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Zusammenfassung

Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) kann die Metastasierung in die Leber durch
Ausbildung einer prämetastatischen Nische fördern. Hohe Plasmaspiegel von TIMP-1 sind bei
Patienten mit pankreatischem duktalem Adenokarzinom (PDAC) mit schlechter Prognose as-
soziiert. PDAC ist eine aggressive maligne Erkrankung, die außergewöhnlich früh und effizient
in die Leber metastasiert. Aktivierte hepatic stellate cells (HSCs) wurden kürzlich als Bestand-
teil einer hepatischen prämetastatischen Nische bei PDAC identifiziert. In dieser Arbeit wurde
die Hypothese untersucht, dass die TIMP-1-induzierte, HSC-vermittelte Ausbildung einer prä-
metastatischen Nische zur Lebermetastasierung des PDAC beiträgt. Hierfür wurden die Plas-
maspiegel von TIMP-1 während der Progression von PDAC ermittelt, und Mäuse mit hohen
TIMP-1 Spiegeln wurden auf HSC Aktivierung hin untersucht. Die Effekte von TIMP-1 auf huma-
ne HSCs wurden in vitro getestet, indem HSCs mit rekombinanten TIMP-1 Varianten stimuliert
oder die endogene TIMP-1 Expression der Zellen lentiviral manipuliert wurde. Anschließend
wurden Genexpression, intrazelluläre Signalwege, Proliferation und Motilität der HSCs unter-
sucht. Identifizierte Schlüsselfaktoren (CD63 und Phosphoinositol-3-kinase (PI3K)) wurden in
vitro und in vivo manipuliert, um ihren funktionellen Beitrag zu den beobachteten Effekten zu
testen. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die pankreatischen und systemischen
TIMP-1 Spiegel während der Entwicklung von PDAC anstiegen. Hohe systemische TIMP-1
Spiegel bei PDAC Patienten waren mit der Anwesenheit von Lebermetastasen assoziiert. In der
TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische in der Leber kam es zur Aktivierung von HSCs
und TIMP-1-aktivierte HSCs trugen zur Ausbildung einer rezeptiven Leberumgebung bei, in die
vermehrt PDAC Zellen einwandern konnten. Hohe TIMP-1 Spiegel aktivierten HSCs im Maus-
modell, auch in Abwesenheit eines Tumors, und TIMP-1 als einzelner Faktor war ausreichend,
humane HSCs in vitro zu aktivieren. Der TIMP-1-aktivierte HSC Phänotyp war gekennzeichnet
durch eine verstärkte Motilität sowie prometastatische Genexpression. Die endogene TIMP-1
Expression in HSCs war zudem positiv autoreguliert und diente der autokrinen Erhaltung des
aktivierten Zustands. TIMP-1 aktivierte HSCs durch Interaktion mit dem Tetraspanin CD63 und
anschließende Aktivierung des PI3K Signalwegs. Die TIMP-1/CD63 Interaktion in der Leber so-
wie funktionelle PI3K waren nötig für das TIMP-1-induzierte Einwandern von Tumorzellen. Die
Ausbildung einer TIMP-1-induzierten, HSC-vermittelten hepatischen prämetastatischen Nische
ist demnach ein leberspezifischer Mechanismus der TIMP-1-induzierten Metastasierung und
bietet eine Erklärung für die frühe und effiziente Metastasierung des PDAC in die Leber.
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1. Einleitung

1.1. Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1)

TIMP-1 wurde als physiologischer, endogener Kollagenaseinhibitor entdeckt [Woolley
et al., 1975]. Inzwischen ist bekannt, dass TIMP-1 ein Inhibitor mit weitaus breiterem
Substratspektrum ist. TIMP-1 kann die Aktivität nahezu aller bekannten, nicht mem-
brangebundenen Metalloproteinasen aus der Familie der Matrix Metalloproteinasen
(MMPs) [Visse und Nagase, 2003] sowie der membranständigen Metalloproteinase a
disintegrin and metalloproteinase-10 (ADAM-10) hemmen [Amour et al., 2000]. TIMP-1
ist, wie die anderen bisher bekannten Mitglieder der TIMP-1 Familie (TIMP-2, -3, -4)
aus zwei Domänen aufgebaut [Brew et al., 2000]. Beide Domänen enthalten je sechs
Cysteinreste und bilden über diese je drei Disulfidbrücken aus [Brew et al., 2000]. Die
N-terminale Domäne von TIMP-1 inhibiert Metalloproteinasen durch Koordination des
Zn2+-Ions im aktiven Zentrum der Metalloproteinase mit den Amino- und Carbonylgrup-
pen der Disulfidbrücken ausbildenden Aminosäuren [Nagase et al., 2006]. Die Funkti-
on der C-terminalen Domäne war länger unbekannt. Kürzlich wurde gezeigt, dass es
sich um eine Signaldomäne handelt, die einen membranständigen Interaktionspartner
bindet, das Tetraspanin CD63, und so intrazelluläre Signalwege aktiviert [Jung et al.,
2006]. CD63 war lange der einzige bekannte Membranrezeptor von TIMP-1. Während
des Verfassens dieser Arbeit wurde veröffentlicht, dass CD74 ein weiterer Interaktions-
partner der C-terminalen Domäne von TIMP-1 ist [Moreira et al., 2015]. Die Struktur
von TIMP-1 erlaubt die analytische Trennung N- und C-terminal vermittelter Prozesse,
da die N-terminale Domäne als unabhängige proteaseinhibitorische Einheit falten kann
[Nagase et al., 2006].

1.1.1. Metalloproteinaseabhängige Funktionen von TIMP-1

Die Funktionen von TIMP-1 sind vielfältig, denn TIMP-1 kann durch seine Funktion
als Proteaseinhibitor auf verschiedene metalloproteinaseabhängige Prozesse Einfluss
nehmen. Metalloproteinasen prozessieren ein breites Spektrum von bioaktiven Sub-
straten [Rodriguez et al., 2010]. Die resultierende Modulation des lokalen Signalmi-

1



1. Einleitung

lieus im Gewebe durch Metalloproteinasen wirkt auf die gesamte Gewebehomöostase
ein [Rodriguez et al., 2010]. Vor allem die Mitglieder der Familie der Matrixmetallo-
proteinasen (MMPs) sind dafür bekannt, nahezu alle bekannten Extrazellulären Matrix
(EZM)-Proteine prozessieren zu können und so unter physiologischen sowie patholo-
gischen Bedingungen den Auf-, Ab- und Umbau von EZM zu regulieren [Page-McCaw
et al., 2007]. MMPs bilden dadurch bioaktive de novo EZM-Spaltprodukte, die auto-
und/oder parakrin auf die umliegenden Zellen wirken. So spaltet beispielsweise MMP-9
aus Kollagen Typ IV das antiangiogene Molekül Tumstatin ab [Hamano et al., 2003].
MMPs können darüber hinaus latente, EZM-sequestrierte Signalmoleküle freisetzen
[Page-McCaw et al., 2007], so z.B. vascular endothelial growth factor -A (VEGF-A) [Lee
et al., 2005]. Das Substratspektrum von MMPs geht außerdem weit über EZM Mole-
küle hinaus und umfasst lösliche Zytokine oder Wachstumsfaktoren, die durch die pro-
teolytische Prozessierung sowohl aktiviert als auch inaktiviert werden können [Page-
McCaw et al., 2007]. Das proteolytische Abspalten (Shedding) bioaktiver Moleküle von
der Zellmembran ist eine weitere zentrale Funktion von MMPs [Blobel, 2002]. Die biolo-
gische Aktivität vieler membranständiger Wachstumsfaktoren, wie tumor necrosis fac-
tor α (TNFα), wird durch deren Abspaltung von der Zelloberfläche hergestellt, da sie
erst anschließend ihren Rezeptor binden können. Die Aktivität solcher membranständi-
gen Wachstumsfaktoren kann daher durch Metalloproteinasen positiv reguliert werden
[Blobel, 2002]. Metalloproteinasen können jedoch auch eine negative Regulation von
Signalwegen bewirken, indem sie die Rezeptoren für Zytokine und Wachstumsfaktoren
von den Zelloberfläche entfernen [Blobel, 2002]. Die membranständigen ADAMs spie-
len hierbei eine große Rolle. Insbesondere ADAM-10 und ADAM-17 modulieren eine
Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Membranrezeptoren und nehmen so
auf verschiedene zelluläre Prozesse Einfluss [Blobel, 2002]. TIMP-1 beeinflusst die Ak-
tivität von Metalloproteinasen im Gewebe und somit das Ausmaß der EZM-Proteolyse
in der zellulären Peripherie. TIMP-1 kann dadurch auf zelluläre Prozesse wie Migra-
tion, Wachstum oder Überleben einwirken [Ries, 2014]. TIMP-1 inhibiert zudem das
membranständige ADAM-10, eine Sheddase des HGF Rezeptors Met und aktiviert
so beispielsweise den hepatocyte growth factor (HGF) Signalweg [Kopitz et al., 2007;
Schelter et al., 2011a]. Die Modulation all dieser metalloproteinaseabhängigen Signal-
transduktionsprozesse wird als „indirekte“ Signalwirkung von TIMP-1 bezeichnet und
trägt zur Erklärung der Vielzahl von Funktionen von TIMP-1 bei [Ries, 2014].
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1.1.2. Rezeptorvermittelte Signalfunktionen von TIMP-1

TIMP-1 kann, zusätzlich zur oben beschriebenen antiproteolytischen Funktion, als zy-
tokinartiges Signalmolekül auf Zellen wirken [Chirco et al., 2006]. Diese Funktion von
TIMP-1 beeinflusst direkt das Verhalten und den Phänotyp von Zellen [Chirco et al.,
2006]. Eine C-terminal vermittelte, antiapoptotische Wirkung von TIMP-1 wurde im De-
tail in Brustepithelzellen untersucht [Li et al., 1999; Liu et al., 2005] und so konnte das
Tetraspanin CD63 als membranständiger Interaktionspartner von TIMP-1 identifiziert
werden [Jung et al., 2006]. Tetraspanine, wie CD63, werden anhand ihrer typischen
Struktur, bestehend aus vier Transmembrandomänen, definiert [Zöller, 2009; Hemler,
2005]. Die Funktionen von Tetraspaninen umfassen die Modulation von Zelldifferen-
zierung, -wachstum und -motilität [Maecker et al., 1997]. Einige Tetraspanine werden
nur von speziellen Zelltypen exprimiert, während andere ubiquitär vorhanden sind, wie
auch CD63 [Maecker et al., 1997]. CD63 kommt sowohl auf der Zelloberfläche als auch
in Exosomen und Lysosomen vor [Pols und Klumperman, 2009]. Auf der Zelloberflä-
che bilden Tetraspanine ein wichtiges Strukturelement für andere Membranproteine,
das sog. tetraspanin web [Rubinstein et al., 1996]. Durch die starke Assoziation von
Tetraspaninen untereinander sowie mit Interaktionspartnern bilden sich innerhalb der
Zellmembran Mikrodomänen aus [Rubinstein et al., 1996]. Mikrodomänen bieten ei-
ne Basis für ausgeprägte Wechselwirkungen zwischen Tetraspaninen, Integrinen und
anderen Interaktionspartnern und vermitteln so eine effiziente Übertragung extrazellu-
lärer Stimuli auf intrazelluläre Signalkomponenten [Hemler, 2005]. CD63 ist für die Zell-
signaltransduktion innerhalb der Mikrodomänen von besonderem Interesse, da es mit
einer Vielzahl von Proteinen interagieren kann [Pols und Klumperman, 2009]. TIMP-1
kann über seinen C-Terminus an CD63 binden und so als Signalmolekül intrazelluläre
Signalwege aktivieren, wie beispielsweise extracellular-signal regulated kinase (ERK)
[Chirco et al., 2006], focal adhesion kinase (FAK) und Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)
[Stetler-Stevenson, 2008]. CD74 wurde kürzlichst als weiterer Interaktionspartner der
C-terminalen Domäne von TIMP-1 identifiziert [Moreira et al., 2015]. Die Funktionen
der TIMP-1/CD74 Interaktion sind derzeit erheblich weniger gut charakterisiert. Morei-
ra et al. (2015) konnten jedoch bereits zeigen, dass CD74 eine Rolle in der TIMP-
1-vermittelten Chemoresistenz von Brustkrebszellen spielt und für die Internalisierung
von TIMP-1 notwendig ist. TIMP-1 kann zudem über die Interaktion mit CD74 den intra-
zellulären Akt Signalweg aktivieren [Moreira et al., 2015]. Zusammen bilden die rezep-
torvermittelten direkten und die metalloproteinaseabhängigen indirekten Signalfunktio-
nen von TIMP-1 die molekulare Grundlage für dessen pleiotrope Funktionen (Abb. 1.1).
Die Zuordnung beobachteter Effekte zur C- bzw. N-terminalen Domäne bildet daher
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häufig den ersten Schritt in der Aufklärung der zugrunde liegenden molekularen Me-
chanismen bei der Untersuchung spezifischer Funktionen von TIMP-1.

Abbildung 1.1. – Direkte und indirekte Signalfunktionen von TIMP-1. TIMP-1 kann
durch die metalloproteinaseinhibitorische Funktion in den Abbau von EZM und die Pro-
zessierung von Liganden eingreifen und so bestehende Signalwege beeinflussen. TIMP-1
wirkt dadurch als indirektes Signalmolekül. TIMP-1 kann des weiteren selbst als zytokinar-
tiges Signalmolekül an Rezeptoren wie CD63 an der Zelloberfläche binden und so direkte
Signalfunktionen ausüben. Auf diese beiden Arten kann TIMP-1 auf zelluläre Prozesse, wie
u.a. Wachstum, Apoptose und Differenzierung, Einfluss nehmen (nach [Ries, 2014]).

1.1.3. Funktionen von TIMP-1 in der Tumorprogression

Die Rolle von TIMP-1 in der Progression maligner Erkrankungen war lange Zeit kon-
trovers diskutiert: MMPs spielen bei invasiven Prozessen in Tumorprogression und Me-
tastasierung eine essentielle Rolle, so dass zunächst vermutet wurde, TIMP-1 könnte
durch seine antiproteolytische Funktion als Tumorsuppressor fungieren [Khokha und
Denhardt, 1989; Khokha und Waterhouse, 1994]. Einigen Studien unterstützten diese
Sichtweise, da sie auf eine antitumorigene und antimetastatische Funktion von TIMP-1
hindeuteten. Eine TIMP-1 Überexpression in der Leber führte beispielsweise zu einer
Reduktion der SV40 large T-Antigen-induzierten Entstehung hepatozellulärer Karzino-
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me, während eine reduzierte TIMP-1-Expression in einer schnelleren Tumorinitiation
und -progression resultierte [Martin et al., 1996]. Dies steht jedoch in Kontrast zur klini-
schen Realität, in der hohe Spiegel von TIMP-1 mit verringertem Überleben korrelieren,
beispielsweise bei Magenkarzinom [de Mingo et al., 2007], Kolorektalkarzinom [Birgis-
son et al., 2010], Lungenkrebs [Ylisirniö et al., 2000] und Pankreaskarzinom [Mroczko
et al., 2009; Poruk et al., 2013]. Auch wenn TIMP-1 in gewissen Kontexten scheinbar
tumorhemmend wirken kann, überwiegt offensichtlich die tumorfördernde Wirkung ho-
her TIMP-1 Spiegel im Patienten. Die Beobachtung, dass TIMP-1 als bekannter Breit-
spektruminhibitor der protumorigenen und prometastatischen MMPs [Edwards et al.,
2008] dennoch mit verschlechterter Prognose für Krebspatienten einhergeht, wurde als
TIMP-1 Paradoxon beschrieben [Kopitz et al., 2007] und ist bis heute Gegenstand inten-
siver Forschung. Verschiedene Mechanismen der tumorfördernden Effekte von TIMP-1
konnten inzwischen aufgeklärt werden. Die C-terminal vermittelte, direkte Signalwir-
kung von TIMP-1 kann stressassoziierte Signalwege in Tumorzellen induzieren [Schel-
ter et al., 2011b; Cui et al., 2014], sowie antiapoptotisch und überlebensfördernd wirken
[Li et al., 1999; Jung et al., 2006]. TIMP-1 wirkt als Tumorzell-Stressfaktor, der über die
Induktion von hypoxia-inducible factor 1 α (HIF1α) in Lymphomzellen deren Invasivität
steigert [Schelter et al., 2011b]. Die Induktion von HIF1α wird durch die TIMP-1/CD63
Interaktion und eine Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges vermittelt [Cui et al., 2014].
TIMP-1 löst dadurch erhöhte microRNA-210 (miR-210) Mengen in der Zelle aus und
die resultierende Repression verschiedener miR-210 Zielgene fördert Primärtumor-
wachstum und Angiogenese [Cui et al., 2014]. Die TIMP-1/CD63 Interaktion steigert
außerdem die Anoikisresistenz von Melanomzellen [Toricelli et al., 2013]. TIMP-1 kann
zudem via CD63 eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) in Tumorzellen auslö-
sen und so promigratorisch [D’Angelo et al., 2014] sowie proinvasiv [Jung et al., 2012]
wirken. Die antiproteolytischen Effekte von TIMP-1 können ebenfalls tumorfördernd wir-
ken. TIMP-1 inhibiert ADAM-10 und stabilisiert so Met auf der Zelloberfläche. TIMP-1
induziert dadurch den Hepatocyte Growth Factor (HGF) Signalweg [Kopitz et al., 2007;
Schelter et al., 2011a]. Die HGF/Met-Achse spielt eine zentrale Rolle in der Tumor-
progression, da sie promigratorisch, proinvasiv, proproliferativ und überlebensfördernd
auf Tumorzellen wirkt [Gherardi et al., 2012]. TIMP-1 löst durch die Stabilisierung von
Met einerseits eine prometastatische Veränderung der hepatischen Mikroumgebung
aus [Kopitz et al., 2007] und steigert andererseits durch die Stabilisierung von Met
auf Tumorzellen deren metastatisches Potential [Schelter et al., 2011a]. Die Inhibition
der EZM-spaltenden MMPs durch TIMP-1 kann ebenfalls zur Tumorprogression bei-
tragen, da TIMP-1 so eine Stabilisierung tumorfördernder Kollagene vermitteln kann
[Rhee et al., 2004].
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1.1.4. Funktionen von TIMP-1 in der Metastasierung

Ein Großteil der Krebspatienten verstirbt an Metastasen [Gupta und Massagué, 2006].
Die oben erwähnte deutliche Assoziation hoher TIMP-1 Spiegel mit schlechter Progno-
se weist somit auf eine metastasierungsfördernde Wirkung von TIMP-1 hin. In der Tat
zeigt sich, dass hohe TIMP-1 Mengen in Patienten mit der Anwesenheit von Metastasen
[Ree et al., 1997; McCarthy et al., 1999; Seubert et al., 2015] sowie mit dem Auftreten
von Rezidiven assoziiert sind [Talvensaari-Mattila und Turpeenniemi-Hujanen, 2005;
Kuvaja et al., 2008; Seubert et al., 2015]. Die oben erläuterten Effekte von TIMP-1 auf
das Verhalten von Tumorzellen wirken sich auch auf deren metastatisches Potential aus
[Schelter et al., 2011a; Toricelli et al., 2013]. Vielmehr als die Aggressivität der Tumor-
zellen selbst scheint jedoch deren Interaktion mit der Umgebung im sekundären Organ
den Erfolg des metastatischen Prozesses zu bestimmen [Chambers et al., 2002; Ir-
misch und Huelsken, 2013]. TIMP-1 ist ein zentraler Regulator der Gewebehomöostase
[Edwards et al., 2008] und hat dadurch großes Einflusspotential auf die Beschaffenheit
der lokalen Mikroumgebung. Studien zur Auswirkung hoher systemischer TIMP-1 Spie-
gel auf die Metastasierung zeigen, dass TIMP-1 spezifisch die Lebermetastasierung
fördert [Kopitz et al., 2007; Seubert et al., 2015]. Dies spricht nicht für einen allgemeinen
Effekt von TIMP-1 auf das metastatische Potential von Tumorzellen, sondern für gewe-
bespezifische Effekte. TIMP-1 löst tatsächlich spezifisch in der Leber, aber nicht in der
Lunge, eine prometastatische Umgebung aus [Kopitz et al., 2007; Seubert et al., 2015].
Auch klinische Daten zeigen eine Assoziation von TIMP-1 mit der Metastasierung in
die Leber [Seubert et al., 2015] sowie mit Rezidiven, die von der Leber ausgehen [Bu-
natova et al., 2012; Seubert et al., 2015]. Effekte auf hepatische Zellpopulationen, die
diese TIMP-1-induzierten Veränderungen der hepatischen Mikroumgebung und die Le-
berspezifität der TIMP-1-induzierten Metastasierung erklären können, sind bisher noch
nicht bekannt.

1.2. Mechanismen organspezifischer Metastasierung

Die spezifische Förderung der Lebermetastasierung durch TIMP-1 ist derzeitiger Ge-
genstand der Forschung. Zu den Mechanismen organspezifischer Metastasierung ist
bisher jedoch allgemein wenig bekannt. Die meisten soliden Tumore weisen eine ge-
wisse Neigung auf, bevorzugt in bestimmte Organe zu metastasieren [Fidler, 2003].
Stephen Paget formulierte bereits im Jahr 1889 die sog. Seed and Soil Hypothese, ba-
sierend auf der Beobachtung, dass Brustkrebs bevorzugt in Leber und Knochen aber
nicht in die Milz metastasiert [Paget, 1889]. Diese besagt, dass disseminierte Tumor-
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zellen (Seed) ein Organ (Soil) nur dann erfolgreich besiedeln können, wenn sie dort
passende Wachstumsbedingungen vorfinden [Paget, 1889]. Die Gegenhypothese be-
sagt, dass die Blutfließrichtung und die Anordnung von Kapillarbetten im Organismus
das Hängenbleiben von Tumorzellen bestimmen, und deren Auswachsen ein zufälli-
ger, ungerichteter Prozess ist. Letzterer Ansatz findet sicherlich im Fall von lokalen
Metastasen Anwendung. Die Interaktion von Tumorzellen mit der Mikroumgebung des
sekundären Organs scheint bei der Ausbildung distanter Metastasen hingegen von grö-
ßerer Bedeutung zu sein [Fidler, 2003]. Endothelien verschiedener Organe exprimieren
unterschiedliche Zelladhäsionsmolekülmuster, über die das Anhaften der Tumorzellen
vermittelt oder gehemmt werden kann [Brown und Ruoslahti, 2004]. Die Expression des
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) auf Tumorzellen befähigt diese beispielswei-
se zur Besiedelung von Organen, die den Liganden SDF-1 exprimieren, wie die Leber
oder das Knochenmark [Geiger und Peeper, 2009]. Die postulierte Wichtigkeit der Be-
schaffenheit des sekundären Organs wird durch diese Erkenntnisse weiter untermau-
ert. Beide eingangs erwähnten Hypothesen schließen sich jedoch auch bei der Ausbil-
dung distanter Metastasen keinesfalls aus. Blutfluss und mechanische Aspekte bestim-
men die Anzahl von Tumorzellen, die in ein Organ gelangt. Die Interaktionen zwischen
Tumorzellen und sekundärem Organ bestimmen wiederum die Wahrscheinlichkeit ei-
nes erfolgreichen Auswachsens dieser Tumorzellen [Fidler, 2003]. Bisher ist allerdings
kaum bekannt, welche molekularen und zellulären Mechanismen einer erfolgreichen
Interaktion von Tumorzellen mit der Mikroumgebung des sekundären Organs zugrunde
liegen und so den Gewebetropismus von Tumoren bestimmen.

1.2.1. Die prämetastatische Nische

Diverse Studien zu den Mechanismen organspezifischer Metastasierung haben die Hy-
pothese untersucht, dass Tumorzellen ein organspezifisches metastatisches Potential
besitzen [Kang et al., 2003; Minn et al., 2005]. Tumorzellen könnten beispielsweise ein
Repertoire an Adhäsionsmolekülen besitzen, das die Besiedlung bestimmter Organe
erlaubt [Kang et al., 2003; Minn et al., 2005]. Bei den hierbei identifizierten Faktoren, die
mit organspezifischer Metastasierung assoziiert waren, handelte es sich jedoch häu-
fig um lösliche Proteine (z.B. IL-11, CTGF [Kang et al., 2003]). Dies deutet nicht, wie
anfangs vermutet, auf adhäsionsabhängige Prozesse hin. Lösliche tumorsezernierte
Faktoren können jedoch, wie kürzlich bekannt wurde, durch Ausbildung einer sog. prä-
metastatischen Nische die Metastasierung in bestimmte Organ fördern [Kaplan et al.,
2006b, 2005]. Die vom Primärtumor sezernierten Faktoren verändern hierbei die Mi-
kroumgebung des sekundären Organs solchermaßen, dass es für die Aufnahme von
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Tumorzellen empfänglicher wird [Kaplan et al., 2005]. Die Ausbildung prämetastatischer
Nischen ist in der Bestimmung des Metastasierungsmusters dominant über die Eigen-
schaften der Tumorzellen. Vorbehandlung von Mäusen mit melanomkonditioniertem
Medium, und den darin enthaltenen tumorzellsezernierten löslichen Faktoren, eröffne-
te einer Lungenkarzinomzelllinie das vergleichsweise breite Metastasierungsspektrum
der Melanomzellen [Kaplan et al., 2005]. Das Metastasierungsspektrum von Melanom-
zellen in Mäusen wurde durch Vorbehandlung der Tiere mit Lungenkarzinomzellme-
dium hingegen stark eingeschränkt [Kaplan et al., 2005]. In der Biologie beschreibt
”Nische“ im weitesten Sinne einen Bereich, der aufgrund seiner spezifischen Eigen-
schaften für das Überleben einer bestimmten Art von Organismen förderlich ist [Whit-
taker, 1973]. Eine Nische ist, im Gegensatz zum ”Habitat“, ein funktioneller Begriff, der
die Anforderungen und Bedürfnisse einer Art beschreibt. Hieraus folgt, dass Nischen
nicht besetzt werden können, sondern durch die Interaktion dieser Organsimen mit ih-
rer Umwelt gebildet werden müssen [Whittaker, 1973]. Die Projektion auf die Prozesse
der Metastasierung legt nahe, dass die Veränderung des sekundären Organs durch
tumorsezernierte Faktoren eine Voraussetzung für das spätere, erfolgreiche Ansiedeln
der Tumorzellen ist [Kaplan et al., 2005]. Fehlen diese Nischen, können Melanomzel-
len beispielsweise nur noch in wenige Organe metastasieren [Kaplan et al., 2005]. Das
Modell der prämetastatischen Nische bietet zwei neue Konzepte für das Verständnis
der Prozesse der Metastasierung an. (I) Ein neuer zeitlicher Aspekt, da der Prozess
der Vorbereitung des sekundären Organs in die prämetastatische Phase eingeord-
net wird, d. h. vor dem Eintreffen der Tumorzellen im sekundären Organ. Die Prozesse
der Metastasierung beginnen demnach nicht sequentiell nach der lokalen Invasion ei-
nes Primärtumors, sondern parallel dazu. (II) Der funktionelle Aspekt einer rezeptiven
Mikroumgebung, die vermehrt Tumorzellen aufnimmt. Diese Mikroumgebung ist do-
minant über die intrinsischen Eigenschaften der Tumorzellen und bestimmt dadurch
deren Metastasierungsmuster [Kaplan et al., 2005]. Die Ausbildung prämetastatischer
Nischen bietet demnach Erklärungsansätze für organspezifische Metastasierungsmus-
ter, da tumorsezernierte Faktoren scheinbar auf spezifische, zukünftige Zielorgane der
Metastasierung einwirken.

1.2.2. Ausbildung einer prämetastatischen Nische

Die Ausbildung der rezeptiven Mikroumgebung im sekundären Organ wird durch sog.
Nischenfaktoren vermittelt [Peinado et al., 2011]. Bisherige Studien zur Ausbildung ei-
ner prämetastatischen Nische fokussierten sich meist auf die Lunge, so dass alle bis-
her bekannten Nischenfaktoren ursprünglich in diesem Kontext beschrieben wurden.
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Wichtige molekulare Nischenfaktoren sind u.a. die S100 Zytokine A8 und A9 (S100A8,
S100A9), Serumamyloid A3 (SAA3) [Hiratsuka et al., 2008], TGFβ und TNFα [Hiratsu-
ka et al., 2006], sowie Fibronektin, MMP-9, SDF-1 und VEGF [Kaplan et al., 2005]. Die
bisher identifizierten Zelltypen schließen aktivierte Fibroblasten sowie myeloide Zellen,
v. a. neutrophile Granulozyten, und endotheliale Vorläuferzellen aus dem Knochenmark
mit ein [Wels et al., 2008]. In einer Studie von Kaplan et al. (2005) ist gezeigt, dass die
Initiierung sog. prämetastatischer Cluster im sekundären Organ durch aktivierte Fibro-
blasten erfolgt, die in ihrer unmittelbaren Umgebung vermehrt Fibronektin ablagern.
Aktivierte Fibroblasten veranlassen einen Umbau des lokalen Stromas in der prämeta-
statischen Nische und sezernieren chemotaktische Faktoren. Dadurch tragen aktivierte
Fibroblasten zur Rekrutierung von myeloiden Zellen und endothelialen Vorläuferzellen
aus dem Knochenmark bei [Psaila et al., 2006]. Die prometastatische Modifikation der
EZM in der prämetastatischen Lunge kann nicht nur durch aktivierte Fibroblasten vor
Ort erfolgen, sondern auch durch primärtumorsezernierte Enzyme. Hypoxische Primär-
tumore bilden vermehrt Lysyloxidase (LOX), die in der prämetastatischen Lunge akku-
muliert und durch Vernetzung von Kollagenen die EZM Struktur solchermaßen verän-
dert, dass myeloide Zellen verstärkt einwandern können [Erler et al., 2009]. Nicht nur
lösliche Proteine, sondern auch primärtumorsezernierte Mikrovesikel, v. a. Exosomen,
wurden als wichtige Mediatoren der Auslösung einer prämetastatischen Nische identi-
fiziert [Peinado et al., 2012].

1.2.3. Die prämetastatische Nische in der Leber

Kürzlich wurde gezeigt, dass die metastasierungsfördernde Wirkung von TIMP-1 auf
die Leber auf der Auslösung einer hepatischen prämetastatische Nische beruht [Seu-
bert et al., 2015]. Die prämetastatische Nische in der Leber ist vergleichsweise wenig
erforscht. TIMP-1 ist der einzige bisher bekannte Faktor, der eine rezeptive Nische in
der Leber auslösen kann. Besondere Bedeutung kommt hierbei der Beobachtung zu,
dass primärtumorsezerniertes TIMP-1 ausreichend und notwendig ist, eine gesteiger-
te Suszeptibilität der Leber für Tumorzellen zu vermitteln [Seubert et al., 2015]. Die
TIMP-1-induzierte Suszeptibilität der Leber geht mit der Induktion verschiedener typi-
scher Nischenfaktoren, wie SDF-1, TGFβ, S100A8, Urokinase-Typ Plasminogen Ak-
tivator (uPA) und Fibronektin, sowie einer Infiltration durch neutrophile Granulozyten
einher [Seubert et al., 2015]. Eine der wenigen anderen Studien zur hepatischen prä-
metastatischen Nische zeigt, dass ein Kolorektalkarzinommodell, das besonders effizi-
ent in die Leber metastasiert, verglichen zum parentalen Modell verstärkt Nischenfak-
toren exprimiert [Zhang et al., 2013]. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die pul-

9



1. Einleitung

monalen Nischenfaktoren S100A8, S100A9, SAA3, MMP-9, und VEGF-A auch bei
der Metastasierung in die Leber eine Rolle spielen [Zhang et al., 2013]. Die Beteili-
gung von CXC-Motiv-Chemokinligand-1 (CXCL1) und dem zugehörigen CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor-2 (CXCR2) sowie neutrophilen Granulozyten in der Bildung einer
prämetastatischen Nische in der Leber wurde in einer dritten Studie gezeigt [Yamamoto
et al., 2008]. Kürzlich zeigten Costa-Silva et al. (2015), dass Exosomen aus pankrea-
tischen duktalen Adenokarzinomen (engl. Pancreatic Ductal Adenocarcinoma, PDAC)
spezifisch in der Leber eine prämetastatische Nische initiieren. Hierbei fusionieren ma-
crophage migration inhibitory factor (MIF)-reiche Exosomen mit Kupfferzellen, welche
daraufhin TGFβ freisetzen und so HSCs aktivieren. Die PDAC-aktivierten HSCs bil-
den Fibronektin Cluster aus und fördern dadurch die Adhäsion myeloider Zellen aus
dem Knochenmark [Costa-Silva et al., 2015]. Die Ausbildung prämetastatischer Ni-
schen kann somit auch in der Leber die organspezifische Besiedlung durch Tumor-
zellen vermitteln. Die Prozesse, die zur Ausbildung einer prämetastatischen Nische in
der Leber führen, sind bisher jedoch nicht erforscht.

