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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Grundlagen des erhdhten Risikos von Mannern im Vergleich zu Frauen fur einen schweren
Krankheitsverlauf bei Krebs sind bislang wenig verstanden. Die Metastasierung ist die
tédlichste Erscheinungsform von Krebs, wobei die Leber das am haufigsten von Metastasen
befallene Organ ist. Die aulerst effiziente Lebermetastasierung des pankreatischen duktalen
Adenokarzinoms (PDAC) wird erleichtert durch Bildung einer metastasierungsfordernden
hepatischen Nische, die durch tumorsezernierte Faktoren (TDSFs) wie tissue inhibitor of
metalloproteinases-1 (TIMP-1) initiilert wird und durch einen verstarkten Katabolismus von
Speicherlipiden gekennzeichnet ist. In dieser Arbeit wurden Geschlechtsunterschiede bei der
Metastasierung und beim Uberleben des PDAC, sowie deren molekulare Ursache untersucht.
Hierfiir wurde das Uberleben und die Metastasenbildung zwischen PDAC-Patientinnen und
-Patienten verglichen. Transkriptomdatensatze vom Leber- bzw. Pankreastumorgewebe von
PDAC-Erkrankten  wurden  zur Identifikation  geschlechtsabhangig  exprimierter
metastasierungs-fordernder Gene bzw. TDSFs untersucht. Die geschlechtsabhangige
experimentelle Metastasierung in die Leber wurde in KPC-Mausen bzw. Caerulein
behandelten Mausen analysiert. Metabolische Veranderungen im Lebergewebe gesunder und
PDAC-erkrankter mannlicher Mause wurden mit einer Metabolomics-Analyse untersucht. Der
Einfluss von TIMP-1 auf die Signalaktivitat bzw. den Katabolismus von Speicherlipiden von
Hepatozyten wurde in humanen HepaRG- und HepG2-Zellen mittels Signaling Array bzw.
mittels Oxygen Consumption Rate Assay und BODIPY-Farbung analysiert. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass mannliche PDAC-erkrankte Patienten und Mause ein verklrztes
Uberleben, eine erhdhte Lebermetastasierung und eine verstarkte Expression
metastasierungsfordernder Gene in der Leber aufweisen. TIMP-1 wurde als TDSF mit der
starksten mannerspezifisch erhdhten Expression identifiziert und war fir das verkirzte
Uberleben und die verstarkte Lebermetastasierung bei mannlichen PDAC-erkrankten Mausen
verantwortlich. Darauf aufbauend wurde eine Untergruppe mannlicher PDAC-, Kolorektal-
karzinom- bzw. Melanom-Patienten mit erhéhten TIMP-1-Spiegeln und einem erhéhten Risiko
fur die Lebermetastasenentwicklung identifiziert. Die PDAC-konditionierte Lebern mannlicher
Mause wiesen eine TIMP-1-abhangige Reduktion von Triacylglyzeriden assoziiert mit einer
TIMP-1-abhangig erhdhten aktivierenden Phosphorylierung der adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK) auf. In vitro induzierte TIMP-1 die AMPK-Phosphorylierung in
Hepatozytenzelllinien, was zur Induktion der B-Oxidation und zur Reduktion intrazellularer
Speicherlipide flihrte. In dieser Arbeit konnten Geschlechtsunterschiede beim PDAC und mit
TIMP-1 ein vielversprechender mannerspezifischer Biomarkerkandidat zur Vorhersage der
Lebermetastasenentwicklung identifiziert werden. Darlber hinaus eréffnet der TIMP-1/AMPK-
abhangige Katabolismus von Speicherlipiden in Hepatozyten neue Perspektiven der
pathophysiologischen Relevanz von TIMP-1 im Kontext von Lebererkrankungen.

VI



Abstract

Abstract

The basis of the increased risk of men as compared to women for a severe course of cancer
disease is so far poorly understood. Metastasis is the most fatal manifestation of cancer,
whereby the liver is the organ most frequently afflicted by metastases. Exceptionally efficient
liver metastasis of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is facilitated by the formation of
a metastasis-promoting hepatic niche, which is initiated by tumor-derived secreted factors
(TDSFs) such as tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) and characterized by an
increased catabolism of storage lipids. In this study, sex differences in metastasis and survival
of PDAC, as well as their molecular bases were investigated. For this, survival and metastasis
formation were compared between female and male PDAC patients. Transcriptome datasets
from liver and pancreas tumor tissue of PDAC patients were analyzed for identification of sex-
dependently expressed metastasis-promoting genes and TDSFs, respectively. Sex-dependent
experimental metastasis to the liver was analyzed in KPC mice as well as Caerulein-treated
mice. Metabolic changes in liver tissue of healthy and PDAC-afflicted male mice were
investigated by metabolomics analysis. The impact of TIMP-1 on signaling activity as well as
on catabolism of storage lipids of hepatocytes was analyzed in human HepaRG and HepG2
cells by signaling array as well as by oxygen consumption rate assay and BODIPY staining,
respectively. This study revealed that male PDAC-afflicted patients and mice show shortened
survival, more frequent liver metastasis, and elevated hepatic metastasis-promoting gene
expression. TIMP-1 was identified as TDSF with the strongest male-specifically increased
expression and was responsible for shortened survival and increased liver metastasis in
PDAC-afflicted male mice. Based on these findings, a subpopulation of male PDAC, colorectal
carcinoma, and melanoma patients with increased TIMP-1 levels and an increased risk for liver
metastasis development was identified. The PDAC-conditioned livers of male mice showed a
TIMP-1-dependent reduction of triacylglycerides associated with a TIMP-1-dependently
increased activating phosphorylation of adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMPK). In vitro, TIMP-1 induced AMPK phosphorylation in hepatocyte cell lines leading to
induction of B oxidation and reduction of intracellular storage lipids. In this study, sex
differences in PDAC and TIMP-1 as promising male-specific biomarker candidate for prediction
of liver metastasis development were identified. In addition, the TIMP-1/AMPK-dependent
catabolism of storage lipids in hepatocytes opens new perspectives of the pathophysiological

relevance of TIMP-1 in the context of liver diseases.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Geschlecht als biologische Variable bei Krebs

In der personalisierten Medizin spielt das biologische Geschlecht (engl. sex), unterschieden
anhand der Geschlechtschromosomen, in einigen Disziplinen wie bspw. der Kardiologie
bereits heute eine bedeutende Rolle (Wagner et al., 2019). Auch in dieser Studie wird haufig
auf das Geschlecht eingegangen, wobei stets das biologische Geschlecht und ausdricklich
nicht das soziale Geschlecht (engl. gender), d.h. die gewahlte soziokulturelle Identitat, gemeint
ist. Paradoxerweise wird das biologische Geschlecht in der onkologischen Medizin und
Forschung bislang wenig bericksichtigt (Wagner et al., 2019), obwohl Manner im Vergleich zu
Frauen ein deutlich erhdhtes Risiko haben, an Krebs zu erkranken und daran zu versterben
(Haupt et al., 2021). Der Geschlechtsunterschied beim Uberleben von Krebserkrankten konnte
in vielen Studien beobachtet werden (Micheli et al., 2009; Radkiewicz et al., 2017) und wurde
lange Zeit nahezu ausschliellich als eine Folge unterschiedlicher Lebensgewohnheiten
zwischen Frauen und Mannern trivialisiert (Hermann und Kriuger, 2022). Tatsachlich weisen
Manner im Vergleich zu Frauen einen erhéhten Tabak- (Reitsma et al, 2017) und
Alkoholkonsum (Rehm et al., 2009), sowie eine ungesindere Erndhrung und damit verbunden
haufiger eine Fettleibigkeit (Kelly et al., 2008) auf. Zwar sind diese Lebensgewohnheiten mit
einem verkiirzten Uberleben bei unterschiedlichen Krebserkrankungen assoziiert (Park et al.,
2006). Allerdings zeigen epidemiologische Studien, dass die Geschlechtsunterschiede beim
Uberleben von Krebs nicht ausschlieRlich durch extrinsische Parameter wie unterschiedliche
Lebensgewohnheiten erklart werden kénnen (Micheli et al., 2009; Radkiewicz et al., 2017).
Dieser Befund deutet an, dass es auch geschlechtsspezifisch exprimierte intrinsische Faktoren
gibt, die die Progression von Krebs geschlechtsabhangig vorantreiben und letztlich zum
schwereren Verlauf der Krebserkrankung bei Mannern fuhren (Haupt et al., 2021).
Eine detaillierte und umfangreiche Charakterisierung der Genexpression humaner Tumoren
lieferte die Erkenntnis, dass tatsachlich zahlreiche Gene unterschiedlich zwischen den
Geschlechtern exprimiert werden (Yuan et al., 2016). Diese Geschlechtsunterschiede in der
Genexpression scheinen auch klinisch relevant zu sein, da eine groe Anzahl an
Zielstrukturen von zugelassenen Medikamenten (engl. clinically actionable genes) eine
geschlechtsabhéngige Expression aufweisen (Yuan et al., 2016). Uber diese deskriptive
Analyse molekularer Geschlechtsunterschiede bei Krebs (Yuan et al., 2016) hinausgehend
konnte in einzelnen weiteren Studien bereits ein funktionaler Einfluss geschlechtsspezifisch
exprimierter Gene auf die Tumorprogression beschrieben werden (van Kempen et al., 2016;
Hurst et al., 2017; Andricovich et al., 2018).
Als molekulare Grundlage flir eine geschlechtsabhangig veranderte Genexpression im
Speziellen und damit auch fur Geschlechtsunterschiede bei Krebs im Allgemeinen werden vor
1



Einleitung

allem genetische und epigenetische Gegebenheiten auf den Geschlechtschromosomen
angesehen (Credendino et al., 2020). Auf genetischer Ebene ist das Vorhandensein von zwei
X-Chromosomen in weiblichen Zellen im Vergleich zu einem X-Chromosom in mannlichen
Zellen ein entscheidender Aspekt. Das Ungleichgewicht der Anzahl an X-chromosomal
kodierten Genen wird zwar teilweise, aber nicht vollstdndig durch die zuféllige Inaktivierung
eines X-Chromosoms in weiblichen Zellen ausgeglichen (Brockdorff und Turner, 2015). Einige
Gene koénnen sich der X-Chromosomen-Inaktivierung (XCI) entziehen und werden dadurch
sowohl vom aktiven als auch vom vermeintlich inaktiven X-Chromosom transkribiert (Tukiainen
et al., 2017). Im Kontext von Krebs ist das Entziehen der XCI vor allem bei X-chromosomal
kodierten Tumorsuppressorgenen relevant (Dunford et al., 2017). Auf diese Weise kénnen
weibliche Zellen vor transformierenden Auswirkungen einer Loss-Of-Function Mutation
geschutzt werden, was wiederum im Zusammenhang mit einer verringerten Inzidenz von
Krebs bei Frauen im Vergleich zu Mannern steht (Dunford et al., 2017). Daneben scheinen
auch epigenetische Veranderungen, die erst vor Kurzem (Hanahan, 2022) als eine zentrale
,befahigende Charakteristik* (engl. ,enabling characteristic') im Konzept der ,Kennzeichen von
Krebs“ (engl. ,hallmarks of cancer’) (Hanahan und Weinberg, 2000; Hanahan und Weinberg,
2011) anerkannt wurden, eine zentrale Rolle bei der Regulation von
Geschlechtsunterschieden bei Krebs zu spielen (Credendino et al., 2020). Beispielsweise
deutet die starke Korrelation des geschlechtsabhangig veranderten  DNA-
Methylierungsstatuses mit der geschlechtsspezifischen Genexpression einen wichtigen
Einfluss der Epigenetik in verschiedensten Tumorarten an (Yuan et al., 2016). Damit konnten
zwar bereits erste intrinsische Faktoren und Mechanismen identifiziert werden, die die
Krankheitsprogression von Krebs geschlechtsspezifisch regulieren, allerdings blieb eine

Translation dieser Erkenntnisse in die Klinik bislang aus.

1.2. Das Pankreaskarzinom

Das auRerst todliche Pankreaskarzinom ist eine der Krebsarten, bei denen Manner im
Vergleich zu Frauen ein erhdhtes Risiko fur einen schweren Verlauf haben (Micheli et al.,
2009). Die auflergewdhnlich hohe Letalitdt des Pankreaskrebses wird vor allem aus der
Tatsache deutlich, dass dessen 10-Jahres-Uberlebensrate in den letzten 40 Jahren
durchgéangig bei etwa 1 % stagnierte (Quaresma et al., 2015). Im Gegensatz dazu stieg die
durchschnittliche 10-Jahres-Uberlebensrate aller Krebsarten im Allgemeinen in diesem
Zeitraum von etwa 25 % auf 50 % deutlich an (Quaresma et al., 2015). Aufgrund der
begrenzten diagnostischen und therapeutischen Fortschritte (Neoptolemos et al., 2018), sowie
einer steigenden Inzidenz wird angenommen, dass Pankreaskrebs bis 2030 die zweithaufigste

Todesursache im Zusammenhang mit Krebs darstellen wird (Rahib et al., 2014).
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Grundsatzlich wird beim Pankreasgewebe zwischen einem exokrinen und einem endokrinen
Teil unterschieden. Der exokrine Teil des Pankreas besteht einerseits aus Azinuszellen, die
verdauungsaktive Enzyme produzieren und sezernieren und andererseits aus duktalen Zellen,
die diese Enzyme in den Gastrointestinaltrakt transportieren (Kleeff et al., 2016).
Demgegenuber produzieren und sezernieren die Zellen der Langerhans‘schen Inseln des
endokrinen Pankreasgewebes Hormone, die Uber den Blutstrom auf den gesamten
Stoffwechsel des Korpers wirken (Kleeff et al., 2016). Aus der zellularen Diversitat des
Pankreas gehen verschiedene maligne Erkrankungen hervor (Kleeff et al., 2016). Insgesamt
stellt mit etwa 75 % bis 80 % aller Pankreaskarzinome das pankreatische duktale
Adenokarzinom (engl. pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) den GroRteil und gleichzeitig
auch die todlichste Form des Pankreaskrebses dar (Warshaw und Fernandez-del Castillo,
1992; Kleeff et al., 2016). Daneben sind etwa 15 % bis 20 % der Pankreaskrebsfalle
pankreatische neuroendokrine Tumore (PanNETs), die aus transformierten Zellen der
Langerhans’schen Inseln hervorgehen und weniger letal sind (Kleeff et al., 2016).

Ein Hauptmerkmal der Aggressivitat des PDAC ist dessen hohe metastatische Effizienz, denn
mehr als 80 % aller PDAC-Patientinnen und -Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnose
bereits Metastasen auf und kénnen daher nur noch palliativ behandelt werden (Tamburrino et
al., 2014). Auch die etwa 20 % der an PDAC-Erkrankten, die zum Diagnosezeitpunkt noch
keine klinisch detektierbaren Metastasen aufweisen und daher mittels chirurgischer Resektion
des pankreatischen Primartumors behandelt werden kdnnen, entwickeln mehrheitlich
innerhalb kurzer Zeit Metastasen in entfernten Organen (Van den Broeck et al., 2009; Groot
et al., 2018) und versterben daran (Hishinuma et al., 2006). Das mit Abstand am haufigsten
betroffene entfernte Zielorgan von PDAC-Metastasen ist die Leber, gefolgt von Peritoneum
und Lunge (Van den Broeck et al., 2009).

Auf genetischer Ebene wird die PDAC-Erkrankung durch Mutationen in dem Haupttreibergen
Kirsten Rat Sarcoma Virus (KRAS) (Abb. 1.1) und in drei assoziierten Kotreibergenen, namlich
Tumor Protein p53 (Trp53), SMAD Family Member 4 (SMAD4) und Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 2A (CDKN2A) (Abb. 1.1), dominiert (Bailey et al., 2016; Cancer Genome Atlas
Research Network, 2017; Collisson et al., 2019). Eine Mutation im KRAS Protoonkogen ist in
etwa 90 % aller humaner PDACs zu finden (Almoguera et al., 1988) und wird als wichtige
Voraussetzung flr die Initiation der pankreatischen Karzinogenese angesehen (Hingorani et
al., 2003) (Abb. 1.1). Das Genprodukt des KRAS Gens ist ein GTP-bindendes Ras-Protein,
das durch die Regulation =zahlreicher Signaltransduktionswege eine proproliferative,
promigratorische Wirkung auf Zellen besitzt (Waters und Der, 2018). Naturlicherweise wird die
Aktivitdt des Kras Proteins durch eine GTPase-aktivierendes Protein (GAP)-vermittelte
Hydrolyse von GTP negativ reguliert (Waters und Der, 2018). Durch Punktmutationen im beim

PDAC mit Abstand am haufigsten betroffenen Codon 12 oder alternativ in den Codons 13 oder
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61 wird das Kras Protein jedoch insensitiv fiur GAPs und ist somit in einer konstitutiv aktivierten
Form vorhanden, was zur Transformation der Zelle fihrt (Waters und Der, 2018).

Neben dem KRAS Gen ist das TRP53 Gen bei bis zu 80 % der humanen PDACs am
zweithaufigsten von genetischen Veranderungen betroffen (Connor et al., 2019). Das
Tumorsuppressorprotein p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der in der zellularen Stressantwort
eine zentrale Rolle spielt (Levine, 2020). Diese Funktion erfillt p53, indem es die Expression
von Genen, die in DNA-Reparaturmechanismen, beim Stopp des Zellzyklus, bei der Apoptose
und in weiteren Signalwegen involviert sind, reguliert (Levine, 2020). Im Allgemeinen werden
Mutationen im TRP53 Gen in zwei Klassen unterteilt: Kontaktmutationen betreffen
Aminosauren des p53 Proteins, die direkt an die DNA binden, wohingegen Strukturmutationen
die globale Struktur der DNA-Bindungsdoméne von p53 betreffen (Olive et al., 2004). Beide
Mutationsklassen haben gemeinsam, dass die p53-Bindung an regulatorische DNA-Bereiche
von Zielgenen verhindert bzw. verandert wird, was letztlich auf komplexe Weise die Funktion
von p53 beeinflusst (Levine, 2020). Im Gegensatz zum kompletten Verlust der p53-Expression
durch eine Deletion des gesamten Gens kénnen Punktmutationen auch eine zusatzliche,
direkt onkogene Wirkung durch sogenannte ,Gain-Of-Function“-Effekte besitzen (Levine,
2020). Ein Beispiel fur eine onkogene Strukturmutation im humanen TRP53 Gen ist der
Austausch des Arginins an Stelle 175 durch ein Histidin (Olive et al., 2004). Diese R175H-
Mutation von TRP53 wurde erstmals in Patienten mit dem Li-Fraumeni Syndrom beschrieben,
die eine familidre Pradisposition fir die Entwicklung von Krebs in verschiedensten Organen
aufweisen (Hollstein et al., 1996). Mause mit einer globalen R172H-Punktmutation im Trp53-
Gen (entspricht der humanen R175H-Mutation) weisen deutlich mehr Tumorbildung auf als
Mause mit einer globalen genetischen Ablation der p53 Expression (Olive et al., 2004). Auch
die pankreasspezifische p53R'"?H-Expression resultiert in einem aggressiveren PDAC-
Phanotyp, gekennzeichnet durch eine erhdhte Metastasierung im Vergleich zur
pankreasspezifischen Deletion von Trpb53 (Weissmueller et al., 2014). Diese Befunde
verdeutlichen das erhéhte onkogene Potential von p53-Punktmutationen im Vergleich zum

einfachen Verlust der p53-Expression.

1.2.1. Das genetisch modifizierte KPC-Mausmodell

Um zentrale Mechanismen der PDAC-Progression aufklaren zu kénnen, wurden genetisch
modifizierte Mausmodelle entwickelt, die die humane Erkrankung mdglichst genau
rekapitulieren (Westphalen und Olive, 2012). Eines der am besten etablierten Modellsysteme
fir die Entwicklung spontaner PDACs ist das Kras"-S-C120; Trp53*/LSL-R172H. pgy_1*/Ce (KPC)-
Mausmodell (Hingorani et al., 2005). KPC-Mause besitzen jeweils nur ein Wildtypallel von Kras
und Trp53 (Hingorani et al., 2005). Im endogenen Genlokus des zweiten Kras- bzw. Trp53-
Allels wurde die Punktmutation G12D bzw. R172H eingefugt (Hingorani et al., 2003; Olive et
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al., 2004). Zusatzlich wurde eine Lox-STOP-Lox (LSL)-Kassette eingebaut, sodass diese
Allele global nicht transkribiert werden (Hingorani et al., 2003; Olive et al., 2004). Daruber
hinaus weisen KPC-Mause die Expression der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des
Pancreatic and Duodenal Homeobox-1 (Pdx-1) Promotors auf (Hingorani et al., 2003). Pdx-1
wird erstmals an Tag 8 der embryonalen Entwicklung und dabei spezifisch in denjenigen Zellen
des dorsalen und ventralen Endoderms exprimiert, aus denen spater das differenzierte
Pankreasgewebe hervorgeht (Duque et al., 2021). Dementsprechend wird wahrend der
Embryonalentwicklung von KPC-Mausen in den Pdx-1-positiven Zellen auch die Cre-
Rekombinase exprimiert, was das Herausschneiden der LSL-Kassette aus dem Genom der
spateren Pankreaszellen und dadurch eine pankreasspezifische Aktivierung der onkogenen

Kras®'?- und Trp537"7?"-Allele zur Folge hat (Hingorani et al., 2005). Aufgrund dieser

G12D 3R172H

pankreasspezifischen Expression von Kras und p5 entwickeln KPC-Mause ein
spontanes PDAC, das zu einem héheren Mal} als andere PDAC-Mausmodelle (Hingorani et
al., 2003; Westphalen und Olive, 2012; Weissmueller et al., 2014) typische Kennzeichen der
humanen PDAC-Erkrankung wie eine genomische Instabilitdt oder eine hohe metastatische

Effizienz vor allem in die Leber aufweist (Hingorani et al., 2005; Weissmueller et al., 2014).

1.2.2. Das Caerulein basierte Mausmodell

Aus klinischen Daten geht hervor, dass Patientinnen und Patienten mit einer chronischen
(Kirkegard et al., 2017) oder akuten (Kirkegard et al., 2018) Pankreasentziindung ein erhdhtes
Risiko haben, spater an Pankreaskrebs zu erkranken. Aufbauend auf diesen klinischen
Befunden konnte durch Verwendung des Caerulein basierten Mausmodells gezeigt werden,
dass das Auslésen einer pankreatischen Entziindung in Gegenwart einer Kras®'?°-Mutation
tatsachlich ausreicht, um die Entwicklung von PDAC zu initiieren (Guerra et al., 2011) (Abb.
1.1). Caerulein ist ein Analogon des endogenen Hormons Cholecystokinin (CCK), das unter
physiologischen Konzentrationen ahnlich wie CCK die Sekretion von Verdauungsenzymen in
pankreatischen Azinuszellen fordert (Saluja et al., 2007). Die Applikation von supramaximalen
Caerulein-Konzentrationen, d.h. Konzentrationen die Uber diejenigen mit der maximalen
sekretorischen Wirkung hinaus gehen, flhrt jedoch zur Blockade der pankreatischen Sekretion
(Saluja et al., 2007). Dies resultiert wiederum in einer Akkumulation der zunachst inaktiven
Proformen verdauungsaktiver Enzyme innerhalb pankreatischer Azinuszellen, was zu einer
Autoaktivierung dieser Enzyme innerhalb der Zellen und letztlich zum Zelltod der Azinuszellen
fuhrt (Saluja et al., 2007). Infolge des Zelltods werden Zytokine und Chemokine freigesetzt,
die die Infiltration von Immunzellen ins Pankreasgewebe und schlie3lich eine Entziindung des
Pankreas zur Folge haben (Saluja et al., 2007). Die entziindlichen Prozesse, die im Pankreas
durch repetitive Injektionen supramaximaler Caerulein-Dosen ausgeldst werden,

rekapitulieren entziindliche Bedingungen der frihen PDAC-Tumorigenese (Hruban et al.,

5



Einleitung

2008; Guerra et al., 2011). Dementsprechend wird das Caerulein basierte Mausmodell als
Modellsystem fur pankreatische Erkrankungen verwendet, die der PDAC-Bildung
vorausgehen (Guerra et al., 2011; Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021) (Abb.
1.1).

1.2.3. Epigenetische Veranderungen initiieren die Tumorbildung

im Pankreas

Durch Verwendung des KPC-Mausmodells fur die spontane PDAC-Entwicklung und des
Caerulein basierten Mausmodells zur akuten Induktion entzindlicher Pankreaslasionen
wurden in den letzten Jahren Prozesse aufgeklart, die bei der Entstehung und friihen
Entwicklung des PDAC eine zentrale Rolle spielen (Guerra et al., 2011; Alonso-Curbelo et al.,
2021; Del Poggetto et al., 2021). So wurde gefunden, dass durch Schadigungen des
Pankreasgewebes innerhalb kirzester Zeit epigenetische Veranderungen in pankreatischen
Azinuszellen induziert werden (Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021) (Abb.
1.1). Die Veranderungen der Epigenetik hat eine veradnderte zelluldre Transkription und
letztlich eine Transdifferenzierung dieser Azinuszellen zur Folge (Abb. 1.1), die durch einen
Verlust azinarer Differenzierungsmarker und den Erwerb eines duktalen Phanotyps
gekennzeichnet ist (Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021). Dieser ,Azinar-zu-
Duktale Metaplasie“ (ADM)-genannte Prozess wird durch eine spatere Redifferenzierung der
Zellen zum azinaren Phanotyp und einer damit verbundenen Regeneration des
Pankreasgewebes Grolteils wieder rickgangig gemacht und die Entzindung somit aufgeldst
(Strobel et al., 2007) (Abb. 1.1). Allerdings fuhrt ein einzelnes, transientes entzindliches
Ereignis im Pankreas nicht zur vollstandigen Regeneration des Gewebes, sondern auch zur
Bildung sogenannter ,Gedachtnis-Epithelzellen (Del Poggetto et al., 2021) (Abb. 1.1). Diese
Gedachtnis-Epithelzellen weisen noch lange nach der Pankreasentziindung einen
veranderten epigenetischen und transkriptionelle Status auf und ermdéglichen im Falle einer
erneuten Pankreasentzindung eine schnellere Antwort, was wiederum eine verringerte
Gewebeschadigung zur Folge hat (Del Poggetto et al., 2021). Weisen Azinuszellen jedoch
zum Zeitpunkt der Pankreasschadigung bereits eine Kras-Mutation auf oder mutiert das Kras-
Gen in den pankreatischen Gedachtnis-Epithelzellen nach einer Pankreasschadigung, so
verandert sich die epigenetische Reprogrammierung in diesen Zellen (Alonso-Curbelo et al.,
2021; Del Poggetto et al., 2021) (Abb. 1.1). Dadurch entsteht eine anhaltende Metaplasie, die
sich nicht wieder aufgeldst, sondern in die Bildung pankreatischer intraepithelialer Neoplasien
(PanINs) Ubergeht (Kopp et al., 2012) (Abb. 1.1). PanINs sind nicht-invasive Vorlauferlasionen
des PDAC (Hruban et al., 2004), die bei etwa 60 % aller Patientinnen und Patienten mit
chronischer Pankreatitis und sogar bei rund 16 % aller gesunden Menschen vorkommen

(Hruban et al., 2008). Durch Erwerb weiterer Mutationen und einer damit verbundenen
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malignen Transformation der Pankreaszellen kénnen sich PanlINs schliellich zum letalen
invasiven PDAC weiterentwickeln (Hruban et al., 2008) (Abb. 1.1).

Epigenetische &
transkriptionelle
Reprogrammierung

2. Gewebe-
schadigung . ADM
Veranderte Immun- transdifferenzierte
epigenetische & zellen duktartige
transkriptionelle Zellen
Reprogrammierung
ADM ‘ Regeneration
. : Gedachtnis-
transdlffg[]ekrzs:%rtg Epithelzellen
Zellgn mit persistenter

epigenetischer &
transkriptioneller
Reprogrammierung

Jpramaligne
duktartige
Tumorzellen

CDKN2A
Mutation

TP33 PanIN-3

SMAD4
Mutation l maligne
duktartige
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der PDAC-Entstehung. Zwei Ereignisse werden als hinreichende
Voraussetzungen fir die Entstehung des PDAC angesehen: eine Kras-Mutation und eine
Pankreasgewebeschadigung. Die zeitliche Reihenfolge beider Ereignisse scheint dabei nicht relevant zu sein.
Kommt es im Pankreasgewebe mit Kras-mutierten Azinuszellen zur Gewebeschadigung, so transdifferenzieren
diese Zellen und es kommt zur Azinar-zu-Duktalen-Metaplasie (ADM). Diese wird jedoch nicht wieder aufgelst,
sondern entwickelt sich weiter zu pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanINs) und nach Ansammlung
weiterer Mutationen in den Kotreibergenen CDKN2A, TRP53 oder SMAD4 zum invasiven PDAC (linker Pfad). Im
Gegensatz dazu fiihrt eine Schadigung im Pankreasgewebe mit nicht-mutierten Azinuszellen zur ADM-Bildung und
anschlieend zur Regeneration des Gewebes (rechter Pfad). Dabei entstehen sogenannte Gedachtnis-
Epithelzellen, die eine persistente epigenetische und transkriptionelle Reprogrammierung aufweisen und infolge
einer spateren Kras-Mutation zur Bildung von PanINs bzw. eines invasiven PDAC flhren (rechter Pfad). Die der
Abbildung zugrundeliegenden Informationen wurden entnommen aus (Hruban et al., 2008; Guerra et al., 2011; Orth
et al., 2019; Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021)
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1.3. Lebermetastasierung als auBerst todliche Erscheinungsform

von Krebs

Die Metastasierung ist nicht nur beim PDAC sondern auch bei Krebserkrankungen im
Allgemeinen die tédlichste Erscheinungsform (Steeg, 2016). Interessanterweise wird haufig
ohne zugrundeliegende Daten berichtet, dass Metastasen sogar bei 90 % aller Krebs-
assoziierten Todesfélle eine kausale Rolle spielen (Mehlen und Puisieux, 2006). Eine
genauere Auswertung klinischer Daten zeigt jedoch, dass die Metastasenbildung bei etwa
67 % und damit immer noch beim Grofteil aller Krebspatientinnen und
-patienten den Grund fiir das Versterben darstellt (Dillekas et al., 2019). Uber alle Krebsarten
hinweg ist die Leber das mit Abstand am haufigsten von Metastasen befallene Organ, gefolgt
von Lymphknoten und Lunge (Budczies et al., 2015). Aus klinischer Sicht sind die meisten
Lebermetastasen auf gastrointestinale Tumore wie Pankreas- und Kolorektalkrebs (engl.
colorectal carcinoma, CRC) zurlckzufiihren (de Ridder et al., 2016). Aber auch Krebsarten
von ganzlich anderem Ursprung, wie etwa das Melanom der Haut, metastasieren haufig in die
Leber (de Ridder et al., 2016). Insgesamt weisen etwa die Halfte aller Krebserkrankten
entweder bereits zum Zeitpunkt der Krebsdiagnose Lebermetastasen auf oder sie entwickeln
Lebermetastasen im Verlauf der Erkrankung (Tsilimigras et al., 2021).

