie mit 10.000 U/ml PEN-STREP als Nährmedium zum Züchten 

der Caco-2 Zellen eingesetzt. Die Lagerung erfolgt bei 4 °C. Vor Verwendung 

wird das Medium auf 37 °C erwärmt. Für Inkubationen in FCS freiem Medium 

wird unkomplementiertes Medium zu 1 % mit bovinem Serumalbumin versetzt.  

 

3.1.5 Kultivierung der Zellen 

Caco-2 und THP-1 Zellen werden im Brutschrank bei 37 °C und 5%iger  

CO2-Atmosphäre kultiviert. 

THP-1-Zellen werden als Suspensionszellen in sterilen Kulturflaschen (75 cm2) 

mit 20-30 ml frischem Nährmedium (RPMI) gezüchtet. Jeden zweiten bis dritten 

Tag wird das Medium gewechselt und die Zelldichte auf 0,5 x 106 Zellen/ml 

Medium eingestellt.  

Caco-2 Zellen werden in Zellkulturflaschen (25 cm2) alle drei Tage mit je 5 ml 

frischem Kulturmedium (DMEM) versorgt. Der Wachstumsverlauf sowie 

morphologische Veränderungen der Zellen werden vor dem Mediumswechsel 
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unter dem Mikroskop kontrolliert. Kurz vor Erreichen der Konfluenz werden die 

Zellen 1:5 gesplittet, wobei die Zellablösung durch Zugabe von 1 ml 

Trypsin/EDTA erfolgt. Die trypsinierten Zellen werden anschließend in 

komplementiertem Medium aufgenommen und in neue Zellkulturflaschen 

transferiert oder für Experimente in 6-Well-Platten ausgesetzt.  

 

3.1.6 Bestimmung der Zellzahl  

Unmittelbar nach dem Passagieren der Caco-2 Zellen wird die Zellzahl mittels 

C-ChipTM bestimmt. Dafür werden 10 µl Zellsuspension in den seitlichen Rand 

der Zählkammer pipettiert. Anhand eines Zählrasters (9 Quadrate mit definierter 

Tiefe) kann die Zellzahl pro Milliliter unter dem Lichtmikroskop nach 

entsprechender Formel ermittelt werden: 
 

Zellen/ml = Durchschnittswert/Quadrat x Verdünnungsfaktor x Volumenfaktor 

Um die Zellzahl und die Viabilität von THP-1 Zellen zu bestimmen, werden 50 µl 

Zellsuspension in ein CASY® Cup mit 10 ml Casyton-Flüssigkeit pipettiert, das 

Cup wird geschwenkt und anschließend die gemessene Zellmenge am CASY® 

abgelesen. 

 

3.1.7 Aussetzen der Zellen 

Caco-2 Zellen werden mit einer Dichte von 1-2 x 104 Zellen/cm2 in 6-Well-

Platten mit 2 ml Nährmedium pro Well bis zum gewünschten 

Differenzierungsgrad gezüchtet.  

Das Aussetzen undifferenzierter THP-1-Zellen erfolgt in 6-Well-Platten bzw. für 

den Differenzierungsverlauf in Zellkulturschalen mit einer Dichte von  

2 x 106 Zellen/ml. Um die gewünschte Zelldichte pro Milliliter zu erreichen, wird 

die dafür erforderliche Menge an Zellsuspension in einem 50 ml Röhrchen  

5 Minuten bei 820 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.  
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Der Überstand wird abgenommen und das Zellpellet in entsprechender Menge 

frischem Medium resuspendiert.  

Zur Differenzierung der THP-1 Zellen werden pro Well 3 ml Zellsuspension mit 

einer Dichte von 0,5 x 106 Zellen/ml ausgesetzt und mit PMA in einer 

Konzentration von 160 nM versetzt. Nach 72 Stunden ist die Differenzierung zu 

Makrophagen mit einer Zelldichte von 2 x 106 Zellen/ml erreicht. 

 

3.1.8 Inkubation 

Die Inkubation undifferenzierter THP-1 Zellen erfolgt unmittelbar nach dem 

Aussetzen. Bei Caco-2 Zellen sowie differenzierten THP-1 Zellen wird eine 

Stunde vor Inkubation der Zellkulturüberstand abgesaugt und die Zellen mit 

unkomplementiertem Medium  gewaschen. Anschließend wird pro Well 1 ml 

FCS- bzw. BSA-Medium für FCS freie Inkubationen vorgelegt, in welches die 

Inkubationslösungen direkt pipettiert werden. Als Inkubationslösungen werden 

bovines Laktoferrin in 1 x PBS bzw. TGF-β1 in 4 mM HCl + 0,1 % BSA in den 

Konzentrationen 50 und 500 µg/ml bzw. 1 ng/ml eingesetzt. Die Kontrollzellen 

werden nur mit den Trägersubstanzen behandelt.  

Alle Experimente werden bei einer Inkubationsdauer von einer und vier 

Stunden durchgeführt. 
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3.2 Lysieren von Zellen 

3.2.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

Zentrifuge   Eppendorf 5417R 

5 x PBS, pH 7,4; 1000ml: 

• 40 g NaCl      Roth  

• 14,5 g  Na2HPO4
. 12 H2O    MERCK 

• 1g Kaliumhydrogenphosphat KH2PO4  MERCK 

• 1g Kaliumchlorid KCl    MERCK 

• 1 M NaOH zur Einstellung des pH-Wertes   MERCK 

• mit Aqua dest. auffüllen 

peqGOLD TriFastTM     PEQLAB 

Lysis Buffer, pH 7,2; 100ml: 

• 876,6 mg Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan  Roth 

•  876,6 mg NaCl     Roth 

• 74,4 mg EDTA                 MERCK 

• 0,5 ml 0,5 % Nonidet-P     USB 

•  HCl (37 %) zur Einstellung des pH-Wertes  MERCK 

• mit Aqua dest. auffüllen 

Protease Inhibitor Cocktail    Sigma 

3.2.2 Lysieren von undifferenzierten THP-1 Zellen 

Nach abgelaufener Inkubationszeit werden die 6-Well-Platten aus dem 

Brutschrank sofort auf Eis gestellt, um Stoffwechselaktivitäten zu stoppen.  

 

Die Suspensionszellen werden mit einer Dichte von 2 x 106 Zellen/ml aus den 

Wells in neue Eppendorf-Reaktionsgefäße transferiert und 5 Minuten bei  

820 x g und 4 °C zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand abgesaugt, 

das Zellpellet in 1 ml kaltem 1 x PBS resuspendiert und 5 Minuten bei 820 x g 

und 4 °C zentrifugiert. Dieser Schritt wird ein zweites Mal wiederholt. 
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Zur Vorbereitung für die PCR wird das Zellpellet unter dem Abzug bei 

Raumtemperatur etwa 10 Minuten in 0,5 ml TriFastTM Reagenz gelöst und bis 

zur weiteren Probenaufbereitung bei -20 °C gelagert. 

Für Western Blot-Analysen werden die Zellen mit 80 µl Lysispuffer pro 

Reaktionsgefäß für 10 Minuten inkubiert. Unmittelbar vor Verwendung wird dem 

Lysispuffer ein Protease-Inhibitor Cocktail im Verhältnis 100:1 zugesetzt.  

Die Zelllysate werden in flüssigem Stickstoff schockgefrostet, auf Eis wieder 

aufgetaut und für 15 Minuten bei 19400 x g und 4 °C zentrifugiert.  

Der Überstand wird in neue Reaktionsgefäße überführt und bis zur 

Proteinbestimmung bei -20 °C gelagert. 

3.2.3 Lysieren von Caco-2 und differenzierten THP-1 Zellen  

Alle Arbeitsschritte werden, wie bei undifferenzierten THP-1 Zellen, auf Eis 

durchgeführt. Da Caco-2 Zellen sowie differenzierte THP-1 Zellen als adhärente 

Zellen am Well-Boden haften, wird der Überstand abgesaugt und die Zellen 

zweimal mit 2 ml kaltem 1 x  PBS pro Well gewaschen.  

Zur Probengewinnung für die PCR wird pro Well 1 ml bzw. 1,5 ml bei 

differenzierten Caco-2 Zellen TriFastTM Reagenz unter dem Abzug zugesetzt. 

Nach einer Inkubation von etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur werden die 

Zellen von der Well-Oberfläche gelöst und in Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei  

-20 °C gelagert. 

Für Western Blot-Analysen werden subkonfluente Caco-2 Zellen mit 70 µl, 

postkonfluente Caco-2 Zellen mit 200 µl bzw. differenzierte THP-1 Zellen mit  

80 µl Lysispuffer pro Well für 10 Minuten inkubiert, mittels Schaber von den 

Wells gelöst und in Eppendorf-Reaktionsgefäße pipettiert. Anschließend wird 

mit den Zelllysaten wie mit jenen undifferenzierter THP-1 Zellen  

(s. Kapitel 3.2.1) weiterverfahren. 
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3.3 Proteinbestimmung (Photometrisch) 

3.3.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

BCATM Protein Assay Kit Pierce 

• BCA Protein Solution A; B 

• Albumin Standard (BSA) 2 mg/ml 

Plattenreader 550 Bio-Rad 

8 Kanalpipette Eppendorf 300 Research 

96-Well-Platte Greiner 

Parafilm Manesha 

Belly Dancer Stovall Lifesciences 

Prism 3.02 GraphPad 

3.3.2 Durchführung 

Ausgehend von BSA als Proteinstandard mit einer Konzentration von 2 mg/ml 

wird zunächst in sechs Schritten durch 1:2 Verdünnung eine Standardreihe 

erstellt. Als achte Verdünnungsstufe wird destilliertes Wasser eingesetzt.  

Die Proben werden mit destilliertem Wasser 1:5 verdünnt. Je 10 µl der 

Standards und der Proben werden im Dreifachansatz in eine 96-Well-Platte 

pipettiert und mit 200 µl Detektionslösung pro Well versetzt.  

Die Detektionslösung wird unmittelbar vor Verwendung durch Mischen von BCA 

Protein Solution A und B im Verhältnis 1:50 hergestellt. Anschließend wird die 

96-Well-Platte mit Parafilm abgedeckt und nach kurzem Durchmischen am 

Belly Dancer für 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nachdem die 

Platte bei Raumtemperatur etwa 20 Minuten lang abgekühlt ist, wird die 

Extinktion im Plattenreader bei 550 nm photometrisch gemessen und mit der 

Software Prism 3.02 ausgewertet. 
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3.4 Western Blot 

3.4.1 SDS-Gelelektrophorese 

3.4.1.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

10 % SDS –Lösung, 100ml: 

• 10 g SDS ultra pure    Roth 

• in 100 ml Aqua dest. lösen 

•  Lagerung bei Raumtemperatur 

10 % APS  

• 0,1 g Ammoniumpersulfat    Pharmacia Biotech 

• in 1 ml Aqua dest. lösen 

• Lagerung der Aliquote (50 µl) bei -20°C 

3 M Tris-HCl/ pH 8,45/0,3 % SDS 

• 182 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan; Tris Base Roth 

• in 400 ml Aqua dest. lösen 

• HCl (37 %) zur Einstellung des pH-Wertes  MERCK 

• 1,5 g SDS ultra pure    Roth 

• mit Aqua dest. auffüllen 

4 x Sample Buffer, 1000 µl: 

•  500 µl Glycerol (87 %)     MERCK  

•  240 µl 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

•  210 µl Aqua dest. 

•   0,8 g SDS     Roth 

•    50 µl 2-Mercaptoethanol    MERCK 

• Spatelspitze Bromphenolblau   MERCK 

10 x Tris-Glycin Buffer; 1000 ml:  

• 30 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan; Tris Base Roth 

• 144 g Glycin     Roth 

• 100 ml 10 % SDS-Lösung 

• mit Aqua dest. auffüllen 

• Lagerung bei Raumtemperatur 



Material und Methoden 

32 

30 % Acrylamid/Bis (29:1)    Sigma 

• 29 g Acrylamid     Sigma 

•   1 g Bis      Sigma 

• in 100 ml Aqua dest. lösen 

TEMED       GERBU 

Isopropanol 30 %     MERCK  

Ethanol 70 %      MERCK 

Glasplatten 0,75 mm     Bio-Rad 

10-Well-Kämme 0,75 mm    Bio-Rad 

Mini-PROTEAN® II Apparatur    Bio-Rad 

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® 3 Cell  Bio-Rad 

Page RulerTM Prestained Protein Ladder    Fermentas 

3.4.1.2 Herstellung der Polyacrylamidgele 

Für die Auftrennung der Proteine unter denaturierenden und reduzierenden 

Bedingungen werden 10%ige Polyacrylamidgele hergestellt.  

Dafür werden die gereinigten Glasplatten mit 70 % Ethanol fettfrei gemacht, 

getrocknet und in die vorgesehene Apparatur eingespannt. Um ein Trenngel mit 

einer Stärke von 0,75 mm zu erhalten, werden die ersten drei Komponenten 

nach folgendem Pipettierschema in ein Röhrchen pipettiert und gemischt.  
 

 10% Trenngel 4% Sammelgel 

Aqua dest.   2 ml 1,54 ml 

3 M Tris-HCl/pH 8,45/0,3% SDS   2 ml 0,62 ml 

30 % Acrylamid   2 ml 0,34 ml 

10 % APS 30 µl   20 µl 

TEMED   3 µl     2 µl 

Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung der Polyacrlyamidgele für die Elektrophorese. 

 

Da durch Zugabe von 10 % APS und TEMED die Polymerisation initiiert wird, 

muss das Gel nach erneutem Durchmischen möglichst rasch bis zur 

Markierung in den Zwischenraum der beiden Glasplatten gegossen werden. 



 Material und Methoden 

33 

Um die Bildung von Luftblasen im Gel zu verhindern, wird mit 30%igem 

Isopropanol überschichtet. Sobald das Trenngel nach etwa 30 Minuten bei 

Raumtemperatur fest geworden ist, kann das Sammelgel vorbereitet werden. 

Nach Entfernung des Isopropanols wird die Glasapparatur mehrmals mit 

destilliertem Wasser gespült und Flüssigkeitsreste werden mit Filterpapier 

aufgesaugt. Das 4%ige Sammelgel wird analog dem Trenngel hergestellt, 

wobei die im Pipettierschema angegebene Menge für zwei Gele ausreicht.  

Das Sammelgel wird bis zum oberen Rand der Apparatur gefüllt und der 

gereinigte Kamm vorsichtig hineingesteckt. Während das Gel etwa 30 Minuten 

auspolymerisiert, werden die Proben vorbereitet. 

3.4.1.3 Vorbereitung der Proben 

Die Proben werden auf Eis aufgetaut und mit frisch hergestelltem Sample 

Buffer im Verhältnis 1:4 versetzt. Durch Verdünnen mit 1 x PBS werden die 

Proteinkonzentrationen der Zelllysate laut Proteinbestimmung angeglichen.  

Die am Vortex gemischten Proben sind bei Raumtemperatur bis zur Beladung 

der Gele stabil. 

3.4.1.4 Beladung der Gele und Elektrophorese 

Die Glasplatten mit den fertigen Gelen werden in die Elektrophoresekammer 

eingespannt, die mit 1 x Tris-Glycin Buffer gefüllt wird. Nach vorsichtigem 

Entfernen der Kämme werden die Geltaschen mit einer Spritze gespült und 

anschließend das jeweilige Probenvolumen (10, 18 oder 25 µl) mit 

Gelbeladungsspitzen aufgetragen. Als Größenmarker werden 3 µl einer 

Prestained Protein Ladder in eine freie Tasche pipettiert.  

