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ROS Reaktive Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species)
RT Raumtemperatur

rTIMP-1/rT1  rekombinantes TIMP-1-Protein

s.C. subkutan (unter die Haut)

SDF-1 Stromal derived factor-1 , CXCR4-Ligand

shRNA short hairpin-RNA

Stat3 Signal transducer and activator of transcription-3
TIMP-1, T1 Tissue inhibitor of metalloproteinases-1

TIMP-1/T2G TIMP-1-Variante mit Mutation des Threonin an Position 2 zu Glycin

U/N tiber Nacht
wTIMP-1 TIMP-1-Variante mit zwei zusatzlichen Valin-Aminosduren am N-Terminus
WB Western Blot



ZUSAMMENFASSUNG

Neutrophile Granulozyten sind durch ihre Fahigkeit zur schnellen Freisetzung hochreaktiver
mikrobizider Substanzen entscheidende Effektoren bei der Pathogenabwehr und haben eine
fundamentale Bedeutung bei der Regulation von Entziindungsreaktionen im Gewebe. Aufgrund ihrer
hohen zerstorerischen Kapazitat kann eine unkontrollierte und tbertriebene Neutrophilenaktivierung
aber gravierende Gewebsschadigungen zur Folge haben. Entsprechend sind erhéhte Neutrophilen-
Zahlen mit einer Vielzahl inflammatorischer Krankheiten wie Sepsis, Autoimmunerkrankungen und
Krebs assoziiert. Die feine Regulation der Neutrophilen-Homdostase ist deshalb essentiell und findet
auf mehreren Ebenen - Produktion im Knochenmark (KM), Freisetzung in die Peripherie, sowie durch
Uberlebensdauer, Verbrauch oder Beseitigung - statt. Zugrundeliegende regulatorische
Mechanismen sind im Detail aber noch nicht vollstandig geklart.

Im Rahmen dieser Studie konnte mit tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) ein neuer
Faktor identifiziert werden, der die systemische Neutrophilen-Homdoostase beeinflusst. Durch TIMP-
1-sezernierende Tumoren oder mittels adenoviralen Gentransfers wurden in Mausen systemisch
erhohte TIMP-1-Spiegel erzeugt, die ausreichten, um Neutrophilie im Blut und im Lebergewebe zu
induzieren. Dies wurde weder durch verldngertes Uberleben der Zellen in der Blutbahn, noch durch
die direkte Mobilisierung reifer Neutrophiler aus dem KM oder anderen Gewebsspeichern
verursacht. Stattdessen waren im KM von Mdusen mit hohen TIMP-1-Spiegeln eine Anreicherung von
myeloiden Vorldaufern und die vermehrte Expression Granulopoese-assoziierter Gene zu beobachten.
Markierungsexperimente mit BrdU zeigten zudem, dass proliferierende myeloide Vorldufer den
Neutrophilen-Anstieg im Blut bedingten. Dabei stimulierte TIMP-1 nicht direkt die Proliferation
dieser Vorldufer, forderte aber die G-CSF-abhdngige Neutrophilendifferenzierung der
Myeloblastenzelllinie 32Dcl3 in vitro.

TIMP-1-Varianten, die die Unterscheidung zwischen seiner Protease-inhibitorischen Funktion und der
davon unabhangigen direkten Signaling-Funktion ermoglichen, zeigten, dass TIMP-1-Signaling-
notwendig und ausreichend war, um Granulopoese und Neutrophilie zu induzieren. Dazu passend
fliihrte die Ablation von CD63, dem bisher einzigen bekannten Rezeptor der TIMP-1-Signaling-
Domane, zur Aufhebung der TIMP-1-Effekte auf Granulopoese und Neutrophilie.

Diese Ergebnisse zeigen, dass erhohte TIMP-1-Spiegel in Mausen durch Signaling tGiber CD63 auf die
Neutrophilen-Homdoostase wirken. Dies kénnte eine Erklarung fiir Beobachtungen aus der Klinik
bieten, wo TIMP-1-Spiegel mit der Schwere und schlechten Prognose zahlreicher Entzlindungs-
assoziierter Erkrankungen korrelieren, bei denen Neutrophilie und UbermalRige Neutrophilen-

Aktivierung maligeblich zum Krankheitsverlauf beitragen.



SUMMARY

Based on their capability to efficiently release an arsenal of highly reactive microbicidal substances,
neutrophils are major immune effectors during pathogen defense, and are crucial for the regulation
of inflammatory responses in tissue. On the other hand, uncontrolled or exaggerated activation of
these cells can cause severe tissue damage due to their highly destructive capacity. Accordingly,
increased neutrophil counts are associated with a variety of inflammatory pathologies including
sepsis, auto-immune diseases, or cancer. Thus, a fine-tuned balance of neutrophil homeostasis is
crucial and is maintained on several levels - their production in the bone marrow (BM), release into
the periphery, their survival, their consumption and/or clearance. However, regulatory mechanisms
of neutrophil homeostasis on the different levels are still not completely understood.

In this study, Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) was identified as a new factor that
regulates systemic neutrophil homeostasis. TIMP-1-secreting tumors or adenoviral gene transfer led
to systemically increased TIMP-1 levels in mice, which were sufficient to induce neutrophilia in
peripheral blood and liver tissue. This neutrophilia was not attributed to prolonged survival or direct
mobilization of mature neutrophils from the BM or other storage sites. Instead, myeloid progenitors
were found to be enriched, and expression of granulopoiesis-associated genes was up-regulated in
the BM of mice with high TIMP-1 levels. BrdU pulse-labeling confirmed that proliferating progenitors
accounted for TIMP-1l-induced neutrophilia. Interestingly, TIMP-1 did not directly stimulate
proliferation of these precursors, but was able to promote G-CSF-driven granulocytic differentiation
of the myeloblast cell line 32Dcl3 in vitro.

TIMP-1 variants that dissect its protease-inhibitory from its direct signaling function revealed that the
TIMP-1 signaling domain was necessary and sufficient to augment granulopoiesis and neutrophilia.
Consequently, ablation of CD63, the only described receptor for the TIMP-1 signaling domain so far,
abolished both enhanced granulopoeisis and TIMP-1-induced neutrophilia.

These findings demonstrate that elevated levels of TIMP-1 in mice impact on neutrophil homeostasis
via signaling through CD63. This may provide a link to clinical observations that elevated levels of
TIMP-1 correlate with high severity and bad prognosis in inflammation-associated malignancies,

where neutrophilia or exaggerated neutrophil activation contribute to disease progression.



. EINLEITUNG

1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten bilden mit 50 - 70 % den groRten Anteil weiRer Blutzellen im Menschen
und sind von fundamentaler Bedeutung bei der Abwehr von Pathogenen und Infektionen, aber auch
bei der Regulation von Entzlindungsreaktionen und Wundheilung (Mécsai, 2013). Neutrophile sind
hochmotile, kurzlebige, im Blut zirkulierende Leukozyten, die morphologisch durch ein granulares
Zytoplasma und charakteristisch segmentierte Zellkerne identifizierbar sind. Sie wurden erstmalig
1887 von Elie Metschnikoff, dem Nobelpreistrager und Entdecker der angeborenen Immunitat,
beschrieben, als er mit Rosendornen in Seestern-Larven stach und das Einwandern kleiner
phagozytotischer Zellen mit polymorphen Kernen beobachtete. Schon Metschnikoff postulierte eine
wichtige Funktion dieser von ihm als Mikrophagen bezeichneten Zellen in der Pathogen-Abwehr
(Kaufmann, 2008). Heute ist bekannt, dass Neutrophile einer der Hauptbestandteile des innaten
Immunsystems darstellen und als Phagozyten an vorderster Front an der Abwehr verschiedenster
Pathogene beteiligt sind (Nathan, 2006).

In gesundem menschlichen Blut zirkulieren zwischen 1500 und 8000 Neutrophile / ul, die im Falle
einer Infektion oder Verletzung jederzeit ins Gewebe rekrutiert werden konnen. Zirkulierende
Neutrophile sind terminal differenzierte, nicht proliferierende Effektorzellen mit einer Halbwertszeit
von nur wenigen Stunden (Kumar und Sharma, 2010). Die fundamentale Bedeutung der
Neutrophilen im Immunsystem wird aus der dramatisch erhohten Empfanglichkeit von Patienten mit
zu geringen Blut-Neutrophilenzahlen (Neutropenie) gegeniiber Infektionskrankheiten deutlich
(Bodey et al., 1966; Vento und Cainelli, 2003). Aber auch erhéhte Neutrophilenzahlen (Neutrophilie)

sind mit einer Vielzahl von Krankheiten assoziiert, wie im Folgenden noch genauer erldutert wird.

1.1 Pathogenabwehr durch Neutrophile

Wie schon von Metschnikoff beobachtet, sind Neutrophile einer der ersten Zelltypen, die den Ort
einer Verletzung oder Infektion erreichen und dort die Verbreitung von Pathogenen und
korperfremden Substanzen im Organismus bekdmpfen. Dazu sind sie mit einer Reihe hocheffizienter
mikrobizider Waffen ausgestattet, die ihnen das schnelle Téten eingedrungener Pathogene
ermoglichen. In den letzten Jahren wurde aber zunehmend erkannt, dass die Rolle der Neutrophilen
im Immunsystem weit komplexer ist, und dass sie durch Kommunikation mit anderen
Immunzelltypen als wichtige Regulatoren vieler inflammatorischer und immunologischer Prozesse

fungieren (Kumar und Sharma, 2010; Mayadas et al., 2014).
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1.1.1 Neutrophilen-Rekrutierung und -Aktivierung

Um an den Ort einer Infektion zu gelangen, mussen zirkulierende Neutrophile die Blutbahn verlassen
und ins Gewebe einwandern. Dieser Prozess dauert nur wenige Minuten bis Stunden (Faurschou und
Borregaard, 2003) und geschieht klassischerweise in mehreren Schritten. Initiiert wird die Kaskade
durch aktiviertes Endothel, das hohe Spiegel an P- und E-Selektin aufweist, an die auf Neutrophilen
konstitutiv exprimierte Liganden binden. Dieser erste Kontakt fihrt zum Abbremsen der
Neutrophilen, die sich anschlieBend langsam am Endothel entlang fortbewegen, ein Prozess, der als
Rolling bezeichnet wird (Ley et al., 2007). Dies ermoglicht das gezielte Abtasten der
Endotheloberflache nach inflammatorischen Signalen wie Zytokinen, Pathogenbestandteilen oder
Immunkomplexen. Diese induzieren eine erste partielle Aktivierung der Neutrophilen, die sich in der
vermehrten Oberflachenexpression verschiedener Adhdsionsmolekiile, insbesondere Integrine der
R,-Familie wie LAF-1 und Mac-1 (CD11b/CD18), zeigt (Borregaard, 2010). Diese vermittelt schlieRlich
den stabilen Arrest der Neutrophilen am Endothel. Schliefilich erfolgt die Transmigration ins Gewebe,
wobei die Uberwindung der Endothelschicht entweder parazelluldr, indem sich Neutrophile zwischen
zwei Endothelzellen durchzwangen, oder transzellular, also durch das Zytoplasma einer Endothelzelle
hindurch, stattfindet. Die transzelluldre Extravasation ist seltener und erfordert das UmschlieRen der
Neutrophilen durch die Endothelzelle. Der parazelluldren Extravasation geht ein als Crawling
bezeichneter Prozess voraus, in dem Neutrophile nach geeigneten Extravasationsstellen - haufig an
Verzweigungen post-kapillarer Venolen - suchen. Die eigentliche Transmigration erfolgt durch
Bildung invasiver Podosomen und durch Uberwiegend Integrin-vermittelte Interaktion der
Neutrophilen mit Adhasionsmolekilen innerhalb der endothelialen Verbindungsstellen (Borregaard,
2010; Mayadas et al., 2014). Das Durchbrechen der Basalmembran erfordert schliefRlich die Sekretion
von Neutrophilen-Proteasen, sowie den Einsatz verschiedener Integrine und Adhadsionsmolekiile
(Borregaard, 2010).

Detaillierte Mechanismen der Neutrophilen-Rekrutierung und -Transmigration variieren fir
unterschiedliche Organe je nach Beschaffenheit der dortigen GefaBwand. So wird beispielsweise in
der durch sehr enge endotheliale Verbindungen charakterisierten Blut-Hirnschranke die
transzellulare Extravasation bevorzugt. Die Extravasation ins Lungengewebe erfolgt meist schon im
hier sehr engen Kapillargewebe, in dem der Rolling-Prozess aufgrund des langsamen Blutflusses
UberflUssig wird (Mayadas et al., 2014). Insbesondere die Neutrophilen-Rekrutierung in die Leber, die
ebenfalls tGberwiegend im sinosoidalen Kapillarsystem stattfindet, unterscheidet sich schon allein
aufgrund der pordsen Beschaffenheit des dortigen Endothels deutlich von den fiir andere Organe
beschriebenen Mechanismen. Die Adhédsion von Neutrophilen ans hepatische Endothel erfolgt ohne
vorheriges Rolling und ist komplett unabhangig von Selektinen (McDonald und Kubes, 2012). Dariiber

hinaus variiert der molekulare Extravasationsmechanismus ins hepatische Gewebe unter septischen
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und steril-inflammatorischen Bedingungen erheblich. Wahrend bei Pathogen-unabhangiger
Verletzung des Lebergewebes die Adhdsion konventionell (ber Interaktion des Neutrophilen-
Integrinkomplexes Mac-1 mit ICAM-1 erfolgt (McDonald et al., 2010), ist als Reaktion auf die unter
septischen Bedingungen hohen hepatischen IL-10-Spiegel Mac-1 auf Neutrophilen herunter reguliert,
und die Endotheladhasion erfolgt hauptsachlich tber CD44, das mit Endothel-gebundenem
Hyaloronan interagiert (McDonald et al., 2008). Die physiologische Bedeutung dieser
unterschiedlichen Rekrutierungsmechanismen ist noch nicht geklart, es ware aber moglich, dass sie
Auswirkungen auf die Aktivierung der Neutrophilen und deren anschlieBende Funktion im Gewebe
haben (McDonald und Kubes, 2012).

Allgemein zeigen Gewebe-Neutrophile eine héhere Tendenz zur Phagozytose und zum Einsatz ihrer
Abwehrmaschinerie, als zirkulierende Neutrophile. Die Regulation der Neutrophileninteraktion mit
Endothel stellt somit nicht nur eine ausreichende Prasenz von Neutrophilen am Ort von Infektionen
oder Verletzungen sicher, sie ist auch in deren Aktivierung und damit der gezielten Steuerung ihrer

Funktion im Gewebe involviert (Borregaard, 2010).

1.1.2 Phagozytose und Eliminierung von Pathogenen

Die vollstandige Neutrophilenaktivierung erfolgt im Gewebe und ist durch phagozytotische Aktivitat,
dem Freisetzen der Granula-Proteine, sowie der Bildung sogenannter NETs (neutrophil extracellular
traps) charakterisiert, die gemeinsam die Fahigkeit dieser Zellen zur Pathogenzerstérung ausmachen.
Die Aktivierung erfolgt Gber auf der Neutrophilenoberflache exprimierte Rezeptoren fir Zytokine,
Pathogenbestandteile (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), Gewebefragmenten
(DAMPs, damage-associated molecular patterns) oder Immunkomplexen mit Antikdrpern oder
Komplement-Bestandteilen (Mayadas et al., 2014).

Die eigentliche Beseitigung der Pathogene geschieht in den meisten Fallen nach phagozytotischer
Aufnahme innerhalb der dabei gebildeten Vakuole. Durch Verschmelzen der Vakuole mit
Neutrophilen-Granulae, die mit einem Arsenal fertiger Waffen und Enzyme ausgestattet sind,
entsteht das sogenannte Phagosom. In der Vakuolenmembran lokalisierte NADPH-Oxidase
produziert Sauerstoffradikale und ROS (reactive oxigen species) direkt ins Innere des Phagosoms, wo
sie durch Myeloperoxidase (MPQO) zu noch toxischerer Hyperchlorsdure (HOCI) umgesetzt werden
(Segal, 2005). Dies wird erganzt durch die lokale Produktion von hochreaktivem Stickstoffoxid (NO)
durch aus Granulae freigesetzter iINOS (inducible nitric oxide synthase). Weitere Enzyme,
insbesondere Lactoferrin, Lysozym und a-Defensine, sowie verschiedene Neutrophilen-Proteasen
(Reeves et al.,, 2002) bewirken die Zerstérung von Bakterienmembranen oder essentieller
intrazelluldrer Pathogenbestandteile (Mayadas et al., 2014; Segal, 2005).

Mit der Beschreibung sogenannter NETs (neutrophil extracellular traps) wurde erst kirzlich ein

weiterer, extrazellular ablaufender Mechanismus zur Pathogenabwehr entdeckt (Brinkmann et al.,
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2004). Dabei sezernieren Neutrophile ein Netzwerk aus Chromatinfaden, die beladen sind mit einer
hohen Konzentration von antibakteriellen Enzymen und Peptiden wie Neutrophilen-Elastase und
MPO, sowie pro-inflammatorischen Signalmolekiilen (Borregaard, 2010). Pathogene werden in
diesen Netzen eingefangen und direkt mit den daran gekoppelten mikrobiziden Substanzen in
Kontakt gebracht. NETose, der Prozess der NETs-Sekretion, erfordert die Freisetzung von Granulae-
Proteinen, sowie die Auflésung des Neutrophilen-Zellkerns. Sie stellt somit eine Sonderform der
Neutrophilen-Apoptose dar, wobei sich NETs-sezernierende von apoptotischen Neutrophilen durch
das Fehlen Phagozytose-stimulierender Signale unterscheiden. Es wurde aber sogar beobachtet, dass
kernlose Neutrophile noch in der Lage sind, im Gewebe zu migrieren und Bakterien auf
konventionelle Weise zu téten (Mayadas et al., 2014). NETs werden schliefllich durch DNAsen aus
dem Gewebe beseitigt.

Voraussetzung fir die effektive Abwehr eingedrungener Pathogene ist die sofortige Initialisierung
und der schnelle Ablauf der beschriebenen Abwehrmechanismen. Dies ist unter anderem dadurch
gewdhrleistet, dass im Blut zirkulierende Neutrophile Vorrate anti-bakterieller und proteolytischer
Proteine in ihren Granulae gespeichert haben und bei Bedarf sofort einsetzen kdnnen (Borregaard et

al., 2007).

1.1.3 Neutrophilen-Granulae

Neutrophilen-Granulae sind zytoplasmatische Vesikel unterschiedlicher GroRRe, die wahrend der
Neutrophilen-Reifung im KM gebildet und mit unterschiedlichem Inhalt gefillt werden. Entsprechend
dem Zeitpunkt ihrer Entstehung und der unterschiedlichen Zusammensetzung werden vier Arten von
Granulae unterschieden: (1) Primdre oder azurophile Granulae werden als erste gebildet und
enthalten hohe Konzentrationen mikrobizider Substanzen, insbesondere das fiir die ROS-Produktion
wichtige Enzym Myeloperoxidase (MPOQO). (2) Sekundire oder spezifische Granulae enthalten
ebenfalls lberwiegend Effektorproteine fiir die Pathogenabwehr, insbesondere Lysozym und
Lactoferrin. (3) Der Inhalt tertidrer oder gelatinolytischer Granulae besteht vor allem aus Proteasen,
insbesondere der Gelatinase MMP-9, die fiir das Einwandern der Zellen ins Gewebe bendtigt werden
(Borregaard et al., 2007). Primére, sekundare und tertidre Granulae entstehen durch Abspaltung und
Fusion von Transport-Vesikeln aus dem Golgi-Apparat. Als letztes werden (4) sekretorische Vesikel
gebildet. Diese entstehen durch Endozytose und enthalten Uberwiegend zytoplasmatische Proteine
ohne nennenswerte anti-bakterielle Funktion. Ihre Membran ist aber sehr stark angereichert an
verschiedenen Rezeptorproteinen und Adhdsionsmolekiilen, die die Adhasionsfahigkeit
zirkulierender Neutrophiler und deren Sensitivitat fur inflammatorische Stimuli schnell verandern

kénnen (Faurschou und Borregaard, 2003).
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Welche Proteine in welche Granulae verpackt werden, wird nicht durch in den Proteinen enthaltene
Sortierungs-Informationen, sondern durch die zeitlich begrenzte Expression dieser Proteine wahrend
der Neutrophilen-Reifung reguliert (Le Cabec et al., 1996).

Entsprechend ihrer Zusammensetzung haben die vier Granulae-Typen unterschiedliche Effektor-
Funktionen und kommen gezielt zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Neutrophilen-Aktivierung zum
Einsatz. Dies wird durch die unterschiedliche Membranbeschaffenheit der vier Subtypen reguliert.
Sekretorische Vesikel haben eine hohe Tendenz zur Exozytose und werden beispielsweise durch
Selektine auf aktiviertem Endothel oder durch Chemokine wie IL-8 vollstandig mobilisiert. Die Fusion
mit der Neutrophilen-Membran erhoht dort die Prasenz von Adhasionsmolekilen und Rezeptoren,
die fiir das feste Anhaften ans Endothel und die Transmigration bendtigt werden (Borregaard, 2010;
Sengelgv et al., 1993). Gelatinolytische Granulae werden ebenfalls durch Exozytose sezerniert, haben
aber eine hohere Aktivierungsschwelle. Die darin enthaltenen Proteasen helfen am Endothel
haftenden Neutrophilen bei der Migration ins Gewebe (Faurschou und Borregaard, 2003; Sengelgv et
al., 1993). Die Exozytose primarer und sekundarer Granulae ist stark limitiert (Sengelgv et al., 1993).
lhr mikrobizider Inhalt wird idealerweise ausschlieBlich ins Phagosom freigesetzt, wo er gezielt das
Toten der Pathogene beglinstigt, ohne dabei das umliegende Gewebe libermaRig zu schadigen.
Neutrophilen-Granulae sind somit eines der wichtigsten Mittel zur schnellen, effizienten und
dennoch regulierten Pathogen-Bekdampfung. Sie ermdéglichen es, Proteine in ihrer aktiven Form zu
speichern und bei Bedarf sofort freizusetzen. Dadurch kommen Effektormolekiile gezielt dort in
hoher Konzentration zum Einsatz, wo sie bendtigt werden. Gleichzeitig wird eine Schadigung des
korpereigenen Gewebes durch hochreaktive antibiotische Substanzen minimiert (Borregaard et al.,

2007).

1.1.4 Regulation weiterer inflammatorischer und immunologischer Prozesse

Neutrophile wurden lange Zeit ausschlielRlich als reine Effektoren des innaten Immunsystems
gesehen, die wenig Einfluss auf die adaptive Immunantwort haben. Neuere Erkenntnisse zeigen aber,
dass sie neben ihrer Rolle in der direkten Beseitigung von Pathogenen auch wichtige immun-
regulatorische Funktionen ausiiben (Mdcsai, 2013). So sind Neutrophile eine Hauptquelle zentraler
inflammatorischer Mediatoren und Signalmolekiile, darunter Komponenten des Komplement-
Systems, Fc-Rezeptoren und sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Chemokine und Zytokine
(Mantovani et al., 2011). Die Kommunikation zwischen Neutrophilen und Makrophagen ist sowohl
bei der Initiation als auch beim Beenden inflammatorischer Reaktionen entscheidend. Neutrophile,
die als erste an den Ort einer Infektion oder Verletzung gelangen, rekrutieren durch Sekretion von
Zytokinen und Granulae-Proteinen Makrophagen und erhdhen deren phagozytotische Aktivitat.

Andererseits werden Makrophagen durch Phagozytose apoptotischer Neutrophiler dazu stimuliert,
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anti-inflammatorische Zytokine freizusetzen, die entscheidend beim Auflésen einer Entziindung sind
und Wundheilung férdern (Filardy et al., 2010).

Aktivierte Neutrophile tragen maligeblich zur T-Zell-unabhangigen Aktivierung von B-Zellen in der
Milz bei (Puga et al., 2012) und bilden eine wichtige Quelle B-Zell-stimulierender Zytokine
(Mantovani et al.,, 2011; Schwaller et al., 2007). Auch die Reifung und Aktivierung Dendritischer
Zellen (DCs) wird durch direkten Kontakt mit Neutrophilen stimuliert (van Gisbergen et al., 2005;
Megiovanni et al., 2006), und viele von Neutrophilen sezernierte Substanzen wirken chemotaktisch
auf DCs (Mayadas et al.,, 2014). Ferner konnen Neutrophile durch Antigenprasentation, den
Transport von Antigenen in Lymphknoten, oder indirekt (ber DCs die T-Zellaktivierung steuern
(Mécsai, 2013).

Aber auch immunsuppressive Eigenschaften wurden fiir Neutrophile beschrieben. So inhibiert die
Freisetzung von NO, ROS oder Arginase die Proliferation von T-Zellen (Mayadas et al., 2014), und von
Neutrophilen sezernierte Substanzen koénnen auch inhibitorisch auf die DC-Reifung und deren
Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung wirken (Eken et al., 2008; Maffia et al., 2007). Diese Erkenntnisse
zeigen, dass die Rolle von Neutrophilen weit komplexer ist, als urspriinglich angenommen, und dass

ihre Funktion im Einzelnen keinesfalls starr, sondern von den jeweiligen Umstdanden abhangig ist.

1.2 Neutrophile Granulozyten und inflammatorische Erkrankungen

Aufgrund ihrer vielschichtigen Funktionen als Immuneffektoren einerseits und Immunregulatoren
andererseits tragen Neutrophile unter physiologischen Bedingungen entscheidend zur Beseitigung
korperfremder Bestandteile, Gewebereparatur und Wundheilung bei. Ihr hochreaktives
Waffenarsenal wirkt aber relativ unspezifisch und kann bei falschem Einsatz auch massive Schaden
des Korpergewebes hervorrufen (Nathan, 2006). Idealerweise ermoglicht das gezielte Freisetzen
dieser Waffen ins Phagosom eine lokal hohe Konzentration mikrobizider Substanzen, ohne dabei mit
umliegendem Gewebe in Kontakt zu kommen. Phagozytose und Granulae-Fusion laufen dabei
innerhalb weniger Sekunden ab, was natiirlich einen groRen Vorteil fir das Verhindern der
Pathogenausbreitung darstellt (Segal, 2005). Andererseits bringt dies eine gewisse Fehleranfalligkeit
mit sich, die das unkontrollierte Ausschiitten des hochreaktiven Granulae-Inhalts ins Gewebe zur
Folge hat. So kdnnen eine hohe Pathogendichte oder grof¥flachig tiber geschadigtes Gewebe verteilte
DAMPs zum unvollstandigen Abkapseln der phagozytischen Vakuole von der Membran fiihren. Die
anschlielende Fusion einer solchen nach aulRen offenen Vakuole mit Granulae hat die Ausschittung
von ROS, Proteasen und mikrobiziden Substanzen ins Gewebe zur Folge (Mayadas et al., 2014).
Tatsdchlich sind in der Klinik hohe Neutrophilenzahlen mit einem fatalen Verlauf und schlechter
Prognose bei systemischer Inflammation und Sepsis assoziiert (Brown und Treacher, 2009; Brown et

al., 2006), und Neutrophile gelten als Ursache der Endothelschdden und Blutungen bei
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Thrombohamorrhagischer Vaskulitis (Hirahashi et al., 2006). Auch die (ibermaRige Freisetzung von
NETs ist mit verschiedenen Neutrophilen-assoziierten Pathologien wie Nephritis, Vaskulitis oder
Sepsis (Mayadas et al., 2014), sowie mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen (Németh und
Mdécsai, 2012; Wright et al., 2014) verbunden. Sogar bei Krebserkrankungen, wo Neutrophile lange
Zeit als Tumor-bekdampfende Effektoren galten, kdnnen sie durch Modulation der Tumorumgebung
(Sionov et al., 2014) oder durch direkte Interaktion mit Tumorzellen (Kitamura et al., 2015; Spicer et
al.,, 2012) die Progression und Metastasierung fordern. Entsprechend sind in Krebspatienten hohe
Neutrophilen-Zahlen sowohl im Blut, als auch im Gewebe mit erhéhter Metastasierung, schlechter
Prognose und verkiirztem Uberleben des Patienten assoziiert, wie durch zahlreiche klinische Studien
belegt wird (Buonaguro et al., 2015; Donskov, 2013).

Zusammengefasst sind Neutrophile aktiv am Voranschreiten inflammatorischer Krankheiten
unterschiedlichster Ursache beteiligt, und zu hohe Neutrophilenzahlen oder eine (ibermaRige

Neutrophilenaktivierung sind mit einer schlechten Prognose assoziiert.

1.3 Regulation der Neutrophilen-Homoostase

Aufgrund ihrer fundamentalen Bedeutung in der Pathogenabwehr einerseits und der Fahigkeit,
massive Schadigungen auch gesunden Gewebes zu verursachen andererseits, unterliegt die
Neutrophilen-Homdostase unter physiologischen Bedingungen einem fein regulierten Gleichgewicht.
Dysbalancen dieses Gleichgewichts in beide Richtungen haben fatale klinische Folgen (Summers et
al., 2010).

Die Regulation der Neutrophilen-Homdoostase erfolgt auf verschiedenen Ebenen, was die flexible
Reaktion auf Anderungen des Neutrophilen-Bedarfs an unterschiedlichen Stellen im Organismus
erlaubt. Die wesentlichen Stellschrauben fiir die Neutrophilen-Gesamtzahl im Organismus sind ihre
Produktionsrate im KM, die Freisetzung dort gespeicherter reifer Neutrophiler in die Blutbahn, ihre
Uberlebensdauer in der Peripherie, und schlieBlich die Beseitigung apoptotischer Neutrophiler vor

allem in Leber, Milz und KM (Mayadas et al., 2014; Strydom und Rankin, 2013).

1.3.1 Granulopoese im Knochenmark

Um dem hohen Durchsatz der kurzlebigen Zellen gerecht zu werden, missen taglich etwa 10™
Neutrophile neu gebildet werden. Bei Auftreten von Infektionen oder Entziindungen steigt dieser
Bedarf sogar noch erheblich (Summers et al., 2010). Die Neutrophilen-Produktion, auch
Granulopoese genannt, erfolgt im adulten Organismus im KM durch Proliferation und zunehmende
Differenzierung hamatopoetischer Vorlauferzellen und wird im Wesentlichen durch Zytokine
gesteuert. Der zentrale und wichtigste Regulator der Granulopoese ist granulocyte colony stimulating

factor (G-CSF), der sowohl die Festlegung pluripotenter hdamatopoetischer Vorldaufer auf die
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Neutrophilen-Linie fordert, als auch die Proliferation von Neutrophilen-Vorldufern induziert und
deren Reifung beschleunigt (Strydom und Rankin, 2013; Summers et al., 2010). Dennoch muss es
noch eine Reihe weiterer Granulopoese-induzierender Faktoren geben, da G-CSF-defiziente Mause
voll funktionelle, reife Neutrophile bilden (Lieschke et al., 1994).