Im Allgemeinen ist das Auftreten von Lebermetastasen mit einem substantiellen Riickgang der
Uberlebensrate und einer deutlich reduzierten Lebensqualitat assoziiert (Li et al., 2021). Trotz
dieser enormen klinischen Relevanz von Lebermetastasen sind die Therapieoptionen und
deren Erfolgsaussichten immer noch sehr stark begrenzt (Tsilimigras et al., 2021). Die
chirurgische Entfernung stellt die erfolgversprechendste, potentiell heilende Behandlung bei
denjenigen Patientinnen und Patienten dar, die resezierbare Lebermetastasen aufweisen
(Tsilimigras et al., 2021). Allerdings ist die klinische Indikation fir eine Resektion von
Lebermetastasen komplex und abhangig vom Tumorkontext (Tsilimigras et al., 2021). So ist
die chirurgische Behandlung von Lebermetastasen, die von CRC oder neuroendokrinen
Tumoren wie PanNETs abstammen, mit einer verbesserten Prognose assoziiert (Tsilimigras
et al, 2021). Demgegenuber ist die Resektion von Lebermetastasen von anderen
Primartumoren, wie PDAC oder Melanom, sogar mit einer verschlechterten Langzeitprognose
assoziiert (Tsilimigras et al, 2021). Insgesamt konnten die Behandlungsoptionen von
Lebermetastasen durch erste erfolgreiche klinische Studien mit systemischen Therapien,
neuen biologischen Medikamenten (z.B. Bevacizumab oder Cetuximab) oder
Immuntherapeutika in den letzten Jahren zwar revolutioniert werden (Tsilimigras et al., 2021).
Dennoch ist bislang vor allem die friihe Detektion bzw. das Vorhersagen der Entwicklung von
Lebermetastasen schwierig. Eine frihzeitige Diagnose wurde die Implementierung einer
effektiven und gezielten Behandlung ermdglichen, die die Entwicklung von Lebermetastasen

von Beginn an verlangsamt oder ganzlich verhindert (Tsilimigras et al., 2021).



Einleitung

Die aulRerordentlich effiziente Kolonisierung der Leber durch metastatische Tumorzellen ist
auf vielfaltige Ursachen zurlickzufuhren. Einerseits spielt dabei die einzigartige anatomische
Lage der Leber eine wichtige Rolle (Tsilimigras et al., 2021). Die Leber wird in hohem Male
mit Blut aus dem Gastrointestinaltrakt versorgt. Dadurch erreichen Tumorzellen, die von
gastrointestinalen Tumoren wie PDACs oder CRCs ausgehend in die Blutbahn gelangen, auf
direktem Wege die Leber (Tsilimigras et al., 2021). Auflerdem férdert auch die spezielle
endotheliale Mikroarchitektur der Leber die Metastasierung, da Tumorzellen in den engen
sinusoidalen Blutgefaflien innerhalb des Lebergewebes mechanisch abgefangen werden und
arretieren (Tsilimigras et al., 2021). Darlber hinaus ist die Mikroumgebung der Leber
grundsatzlich immunsuppressiv polarisiert (Li et al., 2021). Da das Organ konstant mit
Pathogenen und pathogenassoziierten molekularen Strukturen aus dem Darm in Kontakt
kommt, wird durch die immunsuppressive Mikroumgebung naturlicherweise eine chronische
Entzindung in der Leber verhindert (Li et al., 2021). Im Kontext der Metastasierung ist diese
immunsuppressive Umgebung jedoch férderlich flir das Auswachsen von Tumorzellen, da eine

effiziente Anti-Tumor Immunantwort unterdriickt wird (Li et al., 2021).

1.3.1. Zellulare Aspekte der metastasierungsfordernden Nische

in der Leber

Die anatomische Lage, die endotheliale Mikroarchitektur und die immunsuppressive
Umgebung sind einzigartige physiologische Gegebenheiten der Leber, die dieses Organ fur
eine Kolonisierung durch Tumorzellen naturlicherweise pradisponieren (Li et al., 2021).
Zuséatzlich dazu beglnstigt die Bildung einer sogenannten metastasierungsférdernden Nische
die Lebermetastasierung (Li et al., 2021; Tsilimigras et al., 2021). Dabei konditionieren
krebsassoziierte Prozesse oder sogar der Krebsentwicklung vorausgehende entzindliche
Prozesse die Leber und fiihren so zu Veranderungen im Lebergewebe, die vorteilhaft fur die
Metastasenentwicklung sind (Peinado et al., 2017).

Auf zellularer Ebene spielen dabei die Hepatozyten eine zentrale Rolle, da sie die Bildung
einer metastasierungsférdernden Nische in der Leber initieren und orchestrieren (Lee et al.,
2019). Bereits in frihen Stadien der PDAC-Entwicklung kommt es in Hepatozyten zur
inflammatorischen Antwort, die vor allem durch eine erhdhte Expression von Serum Amyloid
A 1 (SAA1) und SAA2 gekennzeichnet ist (Lee et al., 2019) (Abb. 1.2). Im Gegensatz zum
Pseudogen SAA3, dem bislang keine biologische Rolle zugeordnet werden konnte und dem
konstitutiv und eher ubiquitar exprimierten SAA4, werden SAA1 und SAA2 wahrend der akuten
Phase Antwort exprimiert und freigesetzt (Lee und Beatty, 2021). Da SAA1 und SAA2
chemoattraktiv auf Monozyten wirken (Badolato et al., 1994), kommt es infolge der SAA1/2
Hochregulation beim PDAC zur erhéhten Infiltration von Immunzellen in die Leber (Lee et al.,
2019).
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Tatsachlich ist die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der PDAC-
konditionierten Leber entscheidend von der Rekrutierung myeloider Zellen abhangig (Costa-
Silva et al., 2015; Nielsen et al., 2016) (Abb. 1.2). Auf Genexpressionsebene sind diese
myeloiden Zellen, die in der Leber zu CD68-positiven Makrophagen differenzieren, durch
Expression des myeloiden Zellmarkers CD11b und des Entzindungsmarkers S100A4
gekennzeichnet (Osterreicher et al., 2011; Nielsen et al., 2016). Prinzipiell konnte gezeigt
werden, dass eine verstarkte hepatische SAA-Expression zur Mobilisierung und erhéhten
Akkumulation immunsuppressiver myeloider Zellen (engl. myeloid-derived suppressor cells,
MDSCs) in der Leber fuhrt (Sander et al, 2010). MDSCs sind gekennzeichnet durch
Expression der Marker CD11b und Ly6G bei der Maus (Sander et al., 2010) bzw. CD11b,
CD14 und CD33 beim Menschen (Lin et al., 2019) (Abb. 1.2). Tatsachlich sind erhéhte Zahlen
von MDSCs in der Leber von CRC-Patienten assoziiert mit einer verringerten T-
Zellproliferation, einem verstarkten Wachstum von Lebermetastasen und einer schlechten
Prognose (Lin et al., 2019). Diese Befunde deuten an, dass vor allem immunsuppressive
myeloide Zellen im Kontext der metastasierungsférdernden Nische in der Leber eine
entscheidende Rolle spielen.

Neben der erhdhten Infiltration von Immunzellen kommt es infolge der erhdhten SAA1/2-
Expression durch Hepatozyten in der PDAC-konditionierten Leber auch zur Fibrose (Lee et
al., 2019). Dies ist im Einklang mit dem Befund, dass SAA Proteine hepatische Sternzellen
(engl. hepatic stellate cells, HSCs) aktivieren (Siegmund et al., 2016), die wiederum die
fibrotische Antwort in der Leber orchestrieren (Tsilimigras et al., 2021) (Abb. 1.2). Aktivierte
HSCs haben einen Myofibroblasten-artigen Phanotyp, sind gekennzeichnet durch die
Expression des Markers a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) und produzieren verschiedenste
Proteine der Extrazellularen Matrix (EZM) (Tsilimigras et al., 2021). Neben dieser EZM-
modulierenden Funktion exprimieren aktivierte HSCs auch Zytokine und Chemokine, die sich
auf die Effizienz der Lebermetastasierung auswirken kdnnen. Beispielsweise fuhrt die erhdhte
Expression von Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1) durch HSCs (Grinwald et al., 2016) im
Kontext der metastasierungsfordernden Lebernische zur verstarkten Rekrutierung von
prometastatischen Neutrophilen Granulozyten (Seubert et al., 2015) (Abb. 1.2). AuRerdem
kénnen aktivierte HSCs Uber Sekretion von SDF-1 (Correia et al., 2021) oder von Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) (Lenk et al., 2017) auch direkt die Proliferation von
Tumorzellen in der Leber fordern (Abb. 1.2).

Insgesamt fuhrt die Hochregulation der SAA1/2-Expression in Hepatozyten wahrend friher
Stadien der PDAC-Entwicklung auf zellularer Ebene also einerseits zu einer inflammatorischen
Reprogrammierung der Leber, die vor allem durch eine verstarkte Rekrutierung von
Immunzellen gekennzeichnet ist und andererseits zu fibrotischen Prozessen, die Uber eine
Aktivierung von HSCs vermittelt wird (Lee et al., 2019).
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1.3.2. Der Katabolismus von Speicherlipiden als zentraler

metabolischer Aspekt bei der Lebermetastasierung

Neben diesen Veranderungen auf zellularer Ebene bzw. auf Genexpressionsebene wird die
Lebermetastasierung auch durch metabolische Veranderungen beeinflusst (Li et al., 2021).
Auch hierbei spielen vor allem Hepatozyten, die etwa 60 % der gesamten Zellzahl und 80 %
des Gesamtvolumens der Leber ausmachen (Vekemans und Braet, 2005), eine Schlisselrolle.
Im Zusammenhang mit in der Leber angesiedelten Brustkrebs- bzw. Melanom-Tumorzellen
konnte gezeigt werden, dass diese in den umliegende Hepatozyten einen verstarkten
Katabolismus von Triacylglyzeriden (TAGs) induzieren (Li et al., 2020). Die dabei
entstehenden freien Fettsduren werden von den Hepatozyten sezerniert (Abb. 1.2) und von
den Tumorzellen aufgenommen (Li et al., 2020). Die Tumorzellen metabolisieren diese
Fettsduren anschlieRend, um daraus Energie fur das Tumorwachstum zu generieren (Li et al.,
2020) (Abb. 1.2). Tatsachlich ist eine Untergruppe von Krebsstammzellen, gekennzeichnet
durch eine erhdhte Expression von Lipidmetabolismusgenen und speziell des
Fettsdurerezeptors CD36, einzigartig in ihrer Fahigkeit, die Metastasenbildung zu initiieren
(Pascual et al., 2017). Neben der Bereitstellung von Energiequellen fir Tumorzellen kann ein
veranderter Lipidmetabolismus in Wirtszellen die Metastasierung aulerdem beeinflussen,
indem die Anti-Tumor Immunantwort gestort wird (Martin-Perez et al., 2021). Diese Befunde
deuten an, dass vor allem dem Katabolismus von Speicherlipiden eine Schliisselrolle bei der
metastatischen Kolonisierung von entfernten Organen zukommt und Veranderungen in diesen
Bereichen des Lipidmetabolismus mafigeblich die Metastasierung beeinflussen kdénnen (Li
und Kang, 2017). Uber welche tumorsezernierten Faktoren bzw. welchen intrazelluldren
Mechanismus ein verstarkter Abbau von TAGs in Hepatozyten im Kontext der
Lebermetastasierung reguliert wird (Li et al., 2020), ist bislang jedoch unbekannt.

Ein zentraler Regulator des Katabolismus von Speicherlipiden ist die Adenosine
Monophosphate (AMP)-Activated Protein Kinase (AMPK) (Herzig und Shaw, 2018). Im
Allgemeinen ist eine Veranderung des zellularen Energiehaushalts gekennzeichnet durch ein
verandertes Verhaltnis von Adenosintriphosphat (ATP) zu AMP. AMPK wirkt als zellularer
Sensor dieses Energiegleichgewichts, indem AMP, das bei geringer Verfugbarkeit an
Energiequellen in der Zelle akkumuliert, direkt an eine AMPK Untereinheit bindet (Herzig und
Shaw, 2018). Die Bindung von AMP férdert die aktivierende Phosphorylierung an Threonin
172 von AMPK und fuhrt dadurch direkt zur verstarkten AMPK-Aktivitat (Herzig und Shaw,
2018). Die aktivierte AMPK phosphoryliert wiederum spezifische Enzyme des
Energiestoffwechsels und flhrt so zur Reprogrammierung des zellularen Metabolismus vom
Anabolismus hin zum Katabolismus (Herzig und Shaw, 2018). Im Speziellen wird infolge der
AMPK-Aktivierung beispielsweise die Synthese von Lipiden gehemmt, wohingegen die TAGs

aus intrazellularen Fettspeichern durch Lipolyse mobilisiert werden (Herzig und Shaw, 2018).
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Die entstehenden freien Fettsauren werden Uber eine erhdhte mitochondriale B-Oxidation
unter Sauerstoffverbrauch in ATP umgewandelt (Herzig und Shaw, 2018). Im Zusammenhang
mit der Leber konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von AMPK in Hepatozyten eine
Akkumulation von Lipiden im Lebergewebe durch Hemmung der Lipogenese und simultaner
Stimulation der Fettsdureoxidation verhindert (Li et al., 2011; Woods et al., 2017; Boudaba et
al., 2018). Daher werden AMPK-Aktivatoren auch als vielversprechende Behandlungsoption
zum Schutz vor Fettlebererkrankungen angesehen (Boudaba et al., 2018; Garcia et al., 2019).
Ob es im Verlauf der Bildung einer PDAC-induzierten metastasierungsférdernden Lebernische
zur Veranderung der AMPK-Aktivitdt und einer damit verbundenen metabolischen
Reprogrammierung in Hepatozyten kommit, ist bislang nicht bekannt.

Immunsuppressive

o myelc:i!%eggrb 0

m ﬂ < ruhende

HSC
([ ) tivierte
@ HSC
Qe

Metastatische
Tumorzellen

Hepatozyt

Primartumor

Abbildung 1.2: Bildung einer metastasierungsfordernden Nische in der tumorkonditionierten Leber.
Primartumorsezernierte Faktoren (TDSFs) gelangen Uber den Blutstrom in die Leber und wirken dort auf
verschiedenste Weise, sodass das Lebergewebe empfanglicher fiir eine Kolonisierung durch metastatische
Tumorzellen wird. Als zentrales initiales Ereignis wird die erhéhte Expression der proinflammatorischen Mediatoren
SAA1/2 durch Hepatozyten angesehen. SAA1/2, aber auch TDSFs wie bspw. TIMP-1 kdnnen ruhende hepatische
Sternzellen (HSCs) aktivieren, wodurch diese zu Myofibroblasten-artigen Zellen transdifferenzieren, die durch eine
erhohte Expression des Markers a SMA gekennzeichnet sind. Aktivierte HSCs bilden verstarkt extrazellulare Matrix
(EZM)-Proteine, weshalb es zur Fibrose in der Leber kommt. AuRerdem kénnen aktivierte HSCs Zykokine wie SDF-
1 oder VEGF sezernieren, die direkt das Wachstum von Tumorzellen in der Leber férdern. Daneben wirken SDF-1
bzw. SAA1/2 chemoattraktiv auf myeloide Zellen, sodass es zur erhéhten Infiltration dieser aus dem Knochenmark
stammenden und durch Expression der Marker S100A4, CD68 bzw. CD11b charakterisierten Zellen in die Leber
kommt. Myeloide Zellen kénnen wiederum in Gegenwart von SAA1/2 einen immunsuppressiven und durch
Expression des murinen Ly6G-Markers bzw. der humanen CD14/CD33-Marker charakterisierten Phanotyp
erwerben. Immunsuppressive myeloide Zellen (MDSCs) hemmen die z.B. durch CD45-positive T-Zellen vermittelte
Anti-Tumor-Immunantwort, wodurch die Lebermetastasierung begiinstigt wird. Daneben kénnen Hepatozyten tber
eine verstarkte Hydrolyse von Triacylglyzeriden (TAGs) und Sekretion entstehender freier Fettsduren (FFAs)
wichtige Energiequellen fiir metastatische Tumorzellen zur Verfiigung stellen und somit die Lebermetastasierung
auf metabolischer Ebene fordern. Die der Abbildung zugrundeliegenden Informationen wurden entnommen aus
(Sander et al., 2010; Costa-Silva et al., 2015; Seubert et al., 2015; Grinwald et al., 2016; Nielsen et al., 2016;
Siegmund et al., 2016; Lenk et al., 2017; Lee et al., 2019; Lin et al., 2019; Li et al., 2020; Correia et al., 2021)
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1.3.3. Tumorsezernierte Faktoren induzieren die Bildung einer

metastasierungsfordernden Lebernische

Auf molekularer Ebene induzieren Faktoren, die vom Primartumor sezerniert werden und tber
die Blutbahn auf entfernte Organe wirken, die Bildung von metastasierungsfordernden
Nischen (Kruger, 2015; Peinado et al., 2017). Diese tumorsezernierten Faktoren (engl. tumor-
derived secreted factors, TDSFs) kénnen Exosomen oder spezifische Proteine sein und
bestimmen durch Wirkung auf definierte Organe maligeblich den Organotropismus der
Metastasierung (Hoshino et al., 2015). Bei tumorsezernierten Exosomen bestimmt das
Integrinmuster auf deren  Oberfliche die  organspezifische Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische (Hoshino et al., 2015). So sind die exosomalen Integrine
osPs bzw. osB1 mit einer verstarkten Metastasierung in die Lunge assoziiert, wohingegen
Exosomen mit den Integrinen o5 die Lebermetastasierung férdern kénnen (Hoshino et al.,
2015). Neben Exosomen kénnen auch bestimmte durch den Primartumor sezernierte Proteine
organspezifische metastasierungsférdernde Nischen induzieren. Im Kontext von PDAC
konnten bislang nur wenige Proteine identifiziert werden, die die Lebermetastasierung durch
Bildung einer prometastatischen hepatischen Nische fordern. Eines dieser Proteine ist der
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF), der in hepatischen Kupfferzellen eine verstarkte
Sekretion des Transforming Growth Factor f (TGFB) verursacht (Costa-Silva et al., 2015).
TGFB fuhrt wiederum zur Aktivierung von HSCs, die eine Fibrose und eine verstarkte
Rekrutierung von Makrophagen in die Leber initiieren, was letztlich in einer verstarkten
Lebermetastasierung resultiert (Costa-Silva et al., 2015). Neben MIF konnte auch Interleukin-
6 (IL6) als vom PDAC sezerniertes Protein identifiziert werden, das die Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber induziert (Lee et al., 2019). IL6 wirkt dabei
direkt auf Hepatozyten und vermittelt Gber eine erhdhte intrazellulare Signal Transducer and
Activator of Transcription 3 (STAT3)-Signalaktivitat die Hochregulation der SAA1- und SAA2-
Expression, was wiederum zu fibrotischen Prozessen und einer erhdhten
Immunzellrekrutierung in die Leber fuhrt (Lee et al., 2019). Als weiterer TDSF konnte Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases-1 (TIMP-1) identifiziert werden, das in der Leber HSCs uber
Interaktion mit dem Rezeptor CD63 aktiviert (Grinwald et al., 2016). Neben einer verstarkten
Fibrose hat die TIMP-1/CD63-vermittelte HSC-Aktivierung eine erhdhte SDF-1-Expression
(Grinwald et al., 2016) und dadurch eine verstarkte Rekrutierung von Neutrophilen
Granulozyten in die Leber (Seubert et al., 2015) zur Folge, was wiederum in einer
metastasierungsfordernden Lebernische resultiert (Seubert et al., 2015; Grinwald et al.,
2016). Es ist hervorzuheben, dass TIMP-1 spezifisch die Metastasierung in die Leber, aber
beispielsweise nicht in die Lunge fordert (Seubert et al., 2015). Dadurch kann TIMP-1 den

metastatischen Organotropismus maf3geblich in Richtung der Lebermetastasierung lenken.
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1.4. TIMP-1 als protumorigener Faktor

TIMP-1 ist ein sezerniertes Protein, das einerseits als endogener Hemmer von
Metalloproteinasen (MPs) und andererseits als zytokinisches Molekul Uber Bindung an
Rezeptoren wie CD63 (Jung et al., 2006) oder CD74 (Schoeps et al., 2021a) und Aktivierung
intrazellularer Signalwege auf vielfaltige Weise auf Zellen wirken kann (Grinwald et al., 2019).
Nach der Entdeckung von TIMP-1 aufgrund der namensgebenden antiproteolytischen
Funktion als erstes von vier Mitgliedern der TIMP-Familie (Cawston et al., 1981) wurde
zunachst vor allem dessen regulatorische Rolle beim MP-modulierten Umbau der EZM (Lo6ffek
etal., 2011) untersucht (Brew et al., 2000). Da MPs im Kontext von Krebs die Absiedelung von
Tumorzellen durch Abbau von EZM-Proteinen férdern kénnen (Deryugina und Quigley, 2006),
wurde zunachst angenommen, dass das MP-hemmende TIMP-1 eine antimetastatische
Aktivitat besitzen wirde (Schultz et al., 1988). Tatsachlich wurde allerdings gefunden, dass
TIMP-1 als MP-Inhibitor die Spaltung der Tyrosinrezeptorkinase cMET auf Tumorzellen hemmt
(Kopitz et al., 2007; Schelter et al., 2011). Dies fuhrt zur Akkumulation von cMET auf der
Zelloberflache und resultiert in einer Aktivierung der intrazellularen cMET-Signalaktivitat, was
letztlich invasive und prometastatische phanotypische Veranderungen in den Tumorzellen zur
Folge hat (Kopitz et al., 2007; Schelter et al., 2011). Im Laufe der Jahre konnte darauf
aufbauend weiter aufgeklart werden, dass TIMP-1 neben der MP-inhibitorische Funktion auch
Uber rezeptorvermittelte Signalaktivitat das Tumorwachstum und die Metastasierung férdern
kann. Beispielsweise resultiert die Interaktion von TIMP-1 mit dem Rezeptor CD63 auf der
Oberflache von Tumorzellen in der Aktivierung intrazellularer Signalwege, welche wiederum
deren Uberleben, Proliferation und Migration fordern (D'Angelo et al., 2014; Ando et al., 2017;
Forte et al., 2017) bzw. die Angiogenese unterstiitzen (Cui et al., 2015). Uber Tumorzellen
hinaus kann TIMP-1 durch CD63-vermittelte Signalaktivitdt auch auf Wirtszellen wie HSCs
wirken (Park et al, 2015; Grinwald et al, 2016) und die Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber induzieren (Grinwald et al., 2016). Diese
protumorigenen und prometastatischen Funktionen von TIMP-1 sind im Einklang mit klinischen
Befunden, nach denen erhdhte Spiegel von TIMP-1 im Tumorgewebe oder im Blut in so gut
wie jeder Krebserkrankung mit einer schlechteren Prognose der Erkrankten assoziiert sind
(Eckfeld et al., 2019). Insgesamt wirkt TIMP-1 also auf pleiotrope Weise auf Tumor- bzw.
Wirtszellen und treibt so die Progression von Krebserkrankungen voran, was nicht zuletzt auch

von klinischer Relevanz zu sein scheint.

1.4.1. Aspekte der geschlechtsabhangigen Genexpression von

TIMP-1
Im Gegensatz zu TIMP-2, -3 und -4 ist das TIMP-1 Gen sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus auf dem Geschlechtschromosom X kodiert (Jackson et al., 2017). Dementsprechend
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weisen weiblichen Zellen zwei Allele und mannliche Zellen nur ein Allel des TIMP-1 Gens auf.
Wie die meisten anderen X-chromosomal kodierten Gene ist auch das TIMP-1 Gen von der
XCI betroffen und wird vom inaktivierten X-Chromosom im Allgemeinen nur schwach
exprimiert (Brown et al., 1990). Allerdings konnte bereits frih gefunden werden, dass sich das
TIMP-1 Gen teilweise der XCIl entziehen und dadurch sowohl vom aktiven, als auch vom
inaktiven X-Chromosom transkribiert werden kann (Brown et al., 1997; Anderson und Brown,
1999; Anderson und Brown, 2002; Anderson und Brown, 2005). In einer aktuellen Studie
konnte aullerdem gezeigt werden, dass das TIMP-1 Gen im Vergleich zu allen anderen X-
chromosomal kodierten Genen ein einzigartiges Expressionsmuster in weiblichen humanen
Zellen aufweist: TIMP-1 wird ausschlieR3lich in einem Teil der weiblichen Zellen gleichzeitig
vom aktiven und vom inaktiven X-Chromosom transkribiert, wohingegen alle anderen
weiblichen Zellen lediglich eine Transkription vom aktiven X-Chromosom aufweisen (Tukiainen
et al., 2017). Diese Variabilitdt im Entziehen der Inaktivierung des TIMP-1 Gens zwischen
einzelnen Zellen trifft auf kein anderes X-chromosomales Gen zu (Tukiainen et al., 2017).
Insgesamt deuten diese Befunde darauf hin, dass die unterschiedliche Anzahl aktiver TIMP-1
Allele zwischen weiblichen und mannlichen Zellen eine geschlechtsspezifisch unterschiedliche

Expression von TIMP-1 bedingen kénnte.
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1.5. Ziel der Arbeit

Aufbauend auf den klinischen Befunden, dass Manner im Vergleich zu Frauen ein erhdhtes
Risiko fur einen schweren Verlauf bei Krebserkrankungen haben und dass die Metastasierung
der Hauptgrund fiir das Versterben von Krebspatientinnen und -patienten ist, sollten in dieser
Arbeit mdgliche Geschlechtsunterschiede beim Verlauf der letalen Pankreaskrebserkrankung
untersucht und deren molekulare Grundlagen aufgeklart werden. Zunachst sollten
Geschlechtsunterschiede beim Gesamtuberleben und bei der organspezifischen
Metastasierung des Pankreaskrebses durch Auswertung von klinischen Patientendaten
identifiziert werden. Diese patientenorientierten Untersuchungen sollten komplementiert
werden durch Verwendung von Mausmodellen fir maligne bzw. pramaligne
Pankreaserkrankungen  (KPC  bzw.  Caerulein  basiertes = Mausmodell), um
Lebensgewohnheiten (Tabak-, Alkoholkonsum, Erndhrung) als mdgliche Grundlage der
Geschlechtsunterschiede auszuschlieRen. Die geschlechtsspezifische Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber sollte einerseits durch Analyse von
Genexpressionsunterschieden im Lebergewebe von Pankreaskrebs-Patientinnen und
-Patienten bzw. von weiblichen und méannlichen KPC-Mausen untersucht werden, sowie
andererseits mittels experimenteller Metastasierung in den murinen Modellsystemen weiter
bekraftigt werden. Derjenige Lebensstil-unabhangige, intrinsische Faktor, der fir die
Geschlechtsunterschiede beim Uberleben und bei der Metastasierung des Pankreaskrebses
verantwortlich ist, sollte durch Auswertung von Transkriptomdaten aus Primartumoren von
Pankreaskrebs-Patientinnen und -Patienten identifiziert und durch Untersuchung der
Lebermetastasierung bzw. des Gesamtuberlebens bei KPC-Mausen in Abhangigkeit einer
genetischen Ablation des entsprechenden Zielgens funktional validiert werden. Darauf
aufbauend sollten Pankreaskrebs-, Kolorektalkrebs- und Melanom-Patientinnen und
-Patienten in Untergruppen mit niedrigen bzw. hohen Spiegeln des Kandidatenfaktors
eingeteilt und deren Gesamtuberleben sowie deren Lebermetastasenentwicklung verglichen
werden, um eine Translation der Erkenntnisse in die klinische Praxis zu erreichen und die
Eignung des Kandidatenfaktors als klinisch relevanter Biomarker zu evaluieren. Metabolische
Veranderungen in der mannerspezifischen metastasierungsférdernden Lebernische sollten
mithilfe einer Metabolomics-Analyse des Lebergewebes von gesunden bzw. Pankreaskrebs-
erkrankten KPC-Mannchen untersucht werden. Abschlieend sollten die HepaRG und HepG2
Zelllinien als in vitro Modellsysteme flr humane Hepatozyten verwendet und mittels BODIPY
Farbung, Oxygen Consumption Rate Assays und Signaling Arrays kausale Zusammenhange
zwischen der Aktivierung intrazellularer Signalwege und dem Katabolismus von

Speicherlipiden in Hepatozyten hergestellt werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Chemikalien.

Chemikalie Hersteller, Firmensitz, Land

Agarose Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Absolve PerkinElmer Inc., Waltham, USA
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
BODIPY™ 493/503 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
thiadiazol-2-yl)ethylsulfid (BPTES,

Glutaminaseinhibitor)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
galactopyranosid (X-Gal)

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Caerulein Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Chloroform Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Compound C (Dorsomorphin, 2HCI) Selleck Chemicals, Minchen, Deutschland
4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Dimethylformamid (DMF) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
dNTP Mix (100mM, 25x) Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Ethanol abs. (> 99,9 %) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Essigsaure AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Formaldehyd (37 % (m/v)) Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Glutaraldehyd (50 % (m/v)) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Glycin (> 99,9 %) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glyzerin (> 99,5 %) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumhexacyanoferrat (lll) (KsFe(CN)s) | Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Kaliumhexacyanoferrat  (Il)  Trihydrat | Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
(KsFe(CN)es x 3H20)
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Magnesiumchlorid (MgCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumchlorid (NaCl)

N,N,N‘,N*

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nukleasefreies Wasser

Nonidet® P-40 (NP-40)

PageRuler Prestained Protein Ladder
(Proteinleiter)

PeqGreen Farbstoff

Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V
(50x)

Pierce™ ECL Substrate

Ponceau S-Lésung

Acrylamid-L6ésung (40 %, Polyacrylamid)
Inhibitorcoktail Plus
100x)

RNase Inhibitor

Roti-Mount FluorCare (Eindeckmedium)

(Proteaseinhibitor,

RT Random Primers

RT Puffer (10x)

SYBR Green

SYPRO Ruby Protein-Blot Farbemittel
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trizol-Reagenz

Tween 20

UK5099 (MPC Inhibitor)
Wasserstoffperoxid (H202, 30 %)

Zitronensaure (Citrit Acid)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren Bezugsquellen sind in

Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Material und Methoden

Hersteller, Firmensitz, Land

Alufolie
Biosphere Filter Tips (0,5-20 uL,
2-20 pL, 2-200 L, 1250 pL)

Deckglaser rund (12mm)

Deckglaser (24 x 50mm)
Entsorgungsbeutel

Filter (0,22 ym)

Sterican Kanulen (20 G, 27 G)
Nitrozellulosemembran
Objekttrager (Superfrost Plus
Adhesion Microscope Slides)
Dako Pen

Zellkulturplatten (6-well, 24-well,
96-well)

PCR Reaktionsgefafie (0,2 mL)
Reaktionsgefalle (1,5 mL, 2,0
mL)

Reaktionsgefalie (15 mL, 50 mL)

Schraubgefalie

Serologische Pipetten (2, 5, 10,
25,50 mL)

Skalpell

Spritzen (1 mL, 2 mL)
Verschlussfolie
Platten
Sealing Films)

Zellschaber (Cell Scraper M)
Zirconiumsilicatkligelchen
(10mm)

96-well
(Highly-Transparent

far

2.1.3. Gerate

Fora, Radolfzell, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Amersham Bioscience, Piscataway, USA

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
BioSpec Products, Inc., Bartlesville, USA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

19



Tabelle 3: Geréte.

