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1. Einleitung   1 

1. Einleitung 
 

  
  
 

1.1 Funktion und Aufbau des Darmes 

 
 
Der Gastrointestinaltrakt stellt ein komplexes System aus nerval, endokrin und 

psychisch koordinierten Einzelorganen dar, die alle der Ernährung dienen. Der 

gesamte Verdauungstrakt reicht von oral bis anal und lässt sich in einen Kopf- und 

Rumpfdarm unterteilen. Der Kopfdarm besteht aus der Mundhöhle, den Zähnen 

sowie dem Rachen und den Speicheldrüsen. Hier erfolgt die Aufnahme, 

Zerkleinerung und Einspeichelung der Nahrung,  die Geschmackswahrnehmung und 

der Schluckvorgang. Dem Rumpfdarm werden Speiseröhre, Magen, Dünndarm, 

Dickdarm und der Analkanal zugezählt.  

Im Rumpfdarm findet die Weiterleitung und Speicherung der aufgenommenen 

Nahrung sowie die eigentliche Funktion des Gastrointestinaltraktes, die  Verdauung, 

statt. Bei der Verdauung erfolgen der chemische Abbau der Nährstoffe und die 

Resorption über das Dünndarmepithel in den Blut- und Lymphgefäßen der 

Darmwand. Dazu tragen neben mechanischen Prozessen in Mund und Magen die 

Arbeit von Verdauungsenzymen des Magens und des Pankreas sowie die Galle bei. 

Weiterhin wird über die Mukosa des Gastrointestinaltraktes der Wasser- und 

Elektrolythaushalt geregelt. Der größte Teil der Wasserabsorption, bestehend aus 

Flüssigkeit durch die Nahrungsaufnahme, Speichel, Magensaft, Galle, Pankreassaft 

und Darmsaft, findet im Jejunum und Ileum statt.  

Diese vielfältigen Einzelfunktionen des Darmes werden durch das vegetative 

Nervensystem und über die Freisetzung regulatorischer Peptide durch ein 

endokrines Zellsystem in Magen, Pankreas und Dickdarm gesteuert. 

Des Weiteren spielt der Verdauungstrakt eine wichtige Rolle im Immunsystem. Das 

Darm-assoziierte Immunsystem (gut-associated lymphoid tissue, GALT) stellt sowohl 

quantitativ als auch funktionell einen wesentlichen Anteil am Immunsystem des 

Organismus dar. Es enthält 20-25 % der Darmschleimhaut und beinhaltet ca. 50 % 

aller lymphatischen Zellen. Das GALT besteht aus Lymphfollikeln der Mukosa und 

den Peyer-Plaques sowie Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen, die sich in 
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der Lamina propria und zwischen den Epithelzellen befinden. Die intestinale Mukosa 

schützt den Körper vor dem Eindringen pathogener Keime und Antigene aus dem 

Darmlumen und verhindert somit gleichzeitig eine überschießende Immunantwort. 

Neben weiteren Zellen, die an einer Immunreaktion beteiligt sind, wie Makrophagen, 

dendritische Zellen und T- Zellen, haben die intestinalen Epithelzellen somit eine 

Schlüsselrolle  bei der Aufrechterhaltung dieser Barriere (1). 

Die verschiedenen Abschnitte des Rumpfdarmes besitzen einen ähnlichen 

Wandaufbau und unterscheiden sich darin nur geringfügig. Es wird hier beispielhaft 

der Wandaufbau des Kolons beschrieben. 

An das Darmlumen schließt sich die Mukosa mit dicht gestellten, tiefen Krypten, die 

bis zur Muscularis mucosae ziehen, an. Das Oberflächen- und Kryptenepithel enthält 

zahlreiche Becherzellen und hochprismatische resorbierende Zellen, die lange 

Mikrovilli tragen. Es folgt die Lamina propria, die aus retikulärem Bindegewebe 

bestehende mittlere Schicht der Mukosa. Sie enthält neben Blutgefäßen zahlreiche 

freie Zellen wie Makrophagen, Fibroblasten, T-Zellen, dendritische Zellen, 

Lymphozyten und stellenweise Lymphfollikel. Die sich anschließende Muscularis 

mucosae besteht aus mehreren Lagen glatter Muskelzellen. Die Tela submucosa ist 

aufgebaut aus lockerem Bindegewebe und Fettzellen und ist reich an Lymphozyten 

und Lymphfollikeln sowie kleineren und mittleren Blutgefäßen und enthält den Plexus 

submucosus. Die Tunica muscularis besteht aus einer inneren Ringmuskulatur 

(Stratum circulare) und einer äußeren Längsmuskulatur (Stratum longitudinale), die 

drei kräftige Bündel (Taenien) bildet. Zwischen diesen beiden Muskelschichten liegt 

der Plexus myentericus. Typische Strukturen des Kolons sind quer gestellte 

Schleimhautfalten (Plicae semilunares), die durch die Ringmuskelschicht gebildet 

werden. Die Ausbuchtungen zwischen zwei Falten werden als Haustrien bezeichnet 

(2). 
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Abb. 1.1: Aufbau der Darmwand, Präparat aus dem Kolon. An das Darmlumen schließt sich die 
Mukosa an, die aus Epithelzellen und Becherzellen, der Lamina propria mit Makrophagen, 
Fibroblasten und T-Zellen und der Muscularis mucosa besteht. 

 
 
 
 

1.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

 
 
Unter dem Begriff chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED) versteht man 

rezidivierende entzündliche Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Die beiden 

bekanntesten Vertreter der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen sind der 

Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa. Die erste Beschreibung dieses 

Krankheitsbildes erfolgte durch Giovanni Battista Morgagni (1682-1771), der von 

einem 20-jährigen Patienten mit blutigen Durchfällen und kolikartigen 

Bauchschmerzen berichtete. Der Begriff der „Ileitis terminalis“ wurde 1932 von 

Crohn, Ginzburg und Oppenheimer geprägt, die ein Patientenkollektiv mit 

granulomatöser Entzündung des distalen Ileums beschrieben (3). 

Trotz zahlreicher Erkenntnisse über mögliche Krankheitsursachen, Krankheitsverlauf, 

Komplikationen und einer Vielzahl an verschiedenen therapeutischen Optionen, 

bleibt die Ätiologie und Pathogenese der chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

weitgehend ungeklärt. 

Beide Erkrankungsformen, der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa, treten mit 

einer Häufigkeit von 100-200/100.000 Einwohnern auf. Die in den letzten 

Jahrzehnten kontinuierlich ansteigende Prävalenz lässt sich auch auf eine 

  Epithelzellen 

   Lamina propria   Becherzellen 

  Muscularis  

   mucosa    
   Submucosa mit     

       Gefäßen 

Kryptenregion 



1. Einleitung   4 

Verbesserung der diagnostischen Möglichkeiten zurückführen. Die Erstmanifestation 

beider chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen tritt meist im jungen Alter 

zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf. Bei beiden Erkrankungen ist eine 

geographische und ethnische Häufung mit Begünstigung von Nordeuropäern und 

Nordamerikanern erkennbar (4). 

 

 

 

1.2.1 Morbus Crohn 

 

Beim Morbus Crohn kann der gesamte Gastrointestinaltrakt von oral bis anal von 

entzündlichen Veränderungen betroffen sein. Charakteristisch für den Morbus Crohn 

ist transmurales und diskontinuierliches Befallsmuster. Die Entzündung betrifft alle 

Darmwandschichten von der Mukosa bis zur Muscularis propria und Serosa, wobei 

ein Nebeneinander von gesunden und erkrankten Darmabschnitten vorliegt („Skip-

Lesions“). Die häufigste Lokalisation ist das terminale Ileum, grundsätzlich kann 

jedoch der gesamte Magen-Darm-Trakt betroffen sein (Abb. 1.2). 

 

               

 

Abb. 1.2: Befallsmuster des Morbus Crohn 

 

 

 
Morbus Crohn - Befallsmuster 
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Leitsymptome des Morbus Crohn sind krampfartige, oft rechtsseitig lokalisierte 

Bauchschmerzen und schleimige Diarrhöen sowie Fieber und Gewichtsverlust. 

Extraintestinale Symptome wie eine Gelenkbeteiligung (in Form von Oligoarthritiden), 

der Befall der Haut (Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum) oder anderer 

Organsysteme (Uveitis und Iritis) sind häufig nachzuweisen. 

Der Krankheitsverlauf ist chronisch schubweise und nimmt Einfluss auf alle vitalen, 

psychischen und sozialen Funktionen. Als Komplikationen des Morbus Crohn können 

Fisteln, Abszesse und Stenosen von Darmabschnitten auftreten, die häufig eine 

chirurgische Therapie erfordern (4). 

Der Morbus Crohn bietet eine makromorphologische Vielfalt in Form von aphtösen 

Schleimhautläsionen und gartenschlauchartiger Stenosen und Strikturen. 

Charakteristisch für den Morbus Crohn sind strich- und spaltförmige, fissurale 

Läsionen der Schleimhaut, die das Bild eines Kopfsteinpflasterreliefs schaffen. 

 

 

 

 

Abb. 1.3: Florider Morbus Crohn mit umschriebener Darmwandstenose und hämorrhagischer 
Entzündung und Pflastersteinrelief der Schleimhaut 
 

 

Histologisch zeigt sich ein diskontinuierlich und disproportional entwickeltes, 

transmurales, lymphoplasmazelluläres und granulozytäres Entzündungszellinfiltrat. 

Des Weiteren findet man Lymphfollikel mit aktivierten Keimzentren sowie in etwa der 

Hälfte der Fälle sogenannte histiozytäre Mikrogranulome (5). 
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a) Morbus Crohn, HE-Färbung: Ulkus mit         b ) Morbus Crohn, HE-Färbung: Granulom                                                                                                                                                             
             Granulationsgewebsbildung  und Ver-              aus Epitheloidzellen und    Granulozyten 
             plumpung der entzündlich infiltrierten                 
             Dünndarmzotten 

 

 

Abb. 1.4: Histologische Schnitte pathologischer Darmwandveränderungen beim Morbus Crohn 

 
 
 
 
 

1.2.2 Colitis ulcerosa 

 
 

Bei der Colitis ulcerosa ist die Entzündung auf die Darmmukosa beschränkt. Die 

Entzündung manifestiert sich dabei zu Beginn fast immer im Rektum und breitet sich 

dann kontinuierlich nach proximal aus und betrifft in 10-20% das gesamte Kolon. Die 

Kolitis kann auch allein das Rektum betreffen (Proctitis ulcerosa) und in seltenen 

Fällen zeigt sich auch das terminale Ileum leicht entzündet, was als sogenannte 

Backwash Ileitis bezeichnet wird. 
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Abb. 1.5: Befallsmuster der Colitis ulcerosa 

 

 

 

 

Leitsymptome der Colitis ulcerosa sind, neben meist linksseitigen 

Unterbauchschmerzen, blutig-schleimige Diarrhöen sowie ein ständiger Stuhldrang 

und schmerzhafte Stuhlentleerungen (Tenesmen). Ebenso treten, wie beim Morbus 

Crohn, extraintestinale Manifestationen der Erkrankung auf. Des Weiteren wird eine 

Assoziation der Colitis ulcerosa mit der primär sklerosierenden Cholangitis 

beobachtet. Als eine weitere Komplikation wird das toxische Megakolon als Folge 

einer schweren transmuralen Entzündung mit der Gefahr der Darmperforation 

gefürchtet. Bei langjährigem Krankheitsverlauf steigt die Inzidenz eines 

kolitisassoziierten Adenokarzinoms, was eine regelmäßige Koloskopie als präventive 

Maßnahme erforderlich macht (4). 

Makroskopisch zeigen sich bei chronischem Krankheitsverlauf ein Verlust des 

Faltenreliefs der Schleimhaut sowie Schleimhauterosionen und Ulzerationen. Diese 

werfen stellenweise die Schleimhaut auf und führen so zu entzündlichen 

pseudopolypösen Schleimhautauffaltungen. 

 

 

 

 
Colitis ulcerosa - Befallsmuster 

totale 

(Pan-) 
Colitis 
10-20% 

Backwash-Ileitis 
(sehr selten) 

linksseitige 

Colitis 
30-40% 

Proktitis 
30-40% 
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Abb. 1.6: Proctitis ulcerosa: totale Kolektomie mit deutlich distal betonter, auf das Rektum beschränkte 
entzündliche Veränderungen mit typischen längsgerichteteten Ulzera und Schleimhautrötung 

 

 

 

Mikroskopisch erkennt man ein entzündliches Infiltrat, bestehend aus Lymphozyten, 

Plasmazellen sowie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, das sich 

vorwiegend in der Mukosa und Submukosa befindet (mukosale Kolitis). In den 

Schleimhautkrypten finden sich typischerweise Granulozyteninfiltrate, die sich als 

Kryptenabszesse darstellen (5). 

 

 

 

               

a)       Colitis ulcerosa, HE-Färbung:                            b)   Colitis ulcerosa, HE-Färbung:                                                                                       
         verdichtetes Entzündungsinfiltrat in der                   schwer gestörte Kryptenarchitektur mit 
         Lamina propria; dilatierte Krypte, gefüllt                  verzweigten und unregelmäßigen Krypten, 
         mit Granulozyten (Kryptenabszess)                        deutlich erhöhter Entzündungszellgehalt der 
                                                                            Lamina propria 

 

 

Abb. 1.7: Histologische Veränderungen bei der floriden Coltis ulcerosa 
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1.2.3 Ursachen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen 

 

Der entscheidende Faktor in der Ätiopathogenese der chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen ist bisher nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die 

Erkrankungen bei bestehender genetischer Prädisposition durch exogene Faktoren 

verstärkt werden.  