1.3. Die Leber als Zielorgan der Metastasierung

Die Leber ist bei 30-70 % der Krebspatienten (abhängig von der Art des Primärtumors)
zum Zeitpunkt des Todes von Metastasen befallen und stellt somit das zweithäufigste
Zielorgan der Metastasierung dar [Pickren et al., 1982]. Lediglich Lymphknoten sind
noch häufiger von Metastasen betroffen [Pickren et al., 1982]. Metastasen in der Le-
ber sind meistens über mehrere Leberlappen verteilt, was die Resektion dann unmög-
lich macht [Gilbert et al., 1982]. Tumore mit besonders hoher Prävalenz von Leber-
metastasen sind Melanome, gastrointestinale Tumore, Brust- und Lungenkarzinome,
sowie Sarkome [Pickren et al., 1982]. Adenokarzinome, maligne Tumore entstammend
aus Drüsengewebe, machen eine Vielzahl der Krebserkrankungen in Lunge, Gastro-
intestinaltrakt und Brust aus [Riede und Schaefer, 1999]. Hess et al. (2006) zeigten
in einer umfassenden Studie mit über 4000 Patienten, dass v. a. bei gastrointestinalen
Adenokarzinomen Lebermetastasen sehr prävalent sind. Das Pankreaskarzinom zeigte
hierbei eine ungewöhnliche Selektivität, da 74 % der untersuchten Pankreaskarzinom-
patienten ausschließlich Lebermetastasen aufwiesen [Hess et al., 2006].
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1.3.1. Anatomische und hämodynamische Eigenschaften

Die Mechanismen, die die Leber als sekundäres Zielorgan so attraktiv für zirkulieren-
de Tumorzellen machen, sind bisher nicht vollständig geklärt. Die Leber besitzt ver-
schiedene spezifische Eigenschaften, welche die Ausbildung von Metastasen begüns-
tigen können. Die zentrale Position der Leber im Blutkreislauf sowie die physiologi-
schen Anpassungen des Endothels an die Funktion als Entgiftungsorgan sorgen dafür,
dass Tumorzellemboli effizient in den dortigen Kapillarsystemen arretiert werden [Vidal-
Vanaclocha, 2008]. Die Leber filtert venöses Blut aus diversen Bauch- und Verdauungs-
organen (Magen, Dünndarm, Dickdarm, Teile des Mastdarms, Bauchspeicheldrüse und
Milz). Das Kapillarbett der Leber bilden die Sinusoide, die von fenestrierten lebersi-
nusoidalen Endothelzellen sowie leberspezifischen Makrophagen, sog. Kupfferzellen,
ausgekleidet werden [Vidal-Vanaclocha, 2008]. Die für die Filterfunktion notwendige
anastomotische Anordnung vernetzter sinusoidaler Kapillaren innerhalb der Leberlobu-
li macht den Blutfluss in den Mikrokapillaren der Leber langsam und turbulent [Vidal-
Vanaclocha, 2008]. Kupfferzellen und HSCs können die Lebersinusoide auf verschie-
dene Stimuli hin verengen und den Blutfluss in der Leber dadurch weiter verlangsamen
[Vidal-Vanaclocha, 2008]. Die Leber ist somit einerseits ausgesprochen gut zugänglich
für zirkulierende Tumorzellen, andererseits unterstützt sie durch ihre Filtrationsfähigkeit
aktiv das mechanische Abfangen zirkulierender Tumorzellen [Vidal-Vanaclocha, 2008].

1.3.2. Besonderheiten der hepatischen Mikroumgebung

Zusätzlich zu den anatomischen und hämodynamischen Faktoren, die eine Anreiche-
rung von Tumorzellen in der Leber begünstigen, spielt auch die einzigartige funktionelle
hepatische Mikroumgebung eine entscheidende Rolle im Anhaften und Überleben von
Tumorzellen [Barbera-Guillem et al., 1991]. Tumorzellen treten in den Sinusoiden mit
lebersinusoidalen Endothelzellen und Kupfferzellen in Kontakt [Barbera-Guillem et al.,
1991]. Diese Zellen exprimieren eine Vielzahl von Zelladhäsionsmolekülen, um im ge-
sunden Organismus die effiziente Aufnahme sowie den Abbau von zirkulierenden Im-
munzellen, toten Zellen und Mikroorganismen vermitteln zu können [Barbera-Guillem
et al., 1991]. Dadurch bieten sie vielfältige Interaktionsflächen für das Anhaften von Tu-
morzellen in der Leber [Barbera-Guillem et al., 1991]. Die anschließende Etablierung
metastatischer Kolonien ist jedoch ein ineffizienter Prozess. Nur ein kleiner Teil der an-
kommenden Tumorzellen, beispielsweise 0.02 % intraportal injizierter Melanomzellen
[Weiss, 1994], kann erfolgreich Makrometastasen in der Leber ausbilden. Das Überle-
ben der Tumorzellen ist hierbei der limitierende Faktor und dieser Prozess wird maßgeb-
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lich durch die Tumor-Stroma Interaktion beeinflusst [Weiss, 1994]. Ein erfolgreiches Zu-
sammenspiel von Tumor- und lokalen Stromazellen ermöglicht Überleben und Wachs-
tum metastasierter Tumorzellen im sekundären Organ [Sleeman, 2012]. Die endogene
Stromazusammensetzung eines Organs sowie tumorfördernde Veränderungen der lo-
kalen Mikroumgebung sind hierfür zentrale Faktoren [Sleeman, 2012]. Verschiedene
parenchymale (v. a. Hepatozyten) sowie nicht-parenchymale Zelltypen der Leber (v. a.
Portalfibroblasten und perisinusoidal gelegene HSCs) können ein förderliches Milieu
für das Überleben und Wachsen von Tumorzellen ausbilden [Vidal-Vanaclocha, 2008].
Im Besonderen werden HSCs aufgrund ihrer speziellen biologischen Eigenschaften als
treibende Kraft in der prometastatischen Leberumgebung postuliert [Olaso et al., 1997;
Vidal-Vanaclocha, 2008].

1.4. Aktivierte Hepatic Stellate Cells (HSCs) in der

Metastasierung

1.4.1. Mechanismen der HSC Aktivierung

HSCs sind im Disse Raum lokalisiert, d. h. zwischen Hepatozyten und sinusoidalen
Endothelzellen, und machen in der normalen Leber nur 5-8 % der Zellen aus [Fried-
man, 2008]. Im ruhenden, physiologischen Zustand speichern HSCs Vitamin A und
üben eine perizytenartige Funktion aus [Friedman, 2008]. Die Aktivierung von HSCs ist
Teil einer wohldefinierten Gewebeantwort der Leber, die bei Beschädigungen ausgelöst
wird [Friedman, 2008]. Aktivierte HSCs zeichnen sich durch eine gesteigerte Prolifera-
tion und Motilität sowie massive Fibrogenese und die Produktion bioaktiver Moleküle
aus [Friedman, 2008]. Markermoleküle für aktivierte HSCs sind daher oft mit Zellmotili-
tät assoziiert, wie αsmooth muscle actin (αSMA), Desmin und Nestin. Weitere bekannte
HSC Aktivierungmarker weisen auf den fibrogenen Phänotyp der Zellen hin und hän-
gen mit der Fähigkeit zum Auf- bzw. Umbau von EZM zusammen, wie z. B. Kollagen
Typ 1a1 (engl. Collagen 1a1 (Col1a1)) und verschiedene MMPs sowie auch TIMP-1
[Friedman, 2008]. Die Initiierung der HSC Aktivierung erfolgt über parakrine Stimuli,
meist aus Kupfferzellen, beschädigten Hepatozyten [Reeves und Friedman, 2002] oder
über tumorzellsezernierte Faktoren [Olaso et al., 1997; Kang et al., 2011]. Die wichtigs-
ten bisher bekannten HSC-aktivierenden Faktoren sind Platelet-derived Growth Factor
(PDGF) und TGFβ [Friedman, 2008], jedoch wirken auch oxidativer Stress [Friedman,
2000] und inflammatorische Mediatoren, wie TNFα [Lee et al., 1995], aktivierend. Nach
der Initiierung der Aktivierung wirken parakrine sowie autokrine Signale zusammen, um
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den aktivierten Zustand von HSCs aufrecht zu erhalten. HSCs stimulieren hierbei die ei-
gene Aktivierung über autokrine Schleifen, u.a. über TGFβ [Cui et al., 2003], während
Kupffer-Zellen und eingewanderte Immunzellen anhaltende parakrine Signale liefern
[Lee und Friedman, 2011]. Aktivierte HSCs wirken stark auf die hepatische Mikroum-
gebung ein, da sie exzessiv EZM aufbauen und bioaktive Moleküle wie Wachstums-
faktoren und Zytokine produzieren können (Abb.1.2, [Reeves und Friedman, 2002]).
Welche Mechanismen zur Deaktivierung von HSCs führen ist kaum bekannt. Man geht
davon aus, dass ein Teil der aktivierten HSCs zurück in den ruhenden Phänotyp diffe-
renzieren kann, während der Großteil apoptotisch wird [Friedman, 2008].

Abbildung 1.2. – Aktivierung von HSCs. Parakrine Stimuli initiieren die Aktivierung von
HSCs und lösen die Transdifferenzierung der ruhenden, Vitamin A-reichen Zellen zu einem
myofibroblastenartigen, bioaktiven Phänotyp aus. Hauptmerkmale des veränderten Phä-
notyps sind eine gesteigerte Proliferation, Kontraktilität, Chemotaxis und Fibrogenese, in
Kombination mit einer gesteigerten Fähigkeit zur Umsetzung von EZM. Dies ist gekenn-
zeichnet durch die Expression von MMPs und TIMP-1 sowie bioaktiver Faktoren. Die re-
sultierende Beeinflussung der Mikroumgebung durch aktivierte HSCs trägt durch autokrine
Stimulationsschleifen zur Erhaltung des aktivierten HSC Phänotyps bei und treibt zudem
verschiedene Erkrankungen voran (nach Friedman, 2000).
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1.4.2. Prometastatische Funktionen von HSCs

Aktivierte HSCs können aufgrund ihrer oben beschriebenen biologischen Eigenschaf-
ten diverse tumorfördernde Funktionen einnehmen. HSCs in vitro fördern über lösliche
Faktoren die Invasivität und das Wachstum von Cholangiokarzinomzellen [Okabe et al.,
2009], hepatozellulären Karzinomzellen [Amann et al., 2009] und Kolorektalkarzinom-
zellen [Shimizu et al., 2000]. Koimplantation von HSCs mit Tumorzellen steigert Tumor-
wachstum und Angiogenese in vivo [Shimizu et al., 2000; Amann et al., 2009; Okabe
et al., 2011]. Verschiedene klinische Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen
HSC Aktivierung mit der Rückfall- sowie Sterbewahrscheinlichkeit bei Patienten mit he-
patozellulärem Karzinom [Ju et al., 2009] sowie mit einer ungünstigeren Prognose für
Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom [Okabe et al., 2009]. Erkrankun-
gen, die durch exzessive HSC Aktivierung gekennzeichnet sind, wie Fibrose und Zir-
rhose, stellen bekannte Risikofaktoren für die Entwicklung hepatozellulärer Karzinome
dar [Bataller und Brenner, 2005; De Minicis et al., 2011]. HSCs nehmen in der me-
tastasierungsfördernden Interaktion mit Tumorzellen vier Hauptfunktionen ein: (i) Ver-
sorgung von Tumorzellen mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen (ii) Ausbildung eines
reaktiven Tumorstromas (iii) Förderung der Angiogenese und (iv) Unterdrückung der
antitumoralen Immunantwort [Kang et al., 2011]. HSCs können nicht nur während des
Auswachsens metastatischer Kolonien in der Leber, sondern auch in der frühen, avas-
kulären Phase maßgeblich zu Tumorzellinvasion und -wachstum beitragen [Van den
Eynden et al., 2013]. Die von HSCs produzierten EZM Moleküle, wie z.B. Fibronek-
tin, bilden das Stroma etablierter metastatischer Kolonien und können zudem bereits
das Anhaften sowie das Integrin-signalling-vermittelte Überleben zirkulierender Tumor-
zellen fördern [Ruoslahti, 1999]. Eine Unterdrückung der antitumoralen Immunantwort
durch HSCs kann gerade bei der Ankunft der Tumorzellen im Organ eine große Rolle
spielen [Van den Eynden et al., 2013]. Aufgrund der zentralen Rolle von HSCs in der
Ausbildung einer tumorfördernden Mikroumgebung in der Leber wurde vermutet, dass
HSCs effektiv zur Ausbildung prämetastatischer Nischen in der Leber beitragen können
[Wels et al., 2008]. Wenige Studien haben sich bisher damit befasst, untermauerten je-
doch die Hypothese. Tumoraktivierte HSCs können demnach durch die Sezernierung
von VEGF-A eine proangiogene Funktion in der hepatischen prämetastatischen Ni-
sche einnehmen [Olaso et al., 2003]. HSCs spielen, wie zuvor erwähnt, eine wichtige
Rolle in der exosomeninduzierten prämetastatischen Nische in der Leber bei PDAC,
indem sie zur Ausbildung von Fibronektin-Clustern beitragen [Costa-Silva et al., 2015].
HSCs sind außerdem eine leberspezifische Zellpopulation [Friedman, 2008] und könn-
ten somit wichtig für organspezifische metastasierungsfördernde Mechanismen sein.
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Die Rolle von HSCs in der prämetastatischen Nische in der Leber ist jedoch, über die
wenigen oben erwähnten Studien hinaus, bisher kaum unbekannt.

1.5. Pankreaskarzinom

1.5.1. Prognose und Metastasierung des Pankreaskarzinoms

Die Hauptmerkmale des PDAC sind eine überaus schlechte Prognose, und eine frü-
he, effiziente Metastasierung [Tamburrino et al., 2014], v. a. in die Leber [Hess et al.,
2006]. Die Inzidenz des PDAC deckt sich nahezu vollständig mit der Mortalität und das
mittlere Fünf-Jahres-Überleben liegt bei unter 6 %. PDAC ist dadurch beispielsweise
die vierthäufigste Krebstodesursache in den USA [Hartley et al., 2015]. Die aktuell ver-
fügbaren chemotherapeutischen Behandlungsoptionen sind jedoch enttäuschend und
verlängern das mittlere Überleben im Bereich von Wochen bis Monaten [Hartley et al.,
2015]. Einzig die Weiterentwicklung chirurgischer Prozesse bei der Tumorentfernung
erreichte eine effektive Verbesserung der Überlebensraten [Chang et al., 2008]. Bei 80
% der Patienten ist die Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose bereits metastasiert
und daher inoperabel [Tamburrino et al., 2014]. Die Ursachen hierfür liegen zum einen
in der späten Diagnose, denn die Erkrankung verläuft lange Zeit asymptomatisch und
das Pankreas liegt tief im Retroperitonealraum [Hartley et al., 2015]. Zum anderen weist
das PDAC eine extrem hohe metastatische Effizienz auf [Tamburrino et al., 2014]. Das
häufigste und oftmals einzige Zielorgan von Pankreaskarzinommetastasen ist die Le-
ber: Über 70 % der Patienten weisen post mortem einzig in der Leber Metastasen auf
(Abb.1.3, [Hess et al., 2006]). Die Mechanismen, die dieser metastatischen Effizienz
sowie Selektivität für die Leber zugrunde liegen sind bisher nicht geklärt und derzeit
Gegenstand intensiver Forschung.

1.5.2. Entstehung des Pankreaskarzinoms

Das Pankreas ist ein Drüsenorgan und Teil des Verdauungstraktes. Es besteht aus
einem endokrinen Kompartiment, das Hormone wie Insulin, Glukagon und Somatosta-
tin sezerniert, sowie aus einem exokrinen Kompartiment, das eine wichtige Rolle in
der Verdauung von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen einnimmt [Lüllmann-Rauch,
2006]. Der exokrine Teil des Pankreas macht dabei nahezu 90 % der Gesamtmasse
aus und enthält zwei Hauptzellpopulationen: Azinuszellen, welche die Verdauungssäfte
produzieren, und Duktzellen, welche die anatomische Struktur für die Ableitung dieser
Verdauungssäfte in den Verdauungstrakt bilden [Lüllmann-Rauch, 2006]. Duktzellen
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Abbildung 1.3. – Prävalenz von Lebermetastasen bei Pankreaskarzinom. Abgebildet
ist die relative Häufigkeit von post mortem festgestellten Metastasen in Pankreaskarzinom-
patienten (nach [Hess et al., 2006]).

gelten nach derzeitigem Kenntnisstand als zellulärer Ursprung des PDAC. Zwar sind
verschiedene Arten maligner Erkrankungen des Pankreas bekannt, PDAC ist jedoch
die bei weitem häufigste Form und macht etwa 95 % der diagnostizierten Tumore aus
[Hansel et al., 2003]. In der Entstehung des PDAC sind drei Arten von Vorläuferläsionen
beschrieben: Muzinös-cystische Neoplasien, intraduktal-papilläre muzinöse Neoplasi-
en und pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN) [Hruban et al., 2004]. PanINs
sind die häufigsten, nicht-invasiven Vorläuferläsionen des PDAC und verlaufen über
verschiedene Vorstufen von PanIN1A bis PanIN3 (Abb.1.4). Die Inzidenz von PanINs
steigt mit dem Alter sowie nach dem Auftreten einer Chronischen Pankreatitis (CP),
die daher als entzündliche Vorstufe des Pankreaskarzinoms angesehen wird [Hruban
et al., 2004].

1.5.3. Murine Modellsysteme des Pankreaskarzinoms

Aussagekräftige in vivo Modelle sind von essentieller Bedeutung für die Onkologie, um
die heterogenen, dynamischen sowie systemischen Prozesse abbilden zu können, die
das Fortschreiten einer Krebserkrankung bestimmen [Olive und Tuveson, 2006]. Die
C57BL/6J-Pdx1-Cre-Kras+/LSL−G12DTrp53+/LSL−R172H (KPC)-Maus ist ein häufig ver-
wendetes, funktionell genetisches Modell zur Erforschung des PDAC [Olive und Tuve-
son, 2006]. Das KPC Modell basiert auf der konditionellen Expression der konstitutiv
aktivierten G12D-Mutante des Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (Kras) On-
kogens sowie der inaktivierten R172H-Mutante des Tumorsuppressors transformation-
related protein (Trp)53 unter Kontrolle des jeweils endogenen Promotors [Hingorani
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Abbildung 1.4. – PanIN-basiertes Progressionsmodell des PDAC (aus Chang et al.,
2008).

et al., 2005]. Die Aktivierung der mutierten Allele erfolgt durch die Cre Rekombinase-
vermittelte Entfernung eines loxP-stop-loxP Allels. Die Expression der Cre Rekombina-
se findet unter der Kontrolle des pancreatic and duodenal homeobox 1 (Pdx-1) Promo-
tors statt. Pdx-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der während der Entwicklung von Pankreas
und Darmrohr aktiv ist; die Rekombination und somit Aktivierung der mutierten Allele
sind dadurch auf diese Organe beschränkt [Hingorani et al., 2005]. Der Krankheitsver-
lauf im murinen KPC Modell gleicht in vielerlei Hinsicht der Progression des humanen
PDAC. Die Tiere entwickeln im Anschluss an eine chronische Pankreatitis prämaligne
Läsionen, die den humanen PanIN Stadien stark ähneln. Nach 12-14 Wochen kommt
es zu invasivem PDAC, das im Alter von 16-20 Wochen beginnt, zu metastasieren [Hin-
gorani et al., 2005]. Die Tumore zeigen eine ähnlich moderat differenzierte Histopatho-
logie mit extensiver Desmoplasie und metastasieren vorwiegend in Leber und Lunge
[Hingorani et al., 2005].

1.5.4. TIMP-1 im Pankreaskarzinom

Die Plasmalevel von TIMP-1 sind in Pankreaskarzinompatienten erhöht [Mroczko et al.,
2009; Joergensen et al., 2010; Pan et al., 2011; Poruk et al., 2013] und von progno-
stischem Wert (Abb.1.5, [Mroczko et al., 2009; Poruk et al., 2013]). Es gibt wenige
funktionelle Untersuchungen zu den Effekten von TIMP-1 auf Pankreaskarzinomzellen
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und deren Ergebnisse sind teils widersprüchlich. Eine Studie zeigte, dass die Überex-
pression von TIMP-1 in Pankreaskarzinomzellen zur Reduktion von Tumorwachstum,
Metastasierung und Angiogenese führte [Bloomston et al., 2002]. Dieselbe Gruppe
berichtete allerdings im Jahr 2005, dass im identischen experimentellen Aufbau ein
Knock-down von TIMP-1 denselben Effekt zeigte wie die Überexpression [Bloomston
et al., 2005]. Eine neuere Studie zeigte, dass es Effekte von TIMP-1 auf das Wachstum
von Pankreaskarzinomzellen gibt, die jedoch abhängig waren von der Anwesenheit ei-
ner K-Ras (G12D) Mutation [Botta et al., 2013]. Diese wenig prominenten Effekte von
TIMP-1 auf Pankreaskarzinomzellen stehen in Einklang mit dem Umstand, dass auch
zwischen klinikopathologischen Eigenschaften von Pankreastumoren, wie Tumorgrad,
und TIMP-1 kein Zusammenhang zu bestehen scheint [Gress et al., 1995].

Abbildung 1.5. – TIMP-1 Plasmalevel und Überleben bei PDAC. Plasmaspiegel über
203 ng/ml sind mit einer verringerten Überlebenswahrscheinlichkeit von PDAC Patienten
assoziiert (aus Mroczko et al., 2009).

Mit Blick auf die hohe Prävalenz von Lebermetastasen bei Pankreaskarzinom [Hess
et al., 2006] und deren fatalen Einfluss auf das Überleben der Patienten, ist jedoch ge-
rade die leberspezifische metastasierungsfördernde Funktion von TIMP-1 [Kopitz et al.,
2007; Seubert et al., 2015] von großem Interesse, wurde aber bisher nicht untersucht.
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1.6. Ziel dieser Arbeit

TIMP-1 kann die Metastasierung in die Leber durch die Ausbildung einer prämetasta-
tischen Nische begünstigen und spielt als negativ prognostischer Marker bei PDAC
möglicherweise eine Rolle in der Progression dieser Erkrankung. In dieser Arbeit soll-
te zunächst untersucht werden, ob es klinische oder präklinische Hinweise auf eine
funktionelle Rolle von TIMP-1 in der frühen und effizienten Lebermetastasierung des
PDAC gibt. Die pankreatischen und systemischen TIMP-1 Mengen im Plasma sollten
während der Entwicklung der Erkrankung in KPC Mäusen ermittelt und korreliert wer-
den. Diese Untersuchung sollte zeigen, ob und wann die systemischen TIMP-1 Spie-
gel bei PDAC ansteigen und ob Veränderungen der systemischen TIMP-1 Spiegel auf
das erkrankte Pankreas zurückgeführt werden können. Die TIMP-1 Expression im prä-
malignen Pankreas sollte mittels IHC in Gewebeproben von humanen Patienten mit
PanIN Läsionen untersucht werden. Zur Klärung eines funktionellen Zusammenhangs
von TIMP-1 mit der Progression des PDAC sollte die Assoziation der TIMP-1 Expres-
sion mit klinikopathologischen Parametern getestet werden. Einen wichtigen Teilaspekt
dieser Arbeit sollte zudem die Klärung molekularer und zellulärer Mechanismen der
TIMP-1-induzierten Ausbildung einer prämetastatischen Nische in der Leber bilden.
Aktivierte HSCs lagen hierbei im besonderen Fokus, da sie eine leberspezifische Zell-
population mit hohem Einflusspotential auf die Ausbildung einer pathologischen Mi-
kroumgebung sind. Es sollte untersucht werden, ob es zur Aktivierung von HSCs in
der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische kommt und ob TIMP-1 selbst, oder
nur in Wechselwirkung mit anderen Faktoren aus dem Tumor, HSCs aktivieren kann.
Zur detaillierten Untersuchung der Effekte von TIMP-1 auf HSCs sollten die Zellen aus
Mäusen mit hohen TIMP-1 Spiegeln isoliert und charakterisiert werden. Der direkte
Einfluss erhöhter TIMP-1 Mengen auf Aktivierungsmerkmale von HSCs sollte mit Hil-
fe der immortalisierten HSC Zelllinie LX2 sowie primären HSCs aus PDAC Patienten
in vitro untersucht werden. Der TIMP-1-induzierte Phänotyp von HSCs sollte hierbei
bzgl. der Expression von Aktivierungsmarkern sowie möglichen funktionellen Verände-
rungen (Zellwachstum, Motilität, Genexpression) beschrieben werden. Aktivierte HSCs
exprimieren selbst hohe Mengen von TIMP-1. Daher sollte geklärt werden, welche
Funktion TIMP-1 als autokriner Faktor in der HSC Aktivierung einnimmt. Zur Aufklä-
rung des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus sollte getestet werden, ob die
beobachteten Effekte der proteaseinhibitorischen bzw. der Signaldomäne von TIMP-1
zugeordnet werden können. Intrazelluläre Signalwege und die Rolle des zugehörigen
Interaktionspartners CD63 sollten hierbei ebenfalls untersucht werden. Darüber hinaus
sollte getestet werden, ob Effekte von TIMP-1 auf HSCs im Zusammenhang mit der
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TIMP-1-induzierten Lebermetastasierung von Pankreaskarzinomzellen stehen. Die Un-
tersuchung der Rolle von TIMP-1 in der Lebermetastasierung des Pankreaskarzinoms
und die Identifizierung zugrunde liegender Mechanismen sollte einen Beitrag zum Er-
kennen möglicher molekularer und zellulärer Ursachen für die Fatalität dieser Erkran-
kung leisten. Über den Kontext des Pankreaskarzinoms hinaus sollten die gewonnenen
Erkenntnisse das Verständnis der TIMP-1-induzierten Ausbildung einer rezeptiven, prä-
metastatischen Nische verbessern.
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tab. 2.1 zusammen-
gefasst.

Chemikalie Hersteller, Firmensitz, Land

Absolve NEN Life Science Products, Zaventem, Belgien
Agar (Bacto) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Agarose peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Azeton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Desoxyadenosintriphosphat (dATP) Thermo Fisher, Waltham, USA
Desoxycytosintriphosphat (dCTP) Thermo Fisher, Waltham, USA
Desoxyguanintriphosphat (dGTP) Thermo Fisher, Waltham, USA
Desoxythymintriphoshat (dTTP) Thermo Fisher, Waltham, USA
Dimethylformamid Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Essigsäure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethanol 98 % (EtOH abs.) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethanol 70 % (EtOH 70 %) Apotheke des Klinikums Rechts der Isar
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid (EtBr) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Formalin 40 % (w/v) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Glutaraldehyd, 50 % AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Glyzerin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Glycin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Hefeextrakt (Bacto) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Incidin R© perfekt Ecolab, Wien, Österreich
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaiser’s Glyzeringelatine Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Methanol (MeOH) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
(TEMED)
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Natrium-Deoxycholat Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natronlauge (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Nonidet R©P40 (NP-40) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Nukleasefreies Wasser Qiagen, Hilden, Deutschland
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Polyacrylsäure (PAA) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Polybren (Hexadimethrinbromid) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Ponceau S-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Roticlear R© Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Salzsäure (HCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Saures Hämalaun nach Meyer Apotheke des Klinikums Rechts der Isar
Schwefelsäure (H2SO4) 94-97 % (v/v) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
(Tris) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Triton X-100 Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Trizol R©-Reagenz Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Trypton (Bacto) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Tween20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Wasserstoffperoxid (H2O2) 37 % (v/v) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
X-Gal (5-Brom-4-Chlor- Thermo Fisher, Waltham, USA
3-indoxyl-β-D-galactopyranosid)

Tabelle 2.1. – Verwendete Chemikalien
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien

In Tab. 2.2 sind alle im Labor verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgeführt.

Gegenstand
Hersteller, Firmensitz, Land

Alufolie Fora, Radolfzell, Deutschland
Entsorgungsbeutel TPP Plastic Products, Trasadingen, Schweiz
Parafilm M Pechiney, Düsseldorf, Deutschland
Holzspatel MedPlus Medizintechnik, Dresden, Deutsch-

land
Aerogard Tips (1-40 µl) Alpha Laboratories, Hampshire, England
Aerogard Tips (1-250 µl) Alpha Laboratories, Hampshire, England
Multigard Barrier Tips (100-1000 µl) Sorenson Bioscience, Salt Lake City, USA
Ungestopfte Pipettenspitzen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Multipettenaufsätze Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50
ml)

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland

2 ml Injektionsspritzen Braun, Melsungen, Deutschland
Kanülen Sterican (20x0,4mm) Braun, Melsungen, Deutschland
Skalpell Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan
Kryomolds (25x20x5mm) Sakura Finetek, Heppenheim, Deutschland
Mikrotommesser S35 Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan
SuperFrost R© Plus Objektträger Menzel, Braunschweig, Deutschland
Deckgläser (10x40mm) Menzel , Braunschweig, Deutschland
0,2 ml PCR-Tubes Eppendorf,Wesseling-Berzdorf, Deutschland
1,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
2 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
2 ml Kryotubes TPP – Techno Plastic Products,Trasadingen,

Schweiz
2,5 ml Kryostube mit Silikondichtung nerbe plus, Winsen an der Luhe, Deutschland
Organgefäße Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
MicroAmp Optical 96-well Plates Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
96-well Plate Verschlussfolie Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
96-well Platten PerkinElmer LAS, Rodgau-Jügesheim,

Deutschland
24-well Platten TPP Plastic Products,Trasadingen, Schweiz
6-well Platten TPP Plastic Products,Trasadingen, Schweiz
6 cm, 10 cm, 15 cm Petrischalen TPP Plastic Products,Trasadingen, Schweiz
Sterilfilter Stericups Millipore, Eschweiler, Deutschland
Nitrozellulose-Membran Amersham Biosciences, Piscataway, USA
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Paraffineinbettkassette Medite, Burgdorf, Deutschland
Tissue Tek Sakura Finetek, Heppenheim, Deutschland
Zirconiumsilicatkügelchen Biospec Products Inc., Bartlesville, USA
Gazin Mullkompresse Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Deutschland

Tabelle 2.2. – Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.1.3. Geräte

Tab.2.3 zeigt alle verwendeten Labor- und optischen Geräte.

Gerät Hersteller, Firmesitz, Land

Neubauer Zählkammer Assistent, Sondheim, Deutschland
Scientific CO2 Water Jacketed Incuba-
tor Thermo Quest, Egelsbach, Deutschland
Blottinggerät Trans-Blot R© SD Semi-
Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland
Gelgießvorrichtung mit Zubehör Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland
Vertikale Elektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland
Zentrifuge J2-HS Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Zentrifuge Heraeus Megafuge2.0 Thermo Fisher Scientific Inc., Ulm, Deutschland
Sterilbank Hera Safe Heraeus Sepatech, Düsseldorf, Deutschland
Paraffin Embedding System Dispen-
ser Unit TBS88 Medite, Burgdorf, Deutschland
Kryostat-Mikrotom HM500 OM Microm International, Walldorf, Deutschland
Paraffin-Mikrotom HM355 Microm International, Walldorf, Deutschland
Paraffin-Streckbad TFB35 Medite, Burgdorf, Deutschland
Minibeadbeater Biospec Products Inc., Bartlesville, USA
TaqMan ABI PRISM 7900HT Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
PCR Cycler Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
ImmunoWash Model 1575 Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland
Rotlichtlampe R95E Philips, Hamburg, Deutschland
Spectrophotometer DU R© 640 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Wallac Victor2 1420 PerkinElmer, Rodgau, Deutschland
Auflichtmikroskop SZX9 Olympus Deutschland, Hamburg, Deutschland
Durchlichtmikroskop DRMB Leica AG, Solms, Deutschland
Zellkulturmikroskop Zeiss Axiovert 25 Carl Zeiss, Hallbergmoos, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop Axiovert135 Carl Zeiss , Hallbergmoos, Deutschland
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Coolpix 4500 Digital Camera Nikon, Düsseldorf, Deutschland
Kodak Image Station 440 CF Kodak, Stuttgart, Deutschland

Tabelle 2.3. – Verwendete Geräte

2.1.4. Software

Verwendete Software für Datenaquisition und -auswertung ist in Tab. 2.4 aufgeführt.

Software, Version Hersteller

AxioVision 4.5 Carl Zeiss, Hallbergmoos, Deutschland
Kodak 1D 3.5 Image Software Kodak, Stuttgart, Deutschland
Microsoft Office 2003 Microsoft, Unterschleißheim, Deutschland
SDS2.2 Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
StepOne Software Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
ImageJ National Institutes of Health, USA

Tabelle 2.4. – Verwendete Software

2.1.5. Lösungen und Puffer

Alle Lösungen und Puffer wurden mit H2O bidest. angesetzt und Stammlösungen ggf.
mit H2O bidest. weiter verdünnt. Im Folgenden sind Standardlösungen und Puffer gelis-
tet, die bei verschiedenen Methoden eingesetzt wurden. Spezielle Lösungen und Puffer
sind bei der zugehörigen Methode aufgeführt.

10x PBS 1,35 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4 und 14 mM K2HPO4

PBS-T 0,2 % (v/v) Tween20 in 1xPBS
10x TBS 0,5 M Tris und 1,5 M NaCl, pH 7,6 mit HCl
TBS-T 0,1 % (v/v) Tween20 in 1xTBS
TE Puffer 10 mM Tris und 1 mM EDTA, pH 7,5
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2.1.6. Antikörper

Tab. 2.5 zeigt alle für diese Arbeit verwendeten Antikörper und die zugehörigen Be-
zugsquellen sowie Bestellnummern.

Anwendung Antigen Bezugsquelle Bestellnummer/Referenz

IHC
primär Desmin SCBT sc-7559

αSMA abcam ab5694
TIMP-1 Gillian Murphy [Hembry et al., 1985]
GFP Fitzgerald 70R-GG001

sekundär Ziegen-IgG R&D (Kit) CTS008
(biotinyliert) Kaninchen-IgG R&D (Kit) CTS005

Schaf-IgG Dako E0466
Kaninchen-IgG Dako E0432

Western Blot
primär p110α CST #4249

p110β CST #3011
p110γ CST #5405
P-p85 CST #4228
ERK1/2 CST #9102
P-ERK1/2 CST #4376
αTubulin Millipore CP06

sekundär Kaninchen-IgG CST #7074
(HRP-konjugiert) Maus-IgG CST #7076

Tabelle 2.5. – Verwendete Antikörper

2.1.7. Verwendete Kits

Tab. 2.6 zeigt alle für diese Arbeit verwendeten Kits und die zugehörigen Bezugsquel-
len.