Die Elektrophorese wird konstant bei 180 V und 4°C im Kühlschrank für etwa 

90 Minuten durchgeführt. Anschließend wird der Elektrophoresepuffer 

verworfen, die Glasplatten werden der Apparatur entnommen und mittels Spatel 

vorsichtig voneinander getrennt. Die Glasplatte, an der das Gel haften bleibt, 

wird nach Abtrennung des Sammelgels weiterverwendet. 
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weißer Teil der Transferkassette 

schwarzer Teil der Transferkassette 

3.4.2 Western Transfer Blotting 

3.4.2.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

Transfer Buffer; 1000 ml: 

• 100 ml 10 x Tris-Glycin Buffer  

• 200 ml Methanol     MERCK 

• 10 ml 10 % SDS-Lösung 

• mit Aqua dest. auffüllen 

• Lagerung bei 4 °C 

Ponceau S; 1000 ml: 

• 10 g Ponceau S      MERCK 

• 300 g Trichloressigsäure    MERCK 

• 300 g Sulfosalicylsäure     

• mit Aqua dest. auffüllen 

• Lagerung bei Raumtemperatur 

Pure Nitrocellulose-Membran (0,45 µm) Trans-Blot ® Bio-Rad 

Mini-Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell  Bio-Rad 

3.4.2.2 Durchführung 

Nach elektrophoretischer Auftrennung werden die Proteine auf eine 

Nitrocellulose-Membran geblottet und anschließend immunologisch detektiert.  

 

 

 

 

 

 
Abbildung 8: Aufbau des Western Blot Sandwich von oben nach unten. 
 

Schwämme, Filterpapier und die Nitrocellulose-Membran werden in 

Transferpuffer getränkt und das Gel mittels Spatel von der Glasplatte auf die 
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Membran übertragen. Nach Abdeckung des Gels mit Filterpapier werden durch 

vorsichtiges Rollen mit einer Glaseprouvette Luftblasen zwischen Gel und 

Nitrocellulose-Membran entfernt, um Störungen des Transfers zu verhindern. 

Der schwarze Teil der Transferkassette wird zur schwarzen Seite der 

Transferapparatur ausgerichtet in die Transferkammer gestellt. Diese wird mit 

Transfer Buffer gefüllt und ein Eisblock zur Kühlung eingesetzt. Der Transfer 

läuft bei 400 mA konstant für 45 Minuten im Kühlschrank bei 4 °C. 

Da der Transfer Buffer mehrere Male verwendet wird, sollte die Qualität durch 

Überprüfen der Spannung (> 100 V) beim Starten des Transfers kontrolliert 

werden.  

Im Anschluss  wird die Nitrocellulose etwa 5 Minuten mit Ponceau S gefärbt und 

der Überschuss durch Waschen mit  destilliertem Wasser entfernt, wodurch der 

Verlauf der rot gefärbten Proteinbanden sichtbar wird. Die Ponceau S-Lösung 

kann mehrere Male verwendet werden. Die Färbung erlaubt die Effizienz des 

Transfers zu kontrollieren, und den Blot je nach Größe der verwendeten 

Antikörper exakt zu schneiden. 

3.4.3 Immunodetektion 

3.4.3.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

10 x TBS Buffer; pH 7,4, 1000 ml: 

• 24,2 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan; Tris Base Roth 

• 84,8 g NaCl     Roth 

• mit Aqua dest. auffüllen 

• HCl (37 %) zur Einstellung des pH-Wertes  MERCK 

• Lagerung bei 4 °C 

Washing Buffer; 1000 ml: 

• 100 ml 10 x TBS 

•     1 ml Tween20     MERCK 

• mit Aqua dest. auffüllen 

• Lagerung bei 4 °C 
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Blocking Buffer 

• 2,5 g Magermilchpulver    Fixmilch INSTANT 

• in 50 ml Washing Buffer gelöst 

Primär-Antikörper-Lösung 

• 10 ml Washing Buffer 

• 0,3 g BSA      Amresco 

• Spatelspitze Natriumazid NaN3 

• Lagerung bei 4 °C 

Sekundär-Antikörper-Lösung 

• Goat Anti-rabbit-IgG (H+L)-HRP Conjugate Bio-Rad 

• Goat anti-mouse-IgG (H+L)-HRP Conjugate  Bio-Rad 

• 1:100 000 in Blocking Buffer kurz vor Gebrauch lösen 

SuperSignal® West Femto; West Dura   Pierce 

Belly Dancer      Stovall Lifesciences 

ChemiImagerTM 4400     Biozym 

AlphaEaseFC-ChemiImager 4400   Alpha Innotec 

Prism 3.02      GraphPad 

 
Antikörper Mol. Gewicht Isotyp Verdünnung Bezugsfirma 

pan ERK 42 kDa Mouse IgG2a 1:5000 BD Biosciences 

Phospho-ERK1/2 42,44 kDa Rabbit IgG 1:1000 Cell Signaling 

Phospho-p38 43 kDa Rabbit IgG 1:2000 Cell Signaling 

Smad2 60 kDa Rabbit IgG 1:1000 Cell Signaling 

Phospho-Smad2 60 kDa Rabbit IgG 1:1000 Cell Signaling 

C14-LRP1 85 kDa Rabbit IgG 1:2000 Neo Systems 

Dab2-p96 96 kDa Mouse IgG 1:2000 BD Biosciences 

β-Catenin 92 kDa   Mouse IgG1 1:2000 BD Biosciences 

Calnexin 67 kDa Rabbit IgG 1:5000 Abcam 

 

Tabelle 3: Verwendete Primär-Antikörper, Molekulargewicht, Isotyp, eingesetzte Verdünnung 

und Bezugsfirma.  
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Abbildung 9: Proteinleiter als Referenzmarker für die Größenzuordnung der verwendeten 

Primär-Antikörper. 

3.4.3.2 Durchführung 

Im Anschluss an die Ponceau S-Färbung werden alle Arbeitsschritte unter 

ständiger Bewegung am Belly Dancer durchgeführt.  

Um eine unspezifische Bindung der Antikörper zu verhindern, wird der Blot in 

Blocking Buffer für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Nach 

zweimaligem Waschen mit Washing Buffer für jeweils 10 Minuten folgt die 

Inkubation mit je 10 ml Primär-Antikörper-Lösung über Nacht bei 4 °C.  

Am nächsten Tag werden die Antikörper-Lösungen zur Wiederverwendung in 

Röhrchen gesammelt. Der Blot wird dreimal 10 Minuten mit Washing Buffer 

gewaschen und für eine Stunde in 10 ml Sekundär-Antikörper-Lösung bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten von jeweils  

10 Minuten wird der Blot in 500 µl SuperSignal®-ECL-Lösung (Enhancer 

Solution: Peroxidase Solution 1:1) 5 Minuten inkubiert und anschließend im 

ChemiImagerTM 4400 in Abhängigkeit des  jeweiligen Proteins bis zu  

40 Minuten belichtet. Die Banden werden semi-quantitativ mit der Software 

AlphaEaseFC-ChemiImager4400 ausgewertet, wobei die Signalstärke als 

Integrated Density angegeben wird. Die statistische Auswertung erfolgt mit 

Microsoft Excel und Prism 3.02.  
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3.5 RNA-Isolierung - Reverse Transkription - cDNA-Synthese 

3.5.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

Zentrifuge Eppendorf 5417R 

Thermo Cycler MWG Biotech Primus 

NanoDropTM ND 1000 Thermo Scientific 

peqGOLD TriFASTTM PEQLAB 

DEPC Sigma 

DEPC-Wasser RNasefrei 

• 100 µl DEPC  

• in 1 l Aqua dest. 3 h unter Abzug lösen 

• 2 h bei 120 °C autoklavieren 

DEPC-Pipettenspitzen, -Reaktionsgefäße RNasefrei 

• in DEPC-Wasser über Nacht tränken 

• 2 h bei 120 °C autoklavieren; bei 70 °C trocknen 

Chloroform  MERCK 

Isopropanol MERCK 

Ethanol 75 % in DEPC-Wasser MERCK 

Random Hexamer Primer  0,2 µg/µl Fermentas 

Reaction Buffer (5x) Fermentas 

dNTP Set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP je 100 mM) Fermentas 

dNTPs 10 mM ; 100 µl: 

• 80 µl Aqua dest. steril filtriert 

• je 5 µl dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100 mM     

RiboLockTM RNAse Inhibitor  40 U/µl Fermentas 

RevertAidTM M-MuLV ReverseTranskriptase 200 U/µl  Fermentas 
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3.5.2  RNA-Isolierung 

Für die RNA-Isolierung werden die mit TriFastTM lysierten Zellen unter dem 

Abzug bei Raumtemperatur aufgetaut und die Zentrifuge auf 4 °C vorgekühlt. In 

einem zusätzlichen Reinigungsschritt werden zur Entfernung von 

Polysacchariden und anderen unlöslichen Bestandteilen undifferenzierte THP-1 

Zellen 10 Minuten sowie differenzierte Caco-2 Zellen 25 Minuten bei 12 000 x g 

zentrifugiert und der Überstand in neue Reaktionsgefäße pipettiert. 

Pro eingesetztem ml TriFastTM werden laut Herstellerangabe 200 µl Chloroform 

zugegeben und 30 Sekunden kräftig geschüttelt. Eine gute Homogenisierung 

der beiden Phasen ist für den RNA-Ertrag entscheidend. Die Proben werden  

3 Minuten bei Raumtemperatur im Abzug stehen gelassen und anschließend  

5 Minuten bei 12 000 x g und 4 °C  zentrifugiert. In der Zwischenzeit werden für 

die RNA-Präzipitation pro eingesetztem ml TriFastTM 500µl Isopropanol in 

DEPC-Reaktionsgefäße auf Eis vorgelegt. Durch das Zentrifugieren kommt es 

zur Phasentrennung: Die obere wässrige Phase, welche die RNA enthält, wird 

in 100 µl-Schritten vorsichtig abgenommen und mit dem Isopropanol gemischt 

für eine bis zwei Stunden bei -20 °C gelagert. Dabei darf es zu keiner 

Verunreinigung durch Vermischung mit der DNA-hältigen Interphase bzw. mit 

der unteren rötlichen Chloroform-Phenol-Phase, in der die Proteine 

angereichert sind, kommen. 

Durch anschließende Zentrifugation bei 12 000 x g und 4 °C für 10 Minuten 

entsteht ein RNA-Pellet, welches zweimal mit 75%igen Ethanol gewaschen 

wird. Dafür wird zunächst das Isopropanol verworfen, 1 ml Ethanol zugefügt 

und die am Vortex gemischte Probe 10 Minuten bei 12 000 x g und 4 °C 

zentrifugiert. Dieser Schritt wird ein zweites Mal wiederholt. Danach wird das 

Ethanol möglichst vollständig entfernt und das Pellet bei geöffnetem Deckel des 

Reaktionsgefäßes in der Laminar-Airflow Werkbank luftgetrocknet. 
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3.5.3 Reverse Transkription - cDNA-Synthese 

Das fast vollständig getrocknete Pellet wird in 20 µl DEPC-Wasser 

resuspendiert und 10 Minuten im vorgeheizten Wasserbad bei 55 °C gelöst. 

Ein Aliquot dieser Lösung wird anschließend zur Messung des RNA-Gehalts 

(ng/µl) mittels NanoDropTM herangezogen und eine RNA-Konzentration von  

4 µg pro 20 µl-Ansatz durch Verdünnung mit DEPC-Wasser eingestellt. 

Je 11,5 µl der in DEPC-Wasser gelösten RNA werden mit 1 µl Random 

Hexamer Primer in einem PCR-Tube versetzt und 10 Minuten bei 70 °C im 

Thermocycler inkubiert. Danach werden jeweils 7,5 µl Mastermix zugegeben, 

der nach folgendem Pipettierschema hergestellt wird: 

 

Substanz Ausgangs-

konzentration 

Volumen End- 

konzentration 

RT Buffer 5x 4 µl 1x 

dNTPs 100 mM 2 µl 10 mM 

RNAse Inhibitor 40 U/µl 0,5 µl 1 U/µl 

Reverse Transkriptase 200 U/µl 0,5 µl 5 U/µl 
 

Tabelle 4: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix für die cDNA-Synthese. 

 

Nach Zugabe des Mastermix werden die Proben eine Stunde bei 37 °C und 

10 Minuten bei 60 °C im Thermocycler inkubiert. Für nachfolgende  

PCR-Analysen wird die cDNA bei -20 °C gelagert. 
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3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

3.6.1 Verwendete Geräte/Materialien/Reagenzien 

Thermo Cycler MWG Biotech Primus 

Elektrophoresekammer Bio-Rad 

Elektrophoresestation Bio-Rad 

Mikrowelle Moulinex 

Sterilfilter (0,45 µm Porendurchmesser) Sartorius 

Aqua dest. steril filtriert 

Buffer Taq buffer + KCl 10 x Fermentas 

MgCl2  25 mM Fermentas 

dNTP Set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP  100 mM) Fermentas 

dNTPs 10 mM ; 100 µl: 

• 80 µl Aqua dest. steril filtriert 

• je 5 µl dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100 mM  

Taq DNA Polymerase recombinant 1 U/µl Fermentas 

Gen-spezifische Primer 100 µM  VBC-Genomics 

• Primerdesign mit PRIMER3 Software 

• 1:10 mit Aqua dest. steril filtriert (10 µM)   

Agarose-Pulver MERCK 

Ehtidiumbromid MERCK 

Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Fermentas 

5 x TBE Buffer; 1000 ml: 

• 54 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan MERCK 

• 27,5 g Borsäure H3BO3  MERCK 

• 20 ml 0,5 M EDTA-Lösung 

0,5 M EDTA-Lösung; pH 8, 500 ml: 

• 93 g Titriplex MERCK 

• in 400 ml Aqua dest. lösen 

• 10 N NaOH zur Einstellung des pH-Wertes MERCK 

• mit Aqua dest. auffüllen 
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• Lagerung bei Raumtemperatur 

6 x Loading Dye Fermentas 

2 UV Transilluminator UVP 

AlphaEaseFC-ChemiImager 4400 Alpha Innotec 

 

3.6.2 Durchführung 

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode, um selektive Nucleinsäure-

sequenzen der cDNA exponentiell zu vervielfältigen.  

Dafür wird nach Auftauen aller benötigten Reagenzien auf Eis zunächst ein 

Mastermix hergestellt: 

 

Substanz Ausgangs- 

konzentration 

Volumen End- 

Konzentration 

Aqua dest. steril filtriert  31 µl  

Buffer 10 x 5 µl 1 x 

MgCl2  25 mM 5 µl 2,5 mM 

dNTPs  10 mM 4 µl 0,8 mM 

Primer 

(sense/antisense) 

10 µM 
je 1,5 µl 

 

je 0,3 µM 

Taq DNA Polymerase 1 U/µl 1 µl 0,02 U/µl 
 

Tabelle 5: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix  für die PCR. 