Neutrophile entstehen in extravaskuldaren Bereichen des KM aus hdamatopoetischen Stammzellen
(HSCs), die sich durch voranschreitende Differenzierung auf myeloide Zellen, den gemeinsamen
Vorlaufern von Monozyten und Granulozyten, und schlieflich auf die Neutrophilen-Linie festlegen
(Strydom und Rankin, 2013; von Vietinghoff und Ley, 2008). Die einzelnen Differenzierungsstadien
dieser auf Neutrophile festgelegten Vorldufer sind in Abbildung 1 dargestellt. Myeloblasten sind
groBe Zellen mit einer relativ hohen Proliferationsrate, rundem Zellkern und agranuldrem
Zytoplasma. Im Myeloblasten-Stadium beginnt die Bildung primarer Granulae, die bis ins friihe
Promyelozyten-Stadium abgeschlossen ist. Entsprechend weisen Myeloblasten hohe mRNA-Spiegel
an MPO oder Neutrophilen-Elastase, den Hauptbestandteilen primarer Granulae, auf. Im Zytoplasma
von Promyelozyten sind diese primaren Granulae erkennbar. Die anschlieRende Bildung sekundarer
Granulae beginnt in Promyelozyten und erfolgt (iberwiegend wahrend des Myelozyten-Stadiums, fir
das entsprechend eine hohe Expression von Lactoferrin, sowie die zunehmend granulare
Morphologie charakteristisch sind (Borregaard et al., 2007; Theilgaard-Ménch et al., 2005). Mit
Voranschreiten des Myelozyten-Stadiums sinkt die Proliferationsrate der Neutrophilen-Vorlaufer und
der Ubergang ins Metamyelozyten-Stadium ist schlieRlich mit dem endgiiltigen Austritt aus dem
Zellzyklus verbunden (Theilgaard-Monch et al., 2005). Ab hier findet lediglich die weitere Reifung der
Zellen statt. Dazu gehort die allmahliche Veranderung des Zellkerns von rund Gber nierenférmig
(Metamyelozyt) und kreisférmig gebogen (Band-Zelle) zur fir reife Neutrophile typischen
segmentierten Morphologie, sowie die Bildung tertidrer Granulae und sekretorischer Vesikel
(Borregaard, 2010; Borregaard et al., 2007).

All diese Differenzierungsschritte werden im Wesentlichen durch Transkriptionsfaktoren -
insbesondere durch Vertreter der C/EBP-Familie (CCAAT enhancer binding proteins) oder durch PU.1
- gesteuert, die im entsprechenden Reifestadium hoch exprimiert sind und anschlieBend wieder
herunter reguliert werden (Abb. 1, Fiedler und Brunner, 2012). C/EBPa induziert die Expression
typischer Neutrophilen-Proteine, darunter die des G-CSF-Rezeptors oder von Neutrophilen-Elastase
und MPO, und lenkt die Differenzierung myeloider Vorlaufer in Richtung der Granulozytenlinie.
C/EBPe stimuliert die Bildung sekundérer Granulae und reguliert - wahrscheinlich zusammen mit
C/EBPa - den Zellzyklusaustritt und damit den Ubergang in die post-mitotischen Stadien. Die
Expression von C/EBPP steigt kontinuierlich mit fortschreitender Reifung, und C/EBPR gilt auRerdem
als  wichtigster Regulator der beschleunigten Notfall-Granulopoese bei erhéhtem

Neutrophilenbedarf. PU.1 schliefllich steuert die Expression wichtiger Membranproteine und
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Adhéasionsmolekiile, allen voran von Mac-1, sowie die fiir die ROS-Produktion verantwortliche

NADPH-Oxidase (Borregaard, 2010; Fiedler und Brunner, 2012).

C/EBPa C/EBPs C/EBPB, PU.1
SDF 1 S = . A
Primére Granulae: Sekunddre Granulae: Tertidre Granulae: Sekretorische Vesikel:
MPO, Elastase Lactoferrin Gelatinasen Mac-1

@
) @8- -G D

Myeloblast Promyelozyt Myelozyt Metamyelozyt Band-Zelle Neutrophlle

Osteoblast

Mitotische Stadien Post-Mitotische Stadien

Abb. 1: Schematische Darstellung der Granulopoese. Neutrophile entstehen im KM aus
hamatopoetischen Stammzellen durch fortschreitende Differenzierung, die durch die
sequenzielle Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren gesteuert wird. Bis zum
Myelozyten-Stadium expandieren die Neutrophilen-Vorldufer durch Proliferation, anschlie-
RBend erfolgt nur noch eine zunehmende Reifung der Zellen. Die Granulae-Produktion beginnt
im Promyelozyten-Stadium und endet im Band-Stadium. [Modifiziert nach Borregaard, 2010]

Am Ende all dieser Differenzierungsprozesse entstehen im KM reife, voll funktionelle Neutrophile, die
sich in ihrem Genexpressionsprofil, sowie in ihrer Funktionalitdt quasi nicht von Blut-Neutrophilen
unterscheiden (Theilgaard-Moénch et al., 2005). Neben der Rolle als Neutrophilen-Produktionsstatte
hat das KM eine wichtige Speicherfunktion einsatzbereiter Neutrophiler, die bei Bedarf jederzeit

freigesetzt werden kdnnen (Strydom und Rankin, 2013).

1.3.2 Neutrophilen-Freisetzung in die Blutbahn

Im gesunden Organismus zirkulieren nur ca. 1-2 % aller Neutrophilen frei in der Blutbahn. Der
Hauptanteil von tber 90 % ist im KM gespeichert. Im Fall einer Infektion oder Verletzung erlaubt dies
die schnelle Mobilisierung der Immuneffektoren in groRer Zahl (Day und Link, 2012).
Hauptregulatoren der Neutrophilen-Retention im KM sind stromal derived factor-1 (SDF-1) und sein
Rezeptor CXCR4. SDF-1 wird im KM von verschiedenen stromalen Zellen konstitutiv hoch exprimiert
und induziert bei Bindung an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor CXCR4 ein Retentionssignal in
hdamatopoetischen Zellen und Neutrophilen (Eash et al., 2009). Ablation oder Hemmung von CXCR4
induziert entsprechend die konstitutive Freisetzung von Neutrophilen, was zu Neutrophilie in der
Peripherie und zur allmahlichen Reduktion des KM-Speichers fiihrt (Day und Link, 2012). G-CSF
induziert neben seiner Granulopoese-stimulierenden Funktion auch die Mobilisierung von KM-
Neutrophilen in die Blutbahn, indem es die SDF-1-Expression im KM reduziert und somit die
Neutrophilen-Retention verringert (Day und Link, 2012; Strydom und Rankin, 2013). Reife KM-

Neutrophile exprimieren geringe, aber detektierbare CXCR4-Spiegel auf ihrer Oberflache, wahrend
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CXCR4 auf der Oberflache frisch isolierter Blut-Neutrophilen kaum detektierbar ist. Beide haben aber
grole Mengen CXCR4 intrazellular gespeichert, die spater an die Oberfliche seneszenter
zirkulierender Neutrophiler transportiert werden und so deren Rekrutierung in Leber, Milz oder KM
zur Beseitigung vermitteln. Die Steuerung der CXCR4-Oberflachenspiegel, und damit der Sensitivitat
gegeniber SDF-1, ist also eine Regulationsebene der Neutrophilen-Retention im KM (Strydom und
Rankin, 2013).

Die Freisetzung reifer KM-Neutrophiler in die Blutbahn erfordert deren Migration durch die
Gefdalwand der KM-Sinusoide. Wichtigster Stimulator dieses Prozesses ist die Aktivierung des
Chemokinrezeptors CXCR2 durch seine Liganden CXCL1, CXCL2 und CXCL6, die alle stark
chemotaktisch auf Neutrophile wirken. CXCR2 und CXCR4 sind Antagonisten, wobei normalerweise
das durch CXCR4 vermittelte Retentionssignal dominiert und sich erst bei einer Reduktion dieses
Signals die mobilisierende Wirkung von CXCR2 durchsetzt. Unter homeostatischen Bedingungen wird
im KM viel SDF-1 exprimiert, und das Retentionssignal (iberwiegt. Inflammatorische Mediatoren -
allen voran G-CSF - flihren zur reduzierten Expression von SDF-1, zur Reduktion der CXCR4-
Oberflachenspiegel auf Neutrophilen, und gleichzeitig zur vermehrten Expression von CXCR2-
Liganden. Dadurch Uberwiegt das Mobilisierungssignal, und Neutrophile werden - dem Bedarf
entsprechend - vermehrt in die Peripherie freigesetzt (Eash et al., 2010; Strydom und Rankin, 2013).
Neben dem KM existiert noch ein zweiter kurzfristiger Neutrophilenspeicher, der sogenannte
marginated pool. Dabei handelt es sich um periphere Neutrophile, die den freien Blutstrom verlassen
und an das Endothel vor allem in Lunge und Milz anhaften, ohne dabei aktiviert zu werden. Unter
basalen Bedingungen befinden sich ca. 50 % der aus dem KM freigesetzten Neutrophilen in diesem
kurzfristigen Speicher, aus dem sie durch Stress, Anstrengung oder Catecholamine schnell in die freie

Zirkulation mobilisiert werden kénnen (Summers et al., 2010; von Vietinghoff und Ley, 2008).

1.3.3 Apoptose, Abbau und Feedback-Mechanismen

Neutrophile zirkulieren nur fir kurze Zeit in der Blutbahn bevor sie entweder in entzindliches
Gewebe rekrutiert werden oder innerhalb weniger Stunden seneszent werden und durch spontane
Induktion von Apoptose sterben (Mdcsai, 2013). Neutrophilen-Nekrose wiirde zur unkontrollierten
Freisetzung ihres zytotoxischen Inhalts und folglich zu massiven Gewebeschaden flihren. Apoptose
und anschlieRende Phagozytose durch Gewebe-Makrophagen - vor allem in Leber, Milz und KM -
verhindern dies. Die Rekrutierung seneszenter zirkulierender Neutrophiler in die fir ihre Beseitigung
zustdndigen Organe erfolgt vor allem durch SDF-1/CXCR4-Signaling. Dabei weisen seneszente
Neutrophile typischerweise hohe CXCR4-Oberflachenspiegel auf, die ihre Sensitivitdt gegentiber SDF-
1 erhéhen (Strydom und Rankin, 2013). Die Erkennung apoptotischer Neutrophiler durch
Makrophagen ist durch ein verdandertes Muster an Zelloberflaichenmarkern, darunter die Exposition

von Phosphatidylserin an der Membran-AuRenseite, gewahrleistet (Fox et al., 2010).
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Die phagozytotische Aufnahme apoptotischer Neutrophiler verhindert nicht nur die unkontrollierte
Freisetzung gewebeschadigender ROS, Proteine und Peptide, sie hat auch eine wichtige immun-
regulatorische Funktion. So induziert die Neutrophilen-Phagozytose in KM-Makrophagen die
Produktion von G-CSF und stellt somit einen Riickkopplungsmechanismus zwischen Neutrophilen-
Beseitigung, -Produktion und -Freisetzung dar, der konstante Level zirkulierender Neutrophiler
sicherstellt (Summers et al., 2010). Andererseits induziert die Beseitigung apoptotischer Neutrophiler
durch lokale Makrophagen in entziindeten Geweben oder durch Kupferzellen in der Leber einen anti-
inflammatorischen Phanotyp, der durch die Sekretion entziindungshemmender Zytokine
gekennzeichnet ist. Dies stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus zur Beendigung einer
Entzindungsreaktion und zur Induktion von Wundheilung und Gewebereparatur dar und kann
Signale ans KM initiieren, die zur Reduktion der Granulopoeserate fiihren (Filardy et al., 2010; Stark
et al.,, 2005). Durch solche Feedback-Mechanismen wird ermoglicht, dass die unterschiedlichen
Kompartimente, die an der Regulation der Neutrophilen-Homoostase beteiligt sind, auf verdanderte
Situationen im Gewebe reagieren und die Neutrophilen-Bereitstellung entsprechend an den Bedarf
anpassen kdnnen.

Inflammatorische Stimuli konnen die Induktion der Apoptose verzégern und so zur Anreicherung
zirkulierender Neutrophiler flihren (Lee et al., 1993; McCracken und Allen, 2014). Tatsachlich wird
eine verlangerte Lebensdauer zirkulierender Neutrophiler in einer Reihe inflammatorischer
Krankheiten beobachtet, und geht mit Neutrophilie einher, die als schlechter prognostischer Marker
in diesen Krankheiten gilt. Entsprechend ist die spezifische Induktion der Neutrophilen-Apoptose ein
vielversprechender therapeutischer Ansatz zur Behandlung dieser Krankheiten (McCracken und
Allen, 2014).

Insgesamt ist die Regulation der Neutrophilen-Homd&ostase von immenser Bedeutung, um die
immunologische Funktion dieser Zellen zu gewahrleisten und gleichzeitig ihr zerstorerisches Potential
zu kontrollieren. Aufgrund der Komplexitat der Regulationsmechanismen auf verschiedenen Ebenen,
und der situationsabhadngigen Interaktion beteiligter Kompartimente untereinander ist aber noch
weitere intensive Forschung notig, um ein umfassendes Verstandnis dieser Prozesse zu erlangen und

bei Krankheits-assoziierten Fehlregulationen intervenieren zu kénnen.

2 Tissue inhibitor of metalloproteinases-1

2.1 Die Familie der TIMPs

Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) sind natirliche, endogen exprimierte Breitband-
inhibitoren von Metalloproteasen (MPs), insbesondere von sezernierten Matrix-Metalloproteinasen

(MMPs), sowie von membranstandigen membrane-type MMPs (MT-MMPs) und A disintegrin and
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metalloproteinases (ADAMs). Diese Endopeptidasen sind eine der wichtigsten Regulatoren der
Zusammensetzung der Extrazelluldren Matrix (EZM), die wiederum essentiell fiir die Organisation von
Zellen und Gewebeverbanden ist (Brew und Nagase, 2010). Durch Proteolyse von EZM-Komponenten
wie Collagen, Gelatin, Fibronektin oder Laminin, aber auch von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
Zelloberflachenrezeptoren regulieren MPs nicht nur den Abbau oder Umbau der EZM, sondern auch
die Aktivitdt und Bioverfligbarkeit von Signalmolekiilen und deren Rezeptoren und beeinflussen
damit Zellverhalten wie Adhasion, Proliferation, Migration und Differenzierung (Khokha et al., 2013).
Die prazise Regulation dieser wichtigen Enzyme ist deshalb von fundamentaler Bedeutung, und
Dysbalancen des fein abgestimmten Gleichgewichts aus MP-Expression, -Aktivierung und -Inhibition
durch TIMPs sind assoziiert mit Krankheiten wie Arthritis, Arteriosklerose, Nephritis, neurologischen
Erkrankungen und Krebs (Brew und Nagase, 2010). In Wirbeltieren wurden vier Mitglieder der TIMP-
Familie (TIMP-1, -2, -3, -4) identifiziert, deren grundlegender Mechanismus der MP-Inhibition gleich
ist. Sie unterscheiden sich aber in ihrer Affinitat zu einzelnen MMPs und ihrem inhibitorischen
Spektrum, sowie ihrem Expressionsmuster und ihrer physiologischen Bedeutung (Khokha et al., 2013;
Murphy, 2011). Alle TIMPs bestehen aus zwei unabhéngig voneinander faltenden Domanen, einer N-
terminalen und einer C-terminalen Domane, die jeweils durch drei Disulfidbricken stabilisiert
werden. Die Interaktion mit dem aktiven Zentrum der MPs erfolgt in einer 1:1-Stochiometrie Gber
den N-Terminus, und C-terminal trunkierte TIMP-Varianten (N-TIMPs) sind ausreichend, um die
meisten ihrer MP-Substrate zu inhibieren (Brew und Nagase, 2010). MP-Interaktionen mit der C-
terminalen Domane von TIMPs sind beispielsweise fir pro-MMP-2 und -9 beschrieben, scheinen aber
fir die Regulation proteolytischer Prozesse nur eine untergeordnete Rolle zu spielen (Brew und
Nagase, 2010).

Dartiber hinaus wurden aber seit Entdeckung der TIMPs immer wieder Protease-unabhangige Effekte
auf Zellverhalten wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beschrieben, die eine komplexere
Funktionsweise =~ vermuten  lieBen.  Tatsachlich  wurden in den letzten Jahren
Zelloberflachenrezeptoren identifiziert, die mit der C-terminalen Domane einzelner TIMPs
interagierten und so direkte Signallibertragung vermittelten (Chirco et al., 2006; Stetler-Stevenson,
2008). Die multi-funktionelle Wirkungsweise von TIMPs - als wichtige Regulatoren innerhalb des
proteolytischen Netzwerkes einerseits, und als davon unabhangige, direkte Signaling-Molekiile
andererseits - erklart die vielschichtigen und zum Teil stark situationsabhangigen Effekte dieser
Proteinfamilie im Gewebe. Weitere detaillierte und kontextabhangige Untersuchungen sind
notwendig, um das Wirkspektrum einzelner TIMPs in vivo und ihre Beteiligung an verschiedenen

Pathologien zu verstehen.
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2.2 Protease-inhibitorische Funktion von TIMP-1

Humanes TIMP-1 wurde in den frithen 1970ern als erstes Mitglied der TIMP-Proteinfamilie in Form
eines Collagenase-Inhibitors im Blutserum entdeckt (Woolley et al., 1975) und kurz darauf als 31 kDa
groldes, glycosyliertes Protein aufgereinigt. Den Namen tissue inhibitor of metalloproteinases erhielt
das Protein etwas spéter, als sein breites inhibitorisches Spektrum erkannt worden war (Brew und
Nagase, 2010). Das TIMP-1-Protein besteht aus 184 Aminosauren, von denen die ersten 123
Aminosauren zur N-terminalen Domadne und die letzten ca. 60 Aminosduren zur C-terminalen
Domane falten. Wie alle TIMPs hemmt TIMP-1 generell alle 23 MMPs, sowie die Sheddase ADAM-10.
Im Gegensatz zu den anderen TIMPs gilt es aber als schwacher Inhibitor von membranstandigen MPs
(MT-MMPs), insbesondere von MT1-, MT2-, MT3- und MT5-MMP, sowie von weiteren Mitgliedern
der ADAM- und ADAM-TS-Familie (Brew und Nagase, 2010; Murphy, 2011).

Die inhibitorische Wirkung von TIMP-1 beruht im Wesentlichen auf der nicht-kovalenten Bindung des
N-Terminus an die katalytische Domane von MPs (Abb. 2). Diese enthalt als zentrales Element ein
von 3 Histidinen koordiniertes Zn®*-lon, an dem die Bindung eines H,0-Molekiils und die
hydrolytische Spaltung der Peptidbindung erfolgt. Durch die zweifache Koordination dieses
Metallions durch die a-Amino- sowie die Carbonylgruppe des N-terminalen Cys; der TIMP-1-Sequenz
wird das H,0-Molekiil aus dem katalytischen Zentrum der MPs verdrdangt und so die Proteolyse
verhindert. Die OH-Gruppe des Threonin an Position 2 der TIMP-1-Sequenz bindet in die S;"-Tasche
der MPs, die im Wesentlichen die Substratspezifitdt der MPs festlegt (Abb. 2). Entsprechend kénnen
Punktmutationen des Thr, der TIMP-1-Sequenz die Selektivitat fiir bestimmte MMPs maRgeblich
verandern (Hamze et al., 2007).

Strukturanalysen von TIMP-1-MMP-Komplexen identifizierten einige weitere Interaktionsstellen der
N-terminalen Doméane von TIMP-1 mit MMPs, wahrend Interaktionen mit der C-terminalen Domaéane
fiir die MMP-Inhibition nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen (Brew und Nagase, 2010).
Entsprechend ist die N-terminale Doméane (N-TIMP-1) ausreichend, um die MMP-inhibitorische
Wirkung von TIMP-1 zu erreichen, wie Studien mit einer C-terminal trunkierten Variante (A127.1g4)
zeigten (Nimmo et al., 2015). Im Gegensatz dazu reicht N-TIMP-1 nicht aus, um ADAM-10 zu
inhibieren, was auf eine essentielle Interaktion zwischen der TIMP-1-C-terminalen Doméne und
ADAM-10 riickschlieBen lasst (Rapti et al., 2008). Des Weiteren wurden Interaktionen der C-
terminalen Domédne mit der Hamopexin-Domane von Pro-MMP-9 beschrieben. Da in diesem
Komplex die N-terminale Domaéne frei bleibt, ist er weiterhin in der Lage, MMPs zu inhibieren. Uber
die physiologische Bedeutung dieses Komplexes ist aber bisher wenig bekannt (Brew und Nagase,

2010).
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Abb. 2: Schematische Dar-
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Durch die Interaktion mit Proteasen ist TIMP-1 ein funktionell bedeutender Bestandteil des
komplexen proteolytischen Netzwerks, das den Abbau und Umbau von EZM-Bestandteilen, aber
auch die Freisetzung und Aktivierung oder Deaktivierung von Signalmolekiilen wie
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und deren Rezeptoren auf der Zelloberflache reguliert und damit
unter anderem Migration, Proliferation und Angiogenese reguliert (Chirco et al., 2006; Mason und
Joyce, 2011). Tatsachlich konnte ein Teil der physiologischen Effekte von TIMP-1 seiner Protease-
inhibitorischen Funktion zugeordnet werden. Dariiber hinaus beschreibt aber eine zunehmende Zahl
an Studien TIMP-1-Effekte auf Zellverhalten wie Apoptose, Proliferation oder Differenzierung, die
auch durch TIMP-1-Varianten hervorgerufen wurden, die nicht zur Protease-Inhibition fahig sind

(Ries, 2014, Stetler-Stevenson, 2008).

2.3 Protease-unabhingige Signaliibertragung durch TIMP-1 iiber CD63

Die Beobachtung dieser Protease-unabhdngigen Effekte auf Zellverhalten fiihrte zu der Annahme,
dass TIMP-1 selbst als direkter Signalvermittler agieren konnte. Tatsachlich wurde beschrieben, dass
radioaktiv markiertes rekombinantes TIMP-1-Protein an die Zelloberflache von Keratinozyten oder
Myelomzellen bindet (Chirco et al., 2006). Wahrend lange kein eindeutiger TIMP-1-Rezeptor bekannt
war, konnte schlieflich 2006 in einem Yeast two hybrid-Screening das Membranprotein CD63 als
direkter TIMP-1-Interaktionspartner identifiziert werden (Jung et al., 2006). CD63 gehort zur Familie
der Tetraspanine, die aus vier Transmembrandomanen, zwei extrazelluldaren Schleifen und je einem
kurzen zytoplasmatischen N- und C-terminalen Ende bestehen. Tetraspanine interagieren
miteinander, sowie mit einer Vielzahl anderer Proteine, darunter Integrine, MHC-Molekiile,
Immunglobuline, Signalmolekiile und Rezeptoren, und regulieren die Anordnung dieser Proteine auf
der Zellmembran. Dadurch steuern sie intrazelluldre Signaling-Prozesse und Zellverhalten wie

Adhasion, Migration, Proliferation, Zelliiberleben und Differenzierung. CD63 kommt (iberwiegend in
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intrazellularen Vesikeln des endosomal-lysosomalen Kompartiments vor, ist aber auch auf der
Zelloberflache zahlreicher Zelltypen, darunter Thrombozyten, Neutrophile, Eosinophile und
Basophile Granulozyten, zu finden (Pols und Klumperman, 2009). Auch die Membran primarer
Neutrophilen-Granulae enthalt CD63, wo es unter anderem eine wichtige Rolle beim Transport der
Neutrophilen-Elastase spielt (Kallquist et al., 2008).

Die Interaktion von TIMP-1 mit CD63 wurde urspriinglich auf der Membran von MCF10A-Zellen
beschrieben. Dabei lag CD63 im Komplex mit B;-Integrin vor, und die Bindung von TIMP-1 an CD63
fliihrte zur konstitutiven Aktivierung dieses Integrins (Jung et al., 2006), sowie von intrazelluldren
downstream-Signalwegen (Chirco et al., 2006). Im Gegensatz zur inhibitorischen Interaktion mit
Proteasen erfolgt die Bindung von TIMP-1 an CD63 (iber die C-terminale Domane (Warner, 2013), die
aus diesem Grund auch als Signaling-Domane bezeichnet wird. TIMP-1-Varianten, die nur die
Protease-inhibitorische N-terminale Doméane enthalten (N-TIMP-1), folglich also nicht an CD63
binden kdnnen, erlauben die separate Untersuchung von TIMP-1-Effekten, die lber seine Protease-
inhibitorische Funktion vermittelt werden (Murphy et al., 1991). Analog wurden verschiedene TIMP-
1-Varianten entwickelt, die eine intakte C-terminale Domane aufweisen, aber durch Mutationen im
N-Terminus nicht oder nur eingeschrankt zur Protease-Inhibition fahig sind, und somit ausschlieRlich
die Signaling-Funktion von TIMP-1 vermitteln. Dies wird beispielsweise durch Blockieren der fir die
Zn**-Bindung nétigen freien a-Aminogruppe des Cys; durch zwei zusitzliche Valine am N-Terminus
(vwTIMP-1, Egea et al., 2012), oder durch Punktmutation des fir die MP-Bindung entscheidenden
Thr, zu Glycin (TIMP-1/T2G) erreicht (Hamze et al.,, 2007). Tatsachlich konnten durch
Untersuchungen mit diesen Varianten viele der TIMP-1-Effekte auf Zellen in vitro einer der zwei
Funktionen von TIMP-1 zugeordnet werden (Ries, 2014). Uber das Zusammenspiel der beiden
Wirkmechanismen von TIMP-1 in vivo und deren Bedeutung fiir die Homo6ostase verschiedener

Organe und Kompartimente ist aber noch sehr wenig bekannt.

2.4 Expression und (patho-)physiologische Bedeutung von TIMP-1

Die pleiotropen Aktivititen von TIMP-1 - als Bestandteil des fiir sich schon komplexen
proteolytischen Netzwerkes einerseits und als eigenstandiges Signalmolekiil andererseits - lassen
eine vielschichtige Rolle bei physiologischen und auch pathologischen Prozessen vermuten.
Tatsachlich wird TIMP-1 unter physiologischen Bedingungen in vielen Geweben, vor allem in
Fortpflanzungsorganen und wahrend der embryonalen Entwicklung von Organen und
Kompartimenten exprimiert (Murphy, 2011). TIMP-1-knock out-Mause sind zwar lebensfahig und
fruchtbar, zeigen aber Verdanderungen im Reproduktionszyklus und Hormonhaushalt, bei kognitiven
Prozessen, sowie beim Verlauf von Infektions-, Fibrose- oder Herz-Kreislauferkrankungen (Brew und

Nagase, 2010). TIMP-1 wird Giberwiegend auf Expressionsebene durch Transkriptionsfaktoren wie AP-

17



EINLEITUNG

1, SP-1, NFkB oder CRE reguliert, die typischerweise durch Zytokine, Wachstumsfaktoren oder
Phorbolester induziert werden, und die auch die Expression von MMPs steuern (Chirco et al., 2006).
Virale Proteine stimulieren ebenfalls die TIMP-1-Expression in vitro (Lin et al., 2015; Uchijima et al.,
1994).

In Patienten werden erhdhte TIMP-1-Plasmaspiegel bei einer Vielzahl von Pathologien, insbesondere
Arthritis (Murphy et al., 2009), Fibrose (Hernandez-Gea und Friedman, 2011; Zhu et al., 2012), Sepsis
(Lauhio et al., 2011), Enzephalitis (Zhou et al., 2005), chronisch inflammatorischen
Darmerkrankungen (Kapsoritakis et al., 2008), sowie bei verschiedenen Arten von Krebs (Bunatova et
al.,, 2012; Wiirtz et al., 2008) beobachtet, und sind in den meisten dieser Krankheiten mit einer
schlechten Prognose fiir den Patienten assoziiert. Interessanterweise sind all diese Krankheiten von
Entziindungsreaktionen begleitet, bei denen die Gbermalige Aktivierung inflammatorischer Zellen,
insbesondere von Neutrophilen Granulozyten als krankheitsfordernd gilt und ebenfalls mit einer
schlechten Prognose fir den Patienten korreliert. Aufgrund dieser in unterschiedlichen Organen und
in verschiedenstem klinischen Kontext beobachteten Verbindung hoher TIMP-1-Spiegel mit
Inflammation stellt sich die Frage, ob erhohte TIMP-1-Spiegel eine Folge der Entziindungsreaktion
des Korpers sind, oder ob TIMP-1 diese aktiv vorantreibt. Tatsachlich konnte in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Kriiger gezeigt werden, dass die experimentelle Erhohung systemischer TIMP-1-
Spiegel zu Verdanderungen der Gewebshomdostase in der Leber fiihrt, die einem inflammatorischen
Phanotyp gleichen. So wurde die erhéhte Expression von akute Phase-Proteinen der S100-Familie,
sowie von Zytokinen wie SDF-1 (Seubert et al., 2015) und CXCL-2 und -5 (unveroffentlichte Daten der
Autorin) beobachtet. Des Weiteren fiihrten hohe TIMP-1-Spiegel zu zelluldren Verdnderungen,
darunter die Aktivierung hepatischer Sternzellen (bisher unveroffentlichte Daten von Barbara
Grinwald), und interessanterweise auch eine erhohte Anzahl Neutrophiler Granulozyten im
Lebergewebe (Schrotzlmair et al., 2010; Seubert et al., 2015). Im Rahmen dieser Studie sollte im
Detail untersucht werden, welche Effekte hohe TIMP-1-Spiegel auf die Homdostase Neutrophiler
Granulozyten haben, und ob diese moglicherweise eine Erklarung fiir die in der Klinik beobachtete

haufige Assoziation erhéhter TIMP-1-Spiegel mit inflammatorischen Krankheiten liefern kénnen.

18



EINLEITUNG

3 Vorarbeiten und Fragestellung

Wie im vorangehenden Abschnitt ausgefiihrt, sind erhohte TIMP-1-Spiegel in einer Reihe
inflammatorischer Erkrankungen zu beobachten, bei denen Neutrophile maRgeblich involviert sind,
und sind dort assoziiert mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten. Direkte pro-
inflammatorische Effekte von TIMP-1 in vivo wurden aber bisher nicht beschrieben.

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass TIMP-1 Effekte auf die Regulation Neutrophiler
Granulozyten in der Leber hat (Schrotzlmair et al., 2010; Seubert et al.,, 2015). So fiihrte die
experimentelle Erhéhung systemischer TIMP-1-Spiegel in Mausen zu einer erhéhten Zahl von
Neutrophilen im Lebergewebe. Dies erforderte die Integritit der SDF-1 / CXCR4-Achse, da
systemische Inhibition von CXCR4 den TIMP-1-induzierten hepatischen Neutrophilen-Anstieg
komplett blockierte (Seubert et al., 2015).

Im Rahmen dieses Projektes sollte deshalb untersucht werden, inwieweit hohe TIMP-1-Spiegel die
Homodostase von Neutrophilen Granulozyten in Mausen systemisch beeinflussen, auf welcher
Regulationsebene diese Effekte gegebenenfalls stattfinden, und welche Kompartimente dabei
involviert sind. Um Aufschluss Giber molekulare Mechanismen zu erhalten, sollte auRerdem ermittelt
werden, wie TIMP-1 diese Effekte vermittelt. Durch den Einsatz von TIMP-1-Varianten, die die
getrennte Untersuchung der Protease-inhibitorischen und der Signaling-Funktion ermoglichen, soll
untersucht werden, ob die gefundenen Effekte auf die Neutrophilen-Homdostase einer der beiden
Wirkungsweisen dieses Proteins zugeschrieben werden kénnen, oder ob die Interaktion beider
Funktionen dafiir notig ist. Im Anschluss sollten mogliche downstream-Effektoren identifiziert
werden.

Die  Ergebnisse dieser Fragestellungen sollen zum  Verstandnis der komplexen
Regulationsmechanismen der Neutrophilen-Homoostase beitragen und kénnten moéglicherweise eine
mechanistische Erklarung fiir die haufig in der Klinik beobachtete Assoziation hoher TIMP-1-Spiegel

mit inflammatorischen Krankheiten und erhéhten Neutrophilen-Zahlen liefern.
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1 Material

1.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Studie wurden Mause verschiedenen genetischen Hintergrundes verwendet, die
sich unter anderem in ihrem Immunstatus unterscheiden (Lutz et al., 2012).

CD1™™-M3use sind Triger einer homozygoten Deletion im FoxN1-Gen, das zur Immundefizienz
flhrt. Die Tiere sind haarlos und entwickeln keinen Thymus, sind somit T-Zell-defizient, haben aber
funktionelle B- und NK-Zellen sowie alle myeloiden Leukozyten-Linien.

Fox Chase SCID-Mé&use haben eine autosomal-rezessive Mutation im SCID-Gen, die zu einer schweren
Immundefizienz mit nicht funktionellen B- und T-Lymphozyten fihrt. NK-Zellen, Monozyten /
Makrophagen und Granulozyten sind aber normal funktionsfahig.