Kit Hersteller, Firmensitz, Land

High-Capacity RT Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
RNeasy Midi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Pierce R© BCA Proteine Assay Thermo Fisher, Ulm, Deutschland
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Clarity Chemiluminescence Kit BioRad, München, Deutschland
Rabbit AEC Cell& tissue staining Kit R&D, Wiesbaden, Deutschland
Goat AEC Cell&tissue staining Kit R&D, Wiesbaden, Deutschland
DAB Substrat Dako, Hamburg, Deutschland
AEC Substrat Dako, Hamburg, Deutschland
DuoSet human TIMP-1 ELISA Kit R&D, Wiesbaden, Deutschland
OptiEIA TMB Substrat Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 2.6. – Verwendete Kits

2.2. Patientenproben

2.2.1. Verwendete Gewebe

Formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben von Pankreaskarzinompatien-
ten wurden von Prof. Irene Esposito (Institut für allgemeine Pathologie und pathologi-
sche Anatomie, Klinikum rechts der Isar (München, Deutschland)) für immunhistoche-
mische Untersuchungen zur Verfügung gestellt. Die Proben stammten von 13 Patienten
mit PanIN Vorläuferläsionen sowie 74 Patienten mit invasivem, histologisch bestätigtem
PDAC. Plasmaproben von 25 Patienten mit histologisch bestätigtem Pankreaskarzinom
wurden während dieser Arbeit in Kollaboration mit Prof. Martignoni (Chirurgische Klinik
des Klinikums rechts der Isar, München, Deutschland) gesammelt. Alle Patienten waren
über die Eingriffe informiert und haben schriftliche Einwilligungserklärungen unterzeich-
net, die am Institut für allgemeine Pathologie und pathologische Anatomie bzw. an der
Chirurgischen Klinik des Klinikum rechts der Isar (München, Deutschland) hinterlegt
sind. Die Verwendung von humanem Material für die durchgeführten Analysen wur-
de durch das lokale Ethikkomitee der Technischen Universität München (Deutschland)
genehmigt (Ethikvotum #1946/07).

2.2.2. Klinische Daten

Das Ausmaß der Erkrankung eines PDAC Patienten wird derzeit anhand von zwei kli-
nikopathologischen Parametern ermittelt, (i) dem tumor node metastasis (TNM)-Status
als Maß für die Ausbreitung der Erkrankung [Sobin et al., 2011] und (ii) dem Tumorgrad
als Maß für die Dedifferenzierung des Tumors [Wasif et al., 2010].
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Der NM-Status beschreibt die Ausbreitung in sekundäre Organe, wobei N für Lymph-
knoten (engl. node) steht und M für distante Metastasen. Daraus ergibt sich der NM
Status: Nx/Mx, kann nicht festgestellt werden; N0/M0, kein Befall der Lymphknoten und
keine Fernmetastasen; N1/M0, Befall der Lymphknoten, aber keine Fernmetastasen;
N1/M1, Befall der Lymphknoten und Fernmetastasen (inoperabel) [Wasif et al., 2010].
Die zu den Plasmaproben gehörigen klinischen Daten zum NM-Status der Patienten
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Olga Prokopchuk und Herrn Oleksii Prokopchuk
(Chirurgische Klinik des Klinikums rechts der Isar, München, Deutschland) gesammelt.

Die Dedifferenzierung eines Tumors beschreibt die morphologische und funktionelle
Abweichung der Tumorzellen von den normalen Zellen desselben Gewebes; der histo-
logische Grad bei PDAC wird anhand der Anteils drüsenartig differenzierten Gewebes
am Tumor bestimmt: Bestehen >95 % des Tumors aus Drüsen gilt er als gut differenziert
(Grad 1), bei 50 %–95 % Drüsenanteil als mäßig differenziert (Grad 2) und mit <50 %
Drüsengewebeanteil als wenig differenziert (Grad 3). Der Tumorgrad der Gewebepro-
ben für immunhistochemische Untersuchungen wurde von Prof. Irene Esposito (Institut
für allgemeine Pathologie und pathologische Anatomie, Klinikum rechts der Isar (Mün-
chen, Deutschland) bestimmt.

2.3. Tierexperimentelle Methoden

Ein Hauptteil dieser Arbeit umfasste die Untersuchung des Einflusses hoher TIMP-1
Spiegel auf die Aktivierung von HSCs und des Einflusses TIMP-1-aktivierter HSCs auf
die Metastasierung in verschiedenen Mausmodellen. Die Inokulation von Tumorzellen
(i.v. sowie s.c) und die Inokulation von Adenoviren (i.v.) wurde stets von Prof. Achim
Krüger (Institut für Experimentelle Onkologie und Molekulare Immunologie, Klinikum
rechts der Isar, München, Deutschland) durchgeführt.

2.3.1. Verwendete Versuchstiere

Die Haltung und Pflege der Mäuse erfolgte unter Standardbedingungen im specifized
pathogen free (SPF)-Tierstall des Zentrums für Präklinische Forschung (ZPF) des Kli-
nikums Rechts der Isar durch ausgebildete Versuchstierpfleger.
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Versuchsmäuse von kommerziellen Anbietern

Weibliche DBA/2 bzw. C57BL/6J Mäuse im Alter von 6-8 Wochen wurden von Charles
River, Sulzfeld, Deutschland bezogen. Die Tiere wurden vor Beginn der Experimente
für eine Woche an die neuen Haltungsbedingungen gewöhnt. Die Verteilung der Tiere
auf experimentelle Gruppen erfolgte stets zufällig.

Mäuse aus eigener Zucht

Folgende Linien wurden für diese Arbeit am Zentrum für Präklinische Forschung des
Klinikums rechts der Isar (München) gezüchtet:

• CD63ko: Diese Linie weist eine Nullmutation im CD63 Gen auf, da Exon 2 durch
eine Neomycin-Kassette ersetzt wurde [Schröder et al., 2009]. Als Kontrollen
dienten Littermates mit intakten CD63 Wildtyp Allelen (CD63wt). Die Versuchstie-
re waren 8-11 Wochen alt. Es wurden männliche und weibliche Mäuse verwendet.

• KPC: Diese Linie weist eine aktivierende G12D Punktmutation im Onkogen Kirs-
ten rat sarcoma viral oncogene homolog (Kras) sowie eine inaktivierende R172H
Punktmutation im Tumorsuppressorgen transformation-related protein 53 (Trp53)
auf. Beide Gene werden konditionell durch Cre Rekombinase unter der Kontrol-
le des pankreasspezifischen Promotors pancreatic and duodenal homeobox 1
(Pdx1) im Pankreas exprimiert und führen dort zur spontanen Ausbildung von
Karzinomen. Die LSL-Konstrukte liegen jeweils upstream von Exon 1 im natür-
lichen murinen Kras locus (Chromosom 6) bzw. im natürlichen murinen Trp53
locus (Chromosom 11). Die Lokalisation des Pdx-1-Cre Konstrukts im Genom ist
zufällig [Hingorani et al., 2005]. Es wurden männliche und weibliche KPC Tiere im
Alter von 5-6, 8-10 oder 12-14 Wochen verwendet. Gesunde Littermates dienten
als Kontrollen.

• KPCxTIMP-1ko: Diese Linie wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Einkreuzen
der KPC Linie in TIMP-1 knock-out Mäuse (B6.129S4-Timp1tm1Pds/J, [Soloway
et al., 1996], bezogen von Jackson Laboratories, Maine, USA) generiert. Es wur-
den männliche und weibliche KPCxTIMP-1ko im Alter von 12-14 Wochen verwen-
det.

Alle Linien wurden im C57BL/6J Stammhintergrund [Dietrich et al., 1996] generiert bzw.
waren vor Erhalt der Tiere für diese Arbeit in diesen rückgekreuzt worden [Hingorani
et al., 2005; Schröder et al., 2009] und sind daher syngen zu den verwendeten 9801-
eGFP Zellen (siehe 2.6.1, Seite 41).
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2.3.2. Adenovirale Transduktion von Mäusen

Rekombinante Adenoviren sind ein gut etabliertes Vehikel für den Transfer von Nuklein-
säuren in Säugerzellen im lebenden Organismus und daher auch im Mausmodell, v.a.
aufgrund der effizienten Transgenexpression, der Transduktion sich teilender sowie sich
nicht teilender Zellen und der Breite des Wirtszellspektrums [Benihoud et al., 1999].
Spezielle Lösungen:

• PBS2+: 0,068 mM CaCl2, 0,49 mM MgCl2 in PBS-Dulbecco, sterilfiltriert

Intravenös (i.v.) injizierte adenovirale Vektoren weisen einen starken Lebertropismus
auf [Mowa et al., 2010]. Adenoviral übertragene sezernierte Transgenprodukte, wie z.B.
TIMP-1, sind über mehrere Wochen systemisch verfügbar [Elezkurtaj et al., 2004], wäh-
rend die adenovirale Übertragung von RNAi-Vektoren eine leberspezifische Manipulati-
on des Wirtsgens erlaubt [Mowa et al., 2010]. Für die Etablierung einer Überexpression
von TIMP-1 bzw. N-TIMP-1 sowie eines knock-downs von CD63 in Mäusen wurden
E1- und E3-deletierte und daher nicht-replikative humane Adenoviren vom Serotyp 5
verwendet [Hitt et al., 1997]. Bei AdTIMP-1 bzw. AdN-TIMP-1 handelt es sich um Ade-
noviren mit einer Transgenkassette für die Expression von humanem TIMP-1 bzw. der
N-terminalen Domäne von TIMP-1 (N-TIMP-1) unter Kontrolle eines CMV-Promotors
[Kopitz et al., 2007]. Als Nullvirus-Kontrolle wurde Addl70-3 verwendet, dieses trägt kein
Transgen [Bett et al., 1994]. Bei AdshCD63 und der zugehörigen Kontrolle AdshNT han-
delt es sich um kommerziell erhältliche Adenoviren der Firma Sirion Biotech, Martins-
ried, Deutschland. Die CsCl-Aufreinigung der für diese Arbeit verwendeten Adenoviren
sowie die Bestimmung des Hexontiters zur Ermittlung der infectios units (ifu) wurden
von Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Molekulare Immuno-
logie, Klinikum rechts der Isar, München, Deutschland) durchgeführt und dokumentiert.
Das jeweilige Adenovirus wurde in PBS2+ auf die in der jeweiligen Versuchsanordnung
angegebenen Dosis verdünnt und i.v. in die Schwanzvene der Mäuse injiziert, nachdem
diese zur Dilatation der Venen 20 min mit Rotlicht erwärmt worden waren.

2.3.3. Subkutanes (s.c.) NIH3T3 Tumormodell zur Überexpression
von TIMP-1

Zur Untersuchung der Effekte hoher primärtumorsezernierter TIMP-1 Spiegel auf die
HSC Aktivierung wurden s.c. 1x106 NIH3T3 Zellen mit TIMP-1 Überexpression bzw.
Leervektorkontrolle in SCID Mäuse (n = 5 pro Gruppe) injiziert. Nach 28 Tagen hatten
sich Tumore mit einem Durchmesser von 1-1,3 cm gebildet und die Tiere wurden für
die Probennahme (siehe 2.3.9, Seite 34) geopfert.
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Gruppe Tag 0 Tag 28
I 1x106 NIH3T3 SF/empty Versuchsende
II 1x106 NIH3T3 SF/TIMP-1 -”-

Tabelle 2.7. – Tierversuchsanordnung zur Überexpression von TIMP-1 s.c. NIH3T3 Tumo-
ren

2.3.4. Adenovirale Überexpression von TIMP-1 in Mäusen über
neun Tage

Zur Untersuchung der Effekte hoher TIMP-1 Spiegel auf die HSC Aktivierung über
einen Zeitraum von neun Tagen wurden DBA/2 Mäuse (n = 5 pro Gruppe) i.v. mit
AdTIMP-1 bzw. Addl70-3 transduziert. Nach je drei, sechs und neun Tagen wurde eine
Versuchstiergruppe für die Probennahme (siehe 2.3.9, Seite 34) geopfert.

Gruppe Tag 0 Tag 3, Tag 6, Tag 9
I 3x109 ifu Addl70-3 Versuchsende
II 3x109 ifu AdTIMP-1 -”-

Tabelle 2.8. – Tierversuchsanordnung zur adenoviralen Überexpression von TIMP-1 in
Mäusen über 9 Tage

Dieser Versuch wurde von Frau Julia Kobuch geleitet und zusammen mit Frau Haissi
Cui (Institut für Experimentelle Onkologie und Molekulare Immunologie, Klinikum rechts
der Isar, München, Deutschland) durchgeführt.

2.3.5. Adenovirale Überexpression von (N-)TIMP-1 in Mäusen über
drei Tage

Die Effekte hoher TIMP-1 Spiegel auf die HSC Aktivierung über einen Zeitraum von
drei Tagen wurden in DBA/2 und C57BL/6 Mäusen (n = 5 pro Gruppe) untersucht. Die
Tiere wurden i.v. mit AdTIMP-1 und AdN-TIMP-1 bzw. Addl70-3 transduziert und nach
drei Tagen für die Probennahme (siehe 2.3.9, Seite 34) geopfert. Zur Isolation von HSC
Fraktionen aus derselben Versuchsanordnung wurden in einem zweiten Experiment
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C57BL/6 Mäusen (n = 5 pro Gruppe) i.v. mit AdTIMP-1 und AdN-TIMP-1 bzw. Addl70-
3 transduziert und nach drei Tagen für die Isolation von HSCs (siehe 2.5, Seite 39)
geopfert.

Gruppe Tag 0 Tag 3
I 2x109 ifu Addl70-3 Versuchsende
II 2x109 ifu AdTIMP-1 -”-
III 2x109 ifu AdN-TIMP-1 -”-

Tabelle 2.9. – Tierversuchsanordnung zur adenoviralen Überexpression von TIMP-1 in
Mäusen über 3 Tage

2.3.6. Adenovirale Überexpression von TIMP-1 in Mäusen bei
gleichzeitigem knock-down von CD63

Zur Untersuchung der Effekte von CD63 in der TIMP-1-induzierten Lebermetastasie-
rung sowie HSCs-Aktivierung wurde gleichzeitig mit AdTIMP-1 ein CD63 knock-down
Adenovirus (AdshCD63) verabreicht. Dies wurde in C57BL/6 Mäusen (n = 5 pro Grup-
pe) untersucht. Den Tieren wurde i.v. ein Gemisch aus Addl70-3/AdshNT (als Kontrol-
le), AdTIMP-1/AdshNT bzw. AdTIMP-1/AdshCD63 injiziert. Drei Tage nach Virusinoku-
lation wurden 1x106 9801-eGFP Zellen in 200 µl PBS i.v. in die Schwanzvene inokuliert,
24 h später wurden die Tiere geopfert und Proben genommen (siehe 2.3.9, Seite 34).

Gruppe Tag -3 Tag 0 Tag 1

I 0,7x109 ifu Addl70-3, 1,3x109 ifu AdshNT 1x106 9801-eGFP Versuchsende
II 0,7x109 ifu AdTIMP-1, 1,3x109 ifu AdshNT -”- -”-
III 0,7x109 ifu AdTIMP-1, 1,3x109 ifu AdshCD63 -”- -”-

Tabelle 2.10. – Tierversuchsanordnung zur Überexpression von TIMP-1 bei gleichzeitigem
knock-down von CD63 in Mäusen
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2.3.7. Adenovirale Überexpression von TIMP-1 in CD63 knock-out
Mäusen

Zur Untersuchung der Effekte von CD63 in der TIMP-1-induzierten Lebermetastasie-
rung sowie HSCs-Aktivierung wurde CD63 knock-out Mäusen AdTIMP-1 verabreicht.

Drei Tage nach Virusinokulation wurden 1x106 9801-eGFP Zellen in 200 µl PBS i.v. in
die Schwanzvene inokuliert, 24 h später wurden die Tiere geopfert und Proben genom-
men (siehe 2.3.9, Seite 34).

Gruppe Genotyp Tag -3 Tag 0
I Wildtyp 2x109 ifu AdTIMP-1 Versuchsende
II CD63 knock-out 2x109 ifu AdTIMP-1 -”-

Tabelle 2.11. – Tierversuchsanordnung zur Überexpression von TIMP-1 bei gleichzeitigem
knock-down von CD63 in Mäusen

2.3.8. Adenovirale Überexpression von TIMP-1 in Mäusen unter
Wortmannin Behandlung

Zur Untersuchung der Rolle des PI3K-Signalweges in der TIMP-1-induzierten Leber-
metastasierung sowie HSCs-Aktivierung wurden AdTIMP-1- bzw. kontrolltransduzierte
C57BL/6 Mäuse mit dem PI3K Inhibitor Wortmannin behandelt. Die Tiere wurden täg-
lich intraperitoneal (i.p.) mit 1 mg/kg/Tag Wortmannin in 1.25 %DMSO/PBS behandelt
bzw. mit 1.25 %DMSO/PBS als Vehikelkontrolle. Die Behandlung begann einen Tag
vor Virusinokulation und endete einen Tag vor Inokulation der Tumorzellen. Drei Tage
nach Virusinokulation wurden 1x106 9801-eGFP Zellen in 200 µl PBS i.v. inokuliert, 24
h später wurden die Tiere für die Probennahme (siehe 2.3.9, Seite 34) geopfert.

Gruppe ab Tag -4 Tag -3 Tag 0 Tag 1

I DMSO 2x109 ifu AdTIMP-1 1x106 9801-eGFP Versuchsende
II Wortmannin -”- -”- -”-

Tabelle 2.12. – Tierversuchsanordnung zur Überexpression von TIMP-1 unter Wortmannin-
Behandlung
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2.3.9. Probennahme

Die Versuchsmäuse wurden durch CO2 getötet. Die Blutentnahme erfolgt sofort mit
EDTA-gespülten Spritzen aus der Bauchvene (Vena cava inferior ). Das entnommene
Vollblut wurde auf Eis gelagert, bis nach Zentrifugation bei 500 g für 5 min Plasma
abgenommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren wurde. Zwei 3-4 mm breite
Randstücke des linken Leberlappens (Lobus sinister ) und der kaudale Leberlappen
(Lobus caudatus) wurden in Schraubgefäßen ebenfalls schockgefroren und bei -80◦C
gelagert. Das mittlere Stück des linken Leberlappens wurde in vier ca. 2 mm dicke
Scheiben zerteilt, von denen je zwei (i) für Kryoschnitte in Tissue Tek Gefrierschutzme-
dium eingebettet, auf Trockeneis schockgefroren und anschließend bei -80◦C gelagert
wurden bzw. (ii) für die spätere Einbettung in Paraffin zunächst in Fixierlösung (siehe
2.4.1, Seite 34) aufgenommen wurden.

2.4. Histologische Methoden

2.4.1. Paraffineinbettung von Leberstücken

Murine Gewebeproben wurden in Biopsiekapseln über Nacht in Fixierlösung (2 % (v/v)
Formaldehyd in 1xPBS) bei 4◦C inkubiert und am nächsten Tag in PBS zur Entwässe-
rung gegeben. Anschließend wurden die Proben aus dem 60◦C Schrank abgeholt, am
Dispenser Unit in ein auf 60◦C vorgewärmtes Paraffinbad gelegt. Die Gewebestücke
wurden in einer Einbettschale ausgerichtet und diese mit Paraplast (Roche Diagno-
stics, Penzberg, Deutschland) ausgegossen.

2.4.2. Herstellung und Vorbehandlung von Paraffinschnitten

Die in Paraffin eingebetteten Leberpräparate (siehe 2.4.1, Seite 34) wurden in ein Par-
affinmikrotom eingespannt und Schnitte von 2 µm Dicke angefertigt. Die Schnitte wur-
den zum Glätten mit Hilfe eines angefeuchteten Seidenpapierstreifens in 42◦C warmes
H2O bidest. überführt, dann auf Objektträger aufgezogen und über Nacht bei 37◦C im
Brutschrank aufgebacken. Ab dem nächsten Tag wurden die Schnitte für die weitere
Verwendung im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert oder sofort verwendet.
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Im Vorfeld aller histochemischer sowie immunhistochemischer Methoden wurden die
Paraffinschnitte entparaffiniert und rehydriert nach folgendem Schema:

3x 5 min Roticlear R©

2x 5 min EtOH abs.
2x 5 min EtOH 90 %
1x 5 min EtOH 70 %
1x 5 min H2O bidest.

2.4.3. SiriusRed Färbung

Die SiriusRed Färbung ist eine gut etablierte histochemische Kollagenfärbung.

Spezielle Lösungen:

• Pikro-SiriusRed Lösung:
1 % DirectRed80 in gesättigter wässriger Pikrinsäurelösung (1,3 % in H2O bidest.)

• Angesäuertes Wasser:
0,5 % Essigsäure in H2O bidest.

Färbung: Anschließend an die Vorbehandlung der Paraffinschnitte (siehe 2.4.2) wur-
den diese für 10 min in Saurem Hämalaun nach Mayer inkubiert. Die Differenzierung
der Färbung erfolgte unter fließendem Leitungswasser. Die Schnitte wurden anschlie-
ßend für 1 h in Pikro-SiriusRed Lösung gefärbt, dreimal in angesäuertem Wasser ge-
waschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (jeweils drei min in 70 %
Ethanol, 2x 90 % Ethanol, 2x 100 % Ethanol). Die Proben wurden mit Roticlear geklärt
und mit Eukit eingedeckt, sodass sie im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert werden
konnten.
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2.4.4. Immunhistochemische Färbung von Paraffinschnitten

Zur gewebespezifischen Lokalisation von Proteinen wurden immunhistochemische Fär-
bungen durchgeführt. Die immunhistochemische Detektion von GFP erfolgte auf Par-
affinschnitten muriner Leberproben. Die immunhistochemische Färbung von TIMP-1
erfolgte auf Paraffinschnitten von Tissue Microarrays mit Gewebestanzen humaner Pa-
tienten und wurde mit Hilfe von Frau Sandra Hiltensberger (Institut für allgemeine Patho-
logie und pathologische Anatomie, Klinikum rechts der Isar (München, Deutschland))
etabliert und durchgeführt.

Spezielle Lösungen:

• Citratpuffer: 0.1 M Zitronensäure in H2O bidest., pH 6,0

• Peroxidase-Block Lösung: 3 % H2O2 in H2O bidest.

• AEC Substratlösung: 30 µl AEC pro 1 ml Substratpuffer (Dako, Hamburg, Deutsch-
land)

In Tab.2.5, Seite 26 sind die hierbei verwendeten Antikörper näher spezifiziert. An-
schließend an die Vorbehandlung (siehe 2.4.2) erfolgte die Antigen-Demaskierung in
Citratpuffer für 4x 7 min bei 680 W in der Mikrowelle, nach 2x 5 min Waschen in TBS
bei Raumtemperatur und das Blockieren endogener Peroxidaseaktivität durch fünfmi-
nütige Inkubation mit Peroxidase-Block Lösung. Nach 2x 5 min Waschschritten in TBS
wurde der jeweilige primäre Antikörper (siehe Tab.2.14) aufgetragen. Nach Inkubation
bei 4◦C über Nacht wurden die Schnitte 2x 5 min in TBS-T gewaschen und der entspre-
chende Sekundärantikörper (siehe Tab.2.14) für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Primärantikörper Sekundärantikörper
anti-TIMP-1 1:400 in TBS anti-Schaf 1:200 in TBS
anti-eGFP 1:500 in TBS anti-Kaninchen 1:1000 in TBS

Tabelle 2.14. – Verwendete Antikörperkombinationen und -verdünnungen für immunhisto-
chemische Färbungen auf Paraffinschnitten

Nach einem erneuten Waschschritt für 5 min in TBS-T wurde der 1:500 in TBS ver-
dünnte HRP-Complex aufgetragen, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und unge-
bundene Moleküle für 3x5 min mit PBS-T abgewaschen. Die Farbentwicklung erfolgte
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durch Auftropfen von AEC Substratlösung (50 µl DAB pro ml Substratpuffer), nach 3-10
min wurde die Reaktion durch Überführen der Objektträger in Leitungswasser gestoppt.
Nach der Kerngegenfärbung mit Saurem Hämalaun nach Meyer wurden die Schnitte für
10 min unter fließendem Leitungswasser differenziert und mit auf 40◦C vorgewärmter
Kaiser’s Glyzeringelatine eingedeckt. Die Objektträger wurden 24 h später außen mit
H2O bidest. gereinigt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.4.5. Immunhistochemische Färbung von Kryoschnitten

Die immunhistochemische Detektion αSMA und Desmin in murinen Leberproben er-
folgte auf Kryoschnitten. Die hierbei verwendeten Antikörper sind in Tab.2.5 (Seite 26)
näher spezifiziert.

Spezielle Lösungen:

• Avidin Blocking Lösung (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)

• Biotin Blocking Lösung (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)

• Peroxidase-Block Lösung: 0,3 % H2O2 in Methanol

• AEC Substralösung: 30 µl AEC pro 1 ml Substratpuffer (Dako, Hamburg, Deutsch-
land)

Die Anfertigung von 5 µm dicken Kryoschnitten der zuvor in Tissue-Tek eingebetteten
Leberpräparate (siehe 2.3.9, Seite 34) erfolgte im Kryostatmikrotom bei einer Objekt-
temperatur von -16◦C und einer Messertemperatur von -20◦C. Die angefertigten Schnit-
te wurden auf SuperFrost R© Plus Objektträger aufgezogen, mind. 45 bei Raumtempe-
ratur getrocknet, auf Trockeneis langsam eingefroren und bis zur Färbung bei -80◦C
gelagert.

Färbung: Die zuvor angefertigten Kryoschnitte wurden für mind. 15 bei Raumtem-
peratur aufgetaut, 10 min in -20◦C kaltem Aceton fixiert, wiederum für mind. 15 min
an der Luft getrocknet und anschließend für 10 min in 1xTBS rehydriert. Das Blo-
ckieren endogener Perioxidaseaktivität erfolgte während einer 5-minütigen Inkubation
mit Peroxidase-Block Lösung. Nach zwei Waschschritten mit 1xTBS wurde die Avidin
Blocking Lösung aufgetropft, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und überschüssige
Lösung in zwei Waschschritten mit 1xTBS entfernt. Genauso verlief die Blockierung
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endogenen Biotins. Die jeweiligen primären Antikörper (siehe Tab.2.15) wurden an-
schließend aufgetragen, über Nacht bei 4◦C inkubiert und am nächsten Tag dreimal in
TBS-T abgewaschen. Dann wurden die jeweiligen Sekundärantikörper (siehe Tab.2.15)
aufgetragen und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Primärantikörper Sekundärantikörper

anti-Desmin 1:200 in 1 %BSA/TBS anti-Ziege R&D Kit, unverdünnt
anti-αSMA 1:200 in 1 %BSA/TBS anti-Hase R&D Kit, unverdünnt

Tabelle 2.15. – Verwendete Antikörperkombinationen und -verdünnungen für immunhisto-
chemische Färbungen auf Kryoschnitten

Überschüssiger Sekundärantikörper wurde zweimal mit 1xTBS abgewaschen bevor der
HRP-Complex (1:500 in 1xTBS) aufgetragen wurde. Nach 30-minütiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte vor der anschließenden Farbentwicklung zweimal
mit TBS gewaschen. Die Farbentwicklung erfolgte durch Auftropfen von AEC Substrat-
lösung, nach etwa 3 min wurde die Reaktion in Leitungswasser gestoppt. Ebenso wie
bei Parraffinschnitten wurden die Schnitte nach anschließender Kerngegenfärbung mit
Saurem Hämalaun nach Meyer für 10 min unter leicht fließendem Leitungswasser ge-
bläut und mit auf 40◦C vorgewärmter Kaiser’s Glyzeringelatine eingedeckt. Nach ca. 24
h bei Raumtemperatur wurden die Objektträger außen mit H2O bidest. gereinigt und
lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.4.6. Histoscoring-Analyse

Zur Beurteilung der Färbung wurde eine Bewertungsskala mit einem Histoscore von
0 bis 3 erstellt. Die Werte für den Histoscore ergaben sich nach Auswertung der Far-
bintensität der gefärbten Zellen. Zur Abschätzung des Gesamtfärbemenge wurde die
Anzahl der gefärbten Zellen mit einbezogen und ein Erweiterter Histoscore ermittelt.
Dieser ergab sich aus

Histosore(Farbintensität) * Score(PositiveZellen)

und lag somit im numerischen Bereich von 0 bis 12. Die Auswertung wurde betreut und
unterstützt von Dr. Susanne Haneder (Institut für allgemeine Pathologie und pathologi-
sche Anatomie, Klinikum rechts der Isar, München, Deutschland).
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Histoscore Positive Zellen
Keine Färbung 0 Keine 0
Schwache Färbung 1 <10 % 1
Mäßige Färbung 2 10-50 % 2
Starke Färbung 3 50-80 % 3

>80 % 4

Tabelle 2.16. – Bewertungsskalen zur Quantifizierung immunhistochemischer Analysen

Die Durchführung dieser Versuche wurde durch Prof. Irene Esposito und Frau Dr. Sonja
Berchtold (Institut für Pathologie und Pathologische Anatomie, Klinikum rechts der Isar)
im Rahmen einer Kollaboration unterstützt.

2.5. Ex vivo-Isolation von HSCs aus Mäusen

Zur detaillierteren Charakterisierung von HSCs aus Mäusen mit hohen TIMP-1-Spiegeln
(siehe 2.3.5, Seite 31) wurde ein Protokoll zu deren Aufreinigung anhand differentiel-
ler Zentrifugation nach Liu et al. (2011) etabliert. Die Durchführung dieser Versuche
wurde durch Herrn Matthias Stahl im Rahmen eines Forschungspraktikums am Institut
für Experimentelle Onkologie und Molekulare Immunologie (Klinikum rechts der Isar,
München) unterstützt.

Spezielle Lösungen:

• OptiPrep:
60 % (w/v) Iodixanol in Wasser (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland)

• Percoll:
23 % (w/w) Silika-Partikel in Wasser (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland)

• HEPES Puffer:
8 g NaCl, 0,2 g KCl, 40 mg Na2HPO4, 2,4 g HEPES in 1l H20, steril filtriert

• HEPES/EDTA: HEPES Puffer, 2 mM EDTA

• HEPES/Ca2+/Liberase: HEPES Puffer, 5 mM CaCl2, 23 mg/l Liberase (Roche
Diagnostics, Penzberg, Deutschland)
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• HPC Medium:
DMEM, 20 mM L-Glutamin, 5 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin

• HSCs Medium:
DMEM, 20 mM L-Glutamin, 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomy-
cin

• B-PBS: 0,1 % BSA in PBS, steril filtriert

• MACS Puffer: 0,5 % BSA, 2 mM EDTA in PBS

• 30 % OptiPrep working solution (WS): 1 vol OptiPrep, 1 vol 2x PBS

17,6 % OptiPrep: 17,6 ml 30 % WS + 12,4 ml PBS

8,2 % OptiPrep: 8,2 ml 30 % WS + 21,8 ml PBS

• Percoll/PBS: 9 mL Percoll + 1 mL 10x PBS

Durchführung: Sofort nach Tötung der Tiere durch C02 wurden diese unter einer
Rotlichtlampe platziert, der Bauchraum geöffnet und die Vena cava inferior mit einer
Venenverweilkanüle (Neoflon, 0,7 x 19 mm, BD, Heidelberg, Deutschland) kanuliert.
Die Nadel wurde entfernt und der Katheter mit Nylonfaden fixiert. Über diesen Zugang
wurde eine retrograde Perfusion der Leber gestartet, angetrieben durch eine Peristaltik-
pumpe bei einer Fließrate von 7 ml/min. Sobald eine Füllung der Leber zu beobachten
war, wurde die Vena portae gekappt, um das Ausfließen der Perfusionsflüssigkeit zu er-
möglichen. Die Perfusion erfolgte in drei Schritten, zunächst 40 ml HEPES/EDTA, dann
15 ml HEPES Puffer, anschließend mit 45 ml HEPES/Ca2+/Liberase. Alle Lösungen wa-
ren zuvor mittels Ultraschall entgast, auf 45◦C vorgewärmt worden und befanden sich
während der Perfusion in einem 45◦C warmen Wasserbad. Nach Ende der Perfusion
wurde die Leber entnommen, in einer 6 cm Schale mit 7 ml 37◦C warmem HPC Medi-
um bedeckt und mechanisch dissoziiert indem die Glisson Kapsel aufgerissen und die
bereits stark enzymatisch voneinander losgelösten Zellen mit der runden Seite einer
Pinzette herausgestrichen wurden. Die Zellsuspension wurden nun in ein 50 ml Falcon
überführt, mit 4◦C kaltem HSCs Medium auf 50 ml aufgefüllt, nacheinander durch 70
µm und 40 µm Cell Strainer geführt und auf Eis gehalten, bis solcherweise Zellsus-
pensionen von insg. 4 Tieren gesammelt worden waren. Ab hier wurden alle Lösungen
stets auf 4◦C gekühlt verwendet, die Zellen auf Eis gehalten und Zentrifugationsschritte
ebenfalls bei 4◦C durchgeführt. Währenddessen wurde alle 15 min der Überstand von
den abgesetzten Zellsuspensionen abgenommen, das Pellet mit 50 ml HPC Medium
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resuspendiert, sodass am Ende aus der Rohsuspension 2 Pellets und 2x 50 ml Über-
stand pro Leber entstanden waren. Die Pellets aus der Rohsuspension wurden ver-
wendet, um Hepatozyten zu isolieren. Hierfür wurden die Pellets in 10 ml Percoll/PBS
zusammengeführt, 10 ml HPC Medium zugegeben und die Suspension für 5 min bei 50
g zentrifugiert und ohne Bremse ausschwingen lassen. Nicht-beschädigte Hepatozyten
pelletieren bei diesem Schritt; der Überstand wurde vollständig abgenommen und das
Pellet nochmals mit 40 ml B-PBS für 5 min bei 50 g gewaschen. Anschließend wurden
die Zellen zu je 2x106 schockgefroren für die spätere RNA Isolation (siehe 2.7.6, Seite
52). Die beiden Überstände pro Leber aus der Rohsuspension wurden weiterverwen-
det, um HSCs zu isolieren. Zunächst wurde verschleppte Hepatozyten bei Zentrifuga-
tion für 10 min bei 58 g eliminiert, die enthaltenen nicht-parenchymalen Zellen für 10
min bei 400 g pelettiert und beide Pellets in 20 ml MACS Puffer vereinigt. Bei 10 min
200 g wurde Zelltrümmer und beschädigte Zellen abgereichert, das Pellet in 6 ml 17,6
% OptiPrep resuspendiert, über einen 40 µm Cell Strainer in einem 50 ml Falcon unter
6 ml 8,2 % OptiPrep geschichtet. Zuletzt wurde 2 ml B-PBS als oberste Schicht auf
den diskontinuierlichen Gradienten geladen, bevor dieser bei 1400 g für 25 min zentri-
fugiert und ohne Bremse ausgeschwungen wurde. Nach diesem Schritt sammeln sich
HSCs der Grenzschicht zwischen B-PBS und 8,2 % OptiPrep. Von dort wurde die HSC
Fraktion mit einer Pipette abgenommen und mit 40 ml B-PBS für 10 min bei 1400 g ge-
waschen. Anschließend wurden die Zellen für die spätere RNA Isolation (siehe 2.7.6,
Seite 52) schockgefroren.

