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ZUSAMMENFASSUNG 

Das Protein Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) ist ein multifunktionales Molekül, dessen 

Expression in zahlreichen entzündungs-assoziierten Erkrankungen hochreguliert wird und meist mit 

einer schlechten Prognose für die Patienten korreliert. Die molekularen Ursachen für diese Assoziation 

sind allerdings bisher nicht vollständig verstanden. Die Multifunktionalität von TIMP-1 wird maßgeblich 

durch Interaktionen mit verschiedenen Molekülen bestimmt, die sowohl die anti-proteolytische, als auch 

die zytokinische Funktion von TIMP-1 ermöglichen. In dieser Arbeit konnten neue Interaktionspartner 

von TIMP-1 identifiziert werden, die neue zytokinische immunmodulatorische Signalfunktionen 

vermitteln können. Hierfür wurde zunächst eine graphische Darstellung aller bisher bekannten 

Interaktionspartner der TIMP Familie erstellt und hinsichtlich der Gemeinsamkeiten und Unterschiede 

zwischen den TIMPs analysiert. Weiterhin wurde die Interaktion von TIMP-1 mit dem Rezeptor CD74 

mittels Ko-Immunpräzipitation und konfokaler Mikroskopie überprüft. Um neue Signalfunktionen von 

TIMP-1 in Immunzellen zu beschreiben, wurde der Einfluss von TIMP-1 auf die Aktivierung von 

Monozyten untersucht, indem humane Monozyten mit rekombinantem TIMP-1 stimuliert wurden und 

deren Fähigkeit zur Zytokinproduktion und zur Glukoseaufnahme getestet wurde. Die klinische 

Relevanz der neuen Signalfunktion von TIMP-1 wurde überprüft, indem publizierte Transkriptom-

Datensätze verschiedener Tumorentitäten herangezogen wurden und die Gewebeexpression von TIMP-1 

sowohl mit Monozyten-assoziierten biologischen Prozessen, als auch mit pro-inflammatorischen 

Zytokinen korreliert wurde. Im Plasma von an pankreatischem duktalen Adenokarzinom (PDAC) 

erkrankten Patienten wurde weiterhin überprüft, ob TIMP-1 mit dem Zytokin IL-6 und dem Monozyten-

spezifischen Aktivierungsmarker sCD163 korreliert, und ob die kombinatorische Verwendung von 

TIMP-1 und sCD163 eine prognostische Aussage über das Überleben der Patienten erlaubt. Es konnte 

gezeigt werden, dass TIMP-1 sowohl mit CD74, als auch mit APP und APLP2, zwei Vertretern der 

Amyloid Precursor Protein (APP) Familie, interagiert. Weiterhin wurde herausgefunden, dass TIMP-1 

eine pro-inflammatorische Monozyten Aktivierung auslöst, die abhängig von der Interaktion mit dem 

neu identifizierten Rezeptor APP ist und die C-terminale Domäne von TIMP-1 involviert. In vivo 

korrelierte die Gewebeexpression von TIMP-1 mit zahlreichen Monozyten-assoziierten Prozessen und 

pro-inflammatorischen Zytokinen. Weiterhin zeigten sich positive Korrelationen der TIMP-1 

Plasmaspiegel mit dem Zytokin IL-6 und dem löslichen Monozyten-spezifischen Aktivierungsmarker 

sCD613. Die Kombination der Spiegel von TIMP-1 und sCD163 wurde dabei als wertvoller 

prognostischer Marker für die Einschätzung der Überlebenswahrscheinlichkeit von Pankreaskarzinom-

Patienten identifiziert. Die hier gewonnenen Ergebnisse konnten die Kenntnis über das Interaktom und 

die Multifunktionalität von TIMP-1 erweitern und dadurch ein besseres molekulares Verständnis der 

krankheitsfördernden Eigenschaften von TIMP-1 schaffen. 
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ABSTRACT 

TIMP-1 is a multifunctional protein, which is highly expressed in a variety of inflammation-associated 

diseases and correlates with a poor clinical outcome for patients. So far, the underlying molecular 

mechanisms explaining this association are not fully understood. The multifunctionality of TIMP-1 is 

considerably determined by interactions with different molecules facilitating anti-proteolytic as well as 

cytokinic signaling functions of TIMP-1. In this study, novel interaction partners of TIMP-1 mediating 

new cytokinic immunomodulatory signaling functions of TIMP-1 were identified. For this, a graphical 

depiction of all interaction partners of the TIMP family was created to evaluate similarities and 

differences between the TIMPs. In addition, the interaction of TIMP-1 with the receptor CD74 was 

analyzed by co-immunoprecipitation as well as confocal microscopy. To identify novel signaling 

functions of TIMP-1 in immune cells, the impact of TIMP-1 on monocyte activation was investigated 

by stimulation of human monocytes with recombinant TIMP-1 and the subsequent analysis of their 

ability to produce cytokines and to take up glucose. Clinical relevance of this novel signaling activity of 

TIMP-1 was investigated by analyzing published transcriptome data sets of different tumor entities and 

by correlating tissue expression levels of TIMP-1 with monocyte-associated biological processes as well 

as with pro-inflammatory cytokines. In plasma samples of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) 

patients, it was evaluated, whether TIMP-1 correlates with the cytokine IL-6 as well as with the 

monocyte-specific activation marker sCD163, and, whether combination of TIMP-1 and sCD163 allows 

a prognostic estimation of the overall survival of PDAC patients. This study shows, that TIMP-1 interacts 

with CD74, as well as with APP and APLP2, two members of the amyloid precursor protein (APP) 

family. In addition, it was shown that TIMP-1 induces pro-inflammatory activation of human monocytes, 

which is dependent on interaction with the newly identified receptor APP and involves the C-terminal 

domain of TIMP-1. In vivo, tissue expression of TIMP-1 correlated with a variety of monocyte-

associated processes as well as with pro-inflammatory cytokines. Furthermore, a positive correlation 

between plasma levels of TIMP-1 and sCD163 was demonstrated. Combined use of TIMP-1 and sCD163 

turned out as a promising biomarker predicting survival of PDAC patients. These data could expand the 

knowledge about the interactome and multifunctionality of TIMP-1 and improved the understanding of 

the molecular basis of disease-promoting features of TIMP-1. 
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1. EINLEITUNG 

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

Das Protein Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) repräsentiert einen Vertreter der 

sogenannten TIMP Familie, die insgesamt aus den Molekülen TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, und TIMP-4 

besteht (Brew und Nagase, 2010). TIMPs sind sezernierte Proteine, die ursprünglich als natürliche 

Inhibitoren von Metalloproteinasen (MPs) beschrieben wurden (Lambert et al., 2004). Der historisch am 

frühesten entdeckte Vertreter der Familie wurde zunächst als Kollagenase-Inhibitor sowohl aus 

Überständen humaner Hautfibroblasten (Welgus et al., 1979), als auch aus humanem Fruchtwasser 

(Murphy et al., 1981) isoliert später TIMP-1 benannt (Murphy et al., 1981). In den folgenden Jahren 

wurde aufgedeckt, dass TIMP-1 zahlreiche weitere MPs inhibieren und somit auf die 

Gewebehomöostase einwirken kann (Arpino et al., 2015). Später stellte sich heraus, dass das im Jahre 

1985 aus Zellkultur-Überständen isolierte Molekül erythryoid-potentiating activity (EPA) identisch zum 

MP-Inhibitor TIMP-1 ist und eine MP-unabhängige, pro-proliferative Funktion besitzt (Docherty et al., 

1985). Diese Erkenntnis deutete schon sehr früh darauf hin, dass TIMP-1 nicht nur die namensgebende 

Funktion als MP-Inhibitor, sondern auch MP-unabhängige zytokinische Funktionen ausübt. Zahlreiche 

folgende Studien zeigten dann immer deutlicher, dass TIMP-1 diverse Signalwirkungen in 

verschiedenen Zelltypen induzieren kann, weshalb TIMP-1 auch als multifunktionales Protein 

bezeichnet wird (Grünwald et al., 2019). Die detaillierte Beschreibung und Charakterisierung der 

Multifunktionalität von TIMP-1 stellt einen bedeutenden Aspekt aktueller Forschungen dar, die auf die 

Aufklärung der Rolle von TIMP-1 in der Entstehung und Progression verschiedener Erkrankungen, 

sowie auf die Etablierung von TIMP-1 als neuer prognostischer und prädiktiver Biomarker abzielen. 

1.1.1. Klinische Bedeutung von TIMP-1 

Das Streben nach einer detaillierten Aufklärung der molekularen Biologie von TIMP-1 ist vor allem 

durch zahlreiche klinische Beobachtungen bedingt, die TIMP-1 als einen Faktor identifizieren, der in 

diversen Erkrankungen sowohl durch eine stark erhöhte Expression hervorsticht (Lorente et al., 2009; 

Prokopchuk et al., 2018; Eckfeld et al., 2019), als auch meist mit einer schlechten Prognose für das 

Überleben von Patienten assoziiert ist (Hoffmann et al., 2006; Eckfeld et al., 2019; Hermann et al., 2021; 

Schoeps, et al., 2021a). Dieser Trend ist vor allem bei entzündungs-assoziierten Erkrankungen, wie unter 

anderem bei der Pankreatitis (Nukarinen et al., 2016; Prokopchuk et al., 2018), der Sepsis (Hoffmann et 

al., 2006), Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) (Herr et al., 2021), chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen (Kapsoritakis et al., 2008), und nahezu allen malignen Tumorerkrankungen (Eckfeld 

et al., 2019) zu beobachten. Besonders im Kontext des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas 
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(pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC), der häufigsten neoplastischen Erkrankung der 

Bauchspeicheldrüse (Kleeff et al., 2016), scheint TIMP-1 eine krankheitsfördernde Rolle zu spielen 

(Grünwald et al., 2016; Hermann et al., 2021; Schoeps et al., 2021a). PDAC gilt als eine überaus 

aggressive Tumorerkrankung (Ushio et al., 2021), die, im Vergleich zu anderen Krebsarten, nur eine sehr 

geringe 5-Jahre-Überlebensrate von ungefähr 11 % aufweist und meist innerhalb des ersten Jahres nach 

der Diagnose zum Tod führt (Siegel et al., 2022). Dies ist hauptsächlich auf eine sehr späte Diagnose der 

Erkrankung und einer frühen Bildung von Metastasen zurückzuführen (Ma und Jemal, 2013). Bei der 

PDAC Progression steigen typischerweise die systemischen Spiegel von TIMP-1 stark an (Mroczko et 

al., 2009; Grünwald et al., 2016; Prokopchuk et al., 2018) und korrelieren mit einer schlechten Prognose 

für die Patienten (Mroczko et al., 2009; Eckfeld et al., 2019; Schoeps et al., 2021a). In vergangenen 

Studien konnten potentielle zugrundeliegende molekulare Mechanismen, die diese Korrelation erklären 

könnten, bereits teilweise aufgedeckt werden. Zum Beispiel fördert TIMP-1 schon in frühen Stadien der 

PDAC-Progression die Metastasierung in die Leber (Grünwald et al., 2016). Weiterhin induziert TIMP-

1 die Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten zur Bildung von sogenannten Neutrophil 

Extracellular Traps (NETs) (Schoeps et al., 2021a), die stark mit einer geringeren 

Überlebenswahrscheinlichkeit von PDAC Patienten in der Klinik assoziiert sind (Schoeps et al., 2021a).  

Aufgrund dieser klinischen Beobachtungen ist es von großer Bedeutung, die molekularen 

Wirkungsmechanismen des Proteins TIMP-1 auf zellulärer und molekularer Ebene, unter 

Berücksichtigung der Molekülstruktur, der Vielfalt an Interaktionspartnern und der Multifunktionalität 

von TIMP-1, aufzuklären. 

1.1.2. Struktur von TIMP-1 

TIMP-1 ist ein glykosyliertes, 28 kDa großes Protein (Willenbrock und Murphy, 1994). Durch zwölf im 

Molekül enthaltene Cystein-Residuen werden sechs Disulfidbrücken ausgebildet, die essentiell für die 

Ausbildung der Tertiärstruktur des Proteins sind (Williamson et al., 1990). Strukturell kann TIMP-1 in 

zwei distinkte Domänen unterteilt werden, wobei die N-terminale Domäne, meist unabhängig von der 

C-terminalen Domäne, durch das enthaltene CTC-Motiv die Inhibition von MPs vermitteln kann 

(Abbildung 1) (Murphy et al., 1991). Die isolierte rekombinante N-terminale Domäne von TIMP-1  

(N-TIMP-1) faltet sich stabil, ohne die anti-proteolytische Funktion zu verlieren (Murphy et al., 1991).  
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1.1.3. Anti-proteolytische Funktion von TIMP-1 

Als Breitspektrum-MP-Inhibitor ist TIMP-1 in der Lage, zahlreiche Matrix-MPs (MMPs), A Disintegrin 

and Metalloproteinases (ADAMs), sowie A Disintegrin and Metalloproteinases mit Thrombospondin-

Motiv (ADAM-TS) zu inhibieren (Murphy, 2011). Diese Funktion wird durch die Bindung der 

inhibitorischen N-terminalen Domäne an das aktive Zentrum der MP ermöglicht (Murphy, 2011). Das 

N-terminal-ständige CTC Motiv stellt dabei ein wichtiges Strukturmotiv für die MP-Inhibition dar (Visse 

und Nagase, 2003; Nagase et al., 2006). MPs selbst sind sezernierte oder membranständige Proteine, die 

fast alle Moleküle der extrazellulären Matrix (EZM) spalten können und dadurch eine tragende Rolle 

beim Umbau der EZM, sowie zellulären Interaktionen mit der EZM spielen (Murphy und Nagase, 2008). 

Hierdurch können MPs sowohl auf diverse physiologische Prozesse (z.B. die Gewebeentstehung oder 

den Umbau eines Gewebes (Löffek et al., 2011)), als auch auf patho-physiologische Prozesse  

(z.B. die Tumorzell-Invasion (Stamenkovic, 2000) oder die Metastasierung (Liotta et al., 1980; 

Stamenkovic, 2000)) Einfluss nehmen (Abbildung 1). Da TIMP-1 auch membranständige ADAMs 

inhibieren kann, besteht für TIMP-1 zusätzlich die Möglichkeit, ADAM-vermittelte Prozesse, wie das 

sogenannte Ectodomain Shedding, zu beeinflussen (Miller et al., 2017). Ectodomain Shedding 

bezeichnet die Spaltung von Transmembranproteinen auf der Zelloberfläche (Weber und Saftig, 2012). 

Typischerweise können durch ADAMs Zytokine oder Wachstumsfaktoren prozessiert und dadurch 

verschiedene biologische Prozesse moduliert werden (Reiss und Saftig, 2009; Weber und Saftig, 2012). 

ADAM-10 kann zum Beispiel die Moleküle T cell immunoglobulin and mucin domain 3 (Tim3) (Möller-

Hackbarth et al., 2013), CXCL-16 (Abel et al., 2004), CX3C chemokine fractalkine (CX3CL1) 

(Hundhausen et al., 2003), sowie den IL-6 Rezeptor (IL-6R) (Matthews et al., 2003), das low-density 

lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) (Liu et al., 2009), und den Tyrosinkinase Rezeptor Met 

(Schelter et al., 2010) prozessieren. In Neuronen stellt ADAM-10 die konstitutive Sheddase des Amyloid 

Precursor Proteins (APP) dar (Kuhn et al., 2010).  

APP repräsentiert einen der drei Mitglieder der sogenannten APP Familie, welche aus APP, Amyloid 

Precursor-like Protein-1 (APLP-1), und -2 (APLP2) besteht (Zheng und Koo, 2011). Funktionell sind 

APPs gut hinsichtlich ihrer Rolle in neuronalen Prozessen untersucht (Laßek et al., 2013). Im Kontext 

der Alzheimer Erkrankung werden zum Beispiel durch das ADAM-10- und ADAM-17-vermitttelte 

Shedding von APP amyloidogene Aβ-Peptide freigesetzt, die zu Amyloid-Plaques akkumulieren können 

(Zhang et al., 2012). Es konnte bereits gezeigt werden, dass der ADAM-10 Inhibitor TIMP-1 die 

Prozessierung von APP herabsetzen kann (Pasciuto et al., 2015). APP wird aufgrund des strukturellen 

Aufbaus des Moleküls jedoch weiterhin als Oberflächenrezeptor diskutiert, der die Aktivierung 

intrazellulärer Signalwege vermitteln kann (Müller et al., 2017). Zytokinische Liganden für diesen 

Rezeptor waren bisher allerdings noch nicht bekannt. 



EINLEITUNG 

4 

 

 

Abbildung 1 Die Multifunktionalität von TIMP-1. Die anti-proteolytische Funktion von TIMP-1 wird über das in 

der N-terminalen Domäne (hellblau) enthaltene CTC-Motiv (orange) vermittelt. Durch die Inhibition von MPs 

kann TIMP-1 zum Beispiel den Umbau der EZM, die Tumorprogression, sowie die Metastasierung beeinflussen. 

Über die C-terminale Domäne (dunkelblau) kann TIMP-1 an das Tetraspanin CD63 binden und damit unter 

anderem ein Hypoxie-Mimikry in Tumorzellen auslösen, die Bildung einer prämetastatischen Nische in der Leber 

fördern, die Bildung von NETs induzieren, die Granulopoese fördern, und die Migration von dendritischen Zellen 

induzieren. Abkürzungen: CTD C-terminale Domäne, EZM Extrazelluläre Matrix, NETs Neutrophil 

Extracellular Traps, NTD N-terminale Domäne 
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1.1.4. Zytokinische Signalfunktion von TIMP-1 

Die bereits im Jahre 1985 entdeckte Funktion von TIMP-1, erythroide Vorläuferzellen stimulieren zu 

können (Docherty et al., 1985), deutete schon früh auf die Multifunktionalität von TIMP-1 hin. Weiterhin 

suggerierten viele Studien, dass TIMP-1, unabhängig von der anti-proteolytischen Funktion, zahlreiche 

biologische Prozesse wie zum Beispiel das Wachstum von Zellen (Hayakawa et al., 1992), oder den 

programmierten Zelltod (Liu et al., 2003) beeinflussen kann. Allerdings wurde einer möglichen 

zytokinischen Funktion von TIMP-1 lange Zeit wenig Aufmerksamkeit geschenkt, weshalb TIMP-1 

meist fast ausschließlich als MP-Inhibitor bezeichnet wurde. Im Jahre 2006 konnte dann das Tetraspanin 

CD63 als Oberflächenrezeptor von TIMP-1 identifiziert werden, der die TIMP-1-induzierte Aktivierung 

einer Signalwegkaskade vermittelt, die das Integrin β1 und die Focal Adhesion Kinase (FAK) involviert 

(Jung et al., 2006). Später wurde herausgefunden, dass TIMP-1 durch die Interaktion mit CD63 diverse 

weitere zytokinische Effekte induzieren kann (Egea et al., 2012; Jung, 2014; Kobuch et al., 2015; 

Takawale et al., 2017; Tang et al., 2020; Schoeps et al., 2021a) (Abbildung 1). Hierzu zählen unter 

anderem die TIMP-1/CD63-vermittelte Ausbildung einer prämetastatischen Nische in der Leber 

(Grünwald et al., 2016), die TIMP-1/CD63-vermittelte, Hypoxie-nachahmende Funktion von TIMP-1 in 

Tumorzellen (Schelter et al., 2011; Cui et al., 2015), und einige modulierende Effekte von TIMP-1 auf 

Zellen des Immunsystems (Abbildung 1) (Ólafsson et al., 2019; Schoeps et al., 2021a; Schoeps et al., 

2021b). 

1.1.4.1. Die Signalfunktion von TIMP-1 vermittelt die Bildung einer prämetastatischen Nische in 

der Leber 

Eine gut beschriebene zytokinische Signalfunktion von TIMP-1 stellt die Bildung einer hepatischen 

prämetastatischen Nische schon in frühen Stadien der PDAC-Progression dar, die die Ansiedlung 

metastasierender Tumorzellen in der Leber begünstigt (Grünwald et al., 2016) (Abbildung 1).  

Auf molekularer Ebene bewirkt TIMP-1 diesen Effekt über eine CD63/PI3K-vermittelte Aktivierung 

von hepatischen Sternzellen (HSCs) (Grünwald et al., 2016). TIMP-1 induziert weiterhin über diese 

Signalfunktion die Sekretion des stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), der die Rekrutierung von 

Neutrophilen Granulozyten in die Leber fördert (Grünwald et al., 2016). Sowohl die TIMP-1-induzierte 

Aktivierung von HSCs, als auch die Rekrutierung von Neutrophilen bewirken eine Umstrukturierung 

der Leber als metastatisches Zielorgan und begünstigt die Ansiedlung von Tumorzellen in der Leber 

(Seubert et al., 2015; Grünwald et al., 2016). Kürzlich konnten wir zeigen, dass TIMP-1 die 

prämetastatische Nische in der Leber geschlechtsspezifisch induziert wird (Hermann et al., 2021). Neben 

TIMP-1 ist ebenfalls das Zytokin macrophage migration inhibitory factor (MIF) als ein weiterer 

Nischenfaktor identifiziert worden, der stark in von Pankreastumorzellen stammenden Exosomen 

angereichert ist und ebenfalls die Bildung einer prämetastastischen Nische in der Leber fördert (Costa-
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Silva et al., 2015). MIF stellte den einzigen bisher bekannten Liganden des Rezeptors invariant chain 

(CD74) dar (Leng et al., 2003). CD74 ist ein glykosyliertes, multifunktionales Typ-II-

Transmembranprotein, das in Homo-Trimere assemblieren kann (Roche et al., 1991; Schröder, 2016) 

und besonders von Immunzellen wie zum Beispiel dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen 

exprimiert wird (Beswick und Reyes, 2009; Schröder, 2016). Die Bindung von MIF an CD74 kann die 

Aktivierung verschiedener intrazellulärer Signalmoleküle, wie zum Beispiel die Kinasen extracellular 

signal-regulated kinase (ERK)-1/2 (Leng et al., 2003), AMP-activated protein kinase (AMPK) 

(Heinrichs et al., 2011), oder zeta-chain associated kinase-70 (ZAP-70) (Klasen et al., 2014) induzieren. 

Ob TIMP-1 als weiterer bekannter Nischenfaktor ebenfalls an den Rezeptor CD74 binden kann, war 

bisher zwar in einem im Jahre 2015 publizierten Abstract postuliert, wurde jedoch bisher nicht 

experimentell bewiesen. Da CD74 vorwiegend von Immunzellen exprimiert wird (Beswick und Reyes, 

2009; Schröder, 2016), könnte ein Nachweis der Interaktion von TIMP-1 mit CD74 einen neuen 

Ansatzpunkt für die mechanistische Aufklärung von immunmodulatorischen Signalwirkungen von 

TIMP-1 bieten. 

1.1.4.2. Die Signalwirkung von TIMP-1 vermittelt ein Hypoxie-Mimikry in Tumorzellen 

Im Kontext von Tumorerkrankungen wurde weiterhin eine Hypoxie-nachahmende Signalwirkung von 

TIMP-1 entdeckt und charakterisiert (Schelter et al., 2011; Cui et al., 2015). Hypoxie ist einer der 

häufigsten Stress-Faktoren während der Entstehung solider Tumore und bezeichnet den Zustand einer 

Sauerstoff-Unterversorgung des Gewebes unter ein Niveau, das für die Aufrechterhaltung einer 

normalen Zellfunktion nötig ist (Höckel und Vaupel, 2001; Chen et al., 2020). Sowohl Tumor- als auch 

Wirtszellen müssen sich an diese kritischen Bedingungen adaptieren, um überleben und proliferieren zu 

können (Harris, 2002). Einer der bekanntesten Vermittler der Adaption von Zellen an Hypoxie ist das 

Protein hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α) (Ziello et al., 2007). HIF-1α wird unter normoxischen 

Bedingungen durch das Enzym Prolyl Hydroxylase (PHD) hydroxyliert, ubiquitinyliert und 

anschließend proteasomal abgebaut wird (Yee Koh et al., 2008). Unter hypoxischen Bedingungen 

dagegen ist die PHD inaktiv, HIF-1α wird dadurch stabilisiert und kann als aktiver Transkriptionsfaktor 

in den Zellkern translozieren (Yee Koh et al., 2008). Dort aktiviert dieser die Expression einer Reihe von 

HIF-1-responsiven Genen, die die Adaption von Zellen an Hypoxie ermöglichen (Semenza, 2002).  

Ein Beispiel hierfür ist die Expression von Molekülen, die eine metabolische Reprogrammierung des 

Stoffwechsels einer Tumorzelle von einer aeroben oxidativen zu einer anaeroben glykolytischen 

Energiegewinnung vermitteln (Semenza, 2009). Es zeigte sich, dass TIMP-1 in der Lage ist, in 

Tumorzellen die zelluläre Antwort auf Hypoxie nachzuahmen, indem TIMP-1 HIF-1α unter 

normoxischen Bedingungen über die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs CD63-abhängig 
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induzieren kann (Schelter et al., 2011; Cui et al., 2015) (Abbildung 1).  Ob TIMP-1 eine solche 

Stressantwort auch in Immunzellen induziert, war bisher nicht bekannt. 