Durch Fortschritte im Bereich der medizinischen Forschung wurde in den letzten 

Jahren vermehrt nach Veränderungen auf molekulargenetischer Ebene gesucht. Hier 

wurde eine der bedeutendsten Mutationen auf dem Chromosom 16 im Bereich des 

Zentromers entdeckt. Träger dieser Genmutation sind anfälliger, an Morbus Crohn zu 

erkranken, nicht aber an Colitis ulcerosa (6). Das als NOD2/CARD 15 bezeichnete 

Genprodukt gilt als das erste Suszeptibilitätsgen für Morbus Crohn. Das CARD 15 

(caspase-activating recruitment domain 15) Gen ist ein intrazellulärer Rezeptor für 

bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und ist in Monozyten exprimiert. Das CARD 15 

Protein bindet bakterielle Lipopolysaccharide und aktiviert nachfolgend den 

postinflammatorischen Transskriptionsfaktor nuclear factor kappa B (NF- κB).Eine 

Mutation durch Insertion eines Cytosins (3020insC) zeigt eine reduzierte 

Aktivierbarkeit nach Stimulation mit Lipopolysacchariden(7). Weitere Mutationen des 

CARD 15 Gens, wie beispielsweise die 1007fs Mutationsvariante, treten bei 

Patienten mit kompliziertem Krankheitsverlauf des Morbus Crohn mit Stenosen- und 

Fistelbildung auf (8). Neben der genetischen Prädisposition scheinen auch 

verschiedene Umwelteinflüsse bei der Entstehung von chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen einen Einfluss zu haben. Eine Inzidenzzunahme des Morbus 

Crohn bei Kindern und Jugendlichen in westlichen Industrienationen in den letzten 

Jahrzehnten brachte die Hypothese der Hygienebedingungen in die Diskussion. 

Demnach würde ein übertriebenes hygienisches Verhalten in früher Kindheit die 

Zunahme chronisch entzündlicher Darmerkrankungen begünstigen. Des Weiteren 

soll eine Infektion mit Helicobacter pylori, Helminthen und Masern eine Rolle spielen 

(9). Orale Kontrazeptiva, Diät, sozialer Standard, Stress und Rauchen scheinen 

weitere Einflussfaktoren zu sein (10). Während das Rauchen den Krankheitsverlauf 

des Morbus Crohn negativ beeinflusst, gilt es als erwiesen, dass Nikotin bei der 

Colitis ulcerosa protektiv wirkt (11). 

Zudem ergab sich aus Tiermodellversuchen und klinischen Studien die Hypothese, 

dass die bakterielle Darmflora eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese und 
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Aufrechterhaltung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen spielt. Hier liegt eine 

abnormale Immunreaktion des Körpers auf die eigene Darmflora und somit eine 

fehlende Toleranz gegenüber der normalen Darmflora vor. Es scheint bis jetzt nicht 

geklärt, ob bakterielle Antigene der körpereigenen Darmflora oder andere pathogene 

Keime die Entstehung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen induzieren (12, 

13). 

Des Weiteren scheint ein gestörtes Gleichgewicht zwischen pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen vorzuliegen (14). Darüberhinaus liegt eine 

Fehlregulation intestinaler T- Lymphozyten und Makrophagen vor (15, 16,17). 

Mittlerweile existieren zahlreiche Ansätze, um die Ätiologie und Pathogenese der 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen zu klären und geeignete 

Therapieschemen zu entwickeln. Die Therapie des Morbus Crohn und der Colitis 

ulcerosa setzt ihren Schwerpunkt auf die symptomatische Therapie und auf den 

Einsatz von Immunsuppressiva. Basierend auf neuen Erkenntnissen zur 

Immunpathogenese der CED werden innovative Therapiekonzepte getestet, wie z. B. 

die Beeinflussung der Interaktion zwischen Darmepithelzellen und bakteriellen 

Antigenen oder die Immunstimulation. Trotz dieser Fortschritte im Verständnis der 

Pathophysiologie und der Bedeutung des mukosalen Immunsystems bleiben jedoch 

zahlreiche Fragen über die molekulare Immunpathogenese der CED offen und 

bedürfen weiterer Untersuchungen (18). 

 

 

 

1.2.4 Die Rolle des Immunsystems bei chronisch entzündlichen Darm- 

         erkrankungen 

 

 

Das intestinale Immunsystem besteht aus einer Vielzahl an Zellen, die miteinander 

über verschiedene Botenstoffe (Zytokine) kommunizieren und interagieren. Sowohl 

pro-inflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-1 (IL-1) (19), Interleukin-8 (IL-8) 

(20), Interleukin-12 (IL -12) (21) und Tumor Nekrose Faktor (TNF) (22), als auch anti-

inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1 Ra) (23) und 

Interleukin-10 (IL-10) (24) sind für das Gleichgewicht des intestinalen Immunsystems 

verantwortlich. Bei Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung ist dieses 



1. Einleitung   11 

Gleichgewicht gestört und es herrscht ein Übergewicht an pro-inflammatorischen 

Faktoren (14, 25). IL-1 und TNF werden bei erkrankten Patienten verstärkt von 

aktivierten Monozyten und Makrophagen sezerniert. Dies veranlasst intestinale 

Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Fibroblasten und glatte Muskelzellen 

vermehrt Prostaglandine, Proteasen und andere Entzündungs- und 

Chemotaxismediatoren zu sezernieren (26). Im akuten Schub der Entzündung liegt 

außerdem eine gesteigerte Freisetzung von Stickoxiden und Sauerstoffradikalen vor, 

die zu einer lokalen Gewebsschädigung führen können. 

Die Bedeutung von intestinalen Makrophagen und glatten Muskelzellen in der 

Pathogenese und Aufrechterhaltung der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

ist bisher nur wenig untersucht worden. Ihre Fähigkeit, Akutphase-Zytokine wie IL-6 

und Chemokine wie IL-8 sezernieren zu können, weist auf eine mögliche Bedeutung 

für das intestinale Immunsystem hin. 

 

 

 

1.2.5 Intestinale Makrophagen bei chronisch entzündlichen 

         Darmerkrankungen 

 

Intestinale Makrophagen spielen eine besondere Rolle innerhalb der 

Immunpathogenese der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen. Eine große 

Anzahl an intestinalen Makrophagen findet sich in der Lamina propria  unmittelbar 

subepithelial, wo sie die größte antigenpräsentierende Zellpopulation darstellt. Somit 

bilden sie eine erste Barriere des Immunsystems an der größten Oberfläche und 

gleichzeitig größten Kontaktstelle zur höchsten Antigendichte des Körpers. Die 

intestinalen Makrophagen repräsentieren eine der größten 

Makrophagenpopulationen des menschlichen Körpers (27). 

Generell sind Makrophagen fähig, eine Vielzahl an pro-inflammatorischen Zytokinen, 

freien Sauerstoffradikalen und Proteasen zu sezernieren sowie Pathogene zu 

phagozytieren und lysosomal zu degradieren. Des Weiteren sind Makrophagen in der 

Lage, eine klonale T-Zell-Expansion zu induzieren. Intestinale Makrophagen der 

gesunden, nicht entzündeten Mukosa haben jedoch eine Vielzahl dieser Fähigkeiten 

durch eine spezifische Differenzierung verloren und haben sich zu einem anergen 

Zelltyp entwickelt. Eine Stimulation mit LPS induziert im Gegensatz zu 



1. Einleitung   12 

Blutmonozyten keine Sekretion von IL-1 und TNF, da LPS-Rezeptoren (TLR-4 und 

CD14) auf intestinalen Makrophagen nicht exprimiert sind (28-31). Darüber hinaus 

können normale intestinale Makrophagen keine klonale T-Zell-Expansion induzieren, 

da ihnen die dafür notwendige Expression der ko- stimulatorischen Moleküle CD 80 

(B7-1) und CD 86 (B7-2) fehlt (32, 33). 

 

 

 

 
Abb. 1.8: Die Funktionen und Mediatoren von Makrophagen: Aufgeführt sind charakteristische 
Funktionen von Makrophagen (links), Mediatoren die von Makrophagen sezerniert werden (unten) und 
Mediatoren die extra- oder intrazellulär degradativ wirken (rechts). 
 

 
Die Population von intestinalen Makrophagen in der Mukosa von Patienten mit 

aktiven chronisch entzündlichen Darmerkrankungen unterscheidet sich sowohl von 

ihrem Phänotyp als auch von ihrem Aktivierungszustand von der 

Makrophagenpopulation aus gesunder, nicht entzündeter Mukosa. In entzündeter 

Mukosa findet sich eine vergrößerte Population an intestinalen Makrophagen, die 

eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Entzündungsreaktionen spielen. Sie 

sezernieren große Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6, IL-8, IL-

18 und TNF), Sauerstoffradikale und Proteasen (27). 

Zur Charakterisierung und Isolation von intestinalen Makrophagen wurde CD 33 als 

verlässlicher positiver Oberflächenmarker etabliert (31). Es konnte gezeigt werden, 

Lipidmediatoren 

Reaktive 

Sauerstoffmetabolite 

Degradatierende Enzyme: 

Cathepsine, Lysozym,  

Kollagenase, Elastase, Lipase, 

Glykosidasen, Sulphatasen 

Phagozytose Antigenpräsentation 

Zytotoxizität 

Komplement 

Komponenten 

Zytokine: 

IL-1,IL-6, IL-8,IL-18, TNF, INF, 

GM-CSF, M-CSF, MCP-1 
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dass intestinale Makrophagen entzündeter Mukosa im Gegensatz zu Makrophagen 

gesunder Darmmukosa einen Phänotyp mit vermehrter Expression aktivierender 

Oberflächenrezeptoren wie CD 14, CD16, CD11b und HLA-DR entwickeln (34). Des 

Weiteren konnte erwiesen werden, dass während der intestinalen Entzündung eine 

Aktivierung des Nuklear factor kappa B (NF- κB) in intestinalen Makrophagen vorliegt 

(35). NF- κB ist fähig, proentzündliche Gene zu induzieren. 

 

 

 

 

1.3 Die Bedeutung dreidimensionaler und organotypischer   

       Zellkulturmodelle in der medizinischen Forschung 

 

In den vergangenen drei Jahrzehnten wurden verschiedene dreidimensionale 

Zellkulturmodelle entwickelt, um in vitro Mechanismen wie z. B. Zellwachstum, 

Proliferation und Differenzierung zu erforschen (36). Die im Labor normalerweise 

verwendete Monolayer-Zellkultur stellt eine für die meisten Gewebe atypische 

Wachstumsform dar und erscheint daher für die medizinische Forschung nur bedingt 

anwendbar. Im dreidimensionalen Modell sind die Zellen häufig in der Lage ihre 

biochemischen Funktionen und morphologischen Merkmale aufrechtzuerhalten (37). 

 

 

 

1.3.1 Das multizelluläre Sphäroid 

 

Das in den Vorarbeiten zu dieser Arbeit verwendete multizelluläre Sphäroid stellt eine 

besondere Form der dreidimensionalen Zellkultur dar. Man bezeichnet dieses Modell 

auch als Mikroorgane oder organotypische Kulturen, da Sphäroide höher 

differenzierte Strukturen entwickeln als die im Monolayer gezüchteten Zellen. 

Seit ihrer Einführung in den frühen 70er Jahren (38, 39) haben vor allem Sphäroide 

aus Tumorzellen eine große Bedeutung für die Tumorforschung gewonnen. Die 

ausgeprägte Gewebeähnlichkeit des multizellulären Sphäroidmodells erlaubt eine 

tumornahe Analyse der therapeutischen Wertigkeit eines Wirkstoffes. Die Wirkung 
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verschiedener therapeutischer Ansätze wie z. B. Strahlen- und Chemotherapie 

wurden an diesem Modell untersucht (40). Auch die Differenzierung und Reifung von 

Makrophagen wurde im dreidimensionalen Sphäroid untersucht (41). 

Zudem wurde das Sphäroidmodell als ein in vitro Differenzierungsmodell für 

intestinale Makrophagen etabliert. Hier konnte gezeigt werden, dass multizelluläre 

Sphäroide  aus intestinalen Epithelzellen in der Lage sind, in einem Zeitraum von 

sieben Tagen bei eingewanderten elutriierten Blutmonozyten einen Phänotyp ähnlich 

dem der intestinalen Makrophagen zu erzeugen (42). 

 

 

 

1.3.2 Organotypische Zellkulturen/ tissue engineering 

 

In den letzten Jahren hat sich die Forschung im Bereich der Herstellung von 

organotypischen Kulturen stark weiterentwickelt. Verschiedene Materialien, wie z. B. 

Metalle (Titan), Keramik, synthetische Polymere (Polyurethane, Silikone) und 

natürliche Polymere (Kollagene) werden als Gerüstsubstanzen für künstliche 

Gewebe und Organe verwendet (43). 

Kollagen gilt als eines der meist verwerteten Materialien für dreidimensionale 

Zellkulturmodelle in unterschiedlichen Forschungsgebieten (44, 45). Fibroblasten, die 

in eine Kollagenmatrix eingebettet werden, sind in der Lage, diese Matrix zu 

kontrahieren. Dieses Phänomen wird häufig als Modell für Wundheilungsprozesse 

verwendet (46). 

Das organotypische Zellkulturmodell wurde auch zur Erforschung von 

Zellinteraktionen in der intestinalen Mukosa eingesetzt. Hier konnte gezeigt werden, 

dass im dreidimensionalen organotypischen Zellkulturmodell Monozyten zu 

intestinalen Makrophagen differenzieren, wenn sie mit intestinalen Fibroblasten und 

intestinalen Epithelzellen kokultiviert werden. Die typischen Monozyten/ 

Makrophagen Oberflächenrezeptoren wie z. B. CD 14, CD 16, CD 11b,CD 11c und 

die ko-stimulierenden Moleküle CD 80 und CD 86 wurden nach Kultivierung im 

organotypischen Zellkulturmodell nicht mehr auf den Makrophagen exprimiert. 

Intestinale Epithelzellen scheinen hier bei der Differenzierung von intestinalen 

Epithelzellen eine wichtige Rolle zu spielen (47, 48, 49, 50). 
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1.4 Chemokine und ihre Beteiligung bei chronisch entzündlichen    

       Darmerkrankungen 

 

Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine, deren Hauptfunktion in der 

Auslösung der Chemotaxis bei Immunzellen besteht. Des Weiteren wirken 

Chemokine regulatorisch auf die Reifung und das Migrationsverhalten von 

Leukozyten sowie auf die Ausbildung lymphatischen Gewebes ein (51, 52). 