2.6. Methoden der Zellkultur

2.6.1. Zellinien

In dieser Arbeit wurden folgende Zellsysteme verwendet:

293T Bei 293T Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) handelt es sich um adhä-
rent wachsende, embryonale Nierenepithelzellen humanen Ursprungs. Diese Zellinie
ist stabil mit dem adenoviralen E1A-Gen und dem SV40 T-Antigen transduziert und
wird aufgrund ihrer leichten Kultivierbarkeit sowie Transfizierbarkeit häufig als Verpa-
ckungszellinie für die Produktion lentiviraler Virionen verwendet [DuBridge et al., 1987].
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NIH3T3 NIH3T3 Zellen (ATCC, Manassas, USA) sind murine Fibroblasten, die aus
einer primären Embryonenzellkultur von NIH/Swiss Mäusen isoliert wurden [Jainchill
et al., 1969]. Die Zelllinie bildet nach subkutaner Injektion tastbare Tumore aus, die
jedoch nicht metastasieren können [Greig et al., 1985]. Daher wurden die Zellen stabil
mit einem Konstrukt zur Überexpression von TIMP-1 transduziert (siehe 2.6.4, Seite
46) und in einem Primärtumormodell eingesetzt, um erhöhte tumorsezernierte TIMP-1
Spiegel in der Abwesenheit zirkulierender Tumorzellen zu erzielen (siehe 2.3.3, Seite
30).

9801 Die 9801-Zelllinie ist eine murine Pankreaskarzinomzelllinie, die aus einer Le-
bermetastase einer KPC Maus [Hingorani et al., 2005] isoliert und freundlicherweise
von PD Dr. Jens T. Siveke (Medizinische Klinik und Poliklinik, Technische Universität
München) zur Verfügung gestellt wurde. Die Zelllinie ist syngen zu C57BL/6 Mäusen
und wurde stabil GFP-markiert (siehe 2.6.4, Seite 46) in experimentellen Metastasie-
rungsassys eingesetzt (siehe 2.3.8 und 2.3.6, Seite 33).

LX2 LX2 Zellen sind eines der am häufigsten verwendeten HSC Systeme. Sie gehen
zurück auf die Zelllinie LX1, welche durch Immortalisierung primärer humaner HSCs
mit dem SV40 T Antigen entstanden ist. Unter stark reduzierten Serumbedingungen (1
% FCS) wurde eine Sublinie von LX1 selektioniert und klonal expandiert, diese ist be-
kannt als LX2 [Xu et al., 2005]. Da LX2 Zellen standardmäßig unter reduzierten Serum-
bedingungen bei 2 % FCS kultiviert werden, weisen sie einen vergleichsweise wenig
aktivierten Phänotyp auf [Xu et al., 2005].

Primäre HSCs Primäre HSCs (pHSCs) wurden von Dr. Mert Erkan (Chirurgische Kli-
nik des Klinikums rechts der Isar, München, Deutschland) aus einer Leberbiopsie ei-
nes PDAC Patienten isoliert [Erkan et al., 2010] und freundlicherweise zur Verfügung
gestellt. Der Patient war über den Eingriff informiert und hat eine schriftliche Einwil-
ligungserklärungen unterzeichnet, die an der Chirurgischen Klinik des Klinikum rechts
der Isar (München, Deutschland) hinterlegt ist. Die Verwendung dieses humanen Mate-
rials für die durchgeführten Analysen wurde durch die Ethikkommission des Klinikums
rechts der Isar, München (Deutschland), unter Ethikvotum #5510/12 freigegeben.
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2.6.2. Kultivierung von Zellen

Spezielle Lösungen:

• PBS-Dulbecco (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

• Trypsin/EDTA Lösung: 0,02 % (w/v) EDTA, 0,05 % (w/v) Trypsin, pH 7,4 (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland)

Alle verwendeten Zellen wurden routinemäßig drei Mal wöchentlich von Frau Katja
Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Molekulare Immunologie, Klinikum
rechts der Isar, München, Deutschland) passagiert. Die Kultivierung aller Zellen erfolg-
te antibiotikafrei in Brutschränken bei 37◦C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 in den
folgenden Kulturmedien:

Zellinie(n) Medium Zusätze
293T DMEM 10 % (v/v) FCS, 20 mM L-Glutamin, 100 mM Hepes,

0,55 mM Asparagin und 0,27 mM Arginin
9801L DMEM 10 % (v/v) FCS, 1xNEAA
LX2 DMEM 2 % (v/v) FCS, 20 mM L-Glutamin
pHSCs DMEM/F12 20 % (v/v) FCS

Tabelle 2.17. – Verwendete Zellkulturmedien

Die verwendeten Medienzusätze wurden von folgenden Quellen bezogen:

Reagenz Hersteller, Firmensitz, Land
DMEM Medium Biochrom AG, Berlin, Deutschland
F12 Medium Biochrom AG, Berlin, Deutschland
FCS CellSystems,St. Katharinen, Deutschland
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Hepes Gibco, Karlsruhe, Deutschland
100x NEAA Gibco, Karlsruhe, Deutschland
L-Asparagin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
L-Arginin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Tabelle 2.18. – Medienzusätze für die Zellkultur
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Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen waren frei von Mycoplasmen. Das monatli-
che Testen der Zellen mit dem MycoTrace Kit (PAA Laboratories, Pasching, Österreich)
wurde von Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Molekulare Im-
munologie, Klinikum rechts der Isar, München, Deutschland) durchgeführt und doku-
mentiert.

2.6.3. Kotransfektion zur Produktion lentiviraler Partikel

Spezielle Reagenzien:

• Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

• GIBCO OptiMEM Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Ein Teilbereich dieser Arbeit umfasste die stabile funktionell genetische Manipulation
von Zellen anhand lentiviraler Transduktion. Die Produktion von Virionen erfolgte in
der Verpackunszellinie 293T [DuBridge et al., 1987]. Die Kotransfektion des Transfer-
plasmids zusammen mit einem Gemisch aus Verpackungsplasmiden ermöglicht das
Einbringen des Transgens in Virionen, die sich nach Lyse der 293T Verpackungszellen
im Überstand anreichern. Die verwendeten Verpackungsplasmide kodieren alle Gene,
die für die Herstellung eines nicht-replikativen Minimallentiviruses nötig sind: pRSV-rev
trägt Gene gag und pol für äußere Hüllproteine, pRSV-rev kodiert die Reverse Tran-
skriptase, welche die spätere Insertion des Transgens in die Zielzellen ermöglicht. Das
Pseudotyping-Plasmid pMD.G trägt das env -Gen des Vesikulären Stromatitis Virus und
ermöglicht die Transduktion einer Vielzahl von Zielzellen, die durch HIV-basierte Virio-
nen nicht möglich wäre [Aiken, 1997]. Für die Herstellung lentiviraler Partikel wurden
tags zuvor 5x106 293T-Zellen pro Transfektion in 10 cm Petrischalen ausgesät. Am
nächsten Tag wurde morgens das Medium gewechselt, 3 h bevor die Zellen transfiziert
wurden. Pro Transfektion wurde je 36 µl Lipofectamine 2000 mit 1,5 ml OptiMEM Me-
dium gemischt und mind. 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen. Währenddessen
wurden das jeweilige Transferplasmid mit dem benötigten Gemisch aus Verpackungs-
plasmiden ebenfalls in 1,5 ml OptiMEM pipettiert. Siehe Tab. 2.19 für eine Übersicht
der verwendeten Plasmide.
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Plasmide Menge Funktion

Transfer 10 µg genetische Manipulation
Verpackung
pMD.GP 6,6 µg Verpackungsplasmid, kodiert für gag und pol
pRSV-rev 5 µg Verpackungsplasmid, kodiert für rev
pMD.G 3 µg Verpackungsplasmid, kodiert für env aus VSVG

Tabelle 2.19. – Lentivirale Verpackungsplasmide für die Herstellung von Virionen

Die in dieser Arbeit verwendeten Transferplasmide zur funktionell genetischen Manipulation di-

verser Zielgene sind im folgenden aufgeführt (2.20, Seite 45).

Plasmid Verwendung Bezugsquelle

pHIV7/SFeGFP GFP-Markierung Klinikum Rechts der Isar, München
pHIV7-SF/TIMP-1 TIMP-1 Überexpression Klinikum Rechts der Isar, München
pHIV7-SF/empty Leervektorkontrolle Klinikum Rechts der Isar, München

pLK0.1/shTIMP-1#29
(TRCN0000052429)

knock-down von TIMP-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

pLK0.1/shTIMP-1#31
(TRCN0000052431)

knock-down von TIMP-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

pLK0.1/shCD63#49
(TRCN0000007849)

knock-down von CD63 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

pLK0.1/shCD63#51
(TRCN0000007851)

knock-down von CD63 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

pLK0.1/shNT Non-targeting Kontrolle Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Tabelle 2.20. – Verwendete Transferplasmide

Das Lipofectamine-OptiMEM-Gemisch und das Lipofectamine-Plasmid-Gemisch wur-
den nun in einem 15 ml Falcon gemischt und 20 min im Dunkeln unter der Sterilbank
zur Bildung der DNA-Lipofectamine-Komplexe belassen. Während der Inkubationszeit
wurde das Medium von den 293T Zellen abgenommen und durch 5 ml OptiMEM mit 10
% FCS ersetzt, bevor die DNA-Lipofectamine-Komplexe in OptiMEM tropfenweise auf
die Zellen gegeben wurden. Am nächsten Morgen wurde das Medium abgenommen
und durch 10 ml frisches 293T Medium ersetzt.
Insgesamt 48 h nach der Kotransfektion wurde überprüft, ob die 293T Zellen vollstän-
dig lysiert waren und anschließend der Virusüberstand vorsichtig abgenommen. Nach
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Sterilfiltration durch einen 0,45 µm Filter wurden 1 ml Aliquots in Kryoröhrchen abgefüllt
und bis zur Verwendung bei -80◦C gelagert.

2.6.4. Transduktion adhärenter Zellen

Spezielle Reagenzien:

• Polybren: 800 µg/ml (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

• Puromycin: 10 mg/ml (InvivoGen, Toulouse, Frankreich)

Die Zielzellen wurden am Vortag auf 6 cm Petrischalen ausgelegt. Für jede Infektion
wurde ein 1 ml Aliquot Virusüberstand (siehe 2.6.3, Seite 44) auf Eis aufgetaut und je
8 µg/ml Polybren zugegeben. Die Zielzellen wurden einmal mit warmem PBS gewa-
schen, dann der Virusüberstand mit Polybren zugegeben und für 2 h unverdünnt auf
den Zellen belassen. Die Platte wurde alle 15-20 min geschwenkt, um ein Austrocknen
der Zellen zu verhindern. Nach Ablauf einer Infektionszeit von 2 h wurden jeweils 4 ml
warmes Medium zugegeben. Die Negativ-Selektion nicht-transduzierter Zellen erfolgte
mit Puromycin. Selektionsbedingungen wurden aufrecht erhalten bis 48 h nachdem die
Zellen einer nicht-transduzierten Kontrolle vollständig abgestorben waren.

2.6.5. Analyse der Zellmotilität mittels TransWell Assays

Die TransWell Inserts (Durchmesser 6,5 mm, Porengröße 3 µm) wurden in 24-well Plat-
ten vorgelegt und anschließend 5 x 105 LX2 Zellen in 300 µl FCS-freiem Medium zuge-
geben. Die Inserts wurden nun in die Vertiefungen einer 24-well Platte gegeben, in die
1 ml FCS-haltiges Medium vorgelegt worden war. Nach 16 h im Brutschrank, wurde das
Medium aus den Inserts entfernt und nicht migrierte Zellen unter Zuhilfenahme eines
Wattestäbchens entfernt. Die an der unteren Seite der Membran anhaftenden Zellen
wurden anschließend für 60 sec mit Methanol fixiert und 2 min mit 1 µg/ml DAPI in PBS
gefärbt. Migrierte Zellen wurden in 10 mikroskopischen Sichtfeldern quantifiziert.

2.6.6. Analyse der Zellwachstums mittels AlamarBlue

Das Wachstum von Zellen wurde mittels AlamarBlue Assays bestimmt. 5000 Zellen
in 90 µl Zellkulturmedium je well wurden in 96-well Platten ausgelegt. Je Messpunkt
wurden zwischen 5 und 7 wells angesetzt. Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden 10 µl Ala-
marBlue in die wells gegeben. Eine Stunde später wurde die Absorption bei 570 nm 0,1
Sekunden lang gemessen (Wallac Victor, PerkinElmer, Weiterstadt, Deutschland). Die
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gemessenen Absorptionen wurden auf die Absorption des reinen Zellkulturmediums
ohne Zellen normalisiert. Die Durchführung dieser Versuche wurde durch Frau Kathari-
na Stutzer im Rahmen ihrer Masterarbeit am Institut für Experimentelle Onkologie und
Molekulare Immunologie (Klinikum rechts der Isar, München) unterstützt.

2.7. Molekularbiologische Methoden

2.7.1. Proteinaufarbeitung aus Zellen

Für die anschließende Western Blot Analyse wurde zunächst Gesamtprotein aus Zellen
aufgearbeitet.
Spezielle Materialien:

• 1x RIPA Puffer:
150 mM (w/v) NaCl, 1 % (w/v) NP40, 0,1 % (w/v) SDS, 0,5 % (w/v) Natriumdeoxy-
cholat, 50 mM Tris/HCl

• 100x Proteaseinhibitor (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

• 50x Phosphataseinhibitor (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

• Lysepuffer: 1x RIPA Puffer, 1x Proteaseinhibitor, 1x Phosphataseinhibitor

Die Zellen wurden mit 2x 10 ml 4◦C kaltem PBS-Dulbecco gewaschen, dieses dann
vollständig abgenommen und pro 10 cm Schale 100 µl Lysepuffer zugegeben. Das ge-
ringe Volumen wurde durch Schwenken verteilt, anschließend wurde für 5 min auf Eis
inkubiert bevor die Zellen in Lysepuffer mit einem Zellschaber von der Schale entfernt
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und nochmals 5 min auf Eis inkubiert wur-
den. Anschließend wurde das Zellysat mit Ultraschall (2x 10 sec) weiter aufgeschlos-
sen, eingefroren und nach dem Auftauen bei 4◦C für 10 min bei 16.100 g zentrifugiert.
Der Überstand wurde daraufhin vorsichtig abgenommen und entweder direkt weiterver-
arbeitet oder in Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C aufbewahrt

2.7.2. Proteinbestimmung mit dem BCA Kit

Die sog. BCA-Reaktion erlaubt den quantitativen Nachweis von Proteinen. Zweiwertige
Kupferionen in der Lösung reagieren quantitativ mit Protein zu einwertigen Kupferio-
nen. Dabei entsteht ein violetter Farbstoff, dessen Absorption bei 570 nm photometrisch
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ausgewertet werden kann. Für die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Lösun-
gen mit dem BCA Kit wurden die zu bestimmenden Proben zunächst 1:100 in H2O
bidest. verdünnt. Als Standard wurden in Dupletts je 10 µl BSA-Lösungen der Konzen-
trationen 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml und 0,0625 mg/ml in
96-well Platten vorgelegt. Von den 1:100 verdünnten Proben wurden ebenfalls 10 µl
Dupletts vorgelegt. Die BCA Lösung wurde stets frisch angesetzt (Lösung 1:Lösung 2
in Verhältnis 50:1), gemischt und jeweils 200 µl auf die vorgelegten Proben bzw. den
Standard gegeben. Die Farbreaktion wurde für 30 min bei 37◦C vervollständigt und an-
schließend die Absorptionen bei 570 nm mit dem Wallac Luminometer ausgelesen. Die
Werte des Standards wurden gemittelt und anhand der zugehörigen Konzentration ei-
ne lineare Eichgerade errechnet, anhand der die Proteinkonzentration in den Proben
ermittelt werden konnte. Die Datenauswertung erfolgte mit Microsoft Excel.

2.7.3. Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung von TIMP-1 Konzentrationen wurde das DuoSet ELISA Kit (R&D Sys-
tems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwen-
det.
Spezielle Lösungen:

• StopSolution: 2 N H2SO4 = 1 M H2SO4 (10,4 ml 95-97 % H2SO4 in 89,6 ml
H2O bidest.)

• WashPuffer: 0,05 % Tween20 in PBS

• ReagentDiluent: 1 % BSA in PBS, sterilfiltriert

• OptiEIA TMB Substrat (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Durchführung:
Der lyophilisierte primäre Antikörper wurde zu 360 µg/ml in PBS gelöst, der sekun-
däre Antikörper zu 9 µg/ml in ReagentDiluent. Der Waschschritt zwischen Zugabe un-
terschiedlicher Reagenzien war stets identisch: Die Platte wurde in den AutoWasher
gestellt, je dreimal mit je 400 µl pro well WashPuffer gewaschen und auf ein Papier-
tuch ausgeklopft. Am Vorabend einer ELISA Messung wurden 96-well Platten mit auf
2 µg/ml in PBS verdünntem primärem Antikörper beschichtet (je 100 µl pro well), mit
Parafilm M verschlossen und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nächsten
Morgen folgte ein Waschschritt. Zum Absättigen unspezifischer Bindestellen wurden
100 µl ReagentDiluent pro well zugegen und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt
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von einem Waschschritt. Der im Kit enthaltende TIMP-1 Standard wurde in Dupletts
mit den Konzentrationen 2000 pmol/ml, 1000 pmol/ml, 500 pmol/ml, 250 pmol/ml, 125
pmol/ml und 62,5 pmol/ml verdünnt in ReagentDiluent aufgetragen. Die Platte wurde
anschließend mit Parafilm verschlossen und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurden 100 µl/well sekundärer Antikörper mit einer Kon-
zentration von 50 ng/ml in Reagent Diluent zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt. Nun wurden pro well 100 µl der Streptavidin-
HRP Komplex (1:200 in Reagent Diluent) aufgetragen, 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und überschüssiges Protein in einem Waschschritt entfernt. Währenddessen
wurden entsprechende Aliquots der Lösungen A und B aus dem TMB Substrat Kit auf
Raumtemperatur erwärmt und kurz vor der Zugabe auf die Platte 1:1 gemischt. Pro well
wurden 100 µl Substratlösung aufgetragen und 20 min im Dunkeln bei Raumtempera-
tur inkubiert, bevor die Reaktion durch Zugabe von 50 µl StopSolution unterbrochen
wurde. Die Absorptionen bei 450 nm wurden sofort mit dem Wallac Luminometer aus-
gelesen, die Auswertung des Standards und der gemessenen Proben erfolgte anhand
einer logistischen Regressionskurve mit vier Parametern (4-PL curve fitting) mit dem
ReaderFit Online Tool (https://www.readerfit.com).

2.7.4. SDS-Gelelektrophorese

Vorbereitend für die Western Blot Analyse erfolgte die elektrophoretische Auftrennung
von Zellprotein in einem SDS-Gel.
Spezielle Lösungen:

• Acrylamid:
40 %, AppliChem, Darmstadt, Deutschland

• APS Lösung:
10 % (w/v) APS (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) in H2O bidest.

• TEMED:
Tetramethylethylendiamin, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

• SDS-Trenngelpuffer:
0,4 % (v/v) SDS, 1,5 M (w/v) Tris/HCl pH 8,6

• SDS-Sammelgelpuffer:
0,5 M (w/v) Tris/HCl pH 6,8
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• Lämmli-Puffer:
0,002 % (w/v) Bromphenolblau, 0,07 % (w/v) Glycerin, 0,03 % (w/v) SDS, 0,2 M
(w/v) Tris, 0,05 % (v/v) Mercaptoethanol

• Elektophoresepuffer:
1,442 % (w/v) Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, 0,303 % (w/v) Tris

• Längenstandard:
Prestained Protein Molecular Weight Marker (BioRad, München, Deutschland)

Herstellung der SDS-Gele:
Nach dem Mischen der Ingredienzien (siehe Tab. 2.21) wurde das 10 %-ige Trenngel
in Gelkassetten (Bio-Rad, München, Deutschland) mit einem Glasplattenabstand von
1,5 mm gegossen und noch flüssig mit Isopropanol überschichtet, um Bläschen zu
zerstören und eine ideale Kante zu erzeugen. Nach Auspolymerisieren des Trenngels
wurde das Isopropanol entfernt, mit H2O bidest. gewaschen und das Sammelgel in die
Vorrichtung gegossen. Ein Kamm wurde eingesetzt und nach nach dem Festwerden der
Gele war eine anschließende Benutzung möglich oder die Gele wurden zum Schutz vor
Austrocknung in mit Elektrophoresepuffer getränkte Papiertücher gewickelt und in einer
Plastiktüte bei 4◦C für bis zu 14 Tage gelagert.

Ingredienz Trenngel Sammelgel
H2O bidest. 5 ml 3.05 ml
Sammelgelpuffer - 1.25 ml
Trenngelpuffer 2.5 ml -
Acrylamid 2.5 ml 0.625 ml
APS Lösung 57.5 µl 50 µl
TEMED 15 µl 5 µl

Tabelle 2.21. – Pipettierschema zur Herstellung von SDS-Gelen
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SDS-Gelelektrophorese:
Das zuvor extrahierte Zelllysat (siehe 2.7.1, Seite 47) wurde auf den enthaltenen Pro-
teingehalt hin analysiert (siehe 2.7.2, Seite 47) und auf eine Konzentration von 1,25
µg/µl in Lämmlipuffer eingestellt, sodass am Ende 50 µg Protein in 40 µl pro Geltasche
geladen werden konnten. Zuvor wurde das Protein in Lämmlipuffer für 5 min bei 95◦C
denaturiert und reduziert. Pro Gel wurde jeweils in eine Tasche 5 µl Längenstandard
aufgetragen und die Gelelektrophorese gestartet. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V
über 2,5 h.

2.7.5. Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Zielproteinmengen wurden Western Blot Analysen
durchgeführt. Spezielle Lösungen und Materialien:

• Blottingpuffer:
1,12 % (w/v) Glycin, 10 % (v/v) Methanol, 0,3 % (w/v) Tris

• TBS-Tween (TBS-T):
0,1 % (v/v) Tween20 in TBS

• 5 % BSA/TBS-T:
5 % (w/v) BSA, in TBS-T, steril filtriert

• 2,5 % BSA/TBS-T:
5 % BSA/TBS-T 1:1 in TBS-T

• NC-Membran: Nitrozellulose-Membran (Amersham, Braunschweig, Deutschland)

Das Gel wurde, anschließend an die SDS-Gelektrophorese (siehe 2.7.4 , Seite 49),
zusammen mit der NC-Membran und den Filterpapieren für 15 min in Blottingpuffer
äquilibriert. Für den Transfer der Proteine vom Gel auf die NC-Membran wurde eine
Semi-DryBlot Apparatur verwendet. In diese wurden (auf die unten liegende, mit Blot-
tingpuffer befeuchtete Kathode) getränktes Filterpapier, NC-Membran, SDS-Gel, und
zuletzt wieder Filterpapier geschichtet. Anschließend wurden Luftblasen durch Überrol-
len mit einer Pipette entfernt, auch die Anode mit Blottingpuffer befeuchtet, aufgesetzt
und für 70 min bei 15 V geblottet. Mittels Ponceau S wurde die Übertragung der Pro-
teine auf die Membran überprüft, das Ponceau S mit TBS-T wieder abgewaschen und
die NC-Membran in 5 %-BSA/TBST Raumtemperatur für 1-5 h geblockt. Nach dreima-
ligem Waschen für jeweils 10 min mit TBS-T wurde die NC-Memban mit entsprechend
verdünntem Primärantikörper (in 5 %BSA/TBS-T) vollständig bedeckt und bei 4◦C über
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Nacht geschwenkt. Am nächsten Tag wurde nach dreimaligem Waschen in TBS-T für
jeweils 10 min der entsprechend verdünnte Sekundärantikörper (in 2,5 %BSA/TBS-T)
zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert.

Primärantikörper in 5 %BSA/TBS Sekundärantikörper in 2,5 %BSA/TBS
anti-p110α 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-p110β 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-p110γ 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-P-p85 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-ERK1/2 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-P-ERK1/2 1:2000 anti-Kaninchen IgG 1:5000
anti-αTubulin 1:1000 anti-Maus IgG 1:10.000

Tabelle 2.22. – Verwendete Antikörperkombinationen und -verdünnungen für Western Blot
Analysen

Der chemilumineszenzbasierte Nachweis erfolgte nach erneutem dreimaligem Waschen
mit TBS-T mit Hilfe des Clarity Western ECL Substrat-Kits. Zunächst wurden Lösung 1
und Lösung 2 in gleichem Volumenanteil miteinander in einem licht-geschützten Reak-
tionsgefäß vermischt. Die Blots wurden anschließend in einer aufgeschnittenen Plastik-
tüte mit der Detektionslösung versetzt und das entstehende Chemolumineszenzsignal
mit Hilfe eine ChemiDoc Station (BioRad, München, Deutschland) detektiert.

2.7.6. RNA Isolation aus Geweben und Zellen

Für die anschließende qRT-PCR Analyse wurde zunächst RNA aus Geweben oder Zel-
len isoliert. RNA aus Geweben wurde von Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle
Onkologie und Molekulare Immunologie, Klinikum rechts der Isar, München, Deutsch-
land) isoliert.
Spezielle Materialien:

• Trizol:
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

• Zirkoniumkugeln:
10 mm Zirconia/Silica Beads, Biospec Products, Bartlesville, USA
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Gewebeaufschluss in Trizol: Für die Isolation von RNA aus Leberproben wurde ein 3-
4 mm3 großes Stück des linken Leberlappens von Mäusen aufgearbeitet (siehe 2.3.9,
Seite 34). In ein 2 ml Kryogefäß mit Silikondichtung wurden wenige Zirkoniumkugeln
vorgelegt. Je Gewebestück wurde 1 ml Trizol zugegeben und auf Eis durchgekühlt. Die
bis dahin bei -80◦C gelagerten Gewebestücke wurden in flüssigem Stickstoff transpor-
tiert, direkt in das kalte Trizol gegeben und zügig in den Minibeadbeater eingespannt.
Durch 15 sec langes Schütteln wurde homogenisiert, wobei durch die Zirkoniumkugeln
das Gewebe zerkleinert und die Zellen aufgeschlossen wurden. Das Homogenisat wur-
de 10 min auf Eis gestellt und dann zur Abtrennung von Geweberesten und der Zirko-
niumkugeln bei 16.100 g und 4◦C für 10 min zentrifugiert und der Überstand in ein 2 ml
Reaktionsgefäß überführt.
Zellaufschluss in Trizol: Die Zellen wurden mit 10 ml 4◦C kaltem PBS gewaschen. An-
schließend wurde unter dem Abzug 1 ml Trizol pro 10 cm Schale zugeben, die Zellen
mit einem Zellschaber von der Platte gelöst und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt.
RNA Extraktion: Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 µl Chloro-
form zugegeben und die Suspension 15 Sekunden mit einem Vortexer gemischt. Nach
5 min bei Raumtemperatur wurde bei 14000 g und 4◦C für 15 min zentrifugiert. Wäh-
renddessen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 500 µl Isopropanol vorgelegt. Nach
der Zentrifugation wurde die obere, farblose Phase abgenommen und in das vorberei-
tete 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Nach Mischen der Reaktionslösung wurde das
Gemisch 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daran schloss sich ein weiterer Zentri-
fugationsschritt (16.100 g, 4 ◦C, 10 min) an. Der daraus resultierende Überstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Dem Pellet wurde 1 ml 80 % Ethanol zuge-
geben. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 8000 g und 4◦C wurde der Überstand
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das RNA-Pellet wurde anschließend 10 min
bei Raumtemperatur getrocknet und abschließend in 30-100 µl nukleasefreiem Wasser
resuspendiert.

2.7.7. Agarose-Gelelektrophorese

Spezielle Lösungen:

• TAE Puffer:
40 mM Tris-Base, 20 mM Essigsäure und 1 mM EDTA

• 5x RNA Auftragspuffer:
0,125 % (w/v) Bromphenolblau, 50 mM H2O2 und 50 % (v/v) Glyzerin

• 6x DNA Loading Dye: Thermo Fisher, Waltham, USA
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• 1 kb DNA ladder: GeneRuler, Thermo Fisher, Waltham, USA

• 100 bp DNA ladder: GeneRuler, Thermo Fisher, Waltham, USA

Zur Überprüfung der Integrität frisch isolierter RNA wurde die Agarosegelelektropho-
rese eingesetzt. Zur Herstellung der Agarosegele wurden stets 1 % (w/v) Agarose in
1xTAE Puffer eingewogen, mehrmals aufgekocht und etwa 50 ml in einen Gelschlitten
gegossen. Im Gelschlitten wurden der Agaroselösung 2,5 µl der EtBr-Stammlösung
(0,05 % (w/v) Ethidiumbromid) zugegeben, mit der Pipettenspitze leicht vermischt und
der Kamm eingesetzt. Nach Auspolymerisieren des Gels wurde dieses samt Schlitten
in die Elektrophoresekammer überführt und mit 1xTAE Puffer bedeckt. Die aufzutren-
nende RNA wurde zuvor mit 5x RNA Auftragspuffer gemischt, die elektophoretische
Auftrennung erfolgte stets bei 120 V für 20 min.

2.7.8. Reverse Transkriptions-PCR

Für anschließende Expressionsanalysen mittels qRT-PCR musste die isolierte RNA zu
cDNA umgeschrieben werden. Die Konzentration der isolierten RNA wurde photome-
trisch bestimmt, in nukleasefreiem Wasser auf 400 ng/µl eingestellt, erneut photome-
trisch überprüft und anschließend 1:4 in nukleasefreiem Wasser auf 100 ng/µl wei-
ter verdünnt. Die Konzentration sowie RNA Integrität aller Proben wurden visuell auf
einem Agarosegel (siehe 2.7.7, Seite 53) überprüft. Auf 100 ng/µl eingestellte, nicht-
degradierte RNA wurde in die Reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Hierfür wurde
das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt)
gemäß Herstellerangaben verwendet. Pro Ansatz wurde 1 µg RNA zu cDNA umge-
schrieben:

Ingredienz Volumen
RNA (100ng/µl) 10 µl
10x RT-Puffer 2 µl
25x dNTP-Mix (100mM) 0,8 µl
10x RT-random primers 2 µl
MultiScribe Reverse Transkriptase 1 µl
RNase Inhibitor 1 µl
Nuklease-freies Wasser 3,2 µl

Tabelle 2.23. – Reaktionsansatz für die Reverse Transkription
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Die Reaktion wurde in 0,2 ml Reaktionsgefäßen angesetzt. Die Revese Transkription
der RNA zu cDNA erfolgte während folgender Temperaturschritte in einem PCR Cycler:

Temperatur: 25◦C 37◦C 85◦C 4◦C
Dauer: 10 min 120 min 5 sec ∞

Die solchermaßen gewonnene cDNA wurde bei -20◦C gelagert und bei Gebrauch stets
auf Eis gehalten.

2.7.9. Expressionsanalyse mittels Quantitativer RT-PCR (qRT-PCR)

Zur Expressionsanalyse mittels qRT-PCR wurden entweder vorgefertigte Primer-Probe-
Ansätze (Applied Biosystems) oder separate bestelle Primer in Kombination mit Probes
aus der Roche Universal Probe Library verwendet, in beiden Fällen jedoch in Kombina-
tion mit dem FastStart Universal Mastermix (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutsch-
land). Die jeweiligen Reaktionsansätze setzten sich wie folgt zusammen:

Vorgefertigte Primer-Probe-Mixe: Separat georderte Primer:
(Applied Biosystems) Roche Universal Probe Library
MasterMix 12,5 µl MasterMix 12,5 µl
Primer-Probe-Mix 1,25 µl Forward Primer 0,25 µl
Nuklease-freies Wasser 1,25 µl ReversePrimer 0,25 µl

Probe 0,25 µl
Nuklease-freies Wasser 1,75 µl

Gesamtvolumen: 15 µl 15 µl

Tabelle 2.25. – Reaktionsansätze für die qRT-PCR

Die verwendete cDNA wurde als template für den 18S Assay 1:500 in nukleasefreiem
Wasser verdünnt, für alle weiteren Assays 1:100. Jeweils 10 µl cDNA Verdünnung wur-
den in Tripletts in die wells einer MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate vorgelegt
und 15 µl MasterMix zugegeben. Die Platte wurde verschlossen und kurz abzentri-
fugiert. Die quantitative RT-PCR Reaktion lief im TaqMan Cycler 7900HT ABI Prism

55



2. Material und Methoden

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) bei folgenden Temperaturen ab:

Temperatur Zeit Zyklen
50◦ C 2 min 1
95◦C 10 min 1
95◦C 15 sec 50
60◦C 1 min

Zur Expressionsanalyse mittels qRT-PCR wurden separat bestellte Primer (metabion
international AG, Martinsried, Deutschland) in Kombination mit Probes aus der muri-
nen Universal Probe Library (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland) verwendet.
Tab.2.27 enthält die Sequenzen der Primer sowie die dazu verwendeten Probes.