 

49 µl Mastermix werden in einem PCR-Tube mit 1µl cDNA versetzt, am Vortex 

gemischt und im Thermocycler inkubiert.  
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Der PCR-Prozess durchläuft dabei ein zyklisches Temperaturprogramm in 

folgenden Schritten: 

 

1. Initiale Denaturierung: die doppelsträngige DNA wird durch Erhitzen auf 

94 °C in die beiden Einzelstränge aufgetrennt. (3 Minuten) 

2. Denaturierung bei 94 °C. (40 Sekunden) 

3. Annealing: nach Abkühlung auf eine primerspezifische   

Temperatur (s. Tabelle 5) können diese an die DNA 

hybridisieren. (60 Sekunden) 

4. Elongation: bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der  

Taq Polymerase, wird der Zweitstrang ausgehend von den 

Primern durch Anlagerung von dNTPs synthetisiert. 

(60 Sekunden) 

5. Finale Elongation bei 72 °C. (5 Minuten) 

6. Store bei 4 °C. 

 

Die amplifizierten cDNA-Fragmente können anschließend durch eine Agarose-

Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennt und identifiziert werden.  

Zur Herstellung eines 1,5%igen Gels werden 0,45 g Agarose mit 30 ml 1 x TBE 

Buffer in einem Becherglas gemischt und in der Mikrowelle aufgekocht bis eine 

klare Lösung entsteht. Nach Abkühlung auf etwa 60 °C werden 0,5 mg/ml 

Ethidiumbromid zur Sichtbarmachung der DNA-Banden zugesetzt und das 

flüssige Gel in einen Gel-Schlitten mit eingesetztem 8-Well-Kamm gegossen. 

Nach dem Erstarren der Agarose wird der Kamm entfernt und das Gel mit dem 

Schlitten in eine mit 1 x TBE gefüllte Elektrophoresekammer eingelegt.  

Die mit 6 x Loading Dye im Verhältnis 1:6 versetzen Proben (15 µl) sowie eine 

DNA-Leiter als Größenmarker (2,5 µl) werden in die Taschen pipettiert und bei 

100 V konstant und 50-60 mA etwa 20 Minuten aufgetrennt.  

Anschließend werden die unter UV-Licht fluoreszierenden Banden im 

Transilluminator fotografiert und die Signalstärke mit der Software 

AlphaEaseFC ChemiImager 4400 ausgewertet. 

 

25-32 Zyklen   

je nach  

verwendetem

Primer 
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Primer bp °C Cyc. Sequenz 

GAPDH 
 
185 62  25 

5´-GGA GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC-3´ 
5´-GTC ATG AGT CCT TCC ACG ATA CC-3´ 

PAI-1 
 

399 61 30 
5´-TGC TGG TGA ATG CCC TCT ACT-3´ 
5´-CGG TCA TTC CCA GGT TCT CTA-3´ 

FN-1 
 

439 70 30 
5´-AGC CGC CAC GTG CCA GGA TTA C-3´ 
5´-CTT ATG GGG GTG GCC GTT GTG G-3´ 

c-Myc 
 

456 63 32 
5´-CCT CGG TGG TCT TCC CCT AC-3´ 
5´-TGC ATT TTC GGT TGT TGC TG-3´ 

TGF-β1 
 

336 65,8 32 
5´-GCC CTG GAC ACC AAC TAT TGC-3´ 
5´-GCT GCA CTT GCA GGA GCG CAC-3´ 

TGF-β RI 
 

325 61 30 
5´-GGA CTC AGC TCT GGT TGG TG-3´ 
5´-GGG GCC ATG TAC CTT TTT GT-5´ 

TGF-β RII 
 

436 61 30 
5´-ACG GAG TTG GGG AAA CAA TAC T-3´ 
5´-GAG ATG TCA TTT CCC AGA GCA C-3´ 

β-Glycan 
 

436 61 30 
5´-CCA AGC ATG AAG GAA CCA AA-3´ 
5´-GGT GTG GGG TGA ATA CAA CG-3´ 

Endoglin 
 

368 61 30 
5´-AGC TCC CAG ACA CAC CTC AA-3´ 
5´-GCC ACA GCT GGA GTA AGC AC-3´ 

LRP-1 
 

515 70 30 
5´-CAA CAA CAG CAC CTG CAC TGT CAA CCA G-3´ 
5´-GGA CTC GCC GCT TAT ACC AGA ATA CCA C-3´ 

CD 36 
 

428 60 30 
5´-TGC CTC TCC AGT TGA AAA CC-3´ 
5´-GCA ACA AAC ATC ACC ACA CC-3´ 

MMP-9 
 

339 60 30 
5´-GAC ATC GTC ATC CAG TTT GG-3´ 
5´-GTA GAG TCT CTC GCT GGG GC-3´ 

MMP-1 
 

787 61,4 30 
5´-CGA CTC TAG AAA CAC AAG AGC AAG A-3´ 
5´-AAG GTT AGC TTA CTG TCA CAC GCT T-3´ 

MMP-2 
 

605 61,4 30 
5`-GTG CTG AAG GAC ACA CTA AAG AAG A-3` 
5`- TTG CCA TCC TTC TCA AAG TTG TAG G-3` 

LRP-5 
 

 344 60 30 
5´-CCG GAA GAT CAT TGT GGA CT-3´ 
5´-CAC AGC GAG TGT GGA AGA AA-3´ 

β-Catenin 
 

395 60 30 
5´-CCA TTC CAT TGT TTG TGC AG-3´ 
5´-CTG GCC ATA TCC ACC AGA GT-3´ 

Dab1 
 

396 60 30 
5´-TCA TGC CCA CAC AAA CTG TTA-3´ 
5´-ATG CAG ATG ATT TGG ATG GAG-3´ 

Dab2 
 

377 60 30 
5´-GAC ACG TTG AGG GGG AGT TA-3´ 
5´- TGA CCA TGG TTG CAC TTG T-3´ 

TNF-α 
 

315 60 30 
5´-TCC TTC AGA CAC CCT CAA CC-3´ 
5´-GAG GAA GGC CTA AGG TCC AC-3´ 

Sucrase-
Isomaltase 

 
196 60 30 

5´-CAT CCT ACC ATG TCA AGA GCC A-3´ 
5´-GCT TGT TAA GGT GGT CTG GTT T-3´ 

 

Tabelle 6: verwendete Primer, Länge des amplifizierten PCR-Produktes, primerspezifische 

Annealingtemperatur, Zyklenzahl und Sequenzen der verwendeten sense/antisense Primer.
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4 ERGEBNISSE 

In den letzten Jahren konnte in unserer Arbeitsgruppe in unterschiedlichsten 

Zelllinien ein zum Teil vergleichbarer Einfluss von Laktoferrin wie von TGF-β1 

auf die Signaltransduktion gezeigt werden. In dieser Arbeit wurden Caco-2 

Zellen neben der humanen leukämischen Zelllinie THP-1 als Zellmodell 

gewählt, um zytokinartige Wirkungen von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 

zu untersuchen. 

Um mögliche Unterschiede in der Regulation der Signaltransduktion in 

Abhängigkeit des Differenzierungsgrades zu ermitteln, wurden zunächst die 

Grundlevel der Protein- und Genexpression mittels Western Blot und PCR in 

verschiedenen Differenzierungsstadien von Caco-2 und THP-1 Zellen analysiert 

und die Ergebnisse  in nachfolgenden Abbildungen und Diagrammen 

vergleichend gegenübergestellt. 

In weiterer Folge wurde der Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu 

TGF-β1 auf die Expression ausgewählter Proteine sowie typischer Zielgene 

nach ein- und vierstündiger Inkubation in unterschiedlichen 

Differenzierungsstadien von Caco-2 und THP-1 Zellen untersucht. 

4.1 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien 

4.1.1 Vergleich von Caco-2 Zellen in verschiedenen 

Differenzierungsstadien 

Die humanen Kolonkarzinomzellen Caco-2 sind adhärente, epitheliale Zellen, 

die nach Erreichen der Konfluenz durch Zell-Zell-Kontakt spontan zu einem 

enterozytenähnlichen Phänotyp differenzieren.  

Da sich Caco-2 Zellen im Verlauf der Differenzierung und Polarisierung durch 

Restrukturierung des Zytoskeletts hinsichtlich ihrer morphologischen und 

funktionellen Eigenschaften verändern, wurden zunächst Unterschiede 

beteiligter Mediatoren auf Protein- und transkriptioneller Ebene in 

undifferenzierten und differenzierten Caco-2 Zellen mittels Western Blot und 

PCR analysiert. 
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4.1.1.1 Expression ausgewählter Proteine in undifferenzierten und 

differenzierten Caco-2 Zellen 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
Abbildung 10: Western Blot Grundsignale von p-p38, pERK1, pERK2, LRP-1, p-Dab2,  
β-Catenin undp-Smad2  in undifferenzierten und differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Grafische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten.  
Der Wert undifferenzierter Caco-2 Zellen wurde jeweils auf 1 gesetzt und die Ergebnisse auf die 
Ladekontrolle normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test  
(*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). 
B: Repräsentative Abbildung des p-Smad2-Grundsignals in undifferenzierten und 
differenzierten Caco-2 Zellen. Als Ladekontrolle wurde Smad2 verwendet. 
C: Repräsentative Abbildungen der Signalstärken von p-p38, pERK1, pERK2, LRP-1, p-Dab2 
und β-Catenin differenzierter Caco-2 Zellen (18 d) im Vergleich zur undifferenzierten Form. 
Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet. 
 

Abbildung 10 zeigt bei differenzierten Caco-2 Zellen einen statistisch höchst 

signifikanten (p < 0,001) Anstieg der LRP-1-Expression um 60 %, während die 

Grundlevel der MAPKinasen p-p38 (p < 0,01) und pERK1/2 (p < 0,001) 

dramatisch abfallen. 

Das Adapterprotein Dab2 wird in beiden Differenzierungsstadien als 

Doppelbande exprimiert, wobei die obere Bande als phosphorylierte Form 

(p-Dab2) angenommen wird [ROSENBAUER et al., 2002; HE et al., 2003], und 

im Vergleich zu undifferenzierten Caco-2 Zellen signifikant (p < 0,01) auf 

weniger als ein Drittel abnimmt. β-Catenin bleibt auf Proteinebene in 

undifferenzierten und differenzierten Caco-2 Zellen auf etwa gleichem Level.  

p-Smad2 ist in undifferenzierten Caco-2 Zellen kaum detektierbar, daher konnte 

keine statistische Auswertung erfolgen.  
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4.1.1.2  Expression ausgewählter Gene in undifferenzierten und 

differenzierten Caco-2 Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 11: Expression des Differenzierungsmarkers Sucrase-Isomaltase in 
undifferenzierten und differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Mittelwert (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf 
GAPDH normalisiert und die Signalstärke undifferenzierter Caco-2 Zellen auf 1 gesetzt.  
Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test (*: p < 0,05). 
B: Repräsentative Abbildungen der Signalstärke von Sucrase-Isomaltase differenzierter (18 d) 
und undifferenzierter Caco-2 Zellen.  GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. 
 

Die Sucrase-Isomaltase steigt im Zuge der Zelldifferenzierung signifikant  

(p < 0,05) auf das 7.5-fache an und gilt in der Literatur als 

Differenzierungsmarker von Caco-2 Zellen [CHANTRET et al., 1988; 

MARIADASON et al., 2000]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 12: Expression von TGF-β1 und TGF-β-(Co-)Rezeptoren in undifferenzierten und 
differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Grafische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten.  
Die Ergebnisse wurden auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter Caco-2 Zellen 
auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test (**: p < 0,01). 
B: Repräsentative Abbildungen der Expression von TGF-β1, den TGF-β-Rezeptoren Typ I und 
Typ II sowie TGF-β-Co-Rezeptoren β-Glycan und Endoglin differenzierter Caco-2 Zellen (18 d) 
im Vergleich zu undifferenzierten Zellen. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. 
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Abgesehen von einem signifikanten (p < 0,01) Anstieg von β-Glycan um etwa 

50 %, kann keine Änderung in der Signalstärke von TGF-β1 sowie von den im 

TGF-β-Pathway beteiligten (Co-)Rezeptoren zwischen undifferenzierten und 

differenzierten Caco-2 Zellen festgestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: PCR-Grundsignale der Zielgene PAI-1, FN-1, MMP-1 und c-Myc in 
undifferenzierten und differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Grafische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten.  
Die Ergebnisse wurden jeweils auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter Caco-2 
Zellen auf 1 gesetzt. Für die statistische Auswertung wurde der one-sample-t-test 
herangezogen (*: p < 0,05). 
B: Repräsentative Abbildungen der Expression von PAI-1, FN-1, MMP-1 und c-Myc 
differenzierter (18 d) im Vergleich zu undifferenzierten Caco-2 Zellen. Als interner Standard 
wurde GAPDH verwendet. 
 

In Abbildung 13 wird ersichtlich, dass in differenzierten Caco-2 Zellen, 

verglichen mit der undifferenzierten Form, die Signalstärke von PAI-1 statistisch 

signifikant (p < 0,05) um etwa 50 % reduziert ist, wohingegen die MMP-1 

Expression auf beinahe das Doppelte signifikant (p < 0,05) ansteigt. Zudem ist 

auch ein schwacher, jedoch nicht signifikanter, Rückgang der c-Myc-Expression 

zu beobachten. Fibronektin bleibt auf RNA-Ebene hingegen unverändert.  

Da weder bei undifferenzierten noch bei differenzierten Caco-2 Zellen ein MMP-

9-Signal detektierbar war, konnte keine bildliche Dokumentation und 

statistische Auswertung erfolgen.  
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Abbildung 14: Grundlevel der β-Catenin- und LRP-5-Signale in undifferenzierten und 
differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Grafische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten.  
Die Ergebnisse wurden jeweils auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter Caco-2 
Zellen auf 1 gesetzt. Für die statistische Auswertung wurde der one-sample-t-test 
herangezogen (*: p < 0,05).  
B: Repräsentative Abbildungen der Signalstärken von β-Catenin und LRP-5 differenzierter 
Caco-2 Zellen (18 d) im Vergleich zu undifferenzierten Zellen. GAPDH wurde als 
Housekeeping-Gen verwendet. 
 
Bei der Expression von β-Catenin, einer Schlüsselkomponente des  

Wnt-/β-Catenin-Pathways, ist auf RNA-Ebene wie auch auf Proteinebene kein 

Unterschied in Abhängigkeit des Differenzierungsgrades erkennbar.  

Ebenso wird der Co-Rezeptor LRP-5 in undifferenzierten und differenzierten 

Caco-2 Zellen in etwa gleichem Maße exprimiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 15: PCR-Grundsignale von LRP-1, Dab1 und Dab2 in undifferenzierten und 
differenzierten (18 d) Caco-2 Zellen.  
A: Grafische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten.  
Die Ergebnisse wurden jeweils auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter Caco-2 
Zellen auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test (*: p < 0,05).  
B: Repräsentative Abbildungen der Expression von LRP-1, Dab1 und Dab2 differenzierter 
Caco-2 Zellen (18 d) im Vergleich zu undifferenzierten Zellen. GAPDH wurde als interner 
Standard verwendet. 
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In Übereinstimmung mit den Western Blot Ergebnissen steigt die Expression 

von LRP-1 in differenzierten Caco-2 Zellen signifikant (p < 0,05) auf das 

Zweifache an. Gleichzeitig wird auch das Adapterprotein Dab1 signifikant auf 

das Dreifache hinaufreguliert. Dab2, welches auf Proteinebene in 

differenzierten Zellen um mehr als zwei Drittel reduziert wird, bleibt auf 

transkriptioneller Ebene in beiden Differenzierungsstadien auf etwa gleichem 

Niveau. 