Chemokine binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren und vermitteln so über 

intrazelluläre Signalwege die Zellaktivierung (53). 

Mittlerweile konnte eine Beteiligung einiger Chemokine an der Organogenese, der 

Angiogenese und bei der Entstehung von Neoplasien nachgewiesen werden (54, 55, 

56). 

Chemokine sind kleine Proteine, die aus ca. 75-125 Aminosäuren bestehen und eine 

Molmasse von 8-15 kDa aufweisen. Die Aminosäuresequenz innerhalb der 

Chemokinfamilie ist unterschiedlich konserviert, während Chemokine eine streng 

konservierte Tertiärstruktur besitzen. Der Kernbereich ist aufgebaut aus drei 

antiparallelen β-Faltblättern und ist begrenzt von einer C-terminalen α-Helix und 

einem kurzen N-terminalen Segment. Ein weiteres Merkmal der Chemokine ist eine 

Gruppe von Cysteinresten, die eine oder zwei Disulfidbrücken ausbilden können. Aus 

der Anzahl und Position der Cysteinreste am Amino-Terminus leitet sich die 

systematische Nomenklatur der Chemokine ab. Es lassen sich so vier Unterfamilien 

unterscheiden. Bei den CC-Chemokinen folgen die beiden ersten Cysteine direkt 

aufeinander, während sie bei den CXC-Chemokinen durch eine Aminosäure getrennt 

sind. Bei den CX3C-Chemokinen werden die Cysteinreste durch drei weitere 

Residuen getrennt. Im Gegensatz dazu liegt bei den C- Chemokinen nur ein 

einzelner Cysteinrest vor (53). 

Es konnte beobachtet werden, dass Chemokine eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen spielen. So zeigt sich 

beispielsweise eine Einwanderung von Leukozyten in das Entzündungsgebiet durch 

eine erhöhte Produktion bestimmter Chemokine (57, 58). 
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1.4.1 Das monocyte chemoattractant protein-1 und seine Rolle bei IBD 

 

Das Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) gehört der CC-Chemokin-Familie 

an und ist auch unter der Bezeichnung CCL2 (chemokine C-C motif ligand 2) 

bekannt. MCP-1 besteht aus 76 Aminosäuren und besitzt eine Molekularmasse von 

15 kDa. Das Chemokin wird von Mastzellen, polymorphkernigen Neutrophilen, 

Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten produziert und über NF- 

κB reguliert (59, 60). 

Die Aufgabe des Monocyte chemoattractant protein-1 besteht darin, Leukozyten 

anzulocken. Somit spielt MCP-1 eine bedeutende Rolle als Mediator bei der 

Regulation eine gerichteten Leukozytenwanderung im Rahmen von 

Entzündungsprozessen. MCP-1 bewirkt über Chemotaxis eine Migration von 

Monozyten und Basophilen, nicht aber von Neutrophilen und Eosinophilen. MCP-1 ist 

bei der Pathogenese von Erkrankungen beteiligt, die mit Monozyteninfiltration 

verbunden sind, wie Psoriasis, rheumatoider Arthritis oder der Arteriosklerose (61). 

Es konnte gezeigt werden, dass MCP-1 eine bedeutende Rolle bei der Entstehung 

des Myokardinfarktes spielt und durch pro- inflammatorische Zytokine und Hypoxie 

reguliert wird (62, 63). Darüber hinaus hat  das Monocyte chemoattractant protein-1 

durch Modulation von Zell-Proliferation und Migration und durch Synthese von 

Extrazellularmatrix einen Einfluss auf die Entstehung einer Fibrose. So wird 

beispielsweise die Beteiligung von MCP-1 bei der Myokardinfarktheilung und dem 

Post-Myokardinfarkt-Remodelling diskutiert (64). 

In der Mukosa von Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen zeigte 

sich eine erhöhte Sekretion von MCP-1 durch Epithelzellen. Dies bewirkt den Aufbau 

eines chemotaktischen Gradienten, der eine erhöhte Migration von 

Monozyten/Makrophagen aus dem Blutstrom durch das Endothel in die Mukosa und 

Submukosa zur Folge hat (65, 66, 67). Es konnte im dreidimensionalen 

Zellkulturmodell gezeigt werden, dass eine MCP-1 -Überexpression eine verstärkte 

Migration von Monozyten in das multizelluläre Sphäroid bewirkt. Des Weiteren 

beeinflusst das Monocyte chemoattractant protein-1 die Differenzierung von 

Monozyten zu intestinalen Makrophagen. In MCP-1 transfizierten multizellulären 

Sphäroiden wird dieser Differenzierungsweg im Gegensatz zu nicht-transfizierten 

dreidimensionalen Aggregaten unterdrückt. Im Vergleich zu den nicht-transfizierten 
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Kontrollaggregaten zeigte sich in MCP-1 transfizierten multizellulären Sphäroiden 

eine erhöhte CD 14 Expression auf Monozyten/ intestinalen Makrophagen (68). 
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1.5 Arbeitsziele 

 

Intestinale Makrophagen (IMAC) spielen eine besondere Rolle innerhalb des 

Immunsystems und repräsentieren eine der größten Makrophagenpopulation des 

menschlichen Körpers. Sie stellen durch ihre Lokalisation in der Lamina propria des 

Darmes eine erste Barriere des Immunsystems an der größten Oberfläche und 

gleichzeitig größten Kontaktstelle zur höchsten Antigendichte des Körpers dar (27). 

Intestinale Makrophagen in nicht-entzündeter Mukosa weisen eine spezifische 

Differenzierung zum anergen Phänotyp auf, der eine fehlende Expression von CD 14 

(LPS-Rezeptor), CD 16 (FcyIII-Rezeptor) oder CD 11 (Integrin) zeigt (28). Dieser 

Differenzierungsweg scheint bei Patienten mit chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankung gestört. 

In Vorarbeiten gelang die Charakterisierung und Isolation intestinaler Makrophagen 

(31). Zudem konnte mit dem multizellulären Sphäroidmodell ein in vitro 

Differenzierungsmodell etabliert werden, mit Hilfe dessen der Differenzierungsweg 

zum Phänotyp der intestinalen Makrophagen untersucht werden konnte (42). 

Des Weiteren konnte bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen eine 

vermehrte, entzündungsassoziierte Expression des Chemokins „monocyte 

chemoattractant protein 1“ (MCP-1) nachgewiesen werden, das die spezifische 

Differenzierung von intestinalen Makrophagen verhindert (68). 

 

 

1. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die in Vorarbeiten beobachtete  

spezifische Differenzierung von Monozyten zu intestinalen Makrophagen 

im dreidimensionalen Sphäroid zu bestätigen und zu vertiefen. 

Insbesondere sollte eine Bestätigung des Effektes von MCP-1 auf den 

Differenzierungsweg erfolgen. Zum Nachweis wurden hier sowohl 

durchflusszytometrische, als auch immunhistochemische Analysen 

herangezogen. 
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2. Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der beobachteten 

Differenzierungsbehinderung durch MCP-1. Bereits in Vorarbeiten 

wurden Möglichkeiten dieser Differenzierungshemmung diskutiert. Es 

wurde vermutet, dass hier die Monozytenzahl einen Einfluss auf die 

Differenzierung von Blutmonoyzten zu intestinalen Makrophagen hat 

(68). Um einen möglichen Einfluss der Monozytenzahl auf den 

Differenzierungsweg zu intestinalen Makrophagen zu überprüfen, wurde 

eine Titrierung der zugegebenen Monozyten in das multizelluläre 

Sphäroidmodell mit einer Reduktion der Monozytenzahl vorgenommen. 

 

 

3. Ziel der Arbeit war es außerdem, den Effekt von MCP-1 auf die 

Differenzierung zu intestinalen Makrophagen im „Organotypischen 

Kulturmodell“ (Kollagengelmodell) zu untersuchen. Hier wurden  

Kollagengelmodelle mit Ad5_MCP-1 transfizierten Fibroblasten 

hergestellt, in denen die Monozyten direkten Kontakt mit den 

Fibroblasten und somit mit dem Chemokin MCP-1 haben. Zum Studium 

einer Makrophagendifferenzierung im epithelfernen Bereich wurden 

Kollagengelmodelle mit nicht-transfizierten Fibroblasten erzeugt, auf 

denen erst nach Formation der Kollagengele mit Ad5_MCP-1 transfizierte 

Epithelzellen aufgebracht wurden. In diesem Fall kommt MCP-1 erst 

später und nur von der epithelialen Seite zum System. 
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2. Material 
 

 

 

2.1 Herkunft von Material und Geräten 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Geräte sind in den folgenden 

Tabellen unter Angabe ihrer Bezugsquelle zusammengefasst. 

 

 
Material für die Zellkultur 

 

AB-Serum (human)     Abteilung für Hämatologie/Onkologie, 

Universitätsklinikum Regensburg  

Accutase PAA Laboratories GmBH, Linz, Österreich 

Amphotericin B Squibb-von Heyden Gmbh, München 

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Agarose Difco, Detroit, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom, Berlin 

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), 

Pulver 

PAN Systems, Aidenbach 

Fötales Kälberserum (FCS) PAN Systems, Aidenbach 

Gentamycin Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Gewebekulturflasche Greiner, Solingen 

Kollagen I (from rat tail) Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Multiwell-Kulturplatten 96-, 6-well Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin 

Nicht-essentielle Aminosäuren Biochrom, Berlin 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Gibco, Life Technologies, Paisley, 

Schottland 

Penicillin/Streptomycin PAN Systems, Aidenbach 

Polystyrenröhrchen 15,50 ml Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
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Trypanblau Biochrom, Berlin 

Trypsin/EDTA-Mischung Biochrom, Berlin 

 

 

 

Geräte für die Zellkultur 

 

Brutschrank Heraeus 6000         Sepatech, Osterode 

Durchlichtmikroskop E. Leitz, Wetzlar 

Neubauer- Zählkammer Brand, Wertheim 

Sterilbank Lamin Air HSB 2472 S Sepatech, Osterode 

 

 

 

Materialien und Geräte für die Durchflusszytometrie 

 

Durchflusszytometer Coulter EPICS  

XL-MCL 

Coulter Immunotech, Krefeld 

Megafuge 1.0 R Heraeus Sepatech, Osterode 

Polytyren Röhrchen Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 

Trägerflüssigkeit Isoton II Coulter Immunotech, Krefeld 

 

 

 
 

Sonstige Materialien 

 

Aceton Merck, Darmstadt 

4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
Mounting Medium 

Vectashield®; Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, 
CA, USA 

Ethylendiamin-Tetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 

Faramount (Eindeckelmedium) Dako, Hamburg 

Fötales Kälberserum (FCS) PAN Systems, Aidenbach 

Ziegenserum Dako,Glostrup 
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Geräte 

 

Absorptionsspektrometer Perkin Elmer, Weiterstadt 

Analysenwaage, Sartorius analytica A 120 S Sartorius, Göttingen 

Biofuge 15 Zentrifuge Heraeus Sepatech, Hanau 

ELISA- Reader MWG, Biotech, Dynatech, Denkendorf 

Kryostat  Leitz, Wetzlar 

Megafuge Zentrifuge Heraeus Sepatech, Hanau 

Millipore Wasser-Filteranlage Millipore, eschhorn 

Vortex Heidolph, Kelheim 

Waage Sartorius excellence E 1200 S Sartorius, Göttingen 

Wasserbad Liquitherm FV Labora, Mannheim 

 

 

 

Verbrauchsmaterial 

 

Pipetten Costar, Cambridge 

Reaktionsgefäße (1,5ml;2ml) Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße (15ml; 50ml) Falcon, Heidelberg 

Filtereinsätze für 6-well-Mikrotiterplatten Millipore, Eschhorn 

6-well-Mikrotiterplatten Becton Dickinson, Heidelberg 

48-well-Mikrotiterplatten Becton Dickinson, Heidelberg 

96-well-Mikrotiterplatten Greiner Labortechnik, Solingen 

Kanülen Becton Dickinson, Heidelberg 

Skalpell pmf, Köln 

Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg 

Zellkulturflaschen Falcon, Heidelberg 

 

 

 

 

 



2. Material   23 

 

2.2 Fertigkombinationen von Biochemikalien 

 

Die in der Arbeit vorliegenden Fertigkombinationen von Biochemikalien („Kits“) sind 

in unter Angabe der Bezugsquelle in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 

 

 

BD Cytofix /Cytoperm TM 

Fixation/Permeabilization Solution Kit 

BD Bioscience, Heidelberg 

MCP-1-ELISA Kit Biozol, Eching 

 

 

 

 

2.3  Antikörper 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhältlichen Antikörper sind in der 

folgenden Tabelle unter Angabe des Konjugats, des Spenderorganismus, des Klons 

und des Herstellers zusammengefasst. 