Zielgen Spezies Primersequenz Probenummer

TIMP-1 murin F: tcactaacttcttttccatcagtca
R: cttgacaagcagggaatggt #77

CD63 murin F:gttccttctgtgaaccaccag
R: gagcaaaaacttgacacacttca #12

αSMA murin F: ccc acc cag agt gga gaa
R: acatagctggagcagcgtct #20

Desmin murin F: gcgtgacaacctgatagacg
R: gttggatttcctcctgtagtttg #110

Col1a1 murin F: catgttcagctttgtggacct
R: gcagctgacttcagggatgt #68

Nestin murin F: tcccttagtctggaagtggcta
R: ggtgtctgcaagcgagagtt #75

VEGF murin F: ttaaacgaacgtacttgcagatg
R: agaggtctggttcccgaaa #4

EGF murin F: agtcagaccgaaagagctgtg
R: cctgggaatttgcaaacagt #76

TGFβ murin F: tggagcaacatgtggaactc
R: cagcagccggttaccaag #72

PDGF-B murin F: gtgcgacctccaacctga
R: ggctcatctcacctcacatct #63

LOX murin F:caggctgcacaatttcacc
R: caaacaccaggtacggcttt #48
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S100A4 murin F: ggagctgcctagcttcctg
R: tcctggaagtcaacttcattgtc #56

TIMP-1 human F: gggcttcaccaagacctaca
R: tgcaggggatggataaaca #76

CD63 human F: tgaaatgtgtgaagttcttgctc
R: caatcagtcccactgcaca #18

αSMA human F: cccacccagagtggagaa
R: acatagctggagcagcgtct #20

Desmin human F: aacaatttggctgccttcc
R: acgcgatctcctcgttga #1

Col1a1 human F: aggtgaagcaggcaaacct
R: ctcgccagggaaacctct #50

Nestin human F: ctgcgggctactgaaaagtt
R: gagcgatctggctctgtagg #2

VEGF human F: ttaaacgaacgtacttgcagatg
R: gagagatctggttcccgaaa #69

EGF human F: agtgcatccacttgcacaac
R: caatttgcaaagtttctgctca #29

TGFβ human F: cacgtggagctgtaccagaa
R: cagccggttgctgaggta #72

PDGF-B human F: ctggcatgcaagtgtgagac
R: cgaatggtcacccgagttt #68

LOX human F: tgggaatggcacagttgtc
R: aaacttgctttgtggccttc #82

S100A4 human F: cttgcacacgctgttgctat
R: gagtacttgtggaaggtggaca #81

Tabelle 2.27. – Primer-Probe-Kombinationen, F:, forward Primer, R:, reverse Primer

Die Datenaquisition erfolgte mit dem low density array upgrade der Sequence Detection
Software SDS2.2, die Darstellung als Balkendiagramm wurde in Excel vorgenommen.

2.7.10. Bestimmung von Genexpressionsprofilen mit Low Density
Arrays

Die vergleichende Bestimmung von Genexpressionsprofilen von HSC Fraktionen aus
Mäusen wurde mittels qRT-PCR basierten low density arrays (LDAs) von Applied Bio-
systems (Darmstadt, Deutschland) gemäß der Herstelleranganben durchgeführt. Diese
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Technologie ermöglicht die simultane, quantitative Analyse mehrerer ausgewählter Ge-
ne. Als Template wurde cDNA der jeweiligen Zellfraktion von sechs Tieren zu gleichen
Mengenteilen gemischt. Hierfür wurden die 18S rRNA Mengen (welche als proportio-
nal zur mRNA Menge angenommen wurde) mittels qRT-PCR absolut quantifiziert und
als Grundlage für das Errechnen der Mischverhältnisse verwendet. In jedem Port wur-
den 50 ng solchermaßen gepool ter cDNA in 50 µl nukleasefreien Wasser und 50 µl
2xTaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
aufgetragen. Die Datenaquisition erfolgte mit dem low density array upgrade der Se-
quence Detection Software SDS2.2.

2.8. Statistische Methoden

Für die statistische Analyse normal verteilter, zweiteiliger Datensätze wurde der Stu-
dent’s T-Test verwendet. Drei- und mehrteilige Datensätze wurden einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen und ggf. signifikant unterschiedliche Gruppen an-
schließend per Student’s T-Test identifiziert. Für die statistische Analyse nicht normal
verteilter, zweiteiliger Datensätze wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. P-Werte <
0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. Für die Untersuchung der Abhängig-
keit zweier Parameter wurde die Methode der Pearsons R Korrelationen angewandt.
R Werte > 0,5 wurden als mäßige Korrelation angenommen, R Werte > 0,8 als starke
Korrelation.
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3.1. Expression von TIMP-1 im humanem PDAC und

Korrelation mit der Anwesenheit von

Lebermetastasen

3.1.1. TIMP-1 Expression in Vorläuferläsionen des humanen PDAC

Die Expression von TIMP-1 zu frühen Zeitpunkten der Tumorprogression wurde in Ge-
webeproben von 13 Patienten mit histopathologisch bestätigten PanIN Läsionen im-
munhistochemisch analysiert. Dabei wurde untersucht, ob TIMP-1 bereits in PanIN
Vorläuferläsionen exprimiert wird und auf welche Zellen im entartenden Gewebe die
Expression zurückgeht.

Abbildung 3.1. – TIMP-1 Expression in fortschreitenden PanIN Läsionen des Men-
schen. Gewebeproben von 13 Patienten mit histopathologisch bestätigten PanIN Läsionen
wurden mittel IHC auf die Expression von TIMP-1 hin untersucht. Gezeigt sind jeweils re-
präsentative Aufnahmen der TIMP-1 Expression in PanIN1, PanIN2 und PanIN3 Läsionen.
Pfeile zeigen auf stromale Bereich mit TIMP-1 Expression; Balken, 100 µm.

TIMP-1 war bereits im PanIN1 Stadium in epithelialen Zellen detektierbar und die TIMP-1
Expression in diesen Zellen stieg in der Progression zu PanIN3 an (Abb.3.1). In allen
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Stadien war eine luminale, in die duktale Struktur hinein gerichtete Lokalisation der
TIMP-1 Expression zu beobachten (Abb.3.1). Das gering reaktive Stroma in PanIN1
Läsionen wies lediglich eine geringe TIMP-1 Immunreaktivität auf. Mit zunehmender
Entartung des Gewebes, ab dem PanIN2 Stadium, war ein beginnender stromaler Bei-
trag zur TIMP-1 Expression zu beobachten (Abb.3.1).

3.1.2. Analyse der TIMP-1 Expression im invasiven, humanen
PDAC

Zur Abschätzung eines möglichen Einflusses von TIMP-1 auf die Dedifferenzierung von
PDAC Tumoren wurde zunächst die TIMP-1 Expression in Geweben von 74 Patienten
immunhistochemisch analysiert. Es zeigte sich, dass zwischen den einzelnen Individu-
en eine starke Heterogenität in der TIMP-1 Expression bestand (Abb.3.2).

Abbildung 3.2. – Heterogenität der TIMP-1 Expression in invasivem, humanem PDAC.
Die Expression von TIMP-1 wurde in Gewebeproben von Patienten (n = 74) mit histopa-
thologisch bestätigtem invasivem PDAC mittel IHC untersucht. Gezeigt sind repräsentative
Bildausschnitte von zwölf Patienten, um die Heterogenität der TIMP-1 Expression in ver-
schiedenen humanen PDAC Tumoren wiederzugeben.
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Diese Unterschiede in der TIMP-1 Expression wurden mittels Histoscoring anhand der
Expressionsstärke (Abb.3.3, A) semiquantitativ erfasst. In allen analysierten Geweben
von PDAC Patienten zeigte sich eine Immunreaktivität gegen TIMP-1. Nur 23 % dieser
Patienten wiesen eine schwache TIMP-1 Färbung auf, während 41,9 % eine mittlere
und 35,1 % eine starke TIMP-1 Färbung aufwiesen (Abb.3.3, B).

Abbildung 3.3. – Quantifizierung der TIMP-1 Expression in humanem PDAC. TIMP-1
wurde in Gewebeproben von 74 Patienten mit histopathologisch bestätigtem invasivem
PDAC mittel IHC detektiert. (A) Durchführung der Histoscoring Analyse; repräsentative Bil-
der. Die TIMP-1 Expressionsstärke wurde semi-quantitativ erfasst mit Histocores von 0-3,
wobei der Score 0 bei keiner (nicht gezeigt), Score 1 bei schwacher (linkes Bild), Score 2
bei mäßiger (mittleres Bild) und Score 3 bei starker (rechtes Bild) Immunreaktivität verge-
ben wurde. (B) Ergebnisse der Histoscoring Analyse in den 74 humanen PDAC Proben.
Die relative TIMP-1 war schwach/Histocore 1 in 17 Fällen (bzw. 23.0 % der Patienten), mä-
ßig/Histocore 2 in 31 Fällen (bzw. 41.9 % der Patienten) und stark/Histocore 3 in 26 Fällen
(bzw. 35.1 % der Patienten).

Diese unterschiedlichen TIMP-1 Mengen individueller Patienten wurden anschließend
mit dem jeweiligen Tumorgrad korreliert. Der Tumorgrad ist ein klinikopathologischer
Parameter für die Dedifferenzierung eines Tumors [Bosman et al., 2010]. Die tumorale
TIMP-1 Menge der untersuchten Individuen wurde zunächst durch die Ermittlung eines
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Erweiterten Histoscores abgeschätzt. Bei dieser Analyse wird neben der Intensität der
Färbung auch der Anteil gefärbter Zellen mit einbezogen (siehe Abschnitt 2.16, Seite
39). Es zeigte sich eine leicht inverse Korrelation der TIMP-1 Menge in tumorzellreichen
Bereichen mit dem Tumorgrad (Abb.3.4, A). Die TIMP-1 Menge in stromalen Bereichen
wies keine Korrelation mit dem Tumorgrad auf (Abb.3.4, B).

Abbildung 3.4. – Keine Korrelation von TIMP-1 Histoscores und Tumorgrad in hu-
manem PDAC. TIMP-1 wurde in Gewebeproben von 74 Patienten mit histopathologisch
bestätigtem invasivem PDAC mittel IHC detektiert. Anschließend wurde eine Histoscoring
Analyse durchgeführt. (A,B) Erweiterte TIMP-1 Histoscores (A) tumoraler und (B) stroma-
ler Bereiche aufgetragen gegen den Tumorgrad in 74 PDAC Gewebeproben (Grad 1: n =
11; Grad 2: n = 40; Grad 3: n = 13). Pearson’s R Korrelation: (A) R = - 0,249 (B) R = 0,034.

3.1.3. Korrelation von TIMP-1 Plasmaspiegeln und MN-Status in
PDAC Patienten

Zur Abschätzung des Einflusses von TIMP-1 auf die Metastasierung des Pankreaskar-
zinoms wurden die TIMP-1 Expression im Plasma von 25 PDAC Patienten analysiert.
Diese Patienten wiesen unterschiedliche NM-Stadien auf (N0: kein Befall von Lymph-
knoten, N1: Befall von Lymphknoten, M0: keine distanten Metastasen, M1: distante
Metastasen, [Sobin et al., 2011]).
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Mit zunehmendem NM-Status in PDAC Patienten, d. h. im Verlauf der Erkrankung, zeig-
te sich ein Anstieg der durchschnittlichen TIMP-1 Plasmaspiegel (Abb.3.5, A), wobei
diese Unterschiede statistisch nicht signifikant waren. Patienten mit Lebermetastasen
wiesen hingegen signifikant höhere TIMP-1 Plasmaspiegel als Patienten ohne Leber-
metastasen auf (Abb.3.5, B).

Abbildung 3.5. – Korrelation der TIMP-1 Plasmaspiegel mit der Anwesenheit von Le-
bermetastasen in PDAC Patienten. TIMP-1 Mengen wurden mittels ELISA im Plasma
von PDAC Patienten (n = 25) bestimmt. (A) Auftragung der TIMP-1 Plasmaspiegel ge-
gen den NM-Status der Patienten. N0, keine Metastasen in Lymphknoten; N1, Metasta-
sen in Lymphknoten; M0, keine Fernmetastasen; M1, Fernmetastasen; Balken, Mittelwerte:
N0/M0 417+/-40; N1/M0 478+/-45; N1/M1 542+/-52 ng/ml. ns, nicht signifikant; Einfaktori-
elle Varianzanalyse (ANOVA): N0/M0 vs. N1/M0: p = 0,432; N1/M0 vs. N1/M1: p = 0,370;
N0/M0 vs. N1/M1: p = 0,140. (B) Auftragung der TIMP-1 Plasmaspiegel von Patienten mit
und ohne Lebermetastasen. Balken, Mittelwerte: Keine Lebermetastasen 444+/-29 ng/ml;
mit Lebermetastasen 600+/-60 ng/ml. *, p < 0,5; Student’s t -Test.

Die Analyse von humanem Patientenmaterial hatte gezeigt, dass (i) TIMP-1 bereits in
den Vorläuferläsionen des PDAC detektierbar war, (ii) alle untersuchten Fälle von invasi-
vem PDAC TIMP-1 Immunreaktivität aufwiesen, (iii) kein Zusammenhang mit der Tumo-
rentartung zu erkennen war, jedoch (iv) eine signifikante Assoziation erhöhter TIMP-1
Plasmaspiegel in PDAC mit der Anwesenheit von Lebermetastasen bestand.
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3.2. Expression von TIMP-1 in einem murinen PDAC

Modell

Das KPC Mausmodell (siehe 1.5.3, Seite 16) wurde verwendet , um die lokalen und
systemischen Mengen von TIMP-1 im Verlauf des PDAC sowie die Auswirkungen auf
HSC Aktivierung im folgenden detaillierter untersuchen zu können.

Die TIMP-1 Mengen im Pankreas von KPC Mäusen wurden zunächst in unterschied-
lichen Altersgruppen untersucht. Diese Altersgruppen repräsentieren die wichtigsten
Krankheitsstadien : 5-6 Wochen, Chronische Pankreatitis (CP); 8-10 Wochen, PanIN
Läsionen; 12-14 Wochen, invasives PDAC [Hingorani et al., 2005]. Die TIMP-1 Mengen
wurden mittels ELISA bestimmt und mit den Werten gesunder Littermates verglichen.
Es zeigte sich bereits im CP Stadium bei KPC Mäusen ein eineinhalbfacher Anstieg
von TIMP-1 verglichen zu gesunden Littermates (Abb.3.6). Mit dem Fortschreiten der
Erkrankung zeigte sich dreimal mehr TIMP-1 im Pankreas im PanIN Stadium und eine
rund zwanzigfache Erhöhung der pankreatischen TIMP-1 Menge bei invasivem PDAC
(Abb.3.6).

Abbildung 3.6. – Expression von TIMP-1 im Pankreas im Verlauf der Erkrankung in
KPC Mäusen. TIMP-1 Mengen wurden mittels ELISA in Pankreaslysat von KPC Mäusen
und gesunden Littermates unterschiedlicher Altersgruppen bestimmt. 5 - 6 Wochen, Chroni-
sche Pankreatitis (n = 5); 8 - 10 Wochen, PanIN Läsionen (n = 6); 12 - 14 Wochen, invasives
PDAC (n = 6). Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. *, p <0,5; **, p <0,1; Student’s
t -Test.
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Aufgrund auf der Beobachtung, dass die TIMP-1 Mengen im erkrankten Pankreas in
KPC Mäusen anstiegen (Abb.3.6) wurde vermutet, dass dies auch zum Anstieg der
systemischen TIMP-1 Mengen führen könnte. Um dies zu testen, wurden zunächst die
TIMP-1 Spiegel in Plasmaproben derselben Tiere ermittelt.

Abbildung 3.7. – Plasmaspiegel von TIMP-1 im Verlauf der Erkrankung in KPC Mäu-
sen. TIMP-1 Mengen wurden mittels ELISA im Plasma von KPC Mäusen und gesunden
Littermates unterschiedlicher Altersgruppen bestimmt. 5 - 6 Wochen, Chronische Pankrea-
titis (n = 5); 8 - 10 Wochen, PanIN Läsionen (n = 6); 12 - 14 Wochen, invasives PDAC (n =
6). Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. n.s.; nicht signifikant; *, p < 0.5; Student’s
t -Test.

Nicht nur die pankreatischen TIMP-1 Mengen (Abb.3.6), sondern auch die Plasmaspie-
gel von TIMP-1 stiegen während des Krankheitsverlaufs in KPC Mäusen an: Verglichen
zu den gesunden Geschwistern waren die TIMP-1 Plasmaspiegel in KPC Tieren be-
reits im CP Stadium eineinhalbfach erhöht, wobei dies nicht signifikant war (Abb.3.7).
Mit fortschreitender Erkrankung zeigte sich im PanIN Stadium eine fast zweifach, si-
gnifikant erhöhte Menge von TIMP-1 im Plasma von KPC Mäusen. KPC Mäuse mit
invasiven PDAC Läsionen wiesen rund fünffach erhöhte TIMP-1 Mengen im Plasma
auf (Abb.3.7).
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Um den möglichen Zusammenhang zwischen der TIMP-1 Mengen in Pankreas und
Plasma von KPC Mäusen statistisch zu überprüfen, wurde eine Pearsons R Korrelation
ermittelt. Es ergab sich ein R Wert von 0,924. Dies wies auf eine starke Korrelation
beider Parameter hin (Abb.3.8).

Abbildung 3.8. – Korrelation von TIMP-1 in Pankreas und Plasma von KPC Mäusen.
TIMP-1 Mengen wurden mittels ELISA im Plasma bzw. im erkrankten Pankreas von KPC
Mäusen (n = 17) unterschiedlichen Alters ermittelt und sind gegeneinander aufgetragen.
Pearsons R Korrelation, R = 0,924.
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3.3. Aktivierung von HSCs in Mäusen mit hohen,

tumorsezernierten TIMP-1 Spiegeln

Um zu überprüfen, ob es (i) zu einer Aktivierung von HSCs in KPC Mäusen kommt
und ob dies (ii) TIMP-1-abhängig ist, wurde die Expression der HSC Aktivierungsmar-
ker αSMA und Desmin [Friedman, 2008] mittels IHC auf Leberschnitten untersucht.
Es zeigte sich eine verstärkte Expression beider Proteine in der Leber von KPC Mäu-
sen (Abb.3.9). Die PDAC-induzierte HSC Aktivierung war in TIMP-1-defizienten KPC
Mäusen reduziert (Abb.3.9). Dies wies darauf hin, dass die PDAC-induzierte HSC Ak-
tivierung in KPC Mäusen von der Anwesenheit von TIMP-1 abhängig war.

Abbildung 3.9. – Histologischen Anzeichen für HSC Aktivierung in KPC Mäusen ab-
hängig vom TIMP-1 Genotyp. KPC Mäuse und gesunde Littermates unterschiedlicher
Altersgruppen und mit unterschiedlichen TIMP-1 Genotypen wurden auf histologische An-
zeichen für HSC Aktivierung hin untersucht. 8 - 10 Wochen, PanIN Läsionen (n = 6); 12 - 14
Wochen, invasives PDAC (n = 6).TIMP-1−/−, homozygoter TIMP-1 knock-out (n = 5) IHC
Nachweis der Expression von Desmin (oben) bzw. αSMA (unten). Gezeigt sind repräsen-
tative Bilder. Balken, 100 µm.

Um daher zu überprüfen, ob durch tumorsezerniertes TIMP-1 eine Aktivierung von
HSCs in der Leber ausgelöst werden kann, wurde das nicht-metastatische NIH3T3
Modell verwendet. SCID Mäuse mit TIMP-1-überexprimierenden subkutanen Tumoren
zeigten bei einem Tumordurchmesser von 1 cm stark erhöhte systemische TIMP-1
Spiegel (Abb.3.10, A). Die Tiere wurden anschließend auf histologische Anzeichen
für HSC Aktivierung untersucht. Die IHC Analyse der Leber zeigte eine verstärkte Ex-
pression von αSMA und Desmin bei Mäusen mit TIMP-1-überexprimierenden Tumoren,
verglichen zur Leervektorkontrolle (Abb.3.10, B).

67



3. Ergebnisse

Abbildung 3.10. – HSC Aktivierung in SCID Mäusen mit TIMP-1-überexprimierenden
NIH3T3 Tumoren. NIH3T3 Zellen wurden s.c. in die Nackenfalte von SCID Mäusen in-
okuliert. 28 Tage später wurden (A) die TIMP-1 Level im Plasma mittels ELISA bestimmt.
(B) die Leber auf HSC Aktivierung hin untersucht. IHC Nachweis der Expression von Des-
min (rechts) bzw. αSMA (links). Gezeigt sind repräsentative Bilder. Balken, 100 µm. (A,B)
SF/TIMP-1, TIMP-1 Überexpression; SF/empty, Leervektorkontrolle; PT, Primärtumor; s.c.,
subkutan.

Zusammengefasst deuteten diese Beobachtungen darauf hin, dass tumorsezerniertes
TIMP-1 zur Aktivierung von HSC in der Leber führen kann.

3.4. Aktivierung von HSCs durch TIMP-1

3.4.1. Aktivierung von HSCs in AdTIMP-1-transduzierten Mäusen

Um untersuchen zu können, ob TIMP-1 als alleiniger Faktor ausreichend ist, um die Ak-
tivierung von HSC in der Leber zu induzieren, wurden das zuvor beschriebene adenovi-
rale Transduktionsmodell unter Verwendung TIMP-1-kodierender Vektoren (AdTIMP-1)
verwendet [Kopitz et al., 2007; Seubert et al., 2015]. Jeweils an Tag drei, sechs und
neun nach AdV-Inokulation wurden die Tiere geopfert und auf histologische Anzeichen
von HSC Aktivierung hin untersucht. Aktivierte HSCs produzieren große Mengen an
EZM [Friedman, 2008], daher wurden mittels SiriusRed Färbung Kollagene in der Leber
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sichtbar gemacht. Außerdem wurden die HSC Aktivierungsmarker αSMA und Desmin
[Friedman, 2008] mittels IHC detektiert.

Abbildung 3.11. – Histologischen Anzeichen für HSC Aktivierung in AdTIMP-1-
transduzierten Mäusen. DBA/2 Mäuse (n = 5 pro Zeitpunkt) wurden mit AdTIMP-1 bzw.
Leervirus (AdCtrl) transduziert und drei, sechs bzw. neun Tage nach Virusinokulation auf
histologische Anzeichen für HSC Aktivierung hin untersucht. SirusRed Färbung für die
Sichtbarmachung von Gesamtkollagen (oben); IHC Nachweis der Expression von Desmin
(mitte) bzw. αSMA (unten). Gezeigt sind repräsentative Bilder. Balken, 100 µm.

Diese Analysen zeigten, dass die Kollagenmenge, sowie die Expression der HSC Akti-
vierungsmarker αSMA und Desmin in Mäusen mit hohen TIMP-1 Spiegeln erhöht wa-
ren und über die Zeit weiter anstiegen (Abb.3.11). Dies wies darauf hin, dass eine
ektopische Expression von TIMP-1 ausreichend war, HSCs in Mäusen zu aktivieren.
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3.4.2. Erhöhte Expression von Aktivierungsmarkern in
aufgereinigten HSC Fraktionen aus Mäusen mit hohen
TIMP-1 Spiegeln

Die bisher bekannten HSC Aktivierungsmarker, wie αSMA und Desmin, weisen nicht
ausschließlich HSCs nach, sondern können auch von anderen Leberzellen exprimiert
werden [Li et al., 2007]. Zur spezifischeren und detaillierteren Charakterisierung von
HSCs in der TIMP-1- induzierten prämetastatischen Nische wurde zunächst ein Isola-
tionsprotokoll (siehe 2.5, Seite 39) etabliert, das die Anreicherung von HSCs anhand
der zelltypspezifisch relativ geringen Dichte, die aufgrund intrazellulärer Fetttröpfchen
zustande kommt, erlaubt [Liu et al., 2011]. In diesen Fetttröpfchen gespeichertes Vit-
amin A weist eine hohe Eigenfluoreszenz auf und emittiert nach Anregung bei etwa
330 nm im gelb-grünen Bereich. Diese für HSCs hochspezifische Eigenschaft ermög-
licht über die Anreicherung hinaus auch deren eindeutige Identifizierung [Friedman,
2008]. Anhand dieser Vitamin A Autofluoreszenz wurden die isolierten HSC Fraktionen
auf Reinheit überprüft (Abb.3.12), diese betrug stets über 90%.

Abbildung 3.12. – Aufgereinigte HSC Fraktionen aus AdTIMP-1-transduzierten Mäu-
sen. Mäuse (n = 6) wurde mit AdTIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert. Drei Tage
später wurden HSC Fraktionen aufgereinigt. Überprüfung der Reinheit anhand der charak-
teristischen Morphologie (oben) und Vitamin A-basierten Auto-Fluoreszenz der intrazellu-
lären Fetttröpfchen nach Anregung bei 330 nm (unten) 24 h nach Isolation. Gezeigt sind
repräsentative Bilder.

70



3. Ergebnisse

Hit Hilfe dieser HSC Fraktionen sollte nun überprüft werden, ob der in situ beobachte-
ten Anstieg von αSMA, Desmin und der Menge abgelagerter Kollagene in der Leber
AdTIMP-1-transduzierter Mäuse (Abb.3.11) tatsächlich auf HSCs zurückzuführen ist.
Aus AdTIMP-1-tranduzierten C57BL/6 sowie DBA/2 Mäusen wurden drei Tage nach
Adenovirusinokulation ex vivo HSC Fraktionen aufgereinigt und mittels qRT-PCR auf die
Expression verschiedener Aktivierungsmarker hin untersucht. Hierbei bestätigte sich ei-
ne erhöhte Expression von αSMA und Desmin in HSCs aus Mäusen mit hohen TIMP-1
Spiegeln (Abb.3.13). Auch die Aktivierungsmarker Col1a1 und Nestin zeigten einen
TIMP-1-induzierten Anstieg (Abb.3.13).

Abbildung 3.13. – Erhöhte Expression von Aktivierungsmarkern in HSC Fraktionen
aus AdTIMP-1-transduzierten Mäusen. DBA/2 bzw. C57BL/6 Mäuse (n = 6) wurde mit
AdTIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert. Drei Tage später wurden HSC Fraktionen
aufgereinigt. Untersuchung der Expression von Aktivierungsmarkern in isolierten HSCs
Fraktion. Analyse der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin mittels qRT-
PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. n.s.; nicht signifikant; *, p < 0,5; **, p <
0,1 ; Student’s t -Test.
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3.4.3. Aktivierung von HSCs durch TIMP-1 in vitro

Die bisherigen Analysen lieferten Hinweise, dass HSCs durch hohe TIMP-1 Mengen
aktiviert werden (Abbn. 3.11 und 3.13). Im Gewebeverband ist es zunächst nicht mög-
lich, zu unterscheiden, ob es sich um einen direkten Effekt von TIMP-1 handelt oder
umliegende Zelltypen involviert sind, die ihrerseits auf TIMP-1 reagieren und anschlie-
ßend aktivierend auf HSCs wirken. In vitro wurde daher untersucht, ob erhöhte TIMP-1
Mengen direkt auf HSCs wirken und zu deren Aktivierung führen können. Die immor-
talisierte humane HSCs Zelllinie LX2 [Xu et al., 2005] wurde für 24 h mit 500 ng/ml
rekTIMP-1 inkubiert. Die anschließende Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR zeig-
te einen signifikanten, eineinhalb- bis zweifachen Anstieg der mRNA Expression der
Aktivierungsmarker αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin in TIMP-1-stimulierten LX2 Zel-
len (Abb.3.14, A).

Abbildung 3.14. – Erhöhte Expression von Aktivierungsmarkern in humanen HSCs
nach Stimulation mit rekTIMP-1. HSCs wurden für 24 h mit 500 ng/ml rekTIMP-1 bzw.
BSA (als Kontrolle) inkubiert und auf Veränderungen in der Expression von Aktivierungs-
markern hin untersucht. Quantifizierung der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1
und Nestin mittels qRT-PCR sowie der Proteinmengen von αSMA mittels Western Blot
(A) in LX2 Zellen bzw. (B) in pHSCs. (A,B) Balkendiagramme, abgebildet sind Mittelwerte
+Standardfehler; Inserts, gezeigt sind repräsentative Western Blots; *, p < 0,5; **, p < 0,1;
Student’s t -Test.

Primäre, aus einem PDAC Patienten isolierte HSCs (pHSCs) wurden ebenfalls mit 500
ng/ml rekTIMP-1 inkubiert und derselben Analyse unterzogen. Auch hier zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der mRNA Expression von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin
(Abb.3.14, B). Die Induktion von Aktivierungsmarkern in HSCs durch rekTIMP-1 wurde
nochmals auf Proteinebene überprüft. Die αSMA Proteinmengen wurden hierfür mittels
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Western Blot analysiert. Dies zeigte ebenfalls einen Anstieg der αSMA Menge in LX2
Zellen und pHSCs, ausgelöst durch Stimulation mit rekTIMP-1 (Abb.3.14, A und B, In-
sert). Hohe TIMP-1 Mengen in der zellulären Umgebung waren demnach ausreichend,
um HSCs zu aktivieren.

3.5. Regulation und Wichtigkeit von TIMP-1 bei der

Aktivierung von HSCs

3.5.1. Autoregulation von TIMP-1 in HSCs

Exogenes rekTIMP-1 förderte die Aktivierung von HSCs (Abb.3.14). Es ist jedoch be-
kannt, dass TIMP-1 von aktivierten HSCs selbst exprimiert wird [Friedman, 2008]. Da-
her wurde untersucht, wie die Expression von TIMP-1 in HSCs unter Einfluss hoher
TIMP-1 Mengen reguliert ist. HSC Fraktionen aus C57BL/6- sowie DBA/2-AdTIMP-1
Mäusen wurden zunächst mittels qRT-PCR Analyse auf Veränderungen der endoge-
nen, murinen TIMP-1 Expression überprüft. Es zeigte sich eine Induktion der TIMP-1
Expression in HSC Fraktionen aus AdTIMP-1-transduzierten Lebern (Abb.3.15, A). Um
zu überprüfen, ob dies ein direkter Effekt von TIMP-1 auf HSCs ist, wurden LX2 Zellen
sowie pHSCs mit rekTIMP-1 inkubiert und mittels qRT-PCR Analyse auf Veränderun-
gen in der endogenen TIMP-1 Expression hin überprüft. Die Inkubation mit rekTIMP-1
löste einen signifikanten, knapp zweifachen Anstieg der endogenen TIMP-1 Expressi-
on in LX2 Zellen aus (Abb.3.15, B). Die Inkubation von pHSCs mit rekTIMP-1 führte
hingegen zu keinem Anstieg der endogenen TIMP-1 Expression (Abb.3.15, C). Um
zu testen, ob auch autokrin wirksames TIMP-1 zu einer Autoregulation der TIMP-1 Ex-
pression in LX2 Zellen führt, wurden LX2 SF/TIMP-1 Zellen untersucht. Zur Unterschei-
dung der endogenen TIMP-1 prä-mRNA Expression von der Transkription der lentiviral
eingebrachten TIMP-1 cDNA in LX2 SF/TIMP-1 Zellen wurden exonübergreifende qRT-
PCR Primer verwendet. Erhöhte Mengen an autokrin wirksamem TIMP-1 bei stabiler
Überexpression führten zu einer dauerhaften Hochregulation der endogenen TIMP-1
Transkription in LX2 Zellen (Abb.3.15, D). Zusammengefasst zeigten diese Ergebnis-
se, dass die Expression von TIMP-1 in LX2 Zellen und murinen HSC Fraktionen aus
Mäusen mit hohen TIMP-1 Spiegeln positiv autoreguliert war, während pHSCs keine
Autoinduktion der TIMP-1 Expression zeigten.
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Abbildung 3.15. – Autoregulation von TIMP-1 in HSCs. HSCs wurden auf verschiede-
ne Arten erhöhten TIMP-1 Mengen ausgesetzt und anschließend auf Veränderungen in
der endogenen TIMP-1 Expression hin untersucht. (A) DBA/2 bzw. C57BL/6 Mäuse (n =
6) wurde mit AdTIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert; nach drei Tagen wurden HSC
Fraktionen aufgereinigt und auf Veränderungen der endogenen, murinen TIMP-1 mRNA un-
tersucht. (B) LX2 Zellen wurden für 24 h mit 500 ng/ml rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle)
inkubiert; anschließend wurden TIMP-1 mRNA Mengen quantifiziert. (C) pHSCs wurden für
24 h mit 500 ng/ml rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle) inkubiert; anschließend wurden die
TIMP-1 mRNA Mengen quantifiziert. (D) LX2 Zellen wurden lentiviral mit eine Konstrukt zur
Überexpression von TIMP-1 cDNA (SF/TIMP-1) bzw. einer Leervektorkontrolle (SF/empty )
transduziert und anschließend auf Veränderungen endogener TIMP-1 prä-mRNA hin unter-
sucht. (A-D) Quantifizierung mittels qRT-PCR, abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler.
ns, nicht signifikant, *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test.
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3.5.2. Reduktion von Aktivierungsmarkern in humanen HSCs mit
TIMP-1 knock-down

Die zuvor gezeigten Beobachtungen deuteten darauf hin, dass die Expression von
TIMP-1 in HSCs positiv autoreguliert ist. Autokrine Stimulation ist bekanntermaßen
ein zentraler Mechanismus in der Aufrechterhaltung des Aktivierungsstatus von HSCs
[Reeves und Friedman, 2002]. Daher wurde vermutet, dass auch TIMP-1 eine Rolle
in der Erhaltung des HSC Aktivierungsstatus spielen könnte. Um diese Hypothese zu
überprüfen, wurde getestet ob eine Reduktion der TIMP-1 Expression, und somit der
autokrinen Stimulation, zu einem verringerten Aktivierungsstatus von HSCs führt.

Abbildung 3.16. – knock-down von TIMP-1 in humanen HSCs. HSCs wurden lentiviral
mit zwei TIMP-1 knock-down Konstrukten (shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw. einem Kon-
strukt zur Expression unspezifischer shRNA (shNT ) transduziert. (A) Nachweis des TIMP-1
knock-downs in LX2 Zellen. (B) Nachweis des TIMP-1 knock-downs in pHSCs. (A,B) Quan-
tifizierung der TIMP-1 Expression mittels qRT-PCR (oben) und ELISA (unten). Abgebildet
sind Mittelwerte +Standardfehler.