4.1.2 Vergleich von THP-1 Zellen im Differenzierungsverlauf 

Die humanen leukämischen THP-1 Monozyten reifen in Zellkulturschalen nach 

72-stündiger Inkubation mit PMA (160 nM) zu makrophagenähnlichen Zellen 

heran und werden im Abstand von 24 Stunden, wie bereits unter Material und 

Methoden (s. Kapitel 3.2) beschrieben, für PCR- bzw. Western Blot-Analysen 

lysiert und aufbereitet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 16: Mikroskopische Darstellung von THP-1 Zellen im Verlauf der Differenzierung. 
Monozytäre THP-1 Zellen (A) sowie durch PMA-Stimulierung (160 nM) differenzierte  
THP-1 Zellen nach 0 (A), 24 (B), 48 (C) und 72 (D) Stunden in 20-facher Vergrößerung. 
 
In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass sich die einzelnen, runden, monozytären 

Suspensionszellen nach 24 Stunden zu Gruppen formieren und bereits 

beginnen, sich an der Oberfläche anzulagern. Nach 48 Stunden nimmt der 

Anteil an adhärenten Zellen zu und es bilden sich erstmals für Makrophagen 

charakteristische Ausläufer. Nach 72 Stunden ist die Differenzierung zu 
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adhärenten Zellen mit morphologischen und funktionellen Eigenschaften reifer 

Makrophagen abgeschlossen. 

Die Adhärenz gilt auch als wesentlicher Stimulus für die Modulation der Protein- 

und Genexpression [THORENS et al., 1987], die nachfolgend im 

Differenzierungsverlauf von THP-1 Zellen analysiert wurde. 

4.1.2.1 Proteinexpression im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17: Western Blot Grundsignale der MAPKinasen p38, ERK1 und ERK2 in 
phosphorylierter Form im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung. 
A: Repräsentative Abbildungen der relativen Signalstärken von p-p38, pERK1, pERK2. 
Calnexin wurde als Ladekontrolle verwendet. 
B: Grafische Darstellung der relativen p-p38-Expression im Differenzierungsverlauf von THP-1 
Zellen. Mittelwert (+/- SD) von zwei unabhängigen Experimenten, jeweils im Duplikat 
durchgeführt. Der Wert undifferenzierter THP-1 Zellen wurde jeweils auf 1 gesetzt. 
C: Grafische Darstellung des relativen pERK1/2-Aktivierungsgrades. Mittelwert (+/- SD) von 
zwei unabhängigen, jeweils im Duplikat durchgeführten Experimenten.  
Der Wert undifferenzierter THP-1 Zellen zum Zeitpunkt 0 wurde jeweils auf 1 gesetzt. 
D: Grafische Darstellung des Verhältnisses  von pERK1 zu pERK2 im Differenzierungsverlauf 
von THP-1 Zellen. 
 
In Abbildung 17 ist nach 24-stündiger Differenzierung eine Abnahme des p38-

Aktivierungszustandes um etwa 60 % erkennbar. Dieser sinkt mit der 

Ausbildung vereinzelter Makrophagen nach 48 Stunden um weitere 30 % ab 
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und bleibt auch nach 72 Stunden bei vollständig ausdifferenzierten Zellen auf 

diesem Niveau, das etwa 10 % des Aktivierungsgrades undifferenzierter THP-1 

Zellen entspricht.  

 

Umgekehrt wird ERK1/2 zum Zeitpunkt 0 kaum aktiviert. pERK1 steigt jedoch in 

PMA-stimulierten Zellen nach 24 Stunden dramatisch auf mehr als das 

Fünfzehnfache bzw. pERK2 auf beinahe das Vierfache an, um sich nach einer 

Schwankung beim 48 Stunden Zeitpunkt auf eine mehr als zehnfache 

Stimulierung bei pERK1 bzw. bei pERK2 auf Kontrollniveau in 

ausdifferenzierten Makrophagen einzupendeln.  

 

Gleichzeitig kehrt sich auch im Zuge des Differenzierungsprozesses das 

Verhältnis von pERK1 zu pERK2 um. Die grafische Darstellung des pERK1/2 

Ratios verdeutlicht, dass THP-1 Monozyten mit einem Ratio von 0,35 die 

schwächste pERK1-Bande zeigen, während 24 Stunden nach Stimulierung der 

Zelldifferenzierung pERK1 und pERK2 etwa gleich stark ausgeprägt sind. Bis 

zum 72 Stunden Zeitpunkt nimmt die Signalstärke von pERK1 mit 

fortschreitender Ausbildung ausgereifter Makrophagen jeweils um etwa 50 % zu 

und erreicht ein Ratio von 2,68.  
 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 18: Western Blot Grundsignal von p-Smad2 im Verlauf der THP-1 
Zelldifferenzierung. Repräsentative Abbildung der Smad2-Aktivierung im Differenzierungs-
verlauf von THP-1 Zellen. Als Ladekontrolle wurde Smad2 verwendet. 
 
Abbildung 18 zeigt, dass Smad2 erst 24 Stunden nach PMA-Zusatz aktiviert 

wird, wobei die Signalstärke im Verlauf der Differenzierung deutlich zunimmt. 

Da p-Smad2 zum Zeitpunkt 0 in zwei unabhängigen, jeweils im Duplikat 

durchgeführten Experimenten nicht detektierbar war, konnte keine statistische 

Auswertung erfolgen.  
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Abbildung 19: Western Blot Grundsignale von β-Catenin, LRP-1 und p-Dab2 im 
Differenzierungsverlauf von THP-1 Zellen. Repräsentative Abbildungen der Expression von β-
Catenin, LRP-1 und p-Dab2. Als Ladekontrolle wurde Calnexin verwendet. 
 
Da β-Catenin, LRP-1 und p-Dab2 in undifferenzierten THP-1 Zellen nicht 

exprimiert werden, konnte keine statistische Auswertung erfolgen.  

β-Catenin-Level steigen, vergleichbar mit der p-Smad2-Expression, ab dem  

24 Stunden Zeitpunkt zunehmend an, wohingegen LRP-1 und p-Dab2 erst nach 

48 Stunden stimuliert werden. Während die LRP-1-Expression bereits nach  

48 Stunden das Niveau voll ausgereifter Makrophagen erreicht, nimmt jene von 

p-Dab2 bis zum 72 Stunden Zeitpunkt noch deutlich zu. 
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4.1.2.2 Genexpression im Differenzierungsverlauf von THP-1 Zellen 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Expression von TGF-β1 und TGF-β-(Co-)Rezeptoren im Differenzierungsverlauf 
von THP-1 Zellen. 
A: Grafische Darstellung der Grundlevel von TGF-β1 (A.1) und den TGF-β-Rezeptoren Typ I 
(A.2) und Typ II (A.3) im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung. Mittelwert (+/- SD) von zwei 
unabhängigen Experimenten, jeweils im Duplikat durchgeführt. Die Ergebnisse wurden jeweils 
auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter THP-1 Zellen auf 1 gesetzt. 
B: Repräsentative Abbildungen der relativen Grundsignale von TGF-β1 und von  
TGF-β-Rezeptor Typ I und Typ II. GAPDH wurde als Housekeeping-Gen verwendet. 
 
Im Vergleich zu THP-1 Monozyten nimmt die Expression von TGF-β1 auf 

transkriptioneller Ebene in differenzierten Zellen bereits nach 24 Stunden um 

etwa 60 % zu und bleibt auch im weiteren Verlauf der Differenzierung auf 

diesem Niveau. Zudem zeigen auch die im TGF-β-Signalweg beteiligten 

Rezeptoren Typ I und Typ II zu allen Zeitpunkten des 

Differenzierungsprozesses eine gesteigerte Expression, die bei Typ I von 30 % 

zum 24 bzw. 48 Stunden Zeitpunkt bis auf mehr als 40 % in ausdifferenzierten 

THP-1 Zellen weiter zunimmt und bei Typ II etwa 30 % im Vergleich zu  

THP-1 Monozyten beträgt.  

GAPDH 

0       24      48      72      h

TGF-ß RII

TGF-ß RI

TGF-ß1

GAPDH 

0       24      48      72      h

TGF-ß RII

TGF-ß RI

TGF-ß1

 

A.1 A.2 

A.3 B 



Ergebnisse 

55 

24 48 72
0

1

2

3

4

5

h

re
la

tiv
e 

L
R

P
-1

 E
xp

re
ss

io
n

im
 D

if
fe

re
n

zi
er

un
gs

ve
rl

au
f

24 48 72
0

1

2

h

re
la

ti
ve

 E
n

d
o

g
lin

E
xp

re
ss

io
n 

im
D

if
fe

re
n

zi
er

u
n

g
sv

er
la

u
f

0       24      48      72        h

GAPDH

CD-36

Endoglin

LRP-1

MMP-9

MMP-2

0       24      48      72        h

GAPDH

CD-36

Endoglin

LRP-1

MMP-9

MMP-2

24 48 72
0

1

2

h

re
la

ti
ve

 M
M

P
-2

 E
xp

re
ss

io
n

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 21: Grundsignale der Differenzierungsmarker CD-36, Endoglin, LRP-1 und MMP-9 
sowie von MMP-2 im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung. 
A: Grafische Darstellung der relativen Endoglin (A.1)-, LRP-1 (A.2)- und MMP-2 (A.3)  
-Expression im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung. Mittelwert (+/- SD) von zwei 
unabhängigen Experimenten, jeweils im Duplikat durchgeführt. Die Ergebnisse wurden jeweils 
auf GAPDH normalisiert und der Wert zum Zeitpunkt 0 auf 1 gesetzt. 
B: Repräsentative Abbildungen der Signalstärken von CD-36, Endoglin, LRP-1, MMP-9 und 
MMP-2. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. 
 

CD-36, Endoglin, LRP-1 und MMP-9 werden im Verlauf der THP-1 

Zelldifferenzierung verstärkt exprimiert und gelten als Differenzierungsmarker 

für Makrophagen [HUH et al., 1996; O´CONNELL et al., 1992; WATANABE et 

al., 1994; XIE et al, 1998]. Während Endoglin bereits in monozytären THP-1 

Zellen nachweisbar ist, können LRP-1 nur schwach bzw. CD-36 und MMP-9 

nicht detektiert werden.  

 

24 Stunden nach PMA-Zusatz beträgt die LRP-1-Expression bereits das 

Dreifache des Wertes undifferenzierter THP-1 Zellen und steigert sich bis zur 

vollständigen Entwicklung ausgereifter Makrophagen nach 72 Stunden auf das 

Vierfache. Dagegen ist der Anstieg der Endoglin-Signalstärke nach  

24-stündiger Inkubation von etwa 20 % marginal, erreicht jedoch zum  

48 Stunden Zeitpunkt mehr als 40 % bzw. nach 72 Stunden 60 %.  
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CD-36 und MMP-9 werden über den Zeitraum der Differenzierung etwa gleich 

stark exprimiert. Da die Signale zum Zeitpunkt 0 fehlen, konnte keine 

statistische Auswertung erfolgen. 

Im Unterschied zu MMP-9 kann ein schwaches Signal von MMP-2 in THP-1 

Monozyten detektiert werden. Bereits 24 Stunden nach PMA-induzierter 

Differenzierung erreicht die MMP-2 Expression mit einem Anstieg von 50 % 

etwa das Niveau ausgereifter Makrophagen, fällt jedoch im 

Differenzierungsverlauf beim 48 Stunden Zeitpunkt beinahe auf das Level 

undifferenzierter Zellen zurück.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: PCR-Grundsignale von β-Catenin, LRP-5 und Dab2 im Verlauf der THP-1 Zell-
differenzierung. 
A: Grafische Darstellung der relativen β-Catenin(A.1)-, LRP-5(A.2)- und Dab2(A.3) -Expression 
im Differenzierungsverlauf von THP-1 Zellen. Mittelwert (+/- SD) von zwei unabhängigen 
Experimenten, jeweils im Duplikat durchgeführt. Die Ergebnisse wurden jeweils auf GAPDH 
normalisiert und der Wert zum Zeitpunkt 0 auf 1 gesetzt. 
B: Repräsentative Abbildungen der Signalstärken von β-Catenin, LRP-5 und Dab2. GAPDH 
wurde als Housekeeping-Gen eingesetzt. 
 
Da β-Catenin über den Abbau reguliert wird, ist im Gegensatz zu den Western 

Blot Ergebnissen auf transkriptioneller Ebene in allen Differenzierungsstadien 

eine gleichmäßige Expression erkennbar. Hingegen ist die Signalstärke des 

Co-Rezeptors LRP-5 nach 24 Stunden um die Hälfte reduziert und fällt im 

weiteren Differenzierungsverlauf bis auf 33 % des Wertes zum Zeitpunkt 0 ab. 

A.1

A.2

A.3

B 
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Im Vergleich zu den Ergebnissen auf Proteinebene ist Dab2 auf RNA-Ebene in 

undifferenzierten THP-1 Zellen schwach nachweisbar und wird im Verlauf der 

Zelldifferenzierung stufenförmig von mehr als dem Dreifachen, über das 

Vierfache zum 48 Stunden Zeitpunkt bis auf das Fünffache nach 72 Stunden 

hinaufreguliert. Im Unterschied zu Caco-2 Zellen bleibt die Expression von 

Dab1 in THP-1 Zellen völlig aus, sodass weder ein bildliche noch eine 

statistische Auswertung erfolgen konnte.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: Repräsentative Abbildung der Expression von PAI-1, FN-1 und MMP-1 im 
Differenzierungsverlauf von THP-1 Zellen. GAPDH wurde als Housekeeping-Gen verwendet. 
 
Die Gene PAI-1, FN-1 und MMP-1 zeigen in undifferenzierten THP-1 Zellen 

keine Signale und konnten daher statistisch nicht ausgewertet werden. 

Während PAI-1 im Zeitverlauf der Differenzierung relativ gleichmäßig exprimiert 

wird, steigt die Signalstärke von FN-1 stufenartig und jene von MMP-1 ab dem 

48 Stunden Zeitpunkt deutlich an.  
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4.1.2.3 Genexpression in undifferenzierten und differenzierten  

THP-1 Zellen 

Um die Expression ausgewählter Zielgene in THP-1 Zellen jener in Caco-2 

Zellen vergleichend gegenüberzustellen, wurde zusätzlich zum 

Differenzierungsverlauf ein Zellvergleich der beiden Endpunkte durchgeführt 

und statistisch ausgewertet. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: Vergleich der Genexpression in undifferenzierten und differenzierten THP-1 
Zellen. 
Grafische Darstellung der relativen Expression von TGF-β1, TGFβ-Rezeptor Typ I und II,  
Endoglin, β-Catenin, LRP-5, LRP-1, Dab1 und Dab2 in undifferenzierten und differenzierten 
THP-1 Zellen. Mittelwerte (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten, die mittels one-
sample-t-test statistisch ausgewertet wurden (*: p < 0,05; **: p < 0,01). Die Ergebnisse wurden 
jeweils auf GAPDH normalisiert und der Wert undifferenzierter THP-1 Zellen auf 1 gesetzt. 

 
Abbildug 24 zeigt im Gegensatz zu Caco-2 Zellen, eine statistisch signifikante 

(p < 0,05) um etwa 70 % verstärkte Expression von TGF-β1 und Endoglin in 

differenzierten THP-1 Zellen. Zudem nehmen die beiden TGF-β-Rezeptoren 

Typ I und Typ II um etwa 50 % und 60 %, jedoch statistisch nicht signifikant, zu.  