DBA/2-M3use entstammen dem &ltesten Inzucht-Stamm, der 1902 von C.C. Little entwickelt wurde.
Die Tiere sind immunkompetent mit einem H2d—MHC-HapIotyp.

FVB/N-Mduse entstammen einer in den 1970ern etablierten Inzucht-Linie und sind immunkompetent
mit einem H2%Haplotyp.

C57BI/6) ist einer der weitverbreitetsten Inzucht-Mausstdmme. Die Tiere sind immunkompetent mit
einem H2°-Haplotyp und normaler Entwicklung und Funktion aller Leukozyten-Populationen.

Alle bisher genannten Mausstamme wurden von Charles River (Sulfeld, Deutschland) bezogen.

CD63-knock out-Mause wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Paul Saftig (CAU Kiel, Deutschland)

generiert (Schroder et al.,, 2009) und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Nach Embryonen-
Transfer in C57Bl/6-Mé&use, die gemal FELASA negativ fur alle pathogenen Mikroorganismen (inkl.
Helicobacter) waren, wurden alle CD63-knock out-Mause, sowie heterozygote und homozygote
Geschwister durch Verpaarung von je zwei heterozygoten Weibchen mit einem heterozygoten
Mannchen in eigener Zucht generiert. Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte durch Sonja

Berchtold und Katja Honert mittels Schwanz-PCR.

1.2 Zelllinien

32Dcl3 ist ein Abkémmling der immortalisierten murinen Myeloblasten-Zelllinie 32D. 32Dcl3-Zellen
sind semi-adhdrent, kénnen in Gegenwart von IL-3 unbegrenzt in Kultur gehalten werden und in
Abwesenheit von IL-3 durch G-CSF zur terminalen Granulozyten-Differenzierung stimuliert werden

(Guchhait et al., 2003).
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HT1080 ist eine tumorigene, adhdrent wachsende humane Fibrosarkom-Zelllinie, die 1972 aus einem
35-jahrigen kaukasichen Patienten isoliert und immortalisiert wurde (Rasheed et al., 1974).

NIH3T3 ist eine aus NIH/Swiss-Mausembryonen generierte Fibroblasten-Zelllinie, die in Kultur
adharent wachst (Jainchill et al., 1969).

293T-Zellen sind humane embryonale Nierenepithelzellen, die in Kultur adhdrent wachsen. Aufgrund
ihrer hohen Transfektionseffizienz und der Expression des SV40-Antigens eignen sie sich gut als

Verpackungszelllinie zur Herstellung lentiviraler Vektoren.

1.3 Plasmide und virale Vektoren

1.3.1 Plasmide fiir lentivirale Vektoren

Helferplasmide des ViraPower ™-Systems:

pLP1 (gag, pol) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
pLP2 (rev) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
pLP/VSVG (env) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Transferplasmide:

pLKO.1-Puro-shNT Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
pLKO.1-Puro-shCD63 #1 Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(TRCN 0000065683) Sequenz: CCGGCCAGGTGAAGTCAGAGTTTAACTCGAGTTAAAC
TCTGACTTCACCTGGTTTTTG
pLKO.1-Puro-shCD63 #2 Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(TRCN 0000065684) Sequenz: CCGGCATGATTACATTTGCCATCTTCTCGAGAAGATGG
CAAATGTAATCATGTTTTTG
pLKO.1-Puro-shCD63 #3 Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(TRCN 0000065685) Sequenz: CCGGGCAGTGGGATTGATCGCCATTCTCGAGAATGGC
GATCAATCCCACTGCTTTTTG
pLKO.1-Puro-shCD63 #4 Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(TRCN 0000065686) Sequenz: CCGGGCGTGGAGACTATAGCAATATCTCGAGATATTG
CTATAGTCTCCACGCTTTTTG
pLKO.1-Puro-shCD63 #5 Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(TRCN 0000065687) Sequenz: CCGGGTTGTCTTGAAGCAGGCCATTCTCGAGAATGGC
CTGCTTCAAGACAACTTTTTG

1.3.2 Adenovirale Vektoren

Add|70-3 von Prof. Martina Anton (TU Miinchen, Deutschland)

AdT1 kloniert von Dr. Charlotte Kopitz (TU Miinchen, Deutschland)

AdN-T1 kloniert von Dr. Charlotte Kopitz (TU Minchen, Deutschland)

AdT1/T2G kloniert von Katja Honert und Dr. Bastian Seubert (TU Minchen,
Deutschland

AdwT1 Sirion Biotech, Martinsried b. Miinchen, Deutschland

AdN-T1/T2G Sirion Biotech, Martinsried b. Miinchen, Deutschland
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1.4 Antikorper und rekombinante Proteine

1.4.1 FACS-Antikorper

Alle fur FACS-Farbungen verwendeten Antikérper wurden Uber eBioscience, Frankfurt, Deutschland,

oder von Biolegend, London, England bezogen.

Tabelle 1: FACS-Antikorper
Antigen | Konjugat (Farbstoff) | Klon Hersteller ul / Farbung
CD45 PerCP-Cy5.5 30-F11 eBioscience 0,3 pl
V500 30-F11 eBioscience 1,0 ul
Ly6G PE 1A8 Biolegend 0,2 pl
BD Horizon™v450 | 1A8 Biolegend 0,5 pl
Ly6C Alexa Flour 488 HK1.4 eBioscience 0,5 pl
CD11b PE-Cy7 M1/70 eBioscience 0,3 ,ul
CD3 eFluor®450 17A2 eBioscience 0,5 pl
CD19 APC-eFluor®780 1D3 eBioscience 0,3 ul
CD49b | APC DX5 eBioscience 1,5 ul
CD63 APC NVG-2 eBioscience 1,0 pl
CXCR4 APC L276F12 Biolegend 2,0 ul
BrdU FITC BU20A eBioscience 3,0 pl
18G APC Rat IgG2a, k | eBioscience | wie Antikdrper

1.4.2 Antikorper fiir IHC und Western Blot

Antikorper fiir Immunhistochemie (IHC) und Western Blot (WB) wurden entsprechend Tabelle 2

bezogen und verwendet.

Tabelle 2: Antikorper fiir IHC und Western Blot

Antigen Klon Herkunft | Verwen- | Hersteller Verdiinnung

dung
Ly6G 1A8 rat IHC Biolegend 1:200in TBS
SDF-1 FL-93 rabbit IHC Santa Cruz 1:50 in TBS
Anti-rabbit biotinyliert polyklonal | goat IHC R&D fertig aus rabbit-Kit
Anti-rat-HRP E0468 rabbit IHC DAKO 1:100in TBS
Stat3 79D7 rabbit WB Cell Signaling 1:2000 in 2,5% BSA/ TBS-T
P-Stat3 D3A7 rabbit WB Cell Signaling 1:2000 in 2,5% BSA/ TBS-T
NFB polyklonal | rabbit WB Cell Signaling 1:1000 in 2,5% BSA/ TBS-T
P-NFB polyklonal | rabbit WB Cell Signaling 1:1000 in 2,5% BSA/ TBS-T
P-Akt, P-MAPK (p42/44) | Pathscan rabbit WB Cell Signaling 1:1000 in 2,5% BSA/ TBS-T
a-Tubulin DM1A mouse WB Calbiochem 1:500 in 2,5% BSA/ TBS-T
anti-rabbit IgG-HRP polyklonal | donkey WB Amersham 1:5000 in 2,5% BSA/TBS-T
anti-mouse 1gG-HRP polyklonal | rabbit WB Amersham 1:2000 in 2,5% BSA/TBS-T

1.4.3 Antikorper fiir in vivo-Applikationen

Antikorper fir in vivo-Applikationen (Tabelle 3) wurden in Azid- und Endotoxin-freiem PBS gel6st

verabreicht.

Tabelle 3: Antikorper fiir in vivo-Applikationen

Antigen | Klon Herkunft Verwendung Hersteller | Stock-Konz.
Ly6G 1A8 (LEAF) rat Neutrophilen-Depletion Biolegend 10 mg/ml
1gG-Ctrl IgG2a, k (LEAF) rat Kontrolle fiir Neutrophilen-Depletion Biolegend 10 mg/ml
CXCR4 12G5 mouse CXCR4-Inhibition Millipore 0,62 mg/ml
IgG IgG2a, K mouse Kontrolle fir CXCR4-Inhibition Millipore 0,62 mg/ml
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1.4.4 Rekombinante Proteine

Rek. humanes TIMP-1
Rek. murines G-CSF
Rek. murines IL-3

Prof. Gill Murphy (University of Cambridge, Cambridge, UK)
Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

Rek. murines IL-6
Rek. murines SDF-1
Rek. murines CXCL6
Rek. murines SCF

Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland
Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland
Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland
Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland
Alle von Peprotech bezogenen rekombinanten Proteine wurden den Herstellerangaben
entsprechend zu einer Stock-Konzentration von 100 ng/ul in sterilem, Nuklease-freiem ddH,0 gel6st.

1.4.5 Enzyme

DNAse |
Proteinase K
Streptavidin-HRP-Komplex fir IHC

Sigma-Alderich, Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
DAKO, Hamburg, Deutschland

1.5 Primer und Probes fiir qRT-PCR

1.5.1 Probes und Mastermix

18S Primer-Probe-Mix
Universal Probe Library, Set human

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland

Universal Probe Library, Set murin Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland

FastStart Universal Probe Master (Rox) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland

1.5.2 Primer fiir Roche Probe Library

Alle Primer-Oligonucleotide wurden von Metabion GmbH, Planegg / Steinkirchen, Deutschland
bezogen. Die Primer wurden in einer Konzentration von 100 uM in Nuklease-freiem Wasser geliefert.
Die Sequenzen der Oligos und zugehorige Roche-Probes wurden mithilfe der Assay Design-Software

ermittelt und sind in Tabelle 4 angegeben.

Tabelle 4: Primer fiir gRT-PCR

Agslrilk/o n forward-Primer-Sequenz reverse-Primer-Sequenz Rzoucghi:g:)g:e
mulLy6G ggctcagaaaagtgcacca cgtacgtggaagcgaacag #97
muMpo ggaaggagacctagaggttgg tccccatccaccatgtttta #7

mulLtf gggcaagtgeggtttagtt ccattgcttttggaggattt #53

muCebp a cgctggtgatcaaacaagag ggtggctggtaggggaag #101

muCebp b atcgacttcagcccctacct tagtcgtcggcgaagagg #55

muCebp e tccectgeagtaccaagtg gtgccttgagaaggggact #74
muPU.1 ggagaagctgatggcttgg caggcgaatctttttcttge #94
huTIMP-1 gggcttcaccaagacctaca tgcaggggatggataaaca #76
muCd63 gcggceaggagagtactgaga gagcaaaaacttgacacacttca #12
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1.6 Zellkultur-Reagenzien

RPMI 1640
DMEM

PBS

FCS

Asparagin
Arginin
Glutamin
Trypsin / EDTA
Opti-MEM
MethoCult™
Lipofectamin-2000
Puromycin
Polybren
AlamarBlue
Trypanblau

1.7 Kits

Human TIMP-1 DuoSet ELISA
Murine G-CSF ELISA Development Kit
Neutrophil isolation Kit

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma Aldrich, Mlnchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Stemcell Technologies, Kéln, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Mlnchen, Deutschland
AbD Serotech, Disseldorf, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

BrdU staining Kit

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
BCA Protein Assay Kit
Mouse Cytokine Array G3 (RayBiotech)

eBioscience, Frankfurt am Main, Deutschland
eBioscience, Frankfurt am Main, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

BioCat GmbH, Heidelberg, Deutschland

1.8 Puffer und Lésungen

1.8.1 Selbst hergestellte Puffer und Lésungen

PBS, 20x
PBS*
TBS, 10x
TBS-T

10 x RIPA-Proteinlysepuffer

SDS-Gelelektrophorese-Puffer

Blotting-Puffer
Zitratpuffer, pH6
Fixierl6sung
PFA-LOsung
FACS-Puffer
MACS-Puffer
TAE-Puffer

2,8 M NaCl, 200 mM KCl, 160 mM Naz2HPQO4, 40 mM KH2POas

1x PBS, 0,9 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl,

500 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1,5 M NacCl

1x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20

0,5 M Tris-HCI, pH 7,4, 1,5 M NaCl, 2.5 % Desoxycholsaure, 10 % NP-
40, 10 mM EDTA. Zugabe von Protease- und Phosphataseinhibitoren
kurz vor Verwendung.

25 mM Tris, pH 8,3, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS.

5 mM Tris, pH 8,3, 190 mM Glycin, 20 % Methanol

2,1g Zitronensauremonohydrat in 11 ddH,0, pH 6.0

4 % Formaldehyd in 1x PBS

2% Paraformaldehyd in 1x PBS

1x PBS, 2 % (v/v) FCS

PBS, 0,05 % (w/v) BSA, 2mM EDTA

40mM Tris-Base, 20mM Essigsaure, 1ImM EDTA
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1.8.2 Kommerziell erworbene Losungen

FACS Lysis Solution

Cytofix™

RBC lysis buffer concentrate
AEC Substrate Buffer

AEC Substrate Chromogen
DAB Substrate Buffer

DAB Substrate Chromogen
Mayers Hamalaun

Trizol

TMB-Substrat fir ELISA
DiffQuick

Clarity Western ECL Substrat
Fixable Viability dye-eFluor 506

1.9 Chemikalien

Absolve

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

BrdU

D-Glukose

Eisessig (Essigssaure)
Ethyldiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol (EtOH), zur Analyse, >99,9 %
Ethanol 98 % flr Immunhistologie
Formaldehyd

Formamid

Glycerin

Glycin

HEPES, >99,5 %

Isopropanol

Kaiser’s Glycerin Gelatine
Kaliumchlorid (KCI)
Kalziumchlorid (CaCl,)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol, zur Analyse, >99,8 %
Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
eBioscience/Affimetrix, Frankfurt, Deutschland
DAKO, Hamburg, Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland

Leica Biosystems, Nul3loch, Deutschland
Leica Biosystems, Nul3loch, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Dade Behring, Marburg, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
eBioscience, Frankfurt, Deutschland

NENTM Life Science Products, Zaventem, Belgien

Peq Gold Universal Agarose Peqlab, Erlangen, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Sigma-Alderich, Miinchen, Deutschland

Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Apotheke Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Apotheke Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland
Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Natriumzitrat

NP40

Nuklease-freies Wasser
Paraffin

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland
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Roticlear
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
TEMED

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland

Trizol Reagenz
Tween 20
Tissue Tek Einbettmedium

1.10 Gerate und Software

1.10.1 Gerite

BD FACSCanto ™I

ABI PRISM 7900 HAT (Tagman-Gerat)
Axiovert25 (Zellkultur-Mikroskop)
IHC-Durchlichtmikroskop

Axiovert 135 (Fluoreszenzmikroskop)
Wallac Victorz2 Plate reader

GenePix MicroArray Scanner
Cryotom (HM500 OM)
Paraffin-Einbettsystem (TBS88)
Microtom (HM 355)

Mini Bead Beater

Shandon CytoSpin3

ChemiDoc Station (Geldokumentation)

1.10.2 Software

FlowJo v8.8.6 / v10.0.7
Image Lab

SigmaPlot

Social Science Statistics
Imagel

ReaderFit

Microsoft Office 2010

1.11 Sonstige Materialien

Superfrost Plus Objekttrager
Deckglaschen
Transwell-Inserts, 3 um Poren
FACS-ROhrchen

Trucount™ tubes
MACS-Saulchen

MicroAmp Optical 96-well Plate
Neubauer-Zahlkammer
PVDF-Western-Blot-Membran
Extradickes Filterpapier fiir WB

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sakura Finetek, Heppenheim, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Carl Zeiss GmbH, Hallbergmoos, Deutschland
Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland

Carl Zeiss GmbH, Hallbergmoos, Deutschland
Perkin Elmer, Waltham, USA

Molecular Cevices, Kalifornien, USA

Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland

Cole-Parmer, Kehl/Rhein, Deutschland
GMI, Ramsey, USA
Biorad, Miinchen, Deutschland

FlowlJo LLC, Ashland, USA

Biorad, Munchen, Deutschland

Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland
http://www.socscistatistics.com/
http://imagej.nih.gov/ij/

http://www.readerfit.com

Microsoft Dtl. GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland

Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland
Corning, Kaiserslautern, Deutschland

Sarstedt AG&CO, Niimbrecht, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Assistent, Sondheim, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
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2 Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.1.1 Tierhaltung

Alle Tierversuche wurden am Zentrum fir Praklinische Forschung des Klinikums rechts der lIsar
durchgefihrt. Versuchstiere waren in der Regel weibliche Mause im Alter von 7 - 10 Wochen.
Lediglich fur Experimente mit CD63-knock out-Tieren aus eigener Zucht wurden auch Mannchen im
gleichen Alter in die Versuchsgruppen mit einbezogen. In diesem Fall wurden Geschlechts-spezifische
Unterschiede bei den untersuchten Parametern Uberprift und konnten ausgeschlossen werden.
Maximal 5 Mause pro Kafig wurden unter Pathogen-freien Bedingungen in fir die Tierhaltung
konzipierten Rdumen mit 12 h-Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Futter
und Wasser. Nicht aus eigener Zucht stammende Versuchstiere wurden von Charles River bestellt
und trafen mindestens 1 Woche vor Versuchsbeginn ein. Alle Behandlungen und Eingriffe wurden
nach Richtlinien des Tierschutzgesetztes des Freistaates Bayern durchgefiihrt und waren vor

Versuchsbeginn von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.1.2 Primartumor-Modelle

2 x 10° HT1080-Fibrosarkomzellen in 100 ul PBS wurden subkutan (s.c.) in die Nackenfalte von
weiblichen CD1™/™-MZusen injiziert. Dazu wurden die Miuse im Rollgriff gehalten, und die Kaniile in
die zwischen Daumen und Zeigefinger gebildete Hautfalte gefiihrt. Das Tumorwachstum wurde durch
Messen des Tumordurchmessers mit einer digitalen Schieblehre alle zwei bis drei Tage kontrolliert.
Nach ca. 10 Tagen, als die Tumoren einen Durchmesser von 1 - 1,5 cm erreicht hatten, wurden die
Mause geopfert. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Haissi Cui und Barbara Griinwald
geplant und durchgefiihrt. Die Injektion der Tumorzellen erfolgte durch Prof. Achim Kriiger.

Fir das NIH-Tumormodell wurden 2x10° NIH3T3-Zellen in 100 pl PBS s.c. in die Nackenfalte von Fox
Chase SCID-Mausen injiziert und das Tumorwachstum wiederrum alle 2-3 Tage mit einer Schieblehre
kontrolliert. Nach 28 Tagen, als die Tumoren einen Durchmesser von ca. 1 - 1,5 cm erreicht hatten,

wurden die Mause geopfert. Die Injektion der Tumorzellen erfolgte durch Prof. Achim Kriiger.

2.1.3 Adenovirale Transduktion

Adenovirale Vektoren wurden durch intravendse (i.v.) Injektion in die Schwanzvene verabreicht. In
der Regel wurden 2x10° virale Partikel (Hexontiter) je Maus in einem Volumen von 200 ul PBS*
injiziert. Die aus diesem Titer resultierenden TIMP-1-Plasmaspiegel wurden fiir jedes Virus-Batch
Uberprift und ggf. angepasst. Zur Erweiterung der Schwanzvenen wurden die Mause vor der
Injektion fir 20 - 30 min mit einer Infrarot-Lampe aufgewdrmt. Die Injektion erfolgte in einem

Inokulationsrohrchen (50 mi-Falkon mit ca. 3 - 4 mm breitem Langsschlitz) unter Verwendung von 27
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G-Kanilen. Ab dem Zeitpunkt der Virusinjektion wurden die Mause und alle daraus gewonnenen
unfixierten Proben unter Einhaltung der Richtlinien flir S2-Material behandelt.
Die Vorbereitung der Virus-Spritzen erfolgte meist durch Katja Honert, die Injektion durch Prof.

Achim Kriger und in Einzelfallen durch die Autorin.

2.1.4 Injektion von rekombinantem TIMP-1

Rekombinantes TIMP-1-Protein wurde als Puls in einer Dosierung von 2 mg/kg verabreicht. Dazu
wurden 100 ul rT1 in LPS- und Azid-freiem PBS intraperitoneal (i.p.) in DBA/2 Mause injiziert.
Kontrollmdause wurden mit reinem PBS behandelt. 2 h nach der Injektion wurden die Mause
geopfert. Durchfiihrung und Probenahme in diesem Versuch erfolgte in Zusammenarbeit mit Haissi

Cui.

2.1.5 BrdU-Experimente

DBA/2-M3use wurden mit AdKtrl oder AdT1 transduziert, um die TIMP-1-Spiegel systemisch zu
erhéhen. BrdU wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in LPS-freiem PBS gel6st und den Mé&usen
i.p. injiziert. Ein einzelner BrdU-Puls von 2 mg wurde 3 Tage nach Virusinfektion verabreicht, um
gerade proliferierende Neutrophilen-Vorlaufer zu markieren. In diesem Fall wurden die Mause 1 h
spater geopfert. Zur Unterscheidung zwischen gespeicherten und neu generierten reifen
Neutrophilen wurde BrdU wiederholt iber 3 Tage injiziert, um eine kontinuierliche Markierung aller
in diesem Zeitraum proliferierender Zellen zu erzielen. Die erste Applikation erfolgte 3 h nach viraler
Transduktion in einer Dosierung von 2 mg, gefolgt von 6 weiteren Injektionen von 1 mg alle 12 h. An
Tag 3 nach Virusinjektion wurden die Mause geopfert und Blut- und KM-Proben zur weiteren Analyse
entnommen. Um in der anschlieBenden FACS-Analyse Hintergrund-Level fir das Gating BrdU-
negativer Zellen bestimmen zu kdnnen, wurde je zwei Kontroll-Mdusen in gleicher Weise PBS

anstelle von BrdU verabreicht.

2.1.6 Neutrophilen-Depletion

Die Depletion Neutrophiler Granulozyten erfolgte durch systemische Applikation des Ly6G-
spezifischen Antik6rper 1A8 (Daley et al., 2008). DBA/2-Mausen wurden einmalig entweder 400 ug
1A8 oder IgG-Kontrollantikdrper in 200 ul sterilem, Endotoxin- und Azid-freiem PBS injiziert. 24 h
spater wurden die Mause entweder geopfert, um die Depletionseffizienz zu diesem Zeitpunkt zu

bestatigen, oder mit AdKtrl oder AdT1 transduziert und 3, 4 oder 7 Tage nach Virusinjektion geopfert.

2.1.7 Antikorper-vermittelte Inhibition von CXCR4
Zur systemischen Inhibition von CXCR4 wurden DBA/2- M&usen 62 pug CXCR4-Antik6rper (Klon 12G5)
oder IgG-Kontrollantikérper in 100 ul Azid- und LPS-freiem PBS durch i.p. Injektion verabreicht. 24 h

spater wurden die Tiere mit AdKtrl oder AdT1 transduziert und 3 Tage nach Virusinjektion geopfert.
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Die Planung und Durchfiihrung dieses Versuchs erfolgte in Zusammenarbeit mit Barbara Griinwald

und Haissi Cui.

2.1.8 Probengewinnung

Alle Versuchstiere wurden mit CO, getdtet. Die Probenahme erfolgte direkt im Anschluss. Dazu
wurde die Maus mit dem Bauch nach oben an den Beinen fixiert, mit 80 % Ethanol bespriiht und der
Bauchraum geoffnet. Blutproben wurden aus der Vena Cava Inferior entnommen. Um die Gerinnung
zu verhindern, wurden die dazu verwendeten Spritzen und Kanilen zuvor mit 1 M EDTA gesplilt.
Aliquots dieses Vollbluts wurden ggf. bis zur FACS-Farbung auf Eis gelagert. Das restliche Blut wurde
zur Plasmagewinnung bei 500 g fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert und die zellfreien Uberstinde sofort
in FlUssigstickstoff weggefroren.

Organe - insbesondere Leber, Lunge und Milz - wurden mit Praparierbesteck vorsichtig entnommen
und entweder sofort in Flissigstickstoff weggefroren, in TissueTek™ eingebettet, oder fiir 24 h in
Fixierlosung fixiert und anschlieBend dehydriert und in Paraffin eingebettet.

KM-Zellen wurden aus Femur und Tibia isoliert. Dazu wurden die Hinterbeine am Hiiftknochen
herausgeschnitten und von umliegendem Gewebe befreit, ohne dabei die Knochen selbst zu
beschadigen und das KM freizulegen. Je Maus ein Oberschenkelknochen (Femur) wurde Gber Nacht
in 2 % PFA fixiert, fir 5 Tage in 0,5 M EDTA entkalzifiziert und anschlieffend ebenfalls dehydriert und
in Paraffin eingebettet. Aus den Ubrigen Knochen wurden KM-Zellen isoliert, indem sie beidseitig
knapp hinter den Gelenken gedffnet und mit einer 27 G-Kaniile und 1 ml kaltem PBS ausgespiilt
wurden. Ein Aliquot dieser Zellsuspension wurde fiir die FACS-Farbung auf Eis gelagert. Der Rest
wurde bei 500 g fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert und die zellfreien Uberstinde und Pellets in

Flissigstickstoff weggefroren.
2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivieren und Passagieren der Zelllinien

Das routinemaRige Passagieren von Zellen erfolgte in der Regel durch Katja Honert. Alle Zellen
wurden unter Normoxie bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.

32Dcl3-Zellen wurden in RPMI-Medium inkl. 10 % FCS und 2 ng/ml rIL-3 kultiviert und alle 2 -3 Tage
passagiert. Dazu wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturschale abgeschabt
und in einer Dichte von ca. 1x10° /ml in frisches Medium berfihrt.

HT1080-, NIH3T3-, und 293T-Zellen wurden in DMEM-Medium inkl. 2 mM Glutamin, 10 mM Hepes,
0,116 mg/ml L-Arginin und 0,036 mg/ml L-Asparagin kultiviert und alle 2-3 Tage passagiert. Dazu
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgel6st, in frischem Medium resuspendiert und in einem der

Zelldichte und Proliferationsrate angemessenen Split-Verhaltnis ausplattiert.
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HT1080-TIMP-1-Uberexpressions- (HT1080-SF-T1) und TIMP-1-knock down-Zellen (HT1080-shT1),
sowie NIH3T3-TIMP-1-Uberexpressions- (NIH-SF-T1) und entsprechende Kontrollzellen (NIH-Ktrl)

wurden durch Haissi Cui oder Katja Honert mittels stabiler lentiviraler Transduktion generiert.

2.2.2 G-CSF-induzierte Differenzierung von 32Dcl3-Zellen

32Dcl3-Zellen mit einer maximalen Passagenzahl von 15 wurden abgeschabt, abzentrifugiert, mit PBS
gewaschen und schlieRlich in einer Dichte von 8x10° /ml in RPMI inkl. 10 % FCS ohne IL-3 tberfiihrt.
Um die Differenzierung zu stimulieren, wurden entweder 100 ng/ml rG-CSF oder 100 ng/ml rG-CSF
und 1000 ng/ml rT1 zugesetzt. Alle zwei Tage wurden die Zellen in frisches Medium inkl. 50 ng/ml rG-
CSF +/- 1000 ng/ml rT1 Gberfihrt. Nach 2 - 7 Tagen wurden die Zellen abgeschabt und gezahlt. Fir
die Quantifizierung differenzierter Zellen anhand der Kernmorphologie wurden Zytospins angefertigt
(s. Abschnitt 2.4.3). Zur Analyse der Genexpression wurden mindestens 2x10° Zellen mit PBS
gewaschen und zur RNA-Isolierung in Trizol aufgenommen (s. Abschnitt 2.5.2). Die Analyse von

Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie ist unter Abschnitt 2.3.1 beschrieben.

2.2.3 Inkubation von 32Dcl3-Zellen mit rTIMP-1

Um direkte Effekte von TIMP-1 auf die Genexpression oder intrazellulares Signaling in 32Dcl3-Zellen
zu untersuchen, wurden die Zellen mit einer Dichte von 1x10°/ml in IL-3-haltigem Medium ausgesat.
Nach 24 h wurden die Zellen mit 1000 ng/ml rTIMP-1 bzw. PBS als Vehikel-Kontrolle stimuliert. Fir
die Analyse der Effekte auf Genexpression wurde 20 h spdter mRNA isoliert, fir intrazelluldres

Signaling erfolgte 12 h spater die Proteinextraktion.

2.2.4 Knock down von CD63 in 32Dcl3-Zellen

Fur die lentivirale Infektion wurden 2x10° 32Dcl3-Zellen in 1 ml IL3-haltigem Medium inkl. 8 pg/ml
Polybren fiir 30 min bei RT vorinkubiert, anschlieBend 0,5 ml lentiviraler Uberstand zugegeben und
unter gelegentlichem Schwenken fiir 2 h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 4 ml
IL3-haltiges Medium zugegeben und U/N bei 37°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, um Virus-Reste vollstdndig zu entfernen. Die Zellen wurden in einer
Dichte von 2x10° / ml zunichst fur weitere 24 h in IL3-haltigem Medium ohne Antibiotika kultiviert
und anschlieRend in IL3-haltiges Medium inkl. 2,5 pg/ml Puromycin tberfihrt, um infizierte Zellen zu
selektionieren. Die Selektion wurde so lange fortgefiihrt, bis alle Zellen einer nicht transduzierten
Kontrollschale tot waren. Dabei wurden die Zellen alle 2 Tage in frisches IL3- und Puromycin-haltiges
Medium Gberfihrt.

Insgesamt wurden 32Dcl3-Zellen auf diese Weise mit 5 verschiedenen shRNA-Sequenzen gegen CD63
(shCD63 # 1 - 5), sowie einer zu keiner Gensequenz komplementaren Kontroll-shRNA (non targeting,
shNT) transduziert. Von den finf shCD63-Konstrukten wurden die zwei Konstrukte, die zum

effektivsten knock down fihrten (# 3 und # 5), fiir weitere Experimente verwendet.
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2.2.5 Herstellung und Amplifikation viraler Vektoren

2.2.5.1 Adenovirale Vektoren

Die Herstellung samtlicher adenoviraler Vektoren erfolgte durch oder in Zusammenarbeit mit Katja
Honert durch Infektion von HEK293-Zellen mit einer vorherigen Virus-Charge. Dazu wurden HEK293-
Zellen auf 15 cm-Schalen so ausgesat, dass sie am Tag der Infektion ca. 70% konfluent waren. Zur
Bestimmung der Zellzahl und der daraus errechneten Viruspartikelzahl wurden die Zellen einer
Schale mit Trypsin abgel6st und gezahlt. Von den librigen Schalen wurde das Medium abgesaugt und
2 ml des in PBS* verdiinnten Virus zugegeben, das zuvor so eingestellt wurde, dass die zugegebene
Viruspartikelzahl dem 10-fachen der ermittelten Zellzahl entsprach (MOI = 10). Der Ansatz wurde
unter gelegentlichem Schwenken zunahst fiir 30 min inkubiert, anschlieend wurden 16 ml Medium
zugegeben und ca. 48 h weiter im Brutschrank inkubiert, bis das Ablésen und die Lyse der infizierten
Zellen klar erkennbar war. Die Virus-haltigen Uberstinde wurden in Falkons gesammelt. Noch nicht
vollstandig lysierte Zellen wurden vom Schalenboden abgeschabt, abzentrifugiert, um restliches
Medium zu entfernen, und in ca. 0,5 ml 0,1 M TRIS durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen
lysiert. Die Lysate wurden mit 1/10 des Volumens 5% Na-Deoxycholat versetzt und fiir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl/ml 2 M MgCl, und 5 pl/ml DNAsel-Lésung (10 mg/ml in
Tris/HCI pH 7,4, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, 50 % Glycerol) zugegeben und unter
gelegentlichem Schwenken bei 37°C fir 1 h inkubiert, bei maximaler Geschwindigkeit fir 15 min
abzentrifugiert und die Virus-haltigen Uberstande abgenommen.