Art des Gerits

Material und Methoden

Exakte Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz, Land

Blotting System
Durchlichtmikroskop
Elektrophorese-
Netzgerat

ELISA Waschgerat
Fluoreszenzmikroskop
Gel/Membran-Doku-

mentationsgerat

Gelkammer mit

Zubehor
Heizblock

Mikrowelle

Minibeadbeater

Nanodrop

PCR Cycler

Real-Time PCR Geréat

Sterilbank

Tecan Reader

Tischzentrifuge

Ultraschall Wasserbad

Vortex

Trans-Blot® Turbo
Transfer System

Olympus SZX12 A

Power Pac 300

MODEL
ImmunoWash
Axio Imager M2

1575

ChemiDoc™
System
Mini Sub Cell GT

Imaging

Thermomixer Comfort

HF66020
Minibeadbeater 1

NanoDrop One C

Mastercycler

StepOnePlus

PCR System

HeraSafe

Real-Time

TECAN Spark 10M Plate
Reader
Centrifuge 5415 R

Sonorex Dogotec

MS2 Minishaker

Bio-Rad

Deutschland

Laboratories, Mdunchen,

Olympus, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Muinchen,
Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Muinchen,

Deutschland
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Muinchen,
Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Munchen,

Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Siemens, Minchen, Deutschland
BioSpec Products, Inc., Bartlesville,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Ulm,
Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Inc., Ulm,
Deutschland

Heraeus Sepatech, Disseldorf,
Deutschland

Trading AG, Mannedorf,

Deutschland

Tecan
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

BANDELIN Electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Deutschland
IKA Labortechnik,

Deutschland

Staufen,
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Waage LSM 2000 PCE Instruments, Meschede,
Deutschland
Wasserbad WNB 14 Memmert GmbH, Schwabach,

Deutschland
Zellkultur-Inkubator HeraCell 150i Thermo Fisher Scientific, Inc., Ulm,

Deutschland

Scanner flr | Aperio AT2 Leica Biosystems, Wetzlar,
Mikroskop- Deutschland

Objekttrager

Scanner fur Signaling | GenePix 4100 A Molecular  Devices,  Sunnyvale,
Array Kalifornien, USA

2.1.4. Losungen und Puffer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen sind in Tabelle 4 aufgelistet. Sofern
nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien in bidestilliertem Wasser
(ddH20) verdiinnt.

Tabelle 4: Losungen und Puffer.

Verwendung Puffer/Losung Zusammensetzung
BODIPY-Farbung Paraformaldehyd (PFA)- | 3 % (v/v) PFA in PBS
Fixierlésung
BODIPY/DAPI- 1 yg/mL BODIPY 493/503
Arbeitslosung 0,05 mg/mL DAPI
in PBS
Caerulein-Inokulation | Dulbecco’s Phosphate- | Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Buffered Saline (PBS) Deutschland
Caerulein-Lésung 10 pg/mL (m/v) Caerulein in PBS
Immunhistochemie Zitratpuffer 0,01 M Zitrat, pH-Wert auf 6,0
eingestellt
H20,-Lésung 3 % (v/v) H202
Praparation von | Fixierlésung fur Organe 2 % (v/v) Formaldehyd in PBS
murinem Gewebe
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Proteinaufarbeitung

RNA-Aufarbeitung

SDS-PAGE

Material und Methoden

Protein-Extraktionspuffer
(RIPA)

RNA-Ladepuffer

TAE-Puffer

SDS-Tenngelpuffer

SDS-Sammelgelpuffer

Elektrophoresepuffer

Laemmli-Puffer (5x)

50 mM Tris/HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl

0,25 % SDS

1,0 % NP-40

1 mM EDTA
Proteaseinhibitor (1x)
Phosphataseinhibitor (1x)
0,5 % (m/v) Bromphenolblau
20 mM H20:

20 % (v/v) Glyzerin

40 mM Tris

20 mM Essigsaure

1 mM EDTA

12,5 % (v/v) Polyacrylamid
0,1 % (v/v) SDS

375 mM Tris

0,0575 % (m/v) APS
0,0015 % (v/v) TEMED
pH-Wert auf 8,6 eingestellt

5 % (v/v) Polyacrylamid
125 mM Tris

0,1 % (m/v) APS

0,001 % TEMED

pH-Wert auf 6,8 eingestellt

25 mM Tris
192mM Gilycin
1 % (m/v) SDS

0,2 M (m/v) Tris

0,03 % (m/v) SDS

0,07 % (m/v) Glyzerin

0,002 % (m/v) Bromphenolblau
0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol
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Western Blot Tris-Buffered Saline (TBS) 500 mM Tris
1,5 M NaCl
pH-Wert auf 7,6 eingestellt

TBS-Tween (TBS-T) 0,1 % (v/v) Tween 20 in
TBS
Blocklésung 5 % (m/v) BSA in TBS-T
Blotting-Puffer 80 % (v/v) Elektrophoresepuffer
20 % (v/v) Methanol
X-Gal Farbung von | GA-Fixierlésung fur | 2 % (v/v) Formaldehyd
Lebermetastasen Lebergewebe 0,2 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS
X-Gal-Stammlésung 40 mg/mL (m/v) X-Gal in DMF
X-Gal-Farbelésung 5 mM KsFe(CN)s
5 mM K4Fe(CN)s x 3H20
2 mM MgCl2

0,01 % (m/v) Natriumdeoxy-cholat
0,02 % (v/v) NP-40
in PBS, pH-Wert auf 7,1 eingestellt

X-Gal-Arbeitslésung X-Gal-Stammlésung 1:40 verdinnt

in X-Gal-Farbelésung

2.1.5. Primersequenzen

Die DNA-Sequenzen aller in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 5 aufgelistet.
Daruber hinaus sind die DNA-Sonden (engl. probes) genannt, die zur Quantifizierung der

jeweiligen Zielgene verwendet wurden.

Tabelle 5: DNA-Sequenzen der Primer und verwendete Sonden.

Zielgen (Organismus) | Primer-Sequenz (5°-3°) Sonde (probe)
18S rRNA Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control | -
Primer (Applied Biosystems)
a-SMA (alt. Genname | Links: cccacccagagtggagaa #20
ACTA2, Maus) Rechts: acatagctggagcagcgtct
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CD11b (alt. Genname
ITGAM, Maus)

CD45 (alt.
PTPRC, Maus)
CD68 (Maus)

Genname

Ly6C (alt. Genname

LY6C1, Maus)
S100A4 (Maus)
SAA1 (Mensch)
SAA1 (Maus)

SAA2 (Maus)

TIMP-1 (Maus)

Material und Methoden

Links: aaggatgctggggaggtc
Rechts: gtcataagtgacagtgctctgga
Links: gctgacaatcccacactcac
Rechts: tccccggtacagtcctctc
Links: gacacttcgggccatgtt
Rechts: gaggaggaccaggccaat
Links: tcttgtggccctactgtgtg
Rechts: gcaatgcagaatccatcaga
Links: ggagctgcctagcttectg
Rechts: tcctggaagtcaacttcattgtc
Links: cagcagggaaggctcagtat
Rechts: ggaccaaggagcagaaaacc
Links: ggagacaccaggatgaagcta
Rechts: taggctcgccacatgtce
Links: actatgatgctgcccaaa
Rechts: tgaaagctctctcttgca

Links: gcaaagagctttctcaaagacc

2.1.6. Antikorper

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind mit der jeweils eingesetzten Verdunnung,

Rechts: agggatagataaacagggaaacact

der Bestellnummer und der Bezugsquelle in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Antikorper.

#16

#32

#34

#3

#56

#83

#64

#66

#76

Antigen Anwendung Verwendete | Bestellnr. | Bezugsquelle
Verdinnung
Phospho-AMPKa Western Blot, pr. | 1:1000 25358 Cell Signaling
(Thr172) (Mensch) Antikorper Technology
Anti-Kaninchen-IgG, Western Blot, sek. | 1:5000 31464 Thermo Fisher
HRP-gekoppelt Antikorper Scientific
Anti-Ziege-IgG Immunhistochemie, | unverdunnt 5570-0009 | Sera Care
sek. Antikorper
TIMP-1 (Maus) Immunhistochemie, | 20 pg/mL AF980-SP | Biotechne
pr. Antikbrper
TIMP-1 (Mensch) Immunhistochemie, | 1:350 MAB970 Biotechne
pr. Antikbrper
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2.1.7. Rekombinante Proteine

In dieser Arbeit wurde rekombinantes humanes TIMP-1 verwendet, das von M.Sc. Daniel

HauBler (Institut fur Experimentelle Onkologie und Therapieforschung) in einem HEK293F

Zellkultursystem produziert und unter Verwendung eines Aktapure Fast Protein Liquid

Chromatography (FPLC)-Systems gereinigt wurde (Schoeps et al., 2021b). Das rekombinante

humane TIMP-1 wurde vor der Verwendung in dieser Arbeit negativ auf mogliche

Endotoxinbestandteile (Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, Thermo Fisher

Scientific) getestet.

messung

Complete Assay Kit

2.1.8. Kits
Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits sind inklusive der jeweiligen Bezugsquelle in Tabelle 7
aufgelistet.
Tabelle 7: Kits.
Anwendung Bezeichnung Bestellnr. | Bezugsquelle
Chromogenentwicklung | KPL HistoMark RED | 5510-0036 | Sera Care, Milford, USA
bei Immunhistochemie | Phosphatase
Substrate Kit
DAB Chromogen/ | SCY- ScyTek Laboratories
Substrate Kit (High | ACT500
Contrast)
Chromogenentwicklung | Clarity Western ECL | 1705061 Bio-Rad Laboratories,
bei Western Blot Substrate Munchen, Deutschland
Targeted Metabolomics | MxP Quant 500 Kit - Biocrates, Innsbruck,
Osterreich
Proteinkonzentrations- | Pierce™ BCA Protein | 23225 Thermo Fisher Scientific,
bestimmung Assay Kit Waltham, USA
TIMP-1 (Mensch) | Human TIMP-1 | DY970 R&D Systems, Inc.,
ELISA DuoSet ELISA Minneapolis, USA
TIMP-1 (Maus) ELISA | Mouse TIMP-1 DuoSet | DY980 R&D Systems, Inc.,
ELISA Minneapolis, USA
RT-gPCR Reverse | High-Capacity 4368814 Applied Biosystems,
Transkription Reverse Transcription Darmstadt, Deutschland
Kit
Sauerstoffverbrauchs- | Fatty Acid Oxidation | Ab222944 | Abcam, Berlin,

Deutschland
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Signalwegsanalyse Cancer Signaling | PCS248- | Biocat GmbH, Heidelberg,
Phospho Antibody | FM Deutschland
Array

2.1.9. Software

Die in dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Software.

Software, Version Hersteller

Affinity Designer, Version 1.10.5 Serif Ltd, Nottingham, UK

Axio Vision Rel. 4.8 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

CellProfiler Version 2.2.0 Broad Institute, Inc., Cambridge, USA

Cytoscape, Version 3.8.1 Cytoscape Team, Institute for Systems
Biology, Seattle, USA

Endnote, Version 20.2 Clarivate, Philadelphia, USA

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), | Broad Institute, Inc., Cambridge, USA

Version v4.1.0

GenePix Pro 7 Molecular Devices, Sunnyvale, USA
GraphPad Prism, Version 9.3.1 Graphpad Software Inc., San Diego, USA
ImageLab Software, Version 6.1 Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland
Microsoft Office Home & Student (Mac) 2021 | Microsoft, Redmond, USA

SPSS Statistics, Version 25.0 IBM, Ehningen, Deutschland

StepOne Software, Version v2.3 Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

2.2. Material und klinische Daten von Patientinnen und Patienten

In dieser Arbeit wurden klinische Daten und Genexpressionsdaten von Patientinnen und
Patienten aus unterschiedlichen Quellen analysiert. Bei diesen Analysen wurde stets darauf
geachtet, dass die Kohorte der Erkrankten beziglich Erkrankungsstatus, Therapie, oder
Herkunft der Gewebeprobe moglichst homogen ist, sodass etwaige Storfaktoren (engl.
confounder effects) fir Auswertungen minimiert wurden. Im Folgenden sind die
unterschiedlichen Kohorten der Patientinnen und Patienten beschrieben und es ist im
Einzelnen gemal Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)-Richtlinien
dargestellt, welche Personen in die Analysen in dieser Arbeit eingeschlossen bzw. von den

Analysen ausgeschlossen wurden.
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2.2.1. Die ECIS Kohorte

In dieser Arbeit wurden relative Uberlebensraten von Pankreaskrebserkrankten vom European
Cancer Information System (ECIS, https://ecis.jrc.ec.europa.eu, abgerufen am 29. Januar
2020) ausgewertet. Dabei wurde die Auswahl ,European Average® (Population), ,Pancreas*
(Krebsart), ,15+“ (Alter), ,2000-2007“ (Jahr) und ,Survival* (Indikator) getroffen. Untersucht
wurden die altersstandardisierten relativen 1-, 3- und 5-Jahreslberlebensraten, d.h. das
beobachtete Uberleben der Erkrankten wurde normalisiert auf das erwartete Uberleben einer
Gruppe mit vergleichbarem Wohnort, Alter, Geschlecht und Kalenderjahr. Dementsprechend
kénnen die relativen Uberlebensraten als Uberlebenswahrscheinlichkeiten von

Krebserkrankten unter Ausschluss anderer Grinde flur deren Versterben interpretiert werden.

2.2.2. Die Miinchen Kohorte

Die Studienpopulation der ,Miinchen Kohorte* umfasste Patientinnen und Patienten mit
Pankreaskrebs, die sich zwischen 2009 und 2019 in der chirurgischen Klinik des Klinikums
rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen einer onkologischen Behandlung
unterzogen bzw. Frauen und Manner, die keine entzundliche Erkrankung oder
Krebserkrankung aufwiesen und daher als gesunde Kontrollen dienten. Die Diagnose der
Pankreaskrebserkrankten wurde verifiziert durch histologische Untersuchungen von
chirurgisch entfernten Gewebeproben/-biopsien oder bei Erkrankten, die nicht operativ
behandelt wurden, durch zytologische, klinische oder radiologische Informationen. Es ist
anzumerken, dass der Grofteil der Pankreaskrebserkrankten in dieser Studie mit PDAC
diagnostiziert wurde. Allerdings wurden manche Pankreaskrebserkrankte, die bereits
Metastasen aufwiesen, ohne Operation behandelt, weshalb man aufgrund des Fehlens von
Primartumorgewebeproben keine endglltige Bestatigung des Subtyps durch histologische
Untersuchungen erreichen konnte. Es wurde die 8. Edition der Union for International Cancer
Control (UICC) Klassifikation fur Tumor (T), Lymphknoten (N), Metastasen (M) sowie das
TNM-kombinierte Staging System verwendet (Brierley et al., 2017). Die Prasenz von
Metastasen in Leber, Lunge, Peritoneum oder Lymphknoten wurde durch
Computertomographie, Magnetresonanztomographie und/oder operative Untersuchung
bewertet. Lymphknotenmetastasen wurden definiert als Lymphknotenstatus N2, d.h. die
Prasenz von Metastasen in vier oder mehr regionalen Lymphknoten. Der Einschluss bzw.
Ausschluss von Patientinnen und Patienten in der Minchen Kohorte wurde gemaf
CONSORT-Richtlinien getroffen (Abb. 2.1).
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[Studienteilnehmer/innen am Klinikum rechts der Isar, Miinchen, zwischen 2009 und 2019 (n = 493)]

Ausgeschlossen: Teilnehmer/innen mit anderen Diagnosen al
Pankreaskrebs (n = 323)

[ Patientinnen und Patienten mit Pankreaskrebs (n = 170) |

/\
Erkrankte mit frihen Stadien des PDAC (UICC | oder II), | Erkrankte mit metastatischem Pankreaskrebs (UICC 1V)

die mit Primartumorresektion behandelt wurden (Frauen: n = 18, Méanner: n = 23)
(Frauen: n = 28, Manner: n = 23)

Ausgeschlossen: Patientinnen und Patienten mit unvollstandige
klinischen Informationen (n = 78)

3
Erkrankte mit friihen Stadien des PDAC (UICC | oder I1) | Analyse des metastatischen Organotropismus des |

und bekannten TIMP-1 Plasmaspiegel Pankreaskrebses
(Frauen: n = 17, Manner: n = 14)

Abbildung 2.1: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
Miinchen Kohorte. Von 493 Studienteilnehmenden wurden in dieser Arbeit insgesamt 41 Patientinnen und
Patienten mit metastatischem Pankreaskrebs fiir die Analyse des geschlechtsabhangigen, ortsspezifischen
Auftretens synchroner Metastasen bzw. insgesamt 51 Patientinnen und Patienten mit frihen PDAC-Stadien fiir die
Analyse der geschlechtsabhangigen, ortsspezifischen Bildung metachroner Metastasen eingeschlossen. Diese
Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

2.2.2.1. Gewinnung humaner Plasmaproben

Der Einschluss bzw. Ausschluss von Pankreaskrebserkrankten fir die Analyse des
Blutplasmas erfolgte gemaR CONSORT Richtlinien (Abb. 2.1). Eine Ubersicht tiber klinische

relevante Informationen der Erkrankten ist im Folgenden (Abb. 2.2) zusammengefasst.

Alle Erkrankten Frauen Manner
[ Alter, Jahre [Median (Minimum-Maximum)] 73 (50 - 84) 74 (50 - 79) 72 (50 - 84)
n Anteil n Anteil n Anteil
[IA 4 12,9% 4 23,5% 0 0,0%
diagnostiziertes [IB 1 32% 1 5,9% 0 0,0%
UICC Stadium [IJA 2 6,5% 2 11,8% 0 0,0%
1B 24 77,4% 10 58,8% 14 100,0%
T 5 16,1% 5| 29,4% 0 0,0%
diagr}?\lsslzieﬂes T2 9 29,0% 5 29,4% 4 28,6%
Stadium T3 17| 54,8% 7 41,2% 10 71,4%
MO 31 100,0% 17 100,0% 14 100,0%
Primartumorresektion 31 100,0% 17 100,0% 14 100,0%
Neoadjuvante Chemotherapie 10) 32,3% 6 35,3% 4 28,6%
Therapie  [Adjuvante Chemotherapie 16 51,6% 8 47,1% 8 57,1%
Ohne adjuvante Chemotherapie 9 29,0% 6 35,3% 3 21,4%
Adjuvante Chemotherapie unbekannt] 6) 19,4% 3 17,6% 3 21,4%

Abbildung 2.2: Das Alter, das Erkrankungsstadium und die Therapie von PDAC-Patientinnen und
-Patienten, die fiir die Analyse der TIMP-1-Plasmaspiegel eingeschlossen wurden, war vergleichbar. Diese
Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

Zur Gewinnung des Blutplasmas wurden Blutproben in einem EDTA-beschichteten Rohrchen
gesammelt. Das Blut wurde sofort nach der Abnahme durch vorsichtiges Invertieren vermischt.
Innerhalb von 30 Minuten nach der Abnahme wurde das Blut fir 15 Minuten bei 1000 x g
zentrifugiert. Die Plasmaproben wurden abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert.

2.2.3. Die Toronto Kohorte

Die Toronto Kohorte umfasste 125 Personen mit einer histologisch verifizierten PDAC-
Diagnose, die zum Zeitpunkt der Diagnose noch keine Metastasen aufwiesen (M-Status MO)
und mit einer Resektion des Primartumors behandelt wurden. Die Personen wurden im
Rahmen des University Health Network Biospecimen Services Program rekrutiert. Die

humanen Gewebeproben zur Bestimmung der TIMP-1 Proteinexpression im pankreatischen
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Primartumor fielen bei der Behandlung der Patientinnen und Patienten am Princess Margaret
Cancer Centre des University Health Network (Toronto, Ontario, Kanada) an und wurden

bereits in vorherigen Studien verwendet (Connor et al., 2019; Romero et al., 2020).

2.2.4. Die TCGA Kohorten mit PDAC-, CRC- bzw. Melanom-

Erkrankten

TCGA PDAC Kohorte

Die in dieser Studie untersuchte ,The Cancer Genome Atlas (TCGA) PDAC Kohorte“ (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2017) umfasste 42 PDAC-Patientinnen und -Patienten, die
zum Zeitpunkt der Diagnose keine Metastasen aufwiesen (M-Status MO) und mit einer
Resektion des Primartumors und anschliefender Chemotherapie behandelt wurden. Die
klinischen Daten der Erkrankten und die Genexpressionsdaten des Primartumorgewebes
wurden von der FireBrowse-Datenbank (http://firebrowse.org; ,Pancreatic Adenocarcinoma
PAAD Cohort‘) bezogen. Vom urspringlich verodffentlichen Datensatz (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2017) mit insgesamt 183 Patientinnen und Patienten wurden in dieser
Studie gemal CONSORT-Richtlinien einige Personen von den Analysen ausgeschlossen
(Abb. 2.3), da die Erkrankten anders behandelt wurden, bereits Metastasen zum
Diagnosezeitpunkt aufwiesen, oder klinische Daten bzw. Genexpressionsdaten nicht

verfugbar waren.

I Proben mit Transkriptomdaten von firebrowse.org, PAAD (n = 183) I

Ausgeschlossen: Proben von anderen Entitdten als Pankreastumoren (n = 5), Patient/innen mit (vorherigen) anderen
- Malignitéten (n = 8), mit anderen verifizierten Griinden fiirs Versterben als Pankreaskrebs (n = 6) oder diagnostiziert mit anderen
Pankreastumoren als PDAC (n = 27)

I Proben mit Transkriptomdaten von PDAC Patient/innen (n = 137) I

Ausgeschlossen: Patient/innen mit anderen klinischen Stadien als 'M0' oder 'Stage II' (n = 72), ohne Informationen Uber den
-+ Resektionsstatus (n = 4) oder Wiederauftreten der Erkrankung (n = 3), oder Patient/innen mit anderer Behandlung als
Chemotherapie nach Resektion (n = 16).

| Proben von Transkriptomdaten von PDAC Patient/innen, die ohne entfernte Metastasen diagnostiziert
und mit Primartumorresektion und anschlieRender Chemotherapie behandelt wurden (n = 42)

Augeschlossen: Patient/innen mit einem anderen Resektionsstatus als 'R0' (n = 17)

Proben mit Transkriptomdaten von PDAC Patient/innen, die ohne entfernte Metastasen diagnostiziert
und mit vollstandiger Primartumorresektion (R0) und anschliefender Chemotherapie behandelt wurden
(n = 25)

Transkriptomanalyse primarer Pankreastumoren und Korrelation mit Wiederauftreten der Erkrankung
nach potentiell heilender Prim&rtumorresektion

Abbildung 2.3: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
TCGA PDAC Kohorte. Von 183 Proben wurden in dieser Arbeit insgesamt 25 Proben von Patientinnen und
Patienten mit frihen, nicht metastatischen PDAC-Stadien (MO), die mit einer histologisch vollstandigen
Primartumorresektion (RO) und anschlieBender Chemotherapie behandelt wurden, fiir die Analyse von
Transkriptomdaten assoziiert mit dem lebermetastasenfreien Uberleben nach Primartumorresektion
eingeschlossen. Diese Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

TCGA CRC Kohorte

Die in dieser Studie untersuchte ,TCGA CRC Kohorte“ umfasste 53 CRC-Patientinnen und
-Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose denselben Erkrankungsstatus (UICC-Status III)
und keine Metastasen aufwiesen (M-Status MO0). Die klinischen Daten der Erkrankten und die

Genexpressionsdaten des Primartumorgewebes wurden von der FireBrowse-Datenbank
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(http://firebrowse.org; ,Colorectal Adenocarcinoma COADREAD Cohort) bezogen. Vom
ursprunglich veréffentlichen Datensatz mit insgesamt 434 Patientinnen und Patienten wurden
in dieser Studie gemalt CONSORT-Richtlinien einige Personen von den Analysen
ausgeschlossen (Abb. 2.4), da die Erkrankten bereits vor der CRC-Diagnose andere
Krebserkrankungen hatten, bereits Metastasen zum Diagnosezeitpunkt aufwiesen, oder

klinische Daten bzw. Genexpressionsdaten nicht verfigbar waren.

[ Proben mit Transkriptomdaten von firebrowse.org, COADREAD (n = 434) |

Ausgeschlossen: Patient/innen ohne klinische Daten (n = 74), mit muzindsem Adenokarzinom in Kolon/Rektum (n = 42), mit
anderen Malignitaten (n = 29), mit anderem M-Status als 'MO0' (n = 60), oder mit anderem UICC-Status als UICC Ill (n = 176)

[ Proben mit Transkriptomdaten von CRC Patient/innen mit UICC Il (n = 53) ]

Abbildung 2.4: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
TCGA CRC Kohorte. Von 434 Proben wurden in dieser Arbeit insgesamt 53 Proben von Patientinnen und
Patienten mit frihen, nicht metastatischen CRC-Stadien (MO, UICC IIl) fir die Analyse von Transkriptomdaten
assoziiert mit dem lebermetastasenfreien Uberleben nach Primartumorresektion eingeschlossen. Diese Abbildung
wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

TCGA Melanom Kohorte

Die in dieser Studie untersuchte ,TCGA Melanom Kohorte* umfasste 112 Melanom-
Patientinnen und -Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose denselben Erkrankungsstatus
(UICC-Status lll) und keine Metastasen aufwiesen (M-Status MO0). Die klinischen Daten der
Erkrankten und die Genexpressionsdaten des Primartumorgewebes wurden von der
FireBrowse-Datenbank (http://firebrowse.org; ,Skin Cutaneous Melanoma SKCM Cohort*)
bezogen. Vom urspringlich veroffentlichen Datensatz mit insgesamt 473 Patientinnen und
Patienten wurden in dieser Studie gemalR CONSORT-Richtlinien einige Personen von den
Analysen ausgeschlossen (Abb. 2.5), da die Erkrankten bereits Metastasen oder andere
Erkrankungsstadien zum Diagnosezeitpunkt aufwiesen, oder da klinische Daten bzw.

Genexpressionsdaten nicht verfugbar waren.

[ Proben mit Transkriptomdaten von firebrowse.org, SKCM (n = 473) |

Ausgeschlossen: Proben von anderen Entitdten der/desselben Patient/in (n = 4) oder von Metastasengewebe (n = 14); Patient/
—innen ohne klinische Information tber Wiederauftreten der Erkrankung (n = 48), mit anderem M-Status als 'M0' (n = 49) bzw.
anderem UICC-Status als 'UICC III' (n = 246)

l Proben mit Transkriptomdaten von Melanomerkrankten mit UICC Il (n = 112) I

Abbildung 2.5: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
TCGA Melanom Kohorte. Von 473 Proben wurden in dieser Arbeit insgesamt 112 Proben von Patientinnen und
Patienten mit friihen, nicht metastatischen Melanom-Stadien (MO0, UICC Ill) fiir die Analyse von Transkriptomdaten
assoziiert mit dem lebermetastasenfreien Uberleben eingeschlossen. Diese Abbildung wurde entnommen und
modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

2.2.5. Kombination der PDAC-Kohorten aus Munchen, Toronto
und von TCGA

In dieser Arbeit wurden Geschlechtsunterschiede zwischen PDAC-Patientinnen und
-Patienten beim Gesamtuberleben und bei der Entwicklung metachroner Metastasen, d.h. von
Metastasen, die erst nach der Diagnose des Primartumors klinisch detektiert werden konnten,

untersucht. Um diese Untersuchung in einer mdglichst groRen Anzahl von Erkrankten
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durchflihren zu konnen, wurden PDAC-Patientinnen und -Patienten aus der Miinchen Kohorte,
der Toronto Kohorte und der TCGA PDAC Kohorte in einer kombinierten Kohorte
zusammengefuhrt. Um mdgliche Stdérfaktoren (engl. confounder effects) bei den Analysen zu
minimieren, wurde darauf geachtet, dass alle Erkrankte beim Zeitpunkt der Diagnose keine
synchronen Metastasen aufwiesen (M-Status MO) und mit einer Resektion des Primartumors
behandelt wurden (Abb. 2.6, A). Das rezidivfreie Uberleben von Frauen und Mannern der drei
Kohorten war vergleichbar (Abb. 2.6, B).

A [TCGARehorte: PDAC Patientinen Toronto Kohorte: PDAC Patient/innen| [ Mtnchen Kohorte: Pankreaskrebspatient/
von firebrowse.org, PAAD (n = 144) aus Toronto, Kanada (n = 139) innen vom Klinikum rechts der Isar,
- — - Minchen, Deutschland, (n = 170)
usgeschlossen: Patient/innen mit

anderem M-Status als 'MO' (n = 73), ohne| | |Ausgeschlossen: Patient/innen mit Ausgeschlossen: Patient/innen mit M-
Informationen Gber Therapie (n = 20),[| [M-Status 'M1' (n = 3) und Patient/| |_|Status 'M1' (n = 41) und Patient/innen

iederauftreten der Erkrankung (n = 5), ™[innen ohne Informationen tiber ohne Informationen Uber
umorresektion oder R-Status 'R2' (n = 3), Wiederauftreten der Erkrankung (n = Wiederauftreten der Erkrankung (n =
Patient/innen ohne Transkriptomdaten 11) 78)
(n=1)

PDAC Patient/innen, die ohne Metastasen diagnostiziert (M0) und mit Primartumorresektion behandelt wurden
(Frauen: n = 106, Manner n = 112)

Alle Erkrankte Frauen Manner
[ Alter, Jahre [Median (Minimum-Maximum)] 67 (35 - 93) 66 (41-87) 68 (35 - 93)
n Anteil n Anteil n Anteil
diagnost. |l 11 5,0% 5 4,7% 6 5,4%|
uicC 1] 205 94,0% 101 95,3% 104 92,9%
Status iy 2 0,9% 0 0,0% 2 1,8%
T1 3| 1,4% 3| 2,8% 8] 0,0%
T2 33 15,1% 17| 16,4%) 16 14,3%
diagnost. T3 180 82,6% 86 81,1% 94 83,9%
TNM T4 2] 0,9% [8) 0,0% 2 1,8%)|
Status  [No 45 20,6% 27 25,5% 18 16,1%
N1 173] 79,4% 79 74,5% 94 83,9%
MO 218] 100,0% 106 100,0% 112 100,0%|
Resektion mit RO 59 27,1% 30 28,3% 29 25,9%
Resektion mit R1 33 15,1% 13| 12,3% 20 17,9%
Resektion, R-Status unbekannt 126 57,8% 63 59,4%! 63 56,3%)|
Therapie |Adj. Chemotherapie 166 76,1% 75 70,8% 91 81,3%
Adj. Chemotherapie + Bestrahlung 11 5,0% 3 2,8% 8 7,1%
Ohne adj. Therapie 19 8,7% 13 12,3% 6 54%
Unbekannt 22 10,1% 15 14,2% 7 6,3%
PDAC Patientinnen PDAC Patienten
diagnostiziert mit MO diagnostiziert mit MO
Iy - S 7
£ 100 ---t.. Toronto Kohorte (n = 62) 2100 - Toronto Kohorte (n = 63)
c c
2 dl —a- Mii = 2 dl —r- Mo =
S 75+ @ -+- Miinchen Kohorte (n = 28) @ 75 @ —+- Minchen Kohorte (n = 23)
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Abbildung 2.6: Kombination der Miinchen, TCGA PDAC und Toronto Kohorten fiir die Analyse der
geschlechtsabhdngigen, ortsspezifischen Entwicklung metachroner Metastasen. (A) Von 493
Pankreaskrebserkrankten aus drei unterschiedlichen Subkohorten wurden in dieser Arbeit 218 PDAC-Patientinnen
und -Patienten mit vergleichbarem Erkrankungsstadium und Therapie in einer gemeinsamen Kohorte kombiniert.
(B) PDAC-Patientinnen (n = 106, links) und PDAC-Patienten (n = 112, rechts) von drei unterschiedlichen
Subkohorten (Toronto, Miinchen, TCGA PDAC) weisen ein vergleichbares rezidivfreies Uberleben nach
Primartumorresektion auf. Log-Rank Test wurde verwendet. (A, B) wurden entnommen und modifiziert aus
(Hermann et al., 2021).
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2.2.6. Die Bailey Kohorte

In dieser Studie wurde der von Bailey et al. veroffentliche Transkriptomdatensatz von
pankreatischem Primartumorgewebe, das aus PDAC-Patientinnen und -Patienten isoliert
wurde, ausgewertet (Bailey et al., 2016). Die klinischen Daten der Erkrankten und die
dazugehdrigen mRNA-Expressionsdaten wurden (Uber die cBioportal-Datenbank
(https://www.cbioportal.org; Zugangsnummer ,paad_qcmg_uq_2016“) bezogen. Der originale
Datensatz umfasste insgesamt 96 Patientinnen und Patienten. Da in dieser Studie nicht nur
die Genexpressionsdaten, sondern auch das Gesamtiiberleben der Erkrankten evaluiert
wurde, wurden einige Patientinnen und Patienten aufgrund fehlender klinischer Daten gemaf
CONSORT-Richtlinien von der Analyse ausgeschlossen (Abb. 2.7).