1.1.5. Die Signalwirkung von TIMP-1 wirkt immunmodulatorisch 

Da TIMP-1 vor allem in entzündungs-assoziierten Erkrankungen eine relevante Rolle zu spielen scheint 

(Lorente et al., 2009; Prokopchuk et al., 2018; Herr et al., 2021), gewann die Erforschung der 

zugrundeliegenden molekularen Grundlagen einer zytokinischen Signalwirkung von TIMP-1 auf 

Immunzellen zunehmend an Bedeutung. Einige immunmodulatorische Funktionen von TIMP-1 konnten 

bereits aufgedeckt werden. Im Zuge der Aufklärung der Metastasen-fördernden Wirkung von TIMP-1 

im Kontext der PDAC Erkrankung konnte nicht nur gezeigt werden, dass TIMP-1 über eine CD63-

abhängige Signalaktivität die Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten in die Leber induzieren kann 

(Abbildung 1) (Seubert et al., 2015; Grünwald et al., 2016), sondern auch, dass TIMP-1 die Bildung 

myeloider Vorläuferzellen im Knochenmark (Granulopoese) CD63-abghängig fördern kann 

(Abbildung 1) (Kobuch et al., 2015). Eine weitere Signalwirkung von TIMP-1 auf Neutrophile 

Granulozyten konnten wir kürzlich aufdecken, indem wir zeigen konnten, dass TIMP-1 durch die CD63-

abhängige Aktivierung des Signalmoleküls ERK die Bildung von NETs induziert (Abbildung 1) 

(Schoeps et al., 2021a). Die NET-induzierende Wirkung von TIMP-1 konnten wir dabei sowohl in vitro, 

als auch in vivo in biologischem Material von PDAC-Tumorpatienten und genetisch manipulierten 

Mäusen nachweisen (Schoeps et al., 2021a). Neben den zahlreichen zytokinischen Effekten von TIMP-1 

auf Neutrophile Granulozyten ist zudem bekannt, dass TIMP-1 primäre dendritische Zellen beeinflussen 

kann, indem TIMP-1 die Aktivierung des CD63/β1-Integrin CD29 (ITGB1)-FAK Signalwegs induziert 

und damit die Migration von dendritischen Zellen fördert (Abbildung 1) (Ólafsson et al., 2019). Ob 

TIMP-1 ebenfalls eine zytokinische Signalfunktion in Monozyten induziert, wurde bisher noch nicht 

untersucht. Da Monozyten, wie TIMP-1, eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression 

entzündungs-assoziierter Erkrankungen spielen (Haveman, 1999; Jafarzadeh et al., 2020; Kiss et al., 

2020), stellt die Untersuchung der Wirkung von TIMP-1 auf Monozyten einen wichtigen Aspekt 

aktueller Forschungen dar. 
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1.2. Monozyten - Potentielle Zielzellen der immunmodulatorischen Signalwirkung 

von TIMP-1 

1.2.1. Entwicklung und Funktionen von Monozyten 

Monozyten sind mononukleäre, myeloide Immunzellen des angeborenen (innaten) Immunsystems (Chiu 

und Bharat, 2016). Das innate Immunsystem umfasst als zelluläre Bestandteile Monozyten, 

Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen, Neutrophile Granulozyten, Eosinophile, und NK-Zellen 

(Turvey und Broide, 2010; Chiu und Bharat, 2016) und ermöglicht den Schutz eines Organismus vor 

Bakterien, Viren, und Parasiten (Janeway und Medzhitov, 2002). Monozyten werden kontinuierlich im 

Knochenmark produziert und in das Blutsystem freigesetzt, um dort als Zellen des peripheren Blutes zu 

zirkulieren und durch chemotaktische Faktoren in verschiedene Gewebe rekrutiert zu werden (Jakubzick 

et al., 2017). Im Blut nehmen Monozyten einen Anteil von etwa 5-12 % der gesamten 

Leukozytenpopulation ein (Karlmark et al., 2012) und besitzen eine Größe von 7-8 µm (Jakubzick et al., 

2017). Generell kann zwischen den an Blutgefäßen patrouillierenden Monozyten, die eine EnDothelzell-

schützende Funktion besitzen, und Monozyten, welche durch das Endothel dringen und damit in das 

Gewebe eintreten können, unterschieden werden (Auffray et al., 2007; Jakubzick et al., 2013). Im 

Gewebe können Monozyten durch Faktoren wie den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierenden Faktor (GM-CSF) oder den Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF) zu 

Makrophagen differenzieren (Hamilton, 2008), und dann sehr vielseitige Funktionen wie die Antigen-

Präsentation, die Phagozytose oder die Produktion von Zytokinen, ausüben (Hamilton, 2008; Orekhov 

et al., 2019). Als antigenpräsentierende Zellen können auch Monozyten fremde Strukturen auf deren 

Oberfläche an Zellen des adaptiven Immunsystems präsentieren und damit das adaptive Immunsystem 

aktivieren (Jakubzick et al., 2017). Als professionelle phagozytisch aktive Zellen sind Monozyten und 

Makrophagen in der Lage, durch Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs) 

verschiedene Gefahrensignale zu erkennen und daraufhin ein Pathogen zu phagozytieren (Uribe-Querol 

und Rosales, 2020). Als Produzenten von Zytokinen und Chemokinen können Monozyten zudem 

Entzündungsreaktionen fördern oder eindämmen (Chiu und Bharat, 2016).  

1.2.2. Die Rolle von Monozyten bei entzündungs-assoziierten Erkrankungen  

Neben der Rolle von Monozyten bei zellulären Abwehrreaktionen, sind Monozyten auch substantiell an 

der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen beteiligt (Karlmark et al., 2012). Vor allem in entzündungs-

assoziierten Krankheiten wie der Leber-Fibrose (Heymann et al., 2009), der Arteriosklerose (Woollard 

und Geissmann, 2010), der Multiplen Sklerose (Reder et al., 1998), der akuten Pankreatitis (Shrivastava 

und Bhatia, 2010) und vielen Tumorerkrankungen (Olingy et al., 2019) scheinen Monozyten eine 

tragende Rolle zu spielen. Dabei werden sowohl Krankheits-fördernde, als auch Krankheits-dämpfende 
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Funktionen diskutiert (Karlmark et al., 2012). Im Kontext von Tumorerkrankungen beeinflussen 

Monozyten nahezu alle Schritte von der Tumorentstehung bis hin zur Metastasierung (Olingy et al., 

2019). Der prozentuale Anteil an Monozyten im peripheren Blut steigt typischerweise in Krebspatienten 

an und korreliert mit einer schlechteren Prognose für die Patienten (Hayashi et al., 2017; Feng et al., 

2018). Dies kann entweder die Folge einer verstärkten Bildung von Monozyten im Knochenmark, oder 

der verstärkten Rekrutierung aus dem Knochenmark in die Peripherie sein (Kiss et al., 2020).  

Die Rekrutierung von Monozyten zum Tumorgewebe erfolgt schon in sehr frühen Phasen der 

Tumorentstehung (Franklin et al., 2014) und wird vor allem durch das chemoattraktive Molekül  

CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2), welches auch Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) genannt 

wird, reguliert (Jin et al., 2021). CCL2 selbst wird dabei vor allem von Tumorzellen überexprimiert 

(Chun et al., 2015; Eckstein et al., 2020), um Immunzellen zum Tumor zu locken. Monozyten können 

einerseits zum Beispiel durch die Sekretion des Proteins Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis 

Inducing Ligand (TRAIL) (Griffith et al., 1999), oder durch Antikörper-abhängige zelluläre 

Zytotoxizität (antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) (Yeap et al., 2016), zytotoxisch auf 

Tumorzellen wirken. Andererseits können Monozyten durch eine Veränderung der komplexen Tumor-

Mikroumgebung (tumor microenvironment, TME) das Tumorwachstum fördern (Olingy et al., 2019). 

Zum Beispiel können sie die Bildung von neuen Blutgefäßen (Angiogenese) fördern (Rivera und 

Bergers, 2015), um eine bessere Sauerstoff- und Nährstoffversorgung des Tumors zu gewährleisten. 

Weiterhin kann durch Monozyten der Umbau des TME, im Speziellen der EZM, gefördert und damit die 

Migration und Invasion von Tumorzellen beeinflussen werden (Lu et al., 2012; Porrello et al., 2018). 

Ein wichtiger weiterer Prozess, durch den Monozyten auf die Tumorgenese wirken können, ist eine 

immun-supprimierende Aktivität zum Beispiel gegenüber antigenpräsentierenden Zellen (Mengos et al., 

2019; Trovato et al., 2019; Kiss et al., 2020). Auch die für aktivierte Monozyten typische Expression 

von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie unter anderem die Expression des Interleukins 6 (IL-6), 

welches eines der bedeutendsten Zytokine im TME darstellt, kann die Tumorentstehung maßgeblich 

beeinflussen (Kumari et al., 2016; Masjedi et al., 2018). Generell sind hohe Blutspiegel von Zytokinen 

wie IL-6, TNF-α, IL-10, Transforming growth factor beta (TGF-β) und MIF häufig in Krebspatienten 

zu finden, korrelieren mit einer schlechten Prognose für die Patienten (Kumari et al., 2016; Lippitz und 

Harris, 2016) und fördern ein typisches lokales inflammatorisches Milieu im TME (Mantovani et al., 

2006; Mantovani et al., 2008).  
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1.2.3. Aktivierung von Monozyten 

Eine pro-inflammatorische Aktivierung von Monozyten kann zum Beispiel durch die Stimulation mit 

pro-inflammatorischen Liganden (wie z.B. Lipopolysacchariden (LPS)) (Guha und Mackman, 2001), 

oder auch Hypoxie (Eltzschig und Carmeliet, 2011) induziert werden (Abbildung 2). Intrazellulär kann 

dann eine Aktivierung verschiedener Signalwege, wie unter anderem dem nuclear factor κB (NFκB) 

Signalweg (Sharif et al., 2007), den mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalwegen (Guha und 

Mackman, 2001), sowie dem ERK- (Guha et al., 2001), dem C-Jun-N-terminale kinase (JNK)-, oder 

dem p38-Signalweg (Plevin et al., 2016), stattfinden. Zudem finden sich in aktivierten Monozyten meist 

erhöhte Level von HIF-1α (Frede et al., 2006). Eine typische Folge der Aktivierung von Monozyten ist 

die verstärkte Expression verschiedener inflammatorischer Mediatoren, wie Chemokinen und Zytokinen 

(Guha und Mackman, 2001; Rossol et al., 2011). Bei der Aktivierung von Monozyten kann zudem die 

Expression verschiedener Oberflächenmoleküle wie zum Beispiel CD163, CD16, und CD11b verändert 

sein und als Marker der Aktivierung dienen (Ivanova und Orekhov, 2016; Kiefer et al., 2021). Teilweise 

werden Oberflächenmoleküle auch während der Aktivierung der Monozyten an der Zelloberfläche 

prozessiert und lassen sich dann als lösliche Proteine im Blut finden. Die bekanntesten Monozyten-

Aktivierungs-spezifischen löslichen Proteine, welche von Oberflächenmolekülen stammen, sind die 

löslichen Formen von CD14 (sCD14) (Shive et al., 2015) und CD163 (sCD163) (Gómez-Rial et al., 

2020) (Abbildung 2). Besonders sCD163 wird in der Klinik auch als Biomarker für eine Monozyten- 

und Makrophagen-Aktivierung bei verschiedenen Erkrankungen eingesetzt (Ryan, 2017; Silva et al., 

2017). Auf molekularer Ebene erfolgt die Freisetzung von sCD163 als Folge einer proteolytischen 

Spaltung durch die Entzündungs-sensitive Protease ADAM-17 (Etzerodt et al., 2014).  
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Abbildung 2 Die Aktivierung von Monozyten. Monozyten können durch pro-inflammatorische Faktoren aktiviert 

werden. Diese Aktivierung drückt sich zum Beispiel durch die Induktion intrazellulärer pro-inflammatorischer 

Signalwege, der gesteigerten Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, der verstärkten Expression von 

Oberflächen-Aktivierungsmarkern, der Freisetzung löslicher Aktivierungsmarker, sowie einer Umstellung des 

Metabolismus in Richtung eines glykolytischen Phänotyps aus. 
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1.2.4. Oberflächenrezeptoren vermitteln die Aktivierung von Monozyten 

Eine Aktivierung von Monozyten ist meist abhängig von der Bindung löslicher Faktoren an 

entsprechende Oberflächenrezeptoren. Hierzu zählen unter anderem TLRs, die pathogene Komponenten 

erkennen und die Aktivierung von Monozyten vermitteln können (Farina et al., 2004). Beispielsweise 

bindet das von Gram negativen Bakterien stammende LPS an einen Komplex aus CD14 und TLR4 und 

fördert dadurch die intrazelluläre Aktivierung von Signalwegen (Arroyo-Espliguero et al., 2004).  

Fc gamma Rezeptoren (FcγRs), welche die Fc-Regionen von Immunglobulin G (IgG) Antikörpern 

erkennen können (Hayes et al., 2016), werden ebenfalls stark von Monozyten exprimiert und vermitteln 

unter anderem die Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren (Vogelpoel et al., 2015). Weiterhin 

exprimieren Monozyten Zytokinrezeptoren, die durch Bindung der entsprechenden Zytokine zur 

Aktivierung von Monozyten führen. Zu den bekanntesten Zytokinrezeptoren auf Monozyten zählen der 

Rezeptor für das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 (IL-6R) (Bauer et al., 1989), oder der TNF-α 

Rezeptor (TNFR) (Gane et al., 2016). Während zu den hier genannten Rezeptoren die entsprechenden 

löslichen Liganden bekannt sind, werden auch weitere Oberflächenmoleküle als pro-inflammatorische 

Rezeptoren auf Monozyten diskutiert, deren lösliche Liganden bisher noch nicht identifiziert wurden. 

Hierzu zählt zum Beispiel das durch ADAM-10-prozessierte Protein APP, das nicht nur von neuronalen 

Zellen, sondern auch von Zellen des Immunsystems, wie unter anderem Monozyten (Jung et al., 1999), 

exprimiert wird. Die Wissenschaftler Sondag und Combs konnten in drei Studien zeigen, dass die 

Adhäsion von Monozyten an Typ I Kollagen, sowie eine Stimulation mit anti-APP Antikörpern, eine 

pro-inflammatorische Aktivierung von Monozyten vermittelt (Sondag und Combs, 2004; Sondag und 

Combs, 2006; Sondag und Combs, 2010). Lösliche zytokinische Liganden, welche an APP binden und 

die Aktivierung von Monozyten vermitteln können, waren bisher noch nicht bekannt. 
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1.3. LRC-TriCEPS – Eine Methode zur Identifikation von neuen TIMP-1 

Interaktionsparnern auf Immunzellen 

Um neue Rezeptoren von TIMP-1 auf Immunzellen zu identifizieren, kann ein sogenannter ligand-based 

receptor capture (LRC)-TriCEPS Ansatz durchgeführt werden. Allgemein kann in einem LRC-TriCEPS 

Experiment ein bliebiger Ligand von Interesse auf Interaktionen mit glykosylierten Proteinen unter 

nahezu nativen Bedingungen untersucht werden werden (Frei et al., 2012). Hierzu wird ein spezielles 

Molekül (TriCEPs) verwendet, das insgesamt drei Arme besitzt. An den einen Arm, der eine  

N-Hydroxysuccinimid Gruppe enthält, wird der zu untersuchende Ligand gekoppelt (Abbildung 3A) 

(Frei et al., 2012). Das Ligand-gekoppelte Molekül wird dann mit lebenden Zellen inkubiert. Die Art der 

Zelle variiert je nach experimenteller Fragestellung. Der zweite Arm des TriCEPS Molekül kann sich 

durch ein geschütztes Hydrazin mit den Aldehyden in den Glykosylierungsstrukturen von oxidierten 

glykosylierten Proteinen vernetzten, die vom TriCEPs-gekoppelten Liganden gebunden wurden 

(Abbildung 3A) (Frei et al., 2012). Mit Hilfe des dritten Arms, der eine Biotingruppe enthält, kann 

anschließend eine Affinitätsreinigung und eine Visualisierung der gebundenen Glykopeptide mittels 

einer LC-MS/MS-Analyse erfolgen (Abbildung 3A, B) (Frei et al., 2012). Die Analyse erfolgt jeweils 

relativ zu Vergleichsliganden, deren Bindungsverhalten an humane Zellen bekannt ist. Zu beachten ist, 

dass in dieser Methode nicht nur direkte Interaktionspartner des Liganden identifiziert werden, sondern 

auch indirekt gebundene Proteine als Interaktionspartner erscheinen können, die Teil eines größeren 

Komplexes sind. 

 

Abbildung 3 Das Prinzip eines LRC-TriCEPs Experiments. (A) Schematische Darstellung des TriCEPs-

Moleküls. Ein Arm des TriCEPS Moleküls wird für die Kopplung des Liganden verwendet, der zweite Arm des 

Moleküls bindet an Ligand-gebundene Interaktionspartner. Der dritte Arm wird zur späteren Visualisierung mittels 

LC-MS/MS verwendet. (B) Schematische Darstellung des Ablaufs eines TriCEPS-Ansatzes. Der TriCEPS-Ligand-

Komplex wird mit lebenden Zellen inkubiert, wobei der Ligand an seine Interaktionspartner binden kann (1). Der 

zweite Arm des TriCEPS-Moleküls kann an Ligand-gebundene Interaktionspartner koppeln (2), mit Hilfe des 

dritten Arms entfernt (3) und mittels LC-MS/MS analysiert werden (4). 
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Die mittels LRC-TriCEPS identifizierten Kandidat-Interaktionspartner können dann weiterhin mittels 

biochemischer Verfahren, wie zum Beispiel einer Ko-Immunpräzipitation (Lin und Lai, 2017), einem 

Pull Down Assay (Louche et al., 2017), einem Dot Blot Assay (Heinicke et al., 1992), oder der konfokalen 

Mikroskopie (French et al., 2008) validiert werden.
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ZIEL DIESER ARBEIT 

Ziel dieser Arbeit war es, neue immunmodulatorische Signalfunktionen von TIMP-1 in Immunzellen zu 

beschreiben. Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei auf der Identifikation neuer Interaktionspartner 

von TIMP-1 liegen, die als funktionelle Oberflächenrezeptoren fungieren und eine zytokinische 

Signalwirkung von TIMP-1 vermitteln können. Hierzu sollte zunächst mit Hilfe einer umfangreichen 

Literaturrecherche ein Überblick über die Gesamtheit aller bekannten Interaktionen aller Mitglieder der 

TIMP Familie gewonnen werden, um diese graphisch darzustellen. Weiterhin sollte die Interaktion von 

TIMP-1 mit dem Immunzell-assoziierten Rezeptor CD74 erstmals experimentell nachgewiesen werden, 

um einen Ansatzpunkt für weitere mechanistische Studien zur Untersuchung immunmodulatorischer 

Signalfunktionen von TIMP-1 zu schaffen. Zudem sollten neue Rezeptoren von TIMP-1 auf 

Immunzellen mittels einer unvoreingenommenen LRC-TriCEPS Analyse identifiziert und biochemisch 

validiert werden. Um neue Signalfunktionen von TIMP-1 aufzudecken, die über die neu identifizierten 

Rezeptoren vermittelt werden können, sollte zudem überprüft werden, ob TIMP-1 eine Hypoxie-ähnliche 

Stressantwort in Monozyten auslöst, da eine solche Signalfunktion von TIMP-1 bereits in Tumorzellen 

beschrieben wurde. Hierbei sollte unter anderem die Wirkung von TIMP-1 auf die Aktivierung von 

Monozyten durch die Messung intrazellulärer Zytokinspiegel, sowie durch die Messung der 

Glukoseaufnahme, getestet werden. Die Relevanz der identifizierten Rezeptoren für diese 

Signalfunktionen sollte dann durch Antikörper-basierte Interferenzversuche und durch die genetische 

Manipulation einer monozytären Zelllinie überprüft werden. Um zudem eine patho-physiologische 

Relevanz der TIMP-1-induzierten pro-inflammatorischen Monozyten-Aktivierung zu demonstrieren, 

sollten die in vitro entdeckten pro-inflammatorischen Funktionen von TIMP-1 in vivo überprüft werden, 

indem Evidenzen für eine Assoziation von TIMP-1 mit pro-inflammatorischen Faktoren in 

Patientengeweben gewonnen werden sollten. Hierbei sollte zunächst ebenfalls mit Hilfe einer 

Literaturrecherche der aktuelle Stand der Forschung bezüglich der bekannten klinischen Assoziationen 

jedes TIMPs im Kontext von Tumorerkrankungen ermittelt werden. Daraufhin sollte die 

Gewebeexpression von TIMP-1 mit Monozyten-Aktivierungs-assoziierten biologischen Prozessen und 

mit pro-inflammatorischen Zytokinen in zahlreichen Tumorentitäten korreliert werden, um eine pro-

inflammatorische Wirkung von TIMP-1 in vivo zu demonstrieren. Fokussierend auf die Erkrankung des 

PDAC sollte weiterhin eine Korrelation der Plasmaspiegel von TIMP-1 mit den Plasmaspiegeln des 

löslichen Monozyten-Aktivierungsmarkers sCD163 und des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 

getestet werden. Insgesamt sollten die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen zu einem besseren 

Verständnis der Multifunktionalität von TIMP-1 beitragen. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Materialien 

2.1.1. Chemikalien 

In Tabelle 1 sind die in dieser verwendeten Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet. 

Tabelle 1 Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Chemikalie Hersteller, Firmensitz, Land 

4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Absolve Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland 

Agarose Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Brefeldin A Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Chloroform Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

DMSO Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol 70 % (EtOH 70 %) Apotheke des Klinikums Rechts der Isar 

Ethanol 98 % (EtOH abs.) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Formaldehyd 37 % (w/v) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Incidin perfekt Ecolab, Wien, Österreich 

Inhibitorcocktail Plus (Proteaseinhibitor, 100x) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Nukleasefreies Wasser Qiagen, Hilden, Deutschland 

Page Ruler Proteinleiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

PeqGreen DNA und RNA Farbstoff Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 

Pferdeserum (Gibco Horse Serum) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V, 50x Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Pierce™ ECL Substrat Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Chemikalie Hersteller, Firmensitz, Land 

Polybren (Hexadimetrinbromid) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

PolymorphPrep Progen, Heidelberg, Deutschland 

Ponceau S-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Puromycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

RNase Inhibitor Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland 

Roti®-Mount FluorCare (Eindeckmedium) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

RT Puffer (10x) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland 

RT Random Primers (10x) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland 

Salzsäure (HCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

SYBR green Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

SYPRO Ruby Protein-Blot Färbemittel Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland 

Triton X-100 Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland 

Trizol-Reagenz Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Trypan Blue Solution (0,4 %) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

Tween20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien 

In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.  

Tabelle 2 Übersicht über die verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Gegenstand Hersteller, Firmensitz, Land 

Aluminiumfolie Fora, Radolfzell, Deutschland 

Biosphere Filter Tips  Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Deckgläser (24 x 50 mm) 
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 

Deutschland 

Deckgläser rund (12 mm) 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen, Deutschland 

EDTA Monovetten (50 S-Monovetten) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Entsorgungsbeutel 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Filter (0,45 µm) 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Nitrozellulosemembran  Amersham Bioscience, Piscataway, USA 

Objektträger (Superfrost Plus Adhesion Microscope Slides) 
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 

Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Platten, 6-well, 12-well, 24-well 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Platten, 96-well 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Platten, 96-well v-bottom 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Reaktionsgefäße (15 ml, 50 ml) 
Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Schraubgefäße/Kryotubes (2 ml) 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml) 
Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Skalpell Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan 

Spritzen (1 ml, 2 ml) 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

Sterican Kanülen (20 G, 27 G) 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

Ungestopfte Pipettenspitzen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Verschlussfolie, 96-well Platte Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 

Zellschaber (Cell Scraper M) 
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 
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2.1.3. Geräte 

Tabelle 3 sind der in dieser Arbeit verwendeten Geräte zu entnehmen. 

Tabelle 3 Übersicht über die verwendeten Geräte 

Gerät Firma, Stadt, Land Exakte Bezeichnung 

Blotting System 
Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 

Trans-Blot® Turbo Transfer 

System 

Dot Blot-Apparatur 
Bio-RadLaboratories, 

München, Deutschland 

BioDot® microfiltration 

apparatus 

Durchflusszytometer 

Sony Biotechnology Inc., 

Weybridge, Vereinigtes 

Königreich 

SA3800 und SP6800 Spectral 

Analyzers 

Elektrophorese Netzgerät 
Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 
Power Pac 300 

ELISA Waschgerät 
Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 
MODEL 1575 ImmunoWash 

Gel/Membran 

Dokumentationssystem 

Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 
ChemiDoc™ imaging system 

Gelkammer mit Zubehör 
Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 
Mini Sub Cell GT 

Hypoxiekammer Baker, Sanford, USA 
InvivO2 Physiological Cell 

Culture Workstation 

Inkubationshaube 
Edmund Bühler GmbH, 

Hechingen, Deutschland 
Inkubationshaube TH15 

Konfokalmikroskop 
Leica Biosystems, Wetzlar, 

Deutschland 
TCS SP8 confocal microscope 

Magnetständer Invitrogen, Waltham, USA 
DynaMagTM-2 Magnetic 

Particle Concentrator 

Mikroskop (Zellkultur) 
Carl Zeiss, Halbergmoos, 

Deutschland 
Axiovert 25 

Mikrowelle 
Siemens, München, 

Deutschland 
HF66020 

Nanodrop 
Thermo Fisher Scientific Inc., 

Ulm, Deutschland 
NanoDrop One C 

Neubauer Zählkammer 
Assistent, Sondheim, 

Deutschland 
Neubauer improved 

PCR Cycler 
Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf, Deutschland 
Mastercycler 

pH-Meter 
WTW GmbH, Weilheim, 

Deutschland 
pH 3110 

Real-Time PCR Gerät 
Thermo Fisher Scientific Inc., 

Ulm, Deutschland 

StepOnePlus Real-Time PCR 

System 
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Gerät Firma, Stadt, Land Exakte Bezeichnung 

Rotationsrad 
Labinco BV Laboratoy 

Equipment, Breda, Nierdelande 
Rotationsschüttler 

Sterilbank 
Heraeus Sepatech, Düsseldorf, 

Deutschland 
HeraSafe 

Tecan Reader 
Tecan Trading AG, Männedorf, 

Schweiz 

TECAN Spark 10M plate 

reader 

Thermomixer 
Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf, Deutschland 
Thermomixer Comfort 

Tischzentrifuge 
Thermo Fisher Scientific Inc., 

Ulm, Deutschland 
Heraeus Fresco 17 Centrifuge 

Tischzentrifuge 
Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf, Deutschland 
Centrifuge 5415 R 

Ultraschall Wasserbad 
BANDELIN electronic GmbH 

& Co. KG 
Sonorex Dogotec 

Vortex 
IKA Labortechnik, Staufen, 

Deutschland 
MS2 Minishaker 

Waage 
PCE Instruments, Meschede, 

Deutschland 
LSM 2000 

Wasserbad 
Thermo Electron Corporation, 

Karlsruhe, Deutschland 
Haake DC10 

Wasserbad (Zellkultur) 
Memmert GmbH, Schwabach, 

Deutschland 
WNB 14 

Zellkultur-Inkubator 
Thermo Fisher Scientific Inc., 

Ulm, Deutschland 
HeraCell 150i 

Zentrifuge (Zellkultur) 
Thermo Fisher Scientific Inc., 

Ulm, Deutschland 

Multifuge X Pro Series 

Centrifuge  
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2.1.4. Puffer und Lösungen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Lösungen, sowie deren Zusammensetzung ist Tabelle 4 

zu entnehmen. 

Tabelle 4 Verwendete Puffer und Lösungen und deren Zusammensetzungen 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Blocklösung (Western Blot) 5% (w/v) BSA in TBST 

Blocklösung A für Pull Down Experimente 
500 mM Ethanolamin 

500 nM NaCl 

Blocklösung B für Pull Down Experimente 
100 mM NaCH3COO- 

500 mM NaCl; pH 4,0 

Blotting-Puffer 

0,3 % (w/v) Tris 

1,12 % (w/v) Glycin 

10 % (v/v) Methanol 

Dot Blot Assay Puffer 1x TBS 

Elektrophoresepuffer  

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

1 % (w/v) SDS 

FACS / MACS Puffer  PBS + 1 % fetal calf serum (FCS) + 2 mM EDTA 

Ladepuffer für Proteinproben  

 

0,2 M (w/v) Tris 

0,03 % (w/v) SDS 

0,07 % (w/v) Glycerin 

0,002 % (w/v) Bromphenolblau 

0,05 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

Lysepuffer 17 für Protein Arrays 

1 % Igepal CA-630 

20 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

137 mM NaCl 

2 mM EDTA, 

200 mM Sodiumorthovanadat  

5mM NaF 

Nicht-denaturierender Zelllysepuffer 

20 mM Tris HCl pH 8,0 

137 mM NaCl  

1 % Triton X-100 

2 mM EDTA 

PBS-T PBS pH 7,4 + 0,02 % Tween-20 

RIPA Lysepuffer 

50 mM Tris/HCl pH 7,4 

150 mM NaCl 

0,25 % SDS 

1 % NP-40 

1 mM EDTA 

Proteaseinhibitor (1x) +Phosphataseinhibitor (1x) 

RNA-Auftragspuffer 

0,5 % (w/v) Bromphenolblau 

20 mM H2O2 

20 % (v/v) Glyzerin 

Sammelgelpuffer    0,5 M Tris pH 6,8 

TAE Puffer (1x) 

40 mM Tris-Base 

20 mM Essigsäure 

1 mM EDTA 
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2.1.5. Primer 

In Tabelle 5 sind die verwendeten Primer und deren Sequenzen zu finden. 