Die endogene TIMP-1 Expression von HSCs wurde hierfür zunächst durch lentiviralen,
shRNA-basierten knock-down von TIMP-1 mit zwei unabhängigen shRNA Konstruk-
ten (shTIMP-1#29 und shTIMP-1#31) reduziert. Der knock-down von TIMP-1 wurde in
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LX2 Zellen und pHSCs etabliert. Eine erfolgreiche Repression der TIMP-1 Expressi-
on wurde mittels qRT-PCR und ELISA überprüft. Sowohl LX2 shTIMP-1#29 als auch
LX2 shTIMP-1#31 Zellen wiesen eine verglichen zur unspezifischen shRNA Kontrolle
(shNT) reduzierte Expression von TIMP-1 mRNA bzw. reduzierte TIMP-1 Proteinmen-
gen im Zellkulturüberstand auf (Abb.3.16, A). Ebenso konnte in pHSCs mit beiden
Konstrukten (shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) ein knock-down von TIMP-1 etabliert wer-
den (Abb.3.16, B).

In diesen Zelllinien wurden anschließend die Auswirkungen des TIMP-1 knock-downs
auf die Expression von HSC Aktivierungsmarkern untersucht. Die Repression der endo-
genen TIMP-1 Expression in pHSCs führte zu einer signifikant verringerten Expression
der Aktivierungsmarker αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin in den Zellen (Abb.3.17).

Abbildung 3.17. – Reduktion von Aktivierungsmarkern in pHSCs mit TIMP-1 knock-
down. pHSCs wurden lentiviral mit zwei TIMP-1 knock-down Konstrukten (shTIMP-1#29,
shTIMP-1#31) bzw. einem Konstrukt zur Expression unspezifischer shRNA (shNT ) transdu-
ziert und anschließend auf die Expression von Aktivierungsmarkern hin überprüft. Analyse
der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin mittels qRT-PCR. Abgebildet
sind Mittelwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANO-
VA).
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Der Einfluss einer reduzierten endogenen TIMP-1 Expression durch knock-down auf
die Expression von HSC Aktivierungsmarkern wurde ebenfalls in LX2 Zellen überprüft.
Die Reduktion der TIMP-1 Expression mit beiden shRNA Konstrukten führte auch in
LX2 Zellen zu einer verringerten Expression von αSMA (Abb.3.18, A) sowie von Des-
min (Abb.3.18, B) auf etwa die Hälfte .

Abbildung 3.18. – Reduktion von Aktivierungsmarkern in LX2 Zellen mit TIMP-1
knock-down. LX2 Zellen wurden lentiviral mit zwei TIMP-1 knock-down Konstrukten
(shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw. einem Konstrukt zur Expression unspezifischer shR-
NA (shNT ) transduziert und anschließend auf die Expression der Aktivierungsmarker (A)
αSMA und (B) Desmin hin überprüft. Analyse der mRNA Mengen mittels qRT-PCR. Abge-
bildet sind Mittelwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA).
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3.5.3. Wiederherstellung der Expression von Aktivierungsmarkern
in HSCs mit TIMP-1 knock-down durch rekTIMP-1

Um zu überprüfen, ob rekTIMP-1 und endogene TIMP-1 Expressionslevel gleicherma-
ßen die Aktivierung von HSCs beeinflussen, wurden die bei knock-down Zellen redu-
zierten TIMP-1 Spiegel im Zellkulturmedium durch Zugabe von rekTIMP-1 ausgegli-
chen. Dies war ausreichend, um die Expression von αSMA (Abb.3.19, A) und Desmin
(Abb.3.19, B) wieder auf vergleichbare Level wie in der shNT Kontrolle anzuheben.

Abbildung 3.19. – Wiederherstellung der Expression von Aktivierungsmarkern in
HSCs mit TIMP-1 knock-down durch rekTIMP-1. LX2 Zellen mit knock-down von TIMP-1
(shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw. shNT Kontrollzellen wurden mit und ohne Zugabe von
rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle) auf die Expression von Aktivierungsmarkern untersucht.
qRT-PCR-Analyse der mRNA Mengen von (A) αSMA und (B) Desmin. Abgebildet sind Mit-
telwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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3.5.4. Induktion von Aktivierungsmarkern in humanen HSCs mit
TIMP-1 Überexpression

Der knock-down von TIMP-1 führte zur Deaktivierung von HSCs (Abb.3.18). Im nächs-
ten Schritt wurden nun die Effekte erhöhter TIMP-1 Expression auf HSCs untersucht.
Hierfür wurde eine stabile Überexpression von TIMP-1 in LX2 Zellen bzw. pHSCs eta-
bliert (LX2 SF/TIMP-1 bzw. pHSCs SF/TIMP-1).

Abbildung 3.20. – Überexpression von TIMP-1 in HSCs. HSCs wurden lentiviral mit ei-
ne Konstrukt zur Überexpression von TIMP-1 (SF/TIMP-1) bzw. einer Leervektorkontrolle
(SF/empty ) transduziert. (A) Nachweis der Überexpression in LX2 Zellen. (B) Nachweis
der Überexpression in pHSCs. (A,B) Quantifizierung der TIMP-1 Expression mittels qRT-
PCR (links) und ELISA (rechts). Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler.

Die Zellen wurden lentiviral mit einem Konstrukt zur Expression von TIMP-1 cDNA un-
ter der Kontrolle eines SF-Promotors transduziert. Die erfolgreiche Etablierung einer
stabilen Überexpression wurde mittels qRT-PCR und ELISA überprüft. LX2 SF/TIMP-1
Zellen zeigten, verglichen zur Leervektor transduzierten Zelllinie LX2 SF/empty, eine
erhöhte TIMP-1 Expression auf mRNA-Ebene und eine Erhöhung der TIMP-1 Menge
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im Zellkulturüberstand (Abb.3.20, A). Auch pHSCs SF/TIMP-1 Zellen wiesen, vergli-
chen zu pHSCs SF/empty, eine erhöhte Expression von TIMP-1 mRNA und TIMP-1
Protein auf (Abb.3.20, B).

Die Auswirkungen der TIMP-1 Überexpression auf die Expression von HSC Aktivie-
rungsmarkern wurden anschließend mittels qRT-PCR überprüft. Es zeigte sich, dass
sowohl LX2 Zellen als auch pHSCs mit TIMP-1 Überexpression erhöhte Mengen an
αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin mRNA aufwiesen, verglichen zu den jeweiligen
leervektortransduzierten Kontrollen (Abb.3.21, A und B). Zur weiteren Überprüfung
wurden zusätzlich die αSMA Proteinmengen per Western Blot untersucht. Diese Ana-
lyse zeigte ebenfalls einen Anstieg von αSMA in LX2 Zellen und pHSCs mit TIMP-1
Überexpression (Abb.3.21, A und B, Insert).

Abbildung 3.21. – Anstieg von Aktivierungsmarkern in humanen HSCs mit TIMP-1
Überexpression. HSCs wurden lentiviral mit einem Konstrukt zur Überexpression von
TIMP-1 (SF/TIMP-1) bzw. einer Leervektorkontrolle (SF/empty ) transduziert und anschlie-
ßend auf Veränderungen in der Expression von Aktivierungsmarkern hin untersucht. Quan-
tifizierung der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin mittels qRT-PCR
sowie der Proteinmengen von αSMA mittels Western Blot (A) in LX2 Zellen bzw. (B) in
pHSCs. (A,B) Balkendiagramme, abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler; Inserts, ge-
zeigt sind repräsentative Western Blots; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test.
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3.6. Funktionelle Eigenschaften TIMP-1-aktivierter

HSCs

3.6.1. Identifizierung TIMP-1-induzierter prometastatischer
Faktoren in HSCs

Aktivierte HSCs exprimieren eine Vielzahl bioaktiver Faktoren und wirken so auf die Le-
berumgebung ein [Friedman, 2008]. Zur funktionellen Charakterisierung von HSCs in
der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische wurde ein Genexpressionsprofil mit
Fokus auf HSC Aktivierungsmarker und prometastatische Gene erstellt. Hierfür wurden
qRT-PCR basierte Low Density Arrays (LDAs) verwendet. Um den Aktivierungsstatus
von HSCs sowie deren möglichen prometastatischen Einfluß auf die Leberumgebung
zu untersuchen, wurden 60 Gene ausgewählt. Zur Auswahl der Gene wurde zunächst
eine Literaturrecherche durchgeführt. Hierbei wurden alle derzeit bekannten HSC Akti-
vierungsmarker zusammen gestellt, sowie Gene die mit HSC-assoziierten Erkrankun-
gen wie Fibrose zusammenhängen. Des weiteren wurde eine Auswahl prometastati-
scher Zielgene identifiziert, die entweder als Nischenfaktor, d. h. als Effektormoleküle
in der Ausbildung einer prämetastatischen Nische, beschrieben wurden und/oder zu-
dem als Faktor in Zusammenhang mit der Metastasierung von Tumorzellen identifiziert
wurden (siehe A.1, Seite 146).

Die zuvor aus C57BL/6 sowie DBA/2 Mäusen drei Tage nach AdTIMP-1 Transduktion
aufgereinigten HSC Fraktionen (Abb.3.12) wurden nun für die Erstellung eines Gen-
expressionsprofils mit Fokus auf HSC Aktivierungsmarker und prometastatische Gene
verwendet. Diese Untersuchung zeigte weitreichende TIMP-1-induzierte Veränderun-
gen in der Genexpression von HSCs aus beiden Mausstämmen, wobei in C57BL/6
Mäusen insgesamt mehr Gene eine Veränderung aufwiesen (z.B. TIMP-2, TLR2, VEGF-
B; Abb.3.22). Für die LDA-Analyse wurden cDNA pools (bestehend aus cDNAs von
sechs Mäusen pro Gruppe zu gleichen Mengenanteilen, siehe 2.7.10, Seite 57) ver-
wendet, sodass im nächsten Schritt die erhaltenen Ergebnisse durch Einzelanalysen
validiert und einer statistischen Analyse zugänglich gemacht wurden. Gleichzeitig soll-
ten unter den diversen in vivo induzierten prometastatische Genen solche identifiziert
werden, die direkt durch TIMP-1 reguliert und daher auch in vitro verändert exprimiert
werden.
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Abbildung 3.22. – LDA Analyse von Aktivierungsmarkern und prometastatischen Ge-
nen in aufgereinigten HSC Fraktionen aus Mäusen mit hohen TIMP-1 Spiegeln. DBA/2
bzw. C57BL/6 Mäuse (n = 6) wurde mit AdTIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert. Drei
Tage später wurden HSC Fraktionen aufgereinigt und einer qRT-PCR-basierten Genexpres-
sionsanalyse unterzogen. Quantifizierung von Aktivierungsmarkern und prometastatischen
Genen mittels TaqMan Low Density Arrays (LDA). Alle gemessenen Werte wurden auf 18S
RNA normiert und sind als Vielfaches der Expression in AdCtrl-transduzierten Mäusen dar-
gestellt. Farbkodierung: hellgrün, <0,7-fach; dunkelgrün, <1,0-fach; schwarz, >1,0- bis <1,4-
fach; dunkelrot, >1,4; hellrot, >5.

In Mehrfachbestimmungen mit single target Gene Expression Assays wurde nach pro-
metastatische Genen gesucht, welche sowohl in vivo in der Maus als auch in vitro in
humanen Zellen durch TIMP-1 induziert waren. Unter Berücksichtigung dieser Vorga-
ben wurden die Faktoren TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX identifiziert.
Die Untersuchung dieser Gene zeigte eine signifikante TIMP-1-induzierte Steigerung
der Expression in HSC Fraktionen aus der Maus (Abb.3.23, A) sowie in kultivierten
humanen HSCs (Abb.3.23, B). Somit induzierte TIMP-1 die Expression von Nischen-
faktoren und prometastatischen Genen in HSCs in vitro und in vivo.

82



3. Ergebnisse

Abbildung 3.23. – Identifizierung TIMP-1-induzierter prometastatischer Gene in muri-
nen sowie humanen HSCs. HSCs wurden auf verschiedene Arten erhöhten TIMP-1 Men-
gen ausgesetzt und anschließend die Expression pro-metastatischer Gene untersucht. (A)
DBA/2 bzw. C57BL/6 Mäuse (n = 6) wurde mit AdTIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transdu-
ziert; nach drei Tagen wurden HSC Fraktionen aufgereinigt und auf die endogene, murine
TIMP-1 mRNA untersucht. (B) LX2 Zellen nach Inkubation mit rekTIMP-1 (BSA als Kontrol-
le) bzw. mit Überexpression von TIMP-1 (SF/TIMP-1 bzw. Leervektorkontrolle SF/empty ).
(A-B) Quantifizierung von TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX mRNA mittels
qRT-PCR,abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. ns, nicht signifikant; *, p < 0,5; **, p
< 0,1; Student’s t -Test.

83



3. Ergebnisse

Um die Abhängigkeit der endogenen Expression dieser prometastatischen Gene und
Nischenfaktoren von der endogenen TIMP-1-Expression der HSCs zu testen, wurden
HSCs mit TIMP-1 knock-down (Abb.3.17) untersucht. Es zeigte sich, dass die Expres-
sion der prometastatischen Faktoren TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX
durch den knock-down von TIMP-1 in HSCs signifikant reduziert wurde (Abb.3.24).
Die endogene Expression prometastatischer Nischenfaktoren in HSCs war demnach
abhängig von TIMP-1.

Abbildung 3.24. – Reduzierte Expression prometastatischer Gene in humanen HSCs
mit TIMP-1 knock-down. pHSCs wurden lentiviral mit zwei TIMP-1 knock-down Konstruk-
ten (shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw. einem Konstrukt zur Expression unspezifischer shR-
NA (shNT ) transduziert. Anschließend wurde die Expression verschiedener prometastati-
scher Gene quantifiziert. Analyse der mRNA Mengen von TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF,
S100A4 und LOX mittels qRT-PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. ns, nicht
signifikant; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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3.6.2. Effekte von TIMP-1 auf die Motilität humaner HSCs

Die funktionellen Eigenschaften aktivierter HSCs, neben der Produktion bioaktiver Mo-
leküle, schließen auch eine gesteigerte Proliferation sowie eine erhöhte Motilität mit ein
[Friedman, 2008]. Eine detailliertere Charakterisierung des TIMP-1-induzierten Phäno-
typs von HSCs wurde daher mittels funktioneller in vitro Assays zur Untersuchung die-
ser Parameter durchgeführt. Zunächst wurde getestet, ob der TIMP-1-aktivierte Phä-
notyp von HSCs (Abb.3.21) Veränderungen in der Motilität aufweist. Zu diesem Zweck
wurde die Migration von LX2 Zellen in einem FCS-Gradienten mittels TransWell Assays
analysiert. Diese Analyse zeigte, dass hohe TIMP-1 Expression zu einer gesteigerten
Motilität von HSCs führte (Abb.3.25, A) Der deaktivierte HSC Phänotyp nach knock-
down von TIMP-1 (Abb.3.17) wies hingegen eine reduzierte Motilität auf (Abb.3.25,
B).

Abbildung 3.25. – Beeinflussung der Motilität humaner HSCs durch Manipulation der
TIMP-1 Expressionslevel. LX2 Zellen mit veränderter endogener TIMP-1 Expression wur-
den auf Veränderungen ihrer Motilität untersucht. (A) LX2 Zellen mit TIMP-1 Überexpressi-
on (SF/TIMP-1) bzw. Leervektorkontrollzellen (SF/empty ).**, p < 0,1; Student’s t -Test (B)
LX2 Zellen mit TIMP-1 knock-down (shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw. Expression unspezi-
fischer shRNA (shNT ). (A,B) Untersuchung der TransWell-Migration. Repräsentative Bilder
von Zellen an der Membranunterseite (links); Balkendiagramme (rechts): Abgebildet sind
Mittelwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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Wie zuvor für die Expression von Aktivierungsmarkern gezeigt (Abb.3.19), sollte auch
die Abhängigkeit der HSC Motilität von den autokrin verfügbaren TIMP-1 Mengen ge-
testet werden. Die TIMP-1 Spiegel im Zellkulturmedium von TIMP-1 knock-down Zel-
len wurden hierfür zunächst durch Zugabe von rekTIMP-1 aufgefüllt. Die anschließend
durchgeführten Untersuchung der Zellen in TransWell Assays zeigte, dass rekTIMP-
1 die verringerte Motilität der knock-down Zellen wieder an die der shNT Kontrollen
angleichen konnte (Abb.3.26).

Abbildung 3.26. – Wiederherstellung der Motilität in HSCs mit TIMP-1 knock-down
durch rekTIMP-1. HSCs mit knock-down von TIMP-1 (shTIMP-1#29, shTIMP-1#31) bzw.
shNT Kontrollzellen wurden mit und ohne Zugabe von rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle)
auf die Motilität hin untersucht. (A) LX2 Zellen. (B) pHSCs. Untersuchung der TransWell-
Migration. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA).
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3.6.3. Unabhängigkeit der Proliferation humaner HSCs von TIMP-1

Die Aktivierung von HSCs kann zu einer verstärkten Proliferation dieser Zellen führen
[Friedman, 2008]. Daher wurden die Auswirkungen von TIMP-1 auf das Wachstum von
HSCs untersucht. In AlamarBlue Assays zeigten sich keine Auswirkungen veränderter
TIMP-1 Expression in LX2 Zellen auf deren Wachstum relativ zur Kontrolle, weder für
die Überexpression von TIMP-1 (Abb.3.27, A) noch bei einem knock-down (Abb.3.27,
B).

Abbildung 3.27. – Keine Beeinflussung der Proliferation humaner HSCs durch Ma-
nipulation der TIMP-1 Expressionslevel. LX2 Zellen mit veränderter endogener TIMP-1
Expression wurden auf Veränderungen im Zellwachstum untersucht. (A) LX2 Zellen mit
TIMP-1 Überexpression (SF/TIMP-1) bzw. Leervektorkontrollzellen (SF/empty ) ns, nicht
signifikant; Student’s t -Test. (B) LX2 Zellen mit TIMP-1 knock-down (shTIMP-1#29,
shTIMP-1#31) bzw. Expression unspezifischer shRNA (shNT ). ns, nicht signifikant; Ein-
faktorielle Varianzanalyse (ANOVA). (A,B) Untersuchung des Wachstums mittels Alamar-
Blue Assays. Die gemessenen Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle (A, SF/empty; B,
shNT) normiert und sind als Relatives Wachstum dargestellt. Abgebildet sind Mittelwerte
+/-Standardfehler.
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3.7. Abhängigkeit der TIMP-1-induzierten HSC

Aktivierung von der C-terminalen Domäne

3.7.1. Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von TIMP-1 in
vitro von der Anwesenheit der C-terminalen Domäne

Die bisherigen Analysen zeigten, dass TIMP-1 ein wichtiger autokriner Faktor in der
Regulation der HSC Aktivierung war und zur Auslösung eines motilen, prometastati-
schen HSCs Phänotyps führte. Die nächsten Schritte wurden nun auf die Aufklärung
des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus fokussiert. Zur Klärung des Bei-
trags eines möglichen antiproteolytischen Mechanismus als Grundlage der TIMP-1-
induzierten HSC Aktivierung wurden daher zunächst die Effekte von rekombinantem
N-TIMP-1 (rekN-TIMP-1) auf HSCs in vitro im Vergleich zu rekTIMP-1- und unstimulier-
ten Zellen untersucht.

Abbildung 3.28. – Keine Beeinflussung der Motilität humaner HSCs durch Stimulati-
on von rekN-TIMP-1. HSCs wurden für 24 h mit 500 ng/ml rekTIMP-1, rekN-TIMP-1 bzw.
BSA (als Kontrolle) inkubiert und auf Veränderungen in der Motilität untersucht. (A,B) Un-
tersuchung der TransWell-Migration von (A) LX2 Zellen und (B) pHSCs. Abgebildet sind
Mittelwerte +Standardfehler; ns, nicht signifikant; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Vari-
anzanalyse (ANOVA).

Die Effekte auf die Motilität von HSCs wurden zuerst untersucht. Stimulation von HSCs
mit rekTIMP-1 steigerte deren Motilität (Abb.3.28, A und B). Es zeigte sich jedoch kein
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Einfluss von N-TIMP-1 auf die Zellmotilität, weder in LX2 Zellen (Abb.3.28, A), noch in
pHSCs (Abb.3.28, B).

Anschließend wurde der Einfluss von rekN-TIMP-1 auf die Expression von HSC Akti-
vierungsmarkern untersucht. Während die Expression von HSC Aktivierungsmarkern
durch rekTIMP-1 deutlich induziert wurde (Abb.3.29, A und B), war kein Einfluss von
rekN-TIMP-1 auf die Expression der Aktivierungsmarker αSMA, Desmin, Col1a1 und
Nestin zu beobachten, weder in LX2 Zellen (Abb.3.29, A) noch in pHSCs (Abb.3.29,
B).

Abbildung 3.29. – Keine Beeinflussung der Aktivierung humaner HSCs durch Stimu-
lation mit rekN-TIMP-1. HSCs wurden für 24 h mit 500 ng/ml rekTIMP-1, rekN-TIMP-1
bzw. BSA (als Kontrolle) inkubiert und auf Veränderungen in der Expression von Aktivie-
rungsmarkern untersucht. (A,B) Untersuchung der TransWell-Migration. (A,B) Quantifizie-
rung der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin in (A) LX2 Zellen und (B)
pHSCs mittels qRT-PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler; ns, nicht signifikant;
*, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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Der Einfluss von rekN-TIMP-1 auf die Expression von Nischenfaktoren und prometasta-
tischen Genen in HSCs wurde ebenfalls untersucht. Die durch rekTIMP-1 ausgelöste
Induktion der prometastatischen Gene TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX
(Abb.3.30) war in rekN-TIMP-1-stimulierten pHSCs nicht zu beobachten (Abb.3.30).

Abbildung 3.30. – Keine Beeinflussung der Expression prometastatischer Gene in
humanen HSCs durch Stimulation mit rekN-TIMP-1. pHSCs wurden für 24 h mit 500
ng/ml rekTIMP-1, rekN-TIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle) inkubiert und auf Veränderungen
in der Expression von prometastatischer Gene hin überprüft. Quantifizierung von TGFβ,
VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX mRNA mittels qRT-PCR,abgebildet sind Mittelwerte
+Standardfehler. ns, nicht signifikant, *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test.

Zusammengefasst wurden keine Effekte von rekN-TIMP-1 auf Aktivierungsmerkmale
von HSCs (Motilität, Expression von Aktivierungsmarkern und/oder prometastatischen
Genen) in vitro beobachtet, weder in LX2 Zellen, noch in pHSCs. Die N-terminale Do-
mäne von TIMP-1 war demnach nicht ausreichend, um die Effekte von TIMP-1 auf
die Aktivierung von HSCs in vitro zu vermitteln, was auf eine Abhängigkeit von der
C-terminalen Domäne hinwies.
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3.7.2. Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von TIMP-1 in
vivo von der Anwesenheit der C-terminalen Domäne

Zur weiteren Aufklärung des molekularen Mechanismus der TIMP-1-induzierten HSC
Aktivierung wurde nun überprüft, ob die TIMP-1-vermittelte HSC Aktivierung auch in
vivo von der Anwesenheit der C-terminalen Domäne abhängig ist.

Die Spiegel von TIMP-1 sowie nun auch von N-TIMP-1 (AdN-TIMP-1) wurden durch
adenoviralen Gentransfer in Mäusen erhöht. Drei Tage nach Transduktion wurden die
Tiere geopfert und auf histologische Anzeichen von HSC Aktivierung hin untersucht.
Wie zuvor war eine Induktion der αSMA sowie Desmin Expression in Mäusen mit ho-
hen TIMP-1 Spiegeln zu beobachten (Abb.3.31). Die Überexpression der N-terminalen
Domäne führte jedoch zu keinen Unterschieden in der Expression der HSC Aktivie-
rungsmarker αSMA und Desmin in der Leber (Abb.3.31).

Abbildung 3.31. – Keine Beeinflussung der HSC Aktivierung in Mäusen mit hohen N-
TIMP-1 Spiegeln. C57BL/6 Mäuse (n = 5 pro Zeitpunkt) wurde mit AdTIMP-1, AdN-TIMP-1
bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert und drei Tage nach Virusinokulation auf Anzeichen für
HSC Aktivierung hin untersucht. IHC Nachweis der Expression von Desmin (oben) bzw.
αSMA (unten) in der Leber von AdTIMP-1, AdN-TIMP-1 bzw. AdCtrl-transduzierten Mäu-
sen. Gezeigt sind repräsentative Bilder. Balken, 100 µm.

Zur genaueren Überprüfung dieser Beobachtung wurden aus AdTIMP-1- und AdN-
TIMP-1-transduzierten Mäusen HSC Fraktionen isoliert und mittels qRT-PCR auf die
Expression von Aktivierungsmarkern hin untersucht. Es zeigten sich auch in diesem
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Experiment eine signifikante Induktion der Aktivierungsmarker αSMA, Desmin, Col1a1
und Nestin in AdTIMP-1 Mäusen verglichen zu AdCtrl-transduzierten Tieren (Abb.3.32).
Die Expression dieser HSC Aktivierungsmarker war bei HSC Fraktionen aus AdN-
TIMP-1 Mäusen jedoch im Vergleich zur Kontrolle nicht verändert (Abb.3.32).

Abbildung 3.32. – Keine Beeinflussung der Expression von Aktivierungsmarkern in
HSC Fraktionen aus Mäusen mit hohen N-TIMP-1 Spiegeln. C57BL/6 Mäuse (n = 5)
wurden mit AdTIMP-1, AdN-TIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert und drei Tage nach
Virusinokulation auf Anzeichen für HSC Aktivierung hin untersucht. Expression von Aktivie-
rungsmarkern in isolierten HSC Fraktionen. Analyse der mRNA Mengen von αSMA, Des-
min, Col1a1 und Nestin mittels qRT-PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. n.s.;
nicht signifikant; *, p < 0,5; Student’s t -Test.

Die isolierten HSC Fraktionen wurden ebenfalls auf Expression der zuvor identifizierten
TIMP-1-induzierten prometastatischen Faktoren TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4
und LOX hin untersucht. Auch hier war eine Induktion der Expression in HSCs aus
AdTIMP-1-transduzierten Mäusen zu beobachten (Abb.3.33). Die Expression dieser
prometastatischen Gene war in HSCs aus AdN-TIMP-1-transduzierten Mäusen jedoch
nicht verändert bzw. im Vergleich zu AdCtrl-transduzierten Tieren tendenziell rückläufig
(Abb.3.33).
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Die N-terminale Domäne von TIMP-1 allein konnte demnach keinen der bisher iden-
tifizierten Effekte von TIMP-1 auf HSCs (Induktion von Aktivierungsmarkern, prome-
tastatischer Genexpression sowie erhöhte Motilität) auslösen, weder in vitro noch in
vivo. Dies legte nahe, dass der molekulare Mechanismus der TIMP-1-induzierten HSC
Aktivierung von der Anwesenheit der C-terminalen Domäne abhängig ist.

Abbildung 3.33. – Unveränderte Expression prometastatischer Gene in aufgereinig-
ten HSC Fraktionen aus Mäusen mit hohen TIMP-1 Spiegeln. C57BL/6 Mäuse (n = 5
pro Zeitpunkt) wurde mit AdTIMP-1, AdN-TIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert, drei
Tage nach Virusinokulation wurden HSC Fraktionen aufgereinigt und die Expression pro-
metastatischer Gene untersucht. Quantifizierung von TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4
und LOX mRNA mittels qRT-PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler. n.s.; nicht
signifikant; *, p < 0,5; Student’s t -Test.
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3.8. Einfluss des PI3K Signalweges in

TIMP-1-aktivierten HSCs

3.8.1. Induktion des PI3K Signalweges in HSCs durch TIMP-1

Die C-terminalen Domäne ist wichtig für die direkte Signalfunktion von TIMP-1, d. h.
die Aktivierung intrazellulärer Signalwege durch Interaktion mit einem Membranrezep-
tor [Chirco et al., 2006]. TIMP-1 kann über die Interaktion der C-terminalen Domäne
mit CD63 u.a. den PI3K Signalweg aktivieren [Cui et al., 2014]. Bisher bekannte Me-
chanismen zur Aktivierung von HSCs laufen ebenfalls über intrazelluläre Signalwege
ab, beispielsweise führt die PDGF-B/PDGFR-Interaktion zur Aktivierung des PI3K- und
des ERK-Signalwegs [Friedman, 2008]. So wurde im Folgenden untersucht, ob es unter
Einfluss von TIMP-1 zur Induktion HSC-aktivierender Signaltransduktionswege kommt.

Zunächst wurde der PI3K Signalweg in LX2 Zellen nach Stimulation mit rekTIMP-1
per Immunoblotting untersucht. Die Aktivität der PI3K wird über Heterodimere aus den
katalytischen Untereinheiten p110α, p110β bzw. p110γ mit der regulatorischen p85
Untereinheit bestimmt, wobei die Aktivität von p85 durch Phosphorylierung am Threo-
nin in Position 458 (T458) reguliert ist [Sotsios und Ward, 2000]. LX2 Zellen zeigten
nach Zugabe von rekTIMP-1 erhöhte Mengen von p110α, p110β und p110γ sowie von
T458-phosphoryliertem p85 (P-p85) (Abb.3.34, A). Der PI3K Signalweg wurde dem-
nach durch TIMP-1 in LX2 Zellen aktiviert. Um zu testen, wie sich erhöhten Mengen
an endogenem TIMP-1 auf die Aktivierung von PI3K auswirken wurden LX2 Zellen
mit TIMP-1-Überexpression (SF/TIMP-1) derselben Analyse unterzogen. Diese Analy-
sen zeigten ebenfalls einen TIMP-1-induzierten Anstieg der p110α, p110β und p110γ
Mengen sowie von P-p85 (Abb.3.34, B). Verglichen zu den Effekten durch exogenes
TIMP-1 war eine stärkere PI3K-Aktivierung durch hohe endogene TIMP-1 Level zu be-
obachten.

Die Effekte hoher endogener TIMP-1 Spiegel in LX2 Zellen auf die Aktivierung von
ERK1/2 per (Phospho-)Immunoblotting wurden ebenfalls untersucht. ERK1/2 sind Teil
des MAPK-Signalwegs und werden durch Phoshorylierung am Threonin in Position 202
und Tyrosin in Position 204 (T202/Y204) im Falle von ERK1 bzw. in den Positionen 185
und 187 (T185/Y187) im Falle von ERK2 aktiviert [Meloche und Pouysségur, 2007].
Diese Analyse zeigte, dass keine Aktivierung von ERK1/2 in LX2 Zellen durch hohe
endogene TIMP-1 Spiegel stattfindet (Abb.3.34, C).
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Abbildung 3.34. – Induktion des PI3K Signalweges in LX2 Zellen durch TIMP-1. LX2
Zellen wurden erhöhten TIMP-1 Mengen ausgesetzt und anschließend auf die Aktivierung
intrazellulärer Signalwege hin untersucht. (A) LX2 Zellen nach Inkubation mit 500 ng/ml
rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle). (B,C) LX2 Zellen mit Überexpression von TIMP-1
(SF/TIMP-1) bzw. Leervektorkontrolle (SF/empty ). (A,B) (Phospho-)Immunoblotting Ana-
lyse des PI3K Signalweges anhand von p110α, p110β und p110γ sowie phosphoryliertem
p85 (P-p85). (C) (Phospho-)Immunoblotting Analyse von ERK1/2. (A-C) Gezeigt sind re-
präsentative Western Blots. αTub, αTubulin (Ladekontrolle).
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Um zelllinienspezifische Effekte auszuschließen, wurde die Aktivierung des PI3K Si-
gnalweges unter Einfluss von TIMP-1 in pHSCs überprüft. Es zeigte sich ein sehr ähnli-
ches Bild: In pHSCs waren nach Zugabe von rekTIMP-1 die Mengen von p110α, p110β
und p110γ sowie von T458-phosphoryliertem p85 (P-p85) erhöht (Abb.3.35, A). Eben-
falls bestätigte sich, dass eine Überexprssion von TIMP-1 eine Aktivierung von PI3K
auslöste, denn auch pHSC SF/TIMP-1 Zellen wiesen einen Anstieg der p110α, p110β
und p110γ Mengen sowie von P-p85 Mengen auf (Abb.3.35, B).

Abbildung 3.35. – Induktion des PI3K Signalweges in pHSCs durch TIMP-1. pHSCs
wurden erhöhten TIMP-1 Mengen ausgesetzt und anschließend auf die Aktivierung des
PI3K Signalwege hin untersucht. (A) pHSCs nach Inkubation mit 500 ng/ml rekTIMP-1 bzw.
BSA (als Kontrolle). (B,C) pHSCs mit Überexpression von TIMP-1 (SF/TIMP-1) bzw. Leer-
vektorkontrolle (SF/empty ). (A,B) (Phospho-)Immunoblotting Analyse von p110α, p110β
und p110γ sowie phosphoryliertem p85 (P-p85). Gezeigt sind repräsentative Western Blots.
αTub, αTubulin (Ladekontrolle).
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3.8.2. PI3K Aktivierung in HSCs in vivo durch C-TIMP-1.

Um die Rolle von PI3K in der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung besser einschät-
zen zu können, wurde getestet, (i) ob die Induktion des Signalweges durch TIMP-1
auch in vivo auftritt und (ii) ob die Aktivierung des PI3K Signalweges von der Anwe-
senheit der C-terminalen Domäne von TIMP-1 abhängig ist. Hierzu wurde Zelllysat von
HSC Fraktionen aus AdTIMP-1 und AdN-TIMP-1 Mäusen per (Phospho)- Immunoblot-
ting untersucht. HSC Fraktionen aus AdTIMP-1 Mäusen wiesen höhere Mengen an
p110α, p110β und p110γ sowie P-p85 auf als solche aus AdCtrl-transduzierten Tie-
ren (Abb.3.36). Die Mengen an p110α, p110β und p110γ und P-p85 in HSCs Lysaten
aus AdN-TIMP-1 Mäusen waren unverändert verglichen zur Kontrolle (Abb.3.36) und
dementsprechend deutlich geringer als in HSCs aus AdTIMP-1 Mäusen (Abb.3.36).
Dies zeigt, dass die TIMP-1-vermittelte Aktivierung von PI3K in HSCs in vivo abhängig
von der C-terminalen Domäne ist .