[ Proben mit Transkriptomdaten von Bailey et al., Nature, 2016 (n = 96)

Ausgeschlossen: Proben von Patient/innen mit anderem 'Follow Up Status' als 'Death of Disease, DOD' or 'Alive
with Disease, AWD' (n = 29)

| Transkriptomdaten von Primartumoren von PDAC Patient/innen mit bekannten erkrankungsrelevanten |
|

Uberlebensdaten (DOD oder AWD) (Frauen: n = 33, Mé@nner: n = 34)
K 2

[ Transkriptomanalyse pankreatischer Primartumoren und Korrelation mit Gesamtuberleben

Abbildung 2.7: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
Bailey Kohorte. VVon 96 Proben von (Bailey et al., 2016) wurden in dieser Arbeit insgesamt 67 Proben von
Patientinnen und Patienten mit bekannten Uberlebensdaten fiir die Analyse der geschlechtsabhangigen mRNA-
Expression im pankreatischen Primartumor und deren Assoziation mit dem Gesamtlberleben eingeschlossen.
Diese Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

2.2.7. Die Moffitt Kohorte

In dieser Studie wurde der von Moffitt et al. verdffentlichte Transkriptomdatensatz von
Lebergewebe, das aus PDAC-Patientinnen und -Patienten isoliert wurde, ausgewertet (Moffitt
et al., 2015). Die Genexpressionsdaten wurden Uber die Gene Expression Omnibus-
Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, Zugangsnummer: ,GSE71729") bezogen. Der
originale Datensatz umfasste Transkriptomdaten von insgesamt 349 Proben. Da der
Datensatz in dieser Arbeit ausschlieBlich fur die Analyse der Genexpression im Lebergewebe
verwendet wurde, wurden alle Proben aus anderen Entitaten als der Leber gema CONSORT-
Richtlinien von der Analyse ausgeschlossen. Die hepatische Genexpression sollte zwischen
Frauen und Mannern verglichen werden. Da allerdings keine Information Gber das biologische
Geschlecht der Proben vorlag, wurde das Geschlecht mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse
bestimmt (Abb. 2.8, A). Daflr wurde die Expression des Y-Chromosom-kodierten Gens
DEAD-Box Helicase 3 Y-Linked (DDX3Y) und des X-Chromosom-kodierten X Inactive Specific
Transcript (XIST) naher untersucht. Eine Zwei-Schritt Cluster Analyse fur jedes der zwei Gene
offenbarte zwei Cluster mit jeweils einer hohen bzw. niedrigen Expression von DDX3Y bzw.
XIST (Abb. 2.8, A). Durch Kombination beider Analysen konnten drei homogene Populationen
identifiziert werden: Population 1 (n = 14) wies eine hohe Expression von DDX3Y und eine
niedrige Expression von XIST auf (Abb. 2.8, A), weshalb diese Population als mannliches

biologisches Geschlecht definiert wurde. Population 2 (n = 9) wies eine niedrige Expression
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von DDX3Y und eine hohe Expression von XIST auf (Abb. 2.8, A), weshalb sie als weibliches
biologisches Geschlecht definiert wurde. Da Population 3 (n = 2) eine niedrige Expression von
DDX3Y und XIST aufwies (Abb. 2.8, A) und man sie daher keinem biologischen Geschlecht

eindeutig zuordnen konnte, wurde diese Population von der weiteren Analyse ausgeschlossen

(Abb. 2.8, B).
5_.
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I Proben mit Transkriptomdaten von Moffitt et al., Nature Genetics, 2015(n = 349) I
l—-|Ausgeschlossen: Proben mit anderer 'Source' als 'Liver_Metastasis' (n = 297) |
I Lebermetastasenproben (n = 25) I

Ausgeschlossen: Proben, die nach der Geschlechtsbestimmung nicht eindeutig der
weiblichen bzw. mannlichen Population zugeordnet werden konnten (n = 2)

I Lebermetastasenproben von PDAC Patient/innen (Frauen: n = 9, Manner: n = 14) I
3

I Transkriptomanalyse von Lebermetastasengewebe I

Abbildung 2.8: Geschlechtsbestimmung und CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von
Patientinnen und Patienten der Moffitt Kohorte. (A) Mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse basierend auf der
relativen DDX3Y (links) oder XIST (Mitte) Expression in Lebermetastasenproben (n = 25, (Moffitt et al., 2015))
wurden jeweils 2 Cluster mit hoher (HI) bzw. niedriger (LO) Expression identifiziert. Die Kombination beider
Analysen offenbarte drei Populationen (rechts): Population 1 (n = 14) mit hoher Expression von DDX3Y, einem Y-
Chromosom-kodierten Gen und niedriger Expression von XIST, einem in der X-Chromosomen-Inaktivierung
involvierten X-chromosomalen Gen, wurde als mannliche Population definiert. Population 2 (n = 9) mit niedriger
DDX3Y und hoher XIST Expression wurde als weibliche Population definiert. Population 3 (n = 2) mit niedriger
Expression von DDX3Y und XIST wurde von den weiteren Analysen ausgeschlossen, da sie keinem Geschlecht
zugeordnet werden konnte. (B) Von 349 Proben von (Moffitt et al., 2015) wurden in dieser Arbeit insgesamt 23
Lebermetastasenproben von Patientinnen und Patienten fir die Analyse der geschlechtsabhangigen
Genexpression in der pankreaskrebskonditionierten Leber eingeschlossen. (A, B) wurden entnommen und
modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

2.2.8. Die Dhara Kohorte

In dieser Studie wurde aulerdem der von Dhara et al. verdffentlichte RNA- und ATAC-
Sequenzierungsdatensatz von Pankreastumorzellen, die aus dem Primartumor von PDAC-
Patientinnen und -Patienten isoliert wurden, ausgewertet (Dhara et al., 2021). Die ATAC-
Sequenzierungsdaten (Zugangsnummer: GSE124229) und die RNA-Sequenzierungsdaten
(Zugangsnummer: GSE124230) wurden uber die Gene Expression Omnibus-Datenbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bezogen. Die zugehdrigen klinischen Daten der PDAC-
Erkrankten wurden Uber die Website des Journals Nature Communications
(https://www.nature.com/articles/s41467-021-23237-2, ,Supplementary Data 2“) bezogen. Der
originale Datensatz umfasste ATAC-Sequenzierungsdaten von insgesamt 54 Proben. Da der
Datensatz in dieser Arbeit fur die Korrelation der ATAC-Sequenzierungsdaten mit RNA-

Sequenzierungsdaten und eine anschlieRende Analyse des rezidivfreien Uberlebens der
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Erkrankten verwendet wurde, wurden einige Proben aufgrund fehlender bzw. fehlerhafter
Sequenzierungsdaten oder aufgrund unvollstandiger klinischer Daten gemal CONSORT-
Richtlinien von der Analyse ausgeschlossen (Abb. 2.9). Es ist anzumerken, dass von den
PDAC-Patientinnen und -Patienten dieser Kohorte lediglich das rezidivfreie Uberleben im
Allgemeinen bekannt war, d.h. ob in diesen Personen nach einer gewissen Zeit die Erkrankung
wieder aufgetreten ist. Es war allerdings unbekannt, in welchen Geweben bzw. Organen die
Erkrankung wieder aufgetreten ist, weshalb eine Analyse der Entwicklung von Metastasen

spezifisch in der Leber mit diesem Datensatz nicht mdglich war.

IProben mit ATAC-Seq Daten von humanen Pankreastumorzellen von Dhara et al., Nature Communications, 2021(n = 54)|

Ausgeschlossen:

*Proben ohne zugehoérige RNA-Sequenzierungsdaten (n = 5)

*Proben mit fehlerhafter RNA-Sequenzierung (keine EpCAM Expression in "EpCAM
positiven" Tumorzellen, n = 2)

*Proben mit fehlerhafter ATAC-Sequenzierung (nicht reproduzierbar, n = 13)

-Proben von Patienten mit zusatzlichen anderen Krebsdiagnosen (n = 1)

«Proben von Patienten mit unvollstéandiger Information tber die Therapie (n = 15)

Proben mit ATAC-Seq und RNA-Seq Daten von humanen Pankreastumorzellen aus PDAC Patient/innen, die mit
histologisch vollstéandiger Resektion (R0) des Primartumors und anschlieBender adjuvanter Chemotherapie behandelt
wurden (Frauen: n =7, Manner: n = 11)

Alle Erkrankte Frauen Manner
[ Alter, Jahre [Median (Minimum-Maximum)] 67 (50 - 82) 63 (50 - 78) 68 (60 - 82)
n Anteil n Anteil n Anteil

T2 1 5,6% 0| 0,0%)| 1 9,1%)|
diagnost. T3 17 94,4% 7 100,0%, 10 90,9%|
TNM  [NO 2 11,1% 1 14,3% 1 9,1%)
Status N1 16 88,9% 6| 85,7% 10 90,1%|
MO 18 100,0% 7 100,0% 1 100.0%)
Resektion mit RO 18] 100,0% 7 100,0% 11 100,0%
Therapie |Adj. Chemotherapie 17 94,4% 6 85,7% 11 100,0%,
Adj. Chemotherapie unbekannt 1 5,6% 1 14,3% 0] 0,0%)

Abbildung 2.9: CONSORT-Flussdiagramm zum Ein- bzw. Ausschluss von Patientinnen und Patienten der
Dhara Kohorte. Von 54 Proben von (Dhara et al., 2021) wurden in dieser Arbeit insgesamt 18 Proben mit ATAC-
und RNA-Sequenzierungsdaten von PDAC-Patientinnen und -Patienten, die mit einer histologisch vollstandigen
Primartumorresektion (RO) und anschlieRender Chemotherapie behandelt wurden, fir die Analyse des
geschlechtsabhéngigen rezidivfreien Uberlebens eingeschlossen.

2.3. Tierexperimente

In dieser Arbeit wurden murine Modellsysteme flr pankreatische Erkrankungen verwendet,
um Geschlechtsunterschiede beim Uberleben und bei der Lebermetastasierung des

Pankreaskrebses in Abhangigkeit der TIMP-1 Expression zu untersuchen.

2.3.1. Versuchstiere

Alle weiblichen und mannlichen Mause wurden in der Tierhaltung des Zentrums fir
Praklinische Forschung (ZPF) des Klinikums rechts der Isar des Technischen Universitat
Munchen unter Specific Pathogen-Free (SPF) Bedingungen in Kafigen mit Luftfiltern gehalten.
Autoklavierte Nahrung und Wasser war jederzeit uneingeschrankt (ad libitum) verfugbar. Die

tagliche Pflege der Mause erfolgte durch speziell geschultes Personal.
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2.3.2. Das KPC-Mausmodell

Das genetisch modifizierte Kras™-S-C120; Trp53*/1SL-R172H:-pgx_1*/Cre (KPC) Mausmodell diente
als Modellsystem fur die spontane Entwicklung von PDAC (Hingorani et al., 2005). KPC-
Mause wiesen jeweils eine aktivierende Punktmutation im endogenen Lokus des Trp53
Tumorsuppressorgens (Olive et al., 2004) und des Kras Onkogens (Hingorani et al., 2003) auf,
die aufgrund der Expression der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Pdx-1 Promotors
spezifisch in den pankreatischen Zellen aktiviert wurden (Hingorani et al., 2005). Um die Rolle
von TIMP-1 im Kontext von PDAC zu untersuchen, wurden TIMP-1-defiziente KPC-Mause
generiert, indem der KPC-Mausstamm in den TIMP-1-defizienten Mausstamm C57BI/6-129S-
TIMP-1""Pds" ( Jackson Laboratory, Maine, USA) eingekreuzt wurde. Méuse, die bei der Zucht
der KPC-Linien anfielen und entweder negativ fir Pdx-1"°" und positiv fir Kras™-S-¢12P
und/oder Trp53**StR172H waren oder ausschlieRlich positiv fiir Pdx-17C" aber negativ fir
Kras*-S-6120 ynd Trp53*StR172H waren, wurden als gesunde Kontrolltiere herangezogen.

In dieser Studie wurde das Uberleben von KPC-Mausen untersucht. Als Grundlage dafir
wurde die wochentliche Begutachtung der KPC-Mause gemal den ethischen Richtlinien des
Tierversuchsantrags verwendet. KPC-Mause, die ein ethisches Abbruchkriterium erreicht
hatten, das mit der Tumorerkrankung in Verbindung stand, wurden euthanasiert. Das Alter
dieser Mause wurde als Uberlebenszeit definiert und die KPC-M&use wurden fiir die Kaplan-
Meier Analyse als ,Ereignis eingetreten®, d.h. als tot, klassifiziert. KPC-Mause, die aufgrund
von Abbruchkriterien erlést werden mussten, die nicht in Verbindung mit der Tumorerkrankung
standen (z.B. blutende Papillome), wurden in der Kaplan-Meier Analyse als ,Ereignis nicht

eingetreten®, d.h. als lebend, klassifiziert und dementsprechend zensiert.

2.3.3. Das Caerulein basierte Mausmodell

Da Prozesse der Schadigung, der entziindlichen Reaktion und der Remodellierung des
Pankreasgewebes bereits sehr frih bei der Bildung von Pankreaskarzinomen stattfinden
(Abb. 1.1), wurde das Caerulein basierte Mausmodell in dieser Arbeit, wie bereits zuvor in
anderen Studien (Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021), neben dem KPC-
Mausmodell als zweites, experimentell induzierbares und besser kontrollierbares
Modellsystem verwendet. Um pankreatische Entziindungen zu induzieren, wurden 50 ug
Caerulein pro kg Koérpergewicht geldst in PBS wiederholt intraperitoneal fur insgesamt 8
Stunden mit einem Abstand von je einer Stunde zwischen jeder Injektion in Wildtyp C57BI/6J
Mause (kommerziell bezogen Uber Charles River, Sulzfeld, Deutschland) bzw. in TIMP-1-
defiziente C57BI/6-129S-TIMP-1"'P%" Mause (aus eigener Zucht) injiziert.
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2.3.4. Testung der experimentellen Metastasierung

In dieser Studie wurde mittels experimenteller Metastasierung die geschlechtsabhangige und
TIMP-1-abhangige Empfanglichkeit der Leber fur eine metastatische Kolonisierung
untersucht. Einerseits wurden dabei KPC-Mause im Alter von 10 bis 11 Wochen eingesetzt,
da KPC-Mause in diesem Alter typischerweise frihe Stadien des PDAC aufweisen (Hingorani
et al., 2005). Andererseits wurden auch Mause des Caerulein basierten Modellsystems im
Alter von 7 bis 9 Wochen eingesetzt, wobei die Tumorzellinokulation 24 Stunden nach der
ersten Caerulein- bzw. PBS-Injektion durchgefihrt wurde. Fir die experimentelle
Metastasierung wurde die lacZ-markierte, murine syngene 9801 Pankreaskarzinomzelllinie
verwendet, die aus einer Lebermetastase einer KPC-Maus isoliert und etabliert wurde. Vor der
Inokulation der Tumorzellen wurde der Schwanz der Mause unter Rotlicht flr etwa 5 Minuten
erwadrmt, um die BlutgefaRe zu erweitern. Insgesamt wurden 10° syngene 9801
Pankreaskarzinomzellen, geldst in 100 uL PBS, in die Schwanzvene inokuliert. 14 Tage nach

der Tumorzellinokulation wurden die Mause erldst und die Organe entnommen.

2.3.5. Probennahme von festen und flussigen Biopsien aus

Mausen

Alle Mause wurden durch eine Uberdosis Isofluran getotet. AnschlieRend erfolgte die
Blutentnahme aus der Bauchvene (Vena Cava Inferior) mit einer EDTA-gesplilten Spritze. Das
Blut wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® tdberfuhrt und fir 5 min bei 4 °C und 500 x g
zentrifugiert. Das Blutplasma wurde abgenommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Nach der Blutentnahme wurde das Pankreas
entnommen und in reprasentative Stick zerteilt. Ein Teil des Pankreasgewebes wurde in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung (z.B. RNA Isolation) bei
-80 °C gelagert. Fur histologische Untersuchungen wurde ein anderer Teil des
Pankreasgewebes fiir 48 h bei 4 °C in Fixierldsung inkubiert und danach durch das Institut far
Pathologie der Technischen Universitat Minchen in Paraffin eingebettet. Nach der Entnahme
des Pankreas wurde die Leber enthommen, zerteilt und analog zum Pankreasgewebe
teilweise in flissigem Stickstoff eingefroren bzw. in Fixierldsung inkubiert und in Paraffin
eingebettet. Bei den Mausen, bei denen eine experimentelle Metastasierung durchgefihrt
wurde, wurde fur die Farbung der Lebermetastasen auflerdem der mediale Leberlappen fir 1
h bei 4 °C in GA-Fixierlésung fixiert. Das weitere Protokoll der Farbung ist in Abschnitt 2.4.3

beschrieben.

36



Material und Methoden

2.4. Histologische Methoden
2.4.1. Herstellung und H&E-Farbung von Paraffinschnitten

Gewebedunnschnitte wurden unter standardisierten Bedingungen vom Institut fir Pathologie
der Technischen Universitadt Minchen hergestellt. Hierzu wurde das fur 48 h in Fixierlésung
inkubierte Gewebe in Biopsiekapseln transferiert, in 4 % Formaldehydlésung inkubiert, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, in flissigem Paraffin impragniert und mithilfe einer
Paraffinanalage aufgeblockt. Es wurden 2 ym dicke Paraffindiinnschnitte mittels Mikrotoms
hergestellt, zur Streckung in ein warmes Wasserbad uberfuhrt und auf Objekttrager gezogen.
Die Hamatoxylin-Eosin (H&E)-Farbung wurde ebenfalls unter standardisierten Bedingungen
vom Institut fur Pathologie der Technischen Universitdt Muinchen durchgefihrt. Die
Paraffindinnschnitte wurden daflr zunachst in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert
und rehydriert, in Mayer's Hamalaun-Lésung inkubiert, mit Leitungswasser gespdult und
geblaut. Nach einer kurzen Inkubation in Eosin-Losung folgte mehrmaliges Waschen, eine
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und das Eindecken der Farbungen mit Hilfe

eines Deckglases. Die H&E-Farbungen wurden unter dem Lichtmikroskop untersucht.
2.4.2. Evaluierung der Krankheitsprogression in KPC- und

Caerulein behandelten Mausen

Um den Vergleich von PDAC-erkrankten Mausen mit histologisch identischen
Krankheitsstadien zu ermoglichen und zu gewahrleisten, wurde ein Grading der
Pankreastumore von allen in dieser Studie untersuchten KPC-Mausen anhand von H&E-
Farbungen des Pankreasgewebes durch erfahrene Pathologen (Katja Steiger und Nils Wirges,
Institut fir Pathologie der Technischen Universitdt Minchen) gemafR der aktuellsten
Consensus-Klassifikation (Hruban et al., 2006; Klopfleisch, 2013) durchgefiihrt. KPC-Mause
mit einem PDAC Grad G2 und/oder G3 wurden als ,fortgeschrittenes PDAC-Stadium®
klassifiziert, wohingegen KPC-Mause mit Gewebeumbau aber ohne invasive G2/G3 PDAC-
Lasionen im Pankreasgewebe als ,frihes PDAC-Stadium*“ klassifiziert wurden.

Beim Caerulein basierten Mausmodell fliihrten die wiederholten intraperitonealen Caerulein-
Injektionen zu Schadigungen des Pankreasgewebes ausgeldst durch das Absterben exokriner
Azinuszellen (Abb. 2.10, A links), gefolgt von einer Einwanderung von Immunzellen ins
Pankreasgewebe und der Bildung eines entzindlichen Milieus (Abb. 2.10, A Mitte), was
letztlich in einer Umstrukturierung des geschadigten Gewebes resultierte (Abb. 2.10, A
rechts). Auf histologischer Ebene konnte eine vergleichbare Induktion entzindlicher
Umbauprozesse im Pankreasgewebe zwischen weiblichen und mannlichen Caerulein
behandelten Mausen beobachtet werden (Abb. 2.10, A). PBS-behandelte Mause dienten als

Kontrolltiere und wiesen keine Anzeichen auf Schadigungen des Pankreas auf (Abb. 2.10, A).
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Auch der histologische Phanotyp der Pankreasschadigung zwischen mannlichen TIMP-1-
kompetenten bzw. TIMP-1-defizienten Mausen war vergleichbar (Abb. 2.10, B).

A

12 Stunden 24 Stunden 120 Stunden

Mannliche Mause
Caerulein

Kontrolle

Weibliche Mause
Caerulein

Kontrolle

Abbildung 2.10: Die murine
Pankreasgewebeschéadigung
nach Caerulein-injektion ist auf
histologischer Ebene zwischen
den Geschlechtern bzw. den
TIMP-1 Genotypen vergleichbar.
(A) Reprasentative H&E-
Farbungen vom Pankreasgewebe
mannlicher bzw. weiblicher
Caerulein- bzw. PBS-behandelter
(Kontrolle) Mause zZu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Start der Injektionen. Im Gegensatz
zu PBS-behandelten Mausen sind
im Pankreas Caerulein behandelter
Mause zunéachst tote Azinuszellen
(weilBe Pfeile, 12 h Zeitpunkt), dann
infiltrierte  Immunzellen (schwarze
Pfeile, 24 h Zeitpunkt) und
schlielich umstrukturierte
Gewebebereiche (gepunktete Linie, 120 h Zeitpunkt) zu erkennen. Langerhans’sche Inseln (*) sind hervorgehoben.
(B) Reprasentative H&E-Farbungen vom Pankreasgewebe mannlicher TIMP-1-kompetenter bzw. TIMP-1-
defizienter Caerulein- bzw. PBS-behandelter (Kontrolle) Mause 24 h nach Start der Injektionen. Bereiche mit
infiltrierten Immunzellen sind hervorgehoben (Pfeile). MaRstabsbalken: 100 um (A, B). (B) wurde entnommen und
modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

Mannliche Mause
Caerulein

Kontrolle
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2.4.3. Farbung und Quantifizierung LacZ-markierter

Tumorzellen in murinem Lebergewebe

Um experimentelle Lebermetastasen zu visualisieren, wurde die X-Gal-Farbung, eine sensitive
und selektive histochemische Farbemethode zum Nachweis LacZ-markierter Tumorzellen
(Kruger et al., 1998), durchgefiihrt. Nach Inkubation des medialen Leberlappens fur 1 h bei
4 °C in GA-Fixierlésung wurde dreimal mit PBS gewaschen und das Lebergewebe zunachst
fur 2 h bei 37 °C und anschlieBend Uber Nacht bei 4 °C in X-Gal-Arbeitslésung inkubiert.
Daraufhin wurde das Lebergewebe zweimal mit PBS gewaschen, mit Fixierlosung bedeckt
und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4 °C gelagert. Die Quantifizierung der
Lebermetastasen erfolgte mithilfe eines Lichtmikroskops, wobei alle Metastasen mit einem
Durchmesser unter 50 um als Mikrometastasen und alle Metastasen mit einem Durchmesser
uber 50 ym als Makrometastasen definiert wurden (Abb. 2.11). Die Quantifizierung der Mikro-
und Makrometastasen erfolgte in einer verblindeten (engl. blinded) Weise.

Mikrometastase Makrometastase

Abbildung 2.11: Unterscheidung zwischen experimentellen Mikro- und Makrometastasen in der Leber.
Reprasentative Bilder einer X-Gal-gefarbten (blau) hepatischen Mikro- (links) und Makrometastase (Mitte), sowie
eine reprasentative H&E-Farbung einer hepatischen Makrometastase (rechts). Ma3stabsbalken: 250 um (links und
Mitte) bzw. 100 um (rechts). Diese Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

2.4.4. Immunhistochemische Farbung und Quantifizierung von

TIMP-1 in humanem Pankreasgewebe

Die immunhistochemische Farbung von TIMP-1 und anschlieRende Quantifizierung der TIMP-
1-positiven Flache in humanem Pankreastumorgewebe wurde durch Barbara T. Griinwald und
Emily Poulton am Princess Margaret Cancer Centre des University Health Network in Toronto,
Kanada durchgefihrt (Hermann et al., 2021). Daftir wurden 4 um dicke Paraffingewebeschnitte
von humanem Pankreastumorgewebe, wie zuvor beschrieben (Grinwald et al., 2016),
zunachst in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Die Antigen-
Demaskierung erfolgte bei geringer Temperatur in 0,01 M Zitratpuffer mit pH 6,0. Durch eine
5-minutige Inkubation in wassriger 3 % H20.-Lésung wurden die endogenen Peroxidasen
blockiert. Der Primarantikdrper wurde in einer 1:350-Verdinnung auf den Schnitten tber Nacht
bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Der HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper wurde in
einer 1:100-Verdunnung fir 45 min bei Raumtemperatur auf den Gewebeschnitten in einer
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Feuchtkammer inkubiert. Fir die Farbentwicklung wurde eine 50 pg/uL DAB-Lésung gemaf
den Angaben des Herstellers verwendet. Zellkerne wurden mittels Hamatoxylin gegengefarbt.
Die Farbungen wurden zunachst unter einem Leica Aperio AT2 Mikroskop mit einem 20-fach
Objektiv digitalisiert und die TIMP-1-positive Flache wurde mittels QuPath-Analysesoftware
quantifiziert (Bankhead et al., 2017). Dafur wurde die Analyse auf Tumor- und Stromaregionen
begrenzt, indem bspw. normales Pankreasgewebe, Blutgefal’e oder pankreatische Inseln
manuell von der analysierten Flache ausgeschlossen wurden. Eine einfache Quantifizierung
der positiven Pixel wurde durchgeflihrt, um das normalisierte Verhaltnis der TIMP-1-positiven

Pixel zu den insgesamt detektierten Pixeln (aquivalent zur Gewebeflache) zu berechnen.

2.4.5. Immunhistochemische Farbung von TIMP-1 in murinem

Pankreasgewebe

Die immunhistochemische Farbung von TIMP-1 im Pankreasgewebe von Caerulein
behandelten Mausen wurde durch Dr. Enkhtsetseg Munkhbaatar von der Klinik und Poliklinik
fur Chirurgie der Technischen Universitat Minchen durchgefuhrt. Die Entparaffinierung und
Rehydrierung der Paraffindiinnschnitte erfolge gemaf dem Protokoll der H&E-Farbung (siehe
Kapitel 2.4.1). Fur die Antigen-Demaskierung wurden die Objekttrager insgesamt zweimal fur
jeweils 7 min bei 680 W in der Mikrowelle in 0,01 M Zitratpuffer mit pH 6,0 gekocht. Nach dem
Abkuhlen der Objekttrager im Zitratpuffer fur 20 min bei Raumtemperatur wurden diese in
bidestilliertem Wasser gewaschen. Die Objekttrager wurden anschlieftend in TBS fur 10 min
inkubiert. Die Primarantikdrper-Inkubation erfolgte iber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer.
Danach wurden die Objekttrager zweimal in TBS-T gewaschen und fur 5 min in TBS-T
inkubiert. Die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikérper erfolgte fur 45 min bei
Raumtemperatur in der Feuchtkammer. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte die
Inkubation mit Phosphatase-gekoppeltem Streptavidin (Produktnummer 5550-0002 von Sera
Care). Danach wurde erneut dreimal mit TBS-T gewaschen. Die abschlieRende
Chromogenfarbung erfolgte mit dem KPL HistoMark RED Phosphatase Substrate Kit gemaf
den Herstellerangaben. Eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin wurde gemaf Protokoll der H&E-
Farbung durchgefihrt (siehe Kapitel 2.4.1).

2.4.6. BODIPY-Farbung und automatisierte Auswertung
Fir die Farbung neutraler Lipide mittels BODIPY wurden HepaRG bzw. HepG2 Zellen in 24-

Well Platten auf Glasplattchen ausgesat und kultiviert. Nach Ende der Stimulationszeit (siehe
Abschnitt 2.5.3) wurde das Medium abgesaugt und es wurde zweimal mit kaltem PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Inkubation in PFA-Fixierlésung bei
Raumtemperatur fur 20 min fixiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten
Zellen fur 15 min in der Farbeldsung, bestehend aus DAPI- und BODIPY-Arbeitslésung (Tab.
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4), lichtgeschitzt inkubiert. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden lichtgeschutzt, d.h. ohne
direkte Lichteinstrahlung, durchgefiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Glasplatten mithilfe von Pinzetten vorsichtig aus der 24-Well Platte genommen, auf einem
Papiertuch kurz abgetropft, um Uberschissige Flussigkeit zu entfernen und mit 4 L
Eindeckmedium auf einem Objekttrager eingedeckt. Nachdem das Eindeckmedium getrocknet
war, wurden die Glasplattchen mit dem Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M2 durch
Benjamin Schoeps (Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische
Universitat Miinchen) untersucht. Es wurden hierbei 5 Bilder pro Glasplattchen mit einem 20x
Objektiv und einer Belichtungszeit von 600 ms bei HepaRG bzw. 250 ms bei HepG2 Zellen
aufgenommen.

Fir die automatisierte Quantifizierung der BODIPY-positiven Flache wurde die Software
CellProfiler (Carpenter et al., 2006) verwendet. Die BODIPY-Bilder wurden zunachst in ein
bindres Bildformat umgewandelt, wobei fur alle Aufnahmen der gleiche Intensitats-
Schwellenwert (HepaRG: 0,09; HepG2: 0,15) angewendet wurde. Es folgte die Bestimmung
der BODIPY-positiven Flache mithilfe der Funktion ,MeasurelmageAreaOccupied®. Jeder
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert von flinf Mikroskopiebildern aus einer biologischen

Probe, d.h. von einem Glasplattchen.

2.5. Methoden der Zellkultur

2.5.1. Verwendete Zelllinien
9801 Zellen

Fir die experimentelle Metastasierung wurde die murine, LacZ-markierte 9801
Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Diese ursprunglich durch Prof. Dr. Jens T. Siveke
(Universitatsklinikum Essen) generierte und zur Verfugung gestellte Zelllinie wurde aus einer
Lebermetastase einer KPC-Maus isoliert und etabliert. Dementsprechend ist die 9801 Zelllinie

syngen zu den in dieser Arbeit verwendeten C57BI/6 Mausen.

HepaRG Zellen

Als Modellsystem fiir Hepatozyten diente die humane HepaRG Zelllinie. Die Zelllinie wurde
urspringlich aus dem Lebertumorgewebe einer Hepatitis-C-Virus positiven Frau etabliert,
wobei die Zelllinie letztlich aus nicht-tumorigenen und HCV-negativen Hepatozyten hervorging
(Gripon et al., 2002). Undifferenzierte HepaRG Zellen (HPR101) wurden von Biopredic
International (Saint Grégoire, Frankreich) bezogen und gemal Herstellerangaben (siehe
Kapitel 2.5.3) differenziert. Differenzierte HepaRG Zellen eigenen sich aul3erordentlich gut als
Modellsystem fur Hepatozyten, da sie einerseits, im Gegensatz zu anderen etablierten

Zelllinien, einen vergleichbaren Phanotyp wie primare humane Hepatozyten (PHH) haben und
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andererseits, im Gegensatz zu PHH, keine donorabhangige Variabilitat aufweisen (Klein et al.,
2015; Rubin et al., 2015).

HepG2 Zellen

Als zweites Modellsystem fiir Hepatozyten diente die humane HepG2 Zelllinie. Diese Zelllinie
wurde aus einem Hepatozellularen Karzinom eines 15-jahrigen Jungen etabliert (Aden et al.,
1979).