Die β-Catenin-Level bleiben in beiden Differenzierungsstadien von THP-1 

Zellen vergleichbar mit Caco-2 Zellen unverändert, wohingegen die LRP-5-

Expression in THP-1 Makrophagen signifikant (p > 0,05) um mehr als die Hälfte 

abnimmt. Wie in Caco-2 Zellen ist auch in differenzierten THP-1 Zellen ein 

signifikanter Anstieg von LRP-1 erkennbar, der mit einer mehr als dreifachen 

Stimulierung im Vergleich zu THP-1 Monozyten sogar noch ausgeprägter ist.  
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Die Signalstärke von MMP-2 nimmt gegenüber jener monozytärer THP-1 Zellen 

um etwa die Hälfte zu, wohingegen MMP-9, CD-36, MMP-1, FN-1, und PAI-1 

ausschließlich in differenzierten Zellen exprimiert werden, wodurch keine 

statistische Auswertung erfolgen konnte. 
 

Zielproteine CaCo-2 THP-1 

p-Smad2 ↓↓↓ ↑↑↑ 

p-p38 ↓↓↓ ↓↓↓ 

pERK1/2 ↓↓ ↑↑ 

LRP-1 ↑↑↑ ↑↑↑ 

β-Catenin ↔ ↑↑↑ 

p-Dab2 ↓↓↓ ↑↑ 

   Zielgene   

LRP-1 ↑↑ ↑↑↑ 

Dab1 ↑↑↑ - 

Dab2 ↔ ↑↑↑ 

β-Catenin ↔ ↔ 

LRP-5 ↔ ↓↓↓ 

TGF-β1 ↔ ↑ 

TGF-β RI ↔ ↑ 

TGF-β RII ↔ ↑ 

Endoglin ↔ ↑↑ 

β-Glycan ↑  

PAI-1 ↓ ↑↑↑ 

FN-1 ↔ ↑↑↑ 

MMP-1 ↑↑ ↑↑↑ 

MMP-9 - ↑↑↑ 

MMP-2  ↑ 

c-Myc ↓  

CD-36 - ↑↑↑ 

Sucrase-
Isomaltase 

↑↑↑ - 

 
Tabelle 6: Überblick über die Regulierung der Gen- und Proteinexpression in differenzierten 
Caco-2 und THP-1 Zellen im Vergleich zu den undifferenzierten Formen. 
↑ Anstieg der Expression; ↓ Abnahme der Expression; ↔ gleichbleibende Expression; - keine 
Expression detektierbar. 
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4.2 Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu  

TGF-β1auf die Signaltransduktion in verschiedenen 

Differenzierungsstadien von Caco-2 Zellen  

Wie bereits im Literaturüberblick erläutert (s. Kapitel 2.2.1), spielen 

Smadproteine als intrazelluläre Mediatoren im TGF-β-Signaltransduktionsweg 

eine zentrale Rolle. In vorangegangenen Studien wurde bereits in 

verschiedenen Zelllinien nachgewiesen, dass auch Laktoferrin über diesen 

Pathway signalisiert und damit wie TGF-β1 selbst die Phosphorylierung und 

nukleäre Translokation von Smad2 induziert. Aus der Literatur ist bekannt, dass 

Caco-2 Zellen im Zuge der Differenzierung eine Resistenz gegenüber 

antiproliferativen Effekten von TGF-β1 entwickeln, bedingt durch eine 

Inaktivierung bzw. Beeinträchtigung des TGF-β-Pathway [NICOLÁS und HILL, 

2003; JAKOWLEW, 2006]. Daher wurde nachfolgend die Smad-Aktivierung in 

Antwort auf TGF-β1 und Laktoferrin im Caco-2 Zellmodell untersucht. 
 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Effekt von Laktoferrin und TGF-β1 auf die Aktivierung von Smad2 in 
subkonfluenten und postkonfluenten Chaco- 2 Zellen.  
A: Repräsentative Abbildungen der Western Blot Signale von p-Smad2 nach 1- und 4-stündiger 
Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml) in sub- und postkonfluenten 
Caco-2 Zellen. Als Ladekontrolle wurde Smad2 verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen Smad2-Aktivierung in sub- und postkonfluenten Caco-2 
Zellen. Mittelwerte (+/- SD) von drei unabhängigen Experimenten, die statistisch mittels one-
sample-t-test ausgewertet wurden (*: p < 0,05). Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle 
normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt.  
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Die Western Blot Ergebnisse (Abbildung 25) zeigen bei subkonfluenten Caco-2 

Zellen bereits nach einer Stunde eine statistisch signifikante (p < 0,05) 

Stimulierung von p-Smad2 auf mehr als das Sechsfache durch TGF-β1, die 

nach vier Stunden noch dramatischer auf mehr als das Siebenfache des Wertes 

der Kontrolle ansteigt. Die Laktoferrin-induzierte Smad2-Aktivierung ist im 

Vergleich zu TGF-β1 geringer, erreicht aber dennoch nach einer Stunde das 

Dreifache bzw. nach vier Stunden das Fünffache des Kontrollwertes.  

Bei postkonfluenten Caco-2 Zellen ist nur nach vier Stunden durch TGF-β1 eine 

deutliche Smad2-Aktivierung feststellbar. 

 

In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass TGF-β1 und 

Laktoferrin nicht nur über den TGF-β-Pathway signalisieren, sondern auch den 

MAPKinase-Pathway aktivieren, während MAPKinasen wie ERK1/2 oder p38 

auf allen Ebenen wiederum auf die Smad-Signaltransduktion zurückwirken 

können. Daher wurde im nächsten Schritt der Einfluss von bLF im Vergleich zu 

TGF-β1 auf den Aktivierungszustand dieser MAPKinasen mittels Western Blot 

analysiert.  
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Abbildung 26: Einfluss von Laktoferrin und TGF-β1 auf die Aktivierung der MAPKinasen p38, 
ERK1 und ERK2 in subkonfluenten und postkonfluenten Caco-2 Zellen.  
A: Repräsentative Abbildungen der Western Blot Signale von p-p38, pERK1 und pERK2 nach 
1- und 4-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml) in sub- 
und postkonfluenten Caco-2 Zellen. Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen p38 (B.1;B.3)- und pERK1/2 (B.2;B.4) -Aktivierung in 
subkonfluenten (B.1;B.2) und postkonfluenten (B.3;B.4) Caco-2 Zellen. Mittelwerte (+/- SD) von 
drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle normalisiert 
und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test 
 (*: p < 0,05). 
 
Abbildung 26 zeigt im subkonfluenten Stadium nach einer Stunde eine beinahe 

dreifache Stimulierung von p38 durch TGF-β1, die jedoch nach vierstündiger 

Inkubation auf das Kontrollniveau zurückfällt, während die Laktoferrin-induzierte 

p38-Aktivierung nach vier Stunden vom Zweifachen auf beinahe das Dreifache 
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ansteigt. Im Gegensatz dazu hat weder TGF-β1 noch Laktoferrin bei 

postkonfluenten Zellen einen Effekt auf die p38-Aktivierung zur Folge. 

Abgesehen von einer Stimulierung um etwa 60 % durch TGF-β1 nach einer 

Stunde bei subkonfluenten Caco-2 Zellen bleiben die p-ERK1/2-Level von  

TGF-β1 und Laktoferrin unbeeinflusst und auch unabhängig vom 

Differenzierungsgrad unverändert. 

 

Um der Unresponsiveness gegenüber TGF-β1 und Laktoferrin im Verlauf der 

Differenzierung von Caco2-Zellen auf den Grund zu gehen, wurden LRP-1, 

β-Catenin und Dab2 als Schlüsselkomponenten im Crosstalk verschiedener 

Signalwege auf Proteinebene analysiert.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Einfluss von Laktoferrin und TGF-β1 auf die Expression von LRP-1, β-Catenin 
und p-Dab2 in postkonfluenten Caco-2 Zellen.  
A: Repräsentative Abbildungen der Western Blot Signale von LRP-1, β-Catenin und p-Dab2 
nach 1- und 4-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml).  
Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen LRP-1(B.1)-, β-Catenin (B.2)-Expression und Dab2 (B.3) 
–Aktivierung in postkonfluenten Caco-2 Zellen. Mittelwerte (+/- SD) von drei unabhängigen 
Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle normalisiert und die Kontrolle auf  
1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-sample-t-test (*: p < 0,05). 
 
Die Expression von LRP-1 und p-Dab2 bleibt nach einer und vier Stunden 

Inkubation mit TGF-β1 und Laktoferrin unverändert auf dem Niveau der 

Kontrolle, während β-Catenin nach vier Stunden durch TGF-β1 um etwa 50 % 

und durch Laktoferrin um beinahe 80 % stimuliert wird. 
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B.1 

4.2.1 Einfluss von bovinem Laktoferrin in ansteigender 

Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 auf die Signal-

transduktion und die Proteinexpression in subkonfluenten 

Caco-2 Zellen 

Da Laktoferrin in der Konzentration von 50 µg/ml in subkonfluenten Caco-2 

Zellen vielfach zu vergleichbaren, jedoch deutlich schwächeren Effekten wie 

TGF-β1 selbst führt, wurden in nachfolgendem Konzentrationsverlauf 

dosisabhängige Effekte von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf 

Proteinebene untersucht. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Effekt von Laktoferrin in ansteigender Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 auf 
die Aktivierung von Smad2 in subkonfluenten Caco-2 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von p-Smad2 nach 1- und 4-stündiger 
Inkubation mit bovinem Laktoferrin (0,5, 5, 50 und 500 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml).  
Als Ladekontrolle wurde Smad2 verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen Smad2-Phosphorylierung nach 1 (B.1)- und 4 (B.2)  
-stündiger Inkubation. Mittelwerte (+/- SD) von zwei unabhängigen Experimenten.  
 
Abbildung 28 zeigt sowohl nach ein- als auch nach vierstündiger Inkubation mit 

Laktoferrin einen dosisabhängigen Anstieg der p-Smad2-Aktivierung, der 

maximal eine dreifache Stimulierung bei der Konzentration von 500 µg/ml 

erreicht, die im Vergleich zu TGF-β1 nach einer Stunde auf etwa gleichem 

Niveau, jedoch nach vier Stunden etwas geringer ist. 
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Abbildung 29: Effekt von Laktoferrin in ansteigender Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 auf 
die Aktivierung der MAPKinasen p38, ERK1 und ERK2 in subkonfluenten Caco-2 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von p38 und pERK1/2 nach 1-stündiger 
Inkubation mit bovinem Laktoferrin (0,5, 5, 50 und 500 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml).  
Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen p38 (B.1)- und pERK1/2 (B.2) -Aktivierung. 
Mittelwerte (+/- SD) von zwei unabhängigen Experimenten.  
 
Im Unterschied zur Smad-2-Aktivierung sinkt die Stimulierung der MAPKinasen 

p38 und ERK1/2 nach einstündiger Inkubation mit ansteigender Konzentration 

von Laktoferrin.  

Im Vergleich zu TGF-β1, das nach einer Stunde zu einer beinahe dreifachen 

p38-Aktivierung führt, ist ein deutlich erhöhter Effekt durch die niedrigsten 

eingesetzten Laktoferrin-Dosen in Abbildung 29 (B.1) zu beobachten.  

Während Laktoferrin ab einer Konzentration von 50 µg/ml nach einer Stunde im 

Vergleich zu TGF-β1 einen schwächeren Effekt auf p38 hat, führen die 

niedrigsten eingesetzten Laktoferrin-Dosen zu einer deutlich erhöhten  

p38-Aktivierung auf mehr als das Dreifache.  

In Abbildung 29 (B.2) ist erkennbar, dass Laktoferrin in einer Konzentration von  

0,5 µg/ml eine beinahe zweifache und damit mit TGF-β1 vergleichbare 

Stimulierung von ERK1/2 induziert, die jedoch bei Dosiserhöhung bis unter das 

Niveau der Kontrolle sinkt. 
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Abbildung 30: Effekt von Laktoferrin in ansteigender Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 auf 
die Aktivierung der MAPKinase p38 in subkonfluenten Caco-2 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von p38 nach 4-stündiger Inkubation mit 
bovinem Laktoferrin (0,5, 5, 50 und 500 µg/ml) und TGF-β1 (1 ng/ml). Als Ladekontrolle wurde 
pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen p38-Aktivierung. Mittelwerte (+/- SD) von zwei 
unabhängigen Experimenten.  
 
Nach vierstündiger Inkubation ist keine Stimulierung von p38 durch TGF-β1 

erkennbar. Während Laktoferrin bis zu einer Konzentration von 50 µg/ml p38 

zunehmend aktiviert, lässt eine weitere Dosiserhöhung auf das Zehnfache den 

p38-Aktivierungszustand auf den Wert  von 0,5 µg/ml sinken. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31: Einfluss von Laktoferrin in ansteigender Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 
auf die Expression von β-Catenin und p-Dab2 in subkonfluenten Caco-2 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von β-Catenin und p-Dab2 nach  
1-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (0,5, 5, 50 und 500 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). 
Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen β-Catenin (B.1)- und p-Dab2 (B.2) -Expression. 
Mittelwerte (+/- SD) von zwei unabhängigen Experimenten.  
 
β-Catenin wird nach einer Stunde Inkubation mit 0,5 µg /ml Laktoferrin auf mehr 

als das Zweifache und somit vergleichbar stark hinaufreguliert wie durch  

TGF-β1 selbst, wohingegen das Niveau der Stimulierung durch Erhöhung der 
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eingesetzten Dosis deutlich sinkt. Dab2 wird durch 0,5 µg/ml Laktoferrin mehr 

als doppelt so stark stimuliert wie durch TGF-β1, welches eine relative 

Aktivierung auf das Fünffache der Kontrolle induziert. Mit steigender Laktoferrin-

Konzentration wird die p-Dab2-Signalstärke schwächer, bleibt aber dennoch 

stets über dem Niveau von TGF-β1. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Einfluss von Laktoferrin in ansteigender Konzentration im Vergleich zu TGF-β1 
auf die Expression von β-Catenin, LRP-1 und p-Dab2 in subkonfluenten Caco-2 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von β-Catenin, LRP-1 und p-Dab2 nach 
4-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (0,5, 5, 50 und 500 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). 
Als Ladekontrolle wurde pan ERK verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen β-Catenin (B.1)-, LRP-1 (B.2) –Expression und Dab2 
(B.3)-Aktivierung. Mittelwerte (+/- SD) von zwei unabhängigen Experimenten.  
 