 

 

Antikörper Konjugat Spender Klon Hersteller 

anti- CD 14  TRICOLOR Maus IgG2a 

monoklonal 

TüK4 Caltag Laboratories, 

San Francisco, USA 

anti- CD 14 unmarkiert Maus IgG2b X-8 Acris, Herford 

anti- CD 14 unmarkiert Maus IgG2b MOPC-

141 

Sigma- Aldrich 

GmBH, Steinheim 

anti- CD 14 FITC Maus IgG2a 

monoklonal 

RMO52 Immunotech, 

Hamburg 

anti- CD 14 unmarkiert Maus IgG2a 

monoklonal 

RMO52 Immunotech, 

Hamburg 

anti- CD 33 PE Maus IgG2b 

monoklonal 

MY9 Immunotech, 

Hamburg 
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anti -CD33 unmarkiert Maus IgG2b 

monoklonal 

MY9 Immunotech, 

Hamburg 

anti- CD 68 FITC Maus IgG1 

monoklonal 

KP1 Dako, Hamburg 

anti- CD 68 unmarkiert Maus IgG1 

monoklonal 

MOPC- 

21 

Sigma- Aldrich 

GmBH, Steinheim  

anti- EP4  

 

FITC Maus IgG1 

monoklonal 

Ber-EP4 Dako, Hamburg 

anti- EP4  

 

unmarkiert Maus IgG1 

monoklonal 

Ber-EP4 Dako, Hamburg 

Anti-Maus IgG Alexa Fluor 

488 

Ziege  Eugene, Oregon, 

USA 

Anti-Maus IgG Alexa Fluor 

546 

Ziege  Eugene, Oregon, 

USA 
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2.4 Nährmedien und Antibiotika 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien für die Zellkultur sind in der folgenden 

Tabelle zusammengefasst: 

 

 

 

Fibroblasten-Medium                  Dulbecco` s modofied eagle medium 
                                                                                     (1 g/l Glucose)                500 ml 
 
                                                       Fötales Kälberserum (10%)                            50 ml 
 
                                                       Nicht essentielle Aminosäuren (1%)                 5 ml 
 
                                                       Natrium-Pyruvat (1%)                                       5 ml 
 
                                                       Penicillin/Streptomycin (1%)                             5 ml 
 
                                                       Ciprofloxacin (2mg/ml)                                      5 ml 
 
                                                       Gentamycin (50mg/ml)                                     5 ml 
 
                                                       Amphotericin B (1mg/ml)                               0,5 ml 
 
                                                       Vitamine (MEM-Vitamine 100x)                        5 ml          
 
 
 
HT-29- Medium                             Dulbecco` s modofied eagle medium 
                                                                                         (1 g/l Glucose)            500 ml 
 
                                                       Fötales Kälberserum (10%)                            50 ml 
 
                                                       Nicht essentielle Aminosäuren (1%)                 5 ml 
 
                                                       Natrium-Pyruvat (1%)                                       5 ml 
 
                                                       Penicillin/Streptomycin (1%)                             5 ml 
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QBI-293 A-Medium                      Dulbecco` s modofied eagle medium High Glucose 
                                                                                               (4,5 g/l Glucose)             500 ml 
 
                                                      Fötales Kälberserum (10%)                             50 ml 
 
                                                      Natrium-Pyruvat (1%)                                        5 ml 
 
                                                      Penicillin/Streptomycin (1%)                              5 ml 
 
 

 

 

 

 

2.5 Puffer 

 

 

Lösungen für Immunhistochemie und Durchflusszytometrie 

 

 

 

PBS (10x)                                      NaCl                                                                   80g 
 
                                                       KCl                                                                       2g 
 
                                                       Na2HPO4 x 7 H2O                                           21,6g 
 
                                                       KH2PO4                                                                2g 
                                                                  
                                                       H2O, pH 7,2 einstellen   
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3. Methoden 
 
 
 

 

3.1 Zellkultur 

 
 
 

3.1.1 HT-29 

 
 
Diese Kolonkarzinomzellen wurden erstmals aus dem Primärtumor einer 44-jährigen 

Frau isoliert (69). 

Die Zellen wurden in DMEM unter Zugabe von 10% fötalem Kälberserum, 1% 

Natriumpyruvat, 1% nicht-essentiellen Aminosäuren und 1% einer 

Penicillin/Streptomyzin - Mischung kultiviert. Die Kultur erfolgte in einem Brutschrank 

mit einer Atmosphäre von 37 °C, 10% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Einmal 

pro Woche wurden die Zellen mit Hilfe einer 0,25%-igen Trypsinlösung (in PBS) 

durch 10-minütige Inkubation bei 37 °C vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. 

 

 

 

3.1.2 CCD-18 Co 

 

Die CCD-18 Co Zelllinie ist eine humane Fibroblastenzelllinie, die erstmals aus dem 

normalen Kolon isoliert wurde (70). 

Die Zellen wurden in DMEM unter Zugabe von 10% fötalem Kälberserum, 1% 

Natriumpyruvat, 1% nicht-essentiellen Aminosäuren, 1% einer Penicillin/Streptomyzin 

- Mischung, Ciprofloxacin (2mg/ml),  Gentamycin (50mg/ml), Amphotericin B 

(1mg/ml) und Vitaminen (MEM- Vitamine 100x) kultiviert. Die Kultur erfolgte in einem 

Brutschrank mit einer Atmosphäre von 37 °C, 10% CO2 und 95% relativer 

Luftfeuchtigkeit. 1  Mal pro Woche wurden die Zellen mit Hilfe von Accutase durch 

10-minütige Inkubation bei 37 °C vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. 
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3.1.3 QBI-293 A 

 

Die QBI-293 A Zellen (Qbiogene, Heidelberg, Germany) sind die älteste Zelllinie zur 

Aufzucht von rekombinanten adenoviralen Vektoren (71). Es wurde lange 

angenommen, dass es sich hierbei um eine embryonale Nierenzelllinie handele 

(HEK= Human Embryonic Kidney), neuere Ergebnisse weisen jedoch auf einen 

neuronalen Ursprung hin (72). 

Die Zellen wurden in DMEM High Glucose (4.5 g/l) unter Zugabe von 10 % FCS, 1% 

Natriumpyruvat und 1 % einer Penicillin/Streptomyzin - Mischung kultiviert. Die Kultur 

erfolgte in einem Brutschrank mit einer Atmosphäre von 37 °C, 10% CO2 und 95% 

relativer Luftfeuchtigkeit. 1 Mal pro Woche wurden die Zellen mit Hilfe einer 0,25%-

igen Trypsinlösung (in PBS) durch 10-minütige Inkubation bei 37 °C vom Boden der 

Zellkulturflasche abgelöst.  
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3.2 Allgemeine Zellkulturtechniken 

 

 

 

 

3.2.1 Einfrieren von Zellen 

 

Zum Einfrieren der Zellen wurde ein spezielles Einfriermedium bestehend aus DMEM 

mit 20% FCS und 10% DMSO verwendet. Die Zellen wurden abtrypsiniert, 

zentrifugiert, gezählt (siehe unten) und in Einfriermedium resuspendiert (1x 106 

Zellen/ml). Die Zellsuspension wurde in spezielle Einfrierröhrchen gefüllt und über 

Nacht bei - 80°C eingefroren. Zur Langzeitlagerung wurden die Röhrchen in einen 

Flüssigstickstofftank überführt. 

 

 

 

3.2.2 Auftauen von Zellen 

 

Das Auftauen von Zellen erfolgte durch kurzzeitige Wärmebehandlung des 

Einfrierröhrchens (37 °C, 2 min). Anschließend wurden die Zellen sofort in 

vorgewärmtes Zellkulturmedium überführt und einmal abzentrifugiert, um das bei 

Raumtemperatur als Zellgift wirkende DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden in 

frischem, 37 °C warmem Zellkulturmedium wiederaufgenommen und in 

Kulturflaschen überführt. 
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3.2.3 Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Zellzahl einer Kultur wurde mikroskopisch mit einem Neubauer-Hämozytometer 

im Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Hierbei wird ein bestimmtes Volumen an 

Zellsuspension mit Trypanblau gefärbt. Lebende Zellen erscheinen farblos, tote 

färben sich blau an. 10 µl  der gefärbten Suspension werden in eine Kammer des 

Hämozytometers gefüllt und unter dem Mikroskop ausgewertet. Dabei muss die Zahl 

an lebendigen Zellen in den vier sich diagonal gegenüberliegenden und 16-fach 

unterteilten Quadraten bestimmt werden. Die Gesamtzahl der Suspension ergibt sich 

mit folgender Formel: 

 

 

     

 
      Anzahl der Zellen                 x Volumen x Verdünnung x 104 = Anzahl der Zellen im Volumen 

Anzahl der Großquadranten 
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3.3 Adenovirale Vektoren 

 

Adenovirale Vektoren sind vielversprechende Vektoren für gentherapeutische 

Anwendungen bei zahlreichen angeborenen und erworbenen Erkrankungen. In 

niedriger Konzentration und Toxizität sind Adenoviren in der Lage in vitro und in vivo 

Genmaterial in verschiedene Zelltypen einzuschleusen. Ad5 hat bei einer 

Genomlänge von 36 kb eine Aufnahmekapazität von 1,8-2,0 kb. Bei der Verwendung 

von Deletionsmutaten können entsprechend größere DNA-Fragmente in das Ad-

Genom eingeführt werden. Für den Gentransfer werden zur Zeit noch überwiegend 

Ad5-Vektoren verwendet, deren E1-Region deletiert ist, was zu replikationsdefekten 

adenoviralen Vektoren führt (73,74). 

 

 

 

3.3.1 Herstellung der adenoviralen Vektoren 

 

Die Herstellung der adenoviralen Vektoren erfolgte mit Hilfe des AdEasy TM System 

(75). Bei diesem System erfolgte zunächst die Klonierung der MCP-1 cDNA in den 

Transfervektor (pShuttle - CMV). Daran schließt sich die homologe Rekombination 

von Transfervektor mit pAdEasy-1 an. War die homologe Rekombination erfolgreich, 

so folgt zunächst eine Retransformation in einen rekombinationsinkompetenten E. 

coli - Stamm, damit die Plasmid- DNA sich ohne die Gefahr weiterer 

Rekombinationsereignisse vermehren lässt. Daran schließt sich die Linearisierung 

mittels PacI und die Transfektion in QBI-293 A Zellen an. In diesen wächst dann das 

Virus heran. 
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           Abb.3.1:  Herstellung rekombinanter Adenoviren mit dem AdEasy System.   
          (http://www.qbiogene.com/products/adenovirus/adeasy.shtml) 
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3.3.2 Transfektion von Zelllinien  

 

1x 106 HT-29 Zellen werden in einem well einer 6-well- Mikrotiterplatte in dem für die 

Zellkultur verwendeten Medium ausgesät. Die Zellen werden dann eine Stunde im 

Brutschrank mit einer Atmosphäre von 37 °C, 10% CO2 und 95% relativer 

Luftfeuchtigkeit aufbewahrt, bis sie zu ca. 80 % adhärent sind.  

Zunächst wurde die optimale „multiplicity of infection“ (MOI) für HT-29 Zellen mit dem 

Ad5 Viruspartikel festgelegt. Hierfür wurden die Zellen mit einer verschiedenen 

Anzahl an Viruspartikeln für 48 Stunden inkubiert. Die Inkubation der HT-29 Zellen 

mit einer MOI von10 oder MOI von 5 resultierte in einer Zelllyse nach 48 Stunden. 

Nach Transfektion mit MOI von 1, MOI von 1/2 sowie MOI von 1/4 zeigten sich die 

Zellen nach 48 Stunden lebensfähig und wurden für weitere Experimente verwendet. 

Wenn die HT-29 Zellen bis zu ca. 80 % adhärent waren, wurde die entsprechende 

Menge an Ad5_MCP-1 Viruspartikeln und an leeren Kontrollviruspartikeln (Ad5_Null) 

aufgetaut und jeweils in 1 ml Serum-freien Medium verdünnt. Nach Inkubation der 

HT-29 Zellen für 1,5 Stunden  mit der jeweiligen Viruslösung, wurden 2 ml Serum-

freies Medium zugegeben. Die transfizierten Zellen wurden nach 48 Stunden 

geerntet und für die dreidimensionalen Zellkulturmodelle verwendet. 
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3.4  Dreidimensionale Zellkulturmodelle 

 

 
 
 

3.4.1 Sphäroide 

 

Unter Sphäroiden versteht man dreidimensionale Zellkulturen, in denen sich die 

Zellen kugelartig zusammenschließen. Sphäroide lassen sich aus primärem 

embryonalem Gewebe, Tumorgewebe und bestimmten Monolayerkulturen gewinnen. 

Um die Zellen dazu zu bringen, Sphäroide zu bilden, müssen sie in einer definierten 

Bewegung gehalten und daran gehindert werden, an der Unterlage anzuhaften. Dies 

kann durch verschiedene Methoden erreicht werden (76). 

 

 

 

Züchten von Sphäroiden 

 

Bei der hier gewählten „Liquid-Overlay-Technik“ (77) (Abb.3.2) wurden 96-well-

Mikrotiterplatten mit Agarose-Gel beschichtet, um den Kontakt der Zellen mit der 

Kunststoffunterlage zu verhindern. 50 µl einer erhitzten semisteril hergestellten 1%-

igen Agarose-Lösung wurden in jedes well der Mikrotiterplatte eingefüllt. Die 

beschichteten Mikrotiterplatten wurden ca. 15 min offen unter der Sterilbank 

getrocknet. 

Die HT-29 Zellen, aus denen Sphäroide gezüchtet werden sollten, wurden 

abtrypsiniert und gezählt. Je 4000 nicht transfizierte Zellen, 4000 mit dem Ad5_MCP-

1  Virus transfizierte und 4000 mit dem Ad5_Null Virus transfizierte Zellen wurden in 

200µl Medium in jedes well der Mikrotiterplatte eingefüllt. Die Zellen aggregierten 

innerhalb von ein bis zwei Tagen zu kleinen Sphäroiden. Nach zwei Tagen wurde die 

Hälfte des Mediums ausgetauscht. 
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Kokultur mit Blutmonozyten 

 

Nach fünftägiger Kultur wurden die Sphäroide dreimal mit serumfreiem Medium 

gewaschen. Dazu wurden mit Hilfe eines Absaugschlauches jeweils ca. 100 µl 

Medium aus jedem well entfernt und 100 µl serumfreies Medium zugegeben. Nach 

dem dritten Waschschritt wurden die Sphäroide mit  je 40 000, 4 000, 400 und 40 

frisch isolierten Blutmonozyten kokultiviert. Nach 24 Stunden, drei und sieben Tagen 

wurden ein Teil der Sphäroide in Tissue-Tek eingebettet und für 

immunhistochemische Färbungen bei -80 °C eingefroren. 

Die restlichen Sphäroide wurden mit Hilfe von Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) 

in Zellsuspensionen aufgelöst, um diese für eine durchflusszytometrische Analyse zu 

verwenden. 

 

 
 

 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Schematische Darstellung zum Züchten von Sphäroiden 
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3.4.2 Kollagengele 

 

Zum Herstellen dreidimensionaler Kollagengele wurde säurelösliches Kollagen I 

(isoliert aus Rattenschwänzen) verwendet. Das lyophilisierte Typ I Kollagen (5mg/ml) 

wurde über Nacht unter Schütteln bei 4 °C in steril filtrierter 0,05% Essigsäure gelöst. 