2.5.2. Kultivierung der Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden routinemafig durch Katja Honert (Institut
fur Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universitat Miinchen)
kultiviert. Die Passage der 9801 und HepG2 Zellen erfolgte dreimal pro Woche. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Brutschranken bei 37 °C und 5 % CO.. Die fur die
Kultivierung der Zellen bendtigten Losungen und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 9

aufgelistet.

Tabelle 9: Losungen zur Kultivierung der Zellen.

Losung Bezugsquelle

DMSO (Cell Culture Grade) Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS) CellSystems, St. Katharinen,
Deutschland

Hydrocortison Rotexmedica, Trittau, Deutschland

Insulin (human rekombinant, Zinkldsung) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

MEM Lo6sung aus nicht-essenziellen Aminosauren | Thermo Fisher Scientific, Waltham,

(100-fach konzentriert) USA
Dulbecco’s PBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland
RPMI-1640 PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Trypsin/EDTA Losung (0,02 % (m/v) EDTA; 0,05 % | Biochrom AG, Berlin, Deutschland
(m/v) Trypsin, pH 7,4)
William’s E Medium, ohne Glutamin Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
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Folgende Kulturmedium wurden verwendet:

9801: DMEM mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin und nicht-essentiellen Aminosauren
(1x verdinnt)
HepG2: DMEM mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin

HepaRG: Standardmedium:  William’s E Medium mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin,
0,023 IE/mL humanes Insulin, 4,7 ug/mL Hydrocortison
Differenzierungsmedium: Standardmedium mit 1,8 % DMSO

Kultivierung und Differenzierung der HepaRG Zellen

Undifferenzierte HepaRG Zellen wurden amplifiziert, indem sie in einem Verhaltnis von 1:5
passagiert wurden, sobald sie eine Konfluenz von 100 % erreicht hatten. Fur die Amplifikation
wurden die undifferenzierten HepaRG Zellen in Standardmedium kultiviert, wobei ein
Medienwechsel zweimal pro Woche erfolgte.

Fir die Differenzierung wurden die HepaRG Zellen in einem Passage-Verhaltnis von 1:5 im
gewulnschten Zellkulturplattenformat (96-Well, 24-Well mit Glasplatichen, 6-Well) in
Standardmedium ausgesat. Fur zwei Wochen wurde anschlielend jeweils zweimal pro Woche
ein Medienwechsel mit Standardmedium durchgefuhrt (Abb. 2.12, A). Dann wurden die
HepaRG Zellen fur zwei Wochen in Differenzierungsmedium kultiviert, wobei auch zweimal
pro Woche das Medium gewechselt wurde (Abb. 2.12, A). Vier Wochen nach dem Aussaen
war die Differenzierung der HepaRG Zellen abgeschlossen (Abb. 2.12, B).

A Wechsel Wechsel Differenzierte
Ausséen der undiff. Standardmedium Differenzierungsmedium HepaRG Zellen
HepaRQ Zellen : | : X \ \ ) \
T T T T 1 T T T T .
Tage nach Beginn der
0 4 7 11 14 18 21 25 28 Differenzierung
B Zeit nach Beginn der Differenzierung

14 Tage 28 Tage

20-fach

VergroRerung

10-fach

Abbildung 2.12: Differenzierung von HepaRG Zellen zu Hepatozyten- und Cholangiozyten-artigen Zellen.
(A) Fir die Differenzierung werden undifferenzierte HepaRG Zellen im gewlinschten Format ausgesat und zunachst
fur zwei Wochen in Standardmedium und anschlieflend fur zwei Wochen in Differenzierungsmedium kultiviert.
Dabei erfolgt der Mediumwechsel zweimal pro Woche. (B) Reprasentative mikroskopische Bilder von HepaRG
Zellen 7 Tage (links), 14 Tage (Mitte) bzw. 28 Tage (rechts) nach Start der Differenzierung. Hepatozyten-artige
Zellen (schwarze Pfeile) und Cholangiozyten-artige Zellen (weilRe Pfeile) sind hervorgehoben.
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2.5.3. Stimulation von Zellen mit rekombinantem TIMP-1

HepG2 Zellen wurden am Vortag des Experiments durch Katja Honert auf das gewilinschte
Zellkulturplattenformat ausgesat, sodass sie eine Konfluenz von etwa 70 % aufwiesen.
HepaRG Zellen wurden nach Ende der Differenzierung fur Experimente verwendet. Fir das
Experiment wurde das Kulturmedium der Zellen abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit
37 °C warmem PBS gewaschen. Anschliel3end wurde RPMI-1640 Medium mit 0,1 % bovinem
Serumalbumin (BSA) zu den Zellen gegeben und die Zellen wurden Gber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Dies ermdglichte den HepaRG bzw. HepG2 Zellen eine Anpassung an das FCS-
freie Medium vor der gewiinschten Behandlung. Am Folgetag wurde das FCS-freie Medium
abgesaugt und das auf 37°C vorgewarmte, gewinschte Kulturmedium, d.h. RPMI-1640
Medium mit 0,1 % BSA mit dem gewinschten Zusatz, zugegeben. Eine Stimulation mit
TIMP-1 erfolgte mit 500 ng/mL rekombinantem humanen TIMP-1 im Zellkulturmedium. Die
Behandlung mit dem Carnitin Palmitoyltransferase-1 Inhibitor Etomoxir erfolgte mit einer
Konzentration von 20 yM Etomoxir im Medium. Fur die Behandlung mit dem AMPK Inhibitor
Compound C wurden die Zellen zunachst fur 30 min mit 10 uM Compound C-beinhaltendem
Medium inkubiert. AnschlieBend wurde dann die gewinschte Menge an rekombinantem
humanen TIMP-1 zum Medium gegeben, um eine Konzentration von 500 ng/mL TIMP-1 zu

erreichen.

2.5.4. Proteinisolation aus Zellen

Proteinaufarbeitung fiir Western Blot-Analyse

Zur Aufarbeitung von Gesamtprotein fir die Western Blot-Analyse wurden differenzierte
HepaRG Zellen in 6-Well Zellkulturschalen flir 10 min mit Stimulationsmedium in Prasenz bzw.
Absenz von 500 ng/mL TIMP-1 inkubiert. Anschliefend wurde das Medium abgesaugt und
zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurden jeweils 40 pL RIPA Protein-
Extraktionspuffer pro Well zugegeben und die Zellen wurden mittels Zellschaber von der
Schale abgeldst. Das Zelllysat wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® tberfuhrt und fir 5 min auf
Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte ein mechanischer Aufschluss durch dreimalige Inkubation
fur jeweils 10 s im Ultraschallbad. Daraufhin wurde das Zelllysat eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Proteinaufarbeitung fiir Signaling Array:

Die Aufarbeitung von Gesamtprotein fur die Signaling Array Analyse wurde durch Celina
Eckfeld und Benjamin Schoeps (Institut fur Experimentelle Onkologie und Therapieforschung,
Technische Universitat Minchen) durchgefihrt. Daflir wurden differenzierte HepaRG Zellen in
6-Well Zellkulturschalen fir 10 min mit Stimulationsmedium in Prasenz bzw. Absenz von 500
ng/mL TIMP-1 inkubiert. Anschlielend wurde das Medium abgesaugt und dreimal mit kaltem

PBS gewaschen. Danach wurden jeweils 50 pL Protein-Lysepuffer (Cancer Signaling Phospho
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Antibody Array Kit versetzt mit 1x Phosphatase- und 1x Protease-Inhibitor) pro Well
zugegeben und die Zellen wurden mittels Zellschaber von der Schale abgeldst. Das Zelllysat
wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefal dberfuhrt und nach Herstellerangaben (Cancer Signaling
Phospho Antibody Array, Full Moon Biosystems Inc., USA) mit Lyse-Beats versetzt und
aufgeschlossen. Die anschlieBenden Schritte mit Pufferaustausch/Lysatreinigung,
Lysatquantifizierung und Qualitatskontrolle, Proteinmarkierung Uber Biotinylierung, Blocking,
Kopplung und Detektion erfolgten gemaly Herstellerangaben (Cancer Signaling Phospho
Antibody Array, Full Moon Biosystems Inc., USA).

2.5.5. Messung der zellularen Sauerstoffverbrauchsrate

Fir die Messung der Sauerstoffverbrauchsrate von differenzierten HepaRG und HepG2 Zellen
wurde das Fatty Acid Oxidation Complete Assay Kit (Abcam) nach Herstellerangaben
verwendet. Die HepaRG bzw. HepG2 Zellen wurden dafiir in 96-Well Zellkulturplatten
ausgesat, wobei die auleren Wells der Platte nur mit PBS befullt wurden. Vor der
Durchfihrung wurden alle Medien, Medienbestandteile, das PBS, das Mineral6l zum
Uberschichten der Wells und der Tecan Reader auf 37 °C vorgewarmt. Fir die Messung der
Sauerstoffverbrauchsrate wurde eine Mediumstammldsung hergestellt, indem dem Base
Media des Fatty Acid Oxidation Complete Assay Kits 2,5 mM Glucose, 0,5 mM Carnitin, 5 mM
Hepes Pufferldsung und 0,15 mM BSA-konjugierte Olsaure (,FAO Conjugate® aus dem Fatty
Acid Oxidation Complete Assay Kit) zugegeben wurde. Ausgehend von dieser
Mediumstammlésung wurde fir jede Stimulationsbedingung eine eigene Mastermix-Losung
hergestellt, wobei fir jedes Well 90 pL Mediumstammlésung mit 10 yL Sauerstoffreagenz
(-Extracellular O» Consumption Reagent‘ aus dem Fatty Acid Oxidation Complete Assay Kit)
und ggf. weiteren Zusatzen wie 500 ng/mL TIMP-1, 2 upM Carbonyl-Cyanid-p-
Trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP), 1 yM Antimycin A, 10uM Compound C, 20 uM
Etomoxir, 3 uM BPTES oder 2 yM UK5099 verwendet wurden. Fur die Durchfiihrung des
Assays wurde zunachst das vorhandene Medium der Zellen abgesaugt und die Wells zweimal
mit vorgewarmtem PBS gewaschen. AnschlieRend wurden pro Well jeweils 100 uL Mastermix-
Ldsung mit den gewlnschten Zusatzen zugegeben. Danach wurde jedes Well vorsichtig mit
einem Tropfen vorgewarmtem Mineraldl aus dem Fatty Acid Oxidation Complete Assay Kit
uberschichtet, wobei darauf geachtet wurde, dass das Medium vollstandig luftdicht
verschlossen war und keine Blasenbildung stattfand. Die Messung erfolgte im Tecan Reader
unter folgenden Einstellungen: TR-Fluorescence Intensity-Modus, 4 h Messzeit mit Messung
alle 2 min, Anregung bei 380 nm, Emission bei 650 nm, Integrationszeit 100 ps, Lag-Zeit 30
us, Settle-Zeit 0 us, Z-Position 34.358 um.
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2.6. Molekularbiologische Methoden

2.6.1. RNA-Extraktion aus Gewebestiicken
RNA-EXxtraktion aus Lebergewebe

Um RNA aus humanem bzw. murinem Lebergewebe zu isolieren, wurde das tiefgefrorene
Gewebestick in ein Kryo-Reaktionsgefal® mit Silikondichtring uberfihrt und 1 mL auf 4 °C
gekihltes Trizol, sowie wenige Zirconeumsilicatkligelchen zugegeben. Der mechanische
Gewebeaufschluss erfolgte durch 10 s Rutteln im Minibeadbeater. Nach dem Aufschluss
wurde das Gewebehomogenisat auf Eis gelagert, bis alle Proben aufgeschlossen waren. Dann
wurden 200 yL Chloroform zugegeben und durch Vortexen gemischt. AnschlieBend wurden
die Proben fir 15 min bei 4 °C und 16.100 x g zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase der
zentrifugierten Probe wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal Gberfuhrt, in dem
500 uL Isopropanol vorgelegt war. Nach dem Vermischen durch Vortexen wurden die Proben
fur 10 min bei 4 °C und 16.100 x g zentrifugiert. Der Uberstand der zentrifugierten Proben
wurde verworfen und das Pellet wurde durch Zugabe von 1 mL 80 % Ethanol gewaschen.
Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 4 °C und 8.000 x g wurde der Uberstand griindlich
abgenommen und verworfen. Das RNA-Pellet wurde fir etwa 10 min im geoffneten
Reaktionsgefald unter Luftabzug getrocknet. Anschlieend wurden 150 pL nukleasefreies
Wasser zugegeben und die Probe wurde Gber Nacht bei 4 °C inkubiert, um ein vollstandiges
Lésen der RNA zu ermdglichen. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

RNA-EXxtraktion aus Pankreasgewebe

Die Extraktion von RNA aus murinem Pankreasgewebe erfolgte prinzipiell nach demselben
Protokoll, allerdings mit folgenden Anderungen: Zunachst wurde darauf geachtet, dass das
verwendete Pankreasgewebestick ausreichend klein, d.h. etwa so groR wie ein
Stecknadelkopf, war. Die Grolke des Pankreasgewebestlicks war aufRerst kritisch, da ein zu
groRes Gewebestlick zur Degradierung der RNA wahrend dem Gewebeaufschluss fuhrte und
ein zu kleines Gewebestlick zu wenig RNA lieferte. Um die gewlnschte Grofle des
Gewebesticks zu erhalten, wurde das tiefgefrorene Pankreasgewebe auf Trockeneis in 10 cm
Zellkulturschalen mithilfe eines Skalpells geschnitten. Alle daflir benétigten Utensilien wurden
zuvor fur etwa 1 h bei -80 °C gelagert, sodass ein Antauen des Gewebes verhindert wurde.
AnschlieRend wurde das stecknadelkopfgroRe Gewebestlick vorsichtig auf die Innenseite des
Deckels eines Kryo-Reaktionsgefaltes gelegt, der ebenfalls auf -80 °C vorgekuhlt und auf
Trockeneis gelagert wurde. Der Deckel wurde dann auf ein Kryo-Reaktionsgefall geschraubt,
das mit 1 mL Trizol und Zirconeumsilicatkigelchen beflllt und auf Eis gelagert war und
unmittelbar darauf in den Minibeadbeater eingespannt, sodass das Gewebe sofort durch

Ratteln fir 10 s mechanisch aufgeschlossen wurde. Anschliefend wurde die Probe mit
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Trockeneis Uberschichtet und dadurch eingefroren. Nachdem alle Proben aufgeschlossen und
eingefroren waren, wurden sie komplett in Eis versenkt, was ein langsames Auftauen der
Gewebehomogenisate ermoglichte. Die auf Eis aufgetauten Proben wurden dann fir 5 min bei
4 °C und 12 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein neues
Reaktionsgefal tberfuhrt, das mit 100 yL Chloroform beflllt war. Die folgenden Schritte

wurden analog des Protokolls der RNA Extraktion aus Lebergewebestiicke durchgefihrt.

2.6.2. RNA-Extraktion aus Zellen
Fir die RNA-Extraktion wurden differenzierte HepaRG Zellen in 6-Well Zellkulturschalen

verwendet. Nach Ende der Stimulationsdauer wurde das Medium abgesaugt, zweimal mit
kaltem PBS gewaschen und 500 uL Trizol pro Well zugegeben. AnschlieRend wurden die
Zellen mittels Zellschaber abgeldst und das Lysat wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefafd
uberfuhrt. Nach Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 uyL Chloroform
zugegeben und durch Vortexen gemischt. Die weiteren Schritte wurden analog des Protokolls

der RNA Extraktion aus Lebergewebestlicke (siehe Kapitel 2.6.1) durchgefihrt.

2.6.3. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die aus Gewebestlicken oder Zellen extrahierte RNA wurde fir 10 min auf 65 °C erhitzt und
anschliefend auf Eis gelagert. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration mit einem
Nanodrop, wurde die RNA durch Verdinnung mit nukleasefreiem Wasser auf eine
Endkonzentration von 100 ng/uL eingestellt.

Um die Integritat der RNA zu Uberprifen, wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt.
Daflir wurde die Apparatur zum Gielden eines Agarosegels zunachst fiir 30 min in 2 % Absolve
inkubiert und anschlieBend mit bidestillietem Wasser gespult. Ein TAE-Agarosegel wurde
hergestellt, indem 1 % (m/v) Agarose in TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst
wurde. Nachdem 2,5 uL SYBR Green pro 50 mL Agaroseldsung zugegeben wurden, wurde
die Lésung in die Apparatur gegossen und fir 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschitzt
gelagert. Anschlieffend wurden 5 pL der auf 100 ng/pL eingestellten RNA Probe mit 5 yL RNA
Ladepuffer gemischt und durch Gelelektrophorese fur 30 min bei 100 V im 1 %-Agarosegel
aufgetrennt. Die Analyse der Integritdt erfolgte durch Belichtung im ChemiDoc

Dokumentationssystem.

2.6.4. Reverse Transkription von RNA

Um die RNA durch reverse Transkription in cDNA umzuschreiben, wurden 10 uL der auf 100
ng/uL eingestellten RNA in einem 0,2 mL PCR-Reaktionsgefal® vorgelegt. Anschlief3end

wurden 10 pL einer Mastermix-Lésung zugegeben, die sich wie folgt zusammensetzte:
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Tabelle 10: Reaktionsansatz fiir die reverse Transkription.

Reagens

Volumen pro Reaktion [pL]

10-fach RT Puffer

25-fach dNTP Mix (100 mM)
10-fach RT Random Primers
MultiScribe Reverse Transkriptase
RNase Inhibitor

Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen pro Reaktion

2,0
0,8
2,0
1,0
1,0
3,2
10,0

Die reverse Transkription erfolgte in der PCR-Maschine mit folgendem Programm:

Tabelle 11: Programm der reversen Transkription.

‘Schritt1 ‘Schritt2 ‘Schritt3 ‘Schritt4

Temperatur [°C]

Zeit

25

10 min

37
120 min

85
5s

4

(e 0]

2.6.5. Genexpressionsanalyse mittels TagMan-Messung

Um die mRNA-Expression zu untersuchen, wurden die cDNA-Proben zunachst mit

nukleasefreiem Wasser 1:100 verdinnt. Von der 1:100 Verdiinnung ausgehend wurde zudem

eine 1:500 Verdinnung der cDNA hergestellt. Fir die Messung der Zielgenexpression (Tab.

5) wurden pro Probe in einem Dreifachansatz 10 yL der 1:100 Verdinnung pro Well in einer

96-Well PCR Platte vorgelegt. Fur die 18S-rRNA Referenzgenmessung wurde pro Probe in

einem Dreifachansatz 10 uL der 1:500 Verdinnung pro Well vorgelegt. AnschlieRend wurden

fur die Zielgenmessung und die 18S-rRNA Referenzgenmessung Mastermix-Losungen

gemal folgendem Pipettierschema (Tab. 12) hergestellt.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Mastermix-Losungen fiir die TagMan-Messung.

Reagens

Volumen pro Reaktion [pL]

18S rRNA Mastermix

Zielgen Mastermix

TagMan Mastermix
18S Primer-Probe-Mix
Nukleasefreies Wasser
Gesamtvolumen:
TagMan Mastermix
Primer links (100 pM)
Primer rechts (100 uM)
Probe (10 uM)
Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen:

12,50
1,25
1,25

15,00

12,50
0,25
0,25
0,25
1,75

15,00
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Mit einer Multipette wurden jeweils 15 uL der entsprechenden Mastermix-Lésung in jedes Well
der 96-Well PCR-Platte gegeben. Abschliefiend wurde die 96-Well PCR-Platte mit einer
Abdeckfolie luftdicht verschlossen und fur 10 s bei 800 x g zentrifugiert. Die TagMan-Messung

erfolgte im Real Time PCR-Gerat gemal folgendem Programm:
Tabelle 13: TagMan-Programm.

Schritt 1 | Schritt 2 40 Zyklen
Schritt 3 a ‘ Schritt 3 b
Temperatur [°C] 50 95 95 60
Zeit 2 min 10min 15s 60 s

2.6.6. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Kit

Die Proteinkonzentration im isolierten Zelllysat (siehe Kapitel 2.5.4) wurde mit Hilfe des Pierce
BCA Protein Assay Reagents bestimmt. Hierflr wurden die Zelllysate in einem Verhaltnis von
1:25 mit bidestilliertem Wasser verdinnt. AnschlieRend wurden 10 pyL der verdinnten
Zelllysate bzw. 10 yL der BSA-Proteinstandardverdiinnungen in Duplikaten auf einer 96-Well
Zellkulturplatte vorgelegt. Dann wurden 200 pyL der BCA-LOsung, die gemal
Herstellerangaben hergestellt wurde, pro Well hinzugegeben und die 96-Well Zellkulturplatte
wurde flir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Absorption der Proben bei 562 nm wurde im Tecan

Reader gemessen.

2.6.7. SDS-Gelelektrophorese und Western Blot-Analyse

Fur die Western Blot-Analyse wurde denaturiertes Proteinlysat verwendet (siehe Kapitel
2.5.4). Zur Denaturierung wurde das Zelllysat mit Laemmli-Puffer und bidestilliertem Wasser
gemischt, sodass alle zu analysierenden Proben auf eine Proteinkonzentration von 2 pg/uL
eingestellt waren. Es folgte eine Inkubation fur 5 min bei 95 °C. Anschlieend wurde das
denaturierte Zelllysat bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die SDS-Gelelektrophorese wurde mit 10 % SDS-Gelen durchgeflhrt. Die Zusammensetzung
des 10 % Trenn- bzw. Sammelgelpuffers ist Tabelle 4 zu entnehmen. Nach einer gruindlichen
Reinigung wurde der Trenngelpuffer in die Giel3vorrichtung gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach 30-minutiger Polymerisation wurde das Isopropanol abgekippt, der
Sammelgelpuffer auf das polymerisierte Trenngel gegossen und der Kamm eingefligt. Das
polymerisierte SDS-Gel wurde anschlielend in die Gelelektrophoresevorrichtung
eingespannt. Nachdem die Vorrichtung mit Elektrophoresepuffer (Tab. 4) gefiillt war, wurden
20 yL Proteinlysat (c = 2 pg/pL) pro Geltasche aufgetragen. Auflerdem wurde in eine
Geltasche 4 pL SDS-Langenstandard aufgetragen. In alle noch nicht befllliten Geltaschen
wurden 20 pL 1x Laemmli-Puffer, verdinnt in bidestilliertem Wasser, gefillt. Die
Gelelektrophorese wurde gestartet, indem zunachst fir 10 min eine Spannung von 70 V und

anschlieend fur etwa 2 h eine Spannung von 120 V angelegt wurde.
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Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden anschlielend mit Hilfe einer Semi-Dry-Blot
Apparatur und unter Verwendung des Blotting-Puffers (Tab. 4) auf eine Nitrozellulose-
Membran Ubertragen.

Zur Quantifizierung des Gesamtproteins wurde eine SYPRO Ruby Protein Stain Farbung
durchgefihrt. Daftr wurde die Membran fir 15 min in einem Puffer aus 10 % Methanol und
7 % Acetat inkubiert. AnschlieRend wurde viermal mit bidestilliertem Wasser fur je 1 min
gewaschen und schlief3lich fur 15 min lichtgeschitzt mit SYPRO Ruby Protein Stain gefarbt.
Zum Entfernen Uberschissiger Lésung wurde die Membran viermal fir je 1 min mit
bidestilliertem Wasser gewaschen. Die Belichtung der Membran erfolgte im
Geldokumentationsgerat. AnschlieRend wurde die Membran mittels Skalpells in geeignete
Abschnitte geschnitten. Die Membranteile wurden zunachst dreimal fir 5 min in TBS-T
gewaschen, um die SYPRO Ruby Farbung zu entfernen. Um die freien Proteinbindestellen auf
der Membran zu blockieren, wurden die Membranteile fir 1 h in Blocklésung (Tab. 4) inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 5 min mit TBS-T wurde der Primarantikérper, verdinnt
(Tab. 6) in Blocklésung, zugegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde
die Membran dreimal fir 5 min in TBS-T gewaschen. Es folgte die Zugabe des in Blockldésung
verdunnten Sekundarantikorpers (Tab. 6), eine Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur und ein
dreimaliges Waschen fir jeweils 5 min in TBS-T. Die Belichtung der Blots erfolgte unter
Verwendung des Clarity Western ECL Substrate Kits (Tab. 7) nach Herstellerangaben im

Geldokumentationsgeréat.

2.6.8. Signaling Array
Die Signaling Array-Analyse wurde durch Celina Eckfeld und Benjamin Schoeps (Institut fur
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat Mdinchen)
durchgefihrt. Die Array-Objekttrager wurden im GenePix 4100 A mithilfe der GenePix Pro 7
Software gescannt. Die Auswertung erfolgte mit der Excel-Software. Daflur wurde zunachst
vom Mittelwert der Fluoreszenzwerte jedes Targets der Mittelwert der Fluoreszenzwerte aller
negativen Kontrollen subtrahiert. AnschlieRend wurde der korrigierte mittlere Fluoreszenzwert
jedes Phospho-Targets (z.B. Phospho-AMPK Thr172) auf den Kkorrigierten mittleren

Fluoreszenzwert des zugehorigen Gesamtprotein-Targets (z.B. AMPK) normalisiert.

2.6.9. Enzyme-Linked Immunosorbant Assay (ELISA) zur

Quantifizierung von humanem bzw. murinem TIMP-1

Die TIMP-1 Proteinkonzentrationen in Blutplasmaproben von Patientinnen und Patienten bzw.
von Mausen wurden mit Hilfe des Human bzw. Mouse TIMP-1 DuoSet ELISA Kit (Tab. 7)

bestimmt. Die Durchfiihrung des ELISA erfolgte gemafl Herstellerangaben, wobei humane
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Plasmaproben in einer 1:500 Verdinnung und murine Plasmaproben in einer 1:7 Verdinnung

verwendet wurden.

2.6.10. Quantifizierung und Auswertung von Metaboliten in

murinen Gewebeproben mittels Targeted Metabolomics

Fir die Metabolomics Analysen wurden Gewebeproben verwendet, die sofort nach dem Tod
der Mause entnommen, in flussigem Stickstoff tiefgefroren, anschlief’end bei -80 °C und
wahrend des Transports zur Firma Biocrates (Innsbruck, Osterreich) auf Trockeneis gelagert
wurden. Die untersuchten Gewebeproben wurden von jeweils drei gesunden mannlichen
Wildtyp bzw. TIMP-1-defizienten Mausen, sowie von jeweils drei mannlichen TIMP-1-
kompetenten bzw. TIMP-1-defizienten KPC Mausen mit histologisch verifiziertem PDAC G2
bzw. G3 isoliert. Die Quantifizierung von Uber 500 Metaboliten in Leber-, Pankreas- und
Plasmaproben von Mausen erfolgte gemaf standardisierter Protokolle unter Verwendung des
MxP Quant 500 Kit (Tab. 7) durch den Hersteller (Biocrates, Innsbruck, Osterreich). Die Lipide
und Hexosen wurden nach einer Electrospray lonization (ESI) der Gewebeproben mittels Flow
Injection Analysis-Tandem Mass Spectrometry (FIA-MS/MS) quantifiziert, wohingegen
kleinere Molekile mittels Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)
quantifiziert wurden.

Fir die Auswertung der Metabolomics-Daten wurde fur jeden Metabolit der Median der
jeweiligen Gruppe, d.h. TIMP-1-kompetent gesund bzw. TIMP-1-defizient gesund bzw. TIMP-
1-kompetent PDAC bzw. TIMP-1-defizient PDAC, berechnet. Um statisch signifikante
Unterschiede zu finden, wurden die Mediane aller Metabolite derselben Metabolitklassen
zwischen den unterschiedlichen biologischen Gruppen bei normalverteilten Daten mittels
Paired Student’s t-Test bzw. bei nicht normalverteilten Daten mittels Wilcoxon Matched-Pairs

Signed Rank Test verglichen.

2.7. In silico Analysen publizierter Datensatze

2.7.1. Evaluierung von Transkriptomdaten (Moffitt et al., 2015)
aus dem Lebermetastasengewebe von PDAC-Patientinnen

und -Patienten

Um Geschlechtsunterschiede im Lebermetastasengewebe von PDAC-Patientinnen und
-Patienten zu finden, wurde der Transkriptomdatensatz der Moffitt Kohorte ausgewertet (Abb.
2.8). Zunachst wurde mittels Student’s t-Test fur jedes Gen Uberprift, ob sich dessen
hepatische Expression signifikant (p < 0,05) zwischen den weiblichen bzw. mannlichen
Populationen (Abb. 2.8, A) unterscheidet. Da es sich dabei um die Testung multipler
Hypothesen, die insgesamt mehr als 19.000 Gene umfassten, handelte, wurde anschlief3end
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eine Benjamini-Hochberg Prozedur angewendet (siehe Kapitel 2.8.1). Das Ausmal (engl. fold
change) des Expressionsunterschieds zwischen Manner und Frauen wurde als Verhaltnis der
Mediane beider Geschlechtergruppen berechnet.

Die Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) wurde nach dem Protokoll von Reimand et al.
(Reimand et al., 2019) unter Verwendung der Software Gene Set Enrichment Analysis (Tab.
8) durchgefiuhrt. Als Ausgangsmatrix wurde eine Liste aller Gene, deren Expression sich nach
Benjamini-Hochberg Korrektur signifikant zwischen beiden Geschlechtern unterschied,
erstellt. Diese 2836 geschlechtsabhangig exprimierten Gene wurden nach dem medianen
Expressionsunterschied der Manner im Verhaltnis zu den Frauen (engl. fold change male vs.
female) gewichtet. Der Referenzdatensatz (Human_GOBP_AlIPathways no_ GO _iea_
August_01_2020_symbol.gmt) wurde von der Website des Bader Lab
(http://download.baderlab.org/EM_Genesets/) bezogen. Die Ergebnisse der GSEA wurden mit
der Software Cytoscape (Tab. 8) visualisiert. Dies erfolgte mit Hilfe der Anwendung
.,Enrichment Map“, wobei alle Gene Sets mit einer Falscherkennungsrate (engl. false discovery
rate, FDR) < 0,01, einem normalisierten Enrichment Score (NES) > 2,00 bzw. < -2,00 und
mindestens zwei Verbindungen (engl. edges) zu anderen Gene Sets in die Visualisierung mit

einbezogen wurden.

2.7.2. Evaluierung von Transkriptomdaten (Bailey et al., 2012)
aus dem Pankreastumorgewebe von PDAC-Patientinnen

und -Patienten

Um Gene zu identifizieren, deren Expression sich im pankreatischen Primartumor von PDAC-
Patientinnen und -Patienten unterschied, wurde der Transkriptomdatensatz der Bailey Kohorte
(Abb. 2.7) ausgewertet. Zunachst wurde mittels Mann Whitney Test fir jedes Gen Uberpruft,
ob sich dessen Expression signifikant (p < 0,05) zwischen Frauen und Manner unterschied.
Da es sich dabei um die Testung multipler Hypothesen handelte, die insgesamt mehr als
16.500 Gene umfassten, wurde anschlie3end eine Benjamini-Hochberg Prozedur angewendet
(siehe Kapitel 2.8.1). Das Ausmal} (engl. fold change) des Expressionsunterschieds zwischen
Manner und Frauen wurde als Verhaltnis der Mediane beider Geschlechtergruppen berechnet.
Far die Identifikation mannerspezifisch hochregulierter TDSFs wurde alle Gene, die nach
Benjamini-Hochberg Korrektur im mannlichen Pankreasgewebe signifikant hoher exprimiert
waren als im weiblichen Pankreasgewebe, in der UniProt Datenbank (https://www.uniprot.org)
uberprift. Alle Gene, deren subzelluldre Lokalisierung (engl. subcellular localization) als

.secreted” oder ,secretory vesicle“ annotiert war, wurden als TDSFs definiert.
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2.7.3. Evaluierung von Transkriptom- und ATAC-
Sequenzierungsdaten (Dhara et al., 2021) aus humanen

Pankreastumorzellen

Um die DNA-Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens in Pankreastumorzellen, die aus dem
Primartumor von PDAC-Patientinnen und -Patienten isoliert wurden, mit der RNA-Expression
von TIMP-1 und dem rezidivfreien Uberleben zu korrelieren, wurde der RNA- und ATAC-
Sequenzierungsdatensatz der Dhara Kohorte (Abb. 2.9) ausgewertet. Als DNA-Zuganglichkeit
des TIMP-1 Gens wurde dabei der ATAC-Seq Peak auf dem X-Chromosom mit Beginn bei
47.441.399 Basenpaaren (bp) und Ende bei 47.441.965 bp definiert, da das TIMP-1 Gen auf
dem humanen Referenzgenom hg19 auf Position chrX:47.441.835 bis chrX:47.446.188
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TIMP1) annotiert ist. Fur die Analysen
wurde pro Probe jeweils der Mittelwert der in Duplikaten gemessenen ATAC-Seq Peaks von
TIMP-1 verwendet.