Die weitere Virus-Aufreinigung erfolgte durch Zentrifugation in einem dreistufigen CsCl-Gradienten
der Dichten 1,5 g/ml, 1,35 g/ml und 1,25 g/ml in 10 mM TRIS, pH 8,0. Dazu wurden die Virus-
Uberstinde auf den Gradienten geschichtet und fiir 2 h bei 20000 rpm und 10°C zentrifugiert. Die
Virus-Bande zwischen der 1,35 g/ml und der 1,25 g/ml-Phase wurde mit einer 20 G-Kanile
abgenommen, erneut auf CsCl der Dichte 1,35 g/ml geschichtet und U/N bei 30000 rpm zentrifugiert.
Die in dem dabei gebildeten kontinuierlichen Dichtegradienten entstehende Bande wurde
abgenommen, zur Entfernung des CsCl gegen 10 mM Tris, pH 8,0 dialysiert, mit 5 % (v/v) Glycerin

versetzt und zur weiteren Verwendung aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.5.2 Lentivirale Vektoren

Zur Herstellung lentiviraler Vektoren fiir den CD63-knock down wurden 293T-Zellen mit den
verschiedenen shCD63- bzw. shNT-kodierenden Plasmiden sowie mit Virus-Protein-kodierenden
Helferplasmiden co-transfiziert. 293T-Zellen wurden so ausgesat, dass sie am Tag der Co-Transfektion
ca. 60 - 70% konfluent waren. Fir die Transfektion wurden 10 pg Transferplasmid (shNT / shCD63),
6,6 ug pMD.GP (pLP1, codiert fiir die viralen Proteine gag und pol), 3,5 ug pRSV-rev (pLP2) und 4,3 pg
pMD.G (pLPVSVG) mit 3 ml Opti-MEM und 36 pl Lipofectamin gemischt und fiir 20 min bei RT

31



MATERIAL UND METHODEN

inkubiert, um die Bildung des DNA-Lipofectamin-Komplexes zu ermdéglichen. In der Zwischenzeit
wurde das Medium von den 293T-Zellen abgenommen und durch 5 ml Opti-MEM inkl. 10% FCS
ersetzt. AnschlieBend wurde die DNA-Lipofectamin-Mischung langsam auf die Zellen getropft und fir
ca. 6 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Medium erneut abgenommen und durch 32Dcl3-
Medium (RPMI, 10% FCS, 2 ng/ml rIL-3) ersetzt, um zu gewahrleisten, dass die Viruspartikel in das fiir
die Transduktion der Zellen optimale Medium freigesetzt werden. Nach weiteren 20 - 24 h wurden

die Virus-Uberstande abgenommen, filtriert und in Aliquots bei -80°C weggefroren.

2.2.6 MACS-basierte Isolation und Kultivierung primérer Neutrophiler aus Blut und KM

Die Isolierung primarer Neutrophiler Granulozyten aus Vollblut oder aus KM-Zellen erfolgte mittels
MACS-basierter negativer Selektion. Blutproben (je nach Mausstamm und Alter ca. 500 - 800 pul)
wurden abzentrifugiert (5 min, 500 g, 4°C), die Pellets zur Erythrozyten-Lyse fir 5 min bei RT in 1 ml
1x RBC Lysis Buffer inkubiert und erneut abzentrifugiert. Falls die Pellets noch rétlich waren, wurde
dieser Schritt wiederholt. KM-Zellen wurden durch Spiilen der Femur und Tibia mit PBS isoliert und
zur Beseitigung von Zellklumpen durch einen 70 um cell strainer gespilt. Blut- und KM-Leukozyten
wurden daraufhin abzentrifugiert und in 100 pl (Blut) bzw. 200 pl (KM) MACS-Puffer (PBS, 0,5 % BSA,
2 mM EDTA, steril filtriert) resuspendiert. Zur Markierung aller Nicht-Neutrophilen wurden 25 pl
(Blut) bzw. 50 pl (KM) des im Kit enthaltenen Antikérper-Cocktails zugegeben und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Waschschritt in 5 ml PBS wurden die Zellen in 200 pl MACS-Puffer und 50 pl
Anti-Biotin-Beads resuspendiert, fir 15 min auf Eis inkubiert, erneut gewaschen und in 500 pl MACS-
Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde auf vorher mit MACS-Puffer dquilibrierte, im MACS-
Seperator eingespannte Saulchen (MS fir Blut, LS fiir KM) gegeben. Nicht magnetisch markierte
Neutrophile befanden sich im Durchfluss und wurden mit diesem aufgefangen. Anschlielend wurde
noch einmal mit MACS-Puffer nachgespiilt. Falls Rest-Leukozyten benétigt wurden, wurde die Saule
aus dem MACS-Seperator genommen und zur Elution der magnetisch markierten Zellen erneut mit
MACS-Puffer gespiilt. Die Neutrophilen-Fraktion wurde abzentrifugiert, in Medium (RPMI, 10% FCS,

Pen/Strep) aufgenommen und je nach weiterer Verwendung kultiviert.

2.2.7 Viabilitdts-Assay mit primdren Neutrophilen

Effekte von TIMP-1 auf die Uberlebensrate isolierter Neutrophiler wurde ex vivo anhand der
Umsetzung von AlamarBlue durch lebende - und damit metabolisch aktive Neutrophile - untersucht.
Dazu wurden 5 x 10° isolierte Blut-Neutrophile in 100 pl Medium (RPMI, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep,
ggf. +/- 1000 ng/ml rT1) je Well in 96 well-Kulturplatten ausgesat und fiir bis zu 72 h im Brutschrank
inkubiert. 30 min vor der jeweiligen Messung wurden 10 ul AlamarBlue zugegeben, um dessen
Umsetzung durch metabolisch aktive Zellen zu ermdglichen. Durch Messung der Fluoreszenz bei 590

nm wurde diese Umsetzung quantifiziert. Zur Auswertung wurde von jedem Messwert die mittlere
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Fluoreszenz aus mit AlamarBlue versetztem Medium subtrahiert. Als 100 %-Referenzwert wurde ein
Startwert 2 h nach Aussdahen der Neutrophilen genommen, um den Zellen zu ermdglichen, sich an die
Kulturbedingungen anzupassen. Da reife Neutrophile nicht proliferieren, kann die Quantifizierung

Stoffwechsel-aktiver Zellen direkt als MaR fiir deren Uberlebensrate gesehen werden.

2.2.8 Migrations-Assay

Die Migration isolierter KM-Neutrophiler in Richtung verschiedener Chemoattraktanten wurde in
Boyden Chamber Transwell-Experimenten untersucht. Dazu wurden die Zellen in einem Insert
ausgesat, das sie durch eine poroése Membran vom mit Chemoattraktanten versetzten Medium im
unteren Well trennt. KM-Neutrophile wurden entweder aus unbehandelten Mausen isoliert und 1 h
mit rT1 (1000 ng/ml) vorinkubiert, oder direkt aus AdKtrl- und AdT1-transduzierten Mausen isoliert.
5x10° Zellen wurden anschlieRend in Transwell-Inserts mit 3 pm Porendurchmesser ausgesat, und
Medium inkl. dem jeweiligen Chemoattraktanten (1000 ng/ml rT1, 100 ng/ml rCXCL6 oder 10 % FCS)
wurde in das untere Well gegeben. Um durch die Membran migrieren zu kénnen, wurden die Zellen
1 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Inserts aus den Wells genommen, an der
unteren Membranseite haftende Zellen vorsichtig abgespilt und migrierte Neutrophile im unteren
Well mittels Durchflusszytometrie gezdhlt. Dazu wurden die Zellen im Gesamtvolumen
resuspendiert, ein definiertes Volumen der Zellsuspension am FACS analysiert und die darin
gemessene Zellzahl auf das Gesamtvolumen hochgerechnet. Alle Migrationsmessungen erfolgten in

Triplikaten.

2.3 Durchflusszytometrie

2.3.1 Farbung von Oberflaichenmarkern auf 32Dcl3-Zellen

Zur Quantifizierung von Differenzierungsmarkern oder CD63 auf der Oberflache von 32Dcl3-Zellen
wurden diese vorsichtig mit Zellschabern abgekratzt, mit Medium abgespiilt, abzentrifugiert und mit
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden ca. 5x10° Zellen in 100 pl FACS-Puffer (PBS, 2 % FCS)
resuspendiert und in FACS-R6hrchen Uberfiihrt. Die entsprechenden Fluorophor-konjugierten
Antikorper wurden in den in Tabelle 1 angegebenen Mengen zugegeben und fiir 30 min bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Zum Waschen wurden die FACS-Rohrchen mit 4 ml PBS aufgefillt und 5 min bei
500 g zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 400 pl FACS-Puffer resuspendiert, bei 4°C gelagert und

innerhalb 1 h gemessen.

2.3.2 Quantifizierung von Leukozyten-Subpopulationen in Blut und KM mittels multi
color-Durchflusszytometrie
Zur Unterscheidung der einzelnen Leukozyten-Subpopulationen wurden diese anhand typischer

Oberflaichenmarker gefarbt. T-Zellen wurden anhand des allgemeinen T-Zellmarkers CD3, B-
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Lymphozyten anhand von CD19, und NK-Zellen anhand von CD49b-Expression identifiziert. Myeloide
Zellen wurden durch CD11b-Expression von lymphoiden Zellen unterschieden und anhand der
Marker Ly6G und Ly6C weiter unterteilt.

Die absolute Quantifizierung dieser Subpopulationen im Blut erfolgte in trucount™ tubes in einem
Protokoll ohne Waschschritte, um den Verlust der sehr kleinen trucount Beads zu vermeiden. Dazu
wurden die jeweils benotigten FACS-Antikdrper entsprechend der Mengenangaben aus Tabelle 1 mit
FACS-Puffer und 1 pl Fc-Block in einem Gesamtvolumen von 20 pl je Probe gemischt, in trucount™
tubes pipettiert und mit exakt 50 ul Blut gemischt. Um den Pipettierfehler des zdhflissigen Blutes zu
minimieren, wurde dabei revers pipettiert. Die Ansatze wurden lichtgeschitzt 15 min bei RT oder 30
min bei 4°C inkubiert. Zur hypotonen Lyse von Erythrozyten und gleichzeitigen Fixierung wurden
anschlieRend 450 pl 1x FACS Lysing™ solution zugegeben und alles fiir weitere 30 min inkubiert.
Anschlieend wurden 500 - 1000 ul PBS zugegeben, um das Fixans zu verdinnen und eine
Schadigung der Fluorophore zu reduzieren. Die Farbung von KM-Leukozyten erfolgte analog mit 80 pl
der aus Femur und Tibia isolierten Zellsuspension in normalen FACS-Rohrchen. Alle Proben wurden je

nach Gerateverfiigbarkeit innerhalb weniger Stunden am BD FACSCanto ™ Il gemessen.

2.3.3 AnnexinV-Farbung auf Blut-Leukozyten

Zur Unterscheidung der einzelnen Leukozyten-Subpopulationen wurden in frischen Blutproben
zunachst die Oberflachenmarker CD45, CD11b, Ly6G, CD3, CD19 und CD49b angefarbt. Dazu wurden
50 pl Blut mit 10 pl Antikorper-Mastermix fir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde zur
Erythrozyten-Lyse 1 ml 1x RBC Lysis-Puffer zugegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert, in FCS-freiem
PBS gewaschen und abzentrifugiert (500 g, 5 min, 4°C). Zur Farbung toter Zellen wurden die Pellets in
100 pl des 1:1000 in PBS verdiinntem Fixable Viability dye-eFluor 605 resuspendiert und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte, zunachst in FACS-Puffer (PBS mit FCS), dann in 1 ml
1x Annexin V Binding buffer. AnschlieRend wurden die Zellen in 100 ml AnnexinV Binding Buffer inkl.
5 ul AnnexinV-FITC fur 30 min bei RT inkubiert, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten, zunachst
in 1 ml AnnexinV Binding Buffer, dann in 4 ml FACS-Puffer. Zur Fixierung wurden die Zellen schliefRlich
fir 30 min bei RT in 100 ul Cytofix" inkubiert, mit PBS gewaschen, in FACS-Puffer resuspendiert und

gemessen. Zum Schutz der Fluorophore wurden alle Inkubationen im Dunkeln durchgefihrt.

2.3.4 BrdU-Farbung in Blut- und KM-Leukozyten

Zunéachst wurden in 50 pl Blut bzw. 80 pl KM-Zellsuspension die Oberflachenmarker CD45, CD11b,
Ly6G, CD3, CD19 und CD49b gefarbt. Zur Erythrozyten-Lyse wurden Blutproben fiir 5 min in 1 ml,
KM-Proben in 0,5 ml 1x RBC Lysis Buffer inkubiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Zur
Permeabilisierung der Membran wurden die Zellen 15 min bei RT in BrdU Staining Solution (1 Teil

BrdU Staining Solution Concentrate, 3 Teile Fix Perm Dilutant) inkubiert und mit PBS gewaschen. Die
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Pellets wurden in 100 pl DNAsel-Losung (300 pg/ml DNAsel in FACS-Puffer) resuspendiert, zur
Fragmentierung chromosomaler DNA 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieRend in FACS-Puffer
gewaschen. Dann wurden die Zellen fir 30 min bei RT in 100 pl FACS-Puffer inkl. Fc-Block mit BrdU-

Antikorper inkubiert und nach Zugabe von 500 pl FACS-Puffer gemessen.

2.3.5 Probenmessung und Auswertung

Die Messung erfolgte am BD FACSCanto™ Il-Durchflusszytometer. Zur Ermittlung geeigneter PMT-
Einstellungen am FACS-Gerat und zur Korrektur des Spillover einzelner Farben in andere
Fluoreszenzkanale wurden ungefarbte, bzw. nur mit einem Antikorper (single colors) gefarbte Proben
angefertigt. Die Kompensation erfolgte am FACS-Gerat mithilfe der BD FACSDiva™ Software durch
Messung dieser single color-Proben. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mittels FlowJo-Software
v8.8.6 oder v10.0.7. Die Quantifizierung einzelner Leukozyten-Populationen erfolgte durch Gating
entsprechend der Expression von Oberflaichenmarkern und Auswertung der Zellzahl im jeweiligen
Gate. Die Gating-Strategie fir Leukozytenpopulationen in Blut und Knochenmark erfolgte stets nach
demselben Muster und ist anhand reprasentativer Plots im Anhang dargestellt (Anhang 3, 4). Die

absolute Anzahl n von Blut-Leukozyten wurde entsprechend der folgenden Formel berechnet:

Zellzahl im gate bead—Gesamtzahl

~ bead—Zahl im gate 50l

Zur Bestimmung der Oberflachenexpression von CD63 oder CXCR4 wurden von den MFI-Werten
(mittlere Fluoreszenzintensitat) Antikorper-gefarbter Proben die MFI-Werte 1gG-gefarbter Kontrollen

subtrahiert.
2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Farbung von Neutrophilen oder SDF-1 auf KM-Paraffinschnitten

Von in Paraffin eingebetteten Oberschenkelknochen (s. Abschnitt 11.2.1.8) wurden am Mikrotom 4
um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und U/N bei 50°C getrocknet. Zur
Entfernung des Paraffins wurden die Schnitte dreimal fir 5 min in ein Roticlear-Bad gestellt,
anschliefend je zweimal 5 min in 100 % und 90 % rehydriert und in ddH,0 gespilt. Zur Antigen-
Demaskierung wurden die Schnitte 30 min bei 37°C mit Proteinase K (0,02 mg/ml in TE-Puffer)
inkubiert, zum Stoppen der Reaktion 5 min in kaltes PBS-T gestellt und anschlieBend zweimal 5 min
mit TBS gewaschen. Zur Blockierung endogener Peroxidasen wurden die Schnitte 5 min in 3% H,0, in
ddH,0 inkubiert, kurz in ddH,0 gespiilt und fir 10 min in 1x TBS gestellt. Fiir die Detektion
Neutrophiler Granulozyten wurde der Ly6G-Antikérper (Klon 1A8) 1:200 in PBS verdiinnt, auf die
Schnitte getropft und ber Nacht bei 4°C in einer mit feuchten Tilchern ausgelegten Box (feuchte
Kammer) inkubiert. Der SDF-1-Antikorper (Klon FL-93) wurde 1:50 verdiinnt und ebenfalls bei 4°C

U/N angewendet. Kontrollschnitte wurden mit IgG-Kontrollantikérper oder TBS inkubiert. Am
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nachsten Morgen wurden die Schnitte zweimal 5 min in TBS-T gewaschen, bevor Biotin-gekoppelter
anti-Ratten-Sekundarantikérper (1:100-Verdiinnung in TBS) zugegeben und fir 45 min bei RT
inkubiert wurde. Nach zweimaligem Waschen in TBS-T wurde an Streptavidin gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase (1:500-Verdinnung in TBS) auf die Schnitte getropft, erneut fiir 30 min bei
RT inkubiert und anschliefend zweimal fiir 5 min in TBS-T gewaschen. Die Farbentwicklung erfolgte
mit AEC. Dazu wurde entsprechend der Herstellerangaben AEC-Chromogenldsung frisch angesetzt,
auf die Schnitte getropft und fir 3 - 5 min inkubiert, wobei die Farbentwicklung genau beobachtet
wurde. Sobald ein klares Signal erkennbar war, ohne dass unspezifische Hintergrundfarbung auf den
Kontrollen auftrat, wurde die Farbentwicklung in ddH,0 gestoppt. Die Schnitte wurden anschlieRend
zur Gegenfarbung der Zellkerne ca. 60 - 120 min in Mayer’s Hamalaun-Losung getaucht,
anschlieRend mehrfach mit Leitungswasser gespllt und unter leicht flieBendem Wasserstrahl in
Leitungswasser gebldaut. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckt
und am Mikroskop analysiert und ausgewertet.

Die SDF-1-Farbung, sowie ein Teil der Ly6G-Farbung erfolgten durch Dr. Susanne Schaten.

2.4.2 Farbung von Neutrophilen auf Gewebe-Cryoschnitten

Flr die Quantifizierung von Neutrophilen im Lebergewebe wurden am Cryotom 7 um dicke Schnitte
von in TissueTek™ eingebetteten Leberstiickchen angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und ggf.
bei -80°C gelagert.

Fir die Farbung wurden die Schnitte mind. 30 min bei RT an der Luft trocknen gelassen, anschliefend
flir 10 min in eiskaltem Aceton fixiert, erneut fir 15 - 20 min getrocknet und fir 10 min in TBS
rehydriert. Zur Blockierung endogener Peroxidasen wurden die Objekttrager 5 min in Methanol + 0,3
% H,0; inkubiert und anschliefend zweimal 3 min in TBS gewaschen. Ly6G-Primarantikorper (Klon
1A8) bzw. IgG-Kontrollantikérper wurde in einer 1:200-Verdiinnung in TBS auf die Schnitte getropft
und Uber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden zweimal 5 min in
TBS-T gewaschen. Dann wurde an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Sekundarantikorper (1:100-
Verdiinnung in TBS) zugegeben und fiir 2 h bei RT in der feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte
wurden anschlieRend dreimal 5 min in TBS-T gewaschen. Die Farbentwicklung erfolgte durch DAB-
Entwicklerlésung nach Herstellerangaben, wobei wiederum die Farbentwicklung beobachtet und
nach ca. 4 - 6 min in H,0 gestoppt wurde. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte fir 30 - 60 sek in
Hamalaun-Lésung getaucht und ca. 10 min in Leitungswasser gebldut, bevor sie mit Glyceringelatine

eingedeckt wurden.

2.4.3 DiffQuick-Firbung von Zytospins
32Dcl3-Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach G-CSF-Stimulierung abzentrifugiert, mit

PBS gewaschen und anschlieRend in PBS gezihlt und auf eine Dichte von 1x10° Zellen/ml eingestellt.
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0,5 ml dieser Zellsuspension wurden in der Zytospin-Zentrifuge 5 min bei 450 rpm auf Objekttrager
zentrifugiert. Die Zytospins wurden bei Raumtemperatur fir mind. 10 min getrocknet, anschlieRend
fir 10 min in eiskaltem Aceton fixiert und erneut mind. 15 min an der Luft getrocknet. Dann wurden
die Objekttrager flinfmal fir je ca. 1 sek in DiffQuick-Farbelésung | und anschlieBend flinfmal 1 sek in
Farbelosung Il getaucht, zweimal mit Leitungswasser gesplilt und an der Luft getrocknet. Unmittelbar
im Anschluss wurden die Zytospins am Mikroskop fotografiert. Flir die Auswertung wurden pro
Bildausschnitt Zellen mit segmentiertem Kern gezdhlt und deren Anteil an der Gesamtzellzahl

berechnet. Pro Objekttrager wurden mind. 5 Bilder ausgezahlt.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolierung aus Knochenmark

Knochenmark wurde - wie unter 11.2.1.7 beschrieben - aus Femur und Tibia isoliert und bei 500 g und
4°C 5 min abzentrifugiert. Die Pellets wurden anschlieBend in 0,5 ml Trizol resuspendiert. Im Fall von
KM-Isolaten aus C57BI/6-Mé&usen wurden den Proben zusatzlich Zirkonium-Kiigelchen zugesetzt und
auf dem Bead Beater geschiittelt. Dies war notwendig, um einen vollstandigen Aufschluss der Zellen
und extrazellularer Matrix zu gewahrleisten und somit Qualitdtsverluste der RNA zu vermeiden. Die
Proben wurden 5 min bei RT in Trizol inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl Chloroform zugegeben
und durch vortexen griindlich vermischt. Nach 2 - 3 min wurden die Proben 15 min bei 13000 rpm
und 4°C abzentrifugiert. Die RNA-enthaltende obere farblose Phase wurde abgenommen und zur
RNA-Fallung mit 250 pl Isopropanol vermischt, 10 min bei RT inkubiert und erneut 10 min bei 13000
rpm und 4°C abzentrifugiert. Die Uberstiande wurden verworfen und die RNA-Pellets wurden durch
Zugabe von 1 ml 80% Ethanol und 5-mindtiger Zentrifugation bei 7600 rpm und 4°C gewaschen.
AnschlieBend wurden die zunachst weilllichen Pellets 10 - 30 min bei RT getrocknet, bis sie
durchsichtig waren. Die RNA wurde je nach Ausgangszellzahl und Pellet-GréRe in 20 - 50 pl Nuklease-

freiem Wasser aufgenommen und iber Nacht bei 4°C gelost.

2.5.2 RNA-Isolierung aus 32Dcl3-Zellen

32Dcl3-Zellen wurden entweder fir den jeweils angezeigten Zeitraum in IL-3-freiem Medium mit G-
CSF +/- rTIMP-1 stimuliert, oder fir 20 h in IL-3-haltigem Medium mit rTIMP-1 inkubiert. Zur RNA-
Isolierung wurden mind. 200 000 Zellen abgeschabt, in Falkons (berfiihrt, mit PBS gewaschen und
bei 200 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden anschlieRend in 0,5 ml Trizol
aufgenommen und 5 min bei RT inkubiert. Die weiteren Schritte der RNA-Extraktion entsprechen

denen der RNA-Isolierung aus Knochenmark (Abschnitt 11.2.5.1).

37



MATERIAL UND METHODEN

2.5.3 Reverse TransKkription

Zunachst wurde die geloste RNA zur Aufhebung spontan gebildeter Sekundarstrukturen fir 10 min
auf 60°C erhitzt. AnschlieBend wurde die Konzentration durch photometrische Messung der
Absorption bei 260 nm bestimmt, wobei ein Absorptionswert A, = 1,0 flir Einzelstrang-RNA einer
Konzentration von 40 pg/ml entspricht. Falls die Probenkonzentration héher als 0,5 pg/ul war, wurde
eine Vorverdiinnung auf diese Konzentration gemacht und erneut gemessen. Fir die reverse
Transkription (RT) wurde die RNA in Nuklease-freiem Wasser auf 0,1 pg/pl eingestellt. Zur
Qualitatskontrolle wurden Aliquots dieser Endverdiinnung 1:1 mit 2x RNA-Ladepuffer gemischt und
im 1 %-Agarosegel (1 g Agarose geldst in 100 ml 1x TAE-Puffer) aufgetrennt. Wenn die RNA nicht
degradiert war, also klar definierte Banden fiir 28S- und 18S-ribosomale RNA zu erkennen waren,

wurden die Proben mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit umgeschrieben.

Mengenangaben der fiir die RT-Reaktion eingesetzten Reagenzien:.

10x RT-Puffer 2,0 ul
25x dNTP-Mix (100pM) 0,8 ul
10x RT-random Primer 2,0 ul
MultiScribeTM Reverse Transkriptase 1,0 pl
RNase Inhibitor 1,0 ul
nucleasefreies Wasser 3,2 ul

Die Reaktion wurde in 0,2-ml-Reaktionsgefaflen nach folgendem Programm durchgefihrt:

Schritt 1: 10 min bei 25°C
Schritt 2: 120 min bei 37°C
Schritt 3: 5 sek bei 85°C

2.5.4 Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR

Genexpressionsanalysen auf mRNA-Ebene mittels gRT-PCR wurden mithilfe der Roche Universal
Probe library durchgefiihrt. Die Auswahl geeigneter Primer- und Probe-Kombinationen fir die
jeweiligen Gene erfolgte im von Roche online zur Verfigung gestellten Assay Design Center
(http://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?identifier=Universal+Probe+Library).

Die Messung der einzelnen Proben erfolgte jeweils in Triplikaten und wurde durch relative
Quantifizierung nach der AAC; -Methode (Livak und Schmittgen, 2001) ausgewertet. Als endogener
Standard diente 18S rRNA und wurde in einer 1:500-Verdiinnung der cDNA-Proben gemessen. Die
Messung der Zielgene erfolgte in 1:100-Verdinnungen. Dazu wurden je 10 ul der cDNA-
Verdiinnungen vorgelegt und der entsprechende Mastermix aus 12,5 ul FastStart Universal Probe
Master (Rox), 0,25 ul forward Primer, 0,25 ul reverse Primer, 0,25 ul Probe und 1,75 pl Nuklease-
freiem Wasser mit einer Multistep-Pipette hinzugefiigt. Als Negativkontrolle wurde fiir jedes Gen

Nuklease-freies Wasser anstatt verdiinnter cONA mitgefiihrt.
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2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 ELISA

Die Quantifizierung von humanem TIMP-1 und murinem G-CSF im Plasma erfolgte mittels Sandwich-
ELISA. Alle Antikérper und Reagenzien wurden den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Zum
Coaten der ELISA-Platten wurden 100 pl in PBS verdiinnter capture-Antikorper iber Nacht bei RT
inkubiert. Anschliefend wurden die Platten viermal mit 300 ul Waschpuffer gewaschen, ausgeklopft
und zur Vermeidung unspezifischer Bindung mit Blocking-Puffer 1 h bei RT blockiert. In der
Zwischenzeit wurden frische oder auf Eis aufgetaute Plasmaproben im vom Kit-Hersteller
empfohlenen Puffer so verdlinnt, dass die zu erwartende Konzentration im Bereich des Standards
lag. Fir TIMP-1-Spiegel in AdT1-transduzierten Mausen entsprach dies in der Regel einer Verdiinnung
von 1:20 000, fir G-CSF von 1:10. Die Proben wurden zusammen mit dem BSA-Standard in
Duplikaten a 100 pl auf die Platte aufgetragen und fir 2 h bei RT inkubiert. Nach erneutem
viermaligem Waschen wurde der Detektionsantikdrper zugegeben und fiir 2 h bei RT inkubiert und
wiederum gewaschen. AnschlieBend wurde die Platte fiir 30 min mit Streptavidin-HRP-L6sung bei RT
inkubiert und erneut gewaschen. Zur Entwicklung wurde die Platte mit 100 ul TMB-Substrat (1:1-
Mischung aus Losung A und B) fir 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von 50 ul
1 M H,S04 Lésung gestoppt. Unmittelbar darauf wurde die Platte am Wallak plate reader durch
Messung der Absorption bei 450 nm, sowie bei 590 nm zur Korrektur optischer UnregelmaRigkeiten

der Platte ausgelesen. Die Auswertung erfolgte mithilfe der online-Software ReaderFit.

2.6.2 Zytokin-Array

Zur Untersuchung der Effekte hoher systemischer TIMP-1-Spiegel auf das Zytokin-Milieu wurden
Plasmaproben aus je 5 AdKtrl- und AdT1-transduzierte Mausen, sowie aus je 4 Mausen mit HT1080-
wt und -shT1-Tumoren gepoolt.

Zur Vorbereitung des Glas-Chips wurde dieser zunachst fir 2 h unter der Hood getrocknet und
anschlieRend fiir 30 min mit im Kit enthaltenen Blocking Buffer inkubiert. In der Zwischenzeit wurden
die Plasmaproben 10 min bei 15000 rpm und 4°C abzentrifugiert, je Gruppe exakt gleiche Volumina
der Einzelproben gepoolt und 1:5 in Blocking buffer verdiinnt. Je 100 pul dieser Verdiinnung wurden
U/N bei 4°C unter Schwenken auf dem Chip inkubiert und anschlieRend abpipettiert. Der Chip wurde
nach Anleitung mit im Kit enthaltenem 1x Waschpuffer gewaschen, mit Sekundar-Antikoérper und
Streptavidin-Komplex entwickelt und am GenePix-Gerat bei 532 nm ausgelesen, wobei sich hier die
vom Programm ermittelten automatischen PMT-Einstellungen am geeignetsten erwiesen. Zur
Auswertung wurde vom Median des Fluoreszenz-Signals der einzelnen Signalpunkte der Median des
Hintergrund-Signals abgezogen und anschlielend Proben AdT1-transduzierter Mause mit AdKtrl-

Mausen und HT1080-wt-Mause mit HT1080-shT1-Mausen verglichen.
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2.6.3 Proteinextraktion aus Zellen und Konzentrationsbestimmung

Ca. 1x10° 32Dcl3-Zellen wurden abgeschabt, mit kaltem PBS gewaschen und anschlieRend
abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 100 pl 1x RIPA-Puffer, dem unmittelbar vor Gebrauch Protease-
und Phosphatase-Inhibitor zugesetzt worden war, resuspendiert und sofort auf Trockeneis oder in
Flussigstickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits wurden die
Proben auf Eis aufgetaut und zur Abtrennung unléslicher Zellfragmente 5 min bei 10 000 g und 4°C
abzentrifugiert. Dann wurden in einer 96 well-Platte 10 pl der 1:10 verdiinnten Zelllysate mit 200 pl
BCA-L6sung (Puffer A : Puffer B = 40 : 1) gemischt, fiir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend am
Wallac plate reader die Absorption bei 590 nm gemessen. Als Referenz wurde die Absorption einer
BSA-Verdiinnungsreihe bekannter Konzentrationen gemessen, aus der der lineare Zusammenhang
zwischen Absorption und Konzentration ermittelt und zur Berechnung der Probenkonzentrationen

verwendet wurde. Die Auswertung erfolgte in Microsoft Excel.

2.6.4 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

50 pg Gesamtprotein wurden auf 10 % Acrylamid-SDS-Gele aufgetragen. Dazu wurde die
entsprechende Lysatmenge mit ddH,0 auf ein Volumen von 30 ul eingestellt, dem 6 pl 6 x Lammli-
Puffer zugesetzt wurden. Zur Denaturierung wurden die Proben 5 min auf 95°C erhitzt, anschliefend
kurz abzentrifugiert und auf Eis gestellt, bevor sie aufs Gel aufgetragen wurden. Als GroRenreferenz
wurden in eine Tasche 5 ul Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 80 V, bis die Bromphenol-Bande des Laufpuffers den unteren Gelrand
erreicht hatte.

Der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgte durch semi dry blotting. Dazu wurden auf
GelgroRe zugeschnittene Filterpapiere und Membran, sowie das Gel selbst kurz in Transferpuffer
dquilibriert und in der Reihenfolge Filter - Membran - Gel - Filter in die Blotting-Apparatur gestapelt
und bei 15 V fir 1 h - 1,5 h (je nach ProteingréRe) geblottet. Ein gleichmaRiger Transfer wurde
anschliefend durch Ponceau S-Farbung der Membran sichergestellt.

Zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindung wurde die Membran zundchst 1 hin 5 % BSA/TBS-
T geblockt und zur Detektion spezifischer Proteine Uber Nacht mit dem entsprechenden
Priméarantikorper (Verdiinnungen s. Tabelle 2) inkubiert. Am nachsten Tag wurden Membranen
dreimal mindestens 10 min mit TBS-T gewaschen, bevor der Sekundarantikdrper zugegeben und fir 1
h bei RT inkubiert wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS-T erfolgte die Entwicklung mit

Clarity Western ECL-Substrat an der ChemiDoc Station.
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2.7 Datenauswertung und Statistik

Mittelwerte, Standardfehler und Korrelationskoeffizienten wurden mithilfe von Microsoft Excel
berechnet. Einzelwerte innerhalb einer Gruppe wurden auf Normalverteilung Gberprift und mittels
zwei-seitigem Student’s t-Test auf Signifikanz getestet. Wurden mehr als zwei Gruppen verglichen,
wurde zuerst ein ANOVA-Test durchgefiihrt und bei gleichen Varianzen anschliefend die
Unterschiede der Einzelgruppen mittels Student’s t-Test Uberprift. Ein p-Wert p < 0,05 wurde als
statistisch signifikant erachtet.

Diagramme und Plots wurden mithilfe von Sigma Plot 8.0 oder Sigma Plot 10.0 erstellt. Nicht-
signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen mit ns gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede
mit p < 0,05 wurden mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet, p < 0,01 mit zwei Sternchen (**), und

p < 0,001 mit 3 Sternchen (***).
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[II. ERGEBNISSE

1 Effekte von TIMP-1 auf die Neutrophilenhomdéostase

1.1 Hohe systemische TIMP-1-Spiegel induzieren Neutrophilie in Mdusen

Aus Vorarbeiten (Schrotzlmair et al., 2010; Seubert et al., 2015) war zu Beginn dieser Studie bereits
bekannt, dass hohe systemische TIMP-1-Level zu einem Neutrophilen-Anstieg im Lebergewebe
fihren. Um dies genauer zu untersuchen, wurde zunachst der Frage nachgegangen, ob TIMP-1 zur
gezielten Rekrutierung von zirkulierenden Neutrophilen in die Leber fiihrt, oder ob mdglicherweise

Effekte auf die systemische Neutrophilen-Regulation vorliegen.

1.1.1 TIMP-1-Plasmaspiegel korrelieren mit Neutrophilenzahlen im Blut

Um den Einfluss von TIMP-1 auf die generelle Neutrophilen-Homdostase zu untersuchen, wurden
Primartumoren mit unterschiedlich hoher TIMP-1-Expression implantiert. Dazu wurde die humane
Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 verwendet, die eine hohe endogene TIMP-1-Expression aufweist und
im verwendeten Modell nicht metastasiert (Seubert et al., 2015), so dass Nebeneffekte durch
streuende Tumorzellen ausgeschlossen werden kénnen. Die endogene TIMP-1-Expression in HT1080-
Zellen wurde mithilfe lentiviraler Vektoren manipuliert, wobei sowohl Uberexpressions- als auch
knock down-Zelllinien generiert wurden (Abb. 3 A). Diese Zellen wurden anschlieRend subkutan in die
Nackenfalte immunsupprimierter Mause injiziert, woraus sich innerhalb von 10 Tagen Tumoren von
ca. 1 cm Durchmesser bildeten. Die TIMP-1-Expression in den Tumorzellen hatte dabei keinen

Einfluss auf das Tumorwachstum (Abb. 3 B), flihrte aber zu unterschiedlichen TIMP-1-Plasmaspiegeln

(Abb. 3 C).
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Abb. 3: Manipulation der TIMP-1-Expression in HT1080-Tumoren fiihrt zu unterschiedlich
hohen TIMP-1-Plasmaspiegeln in Mdusen. (A) TIMP-1-Expression in HT1080-Zellen vor (wt)
bzw. nach lentiviraler Transduktion mit LV-shT1l zum knock down von TIMP-1 oder LV-SF-T1
zur TIMP-1-Uberexpression. (B, C) 2x10° Zellen aus (A) wurden subkutan in die Nackenfalte
von CD1"/™-M4usen injiziert. Nach 10 Tagen, als die Tumoren einen Durchmesser von 10 mm
erreichten, wurden die Mduse getdtet, das TUorvolumen mit einer Schiebleere gemessen (B)
und TIMP-1-Plasmaspiegel mittels ELISA ermittelt (C).
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Um den Einfluss dieser unterschiedlichen TIMP-1-Spiegel auf die systemische Neutrophilen-
homoostase zu analysieren, wurden Neutrophile im Blut mittels Durchflusszytometrie quantifiziert
(Abb. 4 A). Interessanterweise ergab sich hier eine positive Korrelation hoher systemischer TIMP-1-

Spiegel mit Neutrophilenzahlen im peripheren Blut (Abb. 4 B).
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Abb. 4: TIMP-1-Plasmaspiegel korrelieren mit erhdohten Blut-Neutrophilen-Zahlen in Mausen
mit HT1080-Tumoren. (A)Durchflusszytometrische Analyse und Gating von Blut-Neutrophilen.
Leukozyten wurden anhand der Expression des Pan-Leukozytenmarkers CD45 von Erythrozyten
und anderen Zellen bzw. Zellfragmenten unterschieden. Innerhalb dieser Leukozyten-
Population wurden Neutrophile anhand der Marker CD11b (auf myeloiden Zellen exprimiert)
und Ly6G (spezifischer Marker fiir Maus-Neutrophile) charakterisiert und quantifiziert. (B)
Absolute Quantifizierung der Blut-Neutrophilen in Abhdngigkeit der TIMP-1-Plasmaspiegel.

Um auszuschlieRen, dass es sich bei dieser Beobachtung um Tumorzell-spezifische Effekte handelt,
wurde das Experiment mit NIH3T3-Zellen wiederholt. Diese Zelllinie weist nur eine geringe endogene
TIMP-1-Expression auf, die aber mittels lentiviralen Gentransfers erheblich gesteigert werden konnte
(Abb. 5 A). Subkutane Injektion von NIH3T3-Zellen mit normaler (NIH-Ktrl) oder erhéhter TIMP-1-
Expression (NIH-T1) in die Nackenfalte von SCID-Mausen fiihrte zur Bildung solider, nicht-
metastatischer Tumoren innerhalb von 4 Wochen. Allerdings fiihrte in dieser Zelllinie die TIMP-1-
Uberexpression auch zu verstirktem Tumorwachstum (Abb. 5 B). Interessanterweise korrelierten

auch in diesen Mausen die TIMP-1-Plasmaspiegel stark mit der Neutrophilen-Zahl im Blut (Abb. 5 C).
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Abb. 5: TIMP-1-Sekretion durch NIH3T3-Tumoren korreliert mit erhéhten Blut-Neutrophilen
in SCID-M3usen. (A) NIH3T3-Zellen wurden mit einem lentiviralen Leer- (NIH-Ktr) oder TIMP-
1-Uberexpressionsvektor (NIH-T1) transduziert. Die TIMP-1-Expression wurde in vitro mittels
gRT-PCR quantifiziert. (B) 2x10° NIH3T3-Zellen wurden subkutan in die Nackenfalte von SCID-
Mausen injiziert und das Tumorwachstum wurde mithilfe einer Schiebleere analysiert. (C)
Nach 4 Wochen, als die Tumoren einen Durchmesser von 10 - 15 mm erreichten, wurden die
Mduse getodtet, TIMP-1-Plasmaspiegel wurden mittels ELISA bestimmt, und Blut-Neutrophile
wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

1.1.2 Adenoviral erh6hte systemische TIMP-1-Spiegel induzieren Neutrophilie

Diese Ergebnisse deuten an, dass hohe systemische TIMP-1-Spiegel in Méausen eine systemische
Neutrophilie verursachen. Anhand der beschriebenen Primartumormodelle kann aber nicht definitiv
geklart werden, ob TIMP-1 direkt diese Effekte verursacht oder ob durch die unterschiedliche TIMP-
1-Expression in den Zellen ein moglicher sekundarer Faktor induziert wird, der zum beobachteten
Neutrophilen-Anstieg fiihrt. Um dies zu klaren, wurde ein Modell herangezogen, bei dem in Mausen
systemisch erhohte TIMP-1-Spiegel mittels adenoviraler Vektoren (AdT1) induziert wurden. Um
Effekte der viralen Infektion selbst auszuschliefen, wurde in allen Versuchen Kontrolltieren ein
viraler Leervektor (AdKtrl) injiziert. Die Transduktion der M&duse mit AdT1 fuhrte innerhalb weniger
Stunden zu erhohten TIMP-1-Plasmaspiegeln, die drei Tage nach Infektion ihr Plateau erreichten und

anschlieRend tGiber mehrere Tage stabil waren (Abb. 6).

Abb. 6: TIMP-1-Plasmaspiegel in Mausen
_3- T nach adenoviraler Transduktion mit
I T T ‘|’ AdT1. DBA/2-Méduse wurden mit AdT1
722‘ i transduziert und zu den gezeigten Zeit-
— T punkten nach Virusinjektion geopfert.

L TIMP-1-Plasmaspiegel wurden mittels
|—L| ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittel-
3h 24h 48h 3d 4d 5d 6d 9d wert und Standardfehler aus je Zeitpunkt

TIMP-1-Plasmaprotein

Zeit nach adenoviraler Transduktion 5 Mausen.

44



ERGEBNISSE

Um direkte Effekte dieser erhohten TIMP-1-Spiegel auf die Neutrophilenhomdostase zu analysieren,
wurden Blut-Neutrophile in immunkompetenten DBA/2-Mausen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach viraler Transduktion quantifiziert. Tatsachlich stiegen in AdT1-transduzierten Mausen Blut-
Neutrophile allmahlich an und waren drei Tage nach Infektion signifikant erhéht. Diese Neutrophilie
war stabil Gber den analysierten Zeitraum von neun Tagen (Abb. 7 A).

Um auszuschlieBen, dass der Neutrophilenanstieg eine Folge viraler Infektion oder der Expression
eines Fremdproteins ist, wurden Mause nur mit PBS*, dem bei der Virusinjektion verwendeten
Vehikel, mit Leervektor (AdKtrl), sowie mit fur ein nicht funktionelles TIMP-1-Fragment codierendem
Vektor (AdN-T1/T2G) behandelt. Fir keinen dieser Kontroll-Vektoren wurden drei Tage nach
Injektion Unterschiede zu PBS*-behandelten M&usen beobachtet (Abb. 7 B). Der Neutrophilen-
anstieg wird somit durch funktionelles TIMP-1 und nicht durch die Virusinfektion oder die Expression
eines beliebigen Fremdproteins vermittelt.

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde der Effekt in weiteren immunkompetenten
Mausstammen unterschiedlichen Hintergrundes untersucht. Die in DBA/2-M&usen beobachtete
TIMP-1-induzierte Neutrophilie konnte sowohl in C57BIl/6-Md&usen, als auch in FVB/N-Mé&usen
bestatigt werden, auch wenn diese Mausstimme unterschiedliche Basalspiegel zirkulierender
Neutrophiler aufweisen (Abb. 7 C).

Abb. 7: Hohe systemische
A TIMP-1-Spiegel induzieren
Neutrophilie in Mdusen.
(A) DBA/2-M3usen wurden
mit  AdKtrl oder AdT1
transduziert und zu ver-

schiedenen Zeitpunkten
Eﬁgﬁ” nach Virusinjektion geop-
fert. Die absolute Zahl
Neutrophiler im Blut wurde
mittels Durchfluss-
24h 48h 3d 4d 5d 6d 9d zytometrie ermittelt.
Zeit nach adenoviraler Transduktion (B) DBA/2-Mause wurden 3
Tage nach i.v. Injektion von
B C PBS, AdKtrl, AdT1 oder
i —-— % CJAdktl | | AAN-T1/T2G g(?opfert.
— B 5 B AdT1 Blut-Neutrophile wurden
- @ 2500 mittels Durchflusszytome-
3'2500 22000 x ook trie absolut quantifiziert.
22000 ns 2 1500 (C) Blut-Neutrophile in
‘5 1500 . - %_ M&usen unterschiedlichen
.81000 §1OOO genetischen Hintergrunds
é 500 é 500 wurden 3 Tage nach Trans-
0 0 duktion mit AdKtrl oder
COPBS WAdT1 DBA/2 C57BI6 FVBIN AdT1 quantifiziert. Gezeigt
CJAdKtl B AdN-T1/T2G Bl ssamin sind Mittelwert und Stan-

dardfehler aus je 5 Tieren.
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1.2 Ursachen der TIMP-1-induzierten Neutrophilie

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass hohe systemische TIMP-1-Spiegel zu einem Anstieg von
Neutrophilen im Blut fihren. Um dem Mechanismus dieser TIMP-1-induzierten Neutrophilie ndher zu
kommen, sollte im Folgenden untersucht werden, auf welcher Ebene TIMP-1 die Regulation der

Neutrophilen-Homdostase beeinflusst.

1.2.1 TIMP-1 hat Kkeine Auswirkungen auf die Uberlebensdauer zirkulierender
Neutrophiler

Unter nicht-inflammatorischen Bedingungen haben zirkulierende Neutrophile eine Halbwertszeit von
wenigen Stunden, bevor sie apoptotisch werden (Strydom und Rankin, 2013; von Vietinghoff und
Ley, 2008). Verdnderungen dieser Uberlebenszeit sind ein Regulationsmechanismus der
Neutrophilenzahl in der Peripherie (Luo und Loison, 2008). Da TIMP-1 bereits flir mehrere Zelltypen
als anti-apoptotischer Faktor beschrieben wurde (Chirco et al., 2006; Lee et al.,, 2003), lag die
Hypothese nahe, dass die beobachtete Neutrophilie durch eine lingere Uberlebensdauer
zirkulierender Neutrophiler verursacht wirde.

Um dies zu liberprifen, wurde der Einfluss von TIMP-1 auf die Viabilitat reifer Blut-Neutrophiler ex
vivo untersucht. Dazu wurden Neutrophile aus dem Blut unbehandelter Mause isoliert (Abb. 8 A) und
in Gegenwart oder Abwesenheit von rekombinantem TIMP-1-Protein (rT1) kultiviert. Die Viabilitat
dieser Zellen wurde anhand ihrer Stoffwechselaktivitit, gemessen an der Umsetzung von
AlamarBlue, im zeitlichen Verlauf analysiert. Allerdings hatte die Gegenwart von rT1 keinerlei Einfluss
auf die Uberlebensdauer (Abb. 8 B). Dies wurde bestétigt mit Blut-Neutrophilen, die aus AdKtrl- oder
AdT1-transduzierten Mausen isoliert wurden. Auch hier wurden keine Unterschiede in der

Uberlebensdauer festgestellt (Abb. 8 C).
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Abb. 8: TIMP-1 hat keinen Einfluss auf die Lebensdauer von Blut-Neutrophilen ex vivo. (A)
Nachweis der Reinheit isolierter Blut-Neutrophiler mittels Durchflusszytometrie. (B) Analyse
des Einflusses von rTIMP-1 auf die Viabilitdat isolierter Neutrophiler mittels AlamarBlue.
Gezeigt sind Mittelwert und Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten. (C) Vergleich
der Viabilitdt von Neutrophilen aus AdKtrl- und AdT1-transduzierten Mdusen ex vivo mittels
AlamarBlue. Gezeigt sind Mittelwert und Standardfehler aus je 5 Mdusen.
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Ob diese ex vivo-Beobachtungen auch in vivo zutreffen, sollte durch direkte Quantifizierung
apoptotischer Neutrophiler im Blut von Mausen mit erhéhten TIMP-1-Spiegeln analysiert werden.
Sollte TIMP-1 die Neutrophilen-Halbwertszeit in vivo verlangern, wiirde man einen geringeren Anteil
apoptotischer Neutrophiler im Blut AdT1-transduzierter Mause erwarten.

Dies wurde experimentell durch AnnexinV-Farbung frischer Blutproben mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Der Anteil AnnexinV-positiver Neutrophiler in AdT1-transduzierten Md&usen war im
Vergleich zu AdKtrl-transduzierten Mausen unverdndert (Abb. 9 A), und die absolute Anzahl
apoptotischer Neutrophiler im Blut war sogar leicht erhoht (Abb. 9 B). Diese Ergebnisse bestatigen
die in vitro-Beobachtungen und sprechen eher fir einen generell erhohten Neutrophilendurchsatz in
Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln, als fiir eine durch verlingertes Uberleben verursachte

Akkumulation.

Abb. 9: TIMP-1 verringert
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1.2.2 TIMP-1 fiihrt zu keiner direkten Mobilisierung reifer KM-Neutrophiler

Eine weitere Regulationsebene fiir die Zahl zirkulierender Neutrophiler stellt ihre Mobilisierung aus
dem Knochenmark (KM) dar. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob hohe systemische TIMP-1-
Spiegel die vermehrte Freisetzung gespeicherter KM-Neutrophiler ins Blut induzieren. TIMP-1 kdnnte
dabei selbst chemotaktisch wirken, die generelle Motilitdat von Neutrophilen erhéhen - was ebenfalls
zur vermehrten Freisetzung ins Blut fihren kann (Kéhler et al., 2011) - oder die Retention reifer
Neutrophiler im KM reduzieren.

Um eine direkte chemotaktische Wirkung von TIMP-1 zu Uberpriifen, wurden reife KM-Neutrophile
isoliert und ex vivo in transwell-Migrationsexperimenten untersucht. Die Reinheit der isolierten
Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie tGberprift und betrug in allen Experimenten mindestens
93 % (Abb. 10 A). AnschlieBend wurde die Neutrophilen-Migration in reines Medium (Ktrl) oder in
Medium, dem rT1 oder rCXCL6 (Positivkontrolle) als Chemoattraktanten zugesetzt worden waren,
untersucht. Wie erwartet induzierte der Zusatz von CXCL6, einem typischen Neutrophilen-
Chemoattraktanten, eine deutlich erhéhte Neutrophilen-Migration (Anhang 1). Dagegen hatte rT1

keinerlei chemotaktische Effekte (Abb. 10 B). GleichermalRen wurde eine motilitdtsfordernde
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Wirkung von TIMP-1 ausgeschlossen. Dazu wurden isolierte KM-Neutrophile mit rT1 oder PBS
vorinkubiert und anschlieRend ihr Migrationsverhalten in Richtung eines FCS-Gradienten analysiert.

Auch hier hatte rTIMP-1 keine migrationsfordernde Wirkung (Abb. 10 C).
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Abb. 10: Effekte von TIMP-1 auf Neutrophilenmigration ex vivo. (A) Nachweis der Reinheit
MACS-isolierter KM-Neutrophiler mittels Durchflusszytometrie. (B, C) Transwell-Migrations-
Assay mit isolierten KM-Neutrophilen und PBS (Ktrl) oder rT1 als Chemoattraktant (B), bzw.
nach Vorinkubation mit PBS oder rT1 (C). Gezeigt sind je Mittelwert und Standardfehler aus 3
unabhdngigen Experimenten.

Um eine direkt durch TIMP-1 verursachte Mobilisierung von Neutrophilen in vivo zu untersuchen,
wurde rT1 i.p. in Mause injiziert. Dies fuhrte zu systemisch erhdhten TIMP-1-Spiegeln innerhalb
weniger Minuten (Abb. 11 A). Zwei Stunden nach rT1-Injektion, einem Zeitpunkt zu dem durch
mobilisierende Faktoren wie G-CSF Neutrophilie induziert ist (Semerad et al., 2002), wurden
Neutrophile im Blut quantifiziert. Allerdings fiihrte die Injektion von rT1 zu keiner Anderung der Blut-

Neutrophilen (Abb. 11 B).
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Abb. 11: TIMP-1 induziert keine direkte Neutrophilen-Mobilisierung in vivo. rT1 wurde i.p. in
DBA/2-Méuse injiziert. (A) Nachweis von rT1 im Plasma 10 min, 2 h, 6 h und 12 h nach
Injektion mittels ELISA. (B) Quantifizierung von Blut-Neutrophilen 2 h nach Injektion von rT1
oder PBS mittels Durchflusszytometrie. Gezeigt sind Mittelwert und Standardfehler aus je 5

Tieren.
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1.2.3 Hohe TIMP-1-Spiegel fiihren nicht zur Reduktion gespeicherter Neutrophiler

Die unter 1.2.2 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass TIMP-1 selbst keine direkte Neutrophilen-
Mobilisierung ins Blut induziert. Allerdings schlieBen sie nicht aus, dass in vivo ein moglicher
sekundarer Faktor durch TIMP-1 induziert wird, der dann zur vermehrten Freisetzung gespeicherter
Neutrophiler aus dem KM oder dem marginated Pool fiihrt. Ware dies der Fall, wiirden hohe TIMP-1-
Spiegel Uiber langere Zeit zur Reduktion dieser Speicher fiihren.

Deshalb wurden reife Neutrophile - charakterisiert durch hohe Ly6G-Oberflachenspiegel (Satake et
al,, 2012; Abb. 12A) - im KM AdKtrl- oder AdT1-transduzierter Mause zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mittels FACS quantifiziert. Interessanterweise wurde keine Reduktion, sondern sogar ein
leichter Anstieg dieser Zellpopulation in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln beobachtet (Abb. 12 B).
Dieses Ergebnis wurde durch immunhistochemische Farbung Ly6G-positiver Zellen im KM zu

unterschiedlichen Zeitpunkten nach AdT1-Transduktion bestatigt (Abb. 12 C, D).
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Abb. 12: TIMP-1 fuhrt zu keiner Reduktion gespeicherter Neutrophiler im KM. DBA/2-Mause
(n=5) wurden 1, 3 oder 6 Tage nach Infektion mit AdKtrl oder AdT1 getotet, und Femur und
Tibia wurden entnommen. (A, B) Durchflusszytometrische Analyse von KM-Leukozyten 3 Tage
nach Virusinjektion. Ein reprasentativer FACS-Plot inkl. Gate fiur reife Neutrophile (A) und
deren relativer Anteil an KM-Leukozyten (B) sind dargestellt. (C, D) Immunhistochemische
Farbung von Ly6G auf KM-Paraffinschnitten. Gezeigt sind Mittelwert und Standardfehler Ly6G-
positiver Zellen aus je 4 Tieren (C), sowie reprasentative Bilder in zwei VergroRerungen (D,
Balken, 100 um)
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Auch in der Milz als typisches Organ fir den marginated Pool wurden Neutrophile mittels
Immunhistochemie quantifiziert, und auch hier waren keine Unterschiede zwischen Mausen mit
normalen und erhéhten TIMP-1-Spiegeln feststellbar (Abb. 13). Die TIMP-1-induzierte Neutrophilie
im Blut kann also nicht durch verstarkte Freisetzung und den erhohten Verbrauch gespeicherter

Neutrophiler erklart werden.
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Abb. 13: TIMP-1 fiihrt nicht zur Mobilisierung von Neutrophilen aus der Milz. DBA/2-M4&use
wurden mit AdKtrl oder AdT1 transduziert und 1, 3 oder 6 Tage spater geopfert. Neutrophile
im Milzgewebe wurden mittels Ly6G-IHC auf Milz-Cryoschnitten quantifiziert. Dargestellt sind
reprasentative Bilder (A, Balken, 100 um), sowie Mittelwert und Standardfehler Ly6G-positiver
Zellen pro Bildausschnitt (B) aus jeweils 4 Tieren.

1.3 Hohe TIMP-1-Spiegel fithren zur vermehrten Granulopoese im KM

Aus den bisherigen Untersuchungen geht hervor, dass der TIMP-1-induzierte Anstieg zirkulierender
Neutrophiler weder durch verlingerte Uberlebensdauer im Blutstrom, noch durch vermehrte
Mobilisierung aus Speichern erkldart werden kann. Die Beobachtung, dass der Anteil reifer
Neutrophiler im KM trotz Zunahme der peripheren Neutrophilen nicht abnahm, sondern eher leicht
stieg (Abb. 12 B), legt die Vermutung nahe, dass in diesen Mausen die Neutrophilen-Produktionsrate
erhoht ist. Im Folgenden wurde deshalb der Hypothese nachgegangen, dass hohe systemische TIMP-
1-Spiegel die Granulopoese im KM fordern und dass dies die im Blut beobachtete Neutrophilie

erklart.

1.3.1 Neutrophilen-Vorliufer sind angereichert im KM von Miusen mit hohen TIMP-1-
Spiegeln

Zunachst wurden Neutrophilen-Vorlaufer im KM mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Da reife

Neutrophile nicht mehr proliferieren, sondern durch Differenzierung aus Vorldufern entstehen, ist im

Fall einer erhéhten Neutrophilenproduktion eine Zunahme unreifer Vorlaufer zu erwarten, die durch

eine geringere Ly6G-Expression auf ihrer Zelloberfliche (Ly6G™) identifiziert werden kénnen (Abb. 14

A). Tatsdchlich wurde beobachtet, dass in Mausen mit erhéhten TIMP-1-Spiegeln der Anteil dieser

Population an KM-Leukozyten signifikant erhoht war (Abb. 14 B). Ebenso wie die Neutrophilie im Blut
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konnte der Anstieg von Neutrophilen-Vorldufern im KM in verschiedenen Mausstammen (DBA/2,

C57BI/6, CD1™/™) reproduziert werden (s. Abb. 24 B fiir C57BI/6).

Abb. 14: Neutrophilen-Vorldufer
sind angereichert im KM von
Mausen mit hohen TIMP-1-Spie-
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1.3.2 Erhohte Expression typischer Granulopoese-Marker im KM von Mdusen mit hohen
TIMP-1-Spiegeln

Um dieses Ergebnis weiter zu untermauern, wurde die Genexpression im KM von Mausen mit hohen
TIMP-1-Spiegeln analysiert. Charakteristisch flir Neutrophile ist, dass bestimmte Proteine, vor allem
Granulopoese-regulierende Transkriptionsfaktoren und Granulae-Proteine, nur in bestimmten
Reifungsstadien in grofen Mengen exprimiert werden (Theilgaard-Moénch et al., 2005). Um Effekte
von TIMP-1 auf die Expression solcher Gene im KM zu untersuchen, wurde RNA aus KM-Zellen von
AdKtrl- und AdT1-transduzierten Mausen isoliert und mittels gRT-PCR analysiert. Im Einzelnen wurde
die Transkription des Oberflaichenmarkers Ly6G, der Granulae-Proteine MPO, Lactoferrin (LTF) und
Neutrophilen-Elastase (ElaNe), sowie der Transkriptionsfaktoren C/EBP-a, -B, -¢ und PU.1
quantifiziert. Tatsachlich war die Expression all dieser Gene in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln
erhoht (Abb. 15).
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1.3.3 Die Neutrophilen-Neubildung nach systemischer Depletion ist beschleunigt in
Miéusen mit hohen TIMP-1-Spiegeln

Bisher konnte gezeigt werden, dass das KM von Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln mehr
Neutrophilen-Vorlaufer enthalt. Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob in diesen Mausen
tatsachlich mehr Neutrophile gebildet werden. Dazu wurden vorhandene reife Neutrophile
systemisch durch Injektion des spezifischen Anti-Ly6G Antikdrpers 1A8 depletiert (Daley et al., 2008).
24 h nach Antikorper-Injektion, einem Zeitpunkt, zu dem Blut-Neutrophile zu mehr als 90 %
depletiert waren (Abb. 16 A), wurden die Mause mit AdKtrl bzw. AdT1 transduziert und die Erholung
der Blut-Neutrophilenzahlen von der Depletion zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Virusinjektion
Uberprift. Interessanterweise wurde tatsdchlich in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln ein
schnellerer Wiederanstieg der Neutrophilen beobachtet (Abb. 16 B).

Des Weiteren wurde Uberpriift, ob das KM von Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln vermehrt in der
Lage ist, differenzierte Zellen zu produzieren. Dies wurde ex vivo anhand der Fahigkeit des KM zur
Koloniebildung untersucht. Dazu wurden KM-Zellen aus AdKtrl- bzw. AdT1-transduzierten Mausen
isoliert und in gleicher Zahl als Einzelzellsuspension in Methocult-Medium inkl. verschiedener
Zytokine ausplattiert. Im Verlauf von 7 Tagen bildeten sich aus einzelnen hadmatopoetischen
Vorlaufern Kolonien (Abb. 16 C, links), die quantifiziert wurden. Tatsachlich war mit KM-Zellen aus

Méausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln eine erhéhte Koloniebildung zu verzeichnen (Abb. 16 C, rechts).
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Abb. 16: Hohe systemische TIMP-1-Spiegel fiihren zur vermehrten Granulopoese im KM. (A,
B) Zur Depletion existierender Neutrophiler wurde DBA/2-Mé&usen anti-Ly6G-Antikérper bzw.
lgG-Kontrollantikdrper i.p. injiziert. 24 h spater wurde die Depletionseffizienz im Blut
Uberprift (A). AnschlieBend wurden Mause mit AdKtrl bzw. AdT1 transduziert und die
Erholung der Blut-Neutrophilen-Zahlen Uber die Zeit beobachtet (B). Gezeigt sind jeweils
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Mittelwert und Standardfehler der Blut-Neutrophilenzahlen relativ zu IgG-behandelten
Kontrollm&dusen (n=3). (C) KM-Zellen wurden 3 Tage nach Transduktion mit AdKtrl oder AdT1
aus DBA/2-Mausen isoliert und als Einzelzellsuspension in Methocult inkl. SCF, IL-3, IL-6 und
G-CSF ausplattiert. 7 Tage spdter wurden Kolonien gezahlt. Dargestellt sind ein
reprasentatives Bild einer Kolonie (links), sowie Mittelwert und Standardfehler der
Kolonienzahlen (rechts, n=5).

1.3.4 Die TIMP-1-vermittelte Neutrophilie im Blut ist auf vermehrte Reifung
proliferierender Neutrophilen-Vorlaufer im KM zuriickzufiihren
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass hohe TIMP-1-Spiegel in Mausen die Granulopoese im KM
fordern. Die Hypothese, dass eine vermehrte Neutrophilen-Produktion der Grund fir die TIMP-1-
induzierte Neutrophilie ist, liegt deshalb auf der Hand. Um dies zu bestatigen, soll im Folgenden
gezeigt werden, dass die hohere Blut-Neutrophilenzahl auf neu generierte Neutrophile
zurickzufihren ist. Dazu wurde die Tatsache ausgenutzt, dass reife Neutrophile nicht mehr
proliferieren. BrdU, ein Thymidinanalogon, das von proliferierenden Zellen wahrend der Replikation
stabil in die DNA eingebaut wird, sollte deshalb nur von Zellen inkorporiert werden, die zum
Zeitpunkt der BrdU-Applikation in einem mitotischen Differenzierungsstadium waren, nicht aber von
reifen Neutrophilen. Somit waren gespeicherte reife Neutrophile von neu generierten, zum Zeitpunkt
der BrdU-Applikation proliferierenden Zellen unterscheidbar. Dieser Umstand wurde fiir das folgende
Experiment ausgenutzt: TIMP-1-Spiegel wurden zunachst durch adenovirale Transduktion systemisch
erhoht. Beginnend mit dem Zeitpunkt erhohter TIMP-1-Plasmaspiegel wurde diesen Mausen durch
wiederholte i.p. Injektion kontinuierlich BrdU verabreicht. Nach 3 Tagen, der Zeit, ab der die TIMP-1-
induzierte Neutrophilie zu beobachten war (vgl. Abb. 7 A), wurden reife Neutrophile im Blut und KM
auf BrdU-Inkorporation hin untersucht. Als Kontrolle fiir das Gating BrdU-negativer Zellen wurde
einer Maus lediglich PBS injiziert. So waren BrdU-positive und BrdU-negative Neutrophile mittels
Durchflusszytometrie klar zu unterscheiden (Abb. 17 A). Tatsachlich war in AdT1-transduzierten
Mausen der Anteil BrdU-positiver Blut-Neutrophiler signifikant hoher als in Kontrollm&usen (Abb. 17
A, B). Die absolute Quantifizierung BrdU-negativer Neutrophiler ergab zudem keine Unterschiede der
beiden Gruppen, wohingegen die absolute Zahl BrdU-positiver Neutrophiler in AdT1-Mausen erhéht
war (Abb. 17 C). Dies zeigt, dass der beobachtete Neutrophilen-Anstieg in Mdusen mit hohen TIMP-1-
Spiegeln ausschlieBlich auf neu generierte Neutrophile zurlickzufiihren ist, und nicht durch
vermehrte Freisetzung gespeicherter reifer Neutrophiler verursacht wird. Auch im KM war der Anteil
BrdU-positiver reifer Neutrophiler in AdT1-transduzierten Mausen hoher als in AdKtrl-Mausen (Abb.
17 D). Dies bestatigt die vorherigen Ergebnisse, dass TIMP-1 die Produktion reifer Neutrophiler aus

proliferierenden Vorlaufern fordert.
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Abb. 17: Der TIMP-1-induzierte Neutrophilenanstieg im Blut resultiert aus vermehrter
Differenzierung proliferierender KM-Vorliaufer. DBA/2-M&ause wurden mit AdKtrl oder AdT1
transduziert. Beginnend 3 h nach Virusinjektion wurde alle 12 h BrdU durch i.p. Injektion
verabreicht. Nach 3 Tagen wurden Blut- und KM-Proben entnommen und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. (A) Reprasentative FACS-Plots und Gating BrdU-positiver und
BrdU-negativer Blut-Neutrophiler einer nicht mit BrdU-behandelten (links), sowie einer
AdKtrl- (Mitte) und einer AdT1l-transduzierten mit BrdU behandelten Maus. Zahlen in den
Gates entsprechen dem prozentualen Anteil an Blut-Neutrophilen. (B) Relative Quantifizierung
BrdU-positiver Blut-Neutrophiler. (C) Absolute Quantifizierung BrdU-negativer (links) und
BrdU-positiver (rechts) Blut-Neutrophiler. (D) Relative Quantifizierung BrdU-positiver reifer
Neutrophiler im KM. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardfehler aus 5 Mausen.