Filtereinsätze für 6-well-Platten wurden mit einer Mischung aus gelöstem Kollagen I 

(Endkonzentration:1,5 mg/ml), Dulbeccos modified Eagle Medium (DMEM), fötalem 

Kälberserum (FCS) und 0,1 N NaOH beschichtet (1ml/Filter). Die beschichteten 

Filtereinsätze wurden 30 min unter der Sterilbank getrocknet. 

Fibroblasten der CCD-18Co Zelllinie wurden mit Accutase von den Zellkulturgefäßen 

abgelöst, gezählt und in DMEM, versetzt mit 30% FCS und 2% humanem AB-Serum, 

resuspendiert. Es wurden nicht-transfizierte, mit dem Ad5_MCP-1 Virus transfizierte 

und mit dem leeren Ad5_Null Virus transfizierte Fibroblasten verwendet. Die 

Fibroblasten wurden im Verhältnis 1:1  mit frisch elutriierten Blutmonozyten gemischt 

(4,5 x 105 Fibroblasten + 4,5 x 105 Monozyten pro Filtereinsatz). Diese 

Zellsuspension wurde mit einer Lösung aus Kollagen I (Endkonzentration 1,5 mg/ml), 

DMEM und 0,1 N NaOH gemischt. Jeweils 3 ml dieser Mischung wurden in die 

beschichteten Filter eingefüllt. Die Kollagen-Lösungen wurden für fünf Tage bei 37 

°C in einer 10%-igen CO2- Atmosphäre inkubiert. 

Innerhalb von fünf Tagen bildeten sich aus der Kollagen-Lösung stabile, 

dreidimensionale Aggregate (Abb.3.3) Das Medium wurde aus den Filtern entfernt 

und 1 x 106  intestinale Epithelzellen wurden auf der Oberfläche jedes Gels ausgesät. 

Auf die Kollagengele, die mit nicht-transfizierten Fibroblasten gezüchtet wurden, 

wurden jeweils nicht- transfizierte HT-29 Zellen, mit dem Ad5_MCP-1 Virus 

transfizierte und mit dem leeren Ad5_Null Virus transfizierte HT-29 Zellen ausgesät. 

Auf die Gele, die mit transfizierten Fibroblasten hergestellt wurden, wurden jeweils 

nicht-transfizierte HT-29 Zellen ausgesät. Um das Adhärieren der Zellen zu 

erleichtern, wurden die Aggregate für 30 min ohne Medium bei 37 °C in einer 10%-

igen CO2- Atmosphäre inkubiert. Nach 30 min wurden pro Filter 5 ml DMEM, versetzt 

mit 10% FCS und 2% humanem AB-Serum, eingefüllt und die Aggregate für weitere 

sieben Tage kultiviert. Nach dieser Zeit wurden die Aggregate geerntet, in 

Einfriermedium eingebettet und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
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Abb.3.3: Schematische Darstellung des Kollagengelmodells 
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3.5 Immunhistochemie 

 

Mit Hilfe der Immunhistochemie gelingen der Nachweis und die Lokalisation 

bestimmter Substanzen in Geweben und Zellen mittels Antikörpern. Der Nachweis 

beruht auf der Fähigkeit spezifischer Antikörper, zugehörige Antikörper zu erkennen 

und zu binden. Die Antigen-Antikörper-Bindung kann hierbei durch verschiedene 

Markierungsverfahren sichtbar gemacht werden (78). 

 

 

3.5.1 Gefrierschnitte 

 

Um die Präparate immunhistochemisch untersuchen zu können, wurden 5 µm dicke 

Schnitte bei -25 °C im Kryotom angefertigt und auf unbeschichtete Objektträger 

aufgebracht. Die Schnitte wurden 4-24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und 

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 

 

 

3.5.2 Immunfluoreszenz 

 

Bei der Immunfluoreszenz werden immunologische Reagenzien wie zum Beispiel 

Antikörper verwendet. Diese sind mit fluoreszierenden Farbstoffen konjugiert, die 

beim Auftreffen von Licht bestimmter Wellenlänge angeregt werden und dadurch 

längerwelliges Licht aussenden und damit leuchten. Bei der indirekten 

Immunfluoreszenz, wie sie hier durchgeführt wurde, wurde zunächst ein unmarkierter 

Antikörper gegen CD 14 bzw. CD 68 gebunden. In einem weiteren Schritt wurde ein 

sekundärer Antikörper, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war und gegen 

den primären Antikörper gerichtet ist, gebunden. 

Die Gefrierschnitte wurden für 5 min in eiskaltem Aceton fixiert und anschließend 

kurz bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Schnitte wurden dreimal 5 min in PBS 

auf dem Schüttler gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer 

Antikörperbindungsstellen wurden die Schnitte für 30 min in 1% BSA/PBS mit 20 % 

Ziegenserum inkubiert. Alle  folgenden Inkubationen wurden, sofern nicht anders 

angegeben, bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgeführt. Nach 
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einem erneuten Waschschritt wurden die beiden Primärantikörper in der 1 %-igen 

BSA/PBS-Lösung verdünnt und auf die Schnitte aufgetragen. Der anti-CD 14 

Antikörper und der zugehörige Isotyp IgG 2b kappa wurden im Verhältnis 1:100, der 

anti-CD 68 FITC Antikörper im Verhältnis 1:125 und der entsprechende Isotyp IgG 1 

kappa im Verhältnis 1: 250 zugegeben. Die Inkubation erfolgte für eine Stunde. Nach 

erneutem Waschen der Schnitte wurde der jeweilige sekundäre Antikörper (goat anti-

mouse Alexa 488 und goat anti-mouse Alexa 546) in einer 1:300  Verdünnung 

zugegeben und für 30 min in der Dunkelheit inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 

unter Lichtschutz wurde Mounting Medium/ with Dapi aufgetragen, die Schnitte mit 

einem Abdeckglas bedeckt und bei 4°C bis zum Mikroskopieren aufbewahrt. 
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3.6 Durchflusszytometrie 

 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können mehrere Parameter einer einzelnen Zelle 

bestimmt und dargestellt werden. Die Zellen werden hierzu über spezifische 

Rezeptoren oder Proteine (membranständig oder intrazellulär) mit 

Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die so markierten Zellen werden einzeln an einem 

Messpunkt vorbeigeführt, an dem sie den Fokus eines Laserstrahls passieren. Je 

nachdem mit welchem Fluoreszenzfarbstoff die Zellen markiert wurden, emittieren 

sie durch diese Anregung Licht distinkter Wellenlängen. Durchkreuzt eine Zelle den 

Laserstrahl, so resultiert außerdem, bezogen auf den einfallenden Lichtstrahl, zum 

einen ein Vorwärtsstreulicht, zum anderen ein Seitwärtsstreulicht. Fluoreszenz sowie 

gestreutes Licht werden zu Photomultipliern geleitet und detektiert. Die Intensität des 

Vorwärtsstreulichts (FS) gibt Auskunft über die Größe der Zelle. Das 

Seitwärtsstreulicht (SS) wird orthogonal zum Strahlengang detektiert und liefert 

Informationen über die Granularität der Zelle. Die Emission der Fluoreszenzfarbstoffe 

wird wie das Streulicht im 90 ° Winkel zur Strahlenrichtung des Lasers gesammelt 

und mit Hilfe von dichroitischen Spiegeln und Interferenzfiltern in Spektralbereiche 

bestimmter Wellenlänge getrennt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.3.4 : Schematische Darstellung des optischen Systems des Durchflusszytometers Coulter EPICS 
XL-MCL (nach dem „user manual“ der Firma Coulter Immunotech, Krefeld. Vorwärtsstreulicht (FS), 
Seitwärtsstreulicht (SS), dichroitischer Spiegel (DL), Filter (BK) und Sensormessbereich (BP) in mm. 
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Werden bei einer Messung mehrere Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die sich in 

ihrem Emissionswellenbereich überlappen, so muss die spektrale Überlappung 

mittels elektronischer Kompensation ausgeglichen werden. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden folgende Fluoreszenzfarbstoffe verwendet: 

 

 

Fluorochrom 

 

Absorptionsmaximum 

(nm) 

Emissionsmaximum 

(nm) 

Fluoreszenz 

FITC 

PE 

TRICOLOR 

495 

488 

488 

525 

575 

600 

grün 

orange-rot 

rot 

 

 
 

3.6.1 Färben der Zellen für durchflusszytometrische Untersuchungen 

 

Zum Färben für die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen mit einer 

Bloquierlösung (PBS/1% FCS) für 20 min inkubiert. Je 200 µl der zu untersuchenden 

Zellsupension wurden in 1,5 ml Polypropylengefäße gefüllt. Es wurden 10 µl der 

direkt konjugierten Antikörper für die Oberflächenantigene CD14 und CD33 

zugegeben und bei 4 °C für 20 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in 500 

µl PBS resuspendiert und die Proben dann am Durchflusszytometer gemessen. 

Die Markierung mit dem intrazellulären MO/MAK-Marker CD 68 machte einen 

zusätzlichen Permeabilisierungsschritt erforderlich. Hierzu wurde das BD 

Cytofix/Cytoperm TM  Fixation/ Permeabilization Solution Kit (BD Bioscience, 

Heidelberg)verwendet. Die Zellen wurden für 20 min ebenfalls bei 4 °C mit der 

Cytofix/Cytoperm- Lösung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit der 

Perm/Wash-Lösung wurden die Zellen mit dem direkt konjugierten Antikörper für den 

intrazellulären MO/MAK-Marker CD 68 bei 4 °C für wiederum 20 min inkubiert. Nach 

wiederholtem zweimaligem Waschen mit der Perm/Wash-Lösung wurden die Zellen 

in 100 µl Staining Buffer aufgenommen und durchflusszytometrisch untersucht. 
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3.7 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

Prinzip eines Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

Die Proteinabsorption auf der Oberfläche eines Biomaterials kann mit Hilfe des 

enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA) untersucht werden. Dabei handelt es 

sich um einen zur Bestimmung festphasegebundener Antigene modifizierten 

immunologischen Test. 

Grundlage des Verfahrens sind Wechselwirkungen zwischen dem spezifischen 

Antikörper und dem Antigen, denen das Schlüssel-Schloss-Prinzip zu Grunde liegt. 

Dabei besitzen bestimmte Bereiche des Antikörpers, die sogenannten Paratope, zu 

Oberflächenstrukturen des Antigens, den Epitopen, eine genaue Passform. 

Die Bestimmung des immobilisierten Proteins erfolgt nach dem Prinzip des 

Sandwich-ELISA. Im ersten Schritt findet die Bindung des Proteins an der 

Festkörperoberfläche statt. Anschließend wird der primäre, gegen das präsentierte 

Antigen gerichtete Antikörper spezifisch gebunden. Nach Trennung der frei in der 

Lösung verbliebenen Reaktanden vom gebildeten Immunkomplex werden die 

gebundenen Antikörper im folgenden Reaktionsschritt durch enzymmarkierte, 

sekundäre Antikörper nachgewiesen. Nach Entfernung der ungebundenen 

Immunreaktanden erfolgt die Enzym/Substrat-Reaktion. Die gemessenen 

Exstinktionen des dabei gebildeten Farbstoffes sind der Menge an umgesetztem 

Substrat proportional. 

 

 

 

MCP-1- ELISA 

 

Die MCP-1 Konzentration in den Zellkulturüberständen der HT-29- und Fibroblasten-

Zelllinien wurde im ELISA gemessen. 

Eine 96-Well-Polystyren-Mikrotiterplatte, beschichtet mit einem monoklonalem 

Antikörper aus der Maus gegen humanes MCP-1, wurde mit je 200 µl/Well der zu 

bestimmenden Proben und der Standardverdünnungsreihe für zwei Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Spülen der Platte mit Waschpuffer 

wurden je 200 µl/Well des sekundären Antikörpers zugegeben. Nach einer Stunde 
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Inkubationszeit wurde wieder dreimal gewaschen und pro Well 200 µl TMB 

Substratlösung für 20 min zugegeben. Die Inkubation erfolgte lichtgeschützt bei 

Raumtemperatur. Abgestoppt wurde mit 50 µl Schwefelsäure H2SO4. Die quantitative 

Erfassung der Konzentration an MCP-1, die proportional zur Farbintensität des 

entstandenen Farbkomplexes ist, wurde mit dem ELISA-Reader bei 450/540 nm 

durchgeführt.  
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4. Ergebnisse 
 

 

 

 

4.1 Transfektion von HT-29 Zellen 

 

Um die optimale „multiplicity of infection“ (MOI) für diese Zelllinie festzulegen, wurden 

HT-29 Zellen mit einer unterschiedlichen  Anzahl von adenoviralen Partikeln 

transfiziert. Die optimale MOI für die Transfektion von HT-29 Zellen mit Ad5_MCP-1 

lag in allen Versuchsreihen bei ¼. Eine Transfektion dieser Zelllinie mit einer höheren 

MOI von 1(68, 79, 80), resultierte in einer erhöhten Zelllyse und einem Zerfall der 

Sphäroide nach 7 Tagen.  

Nach 48 Stunden Inkubationszeit der HT-29 Zellen mit AD5_MCP-1  zeigte sich eine 

erhöhte Konzentration an MCP-1 in den Zellüberständen. Die Analyse der 

Zellüberstände mittels ELISA erbrachte bei der Transfektion der Zellen mit MOI 1 

eine erhöhte Konzentration an MCP-1 nach Transfektion mit Ad5_MCP-1 (990 ± 814 

pg/ml) im Vergleich zur Transfektion mit Ad5_Null (0,94 ± 0 pg/ml) und zur nicht-

transfizierten Kontrolle (0,95 ± 0pg/ml, n=3). 

Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der Transfektion der HT-29 Zellen mit einer deutlich 

geringeren MOI von ¼. Wie zu erwarten zeigte sich hier nach einer Inkubationszeit 

von 48h eine deutliche geringere Sekretion von MCP-1 im Vergleich zur Transfektion 

mit einer höheren MOI von 1. Die Konzentration von MCP-1 nach Transfektion mit 

Ad5_MCP-1 lag lediglich bei 28 ± 12pg/ml, während die Produktion von MCP-1 nach 

der Transfektion mit Ad5_Null mit 0,63 ± 0,73pg/ml und bei der nicht-transfizierten 

Kontrolle mit 0,44 ± 0,34pg/ml gemessen wurde (n=4)(Abb.4.1b). 
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                  a) 

 

 

 

 

 

 

 

                    b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.1:Quantifizierung der MCP-1 Konzentration in transfizierten Zellen 
„- ” Median, „      ” Intervall zwischen dem 25%- und 75%-Quantil 
a) MCP-1 Konzentration in Zellüberständen bei Transfektion mit MOI 1  
b) MCP-1 Konzentration nach 48h nach Transfektion mit MOI ¼  
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Wie bereits in Vorversuchen gezeigt wurde (68) zeigte sich auch hier nach Bildung 

der Sphäroide aus transfizierten HT-29 Zellen (MOI 1/4) und Kokultur der Sphäroide 

mit Blutmonozyten nach 7 Tagen eine stetig ansteigende Konzentration an MCP-1 in 

den Zellüberständen. Nach 48 h wurde die MCP-1 Sekretion im Vergleich zur nicht-

transfizierten Kontrolle (0,44±0,34pg/ml) und zur Transfektion mit Ad5_Null 

(0,63±0,72pg/ml) in Ad5_MCP-1 transfizierten Zellen bei 28±12pg/ml gemessen. An 

Tag 1 lag die mittlere MCP-1 Konzentration in Ad5_MCP-1 transfizierten Zellen bei 

253±143pg/ml während sie in der nicht-transfizierten Kontrolle bei 31±18pg/ml und in 

Ad5_Null transfizierten Zellen bei 29±9pg/ml gemessen wurde. 

Nach 7 Tagen Kokultur konnte ein weiterer Anstieg der MCP-1 Konzentration in 

Ad5_MCP-1 transfizierten Zellen (2222±160pg/ml), in Ad5_Null transfizierten Zellen 

(635±281pg/ml) und in der nicht-transfizierten Kontrolle(750±721pg/ml) verzeichnet 

werden(n=3) (Abb.4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.2: MCP-1 Konzentration in transfizierten Zellen (MOI ¼) nach 48h, 1 Tag und 7 Tagen 
„- ” Median, „      ” Intervall zwischen dem 25%- und 75%-Quantil 
 

Transfektion mit MOI 1/4 

M
C

P
-1

 S
e

k
re

ti
o
n

 (
p

g
/m

l)

0

500

1000

1500

2000

2500

 48 h nach Transfektion    Tag 1 Tag 7

Kontrolle

Ad5_Null
Ad5_MCP-1



4. Ergebnisse   47 

 

4.2 Phänotypische Charakterisierung intestinaler Makrophagen 

 

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden frisch elutriierte 

Blutmonozyten verwendet, deren Phänotyp in vorausgegangenen Arbeiten bereits 

durchflusszytometrisch untersucht wurde. Der Oberflächenmarker CD14 wurde in 70-

80% exprimiert (50). Als MO/MAK- Marker wurde der intrazelluläre Marker CD68 

eingesetzt, da die Färbung mit dem bisher verwendeten Oberflächenantigen CD33 

nicht zuverlässig gelang (Abb.4.3). 

 

 

           

 

Abb.4.3: Durchflusszytometrische Analyse der für die Sphäroide verwendeten HT-29 Zellen ohne 
Kokultivierung mit Monozyten. Hier zeigt sich mit dem CD33 Antikörper eine unspezifische 
Färbereaktion. Im hier gezeigten Versuch waren 93 % der HT-29 Zellen CD33 positiv. 
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Abb.4.4: Durchflusszytometrische Analyse der für die Sphäroide verwendeten HT-29 Zellen ohne 
Kokultivierung mit Monozyten. Keine unspezifische Färbereaktion der HT-29 Zellen mit dem 
intrazellulären Marker CD68 FITC. 
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4.3 Differenzierung von intestinalen Makrophagen   

 

Spoettl et al konnte bereits im Sphäroidmodell zeigen, dass die Interaktion mit 

intestinalen Epithelzellen eine Differenzierung der intestinalen Makrophagen 

ermöglicht. Nach 7 Tagen Kultivierung im dreidimensionalen organotypischen 

Zellkulturmodell wiesen die in Immunhistochemie und Durchflusszytometrie 

detektierten typischen Monozyten/Makrophagen Oberflächenantigene CD14, CD16, 

CD11b und CD11c eine Downregulierung auf (42). Spoettl et al gelang es zudem die 

bedeutende Rolle des  Chemokins MCP-1 bei der Differenzierung von 

Blutmonozyten zu intestinalen Makrophagen nachzuweisen. Sie konnte zeigen, dass 

MCP-1, im Vergleich zur Kontrolle, eine deutlich vermehrte Migration von Monozyten 

in das dreidimensionale Sphäroidmodell bewirkt und den Differenzierungsweg zu 

intestinalen Makrophagen hemmt. Hier fand sich in den MCP-1 transifizierten 

multizellulären Sphäroiden eine erhöhte Expression von CD14 auf 

Monozyten/Makrophagen (68). 

Dies konnte in den folgenden Versuchen nochmals gezeigt werden. 

 

 

 

4.3.1 MCP-1 induziert die Migration von Monozyten in das multizelluläre  

         Sphäroid 

 

Die multizellulären Sphäroide wurden nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen 

durchflusszytometrisch analysiert. Hier wurde der Anteil an Monozyten 

/Makrophagen über die Koexpression der Oberflächenmarker CD14 und CD68 

bestimmt. Nach 24 Stunden zeigten sowohl die Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide 

als auch die nicht- transfizierten und die Ad5_Null transfizierten Sphäroide einen 

ähnlich geringen Anteil an CD14/CD68 positiven Monozyten/Makrophagen, die in 

das Sphäroid eingewandert sind. In den nicht-transfizierten Kontrollsphäroiden lag 

der Anteil nach 24 Stunden bei 2,3 ± 1,1%,in den Ad5_Null transfizierten Aggregaten 

bei 1,2 ± 0,7% und in den Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden bei 3,7 ± 1,2%. 

Nach 7-tägiger Kokultur fand sich in den nicht-transfizierten Kontrollaggregaten und 

den Ad5_Null transfizierten Sphäroiden ein geringer Anteil an CD14/CD68 positiven 

Monozyten /Makrophagen bezogen auf die Gesamtzellzahl (Kontrolle: 3,1 ±1,8 % 
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und Ad5_Null 2,5 ± 1,1%), während die Transfektion der Zellen mit Ad5_MCP-1 in 

einer verstärken Migration von Monozyten/Makrophagen in das multizelluläre 

Sphäroid resultierte (15,8 ± 7,9%,n=2). 

 

 

   

                                                                                                                                           

                                                                                        

 

Abb. 4.5: Darstellung der Monozytenmigration in das multizelluläre Sphäroid mittels 
Immunfluoreszenzfärbung nach Kokultivierung mit Monozyten für insgesamt 7 Tage. 
Immunflureszente Detektion von CD14 (rot) und CD68 (grün),die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. 
An Tag 7 zeigen die nicht-transfizierten Kontrollaggregate und die Ad5_ Null transfizierten Sphäroide 
nur einzelne CD68 positive Makrophagen, während die Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide einen 
deutlich höheren Anteil an CD14/CD68 positiven Monozyten/Makrophagen aufweisen. 
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4.3.2  Der Einfluss von MCP-1 auf die Differenzierung von intestinalen   

          Makrophagen 

 

Die mit Ad5_MCP-1 transfizierten multizellulären Sphäroide wurden an Tag 1, Tag 3 

und Tag 7 durchflusszytometrisch und immunhistochemisch analysiert und mit den 

mit Ad5_Null transfizierten und den nicht-transfizierten Kontrollaggregaten 

verglichen. Als Monozyten/Makrophagenmarker in der Durchflusszytometrie wurde 

das Oberflächenantigen CD68 verwendet. Abbildung 4.6 zeigt sowohl in den 

Ad5_Null transfizierten als auch in den nicht-transfizierten Kontrollaggregaten nach 

Einwanderung der Monozyten in dreidimensionalen Zellaggregate die Entwicklung 

eines anergen Phänotyp intestinaler Makrophagen.  

An Tag 1 ergab sich in den nicht-transfizierten Kontrollaggregaten ein Anteil von 29 ± 

4% CD14 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl (A). Ein ähnliches Ergebnis zeigte 

sich in den mit dem leeren Ad5 Virus transfizierten und Ad5_MCP-1 transfizierten 

Sphäroiden mit jeweils 26 ± 5% CD14 positiver Zellen (n=3,C,E).  

Bereits nach dreitägiger Inkubation kam es zur deutlichen Abnahme der CD14 

positiven Zellen in nicht-transfizierten (8,3±3%) und Ad5_Null(6,7±1%) transfizierten 

Sphäroide. Im Vergleich dazu zeigten die Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide einen 

signifikant höheren Anteil an CD14 positiven Zellen (35,7±10%, p<0.01,n=3). 

Die Transfektion der HT-29 Zellen mit dem Ad5_MCP-1 Virus resultierte in einer 

verminderten Differenzierung der Monozyten/Makrophagen zu intestinalen 

Makrophagen. Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen fand sich ein nurmehr 

geringer Anteil an CD14 exprimierender Zellen in beiden nicht-Ad5_MCP-1 

transfizierten Kontrollaggregaten (0,4 ± 0,1%,B,D) während  nach Transfektion mit 

dem Ad5_MCP-1 Virus 34,3 ± 14% aller Zellen eine Expression von CD14 zeigten 

(F). Im Vergleich zu den nicht-transfizierten Kontrollaggregaten ergab sich hier ein 

signifikantes Ergebnis (p< 0.024, t-test,n=3). 
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Abb.4.6: Durchflusszytometrische Analyse der in nicht-transfizierten, in Ad5_Null transfizierten und in 
Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden kultivierten MO/MAK. Die Sphäroide werden nach 1, 3 und 7 
Tagen Inkubationszeit mittels EDTA aufgelöst und die Zellsuspension mit einem Tricolor konjugierten 
CD14-Antikörper (rot) und einem FITC-konjugiertem CD68-Antikörper (blau) gefärbt. Deutlich zu 
sehen ist der Verlust des CD14 Oberflächenantigens in nicht- Ad5_MCP-1 transfizierten Aggregaten 
nach 7 Tagen (B,D) im Vergleich zu Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden (F). 
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Abb.4.7: Anteil an CD14 positiven Zellen in nicht-transfizierten, Ad5_Null transfizierten und Ad5_MCP-
1 transfizierten Sphäroiden nach ein-, drei- und siebentägiger Kultur mit je 40.000 MO/MAK. 
„- ” Median, „      ” Intervall zwischen dem 25%- und 75%-Quantil 
 

 

 

In der immunhistochemischen Analyse der Sphäroide konnte das Ergebnis der 

durchflusszytometrischen Auswertung bestätigt werden.  

In der immunhistochemischen Doppelfärbung der Sphäroide mit CD 14 und CD 68 

zeigte sich an Tag 1 eine in in allen drei Vergleichsgruppen ähnlich hohe Expression 

von CD 14. Nach sieben-tägiger Inkubation waren in den nicht-transfizierten 

Kontrollaggregaten lediglich CD68 positive intestinale Makrophagen zu beobachten, 

während sich in den Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden eine Koexpression von 

CD14 und CD68 zu erkennen war (Abb.4.8).  
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Tag 7 

                Kontrolle                         Ad5_Null                           Ad5_MCP-1 

   

   

   

   

 

Abb. 4.8: Immunfluoreszenzfärbung multizellulärer Sphäroide nach Kokultivierung mit Monozyten für 
insgesamt 7 Tage. 
Immunflureszente Detektion von CD14 (rot) und CD68 (grün),die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt.In 
den nicht- transfizierten und Ad5_Null transfizierten Sphäroiden konnten nach 7 Tagen CD68 positive 
intestinale Makrophagen detektiert werden, die Expression von CD14 fehlt hier.In den Ad5_MCP-1 
transfizierten Sphäroiden zeigte sich nach 7 Tagen eine Koexpression von CD14/CD68. 
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4.4 Untersuchung der Ursachen der Differenzierungsbehinderung   

      durch MCP-1 

 

Nachdem in den beschriebenen Versuchen gezeigt werden konnte, dass das 

Chemokin MCP-1 neben einer verstärkten Migration von Monozyten in das Sphäroid 

auch die Differenzierung zu intestinalen Makrophagen beeinflusst, soll in den 

folgenden Experimenten auf die Ursachen dieser Differenzierungsbehinderung näher 

eingegangen werden. 

Mehrere Möglichkeiten dieser Differenzierungshemmung wurden bereits in 

Vorarbeiten diskutiert. Es wurde vermutet, dass die Monozytenzahl einen Einfluss auf 

die Differenzierung von Blutmonoyzten zu intestinalen Makrophagen hat. Eine 

mögliche Erklärung wäre, dass im gesunden Darm nur ein kleiner Anteil an 

Monozyten, der in die Schleimhaut gelangt, fähig ist, den Differenzierungsweg zu 

intestinalen Makrophagen dort zu durchlaufen. In entzündlich veränderten 

Darmabschnitten dagegen, in denen zahlreiche proinflammatorische Zytokine und 

chemotaktische Mediatoren wie MCP-1 zu finden sind, wandern zahlreiche 

unspezifische Monozyten in die Darmmukosa ein, von denen die Subpopulation, die 

zu IMACs differenziert zu klein ist, um detektiert zu werden (68). 

 

 

 

4.4.1 Einfluss der Monozytenzahl auf die Differenzierung zu intestinalen  

         Makrophagen im Sphäroidmodell 

 

Zur näheren Untersuchung der Auswirkung der Monozytenzahl auf die 

Differenzierung der Blutmonozyten zu intestinalen Makrophagen, wurde in den 

folgenden Experimenten eine Titrierung der zugegebenen Monozyten in das 

Multizelluläre Sphäroid Modell  mit Reduktion der Monozytenzahl vorgenommen. Die 

aus 4000 HT-29 Zellen angezüchteten Sphäroide wurden mit je 40.000, 4.000, 400 

und 40 frisch elutriierten Blutmonozyten kokultiviert. 