Abbildung 3.36. – Abhängigkeit der TIMP-1-vermittelten PI3K Aktivierung in HSCs in
vivo von der C-terminalen Domäne. C57BL/6 Mäuse (n = 5 pro Zeitpunkt) wurden mit
AdTIMP-1, AdN-TIMP-1 bzw. Leervirus (AdCtrl) transduziert. Drei Tage nach Virusinokula-
tion wurden HSC Fraktionen isoliert und auf Aktivierung des PI3K Signalwege untersucht.
(Phospho-)Immunoblotting Analyse von p110α, p110β und p110γ sowie phosphoryliertem
p85 (P-p85). Gezeigt sind repräsentative Western Blots. αTub, αTubulin (Ladekontrolle).
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3.8.3. Bedeutung des PI3K Signalweges in der TIMP-1-induzierten
HSC-Aktivierung in vitro

TIMP-1 induzierte über die C-terminale Domäne den PI3K Signalweg in HSCs (Abb.3.36).
PI3K ist ein zentrales Regelglied in der Etablierung eines aktivierten HSCs Phänotyps
[Friedman, 2008] und könnte somit eine funktionelle Rolle in der TIMP-1-induzierten
HSC Aktivierung einnehmen. Um dies genauer zu untersuchen, wurde getestet, ob die
Inhibition von PI3K den TIMP-1-induzierten HSCs Phänotyp in vitro blockieren kann.
Zur Inhibition von PI3K stehen verschiedene synthetische Inhibitoren zur Verfügung,
u.a. Wortmannin und LY294002 [Masamune et al., 2003; Sun et al., 2004].

Abbildung 3.37. – Keine Induktion von Aktivierung und Motilität humaner HSCs durch
TIMP-1 in Anwesenheit synthetischer PI3K Inhibitoren. LX2 Zellen mit Überexpression
von TIMP-1 (SF/TIMP-1) bzw. die zugehörige Leervektorkontrolle (SF/empty ) wurden mit
PI3K Inhibitoren behandelt. Anschließend wurden die Zellen auf Veränderungen in der Mo-
tilität und der Expression von Aktivierungsmarkern hin untersucht. (A) Untersuchung der
TransWell-Migration nach Zugabe von 100 nM Wortmannin bzw. 10 µM LY294002. (B)
Quantifizierung der mRNA Mengen von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin mittels qRT-
PCR. 100 nM Wortmannin bzw. 10 µM LY294002 wurden 24 h vor der Analyse dem Me-
dium zugefügt. (A,B) Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler; WM; Wortmannin; LY,
LY294002; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test.

LX2 Zellen mit TIMP-1-Überexpression bzw. Kontrollzellen wurden mit den PI3K Inhibi-
toren Wortmannin oder LY294002 bzw. DMSO (Vehikelkontrolle) inkubiert und anschlie-
ßend auf Veränderungen des TIMP-1-induzierten Phänotyps untersucht. Es zeigte sich
mit beiden PI3K Inhibitoren eine Blockierung der TIMP-1-induzierten Migration von LX2
Zellen (Abb.3.37, A). Die parallele Analyse der Expression von Aktivierungsmarkern
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in gleich behandelten Zellen zeigte ebenfalls eine signifikante Reduktion des TIMP-1-
induzierten Anstiegs der Expression von αSMA, Desmin, Col1a1 und Nestin durch Zu-
gabe von Wortmannin sowie von LY294002 (Abb.3.37, B). Die TIMP-1-induzierte Ex-
pression der prometastatischen Gene TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4 und LOX in
LX2 SF/TIMP-1 Zellen wurde durch Zugabe von Wortmannin sowie LY294002 ebenfalls
signifikant reduziert (Abb.3.38).

Abbildung 3.38. – Keine Induktion prometastatischer Gene in humanen HSCs durch
TIMP-1 in Anwesenheit synthetischer PI3K Inhibitoren. LX2 Zellen mit Überexpression
von TIMP-1 (SF/TIMP-1) bzw. die zugehörige Leervektorkontrolle (SF/empty ) wurden mit
PI3K Inhibitoren behandelt. Anschließend wurde die Expression prometastatischer Gene
quantifiziert. Untersuchung der mRNA Mengen von TGFβ, VEGF-A, EGF, PDGF, S100A4
und LOX mittels qRT-PCR. 100 nM Wortmannin bzw. 10 µM LY294002 wurden 24 h vor der
Analyse dem Medium zugefügt. (A,B) Abgebildet sind Mittelwerte +Standardfehler; WM;
Wortmannin; LY, LY294002; ns, nicht signifikant; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test.
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3.8.4. Bedeutung des PI3K Signalweges in der TIMP-1-induzierten
HSC-Aktivierung in vivo

Zur eingehenderen Untersuchung der Rolle von PI3K in der TIMP-1-induzierten Akti-
vierung von HSCs sollten die in vitro beobachteten Effekte in vivo überprüft werden.
AdTIMP-1 bzw. AdCtrl-transduzierte Mäuse wurden daher über drei Tage mit DMSO
(Vehikelkontrolle) bzw. Wortmannin behandelt, anschließend geopfert und auf histo-
logische Anzeichen für HSC Aktivierung hin untersucht. Es zeigte sich, dass die ge-
steigerte Expression von αSMA sowie von Desmin in AdTIMP-1- verglichen zu AdCtrl-
transduzierten Tieren durch Behandlung mit Wortmannin unterdrückt wurde (Abb.3.39).

Abbildung 3.39. – Reduzierte HSC Aktivierung in wortmanninbehandelten Mäusen
mit hohen TIMP-1 Spiegeln. AdTIMP-1- bzw. Leervirus(AdCtrl)-transduzierte C57BL/6
Mäuse (n = 5) wurden mit PI3K Inhibitor behandelt und drei Tage nach Virusinokulation
auf Veränderungen in der HSC Aktivierung hin untersucht. Behandlung mit 1 mg/kg/Tag
Wortmannin in 2,5 %DMSO/PBS bzw. Vehikelkontrolle (2,5 %DMSO/PBS) begann 24 h vor
Virusinokulation. IHC Nachweis der Expression von Desmin (links) bzw. αSMA (rechts) in
der Leber. Gezeigt sind repräsentative Bilder. WM, Wortmannin; DMSO, Vehikelkontrolle;
Balken, 100 µm.

100



3. Ergebnisse

3.8.5. Reduktion des TIMP-1-induzierten Anhaftens von
Pankreaskarzinomzellen in der Leber durch Inhibition von
PI3K

Zur Untersuchung der Effekte von PI3K in der Ausbildung einer suszeptiblen, prome-
tastatischen Leberumgebung wurde der Einfluss der wortmanninvermittelten Inhibition
der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung auf die Suszeptibilität der Leber in einem ex-
perimentellen Metastasierungsassay untersucht.

Es zeigte sich, dass die Metastasierung in Wortmannin-behandelten Mäusen mit hohen
TIMP-1 Spiegel signifikant um etwa 70 % reduziert war. (Abb.3.40)

Abbildung 3.40. – Reduzierte Metastasierung in wortmanninbehandelten AdTIMP-1
Mäusen. AdTIMP-1-transduzierte C57BL/6 Mäuse (n = 5) wurden mit PI3K Inhibitor be-
handelt und drei Tage nach Virusinokulation auf Veränderungen in der Suszeptibilität der
Leber gegenüber Pankreaskarzinomzellen untersucht. Behandlung mit 1 mg/kg/Tag Wort-
mannin in 2.5 %DMSO/PBS bzw. Vehikelkontrolle (2.5 %DMSO/PBS) von 24 h vor Virusi-
nokulation bis 24 h vor i.v. Inokulation von 1x106 9801-eGFP Zellen. (links): IHC-basierte
Quantifizierung extravadierter 9801-eGFP Zellen in der Leber. Abgebildet sind Mittelwerte
+Standardfehler; WM; Wortmannin; DMSO, Vehikelkontrolle; **, p < 0,1. rechts: Gezeigt
sind repräsentative Bilder. WM, Wortmannin; DMSO, Vehikelkontrolle; Balken, 100 µm.
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3.9. CD63-Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte

von TIMP-1

3.9.1. CD63-Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von
TIMP-1 in vitro

Bisher war nicht geklärt, wie die Effekte der C-terminalen Domäne von TIMP-1 auf
den intrazellulären PI3K Signalweg übertragen werden. Das Tetraspanin CD63 ist ein
C-terminaler Interaktionspartner von TIMP-1, der eine TIMP-1-induzierte Aktivierung
intrazellulärer Signalwege auslösen kann [Jung et al., 2006], darunter auch PI3K [Chir-
co et al., 2006]. Nun wurde untersucht, ob die TIMP-1-induzierte Aktivierung von HSCs
abhängig von CD63 ist.

Zunächst wurde ein knock-down von CD63 in LX2 Zellen sowie pHSCs etabliert. Beide
verwendeten shRNA Konstrukte (shCD63#49 und shCD63#51) erreichten eine Repres-
sion der mittels qRT-PCR detektierbaren CD63 mRNA Menge in LX2 Zellen (Abb.3.41,
A) und in pHSCs (Abb.3.41, B).

Abbildung 3.41. – Knock-down von CD63 in humanen HSCs. HSCs wurden lentiviral
mit zwei TIMP-1 knock-down Konstrukten (shCD63#49, shCD63#51) bzw. einem Konstrukt
zur Expression unspezifischer shRNA (shNT ) transduziert. (A) Nachweis des CD63 knock-
downs in LX2 Zellen. (B) Nachweis des CD63 knock-downs in pHSCs. (A,B) Quantifizie-
rung der CD63 mRNA Expression mittels qRT-PCR. Abgebildet sind Mittelwerte +Standard-
fehler.
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Anschließend wurde überprüft, ob CD63 für die TIMP-1-induzierte Migration von HSCs
notwendig ist. Es zeigte sich, dass der knock-down von CD63 die TIMP-1-induzierte
Motilität von HSCs blockierte, sowohl in LX2 Zellen (Abb.3.42) als auch in pHSCs
(Abb.3.42).

Abbildung 3.42. – Keine Induktion der Motilität von HSCs mit CD63 knock-down durch
rekTIMP-1. HSCs mit knock-down von CD63 (shCD63#49, shCD63#51) bzw. shNT Kon-
trollzellen wurden mit und ohne Zugabe von rekTIMP-1 bzw. BSA (als Kontrolle) auf die
Motilität hin untersucht. (A) Motilität von LX2 Zellen mit CD63 knock-down in An- bzw.
Abwesenheit von rekTIMP-1. (B) Motilität von pHSCs mit CD63 knock-down in An- bzw.
Abwesenheit von rekTIMP-1. (A,B) Untersuchung der TransWell-Migration. Abgebildet sind
Mittelwerte +Standardfehler. *, p < 0,5; **, p < 0,1; Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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3.9.2. CD63-Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von
TIMP-1 in vivo

Die Rolle von CD63 als Mediator der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung wurde nun
eingehender in vivo untersucht. Zunächst wurde getestet, ob die genetische Ablation
von CD63 mit der TIMP-1-induzierte Aktivierung von HSC in vivo interferieren kann.
CD63 knock-out Mäuse bzw. Wildtyp Littermates wurden mit AdCtrl bzw. AdTIMP-1
transduziert und nach drei Tagen auf HSC Aktivierung hin untersucht. Die anschließen-
de IHC Analyse ergab, dass in CD63 knock-out Mäusen der TIMP-1-induzierte Anstieg
der HSC Aktivierungsmarker αSMA und Desmin reduziert war (Abb.3.43).

Abbildung 3.43. – Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von TIMP-1 vom CD63-
Genotyp in vivo. Mäuse mit unterschiedlichem CD63 Genotyp wurden mit AdCtrl bzw.
AdTIMP-1 transduziert und drei Tage nach Virusinokulation auf Anzeichen für HSC Aktivie-
rung in der Leber untersucht. IHC Nachweis der Expression von αSMA (links) bzw. Desmin
(rechts) in der Leber. Gezeigt sind repräsentative Bilder.

Intravenös verabreichte adenovirale Vektoren weisen einen starken Lebertropismus
auf, was eine effiziente RNAi-basierte Manipulation hepatischer Zielgene ermöglicht
[Mowa et al., 2010]. Dieser Umstand wurde ausgenutzt, um eine topische, effiziente
Manipulation von CD63 in der Leber zu erreichen.
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Adenovirus mit shRNA gegen CD63 wurde intravenös inokuliert und dadurch eine Re-
duktion der mittels qRT-PCR detektierbaren hepatischen CD63 mRNA um etwa 90 %
erreicht (Abb.3.44, A). Die Analyse der Tiere auf histologische Anzeichen von HSC Ak-
tivierung ergab, dass die Unterdrückung von CD63 in der Leber den TIMP-1-induzierten
Anstieg der HSC Aktivierungsmarker αSMA und Desmin blockierte (Abb.3.44, B).

Abbildung 3.44. – Abhängigkeit der HSC-aktivierenden Effekte von TIMP-1 von he-
patischem CD63 in vivo. C57BL/6 Mäuse (n = 5) wurden mit AdCtrl, AdTIMP-1 bzw.
AdTIMP-1/AdshCD63 transduziert und drei Tage nach Virusinokulation auf Anzeichen für
HSC Aktivierung in der Leber untersucht. (A) Nachweis des CD63 knock-downs in vivo.
Quantifizierung von CD63 in Gesamt-mRNA der Leber mittels qRT-PCR. Abgebildet sind
Mittelwerte +Standardfehler; **, p < 0,1; Student’s t -Test. (B) IHC Nachweis der Expressi-
on von Desmin (oben) bzw. αSMA (unten) in der Leber. Gezeigt sind repräsentative Bilder.
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3.9.3. Reduktion des TIMP-1-induzierten Anhaftens von
Pankreaskarzinomzellen in der Leber durch knock-down von
CD63 in der Leber

Um die Rolle von CD63 in der Ausbildung einer suszeptiblen, prometastatischen Le-
berumgebung zu untersuchen, wurden die Auswirkungen des AdshCD63-vermittelten
in vivo knock-downs von CD63 auf die AdTIMP-1-induzierte Suszeptibilität der Leber
überprüft. Hierzu wurden AdCtrl,- AdTIMP-1- und AdTIMP-1/AdshCD63-behandelte
Tiere in einem experimentellen Metastasierungsassay untersucht. Es zeigte sich, dass
die TIMP-1-induzierte Suszeptibilität der Leber gegenüber Tumorzellen in shCD63-
behandelten Mäusen signifikant um etwa 50 % reduziert war (Abb.3.45). Dies deutet
darauf hin, dass die TIMP-1-induzierte Ausbildung einer rezeptiven Mikroumgebung in
der Leber abhängig von CD63 ist.

Abbildung 3.45. – Abhängigkeit der prometastatischen Effekte von TIMP-1 in vivo
von der Anwesenheit von CD63 in der Leber. C57BL/6 Mäusen (n = 5) wurde AdCtrl,
AdTIMP-1 bzw. AdTIMP-1/AdshCD63 injiziert, drei Tage nach Virusinokulation wurde die
Suszeptibilität der Leber gegenüber Pankreaskarzinomzellen untersucht. Inokulation von
1x106 9801-eGFP Zellen i.v., 24 h später Analyse der Lebersuszeptibilität. (oben) IHC-
basierte Quantifizierung extravadierter 9801-eGFP Zellen in der Leber. Abgebildet sind Mit-
telwerte +Standardfehler; *, p < 0,5; **, p < 0,1; Student’s t -Test. (unten) Gezeigt sind
repräsentative Bilder.Balken, 100 µm.

106



4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals einen molekularen und zellulären Mecha-
nismus in der Ausbildung einer prämetastatischen Nische in der Leber durch einen
klinisch relevanten Prognosemarker des PDAC, TIMP-1. Die Untersuchung möglicher
leberspezifischer Mechanismen in der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische
zeigte erstmals, dass aktivierte HSCs Bestandteil der durch TIMP-1 veränderten Mi-
kroumgebung der Leber sind. TIMP-1 selbst wurde als der HSC-aktivierende Faktor
identifiziert und der zugrunde liegende Mechanismus konnte aufgeklärt werden. Wie in
dieser Arbeit gezeigt wird, aktivierte TIMP-1 HSCs durch Interaktion mit CD63 und die
anschließende Aktivierung des PI3K Signalweges. Aktivierte HSCs trugen zur TIMP-1-
induzierten Ausbildung einer rezeptiven Leberumgebung bei, die vermehrt Tumorzel-
len aufnahm. Durch Aufklärung dieser bisher unbekannten, HSC-aktivierenden Funk-
tion von TIMP-1 wurde erstmals die Beteiligung einer leberspezifischen Zellpopulati-
on in der TIMP-1-induzierten Metastasierung gezeigt. Dadurch wurde zudem gezeigt,
dass die metastasierungsfördernden Effekte hoher systemischer TIMP-1 Spiegel von
der Interaktion mit CD63 in der Leber abhängig sind. Die Untersuchung dieser neu-
en Funktionen von TIMP-1 im Kontext des PDAC zeigte, dass es zur Ausbildung ei-
ner TIMP-1-induzierten, HSC-vermittelten prämetastatischen Nische bei PDAC kommt.
Dieser TIMP-1- und HSC-abhängige metastasierungsfördernde Prozess fand bereits
während der Entwicklung des PDAC statt, und bietet daher eine Erklärung für die be-
sonders frühe und effiziente Metastasierung dieser Erkrankung in die Leber.

4.1. TIMP-1 aktiviert HSCs

Die PDAC-induzierte Aktivierung von HSCs in KPC Mäusen war von der Anwesen-
heit von TIMP-1 abhängig. TIMP-1 schien daher ein möglicher HSC-aktivierender Fak-
tor bei PDAC zu sein. Eine TIMP-1-vermittelte Aktivierung von HSCs wurde kürzlich
ebenfalls in einer Studie zu TIMP-1-überexprimierenden, hepatozellulären Karzinomen
beschrieben [Song et al., 2015b], wobei der Tumorentität entsprechend in jener Stu-
die lokale Effekte in der Leber betrachtet wurden. Die Möglichkeit der Aktivierung von
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HSCs durch TIMP-1 aus einem entfernten Tumor, wie bei PDAC im Pankreas, war bis-
her nicht bekannt. Eine Voraussetzung dafür, dass TIMP-1 auf HSCs in der entfernten
Leber wirken kann, ist jedoch, dass TIMP-1 bei PDAC endokrin sezerniert wird. Der Ver-
lauf der pankreatischen und systemischen TIMP-1 Mengen während der Entwicklung
von PDAC konnte in einem funktionell genetischen spontanen murinen PDAC Modell
(KPC Mäuse) untersucht werden. Die TIMP-1 Plasmaspiegel in KPC Mäusen stiegen
an und korrelierten nahezu vollständig mit den jeweiligen Mengen im erkrankten Pan-
kreas. In den gesunden Littermates der KPC Tiere blieben die pankreatischen und
systemischen TIMP-1 Spiegel mit ansteigendem Alter unverändert gering. TIMP-1 ist
bekanntermaßen im gesunden Gewebe kaum exprimiert, wird aber durch entzündliche
Prozesse stark induziert [Lambert et al., 2004]. Der Anstieg systemischer TIMP-1 Spie-
gel in KPC Mäusen ging somit auf eine endokrine Sezernierung durch das erkrankte
Pankreas zurück. Die TIMP-1-abhängige Aktivierung von HSCs in KPC Mäusen wurde
demnach wahrscheinlich durch das ansteigende TIMP-1 aus dem entartenden Pan-
kreasgewebe ausgelöst. Das KPC Modell war jedoch ungeeignet, um zu untersuchen,
ob von einem entfernten Tumor sezerniertes TIMP-1 in der Lage ist, über die Distanz
HSCs in der Leber zu aktivieren. Eine Dissemination von Tumorzellen aus dem Pan-
kreas findet in diesem Modell mit großer Wahrscheinlichkeit sehr früh statt [Rhim et al.,
2012]. Mögliche Effekte zirkulierender Tumorzellen auf die Aktivierung von HSCs in der
Leber konnten daher im KPC Modell nicht ausgeschlossen und daher nicht von den
Effekten endokrin wirksamer, erhöhter TIMP-1 Spiegel getrennt werden. Daher wurde
ein nicht-metastatisches Primärtumormodell (NIH3T3, [Seubert et al., 2015]) heran-
gezogen. Im NIH3T3 Modell zeigte sich, dass von einem entfernten Tumor endokrin
sezerniertes TIMP-1 ausreichend war, um HSCs in der Leber zu aktivieren. Ob TIMP-1
selbst aktivierend auf HSCs wirkte oder durch mögliche Wechselwirkung mit anderen
tumorsezernierten Faktoren, konnte in diesen Modellen allerdings nicht unterschieden
werden. Die Hypothese, dass TIMP-1 alleine als HSC-aktivierender Faktor wirken kann,
wurde daher in einem tumorfreien, adenoviralen Überexpressionsmodell überprüft. Die
ektopische Überexpression von TIMP-1 in Mäusen war ausreichend, eine gesteiger-
te Expression von HSC Aktivierungsmarkern auszulösen. Dies wies darauf hin, dass
TIMP-1 als einzelner Faktor ausreichend für die Aktivierung von HSCs war. Demnach
war die HSC-aktivierende Funktion von TIMP-1 unabhängig von Wechselwirkungen mit
anderen tumorsezernierten Faktoren. In einem ähnlichen, adenoviralen Überexpressi-
onsmodell wurden auch die HSC-aktivierenden Effekte von PDGF-C demonstriert und
zusätzlich unter Verwendung stabil transgener Mäuse, die eine hepatische PDGF-C
Überexpression unter Kontrolle des Albuminpromotors aufwiesen, überprüft [Campbell
et al., 2005]. Es ist bereits bekannt, dass auch die albuminpromotervermittelte TIMP-1
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Überexpression im Mausmodell in Zusammenhang mit der Aktivierung von HSCs steht
und die Ausprägung experimenteller Fibrose fördert [Yoshiji et al., 2000] bzw. die Auflö-
sung eines bestehenden fibrotischen Zustandes verlangsamt [Yoshiji et al., 2002]. Der
Nachweis der HSC Aktivierung in situ erfolgt derzeit üblicherweise mittels IHC unter
Verwendung von Markerproteinen wie αSMA und Desmin sowie durch den histoche-
mischen Nachweis ansteigender Kollagenmengen [Friedman, 2008]. Diese Methoden
wurden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet, jedoch weisen sie nicht völlig spe-
zifisch HSCs nach, denn auch andere Zellen der Leber exprimieren diese Proteine,
beispielsweise portale Fibroblasten und Myofibroblasten [Li et al., 2007]. Derzeit ist
allerdings kein HSC-spezifisches Protein bekannt [Motoyama et al., 2014]. Um deren
Aktivierungsstatus dennoch eindeutig überprüfen zu können, wurden HSCs daher aus
AdTIMP-1-transduzierten Mäusen isoliert. Dies ist anhand der spezifisch sehr geringen
Dichte von HSCs mittels Dichtegradienten möglich [Liu et al., 2011]. Isolierte HSCs
können dann anhand der Autofluoreszenz Vitamin A-reicher Fetttröpfchen [Friedman,
2008] eindeutig identifiziert werden. Die Genexpressionsanalyse dieser HSC Fraktio-
nen zeigte, dass HSCs aus Mäusen mit adenoviraler Überexpression von TIMP-1 einen
erhöhten Aktivierungsstatus aufwiesen. Dies bestätigte die Vermutung, dass TIMP-1
als einzelner Faktor, in Abwesenheit eines Tumors, HSCs aktivieren kann. Effekte von
TIMP-1 auf umliegende Zellen, die möglicherweise mit HSCs interagieren, können
im AdTIMP-1-Modell allerdings nicht ausgeschlossen werden. Intravenös applizierte
adenovirale Vektoren weisen einen Lebertropismus auf [Mowa et al., 2010]. Die re-
sultierende lokale Überexpression von TIMP-1 in der Leber kann einerseits direkt auf
HSCs wirken, andererseits Effekte auf umliegende Zellen haben, die dann wiederum
auf HSCs wirken können. TIMP-1 wirkt beispielsweise mitogen auf Hepatozyten [Mo-
hammed et al., 2005] und Hepatozyten stehen in starker Wechselwirkung mit HSCs
[Friedman, 2008]. Auch unerwünschte Nebeneffekte der Virusinfektion könnten die Akti-
vierung von HSCs im AdTIMP-1-Modell beeinflussen. Hepatozyten können im Rahmen
der adenoviralen Transduktion beschädigt werden [Shayakhmetov et al., 2004] und be-
schädigte Hepatozyten wiederum können zur Aktivierung von HSCs führen [Friedman,
2008]. Mögliche direkte Effekte von TIMP-1 auf die HSC Aktivierung wurden daher
in kultivierten HSCs in vitro untersucht. Immortalisierte und primäre HSCs wurden mit
rekTIMP-1 stimuliert und zeigten daraufhin eine Steigerung des Aktivierungsstatus. Der
rekTIMP-1-aktivierte HSC Phänotyp in vitro war charakterisiert durch eine gesteigerte
Expression bekannter HSC Aktivierungsmarker, u. a. αSMA und Desmin, sowie durch
funktionelle Veränderungen, d. h. eine gesteigerte Motilität der HSCs und die Produk-
tion bioaktiver Faktoren. Ruhende HSCs in der Maus wurden de novo durch TIMP-1
aktiviert während der geringe Aktivierungsstatus von LX2 Zellen [Xu et al., 2005] sowie
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der stark kulturaktivierte Zustand von pHSCs [Bachem et al., 2005] durch Stimulation
mit rekTIMP-1 weiter angehoben wurde. Der HSC-aktivierende Effekt von TIMP-1 war
demnach spezies- und zelllinienunabhängig, und in HSCs mit unterschiedlichen ba-
salen Aktivierungszuständen zu beobachten. Zusammengefasst zeigten diese Ergeb-
nisse, dass TIMP-1 aktivierend auf HSCs selbst und nicht über umliegenden Leber-
zellen wirkte. Dafür sprach auch, dass die Kinetik der TIMP-1-induzierten Aktivierung
von HSCs relativ schnell und mit den Effekten anderer bekannter HSC-aktivierender
Faktoren wie PDGF-B vergleichbar war [Marra et al., 1997, 1999]. Bereits nach 24 h
zeigten sich TIMP-1-induzierte Effekte auf die Aktivierung von HSCs in vitro und nach
drei Tagen auf HSCs in vivo. Die bisher verwendeten Modellsysteme konnten zeigen,
dass hohe TIMP-1 Mengen in der Umgebung von HSCs eine direkte, HSC-aktivierende
Funktion ausüben. Aktivierte HSCs exprimieren allerdings auch selbst hohe Mengen
an TIMP-1 [Yoshiji et al., 2000; Friedman, 2008]. HSCs können zudem durch autokrine
Stimulation ihren Aktivierungszustand aufrecht erhalten, beispielsweise in Abwesenheit
parakriner Stimuli [Reeves und Friedman, 2002]. Falls TIMP-1 tatsächlich HSCs aktivie-
ren kann, müssten Effekte von autokrin wirksamem TIMP-1 auf den Aktivierungsstatus
der Zellen zu erwarten sein. Zur Überprüfung dieser Vermutung wurden die endogenen
TIMP-1 Expressionslevel in HSCs lentiviral manipuliert. Erhöhte endogene TIMP-1 Ex-
pression förderte den Aktivierungsstatus und die Motilität von HSCs in vergleichbarem
Maße wie eine Stimulation mit rekTIMP-1. TIMP-1 konnte demnach nicht nur als endo-
bzw. parakriner, sondern auch als autokriner Faktor HSCs aktivieren. Bei knock-down
der endogenen TIMP-1 Expression etablierte sich ein deaktivierter HSC Phänotyp mit
verringerter Motilität. Dies zeigte, dass der HSC Aktivierungsstatus, in Abwesenheit
anderer TIMP-1 Quellen, von der autokrinen TIMP-1 Stimulation abhängig war. Auch
aus der Literatur ist ein solcher Zusammenhang bereits bekannt, da der Transfer von
siRNA gegen TIMP-1 in die fibrotische Leber zur Deaktivierung von HSCs und da-
durch zur Auflösung der Fibrose führt [Wang et al., 2013]. Zugabe von rekombinan-
tem TIMP-1 zu den knock-down Zellen stellte deren Aktivierungsstatus wieder her. Die
Quelle von TIMP-1 (para- oder autokrin) war demnach nicht entscheidend für die Eta-
blierung eines aktivierten HSC Phänotyps, sondern das extrazelluläre TIMP-1 Milieu,
zu dem verschiedene Quellen beitragen können. Zusammengefasst zeigte sich in ver-
schiedenen Modellen zur Erhöhung der TIMP-1 Mengen (Primärtumore, Adenovirus,
rekTIMP-1 und funktionell genetische Manipulation der endogenen Expressionslevel
von HSCs) stets ein Zusammenhang von TIMP-1 mit dem Aktivierungsstatus von HSCs
sowie funktionellen Aktivierungsmerkmalen wie Motilität und der Expression bioaktiver
Faktoren. TIMP-1 aktivierte HSCs demnach als parakriner, tumorsezernierter sowie als
autokriner Faktor und unabhängig von anderen Faktoren oder Zelltypen. Dies legt nahe,
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dass es in der TIMP-1-induzierten Aktivierung von HSCs zu einem Wechselspiel zwi-
schen para- und autokrinen Signalen kommen kann. Die Effekte einer initialen, endo-
oder parakrinen Stimulation können demnach durch autokrines TIMP-1 aufrechterhal-
ten werden. TIMP-1 kann daher nicht nur in hoher Konzentration HSCs aktivieren, son-
dern daraufhin als wichtiger autokriner Faktor zur Erhaltung des aktivierten Zustands
beitragen. Die hier gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass TIMP-1 als treibende Kraft
in der HSC Aktivierung und somit möglicherweise in der Progression HSC-vermittelter
Erkrankungen der Leber wirken kann. Diese neu identifzierte, aktive Rolle von TIMP-1
in der HSC Aktivierung bietet einen Erklärungsansatz für den bekannten, aber unge-
klärten klinischen Zusammenhang zwischen TIMP-1 und der Schwere des Verlaufs
HSC-assoziierter Erkrankungen, wie Fibrose [Hemmann et al., 2007], Zirrhose [Busk
et al., 2014] und Hepatitis [Valva et al., 2011].