Tabelle 5 Übersicht über die verwendeten Primer 

Zielgen Primer-Name Primer-Sequenz 

18S rRNA 18S_Fwd CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

18S rRNA 18S_Rev GTAACCCGTTGAACCCCATT 

CD74 CD74_Fwd GGTGTGACCAAGCAGGATC 

CD74 CD74_Rev TGGCAGGATGTTGAAGACC 

APP APP_Fwd GCCCGAGATCCTGTTAAACT 

APP APP_Rev ACCTGCCTAAAGCCGACAG 

TIMP-1 TIMP-1_Fwd TGCGGATACTTCCACAGGTC 

TIMP-1 TIMP-1_Rev ATGGATAAACAGGGAAACACTGTGC 

 

2.1.6. Plasmide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind Tabelle 6 zu entnehmen. 

Tabelle 6 Übersicht über die verwendeten Plasmide 

Plasmid Verwendung Bezugsquelle 

pLKO.1/shAPP #1 

(TRCN0000011042) 

Transferplasmid, APP 

knockdown 

Sigma Aldrich, 

Deisenhofen, 

Deutschland 

pLKO.1/shAPP #2 

(TRCN0000011043) 

Transferplasmid, APP 

knockdown 

Sigma Aldrich, 

Deisenhofen, 

Deutschland 

pLKO.1/shNT 
Transferplasmid, non-

targeting Kontrolle 

Sigma Aldrich, 

Deisenhofen, 

Deutschland 

pMD.G 
Verpackungsplasmid, das 

für env aus VSVG kodiert 

Klinikum rechts der 

Isar, München 

pMD.GP 
Verpackungsplasmid, das 

für gag und pol kodiert 

Klinikum rechts der 

Isar, München 

pRSV-rev 
Verpackungsplasmid, das 

für rev kodiert 

Klinikum rechts der 

Isar, München 
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2.1.7. Antikörper 

In Tabelle 7 sind die in verwendeten Primärantikörper, in Tabelle 8 die verwendeten Sekundärantikörper 

aufgeführt. 

Tabelle 7 Übersicht über die verwendeten Primärantikörper 

Antigen Anwendung 
Verwendete 

Verdünnung 
Bestellnummer Bezugsquelle 

APLP2 Konfokale Mikroskopie 1:100 NBP1-32814 

Novus 

Biologicals, 

Littleton, USA 

APLP2 Western Blot 1:1000 NBP1-32814 

Novus 

Biologicals, 

Littleton, USA 

APLP2 Interferenz-Experiment 5 µg/ml NBP1-32814 

Novus 

Biologicals, 

Littleton, USA 

APP 
Durchflusszytometrie 

(AlexaFluor488) 
1:100 MAB348A4 

Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Deutschland 

APP Konfokale Mikroskopie 1:50 NBP-76910 

Novus 

Biologicals, 

Littleton, USA 

APP Western Blot 1:1000 29765S 

Cell Signaling 

Technology, 

Danvers, USA 

APP Interferenz-Experiment 5 µg/ml 2453S 

Cell Signaling 

Technology, 

Danvers, USA 

CCL20 
Durchflusszytometrie  

intrazellulär (FITC) 
1:50 ABIN192397 

Antikörper-

online, Aachen, 

Deutschland 

CD163 ELISA  2 µg/ml 

Teilnummern 

842908 und 

842909 (enthalten 

im Human 

CD163 DuoSet 

ELISA kit) 

R&D Systems, 

Minneapolis, 

USA 

CD74 Dot Blot 1:1000 #sc-20082 
Santa Cruz 

Biotechnology 

CD74 
Durchflusszytometrie 

(FITC) 
1:50 11-0748-42 

Thermo Fisher 

Scientific 
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Antigen Anwendung 
Verwendete 

Verdünnung 
Bestellnummer Bezugsquelle 

CD74 Western Blot 1:1000 #sc-20082 
Santa Cruz 

Biotechnology 

CXCL1 
Durchflusszytometrie  

intrazellulär (PE) 
1:50 IC275P 

R&D Systems, 

Minneapolis, 

USA 

HIF-1α Western Blot 1:1000 14179 

Cell Signaling 

Technology, 

Danvers, USA 

IL-1α 
Durchflusszytometrie  

intrazellulär (FITC) 
1:50 508206 

Biolegend, San 

Diego, USA 

IL-6 
Durchflusszytometrie  

intrazellulär (BV-421) 
1:50 563279 

BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

IL-6 ELISA  2 µg/ml 

Teilnummer 

840113 und 

840114 

(Detection) 

(enthalten im 

Human IL-6 

DuoSet ELISA 

Development 

System) 

R&D Systems, 

Minneapolis, 

USA 

P-p38 Western Blot 1:1000 4511 

Cell Signaling 

Technology, 

Danvers, USA 

TIMP-1 ELISA  2 µg/ml 

Teilnummern 

840294 (Capture) 

und 

840295 

(Detection) 

(enthalten im 

TIMP-1 DuoSet 

ELISA kit) 

R&D Systems, 

Minneapolis, 

USA 

TNF-α 
Durchflusszytometrie  

intrazellulär (PE) 
1:50 557068 

BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

 

 

Tabelle 8 Übersicht über die verwendeten Sekundärantikörper 

Anwendung Antigen Kopplung Verwendete 

Verdünnung 

Bestell-

nummer 

Bezugsquelle 
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Konfokale 

Mikroskopie 

Affen-IgG

  

DyLight650 1:500 #A4099 AppliChem, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Western Blot Kaninchen-

IgG 

HRP 1:5000 #31462 Thermo Fisher 

Scientific 

Western Blot Maus-IgG HRP 1:5000 #31432 Thermo Fisher 

Scientific 

Western Blot Goat-IgG HRP 1:5000 #SA5-

10089 

Thermo Fisher 

Scientific 

 

2.1.8. Rekombinante Proteine  

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine sind in Tabelle 9 aufgeführt. Die 

rekombinanten humanen Proteine TIMP-1 und N-TIMP-1 wurden von Herrn Daniel Häußler (Institut 

für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) in einem endotoxinfreien Zellkultursystem 

in HEK293F Zellen produziert und anschließend unter Verwendung eines Äktapure Fast Protein Liquid 

Chromatography (FPLC)-Systems gereinigt. 

 

Tabelle 9 Übersicht über die verwendeten rekombinanten Proteine 

Rekombinantes Protein Bestellnummer Bezugsquelle 

MultiScribe Reverse 

Transcriptase 

Enthalten im Kit 

#4368814 
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland  

N-TIMP-1 - 
Klinikum rechts der Isar, München, 

Deutschland 

TIMP-1 - 
Klinikum rechts der Isar, München, 

Deutschland 

 

  



MATERIAL UND METHODEN 

 

26 

2.1.9. Kits 

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 10 dargestellt. 

Tabelle 10 Übersicht über die verwendeten Kits 

Bezeichnung Anwendung Bestellunmmer Bezugsquelle 

Alexa Fluor® 555 

Microscale Protein 

Labeling Kit 

Fluoreszenzmarkierung 

von TIMP-1 
#A30007 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA 

CD14 MicroBeads, 

human 
CD14 Positivselektion #130-050-201 

Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

DuoSet ELISA 

Ancillary Reagent Kit 2 
ELISA #DY008 

R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

High-Capacity Reverse 

Transcription Kit  
Reverse Transkription #4368814 

Applied Biosystems, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Human CD163 

DuoSet ELISA kit 
CD163 ELISA #DY1607-05 

R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Human IL-6 DuoSet 

ELISA Development 

System 

IL-6 ELISA #DY206 
R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Intracellular Fixation 

& Permeabilization 

Buffer Set 

Intrazelluläre Färbung 

von Proteinen für die 

Durchflusszytometrie 

#88-8824-00 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA 

LEGENDPlex Mouse 

Inflammation Panel 

Messung von IL-6 in 

murinem Plasma 
#740446 

Biolegend, San Diego, 

USA 

LRC-TriCEPS Kit TriCEPS  -  

Dualsystems Biotech 

AG, Schlieren, 

Schweiz 

Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit 

Bestimmung der 

Proteinkonzentration 
#23225 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA 

Proteome Profiler 

Human Cell Stress 

Array Kit 

Humaner Zellstress 

Array 
#ARY018 

R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Proteome Profiler 

Human XL Cytokine 

Array Kit 

Humaner Zytokin 

Array 
#ARY022B 

R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

TIMP-1 DuoSet 

ELISA Kit 
TIMP-1 ELISA #DY970-05 

R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

 



MATERIAL UND METHODEN 

 

27 

2.1.10. Software 

Die in dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 11 aufgeführt. Für die Darstellung der 

Molekülstruktur von TIMP-1 (PDB ID: 1UEA, (Gomis-Rüth et al., 1997) wurde das Programm UCSF 

Chimera (Pettersen et al., 2004) (entwickelt durch die Resource for Biocomputing, Visualization, and 

Informatics at the University of California, San Francisco, mit der Unterstützung durch NIH P41-

GM103311), Mol* Viewer (Sehnal et al., 2021) und die RCSB Protein Data Bank (PDB) verwendet. 

Für die Darstellung der Molekülstruktur von APP wurde der Algorithmus Robetta (Song et al., 2013; 

Baek et al., 2021), welcher eine ab initio Vorhersage von Molekülstrukturen erlaubt, verwendet. Die 

Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte durch Herrn Daniel Häußler (Institut für Experimentelle 

Onkologie und Therapieforschung, TUM). 

Tabelle 11 Übersicht über die verwendete Software  

Software, Version Hersteller, Land 

Affinity Designer 1.10.3 Serif, Großbritannien 

Citavi 6 Swiss Academic Software, Schweiz 

FlowJo Software (10.8.0.) Tree Star Inc., USA 

GraphPad Prism 9 Graphpad Software Inc, USA 

ImageLab Software 6.0 BioRad Laboratories Inc., USA 

Imaris 9.3.1 Oxford Instruments, Vereinigtes Königreich 

Microsoft Office 2016 Microsoft, USA 

Mol* Viewer RCSB PDB, USA 

UCSF Chimera UCSF, USA 
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2.2. Patientenproben 

2.2.1 Blutproben 

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutproben wurden in einem EDTA-Röhrchen abgenommen und 

umgehend vorsichtig gemischt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 2.000 xg für 15 min bei 

15°C. Das Plasma wurde abgenommen, im flüssigen Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert.  

2.2.2. Zulassung der durchgeführten Patientenstudien 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Studien, bei welchen Patientenmaterialien verwendet wurden, 

wurden vom Ethikkommittee der Medizinischen Fakultät der Technischen Universität München 

zugelassen (#183/18S, #409/16S, #395/17S). Die Patienten zeigten zum Zeitpunkt der Blutentnahme 

keine Anzeichen einer akuten Entzündung. 

 

2.3. Tierexperimente  

Zur Untersuchung der kausalen Abhängigkeit zwischen den Plasmaspiegeln von TIMP-1 und den 

Plasmaspiegeln von IL-6 im Kontext pankreatischer Erkrankungen wurden genetisch manipulierte 

Mäuse verwendet.  

2.3.1. Verwendete Versuchstiere 

Es wurden ausschließlich männliche, unter spezifisch pathogen-freien (SPF) Standardbedingungen im 

Zentrum für Präklinische Forschung (ZPF) des Klinikums rechts der Isar gezüchtete Mäuse verwendet, 

die regelmäßig durch geschultes Personal gepflegt wurden. Die verwendeten C57BL/6 und 

C57BL/6.129S4-Timp-1tm1Pds/J (Soloway et al., 1996) Mauslinien wurden von The Jackson Laboratory, 

Maine, USA bezogen. 

2.3.2. Induktion von akuter Pankreatitis in Mäusen durch Injektion von Cerulein 

Zur Untersuchung einer kausalen Assoziation von TIMP-1 und IL-6 wurde durch repetitive Injektion 

von Cerulein das Krankheitsbild der akuten Pankreatitis induziert. Hierbei wurden 50 µg Cerulein 

(C9026, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) pro Kilogramm Körpergewicht jeder Maus 

intraperitoneal (i.p.) injiziert. Dies wurde insgesamt 8-mal in einem Abstand von je einer Stunde 

wiederholt. Die Injektion erfolgte in männliche Mäuse, die ein Alter zwischen 6-9 Wochen aufwiesen. 

Als Kontrolle wurde die gleiche Injektion mit PBS vorgenommen. 24 h nach der ersten Injektion wurden 

das Experiment beendet und die Versuchstiere durch eine Überdosis Isofluran getötet. Die Durchführung 
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der Tierexperimente wurde durch Herrn Dr. Benjamin Schoeps (Institut für Experimentelle Onkologie 

und Therapieforschung, TUM) und Herrn Dr. Chris Hermann (Institut für Experimentelle Onkologie und 

Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

2.3.3. Entnahme von Plasma aus Mausblut 

Am Ende des Experiments erfolgte die Tötung der Versuchstiere. Das Blut der Mäuse wurde aus der 

Bauchvene mit einer zuvor mit EDTA gespülten Spritze entnommen. Das Blut wurde anschließend 

zentrifugiert (500xg, 5 min, 4°C), das Plasma abgenommen, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis 

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
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2.4. Methoden der Zellkultur  

2.4.1. Isolation von primären humanen Monozyten aus Spenderblut  

Zur Isolation von primären Monozyten wurde menschliches Blut mit Hilfe von EDTA-Röhrchen 

abgenommen, vorsichtig invertiert und direkt in 15 ml Zentrifugenröhrchen über 5 ml einer 

Polymorphprep-Lösung (Progen) im Verhältnis 1:1 geschichtet. Es folgte eine Zentrifugation bei 450 xg 

für 30 min bei Raumtemperatur (RT), wobei die Bremse der Zentrifugte dabei ausgestellt war, um eine 

Vermischung der entstehenden Gradientenschichten zu vermeiden. Anschließend wurde die obere, 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PMBC)-enthaltende Leukozytenschicht abgenommen und in PBS 

verdünnt. Die Zellen wurden dann bei 450 xg für 10 min bei RT zentrifugiert, mit 30 ml PBS gewaschen, 

und bei 250 xg für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 40 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl 

mittels Neubauer Zählkammer gezählt (Kapitel 2.3.4.). Die Isolation der Monozyten erfolgte dann 

mittels positiver Selektion auf CD14-positive Zellen mit Hilfe von anti-CD14 Beads und magnetischer 

Zellsortierung (MACS) gemäß den Angaben des Herstellers. Dabei wurden je 100 µl magnetischer anti-

CD14 Beads pro 1*108 Zellen mit je 400 µl pro 1*108 Zellen gemischt und für 15 min aus Eis inkubiert. 

Währenddessen wurden magnetische Säulen mit 5 ml FACS-Puffer äquilibriert. Die Bead-Zell-

Suspension wurde auf 6 ml Gesamtvolumen aufgefüllt und auf die äquilibrierte, in einen Magnetständer 

eingespannte Säule gegeben. Nachdem die gesamte Flüssigkeit die Säule durchlaufen hat, wurde diese 

zweimal mit je 3 ml MACS-Puffer nachgespült. Zur Freisetzung der CD14-positiven Monozyten wurde 

die Säule aus dem Magnetständer entnommen und mit Hilfe einer Spritze mit ingesamt 5 ml MACS 

Puffer aus der Säule in ein Zentrifugenröhrchen gespritzt. Danach erfolgte eine erneute Zählung der 

Zellen. 
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2.4.2. Kultivierung von Zelllinen  

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurde routinemäßig dreimal pro Woche entweder durch 

Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) oder die 

Autorin selbst passagiert und in Brutschränken unter Standardbedingungen unter verwendung 

entsprechender Zellkulturlösungen (Tabelle 12) kultiviert. 

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet: 

HEK293T 

HEK293T Zellen stellen ein Derivat der Human embryonic kidney 293 (HEK293) Zellinie dar, welche 

aus embryonalen Nierengewebe im Jahre 1973 isoliert und durch Fragmente der Adenovirus 5 DNA 

immortalisiert wurden (Graham et al., 1977). HEK293T Zellen wurden im Jahre 1987 durch die 

Einbringung des Simian Virus 40 (SV49) large T antigen hergestellt, was die Replikation von Plasmiden, 

welche einen SV40 Replikationsursprung enthalten, erlaubt (Graham et al., 1977; DuBridge et al., 1987). 

HEK293T Zellen wurden in dieser Arbeit zur Herstellung von lentiviralen Vektoren verwendet. Die 

Zellen wurden in DMEM Medium, supplementiert mit 10 % FCS, 20 mM L-Glutamin, 100 mM Hepes, 

0,55 mM Asparagin und 0,27 mM Arginin, kultiviert. 

LX2 

LX2 Zellen repräsentieren eine hepatische Sternzelle (HSC)-Zelllinie, welche unter reduzierten 

Serumkonzentrationen aus primären humanen Zellen spontan immortalisiert wurden (Xu et al., 2005). 

Die Zellen wurden in DMEM Medium, supplementiert mit 2 % FCS, 1 % Glutamin und 2 % 

Penicillin/Streptomycin, kultiviert. 

Namalwa 

Namalwa Zellen stellen eine B-Lymphozyten-Zelllinie dar, welche aus einem dreijährigen an Burkitt-

Lymphom erkrankten Patienten isoliert wurden (Klein et al., 1972). Die Zellen wurden in RPMI-1640 

Medium, supplementiert mit 7,5 % FCS, kultiviert. 

 

SH-SY5Y 

SH-SY5Y Zellen stellen eine neuronale Zelllinie dar, welche usprünglich aus den metastatischen 

Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und SK-N-MC subkloniert wurde (Biedler et al., 1973; Biedler et al., 

1978). SH-SY5Y Zellen werden in 50 % Eagle Minimum Essential Medium (EMEM), 50 % Ham´s F-

12 Nährstoffmischung, supplementiert mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1% Natriumpyruvat und 1 % 

nicht-essentiellen Aminosäuren, kultiviert.  
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THP-1 

THP-1 Zellen stellen eine humane leukämische Zelllinie dar, welche ursprünglich aus einem einjährigen 

Patienten mit monozytärer Leukämie isoliert (Tsuchiya et al., 1980) und repräsentieren ein etabliertes 

Zellsystem für humane Monozyten und Makrophagen (Bosshart und Heinzelmann, 2016). Die Zellen 

wurden in RPMI-1640 Medium, supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Glutamin, kultiviert. 

Tabelle 12 Übersicht über die verwendeten Zellkulturlösungen 

Lösung Bezugsquelle 

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Eagle´s Minimum Essential Medium (EMEM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Fetal calf serum (FCS) CellSystems, St. Katharinen, Deutschland 

Gibco Opti-Mem Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Ham´s F-12 Nährstoffmischung Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland 

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

MEM 10x Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

PBS-Dulbecco Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

Medium 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,02% (w/v) EDTA, 0,05% 

(w/v) Trypsin, pH 7,4) 

Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

 

2.4.3. Bestimmung von Zellzahlen 

Die Bestimmung von Zellzahlen wurde mittels Neubauer Zählkammer durchgeführt. Dazu wurde eine 

Zellsuspension im Verhältnis 1:1 mit einer Trypanblaulösung gemischt und 10 µl dieser Suspension in 

die Neubauer Zählkammer gegeben. Insgesamt wurden die in zwei der vier großen Quadrate enthaltenen 

Zellen ausgezählt und die Gesamtzellzahl gemäß folgender Formel berechnet: 

Gesamtzellzahl =
Summe der gezählten Zellen

2
∗ 2 ∗

104

ml
∗ Volumen der Zellsuspension 

Formel 1 Bestimmung der Gesamtzellzahl in einer Zellsuspension 

 

  



MATERIAL UND METHODEN 

 

33 

2.4.4. Stimulation von Zellen 

2.4.4.1. Stimulation von primären humanen Monozyten in der Hypoxiekammer 

Für die Kultivierung von primären humanen Monozyten unter hypoxischen Bedingungen wurden die 

frisch isolierten Zellen gezählt, in entsprechender Zellzahl (2*106 Zellen pro 6 cm Zellkulturschale für 

Western Blot Analysen, oder je 2*105 Zellen pro 96-well v-Bottom Platte für FACS-basierte Analysen) 

in RPMI Medium, supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin, ausgesät und in der 

sterilen Hypoxiekammer (Sauerstoffgehalt 1 %) inkubiert (24 h für Western Blot Analysen, 3 h für die 

FACS-basierte Messung der Glukoseaufnahme).  

2.4.4.2. Stimulation von primären humanen Monozyten zur Analyse der Glukoseaufnahme 

Für die Untersuchung der Glukoseaufnahme wurden insgesamt 2*105 Zellen pro 96-well v-bottom Platte 

in einem Gesamtvolumen von 200 µl RPMI-1640 Medium, supplementiert mit 10 % FCS und  

1 % Penicillin/Streptomycin, ausgesät und mit rhTIMP-1 (500 ng/ml, falls nicht anders angegeben) oder 

rhN-TIMP-1 (äquimolar konzentriert zu 500 ng/ml TIMP-1) für 3 h bei 37°C, 5% CO2 

(Standardbedingungen) stimuliert. Danach erfolgte direkt die Zugabe von 2-NBDG in einer 

Konzentration von 50 µM, welche für 30 min unter Standardbedingungen inkubiert wurde. Die Zellen 

wurden anschließend zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, wobei die Zellen nach jedem Waschschritt 

bei 450 xg für 3 min bei 4°C zentrifugiert wurden. Die Glukoseaufnahme wurde dann gemäß dem 

Protokoll zur Analyse der Glukoseaufnahme in Zellen (Kapitel 2.5.2.3) durchgeführt. 

2.4.4.3. Stimulation von primären humanen Monozyten zur Analyse von intrazellulären 

Zytokinspiegeln 

Für die Analyse intrazellulärer Zytokinspiegel wurden 2*105 Zellen pro 96-well v-Bottom Platte in 

200 µl RPMI-1640 Medium, supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin, ausgesät. 

Um eine Sekretion der Zytokine zu vermeiden, wurde die Stimulation der Zellen (500 ng/ml rhTIMP-1, 

falls nicht anders angegeben, oder äquimolare Mengen an rhN-TIMP-1 für 5 h unter 

Standardbedingungen) in Anwesenheit des Proteintransport-Inhibitors Brefeldin A durchgefürt. Die 

Zellen wurden anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Falls zusätzlich zur Färbung intrazellulärer 

Zytokine auch Oberflächen-Moleküle analysiert wurden, erfolgte zuerst die Färbung der entsprechenden 

Oberflächenrezeptoren gemäß dem Protokoll für Oberflächenfärbungen (Kapitel 2.5.2.1). Danach, oder 

falls keine Oberflächenfärbung vorgenommen wurde, wurden die Zellen gemäß dem Protokoll für 

intrazelluläre Färbungen (Kapitel 2.5.2.2) gefärbt.  
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2.4.4.4. Stimulation von primären humanen Monozyten zur Analyse von intrazellulären 

Signalwegmolekülen 

Zur Analyse intrazellulärer Signalwegmoleküle wurden 2*106 frisch isolierte primäre humane 

Monozyten in eine 6 cm Zellkulturschale in RPMI Medium ohne FCS, suppplementiert mit 1 % 

Penicillin/Streptomycin, ausgesät und für 1 h unter Standardbedingungen inkubiert, um eine Adhäsion 

der Zellen an die Zellkulturschale zu erreichen. Danach wurde das Medium auf in RPMI-1640 Medium, 

supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin umgestellt und die Zellen mit rhTIMP-1 

(500 ng/ml) für 24 h unter Standardbedingungen stimuliert. Danach erfolgte eine Zelllyse mittels RIPA-

Lysepuffer (Kapitel 2.5.9.1). 

2.4.4.5. Stimulation von Zellen mit Alexa555-TIMP-1 für die konfokale Mikroskopie  

Die Visualisierung von TIMP-1/Rezeptor-Interaktionen wurde mittels konfokaler Mikroskopie 

durchgeführt. Hierzu wurden sowohl primäre humane Monozyten als auch LX2 und Namalwa Zellen 

verwendet. 

2.4.4.5.1. Fluoreszenzmarkierung von TIMP-1 mit Alexa555 

Die Markierung von rhTIMP-1 erfolgte mittels des AlexaFluor555 Microscale Labeling Kits gemäß den 

Herstellerangaben. Die Markierung von TIMP-1 wurde durch Herrn Daniel Häußler (Institut für 

Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

2.4.4.5.2. Färbung der Zellen mit Alexa555-TIMP-1 

Für die Stimulation von Zellen mit Alexa555-TIMP-1 wurden jeweils 2*105 Zellen pro Well einer 96-

well v-bottom Platte im entsprechenden Kulturmedium ausgesät und für 30 min auf Eis gekühlt. Die 

Kühlung der Zellen wurde vorgenommen, um eine mögliche Internalisierung des Liganden zu 

reduzieren. Anschließend wurden die Zellen mit 20.000 ng/ml fluoreszenzmarkiertem TIMP-1 für 10 

min auf Eis stimuliert und danach dreimal mit PBS gewaschen, um Reste des ungebundenen Liganden 

zu entfernen. Dann folgte die weitere Prozessierung der Zellen und die Färbung entsprechender 

Oberflächenrezeptoren (Kapitel 2.5.12.1.). 

2.4.4.6. Stimulation von B-Lymphomzellen zur Durchführung des LRC-TriCEPS Ansatzes 

Für die Identifikation neuer Interaktionspartner von TIMP-1 mittels des LRC-TriCEPS Ansatzes 

(Kapitel 2.5.3.) wurden Namalwa Zellen im Verhältnis 1:6 auf insgesamt zehn T-150 Zellkulturschalen 

passagiert und für 3 Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Die Zellen wurden dann vereint, gezählt, 

und auf neun 50 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt. Die Zellen wurden pelletiert (300 xg, 5 min, 4°C), in 49 

ml eiskaltem PBS (pH 6.5) resuspendiert und mit 1 ml Oxidationsreagenz (NaIO4,  

finale Konzentration: 1,5 mM) versetzt. Die Zellsuspension wurde für 15 min bei 4°C auf dem Rollrad 
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inkubiert, die Zellen anschließend pelletiert (300 xg, 5 min, 4°C), und in 27 ml eiskaltem PBS (pH 7.4) 

inkubiert. Die Zellen wurden dann gleichmäßig in insgesamt drei 15 ml Reaktionsgefäße verteilt und, 

wie in Kapitel 2.5.3. beschrieben, weiterverarbeitet. 

2.4.4.7. Stimulation von SFCD74-LX2 Zellen für die Ko-Immunpräzipitation 

Zur Analyse der Interaktion von TIMP-1 mit CD74 mittels Ko-Immunpräzipitation wurden CD74-

überexprimierende LX2 Zellen in zwei 10 cm Zellkulturschalen ausgesät, mit rhTIMP-1 (500 ng/ml) für 

10 min stimuliert und durch einen nicht-denaturierenden Zelllysepuffer lysiert. Die Konzentration des 

Lysates wurde dann mittels BCA-Assay (Kapitel 2.5.9.2) bestimmt und für Ko-Immunopräzipitations 

Experimente (Kapitel 2.5.6.) verwendet. 

2.4.5. Generierung von APP knockdown THP-1 Zellen 

Sowohl der knockdown von APP in THP-1 Zellen, als auch die Produktion lentiviraler Partikel, wurden 

mit der Hilfe von Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, 

TUM) durchgeführt. Hierzu wurden 5*106 HEK293T-Zellen in 10 cm Zellkulturschalen ausgesät und 

über Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Am nächsten Tag wurde ein Medienwechsel 

vorgenommen, und die Zellen mit lentiviralen Transferplasmiden und lentiviralen 

Verpackungsplasmiden (Tabelle 7) kotransfiziert. Als Kontrolle diente ein Plasmid, welches shRNA 

enthält, die kein bekanntes humanes oder murines Zielgen hat (shNT). Die Kotransfektion wurde 

durchgeführt, indem 36 µl Lipofectamin 2000 mit 1,5 ml OtiMEM Medium gemischt und für 5 min bei 

RT inkubiert wurden. Zudem wurde das Transferplasmid mit den Verpackungsplasmiden in 1,5 ml 

OptiMEM gemischt, und zum Lipofectamin-OptiMEM-Gemisch gegeben. Diese Mixtur wurde dann für 

20 min bei RT inkubiert. Das Medium der HEK293T-Zellen wurde durch 5 ml OptiMEM, 

supplementiert mit 10% FCS, ersetzt und das Plasmid/Lipofectamin/OptiMEM-Gemisch tropfenweise 

auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 6 h unter Standardbedingungen wurde das 

Medium abgesaugt und durch HEK293T-Kulturmedium ersetzt. Nach zwei Tagen Inkubation unter 

Standardbedingungen wurde der Virusüberstand abgenommen, durch einen 0,45 µm Filter gefiltert und 

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.  