2.7.4. Evaluierung von Transkriptom- und ATAC-
Sequenzierungsdaten (Alonso-Curbelo et al., 2021) aus

murinen Pankreasepithelzellen
Fir die Analyse der DNA-Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens und der TIMP-1 mRNA-Expression

in Pankreasepithelzellen, die aus mannlichen gesunden Kontrollmausen bzw. Caerulein
behandelten Mausen oder PDAC-erkrankten Mausen (KP"C-Mausmodell) isoliert wurden,
wurde der ATAC- bzw. RNA-Sequenzierungsdatensatz von Alonso-Curbelo et al. (Alonso-
Curbelo et al., 2021) verwendet. Die Datensatze wurden Uber die Website des Journals Nature
(https://www.nature.com/articles/s41586-020-03147-x, ,Supplementary Table 2“ und
~Supplementary Table 5°) bezogen. Die Expressionsanderungen (engl. fold changes),
Standardfehler und bereinigten p-Werte der TIMP-1 mRNA-Expression und der DNA-
Zuganglichkeit des Transkriptionsstarts bzw. der Promotorregion des Timp 1 Gens wurden aus

diesen offentlich zuganglichen Datensatzen ibernommen (Alonso-Curbelo et al., 2021).

2.8. Statistische Analysen
2.8.1. Allgemeine Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen in dieser Arbeit wurden mit der Software IBM SPSS Statistics oder
GraphPad Prism (Tab. 8) durchgefihrt. Es handelte sich ausschlieRlich um zweiseitige
statistische Tests und eine Signifikanz wurde angenommen, sobald der p-Wert unter oder
gleich dem Schwellenwert 0,05 war. Normalverteilungen von Gruppen wurden mittels Shapiro-

Wilk Test bestimmt. Korrelationen zwischen quantitativen Variablen wurden mit Hilfe der
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Spearman Korrelation untersucht, da keine Normalverteilung vorlag. Sofern keine weitere
Information genannt ist, wurden zwei Gruppen mittels Student’s t-Test im Falle einer
Normalverteilung bzw. mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney Test im Falle nicht
normalverteilter Daten verglichen. Ein Paired Student’s t-Test wurde verwendet, um die 5-, 3-
und 1-Jahreslberlebensraten von Pankreaskrebspatientinnen und -patienten zu vergleichen.
Der nicht-parametrische Wilcoxon Test wurde verwendet, um die Expression der mRNA-
Signatur prometastatischer Gene im Lebergewebe von weiblichen und mannlichen KPC-
Mausen zu vergleichen, da die Daten nicht normalverteilt waren. Die SAA1 mRNA-Expression
in TIMP-1-behandelten HepaRG Zellen wurde mit einem One-Sample t-Test gegen den
Referenzwert 1 evaluiert. Der Chi-Square (%) Test wurde verwendet, um Unterschiede beim
gewebespezifischen Auftreten synchroner Metastasen zwischen Pankreaskrebs-erkrankten
Frauen und Mannern zu vergleichen.

Bei der Durchflhrung einer gro3en Anzahl statistischer Tests ergibt sich die Problematik, dass
alleine durch Zufall einige p-Werte geringer als der Schwellenwert 0,05 sind, obwohl
moglicherweise alle Nullhypothesen wahr sind (McDonald, 2014). Daher wurde bei der
Testung multipler Hypothesen im Zuge der Genexpressionsanalysen zusatzlich die Benjamini-
Hochberg Prozedur (Benjamini und Hochberg, 1995) angewendet. Daflir wurde eine Rangliste
mit allen Genen, geordnet nach dem p-Wert (siehe Kapitel 2.7.1 und 2.7.2) und beginnend mit
dem kleinsten p-Wert, erstellt. Gene, deren p-Wert identisch war, wurden anhand der
Expressionsanderung (engl. fold change) und beginnend mit der gréRten
Expressionsanderung untergeordnet. AnschlieRend wurde fur jedes Gen der Benjamini-
Hochberg kritische Wert (BHKW) nach der Formel

Rang des jeweiligen Gens

BHKW=< )x FDR

Gesamtzahl der Gene

berechnet. Dabei wurde eine FDR von 0,5 angenommen, um keinen tbermafigen Verlust von
Information zu haben (McDonald, 2014). Gene wurden als signifikant differenziell exprimiert
angenommen, wenn die folgenden beiden Kriterien erflllt waren: i) der p-Wert der initialen
statistischen Analyse war < 0,05 und ii) der p-Wert war kleiner als der BHKW des Gens (p <
BHKW) oder der p-Wert des Gens war kleiner als der p-Wert eines anderen Gens, fir das p <
BHKW galt (McDonald, 2014).

2.8.2. Zwei-Schritt Cluster Analyse
Die Zwei-Schritt Cluster Analyse wurde mit der Software IBM SPSS Statistics (Tab. 8)

durchgefihrt und angewendet, um eine Population (z.B. PDAC-Patienten) anhand einer
kontinuierlichen Variablen in bestimmte natirliche Untergruppen einzuteilen. Dabei wurden die
TIMP-1-Spiegel, quantifiziert als mRNA oder Protein im Pankreastumor bzw. als Protein im
Blutplasma, als , kontinuierliche Variable definiet und das Schwarz-Bayes-

Informationskriterium wurde als ,Clusterkriterium“ ausgewahlt. Die Anzahl der Untergruppen
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bzw. Cluster wurde definiert als ,automatisch bestimmen®, d.h. die Zwei-Schritt Cluster
Analyse lieferte die optimale Anzahl an Untergruppen einer Population in einer
unvoreingenommenen (engl. unbiased) Weise. Es ist wichtig darauf hinzuweisen, dass die
Gruppierung von Pankreaskrebspatientinnen und -patienten mit der Zwei-Schritt Cluster
Analyse ausschlie3lich abhangig von den jeweiligen TIMP-1-Spiegeln und véllig unabhangig
vom Uberleben der Erkrankten war. Diese Art der Klassifizierung steht im Gegensatz zu
anderen Gruppierungsmethoden, wie bspw. der maximally selected log-rank Statistik (Hothorn
und Zeileis, 2008), bei der Populationen anhand eines Grenzwerts unterteilt werden, der die

Untergruppen optimale beziiglich des Uberlebens separiert.

2.8.3. Statistische Evaluierung des Uberlebens

Zeitabhangige Uberlebenswahrscheinlichkeiten von KPC-M&usen bzw. von Pankreaskrebs-
erkrankten Frauen und Mannern wurden mit der Kaplan-Meier Methode evaluiert. Der Log-
Rank Test (auch Mantel-Cox Test) wurde angewendet, um statistisch signifikante
Unterschiede zwischen zwei unabhangigen Untergruppen zu identifizieren. Die Cox-
Regressionsanalyse wurde angewendet, um das Risikoverhéltnis (engl. hazard ratio, HR)
inklusive der zugehoérigen 95 % Konfidenzintervalle zwischen zwei unabhangigen

Untergruppen zu evaluieren.

2.9. Zulassung der klinischen und tierexperimentellen Studien

Die durchgefuhrten klinischen Analysen wurden vom Ethikkomitee der Medizinischen Fakultat
der Technischen Universitat Minchen, Minchen, Deutschland, (#1946/07, #409/16S) bzw.
dem University Health Network Research Ethics Board, Toronto, Kanada (#03-0049, #15-
9596, #17-6106) zugelassen. Alle Teilnehmerinnen und Teilnehmer wurden vor der Aufnahme
in die klinische Studie Uber deren Ablauf informiert und stimmten einer Beteiligung an der
Studie schriftlich zu. Alle klinischen Daten wurden in einem pseudonymisierten Datensatz
gespeichert und evaluiert, sodass keine Ruckschlusse auf die jeweiligen Personen mdglich
waren.

Alle Tierexperimente wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (ROB-55.2-

2532.Vet_02-17-146) und gemal dem Tierschutzgesetz des Freistaates Bayern durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Wesentliche Teile dieser Doktorarbeit wurden bereits in einem Artikel im Journal of
Experimental Medicine (Hermann et al, 2021) verdffentlicht. Ein Verweis auf die

Veroéffentlichung ist der jeweiligen Abbildungslegende zu entnehmen.

3.1. Geschlechtsunterschiede beim Uberleben und der

Lebermetastasierung von Pankreaskrebs

3.1.1. Verkirztes Gesamtuberleben bei Pankreaskrebs beim

mannlichen Geschlecht

Um erste Hinweise darauf zu bekommen, ob es Unterschiede zwischen den biologischen
Geschlechtern bei der Pankreaskrebserkrankung gibt, wurde zunachst das Gesamtiberleben
von Pankreaskrebserkrankten verglichen (Hermann et al., 2021). Die Auswertung eines
101.357 Pankreaskrebspatientinnen und 101.227 -patienten umfassenden Datensatzes des
ECIS zeigte ein verkurztes relatives, d.h. das geschlechts- und altersstandardisiertes,
Uberleben von Mannern im Vergleich zu Frauen (Abb. 3.1, A). Zuséatzlich zu diesem
Geschlechtsunterschied bei Pankreaskrebspatientinnen und -patienten konnte auch im KPC-
Mausmodell ein verringertes Gesamtuberleben mannlicher Mause mit PDAC im Vergleich zu
weiblichen Mausen beobachtet werden (Abb. 3.1, B).

A, . B
Sl —e— 1-Jahres Uberleben
= - —100 —e-Weibli 5 -
: \ -e-3-Jahres Uberleben 4 2 - W?'bl'lc’he Ma"use (n=22)
§ -e- 5-Jahres Uberleben & = —— Ménnliche Mé&use (n = 34)
o 20 8x
= —-
E 22
g 55 50
Q - E -
¢ °1 T 52
2 e 85
5 =
o) ——-
14 0 -— 0 T . 1 .
Frauen Manner 0 30
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Abbildung 3.1: Pankreaskrebs-erkrankte Manner bzw. mannliche Mause sterben friiher als Frauen bzw.
weibliche Miuse. (A) Relative 1-, 3- und 5-Jahres Uberlebensraten von Frauen (n = 101.357) bzw. Ménnern (n =
101.227) mit Pankreaskrebs. Die Daten wurden von der ECIS-Datenbank bezogen. Ein Paired Student’s t-Test
wurde verwendet. (B) Gesamtiiberleben von weiblichen (n = 22) bzw. mannlichen (n = 34) PDAC-erkrankten KPC-
Mausen. Log-Rank Test wurde verwendet. *, p < 0,05 (A, B). (A, B) wurden entnommen und modifiziert aus
(Hermann et al., 2021).

3.1.2. An Pankreaskrebs erkrankte Manner entwickeln haufiger

und schneller Lebermetastasen als Frauen

Da die Metastasierung das Uberleben von Krebserkrankten maRgeblich bestimmt (Steeg,

2016), wurde im nachsten Schritt die Metastasenentwicklung in Abhangigkeit des biologischen
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Geschlechts untersucht (Hermann et al., 2021). Manner, die bereits mit einem metastasierten
Pankreaskrebs diagnostiziert wurden (M1-Status, Abb. 2.1), wiesen haufiger synchrone
Metastasen in der Leber im Vergleich zu Frauen mit identischem Erkrankungsstadium auf
(Abb. 3.2, A). Im Gegensatz dazu konnten keine Geschlechtsunterschiede beim Auftreten von
synchronen Metastasen in Lymphknoten (Abb. 3.2, B), Lunge (Abb. 3.2, C) oder Peritoneum
(Abb. 3.2, D) beobachtet werden.

A Lebermetastasen B Lymphknotenmetastasen C Lungenmetastasen
M1 Pankreaskrebs M1 Pankreaskrebs M1 Pankreaskrebs
Frauen (n=18) Manner (n = 23 " Frauen (n=18) Manner (n= 23) Frauen Manner (n= 23)
I Ja I Ja I Ja
1 Nein INein I Nein
D Peritoneummetastasen Abbildung 3.2: Pankreaskrebspatienten weisen haufiger
M1 PankreaSKFebS synchrone Lebermetastasen auf als Pankreaskrebspatientinnen.
——— 18) Vanmer n=23) (A-D) Der Anteil von Frauen (n = 18) bzw. Mannern (n = 23), die zum

Zeitpunkt der Diagnose des metastatischen Pankreaskrebses (M1-

Status, UICC Stadium IV) synchrone Metastasen (Ja) bzw. keine

synchronen Metastasen (Nein) in der Leber (A), in den Lymphknoten

(B), in der Lunge (C), bzw. im Peritoneum (D) aufwiesen. Chi-Square

(x?) Test wurde verwendet. *, p < 0,05. (A — D) wurden entnommen und
Ml Ja modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

CINein

AnschlieRend wurde das ortsspezifische Wiederauftreten der Pankreaskrebserkrankung in
denjenigen Patientinnen und Patienten untersucht, die zum Zeitpunkt der Diagnose keine
Metastasen auswiesen (MO-Status) und mittels potentiell kurativer Resektion des
pankreatischen Primartumors behandelt wurden (Abb. 2.6). In diesen Erkrankten traten nach
Entfernen des Primartumors neue Tumore im Pankreas (Abb. 3.3, A), in Lymphknoten (Abb.
3.3, B), in Lunge (Abb. 3.3, C) bzw. im Peritoneum (Abb. 3.3, D) vergleichbar haufig zwischen
Frauen und Mannern auf. Demgegenuber entwickelten Manner signifikant haufiger und friiher
als Frauen metachrone Metastasen in der Leber (Abb. 3.3, E). Insgesamt zeigen diese Daten
die Existenz von Geschlechtsunterschieden beim Pankreaskrebs, namlich, dass das
verringerte Uberleben des mannlichen Geschlechts mit einem h&ufigeren Auftreten von
synchronen und metachronen Metastasen spezifisch in der Leber assoziiert ist (Hermann et
al., 2021).
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Abbildung 3.3: PDAC-Patienten entwickeln nach
Primdrtumorresektion haufiger metachrone
Lebermetastasen als PDAC-Patientinnen. (A-E)
Rezidiventwicklung in Pankreas (A), Lymphknoten (B),
Lunge (C), Peritoneum (D), bzw. Leber (E) von PDAC-
Patientinnen (n = 106) oder PDAC-Patienten (n = 112),
die zum Diagnosezeitpunkt keine Metastasen
aufwiesen (MO-Status) und mit Primartumorresektion
behandelt wurden. (A-E) Log-Rank Test wurde als
statistische ~ Methode  verwendet. (E) Cox-
Regressionsanalyse wurde fiir die Berechnung des

HR inkl. 95 % Konfidenzinterval verwendet. *, p < 0,05. (A — E) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann
etal., 2021).

3.2. Mannerspezifische Bildung einer metastasierungsfordernden

Nische in der Pankreaskrebs-konditionierten Leber

3.2.1. Erhohte Expression metastasierungsfordernder Gene in

der Leber von Mannern mit Pankreaskrebs

Der Organotropismus der Krebsmetastasierung wird mafgeblich durch die Bildung

organspezifischer metastasierungsférdernder Nischen bestimmt (Hoshino et al., 2015). Da die

Geschlechtsunterschiede spezifisch bei der Metastasierung des Pankreaskarzinoms in die

Leber, aber nicht in andere Organe bzw. Gewebe beobachtet werden konnten (Abb. 3.2 und

Abb. 3.3), wurde nun untersucht, ob es molekulare Hinweise auf eine geschlechtsabhangige

Bildung einer metastasierungsfordernden Nische speziell in der Leber gibt (Hermann et al.,
2021). Dafur wurde ein veroffentlichter Transkriptom-Datensatz (Moffitt et al, 2015)

ausgewertet, der RNA Expressionsdaten aus Lebermetastasengewebe von insgesamt 23

Pankreaskrebs-patientinnen und -patienten beinhaltete (Abb. 2.8). Es wurden 2.836 Gene
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identifiziert, deren Expression sich im Lebergewebe signifikant zwischen den Geschlechtern
unterschied (Abb. 3.4, A, B). Um eine erste Vorstellung davon zu bekommen, in welchen
biologischen Prozessen diese geschlechtsspezifisch exprimierten Gene eine Rolle spielen,
wurde eine GSEA durchgefuhrt (Abb. 3.4, A). Die GSEA zeigte, dass vor allem diejenigen
Gene im Lebermetastasengewebe von Mannern im Vergleich zu Frauen hochreguliert waren,
die in Fibrose- (z.B. Umstrukturierung der EZM), Immun- (z.B. Entzindungsantwort,
Chemotaxis myeloider Zellen) und Lipidkatabolismus-assoziierten Prozessen involviert sind
(Abb. 3.4, A). Bei genauer Betrachtung der geschlechtsspezifisch exprimierten Gene wurde
eine mRNA-Signatur identifiziert (Abb. 3.4, B), die verstarkt im mannlichen Lebermetastasen-
gewebe exprimiert wurde und Markergene fur prometastatische Hepatozyten, Makrophagen,
Myofibroblasten und hamatopoetischen Zellen umfasste (Abb. 1.2).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sich die Expression dieser
metastasierungsfordernden Gene im Lebergewebe durch eine Pankreaskrebserkrankung
verandert. Tatsachlich wurden alle Gene der metastasierungsférdernden mRNA-Signatur bei
mannlichen KPC-Mausen im Zuge der PDAC-Erkrankung in der Leber hochreguliert (Abb. 3.4,
C). Im Gegensatz dazu wurden nur wenige prometastatischen Gene im Lebergewebe
weiblicher KPC-Mause mit PDAC zu einem geringeren MalRe hochreguliert, die Expression
anderer Gene blieb bei Weibchen konstant bzw. wurde sogar herunterreguliert (Abb. 3.4, C).
Zusammengefasst deuteten diese Transkriptomdaten an, dass es wahrend der
Pankreaskrebserkrankung spezifisch beim mannlichen Geschlecht zur Bildung einer

metastasierungsférdernden Nische in der Leber kommt (Hermann et al., 2021).

3.2.2. Verstarkte Kolonisierung der Pankreaskrebs-
konditionierten Leber durch metastatische Tumorzellen bei

mannlichen Mausen

AnschlieRend wurde mittels experimenteller Metastasierung Uberpruft, ob es
geschlechtsspezifische  Unterschiede bei der metastatischen Kolonisierung der
Pankreaskrebs-konditionierten Leber gibt. Weder in weiblichen PDAC-erkrankten KPC-
Mausen (Abb. 3.5, A), noch in weiblichen Caerulein behandelten Mausen (Abb. 3.5, B) konnte
eine veranderte Bildung von hepatischen Makrometastasen im Vergleich zu Kontrollweibchen
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wiesen mannliche PDAC-erkrankte KPC-Mause
(Abb. 3.5, A) und mannliche Caerulein behandelte Mause (Abb. 3.5, B) eine stark erhohte
Bildung von Makrometastasen in der Leber sowohl im Vergleich zu mannlichen
Kontrollmausen, als auch im Vergleich zu weiblichen PDAC-erkrankten bzw. Caerulein
behandelten Mausen auf. Im Einklang mit den Befunden der Transkriptomanalysen zeigten
diese Ergebnisse, dass es beim Pankreaskrebs zur mannerspezifischen Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber kommt (Hermann et al., 2021).
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Abbildung 3.5: Die Pankreaskrebs-konditionierte Leber mannlicher Mause ist empfanglicher fiir
experimentelle Lebermetastasen. (A) Quantifizierung hepatischer Makrometastasen nach intravendser
Inokulation pankreatischer Tumorzellen in Kontrollmause (weiblich: n = 3, mannlich: n = 4) bzw. KPC-Mause
(weiblich: n =4, mannlich: n = 4). Student’s t-Test bzw. Mann Whitney Test wurden angewendet. (B) Quantifizierung
hepatischer Makrometastasen im Verhaltnis zu Gesamtlebermetastasen (Makro- + Mikrometastasen) nach
intravendser Inokulation pankreatischer Tumorzellen in PBS- (weiblich: n = 5, mannlich: n = 6) bzw. Caerulein
behandelte (weiblich: n = 6, mannlich: n = 6) Mause. Student’s t-Test wurde angewendet. (A, B) Mittelwert + SEM.
*, p <0,05; ***, p<0,001. (A, B) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).
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3.3. TIMP-1 als mannerspezifisch hochregulierter Faktor bei

Pankreaskrebs
3.3.1. TIMP-1 ist der sezernierte Faktor mit der starksten

mannerspezifisch erhohten MRNA-Expression im

Pankreastumor
Die Bildung metastasierungsférdernder Nischen in entfernten Organen wird durch TDSFs
induziert (Peinado et al., 2017). Um denjenigen Faktor zu identifizieren, der ursachlich fur die
mannerspezifische Bildung der prometastatischen Lebernische beim Pankreaskrebs ist,
wurde nach Genen gesucht, die verstarkt im Pankreastumorgewebe von Mannern exprimiert

werden und fUr sezernierte Proteine kodieren (Hermann et al., 2021). Dafur wurde ein

veroffentlichter Transkriptomdatensatz (Bailey et al, 2016) ausgewertet, der RNA-

Expressionsdaten aus Pankreastumorgewebe von 33 Patientinnen und 34 Patienten umfasste
(Abb. 2.7). Insgesamt wurden 470 Gene identifiziert, deren Expression sich im Pankreastumor
signifikant zwischen den biologischen Geschlechtern unterschied (Abb. 3.6, links). Nur
wenige dieser geschlechtsspezifisch exprimierten Gene kodierten fur sezernierte Proteine,

wobei TIMP-1 als der tumorsezernierte Faktor identifiziert wurde, der am starksten in Mannern

im Vergleich zu Frauen hochreguliert war (Abb. 3.6, rechts).
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Abbildung 3.6: TIMP-1 ist der am starksten mannerspezifisch erhoht exprimierte tumorsezernierte Faktor
in humanen Pankreastumoren. Geschlechtsabhangige Genexpression im Pankreastumorgewebe von Frauen (n
= 33) bzw. Mannern (n = 34). Der Mann-Whitney Test und die Benjamini-Hochberg-Prozedur wurden angewendet.
Die mediane Genexpression bei Frauen bzw. Mannern wurde fiir die Berechnung des x-fachen
Expressionsverhaltnisses verwendet. Diese Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al.,

2021).

3.3.2. Die mannerspezifische Hochregulation von TIMP-1 in
Pankreastumorzellen ist mit einer erhohten Zuganglichkeit

des Timp-1 Gens assoziiert

Als nachstes wurde die Expression des Kandidaten TIMP-1 im Verlauf einer
Pankreaskrebserkrankung genauer untersucht (Hermann et al., 2021). Wahrend weibliche
KPC-Mause mit PDAC keine erhohte TIMP-1 mRNA-Expression im Pankreasgewebe im

Vergleich zu gesunden weiblichen Kontrollmausen aufwiesen (Abb. 3.7, A), zeigten mannliche
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PDAC-erkrankte Mause eine erhdhte pankreatische TIMP-1 mRNA-Expression verglichen zu
mannlichen Kontrolltieren (Abb. 3.7, A). Analog dazu konnte beim Caerulein basierten
Mausmodell beobachtet werden, dass es bereits 24 Stunden nach Beginn der Caerulein-
Injektionen (Abb. 2.10, A) in mannlichen Mausen zu einer deutlichen und signifikanten
Hochregulation der pankreatischen TIMP-1 mRNA-Expression verglichen zu PBS-
behandelten Kontrolltieren kommt (Abb. 3.7, B). Im Gegensatz dazu wiesen weibliche
Caerulein behandelte Mause nur eine geringe trendweise, aber nicht statistisch signifikante
Hochregulation der TIMP-1 Expression im Pankreasgewebe im Vergleich zu PBS-behandelten
Kontrollweibchen auf (Abb. 3.7, B). Auf zellularer Ebene wiesen epitheliale Azinuszellen, die
in der Nahe von geschadigtem Pankreasgewebe lokalisiert waren, die hochste TIMP-1
Proteinmengen auf (Abb. 3.7, C).

Epigenetische Veranderungen in exokrinen pankreatischen Epithelzellen treten bereits friih
bei der Bildung des Pankreaskarzinoms auf und tragen mafigeblich zur veranderten
Genexpression im erkrankten Pankreasgewebe bei (Abb. 1.1). Daher wurde untersucht, ob
eine erhdhte pankreatische Expression von TIMP-1 mit epigenetischen Veranderungen des
Timp-1 Gens assoziiert ist (Hermann et al., 2021). Daflur wurde ein verdffentlichte Datensatz
(Alonso-Curbelo et al, 2021) ausgewertet, der sowohl RNA- als auch ATAC-
Sequenzierungsdaten von exokrinen Pankreasepithelzellen, die aus mannlichen Caerulein
behandelten Ma&use, mannlichen PDAC-erkrankten KP"C-Mausen bzw. maénnlichen
Kontrolltieren isoliert wurden, beinhaltete. Tatsachlich wiesen sowohl mannliche exokrine
Pankreasepithelzellen nach Caerulein-Behandlung, als auch mannliche Pankreastumorzellen
eine signifikant erhéhte TIMP-1 mRNA-Expression auf (Abb. 3.7, D). Die erhéhte TIMP-1
MRNA-Expression war assoziiert mit einer erhdhten Zuganglichkeit des Promotors und des
Transkriptionsstarts des Timp-1 Gens in diesen pankreatischen Epithelzellen (Abb. 3.7, E),
wohingegen eine nichtregulatorische Genomregion in der Nahe des Timp-1 Gens keine
veranderte DNA-Zuganglichkeit aufwies (Abb. 3.7, E).

3.3.3. Bei Pankreaskrebs steigen TIMP-1-Plasmaspiegel nur

beim mannlichen Geschlecht an

Da ein tumorsezernierter Faktor Uber die Blutbahn auf entfernte Organe wirkt, wurden die
TIMP-1 Spiegel im Blutplasma in Abhangigkeit pankreatischer Erkrankungen untersucht
(Hermann et al., 2021). Sowohl im genetisch modifizierten KPC-Mausmodell (Abb. 3.8, A), als
auch im induzierbaren Caerulein basierten Mausmodell (Abb. 3.8, B) konnte bei mannlichen
Tieren eine starke dosisabhangige Korrelation zwischen der TIMP-1 mRNA-Expression im
Pankreasgewebe und den TIMP-1-Plasmaspiegeln beobachtet werden. Demgegenlber

wiesen weibliche Mause keine Korrelation zwischen pankreatischer TIMP-1
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Abbildung 3.7: Die mannerspezifische Hochregulation der TIMP-1-Expression wahrend der
Pankreaskrebsprogression ist assoziiert mit einer verbesserten Zuganglichkeit des Timp-1 Gens in
Pankreasepithelzellen. (A, B) TIMP-1 mRNA-Expression normalisiert zur 18S rRNA-Expression im
Pankreasgewebe gesunder weiblicher (n = 4) oder mannlicher (n = 3), sowie PDAC-erkrankter weiblicher (n = 4)
oder mannlicher (n = 4) KPC-Mause bzw. im Pankreasgewebe PBS-behandelter (-) weiblicher (n = 5) oder
mannlicher (n = 4) sowie Caerulein behandelter (+) weiblicher (n = 3) oder mannlicher (n = 5) Mause. Mann-Whitney
Test (A) bzw. Student’s t-Test (B) wurde angewendet. Median + Interquartilsabstand (A, B). (C) Reprasentative
Bilder einer immunhistochemischen TIMP-1 (rot) Farbung (oben) bzw. einer H&E-Farbung (unten) in
Serienschnitten vom Pankreasgewebe einer mannlichen Maus, die 24 h nach erster Caerulein-Injektion erlost
wurde. Die TIMP-1-Expression ist in denjenigen exokrinen Pankreaszellen erhoht, die in der Nahe toter Zellen
(weilke Pfeile) im geschadigten Pankreasgewebe (unter gepunkteter Linie) lokalisiert sind. MaRstabsbalken, 100
pm. Die immunhistochemische Farbung von TIMP-1 erfolgte durch Dr. Enkhtsetseg Munkhbaatar (Klinik und
Poliklinik fur Chirurgie, Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen). (D, E) Relative mRNA-
Expression von TIMP-1 (D) und relative DNA-Zuganglichkeit des Transkriptionsstarts (TSS), sowie der
Promotorregion 1.553 Basenpaare (bp) vor dem TSS des Timp-1 Gens bzw. einer nichtregulatorischen Region
6.118 bp vor dem TSS des Timp-1 Gens in exokrinen Pankreasepithelzellen isoliert aus mannlichen
Kontrolimausen, Caerulein behandelten Mausen bzw. PDAC-erkrankten KP'C Ma&usen. Mittelwert + SEM.
Statistische Informationen (bereinigter p-Wert) wurden vom verdffentlichten RNA- bzw. ATAC-
Sequenzierungsdatensatz ibernommen (Alonso-Curbelo et al., 2021). *, p < 0,05; ***, p < 0,001 (A, B, D, E). (A —
E) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

mRNA-Expression und TIMP-1-Plasmaspiegeln auf (Abb. 3.8, A, B). Dartiber hinaus wurde
in mannlichen KPC-Mausen mit frihen und fortgeschrittenen Stadien des PDAC erhohte
TIMP-1-Plasmaspiegel im Vergleich zu gesunden Mannchen festgestellt (Abb. 3.8, C),
wohingegen weibliche KPC-Mause keine veranderten TIMP-1-Spiegel im Blutplasma in
Prasenz von PDAC aufwiesen (Abb. 3.8, C). Analog dazu zeigten nur mannliche, aber keine
weiblichen Caerulein behandelten Mause einen Anstieg der Plasma TIMP-1 Spiegel im
Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren (Abb. 3.8, D). Auch im humanen Kontext
konnten nur bei PDAC-Patienten erhohte TIMP-1-Plasmaspiegel im Vergleich zu
Kontrollprobanden beobachtet werden (Abb. 3.8, E). PDAC-erkrankte Frauen wiesen keine

veranderten Plasma TIMP-1 Spiegel im Vergleich zu Kontrollprobandinnen auf (Abb. 3.8, E).
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Dartber hinaus ist anzumerken, dass der Basiswert von TIMP-1 im Blutplasma gesunder

Frauen im Vergleich zu gesunden Mannern erhéht war (Abb. 3.8, E).
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Abbildung 3.8: Die mannerspezifische Hochregulation der pankreatischen TIMP-1 mRNA-Expression
korreliert mit einer mannerspezifischen Erhohung der TIMP-1-Plasmaspiegel bei der
Pankreaskrebsprogression. (A, B) Korrelation der relativen pankreatischen TIMP-1 mRNA-Expression mit den
TIMP-1-Plasmaspiegeln in weiblichen (n = 8) bzw. mannlichen (n = 7) KPC-Mausen (A), sowie in weiblichen (n =
8) bzw. mannlichen (n = 9) PBS- oder Caerulein behandelten Mausen (B). Spearman Korrelation wurde
angewendet. (C) TIMP-1-Plasmaspiegel in weiblichen (n = 5) bzw. mannlichen (n = 5) gesunden Kontrollmausen,
sowie in weiblichen (+: n = 3, ++: n = 5) bzw. mannlichen (+: n = 7, ++: n = 5) KPC-Mausen mit friihen (+) bzw.
fortgeschrittenen (++) PDAC-Stadien. (D) TIMP-1-Plasmaspiegel in weiblichen (n = 8) bzw. mannlichen (n = 8)
PBS-behandelten Mausen, sowie in weiblichen (n = 9) bzw. mannlichen (n = 10) Caerulein behandelten Mausen,
die 24 h nach der ersten Injektion erlést wurden. (E) TIMP-1-Plasmaspiegel in gesunden Frauen (n = 5) bzw.
Mannern (n = 7), sowie in Frauen (n = 17) bzw. Mannern (n = 14) mit PDAC (UICC-Stadien | und II). Mittelwert +
SEM (C, D) bzw. Median + SEM (E). Student’s t-Test wurde angewendet (C — E). *, p < 0,05; **, <0,01; p ***, p <
0,001 (A — E). (A — E) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

3.4. Die Geschlechtsunterschiede bei der Lebermetastasierung und

beim Uberleben von Pankreaskrebs sind TIMP-1-abhangig
Es konnte beobachtet werden, dass es beim Pankreaskrebs einerseits zur
mannerspezifischen Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der Leber kommt und
andererseits mit TIMP-1 ein TDSF eine mannerspezifische Expression aufweist, der in
vorherigen Studien als lebermetastasierungsférdernd beschrieben wurde. Daher wurde nun
uberpruft, ob die verstarkte Lebermetastasierung bei Mannern abhangig von der

mannerspezifischen Hochregulation von TIMP-1 war (Hermann et al., 2021).
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3.4.1. Die mannerspezifisch erhohte Expression
metastasierungsfordernder Gene in der Pankreaskrebs-

konditionierten Leber ist TIMP-1-abhangig

Tatsachlich konnte bei mannlichen Mausen eine Korrelation der TIMP-1-Plasmaspiegel mit
der hepatischen SAA1 und SAA2 mRNA-Expression, also den am starksten induzierten
metastasierungsférdernden Genen (Abb. 3.4, C), sowohl beim KPC-Mausmodell (Abb. 3.9,
A), als auch beim Caerulein basierten Mausmodell (Abb. 3.9, B) beobachtet werden.
Demgegenuber wiesen weibliche Mause keine Korrelation zwischen TIMP-1-Plasmaspiegeln
und hepatischer SAA1/2-Expression auf (Abb. 3.9, A und B). Auch beim Menschen konnte
eine Korrelation zwischen Plasma TIMP-1 Spiegeln und SAA1 mRNA-Expression in der Leber
ausschlieB3lich bei Mannern und nicht bei Frauen beobachtet werden (Abb. 3.9, C). Um einen
moglichen kausalen Zusammenhang zwischen TIMP-1-Expression und der Expression
metastasierungsférdernder Gene in der Leber zu etablieren, wurden KPC-Mause mit einem
globalen Knockout des Timp-1 Gens untersucht. Tatsachlich wiesen TIMP-1-defiziente
Mannchen im Gegensatz zu TIMP-1-kompetenten mannlichen Mausen mit PDAC keine
erhohte hepatische Expression metastasierungsfordernder Gene auf (Abb. 3.9, D). Aulerdem
konnte eine vergleichbar niedrige, basale Expression metastasierungsfoérdernder Gene in der
Leber bei TIMP-1-defizienten und TIMP-1-kompetenten weiblichen Mausen mit PDAC
beobachtet werden (Abb. 3.9, D). Um zu Uberprtfen, ob TIMP-1 direkt in der Lage ist, die
Expression des zentralen metastasierungsfordernden Faktors SAA1 in Hepatozyten zu
induzieren, wurde die HepaRG Zelllinie als Modellsystem verwendet. Eine Stimulation mit
rekombinantem humanen TIMP-1 fihrte zu einer erhdhten Expression von SAA1 auf mRNA
Ebene (Abb. 3,9, E).