4.2. TIMP-1 aktiviert HSCs über Interaktion mit CD63

und anschließende Aktivierung des PI3K

Signalweges

TIMP-1 aktivierte den PI3K Signalweg in HSCs, im Mausmodell sowie in humanen
immortalisierten und primären HSCs in vitro. PI3K ist gut beschrieben als zentraler
Signalweg in der HSC Aktivierung [Friedman, 2008] und kam daher auch als Mediator
der TIMP-1-vermittelten HSC Aktivierung in Frage. PI3K wird beispielsweise auch durch
PDGF aktiviert und spielt eine funktionelle Rolle in der PDGF-vermittelten HSC Aktivie-
rung [Masamune et al., 2003; Friedman, 2008]. Die Aktivierung des PI3K Signalweges
durch TIMP-1 wurde zudem bereits in Tumorzellen gut beschrieben, u. a. kürzlich in
Lungenkarzinomzellen [Cui et al., 2014]. TIMP-1 kann neben PI3K auch weitere Signal-
wege aktivieren, wie beispielsweise ERK [Chirco et al., 2006], die ebenfalls eine Rolle
in der HSC Aktivierung spielen könnten [Masamune et al., 2003]. Der ERK Signalweg
wurde allerdings nicht durch TIMP-1 in HSCs aktiviert. Dieses Ergebnis könnte auf die
Ursachen der differenziellen Rolle von TIMP-1 in der Proliferation und Migration von
HSCs hinweisen. Es wurde beschrieben, dass PI3K und ERK im Kontext der PDGF-
induzierten Aktivierung von pancreatic stellate cells (PSCs) nicht sequentiell, sondern
parallel angesprochen werden [Masamune et al., 2003]. ERK wird für PDGF-induzierte
Proliferation von PSCs benötigt, während PI3K wichtig für PDGF-induzierte Migration
ist und nur marginalen Einfluss auf das Wachstum der Zellen ausübt [Masamune et al.,
2003]. Auch für HSCs wurde beschrieben, dass ERK wichtiger für die Proliferation der
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Zellen ist als für deren Motilität [Marra et al., 1999]. Dies könnte den TIMP-1-induzierten
Phänotyp erklären. TIMP-1 veranlasste keine Aktivierung von ERK und keinen Verän-
derung des Zellwachstums, löste jedoch die Aktivierung von PI3K aus und förderte
die Migration. Somit wäre denkbar, dass der selektive Effekt von TIMP-1 auf HSC Mo-
tilität anhand des angesprochenen down-stream Signalweges PI3K vermittelt wurde.
Die selektive Aktivierung der PI3K durch TIMP-1 war demnach ein erster Hinweis auf
eine Rolle dieses Signalweges in der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung. Die mög-
liche Wichtigkeit von PI3K für die Ausbildung des TIMP-1-aktivierten HSC Phänotyps
wurde mit Hilfe der synthetischen Inhibitoren Wortmannin und LY294002 untersucht.
Beide PI3K Inhibitoren konnten die TIMP-1-induzierte HSC Aktivierung, Motilität und
Expression bioaktiver Faktoren in vitro effektiv hemmen. Die Behandlung von Mäusen
mit Wortmannin war ausreichend, um die TIMP-1-induzierte Aktivierung von HSCs in
vivo zu blockieren. Diese Hinweise sprachen für eine funktionelle Rolle des PI3K Si-
gnalweges in der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung. Die Bedeutung der mit Wort-
mannin und LY294002 gewonnenen Erkenntnisse muss jedoch sehr kritisch abgewägt
werden. Beide Inhibitoren gehören einerseits zu den bekanntesten und am häufigsten
verwendeten PI3K Inhibitoren [McNamara und Degterev, 2011] und wurden bereits im
Kontext der HSC Aktivierung [Gentilini et al., 2000; Gäbele et al., 2005] sowie der Inhi-
bition TIMP-1-induzierter Signalwege [Cui et al., 2014] beschrieben. Andererseits sind
Wortmannin und LY294002 nicht vollständig selektiv für PI3K und inhibieren zu einem
gewissen Grad auch verwandte Proteine wie mTOR und PI4K [McNamara und Degte-
rev, 2011]. Daher können Effekte auf verwandte Signalwege, die möglicherweise auch
eine Rolle bei der HSC Aktivierung spielen, hier aber nicht betrachtet wurden, nicht
ausgeschlossen werden. Die intraperitoneale Gabe von Wortmannin muss ebenfalls
sehr kritisch eingeordnet werden, da die Effekte eines systemisch verfügbaren PI3K
Inhibitors weder auf die Leber noch auf HSCs beschränkt sind. Eine spezifische Rolle
der PI3K in der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung konnte hierbei also nicht eindeu-
tig gezeigt werden. Adenovirale Überexpression von N-TIMP-1 war allerdings nicht in
der Lage, den PI3K Signalweg zu aktivieren und führte auch zu keiner Aktivierung von
HSCs. Die TIMP-1-induzierte Aktivierung von PI3K sowie die Aktivierung von HSCs in
vivo waren somit strikt abhängig von der Anwesenheit der C-terminalen Signaldomäne,
was für die Wichtigkeit TIMP-1-induzierter Signalwege in der HSC Aktivierung sprach.
Auch hier galten die zuvor bereits diskutierten Limitationen des adenoviralen Modell-
systems, so dass diese Beobachtungen ebenfalls durch Stimulation kultivierter HSCs
mit rekN-TIMP-1 in vitro überprüft wurden. Diese Versuche bestätigten, dass N-TIMP-1
nicht ausreichend für eine Aktivierung von HSCs war und zeigten, dass die C-terminal
lokalisierte Signalfunktion von TIMP-1 für die Aktivierung von HSCs wichtig war. Ein
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Interaktionspartner der C-terminalen Domäne, der die Signalwirkung von TIMP-1 und
deren Übertragung auf intrazelluläre Signalwege vermittelt [Jung et al., 2006], ist das
Tetraspanin CD63. Die TIMP-1-induzierte HSC Aktivierung konnte in CD63 knock-out
Mäusen nicht stattfinden, was auf eine funktionelle Rolle dieses Proteins hinweist. Die
Verwendung von CD63 knock-out Mäusen muss allerdings kritisch betrachtet werden.
CD63 ist ein ubiquitäres Protein [Maecker et al., 1997] mit vielseitigen Funktionen [Pols
und Klumperman, 2009] und die Abwesenheit eines ausgeprägten Phänotyps bei voll-
ständiger genetischer Deletion von CD63 weist auf eine Kompensation der Funktio-
nen, möglicherweise durch andere Tetraspanine, hin. Durch Anwendung adenoviraler
Vektoren für den knock-down von CD63 in vivo eröffneten sich für die experimentel-
le Adressierung dieses Problems interessante Möglichkeiten. Zum einen erlaubte die
Transduktion von Mäusen mit AdshCD63 eine konditionelle Manipulation von CD63.
Zum anderen erlaubt der Lebertropismus sytemisch applizierter Adenoviren im Fal-
le RNAi-basierter Anwendungen eine effektive, leberspezifische Wegnahme von Ziel-
molekülen [Mowa et al., 2010]. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die metastasie-
rungsfördernden Effekte hoher systemischer TIMP-1 Spiegel von der Interaktion mit
CD63 in der Leber abhängig waren. Ebenso wie bei der zuvor diskutierten adenovi-
ralen Überexpression von Proteinen können jedoch auch beim knock-down von Ziel-
proteinen Effekte auf umliegende Zellpopulationen nicht ausgeschlossen werden. Die
Wichtigkeit von CD63 in der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung wurde daher in kul-
tivierten HSCs in vitro überprüft. HSCs mit knock-down von CD63 konnten nicht mehr
auf Stimulation mit TIMP-1 reagieren. Dies zeigte, dass die HSC-aktivierenden Effekte
von TIMP-1 von der Anwesenheit von CD63 auf HSCs abhängig waren. Der knock-
down von CD63 alleine reduzierte die basale Motilität von HSCs, was möglicherwei-
se auf eine Durchbrechung der autokrinen TIMP-1-vermittelten Aktivierung durch die
Wegnahme von CD63 hindeutet. Die Rolle von CD63 in der Motilität von HSCs wurde
bereits gezeigt [Mazzocca et al., 2002], wobei in jener Studie ein inhibitorischer Antikör-
per gegen CD63 verwendet wurde. Der hier gezeigten Rolle von CD63 in der TIMP-1-
induzierten Motilität von HSCs widerspricht eine kürzlich publizierte Studie. Diese führte
antifibrotische und antimigratorische Effekte von Adiponektin auf HSCs in vitro auf eine
gesteigerte TIMP-1 Expression der Zellen und auf die TIMP-1/CD63 Interaktion zurück
[Ramezani-Moghadam et al., 2015]. Die Autoren postulierten daraufhin eine antimigra-
torische Funktion von CD63 in HSCs sowie eine antifibrotische Rolle von TIMP-1 in die-
sem Kontext [Ramezani-Moghadam et al., 2015]. Diese Beobachtungen basierten auf
einem Antikörper zur Blockierung der TIMP-1/CD63 Interaktion, der CD63 allerdings
intrazellulär bindet, während die TIMP-1 Bindestelle extrazellulär an der Zelloberfläche
liegt [Toricelli et al., 2013]. Der verwendete Antikörper wurde bezüglich der angenom-
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menen blockierenden Funktion in der Studie nicht näher charakterisiert und auch in
anderen Studien sowie vom Hersteller nicht als blockierend beschrieben. Dies zieht die
mit Hilfe dieses Antikörpers gewonnen Erkenntnisse in Zweifel. Unterschiede im expe-
rimentellen Aufbau könnten die Diskrepanzen zu den in der vorliegenden Arbeit mittels
funktionell genetischer shRNA-basierter Manipulation von CD63 gewonnenen Ergeb-
nisse erklären. Die Studie von Ramezani-Moghadam et al. (2015) steht allerdings in di-
rektem Widerspruch zu Untersuchungen von Mazzocca et al. (2002), die unter Verwen-
dung eines bekannten, inhibitorischen Antikörpers gegen CD63 den gegenteiligen Ef-
fekt, nämlich eine Reduktion der Motilität, beobachteten. Die von Ramezani-Moghadam
et al. (2015) postulierte protektive Rolle von TIMP-1 als antifibrotischer Faktor steht zu-
dem in Gegensatz zu den bekannten antiproteolytischen, fibrosefördernden Funktionen
von TIMP-1 [Iredale, 1997] und einer Vielzahl klinischer Daten zur Rolle von TIMP-1 in
HSC-assoziierten Erkrankungen [Hemmann et al., 2007; Valva et al., 2011; Busk et al.,
2014]. Zusammengefasst unterstützen bereits publizierte Studien und die Ergebnisse
dieser Arbeit demnach die Auffassung einer aktiven Rolle der TIMP-1/CD63 Interaktion
in der Aktivierung von HSCs. Der Umstand, dass TIMP-1 in vitro den PI3K Signalweg in
HSCs aktivierte und die TIMP-1 vermittelte Aktivierung von HSCs durch Inhibition von
PI3K blockiert wurde, weist zudem darauf hin, dass TIMP-1 effektiv über diesen Signal-
weg als Aktivator auf die Zellen wirkt, auch wenn bei der verwendeten systemischen
Applikation eines PI3K Inhibitors in vivo Effekte auf andere Organe und umliegende Zel-
len nicht auszuschließen sind. Die HSC-spezifische Inhibition von PI3K in vivo wäre mit
Hilfe eines konditionellen knock-out Modells möglich, jedoch ist derzeit kein solches be-
kannt. Zusammengefasst zeigten die bisher diskutierten Ergebnisse, dass TIMP-1 über
C-terminale Bindung an den TIMP-1 Rezeptor CD63 und die anschließende Aktivierung
des PI3K Signalweges HSCs aktivierte. Dies untermauert ein Modell, in dem TIMP-1
als wichtiger endo- und parakriner sowie autokriner Faktor die Aktivierung von HSCs
vorantreiben und erhalten kann. Die in dieser Arbeit gezeigte Aktivierung von HSCs
durch TIMP-1 anhand der Interaktion mit dem membranständigen Rezeptor CD63 und
anschließender Aktivierung eines intrazellulären Signalwegs unterstützt die oben dis-
kutierte Rolle von TIMP-1 als einzelner Faktor, der in der Lage ist, HSCs zu aktivieren.
Die Effekte von CD63 und der TIMP-1/CD63-Interaktion sind bisher vornehmlich auf Tu-
morzellen untersucht worden [Li et al., 1999; Jung et al., 2006; Cui et al., 2014]. Somit
stellt die Rolle von CD63 in der HSC-vermittelten Ausbildung einer prometastatischen
Mikroumgebung in der Leber durch TIMP-1 eine neuartige, metastasierungsfördernde
Funktion von CD63 dar.
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4.3. Aktivierte HSCs sind Teil der TIMP-1-induzierten

prämetastatischen Nische in der Leber

Die Blockade der TIMP-1-induzierten HSC Aktivierung durch Wegnahme der identifi-
zierten Mediatoren (CD63, PI3K) störte die TIMP-1-induzierte Ausbildung einer suszep-
tiblen Leberumgebung, in die vermehrt PDAC Zellen einwanderten. Dies deutete auf ei-
ne funktionelle Rolle TIMP-1-aktivierter HSCs in der Ausbildung der TIMP-1-induzierten
prämetastatischen Nische hin. Es ist jedoch sehr wenig zur prämetastatischen Nische
in der Leber und somit zu den möglichen Funktionen aktivierter HSCs in diesem Kon-
text bekannt. Um die Wichtigkeit von HSCs in der TIMP-1-induzierten Metastasierung
besser einschätzen zu können, wären effektive Depletionsmethoden von Vorteil, jedoch
sind die analytischen Methoden zur Manipulation und Analyse von HSCs derzeit noch
beschränkt. Das beste derzeit verfügbare Modell ist eine transgene Mauslinie, die unter
Kontrolle des GFAP Promotors Herpes Simplex Virus Thymidinkinase (HSV-Tk) expri-
miert und so HSCs gegenüber Ganciclovir sensitiviert, so dass sie unter Behandlung
absterben [Puche et al., 2013]. Die Überprüfung der hier gezeigten Beobachtungen in
diesem Modell wäre möglicherweise für zukünftige Studien von Interesse. In dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dass sich der TIMP-1-aktivierte HSC Phänotyp durch die Expressi-
on verschiedener Nischenfaktoren auszeichnete. Nischenfaktoren sind lösliche, bioak-
tive Moleküle, die eine funktionelle, prämetastatische Nische ausbilden können [Kaplan
et al., 2006b]. Die TIMP-1-induzierte Expression von Nischenfaktoren in HSCs wies
darauf hin, dass TIMP-1-aktivierte HSCs funktionell zur prämetastatischen Konditionie-
rung der Leber beitragen können. Dafür sprach ebenfalls, dass aktivierte HSCs einen
bioaktiven Phänotyp annehmen und über die Sezernierung löslicher Faktoren sowie
von EZM Proteinen einen drastischen Einfluss auf ihre Mikroumgebung ausüben [Fried-
man, 2008]. Eine mögliche Beteiligung von HSCs in der Ausbildung einer hepatischen
prämetastatischen Nische wurde aufgrund dieser zentralen Rolle in der Leberhomöo-
stase bereits mehrmals vermutet [Kaplan et al., 2006a; Wels et al., 2008; Psaila und
Lyden, 2009], ist bisher jedoch kaum untersucht worden. Kürzlich zeigte eine Studie,
dass aktivierte HSCs in der Tat eine wichtige Rolle in der durch PDAC Exosomen ver-
mittelten Ausbildung einer prämetastatischen Nische in der Leber spielen [Costa-Silva
et al., 2015]. Die vorliegende Arbeit zeigte nun erstmalig ein Expressionsprofil von ex
vivo-isolierten HSCs aus einer prämetastatischen Nische. Bisher identifizierte Faktoren
in der prämetastatischen Leber wurden keiner bestimmten Zellpopulation zugeordnet,
mit der Ausnahme des EZM-Proteins Fibronektin. Hier zeigten Costa-Silva et al. (2015)
eine Kolokalisation mit αSMA, so dass mit großer Wahrscheinlichkeit HSCs die Quel-
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le von Fibronektin in der prämetastatischen Leber sind. Die in der vorliegenden Arbeit
durchgeführte LDA Analyse der Genexpression von HSCs aus der TIMP-1-induzierten
prämetastatischen Nische zeigte umfangreiche, über Nischenfaktoren hinausgehende,
TIMP-1-induzierte Veränderungen auf. Dies deckt sich mit Berichten über den Umfang,
in welchem sich die Genexpression von HSCs bei Aktivierung verändern kann [Ji et al.,
2012] und war ein weiterer Hinweis darauf, wie drastisch die Veränderungen der lo-
kalen Gewebehomöostase der Leber durch TIMP-1-aktivierte HSCs sein können. Zu
den durch TIMP-1 in HSCs induzierten Faktoren gehörte auch TIMP-1 selbst. HSCs
in Mäusen reagierten auf erhöhte TIMP-1 Mengen nach adenoviraler Transduktion mit
gesteigerter TIMP-1 Expression. Diese Beobachtung wurde ebenfalls in vitro in kulti-
vierten HSCs nach Stimulation mit rekTIMP-1 überprüft und so zeigte sich, dass hohe
TIMP-1-Mengen die TIMP-1 Expression in HSCs weiter anregten. Dies wies auf eine
Autoregulation von TIMP-1 in HSCs hin. Dafür sprach auch, dass die endogen transkri-
bierten TIMP-1 prä-mRNA Mengen in HSCs mit lentiviraler TIMP-1 Überexpression er-
höht waren. Andere autokrin wirksame HSC-aktivierende Faktoren wie z.B. TGFβ sind
ebenfalls positiv autoreguliert [Cui et al., 2003]. Kultur-aktivierte pHSC, die vergleichs-
weise große Mengen von TIMP-1 produzierten, konnten die endogene Expression bei
Stimulation mit rekombinantem TIMP-1 jedoch nicht weiter anheben, zeigten aber ei-
ne Steigerung des Aktivierungsstatus. Die TIMP-1 Expression in HSCs war demnach
zum einem nicht unbegrenzt autoreguliert und zum anderen nicht vollständig assozi-
iert mit der Aktivierung, was im Gegensatz zur häufigen Verwendung von TIMP-1 als
Aktivierungsmarker für HSCs [Friedman, 2008] steht. Möglicherweise besteht eine As-
soziation der Expression von TIMP-1 und anderen Aktivierungsmarkern in HSCs nur zu
frühen Phasen der Aktivierung. Ab einer gewissen Aktivierungsschwelle werden HSCs
möglicherweise insensitiv gegenüber der autoregulatorischen jedoch nicht der HSC-
aktivierenden Funktion von TIMP-1. Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse auf
eine funktionelle Rolle TIMP-1-aktivierter HSCs in der prämetastatischen Konditionie-
rung der Leber durch Expression von Nischenfaktoren und durch autoregulatorische
Amplifikation systemischer TIMP-1 Mengen in der Leber hin. Zwar konnte keine unspe-
zifische Depletion der Zellpopulation durchgeführt werden, aber die Blockierung der
HSC Aktivierung war ausreichend, die TIMP-1-induzierte Suszeptibilität der Leber ge-
genüber Tumorzellen zu reduzieren. Aktivierte HSCs tragen demnach zur Ausbildung
der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische in der Leber bei. Die Autoregulati-
on der TIMP-1 Expression in HSCs in der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Ni-
sche ist mechanistisch von Bedeutung, denn dies weist darauf hin, dass tumorindu-
zierte Veränderungen der systemischen TIMP-1 Spiegel durch eine HSC-vermittelte
autoregulatorische Schleife in der Leber amplifiziert werden können und die TIMP-1-
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induzierte Nische in der Leber nach erfolgreicher Initiation selbsterhaltend ist. Die hier
gezeigte TIMP-1-induzierte HSC-vermittelte Ausbildung einer hepatischen prämetasta-
tische Nische zeigt erstmalig die Beteiligung eines hepatischen Kompartiments in der
metastasierungsfördernden Wirkung von TIMP-1. Zudem sind HSCs eine leberspezifi-
sche Zellpopulation [Friedman, 2008], so dass deren Aktivierung durch TIMP-1 einen
organspezifischen Prozess darstellt. Somit konnte erstmals ein Prozess in der TIMP-1-
induzierten Metastasierung aufgedeckt werden, der möglicherweise deren Leberspe-
zifität erklären kann. Das Konzept der prämetastatischen Nische bietet verschiedene
Erklärungsansätze für organspezifische Metastasierung, jedoch sind bisher kaum kon-
krete Mechanismen bekannt, die dies begründen konnten. Für PDAC-sezernierte Exo-
somen, die ebenfalls zur Auslösung einer hepatischen prämetastatischen Nische füh-
ren, ist beispielsweise gezeigt worden, dass sie die Lunge zu großen Teilen passierten
und anschließend spezifisch mit Kupfferzellen in der Leber fusionierten [Costa-Silva
et al., 2015]. Die Ursachen hierfür sind bisher jedoch ungeklärt. Die Aktivierung organ-
spezifischer Zellpopulationen durch metastasierungsfördernde Faktoren, wie die hier
gezeigte Aktivierung von HSCs durch TIMP-1, könnte eine Erklärung für die leberspe-
zifische Metastasierung bieten. Somit stellt der hier gezeigte Mechanismus einen der
wenigen bisher bekannten, organspezifischen metastasierungsfördernden Prozesse im
Kontext der prämetastatischen Nische dar.

4.4. Die TIMP-1-induzierte, HSC-vermittelte Ausbildung

einer prämetastatischen Nische fördert die frühe

und effiziente Metastasierung des PDAC

Hohe TIMP-1 Plasmaspiegel von PDAC Patienten waren mit der Anwesenheit von
Lebermetastasen assoziiert, was auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen
TIMP-1 und der prävalenten Lebermetastasierung des PDAC hinwies. Die Vermutung
lag nahe, dass die TIMP-1-induzierte, HSC-vermittelte Ausbildung einer prämetastati-
schen Nische in der Leber hierbei eine Rolle spielt. Die untersuchten Plasmaproben
von PDAC Patienten erlauben jedoch keine Aussage zu prämetastatischen Prozessen,
denn bei einem Großteil der PDAC Patienten ist die Erkrankung zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits metastasiert [Tamburrino et al., 2014]. Es scheint allerdings ohnehin
keine ausgeprägte, prämetastatische Phase beim Pankreaskarzinom zu geben, wie di-
verse Studien kürzlich nahe legten [Seton-Rogers, 2012; Rhim et al., 2012; Imai et al.,
2014]. Prämaligne Zellen disseminieren unerwartet früh aus dem entartenden Pankre-
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as, weit vor der histologischen Detektierbarkeit von Tumoren [Rhim et al., 2012; Imai
et al., 2014]. Demnach muss die Anwendbarkeit des Konzepts einer prämetastatischen
Nische bei Pankreaskarzinom kritisch betrachtet werden, da vermutlich zu jedem Zeit-
punkt des Krankheitsverlaufs bereits disseminierte prämaligne Zellen zirkulieren. Die
Etablierung der rezeptiven Nische kann somit bei PDAC eben nicht gemäß der Modell-
vorstellung in Abwesenheit von Tumorzellen in einer prämetastatischen Phase statt-
finden. Gerade im Kontext dieser frühen Dissemination kann jedoch die Ausbildung
einer rezeptiven Mikroumgebung im Zielorgan der Metastasierung eine entscheidende
Rolle spielen. Die prämetastatische Nische erlaubt möglicherweise das frühe Anhaften
vergleichsweise schwacher, nicht vollständig transformierter prämaligner Tumorzellen
im sekundären Organ, die ansonsten noch nicht in der Lage wären, zu metastasie-
ren. Nicht vollständig transformierte Zellen sind umso wahrscheinlicher auf eine er-
folgreiche Interaktion mit der Mikroumgebung im sekundären Organ angewiesen, um
überleben zu können. Das Hauptzielorgan prämaligner, vom Pankreas disseminierter
Zellen im Mausmodell ist, gemäß der Studie von Rhim et al. (2012), die Leber. Die
Leber ist des weiteren anatomisch prädestiniert als (prä)metastatisches Zielorgan für
das Pankreaskarzinom, da beide Organe über die Portalvene direkt verbunden sind
[Lüllmann-Rauch, 2006]. Aus dem Pankreas sezernierte Faktoren und disseminierte
Zellen treffen also in höchster Konzentration auf die Leber. Voraussetzung für einen
Einfluss einer TIMP-1-induzierten HSC-vermittelten prämetastatischen Nische auf das
extrem frühe Anhaften von Pankreaskarzinomzellen in der Leber ist jedoch die Anwe-
senheit des Proteins zu frühen Krankheitsstadien, um auf die Leber und die Metasta-
sierung in dieses Organ Einfluss zu nehmen. Die systemischen TIMP-1 Spiegel stiegen
bereits im Stadium der chronischen Pankreatitis in KPC Mäusen an und auch von hu-
manen Patienten mit chronischer Pankreatitis wurden erhöhte TIMP-1 Plasmaspiegel
berichtet [Pan et al., 2011, 2012; Lekstan et al., 2013]. Auch die TIMP-1-abhängige
Aktivierung von HSCs im KPC Modell fand bereits zu frühen Krankheitsstadien statt.
Zusammengefasst scheint gerade aufgrund der Abwesenheit einer prämetastatischen
Phase bei PDAC die Bedeutung einer TIMP-1-induzierten, HSC-vermittelten Ausbil-
dung einer rezeptiven Leberumgebung besonders groß. Diese rezeptive Lebernische
kann früh prämaligne Zellen aus dem Pankreas aufnehmen und deren Überleben för-
dern, so dass sie eine Erklärung für die frühe und prävalente Metastasierung dieser
Erkrankung in die Leber bietet. Die Einordnung der HSC-aktivierenden Funktion von
TIMP-1 und der dadurch ausgelösten prometastatischen Veränderungen der HSC Gen-
expression in den Kontext der Ausbildung einer prämetastatischen Nische bei PDAC ist
in Abb.4.1 zusammengefasst. So wird ein Modell vorgeschlagen, in dem TIMP-1 aus
dem erkrankten Pankreas zur Erhöhung des systemischen TIMP-1 Spiegel führt und

118



4. Diskussion

dadurch die Aktivierung von HSCs und die Bildung einer prämetastatischen Nische in
der Leber auslöst. Hierbei wirkt CD63 in der Leber als essentieller Mediator einer PI3K-
vermittelten Aktivierung von HSCs durch systemisches TIMP-1. Der TIMP-1-aktivierte
HSC Phänotyp ist motil und exprimiert verschiedene Nischenfaktoren, so dass er über
Veränderung der hepatischen Mikroumgebung zur Ausbildung einer prämetastatischen
Nische beitragen kann. Zudem wird das endokrin vom Tumor ausgeschüttete TIMP-1
in einer HSC-vermittelten positiv rückgekoppelten Schleife lokal amplifiziert, was eine
Selbsterhaltung der TIMP-1-induzierten Nische ermöglicht.

Abbildung 4.1. – Vorgeschlagenes Modell zur TIMP-1-induzierten HSC-vermittelten
prämetastatischen Nische in der Leber bei PDAC. TIMP-1 aus dem erkrankten Pan-
kreas wirkt auf hepatisches CD63 und induziert über die Aktivierung von PI3K einen ak-
tivierten, motilen, prometastatischen HSC Phänotyp. TIMP-1-aktivierte HSCs führen über
Veränderung der hepatischen Mikroumgebung zur Ausbildung einer prämetastatischen Ni-
sche. Das endokrin vom Tumor ausgeschüttete TIMP-1 wird in der Leber durch eine HSC-
vermittelte positiv rückgekoppelte Schleife lokal amplifiziert, was zur Selbsterhaltung der
TIMP-1-induzierten Nische beiträgt.
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4.5. Anwendbarkeit der identifizierten Mechanismen

über das PDAC hinaus

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der TIMP-1-induzierten Ausbildung einer
prämetastatischen Nische im Kontext des PDAC betrachtet, da für diese Erkrankung die
klinische Relevanz besonders hoch ist. Der hier identifizierte Mechanismus der HSC-
vermittelten Ausbildung einer prämetastatischen Nische durch TIMP-1 ist jedoch nicht
auf das Pankreaskarzinom beschränkt. Die TIMP-1 Spiegel sind in verschiedenen Tu-
morerkrankungen erhöht und mit einer schlechten Prognose assoziiert [Ylisirniö et al.,
2000; de Mingo et al., 2007; Birgisson et al., 2010]. Im Kolorektalkarzinom, das eben-
falls eine hohe Prävalenz von Lebermetastasen aufweist, ist die Interaktion von Tu-
morzellen mit aktivierten HSCs während der Metastasierung bereits gut charakterisiert
[Eveno et al., 2015; Illemann et al., 2015] und hohe TIMP-1 Spiegel sind in dieser Tu-
morentität ebenfalls mit der Anwesenheit von Lebermetastasen assoziiert [Zeng et al.,
1995; Bunatova et al., 2012; Seubert et al., 2015]. Dies weist darauf hin, dass TIMP-1
auch in anderen Tumorentitäten durch Aktivierung von HSCs und Ausbildung einer he-
patischen prämetastatischen Nische die Metastasierung in die Leber fördern könnte.
Nicht nur bei Krebserkrankungen ist die Expression von TIMP-1 dereguliert, sondern
auch bei verschiedensten anderen Pathologien, wie beispielsweise akuten bzw. chroni-
schen Entzündungen und bakteriellen sowie viralen Infektionen [Khokha et al., 2013],
Fibrose [Iredale, 1997] und Autoimmunerkrankungen [Korematsu et al., 2012]. Diese
Erkrankungen stellen somit möglicherweise einen Risikofaktor für die Ausbildung von
Lebermetastasen dar, und daher ist eine sorgfältige Evaluierung der diagnostischen
Relevanz von TIMP-1 in einem breiteren klinischen Kontext sicherlich von Interesse.

4.6. Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass TIMP-1 durch die Aktivierung von HSCs die Ausbil-
dung einer rezeptiven Leberumgebung auslösen und so die frühe und effiziente Meta-
stasierung des Pankreaskarzinoms fördern kann. Dies wurde vornehmlich in Mausmo-
dellen untersucht und in weiterführenden Studien sollte geklärt werden, ob dies von kli-
nischer Relevanz ist, um die Bedeutung von TIMP-1 als Risikofaktor für die extrem frühe
Metastasierung des Pankreaskarzinoms abschätzen zu können. Das in dieser Arbeit
entwickelte Modell der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische in der Leber bei
Pankreaskarzinom bietet diverse therapeutische Ansatzpunkte. Zum einen eröffnen die
identifizierten Mediatoren die Möglichkeit zur therapeutischen Interferenz down-stream
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von TIMP-1, welches selbst aufgrund seiner zentralen Rolle beim Erhalt der Gewe-
behomöostase [Edwards et al., 2008] als Zielstruktur sehr kritisch betrachtet werden
muss. So sind inhibitorische Antikörper gegen CD63 verfügbar [Mazzocca et al., 2002]
sowie selektive, bioverfügbare synthetische PI3K Inhibitoren der nächsten Generati-
on [McNamara und Degterev, 2011]. Die TIMP-1-induzierten Nischenfaktoren könnten
möglicherweise ebenfalls therapeutisch genutzt werden. Die hier gezeigten Ergebnis-
se weisen zudem auf die Möglichkeit hin, dass durch eine transiente Interferenz mit
TIMP-1 in der Leber die Selbsterhaltung der prämetastatischen Nische durchbrochen
werden könnte.
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EZM Extrazelluläre Matrix
FAK focal adhesion kinase
g Gramm
G Guanin
GFP green fluorescent protein
ggf. gegebenenfalls
h Stunde(n)
HGF hepatocyte growth factor
HIF1α hypoxia-inducible factor 1 α
HSC(s) hepatic stellate cell(s)
ifu infectious units
IHC Immunhistochemie
i.v. intravenös
Kras Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
l Liter
LOX Lysyloxidase
Lsg. Lösung
M molar (mol/l)
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Abkürzungsverzeichnis

mg Milligramm
µg Mikrogramm
min Minute(n)
ml Milliliter
µl Mikroliter
MMP Matrixmetalloproteinase
mV Millivolt
ng Nanogramm
nt Nukleotid
PDAC pancreatic ductal adenocarcinoma
PDGF platelet-derived growth factor
Pdx-1 pancreatic and duodenal homeobox 1
pH Negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PI3K Phosphoinositol-3-kinase
RNA ribonucleic acid
rRNA ribosomal ribonucleic acid
s.c. subcutaneous
SDF-1 stromal-derived factor-1
sec Sekunde(n)
T Thymin
TGFβ transforming growth factorβ
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases
TNFα tumor necrosis factorα
Trp53 transformation-related protein 53
U Uracil
V Volt
v. a. vor allem
VEGF vascular endothelial growth factor
(v/v) Volumen pro Volumen
(w/v) Gewicht pro Volumen
z.B. zum Beispiel
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A. Anhang

A.1. Literaturrecherche zur Auswahl von Zielgenen für
die LDA Analyse

Protein Assay ID HSC Aktivierung/Fibrose Nischenfaktor Metastasierung

αSMA Mm01546133_m1 [Friedman, 2008]
ADAM10 Mm00545742_m1 [Bourd-Boittin et al., 2009]
ADAM17 Mm00456428_m1 [Bourd-Boittin et al., 2009]
CAIX Mm00519870_m1 [Chafe et al., 2015] [Chafe et al., 2015]
CCL2 Mm99999056_m1 [Qian et al., 2011] [Qian et al., 2011]
CCL5 Mm01302428_m1 [Soria und Ben-Baruch, 2008] [Huang et al., 2009]
CD63 Mm01966817_g1 [Mazzocca et al., 2002] [Seubert et al., 2014]
CFB Mm00433909_m1 [Hudson et al., 2013]
Col1a1 Mm00801666_g1 [Friedman, 2008]
Col4a5 Mm00801606_m1 [Roderburg et al., 2011] [Tanjore und Kalluri, 2006]
CXCL1 Mm00433859_m1 [Yamamoto et al., 2008]
CXCL12 Mm00445552_m1 [Psaila und Lyden, 2009]
CXCL14 Mm00444699_m1 [Lyu et al., 2015]
CXCL2 Mm00436450_m1 [Acharyya et al., 2012]
Desmin Mm00802455_m1 [Friedman, 2008]
L1CAM Mm00493049_m1 [Bergmann et al., 2010]
LOX Mm00495386_m1 [Perepelyuk et al., 2013] [Cox et al., 2013]
MMP13 Mm00439491_m1 [Yamada et al., 2010]
MMP14 Mm00485054_m1 [Zarrabi et al., 2011]
MMP2 Mm00439508_m1 [Friedman, 2008]
MMP9 Mm00442991_m1 [Friedman, 2008] [Psaila und Lyden, 2009]
NCAM1 Mm01149710_m1 [Friedman, 2008]
NCX Mm00441524_m1 [Nakamura et al., 1998]
Nestin Mm00450205_m1 [Friedman, 2008]
NOTCH3 Mm01345646_m1 [Chen et al., 2012] [Liu et al., 2014]
PDGF-A Mm00435540_m1 [Friedman, 2008]
PDGF-B Mm00440678_m1 [Friedman, 2008]
PDGF-C Mm00480205_m1 [Friedman, 2008]
PDGFRβ Mm01262489_m1 [Friedman, 2008]
tPA Mm00476931_m1 [Higazi et al., 2008] [He et al., 2001]
uPA Mm00447054_m1 [Higazi et al., 2008] [He et al., 2001]
uPAR Mm00440911_m1 [He et al., 2001]
PPAR-γ Mm01184322_m1 [Hazra et al., 2004] [Panigrahy et al., 2002]
CD133 Mm00477115_m1 [Reister et al., 2011] [Hou et al., 2012]
COX-2 Mm00478374_m1 [Cheng et al., 2002] [Singh et al., 2007]
S100A4 Mm00803371_m1 [Psaila und Lyden, 2009]
S100A6 Mm00771682_g1 [Psaila und Lyden, 2009]
S100A8 Mm01220132_g1 [Hiratsuka et al., 2008]
S100A9 Mm00656925_m1 [Hiratsuka et al., 2008]
SAA3 Mm00441203_m1 [Hiratsuka et al., 2008]
Selectin E Mm00441278_m1 [Psaila und Lyden, 2009]
Selectin P Mm00441295_m1 [Psaila und Lyden, 2009]
Serpin A3 Mm00776439_m1 [Grek et al., 2012]
PAI-1 Mm00435860_m1 [Ghosh und Vaughan, 2012] [Inoue et al., 2005]
Osteonektin Mm00486332_m1 [Ju et al., 2009]
Ostepontin Mm00436767_m1 [Lee et al., 2004] [Psaila und Lyden, 2009] [Song et al., 2015a]
TGFβ1 Mm00441724_m1 [Friedman, 2008] [Psaila und Lyden, 2009]
Thrombopoietin Mm00437040_m1 [Murata et al., 2014]
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TIMP-1 Mm00441818_m1 [Friedman, 2008]
TIMP-2 Mm00441825_m1 [Friedman, 2008]
TIMP-3 Mm00441827_m1 [Kim et al., 2009] [Lin et al., 2012]
TLR2 Mm00442346_m1 [Psaila und Lyden, 2009] [Kim und Karin, 2011]
TLR4 Mm00445273_m1 [Hiratsuka et al., 2008]
TLR6 Mm02529782_s1 [Lin et al., 2012]
TNFα Mm00443258_m1 [Friedman, 2008] [Psaila und Lyden, 2009]
VEGF-A Mm00437304_m1 [Friedman, 2008] [Psaila und Lyden, 2009]
VEGF-B Mm00442102_m1 [Yang et al., 2015]
VEGF-C Mm00437313_m1 [Psaila und Lyden, 2009] [Skobe et al., 2001]
Vimentin Mm00449201_m1 [Friedman, 2008]

Tabelle A.1. – Auswahl HSC aktivierungs- und metastasierungsassoziierter Gene für die
LDA Analyse
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