Zur Herstellung des knockdowns wurden THP-1TKO Zellen mit den lentiviralen Partikeln, unter Zugabe 

von 8 µg/ml Polybren, infiziert und nach 3 Tagen durch 10 µg/ml Puromycin selektioniert. Zur Kontrolle 

einer erfolgreichen Selektion dienten nicht infizierte THP-1TKO Kontrollzellen, welche durch Puromycin-

Zugabe absterben.   
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2.4.6. Generierung von CD74-Überexpressionszellen 

Die in dieser Arbeit verwendeten CD74-überexprimierenden LX2 Zellen (SFCD74) wurden bereits 

zuvor durch Frau Katja Honert (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM), 

mit Hilfe von Herrn Christoph Stange (Masterand am Institut für Experimentelle Onkologie und 

Therapieforschung, TUM) hergestellt. Hierzu wurden die drei Vektoren pLP1, pLP2 und pLPVSVG 

(ViraPower-Kit, Thermo Fisher) mit einem Transferplasmid in HEK293T-Zellen transfiziert. Die 

HEK293T-Zellen wurden dabei am Vortag in 10 cm Zellkulturschalen (5*105 Zellen) ausgesät. Jeweils 

1 ml Opti-MEM wurden mit 36 µl Lipofektamin versetzt und für 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte 

die Zugabe von 10 µl Transferplasmid, 6,6 µg pLP1, 5 µg pLP2 und 3 µg pLPVSVG in einem 

Gesamtvolumen von 1,5 ml Opti-MEM, und eine Inkubation für 20 min bei RT. Das Medium der 

HEK293T-Zellen wurde abgenommen und durch 5 ml Opti-MEM, supplementiert mit 10 % FCS, ersetzt. 

Das DNA-Lipofektamin-Gemisch wurden dann tropfenweise auf die Zellen gegeben und für 6 h unter 

Standardbedingungen inkubiert. Der Virusüberstand wurde abgenommen, durch einen 0,45 µm Filter 

filtriert, und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Überexpression von CD74 in LX2 

Zellen wurden diese in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und 1 ml Virusüberstand, sowie 10 µg/ml 

Polybren, auf die Zellen gegeben und für 2 h unter Standardbedingungen inkubiert, wobei die Schalen 

im Abstand von 20 min geschwenkt wurden, um eine gleichmäßige Verteilung des Virusüberstandes auf 

der Zellschicht zu gewährleisten. Danach wurden 4 ml des Kulturmediums hinzugefügt und je nach 

Zelldichte passagiert.  
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2.5. Molekularbiologische Methoden 

2.5.1. Durchführung von Protein-Arrays 

2.5.1.1. Humaner Zellstress-Array und humaner XL Zytokin-Array 

Der humane Zellstress-Array und der humane XL Zytokin-Array (Tabelle 10) wurden gemäß den 

Herstellerangaben durchgeführt. Sowohl für den Zellstress-Array, als auch für den Zytokin-Array 

wurden primäre humane Monozyten isoliert und 2*106 Zellen direkt auf sechs Wells einer 6-well 

Zellkulturschale zunächst in FCS-freiem RPMI-1640 Medium, supplementiert mit 1% 

Penicillin/Streptomycin, ausgesät, und das Medium nach einer Stunde auf FCS-haltiges Kulturmedium 

umgestellt. Die Zellen wurden dann für 24 h (Zellstress-Array) oder 5 h (Zytokin-Array) mit 500 ng/ml 

rhTIMP-1 stimuliert. Die Stimulation für die spätere Durchführung des Zytokin Arrays erfolgte unter 

Anwesenheit des Proteintransportinhibitors Brefeldin A. Nach der Stimulation wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und durch den entsprechenden Lysepuffer (Zellstress-Array: Lysis Buffer 6, 

Zytokin-Array: Lysis Buffer 17 (Tabelle 4); jeweils supplementiert mit 10 µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml 

Leupeptin, und 10 µg/ml Pepstatin) lysiert. Hierbei wurden je drei unbehandelte, und drei TIMP-1-

behandelte Wells vereint, um eine ausreichende Lysatkonzentration zu erhalten. Die Lysate wurden dann 

für 30 min bei 4°C unter leichtem Schütteln inkubiert und bei 14.000 xg für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde nun bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Bei der Durchführung der Arrays 

wurden je 2 ml des Array-Buffers 6 in eine Schale vorgelegt, in welche die entsprechenden Antikörper-

gekoppelten Membranen gelegt und für eine Stunde unter leichtem Schwanken inkubiert wurden. 

Währenddessen wurden die Proteinlysate auf die gleiche Konzentration in einem Gesamtvolumen von 

1,5 ml Array Buffer 6 vorbereitet und die Membranen nach der einstündigen Inkubationszeit in dieser 

Lysat-Lösung über Nacht bei 4°C unter ständigem Schwankgen inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Membranen insgesamt dreimal für 10 min mit 20 ml 1x Waschpuffer gewaschen. Die verwendeten 

Schalen wurden gründlich mit ddH2O gereinigt. Anschließend wurde die Detektionslösung hergestellt, 

indem 1,5 ml 1x Array Buffer 4/6 mit 30 µl Detektionsantikörper versetzt wurden. Die Membranen 

wurden dann in der gereinigten Schale für 1 h mit der Detektionslösung inkubiert. Danach wurden die 

Membranen erneut dreimal für 10 min gewaschen und anschließend für 30 min mit einer 1x Streptavidin-

HRP-Lösung bei RT unter Schwanken inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Membranen wurden 

diese mit je 1 ml Chemi Reagent Mix versetzt und mit Hilfe des ChemiDoc-Detektionsgerätes entwickelt. 

Die Auswertung der Arrays erfolgte durch die densitometrische Quantifizierung der Dot-Intensitäten. Je 

Protein befanden sich zwei Dots auf der Membran, aus welchen der Mittelwert der Dot-Intensitäten 

gebildet wurde. Um eine potentielle ungleiche Proteinbeladung der beiden Membranen zu 

berücksichtigen, wurden die erhaltene Werte auf den Mittelwert der Intensitäten der auf beiden 

Membranen enthaltenen Referenz-Dots normalisiert.  
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2.5.1.2. Muriner LEGENDPlex-Maus Inflammations Array  

Zur Messung der Plasmaspiegel von IL-6 in C57BL/6 und C57BL/6.129S4-Timp-1tm1Pds/J Mäusen wurde 

murines Plasma aus Cerulein- und PBS-behandelten Mäusen aufgetaut, im Verhältnis 1:2 in Assay Puffer 

verdünnt und gemäß den Herstellerangaben des LEGENDPlex Mouse Inflammation Panel (740446, 

Biolegend, San Diego, USA) durchgeführt. Die Messung erfolgte am Sony SP6800 Spectral Analyzer 

(Sony Biotechnology). Bei der Auswertung wurden die MFI-Werte des Zytokins IL-6 von Cerulein-

behandelten C57BL/6 und C57BL/6.129S4-Timp-1tm1Pds/J miteinander verglichen. 

2.5.2. Durchflusszytometrie 

Die in dieser Arbeit durchgeführten durchflusszytometrischen Messungen wurden grundsätzlich am 

SA3800 oder SP6800 Spectral Analyzer (Sony Biotechnology) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mit Hilfe von FlowJo (Version 10.8.0).  

2.5.2.1. Färbung von Oberflächenproteinen 

 

Bei der Färbung von Oberflächenproteinen wurden die Zellen nach der jeweiligen Stimulation in einer 

v-bottom Platte zweimal mit FACS Puffer gewaschen und anschließend mit den entsprechenden 

Antikörpern (Tabelle 7) für 30 min bei 4°C im Dunkeln gefärbt und nochmals zweimal gewaschen. 

Danach erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer und die anschließende Auswertung mit FlowJo. 

2.5.2.2. Färbung von intrazellulären Proteinen 

Bei der Färbung von intrazellulären Proteinen wurden die Zellen nach der jeweiligen Stimulation 

zweimal mit FACS Puffer gewaschen und für 30 min bei 4°C mit Fixierungs-Puffer fixiert, danach in 

FACS Puffer aufgenommen und über Nacht bei 4°C gelagert. Am folgenden Tag wurden die Zellen 

zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen und mit den im Permeabilisierungspuffer verdünnten 

Antikörpern gegen intrazelluläre Zytokine für 2 h bei 4°C gefärbt. Anschließend wurden die Zellen 

zweimal mit FACS Puffer gewaschen und mittels Durchflusszytometrie und FlowJo analysiert. Bei der 

Auswertung wurde jeweils auf die entsprechende FMO-Kontrolle durch Substraktions des GeoMean-

Wertes des entsprechenden Zytokines normalisiert. 

2.5.2.3. Analyse der Glukoseaufnahme 

Zur Analyse der Glukoseaufnahme wurden die Zellen nach der entsprechenden Stimulation zweimal mit 

FACS Puffer gewaschen und anschließend im Durchflusszytometer gemessen. Bei der Auswertung 

wurde jeweils das geometrische Mittel (GeoMean) der 2-NBDG Fluoreszenzintensität berechnet und auf 

eine Fluorescence-Minus-One (FMO)-Kontrolle durch Substraktion des FMO-GeoMean-Wertes, 

normalisiert.  
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2.5.3. LRC-TriCEPS Assay 

Zur Identifikation von neuen Oberflächen-Interaktionspartnern von TIMP-1 wurde ein sogenannter 

LRC-TriCEPS Assay, vertrieben von der Firma Dualsystems Biotech AG (Schlieren, Schweiz), gemäß 

den Angaben des Herstellers durchgeführt. Im LRC-TriCEPS Experiment können direkte Ligand-

Rezeptor-Interaktionen unter nahezu nativen Bedingungen ermittelt werden (Frei et al., 2012). 

2.5.3.1. Durchführung des Assays 

Nach der Stimulation der B-Lymphomzellen (Kapitel 2.4.2.6.), wurde TIMP-1 (zu analysierender 

Ligand), BSA (Negativkontrolle), und Transferrin (Positivkontrolle) an das TriCEPS-Molekül 

gekoppelt. Hierbei wurden jeweils 300 µg Protein (gelöst in 150 µl 25 mM HEPES pH 7.4) mit 1,5 µl 

TriCEPSTM v.3.0. Reagenz versetzt, gemischt und bei 22°C auf dem Thermoschüttler (350 rpm) für 

90 min inkubiert. Die TriCEPS-Ligand-Gemische wurden dann in die entsprechend vorbereiteten, mit 

der Zellsuspension versetzten Reaktionsgefäße gegeben und bei 4°C im Dunkeln, für 90 min, auf einem 

Schüttler inkubiert. Danach wurden die Zellen pelletiert (300 xg, 5 min, 4°C) und in 3 ml eiskaltem LRC-

Puffer (PBS, pH 7.4, supplementiert mit dem Katalysator 2-amino-5-methoxybenzoesäure) 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in jeweils drei 1,5 ml Rektionsgefäße überführt (um eine 

Messung in Triplikaten durchzuführen), pelletiert (3000 xg, 5 min, 4 °C) und bei -80°C gelagert. Die 

Zellpellets wurden dann an Dualsystems Biotech AG versandt. Alle Prozessierungsschritte nach der 

Sendung der Zellpellets wurden durch Duaylsystems Biotech AG (Schlieren, Schweiz) durchgeführt. 

Hierbei wurden die Zellen lysiert, die mit dem TriCEPs-Molekül quervernetzten Oberflächenmoleküle 

mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt, durch Trypsin verdaut, und mittels LC-MS/MS-Analyse 

analysiert. 

2.5.3.2. Auswertung der Daten 

Die (statistische) Auswertung und Interpretation der Daten erfolgte durch Dualsystems Biotech AG. 

Hierbei wurden die TriCEPs-TIMP-1-behandelten Zellen mit den TriCEPS-BSA- und TriCEPS-

Transferrin-behandelten Zellen verglichen und untersucht, welche Proteine, relativ zu diesen 

Vergleichsliganden, signifikant in den TriCEPS-TIMP-1-behandelten Proben angereichtert waren. BSA 

diente hierbei als Negativkontrolle, da BSA an keinen humanen Rezeptor binden sollte, und nur BSA 

selbst in der Analyse als angereichert detektiert werden sollte. Da Transferrin an den Transferrinrezeptor 

bindet, diente Transferrin als positive Kontrolle, da lediglich der Transferrinrezeptor in diesen Proben 

angereichert werden sollte. BSA und Transferrin dienten also sowohl als Kontrolle für den technischen 

Erfolg des Experiments, als auch als Vergleichsliganden zu TIMP-1. Ob ein angereicherter Rezeptor als 

Kandidatrezeptor für TIMP-1 definiert werden kann, wurde mittels folgender Kriterien festgelegt:  
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1) Es wurden mindestens zwei Peptide des entsprechenden Rezeptors in der LC-MS/MS-Analyse 

identifiziert. 

2) Der Log2-Wert der relativen Veränderung der Anreicherung des entsprechenden Rezeptors 

muss einen größeren Wert als 3 aufweisen. 

3) Der Log10-Wert des angepassten p-Wertes muss größer als 2 sein, was einem p-Wert von <0,01 

entspricht.  

Falls diese drei Kriterien für einen angereicherten Rezeptor erfüllt waren, wurde dieser als 

Kandidatrezeptor für TIMP-1 bezeichnet. Die Daten wurden zum einen in einem Volcano-Plot, zum 

anderen in einem Peptid-Anreicherungs-Plot dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte durch 

Dualsystems Biotech AG mittels ANOVA.  

2.5.4. Dot Blot Assay 

Dot Blot Assays wurden zur Überprüfung einer Interaktion von TIMP-1 mit potentiellen 

Interaktionspartnern, wie z.B. CD74, durchgeführt. Hierzu wurde auf eine Nitrozellulosemembran 

6,7 µg rhTIMP-1, sowie äquimolare Mengen an MIF (Positivkontrolle), welche jeweils in Assay Puffer 

gelöst waren, immobilisert. Dies geschah gemäß den Herstellerangaben des BioDot® microfiltration 

apparatus (Biorad). Als Negativkontrolle wurde ein Dot nicht mit einem rekombinanten Protein 

gekoppelt, sondern lediglich mit Assay Puffer inkubiert. Über Nacht wurden die entsprechenden Dot mit 

einem nicht-denaturierten Zelllysat von Namalwa Zellen (20 µg/ml) bei 4°C in einer feuchten Kammer 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran zweimal mit TBS-T gewaschen und mit Antikörpern 

gegen CD74 inkubiert, solange, bis die Anitkörperlösung allein durch die Schwerkraft durch die 

Membran diffundiert ist. Danach erfolgten zwei weitere Waschschrittte mit TBS-T. Danach wurde die 

Membran mit HRP-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikörpern inkubiert und zuletzt nochmals zweimal 

mit TBS-T gewaschen. Darauf folgte die Detektion des Dot Blots mit Hilfe des ChemiDoc™ imaging 

systems. Die Dot-Intensitäten wurden mittels ImageLab Software bestimmt und auf die Negativkontrolle 

normalisiert. 

2.5.5. Pull Down Assay 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Pull Down Assays wurden mit Hilfe von Frau Daniela Abele 

(Praktikantin am Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) gemäß den 

Herstellerangaben der magnetischen NHS-Beads (Cytiva) durchgeführt. Sowohl der Pull Down Assay, 

als auch die Ko-Immunpräzipitation (Kapitel 2.5.6.) stellen die bekanntesten und am häufigsten 

verwendeten Techniken zur gezielten Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen darstellen (Jain 

et al., 2012). 
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Bei der Durchführung eines Pull Down Assays wurden zunächst nicht-denaturierte Zelllysate von SH-

SY5Y Zellen hergestellt. Die magnetischen NHS-Beads wurden mit einer eiskalten HCl-Lösung (1 mM) 

äquilibriert und 2000 nM rhTIMP-1 (gelöst in Coupling Puffer) für 2 h bei RT mit den Beads inkubiert, 

während diese in einen Rotations-Schüttler eingespannt wurden. Die Kontroll-Beads wurden nur mit 

Coupling Puffer inkubiert. Danach wurden die Beads abwechselnd zweimal mit Blocking Puffer A und 

Blocking Puffer B gewaschen und zuletzt erst für 15 min mit Blocking Puffer A inkubiert und 

anschließend mit TBS äquilibiert. Nach jedem Schritt wurden die Reaktionsgefäße in einen 

magnetischen Ständer eingespannt, der das Abnehmen der Übersände ermöglicht. Danach erfolgte die 

Zugabe des nicht-denaturierten SH-SY5Y Zelllysats (100 µl, 2 mg/ml) und eine Inkubation für 4 °C über 

Nacht. Ein Teil des Lysats wurde aufbewahrt und diente als „Input“ für die spätere Analyse mittels 

Western Blot. Nach der Inkubation über Nacht wurde der Überstand der Beads abgenommen und als 

„Output“ aufbewahrt. Die Beads wurden dreimal mit TBS-T gewaschen und die an die Beads 

gekoppelten Proteine durch Zugabe von Ladepuffer bei 95°C für 5 min eluiert („Elution“). Die Proben 

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert und anschließend mittels Western Blot 

analysiert. 

2.5.6. Ko-Immunpräzipitation 

Die in dieser Arbeit durchgeführte Ko-Immunpräzipitation wurden mit Hilfe von Frau Laura Flüter 

(Masterandin am Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

Das Prinzip der Ko-Immunpräzipitation basiert auf der Verwendung Zielprotein-spezifischer Antikörper 

(„-Immun“), die an Trägermaterialien, wie zum Beispiel magnetische Beads, gekoppelt werden, um das 

Zielprotein zusammen („Ko-“) mit dessen Interaktionspartnern aus einem Zelllysat zu präzipitieren 

(„Präzipitation“) (Lin und Lai, 2017).  

Bei der Durchführung einer Ko-Immunpräzipitation wurden je 10 µg anti-CD74-gekoppelte Agarose-

Beads (sc-6262-AC, Santa Cruz Biotechnology), sowie IgG-gekoppelte Kontroll-Beads mit je 1 ml PBS, 

supplementiert mit 5 % BSA, für 1 h bei RT, unter ständigem Rotieren der Reaktionsgefäße, inkubiert 

um unspezifische Bindestellen auf den Beads zu blockieren. Danach wurden die Beads dreimal mit PBS 

gewaschen und in nicht-denaturierenden Zelllysaten von TIMP-1-stimulierten LX2-Zellen über Nacht 

bei 4°C unter ständiger Rotation inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Beads bei 1.000 rpm und 4°C 

für 30 Sekunden zentrifugiert und dreimal mit PBS gewaschen. Das verbleibende Pellet wurde dann in 

Ladepuffer resuspendiert, für 5 min bei 95°C denaturiert und bis zur Analyse mittels Western Blot bei -

80°C gelagert. 
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2.5.7. ELISA 

ELISA Messungen wurden mit Hilfe des DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 (R&D Systems) gemäß 

den Herstellerangaben durchgeführt. 

2.5.7.1. TIMP-1 ELISA 

Die Messung von humanem TIMP-1 in Plasmaproben von PDAC Patienten wurde durch Herrn Dr. Chris 

Hermann (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. Die 

Messung von TIMP-1 in Zellkulturüberständen von primären Monozyten oder THP-1 Zellen wurde 

durch Herrn Daniel Häußler (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) 

durchgeführt. Bei den Messungen wurden je 100 µl anti-TIMP-1 Antikörper (2 µg/ml, gelöst in PBST) 

in die Wells einer 96-Well Flachbodenplatte gegeben und über Nacht bei RT inkubiert. Am nächsten 

Tag wurden die Zellkulturüberstände (1:10 verdünnt in Regent Diluent) und die Plasma-Proben (1:500 

verdünnt in Reagent Diluent) in Duplikaten auf die anti-TIMP-1-Antikörper-gekoppelten Wells gegeben 

und für 2 h bei RT inkubiert. Danach wurden die Wells dreimal mit PBS gewaschen und 100 µl anti-

TIMP-1 Antikörpern (50 ng/ml, verdünnt in Reagent Diluent) für 2 h im Dunkeln inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen wurden je 100 µl HRP-gekoppelte anti-Maus Antikörper in die Wells pipettiert 

und bei RT für 20 min inkubiert. Danach wurden je 100 µl Stop Solution hinzugegeben und die 

Absorption bei 450 nm im TECAN Microplate Reader gemessen. Bei der Auswertung der Daten wurde 

jeweils die Hintergrundabsorption (stammend aus einem Well, in dem kein Plasma oder 

Zellkulturüberstand, sondern nur Reagent Diluent hinzugegeben wurde), abgezogen, und mit dem 

entsprechenden Verdünnungsfaktor multipliziert. 

2.5.7.2. sCD163 ELISA 

Die Messung von sCD163 im Plasma von PDAC Patienten wurde durch Herrn Dr. Chris Hermann 

(Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. Die Durchführung 

erfolgte gemäß den Herstellerangaben des CD163 Duoset ELISA Kits (R&D Systems) und wie in 

Kapitel 2.7.7.1. beschrieben.  

2.5.7.3. IL-6 ELISA 

Die Messung von IL-6 im Plasma von PDAC Patienten wurde durch Frau Simone Heisz (Institut für 

Ernährungsmedizin, TUM) gemäß den Herstellerangaben des human IL-6 DuoSet ELISA development 

systems (R&D Systems) und wie in Kapitel 2.7.7.1. beschrieben, durchgeführt.  
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2.5.8. qRT-PCR Analysen 

2.5.8.1. Isolierung von RNA aus Zellen  

Für die Isolation von RNA aus Zellen wurden diese zweimal mit PBS gewaschen, in 1 ml Trizol-Lösung 

aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die Zell-Trizol-Mischung wurde 

auf Eis aufgetaut und anschließend bei RT für 5 min inkubiert. Danach wurden 200 µl Chloroform 

zugegeben, sie Suspension für 15 Sekunden durch Vortexen gemischt und anschließend 3 min bei RT 

inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation bei 13.000 rpm bei 4°C für 10 min. Währenddessen wurden 

250 µl Isopropanol in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße vorgelegt, in welches dann die obere, farblose Phase 

des Trizol/Chloroform-Gradienten gegeben und wieder durch Vortexen gemischt wurde. Danach folgte 

ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm bei 4°C für 10 min. Der entstandene Überstand wurde 

abgenommen und verworfen, das Pellet wurde mit 1 ml 80% Ethanol gewaschen und bei 7.600 rpm bei 

4°C für 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und die Peletts bei RT 

getrocknet. Das Pellet wurde dann in nukleasefreiem Wasser gelöst und über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Ab diesem Schritt wurde die RNA stets auf Eis gelagert. 

2.5.8.2. RNA-Konzentrationsbestimmung und Kontrolle der RNA-Integrität 

Die Konzentration der gelösten RNA wurde mittels Nanodrop (Thermo Fisher) bestimmt, nachdem diese 

für 10 min bei 65°C denaturiert wurde. Die RNA-Proben wurden dann jeweils mit nukleasefreiem 

Wasser auf 100 ng/µl eingestellt. 5 µl dieser Verdünnung wurden für Untersuchung der Integrität 1:1 

mit 2x RNA-Ladepuffer verdünnt und mittels 1% Agarosegel bei 100 V für 30 min aufgetrennt. Das 1% 

Agarosegel wurde dabei in ein zuvor mit 2% Absolve gereinigtem Schlitten, unter Zugabe von 2,5 µl/50 

ml SYBR green Lösung, gegossen. Die Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe des ChemiDoc™ 

imaging systems. 

2.5.8.3. Reverse Transkription 

Wurde die Integrität der RNA bestätigt, konnte die RNA in cDNA mittels reverser Transkription 

umgeschrieben werden. Hierzu wurden jeweils 10 µl der RNA mit 10 µl eines zuvor vorbereiteten Master 

Mixes (Tabelle 13) in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefäßen gemischt und mit Hilfe einer PCR Maschine gemäß 

dem in Tabelle 14 beschriebenen Programm in cDNA umgeschrieben.  
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Tabelle 4 Reaktionsansatz für die Reverse Transkription 

Reagenz Volumen [μl] pro Reaktion 

10x RT Puffer 2,0 

10x RT Random Primers 2,0 

25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 

MultiScribe Reverse Transkriptase 1,0 

Nukleasefreies H2O 3,2 

RNase Inhibitor 1,0 

Gesamtvolumen pro Reaktion 10 

 

Tabelle 5 Gewähltes Programm für die Reverse Transkription 

 Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 

Temperatur [°C] 25 37 85 4 

Zeit  10 min 120 min 5 s ∞ 
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2.5.8.4. Genexpressionsanalyse durch qRT-PCR 

Die Analyse der Genexpression erfolgte mittels qRT-PCR, wobei die Messung der 18S rRNA jeweils 

als endogene Kontrolle diente. Die cDNA wurde jeweils 1:100 oder 1:1000 (für die Analyse der 

Zielgene), bzw. 1:100.000 (für die Analyse der 18S rRNA) in nukleasefreiem Wasser verdünnt und je 

3µl der Verdünnungen, bzw. 3 µl nukleasefreies Wasser (Negativkontrolle) in Triplikaten auf eine 384-

Well Platte pipettiert. Hierzu wurden je 7 µl des entsprechenden Master Mixes (Tabelle 15) pipettiert, 

die Platte mit einer Abdeckfolie versiegelt und im LightCycler 480 (Roche) gemessen (Tabelle 16). Für 

die Auswertung wurden die aus den CT-Werten berechnete relative Veränderung der Genexpressionen, 

herangezogen.  

Tabelle 15 Reaktionsansatz Reverse Transkription 

Reagens Volumen [μl] pro Reaktion 

Forward Primer (100 µM) 0,015 

Nukleasefreies H2O 0,97 

Reverse Primer (100 µM) 0,015 

TakyonTM No ROX SYBR 2x Master Mix blue 

dTTP 

6,0  

Gesamtvolumen pro Reaktion 7 

 

Tabelle 16 Gewähltes Programm für die Reverse Transkription 

 Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 

Temperatur [°C] 50 95 95 60 

Zeit  2 min 3 min 10 s 60 

Wiederholung - 40x 

 

2.5.9. Isolation und Konzentrationsbestimmung von Proteinen aus Zellen 

2.5.9.1. Isolation von Proteinen aus Zellen 

Proteine wurden aus Zellen isoliert, indem diese nach der entsprechenden Stimulation zweimal mit 

eiskaltem PBS gewaschen und in 40 µ RIPA-Lysepuffer pro 6 cm Zellkulturschale, oder in 40 µl nicht-

denaturierendem Lysepuffer, unter Zugabe von Protease- und Phosphatase-Inhibitoren, lysiert und für 5 

min auf Eis inkubiert wurden. Danach erfolgte eine Behandlung im Ultraschallbad (3x 10 Sekunden) 

und die Schock-Gefrierung im flüssigen Stickstoff. Die Lysate wurden dann auf Eis aufgetaut und bei 

13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand (Lysat) wurde dann in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße 

überführt und für die Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet. 
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2.5.9.2. Bestimmungen von Proteinkonzentrationen mittels BCA  

Für die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde das Zelllysat im Verhältnis 1:25 mit ddH2O 

gemischt und jeweils 10 µl davon in eine 96-Well Flachboden-Platte in Duplikaten pipettiert. Zusätzlich 

wurde ein BSA-Standard, bestehend aus 0 mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 

1 mg/ml und 2 mg/ml BSA in Doppelbestimmungen vorgelegt, um aus diesem später eine Standardkurve 

zu erstellen. Zu allen Proben und zum Standard wurden dann jeweils 200 µl einer zuvor vorbereiteten 

BCA-Lösung (BCA-Reagenz 1 und BCA-Reagenz 2, im Verhältnis 50:1) gegeben und die Platte bei 

37°C für 30 min inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Absorption bei 562 nm im TECAN-Reader 

und eine Einstellung der Proteinlysate auf gleiche Proteinkonzentrationen mittels Verdünnung in 

5x Laemmli Puffer und ddH2O und anschließender Denaturierung bei 95°C. 