3.4.2. Die erhohte Lebermetastasierung und das verkiirzte
Uberleben von minnlichen Mausen mit Pankreaskrebs sind
TIMP-1-abhangig

Der kausale Zusammenhang zwischen mannerspezifisch erhdhter TIMP-1-Expression (Abb.
3.8) und der mannerspezifischen Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der
Leber bei Pankreaskrebs (Abb. 3.5) konnte mittels experimenteller Metastasierung weiter
bekraftigt werden. TIMP-1-defiziente mannliche KPC-Mause (Abb. 3.10, A) und TIMP-1-
defiziente mannliche Caerulein behandelte Mause (Abb. 3.10, B) wiesen nach intravendser

Inokulation  pankreatischer Tumorzellen eine deutlich verringerte Bildung von

Makrometastasen in der Leber im Vergleich zu TIMP-1-kompetenten Mausen auf. Tatsachlich
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2,04 . Abbildung 3.9: Die erhohte Expression metastasierungsfordernder Gene
< : im Pankreaskrebs-konditionierten Lebergewebe mannlicher Mause ist
€ 157 TIMP-1-abhédngig. (A — C) Korrelation der TIMP-1-Plasmaspiegel mit der
- hepatischen SAA mRNA-Expression in weiblichen (SAA1: n = 12, SAA2: n = 9)
3 1.0 bzw. mannlichen (SAA1: n =15, SAA2: n = 9) Tieren des KPC-Mausmodells (A),
e in weiblichen (n = 6) bzw. mannlichen (n = 8) Tieren des Caerulein basierten
= 054 Mausmodells (B), sowie in PDAC-Patientinnen (n = 7) bzw. PDAC-Patienten (n
g = 11) (C).Spearman Korrelation wurde angewendet. (D) Die Veranderung der

0.0 medianen mRNA-Expression metastasierungsférdernder Gene im Lebergewebe

TIMP-1: - . von TIMP-1 kompetenten (+/+) oder TIMP-1-defizienten (-/-) weiblichen (+/+: n =

3, -~ n = 4) bzw. mannlichen (+/+: n = 5, -/~ n = 4) KPC-Mausen mit PDAC
normalisiert zu weiblichen (+/+: n = 4, -/-: n = 3) bzw. mannlichen (+/+: n = 4, -/-: n = 3) Kontrollmausen. Der nicht-
parametrische Wilcoxon-Test wurde angewendet. (E) SAA1 mRNA-Expression normalisiert zur 18S rRNA-
Expression von unbehandelten (-; n = 3) oder TIMP-1 (+) stimulierten (n = 6) HepaRG Zellen. Ein One-Sample t-
Test gegen den Referenzwert 1 wurde angewendet. Die Quantifizierung der SAA1 mRNA in HepaRG-Proben
erfolgte durch Lukas Kniep (Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat
Minchen). *, p < 0,05; **, p < 0,01. (A — E) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

war die Lebermetastasierung bei diesen TIMP-1-defizienten Mannchen auf einem vergleichbar
niedrigen Niveau wie bei gesunden bzw. PBS-behandelten mannlichen Mausen (Abb. 3.10, A
und B) bzw. wie bei Caerulein- oder PBS-behandelten weiblichen Mausen (Abb. 3.10, B). Des
Weiteren resultierte die genetische Ablation der TIMP-1 Expression in PDAC-erkrankten
mannlichen KPC-M&usen in einem verlangerten Uberleben im Vergleich zu TIMP-1-
kompetenten KPC-Mannchen (Abb. 3.10, C). Es ist anzumerken, dass eine genetische
Ablation der TIMP-1 Expression in weiblichen Mausen weder die Lebermetastasierung (Abb.
3.10, B) noch das Uberleben veranderte (Abb. 3.10, C).
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Abbildung 3.10: Die verstirkte Lebermetastasierung und das verkiirzte Uberleben von PDAC-erkrankten
mannlichen Mausen ist TIMP-1-abhéngig. (A) Quantifizierung hepatischer Makrometastasen nach intravendser
Inokulation pankreatischer Tumorzellen in mannliche TIMP-1-defiziente Kontrollmaduse (n = 3) bzw. mannliche
TIMP-1-kompetente (n = 4) und TIMP-1-defiziente (n = 3) KPC-Mause. Mann-Whitney Test wurde angewendet. (B)
Quantifizierung hepatischer Makrometastasen im Verhdltnis zu Gesamtlebermetastasen (Makro- +
Mikrometastasen) nach intravendser Inokulation pankreatischer Tumorzellen in TIMP-1-defiziente weibliche (n = 6)
bzw. mannliche (n = 5) PBS-behandelte Mause, sowie in TIMP-1-defiziente (-/-) oder TIMP-1-kompetente (+/+)
Caerulein behandelte weibliche (-/- und +/+: n = 6) bzw. mannliche (/- und +/+: n = 6) Mause. Student’s t-Test
wurde angewendet. (C) Gesamtiberleben von TIMP-1-kompetenten (T1**) weiblichen (w, n = 22) bzw. mannlichen
(m, n = 34), sowie TIMP-1-defizienten (T17-) weiblichen (n = 11) bzw. mannlichen (n = 11) KPC-Méausen. Log-Rank
Test wurde angewendet. Mittelwert + SEM (A, B). *, p < 0,05. (A — C) wurden entnommen und modifiziert aus
(Hermann et al., 2021).

3.5. TIMP-1 als mannerspezifischer Biomarkerkandidat

Erhohte TIMP-1-Spiegel fuhrten in mannlichen PDAC-erkrankten Mausen zur verstarkten
Bildung von Lebermetastasen und zum verkirzten Uberleben. Darauf aufbauend sollte der
mogliche klinische Wert von TIMP-1 als prognostischer Biomarker in PDAC-Patienten

untersucht werden (Hermann et al., 2021).

3.5.1. Eine Untergruppe von Mannern mit erhohter TIMP-1
Expression (T1" Manner) verstirbt frither als alle anderen

Pankreaskrebserkrankten

Zunachst wurde die TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumorgewebe von PDAC-Patienten
der Bailey Kohorte (Abb. 2.7) naher evaluiert und untersucht, ob PDAC-erkrankte Manner in
definierte Untergruppen eingeteilt werden kénnen. Tatsachlich offenbarte die Zwei-Schritt
Cluster Analyse, dass es eine naturliche Klassifizierung in eine PDAC-Patientenuntergruppe
mit hoher TIMP-1-Expression (T1" Manner) und eine -untergruppe mit niedriger TIMP-1-
Expression (T1-° Manner) gibt (Abb. 3.11, A). Wahrend das Gesamtiberleben der T1-°
Manner und aller PDAC-erkrankter Frauen vergleichbar war (Abb. 3.11, B), wiesen T1"
Manner ein verkurztes Gesamtuberleben im Vergleich zu allen anderen PDAC-Erkrankten
(T1° Manner und Frauen) auf (Abb. 3.11, B). Eine Einteilung von PDAC-Patientinnen
basierend auf deren pankreatischer TIMP-1 mRNA-Expression offenbarte keinen Unterschied
im Gesamtuberleben (Abb. 3.11, C). Es ist anzumerken, dass PDAC-erkrankte Mannern mit

erhohter Expression von VAMP7, GYG1, FUCA2, oder TMEM3O0A, d.h. einer der neben TIMP-
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1 identifizierten sezernierten Faktoren mit mannerspezifisch erhéhter Expression im
Pankreastumor (Abb. 3.6), keinen Unterschied im Gesamtlberleben aufwiesen (Abb. 3.11,
D). Damit scheint die prognostische Relevanz nicht auf alle mannerspezifisch erhéht

exprimierten TDSFs zuzutreffen, sondern spezifisch fur TIMP-1 zu sein (Hermann et al., 2021).
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Abbildung 3.11: Identifikation einer Untergruppe mannlicher PDAC-Patienten, die eine erh6hte TIMP-1
mRNA-Expression im Pankreastumor aufweist und fiir die Geschlechtsunterschiede im PDAC-Uberleben
verantwortlich ist. (A) Relative TIMP-1 mRNA-Expression im Pankreastumorgewebe von PDAC-Patienten, die
mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse in Manner mit niedriger (T1-°, n = 18) bzw. hoher (T1H, n = 16) TIMP-1-
Expression aufgetrennt wurden. Student’s t-Test wurde angewendet. (B) Gesamtliberleben von PDAC-
Patientinnen (n = 33) bzw. PDAC-Patienten mit niedriger (PankT/T1-°, n = 18) oder hoher (PankT/T1", n = 16)
TIMP-1 mRNA-Expression im Pankreastumor. (C) Gesamtiiberleben von PDAC-Patientinnen mit niedriger
(PankT/T10, n = 28) oder hoher (PankT/T1", n = 5) TIMP-1 mRNA-Expression im Pankreastumor. (D) HRs inkl.
95 % Konfidenzintervalle des Gesamtiiberlebens zwischen Untergruppen von PDAC-Patienten mit erhohter
Expression von TIMP1, VAMP7, GYG1, FUCA1 oder TMEM30A (bestimmt durch Zwei-Schritt Cluster Analyse) und
allen anderen PDAC-Patientinnen und -Patienten. Cox-Regressionsanalyse wurde angewendet. Log-Rank Test
wurde angewendet (B, C). *, p < 0,05, ***, p < 0,001. (A — D) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et
al., 2021).

Um den prognostischen Wert von TIMP-1 auf verschiedenen Ebenen, d.h. mMRNA-Expression
im Pankreas, Proteinkonzentration im Pankreas und Proteinkonzentration im Plasma, zu
uberprifen und gleichzeitig in einer moglichst groRen Anzahl von Erkrankten zu validieren,
wurden Pankreaskrebspatientinnen und -patienten von drei unabhangigen Kohorten in die
Analyse einbezogen (Abb. 2.6). Die PDAC-Erkrankten wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose
noch keine Metastasen in entfernten Organen auf (MO-Status) und wurden mit einer
chirurgischen Resektion des Primartumors behandelt (Abb. 3.12, A). Die TIMP-1 mRNA-
Expression im Primartumorgewebe war von insgesamt 42 PDAC-Erkrankten aus der TCGA
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PDAC Kohorte bekannt, die TIMP-1 Proteinkonzentration im Primartumorgewebe war von 92
PDAC-Erkrankten aus der Toronto Kohorte bekannt und von 30 PDAC-Erkrankten aus der
Minchen Kohorte waren die TIMP-1-Plasmaspiegel bekannt (Abb. 3.12, A). Sowohl anhand
der TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumor (Abb. 3.12, B), als auch anhand der TIMP-1
Proteinkonzentration im Primartumor (Abb. 3.12, C) bzw. im Blutplasma (Abb. 3.12, D) konnte

mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse jeweils eine Patienten-Untergruppe mit geringen TIMP-1-

1LO 1HI

Spiegeln (T Manner) und eine mit hohen TIMP-1-Spiegeln (T1™ Manner) identifiziert
werden. Das Gesamtiiberleben von T1'° Mannern und PDAC-erkrankter Frauen war
vergleichbar (Abb. 3.12, E). Dagegen wiesen T1" Manner ein verkirztes Gesamtiiberleben
im Vergleich zu allen anderen PDAC-Erkrankten (T1-°
auf (Abb. 3.12, E). Eine Einteilung von PDAC-Patientinnen basierend auf deren TIMP-1-

Spiegeln offenbarte keinen Unterschied im Gesamtuberleben (Abb. 3.12, F).

Manner und PDAC-erkrankten Frauen)

3.5.2. T1"  Manner entwickeln frither und haufiger

Lebermetastasen als alle anderen Pankreaskrebserkrankten

Da die erhdhte TIMP-1 Expression in mannlichen Mausen nicht nur ein verklrztes
Gesamtuberleben, sondern auch eine verstarkte Lebermetastasierung zur Folge hatte, wurde
der klinische Wert von TIMP-1 zur Vorhersage der Entwicklung von Lebermetastasen in
PDAC-Patientinnen und -Patienten Uberprift (Hermann et al., 2021). Dafir wurde zunachst
die Lebermetastasenentwicklung in der kombinierten Kohorte evaluiert (Abb. 3.12, A).
Tatsachlich entwickelten PDAC-erkrankte Manner mit hohen TIMP-1-Spiegeln (T1"' Manner)
deutlich friher und haufiger metachrone Lebermetastasen nach einer Primartumorresektion
verglichen mit allen anderen PDAC-Erkrankten (T1-° Manner und Frauen) (Abb. 3.13, A). Das

1HI

Risiko von T1™ Mannern, nach einer Primartumorresektion metachrone Lebermetastasen zu

10 Mannern und Frauen mit PDAC

entwickeln, war Uber dreifach erhéht im Vergleich zu T
(Abb. 3.13, A). T1*° Manner und PDAC-erkrankte Frauen wiesen eine vergleichbare
Entwicklung metachroner Lebermetastasen auf (Abb. 3.13, A). Das erhohte Risiko von T1"
Mannern, Lebermetastasen nach der Primartumorresektion zu entwickeln, konnte auch
bestatigt werden, wenn man die einzelnen Subkohorten isoliert betrachtete und die Manner
nur basierend auf der TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumor (Abb. 3.13, B) bzw.
basierend auf den TIMP-1 Plasmaspiegeln (Abb. 3.13, C) separierte. Eine erste in silico-
Analyse zeigte, dass die erhohte TIMP-1 mRNA-Expression in Pankreastumoren mannlicher
Mause mit einer besseren Zuganglichkeit des Timp-1 Gens in Pankreastumorzellen assoziiert

war (Abb. 3.7, F). Darauf aufbauend wurde nun anhand der Dhara Kohorte (Abb. 2.9)
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Abbildung 3.12: Validierung des mannerspezifischen klinischen Werts von TIMP-1 fiir die Vorhersage des
Gesamtiiberlebens in einer kombinierten PDAC Kohorte. (A) Kombination klinischer Daten von Primartumor
resezierten PDAC-Patientinnen und -Patienten aus drei unabhangigen Studien/Krebszentren durch (1)
Quantifizierung von TIMP-1 im Pankreastumor auf RNA-Ebene (TCGA PDAC Kohorte) bzw. auf Proteinebene
(Toronto Kohorte) oder im Blutplasma (Miinchen Kohorte), (2) Gruppierung der Patienten basierend auf den TIMP-
1-Spiegeln in jeder Kohorte mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse und (3) Zusammenfihren der T1-° bzw. T1H!
Patienten aus jeder Kohorte in einer kombinierten Population. (B, C, D) TIMP-1 mRNA-Expression (A, TCGA PDAC
Kohorte) bzw. TIMP-1 Proteinmenge (B, Toronto Kohorte) im Pankreastumorgewebe bzw. TIMP-1-Plasmaspiegel
(C, Miinchen Kohorte) von PDAC-Patienten, die mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse in Manner mit niedrigen bzw.
hohen TIMP-1-Spiegeln aufgetrennt wurden. Student’s t-Test wurde angewendet. Die Quantifizierung der TIMP-1
Proteinmenge im Pankreastumorgewebe erfolgte durch Emily Poulton und Dr. Barbara T. Griinwald (Princess
Margret Cancer Centre, University Health Network, Toronto, Kanada). (E) Gesamtiiberleben von PDAC-
Patientinnen (n = 78), sowie von PDAC-Patienten mit niedrigen (T1-°, n = 50) oder hohen (T1H, n = 36) TIMP-1-
Spiegeln. Cox-Regressionsanalyse wurde angewendet zur Berechnung des HR inkl. 95 % Konfidenzinterval. (F)
Gesamtiiberleben von PDAC-Patienten (n = 86) bzw. PDAC-Patientinnen mit niedrigen (T1-°, n =43) oder hohen
(T19 n = 35) TIMP-1-Spiegeln. Log-Rank Test wurde angewendet (E, F). *, p < 0,05, ****, p < 0,0001. (A) wurde
entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).
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evaluiert, inwiefern eine veranderte Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens in Pankreastumorzellen
aus PDAC-Patienten mit einem Wiederauftreten der Erkrankung nach Primartumorresektion
assoziiert ist. Es ist anzumerken, dass alle in dieser Analyse eingeschlossenen PDAC-
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose noch keine Metastasen aufwiesen (MO-Status) und mit
einer histologisch vollstandigen Entfernung des Primartumors (R0-Status) und anschlie3ender
Chemotherapie behandelt wurden (Abb. 2.9). Tatsachlich konnte in den aus PDAC-Patienten
isolierten Pankreastumorzellen mit einer hohen Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens (Abb. 3.13,
D) auch eine erhoéhte TIMP-1 mRNA-Expression beobachtet werden (Abb. 3.13, E).
Diejenigen PDAC-Patienten, bei denen die Pankreastumorzellen eine erhdhte Zuganglichkeit
des TIMP-1 Gens aufwiesen (T1™" Manner), zeigten ein deutlich frilheres Wiederauftreten der
Erkrankung nach Primartumorresektion (Abb. 3.13, F). Da fur diese PDAC-Patienten keine
weiteren Informationen Uber das vom Wiederauftreten der Erkrankung betroffene Organ
vorlagen, konnte keine Aussage uUber die Entwicklung von Lebermetastasen im Speziellen
gemacht werden. Es wurde beobachtet, dass TIMP-1 spezifisch die Lebermetastasierung bei
mannlichen, nicht aber bei weiblichen Mausen férderte (Abb. 3.10, B). Im Einklang mit diesem
Befund zeigte eine Klassifizierung von PDAC-Patientinnen basierend auf deren TIMP-1-
Spiegeln keine veranderte Entwicklung metachroner Lebermetastasen (Abb. 3.14, A).
Insgesamt ist hervorzuheben, dass die Einteilung einer gemischten Kohorte aus PDAC-
Patientinnen und -Patienten nur anhand der TIMP-1-Spiegel und ohne Berticksichtigung des
Geschlechts auch keine Unterschiede bei der Lebermetastasenentwicklung offenbarte (Abb.
3.14, B). Eine anschlieRende Auftrennung dieser gemischten Gruppen von T1'° und T1"!
PDAC-Patientinnen und -Patienten anhand des Geschlechts zeigte, dass spezifisch die T1"
Manner ein deutlich erhéhtes Risiko der Entwicklung von Lebermetastasen aufwiesen im
Vergleich zu allen anderen PDAC-Patientinnen (T1-° und T1" Frauen) und -Patienten (T1-°
Manner) (Abb, 3.14, C). AuRerdem war der pradiktive Wert von TIMP-1 bei PDAC-erkrankten

1" Manner kein erhohtes

Mannern spezifisch fur die Entwicklung von Lebermetastasen, da T
Risiko fir das Wiederauftreten der Erkrankung in anderen Geweben als der Leber (d.h.

Pankreas, Lunge, Lymphknoten, Peritoneum) aufwiesen (Abb. 3.14, D).
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Abbildung 3.13: PDAC-erkrankte Manner mit erhohten TIMP-1-Spiegeln haben ein erhohtes Risiko
Lebermetastasen zu entwickeln als alle anderen PDAC-Patientinnen und -Patienten. (A, B, C)
Lebermetastasenfreies Uberleben von PDAC-Patientinnen bzw. PDAC-Patienten mit niedrigen (T1-°) oder hohen
(T1" Spiegeln der kombinierten Kohorte (A), der TCGA PDAC Kohorte (B) oder der Miinchen Kohorte (C). Cox-
Regressionsanalyse wurde angewendet zur Berechnung des HR inkl. 95 % Konfidenzinterval (A). (D, E) DNA-
Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens (D) oder TIMP-1 mRNA-Expression (E) in Pankreastumorzellen, die aus
Pankreastumoren von PDAC-Patienten mit niedriger (T1-°) bzw. hoher (T1"') Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens
isoliert wurden. Gruppierung in T1:° und T1" erfolgte mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse. (F) Rezidivfreies
Uberleben von PDAC-Patienten, die in den Primartumoren Pankreastumorzellen mit niedriger (T1°, n = 4) bzw.
hoher (T1H, n = 7) Zugéanglichkeit des TIMP-1 Gens aufwiesen. Log-Rank Test wurde angewendet (A, B, C, F). *,
p <0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. (A — C) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).
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Abbildung 3.14: Der klinische Wert von TIMP-1 ist mdnnerspezifisch und spezifisch fiir die Vorhersage der
Metastasenentwicklung in der Leber. (A) Lebermetastasenfreies Uberleben von PDAC-Patienten (n = 86) oder
PDAC-Patientinnen mit niedrigen (T1°, n = 43) bzw. hohen (T1", n = 35) TIMP-1-Spiegeln. (B, C)
Lebermetastasenfreies Uberleben aller PDAC-Patientinnen und -Patienten (Frauen und Manner kombiniert (B)
bzw. anschlieRend aufgetrennt nach Geschlecht (C)), die mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse in Individuen mit
niedrigen (T1'°, Frauen: n = 43, Manner: n = 53) bzw. hohen (T1", Frauen: n = 35, Méanner: n = 33) TIMP-1-
Spiegeln eingeteilt wurden. Cox-Regressionsanalyse wurde verwendet fir die Berechnung des HRs inkl. 95 %
Konfidenzinterval. (D) Rezidivfreies Uberleben in allen Entititen mit Ausnahme der Leber in PDAC-Patientinnen (n
= 78) oder PDAC-Patienten mit niedrigen (n = 50) bzw. hohen (n = 36) TIMP-1-Spiegeln. Log-Rank Test wurde
angewendet (A — D). *, p < 0,05; ***, p <0,001. (A — D) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al.,
2021).
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353. T1"  Manner entwickeln frither und haufiger
Lebermetastasen als alle anderen Kolorektalkrebs- bzw.

Melanomerkrankten

Die Entwicklung von Lebermetastasen kommt nicht nur beim Pankreaskrebs, sondern auch
bei anderen Krebsarten wie dem CRC oder dem Hautkrebs haufig vor (Tsilimigras et al., 2021).
Daher wurde der klinische Wert von TIMP-1 fir die Vorhersage der
Lebermetastasenentwicklung auch in CRC- und Hautkrebspatientinnen und -patienten
untersucht (Hermann et al., 2021). Mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse wurde in CRC-
Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose noch keine Metastasen aufwiesen (M0O-Status) und
mit einer Resektion des Primartumors behandelt wurden (Abb. 2.4), eine Untergruppe mit
niedriger TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumor (T1-° Manner) und eine Untergruppe mit
hoher TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumor (T1"" Manner) identifiziert (Abb. 3.15, A).
T1"° Manner und CRC-erkrankte Frauen wiesen ein vergleichbar niedriges Risiko auf,
Lebermetastasen nach einer Primartumorresektion zu entwickeln (Abb. 3.15, B). T1" Manner
hatten im Vergleich zu allen anderen CRC-Erkrankten dagegen ein 13,5-fach erhohtes Risiko
metachrone Lebermetastasen zu entwickeln (Abb. 3.15, B). Eine Einteilung von CRC-
erkrankten Frauen anhand der TIMP-1 mRNA-Expression im Primartumor ergab dagegen
keinen Unterschied bei der Entwicklung von Lebermetastasen (Abb. 3.15, C). Eine Zwei-
Schritt Cluster Analyse lieferte auch bei Melanompatienten (Abb. 2.5) eine Unterscheidung
von Mannern mit niedriger (T1-° Manner) bzw. hoher (T1" Manner) TIMP-1 mRNA-Expression
im Primartumor (Abb. 3.15, D). T1*° Manner zeigten ein vergleichbar niedriges Risiko
Lebermetastasen zu entwickeln wie am Melanom erkrankte Frauen (Abb. 3.15, E). Im
Vergleich zu allen anderen Melanompatientinnen und -patienten wiesen T1"' Manner dagegen
ein Uber vierfach erhdhtes Risiko fir die Entwicklung von metachronen Lebermetastasen auf
(Abb. 3.15, E). Es ist anzumerken, dass Melanompatientinnen, die anhand ihrer TIMP-1
MRNA-Expression im Primartumor eingeteilt wurden, keine unterschiedliche Entwicklung von
Lebermetastasen aufwiesen (Abb. 3.15, F).
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Abbildung 3.15: Eine erhéhte TIMP-1 Expression in Tumoren von CRC- oder Melanom-erkrankten Mannern
ist mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung von Lebermetastasen assoziiert. (A, D) TIMP-1 mRNA-
Expression in Primartumoren von CRC- (A) bzw. Melanom- (D) Patienten, die mittels Zwei-Schritt Cluster Analyse
in Manner mit niedriger (CRC: T1-°, n = 18; Melanom: T1'°, n = 53) oder hoher (CRC: T1H, n = 11; Melanom: T1H!,
n = 9) TIMP-1-Expression eingeteilt wurden. Student’s t-Test wurde angewendet. Mittelwert + SEM. (B, E)
Lebermetastasenfreies Uberleben von CRC- (B) bzw. Melanom- (E) Patienten mit hoher (CRC: T1", n = 11;
Melanom: T1H n = 9) TIMP-1-Expression verglichen zu allen anderen Patientinnen und Patienten (CRC: n = 42;
Melanom: n = 103). Cox-Regressionsanalyse wurde angewendet zur Berechnung der HRs inkl. 95 %
Konfidenzinterval. (C, F) Lebermetastasenfreies Uberleben von CRC- (B) bzw. Melanom- (E) Patientinnen mit
hoher (CRC: T1", n = 6; Melanom: T1", n = 4) TIMP-1-Expression verglichen zu allen anderen Patientinnen und
Patienten (CRC: n = 47; Melanom: n = 108). Log-Rank Test wurde angewendet (B, C, E, F). **, p <0,01; ***, p <
0,001. (A — F) wurden entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).
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3.6. Die TIMP-1-abhangige metastasierungsfordernde Lebernische

weist verringerte Triacylglyzeridspiegel auf
Vor dem Hintergrund, dass der Katabolismus von Speicherlipiden eine zentrale Rolle bei der
Lebermetastasierung spielen kann, wurde der metabolische Status der TIMP-1-abhangigen
metastasierungsfordernden Nische in der Leber mannlicher PDAC-erkrankter Mause

untersucht.

3.6.1. Die Pankreaskrebs-konditionierte Leber weist eine

Reduktion von Triacylglyzeriden auf

Daflir wurde eine gerichtete Metabolomics Analyse von Lebergewebe aus mannlichen KPC-
Mausen durchgefuhrt. Dabei konnten keine signifikanten Veranderungen im Lebergewebe von
PDAC-erkrankten Mannchen im Vergleich zu gesunden Mannchen bei Aminosauren bzw.
Aminosauren-assoziierten Metaboliten (Abb. 3.16, A), bei Kohlenhydraten (Abb. 3.16, B),
oder bei Diacylglyzeriden (Abb. 3.16, C) festgestellt werden. Allerdings wies das Lebergewebe
von PDAC-erkrankten mannlichen Mausen eine signifikante Reduktion der TAGs, d.h. eines
Speicherlipids (Mashek, 2021), im Vergleich zum Lebergewebe gesunder Mannchen auf (Abb.
3.16, D).