Nach vierstündiger Inkubation ist abgesehen von einer schwachen Dab2-

Aktivierung um etwa 50 % durch alle eingesetzten Konzentrationen von 

Laktoferrin kein Effekt weder von TGF-β1 noch von Laktoferrin auf β-Catenin 

oder LRP-1 zu beobachten. 
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4.2.2 Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf 

die Expression ausgewählter Gene in postkonfluenten Caco-2 

Zellen 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 33: Einfluss von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf die Expression von PAI-1, 
FN-1, MMP-1, c-Myc, β-Catenin und TNF-α in postkonfluenten Caco-2 Zellen. 
B: Grafische Darstellung der relativen PAI-1(A.1)-, FN-1(A.2)-, MMP-1(A.3)-, c-Myc(A.4)-,  
β-Catenin(A.5)- und TNF- α(A.6) –Stimulierung nach 1- und 4-stündiger Inkubation mit bovinem 
Laktoferrin (50 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). Mittelwerte (+/- SD) von zwei unabhängigen 
Experimenten, jeweils im Duplikat durchgeführt. Die Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-
Gen normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt.  
 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Western Blot-Analysen können 

auf transkriptioneller Ebene in postkonfluenten Caco-2-Zellen nach ein- und 

vierstündiger Inkubation keine signifikanten Veränderungen in der Expression 

typischer Zielgene durch TGF-β1 und Laktoferrin nachgewiesen werden. 
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4.3 Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 

auf die Signaltransduktion in undifferenzierten und 

differenzierten THP-1 Zellen 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 34: Effekt von Laktoferrin und TGF-β1 auf die Smad2-Aktivierung in differenzierten 
THP-1 Zellen. 
A: Repräsentative Abbildung der Western Blot Signale von p-Smad2 nach 1- und 4-stündiger 
Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). Als Ladekontrolle wurde 
Smad2 verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen Smad2-Aktivierung in differenzierten THP-1 Zellen. 
Mittelwert (+/- SD) von zwei unabhängigen, jeweils im Duplikat durchgeführten Experimenten. 
Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt.  
 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Differenzierungsverlaufes kann 

p-Smad2 nur in differenzierten THP-1 Zellen detektiert werden. Im Gegensatz 

zu Caco-2 Zellen ist die TGF-β1-induzierte Aktivierung von Smad2 auf das 

Sechsfache nach einer Stunde ausgeprägter als nach vier Stunden, 

wohingegen Laktoferrin nach ein- und vierstündiger Inkubation zu keiner bzw. 

nur zu einer schwachen Aktivierung von Smad2 von beinahe 50 % führt. 
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Abbildung 35: Einfluss von Laktoferrin und TGF-β1 auf die Aktivierung der MAPKinasen p38, 
ERK1 und ERK2 in undifferenzierten und differenzierten THP-1 Zellen.  
A: Repräsentative Abbildungen der Western Blot Signale von p-p38, pERK1 und pERK2 nach 
1- und 4-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml).  
Als Ladekontrolle wurde Calnexin verwendet.  
B: Grafische Darstellung der relativen p38 (B.1;B.3)- und pERK1/2 (B.2;B.4) -Aktivierung in 
undifferenzierten (B.1;B.2) und differenzierten (B.3;B.4) THP-1 Zellen. Mittelwerte (+/- SD) von 
zwei unabhängigen jeweils im Duplikat durchgeführten Experimenten. Die Ergebnisse wurden 
auf die Ladekontrolle normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. 
 
p38 wird nach einstündiger Inkubation mit TGF-β1 in undifferenzierten und 

differenzierten THP-1 Zellen auf das Zweifache hinaufreguliert, während 

Laktoferrin keine Effekte auf diese MAPKinase zeigt. Nach vier Stunden wird 
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die relative p38-Aktivierung in monozytären THP-1 Zellen durch Laktoferrin 

ebenso wie durch TGF-β1 verdoppelt, wohingegen in ausdifferenzierten Zellen 

weder ein Effekt durch TGF-β1 noch durch Laktoferrin zu beobachten ist. 

pERK2 wird in THP-1 Monozyten ebenso wie pERK1 in differenzierten Zellen 

nach einstündiger Inkubation durch TGF-β1, jedoch nicht durch Laktoferrin, auf 

das Zweifache stimuliert. Da pERK1 in undifferenzierten THP-1 Zellen nur 

schwach bzw. nicht detektierbar war, konnte keine statistische Auswertung 

erfolgen. Nach vierstündiger Inkubation steigt das Niveau der ERK1/2-

Aktivierung in undifferenzierten THP-1 Zellen sowohl durch TGF-β1 als auch 

durch Laktoferrin auf etwa das Dreifache an. Dagegen sinken die pERK1/2-

Level in THP-1 Makrophagen durch TGF-β1 auf bzw. knapp unter das 

Kontrollniveau, während Laktoferrin nur eine Stimulierung von etwa 40 % 

induziert.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 36: Repräsentative Abbildung der Dab2-Expression in undifferenzierten THP-1 
Zellen (A.1) und der p-Dab2-, β-Catenin- und LRP-1-Expression in differenzierten THP-1 Zellen 
(A.2) nach 1- und 4-stündiger Inkubation mit bovinem Laktoferrin (50µg/ml) und TGF-β1 
(1ng/ml).  
 
Wie bereits die Ergebnisse im Differenzierungsverlauf zeigten, werden p-Dab2,  

β-Catenin und LRP-1 in undifferenzierten THP-1 Zellen nicht exprimiert, 

wodurch die Abbildungen entsprechender Signale fehlen.  

In THP-1 Makrophagen  wird β-Catenin nach einer Stunde durch Laktoferrin um 

etwa 60 % hinaufreguliert, während bei LRP-1 erst nach vier Stunden ein 
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schwacher Effekt von TGF-β1 sowie eine zweifache Stimulierung durch 

Laktoferrin erkennbar ist. Ebenso ist auch p-Dab2 erst in differenzierten Zellen 

nachweisbar, bleibt jedoch von TGF-β1 und Laktoferrin unbeeinflusst auf 

Kontrollniveau. Dies sind allerdings nur vorläufige Ergebnisse, die erst durch 

weitere Experimente bestätigt werden müssen. 

4.3.1 Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf 

die Expression von PAI-1 in undifferenzierten THP-1 Zellen  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37: Effekt von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf die Expression von PAI-1 in 
undifferenzierten THP-1 Zellen. 
A: Grafische Darstellung der relativen PAI-1-Stimulierung. Mittelwert (+/- SD) von zwei 
unabhängigen  jeweils im Duplikat durchgeführten Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf 
das Housekeeping-Gen normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt.  
B: Repräsentative Abbildung der PAI-Aktivierung nach 1- und 4-stündiger Inkubation mit 
bovinem Laktoferrin (50 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). 
 
In Korrelation mit den Westen Blot Ergebnissen von p-p38 und pERK1/2 ist auf 

RNA-Ebene bei PAI-1 nach einer Stunde nur ein Effekt von TGF-β1 und nach 

vier Stunden sowohl von TGF-β1 als auch von Laktoferrin erkennbar. 

Die PAI-Expression wird in undifferenzierten THP-1 Zellen nach einstündiger 

Inkubation mit TGF-β1 auf mehr als das Doppelte stimuliert und steigt nach vier 

Stunden auf beinahe das Vierfache des Kontrollwertes an. Laktoferrin aktiviert 

PAI-1 erst nach vier Stunden und verglichen mit TGF-β1 in etwas geringerem 

Ausmaß.
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4.3.2 Einfluss von bovinem Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf 

die Expression ausgewählter Zielgene in differenzierten  

THP-1 Zellen 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 38: Einfluss von Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 auf die Expression von PAI-1, 
FN-1, MMP-1, MMP-9, c-Myc, β-Catenin und TNF-α in postkonfluenten Caco-2 Zellen. 
B: Grafische Darstellung der relativen PAI-1(A.1)-, FN-1(A.2)-, MMP-1(A.3)-, MMP-9(A.4)-,  
c-Myc(A.5)-, β-Catenin(A.6)- und TNF- α(A.7) –Stimulierung nach 1- und 4-stündiger Inkubation 
mit bovinem Laktoferrin (50 µg/ml) und TGF-β1 (1ng/ml). Mittelwerte (+/- SD) von zwei 
unabhängigen Experimenten, jeweils im Duplikat durchgeführt. Die Ergebnisse wurden auf die 
Ladekontrolle GAPDH normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. 
 
Wie Abbildung 38 zeigt, ist bei differenzierten THP-1 Zellen weder nach einer 

noch nach vier Stunden Inkubation eine Aktivierung der untersuchten Zielgene 

durch TGF-β1 oder Laktoferrin zu beobachten. 
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5 DISKUSSION 

Regulation der Expression ausgewählter Proteine und Gene in 

Abhängigkeit des Differenzierungsgrades von Caco-2 Zellen 

Die Ergebnisse des Caco-2 Zellvergleichs reflektieren insgesamt den Übergang 

von vereinzelten, subkonfluenten Caco-2 Zellen zu einem geschlossenen, 

polarisierten Epithel, welches durch Ausbildung verschiedener 

Adhäsionskomplexe für den Zell-Zellverband sowie durch Interaktionen mit 

Komponenten der EZM charakterisiert ist. Gleichzeitig kann eine modulierte 

Regulierung beteiligter Zielgene, Rezeptoren und nachgeschalteter 

Signalmoleküle beobachtet werden [HALBLEIB et al., 2007]. 

PCR-Analysen von Genen, die maßgeblich an der Zelladhäsion, -migration und 

-invasion sowie dem Umsatz und der Homöostase von Geweben beteiligt sind 

[DENG, 2001; CHAKRABORTI et al., 2003], zeigen zum Beispiel bei PAI-1 eine 

statistisch signifikante Reduktion um etwa 50 % in postkonfluenten Caco-2 

Zellen, während MMP-1 verstärkt exprimiert wird. Dadurch könnte die Aktivität 

matrixabbauender Enzyme sowie die Degradation der EZM begünstigt und 

damit morphologische Veränderungen im Zuge der Differenzierung forciert 

werden [MASSAGUE et al., 2000]. In Übereinstimmung mit den Ergebnisse von 

Salmela et al., kann in Caco-2 Zellen keine Expression der Gelatinase MMP-9 

nachgewiesen werden [SALMELA et al., 2004]. 

Ein Expressionsanstieg der Sucrase-Isomaltase gilt als funktioneller Parameter 

der Caco-2 Zelldifferenzierung [CHANTRET et al., 1988; MARIADASON et al., 

2000]. Dieser konnte auch hier auf transkriptioneller Ebene in postkonfluenten 

Caco-2 Zellen statistisch signifikant nachgewiesen werden. 

Als weiteres Charakteristikum der Caco-2-Differenzierung wird in der Literatur 

ein spontaner Stillstand des Zellzyklus beschrieben, wobei die Zellen in der 

G0/G1-Phase akkumulieren, ohne dabei der Apoptose zu unterliegen  

[HARA et al., 1993; MARIADASON et al., 2000]. Die Ergebnisse der 

durchgeführten PCR-Analysen zeigen eine transkriptionelle Down-Regulierung 

des Proto-Onkogens c-Myc im Zuge des Caco-2 Differenzierungsprozesses. 
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Nach Roussel et al. verhindert eine reduzierte c-Myc-Expression den Eintritt der 

Zellen in die S-Phase des Zellzyklus. [ROUSSEL et al., 1991]. 

Zudem nimmt die Fähigkeit Smad2 zu aktivieren im differenzierten Stadium 

deutlich ab bzw. geht gänzlich verloren. Die Ergebnisse des Zellvergleichs 

bestätigen ebenso wie jene ein- und vierstündiger Inkubationen mit bLF und 

TGF-β1, die in der Literatur beschriebene, sich entwickelnde  

TGF-β1-Unresponsiveness differenzierter Caco-2 Zellen [NICOLÁS und HILL, 

2003, JAKOWLEW, 2006]. Diese stimmen auch mit zuvor durchgeführten 

Immunfluoreszenzanalysen überein, die im Gegensatz zu postkonfluenten 

Caco-2 Zellen nur im subkonfluenten Stadium eine deutliche  

Smad2-Akkumulierung im Zellkern durch TGF-β1 und in etwas schwächerem 

Ausmaß auch durch Laktoferrin nachweisen konnten [HAMMERSCHMID, 

2008]. 

Dass Smad2 innerhalb einer Stunde nach Stimulierung durch TGF-β1 aktiviert 

wird [MASSAGUÉ und WOTTON, 2000], zeigen auch die Ergebnisse der 

Western Blot Analysen in subkonfluenten Caco-2 Zellen. Dabei ist bereits nach 

einer Stunde eine dramatische Stimulierung von Smad2 durch TGF-β1 und 

auch in geringerem Ausmaß durch Laktoferrin erkennbar. Dieser Effekt wird 

nach Verzehnfachung der eingesetzten Laktoferrin-Konzentration auf 500 µg/ml 

vor allem nach einer, aber auch nach vier Stunden noch gesteigert. 

In der Literatur werden im Zusammenhang mit einer Beeinträchtigung bzw. dem 

Verlust der TGF-β1-abhängigen Signalvermittlung unter anderem auch 

Mutationen im Bereich des TGF-β-Rezeptorsystems diskutiert [KIM et al, 2000; 

MASSAGUÉ et al., 2000; AKHURST und DERYNCK, 2001]. 

PCR-Analysen konnten auf RNA-Ebene in beiden Differenzierungsstadien, mit 

Ausnahme von β-Glycan, keine Expressionsveränderungen der beteiligten 

Rezeptoren feststellen. Dennoch können funktionelle Rezeptorstörungen nicht 

ausgeschlossen werden. β-Glycan gilt in der Literatur als Positivregulator  

TGF-β1-induzierter Signale [LETAMENDÍA et al., 1998]. Der auf 

transkriptioneller Ebene festgestellte Anstieg der β-Glycan-Expression sollte 

daher die Antwortfähigkeit auf TGF-β1 erhöhen und steht im Widerspruch zum 

zuvor beschriebenen Verlust der TGF-β1-Responsivität. 
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Die Smad-abhängige Signaltransduktion wird auch durch den Crosstalk mit 

anderen Signalwegen über verschiedene Mechanismen moduliert, 

beispielsweise über den MAPK-Pathway. Dieser kann auch durch bLF und 

TGF-β1 direkt aktiviert werden [HOCEVAR et al., 1999; ENGEL et al., 1999; 

HARTSOUGH und MULDER, 1995]. 

Im Zellvergleich ist bei den MAPKinasen p38 und pERK1/2 ein statistisch 

höchst signifikanter Abfall der Grundlevel auf weniger als ein Drittel im 

Vergleich zu undifferenzierten Caco-2 Zellen erkennbar. Auch nach ein- und 

vierstündiger Inkubation mit TGF-β1 und bLF konnte in differenzierten Caco-2 

Zellen kein Effekt nachgewiesen werden. Dagegen zeigen Caco-2 Zellen im 

subkonfluenten Stadium nach einer Stunde mit einer beinahe dreifachen bzw. 

einer statistisch signifikanten Verdoppelung der p38-Aktivierung eine deutliche 

Reaktion auf TGF-β1 bzw. bLF. Den Ergebnissen zufolge wird p38 durch 

Laktoferrin zeit- und konzentrationsabhängig stimuliert. Dabei erreicht der 

Aktivierungszustand von p38 durch Laktoferrin in einer Konzentration von  

50 µg/ml nach vier Stunden das Niveau von TGF-β1 und übersteigt bereits 

nach einer Stunde in niedrigeren Dosen von 0,5 µg/ml sowie 5 µg/ml den Effekt 

von TGF-β1. Im Gegensatz zu differenzierten Caco-2 Zellen wird die 

Stimulierung von ERK1/2 nach einstündiger Inkubation durch TGF-β1 ebenso 

wie durch 0,5 µg/ml Laktoferrin beinahe verdoppelt. 

LRP-1 ist ein Rezeptor, der dafür bekannt ist, MAPKinasen in Antwort auf 

Laktoferrin zu aktivieren [GREY et al., 2004]. Der dramatische Anstieg der 

Grundexpression von LRP-1 liefert jedoch ebenso wenig wie die dreifache 

Stimulierung des Adapterproteins Dab1 eine Erklärung für die Resistenz 

differenzierter Caco-2 Zellen gegenüber Laktoferrin. 