2.5.10. SDS Gelelektrophorese  

Die Auftrennung von Proteinlysaten erfolgte jeweils mittels SDS-Gelelektrophorese. Hierzu wurden 

zunächst 10 % oder 12,5 % SDS-Gele gemäß der in Tabelle 17 angebenen Volumina, unter Verwendung 

eines 15-Taschen-Kamms, gegossen. Nach erfolgter Polymerisierung des Gels wurden die Geltaschen 

jeweils mit den auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellten Proteinlysaten beladen. Davor wurden 

diese bei 13.000 xg für 2 min zentrifugiert und jede Geltasche mit Hilfe einer 200 µl Pipette gespült. Die 

Proteine wurden dann zunächst bei 80 V für 20 min, dann bei 130 V aufgetrennt, bis die Lauffront das 

Ende des Gels erreicht hat. Zur Einschätzung der Molekulargewichte der detektierten Proteine wurden 

4 µl eines vorgefärbten Molekulargewichtmarkers (PageRuler, Thermo Fisher) auf das Gel aufgetragen. 

Tabelle 17 Zusammensetzungen von SDS Gelen 

Bestandteile 

Trenngel  

Mengenangaben für  

2 Gele 

Sammelgel  

Mengenangaben 

für  

2 Gele 10 % 12,5 % 20 % 

H2O 10 ml 8,75 ml 5 ml 6,1 ml 

Polyacrylamid 

(40%, 29:1) 
5 ml 6,25 ml 10 ml 1,25 ml 

1,5 M Tris, pH 8,6, 0,4 

% SDS 
5 ml 5 ml 5 ml 2,5 ml 

10 % (w/v) APS 115 µl 115 µl 115 µl 100 µl 

TEMED 30 µl 30 µl 30 µl 10 µl 
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2.5.11. Western Blot 

Der Transfer aufgetrennter Zell-Lysate auf eine Nitrozellulose Membran erfolgte mit Hilfe eines semi-

dry Transfergerätes (BioRad, Trans-Blot Turbo). Hierzu wurde zunächst ein dickes, zuvor kurz mit 

Transferpuffer angefeuchtetes Filterpapier auf den Boden des Blotting-Gerätes gelegt und Luftblasen 

entfernt. Auf dieses Filterpapier wurde dann die kurz mit Wasser und Transfer-Puffer befeuchtete 

Nitrozellulose Membran gelegt, auf welche dann das Gel gegeben wurde. Der Transfer erfolgte dann bei 

20 V für 30 min. Um eine gleichmäßige Beladung der einzelnen Geltaschen zu überprüfen, wurde eine 

Färbung des Gesamtproteins mittels SYPRO Ruby Färbung gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. 

Hierzu wurde die Membran zunächst für 10 min in einer Lösung aus 7% Methanol und 20 % Essigsäure 

inkubiert, viermal für 5 min mit ddH2O gewaschen, und anschließend im Dunkeln für 10 min mit der 

SYPRO-Lösung inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Membran (jeweils 1 min), konnte diese mit 

Hilfe des ChemiDoc™ Imaging Systems belichtet werden. Anschließend wurde die Membran dreimal 

für 10 min mit TBS-T gewaschen und für 1 h mit einer Lösung aus 5 % BSA in TBS-T geblockt, um 

eine unspezifische Bindung von Antikörpern auf der Membran zu unterbinden. Anschließend erfolgte 

die Inkubation des primären Antikörpers (Tabelle 7) über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag wurde die 

Membran zunächst gewaschen (3 x 10 min mit TBS-T) und anschließend für 1 h mit den entsprechenden 

HRP-gekoppelten sekundären (Tabelle 8) bei Raumtemperatur inkubiert. Daran folgten weitere 

Waschschritte (3 x 10 min mit TBS-T), die Detektion der Banden mit Hilfe des ChemiDoc™ imaging 

systems und die densitometrische Auswertung mittels ImageLab. Für die Detektion wurde das Pierce™ 

ECL Substrat verwendet. 

2.5.12. Konfokale Mikroskopie 

2.5.12.1. Färbung der TIMP-1 Rezeptoren 

Zellen, welche für die konfokale Mikroskopie verwendet wurden, wurden wie in Kapitel 2.4.4.5 

beschrieben, mit Alexa555-TIMP-1 stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen mit 4% PFA 

Lösung für 10 min bei RT fixiert und durch Zugabe von 5 % Pferdeserum, gelöst in PBS, für eine Stunde 

bei RT blockiert. Bei der Färbung von CD74 wurden die Zellen vor der Blockierung zusätzlich für 

10 min bei RT mit 0,5 % Triton X-100, gelöst in PBS, permeabilisiert. Nach der Inkubationszeit des 

Blocking Puffers wurden die Zellen mit dem entsprechenden Primärantikörpern (anti-CD74, anti-APP 

oder anti-APLP2, jeweils gelöst in Blocking Puffer) über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schwanken der 

Platte inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit dem 

entsprechenden Fluorphor-gekoppelten Sekundärantikörpern für 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. 

Danach erfolgten erneut zwei Waschschritte mit PBS und die Resuspension der Zellpellets in 10 µl 
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Eindeckmedium. Die in Eindeckmedium resuspendierten Zellen wurden dann auf einen Objektträger 

übertragen und mit einem Glasplättchen abgedeckt. 

2.5.12.3. Konfokale Mikroskopie 

Die mikroskopischen Aufnahmen der gefärbten Zellen wurden mit Hilfe von Herrn Felix Bayerl (Institut 

für Molekulare Immunologie, TUM) mit Hilfe des TCS SP8 konfokalen Mikroskops, unter Verwendung 

des HC PL APO CORR CS2 63x/1.30NA Objektives, aufgenommen.  

2.5.12.4. Bearbeitung und Auswertung der konfokalen Aufnahmen 

Die aufgenommenen konfokalen 3D-Bilder wurden durch adaptive Bild-Dekonvolution mit Hilfe des 

Lightning Tools prozessiert. Die Analyse und Bearbeitung der Bilder erfolgte dann mit Hilfe der Imaris 

9.7. software (Bitplane), wobei hier die Intensitäten der einzelnen Marker an eine FMO-Kontrolle 

angepasst wurden. Das Imaris Surface Generation Tool wurde verwendet, um eine Rekonstruktion der 

3D-Oberflächen der Zellen zu generieren. 

 

2.6. In silico Analyse von Transkriptom Daten 

Die in silico Analyse von Transkriptom-Daten wurden entweder durch Herrn Dr. Chris Hermann (Institut 

für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) oder Herrn Julian Frädrich (Institut für 

Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

2.6.1. Analyse von publizierten immunzellspezifischen Transkriptionsdaten von 

Patienten 

Zur Identifikation der TICS-Zytokine wurden schon publizierte RNA-Sequenzierungs-Datensätze von 

insgesamt 29 Immunzelltypen in der PBMC-Fraktion von gesunden Donoren verwendet (Monaco et al., 

2019). Hierzu wurden die Daten von der Gene Expression Omnibus (GEO) Datenbank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; accession no. GSE107011) heruntergeladen und die mittlere 

Expression jedes Zielgens für jeden einzelnen Immunzelltyp berechnet. Die Analysen wurden von Herrn 

Dr. Chris Hermann (Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

2.6.2. Analyse von bulk Tumor Transkriptomdaten aus Patienten 

Um TIMP-1 mit der mRNA Expression der TICS-Zytokine zu korrelieren, wurden publizierte bulk-

Tumor Transkriptomdaten von Patienten mit invasivem Brustkrebs (BRCA), kolorektalem 

Adenokarzinom (COADREAD), Gliom (GBMLGG), Nierenkrebs (KIPAN), hepatozellulärem 

Leberkrebs (LIHC), Lungenadenokarzinom (LUAD), pankreatischem Adenokarzinom (PAAD), oder 

Hautkrebs (SKCM) von der FireBrowse Datenbank (http://firebrowse.org, accession no. BRCA, 
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COADREAD, GBMLGG, KIPAN, LIHC, LUAD, PAAD, oder SKCM) heruntergeladen. Hierbei 

wurden in jeder einzelnen Patienten-Kohorte nur die Daten aus Primärtumoren (sample type code ´01, 

´primary solid tumor´) verwendet. Nur bei der SKCM Kohorte wurden zudem auch regionale subkutane 

Tumor in die Analyse miteinbezogen. Die Analysen wurden von Herrn Dr. Chris Hermann (Institut für 

Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

2.6.3. Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) von bulk Tumor Transkriptomdaten  

Um eine Assoziation von TIMP-1 mit biologischen Prozessen in verschiedenen Tumorarten herzustellen, 

wurden publizierte bulk-Tumor Transkriptomdaten von Patienten mit invasivem Brustkrebs (BRCA), 

kolorekalem Adenokarzinom (COADREAD), Gliom (GBMLGG), Nierenkrebs (KIPAN), 

hepatozellulärem Leberkrebs (LIHC), Lungenadenokarzinom (LUAD), pankreatischem Adenokarzinom 

(PAAD), oder Hautkrebs (SKCM) von der FireBrowse Datenbank (http://firebrowse.org, accession no. 

BRCA, COADREAD, GBMLGG, KIPAN, LIHC, LUAD, PAAD, oder SKCM) heruntergeladen. Die 

Daten wurden in anhand der TIMP-1 mRNA Werte (mediane normalisierte TIMP-1 mRNA Expression) 

in die Gruppen mit einer hohen TIMP-1 Expression (TIMP-1HI), bzw. einer niedrigen TIMP-1 

Expression (TIMP-1LO) eingeteilt und die relativen Veränderungen der Genexpressionen in diesen 

Gruppen berechnet und mittels Mann-Whitney U Test auf statistische Signifikanz überprüft. Signifikant 

veränderte Gene (p-Wert < 0,05) wurden dann (GSEA; version 4.2.3) über die log2-Werte der relativen 

Veränderungen geordnet und unter Verwendung des Referenzdatensatzes Gene Ontology Matrix 

„Biological Processes“ (c5.go.bp.v2022.1.Hs.symbols.gmt) mittels GSEA (Permutationen: 1000; 

Ausschluss von Gensets <15 oder >500) ausgewertet. Die Analysen wurden von Herrn Julian Frädrich 

(Institut für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) durchgeführt. 

 

2.7. Statistische Analysen  

Die statistische Analyse der Daten wurde stets mittels GraphPad (Version 9) durchgeführt. Hierzu wurde 

zunächst das Vorliegen einer Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test überprüft. Falls eine 

Normalverteilung vorlag, wurden die Daten mittels t-test auf Signifikanz überprüft. Sollten mehrere 

Gruppen miteinander verglichen werden, wurde die Signifikanz mittels ANOVA-Test überprüft. Falls 

die Daten nicht normalverteilt waren, wurde ein Mann-Whitney-U Test für unabhängige Variablen 

verwendet. Die Bestimmung des cut off-Wertes für die Einteilung von PDAC Patienten in die Gruppen 

TIMP-1HI und TIMP-1LO wurde der Median der TIMP-1 Plasmaspiegel aller Patienten berechnet. 

Korrelationen zwischen nicht normalverteilten Gruppen wurden mittels Spearman-Korrelation 

bestimmt. 
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2.8. Kriterien und Vorgehensweisen bei der Darstellung von Interaktom-

Diagrammen und prognostischen Parametern der TIMPs 

Um einen Überblick über die Vielfalt an Interaktionspartnern, die Expressionsmuster und 

Expressionsmusterveränderungen, sowie klinischen Assoziationen der vier TIMP Familienmitglieder zu 

erlangen, erfolgte eine umfangreiche Literaturrecherche und eine graphische Zusammenfassung der 

erlangten Erkenntnisse.  

2.8.1. Kriterien zur Identifikation von bekannten TIMP Interaktionspartnern anhand 

von Literaturdaten 

Um alle bekannten Interaktionspartner der TIMPs zu identifizieren, wurde nach experimentell 

beschriebenen Interaktionen der Moleküle in begutachteten Publikationen recherchiert. Hierbei wurde 

lediglich auf die Interaktionen fokussiert, die mittels Experimenten belegt und veröffentlicht wurden. 

Jedes Interaktom eines TIMPs wurde dabei mit den Interaktomen der anderen TIMP Moleküle 

verglichen (Eckfeld et al., 2019) (Abbildung 4). Hierbei konnten Gemeinsamkeiten und Unterschiede 

zwischen den TIMPs festgestellt und in einem 4-Mengen Venn-Diagramm wie folgt dargestellt werden: 

 

Abbildung 4 Zusammenfassung der TIMP Interaktome in einem Venn-Diagramm. Aus der Darstellung aller 

experimentell validierten Interaktionen der vier TIMP Moleküle können Gemeinsamkeiten und Unterschiede 

zwischen den Interaktionspartnern der TIMPs abgelesen werden.  
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2.8.2. Kriterien zur Zusammenfassung der basalen Expressionsspiegel, 

Expressionsveränderungen und prognostischen Werte der TIMPs 

Um einzuschätzen, wie sich die Expression der vier Mitglieder der TIMP Familie hinsichtlich ihrer 

Expression und ihres prognostischen Wertes in verschiedenen Krebserkrankungen verhalten, wurde 

zunächst die basale Expression jedes TIMPs anhand publizierter Gewebe RNA-Expressionsdaten 

ermittelt, indem diese  aus der Human Protein Atlas (HPA) Datenbank entnommen wurden 

(https://www.proteinatlas.org; (Uhlén et al., 2015)). Hierbei wurde die relative basale Expression des 

entsprechenden TIMPs in Transcripts per million (TPM) verwendet und, wie in der Legende angedeutet, 

in einen Code (z.B. ** entspricht 50 – 100 TPM) umgewandelt und in einer Tabelle für jede Tumorentität 

festgehalten (Eckfeld et al., 2019). Um zu bestimmen, wie sich die TIMPs hinsichtlich der 

Expressionsveränderungen bei Tumorpatienten verhalten, wurde in der Literatur nach beschriebenen 

Expressionsveränderungen recherchiert. Hierbei wurden sowohl Veränderungen auf Protein-Ebene (z.B. 

Immunhistochemie (IHC)-Färbungen, ELISA- oder Western Blot-Analysen) als auch RNA-Ebene (qRT-

PCR-, oder RNA-Seq-Analysen) berücksichtigt. Weiterhin erfolgte hier eine Unterscheidung zwischen 

im Tumorgewebe gemessenen Expressionsveränderungen und im Blutplasma gemessenen 

Expressionsveränderungen. Ebenfalls wurde in der Literatur recherchiert, ob und inwiefern sich eine 

Expressionsveränderung des entsprechenden TIMPs auf die Prognose der Patienten auswirkt. Hierbei 

wurde ebenfalls zwischen im Gewebe oder im Plasma gemessenen Expressionen unterschieden (Eckfeld 

et al., 2019). Hinsichtlich der Einschätzung des prognostischen Wertes der TIMPs wurden sowohl 

Überlebensdaten, als auch beschriebene Aussagen über die Aggressivität, oder Rezidivraten der 

entsprechenden Tumorentität miteinbezogen. Alle erlangten Erkenntnisse wurden in Tabellen 

zusammengefasst, in denen die vier TIMPs einander gegenübergestellt wurden (Eckfeld et al., 2019). 

  

https://www.proteinatlas.org/
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3. ERGEBNISSE 

Wesentliche Teile dieser Arbeit wurden bereits in einem Review (Eckfeld et al., 2019), in einem im  

Jahre 2021 veröffentlichten Artikel (Schoeps et al., 2021b), und in einem im Jahre 2023 veröffentlichten 

Artikel (Eckfeld et al., 2023) publiziert. Entsprechende Verweise sind jeweils in der Figur Legende 

gekennzeichnet. 

3.1. Jedes TIMP besitzt ein einzigartiges Interaktom 

Das Interktom eines Proteins beschreibt generell die Gesamtheit aller bekannten Wechselwirkungen mit 

anderen Molekülen und kann als Grundgerüst für ein besseres Verständnis der biologischen Funktionen 

eines multifunktionalen Moleküls dienen (Cusick et al., 2005; Vidal et al., 2011). Um einen Überblick 

über die Gesamtheit und Vielfalt aller bekannten Interaktionen des multifunktionalen Proteins TIMP-1 

zu erlangen, wurde, basierend auf einer umfangreichen Literaturrecherche, eine graphische Darstellung 

des Interaktoms von TIMP-1 erstellt (Abbildung 9). Hierbei wurden nicht nur alle bekannten 

Interaktionspartner von TIMP-1 ermittelt, sondern diese weiterhin mit den Interaktomen der anderen 

TIMPs (TIMP-2, -3, und -4) verglichen.  

Beim direkten Vergleich der Interaktome aller TIMPs zeigte sich, dass sowohl Gemeinsamkeiten 

(Überlappungen), als auch Unterschiede (partielle Überlappungen oder exklusive Interaktionspartner) 

zwischen den TIMPs festzustellen sind. Gemeinsamkeiten bezüglich der Interaktionspartner beziehen 

sich dabei vorwiegend auf MPs, die oft von allen oder mehreren TIMPs gebunden werden können 

(Abbildung 5) (Eckfeld et al., 2019). Beispielsweise überlappt TIMP-1 bezüglich aller bekannten MP-

Interaktionen mit mindestens einem anderen TIMP Familienmitglied (Abbildung 5). Eine Ausnahme 

gilt für TIMP-3, den einzigen Verteter der Familie, der mit den membranständigen Proteinasen 

ADAM-TS2 (Wang et al., 2006) und ADAM-TS5 (Kashiwagi et al., 2001) interagiert und TIMP-2, den 

einzigen Vertreter, der mit der Protease MT5-MMP interagieren kann (Paumier et al., 2019). Die größten 

Unterschiede zwischen den vier TIMP Interaktomen ließen sich bei Molekülen feststellen, die nicht zur 

Proteinase-Familie zählen, wie zum Beispiel Oberflächenmoleküle oder Bestandteile der EZM 

(Abbildung 5) (Eckfeld et al., 2019). Betrachtet man speziell das exklusive Interaktom von TIMP-1, 

fällt auf, dass zu den TIMP-1-spezifischen Interaktionen zahlreiche Rezeptoren oder Ko-Rezeptoren, 

wie zum Beispiel CD82 (Zhang et al., 2017), CD44 (Lambert et al., 2009), Integrin β1 (Toricelli et al., 

2013), Integrin αVβ3 (Tsagaraki et al., 2010), und LRP1 (Thevenard et al., 2014) zählen, welche als 

mögliche Vermittler der zytokinischen Funktionen von TIMP-1 diskutiert werden (Grünwald et al., 

2019). CD63, der bekannteste funktionelle Rezeptor für die zytokinische Funktion von TIMP-1 (Jung et 

al., 2006; Ries, 2014; Grünwald et al., 2019), wird zusätzlich von TIMP-4 gebunden (Rorive et al., 2010), 

wobei für diese Interaktion bisher keine Funktionalität gezeigt wurde.  
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Abbildung 5 Das Interaktom der TIMPs. Darstellung aller experimentell validierten Interaktionspartner der 

TIMP Familie. TIMP-1, -2, -3 und -4 weisen teilweise gleiche Interaktionspartner, jedoch auch TIMP-spezifische, 

exklusive Interaktionspartner auf. Die Referenzen der dargestellten Interaktionen sind im Anhang aufgelistet. 

Abkürzungen: ADAM a disintegrin and metalloproteinase, ADAM-TS ADAM with thrombospondin motif, 

AGTR2 angiotensin II receptor type 2, EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1, 

IGF-1R insulin-like growth factor 1 receptor, LRP1 low-density lipoprotein receptor-related protein 1, MMP 

Matrix Metalloproteinase, MT Membran-Typ, NE Neutrophile Elastase, VEGFR2 vascular enDothelial growth 

factor receptor 2. Die Abbildung wurde dem veröffentlichten Review (Eckfeld et al., 2019) entnommen und 

adaptiert. 

 

Da die zytokinische Signalwirkung von TIMP-1 im Vergleich zur anti-proteolytischen Funktion noch 

wenig erforscht ist, zielen aktuelle Untersuchungen zunehmend auf die Identifikation neuer 

Zytokinfunktion-vermittelnder Rezeptoren ab. Erste Hinweise auf eine potentielle Interaktion von 

TIMP-1 mit dem Rezeptor CD74 deuteten sich bereits sowohl aus der funktionellen Überlappung der 

Zytokine MIF und TIMP-1 an, die beide in der Lage sind, eine prämetastatische Nische in der Leber zu 

induzieren (Costa-Silva et al., 2015; Grünwald et al., 2016), als auch aus den ersten Andeutungen einer 

Interaktion von TIMP-1 mit CD74 in einem im Jahre 2015 publizierten Abstract (Moreira et al., 2015).  
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3.2. TIMP-1 interagiert mit dem Rezeptor CD74 

Die Interaktion von TIMP-1 mit dem Rezeptor CD74 wurde nun experimentell überprüft, um eine 

mechanistische Grundlage für die Erforschung der Signalwirkung von TIMP-1 in Immunzellen zu 

schaffen. Hierzu wurden zum einen genetisch manipulierte hepatische Sternzellen (HSCs), als auch nicht 

genetisch manipulierte Immunzellen verwendet und die Interaktion von TIMP-1 mit CD74 mittels 

verschiedener biochemischer Methoden wie der Ko-Immunpräzipitation, der Dot Blot Analyse, sowie 

mittels konfokaler Mikroskopie überprüft (Schoeps et al., 2021b). 

3.2.1. TIMP-1 interagiert mit CD74 in artifiziell CD74-überexprimierenden HSCs  

In der hepatische Sternzelllinie LX2, welche selbst keine endogene CD74 Expression aufweist (SFempty, 

Abbildung 6A, B), wurde zunächst die Expression von CD74 durch eine Überexpression artifiziell 

erzeugt (SFCD74, Abbildung 6A-C), um diese Zelllinie für biochemische Interaktionsstudien zu nutzen. 

Die Überexpression von CD74 wurde mittels Western Blot (Abbildung 6A), quantitativer RT-PCR 

(Abbildung 6B), sowie Durchflusszytometrie überprüft und bestätigt (Abbildung 6C) (Schoeps et al., 

2021b).  

 

Figur 6 Nachweis der Überexpression von CD74 in LX2 Zellen. (A) Repräsentativer Western Blot der CD74 

Spiegel in LX2 Kontrollzellen (SFempty) und CD74-überexprimierenden LX2 Zellen (SFCD74).  

(B) CT-Werte der qRT-PCR Analyse von LX2 Kontrollzellen (SFempty) und CD74-über-exprimierenden LX2 Zellen 

(SFCD74). (C) Repräsentative Kontur-Diagramme der Oberflächenfärbung von CD74 in LX2 Kontrollzellen 

(SFempty, oben) und CD74-überexprimierenden LX2 Zellen (SFCD74, unten). Die Einteilung in CD74-negative 

und CD74-positive Zellen wurden anhand der FMO Kontrolle (links) vorgenommen. Die Daten wurden in 

modifizierter Form der Veröffentlichung (Schoeps et al., 2021b) entnommen. 
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Im Zuge einer Ko-Immunpräzipitation konnte dann mit Hilfe anti-TIMP-1 Antikörper-gekoppelter 

magnetischer Beads eine Ko-Präzipitation von TIMP-1 und CD74 nachgewiesen werden 

(Abbildung 7A). Weiterhin zeigten konfokale Aufnahmen von HSCs, die mit fluoreszenzmarkiertem 

TIMP-1 stimuliert wurden, dass TIMP-1 und CD74 in intakten Zellen ko-lokalisieren (Abbildung 7B).  

 

 

Abbildung 7 TIMP-1 interagiert mit CD74 in CD74-überexprimierenden LX2 Zellen. (A) Western Blot der Ko-

Immunpräzipitation von TIMP-1 und CD74. (B) Repräsentative konfokale Aufnahmen von TIMP-1 Alexa555-

stimulierten LX2 SFCD74 Zellen. Dargestellt sind jeweils die Einzelfärbungen und Überlagerungen von CD74 

(grün) mit TIMP-1 (magenta). Die ermittelte ko-lokalisierende Fläche ist jeweils in weiß dargestellt. Das linke 

Panel zeigt eine Oberflächen-Visualisierung der rechts dargestellten Färbungen. Die Maßstabsbalken entsprechen 

3 µm. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Schoeps et al., 2021b) entnommen. 
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3.2.2. TIMP-1 interagiert mit CD74 in physiologisch CD74-exprimierenden  

B-Lymphomzellen 

Neben des Interaktionsnachweises von TIMP-1 und CD74 in artifiziell CD74-überexprimierenden 

Zellen wurden weitere Interaktionsstudien mit physiologisch CD74-exprimierenden B-Lymphomzellen 

vorgenommen, die, im Vergleich zu LX2 Zellen, eine starke natürliche Expression von CD74 aufweisen 

(Abbildung 8A). Mit nicht-denaturierten Zelllysaten dieser Zellen wurden Dot Blot Analysen 

durchgeführt, die zeigen, dass CD74 aus dem Zelllysat signifikant mehr an TIMP-1-immobilisierte Dots 

bindet als an ungekoppelten Kontroll-Dots (Abbildung 8B, C). MIF, der bekannte physiologische 

Interaktionspartner von CD74 (Leng et al., 2003), wurde in diesem Experiment als positive Kontrolle 

verwendet und bewirkte ebenfalls eine Anreicherung des Rezeptors auf dem entsprechenden Dot 

(Abbildung 8B, C). Auch in B-Lymphomzellen konnte eine Ko-Lokalisierung von TIMP-1 mit CD74 

mittels konfokaler Mikroskopie visualisiert werden (Schoeps et al., 2021b) (Abbildung 8D).  

Insgesamt stellen die hier durchgeführten Experimente eine erste experimentelle Validierung der 

Interaktion von TIMP-1 mit CD74 dar. Die physiologische funktionelle Konsequenz dieser Interaktion 

in Form einer Aktivierung des Signalproteins ZAP-70 konnten wir in dem entsprechenden 

veröffentlichten Artikel (Schoeps et al., 2021b) zeigen. 
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Figur 8 TIMP-1 bindet an CD74 in physiologisch CD74-exprimierenden B-Lymphomzellen.  