Durchflusszytometrische Analysen zeigten, dass die Anzahl an zugegebenen 

Monozyten einen Einfluss auf die Differenzierung zu IMACS hat. Abbildung 4.9 zeigt 

die durchflusszytometrische Analyse von nicht-transfizierten, Ad5_Null transfizierten 
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und Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden nach sieben-tägiger Kokultur mit 40.000, 

4.000 und 400 Monozyten. Bei Zugabe hoher Monozytenzahlen ist der Verlust der 

CD14 Expression auf den CD68 positiven Zellen der nicht-transfizierten 

Kontrollaggregate (A, C) im Vergleich zu den  Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden 

deutlich zu erkennen (B, D). Dagegen liegt bei Kokultur der HT-29 Zellen mit geringer 

Monozytenzahl von 400 frisch elutriierten Blutmonoyzten bei den transfizierten 

Sphäroiden wie auch bei den Kontrollaggregaten ein Verlust des 

Oberflächenantigens CD14 und somit keine Hemmung der Differenzierung vor (E, F). 

Eine Zugabe von sehr geringen Monozytenzahlen wie z.B. 40 Monozyten pro 

Sphäroid zeigt keine vewertbaren Ergebnisse, da nach sieben Tagen Kultur lediglich 

einzelne vitale Monozyten zu finden sind. 
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Abb.4.9: Durchflusszytometrische Analyse der nicht-transfizierten und Ad5_MCP-1 transfizierten 
Sphäroide an Tag 7.  
Während bei Kokultur der Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide mit hoher Monozytenzahl ein hoher 
Prozentanteil CD14/CD68 positiver Zellen beobachtet werden kann (B,D), zeigt sich unter Zugabe 
weniger Monozyten ein Verlust des Oberflächenmarkers CD14 (F). 
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An Tag 1 zeigt sich nach Transfektion mit Ad5_MCP-1 ein im Vergleich zu den nicht-

transfizierten und Ad5_Null transfizierten Sphäroiden ein leicht erhöhter Anteil an 

CD14 positiven Zellen bei Zugabe von 40.000 Monozyten (40,6 ± 10%) und 4.000 

Monozyten (6,5 ± 1,4%). Bei Kokultur der nicht-transfizierten und Ad5_Null 

transfizierten Sphäroide mit 40.000 Monozyten lag der Anteil an CD14 positiven 

Zellen an der Gesamtzellzahl bei 29,6 ± 4% und 26,5 ± 5%. Bei Zugabe von 4.000 

Blutmonozyten pro Sphäroid wurden 5,1 ± 0,6% bzw. 4,3 ± 0,9% aller Zellen positiv 

für den Oberflächenmarker CD14 gemessen. Bei Kokultur von 400 Monozyten 

zeigten sowohl in den mit Ad5_MCP-1 (0,2 ± 0,16%), als auch in den mit Ad5_Null 

transfizierten (0,1 ± 0,08%) und den Kontrollaggregaten (0,17 ± 0,12%) nahezu nicht 

mehr messbare Werte CD14 positiver Zellen(n=3).  

Nach drei- tägiger Kokultur mit 40.000 Monozyten ergab sich bereits ein signifikant 

erhöhter Anteil an CD14 positiven Zellen in Ad5_MCP-1 transfizierten Aggregaten 

(35,7 ± 10%) im Vergleich zu Ad5_Null transfizierten (6,7 ± 1%)  und nicht 

transfizierten Sphäroiden (8,3 ± 3%).(35,7 ± 10% versus 6,7 ± 1%, p< 0,02, t-

test,n=3). Eine statistische Signifikanz wurde ebenso bei Zugabe von 4.000 

Blutmonozyten erreicht (Ad5_MCP-1: 5,8 ± 2% versus Kontrolle: 1,3 ± 0,4%, p< 0,03, 

t-test, n=3). Bei Kokultur mit 400 Monozyten zeigte sich dagegen kein signifikanter 

Unterschied zwischen Ad5_ MCP-1 (0,4 ± 0,28% CD14 positive Zellen) und 

Ad5_Null (0,2 ± 0,08% CD14 positive Zellen) transfizierten Kontrollaggregaten. 

An Tag 7 ergab sich bei Zugabe von 40.000 Monozyten, wie bereits in Kapitel 4.3.2 

gezeigt, in den Ad5_Null transfizierten sowie in den Kontrollaggregaten ein nahezu 

vollständiger Verlust des Oberflächenmarkers CD14, während dagegen in 

Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden ein hoher Anteil von 34,3 ± 14% CD14 

positiver Zellen detektiert wurde. Unter Kokultur mit 4.000 Monozyten waren noch 5,1 

± 3,6% aller Zellen positiv für CD14. Die Zugabe einer geringen Monozytenzahl 

ergab auch an Tag 7 in allen drei Vergleichsgruppen  einen CD14 positiven Anteil 

nahe null. 

Demnach lässt sich festhalten, dass bei Zugabe einer hohen Monozytenanzahl im 

Sphäroidmodell und Anwesenheit des Chemokins MCP-1 eine Differenzierung der 

Blutmonozyten zu intestinalen Makrophagen verhindert wird, während bei Kokultur 

mit niedriger Monozytenzahl der Differenzierungsweg regelhaft verläuft.  
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             c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.10 a)-c): Anteil der CD14 positiven Zellen in nicht-transfizierten, Ad5_Null transfizierten und 
Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden nach ein-, drei- und siebentägiger Kultur mit je 40.000, 4.000, 
400 und 40 Monozyten. 
„- ” Median, „      ” Intervall zwischen dem 25%- und 75%-Quantil 
 

 

 

 

In der immunhistochemischen Doppelfärbung der Sphäroide mit CD14 und CD68 

konnte das Ergebnis der durchflusszytometrischen Auswertung bestätigt 

werden(Abb.4.11 und Abb. 4.12). 
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Inkubation der Sphäroide mit 4000 Monozyten für 3 Tage 

                Kontrolle                                                               Ad5_MCP-1 
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Inkubation der Sphäroide mit 400 Monozyten für 3 Tage 

             Kontrolle                                                                   Ad5_MCP-1 

                                         

                                         

                                          

                                         

Abb. 4.11: Immunfluoreszenzfärbung multizellulärer Sphäroide nach Kokultivierung mit 
unterschiedlicher Monozytenzahl für 3 Tage.Immunflureszente Detektion von CD14 (rot) und CD68 
(grün),die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt.Die Ad5_ MCP-1 transfizierten Sphäroide weisen nach 
dreitägiger Kultivierung mit 4000 Monozyten im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollsphäroiden 
einen leicht erhöhten Anteil an CD14 positiven Monozyten auf.Nach Zugabe von 400 Monozyten lässt 
sich nach drei Tagen sowohl bei den nicht-transfizierten, als auch bei den Ad5_ MCP-1 transfizierten 
Sphäroiden kein Unterschied in der Makrophagendifferenzierung erkennen. 
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Inkubation der Sphäroide mit 4000 Monozyten für 7 Tage 

               Kontrolle                                                                 Ad5_MCP-1 
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Inkubation der Sphäroide mit 400 Monozyten für 7 Tage 

                Kontrolle                                                                  Ad5_MCP-1 

                                                               

                                              

                                                   

                                                   
 

Abb. 4.12 : Immunfluoreszenzfärbung multizellulärer Sphäroide nach Kokultivierung mit 
unterschiedlicher Monozytenzahl für insgesamt 7 Tage. Immunflureszente Detektion von CD14 (rot) 
und CD68 (grün),die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. An Tag 7 zeigt sich auch bei Zugabe von 
4000 Monozyten eine erhöhte Expression des Oberflächenmarkers CD14 in Ad5_ MCP-1 
transfizierten Sphäroiden im Vergleich zu nicht-transfizierte Kontrollsphäroide. Bei Kokultivierung mit 
400 Monozyten färben sich in beiden Vergleichsgruppen nur einzelne CD68 positive Makrophagen. 
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4.5 Differenzierung im „Organotypischen Kulturmodell“   

      (Kollagengelmodell) 

 

Zum Generieren der dreidimensionalen Kollagengelmodelle wurden, wie bereits in 

Vorarbeiten (47), Fibroblasten der Zelllinie CCD -18Co verwendet. Diese wurden 

sowohl mit dem Ad5_Null, als auch mit dem Ad5_MCP-1 Virus transfiziert (siehe 

Kapitel 3.3.2). Zusätzlich wurden als Negativkontrolle nicht-transfizierte Fibroblasten 

für die Herstellung der Kollagengele verwendet. 

48 Stunden nach Transfektion wurden jedoch sowohl in den Überständen der nicht-

transfizierten, als auch in den Überständen der Ad5_Null und Ad5_MCP-1 

transfizierten Fibroblasten hohe Konzentration des Chemokins MCP-1 gemessen. 

Die Konzentrationen lagen ohne Transfektion bei 2955,4 pg/ml, nach Transfektion 

mit Ad5_Null bei 2977 pg/ml und nach Transfektion mit Ad5_MCP-1 bei  3008,2 

pg/ml. 

Abschließend konnte diese Fibroblastenzellinie zur Bestätigung des Effekts von 

MCP-1 im „organotypischen Kulturmodell“ nicht verwendet werden. 
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5. Diskussion 
 

 

 

5.1  Makrophagendifferenzierung im Sphäroidmodell 

 

Intestinale Makrophagen kennzeichnen sich durch einen spezifischen anergen 

Phänotyp. Dieser zeichnet sich durch das Fehlen bestimmter Monozyten- und 

Makrophagenspezifischer Oberflächenmarker wie CD14, CD16, CD11b und CD11c 

aus, die eine Aktivierung der Zellen gegenüber luminalen Antigenen bewirken 

(31,34). 

Spoettl et al konnte bereits in mehreren Vorarbeiten das dreidimensionale 

Zellkulturmodell zur in vitro Differenzierung intestinaler Makrophagen etablieren(68). 

Das Sphäroidmodell konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe weiterer 

Untersuchungsmethoden bestätigt und vertieft werden. Nach siebentägiger 

Inkubationszeit der Monozyten im dreidimensionalen Zellkulturmodell veränderten die 

Zellen durch Herunterregulierung der spezifischen Oberflächenantigene ihren 

Phänotyp, der dem intestinaler Makrophagen aus normaler, entzündungsfreier 

Mukosa ähnelt. Durch den gleichzeitigen Nachweis zweier Antigene auf einer Zelle in 

den durchgeführten immunhistochemischen Doppelfärbungen gelang die eindeutige 

Identifizierung der Makrophagen. Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, 

dass die untersuchten Antigene lediglich von den Monozyten/Makrophagen 

exprimiert wurden und nicht von den im Sphäroidmodell eingesetzten intestinalen 

Epithelzellen. 

Pavli et al konnte bereits einen inaktiven Phänotyp intestinaler Makrophagen 

darstellen und zeigen, dass diese durch diesen Phänotyp immunsuppressiv wirken 

(81). In der vorliegenden Arbeit wurde im Besonderen die Anwesenheit von CD14-

positiven Makrophagen mit monozytenähnlichem Phänotyp untersucht. Hier wird 

vermutet, dass diese CD14 positive Makrophagenpopulation eine gesteigerte 

Produktion von pro-entzündlichen Zytokinen wie z. B. IL-1 und TNF anregt und somit 

an der Aufrechterhaltung der Entzündung beteiligt ist (82). 
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Vor- und Nachteile des Sphäroidmodells zur in vitro Generierung intestinaler 

Makrophagen 

 

Im Sphäroidmodell gelang die in vitro Generierung intestinaler Makrophagen auf 

einfache und zugleich anschauliche Weise. Trotzdem sind auch bei diesem Modell 

einige Einschränkungen kritisch zu diskutieren. Es muss beachtet werden, dass in 

den beschriebenen Versuchen zum Anzüchten der Sphäroide Tumorzelllinien 

verwendet wurden, da es nicht gelungen war, aus primären intestinalen Epithelzellen 

die Sphäroide zu generieren. Der Verlust aktivierungsassoziierter 

Oberflächenantigene auf den kokultivierten Monozyten/Makrophagen kann hier 

demnach auch auf einen Selbstschutzmechanismus der Tumorzellen zurückzuführen 

sein. Die beobachteten Effekte scheinen mit dem intestinalen Charakter der 

verwendeten Epithelzelllinie assoziiert zu sein, da in zahlreichen von Spoettl et al 

durchgeführten Vorversuchen für die Kontrollversuche eine Tumorzelllinie nicht 

intestinalen Ursprungs verwendet wurde. 

Das Sphäroid als dreidimensionales Modell zeigt natürlich, im Gegensatz zu 

Monolayer- Zellkulturen, wenig  Ähnlichkeiten mit den räumlichen Gegebenheiten, 

wie man sie im menschlichen Darm vorfindet. Hier sind Makrophagen und 

Epithelzellen von einer Basalmembran getrennt (42). Es konnte gezeigt werden, dass 

Basalmembran- Moleküle und Komponenten der extrazellulären Matrix über Zell-

Interaktionen zur Differenzierung intestinaler Makrophagen führt. Des Weiteren ist ein 

enger Kontakt zwischen Epithelzellen und Fibroblasten für die Expression von 

Differenzierungsmarkern notwendig (48). 

Bestimmte Bedingungen wie z. B. der pH- Wert, der O2- Gradient oder die Produktion 

an extrazellulärer Matrix sind in multizellulären Sphäroiden der in vivo Situation 

dagegen ähnlicher als in Monolayer- Zellkulturen. In multizellulären Sphäroiden fand 

sich außerdem ein hoher Gehalt an extrazellulärer Matrix sowie Basalmembran 

Proteinen wie Kollagen I, Kollagen III und IV, Laminin und Fibronektin (83-85). 

Allerdings treten in multizellulären Sphäroiden auch verschiedene Probleme, z. B. 

Nekrose der Zellen im Inneren der Aggregate auf. Ein weiterer kritischer Punkt ist die 

Auflösung von Sphäroiden in Zellsuspensionen durch Ethylendiamin-tetraessigsäure 

(EDTA) für die durchflusszytometrische Analyse. Welchen Einfluss EDTA auf die 



5. Diskussion   70 

Expression der Oberflächenmerkmale auf Makrophagen und auf Epithelzellen hat ist 

noch unklar. 