1.3.5 TIMP-1 steigert nicht die Proliferation von direkten Neutrophilen-Vorlidufern

Im Folgenden soll geklart werden, auf welcher Ebene die vermehrte Neutrophilenproduktion erreicht
wird. Reife Neutrophile entstehen aus hamatopoetischen Vorldufern, deren Fahigkeiten, zu
verschiedenen Leukozyten-Typen zu differenzieren, mit fortschreitender Reifung zunehmend
eingeschrankt sind. Die Neutrophilen-Produktionsrate wird also zum einen dadurch reguliert, wie
stark die Differenzierung pluripotenter hamatopoetischer Vorlduferzellen in Richtung der
Granulozyten-Linie verlagert wird. Daneben sind hamatopoetische Vorldufer bis zum
Metamyelozytenstadium in der Lage, in ihrem jeweiligen Differenzierungsgrad zu proliferieren,
wodurch die Zahl heranreifender Neutrophiler ebenfalls reguliert wird (Borregaard, 2010). In Mausen
mit hohen TIMP-1-Spiegeln wurde neben der vermehrten Bildung und Freisetzung reifer
Neutrophiler auch eine Zunahme unreifer Vorlaufer beobachtet, die Ly6G exprimieren und somit in

ihrer Differenzierung bereits auf die Granulozyten-Linie beschrankt sind (Satake et al., 2012). Die
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int

Akkumulation dieser Ly6G"-Zellen kdnnte sowohl durch eine vermehrte Proliferation eben dieser
Vorlaufer, als auch durch die bevorzugte Differenzierung hamatopoetischer Zellen in diese Richtung
erklart werden. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob hohe systemische TIMP-1-Spiegel direkt

int

die Proliferation der Ly6G™-Population im KM férdern. Dazu wurden wiederum TIMP-1-Spiegel
adenoviral erhoht. 3 Tage spater wurden durch einen einzelnen BrdU-Puls alle zu diesem Zeitpunkt
proliferierenden Zellen markiert. Wie erwartet war ein relativ hoher Anteil der unreifen Neutrophilen
(Ly6G™) BrdU-positiv, wohingegen quasi alle reifen Neutrophilen (Ly6G") BrdU-negativ waren, also
nicht mehr proliferierten (Abb. 18 A). Interessanterweise wurden aber keine Unterschiede im Anteil
BrdU-positiver unreifer Neutrophiler in AdKtrl- und AdT1-Ma&usen beobachtet (Abb. 18 B).
Gleichermallen fihrte die Anwesenheit von rTIMP-1 zu keiner erhdhten Proliferationsrate der

myeloiden Vorlauferzelllinie 32Dcl3 in vitro (Abb. 18 C). Demnach scheint TIMP-1 nicht direkt die

Proliferation von Neutrophilen-Vorlaufern zu induzieren.
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Abb. 18: TIMP-1 steigert nicht direkt die Proliferation unreifer Neutrophiler. (A, B) DBA/2-
Maduse wurden mit AdKtrl oder AdT1 transduziert. Drei Tage spater wurde ein einzelner BrdU-
Puls verabreicht und die Mause 2 h spdter geopfert. KM-Zellen wurden nach Farbung von
Oberflachenmarkern und inkorporiertem BrdU im Durchflusszytometer analysiert. (A)
Reprasentative FACS-Plots fiir BrdU-positive und -negative unreife (LyGGi”t, links) und reife
(Ly6Ghi, rechts) Neutrophile. Zahlen in Gates entsprechen dem Anteil der jeweiligen
Population in %. (B) Quantifizierung BrdU-positiver Neutrophilen-Vorlaufer in AdKtrl- und
AdT1-Mausen. Gezeigt sind Mittelwert und Standardfehler aus je 5 Mausen. (C) Proliferation
von 32Dcl3-Zellen in An- und Abwesenheit von rT1.
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1.3.6 TIMP-1 fordert die G-CSF-induzierte Differenzierung von 32Dcl3-Zellen in vitro

Da hohe systemische TIMP-1-Spiegel keinen direkten pro-proliferativen Effekt auf unreife
Neutrophile zu haben scheinen, sollte Uberprift werden, ob TIMP-1 die Differenzierung
hamatopoetischer Vorldufer-Zellen zu Neutrophilen férdert. Dies wurde anhand der etablierten
Modellzelllinie 32Dcl3 untersucht. Dabei handelt es sich um eine murine Myeloblasten-Zelllinie, die
durch Stimulation mit G-CSF terminal zu Neutrophilen differenziert, die funktionell in vielen
Eigenschaften nativen Neutrophilen gleichen (Guchhait et al.,, 2003; Valtieri et al.,, 1987).
Differenzierte 32Dcl3-Zellen sind erkennbar durch charakteristisch segmentierte Kernmorphologie
(Valtieri et al., 1987), erhohte CD11b-Oberflachen-Spiegel (Ai et al.,, 2008), sowie die Expression
granuldrer Proteine wie MPO und LTF (Valtieri et al., 1987).

Um zu untersuchen, ob TIMP-1 die Neutrophilen-Differenzierung fordert, wurden 32DclI3-Zellen mit
rekombinantem TIMP-1-Protein (rT1) inkubiert. Bemerkenswerterweise war TIMP-1 allein nicht in
der Lage, Proliferation oder Uberleben der Zellen in Abwesenheit von IL-3 und G-CSF iiber mehrere
Tage aufrechtzuerhalten (Anhang 2). Inkubation der Zellen mit TIMP-1 fir 20 h in Gegenwart von IL-3
fihrte aber bereits zu einer Hochregulation der Transkriptionsfaktoren C/EBP-a, C/EBP-B und PU.1
(Abb. 19 A). Wurden 32Dcl3-Zellen in Anwesenheit von rT1 mit G-CSF stimuliert, wurde nach fiinf und
sieben Tagen ein signifikant hoherer Anteil an Zellen mit segmentiertem Kern beobachtet (Abb. 19
B). Dies wurde durch FACS-Analyse der CD11b-Oberflachenexpression bestatigt (Abb. 19 C). Auch die
Genexpressionsanalyse der Granulae-Proteine MPO und LTF ergab eine starkere Hoch-Regulation
dieser Gene durch G-CSF und TIMP-1 als durch G-CSF allein (Abb. 19 D, E).

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse an, dass TIMP-1 tatsachlich die Differenzierung

hamatopoetischer Vorlaufer-Zellen zu Neutrophilen fordert.
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Abb. 19: TIMP-1 foérdert die Differenzierung von 32Dcl3-Zellen. (A) 32Dcl3-Zellen wurden in
Anwesenheit von IL-3 fiir 20 h mit rTIMP-1 inkubiert. AnschlieBend wurde RNA isoliert und
mittels qRT-PCR die Expressions-Spiegel der Transkriptionsfaktoren C/EBP-a und-B sowie PU.1
quantifiziert. (B-D) 32Dcl3-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von rTIMP-1 mit G-CSF
stimuliert und die Differenzierung zu den angezeigten Zeitpunkten auf verschiedene Weise
analysiert. (B) Reprasentatives Bild einer DiffQuick-Farbung von Zytospins (links, Balken,
50um) und Quantifizierung von Zellen mit segmentiertem Kern (rechts, Mittelwert und
Standardfehler aus 3 unabhdngigen Experimenten). (C) FACS-Analyse der CD11b-Oberflachen-
Spiegel an Tag 5 der G-CSF-Stimulation. (D, E) Expressionsanalyse der granuldren Proteine
MPO (D) und LTF (E) mittels qRT-PCR. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler aus 3
unabhdngigen Experimenten.

Da rT1 einen direkten Einfluss auf die Genexpression und das Differenzierungsverhalten von 32Dcl3-
Zellen zu haben scheint, wurde untersucht, ob intrazelluldre Signalwege durch TIMP-1 aktiviert
werden. Dazu wurden Zellen fir 12 h mit rT1 inkubiert und anschlieBend zur Proteinextraktion
lysiert. Zum Screening moglicher relevanter Signalwege wurde die Phosphorylierung wichtiger
Signalproteine mittels Western Blot quantifiziert. Tatsdchlich wurden in mit rT1 inkubierten 32Dcl3-
Zellen erhohte Spiegel von Phospho-STAT-3 (P-Stat3) und Phospho-NFkB (P-NFkB) vorgefunden,
wohingegen fiir Akt, MAPK, RSK und S6 keine Veranderungen beobachtet wurden (Abb. 20 A). Zwei
unabhangige Wiederholungen dieses Experimentes konnten die erhohte Phosphorylierung von
STAT3 bestatigen (Abb. 20 B), wahrend die von NFB nicht eindeutig reproduziert werden konnte
(Abb. 20 C). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse an, dass TIMP-1 tatsachlich intrazellulére

Signalwege in 32Dcl3-Zellen aktiviert, die die Neutrophilen-Differenzierung regulieren.
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Abb. 20: TIMP-1-induzierte Signalwege in 32Dcl3-Zellen. 32Dcl3-Zellen wurden fiur 12 h mit
rTIMP-1 inkubiert. AnschlieBend wurde die Phosphorylierung wichtiger Signalproteine mittels
Western Blot analysiert. Als Ladungskontrolle wurde a-Tubulin (a-Tub) gemessen.

1.4 Effekte von TIMP-1 auf Granulopoese und Neutrophilie sind

unabhingig von der Protease-inhibitorischen Funktion
Bisher konnte gezeigt werden, dass hohe systemische TIMP-1-Spiegel in Mausen Neutrophilie
induzieren, und dass dies auf eine gesteigerte Neutrophilen-Produktion im KM zuriickzufihren ist,
wobei TIMP-1 die Differenzierung hamatopoetischer Vorlauferzellen in Richtung der Granulozyten-
Linie zu férdern scheint. Im Folgenden soll geklart werden, auf welcher Ebene dies geschieht, ob
weitere Zytokine oder andere Faktoren dabei eine Rolle spielen, und welche molekularen Prozesse in

der Zelle ablaufen.

1.4.1 TIMP-1 fihrt nicht zum Anstieg wichtiger Granulopoese-regulierender Zytokine

Zunéchst sollte Gberprift werden, ob hohe TIMP-1-Spiegel zu einem verdnderten Zytokin-Milieu in
Mausen fiihren, das die Induktion von Granulopoese und Neutrophilie erklaren wirde. Ein
naheliegender Faktor ist G-CSF, da hohe G-CSF-Plasmaspiegel sowohl die Bildung als auch Freisetzung
von Neutrophilen stark induzieren (Semerad et al., 2002) und bereits beschrieben wurde, dass die
Ablation der durch TIMP-1 gehemmten Protease ADAM-10 in Mausen zu einer Akkumulation von G-
CSF fihrt (Weber et al., 2013; Yoda et al., 2011). Es wurden also G-CSF-Plasmaspiegel in AdKtrl- und
AdT1-transduzierten Mausen mittels ELISA quantifiziert. Diese stiegen in beiden Gruppen kurz nach
Virusinjektion an, sanken aber innerhalb von 24 h wieder und waren ab da kaum oberhalb der
Detektionsgrenze. Ein Unterschied zwischen Mausen mit normalen und hohen TIMP-1-Spiegeln

wurde nicht beobachtet (Abb. 21 A).
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Abb. 21: Hohe TIMP-1-Spiegel haben keinen Einfluss auf Granulopoese-regulierende
Zytokine. (A, B) DBA/2-Md&use (n=5) wurden mit AdKtrl oder AdT1 transduziert und 3 Tage
spater geopfert. (A) Quantifizierung der G-CSF-Plasmaspiegel durch ELISA. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler aus je 5 Tieren. (B) SDF-1-IHC auf KM-Schnitte. Gezeigt sind
reprasentative Ausschnitte aus Spongiosa (oben) und Diaphyse (unten) der Femur einer
AdKtrl- und einer AdT1-transduzierten Maus. MaRstabsbalken: 100 um. (C) Zytokinarray auf
Plasmaproben aus Mausen mit unterschiedlichen TIMP-1-Spiegeln, die entweder durch
Transduktion mit AdKtrl bzw. AdT1 (links), oder durch T1-sezernierende HT1080-
Primartumoren mit unterschiedlichen Expressionsspiegeln (rechts) erreicht wurden.
Blutproben aus 5 Mausen je Gruppe wurden gepoolt.

Ein weiteres Zytokin, das fiir die Regulation hamatopoetischer Prozesse, und insbesondere fiir die
Retention reifer Neutrophiler im KM eine wichtige Rolle spielt, ist SDF-1. Da in einigen Mausstammen
bereits ein Effekt von TIMP-1 auf SDF-1-Spiegel in der Leber beobachtet wurde (Seubert et al., 2015),
wurde Uberpriift, ob hohe systemische TIMP-1-Spiegel mit Verdanderungen der SDF-1-Menge oder -
Lokalisation im KM einhergehen. Die immunhistochemische Farbung von SDF-1 auf KM-Schnitten
ergab aber ebenfalls keine Unterschiede zwischen AdKtrl- und AdT1-transduzierten Mausen (Abb. 21

B). Um mogliche Unterschiede weiterer Zytokine zu erfassen, wurde ein Zytokinarray auf
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Plasmaproben von AdKtrl- und AdT1-transduzierten Mausen, sowie von Mausen mit TIMP-1-
sezernierenden HT1080-Tumoren (s. Abschnitt 111.1.1.1) gemacht. In beiden Modellen fiihrten
unterschiedliche TIMP-1-Spiegel zu keinen nennenswerten Unterschieden im Zytokin-Milieu (Abb. 21

Q).

1.4.2 Die Signaling-Funktion, nicht aber die Protease-inhibitorische Funktion von TIMP-
1 induziert Neutrophilie im Blut

Die unter 1.4.1 beschriebenen Ergebnisse, sowie die Beobachtung, dass rTIMP-1 in vitro direkt, d.h.
ohne die Beteiligung weiterer Zytokine die Differenzierung von 32Dcl3-Zellen férderte, deuten an,
dass TIMP-1 selbst die Effekte auf Granulopoese und Neutrophilie vermittelt. Im Folgenden sollten
dafiir verantwortliche TIMP-1-Interaktionspartner und downstream-Mechanismen identifiziert
werden. Dazu sollte zundchst analysiert werden, ob die Induktion von Neutrophilie und
Granulopoese einer der beiden TIMP-1-Funktionen - Protease-Inhibition oder direkte
Signallibertragung - zugeordnet werden kann. Dies wurde durch adenovirale Expression
verschiedener TIMP-1-Varianten untersucht, die die differentielle Betrachtung nur einer der beiden
Funktionen ermoglichen. AAN-T1 kodiert nur flir die N-terminale Domane (N-TIMP-1), die ausreicht,
um die meisten durch TIMP-1 inhibierten Proteasen zu hemmen (Brew und Nagase, 2010), der aber
die Uber den C-Terminus vermittelte direkte Signaling-Funktion fehlt. AdT1/T2G kodiert fur die TIMP-
1/T2G-Variante, bei der die Mutation der Aminosaure Threonin zu Glycin an Position 2 der N-
terminalen Domane dazu fuhrt, dass Proteasen nicht mehr oder deutlich schwéacher inhibiert
werden, die Signaling-Funktion aber erhalten bleibt. Ahnlich verhilt es sich mit AdvvT1, dem Vektor
fir eine Variante, bei der zwei zusatzliche Valin-Aminosduren am N-Terminus die Protease-Bindung
verhindern (Egea et al., 2012).

Um zu untersuchen, ob eine der beiden TIMP-1-Funktionen ausreicht, um Neutrophilie zu induzieren,
wurden DBA/2-Mé&use mit den fiir diese Varianten kodierenden Vektoren transduziert und die Blut-
Neutrophilen 3 Tage nach Virusinjektion absolut quantifiziert. Wie erwartet, war die Blut-
Neutrophilenzahl in AdT1-Md&usen hoher als in AdKtrl-Mausen. Dagegen fiihrte die Expression von N-
TIMP-1 zu keinem Neutrophilen-Anstieg, sondern sogar eher zu einem leichten Rickgang.
Interessanterweise waren aber sowohl TIMP-1/T2G, als auch vwTIMP-1 in der Lage, Neutrophilie zu
induzieren, und dies sogar etwas starker als voll funktionelles TIMP-1 (Abb. 22 A). Um diese Daten zu
bestdrken, wurde das Experiment in C57Bl/6-Mé&usen wiederholt. Auch hier reichte die N-terminale
Domane nicht aus, um Neutrophilie zu induzieren, wahrend in AdT1/T2G- und AdvvT1-transduzierten

Mausen erhohte Blut-Neutrophilenzahlen beobachtet wurden (Abb. 22 B).
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Abb. 22: Induktion von Neutrophilie wird lGber die Signaling-Funktion von TIMP-1 vermittelt.
DBA/2-Mdause (A) oder C57BI/6-Mause (B) wurden mit adenoviralen Vektoren transduziert, die
far die verschiedenen TIMP-1-Varianten kodieren. 3 Tage spadter wurden die Maduse geopfert
und Neutrophile im peripheren Blut mittels Durchflusszytometrie absolut quantifiziert.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler aus je 5 (DBA/2) bzw. 6 (C57BI/6) M&ausen pro
Gruppe.

1.4.3 Die intakte TIMP-1-Signaling-Domane reicht aus fiir die Induktion von
Granulopoese
Die in 1.4.2 dargestellten Ergebnisse deuten an, dass die Signaling-Doméane von TIMP-1 fiir die
Induktion von Neutrophilie verantwortlich ist, wohingegen die Protease-inhibitorische Funktion
keinen Einfluss zu haben scheint. Ob dies auch fiir die durch TIMP-1 gesteigerte Granulopoese gilt,
sollte durch Untersuchung des KMs analysiert werden. Dazu wurde mittels Durchflusszytometrie die
zelluldre KM-Zusammensetzung von Mausen untersucht, die die verschiedenen TIMP-1-Varianten
exprimieren. Tatsichlich wurde in AdT1/T2G- und in AdvvT1-transduzierten, nicht aber in AdN-T1-
transduzierten Mausen ein erhhter Anteil unreifer Neutrophilen-Vorldufer (Ly6G™) vorgefunden
(Abb. 23 A). Auch die Genexpressionsanalyse in Gesamt-KM ergab, dass die mRNA-Spiegel von

Granulopoese-Markern in AdT1/T2G-transduzierten Mausen signifikant erhoht waren (Abb. 23 B).

>

B

W
a

*%

[CJ AdKtrl
I AdT1
I AdN-T1

B AdT1/T2G

Abb. 23: Granulopoese wird durch die Signaling-Funktion von TIMP-1 geférdert. DBA/2-
Méause wurden mit AdKtrl, AdT1, AdN-T1, AdT1/T2G oder AdvvT1 transduziert und 3 Tage
spater geopfert. (A) Durchflusszytometrische relative Quantifizierung von LyGGi"t-
Neutrophilen-Vorldufern im KM. (B) Genexpression von Granulopoese-Markern im KM. mRNA
wurde aus Komplett-KM isoliert und die entsprechenden Gene mittels qRT-PCR quantifiziert.
Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardfehler aus 5 Mausen.
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1.5 TIMP-1 Signaliibertragung iiber CD63 fordert Granulopoese und
Neutrophilie
1.5.1 In CD63-defizienten Miusen haben hohe TIMP-1-Spiegel keinen Effekt auf
Neutrophile
Die unter 1.4 beschriebenen Experimente ergaben, dass die Protease-inhibitorische Funktion von
TIMP-1 allein keinen Effekt auf die Neutrophilen-Homoostase hatte, wohingegen die intakte C-
terminale Signaling-Funktion erforderlich und auch ausreichend war, um Neutrophilie und
Granulopoese zu férdern. Bisher ist das Tetraspanin CD63 der einzige beschriebene Signaling-
Rezeptor fiir die C-terminale Domane von TIMP-1. Die Hypothese lag daher nahe, dass auch die in
dieser Studie beschriebenen Effekte von TIMP-1 durch Interaktion mit CD63 hervorgerufen werden.
Um dies zu Uberprifen, wurde untersucht, ob die Prasenz von CD63 fir die TIMP-1-vermittelte
Induktion von Neutrophilie und Granulopoese erforderlich ist. Dazu wurden TIMP-1-Spiegel in CD63
knock out-Miusen (CD637), sowie in heterozygot (CD63") und homozygot (CD63"*) CD63-
exprimierenden Geschwistern durch adenovirale Transduktion systemisch erhoht. Drei Tage spater
wurden Blut-Neutrophile quantifiziert. Wie aus dem Vergleich AdKtrl-transduzierter Kontrolltiere
aller drei Genotypen hervorgeht, hatte die Prasenz oder Absenz von CD63 keinen Einfluss auf

+/+

Basalspiegel der Blut-Neutrophilen. Die in CD63""-Mdusen wiederum beobachtete TIMP-1-induzierte
Neutrophilie war aber tatsachlich in CD63"-Miusen signifikant reduziert. In CD63”-Miusen
erzeugten hohe TIMP-1-Spiegel keinen signifikanten Anstieg der Blut-Neutrophilen (Abb. 24 A). Ein
dhnliches Muster ergab sich fir die Neutrophilen-Vorldufer im KM. Auch hier war die TIMP-1-

int

induzierte Zunahme der Ly6G™-Population in CD63"-Miusen signifikant reduziert und in CD637-
Mausen vollstdandig aufgehoben (Abb. 24 B). Und auch der Vergleich der Genexpression im KM dieser
Mause ergab einen Anstieg der Granulopoese-Marker in CD63+/+—Méiusen, der in CD63"-Miusen
komplett blockiert war (Abb. 24 C). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass TIMP-1-vermittelte

Effekte auf die Neutrophilen-Homdostase in Mausen die Prasenz von CD63 erfordern.
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Abb. 24: TIMP-1-Effekte auf
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1.5.2 CD63 wird auf der Oberfliche von Neutrophilen-Vorlaufern exprimiert

Die vorangegangenen Versuche zeigten also, dass Effekte von TIMP-1 auf die Neutrophilen-
Homoostase die Prasenz von CD63 erfordern. Um ndher zu spezifizieren, ob die TIMP-1/CD63-
Interaktion direkt auf Neutrophilen-Vorlaufern stattfinden kénnte, wurden CD63-Oberflachenspiegel
auf reifen KM-Neutrophilen und Neutrophilen-Vorlaufern mittels Durchflusszytometrie untersucht.
ErwartungsgemaR wurde CD63 auf beiden Populationen detektiert, wobei unreife Neutrophile
héhere Oberflaichenspiegel aufwiesen als reife Neutrophile (Abb. 25 A). Neutrophile und
Neutrophilen-Vorldufer in heterozygoten Mdusen exprimierten deutlich reduzierte CD63-Spiegel und
in knock out-Mausen war erwartungsgemal kein CD63 detektierbar (Abb. 25 A).

Da 32Dcl3-Zellen in vitro direkt auf rTIMP-1 reagierten, wurde auch in diesen myeloiden Vorlaufern
die CD63-Expression Uberpriift. Sowohl CD63-mRNA, als auch -Oberflachenprotein waren deutlich
messbar (Abb. 25 B).
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Abb. 25: CD63 wird auf der Zelloberflaiche von Neutrophilen und Neutrophilen-Vorlaufern
exprimiert. (A) Durchflusszytometrische Analyse der CD63-Oberflachenspiegel auf reifen KM-
Neutrophilen, sowie Neutrophilen-Vorlaufern. KM wurde aus CD63**, cD63"" und CD637"-
Mausen isoliert und auf die Oberflaichenmarker Ly6G, CD11b und CD63 gefdarbt. Die CD63-
Expression auf CD11b+Ly6Gi”t-VorIéufern und LyGGhi-reifen Neutrophilen wurde aus der
Differenz der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) dieser Populationen und entsprechend
lgG-gefdrbter Zellen errechnet. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler aus jeweils 5
Méausen. (B) Durchflusszytometrische Analyse der CD63-Oberflachenexpression auf 32Dcl3-
Zellen. Unstimulierte 32Dcl3-Zellen wurden mit CD63-Antikdrper oder IgG-Isotyp gefarbt. Tote
Zellen wurden durch Gating von der Analyse ausgeschlossen.

1.5.3 TIMP-1-induzierte Differenzierung von 32Dcl3-Zellen ist CD63-abhangig

Nachdem gezeigt werden konnte, dass 32Dcl3-Zellen CD63 exprimieren, sollte iberprift werden, ob
die durch TIMP-1 geforderte Differenzierung dieser Zellen ebenfalls die Prasenz von CD63 erfordert.
Dazu wurde die Expression von CD63 durch stabile lentivirale Transduktion mit CD63-shRNA
reduziert. Kontrollzellen wurden mit non targeting shRNA (shNT) transduziert. Zwei zu
unterschiedlichen Sequenzen der CD63-mRNA komplementidre shRNAs fiihrten zur Reduktion der
CD63-Expression in 32Dcl3-Zellen um ca. 70 bzw. 85% (Abb. 26 A). Diese knock down-Zellen wurden
in An- und Abwesenheit von rTIMP-1 mit G-CSF stimuliert. Das AusmaR der Differenzierung wurde
anhand des Anteils an Zellen mit segmentiertem Kern quantifiziert. Tatsachlich war 5 Tage nach
Beginn der G-CSF-Stimulation der TIMP-1-induzierte Anstieg differenzierter 32Dcl3-Zellen nur in
shNT-Kontrollzellen zu beobachten (Abb. 26 B). Dies wurde durch die Quantifizierung der CD11b-
Oberflachenexpression bestatigt. Wahrend rTIMP-1 zu einem erhdhten Anteil an shNT-Zellen mit
hoher CD11b-Expression fihrte, war auch dieser Effekt in den knock down-Zellen kaum erkennbar
(Abb. 26 C). Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass auch die durch TIMP-1 geférderte

Differenzierung von 32Dcl3-Zellen durch Signaling iiber CD63 vermittelt wird.
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Abb. 26: CD63 knock down in 32Dcl3-Zellen fiihrt zur Aufhebung der durch TIMP-1
geférderten Differenzierung. (A) Nachweis der CD63-knock down-Effizienz. 32Dcl3-Zellen
wurden stabil mit lentiviralen Vektoren transduziert, die fur shNT oder zwei unterschiedliche
CD63-shRNAs kodieren. RNA wurde isoliert und die CD63-mRNA-Spiegel mittels gqRT-PCR
quantifiziert. (B) Zellen aus (A) wurden fiir 5 Tage in An- und Abwesenheit von rTIMP-1 mit G-
CSF stimuliert. Der Anteil differenzierter Zellen wurde durch Auszdhlen von Zellen mit
segmentiertem Kern auf Zytospins ermittelt. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler
aus 4 wunabhdngigen Experimenten. (C) Durchflusszytometrische Analyse der CD11b-
Oberldachenexpression auf Zellen nach 5-tdagiger Stimulation mit G-CSF in An- und Abwesenheit
von rT1.

1.6 TIMP-1-induzierte Neutrophilie in der Leber

TIMP-1 scheint also die Regulation hdmatopoetischer Prozesse im KM zu beeinflussen, was zu einer
vermehrten Neutrophilen-Differenzierung und Freisetzung ins Blut flihrt und die dort beobachtete
Neutrophilie erklart. Darliber hinaus war bereits zu Beginn dieser Studie bekannt, dass hohe
systemische TIMP-1-Spiegel mit einer erhohten Neutrophilen-Zahl im Lebergewebe einhergehen. Ob
fiir die Akkumulation von Neutrophilen in der Leber die gleichen TIMP-1-induzierten Mechanismen
verantwortlich sind, wie fiir die Induktion von Neutrophilie im Blut, sollte im Folgenden geklart

werden.

1.6.1 Die Rekrutierung von Neutrophilen in die Leber erfolgt durch Signaling iiber CD63
und ist unabhingig von der Protease-inhibitorischen Funktion von TIMP-1
Zunachst sollte sichergestellt werden, dass auch die Rekrutierung von Neutrophilen in die Leber

keine Folge der viralen Infektion oder der dortigen Expression eines Fremdproteins ist. Letzteres war
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insbesondere von Bedeutung, da adenovirale Vektoren vor allem Hepatozyten infizieren, die dann
die Hauptquelle des Fremdproteins darstellen (Zhu et al.,, 1997). Anhand immunhistochemischer
Farbung wurden Neutrophile im Lebergewebe von unbehandelten Mausen mit denen von Mausen
drei Tage nach adenoviraler Infektion mit AdKtrl, AdT1, sowie dem fiir die funktionslose Variante N-
TIMP-1/T2G kodierendem Vektor AAN-T1/T2G verglichen. Tatsachlich war nur in AdT1-transduzierten
Mausen ein Neutrophilen-Anstieg zu beobachten, wahrend in AdKtrl- und AdN-T1/T2G-infizierten

Mausen die Neutrophilenzahlen denen vollig unbehandelter Mausen entsprachen (Abb. 27).
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Abb. 27: Der TIMP-1-induzierte Neutrophilenanstieg in der Leber ist keine Folge adeno-
viraler Infektion. C57BIl/6-M3use wurden mit AdKtrl, AdT1 oder AAN-T2/T2G transduziert und
3 Tage nach Virusinjektion zusammen mit unbehandelten Mausen geopfert. (A) Reprédsentative
Bilder der immunhistochemischen Ly6G-Farbung auf Leber-Cryoschnitten. Pfeile zeigen auf
Neutrophile. Balken, 100 um. (B) Quantifizierung der Neutrophilen im Lebergewebe.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler Ly6G-positiver Zellen pro Bildausschnitt aus 4
Tieren pro Gruppe.