(A) Repräsentativer Western Blot der CD74 Spiegel in LX2 und B-Lymphomzellen. (B) Repräsentativer Dot Blot 

zur Überprüfung der Interaktion von TIMP-1 mit CD74. (C) Quantifizierung der relativen Intensitäten des 

gebundenen CD74 Proteins an ungekoppelte, TIMP-1- und MIF-gekoppelte Dots. Die Normierung erfolgte jeweils 

auf die ungekoppelte Kontrolle (BSA). (D) Repräsentative konfokale Aufnahmen von TIMP-1-Alexa555-

stimulierten B Lymphomzellen Zellen. Dargestellt sind jeweils die Einzelfärbungen und Überlagerungen von CD74 

(grün) mit TIMP-1 (magenta). Die ermittelte ko-lokalisierende Fläche ist jeweils in weiß dargestellt. Das linke und 

untere Panel zeigen eine Oberflächen-Visualisierung der rechts dargestellten Färbungen. Die Maßstabsbalken 

entsprechen 2 µm. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Schoeps et al., 2021b) 

entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.3. Die Signalfunktion von TIMP-1 vermittelt eine pro-inflammatorische 

Stressantwort in Monozyten 

Zusätzlich zur Verifizierung der Interaktion von TIMP-1 mit dem Rezeptor CD74 war ein weiterer 

wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit, eine neue Signalfunktion von TIMP-1 in Immunzellen zu 

identifizieren und diese mechanistisch durch die Identifikation des involvierten Oberflächenrezeptors zu 

charakterisieren. Basierend auf den bereits publizierten Erkenntnissen, dass TIMP-1 eine Hypoxie-

ähnliche Stressantwort in Tumorzellen ausüben kann (Schelter et al., 2011; Cui et al., 2012), wurde nun 

untersucht, ob TIMP-1 eine solche Signalfunktion auch in Immunzellen ausübt. Als Modellsystem zur 

Untersuchung dieser Fragestellung wurden Monozyten gewählt, da Monozyten ähnliche 

Adaptionsmechanismen an Hypoxie besitzen wie Tumorzellen und zudem eine tragende Rolle bei 

entzündungs-assoziierten Prozessen spielen (Ziegler-Heitbrock, 2007; Perides et al., 2011; Komura et 

al., 2015; Jafarzadeh et al., 2020), in denen auch TIMP-1 eine wichtige Rolle zu spielen scheint 

(Prokopchuk et al., 2018; Hermann et al., 2021; Herr et al., 2021; Schoeps et al., 2021a).  

3.3.1. TIMP-1 induziert einen Hypoxiestress-assoziierten Phänotyp in Monozyten 

Um erste Hinweise für eine potentielle TIMP-1-induzierte Stressantwort in Monozyten zu erhalten, 

wurde ein Zellstress-Array durchgeführt, der die Analyse einer Veränderung von Zellstress-assoziierten 

Proteinen in TIMP-1-stimulierten Zellen erlaubt. Hierbei wurden einige Stress-assoziierte Proteine 

identifiziert, die durch die Stimulation von primären humanen Monozyten mit rekombinantem humanen 

TIMP-1 induziert wurden (Abbildung 9A). Die Proteine NFκB (D'Ignazio und Rocha, 2016),  

HIF-1α (Wang et al., 1995), p21/CIP (Kaija et al., 2012), Carboanhydrase IX (Potter und Harris, 2004), 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Schmedtje et al., 1997), und das Hitzeschockprotein 70 (HSP70) 

(Benjamin et al., 1990) stellen dabei Proteine dar, deren intrazelluläre Spiegel typischerweise auch durch 

hypoxischen Stress hochreguliert werden (Abbildung 9A, graue und schwarze Balken). Die 

Anreicherungen der Proteine HIF-1α und die Phosphorylierung der MAP Kinase p38 (Abbildung 9A, 

schwarze Balken) wurden mittels Western Blot Analyse weiterhin in Zelllysaten TIMP-1-stimulierter 

primärer Monozyten verifiziert und quantifiziert (Abbildung 9B, C). Dass der TIMP-1-vermittelte 

Effekt auf Monozyten den Effekt von Hypoxie nachahmt, zeigte sich deutlich durch den direkten 

Vergleich TIMP-1-stimulierter Proteinlysate mit Proteinlysaten aus Monozyten, die einer hypoxischen 

Umgebung mit einer Sauerstoffverfügbarkeit von 1% ausgesetzt wurden und dadurch ebenfalls eine 

starke Induktion der betreffenden Proteine zeigten (Abbildung 9B, C). Da eine Umstellung der 

metabolischen Eigenschaften in Richtung eines glykolytischen Phänotyps ein typisches Merkmal der 

hypoxischen Stress-Antwort von Monozyten darstellt (Mantovani et al., 2004), und sowohl durch P-p38 

(Sozen et al., 2015), als auch HIF-1α (Nagao et al., 2019) gefördert wird, wurde zudem die Fähigkeit der 

TIMP-1-stimulierten Zellen zur Aufnahme extrazellulär zugegebener Glukose untersucht. Hierbei zeigte 
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sich, dass sowohl TIMP-1, als auch die positive Kontrolle Hypoxie, die Aufnahme von Glukose in 

Monozyten steigert (Abbildung 9D). 

 

 

Abbildung 9 TIMP-1 induziert einen Hypoxiestress-assoziierten Phänotyp in Monozyten. (A) Ergebnisse des 

Zellstress-Arrays. Durch Hypoxie induzierbare Proteine sind in grau, die in weiteren Experimenten untersuchten 

Proteine in schwarz eingefärbt. (B, C) Repräsentative Western Blots der Spiegel von HIF-1α (A) und P-p38 (B) in 

primären Monozyten, die entweder unter hypoxischen Bedingungen kultiviert, oder mit TIMP-1 stimuliert wurden. 

Die relativen Veränderungen wurden quantitativ durch die densitometrische Auswertung der Bandenintensität aus 

mehreren biologischen Replikaten berechnet (rechts). (D) Quantifizierung der Glukoseaufnahme nach 

Kultivierung von primären humanen Monozyten in Hypoxie oder nach der Stimulation mit TIMP-1. Dargestellt ist 

jeweils die relative Veränderung des geometrischen Mittels des 2-NBDG Signals, die Normalisierung erfolgte auf 

die entsprechende unbehandelte Kontrolle. Zur statistischen Auswertung wurde ein one-sample t-test zum 

Referenzwert 1 durchgeführt. Das verwendete biologische Material aus (B) und (C) stammt jeweils aus mindestens 

zwei gesunden Spendern, die Anzahl der biologischen Replikate betrug jeweils mindestens 3. Die Daten wurden 

teilweise der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) entnommen und sind hier in einer modifizierten Form 

dargestellt. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.3.2. TIMP-1 erhöht die Spiegel von pro-inflammatorischen Zytokinen in Monozyten 

Da mit einer hypoxischen Stress-Antwort typischerweise eine Aktivierung von Monozyten einhergeht 

(Bosco et al., 2008), wurde im nächsten Schritt untersucht, ob die Stimulation primärer humaner 

Monozyten mit TIMP-1 zur einer Veränderung der intrazellulären Spiegel von Zytokinen bewirkt. In 

einem Zytokin-Array konnten zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine identifiziert werden, die durch 

TIMP-1 induziert wurden (Abbildung 10A, B). Um die Wirkung von TIMP-1 auf die Veränderung 

dieser pro-inflammatorischen Faktoren durch weitere Methoden zu validieren, wurden zunächst die 

Zytokine ausgewählt, die sowohl durch TIMP-1 induziert wurden, als auch in vivo vorwiegend von 

Monozyten (und nicht von anderen Immunzellen) exprimiert werden. Um diese Zytokine auszuwählen, 

wurde ein publizierter Datensatz (Monaco et al., 2019) herangezogen, welchem die Expressionsspiegel 

der zehn am stärksten durch TIMP-1 induzierten Zytokine in verschiedenen Immunzelltypen entnommen 

wurden (Abbildung 10C). Hierbei wurden die Zytokine IL-6, TNF-α, IL-1α, CXCL1 und CCL20 als 

TIMP-1-induzierte und vorwiegend von Monozyten exprimierte Zytokine ausgewählt und nachfolgend 

als TIMP-1-induzierte Zytokin-Signatur (TIMP-1-induced cytokine signature, abgekürzt „TICS“) 

bezeichnet. Der Effekt verschiedener TIMP-1 Konzentrationen auf die intrazellulären Spiegel der TICS 

Zytokine wurde mittels intrazellulärer Zytokin-Färbung und anschließender Durchflusszytometrie 

quantifiziert (Abbildung 10D-H). Hierbei stellte sich die Konzentration von 500 ng/ml TIMP-1, welche 

patho-physiologischen Plasmaspiegeln von TIMP-1 entspricht (Grünwald et al., 2016), als die Dosis an 

TIMP-1 heraus, die die robustesten und signifikantesten Effekte erzielte. Zusätzlich zur 

Durchflusszytometrie-basierten Validierung der Induktion pro-inflammatorischer Zytokine durch 

TIMP-1 konnte eine Erhöhung der Protein-Spiegel dieser Zytokine mittels Western Blot gezeigt werden 

(Abbildung 10I-M). 
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Abbildung 10 TIMP-1 induziert pro-inflammatorische Zytokine in primären humanen Monozyten.  

(A) Membranen des Zellstress-Arrays aus unbehandelten (oben) und TIMP-1-behandelten (unten) primären 

humanen Monozyten. (B) Quantifizierung der relativen Veränderungen der Dot-Intensitäten der Zytokine des 

Arrays. Dargestellt ist jeweils der log2-Wert der relativen Veränderung der Intensitäten bedingt durch die TIMP-1-

Behandlung. Hochregulierte Zytokine sind in rot, herunterregulierte Zytokine sind in blau eingefärbt.  

(C) Beschreibung des Vorgehens bei der Auswahl der TICS-Zytokine. (D - H) Quantifizierungen des geometrischen 

Mittels der Zytokine IL-6 (D), TNF-α (E), IL-1α (F), CXCL-1 (G), und CCL-20 (H). Das verwendete biologische 

Material aus (D-H) stammt jeweils aus mindestens zwei gesunden Spendern, die Anzahl der biologischen Replikate 

betrug n=10. Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des geometrischen Mittels der Zytokine normalisiert 

auf die entsprechende unbehandelte Kontrolle. (I-M) Western Blots der Zytokine IL-6 (I), TNF-α (J), IL-1α (K), 

CXCL-1 (L), und CCL-20 (M). Die statistische Auswertung erfolgte durch einen t-test im Fall einer 

Normalverteilung der Daten oder durch einen Mann-Whitney-U Test, falls keine Normalverteilung vorlag. 

Statistische Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen (D-H) wurden mittels One-Way ANOVA Dunnet Test 

für multiple Vergleiche zwischen jeder Gruppe und einer Kontrolle durchgeführt. Die Daten wurden der 

Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) entnommen und sind hier in modifizierter Form dargestellt. Die Daten sind 

jeweils als Mittelwert ± SEM dargestellt. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht 

signifikant. 

 

3.3.3. Die pro-inflammatorische Wirkung von TIMP-1 auf Monozyten erfordert die 

Anwesenheit der C-terminalen Domäne des Proteins  

TIMP-1 kann in eine N-terminale, sowie eine C-terminale Domäne unterteilt werden, wobei die 

N-terminale Domäne fast ausschließlich für die Inhibition von MPs verantwortlich ist, und die  

C-terminale Domäne vorwiegend die zytokinische Funktion von TIMP-1 vermittelt (Grünwald et al., 

2019). Um herauszufinden, welche dieser beiden Domänen an der TIMP-1-vermittelten pro-

inflammatorischen Wirkung beteiligt ist, wurde die isolierte rekombinante N-terminale Domäne von 

TIMP-1 (N-TIMP-1), die sich zu einer stabilen Proteinstruktur mit erhaltener anti-proteolytischer 

Aktivität faltet (Murphy et al., 1991), verwendet. Primäre humane Monozyten wurden hierzu mit  

N-TIMP-1 stimuliert und sowohl deren Fähigkeit zur Aufnahme von Glukose, als auch zur Produktion 

von Zytokinen getestet. Es zeigte sich hierbei, dass durch N-TIMP-1 weder eine verstärkte 

Glukoseaufnahme induziert werden konnte (Abbildung 11), welche bei der Verwendung des 

Volllängen-Proteins zu beobachten war (Abbildung 9), noch ein Einfluss dieser Variante auf die 

intrazellulären Spiegel von IL-6 zu detektieren war (Abbildung 11). Dies impliziert, dass die 

Anwesenheit der C-terminalen Domäne erforderlich für die Vermittlung der pro-inflammatorischen 

Wirkung von TIMP-1 ist und diese Effekte eine neue Signalfunktion von TIMP-1 darstellen. 
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Abbildung 11 Die C-terminale Domäne von TIMP-1 ist nötig für die pro-inflammatorische Wirkung von 

TIMP-1. (A) Quantifizierung der Glukoseaufnahme in primären Monozyten nach Stimulation mit N-TIMP-1. 

Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des geometrischen Mittels des 2-NBDG Signals, normalisiert auf 

die unbehandelte Kontrolle. (B) Quantifizierung der intrazellulären Zytokinspiegel von IL-6 in primären 

Monozyten, die mit N-TIMP-1 stimuliert wurden. Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des 

geometrischen Mittels von IL-6 normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. Die statistische Auswertung erfolgte 

durch einen t-test, falls Normalverteilung der Daten vorlag oder durch einen Mann-Whitney-U Test, falls keine 

Normalverteilung vorlag. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) 

entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.3.4. Die Monozyten-aktivierende Signalfunktion von TIMP-1 wird durch das Amyloid 

Precursor Protein vermittelt 

Da eine neue Signalfunktion von TIMP-1 in Form einer pro-inflammatorischen Aktivierung von 

Monozyten entdeckt wurde, wurde im folgenden Schritt der in diesem Prozess involvierte Rezeptor 

identifiziert und charakterisiert. Hierzu wurde sowohl eine unvoreingenommene Analyse durchgeführt, 

die die Entdeckung neuer Oberflächenrezeptoren definierter Liganden erlaubt, als auch eine 

biochemische Validierung der identifizierten Interaktionen mittels Pull Down Assay und konfokaler 

Mikroskopie vorgenommen.  

3.3.4.1 APPs sind neue Interaktionspartner von TIMP-1 

Zur Identifikation neuer Oberflächenrezeptoren von TIMP-1 wurde zunächst ein unvoreingenommenes 

LRC-TriCEPS Experiment (Dualsystems Biotech, Schlieren, Schweiz) in B-Lymphomzellen 

durchgeführt, das die Analyse von neuen Oberflächenrezeptoren in lebenden Zellen ermöglicht. Da diese 

Methode einen direkten Vergleich des Liganden von Interesse (TIMP-1) mit zwei Vergleichsliganden 

erfordert, wurde die Analyse zusätzlich mit der Positivkontrolle Transferrin, sowie der Negativkontrolle 

BSA durchgeführt. Es zeigte sich hierbei, dass im Vergleich zu beiden Kontroll-Liganden (BSA und 

Transferrin, Abbildung 12B), eine signifikante Anreicherung der Proteine APP und APLP2 in TIMP-1-

TriCEPS-behandelten Zelllysaten zu detektieren war (Abbildung 12B – E). Dies offenbart APP und 

APLP2 als neue Kandidat-Rezeptoren für TIMP-1. 
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Abbildung 12 TIMP-1 bindet an Amyloid Precursor Proteine. (A, B) Volcano Plots der angereicherten, mittels 

LC-MS/MS identifizierten Moleküle in Zelllysaten aus TIMP-1-TriCEPs-behandelten B-Lymphomzellen relativ zu 

den Vergleichsliganden BSA (A) und Transferrin (B). Dargestellt ist jeweils der –log10-Wert des  

 p-wertes (Y-Achse), sowie der log2-Wert der relativen Veränderung der Proteine in den entsprechenden 

Zelllysaten (X-Achse). (C, D) Peptid-Anreicherungs-Diagramme der Kandidat-Rezeptoren APP und APLP2. 

Dargestellt ist jeweils das standardisierte Vorkommen der identifizierten Peptide von APP (C) und APLP2 (D) in 

BSA-, TIMP-1- und Transferrin-TriCEPS-behandelten Zellen. Die TriCEPS-Analyse wurde mit insgesamt drei 

biologischen Stimulationen durchgeführt. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld 

et al., 2023) entnommen. 
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Die im TriCEPs-Experiment identifizierten Kandidat-Rezeptoren von TIMP-1 wurden nun durch weitere 

Methoden in verschiedenen Zelltypen als Interaktionspartner von TIMP-1 validiert. Hierzu wurde 

einerseits ein Pull Down Assay mit Zelllysaten aus APP- und APLP2-exprimierenden neuronalen Zellen 

(SH-SY5Y) durchgeführt, die eine hohe Expression der Rezeptoren aufweisen. Mittels magnetischer 

TIMP-1-konjugierter Beads konnte im Vergleich zu ungekoppelten Kontroll-Beads eine deutliche 

Anreicherung von APP (Abbildung 13A) und APLP2 (Abbildung 13B) in den Eluat-Fraktionen 

detektiert werden. Zudem zeigte sich in konfokale Aufnahmen, dass APP (Abbildung 13C) und APLP2 

(Abbildung 13D) mit fluoreszenzmarkiertem TIMP-1 in primären Monozyten ko-lokalisieren.  

 

 

Figur 13 Validierung der Interaktion von TIMP-1 mit APP und APLP2. (A, B) Western Blots der Pull-Down 

Assays von APP (A) und APLP2 (B). (C, D) Repräsentative konfokale Aufnahmen von TIMP-1 Alexa555-

stimulierten primären humanen Monozyten. Dargestellt sind jeweils die Einzelfärbungen und Überlagerungen von 

APP (C, grün, oben) mit TIMP-1 (rot, oben), bzw. APLP2 (D, grün, oben) und TIMP-1 (rot, oben). Die ermittelte 

ko-lokalisierende Fläche ist jeweils in weiß dargestellt. Das untere Panel zeigt eine Oberflächen-Visualisierung 

der im oberen Panel dargestellten Färbungen. Die Maßstabsbalken entsprechen jeweils 1µm. Die Daten wurden 

in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) entnommen. 
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3.3.4.2. Der pro-inflammatorische Effekt von TIMP-1 auf Monozyten wird über APP vermittelt 

Da APPs, insbesondere APP, als pro-inflammatorische Rezeptoren auf Monozyten diskutiert werden 

(Sondag und Combs, 2004; Sondag und Combs, 2006), und TIMP-1 sowohl eine pro-inflammatorische 

Aktivierung von Monozyten induziert (Abbildung 10), als auch als neuer Ligand von APP und APLP2 

identifiziert wurde (Abbildungen 12, 13), wurde nun untersucht, ob die Interaktion von TIMP-1 mit 

APP und/oder APLP2 die Aktivierung von Monozyten vermittelt. Hierzu wurden primäre humane 

Monozyten mit anti-APP, bzw. anti-APLP2 Antikörpern behandelt, bevor diese mit TIMP-1 stimuliert 

wurden, um die Interaktion von TIMP-1 mit dem entsprechenden Rezeptor zu blockieren. Eine Messung 

der Spiegel der TICS-Zytokine zeigte, dass die Interferenz mit APP, aber nicht mit APLP2, die TIMP-1-

vermittelte Induktion dieser Zytokine abschwächte (Abbildung 14). Diese Daten weisen darauf hin, dass 

APP, jedoch nicht APLP2, der funktionelle Rezeptor für die neue Monozyten-aktivierende 

Signalfunktion von TIMP-1 ist. 
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Figur 14 Analyse der APP- und APLP2-Abhängigkeit der pro-inflammatorischen Wirkung von TIMP-1 auf 

Monozyten. (A-E) Quantifizierungen der geometrischen Mittel der Zytokine IL-6 (A), TNF-α (B), IL-1α (C), 

CCL-20 (D), und CXCL-1 (E) in primären humanen Monozyten nach Vor-inkubation mit IgG-Kontrollantikörpern 

oder anti-APP, bzw. anti-APLP2 Antikörpern. Das verwendete biologische Material stammt jeweils aus mindestens 

zwei gesunden Spendern, die Anzahl der biologischen Replikate betrug jeweils mindestens n=6. Dargestellt ist die 

relative Veränderung (Mittelwert ± SEM) des geometrischen Mittels der entsprechenden Zytokine normalisiert auf 

die entsprechende unbehandelte Kontrolle. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen t-test im Falle einer 

Normalverteilung der Daten oder durch einen Mann-Whitney-U Test, falls keine Normalverteilung vorlag. Die 

Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 

0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 

 

Die durch Antikörper-Interferenz-Versuche demonstrierte Abhängigkeit der TIMP-1-vermittelten 

Monozyten-Aktivierung von dem neu identifizierten Rezeptor APP wurde nun weiterhin in der genetisch 

manipulierbaren monozytären Zelllinie THP-1 validiert. Zunächst wurde hierbei die Eignung von THP-1 

Zellen als Modellsystem für die Untersuchung TIMP-1-vermittelter Effekte auf Monozyten überprüft, 

indem die in primären Monozyten induzierbaren Effekte auf die Zytokinproduktion, sowie auf die 

Glukoseaufnahme reproduziert werden sollten. Die Stimulation von THP-1 Zellen mit TIMP-1 konnte 

weder eine verstärkte Aufnahme von Glukose (Abbildung 15A), noch eine gesteigerte Produktion von 

IL-6 (Abbildung 15B) induzieren. THP-1 Zellen weisen im direkten Vergleich mit primären Monozyten 

eine signifikant höhere endogene Expression von TIMP-1 auf (Abbildung 15C), was die 

Ansprechbarkeit dieser Zellen durch konstitutive hohe TIMP-1 Spiegel im Überstand überschatten 

könnte. Um eine potentielle konstitutive Aktivierung der THP-1 Zellen durch endogenes TIMP-1 

ausschließen zu können, wurden THP-1 Zellen verwendet, die einen knockout von TIMP-1 aufweisen 

(THP-1TKO) (Abbildung 15D, E) und dadurch eine geringere basale Aufnahme von Glukose 

(Abbildung 15F), sowie geringere basale Spiegel an IL-6 (Abbildung 15G) zeigen. Da THP-1TKO 

Zellen sowohl mit einer gesteigerten Produktion von IL-6 (Abbildung 15H), als auch mit einer erhöhten 

Aufnahme von Glukose (Abbildung 15I) auf die Stimulation mit TIMP-1 reagieren, repräsentieren diese 

Zellen eine TIMP-1-responsive, geeignete Zelllinie zur mechanistischen Untersuchung von TIMP-1-

vermittelten Effekten auf Monozyten. 
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Figur 15 THP-1TKO Zellen eignen sich als Modellsystem für die mechanistische Untersuchung TIMP-1-

vermittelter Effekte auf Monozyten. (A) Quantifizierung der Glukoseaufnahme nach der Stimulation von THP-1WT 

Zellen mit TIMP-1. (B) Quantifizierung der intrazellulären IL-6 Spiegel in THP-1WT Zellen nach Stimulation mit 

TIMP-1. (C) Konzentrationen von TIMP-1 im Überstand primärer und THP-1 Monozyten, die für 24 h unter 

identischen Bedingungen kultiviert wurden. Die Konzentrationen wurden mittels ELISA bestimmt. 

(D) Repräsentativer Western Blot von TIMP-1 in Zelllysaten aus THP-1WT und THP-1TKO Zellen.  

(E) Konzentrationen von TIMP-1 in Überständen von THP-1 und THP-1TKO Zellen, welche für 24 h unter 

identischen Bedingungen kultiviert wurden. Die Konzentrationen wurden mittels ELISA bestimmt.  

(F) Quantifizierung der basalen Glukoseaufnahme in THP-1WT und THP-1TKO Zellen. (G) Quantifizierung der 

basalen IL-6 Spiegel in THP-1WT und THP-1TKO Zellen. Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des 

geometrischen Mittels des 2-NBDG oder IL-6 Signals, normalisiert auf die entsprechende unbehandelte Kontrolle.  

(H) Quantifizierung der Glukoseaufnahme in THP-1TKO Zellen nach Stimulation mit rhTIMP-1. (I) Quantifizierung 

der intrazellulären IL-6 Spiegel in THP-1TKO nach Stimulation mit rhTIMP-1. Die statistische Auswertung erfolgte 

durch einen t-test im Falle einer Normalverteilung der Daten oder durch einen Mann-Whitney-U Test, falls keine 

Normalverteilung vorlag. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) 

entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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Um in THP-1TKO Zellen nun die APP-abhängige pro-inflammatorische Wirkung von TIMP-1 

zu validieren, wurde die Expression von APP in THP-1TKO Zellen mittels shRNAi reduziert. 

Dies konnte sowohl auf RNA-Ebene (Abbildung 16A), als auch auf der Zelloberfläche 

(Abbildung 16B) nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Kontrollzelllinie (shNT), konnte in 

den knockdown Zelllinien (shAPP #1 und shAPP #2) weder die Glukoseaufnahme 

(Abbildung 16C), noch die Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 

(Abbildung 16D) durch TIMP-1 induziert werden. Dies bestätigt die Hypothese, dass diese 

Effekte von der Interaktion von TIMP-1 mit APP abhängig sind. 
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Figur 16 Der knockdown von APP verhindert die pro-inflammatorischen Effekte von TIMP-1 auf THP-1TKO 

Monozyten. (A) Relative mRNA Expression von APP in Kontrollzellen (THP-1TKO shNT) und zwei APP-knockdown 

Zelllinien (THP-1TKO shAPP #1 und #2). Die Messung erfolgte mittels qRT-PCR. (B) Relative 

Oberflächenexpression von APP in THP-1TKO shNT und THP-1TKO shAPP Zelllinien. Die Messung erfolgte mittels 

Durchflusszytometrie. Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des gemessenen geometrischen Mittels von 

APP normalisiert auf die shNT Kontrolle. (C) Quantifizierung der Glukoseaufnahme in THP-1TKO shNT und 

THP-1TKO shAPP Zelllinien. (D) Quantifizierung der intrazellulären Zytokinspiegel von IL-6 in THP-1TKO shNT 

und THP-1TKO shAPP Zelllinien. Dargestellt ist jeweils die relative Veränderung des geometrischen Mittels der 2-

NBDG oder IL-6 Färbung normalisiert auf die entsprechende unbehandelte Kontrolle. Die statistische Auswertung 

erfolgte durch einen t-test im Falle einer Normalverteilung der Daten oder durch einen Mann-Whitney-U Test, 

falls keine Normalverteilung vorlag. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 

2023) entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.4. In vivo Relevanz der pro-inflammatorischen Wirkung von TIMP-1 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigten, dass TIMP-1 in vitro eine pro-inflammatorische 

Monozyten-Aktivierung induziert. Nun wurde analysiert, ob diese Funktion auch in vivo relevant ist. 

Dies wurde im Kontext von Tumorerkrankungen untersucht, da sowohl TIMP-1 (Eckfeld et al., 2019), 

als auch Monozyten (Kiss et al., 2020) in diesen meist mit einer schlechten Prognose für die Patienten 

korrelieren. Um zunächst die in der Klinik beobachteten Eigenschaften von TIMP-1 übersichtlich 

darzustellen, wurden die Tumor-bedingten Expressionsveränderungen von TIMP-1 und die damit 

assoziierten prognostischen Konsequenzen mit Hilfe einer Literaturrecherche ermittelt und den anderen 

TIMPs gegenübergestellt, um nicht nur deren Interaktome (Kapitel 3.1), sondern auch deren 

Eigenschaften in der Klinik miteinander zu vergleichen. 

3.4.1. Die Expression von TIMP-1 wird in nahezu allen Tumorentitäten hochreguliert 

und korreliert mit einer schlechten Prognose für die Patienten 

Um die Expressionsmusterveränderungen der vier TIMPs in verschiedenen Tumorentitäten darzustellen, 

wurde zunächst die basale physiologische Expression jedes TIMPs im gesunden Ursprungsgewebe einer 

Tumorentität mit Hilfe von RNA-Seq Datensätzen der Datenbank des Human Protein Atlas (HPA) 

(https://www.proteinatlas.org; (Uhlén et al., 2015)) ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass TIMP-1, -2 und -3 

relativ ähnliche basale Expressionsspiegel aufzeigen (< 50 bis zu > 1000 TPM) (Abbildung 17A). 