Die defiziente Aktivierung von Smad2 im differenzierten Stadium kann 

möglicherweise mit der signifikanten Reduktion von p-Dab2 um mehr als zwei 

Drittel auf Proteinebene in Verbindung gebracht werden. Da Dab2 als 

Adapterprotein im TGF-β-Pathway an der Signalvermittlung zwischen dem 

TGF-β-Rezeptorkomplex und Smad2/3 beteiligt ist, wird eine Inaktivierung oder 

Down-Regulation von Dab2 im Differenzierungsverlauf als möglicher 
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Mechanismus im Zusammenhang mit dem Verlust der TGF-β1-Responsitivität 

verschiedener Krebszellarten diskutiert [HOCEVAR et al., 2001].  

Nach den Ergebnissen der Western Blot-Analysen zeigt weder TGF-β1 noch 

bLF nach ein- und vierstündiger Inkubation in postkonfluenten Zellen einen 

Effekt auf p-Dab2. Dagegen reagieren subkonfluente Caco-2 Zellen auf TGF-β1 

bereits nach einer Stunde mit einem fünffachen Anstieg der p-Dab2-Level. 

Laktoferrin induziert in einer Dosis von 0,5 µg/ml eine doppelt so starke Dab2-

Aktivierung und zeigt in allen anderen eingesetzten Konzentrationen einen 

gegenüber TGF-β1 deutlich erhöhten Effekt. Nach vier Stunden sinkt der 

Aktivierungszustand von Dab2 jedoch wieder beinahe auf Kontrollniveau 

zurück. 

In Epithelzellen könnte auch die Akkumulation von zytoplasmatischem  

β-Catenin für die verminderte bzw. fehlende TGF-β1-Responsivität 

verantwortlich gemacht werden. Dabei könnte β-Catenin durch vermehrte 

Interaktion mit R-Smads die TGF-β-induzierte Signalvermittlung beeinträchtigen 

[MARIADASON et al., 2001; NISHITA et al., 2000; ZHANG et al., 2007]. 

Entgegen dem in der Literatur beschriebenen Anstieg der (Gesamt-)Proteinlevel 

von β-Catenin im Verlauf der Caco-2 Zelldifferenzierung [MARIADASON et al., 

2001] wurde hier kein Unterschied auf Proteinebene nachgewiesen.  

Ebenso wenig konnte auf transkriptioneller Ebene weder bei β-Catenin noch bei 

dem Co-Rezeptor LRP-5 Expressionsveränderungen festgestellt werden.  

In subkonfluenten Caco-2 Zellen steigen die Proteinlevel von β-Catenin nach 

einstündiger Inkubation durch TGF-β1 sowie durch bLF in einer Konzentration 

von 0,5 µg/ml gleichermaßen auf mehr als das Doppelte. Diese fallen jedoch 

durch Erhöhung der Laktoferrindosis deutlich, sowie nach einer Inkubationszeit 

von vier Stunden auf Kontrollniveau zurück. Postkonfluente Zellen reagieren 

erst nach vier Stunden und mit einem 50%igem bzw. 80%igem Anstieg auch in 

deutlich geringerem Ausmaß auf TGF-β1 und bLF. 

 

Auf transkriptioneller Ebene können in Übereinstimmung mit den Ergebnissen 

der Signaltransduktions-Analysen nach ein- und vierstündiger Inkubation in 
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postkonfluenten Caco-2-Zellen keine Veränderungen in der Expression 

typischer Zielgene durch TGF-β1 und Laktoferrin nachgewiesen werden.  

In der Literatur ist TGF-β1 dafür bekannt, durch die Downregulierung von c-Myc 

das Wachstum epithelialer Zellen zu hemmen [HANNON und BEACH, 1994; 

DATTO et al., 1995]. PCR-Analysen konnten hingegen nach ein- und 

vierstündiger Inkubation mit TGF-β1 und bLF keine verminderte Expression von 

c-Myc nachweisen. Der Verlust der Fähigkeit die c-Myc-Expression in Antwort 

auf TGF-β1 zu hemmen, wurde bereits in einer Brustkrebszelllinie bei Chen et 

al. als Indikator im Zusammenhang mit der Resistenz gegenüber  

TGF-β1-vermittelten Effekten diskutiert [CHEN et al., 2001]. 

Zudem konnte auf RNA-Ebene auch keine Stimulierung von PAI-1, einem 

klassischen TGF-β1-Zielgen, nachgewiesen werden. Da PAI-1 als Maß für die 

Antwortfähigkeit der Zellen auf TGF-β1 gilt [CHEN, 2007], könnte die fehlende 

PAI-1 Aktivierung ein weiterer Hinweis für den Reaktionsverlust postkonfluenter 

Caco-2 Zellen auf TGF-β1 sein.  

Aus der Literatur ist bekannt, dass MMP-1 in konfluenten Caco-2 Zellen durch 

TGF-β1 und in HeLa bzw. H-hLf6 Zellen durch Laktoferrin auf RNA-Ebene 

hinaufreguliert wird [SALMELA et al., 2004; OH et al., 2001]. 

Dagegen konnten PCR-Analysen nur eine schwache Stimulierung von MMP-1 

nachweisen. Diese könnte durch den abweichenden Differenzierungsgrad der 

verwendeten Caco-2 Zellen bedingt sein [ENGLE et al., 1998].  

Zudem konnte nach vierstündiger Inkubation eine Laktoferrin-abhängige 

Reduktion der TNF-α-Expression um etwa 50 % festgestellt werden. Dieses 

Ergebnis könnte möglicherweise die in der Literatur beschriebene Hypothese 

unterstützen, wonach Laktoferrin als Suppressor inflammatorischer Zytokine 

wie TNF-α gilt [MACHNICKI et al., 1993; HAVERSEN et al., 2002]. 

 

Regulation der Expression ausgewählter Zielproteine und -gene in 

Abhängigkeit des Differenzierungsgrades von THP-1 Zellen 

Die Expressionsmuster von THP-1 Zellen zeigen aufgrund der morphologischen 

und funktionellen Unterschiede der beiden Zelllinien ein anderes Bild.  
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Monozyten und Makrophagen werden als integrale Bestandteile des 

angeborenen Immunsystems in Antwort auf die Ausschüttung chemotaktischer 

Faktoren vermehrt zu Infektions- und Entzündungsstellen rekrutiert.  

Diese haben nicht nur für die Erkennung, Eliminierung und Präsentation von 

Antigenen Bedeutung, sondern sind auch an der Regulation der Wundheilung, 

der Reorganisation von Geweben sowie der Tumorinvasion und  

-metastasierung beteiligt [UNANUE und ALLEN, 1987]. 

Makrophagen stammen von pluripotenten hämatopoietischen Stammzellen ab, 

die über mehrere Stufen zu immunkompetenten Zellen ausdifferenzieren. 

Vorläufer sind im Blut zirkulierende Monozyten, die sich im Zuge der 

Einwanderung in Gewebe zu reifen Makrophagen entwickeln [WITSELL und 

SCHOOK, 1991]. 

In Zellkultur kann 24 Stunden nach PMA-induzierter Differenzierung eine 

Agglomeration monozytärer THP-1 Zellen, sowie nach 48 Stunden die 

Ausbildung von Pseudopodien beobachtet werden. Diese sind neben der 

Adhärenz ein wesentliches morphologisches Merkmal der nach 72 Stunden 

ausdifferenzierten THP-1 Makrophagen.  

Die Adhärenz ist ein Stimulus, der nicht nur die Phagozytose reifer 

Makrophagen erleichtert, sondern auch maßgeblich an der Modulation der 

Protein- und Genexpression beteiligt ist [SPORN et al., 1990]. 

Den Ergebnissen des Differenzierungsverlaufes, sowie der ein- und 

vierstündigen Inkubationen mit TGF-β1 und bLF zufolge, sind in THP-1 

Monozyten keine Signale von p-Dab2 und β-Catenin detektierbar.  

In Übereinstimmung mit der Literatur wird die Expression von p-Dab2 und  

β-Catenin adhäsions-abhängig stimuliert. [ROSENBAUER et al., 2002; THIELE 

et al., 2001]. 

Da β-Catenin über den Abbau reguliert wird, kann mit zunehmendem Anteil 

adhärenter Zellen ab dem 24 Stunden Zeitpunkt ein Anstieg der β-Catenin-

Level auf Proteinebene beobachtet werden. Auf transkriptioneller Ebene bleibt 

die Signalstärke in allen Differenzierungsstadien auf etwa gleichem Niveau. 

Im Gegensatz zu Caco-2 Zellen wird p-Dab2 in differenzierten THP-1 Zellen auf 

Protein- und RNA-Ebene dramatisch hinaufreguliert. Rosenbauer et al. gehen 
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von einer wechselseitigen Regulation der Zelladhärenz und der Dab2-

Expression aus. Dabei fördert eine verstärkte Expression von Dab2 die Integrin-

vermittelte Adhärenz von Makrophagen und stimuliert als adhesion-responsive 

Phosphoprotein die Reorganisation des Zytoskeletts. Die Zelladhäsion induziert 

wiederum eine transiente Phosphorylierung von Dab2. Der molekulare 

Mechanismus, über welchen Dab-2 die Zelladhäsion beeinflusst ist jedoch noch 

nicht vollständig geklärt [ROSENBAUER et al., 2002].  

LRP-5, der als Co-Rezeptor im β-Catenin-abhängigen Wnt-Signaling fungiert, 

nimmt auf RNA-Ebene im Zuge der THP-1 Differenzierung um mehr als 60 % 

im Vergleich zu monozytären Zellen ab. 

Ein struktureller Verwandter von LRP-5, LRP-1, wird wie p-Dab2 erst  

48 Stunden nach Initiierung der Differenzierung auf Proteinebene bzw. ab dem 

24 Stunden Zeitpunkt auf transkriptioneller Ebene verstärkt exprimiert.  

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten, konnte 

auch hier die Expression von LRP-1 sowie von CD-36 und MMP-9 erst nach 

Stimulierung der THP-1 Zelldifferenzierung nachgewiesen werden [SCHELCH, 

2008; PRÖPPER, 2008]. 

In der Literatur gilt LRP-1 ebenso wie der Scavenger Rezeptor CD-36 [HUH et 

al., 1996], Endoglin [O´CONNELL et al., 1992] und MMP-9 [XIE et al., 1998a] 

als Differenzierungsmarker für Makrophagen [WATANABE et al., 1994].  

Im Unterschied zu Caco-2 Zellen bleibt die Expression von Dab1, das als 

Adapterprotein unter anderem an LRP-1 bindet, auf Protein und RNA-Ebene in  

THP-1 Zellen völlig aus.  

Die Ergebnisse der PCR-Analysen zeigen, dass auch die Expression von PAI-1 

erst mit beginnender Zelladhäsion nach 24 Stunden induziert wird, wobei die 

Signalstärke über den Zeitraum der Differenzierung gleichmäßig bleibt.  

Laut Literatur wird die Expression von PAI-1 in Abhängigkeit der Zelladhäsion 

über den MEK/ERK-Pathway induziert [KUTZ et al., 2001; CHANG et al., 2003]. 

Hingegen steigt, den Ergebnissen des Differenzierungsverlaufes zufolge, die 

FN-1-Expression in Korrelation mit dem beobachteten Adhärenzverhalten 

zunehmend an. Nach Xie et al. spielt die Fibronektin-vermittelte Zelladhäsion 
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auch für die Induktion von MMP-9 im Verlauf der Makrophagendifferenzierung 

eine Rolle [XIE et al., 1998b]. 

Die Modulation der EZM erfolgt bei Monozyten und Makrophagen vor allem 

durch die Freisetzung von MMPs. Dabei werden hauptsächlich die beiden 

Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sezerniert. Generell ist die Expression von 

MMPs in Geweben gering, wird jedoch im Zuge der Restrukturierung der EZM, 

der Tumorinvasion und -metastasierung verstärkt induziert [OVERALL et al., 

1991; LYNCH und MATRISIAN, 2002].  

In Übereinstimmung mit Nguyen et al. ist auf RNA-Ebene kein MMP-9-Signal in  

THP-1 Monozyten detektierbar [NGUYEN et al., 2006]. Die Expression von 

MMP-2 nimmt, wie auch PCR-Analysen vorangegangener Arbeiten bereits 

zeigten, in differenzierten THP-1 Zellen zu [SCHELCH, 2008]. Nach Zhou et al. 

könnte die verstärkte Expression des Transmembranproteins CD147 für die 

zunehmende Aktivierung von MMPs wie MMP-9 und MMP-2 in 

ausdifferenzierten Zellen verantwortlich sein [ZHOU et al., 2005].  

 

Es ist bekannt, dass MMP-9, MMP-2 und MMP-1 direkt oder indirekt mit LRP-1 

interagieren [WEBB et al., 2000; EMONARD et al., 2004; SALMELA et al., 

2004]. Da im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung ein transkriptioneller Anstieg 

von MMP-9, MMP-2 und MMP-1 ebenso wie von LRP-1 zu beobachten ist, 

kann eine Kopplung der Expressionslevel, wie bei Song et al. in Glioblastomen, 

nicht ausgeschlossen werden. MMP-2 und insbesondere MMP-9 werden auf 

transkriptioneller Ebene möglicherweise über einen ERK-abhängigen Pathway 

durch LRP-1 reguliert, wodurch die Zellmigration und -invasion gefördert wird 

[SONG et al., 2009]. 

Abgesehen von Zelltyp- und Differenzierungsgrad-abhängigen Expressions-

mustern spiegelt die Aktivierung oder Hemmung der Expression verschiedener 

MMPs auch die signalvermittelte Regulation über den MAPK-, Smad- oder  

NF-кB-Pathway wider.  

MAPKinasen wie p38 und ERK1/2 spielen auch bei der Regulation von MMPs 

eine wichtige Rolle [SHIN et al., 2007]. Den Ergebnissen der Western Blot 

Analysen zufolge, wird der Aktivierungszustand von p38 im Verlauf der 
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Differenzierung um bis zu 90 % reduziert, während ERK1/2 auf mehr als das 

Fünfzehnfache zunimmt. Dabei erreicht die ERK1/2-Aktivierung wie bei MMP-2 

zum 24 Stunden Zeitpunkt den Maximalwert.  

Wie von Munshi et al. im Zusammenhang mit der Kontrolle der 

Proteinaseexpression bei Keratinozyten beschrieben, könnte auch in THP-1 

Zellen eine reziproke Regulation der beiden MAPKinasen bestehen.  

Dabei begünstigt die Hemmung von p38 die Aktivierung von ERK1/2 und 

umgekehrt [MUNSHI et al., 2004].  

Als besonderes Charakteristikum der THP-1 Zelldifferenzierung kann eine 

Umkehrung des Verhältnisses zwischen pERK1 und pERK2 im Zuge der 

Differenzierung beobachtet werden, wobei ab dem 48 Stunden Zeitpunkt 

pERK1 hinsichtlich der Signalstärke pERK2 überlegen ist.  

Untersuchungen einer vorangegangenen Arbeit konnten bei LRP-1-defizienten 

Mef-Zellen ein deutlich schwächeres ERK1/2-Signal als beim Wildtyp sowie ein 

vergleichbares ERK1/2-Ratio wie bei THP-1 Monozyten zeigen [KAUPE, 2006].  

Da auch im Verlauf der THP-1 Zelldifferenzierung LRP-1 ebenso wie pERK1/2 

verstärkt exprimiert werden, könnte möglicherweise ein Zusammenhang 

zwischen den LRP-1- und pERK1/2-Leveln bestehen.  