Um zu untersuchen, ob der Neutrophilen-Anstieg in der Leber einer der beiden Funktionen von
TIMP-1 zugeordnet werden kann, wurden Ma&use mit der ausschlieflich Protease-inhibitorisch
aktiven Variante AdN-T1, oder mit den nur zum direkten Signaling fahigen Varianten AdT1/T2G und
AdvvT1 transduziert. Wie im Blut hatten auch in der Leber hohe systemische Spiegel von N-TIMP-1
keinen Einfluss auf Neutrophile im Gewebe. Dagegen fiihrten sowohl TIMP-1/T2G als auch wTIMP-1
zu signifikant erhohten hepatischen Neutrophilenzahlen. Dies wurde in zwei Mausstimmen - C57BI/6
(Abb. 28 A, B) und DBA/2 (Abb. 28 C) - bestatigt. Somit scheint auch die Neutrophilen-Rekrutierung in
die Leber - unabhangig von der Protease-Inhibition - durch die direkte Signaling-Funktion von TIMP-1

induziert zu werden.
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Abb. 28: Der TIMP-1-induzierte Neutrophilenanstieg in der Leber wird durch die Signaling-
Funktion vermittelt. C57Bl/6-Mé&use (n=4) oder DBA/2-Mé&use (n=3) wurden mit AdKtrl, AdT1,
AdN-T1, AdT1/T2G oder AdvvT1 transduziert und 3 Tage nach Virusinjektion geopfert. (A)
Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Ly6G-Farbung auf Leber-Cryoschnitten.
Pfeile zeigen auf Neutrophile. Balken, 100 um. (B, C) Quantifizierung der Neutrophilen im
Lebergewebe von C57BI/6-M3usen (B) bzw. DBA/2-Miusen (C). Dargestellt sind jeweils
Mittelwert und Standardfehler Ly6G-positiver Zellen pro Bildausschnitt.

Diese Beobachtung legt nahe, dass auch die TIMP-1-induzierten Verdanderungen der Leber-
Neutrophilen tGber CD63 vermittelt werden. Um dies zu zeigen, wurden Neutrophile im Lebergewebe
von CD63-knock out-Mausen quantifiziert. In Mausen mit normalen TIMP-1-Spiegeln hatte die
Absenz von CD63 keinen Einfluss auf Leber-Neutrophile. Tatsdchlich wurde aber der TIMP-1-

induzierte Neutrophilenanstieg auch in der Leber durch den CD63-knock out komplett blockiert (Abb.
29).
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Abb. 29: Der TIMP-1-induzierte Neutrophilenanstieg in der Leber ist abhdangig von CD63.
CD63-knock out-Mause (CD63’/’) und Wildtyp-Geschwister (CD63+/+) wurden mit AdKtrl oder
AdT1 transduziert und 3 Tage nach Virusinjektion geopfert. (A) Reprasentative Bilder der
immunhistochemischen Ly6G-Farbung auf Leber-Cryoschnitten. Pfeile zeigen auf Neutrophile.
Balken, 100 um. (B) Quantifizierung der Neutrophilen im Lebergewebe. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler Ly6G-positiver Zellen pro Bildausschnitt aus 4 Tieren pro
Gruppe.

1.6.2 Der zeitliche Verlauf des Neutrophilen-Anstiegs im Blut und in der Leber ist
unterschiedlich
In allen bisherigen Experimenten korrelierte die Neutrophilie im Blut mit erhéhten Neutrophilen-
Zahlen im Lebergewebe. Es ware daher moglich, dass der Anstieg der Leber-Neutrophilen nicht auf
eine aktive Rekrutierung zurickzufihren ist, sondern auf eine passive Akkumulation von
Neutrophilen aus der Zirkulation, beispielsweise zu deren Beseitigung durch Kupfferzellen (Day und
Link, 2012). In diesem Fall wiirde man erwarten, dass die Neutrophilenakkumulation in der Leber im
Vergleich zum Anstieg im Blut zeitlich verzogert auftritt. Um das zu untersuchen, wurden auch Leber-
Neutrophile im zeitlichen Verlauf ab systemischer Erhohung der TIMP-1-Spiegel quantifiziert. Wie
unter Abschnitt II1.1.1.2 beschrieben, waren signifikant erhohte Blut-Neutrophile ab Tag 3 nach
adenoviraler Transduktion zu beobachten und deren Zahl blieb im Verlauf der nachsten Tage
anndhernd konstant (Abb. 7 A). Interessanterweise wurden in der Leber bereits 24 h nach
Virusinfektion mehr Neutrophile in Mdusen mit hohen TIMP-1-Spiegeln beobachtet. Dieser Anstieg
schien Uber die Zeit groRer zu werden. So fiihrten hohe TIMP-1-Spiegel nach 6 Tagen zu einem mehr
als 5-fachen Anstieg an Neutrophilen in der Leber (Abb. 30), wahrend im Blut konstant eine maximal
2-fache Induktion zu beobachten war (Abb. 7 A). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die TIMP-
1-induzierte Neutrophilen-Rekrutierung in die Leber nicht allein durch vermehrt anfallende

seneszente Neutrophile aus der Zirkulation erklart werden kann.
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1.7 Die Rolle von CXCR4 bei der TIMP-1-vermittelten Induktion von
Neutrophilie
Aus Arbeiten von Dr. Bastian Seubert ging hervor, dass die systemische Applikation des synthetischen
CXCR4-Inhibitors AMD3100 zur vollstandigen Blockade des TIMP-1-induzierten Neutrophilen-
Anstiegs in der Leber fuhrt (Seubert et al., 2015). Um dies zu bestatigen, wurde in Zusammenarbeit
mit Barbara Griinwald und Haissi Cui Mausen ein CXCR4-inhibitorischer Antikérper (anti-CXCR4)
gespritzt. Dies flhrte zur vollstandigen Aufhebung des TIMP-1-induzierten hepatischen Neutrophilen-
Anstiegs, hatte aber keinen Einfluss auf Leber-Neutrophile in Kontrollmdusen (Abb. 31 A).
Interessanterweise wurde auch im Blut eine deutliche Reduktion, jedoch keine vollstandige Blockade

der TIMP-1-induzierten Neutrophilie beobachtet (Abb. 31 B).
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Abb. 31: Systemische CXCR4-Inhibition hemmt die TIMP-1-induzierte Neutrophilie in Leber
und Blut. DBA/2-M3&usen wurde 24 h vor adenoviraler Transduktion ein CXCR4-inhibitorischer
Antikorper (Klon 12G5) bzw. IgG-lsotyp-Antikorper verabreicht. 3 Tage nach AdV-Injektion
wurden die Mause geopfert. (A) Immunhistochemische Quantifizierung von Neutrophilen im
Lebergewebe. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler aus je 4 Tieren. (B) Absolute
Quantifizierung von Blut-Neutrophilen mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler aus 6 Tieren je Gruppe.
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Die SDF-1/CXCR4-Achse scheint also neben der Neutrophilen-Rekrutierung in die Leber auch fir die
Induktion von Neutrophilie im Blut eine regulatorische Rolle zu spielen. Da hohe systemische TIMP-1-
Spiegel keinen Einfluss auf SDF-1-Spiegel im Plasma (Seubert et al.) oder im KM (Abb. 21 B) hatten,
die die Veranderung der Blut-Neutrophilenzahlen erklaren kénnten, wurde untersucht, ob TIMP-1 die
Neutrophilen-Sensitivitat gegeniber diesem Zytokin beeinflusst, indem die Expression des CXCR4-
Rezeptors auf der Zelloberflache verandert wird. Es wurden also CXCR4-Oberflachenspiegel auf Blut-
Neutrophilen, sowie auf reifen KM-Neutrophilen und Neutrophilen-Vorlaufern aus AdKtrl- und AdT1-
transduzierten Mausen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Wie erwartet, hatten in allen Tieren
unreife Neutrophile die hochste CXCR4-Oberflaichenexpression, wahrend Blut-Neutrophile nur
geringe CXCR4-Mengen aufwiesen. Hohe TIMP-1-Spiegel schienen aber in keiner dieser Populationen
einen Einfluss auf CXCR4-Spiegel zu haben (Abb. 32). Inwieweit die SDF-1/CXCR4-Achse fir Effekte
von TIMP-1 auf die Neutrophilenhomoostase eine Rolle spielt, konnte demnach im Rahmen dieser

Studie nicht abschlieend geklart werden.
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Abb. 32: TIMP-1 hat keinen Einfluss auf CXCR4-Oberfliachenspiegel von Neutrophilen.
C57Bl/6-Mé&duse wurden mit AdKtrl oder AdT1 transduziert und 3 Tage spédter geopfert. CXCR4-
Oberflachenspiegel auf Blut- und KM-Neutrophilen (LysGhi) bzw. Neutrophilenvorlaufern
(LyGGi"t) wurden mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler der mittleren Fluoreszenzintensitdat abzlglich der Fluoreszenzintensitat IgG-
gefarbter Kontrollen aus jeweils 5 Tieren.
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2 Effekte hoher systemischer TIMP-1-Spiegel auf weitere

Leukozyten-Populationen

2.1 TIMP-1 hat keinen Einfluss auf B- und T-Lymphozyten im Blut, fiihrt

aber zu Veranderungen bei Monozyten und NK-Zellen
Um ein umfassenderes Bild der Effekte von TIMP-1 auf die Regulation der Leukozytenhomd&ostase zu
erlangen, wurden neben Neutrophilen auch die wichtigsten anderen Immunzellpopulationen in
Mausen mit erhéhten TIMP-1-Spiegeln mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. So wurden anhand
der Oberflichenexpression von CD11b myeloide (CD11b*) und lymphoide (CD11b) Zellen
unterschieden. NK-Zellen, die sowohl CD11b-postitive, als auch CD11b-negative Subpopulationen
enthalten, wurden zuvor anhand des NK-Zellmarkers CD49b identifiziert. Innerhalb der lymphoiden
Population wurden B-Lymphozyten anhand des Pan-B-Zellmarkers CD19 und T-Lymphozyten anhand
der Expression von CD3 charakterisiert. CD11b-positive, Ly6G-negative CD49b-negative Zellen stellen

Monozyten dar. Reprasentative FACS-Plots inkl. der einzelnen Gates sind in Abb. 33 dargestellt.

Blut-Leukozyten: CD45+ Gegated: CD49b- Gegated: CD11b-
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Abb. 33: Gating verschiedener Leukozyten-Populationen im Blut. NK-Zellen wurden anhand
der Expression von CD49b von anderen Leukozyten unterschieden (links). CD49b-negative
Zellen wurden in lymphoide (CD11b-) und myeloide Zellen (CD11b+) unterteilt. Myeloide
Ly6G-negative Zellen wurden als Monozyten erachtet (Mitte). Innerhalb der lymphoiden Zellen
wurden B-Zellen anhand der Expression von CD19 und T-Zellen anhand der Expression von CD3
identifiziert (rechts).

Inwieweit TIMP-1 Effekte auf die Homdbostase dieser weiteren Leukozyten-Populationen im Blut hat,
wurde zu unterschiedlichen Zeiten nach adenoviraler Erhéhung systemischer TIMP-1-Spiegel
untersucht. Die absolute Quantifizierung von B- und T-Lymphozyten ergab keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 34 A, B). Lediglich 48 h nach Erhéhung der TIMP-1-Spiegel wurden in AdT1-
Mausen signifikant niedrigere B-Zellen beobachtet (Abb. 34 A). Betrachtet man aber den gesamten
Zeitverlauf, so fallt auf, dass die Werte in AdT1-Mausen anndhernd konstant bleiben und zu diesem
Zeitpunkt in der Kontrollgruppe ein Anstieg an B-Zellen zu verzeichnen war. Hohe TIMP-1-Spiegel

scheinen also keinen Einfluss auf die Zahl zirkulierender B- und T-Zellen zu haben. Im Gegensatz dazu
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wurden in AdT1-transduzierten Mausen ab Tag 3 nach Virusinjektion signifikant erhohte NK-
Zellzahlen beobachtet, wenngleich diese im zeitlichen Verlauf in beiden Gruppen starkeren
Schwankungen unterlagen als andere Leukozyten-Populationen (Abb. 34 C). Interessant war auch die
Quantifizierung von Monozyten. Hier schienen hohe TIMP-1-Spiegel in den ersten Tagen keinen
Einfluss zu haben. An Tag 5 und 6 war aber auch die Zahl zirkulierender Monozyten in AdT1-Mausen
signifikant erhoht, sank allerdings innerhalb von 9 Tagen wieder fast auf das in Kontrollm&usen
beobachtete Niveau (Abb. 34 D). Diese Daten zeigen, dass hohe TIMP-1-Spiegel auch zu
Schwankungen in anderen Leukozyten-Populationen fiihren. Der konstante und zeitlich stabile

Anstieg Neutrophiler Granulozyten wurde aber fiir keinen weiteren Zelltyp beobachtet.
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Abb. 34: Quantifizierung weiterer Leukozyten-Populationen im Blut. DBA/2-M3use wurden
mit AdKtrl bzw. AdT1 transduziert und zu den dargestellten Zeitpunkten nach Virusinjektion
geopfert. B-Lymphozyten (A), T-Lymphozyten (B), NK-Zellen (C) und Monozyten (D) im Blut
wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und
Standardfehler aus 4 (AdKtrl) bzw. 5 (AdT1) Tieren.

2.2 Megakaryozyten sind angereichert im KM von Mdiusen mit hohen
TIMP-1-Spiegeln
Eine weitere Auffilligkeit in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln ergab die mikroskopische

Betrachtung von KM-Schnitten nach unterschiedlichen immunhistochemischen Farbungen. Hier war
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ein vermehrtes Vorkommen groRer Zellen mit einer fir Megakaryozyten typischen gelappten
Kernmorphologie auffallig. Um zu (berprifen, ob TIMP-1 tatsidchlich einen Einfluss auf diese
Thrombozyten-Vorlauferzellen hat, wurden KM-Schnitte histochemisch mit Himalaun und Eosin (HE)
gefarbt (Abb. 35 A, B), um Megakaryozyten pro Bildausschnitt zu quantifizieren. Tatsdchlich wurden
im KM AdT1-transduzierter Mause signifikant mehr Megakaryozyten beobachtet als in

Kontrollm&usen (Abb. 35 B, C).

250 -

Megakaryozyten /
Bildausschnitt [ % ]

AdKtrl AdT1

Abb. 35: TIMP-1 fithrt zum Anstieg von Megakaryozyten im KM. DBA/2-M&duse wurden mit
AdKtrl oder AdT1 transduziert und 3 Tage spater geopfert. Megakaryozyten wurden anhand
ihrer Morphologie auf HE-gefarbten KM-Schnitten quantifiziert. (A) VergréRerte Abbildung
von Megakaryozyten. Balken, 25 um. (B) Reprasentative Bilder von KM-Schnitten einer AdKtrl-
und AdT1-transduzierten Maus. Balken, 100 um; Pfeile zeigen auf Megakaryozyten. (C)
Quantifizierung der Megakaryozyten im KM AdKtrl- und AdT1-transduzierter Mause. Gezeigt
sind Mittelwert und Standardfehler aus je 6 Tieren.
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1 TIMP-1 als Neutrophilie-fordernder Faktor

Die Homobostase Neutrophiler Granulozyten unterliegt einer fein abgestimmten Regulation auf
verschiedenen Ebenen, und Dysbalancen in beide Richtungen sind assoziiert mit einer Vielzahl von
Krankheiten. Patienten mit zu geringen Neutrophilenzahlen fehlt der durch diese Zellen vermittelte
Schutz gegen eingedrungene Pathogene, wie aus der hohen Empfanglichkeit und dem dramatischen
Verlauf von Infektionskrankheiten in Neutropenie-Patienten deutlich wird (Strydom und Rankin,
2013). Andererseits kdnnen die aggressiven, aber nicht sehr spezifisch wirkenden Waffensysteme der
Neutrophilen wie Proteasen, ROS und andere hochreaktive Molekiile zur massiven Schadigung des
Gewebes fiihren. Es ist daher nicht verwunderlich, dass in einer Reihe Entziindungs-assoziierter
Krankheiten hohe Neutrophilen-Zahlen mit einem schlimmeren Krankheitsverlauf und schlechter
Prognose flr den Patienten assoziiert sind (Carbone et al., 2013; Donskov, 2013; Németh und
Moécsai, 2012). Aus diesem Grund ist es von groRem klinischem Interesse, die
Regulationsmechanismen der Neutrophilen-Homoostase unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen zu verstehen, um geeignete Therapien zu entwickeln.

Im Rahmen dieser Studie konnten hohe systemische TIMP-1-Spiegel als neuer Faktor identifiziert
werden, der Neutrophilie in Mausen induziert. Interessanterweise ist TIMP-1 selbst im
Zusammenhang mit einer Reihe inflammatorischer Krankheiten wie Fibrose (Hernandez-Gea und
Friedman, 2011), Arteriosklerose (Lijnen, 2002), Sepsis (Hastbacka et al., 2014; Lauhio et al., 2011)
und Krebs (Bunatova et al., 2012) beschrieben, bei denen hohe TIMP-1-Spiegel als schlechter
prognostischer Marker gelten. In dieser Studie wurde gezeigt, dass hohe systemische TIMP-1-Spiegel
die Neutrophilen-Produktion im KM fordern, was in der erhéhten Anzahl zirkulierender Neutrophiler
im peripheren Blut resultiert. Die direkt durch TIMP-1 induzierte Neutrophilie kdnnte eine bisher
unbekannte Erklarung fiir die in der Klinik zu beobachtende Assoziation von TIMP-1 mit
inflammatorischen Erkrankungen liefern. Hierbei gilt es allerdings zu bedenken, dass die Studie in
Mausen durchgefiihrt wurde, bei denen Blut-Neutrophilenzahlen generell niedriger sind als im
Menschen und auch nicht die haufigste Leukozyten-Subpopulation darstellen (von Vietinghoff und
Ley, 2008). Die Untersuchung in Mausen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund und
Immunstatus, die sich unter anderem auch hinsichtlich der Blut-Neutrophilenzahlen sowie des
Neutrophilen-Lymphozytenverhaltnisses unterscheiden (Abb. 7C, Vietinghoff und Ley, 2008) zeigen,
dass der beschriebene Effekt zumindest nicht Stamm-spezifisch ist. Ob ein direkter Effekt hoher
TIMP-1-Spiegel auf Blut-Neutrophile auch im Menschen vorliegt, muss noch gezeigt werden. Auch

wenn bisher keine klinische Studie eine direkte Korrelation von TIMP-1-Plasmaspiegeln und Blut-
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Neutrophilenzahlen untersuchte, wurde erhéhte Neutrophilen-Aktivierung in eben den Gruppen von
Sepsis-Patienten beschrieben, die auch erhéhte TIMP-1-Plasmaspiegel aufweisen (Wang et al., 2014).
Dariiber hinaus spricht die Beobachtung hoher TIMP-1-Spiegel in einer Vielzahl von Krankheiten, die
mit Neutrophilie assoziiert sind, dafiir, dass TIMP-1 auch die Neutrophilen-Homoostase im Menschen
beeinflussen kdnnte. Interessant ist auch, dass die TIMP-1-Expression unter anderem durch virale
Proteine stimuliert wird (Lin et al., 2015; Uchijima et al., 1994). Dass daraus resultierende erhéhte
TIMP-1-Spiegel zur vermehrten Neutrophilen-Freisetzung im Organismus flihren, kénnte
moglicherweise einen immunologischen Vorteil fir den Organismus bei der Abwehr solcher Viren
darstellen. In diesem Zusammenhang ware es auch interessant, zu untersuchen, ob und in welcher
Form TIMP-1 die physiologische Funktion oder Aktivierung von Neutrophilen beeinflusst.

Die Homoostase zirkulierender Neutrophiler wird aufrechterhalten durch ein Gleichgewicht aus
Proliferation und Differenzierung myeloider Neutrophilen-Vorlaufer im KM, der Retention oder
Freisetzung in die Blutbahn, sowie deren Rekrutierung ins Gewebe oder Beseitigung durch Apoptose
und anschlieRender Phagozytose (Christopher und Link, 2007). Eine verringerte Apoptose-Rate, wie
sie fUr Neutrophile als Reaktion auf verschiedene inflammatorische Zytokine beschrieben ist (Luo und
Loison, 2008), konnte als Ursache der TIMP-1-induzierten Neutrophilie ausgeschlossen werden.
Ebenso schien eine direkte Mobilisierung reifer Neutrophiler aus dem KM-Speicher
unwahrscheinlich, da weder eine Reduktion dieses Reservoirs (iber die Zeit, noch eine
chemotaktische oder mobilisierende Wirkung von TIMP-1 auf KM-Neutrophile zu beobachten war.
Die hier beschriebene TIMP-1-induzierte Neutrophilie trat nicht sofort mit Erhohung systemischer
TIMP-1-Spiegel ein, sondern mit einer Verzégerung von 3 Tagen, was ebenfalls gegen eine sofortige
Mobilisierung reifer Neutrophiler aus dem KM oder anderer Speicherorgane spricht. Typische
Neutrophilen-mobilisierende Faktoren wie G-CSF oder IL-8 induzieren innerhalb von Minuten bis
wenigen Stunden einen Anstieg der Blut-Neutrophilenzahlen (Jagels und Hugli, 1992; Ulich et al.,
1988). Ein solcher wurde fir TIMP-1 weder nach adenoviraler Transduktion, die wenige Stunden
nach Virusinjektion zu systemisch erhohten TIMP-1-Spiegeln fiihrte (Abb. 6), noch durch Injektion
von rekombinantem TIMP-1, das innerhalb von Minuten im Plasma nachweisbar war (Abb. 11 A),
beobachtet. Stattdessen war die Zahl der Blut-Neutrophilen erst 3 Tage nach Erhéhung der TIMP-1-
Spiegel signifikant erhoht. Dieser zeitliche Verlauf entspricht dem anderer Studien, in denen aus
proliferierenden KM-Vorlaufern neu generierte Neutrophile 60 Stunden (Basu et al., 2002) bzw. 3
Tage (Hong et al., 2012) nach Verlassen der mitotischen Differenzierungsstadien im Blut zu finden
waren. Tatsachlich belegte die Quantifizierung BrdU-positiver - und somit seit Erhéhung der TIMP-1-
Spiegel neu generierter - Neutrophiler im Blut, dass die TIMP-1-induzierte Neutrophilie auf eine
vermehrte Produktion aus proliferierenden Neutrophilen-Vorlaufern im KM zurlickzufihren war

(Abb. 17).
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2 TIMP-1 als Regulator hamatopoetischer Prozesse

Als Ursache der TIMP-1-induzierten Neutrophilie konnte also in dieser Studie eine erhohte
Granulopoese-Rate identifiziert werden. Zum einen war die Zahl unreifer Neutrophilen-Vorlaufer mit
intermedidrer Ly6G-Oberflachenexpression im KM von Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln erhoht.
Zum anderen wurde in diesen Mausen eine gesteigerte mRNA-Expression von Genen gemessen, die
typischerweise in einem bestimmten Differenzierungsstadium wahrend der Granulopoese
transkribiert werden, nicht aber in reifen Neutrophilen oder anderen Leukozyten-Populationen
(Fiedler und Brunner, 2012; Theilgaard-Monch et al.,, 2005). Da die Genexpressionsanalysen in
Lysaten aus Komplett-KM, also einer Mischung aller darin enthaltener Zelltypen durchgefiihrt
wurden, konnte der mRNA-Anstieg sowohl aus einer erhohten Expression pro Zelle, als auch aus
einer vermehrten Anzahl an Zellen im entsprechenden Reifungsstadium resultieren. Unter
Bericksichtigung der Akkumulation von Neutrophilen-Vorldaufern erscheint aber letzteres
wahrscheinlicher.

Obwohl im Rahmen dieser Studie keine detaillierte Morphologie-basierte Zuordnung der Ly6G™-
Population zu einem bestimmten Differenzierungsstadium der Granulopoese durchgefiihrt wurde,
dirfte sie - basierend auf der Analyse von Oberflaichenmarkern - hauptsadchlich Zellen im
Promyelozyten-, Myelozyten- und Metamyelozyten-Stadium enthalten (Satake et al., 2012). Diese
Differenzierungs-Stadien sind vom Ubergang der mitotischen in die post-mitotische Phase der
Granulopoese gekennzeichnet (Theilgaard-Ménch et al.,, 2005). Tatsachlich bestéatigte die

int

Verabreichung eines einzelnen BrdU-Pulses, dass Ly6G™-Vorlaufer noch zur Teilung fahig sind, und
der beobachtete Anteil proliferierender Zellen entsprach etwa dem fiir eine Mischung aus
Promyelozyten, Myelozyten und Metamyelozyten zu erwartenden Wert (Theilgaard-Monch et al.,
2005; Abb. 18). Theoretisch kdnnte die Akkumulation der Ly6G™-Vorlaufer in Mausen mit erhéhten
TIMP-1-Spiegeln durch vermehrte Proliferation der Zellen in diesem Differenzierungsstadium
verursacht werden. Pro-proliferative Effekte von TIMP-1 wurden fiir mehrere Zelltypen beschrieben,
darunter Tumorzellen (Botta et al., 2013; Kim et al., 2012; Stetler-Stevenson, 2008), Erythrozyten-
Vorlaufer (Gauwerky et al., 1980) und mesenchymale Stammzellen (Egea et al., 2012). Allerdings
ergab die BrdU-Markierung gerade proliferierender KM-Zellen in dieser Studie, dass der Anteil sich
teilender Ly6G™-Zellen in M&usen mit hohen TIMP-1-Spiegeln dem in Kontrollmausen glich, was
gegen einen direkten pro-proliferativen Effekt von TIMP-1 auf Neutrophilen-Vorldufer spricht. Dies
war im Einklang mit der Beobachtung, dass die generelle Zellularitat des KMs in AdT1-Mausen nicht
merklich erhéht war. Und auch in vitro hatte rTIMP-1 keinen pro-proliferativen Effekt auf

undifferenzierte 32Dcl3-Zellen (Abb. 18 C). Eine direkte Expansion unreifer Neutrophiler scheint also

nicht fur die TIMP-1-induzierte vermehrte Granulopoese verantwortlich zu sein.
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Stattdessen konnte TIMP-1 die Differenzierung friiherer hamatopoetischer Zellen zu diesen
Neutrophilen-Vorlaufern beglinstigen. Tatsachlich reichte die Gegenwart von rTIMP-1 aus, um die G-
CSF-induzierte Differenzierung von 32DclI3-Zellen zu Neutrophilen zu férdern bzw. zu beschleunigen.
In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung interessant, dass hohe TIMP-1-Spiegel keinen
Einfluss auf B- und T-Lymphozyten zu haben scheinen, wahrend die Zahl zirkulierender Monozyten
zumindest vorriibergehend erhéht war. Nach dem klassischen Modell der Himatopoese erfolgt die
Differenzierung samtlicher Blutzell-Linien einer hierarchischen Struktur, in der pluripotente
hamatopoetische Vorlduferzellen sich durch zunehmende Differenzierung und Spezifizierung nach
und nach auf eine bestimmte Leukozyten-Linie festlegen (lineage commitment, lwasaki und Akashi,
2007). Die genaue Struktur dieser Differenzierungs-Hierarchie ist noch nicht abschlieRend geklart.
Das klassische Modell postuliert eine frithe definitive Entscheidung zwischen der myeloiden und der
lymphoiden Linie (Abb. 36 A), und begriindet sich auf der Isolierung hdmatopoetischer Vorlaufer-
Zellen, die entweder in der Lage sind, in alle lymphoiden Linien zu differenzieren, nicht aber in
myeloide (Kondo et al., 1997) oder umgekehrt (Akashi et al., 2000). Neuere Erkenntnisse lassen
dariiber hinaus eine komplexere, weniger starre Struktur vermuten, in der es neben einem rein
myeloiden Vorldufer (MyRP, myeloid-restricted progenitor) ein Vorlduferzell-Stadium (LMPP, lympho-
myeloid pluripotent progenitor) gibt, aus dem neben Lymphozyten unter bestimmten Bedingungen
noch Granulozyten und Monozyten, nicht aber Erythrozyten und Platelets hervorgehen kénnen (Abb.
36 B; Nimmo et al.,, 2015). In beiden Modellen folgen Monozyten und Granulozyten lange der
gleichen Linie bis zu einem gemeinsamen Vorlaufer, dem granulocyte monocyte progenitor (GMP,
Abb. 36; Iwasaki und Akashi, 2007). TIMP-1 koénnte also die Differenzierung friherer
hdamatopoetischer Zellen in Richtung dieses gemeinsamen GMP-Vorlaufers begiinstigen, aus dem
dann sowohl Neutrophile als auch Monozyten entstehen und (ggf. zeitlich verzogert) ins Blut
freigesetzt werden. Bezieht man die beobachtete Zunahme von Megakaryozyten mit ein, kénnte
TIMP-1 nach dem in Abb. 36 B dargestellten Modell auch die Entstehung von MyRPs gegeniiber
LMPPs beglinstigen. Auf welcher Hierarchie-Ebene der Hamatopoese hohe TIMP-1-Spiegel wirken,
und wie diese zur hier beobachteten Forderung der Neutrophilen-Differenzierung fithren, muss im

Detail noch geklart werden.
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Ery Meg Gran Mono Ery Meg Gran Mono Pro-B  Pro-T

Abb. 36: Mogliche Einfliisse von TIMP-1 in der Hierarchie hamatopoetischer Zell-
differenzierung. Alle Blut-Zelllinien entstehen durch fortschreitende Spezifizierung und
Differenzierung aus hamatopoetischen Stammzellen (HSC), die durch asymmetrische
Zellteilung zur Selbsterneuerung und zur Bildung multipotenter Vorlaufer (MPP) in der Lage
sind. Moglicherweise durch TIMP-1 begiinstigte Differenzierungsschritte sind durch dicke rote
Pfeile hervorgehoben. (A) Klassisches Modell der Hamatopoese: Ausgehend von MPPs findet
frih die Festlegung auf myeloide (CMP, gemeinsamer myeloider Vorldufer) oder lymphoide
(CLP, gemeinsamer lymphoider Vorldufer) Linien statt. Innerhalb der myeloiden Linie folgt
dann die Entscheidung zwischen einem gemeinsamen Vorlaufer fiir Megakaryozyten, die
schlieRlich Thrombozyten ins Blut freisetzen, und Erythrozyten (MEP), oder einem
gemeinsamen Vorldufer fiir Granulozyten und Monozyten (GMP). Aus dem gemeinsamen
lymphoiden Vorldufer (CLP) differenzieren B- und T-Zellvorlaufer, die in KM oder Milz zu
reifen Lymphozyten werden. (B) Die Entdeckung pluripotenter Zellen, die nur die Fahigkeit
verloren haben, zu Erythrozyten und Megakaryozyten zu differenzieren, flihrte zur Etablierung
des sogenannten Myeloid Bypass-Modells, in dem eine frithe Entscheidung zwischen strikt
myeloiden Vorlaufern (MyRP) und lymphomyeloiden Vorldufern (LMPPs) stattfindet. Wahrend
MyRPs zu allen myeloiden, nicht aber in lymphoide Linien differenzieren kénnen, kdnnen aus
LMPPs Leukozyten sowohl der myeloiden, als auch der lymphoiden Linien entstehen.
Schemata modifiziert nach (Iwasaki und Akashi, 2007; Nimmo et al., 2015)

Die in dieser Studie beobachtete TIMP-1-abhangige Phosphorylierung von STAT-3 in 32Dcl3-Zellen
gibt einen ersten Anhaltspunkt fir mogliche intrazellulare downstream-Signalwege in myeloiden
Vorlaufern, die die vermehrte Neutrophilen-Differenzierung erklaren kénnten. Signal transducer and
activator of transcription-3 (STAT-3) ist der zentrale Signalvermittler downstream des G-CSF-
Rezeptors (Ward et al., 2000) und spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Granulopoese und Neutrophilen-Homdostase unter verschiedenen Bedingungen (Lee et al., 2002;
McLemore et al., 2001; Panopoulos et al., 2006). Interessanterweise induziert STAT-3 direkt die
Transkriptionsfaktoren C/EBP-o¢ und C/EBP-R. C/EBP-R ist ein zentraler Regulator fir die G-CSF-

induzierte Expansion des Neutrophilen-Pools unter Notfallbedingungen (Zhang et al., 2010), und
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C/EBP-a ist essentiell fur die G-CSF-induzierte Differenzierung von 32Dcl3-Zellen (Numata et al.,,
2005), moglicherweise, indem es den Schalter von G-CSF-getriebener Proliferation auf
Differenzierung umlegt (Porse et al., 2001; Theilgaard-Mdnch et al., 2005). TIMP-1 kdnnte also lber
STAT-3-Signaling durch Induktion dieser Transkriptionsfaktoren die terminale Differenzierung von
32Dcl3-Zellen und den Ubergang in post-mitotische Stadien beschleunigen. Dazu passt die hier
gemachte Beobachtung, dass TIMP-1 allein zwar ausreichte, um die Expression von C/EBPa und
C/EBPR zu erhéhen und in Anwesenheit von G-CSF die Differenzierung von 32Dcl3-Zellen zu fordern,
selbst aber nicht in der Lage war, das Uberleben und die Proliferation der Zellen iiber mehrere Tage
hinweg zu gewahrleisten. Auch durch andere Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass die
Uberexpression von TIMP-1 in 32D-Zellen zur verringerten Proliferation dieser Zellen fiihrt (Rossi et
al.,, 2011). TIMP-1 kdnnte somit G-CSF-vermittelte Differenzierungssignale verstarken und dadurch
die terminale Neutrophilen-Reifung beschleunigen.