Lediglich TIMP-4 wird gewebespezifisch (im Gehirn, GIT, in der Niere, in weiblich- und männlich-

assoziierten Geweben, und im Brustgewebe) exprimiert und weist insgesamt eine schwache Expression 

auf (TPM < 50) (Eckfeld et al., 2019) (Abbildung 17A). Ob die Expression eines TIMPs im 

Tumorgewebe sowie im Blutplasma während einer Tumorerkrankung typischerweise hoch- oder 

herunterreguliert wird, wurde mit Hilfe einer Literaturrecherche ermittelt. Weiterhin wurden 

Informationen über die prognostischen Konsequenzen der Expressionsmusterveränderungen der TIMPs 

gesammelt und jeweils angegeben, ob hohe (HI) oder niedrige (LO) Spiegel des Moleküls mit einer 

schlechten Prognose für die Patienten einhergehen. Hierbei zeigten sich Unterschiede zwischen den vier 

TIMPs. TIMP-1 wird in nahezu allen Tumorentitäten sowohl im Tumorgewebe (Abbildung 17A), als 

auch im Blutplasma (Abbildung 17B) hochreguliert. Die entsprechende Expressionsveränderung von 

TIMP-1 korreliert dabei durchweg mit einer schlechten Prognose (Eckfeld et al., 2019) (Abbildung 17). 

Im Gegensatz dazu zeigte sich für die anderen TIMPs sowohl bezüglich der Expressionsveränderungen, 

als auch hinsichtlich des prognostischen Wertes entweder ein ambivalentes (TIMP-2) oder sogar 

gegenteiliges Bild (TIMP-3) (Abbildung 17A, B). Lediglich TIMP-4 ähnelt hinsichtlich der 

Expressionsmusterveränderung und des prognostischen Wertes TIMP-1 (Eckfeld et al., 2019).   

 

https://www.proteinatlas.org/
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Abbildung 17 TIMPs in der Klinik. Dargestellt sind jeweils die Expressionsmuster, 

Expressionsmusterveränderungen und prognostischen Eigenschaften der vier TIMPs in verschiedenen 

Tumorentitäten. Die basale mRNA Expression des entsprechenden TIMPs (in TPM) wurde entsprechend der Größe 

der TPM-Werte in einen Symbol-Code (* - *****) umgewandelt (A, erste Spalte). Die ermittelten 

Expressionsmusterveränderungen eines TIMPs im Gewebe- (A) oder Plasma (B) wurden mit ↑ (Hochregulation), 

mit ↓ (Herunterregulation) oder ↑↓ (ambivalente Daten) gekennzeichnet und angedeutet, ob hohe (HI) oder 

niedrige (LO) Spiegel des TIMPs mit einer schlechten Prognose für die Patienten der entsprechenden Tumorentität 

assoziiert sind. Die Abbildung wurde in modifizierter Form der Publikation (Eckfeld et al., 2019) entnommen. Die 

Quellen aller hier zusammengefasster Originalpublikationen sind dem Anhang zu entnehmen.  

Abkürzungen: GIT Gastrointestinal Trakt, TPM Transcripts per million. 
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3.4.2. TIMP-1 korreliert mit Monozyten-assoziierten Prozessen in vivo 

Um nun im Kontext von Tumorerkrankungen einen ersten Eindruck darüber zu gewinnen, ob TIMP-1 

in vivo mit einer pro-inflammatorischen Monozyten-Aktivierung assoziiert ist, wurde mit Hilfe einer 

Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) untersucht, mit welchen biologischen Prozessen die Expression 

von TIMP-1 im Tumorgewebe assoziiert ist. In zahlreichen Tumorentitäten (Abbildung 18A) 

korrelierten einige Monozyten-assoziierte Prozesse (z.B. „Humoral Immune Response“, „Monocyte 

Leukocyte Activation“, „Monocyte Chemotaxis“, „Activation of Immune Response“, „Immune Response 

Regulating Cell Surface Receptor Signaling Pathway“, „Acute Inflammatory Response“, und „Positive 

Regulation of Cytokine Production“) signifikant mit der TIMP-1 Expression. Da für TIMP-1 besonders 

im Pankreaskarzinom eine pro-tumorigene Funktion beschrieben ist (Grünwald et al., 2016; Hermann et 

al., 2021; Schoeps et al., 2021a), wurde in diesen (Abbildung 18B), und weiteren Analysen 

(Abbildungen 19, 20) auf die pro-inflammatorischen Eigenschaften von TIMP-1 in Pankreaskarzinom-

Patienten fokussiert. Auch hier zeigte sich eine klare positive Korrelation von TIMP-1 mit den oben 

beschriebenen, Monozyten-assoziierten biologischen Prozessen (Eckfeld et al., 2023) (Abbildung 18B). 

Diese Daten weisen darauf hin, dass TIMP-1 auch in vivo mit einer Aktivierung von Monozyten 

assoziiert ist. 

 

Abbildung 18 TIMP-1 korreliert mit Monozyten-assoziierten Prozessen in vivo. (A) GSEA von verschiedenen 

Tumorentitäten. (B)  GSEA eines Pankreas Adenokarzinom RNA-Seq Datensatzes. TIMP-1 korreliert mit 

zahlreichen Monozyten Aktivierungs-assoziierten Prozessen im Pankreaskarzinom. Für die statistische 

Auswertung der GSEA Analysen wurde eine Spearman rank Korrelation aufgrund einer nicht vorhandenen 

Normalverteilung angewandt. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) 

entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.4.3. TIMP-1 korreliert mit pro-inflammatorischen Zytokinen in vivo 

Ein weiterer Hinweis für eine TIMP-1-vermittelte Monozyten-Aktivierung in vivo lieferte eine positive 

Korrelation der TIMP-1 Expression in verschiedenen Tumorentitäten mit den zuvor definierten 

Monozyten-spezifischen TICS-Zytokinen. Hierbei korrelierte vor allem das pro-inflammatorische 

Zytokin IL-6 in allen betrachteten Tumorerkrankungen signifikant mit der TIMP-1 Expression (Eckfeld 

et al., 2023)  (Abbildung 19A). Die Assoziation zwischen TIMP-1 und IL-6 konnte weiterhin im Plasma 

von PDAC Patienten nachgewiesen werden, nachdem diese in Patientengruppen mit hohen (TIMP-1HI) 

und niedrigen TIMP-1-Spiegeln (TIMP-1LO) eingeteilt wurden (Abbildung 19B). Ein kausaler 

Zusammenhang zwischen TIMP-1 und IL-6 wurde schließlich in einem Mausmodell hergestellt 

(Abbildung 19C), in welchem im Kontext der akuten Pankreatitis, einem gut etablierten Inflammations-

assoziierten pankreatischen Krankheitsmodell, TIMP-1-kompetente Mäuse signifikant höhere IL-6 

Spiegel aufwiesen als TIMP-1-defizienten Mäuse (Eckfeld et al., 2023).  

 

Abbildung 19 TIMP-1 korreliert mit pro-inflammatorischen Zytokinen in vivo. (A) Korrelation der TIMP-1 

Expression mit den Expressionen der TICS-Zytokine in verschiedenen Tumorentitäten. (B) Plasmaspiegel von IL-6 

(Median) in Patienten mit hohen (TIMP-1HI, Plasmaspiegel > 240,67 ng/ml) und niedrigen TIMP-1 Spiegeln 

(TIMP-1LO, Plasmaspiegel < 240,67 ng/ml). Die Einteilung der Patienten in die jeweiligen Gruppen erfolgte 

basierend auf den medianen Plasmaspiegeln von TIMP-1. (C) Plasma IL-6 Spiegel in TIMP-1WT und TIMP-1KO 

Mäusen, in welchen akute Pankreatitis durch die Cerulein-Injektion induziert wurde. Für die statistische 

Auswertung der GSEA Analysen wurde eine Spearman rank Korrelation aufgrund einer nicht vorhandenen 

Normalverteilung angewandt. Die Daten wurden in modifizierter Form der Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) 

entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****, P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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3.4.4. TIMP-1 korreliert mit dem Monozyten-Aktivierungsmarker sCD163  

Um einen direkten Zusammenhang zwischen TIMP-1 und der Monozyten Aktivierung in vivo 

herzustellen, wurden die TIMP-1 Plasmaspiegel aus PDAC Patienten mit dem Monozyten-spezifischen 

Aktivierungsmarker sCD163 korreliert. Hierbei zeigte sich eine signifikante positive Korrelation 

zwischen TIMP-1 und sCD163 (Abbildung 20A). Weiterhin wurde die Patientenkohorte hinsichtlich 

des Gesamtüberlebens jedes Patienten analysiert. Bei der Einteilung der Patienten in Gruppen mit hohen 

oder niedrigen Konzentrationen von sCD163 (Abbildung 20B) oder hohen oder niedrigen 

Konzentrationen von TIMP-1 (Abbildung 20C) zeigte sich, dass in dieser Kohorte kein signifikanter 

Zusammenhang mit dem Gesamtüberleben der Patienten festzustellen war. Erst nach der Kombination 

beider Entzündungsmarker zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Gesamtüberleben der beiden 

Gruppen (Abbildung 20D). Die Gruppe, die sich durch sowohl hohe Spiegel an sCD163, als auch hohe 

Spiegel an TIMP-1 auszeichnete, (sCD163HITIMP-1HI), wies hierbei ein signifikant geringeres 

Überleben im Vergleich zu allen anderen Gruppen auf (Eckfeld et al., 2023) (Abbildung 20D). 

 

Abbildung 20 Die Kombination von TIMP-1 und sCD163 stellt einen prognostischen Parameter zur 

Einschätzung des Gesamtüberlebens von PDAC Patienten dar. (A) Korrelation der Plasmaspiegel von TIMP-1 

mit sCD163. Für die statistische Auswertung wurde eine Spearman rank Korrelation aufgrund einer nicht 

vorhandenen Normalverteilung angewandt. (B-D) Kaplan-Meier Kurven von Pankreaskrebs Patienten. 

Dargestellt ist das Gesamtüberleben von Patienten mit hohen sCD163 oder niedrigen sCD163 Plasmaspiegeln 

(B), hohen oder niedrigen TIMP-1 Plasmaspiegeln (C) oder der Kombination aus hohen sCD163 und hohen 

TIMP-1 Spiegeln im Vergleich zu allen anderen Patienten (D). Die Daten wurden in modifizierter Form der 

Veröffentlichung (Eckfeld et al., 2023) entnommen. *, P ≤ 0,05; **, P ≤ 0,01; ***, P ≤ 0,001; ****,  

P ≤ 0,0001, n.s., nicht signifikant. 
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4. DISKUSSION 

In dieser Arbeit wurden erstmals neue Signalfunktionen von TIMP-1 in Immunzellen beschrieben und 

molekular durch die Identifikation neuer Oberflächenrezeptoren charakterisiert. Sowohl die Kenntnisse 

über das Interaktom, als auch über die Multifunktionalität von TIMP-1 konnten damit erweitert werden. 

Die erlangten Ergebnisse konnten einen neuen molekularen Mechanismus beschreiben, der die 

klinischen Beobachtungen über TIMP-1 im Kontext von Tumorerkrankungen, sowie in zahlreichen nicht 

malignen entzündungs-assoziierten Erkrankungen erklären könnte. 

4.1. Neue Interaktionspartner erweitern das Interaktom von TIMP-1 

Die Analyse der klinischen Eigenschaften der TIMP Familie zeigte deutlich, dass sich TIMP-1 sowohl 

hinsichtlich der Tumor-bedingten Expressionsveränderungen, als auch hinsichtlich des prognostischen 

Wertes für Tumorpatienten stark von den anderen Mitgliedern der TIMP Familie abhebt 

(Abbildung 17). Die beobachteten Unterschiede zwischen den TIMPs implizieren unterschiedliche 

molekulare Funktionen der einzelnen Proteine, die maßgeblich durch Differenzen in den 

Interaktionspartnern bedingt sein können (Eckfeld et al., 2019). Tatsächlich fällt bei der genauen 

Betrachtung des Interaktom-Diagramms (Abbildung 5) auf, dass jedes TIMP ein einzigartiges 

Interaktom besitzt, welches sich zwar hinsichtlich der MP-Interaktionen mit den anderen Mitgliedern 

der Familie vorwiegend überschneidet, aber gerade durch exklusive Interaktionen mit nicht proteolytisch 

aktiven Molekülen, wie Oberflächenrezeptoren, von den anderen TIMPs unterscheidet. Gerade diese 

exklusiven Interaktionen könnten die Ursache für funktionelle und klinische Unterschiede zwischen den 

TIMPs abbilden (Eckfeld et al., 2019). Evidenzen, die diese Hypothese untermauern können, lassen sich 

bereits in der Literatur finden. Beispielsweise wurde die Interaktion von TIMP-1 mit dem Tetraspanin 

CD63 bereits für einige pro-tumorigenen Eigenschaften von TIMP-1 verantwortlich gemacht (Toricelli 

et al., 2013; Grünwald et al., 2016; Schoeps et al., 2021a; Duch et al., 2022). CD63 wird zwar ebenfalls 

von TIMP-4 gebunden (Rorive et al., 2010), und TIMP-4 verhält sich hinsichtlich des prognostischen 

Trends sehr ähnlich zu TIMP-1 (Abbildung 17), jedoch ist für die Interaktion von TIMP-4 mit CD63 

bisher keine Funktionalität beschrieben. Auch die neu entdeckte Interaktion von TIMP-1 mit APP und 

die damit assoziierte pro-inflammatorische Signalwirkung von TIMP-1 auf Monozyten (Eckfeld et 

al., 2023) könnten die pro-tumorigene Wirkung von TIMP-1 auf molekularer Ebene erklären, da 

aktivierte Monozyten maßgeblich zur Tumorprogression beitragen (Olingy et al., 2019).  
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Dass die exklusiven Interaktionen eines TIMPs und die dadurch vermittelten molekularen Mechanismen 

eine mögliche Erklärung für die beobachteten klinischen Trends bieten könnten, wird ebenfalls bei der 

Betrachtung von TIMP-3 deutlich. TIMP-3 stellt den Vertreter der TIMP Familie dar, dessen 

Hochregulation im Gewebe oder im Plasma meist mit einer guten Prognose für die Patienten einhergeht 

(Eckfeld et al., 2019) (Abbildung 17). Im starken Gegensatz zu TIMP-1 gilt TIMP-3 daher auch als 

protektiver Faktor im Kontext von Tumorerkrankungen (Bachman et al., 1999), und unterscheidet sich 

auch hinsichtlich des exklusiven Interaktoms vom pro-tumorigenen Molekül TIMP-1. TIMP-3 bindet 

zum Beispiel den Rezeptor angiotensin II type 2 receptor (AGTR2) und reduziert dadurch den Tumor-

assoziierten Prozess der Angiogenese (Kang et al., 2008). Diese anti-angiogene Eigenschaft von TIMP-3 

wird zudem auch durch die Interaktion mit VEGFR2 vermittelt, die die pro-tumorigene, pro-proliferative 

und pro-migratorische Funktion von VEGF verhindert (Qi et al., 2003). Diese Beispiele zeigen, dass die 

Kenntnis über funktionelle Interaktionspartner der TIMPs, insbesondere Oberflächenrezeptoren, einen 

vielversprechenden Ansatzpunkt für die molekulare Aufklärung von klinischen und funktionellen 

Unterschieden zwischen Molekülen darstellt.  

In dieser Arbeit konnte der Rezeptor CD74 als neuer Interaktionspartner von TIMP-1 sowohl in 

B-Lymphomzellen (Abbildung 7), als auch in hepatischen Sternzellen (Abbildung 6) identifiziert 

werden (Schoeps et al., 2021b). CD74 deutete sich bereits als potentieller Rezeptor für TIMP-1 an, da 

CD74 ebenfalls als Rezeptor für das Zytokin MIF fungiert (Leng et al., 2003), das, wie auch TIMP-1 

(Grünwald et al., 2016), eine prämetastatische Nische in der Leber ausbilden kann (Costa-Silva et al., 

2015). Durch diese Arbeit gelang nun der erste publizierte experimentelle Nachweis dieser Interaktion. 

Die Entdeckung der Interaktion von TIMP-1 mit CD74 könnte von großem klinischen Interesse sein, da 

CD74 als Zielstruktur gerichteter Therapien zur Behandlung von malignen B-Lymphomarten (Martin et 

al., 2015), akuten Leukämien (Le et al., 2021), sowie anderen Tumorerkrankungen (Borghese und 

Clanchy, 2011) diskutiert wird. Die Rolle von TIMP-1 bei der Pathogenese dieser Erkrankungen könnte 

demnach durch die Untersuchung eines möglichen zugrundeliegenden Mechanismus, der eine  

TIMP-1/CD74-vermittelte Signalwirkung involviert, besser verstanden werden.  
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Neben der Identifikation der TIMP-1/CD74 Interaktion wurden weiterhin in der unvoreingenommenen 

LRC-TriCEPS Analyse die Proteine APP und APLP2 als neue Interaktionspartner von TIMP-1 

identifiziert (Abbildung 12) und mittels Pull Down Assay und konfokaler Mikroskopie (Abbildung 13) 

in verschiedenen Zelltypen validiert (Eckfeld et al., 2023). Diese Ergebnisse offenbarten erstmals einen 

zytokinischen Liganden für den Rezeptor APP, der eine immunmodulatorische Signalwirkung in 

Monozyten vermitteln kann. Bisher war APP vorwiegend im Forschungsfeld der Neurobiologie als 

zentrales in neuronale Prozesse involviertes Molekül bekannt, dem vor allem durch die stattfindenden 

Prozessierungen des Proteins eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung 

zugeschrieben wird (Breen et al., 1991; Hoe et al., 2009; Coronel et al., 2019). Allerdings wurde, 

aufgrund der charakteristischen Molekülstruktur von APP, zunehmend diskutiert, dass APP ebenso eine 

Funktion als Oberflächenrezeptor für extrazelluläre Liganden ausüben kann (Müller et al., 2017).  

Schon früh zeigte sich, dass APP nicht nur von neuronalen Zellen, sondern auch von Zellen des 

hämatopoetischen Systems exprimiert und nach der Aktivierung dieser Zellen hochreguliert wird 

(Bullido et al., 1996). Weiterhin wurde herausgefunden, dass APP eine pro-inflammatorische 

Aktivierung von Monozyten vermittelt, wenn Monozyten entweder mit anti-APP Antikörpern stimuliert 

werden (Sondag und Combs, 2004; Sondag und Combs, 2006) oder an Typ 1 Kollagen adhärieren 

(Sondag und Combs, 2010). Zytokinische Liganden, die diesen Prozess unter physiologischen 

Bedingungen auslösen können, waren bisher allerdings noch nicht bekannt.  

Mit Hilfe der durchgeführten Interaktionsstudien konnte das exklusive Interaktom von TIMP-1 

insgesamt um drei neue Proteine als Interaktionspartner (APP, APLP2, und CD74) erweitert werden 

(Abbildung 21). Anzumerken ist hierbei, dass bisher nicht untersucht wurde, ob die genannten 

Rezeptoren auch von anderen Mitgliedern der TIMP Familie gebunden werden und möglicherweise im 

Interaktom-Diagramm mit diesen überlappen. 

. 
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Abbildung 21 Das erweiterte Interaktom von TIMP-1. Das Interaktom von TIMP-1 konnte um die 

Interaktionspartner APP, APLP2, und CD74 erweiter werden. Abkürzungen: ADAM a disintegrin and 

metalloproteinase, ADAM-TS ADAM with thrombospondin motif, AGTR2 angiotensin II receptor type 2, APP 

Amyloid Precursor Protein, APLP2 Amyloid Precursor-like Protein 2, EFEMP1 EGF-containing fibulin-like 

extracellular matrix protein 1, IGF-1R insulin-like growth factor 1 receptor, LRP1 low-density lipoprotein 

receptor-related protein 1, MMP Matrix Metalloproteinase, MT Membran-Typ, NE Neutrophile Elastase, 

VEGFR2 vascular endothelial growth factor receptor 2. Die Abbildung von in adaptierter und erweiterter Form 

dem veröffentlichten Review (Eckfeld et al., 2019) entnommen. 
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Einschränkend ist sowohl bei der Analyse der TIMP-1/CD74, als auch bei der Analyse der TIMP-1/APP, 

bzw. TIMP-1/APLP2 Interaktionen darauf hinzuweisen, dass sowohl die LRC-TriCEPS Analyse, als 

auch die gezielten biochemischen Methoden nicht in der Lage sind zu beurteilen, ob die Interaktion von 

TIMP-1 mit den entsprechenden Rezeptoren durch eine direkte Bindung der beiden Proteine entsteht, 

oder über weitere Moleküle (wie z.B. Ko-Rezeptoren) vermittelt wird. Interessanterweise interagieren 

die beiden neu ermittelten Interaktionspartner CD74 und APP selbst miteinander (Matsuda et al., 2009) 

und könnten somit auch Teil eines gemeinsamen Komplexes sein. Der Nachweis einer direkten 

Interaktion zweier Proteine könnte zum Beispiel über ein Yeast-Two-Hybrid (YTH) Experiment 

erfolgen, welches jedoch erfordert, dass die zu untersuchenden Proteine in Hefezellen korrekt falten 

können, was vor allem durch posttranslationale Modifikationen von Proteinen limitiert sein kann (Rao 

et al., 2014). Da TIMP-1 ein glykosyliertes Protein ist (Kim et al., 2012), könnte dies die Durchführung 

eines YTH Experimentes beeinträchtigen. Weitere Methoden, die einen Aufschluss darüber geben 

können, ob eine Interaktion direkt oder indirekt stattfindet, stellen die beiden Techniken der sogenannten 

Microscale Thermophoresis (MST) (Jerabek-Willemsen et al., 2014) oder der Surface Plasmon 

Resonance (SPR) dar (Douzi, 2017), die zudem Informationen über Bindungsaffinitäten, Assoziations- 

und Dissoziationskonstanten liefern. Weiterhin könnten die in dieser Arbeit angewandten Methoden des 

Pull Down Assays, der Ko-Immunpräzipitation und der Dot Blot Analyse anstelle von Zelllysaten mit 

reinen rekombinanten Proteinen durchgeführt werden, um zu analysieren, ob die Interaktion der Proteine 

von einem weiteren Faktor abhängt. Allerdings ist diese Methode meist dadurch limitiert, dass sich 

Membranrezeptoren nur schwer als Volllängenprotein rekombinant produzieren und isolieren lassen 

(Puthenveetil et al., 2020). Obwohl in dieser Arbeit nicht die Frage geklärt werden konnte, ob die 

TIMP-1/CD74, sowie die TIMP-1/APP und TIMP-1/APLP2 Interaktionen von direkter oder indirekter 

Natur sind, demonstrieren alle angewandten Methoden, in Kombination mit Interferenzversuchen und 

genetischen Manipulationen eindeutig eine stattfindende Interaktion zwischen TIMP-1 und CD74 

(Schoeps et al., 2021b), APP (Eckfeld et al., 2023), und APLP2 (Eckfeld et al., 2023).   

Das Transmembranmolekül APP kann durch ADAM-10 und ADAM-17-vermitteltes Shedding 

proteolytisch geschnitten werden, was eine Freisetzung biologisch aktiver Moleküle zur Folge hat 

(Zhang et al., 2012). ADAM-10 stellt dabei die konstitutiv aktive α-Sekretase von APP dar, die die 

Entstehung des amyloidogenen Aβ Peptids reduziert (Kuhn et al., 2010). Das Aβ Peptid selbst entsteht 

nach einer Prozessierung von APP durch eine β-Sekretase (Citron, 2002) und kann neben neurotoxischen 

Effekten ebenfalls mit einer erhöhten Expression pro-inflammatorischer Zytokine assoziiert sein 

(Sondag und Combs, 2006). Da TIMP-1 in der Lage ist, ADAM-10 zu inhibieren (Amour et al., 2000), 

könnte die beobachtete pro-inflammatorische Wirkung von TIMP-1 auch indirekt durch die anti-

proteolytische Aktivität von TIMP-1 bedingt sein, da es als Folge der ADAM-10 Inhibition zu einer 
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verstärkten Generierung des Aβ Peptids kommen könnte. Um zu zeigen, dass die pro-inflammatorische 

Wirkung von TIMP-1 über eine zytokinische Signalfunktion von TIMP-1, und nicht durch die 

Proteinase-Inhibition vermittelt wird, wurde die rekombinante N-terminale, anti-proteolytisch aktive 

(Murphy et al., 1991) N-TIMP-1 Variante eingesetzt (Abbildung 11). Diese war jedoch nicht in der 

Lage, die neue immunmodulatorische Funktion von TIMP-1 auf Monozyten zu vermitteln (Eckfeld et 

al., 2023). Diese Ergebnisse zeigen, dass die beobachteten pro-inflammatorischen Effekte von TIMP-1 

tatsächlich eine neue zytokinische Signalwirkung von TIMP-1 darstellen und nicht von der anti-

proteolytischen Aktivität von TIMP-1 abhängen (Abbildung 22).   

 

4.2. Die neu identifizierten Interaktionspartner von TIMP-1 vermitteln neue 

immunmodulatorische Signalfunktionen 

Zusätzlich zur Identifikation neuer Interaktionspartner von TIMP-1 konnten weiterhin neue zytokinische 

Signalfunktionen von TIMP-1 beschrieben werden. Da die Signalfunktion von TIMP-1 lange Zeit wenig 

intensiv erforscht wurde, und meist vorwiegend die Rolle von TIMP-1 als Proteinase-Inhibitor fokussiert 

betrachtet wurde, tragen die hier gewonnen Erkenntnisse zu einer besseren Etablierung von TIMP-1 als 

zytokinisches aktives Molekül mit diversen Signalwirkungen bei. 

Das bereits in Tumorzellen beschriebene TIMP-1-induzierte Hypoxie-Mimikry (Schelter et al., 2011; 

Cui et al., 2015) konnte nun auch in Monozyten nachgewiesen werden (Abbildung 9). In Tumorzellen 

kann TIMP-1 unter normoxischen Bedingungen die mikroRNA miR-210, welche auch als Hypoxamir 

bezeichnet wird (Chan et al., 2011), und HIF-1α, den Masterregulator einer zellulären Adaption an 

Hypoxie (Ziello et al., 2007), induzieren und somit die zelluläre Antwort auf Hypoxie auf molekularer 

Ebene nachahmen (Cui et al., 2015). Es wird diskutiert, dass dieser Mechanismus begünstigend für das 

Tumorwachstum ist, da dieser die Tumorzellen schon unter normoxischen Bedingungen auf den 

auftretenden Stress während der Tumorprogression vorbereiten kann (Cui et al., 2015). In dieser Arbeit 

konnte nun gezeigt werden, dass TIMP-1 nicht nur in Tumorzellen eine Hypoxie-ähnliche Stressantwort 

auslösen kann, sondern diese Funktion auch in Monozyten als zentrale Zellen der Immunantwort ausübt  

(Abbildung 9). Ähnlich wie in Tumorzellen, könnte TIMP-1 in Monozyten dadurch eine Vorbereitung 

der Zellen auf spätere Phasen der Hypoxie ermöglichen, wie sie zum Beispiel in soliden Tumoren oder 

in entzündetem Gewebe auftreten (Eltzschig und Carmeliet, 2011). Im Gegensatz zum Gewebe stehen 

Monozyten im Blut typischerweise ausreichende Mengen an Sauerstoff zur Verfügung (Fangradt et al., 

2012). Da während entzündungs-assoziierten Erkrankungen sowohl hohe Spiegel an TIMP-1 (Lorente 

et al., 2009; Prokopchuk et al., 2018; Herr et al., 2021), als auch erhöhte Mengen an Monozyten (Shi 

und Pamer, 2011) zu finden sind, könnten Monozyten also schon im Blut unter normoxischen 
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Bedingungen darauf vorbereitet werden, im hypoxischen Gewebe einen Überlebensvorteil zu haben, um 

ihre Funktionalität aufrechtzuerhalten.  