Trotz einiger Einschränkungen bietet das Sphäroidmodell die Möglichkeit zum 

Studium von Zellen, deren Phänotyp und Funktionalität Ähnlichkeiten zu dem von 

intestinalen Makrophagen sowohl in normaler, entzündungsfreier, als auch in 

entzündlich veränderter Mukosa aufweist. 

 

 

 

 

5.2 Organotypische Zellkulturmodelle 

 

Spoettl et al konnte bereits in Vorarbeiten das organotypische Kokulturmodell zur 

Generierung von Zellen mit intestinalem Makrophagentyp etablieren. Mit Hilfe des 

organotypischen Kollagenkulturmodells gelang es, bestimmte, im menschlichen 

Darm vorherrschende Bedingungen relativ genau darzustellen. Im Gegensatz zum 

multizellulären Sphäroid sind hier die Makrophagen und intestinalen Epithelzellen 

durch eine Basalmembran voneinander getrennt. Demnach scheint der Kontakt 

zwischen diesen beiden Zellpopulationen nicht so unmittelbar zu sein wie im 

Sphäroidmodell. Des Weiteren spielen andere Zellpopulationen, wie z. B. 

Fibroblasten, T- und B- Lymphozyten in der Lamina propria, die im multizellulären 

Sphäroid nicht eingesetzt werden, eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung 

intestinaler Makrophagen(47). 

Ein Nachteil im organotypischen Zellkulturmodell dagegen ist das fehlende 

Einwandern der Monozyten in die Aggregate, wie es physiologisch in der intestinalen 

Mukosa zu finden ist. Zudem ist eine Zellvereinzelung zur durchflusszytometrischen 

Analyse durch die starke Kontraktionsfähigkeit des verwendeten Kollagens und den 

durch eine aggressive Digestion des Kollagens verursachten Schaden nicht möglich 

(47). 

In der vorliegenden Arbeit gelang  eine Kokultur der drei Zellpopulationen, intestinale 

Fibroblastenzelllinie CCD-18 Co, Blutmonozyten und intestinale Epithelzelllinie HT-29 

im organotypischen Kollagenkulturmodell. Die Transfektion der Fibroblastenzelllinie 

mit Ad5_ MCP-1 war jedoch aufgrund einer primären hohen MCP-1 Sekretion der 

Fibroblasten nicht möglich. 
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5.3 MCP-1 hemmt die Differenzierung intestinaler Makrophagen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Chemokins MCP-1 auf die 

Differenzierung von Blutmonozyten zu intestinalen Makrophagen näher untersucht. 

Frisch elutriierte Monozyten wurden im dreidimensionalen Sphäroidmodell mit 

intestinalen Epithelzellen sieben Tage kokultiviert. In dieser Zeit zeigten die 

Blutmonozyten eine Differenzierung zu einem Phänotyp ähnlich dem der intestinalen 

Makrophagen. In den Versuchen konnte bestätigt werden, dass eine Transfektion der 

HT-29 Zellen mit dem Adenovirus Ad5_MCP-1 eine verstärkte Migration der 

Monozyten in das multizelluläre Sphäroid bewirkt, während dieser Effekt nach 

Transfektion mit einem leeren Virus (Ad5_Null) nicht zu beobachten war (4.3.1). Des 

Weiteren zeigte sich nach einer Transfektion mit Ad5_MCP-1 eine gestörte 

Differenzierung der Monozyten zu intestinalen Makrophagen. Hier fand sich in 

durchflusszytometrischen Analysen und immunhistochemischen Färbungen eine 

verstärkte Expression des Monozyten spezifischen Oberflächenantigens CD14, das 

während des Differenzierungsweges zu intestinalen Makrophagen normalerweise 

herunterreguliert wird. Die mit dem leeren Virus (Ad5_Null) transfizierten Sphäroide 

und die Kontrollaggregate zeigten den Phänotyp intestinaler Makrophagen mit einem 

Verlust des Markers CD14 (4.3.2). 

Erhöhte MCP-1 Serumspiegel fanden sich bei atopischen Erkrankungen wie z.B. der 

allergischen Rhinitis oder Asthma, aber auch bei der Genese arteriosklerotischer 

Plaques, wo Makrophagen eine zentrale Rolle im Entzündungsgeschehen spielen 

(60). Bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen zeigen sich dagegen nicht 

immer erhöhte MCP-1 Serumspiegel, während jedoch in entzündeter Mukosa eine 

erhöhte Chemokin RNA-Expression vorliegt (67,86).   

Die Schwere der Entzündung beim Morbus Crohn korreliert hier mit der Höhe der 

gemessenen MCP-1 Konzentration in entzündlich veränderter Mukosa. Des Weiteren 

gibt es Hinweise für einen Zusammenhang zwischen  den Krankheitsverläufen und 

der verschiedenen MCP-1 Genotypen(87). 

MCP-1 führt zu einer gesteigerten Migration von Monozyten in entzündete 

Darmschleimhaut und stört die Differenzierung zu intestinalen Makrophagen und 

spielt somit eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung der chronischen 

Entzündung (88). Studien zeigten, dass MCP-1 eine verstärkte Migration von 

Monozyten in die entzündete Tunica Muscularis des Darmes bewirkt und dort zu 
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ortsständigen Makrophagen differenzieren und die Motilität des Darmes nachhaltig 

beeinflussen (89). 

In nicht-transfizierten Sphäroiden zeigte sich bereits an Tag 1 eine geringe 

Sezernierung des proinflammatorischen Chemokins MCP-1, die nach sieben Tagen 

deutlich ansteigt (4.1).Diese niedrige Konzentration scheint den Differenzierungsweg 

der intestinalen Makrophagen nicht zu beeinflussen. Es wird angenommen, dass in 

der intestinalen Mukosa physiologisch eine kontinuierliche, niedrige Produktion an 

proinflammatorischen Chemokinen wie MCP-1 stattfindet, die für die Einwanderung 

von Monozyten in die Darmschleimhaut verantwortlich ist. Diese Konzentration  

könnte ausreichend sein, um die zur Differenzierung fähige Subpopulation der 

Blutmonozyten anzulocken (5.4). Entscheidend scheint hier die Konzentration von 

MCP-1 während der frühen Phase der Differenzierung und während der Migration 

der Monozyten in das multizelluläre Sphäroid zu sein (68).  

In der vorliegenden Arbeit liegt die optimale „multiplicity of infection“ (MOI) mit ¼  

deutlich niedriger als in Vorarbeiten, in denen mit einer MOI von 1 gearbeitet wurde. 

Eine Transfektion mit einer MOI von 1 resultierte hier in einer erhöhten Zelllyse und 

einem Zerfall der Sphäroide nach 7 Tagen. Während die Konzentration 48 h nach 

Transfektion der HT-29 Zellen mit Ad5_MCP-1 mit einer MOI von 1 bei 989 pg/ml lag, 

wurde die MCP-1 Konzentration nach Transfektion mit einer MOI von ¼ bei nur 28 

pg/ml gemessen. An Tag 1 nach Zugabe der Blutmonozyten lag die Konzentration 

bei 253 pg/ml (4.1). Diese niedrigen Konzentrationen des proinflammatorischen 

Chemokins scheinen auszureichen, um die Differenzierung der Monozyten zu 

intestinalen Makrophagen zu unterdrücken. 
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5.4 Einfluss der Monozytenanzahl auf die Differenzierung   

      intestinaler Makrophagen 

 

 

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, führt die Anwesenheit des Chemokins MCP-1 

zu einer deutlich erhöhten  Anzahl an Monozyten im multizellulären Sphäroid (4.3.1). 

Spoettl et al diskutierte bereits in Vorarbeiten die Möglichkeit, dass die hohe 

Monozytenzahl als indirekter Effekt von MCP-1 den Differenzierungsprozess 

intestinaler Makrophagen beeinflusst.  

Eine Erklärung für die beobachtete Störung der Differenzierung wäre, dass im 

gesunden Darm nur eine Subpopulation an Blutmonozyten fähig ist den 

Differenzierungsprozess zu intestinalen Makrophagen zu durchlaufen. Nur diese 

Subpopulation wandert in die Darmschleimhaut ein und differenziert zu intestinalen 

Makrophagen. Bei Entzündung des Gewebes kommt es zu einer verstärkten 

Sezernierung proinflammatorischer Chemokine wie MCP-1 und somit zu einer 

übermäßigen Rekrutierung unspezifischer Blutmonozyten in die entzündlich 

veränderte Darmmukosa, sodass die zur Differenzierung fähige Subpopulation an 

Monozyten zu klein ist, um sie zu detektieren (68). 

In der vorliegenden Arbeit wurde auf einen möglichen Einfluss der Monozytenzahl 

auf die Differenzierung zu intestinalen Makrophagen näher eingegangen. Dazu 

wurde eine Titrierung der zugegebenen Monozyten in das Multizelluläre Sphäroid 

Modell  mit Reduktion der Monozytenzahl vorgenommen. Die aus 4.000 HT-29 Zellen 

angezüchteten Sphäroide wurden mit je 40.000, 4.000, 400 und 40 frisch elutriierten 

Blutmonozyten kokultiviert. Die mit Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide wurden den 

nicht- transfizierten Kontrollagreggaten und den Ad5_Null transfizierten Sphäroiden 

gegenübergestellt. Hier zeigte sich bei Zugabe hoher Monozytenzahlen (40.000 und 

4.000) bereits an Tag 3 eine signifikanter Verlust des monozytenspezifischen 

Oberflächenmarkers CD14 in den nicht- transfizierten Kontrollaggregaten im 

Vergleich zu den Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden. Bereits bei Kokultur der 

Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroiden mit nur 4.000 Monozyten zeigte sich nach 7 

Tagen ein deutlich niedrigerer prozentualer Anteil an CD14 positiven Zellen im 

Vergleich zur Kokultur mit 40.000 Monozyten. Bei Zugabe geringer Monozytenzahlen 

(400) zeigten sowohl die nicht- transfizierten Kontrollaggregate und die Ad5_Null 

transfizierten Sphäroide als auch die Ad5_MCP-1 transfizierten Sphäroide eine 
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Differenzierung zu intestinalen Makrophagen mit Downregulierung des 

Oberflächenmarkers CD14. Somit scheint die Anzahl an Monozyten in der Mukosa 

eine entscheidende Auswirkung auf die Differenzierung zu intestinalen Makrophagen 

zu haben. Somit würde das proinflammatorische Chemokin MCP-1 eine indirekte 

Wirkung auf den Differenzierungsprozess haben und die Differenzierung der 

Blutmonozyten zu intestinalen Makrophagen durch eine verstärkte Rekrutierung der 

Monozyten in die Mukosa hemmen. 

 

 

 

 

5.5 Zusammenfassung 

 

Intestinale Makrophagen stellen eine der bedeutsamsten Komponenten des 

intestinalen Immunsystems dar und spielen eine besondere Rolle innerhalb der 

Immunpathogenese der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen. Sie 

durchlaufen während ihrer Entwicklung einen komplexen Differenzierungsprozess. In 

Vorarbeiten konnte ein dreidimensionales Zellkulturmodell (Sphäroidmodell) zur in 

vitro Differenzierung von intestinalen Makrophagen etabliert werden. 

Des Weiteren zeigte sich in der Mukosa von Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen eine erhöhte Sekretion von MCP-1 durch Epithelzellen. Spoettl et 

al konnte bereits eine durch Anwesenheit des Chemokins MCP-1 verstärkte 

Migration der Monozyten in das dreidimensionale Sphäroidmodell nachweisen. 

Darüber hinaus gelang es, die Differenzierung der Blutmonozyten zu intestinalen 

Makrophagen durch MCP-1 zu hemmen (68). Beide Wirkungen von MCP-1  konnten 

in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (5.5.1). Es wurde unter anderem näher 

auf die Wirkungsweise des Chemokins eingegangen. Ein möglicher Einfluss der 

Monozytenzahl auf die Differenzierung zu intestinalen Makrophagen im 

Sphäroidmodell wurde überprüft (5.5.2). 
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5.5.1 Untersuchung der in vitro Differenzierung  intestinaler Makrophagen  

         unter  Einfluss von MCP-1 

 

 

Wie in Vorarbeiten gelang die Untersuchung der in vitro Differenzierung  intestinaler 

Makrophagen im Sphäroidmodell. Sphäroide, die mit dem adenoviralen Vektor 

Ad5_MCP-1 transfiziert wurden zeigten nach sieben-tägiger Kokultivierung mit 

Monozyten eine erhöhte Expression des monozytenspezifischen 

Oberflächenmarkers CD14. Im Vergleich fand sich in nicht-transfizierten 

Kontrollaggregaten und in Ad5_Null transfizierten Sphäroiden eine Differenzierung 

der eingewanderten Monozyten zu intestinalen Makrophagen mit Verlust von CD14. 

Ebenso bestätigt werden konnte die Wirkung des Chemokins MCP-1 mit einer 

verstärkten Rekrutierung der Monozyten in das Sphäroid. 

Des Weiteren wurde die Konzentration von MCP-1 an Tag 1 und Tag 7 bestimmt. 

Hier zeigte sich, dass bereits eine niedrige Konzentration des Chemokins ausreicht, 

um den Differenzierungsprozess der Monozyten zu stören. 

 

 

 

5.5.2 Untersuchung der Wirkungsmechanismen von MCP-1 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein möglicher indirekter Effekt von MCP-1 auf die 

Differenzierung zu intestinalen Makrophagen überprüft. Es wurde eine Titrierung der 

zugegebenen Monozyten in das Multizelluläre Sphäroid Modell  mit Reduktion der 

Monozytenzahl durchgeführt. Die Experimente ergaben, dass bei Zugabe hoher 

Monozytenzahlen unter Anwesenheit von MCP-1 der Differenzierungsprozess zu 

intestinalen Makrophagen gestört wird, während bei geringer Monozytenzahl im 

Sphäroid ein Phänotyp ähnlich dem  intestinaler Makrophagen erzeugt wird. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Chemokin MCP-1 durch die verstärkte 

Rekrutierung von Monozyten in die entzündete Darmmukosa einen indirekten Effekt 

auf die Differenzierung der intestinalen Makrophagen hat. 
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