Dariiber hinaus ist es aber nicht unwahrscheinlich, dass auch friihere hamatopoetische Ereignisse
durch hohe TIMP-1-Spiegel reguliert werden, die nicht ausschliefllich die Neutrophilen-Homdostase,
sondern auch andere myeloide Zellen betreffen. Dazu passt die hier beschriebene erhéhte Zahl von
Megakaryozyten im KM von Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln, da die Entscheidung
hdamatopoetischer Vorldufer zwischen der Megakaryozyten-Erythrozyten-Linie (MEP) und der
Granulozyten-Monozyten-Linie (GMP) vergleichsweise friih erfolgt (Abb. 36; Iwasaki und Akashi,
2007; Nimmo et al., 2015). Wie in dieser Studie gezeigt, waren KM-Zellen aus Mausen mit hohen
TIMP-1-Spiegeln vermehrt in der Lage, Kolonien zu bilden (Abb. 16 C). Auch andere Studien zeigen,
dass TIMP-1 an der homoostatischen Regulation hdmatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
beteiligt ist. So ist das Stammzellkompartiment in TIMP-1-knock-out-Méausen funktionell
beeintrachtigt, was zu einer generell erniedrigten KM-Zellularitdt fiahrt, auch wenn dies unter
physiologischen Bedingungen keine Auswirkungen auf Blut-Leukozytenzahlen zu haben scheint (Rossi
et al., 2011). Auch die Rekonstitution des KMs durch HSPCs nach letaler Bestrahlung und KM-Transfer
wurde durch TIMP-1 gefordert (Wilk et al., 2013). Erst kirzlich wurde beschrieben, dass Inkubation
mit rTIMP-1 direkt die Expansion sehr friiher humaner hamatopoetischer Vorlaufer fordert (Rossi et
al., 2015). Inwieweit hohe TIMP-1-Spiegel sich auf die Himatopoese weiterer Blut-Zellpopulationen
auswirken, muss in kinftigen Studien noch im Detail geklart werden. Bisherige Ergebnisse lassen
aber vermuten, dass TIMP-1 sowohl die terminale Neutrophilen-Differenzierung beschleunigen, als
auch frihere hamatopoetische Ereignisse regulieren kénnte, die gemeinsam zur beobachteten TIMP-

1-induzierten Granulopoese und Neutrophilie fiihren (Abb. 36).
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3 Mechanismus der TIMP-1-induzierten Granulopoese: Protease-

Inhibition versus direktes Signaling iiber CD63

Inzwischen ist allgemein anerkannt, dass Proteasen wichtige Regulatoren hamatopoetischer Prozesse
sind, die die Aktivitdit hamatopoetischer Zellen maRgeblich beeinflussen und zur vermehrten
Leukozyten-Freisetzung (Leukozytose) fihren konnen (Opdenakker et al.,, 1998). HSCs sitzen in
speziellen KM-Nischen, in denen Proliferation und Differenzierung maRgeblich durch Interaktion mit
ihrer zellularen und extrazellularen Umgebung reguliert werden. Insbesondere die
Metalloproteinasen MMP-2, MMP-8, MMP-9 und MT1-MMP fordern durch Proteolyse
Hamatopoese-regulierender Signal- und Adhédsionsmolekile die Aktivierung und Mobilisierung von
HSPCs in diesen Nischen (Klein et al., 2015). So fiihrte die Freisetzung von MMP-8 (Steinl et al., 2013)
und MMP-9 (Pruijt et al., 1999, 2002) zur Mobilisierung von HSCs, und MMP-9-vermittelte Proteolyse
der SDF-1/CXCR4-Interaktion ist ein wichtiger Regulator der Retention von HSPCs und gespeicherten
Neutrophilen(-Vorlaufern) im KM (Jin et al., 2008).

Auf den ersten Blick erscheint es daher kontra-intuitiv, dass TIMP-1 als Inhibitor dieser MMPs
Leukozyten-Differenzierung und -Freisetzung aus dem KM verstarkt. Tatsachlich war die Protease-
inhibitorische N-terminale Doméane von TIMP-1 alleine nicht in der Lage, Granulopoese zu férdern
und Neutrophilie zu induzieren, sondern fiihrte eher zu einer leichten Reduktion zirkulierender
Neutrophiler (Abb. 22). N-TIMP-1 reicht aus, die meisten durch TIMP-1 gehemmten MMPs zu
inhibieren (Brew und Nagase, 2010; Murphy et al., 1991), nicht aber ADAM-10 (Rapti et al., 2008).
Interessanterweise ist ADAM-10 als Regulator von Differenzierungsentscheidungen zwischen
myeloiden und lymphoiden Linien beschrieben (Gibb et al., 2011). Darlber hinaus fihrt der
konditionelle knock out von ADAM-10 in nicht-hdmatopoetischen Zellen zu erhdhten Plasma-
Spiegeln von G-CSF und der abnormen Expansion myeloider Zellen (Weber et al., 2013; Yoda et al.,
2011). Die Hemmung von ADAM-10 musste somit als moglicher Mechanismus der TIMP-1-
induzierten Granulopoese in Betracht gezogen werden. Allerdings wurden in Mausen mit hohen
TIMP-1-Spiegeln keine erhéhten G-CSF-Spiegel beobachtet. Noch entscheidender war die
Beobachtung, dass die Expression der TIMP-1-Varianten wTIMP-1 und TIMP-1/T2G, die nachweislich
keine Inhibition von ADAM-10 vermitteln (unveroffentlichte Daten von Tanja Wirsch), ausreichend
waren, um die Effekte auf Granulopoese und Neutrophilie hervorzurufen. Vor allem aber fiuhrte die
Ablation von CD63 zur vollstandigen Aufhebung dieser Effekte, obwohl unter diesen Bedingungen
ADAM-10 durch TIMP-1 inhibiert werden sollte. Ob die Hemmung von ADAM-10 durch erhéhte
TIMP-1-Spiegel zu spateren Zeitpunkten zusatzliche regulatorische Effekte auf die Himatopoese hat,
kann nicht ausgeschlossen werden. Immerhin fihrte der konditionelle ADAM-10-knock out in der

bereits erwahnten Studie erst nach 6 Wochen zu einem signifikanten Neutrophilen-Anstieg (Weber
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et al.,, 2013). Fur die hier beschriebenen Effekte von TIMP-1 auf die Neutrophilen-Homdostase
innerhalb von 3 Tagen scheint die Protease-inhibitorische Funktion aber nicht verantwortlich zu sein.
Im Gegensatz dazu reichte die Expression von TIMP-1-Signaling-Varianten mit intakter C-terminaler
Domane, aber fehlender Fahigkeit zur Protease-Inhibition aus, um Granulopoese und Neutrophilie zu
induzieren. Trotz vergleichbarer Plasmaspiegel - dies wurde mittels ELISA Uberprift - waren die
Effekte der Signaling-Varianten auf die Neutrophilen-Homoostase sogar starker als die von Wildtyp-
TIMP-1. Die fehlende Fahigkeit dieser Mutanten, mit Proteasen zu interagieren, konnte dazu fihren,
dass eine groRere Menge TIMP-1 zur Interaktion mit Rezeptoren und Signallibertragung zur
Verfligung steht. Die Sichtweise, dass MMPs als Inhibitoren der TIMP-1-Signallbertragung fungieren,
wurde vor kurzem vorgestellt (Moore und Crocker, 2012), und kénnte eine Erkldarung fiir die im
Rahmen dieser Studie gemachten Beobachtungen liefern.

Interessanterweise wurde TIMP-1 fast zeitgleich zu seiner Entdeckung als Gelatinase-Inhibitor auch
als erythroid potentiating activity (EPA) beschrieben (Docherty et al., 1985), einem Faktor, der die
Expansion humaner Erythrozyten-Vorlaufer stimuliert (Gauwerky et al., 1980). Spater wurde gezeigt,
dass dieser Effekt unabhangig von der Protease-inhibitorischen Funktion vermittelt wird (Chesler et
al., 1995). Diese Studien sind auf einer Linie mit der hier gemachten Beobachtung, dass TIMP-1 durch
seine direkte Signaling-Funktion auf hdmatopoetische Prozesse wirkt.

Wie in dieser Studie gezeigt, erforderte die durch TIMP-1 geférderte Granulopoese die Anwesenheit
des TIMP-1-Rezeptors CD63. In vivo fliihrte der CD63-knock out zur vollstandigen Aufhebung der
TIMP-1-induzierten Akkumulation Ly6G™-exprimierender Neutrophilen-Vorldufer sowie der
veranderten Expression Granulopoese-assoziierter Gene. In Kontrollmausen hatte allerdings die
Ablation von CD63 selbst keinerlei Einfluss auf die Neutrophilen-Homdoostase. Dies bestatigte die
Ergebnisse anderer Studien zum Phanotyp der CD63-knock out-Mause (Schréder et al., 2009), und
weist darauf hin, dass normale TIMP-1-Spiegel und deren Interaktion mit CD63 keinen essentiellen
Einfluss auf die Neutrophilen-Homoostase haben.

Ob in vivo eine Interaktion von TIMP-1 mit CD63 direkt auf hamatopoetischen Vorlauferzellen
stattfindet, oder ob stromale Zellen als Mediatoren die Granulopoese-fordernden Effekte vermitteln,
muss im Detail noch geklart werden. Dazu konnten beispielsweise reziproke KM-Transfer-
Experimente mit CD63-positiven hdmatopoetischen Zellen in knock out-Madusen und CD63-
ablatierten hamatopoetischen Stammzellen in CD63-kompetenten Mausen durchgefiihrt werden.
Die Beobachtung, dass rTIMP-1 ausreichte, um die Differenzierung von 32Dcl3-Zellen in vitro - also in
Abwesenheit stromaler Zellen - zu férdern, und dass der CD63 knock down in diesen Myeloblasten
zur Aufhebung des Effekts flihrte, legt aber eine direkte Wirkung von TIMP-1 auf hdmatopoetische
Zellen nahe. Auch das unveranderte Zytokin-Milieu in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln spricht

eher gegen zusatzliche Mediatoren der TIMP-1-geférderten Granulopoese. Dazu passt auch, dass
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Neutrophilen-Vorlaufer verglichen mit reifen Neutrophilen hohe CD63-Spiegel auf der Zelloberflache
exprimierten (Abb. 25 A). AuBerdem ist CD63 als TIMP-1-Rezeptor auf der Oberflache CD34-positiver
hamatopoetischer Vorldaufer beschrieben, wo er deren Adhasion innerhalb der KM-Umgebung durch
R1-Integrin reguliert (Wilk et al., 2013).

Aber auch die Membran primarer Neutrophilen-Granulae enthdlt groBe Mengen CD63, die nach
Stimulation schnell an die Oberflache reifer Neutrophiler transferiert werden kénnen (Cham et al.,
1994), und CD63 reguliert die Verpackung weiterer Proteine in diesen Granulae (Kallquist et al.,
2008). Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass TIMP-1 durch Interaktion mit CD63 nicht nur
quantitativ auf die Granulopoese wirkt, sondern auch zu qualitativen Unterschieden der dabei
entstehenden Neutrophilen fiihrt. Demnach kénnten unter hohen TIMP-1-Spiegeln entstandene
Neutrophile funktionelle Unterschiede in der Granulae-Zusammensetzung und -Freisetzung
aufweisen.

Auch bei spateren Schritten der Neutrophilen-Aktivierung spielt CD63 eine wichtige Rolle. So
interagiert CD63 in reifen Neutrophilen mit Mac-1 und CD62L und reguliert dadurch deren Adhasion
ans Endothel (Skubitz et al., 1996). Darliber hinaus ist CD63 bei der Aktivierung von Endothelzellen
selbst unter inflammatorischen Bedingungen beteiligt. Als Bestandteil der Weibel-Pallade-
Korperchen (Vischer und Wagner, 1993) fungiert es als essentieller Co-Faktor beim Transport von P-
Selektin auf die Endothel-Oberflaiche, was wiederum die Leukozyten-Rekrutierung ins Gewebe
initialisiert (Doyle et al., 2011; Poeter et al., 2014). Auch auf apoptotischen Neutrophilen wird CD63
selektiv hochreguliert und konnte als Erkennungsmerkmal apoptotischer Neutrophiler durch
Makrophagen dienen (Beinert et al., 2000). Es ist daher keinesfalls auszuschlieBen, dass TIMP-1-
Signaling tGber CD63 neben den beschriebenen Effekten auf Neutrophilen-Reifung und Freisetzung
sich auch auf spatere Prozesse wie der Neutrophilen-Rekrutierung ins Gewebe und deren Aktivierung

auswirkt.

4 Vergleich der TIMP-1-induzierten Neutrophilie in Blut und Leber

In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass hohe systemische TIMP-1-Spiegel nicht nur zu
erhohten Neutrophilenzahlen im Blut, sondern auch im Lebergewebe fiihren. Hepatische
Neutrophilen-Infiltration ist funktionell an der Progression einer Reihe akuter und chronischer
Lebererkrankungen beteiligt, darunter Sepsis (Kolaczkowska et al., 2015; Molnar et al., 1997) und
Alkohol- (Bautista, 1997) oder Virus-induzierter Hepatitis (Takai et al., 2005). Obwohl die Hemmung
der Neutrophilen-Rekrutierung als vielversprechender therapeutischer Ansatz in diesen Krankheiten

diskutiert wird (Brown und Treacher, 2009; Korkmaz et al., 2010), ist noch relativ wenig Gber
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Mechanismen ihrer Rekrutierung, Aktivierung und Funktion in der Leber bekannt (McDonald und
Kubes, 2012).

Die hier beobachtete TIMP-1-induzierte hepatische Neutrophilie war - wie die vermehrte
Granulopoese und der Neutrophilen-Anstieg im Blut - unabhangig von der Protease-inhibitorischen
Funktion und erforderte eine intakte C-terminale Domane und die Gegenwart von CD63. Es ware
daher moglich, dass die erhdhte Anzahl hepatischer Neutrophiler eine Akkumulation seneszenter
Neutrophiler aus dem Blut darstellt, die zur Beseitigung durch Kupfferzellen ins Lebergewebe
rekrutiert wurden (Christopher und Link, 2007). Allerdings spricht der zeitliche Verlauf des
Neutrophilen-Anstiegs, der in der Leber bereits kurz nach Erhéhung der TIMP-1-Spiegel zu
verzeichnen war, im Blut aber erst an Tag 3, gegen diese Hypothese. Eine unspezifische
Neutrophilen-Antwort auf die Akkumulation viraler Partikel und infizierter Zellen in der Leber als
Ursache der Neutrophilen-Infiltration scheint ebenfalls unwahrscheinlich, da Infektion mit Kontroll-
Vektor und TIMP-1-Varianten (N-TIMP-1, N-TIMP-1/T2G) keine hepatische Neutrophilie ausldsten.
Nicht auszuschlieBen ware, dass die TIMP-1-induzierte Neutrophilenakkumulation in der Leber
ausschlaggebend fiir die Regulation der Granulopoese-Rate im KM ist. Ein solcher Feedback-
Mechanismus wurde fir seneszente Leber-Neutrophile beschrieben, deren Phagozytose durch
Kupfferzellen und Makrophagen die 1L23-Sekretion durch diese Zellen reduzierte. Dies fihrt
wiederum zur verminderten Sekretion von IL-17, eines wichtigen Regulators der G-CSF-Sekretion
durch stromale Zellen, durch T-Zellen, NK-Zellen und DCs (Hong et al., 2012; Stark et al., 2005).
Allerdings wurde in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln keinerlei Veranderung der beteiligten
Zytokine gemessen. AuRerdem wurde eine TIMP-1-abhdngige Neutrophilie auch in
immunsupprimierten Mausen beobachtet, was gegen eine Beteiligung des adaptiven Immunsystems,
insbesondere von T-Zellen, am Mechanismus der TIMP-1-induzierten Granulopoese spricht. Auch die
Beobachtung, dass rTIMP-1 in vitro - also in Abwesenheit stromaler Zellen oder weiterer Leukozyten -
in der Lage war, die Differenzierung von 32Dcl3-Zellen zu férdern, spricht fir einen direkten Effekt
von TIMP-1 auf hamatopoetische Vorlaufer, wie im vorangehenden Abschnitt bereits ausfiihrlicher
diskutiert wurde.

Bemerkenswerterweise waren andere Organe wie Lunge oder Milz nicht von der TIMP-1-induzierten
Neutrophilie betroffen. Dies kdnnte natlrlich daran liegen, dass bei der adenoviral vermittelten
TIMP-1-Uberexpression in Mausen vor allem Hepatozyten transduziert werden, und die TIMP-1-
Expression somit groRtenteils in der Leber stattfindet (Zhu et al., 1997). Allerdings wurde ein direkter
chemotaktischer Effekt von TIMP-1 auf Neutrophile in dieser Studie ausgeschlossen, und die TIMP-1-
induzierte Neutrophilen-Rekrutierung in die Leber wurde auch in Modellen beobachtet, in denen

TIMP-1 von subkutan sitzenden Primartumoren sezerniert wurde (Seubert et al., 2015).
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In DBA/2- und FVB/N-M3&usen induzierten hohe systemische TIMP-1-Spiegel einen Leber-spezifischen
Anstieg von SDF-1, und systemische Inhibition von CXCR4 blockierte den TIMP-1-abhdngigen
hepatischen Neutrophilen-Anstieg vollstandig (Seubert et al., 2015). Dies fiihrte zunachst zu der
Annahme, dass Neutrophile in Mausen mit hohen TIMP-1-Spiegeln tber die SDF-1 / CXCR4-Achse in
die Leber rekrutiert wiirden. Allerdings stellt die Beobachtung, dass TIMP-1 in Lebern von C57BI/6-
Mausen keinen Anstieg von SDF-1 induziert (Daten von Ria Spallek, Masterarbeit), dennoch aber zu
erhohten hepatischen Neutrophilen-Zahlen fihrt, diesen Mechanismus in Frage. Dennoch wurde der
TIMP-1-induzierte Neutrophilen-Anstieg in der Leber vollstdndig durch systemische Inhibition des
SDF-1-Rezeptors CXCR4 blockiert (Abb. 31 A; Seubert et al.,, 2015,). Auch die TIMP-1-induzierte
Neutrophilie im Blut wurde durch systemische CXCR4-Inhibition deutlich reduziert (Abb. 31 B),
obwohl Méause mit hohen TIMP-1-Spiegeln keine veranderten SDF-1-Spiegel im Plasma oder KM
aufwiesen. Zwar erfassen die hier angewandten Antikérper-basierten Methoden zum Nachweis von
SDF-1 nur quantitative Unterschiede des Gesamtproteins, nicht aber zum Beispiel Aktivitats-
steigernde oder -verringernde proteolytische Prozessierungen des SDF-1-Molekiils (Jin et al., 2008;
De La Luz Sierra et al., 2004; Peng et al., 2012). Da die Effekte von TIMP-1 aber (iber seine Signaling-
Funktion und CD63 vermittelt wurden, lag eine durch TIMP-1 verdnderte proteolytische
Prozessierung von SDF-1 als Effektor zunachst nicht auf der Hand. Interessanterweise wurde CD63
bereits als Regulator der CXCR4-Oberflachenexpression durch Exozytose beschrieben (Yoshida et al.,
2011, 2009). Somit war die Hypothese naheliegend, dass TIMP-1 iber CD63 die Sensitivitdt von
Neutrophilen und Neutrophilen-Vorldufern gegeniiber SDF-1 durch Regulation der CXCR4-
Oberflachenspiegel beeinflussen koénnte. Verringertes CXCR4-Signaling fihrt zum Austritt
hdamatopoetischer Stammzellen aus dem Ruhezustand (Sugiyama et al., 2006; Tzeng et al., 2011),
sowie zur Freisetzung von Neutrophilen und Neutrophilen-Vorlaufern aus dem KM (Eash et al., 2009,
2010). Andererseits wird durch verdnderte CXCR4-Oberflaichenexpression auf zirkulierenden und
Gewebs-Neutrophilen deren Rekrutierung und Aktivierung, sowie Beseitigung durch Phagozytose
reguliert (Furze und Rankin, 2008; Yamada et al.,, 2011). Durch Veranderungen der CXCR4-
Oberflachenspiegel durch TIMP-1 konnte also sowohl die erhéhte Neutrophilen-Produktion und
Freisetzung, also auch die Rekrutierung in die Leber erklart werden. Im Rahmen dieser Studie wurden
erste Experimente in diese Richtung durchgefiihrt. Ein quantitativer Vergleich der CXCR4-
Oberflachenexpression sowohl in Blut-, als auch KM-Neutrophilen, sowie deren Vorlaufern ergab
insgesamt keine Unterschiede in Mausen mit hohen systemischen TIMP-1-Spiegeln. Allerdings
misste in weiteren Experimenten geklart werden, ob moglicherweise Subpopulationen betroffen
sind. Auch experimentell bedingte Verdanderungen der CXCR4-Spiegel bei der Isolation oder weiteren
Behandlung der Zellen sind nicht auszuschlieRen (Nagase et al.,, 2002). AuBerdem wirde ein

qualitativer Vergleich hepatischer Neutrophiler weiteren Aufschluss dariiber geben, ob es sich dabei
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um eine Akkumulation seneszenter oder apoptotischer Zellen handelt, ob deren Beseitigung durch
Phagozyten moglicherweise durch TIMP-1 verdandert wird, oder ob eine aktive Rekrutierung in die
Leber - moglicherweise unter Beteiligung weiterer Zytokine - stattfindet.

Die Tatsache, dass die TIMP-1-induzierte Neutrophilie neben der Leber keine weiteren fir
Neutrophilen-Infiltration typischen Organe wie die Lunge oder Milz betrifft, kbnnte auch durch die
besondere Beschaffenheit des Lebergewebes begriindet sein. Wie in Abschnitt 1.1.1.1 ausfihrlicher
beschrieben, variieren die Mechanismen der Neutrophilen-Rekrutierung in dieses Organ je nach
Situation und unterscheiden sich von fiir andere Organe typischen Adhasionskaskaden (McDonald
und Kubes, 2012).

Da gerade die Leber von einer Vielzahl Entziindungs-assoziierter Pathologien wie chronischer
Hepatitis, Fibrose, Sepsis, sowie Tumorbildung und Metastasierung betroffen ist, bei denen hohe
TIMP-1-Spiegel als schlechter prognostischer Marker gelten (Boeker et al.,, 2002; Bunatova et al.,
2012; Zhu et al., 2012), wiére es interessant, den Zusammenhang zwischen durch TIMP-1 geférderter
Granulopoese und Neutrophilie und der Neutrophilen-Akkumulation in diesem Organ genauer zu
untersuchen. Zu bedenken ist in diesem Zusammenhang sicherlich auch, dass das wichtigste
hamatopoetische Organ wdhrend der Embryonalentwicklung nicht das KM, sondern die Leber ist
(Martin und Bhatia, 2005), dass Leber-Endothelzellen die Differenzierung hamatopoetischer
Stammzellen auch im adulten Organismus steuern kdnnen (Cardier und Barbera-Guillem, 1997),
sowie die inzwischen mehrfach beschriebenen feedback-Mechanismen zwischen Leber und KM
(Hong et al., 2012; Stark et al., 2005).

Insgesamt konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass TIMP-1-Signaling Gber CD63 zur vermehrten
Granulopoese im KM, sowie zur Induktion von Neutrophilie im Blut und auch in der Leber fihrt.
Weitere Studien sind notwendig, um zu verstehen, inwieweit die erwdhnten Organe dabei
interagieren, und welche funktionelle Bedeutung die beschriebenen Effekte auf die Neutrophilen-
Homoostase unter physiologischen und auch pathologischen Bedingungen haben. Dies kdnnte
moglicherweise entscheidend zum Verstdandnis zahlreicher klinischer Befunde beitragen und
erkldaren, warum hohe TIMP-1-Spiegel so haufig zusammen mit Entziindungsreaktionen auftreten

und dabei mit schlechter Prognose fiir Patienten assoziiert sind.
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1 Chemotaktische Wirkung von rCXCL6 auf isolierte KM-Neutrophile.

Zahl migrierter

PBS

rCXCL6

Transwell-Migrationsassay mit isolierten KM-
Neutrophilen. Reife KM-Neutrophile wurden
mittels negativer MACS-Selektion isoliert. 3*10°
Zellen wurden in Transwell-Inserts ausgesaht. Die
Inserts wurden in Medium mit 100 ng/ml rCXCL6
oder PBS gesetzt. Nach 1 h Inkubation bei 37°C
wurden migrierte Neutrophile im unteren well
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

2 Uberleben von 32Dcl3-Zellen in Abwesenheit von riIL-3.

100

N B O @
o O O O

Viabilitat [MFI in %)]

0
0

G-CSF, aber nicht TIMP-1, fithrt zum Uber-
leben von 32Dcl3-Zellen in Abwesenheit
von IL-3. 1*10* 32Dcl3-Zellen wurden in

® rGCSF | | pie

Abwesenheit von IL-3 mit PBS, 1000 ng/ml
rTIMP-1 oder 100 ng/ml rG-CSF inkubiert.
Uberlebensrate wurde zZu den

10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

angegebenen Zeitpunkten andhand der
metabolischen Umsetzung von AlamarBlue
quantifiziert.
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ANHANG

3 Repriasentative FACS-Plots von Blut-Proben

3.1 CD1nw/nu-Mijuse mit HT1080-Tumoren
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FACS-Plots von Blutproben aus
reprasentative FACS-Plots fir je
Plasmaprotein), -SF-T1 (mittlere

cD1™/""-M3usen mit HT1080-Tumoren. Dargestellt sind
eine Maus mit HT1080-wt (linke Spalte, 2,4 ng/ml T1-
Spalte, 91,6 ng/ml T1 Plasmaprotein) und -shT1-Tumor

(rechte Spalte, 0,26 ng/ml T1-Plasmaprotein). Zundchst wurden die beads herausgegatet
(CD45+, Mitte), innerhalb derer die Neutrophilen
(CD11b+ Ly6G+, unten) gegated wurden. Zahlen neben den gates entsprechen dem relativen

(oben), anschlieRend alle Leukozyten

Anteil in %.
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3.2 SCID-Mause mit NIH3T3-Tumoren

i - “, ] &
5 . beads k 54 beads ‘
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10" Ly6G hi CD11b+
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FACS-Plots von Blutproben aus SCID-Madusen mit NIH3T3-Tumoren. Dargestellt sind
repriasentative FACS-Plots fir je eine Maus mit NIH-wt (linke Spalte, 3,7 ng/ml T1-
Plasmaprotein) oder -SF-T1-Tumor (rechte Spalte, 808,6 ng/ml T1 Plasmaprotein). Die gating-
Schritte (zunachst beads, dann Leukozyten und innerhalb derer die Neutrohpilen) sind von
oben nach unten dargestellt. Zahlen neben den gates entsprechen dem relativen Anteil in %.
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3.3 Gating-Strategie fiir verschiedene Blut-Leukozytenpopulationen

Ungegated ohne beads CD45*
. @
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Gating-Strategie zur Unterscheidung und Quantifizierung unterschiedlicher Leukozyten-
Populationen im Blut. Dargestellt ist die representative Probe einer DBA/2-Maus 3 Tage nach
Transduktion mit AdT1. Zahlen neben/in den gates entsprechen dem relativen Anteil in %.
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3.4 DBA/2-Maiuse zu verschiedenen Zeitpunkten nach AdT1-Transduktion

A AdKtrl, 3d AdT1, 3d AdT1, 6d AdT1. 9d
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Reprédsentative FACS-Plots von Blut aus DBA/2-Miusen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach adenoviraler Transduktion. Reprdsentative FACS-Plots incl. gates fir NK-Zellen (CD49b+,
A), Neutrophile und Monozyten (B) und B- und T-Zellen (C). Gezeigt sind reprdsentative
Blutproben einer AdKtr-transduzierten Maus 3 Tage nach Virusinjektion, sowie je einer AdT1-
transduzierten Maus 3, 6 oder 9 Tage nach Virusinjektion. Zahlen neben den gates
entsprechen dem relativen Anteil in %.
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3.5 Maiuse mit adenoviral vermittelter Expression verschiedener TIMP-1-

Varianten
A PBS AdKitrl AdT1 AdN-T1/T2G
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Reprdsentative Blut-Neutrophilen-Plots in verschiedenen Mausstimmen.

(A) Auf CD45+

gegatete Blutproben aus DBA/2-Mi3usen 3 Tage nach Injektion von PBS oder dem jeweiligen
adenoviralen Vektor. (B) Blutproben aus C57Bl/6-Mdadusen 3 Tage nach Injektion der jeweiligen
adenoviralen Vektoren. Zahlen neben/in den gates entsprechen dem relativen Anteil an

Leukozyten (CD45+) in %.
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3.6 CD63-knock out-Mause nach AdT1-Transduktion
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Reprdsentative Plots von Blut-Neutrophilen in hetero- und homozygoten CD63-knock out-
Mausen. Dargestellt sind auf CD45+ gegatetete Blut-Leukozyten je einer C56BIl/6-Wildtyp
(links), sowie einer heterozygoten (Mitte) oder homozygoten CD63 knock out-Maus 3 Tage
nach Injektion von AdKtrl (obere Reihe) oder AdT1 (untere Reihe). Zahlen neben/in den gates
entsprechen dem relativen Anteil in %.

XXI



ANHANG

4 Reprasentative FACS-Plots zu KM-Proben

4.1 DBA/2-Mduse nach Transduktion mit AdT1-Varianten

A Ungegated Einzelzellen (singlets) CD45*
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Gating und repridsentative FACS-Plots von KM aus DBA/2-Miusen nach adenoviraler
Transduktion. (A) Gating-Strategie zur relativen Quantifizierung von Neutrophilen-Vorlaufern
und reifer Neutrophiler. Zuniachst wurden Einzelzellen (links) und KM-Leukozyten (CD45%,
Mitte) gegated. Innerhalb der KM-Leukozyten wurde der Anteil reifer (LyGhigh) und unreifer
(LyGGi”t) Neutrophiler bestimmt (rechts). (B) Repradsentative FACS-Plots incl. gates fir reife
und unreife Neutrophile in DBA/2-Méausen 3 Tage nach Injektion des jeweiligen viralen
Vektors. Zahlen neben den gates entsprechen dem relativen Anteil in %.
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4.2 C57Bl/6-Mause nach Transduktion mit AdT1-Varianten
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Reprdsentative FACS-Plots von KM-Neutrophilen aus C56Bl/6-Miusen. Wildtyp- (links),
heterozygote (Mitte) und homozygote (rechts) CD63-knock out-Méause wurden mit AdKtrl oder
AdT1 transduziert und 3 Tage spater geopfert. Die Gating-Strategie entspricht der von DBA/2-
Méausen. Gezeigt sind die gates fur reife (LyGGhi) und unreife (Ly6G'™) innerhalb der KM-
Leukozyten. Zahlen neben den gates entsprechen dem relativen Anteil in %.
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