Da eine Antwort von Monozyten auf Hypoxie meist mit einer Aktivierung der Zellen einhergeht (Bosco 

et al., 2008) und die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-1, TNF und IL-6 durch 

Hypoxie angeregt wird (Lewis und Murdoch, 2005; Murdoch et al., 2005), wurde die Aktivierung von 

Monozyten als eine neue potentielle Signalfunktion von TIMP-1 untersucht und deren Abhängigkeit von 

den neu identifizierten Oberflächenrezeptoren APP und APLP2 überprüft. Es zeigte sich, dass TIMP-1 

in der Lage ist, über die Interaktion mit APP, aber nicht APLP2, die eine Aktivierung von Monozyten 

herbeizuführen (Eckfeld et al., 2023) (Abbildung 14). Die durch TIMP-1 induzierte pro-

inflammatorische Wirkung auf Monozyten von war im Wesentlichen durch eine verstärkte Expression 

von pro-inflammatorischen Zytokinen ausgedrückt (Abbildung 10), die sowohl durch Interferenz mit 

anti-APP Antikörpern (Abbildung 14), als auch durch einen knockdown von APP (Abbildung 15, 16), 

verhindert werden konnte (Eckfeld et al., 2023). Im Gegensatz zu APP konnte bezüglich der Interaktion 

von TIMP-1 mit APLP2 keine Evidenz für eine Relevanz in der TIMP-1-induzierten Monozyten 

Aktivierung gefunden werden (Abbildung 14). Ob TIMP-1 andere Signalaktivitäten über die Interaktion 

mit APLP2 induzieren kann, könnte Gegenstand zukünftiger Forschungen sein.  

Bisher war bereits in der Literatur beschrieben, dass TIMP-1 die Expression des pro-inflammatorischen 

Zytokins IL-6 in Lungenzellen induzieren kann (Xiao et al., 2019), und kürzlich konnte gezeigt werden, 

dass die Reduktion der TIMP-1 Expression in Makrophagen zu einer verringerten LPS-induzierten 

Expression von IL-6 führt (Chernikov et al., 2023). Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über 

eine TIMP-1-induzierte Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 (Abbildung 10) 

liefern nun eine weitere Evidenz für die Funktion von TIMP-1 als pro-inflammatorisches Zytokin und 

identifizieren zusätzlich APP als den involvierten Rezeptor bei der Monozyten Aktivierung (Eckfeld et 

al., 2023). Diese neue zytokinische Signalfunktion von TIMP-1 (Abbildung 22) stellt weiterhin einen 

neuen immunmodulatorischen Mechanismus dar, der die Assoziation von TIMP-1 mit der Pathogenese 

zahlreicher entzündungs-assoziierter Erkrankungen erklären könnte (Eckfeld et al., 2023). Neben den 

schon beschriebenen immunmodulatorischen Funktionen von TIMP-1 zum Beispiel auf Neutrophile 

Granulozyten (Schoeps et al., 2021a), konnten nun Monozyten als ein neuer Immunzelltyp für die pro-

inflammatorische Wirkung von TIMP-1 beschrieben werden.  

Nicht nur die dargelegte TIMP-1/APP-vermittelte immunmodulatorische Wirkung auf Monozyten stellt 

eine neue Signalfunktion von TIMP-1 dar. Der in dieser Arbeit identifizierten Interaktion von TIMP-1 

mit CD74 (Abbildungen 5, 6) konnte, in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Benjamin Schoeps (Institut für 

Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TUM) im Zuge der Rezeptor-Identifikation ebenfalls 
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eine zytokinische Signalwirkung zugeschrieben werden (Schoeps et al., 2021b). Die Bindung von 

TIMP-1 an CD74 vermittelt in B-Lymphomzellen eine Aktivierung der Kinase ZAP-70 (Abbildung 22) 

(Schoeps et al., 2021b). Die funktionellen Konsequenzen dieser Rezeptor-vermittelten Signalwirkung 

von TIMP-1 könnten in zukünftigen Studien weiter analysiert werden. Das Zytokin MIF, das ebenfalls 

an CD74 bindet (Leng et al., 2003) und auch die Aktivierung von ZAP-70 vermittelt (Klasen et al., 2014), 

induziert beispielsweise die CD74/CXCR4-abhängige Migration von B-Zellen, was als möglicher 

Mechanismus für die Rekrutierung von B-Zellen während B-Zell-assoziierten Erkrankungen diskutiert 

wird (Klasen et al., 2014). Beim direkten Vergleich der Zytokine TIMP-1 und MIF fällt auf, dass diese 

sich einen gemeinsamen Rezeptor teilen, eine ihnen gemeinsame Signalaktivität über ZAP-70 vermitteln 

(Klasen et al., 2014; Schoeps et al., 2021b), und, dass beide Zytokine an der hepatischen 

prämetastatischen Nischenbildung im Kontext des PDAC beteiligt sind (Costa-Silva et al., 2015; 

Grünwald et al., 2016). Möglicherweise könnten die beiden Zytokine also im physiologischen Kontext 

um die Bindung an CD74 konkurrieren (Schoeps et al., 2021b). Diese potentielle Konkurrenz und die 

Aufklärung funktioneller Unterschiede zwischen der TIMP-1/CD74, bzw. der MIF/CD74 Interaktion 

stellen einen wichtigen Bestandteil zukünftiger Forschungen dar.  

Insgesamt konnte in dieser Arbeit das Wissen über die zytokinischen Signalfunktionen von TIMP-1 und 

die Relevanz der neu identifizierten Rezeptoren von TIMP-1 für diese Signalwirkungen erweitert werden 

(Abbildung 22). 
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Abbildung 22 Die erweiterte Multifunktionalität von TIMP-1. TIMP-1 vermittelt über die N-terminale Domäne 

(hellblau) die Inhibition von MPs und kann über Interaktion mit dem Tetraspanin CD63 zahlreiche zytokinische 

Signalfunktionen vermitteln. Die Multifunktionalität von TIMP-1 konnte nun durch die Identifikation der neuen 

Oberflächenrezeptoren CD74 und APP und die dadurch vermittelten Signalfunktionen erweitert werden. 

Abkürzungen: APP Amyloid Precursor Protein, EZM Extrazelluläre Matrix, DC Dendritische Zelle  

(dendritic cell), ZAP-70 zeta-chain associated kinase-70. 
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4.3. Die pro-inflammatorische Wirkung von TIMP-1 auf Monozyten ist klinisch 

relevant 

Die klinische Relevanz der in vitro demonstrierten neuen pro-inflammatorischen Signalaktivität von 

TIMP-1 wurde untermauert, indem in vivo Evidenzen für eine pro-inflammatorische Funktion von 

TIMP-1 im Kontext von Tumorerkrankungen gesammelt wurden. Bei der Analyse von Transkriptom-

Datensätzen diverser Tumorentitäten konnten zahlreiche signifikante positive Korrelationen zwischen 

TIMP-1 sowohl mit Monozyten-assoziierten Prozessen (Abbildung 18), als auch mit der Expression 

von pro-inflammatorischen Zytokinen (Abbildung 19A) gefunden werden (Eckfeld et al., 2023). Zudem 

wurde sowohl assoziativ (Abbildung 19B), als auch kausal (Abbildung 19C) ein Zusammenhang von 

TIMP-1 mit dem Zytokin IL-6 im Kontext pankreatischer Erkrankungen hergestellt (Eckfeld et al., 

2023). Diese Beobachtungen zeigen, dass TIMP-1 nicht nur in vitro, sondern auch in einem 

krankheitsrelevanten Kontext in vivo mit pro-inflammatorischen Prozessen im Zusammenhang steht. 

Dies ist von besonderer Bedeutung in der Klinik, da hohe Spiegel an pro-inflammatorischen Zytokinen 

im Blut unter anderem Aussagen über die Prognosen von Patienten erlauben, die zum Beispiel an 

Tumorerkrankungen (Karimi et al., 2021), Infektionskrankheiten (Betakova et al., 2017; Liu et al., 2020), 

oder Sepsis (Chaudhry et al., 2013) leiden. Bei der malignen PDAC Erkrankung zum Beispiel ist die 

Expression des Zytokins IL-6 typischerweise stark hochreguliert und korreliert mit einer schlechten 

Prognose (Ebrahimi et al., 2004; Miron et al., 2010; Mroczko et al., 2010). Im Kontext der Sepsis, einer 

oft tödlichen systemischen immunologischen Antwort des Körpers auf Infektionen (Gyawali et al., 

2019), ist zudem bekannt, dass ein hohes Verhältnis von pro- zu anti-inflammatorischen Zytokinen im 

Blut vor allem von Monozyten vermittelt wird (Frimpong et al., 2022). Auch bei der COVID-19 

Erkrankung stellen pro-inflammatorische Zytokine, insbesondere als Teil eines Zytokin-Sturms, einen 

bedeutenden Auslöser für das meist tödliche akute Lungen- und Multiorganversagen dar (Montazersaheb 

et al., 2022). Monozyten repräsentieren dabei Hauptproduzenten von pro-inflammatorischen Zytokinen 

und scheinen dadurch mit dem Schweregrad der Erkrankung und der Intensivpflichtigkeit der Patienten 

assoziiert zu sein (Zhou et al., 2020). Da auch die Spiegel von TIMP-1 in PDAC Patienten (Prokopchuk 

et al., 2018), in COVID-19 Patienten (Herr et al., 2021), sowie in septischen Patienten (Hoffmann et al., 

2006) hochreguliert werden und mit einer geringeren Überlebenswahrscheinlichkeit korrelieren, könnte 

der hier aufgedeckte neue Mechanismus einer TIMP-1-vermittelten Monozyten-Aktivierung eine 

kausale molekulare Erklärung für die Pathogenese dieser Erkrankungen bieten.  

Schlussfolgernd lässt sich zusammenfassen, dass die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse über neue 

Interaktionspartner von TIMP-1, über die Beschreibung neuer Rezeptor-vermittelter Signalfunktionen 

(Abbildung 22), und über die klinische Relevanz dieser neuen Funktionen, zu einem verbesserten 

Verständnis der Multifunktionalität von TIMP-1 beitragen. 
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4.4. Ausblick 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bieten nun eine Grundlage für weitere mechanistische 

und funktionelle Untersuchungen. TIMP-1 wurde als ein pro-inflammatorischer Stressfaktor 

identifiziert, der eine APP-abhängige Aktivierung von Monozyten vermittelt. Weiterhin wurden die 

Rezeptoren CD74 und APLP2 als neue Interaktionspartner von TIMP-1 identifiziert. Ausgehend davon 

könnten nun weitere Analysen angestrebt werden, die sowohl auf die Beschreibung weiterer APP-

vermittelter Prozesse in anderen Zelltypen abzielen, als auch die Aufdeckung bisher unbekannter 

TIMP-1/APLP2-vermittelter Effekte adressieren. Sowohl APP (Hansel et al., 2003), als auch APLP2 

(Poelaert et al., 2021) scheinen zum Beispiel eine funktionell relevante Rolle bei der Pankreaskarzinom-

Progression zu spielen. Da auch TIMP-1 in die Pankreaskarzinomprogression involviert ist (Grünwald 

et al., 2016; Hermann et al., 2021; Schoeps et al., 2021a), könnte die Erforschung der Relevanz dieser 

Interaktionen zu einer detaillierteren Aufklärung der molekularen Grundlagen der Pankreaskarzinom 

Pathogenese beitragen. Auch die funktionellen Konsequenzen der Signalwirkung von TIMP-1 über den 

Rezeptor CD74 stellen ein vielversprechendes Forschungsfeld dar, das darauf abzielt, die pro-

inflammatorische Funktion von TIMP-1 näher zu charakterisieren. 
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5.  ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

°C Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

ADAM A Disintegrin and Metalloproteinases 

ADAM-TS A Disintegrin and Metalloproteinases mit Thrombospondin-Motiv 

ADCC Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity  

(Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität) 

 

AGTR2 Angiotensin II Receptor Type 2 

AKT Protein Kinase B 

AML Akut Myeloische Leukämie 

AMPK AMP-activated protein kinase 

APLP Amyloid Precursor-like Protein  

APP Amyloid Precursor Protein 

CCL CC-Chemokin-Ligand 

COVID-19 Coronavirus Disease 2019 

CX3CL1 CX3C chemokine fractalkine 

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 

DC Dendritic Cells (Dendritische Zellen) 

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium 

EGF Epidermal Grwoth Factor 

EGFR Epidermal Grwoth Factor Receptor 

EFEMP1 EGF-containing Fibulin-like Extracellular Matrix Protein 1 

EMEM Eagle´s Minimum Essential Medium 

EPA Erythryoid-Potentiating Activity 

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase 

FCS Fetal Calf Serum 

FcγR Fc gamma Rezeptor 

FMO Fluorescence-Minus-One 

g Gramm 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

GSEA Gene Set Enrichment Analyse 

h Stunde 

HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor 1 

HPA Human Protein Atlas 

HSC Hepatischen Sternzellen 

IHC Immunhistochemie 

IGF-R1 Insulin-like Growth Factor 1 Receptor 

IgG Immunglobulin G 

IL Interleukin 

IL-6R IL-6 Rezeptor 

JNK C-Jun-N-terminale Kinase 

kDa Kilodalton 

LPS Lipopolysaccharid 
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LRC Ligand-based Receptor Capture 

LRP1 Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 

M Molar 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 

M-CSF Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 

mg Milligramm 

MHC Major Histocompatibility Complex 

MIF Macrophage Migraion Inhibitory Factor 

min Minute 

MP Metalloproteinase  

MST Microscale Thermophoresis  

MT Membrantyp 

NE Neutrophile Elastase 

NET Neutrophil extracellular Trap 

NFκB Nuclear Factor κB 

NK  Natürlichen Killerzellen 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PDAC Pancreatic Ductal Adenocarcinoma 

PHD Prolyl Hydroxylase 

PI3K Phosphoinositide-3-kinase 

PRR Pattern Recognition Receptor (Mustererkennungsrezeptor) 

RNA Ribonukleinsäure 

Rpm Revolutions Per Minute (Umdrehungen pro Minute) 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

s Sekunde 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SPF Spezifisch Pathogen-frei 

TAE Tris-Acetat-EDTA 

TAM Tumor-assoziierten Makrophagen 

TGF-β Transforming growth factor beta 

TICS TIMP-1-Induced Cytokine Signature 

Tim3 T cell Immunoglobulin and Mucin Domain 3 

TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1 

TLR Toll-Like Rezeptoren 

TME Tumor Microenvironment (Tumormikroumgebung) 

TNFR Transforming Growth Factor-α Receptor 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha 

TPM Transcripts Per Million 

TRAIL Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand 

V Volt 

VEGFR2 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2  

z.B. Zum Beispiel 

ZAP-70 Zeta-chain Associated Kinase-70 

ZPF Zentrum für Präklinische Forschung 
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10. ANHANG 

Tabelle A1 Referenzen der TIMP-1 Interaktionspartner (Abbildung 5, 21) 

TIMP-1 

Interaktionspartner Referenz 

ADAM-10 (Amour et al., 2000) 

ADAM-TS4 (Hashimoto et al., 2001) 

CD44 (Lambert et al., 2009) 

CD63 (Jung et al., 2006) 

CD82 (Zhang et al., 2017) 

Integrin αVβ1 (Tsagaraki et al., 2010) 

Integrin β1 (Jung et al., 2006) 

LRP1 (Thevenard et al., 2014) 

MMP-1 (Iyer et al., 2007) 

MMP-10 (Batra et al., 2012) 

MMP-13 (Knäuper et al., 1996) 

MMP-17 (MT4-MMP) (Sohail et al., 2008) 

MMP-2 (Iyer et al., 2007) 

MMP-25 (MT6-MMP) (Sohail et al., 2008) 

MMP-3 (Gomis-Rüth et al., 1997) 

MMP-9 (Pulido-Olmo et al., 2017) 

NE (Okada et al., 1988) 

Pro-MMP-2 (Zucker et al., 2009) 

Pro-MMP-9 (Itoh und Nagase, 1995) 

CD74 (Schoeps et al., 2021b) 

APP (Eckfeld et al., 2023) 

APLP2 (Eckfeld et al., 2023) 
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Tabelle A2 Referenzen der TIMP-2 Interaktionspartner (Abbildung 5, 21) 

TIMP-2 

Interaktionspartner Referenz 

ADAM-12 (Kveiborg et al., 2010) 

ADAM-33 (Zhu et al., 2003) 

IGF-1R (Fernandez et al., 2010) 

Integrin αIIIβ1 (Seo et al., 2008) 

Integrin β1 (Lluri et al., 2008) 

LRP1 (Brew, 2019) 

MMP-1 (Hamze et al., 2007) 

MMP-10 (Batra et al., 2012) 

MMP-13 (Maskos et al., 2007) 

MMP-14 (MT1-MMP) (Fernandez-Catalan et al., 1998; Zucker et al., 

2009) 

MMP-15 (MT2-MMP) (Georgina S. Butler et al., 1997) 

MMP-16 (MT3-MMP) (Zhao et al., 2004) 

MMP-19 (Jan O. Stracke et al., 2000) 

MMP-2 (Jiang et al., 2002) 

MMP-24 (MT5-MMP) (Baranger et al., 2016) 

MMP-25 (MT6-MMP) (Sohail et al., 2008) 

MMP-26 (Zhao et al., 2004) 

MMP-3 (Hamze et al., 2007) 

MMP-7 (Hamze et al., 2007) 

MMP-8 (Farr et al., 1999) 

MMP-9 (Hamze et al., 2007) 

Pro-MMP-2 (Emmert-Buck et al., 1995) 
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Tabelle A3 Referenzen der TIMP-3 Interaktionspartner (Abbildung 5, 21) 

TIMP-3 

Interaktionspartner Referenz 

ADAM-10 (Amour et al., 2000) 

ADAM-12 (Loechel et al., 2000) 

ADAM-17 (Amour et al., 2000) 

ADAM-28 (Mochizuki et al., 2004) 

ADAM-33 (Zhu et al., 2003) 

ADAM-TS2 (Wang et al., 2006) 

ADAM-TS4 (Kashiwagi et al., 2001) 

ADAM-TS5 (Kashiwagi et al., 2001) 

AGTR1 (Kang et al., 2008) 

EFEMP1 (Klenotic et al., 2004) 

Glykosaminoglykane (Yu et al., 2000) 

LRP1 (Scilabra et al., 2018) 

MMP-1 (Hamze et al., 2007) 

MMP-13 (Knäuper et al., 1996) 

MMP-14 (MT1-MMP) (English et al., 2006) 

MMP-15 (MT2-MMP) (Butler et al., 1997) 

MMP-16 (MT3-MMP) (Zhao et al., 2004) 

MMP-17 (MT4-MMP) (Yip et al., 2019) 

MMP-2 (Butler et al., 1997) 

MMP-25 (MT6-MMP) (Sohail et al., 2008) 

MMP-3 (Hamze et al., 2007) 

MMP-7 (Hamze et al., 2007) 

MMP-9 (Butler et al., 1997) 

Pro-MMP-2 (Butler et al., 1997) 

Pro-MMP-9 (Butler et al., 1997) 

VEGFR (Qi et al., 2003) 
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Tabelle A4 Referenzen der TIMP-4 Interaktionspartner (Abbildung 5, 21) 

TIMP-4 

Interaktionspartner Referenz 

ADAM-17 (Amour et al., 2000) 

ADAM-28 (Mochizuki et al., 2004) 

ADAM-33 (Zhu et al., 2003) 

ADAM-TS4 (Hashimoto et al., 2001) 

CD63 (Rorive et al., 2010) 

MMP-1 (Liu et al., 2003) 

MMP-14 (MT1-MMP) (Hernandez-Barrantes et al., 2001) 

MMP-15 (MT2-MMP) (Morrison und Overall, 2006) 

MMP-16 (MT3-MMP) (Butler et al., 1997) 

MMP-19 (Stracke et al., 2000) 

MMP-2 (Liu et al., 1997) 

MMP-26 (Zhang et al., 2002) 

MMP-3 (Liu et al., 1997) 

MMP-7 (Liu et al., 1997) 

MMP-8 (Stratmann et al., 2001) 

MMP-9 (Liu et al., 1997) 

Pro-MMP-2 (Morrison et al., 2001) 
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Tabelle A5 Referenzen der klinischen Beobachtungen zu TIMP-1 (Abbildung 17) 

TIMP-1 (Gewebe) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Groft et al., 2001) (Aaberg-Jessen et al., 2009) 

Lunge (Gouyer et al., 2005; Iniesta et 

al., 2007) 
(Gouyer et al., 2005) 

Knochenmark und 

Immunsystem 
(Kossakowska et al., 1999) / 

GIT 
(Song et al., 2016) 

(Mori et al., 2000; Song et al., 

2016) 

Pankreas (Y.L. Gong et al., 2000; 

Grünwald et al., 2016) 
/ 

Leber und Gallenblase (Song et al., 2015) (Song et al., 2015) 

Niere (Kallakury et al., 2001) (Kallakury et al., 2001) 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Huang et al., 2000; Hu et al., 

2012) 
/ 

Brust (Zheng-Sheng Wu et al., 

2008a) 

(Schrohl et al., 2003; Zheng-

Sheng Wu et al., 2008a) 

Männlich-assoziierte Gewebe (Lichtinghagen et al., 2002) (Wood et al., 1997) 

Haut (Airola et al., 1999) (Airola et al., 1999) 

TIMP-1 (Plasma) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Sreekanthreddy et al., 2010; 

Crocker et al., 2011) 
(Crocker et al., 2011) 

Lunge (Ylisirniö et al., 2000) (Ylisirniö et al., 2000) 

Knochenmark und 

Immunsystem 

(Terpos et al., 2010; Urbaniak-

Kujda et al., 2016) 
(Terpos et al., 2010) 

GIT (Holten-Andersen et al., 2000; 

Holten-Andersen et al., 2002) 

(Yoshikawa et al., 2000; 

Yukawa et al., 2007) 

Pankreas (Poruk et al., 2013; Prokopchuk 

et al., 2018) 

(Poruk et al., 2013; Prokopchuk 

et al., 2018) 

Leber und Gallenblase (Muzzillo et al., 1993) (Lempinen et al., 2013) 

Niere (Lein et al., 2000; Dias et al., 

2020) 
(Dias et al., 2020) 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Manenti et al., 2003; 

Honkavuori et al., 2008) 

(Manenti et al., 2003; 

Honkavuori et al., 2008) 

Brust (Zheng-Sheng Wu et al., 

2008b) 

(Zheng-Sheng Wu et al., 

2008b) 

Männlich-assoziierte Gewebe (Baker et al., 1994; Jung et al., 

1997) 

(Baker et al., 1994; Oh et al., 

2011) 

Haut (Kluger et al., 2011) (Kluger et al., 2011) 
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Tabelle A6 Referenzen der klinischen Beobachtungen zu TIMP-2 (Abbildung 17) 

TIMP-2 (Gewebe) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Ara et al., 1998) (Ara et al., 1998) 

Lunge (Gouyer et al., 2005; Iniesta et 

al., 2007; Zhu et al., 2015) 
(Zhu et al., 2015) 

Knochenmark und 

Immunsystem 
/ / 

GIT (Łukaszewicz-Zając et al., 

2013) 
(Pietruszewska et al., 2008) 

Pankreas (Giannopoulos et al., 2008) (Giannopoulos S et al., 2008) 

Leber und Gallenblase (Kallakury et al., 2001) (Kallakury et al., 2001) 

Niere (Kallakury et al., 2001) (Kallakury et al., 2001) 

Weiblich-assoziierte Gewebe 

(Sakata et al., 2000) 

(Nakopoulou et al., 2003; 

Honkavuori-Toivola et al., 

2013) 

Brust 
(Visscher et al., 1994) 

(Visscher et al., 1994; Remacle 

et al., 2000) 

Männlich-assoziierte Gewebe (Pulukuri et al., 2007) (Ross et al., 2003) 

Haut / / 

TIMP-2 (Plasma) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn / / 

Lunge (Ylisirniö et al., 2000; 

Drzewiecka-Jędrzejczyk et al., 

2017) 

(Drzewiecka-Jędrzejczyk et al., 

2017) 

Knochenmark und 

Immunsystem 

(Pennanen et al., 2004; 

Urbaniak-Kujda et al., 2016) 
/ 

GIT (Mroczko et al., 2009; 

Groblewska et al., 2014) 
(Groblewska et al., 2014) 

Pankreas (Łukaszewicz-Zając et al., 

2019) 

(Łukaszewicz-Zając et al., 

2019) 

Leber und Gallenblase 
(Angulo et al., 2011) 

(Gianluigi Giannelli et al., 

2002; Angulo et al., 2011) 

Niere (Lein et al., 2000) / 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Manenti et al., 2003; Anne und 

Taina, 2010) 
(Manenti et al., 2003) 

Brust (Ławicki et al., 2017) / 

Männlich-assoziierte Gewebe (Baker et al., 1994; Gohji et al., 

1998) 
 

Haut (Yoshino et al., 2008) / 
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Tabelle A7 Referenzen der klinischen Beobachtungen zu TIMP-3 (Abbildung 17) 

TIMP-3 (Gewebe) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Bachman et al., 1999; 

Nakamura et al., 2005) 
(Nakamura et al., 2005) 

Lunge 
(Thomas et al., 2000) 

(Powe et al., 1997; Thomas et 

al., 2000) 

Knochenmark und 

Immunsystem 
/ / 

GIT (Powe et al., 1997; Petra 

Voland et al., 2009) 
(Marja Hilska et al., 2007) 

Pankreas 
(Fendrich et al., 2005) 

(Wild et al., 2003; Fendrich et 

al., 2005) 

Leber und Gallenblase (Gu et al., 2014) (Gu et al., 2014) 

Niere (Bachman et al., 1999; Masson 

et al., 2010) 
(Masson et al., 2010) 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Catasus et al., 2013) / 

Brust (Mylona et al., 2006; Steude et 

al., 2010) 

(Kotzsch et al., 2005; Mylona 

et al., 2006) 

Männlich-assoziierte Gewebe (Shinojima et al., 2012) / 

Haut (Das et al., 2016) (Das et al., 2016) 

TIMP-3 (Plasma) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Sreekanthreddy et al., 2010) / 

Lunge / / 

Knochenmark und 

Immunsystem 
/ / 

GIT / / 

Pankreas / / 

Leber und Gallenblase / / 

Niere / / 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Cymbaluk-Płoska et al., 2018) (Cymbaluk-Płoska et al., 2018) 

Brust / / 

Männlich-assoziierte Gewebe / / 

Haut (Su et al., 2017) / 
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Tabelle A8 Referenzen der klinischen Beobachtungen zu TIMP-4 (Abbildung 17) 

TIMP-4 (Gewebe) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn (Groft et al., 2001) (Rorive et al., 2010) 

Lunge / / 

Knochenmark und 

Immunsystem 
(Feng et al., 2013) / 

GIT / (Hilska et al., 2007) 

Pankreas (Bister et al., 2007) / 

Leber und Gallenblase / / 

Niere (Hagemann et al., 2001) / 

Weiblich-assoziierte Gewebe (Lizarraga et al., 2005; 

Lizarraga et al., 2016) 

(Lizarraga et al., 2005; 

Lizarraga et al., 2016) 

Brust (Jiang et al., 2000) (Liss et al., 2009) 

Männlich-assoziierte Gewebe (Lee et al., 2006) / 

Haut / / 

TIMP-4 (Plasma) 

Ursprungsgewebe 
Tumor-assoziierte 

Expressionsveränderung 

Spiegel assoziiert mit einer 

schlechten Prognose 

Gehirn / / 

Lunge / / 

Knochenmark und 

Immunsystem 
/ / 

GIT / / 

Pankreas / / 

Leber und Gallenblase / / 

Niere / / 

Weiblich-assoziierte Gewebe / / 

Brust / / 

Männlich-assoziierte Gewebe / / 

Haut / / 

 