Ergebnisse einstündiger Inkubationen mit TGF-β1 zeigen in beiden 

Differenzierungsstadien eine Verdoppelung des Aktivierungszustandes von p38 

und ERK1/2. Hingegen konnte Laktoferrin in undifferenzierten THP-1 Zellen 

erst nach vier Stunden eine vergleichbar starke Stimulierung der beiden 

MAPKinasen wie TGF-β1 induzieren. Im ausdifferenzierten Stadium konnte 

nach vier Stunden weder in Antwort auf TGF-β1, noch auf Laktoferrin eine 

Reaktion festgestellt werden.  

PCR-Analysen von im Smad-Pathway beteiligten Mediatoren zeigen, 

abgesehen von einer um etwa 60 % erhöhten Grundexpression von TGF-β1 

selbst, auf der Ebene der TGF-β-Rezeptorexpression einen Anstieg um mehr 

als 40 % bei Typ I sowie um etwa 30 % bei Typ II. Wie bereits bei Caco-2 

Zellen diskutiert, kann auf RNA-Ebene keine Beeinträchtigung der TGF-β1-

abhängigen Signalvermittlung durch eine verminderte Rezeptorexpression 

festgestellt werden. 
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In Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Differenzierungsverlaufes konnte 

auch nach Inkubationen von einer und vier Stunden mit TGF-β1 und bLF in 

THP-1 Monozyten keine Aktivierung von Smad2 detektiert werden. Hingegen 

war auf transkriptioneller Ebene nach einstündiger Inkubation eine Stimulierung 

von PAI-1 durch TGF-β1 sowie nach vier Stunden auch durch Laktoferrin 

nachweisbar. Nach Woodward et al. wird die TGF-β1-induzierte Stimulierung 

von PAI-1 in Endothelzellen über die MAPKinasen MEK/ERK und p38  

Ras-unabhängig vermittelt [WOODWARD et al., 2006]. Ebenso könnte PAI-1 

auch in monozytären THP-1 Zellen Smad-unabhängig über den MAPK-Pathway 

aktiviert werden. Diese Hypothese ist allerdings noch durch Experimente mit 

spezifischen Inhibitoren zu bestätigen. 

Ergebnisse des Differenzierungsverlaufes zeigen dagegen in differenzierten 

THP-1 Zellen ein mit β-Catenin vergleichbares Expressionsmuster von  

p-Smad2. Nach ein- und vierstündigen Inkubationen wird Smad2 in Antwort auf 

TGF-β1 auf das Sechsfache des Kontrollwertes, jedoch kaum durch Laktoferrin, 

stimuliert. Im Gegensatz zu Caco-2 Zellen ist der TGF-β1-induzierte Effekt nach 

einer Stunde ausgeprägter und fällt nach vier Stunden um ein Drittel ab. 

 

Im Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen kann auf RNA-Ebene bei THP-1 

Makrophagen nach ein- und vierstündiger Inkubationszeit weder durch TGF-β1 

noch durch Laktoferrin eine Aktivierung typischer Zielgene festgestellt werden.  

Die PCR-Analysen bestätigen die Ergebnisse vorangegangener 

Immunfluoreszenzanalysen sowie einer Zellfraktionierung unserer 

Arbeitsgruppe, die  bei differenzierten THP-1 Zellen keine Smad-Translokation 

in den Kern durchTGF-β1 bzw. durch Laktoferrin nachweisen konnten 

[SCHELCH, 2008; PRÖPPER, 2008].  

Da die Western Blot-Ergebnisse jedoch eine deutliche Responsivität 

differenzierter THP-1 Zellen gegenüber TGF-β1 und Laktoferrin zeigen, kann 

daraus geschlossen werden, dass die Antwortfähigkeit nur teilweise verloren 

geht, während die Reaktion auf bestimmte Effekte bestehen bleibt [NICOLÁS 

und HILL, 2003]. Da die Dauer TGF-β1-induzierter Signale ein bestimmender 
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Faktor für die Spezifität der Zellantwort ist, könnte nach Nicolas und Hill eine 

modulierte Signaldauer im Zuge der Tumorprogression eine veränderte bzw. 

fehlende Aktivierung nachgeschalteter Effektoren begründen. [NICOLAS und 

HILL, 2003]. 

 

Insgesamt kann wie in vorangegangenen Studien ein zum Teil vergleichbarer, 

aber auch gänzlich anderer Einfluss von bLF im Vergleich zu TGF-β1 

festgestellt werden. Die vermittelten Effekte hängen dabei nicht nur vom Zelltyp 

und Differenzierungsgrad, sondern auch von der Inkubationszeit und der 

jeweiligen Konzentration ab. Während die Aktivierung von Smad2 in Caco-2 

Zellen mit steigender Konzentration von Laktoferrin zunimmt, werden die 

MAPKinasen p38 und ERK1/2 durch Laktoferrindosen von 0,5-5 µg/ml maximal 

stimuliert. Konzentrationsabhängige Effekte von Laktoferrin konnten in der 

Literatur auch schon bei HUVEC Zellen gezeigt werden, wobei Laktoferrin die 

VEGF-vermittelte Phosphorylierung von ERK in einer Konzentration von  

5 µg/ml maximal stimulierte [KIM et al., 2006].  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen weitere Anhaltspunkte sowie potentielle 

Mediatoren auf, die bei der Regulation der Signaltransduktion durch TGF-β1 

und bLF eine Rolle spielen und zur Entschlüsselung Laktoferrin-induzierter, 

signalvermittelter Effekte beitragen könnten. Die vollständige Aufklärung der 

zugrundeliegenden Mechanismen erfordert jedoch weiterführende 

Untersuchungen.  

Ein möglicher Ansatz wäre der Einsatz eines Transwell-Systems, um den 

Einfluss der Zellpolarität auf die Antwortfähigkeit gegenüber bLF und TGF-β1 in 

Caco-2 Zellen zu überprüfen. Zhang et al. konnten bereits in proximalen 

tubulären Epithelzellen eine deutlich höhere TGF-β1-induzierte Aktivierung von 

R-Smads nach apikaler Stimulierung im Vergleich zur basolateralen 

Verabreichung nachweisen. Zudem konnte auch eine vermehrte Assoziation 

von Smadproteinen mit β-Catenin nach basolateraler TGF-β1-Behandlung 

festgestellt werden [ZHANG et al., 2007]. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Laktoferrin ist physiologisch nicht nur als eisenbindendes Glykoprotein von 

Bedeutung, sondern erfüllt ebenso wie TGF-β1 auf zellulärer Ebene zahlreiche 

regulatorische und immunmodulatorische Funktionen. Seit einigen Jahren steht 

Laktoferrin auch in unserer Arbeitsgruppe im Fokus der Forschung.  

Aufbauend auf Ergebnissen zuvor durchgeführter Studien wurden in dieser 

Arbeit mögliche Unterschiede in der Regulation der Signaltransduktion in 

Abhängigkeit des Differenzierungsgrades, sowie in Antwort auf bovines 

Laktoferrin im Vergleich zu TGF-β1 in enterozytären Caco-2 Zellen und 

humanen monozytären THP-1 Zellen analysiert. Der Einfluss von Laktoferrin 

auf diese beiden Zelllinien ist auch physiologisch relevant, da Laktoferrin nicht 

nur als zweithäufigstes Milchprotein mit der Dünndarmmukosa in Kontakt tritt, 

sondern auch als wesentliche Komponente der unspezifischen Abwehr 

vielfältige Wirkungen auf Immunzellen ausübt.  

Analysen der Grundlevel spezifischer Proteine und Gene undifferenzierter und 

differenzierter Caco-2 und THP-1 Zellen zeigten eine modulierte Regulation in 

Abhängigkeit des Zelltyps und des Differenzierungsgrades. Als typisches 

Markerenzym differenzierter Caco-2 Zellen konnte ein Expressionsanstieg der 

Sucrase-Isomaltase festgestellt werden. Bei PAI-1 und c-Myc wurde dagegen 

ebenso wie bei p-Dab2 und den MAPKinasen p-p38 und pERK1/2 eine 

Abnahme der Signalstärke festgestellt. Auf der Ebene der Rezeptorexpression 

war nur bei β-Glycan, LRP-1 und Dab1 ein signifikanter Anstieg erkennbar. In 

Übereinstimmung mit der Literatur zeigten die Ergebnisse von Kurzzeit-

inkubationen eine beeinträchtigte bzw. keine Antwortfähigkeit postkonfluenter 

Caco-2 Zellen gegenüber TGF-β1 und Laktoferrin, bestätigt durch den Verlust 

der Fähigkeit, spezifische nachgeschaltete Effektoren zu aktivieren.  

Dagegen wurden die untersuchten Mediatoren im subkonfluentem Stadium 

durch TGF-β1 zeit- sowie durch Laktoferrin auch dosisabhängig stimuliert. 

Während das Niveau der Smad2-Aktivierung mit Erhöhung der 

Laktoferrinkonzentration auf bis zu 500 µg/ml gesteigert wurde, erreichte der 

Aktivierungszustand von p38, ERK1/2 oder Dab2 bei Laktoferrindosen von  
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0,5 bzw. 5 µg/ml den Maximalwert. Monozytäre THP-1 Zellen differenzieren in 

vitro durch Zusatz des Phorbolesters PMA innerhalb von drei Tagen zu 

makrophagenähnlichen Zellen aus. 24 Stunden nach PMA-induzierter 

Differenzierung konnte mittels PCR-Analysen eine verstärkte Expression der 

Differenzierungsmarker CD-36, LRP-1, Endoglin und MMP-9 festgestellt 

werden. Ebenso war ein Anstieg der MMP-2- und MMP-9-Expressionslevel im 

Verlauf der THP-1 Differenzierung nachweisbar. Zudem konnte gezeigt werden, 

dass die Expression von PAI-1 oder FN-1 auf transkriptioneller Ebene sowie die 

Aktivierung von Smad2 oder β-Catenin auf Proteinebene erst mit 

zunehmendem Anteil adhärenter Zellen induziert wird. Die Signalstärke von 

LRP-5 und p-p38 wurde im Vergleich zu THP-1 Monozyten über den Zeitraum 

der Differenzierung dramatisch reduziert. Als besonderes Charakteristikum der 

THP-1 Zelldifferenzierung konnte nicht nur ein Anstieg der pERK1/2-Level, 

sondern auch eine Umkehrung des Verhältnisses von pERK1 und pERK2 

beobachtet werden. Western Blot-Ergebnissen ein- und vierstündiger 

Inkubationen zufolge sind differenzierte THP-1 Zellen TGF-β1- und Laktoferrin-

responsive, entwickeln jedoch wie postkonfluente Caco-2 Zellen im Zuge der 

Differenzierung eine gewisse Resistenz. Dies bestätigten die Ergebnisse von 

PCR-Analysen, die in THP-1 Makrophagen keinen Einfluss von TGF-β1 und 

Lakroferrin auf die untersuchten Gene zeigen konnten.  

In monozytären THP-1 Zellen war auf Proteinebene kein p-Smad2-Signal 

detektierbar, hingegen auf RNA-Ebene eine Stimulierung von PAI-1 durch  

TGF-β1 und Laktoferrin nachweisbar. Da eine TGF-β1- und Laktoferrin-

abhängige Aktivierung der MAPKinasen festgestellt wurde, könnte PAI-1 

möglicherweise Smad-unabhängig über den MAPK-Pathway stimuliert werden. 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass bovines Laktoferrin ebenso wie TGF-β1 

in der Lage ist, zentrale Mediatoren des Smad-, MAPK- oder Wnt-/β-Catenin-

Pathway zu stimulieren. Der Zelltyp und Differenzierungsgrad erwiesen sich 

ebenso wie die eingesetzte Dosis und Inkubationszeit als bestimmende 

Faktoren für die vermittelten Effekte. Die durchgeführten Analysen liefern 

mögliche Ansatzpunkte für weiterführende Untersuchungen, die zur Aufklärung 

der zugrundeliegenden Mechanismen Laktoferrin-mediierter Effekte beitragen. 
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7 ABSTRACT 

Lactoferrin is a glycoprotein which is, not only due to its iron-binding properties, 

physiologically important. At cellular levels, Lactoferrin as well as TGF-β1 fulfils 

diverse regulatory and immunmodulatory functions. In recent years Lactoferrin 

has been the focus of intense research in our working group. Based on earlier 

analyses the purpose of this study was to investigate potential differences in the 

regulation of signal transduction depending on the state of differentiation as well 

as in response to Lactoferrin compared to TGF-β1 in human enterocytic Caco-2 

and monocytic THP-1 cells. The impact of Lactoferrin on these cell lines is 

physiologically relevant as Lactoferrin not only interacts with the intestinal 

mucosa as the second most abundant protein in milk but also exerts various 

effects on immune cells as an essential component of the innate immune 

system.  

Analyses of protein and gene expression levels in undifferentiated and 

differentiated Caco-2 cells showed an increase in the expression of the 

differentiation marker sucrase-isomaltase. In contrast PAI-1, c-Myc as well as  

p-Dab2 and the MAP kinases p-p38 and pERK1/2 were downregulated.  

On the level of receptor expression β-Glycan, LRP-1 and Dab1 were 

significantly upregulated. In accordance with literature, the results of short-term 

incubations revealed an attenuated or no reaction of postconfluent Caco-2 cells 

towards TGF-β1 and Lactoferrin. This has been confirmed by the loss of the 

ability to stimulate specific downstream effectors. However, in Caco-2 cells at 

subconfluency the examined mediators were stimulated by TGF-β1 in a time- 

as well as by Lactoferrin in a dose- and time-dependent manner. While 

concentrations of lactoferrin up to 500 µg/ml led to enhanced activation of 

Smad2, the activation level of p38, ERK1/2 or Dab2 reached the maximum 

value at anoptimal effective dose of 0,5 - 5 µg/ml.  

In vitro monocytic THP-1 cells differentiate after treatment with the phorbolester 

PMA within three days into mature macrophages. 24 hours after PMA-induced 

differentiation an enhanced expression of the differentiation markers CD-36, 

LRP-1, Endoglin and MMP-9 was found by PCR analyses. Besides, expression 
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levels of MMP-2 and MMP-1 were elevated during the time course of 

differentiation. With an increasing number of adherent cells, Smad2 and  

β-catenin were elevated just as PAI-1 and FN-1 were expressed at 

transcriptional level. Compared to THP-1 monocytes the expression levels of 

LRP-5 and p-p38 were considerably reduced in THP-1 macrophages.  

Moreover differentiation experiments of THP-1 cells revealed not only an 

upregulation of pERK1/2 activation level but also a dramatic inversion in the 

pERK1/2 ratio. According to Western Blot analyses after 1 and 4 hours of 

incubation differentiated THP-1 cells have been proven to be TGF-β1- and 

Lactoferrin-responsive. On the other hand THP-1 macrophages developed a 

partial resistance towards TGF-β1 and Lactoferrin comparable to postconfluent 

Caco-2 cells and confirmed by PCR-analyses. In contrast no p-Smad2 signal 

could be detected in THP-1 monocytes, although PAI-1 has been stimulated by 

TGF-β1 and Lactoferrin at transcriptional level. However, TGF-β1 and 

Lactoferrin induced the activation of p38 and ERK1/2 which indicates that the 

MAPK-Pathway might be involved in the stimulation of PAI-1. 

To sum up, results provide further evidence that just as TGF-β1, bovine 

Lactoferrin is able to stimulate key mediators of the Smad-, MAPK- or Wnt-/β-

catenin-Pathway. The cell type, state of differentiation, period of incubation and 

dose could be identified as determining factors for the mediated effects. The 

findings provide new approaches to further elucidate underlying mechanisms of 

Lactoferrin-mediated effects. 
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