3.6.2. Die Reduktion der Triacylglyzeride in der Pankreaskrebs-
konditionierten Leber ist TIMP-1-abhangig

Interessanterweise wiesen gesunde TIMP-1-defiziente Mannchen und PDAC-erkrankte TIMP-
1-defiziente mannliche Mause dagegen vergleichbare hepatische TAG-Spiegel auf wie TIMP-
1-kompetente gesunde Mannchen (Abb. 3.17, A). Tatsachlich waren die TAG-
Konzentrationen im Lebergewebe TIMP-1-defizienter Mannchen mit PDAC héher als bei
TIMP-1-kompetenten Mannchen mit PDAC (Abb. 3.17, A). Im Gegensatz dazu wiesen sowohl
TIMP-1-kompetente als auch TIMP-1-defiziente PDAC-erkrankte Mannchen eine Reduktion
der TAGs im Pankreasgewebe (Abb. 3.17, B) und im Plasma (Abb. 3.17, C) im Vergleich zu
gesunden TIMP-1-kompetenten Mannchen auf. Zusammenfassend deuten diese
Metabolomics Daten also an, dass spezifisch die Reduktion der TAG-Spiegel im
Pankreaskrebs-konditionierten = Lebergewebe, aber nicht deren Reduktion im

Pankreasgewebe oder im Blut, TIMP-1-abhangig sind.
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Leber

mannlicher Mause weist reduzierte Triacylglyzerid-Spiegel im
Vergleich zur gesunden Leber auf. (A — D) Heatmaps mit der relativen
Anderung (links) und eine absolute Quantifizierung (rechts) von

Aminosauren und

Aminosauren-assoziierten

Metaboliten  (A),

Kohlenhydraten (B), Diacylglyzeriden (C) bzw. Triacylglyzeriden (D) im
Lebergewebe von PDAC-erkrankten mannlichen KPC-Mausen im

Verhaltnis zur Metabolitkonzentration
Kontrolltiere.

mannlicher

Die

im Lebergewebe gesunder
x-fache Veranderung der

Metabolitkonzentrationen wurde als Verhaltnis der jeweiligen Mediane pro Gruppe (PDAC-erkrankt vs. gesund,
jeweils n = 3) berechnet. Die Metabolite sind von oben nach unten entsprechend ihrer absteigenden Konzentration
im Lebergewebe gesunder Kontrollmduse pro Metabolitklasse geordnet. Metabolite mit einer geringeren relativen
Haufigkeit als 0,50 % pro Metabolitklasse wurden nicht berticksichtigt. Paired Student’s t-Tests wurden verwendet.

* p <0,05; ****, p < 0,0001.
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Abbildung 3.17: Die Reduktion der Triacylglyzeride in der Leber, aber nicht im Pankreas oder im Blutplasma
von PDAC-erkrankten mannlichen Miausen ist TIMP-1-abhingig. (A — C) Heatmaps mit der relativen Anderung
(oben) und eine absolute Quantifizierung (unten) der Triacylglyzerid-konzentrationen im Lebergewebe (A), im
Pankreasgewebe (B), oder im Blutplasma (C) von mannlichen TIMP-1-kompetenten bzw. TIMP-1-defizienten
PDAC-erkrankten KPC-Mausen oder gesunden Kontrollmdusen. Die x-fache Veranderung der
Metabolitkonzentrationen wurde als Verhaltnis der jeweiligen Mediane pro Gruppe (jeweils n = 3) normalisiert zu
TIMP-1-kompetenten gesunden Kontrollmausen berechnet. Die Metabolite sind von oben nach unten entsprechend
ihrer absteigenden Konzentration im Lebergewebe gesunder TIMP-1-kompetenter Kontrollmduse pro
Metabolitklasse geordnet. Metabolite mit einer geringeren relativen Haufigkeit als 0,50 % bezogen auf die
Gesamtmenge der Triacylglyzeride wurden nicht berlcksichtigt. Paired Student’s t-Tests wurden verwendet. *, p <
0,05; ****, p <0,0001.

3.7. TIMP-1 induziert den Verlust intrazellularer Lipidspeicher durch

Verstarkung der B-Oxidation in Hepatozyten-Zelllinien
Um zu Uberprifen, ob TIMP-1 direkt den Stoffwechsel von Leberzellen beeinflussen kann,
wurden die Hepatozyten-artigen humanen Zelllinien HepaRG und HepG2 als Modellsysteme

verwendet und mit rekombinantem humanen TIMP-1 stimuliert.
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3.7.1. TIMP-1 reduziert intrazellulare neutraler Lipide in HepaRG

und HepG2 Zellen
Sowohl in HepaRG (Abb. 3.18, A) als auch in HepG2 (Abb. 3.18, B) Zellen konnte anhand
der BODIPY-Farbung eine Reduktion der intrazellularen neutralen Lipidspeicher nach TIMP-
1-Stimulation beobachtet werden.
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Abbildung 3.18: Die Stimulation humaner Hepatozytenzelllinien mit rekombinantem humanen TIMP-1 fiihrt
zur Reduktion intrazellularer neutraler Lipide. (A, B) Quantifizierung der BODIPY-positiven Flache und
reprasentative Bilder von BODIPY (griin) und DAPI (blau) gefarbten HepaRG (A, n = 6) bzw. HepG2 (B, n = 12)
Zellen 72 h nach Zugabe bzw. ohne Zugabe von rek. humanem TIMP-1. Maf3stabsbalken, 50 pm. Mann-Whitney
Test wurde angewendet. Die Quantifizierung der BODIPY-positiven Flache erfolgte durch Benjamin Schoeps
(Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat Minchen). *, p < 0,05.

3.7.2. Die Reduktion intrazellularer Lipidspeicher in
Hepatozyten wird uber eine TIMP-1-induzierte oxidative

Verstoffwechselung von Fettsauren vermittelt

Eine Abnahme intrazelluldrer Fettspeicher kann die Folge einer verstarkten
Verstoffwechselung freier Fettsduren Uber die mitochondriale B-Oxidation sein. Da eine
erhdhte B-Oxidation mit einem verstarkten Verbrauch von Sauerstoff Uber die Atmungskette
einhergeht (Scholz et al., 1984 ), wurde die Sauerstoffverbrauchsrate von HepaRG und HepG2
Zellen in Abhangigkeit einer TIMP-1-Stimulation untersucht. Als negative Kontrolle wurde
hierbei mit Antimycin A ein Hemmer der Atmungskette eingesetzt (Abb. 3.19, A und B), als
positive Kontrolle diente das entkoppelnde Agens FCCP (Abb. 3.19, A und B). Tatsachlich
konnte sowohl in HepaRG (Abb. 3.19, A), als auch in HepG2 (Abb. 3.19, B) Zellen eine

erhdhte Sauerstoffverbrauchsrate nach TIMP-1-Stimulation beobachtet werden.
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Um zu untersuchen, ob der durch TIMP-1-Stimulation erhdhte Sauerstoffverbrauch abhangig
von einer verstarkten Verstoffwechselung von freien Fettsauren, d.h. von der B-Oxidation, ist,
wurde die Sauerstoffverbrauchsrate von TIMP-1-behandelten bzw. unbehandelten HepaRG
Zellen in Gegenwart von Etomoxir gemessen. Als Hemmer der Carnitin-Palmitoyltransferase-
1 verhindert Etomoxir die Bildung von Acylcarnithinen und dementsprechend den Transport
von freien Fettsduren aus dem Cytosol ins Mitochondrium (Kruszynska und Sherratt, 1987).
Tatsachlich wurde durch Zugabe von Etomoxir eine Erhdhung der Sauerstoffverbrauchsrate
in HepaRG Zellen nach TIMP-1-Stimulation verhindert (Abb. 3.19., C). Im Gegensatz dazu
konnte ein TIMP-1-induzierter Sauerstoffverbrauch in HepaRG Zellen immer noch beobachtet
werden, wenn der Glutamin- bzw. der Glukose-Stoffwechselweg durch Zugabe von BPTES
(Abb. 3.19, D) bzw. UK5099 (Abb. 3.19, E) blockiert wurde. Darlber hinaus verhinderte die
Blockade der B-Oxidation durch Etomoxir-Zugabe auch die TIMP-1-abhangige Reduktion
intrazellularer Lipidspeicher in HepaRG-Zellen (Abb. 3.19, F). Zusammenfassend deuten
diese Daten also an, dass TIMP-1 in Hepatozyten die B-Oxidation von Fettsauren fordert, was

wiederum eine Reduktion intrazellularer TAG-beinhaltender Fettspeicher zur Folge hat.
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Abbildung 3.19: TIMP-1 vermittelt eine Reduktion intrazelluldrer neutraler Lipide in Hepatozyten (liber
Hochregulation der sauerstoffabhdangigen Verstoffwechselung von Fettsduren. (A, B) Normalisierte
Sauerstoffverbrauchsrate von HepaRG (A) bzw. HepG2 (B) Zellen 1 h nach Zugabe von rek. humanem TIMP-1
(HepaRG: n = 8, HepG2: n = 9), Antimycin A (HepaRG: n =7, HepG2: n = 7), FCCP (HepaRG: n =7, HepG2: n =
7) oder ohne zusatzliche Behandlung (HepaRG: n = 8, HepG2: n = 12). (C - E) Normalisierte
Sauerstoffverbrauchsrate von HepaRG Zellen 1 h nach Zugabe von Etomoxir (C, ohne TIMP-1: n = 7, mit TIMP-1:
n =7), BPTES (D, ohne TIMP-1: n = 4, mit TIMP-1: n = 4), oder UK5099 (E, ohne TIMP-1: n = 4, mit TIMP-1: n =
4). (F) Quantifizierung der BODIPY-positiven Flache in HepaRG Zellen in Absenz oder Prasenz von rek. humanem
TIMP-1 und/oder Etomoxir (jeweils n = 6 auRer bei unbehandelt: n = 5). Die Quantifizierung der BODIPY-positiven
Flache erfolgte durch Benjamin Schoeps (Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische
Universitat Miinchen). Mittelwert + SEM. *, p < 0,05.
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3.8. TIMP-1 fordert den Katabolismus von Speicherlipiden in
Hepatozyten durch Aktivierung des AMPK-Signalwegs

AbschlieRend sollte untersucht werden, Uber welche Aktivitat TIMP-1 den Katabolismus von

Speicherlipiden in HepaRG Zellen bewirkt.

3.8.1. TIMP-1 verstarkt die aktivierende Phosphorylierung von
AMPK in HepaRG Zellen

Zunachst wurde mittels Signaling Array untersucht, welche zentralen Regulatoren
intrazellularer Signalwege TIMP-1-abhangig in HepaRG Zellen aktiviert werden. Unter den
zehn am starksten durch TIMP-1-Stimulation induzierten Signalmolekilen war mit AMPK1
einer der zentralsten Regulatoren des Fettstoffwechsels (Abb. 3.20, A). Mittels Western Blot
Analyse konnte durch TIMP-1-Stimulation die signifikante Erhéhung der aktivierenden
Phosphorylierung an Threonin 172 von AMPK1 in HepaRG Zellen bestatigt werden (Abb.
3.20, B).
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Abbildung 3.20: TIMP-1-Stimulation induziert die aktivierende Phosphorylierung von AMPK in HepaRG
Zellen. (A) Relative Menge an phosphorylierten Proteinen im Verhaltnis zur GAPDH-Menge in TIMP-1-stimulierten
HepaRG Zellen normalisiert auf das Phosphoprotein/GAPDH-Verhaltnis in unbehandelten HepaRG Zellen.
Bestimmung erfolgte mittels Signaling Array. Dargestellt sind alle Phosphoproteine mit einer relativen Anderung
von Log2 > 0,50 bzw. Log2 < - 0,50. Der Signaling Array wurde durchgefiihrt von Celina Eckfeld und Benjamin
Schoeps (Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat Minchen). (B)
Reprasentativer Western Blot von Phospho-AMPK (Thr172) bzw. von GAPDH in unstimulierten bzw. TIMP-1-
stimulierten HepaRG Zellen. Quantifizierung des Verhaltnisses von Phospho-AMPK/GAPDH in HepaRG Zellen mit
(n = 6) bzw. ohne (n = 3) TIMP-1 Behandlung. Die Western Blot-Analysen wurden mit Unterstiitzung von Nicole
Schmid (Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat Minchen)
durchgefiihrt. Mittelwert + SEM. *, p < 0,05.
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3.8.2. Die TIMP-1-induzierte Reduktion von Lipidspeichern in
HepaRG Zellen ist AMPK-abhangig

Um einen kausalen Zusammenhang zwischen der TIMP-1-induzierten AMPK-Signalaktivitat
(Abb. 3.20) und der TIMP-1-induzierten Abbau von Lipidspeichern (Abb. 3.19) zu
untersuchen, wurde der AMPK-Hemmer Compound C eingesetzt. In Gegenwart von
Compound C konnte sowohl die TIMP-1-abhangige Erhéhung der Sauerstoffverbrauchsrate
(Abb. 3.21, A), als auch die daraus resultierende (Abb. 3.19, F) TIMP-1-abhangige Reduktion
intrazellularer Lipidspeicher (Abb. 3.21, B) in HepaRG Zellen komplett verhindert werden. Dies
deutet an, dass die Aktivierung des AMPK-Signalwegs durch TIMP-1 den verstarkten
Katabolismus von Speicherlipiden in Hepatozyten vermittelt.
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Abbildung 3.21: Die TIMP-1-induzierte AMPK-Signalaktivitat vermittelt einen erhohten Sauerstoffverbrauch
und die Reduktion neutraler Lipide in HepaRG Zellen. (A) Normalisierte Sauerstoffverbrauchsrate in Compound
C behandelten HepaRG Zellen in Prasenz bzw. Absenz von rek. humanem TIMP-1 (jeweils n = 5). Mittelwert +
SEM. (B) BODIPY-positive Flache in unbehandelten bzw. TIMP-1-stimulierten HepaRG Zellen in Absenz (unb. n
= 27, TIMP-1 n = 24) bzw. Prasenz von Compound C (jeweils n = 18). Die Quantifizierung der BODIPY-positiven
Flache erfolgte durch Benjamin Schoeps (Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Technische
Universitat Miinchen). Mittelwert + SEM. *, p < 0,05.

3.8.3. Die metastasierungsfordernde Lebernische in mannlichen
Mausen weist eine TIMP-1-abhangige Erhohung der AMPK-
Phosphorylierung auf

Die Untersuchungen mit dem HepaRG Zellkulturmodell zeigten, dass TIMP-1 einen
verstarkten Katabolismus von Speicherlipiden in Hepatozyten tUber Aktivierung des AMPK-
Signalwegs induziert. Nun wurde Uberpruft, ob auch die Reduktion der TAG-Spiegel in der
TIMP-1-induzierten metastasierungsfordernden Lebernische (Abb. 3.17, A) mit einer
Veranderung des AMPK-Signalwegs in vivo assoziiert ist. Im Pankreaskrebs-konditionierten
Lebergewebe TIMP-1-kompetenter mannlicher Mause konnte eine erhéhte Phosphorylierung
von AMPK im Vergleich zum gesunden Lebergewebe beobachtet werden (Abb. 3.22, A). Das
Lebergewebe TIMP-1-defizienter PDAC-erkrankter Mannchen wies dagegen keine veranderte
AMPK-Phosphorylierung im Vergleich zum gesunden Lebergewebe bzw. eine verringerte

AMPK-Phosphorylierung im Vergleich zum Lebergewebe TIMP-1-kompetenter PDAC-
82



Ergebnisse

erkrankter Mannchen auf (Abb. 3.22, A). Tatsachlich konnte in TIMP-1-kompetenten Mausen
sogar eine dosisabhangige Korrelation zwischen TIMP-1-Spiegeln im Blutplasma und
Phosphorylierung von AMPK im Lebergewebe beobachtet werden (Abb. 3.22, B).
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Abbildung 3.22: Die erhohte Phosphorylierung von AMPK in der Pankreaskrebs-konditionierten Leber
mannlicher Mause ist TIMP-1-abhéngig. (A, B) Quantifizierung der relativen Phospho-AMPK (Thr172) Menge
normalisiert zur Gesamtproteinmenge (Sypro) im Lebergewebe TIMP-1-kompetenter gesunder mannlicher Mause
(n = 5) bzw. TIMP-1-kompetenter (n = 6) oder TIMP-1-defizienter (n = 3) mannlicher KPC-Mause mit PDAC (A),
sowie deren Korrelation mit den Plasma TIMP-1-Spiegeln in den TIMP-1-kompetenten Mausen (B). Die
zugrundeliegenden Western Blot-Analysen wurden mit Unterstiitzung von Nicole Schmid (Institut fir Experimentelle
Onkologie und Therapieforschung, Technische Universitat Miinchen) durchgefiihrt. Mann-Whitney Test (A) bzw.
Spearman Korrelation (B) wurden angewendet. *, p < 0,05.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnten Geschlechtsunterschiede bei der Lebermetastasierung und beim
Uberleben von Pankreaskrebs beschrieben werden, die unabhangig von
Lebensgewohnheiten sind (Abb. 4.1). Auf molekularer Ebene wurde die mannerspezifisch
erhohte Expression des intrinsischen Faktors TIMP-1 als Grundlage dieser
Geschlechtsunterschiede identifiziert (Abb. 4.1). Hinsichtlich einer klinischen Anwendbarkeit
konnte TIMP-1 als moglicher mannerspezifischer Biomarkerkandidat fir die Vorhersage des
Gesamtlberlebens und der Entwicklung metachroner Metastasen spezifisch in der Leber von
Krebspatienten vorgeschlagen werden. Die Aufdeckung einer molekularen, intrinsischen
Ursache von Lebensstil-unabhangigen Geschlechtsunterschieden bei einer der tédlichsten
Erscheinungsformen von Krebserkrankungen, namlich der Lebermetastasierung (Budczies et
al., 2015; Steeg, 2016), hebt die Notwendigkeit der Berlcksichtigung des biologischen
Geschlechts als eine entscheidende biologische Variable bei Krebs hervor (Hermann et al.,
2021).

4.1. Die Bedeutung des biologischen Geschlechts bei der

Progression von Krebserkrankungen

Die in dieser Arbeit beschriebene Beobachtung, dass das Gesamtiberleben von Mannern mit
Pankreaskrebs verkurzt ist im Vergleich zum Gesamtiberleben von Frauen, ist im Einklang
mit den Erkenntnissen einer epidemiologischen Studie (Micheli et al., 2009). Da es sich um
die Auswertung relativer Uberlebensdaten handelte, kann die generell hohere
Lebenserwartung des weiblichen Geschlechts als Grundlage des unterschiedlichen
Gesamtlberlebens zwischen Frauen und Mannern mit Pankreaskrebs ausgeschlossen
werden. Bislang wurden Geschlechtsunterschiede beim Uberleben von Krebserkrankungen
haufig als eine Folge von geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Lebensweise
trivialisiert (Clocchiatti et al., 2016). Lebensstil-assoziierte Krebsrisikofaktoren wie Rauchen
(Reitsma et al., 2017), Alkoholkonsum (Rehm et al., 2009) oder ungesunde Ernahrung (Kelly
et al., 2008) sind in der mannlichen Bevolkerung in der Tat verbreiteter und solche
extrinsischen Risikofaktoren korrelieren mit einer schlechteren Prognose bei Krebs (Park et
al., 2006). Auch bei der hier ausgewerteten Kohorte mit dber 200.000
Pankreaskrebspatientinnen und -patienten war es nicht méglich, einen etwaigen Einfluss des
Lebensstils auf das Uberleben ganzlich auszuschlieRen. Durch Zuhilfenahme des genetisch
modifizierten PDAC-Mausmodells KPC konnte die Existenz eines Lebensstil-unabhangigen
Geschlechtsunterschieds beim Gesamtuberleben von Pankreaskrebs dennoch nachgewiesen
werden (Hermann et al., 2021). Die Zucht und Haltung der PDAC-erkrankten Mause war

standardisiert und eine Exposition zu extrinsischen Krebsrisikofaktoren wurde komplett
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ausgeschlossen. Trotz dieser standardisierten Bedingungen konnte ein verkirztes Uberleben
des mannlichen Geschlechts beobachtet werden. Der Fakt, dass selbst der Genotyp der
weiblichen und mannlichen KPC-Mause bis auf die X- und Y-Chromosomen nahezu identisch
war, deutet bereits an, dass auf den Geschlechtschromosomen kodierte Gene beim
geschlechtsabhéngigen Uberleben des Pankreaskrebses eine zentrale Rolle spielen
(Clocchiatti et al., 2016; Haupt et al., 2021). Tatsachlich konnte mit TIMP-1 ein X-Chromosom
kodierter Faktor als molekulare Grundlage des Geschlechtsunterschieds beim Uberleben von
Pankreaskrebs identifiziert werden (Abb. 4.1). Dies ist im Einklang mit dem Konzept, dass
geschlechtsabhangige intrinsische Faktoren eine Schlisselrolle beim Verlauf von
Krebserkrankungen spielen (Clocchiatti et al., 2016; Wagner et al., 2019) und dass
Geschlechtsunterschiede im Uberleben von Krebs nicht alleine durch unterschiedliche
Lebensgewohnheiten zwischen Frauen und Mannern erklart werden kénnen (Micheli et al.,
2009).

Ein verkirztes Gesamtiberleben des mannlichen Geschlechts im Zusammenhang mit
Krebserkrankungen konnte bereits in zahlreichen epidemiologischen Studien beschrieben
werden (Micheli et al., 2009; Radkiewicz et al., 2017; Dong et al., 2020). Trotzdem war bislang
nahezu unbekannt, ob diese Geschlechtsunterschiede im Gesamtiberleben auch mit
geschlechtsspezifischen Unterschieden bei der todlichsten Erscheinungsform von Krebs,
namlich der Metastasierung (Steeg, 2016; Dillekas et al., 2019), einhergehen. Im Kontext des
Pankreaskrebses konnte in zwei praklinischen Mausmodellen fur PanNETSs, die eine sehr
seltene und von PDAC abzugrenzende Form pankreatischer Neoplasien darstellen (Kleeff et
al., 2016), eine erhohte Lebermetastasierung bei mannlichen im Vergleich zu weiblichen
Tieren beobachtet werden (Contractor et al., 2016). Allerdings war unbekannt, ob bzw.
inwiefern Geschlechtsunterschiede bei der Metastasierung auch im humanen Kontext
vorkommen. Durch die Auswertung klinischer Daten von Pankreaskrebspatientinnen und
-patienten konnten in dieser Arbeit erstmals spezifische Geschlechtsunterschiede bei der
Entwicklung von Metastasen in Kontext des klinisch deutlich bedeutsameren PDAC (Kleeff et
al., 2016) beschrieben werden. Unter den vier am haufigsten von PDAC-Metastasen
betroffenen Geweben (Budczies et al., 2015) konnte spezifisch in der Leber eine verstarkte
Metastasenbildung bei erkrankten Mannern beobachtet werden, wohingegen keine
Geschlechtsunterschiede bei Lungen-, Peritoneum- oder Lymphknotenmetastasen gefunden
wurden. Grundsatzlich ist es unmdglich das verkurzte Gesamtuberleben von Pankreaskrebs-
erkrankten Mannern direkt kausal mit einer verstarkten Lebermetastasierung in Verbindung zu
bringen, da der letztendliche Grund fiir das Versterben von Krebserkrankten multifaktoriell und
individuell sehr unterschiedlich ist (Inagaki et al., 1974; Ambrus et al., 1975). Pathologische
Berichte nennen beispielsweise Infektionen als den haufigsten direkten Grund fur den Tod von

Krebserkrankten (Inagaki et al., 1974; Ambrus et al., 1975), gefolgt von Organversagen
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(Inagaki et al., 1974) und hamorrhagischen Phanomenen (Inagaki et al., 1974; Ambrus et al.,
1975) als ebenfalls oft auftretende letale Komplikationen bei Krebserkrankungen. Diese
Todesursachen kénnen nicht direkt kausal auf bestimmte Auspragungen von
Krebserkrankungen wie beispielsweise auf die Entwicklung von Metastasen oder auf das
Wachstum von Primartumoren zurtickgefiihrt werden. Dennoch war der in dieser Arbeit
beschriebene Geschlechtsunterschied beim Gesamtiberleben von Pankreaskrebs stark
gekoppelt an einen leberspezifischen Geschlechtsunterschied bei der Metastasierung. Die
Leber ist bei Weitem das am haufigsten von PDAC-Metastasen betroffene Organ in Patienten
(Oweira et al., 2017) und Mausen (Hingorani et al., 2005). Dartiber hinaus wird angenommen,
dass Lebermetastasen im Zusammenhang mit PDAC eine zentrale Rolle bei der Mehrzahl der
Todesfalle spielen (Ryan et al., 2014), da das Auftreten von Metastasen in der Leber mit einem
signifikant verkirzten PDAC-Uberleben im Vergleich zum Auftreten von Metastasen in
anderen Organen assoziiert ist (Oweira et al., 2017). Vor diesem Hintergrund suggeriert die
hier beschriebene eindeutige Assoziation zwischen geschlechtsabhangigen Unterschieden
beim Gesamtuberleben und bei der Lebermetastasenentwicklung des PDAC einen kausalen
Zusammenhang zwischen beiden Befunden (Abb. 4.1) (Hermann et al., 2021).

Interessanterweise betrafen die Geschlechtsunterschiede bei der Metastasierung spezifisch
ein Organ, namlich die Leber. Dieser Befund deutete an, dass die Grundlage fur die
geschlechtsspezifische Metastasierung weniger auf Seiten der Tumorzellen selbst, sondern
eher auf Seiten des Empfangerorgans, also der Leber, zu finden waren. Wenn beispielsweise
die metastatische Kapazitat von Tumorzellen im mannlichen Geschlecht erhdht ware, wirde
man eher eine generell verstarkte Verbreitung von Tumorzellen im ganzen Korper, d.h. in
verschiedensten Organen, erwarten. Im Gegensatz dazu wiesen die Unterschiede speziell bei
der Lebermetastasierung auf eine geschlechtsabhangige Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber hin (Hermann et al, 2021), da solche
organspezifischen Nischen die Metastasierung zielgerichtet in definierte Organe bestimmen
kénnen (Hoshino et al., 2015). Eine Transkriptomanalyse des Lebergewebes von PDAC-
Patientinnen und -Patienten bzw. von PDAC-erkrankten weiblichen und mannlichen Mausen
lieferte die Erkenntnis, dass es eine mannerspezifisch erhohte hepatische Expression von
Genen gibt, die in Fibrose-, Immun- und Fettkatabolismus-assoziierten Prozessen eine
zentrale Rolle spielen. Tatsachlich ist beispielsweise die Aktivierung von HSCs ein zentrales
initiales Ereignis bei der fibrotischen Remodellierung des Lebergewebes, was letztlich in einer
verstarkten Rekrutierung von Tumorzellen in die Leber (Grinwald et al., 2016) und in einem
besseren Auswachsen dieser Tumorzellen zu hepatischen Makrometastasen (Nielsen et al.,
2016; Lenk et al., 2017) resultiert. Auch die verstarkte Rekrutierung von entzindlichen
myeloiden Zellen und hamatopoetischen Zellen ins Lebergewebe ist ein Prozess, der

essentiell fir die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der Leber ist (Nielsen et
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al., 2016). Vor kurzem konnte aulRerdem die Ubergeordnete Wichtigkeit einer entzindlichen
Reaktion von Hepatozyten bei Ausbildung einer prometastatischen Lebernische beschrieben
werden (Lee et al., 2019; Li et al., 2020). Uber die Bildung von SAA1 und SAA2 orchestrieren
Hepatozyten sowohl die Akkumulation myeloider Zellen als auch die Initiation fibrotischer
Prozesse in der Leber und kénnen somit die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische
in der Leber dirigieren (Lee et al., 2019). Durch einen verstarkten Abbau von TAGs kénnen
Hepatozyten aulterdem auf metabolischer Ebene direkt den Stoffwechsel von Tumorzellen in
der Leber unterstitzen und so das Wachstum von Lebermetastasen férdern (Li et al., 2020).

Die mannerspezifische Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der Leber (Abb.
4.1) konnte schlieRlich mittels experimenteller Metastasierung in zwei unabhangigen
Mausmodellen weiter bekraftigt werden. Durch Verwendung des Caerulein basierten
Mausmodells konnte erstmals gezeigt werden, dass bereits eine einfache Entziindung im
Pankreas in Absenz eines Primartumors ausreicht, um die Bildung einer
metastasierungsférdernden Nische in der Leber beim mannlichen Geschlecht zu induzieren.
Bisherige Studien demonstrierten die Bildung einer prometastatischen Nische in der Leber im
Kontext des Pankreaskrebses in Gegenwart eines spontanen oder orthotop transplantierten
pankreatischen Primartumors (Grinwald et al., 2016; Nielsen et al., 2016; Lenk et al., 2017,
Lee et al., 2019). Es ist bekannt, dass pankreatische Entziindungen, wie sie durch Caerulein-
Injektionen ausgeldst werden konnen, der Bildung eines Pankreastumors vorausgehen
(Guerra et al., 2011; Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021). Vor diesem
Hintergrund  suggerieren die  Erkenntnisse aus dieser Arbeit, dass eine
metastasierungsférdernde Nische in der Leber nicht, wie bislang angenommen, wahrend
frGher Stadien der Pankreastumorprogression gebildet werden (Griinwald et al., 2016; Nielsen
et al., 2016; Lee et al., 2019), sondern dass diese Nische bereits vor der Entstehung des
pankreatischen Tumors selbst initiilert wird. Kirzlich konnte beschrieben werden, dass eine
einmalige, transiente Entzindung im Pankreas zwar eine relativ schnelle Regeneration des
Pankreasgewebes zur Folge hat (Del Poggetto et al., 2021). Allerdings kommt es im Zuge der
Regeneration auch zur Bildung sogenannter pankreatischer Gedachtnis-Epithelzellen, die
eine sehr lange anhaltende transkriptionelle und epigenetische Reprogrammierung aufweisen
(Del Poggetto et al., 2021). Somit kdnnte eine metastasierungsférdernde Nische in der Leber,
ausgeldst durch transkriptionelle Veranderungen im Pankreasgewebe, nicht nur sehr schnell
nach einer Pankreasentziindung gebildet werden, sondern mdglicherweise auch langfristig
bestehen. Dies wiederum hiel3e, dass Manner, die an akuter oder chronischer Pankreatitis
erkrankt waren, nicht nur ein erhdhtes Risiko haben Pankreaskrebs zu entwickeln (Kirkegard
et al., 2017; Kirkegard et al., 2018), sondern im Fall einer Pankreaskrebserkrankung auch ein

erhéhtes Risiko fur die Entwicklung von Lebermetastasen aufweisen.
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4.2. Die geschlechtsspezifische klinische Relevanz von TIMP-1

Primartumorsezernierte Faktoren, die Uber die Blutbahn auf entfernte Organe wirken kénnen,
I6sen die Bildung metastasierungsférdernder, organspezifischer Nischen aus (Peinado et al.,
2017). Im Einklang mit diesem Konzept konnte in dieser Arbeit mit TIMP-1 ein im erkrankten
Pankreasgewebe exprimierter, sezernierter Faktor als molekulare Grundlage der
geschlechtsabhangigen Bildung einer prometastatischen Nische in der Leber identifiziert
werden.

Tatsachlich konnte bereits in friheren Studien die férdernde Wirkung von TIMP-1 auf die
Ausbildung von Lebermetastasen beschrieben werden (Kopitz et al., 2007; Seubert et al.,
2015; Grunwald et al., 2016). Interessanterweise induzieren erhéhte TIMP-1-Spiegel in
praklinischen Modellen spezifisch die Bildung von Metastasen in der Leber, aber sie fordern
beispielsweise nicht die Metastasenbildung in der Lunge (Kopitz et al., 2007). Dieser Befund
istim Einklang mit der Beobachtung in dieser Arbeit, dass PDAC-Patienten mit erhéhten TIMP-
1-Spiegeln ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung von Lebermetastasen aufweisen, allerdings
haben sie kein verandertes Risiko fur die Entwicklung von Tumoren in anderen Organen. Auf
molekularer Ebene bewirkt TIMP-1 Uber Interaktion mit dem Rezeptor CD63 die Aktivierung
von HSCs in der Leber, was die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische initiiert
(Grinwald et al., 2016). Diese aktivierten HSCs produzieren erhéhte Mengen des Chemokins
SDF-1 (Grinwald et al., 2016), was eine verstarkte Rekrutierung von Neutrophilen
Granulozyten in die Leber zur Folge hat (Seubert et al., 2015; Grinwald et al., 2016). Auch die
Neutrophilen Granulozyten sind ein essentieller Bestandteil der TIMP-1-abhangigen
metastasierungsférdernden Nische in der Leber (Seubert et al., 2015). Inwiefern die Fahigkeit
von TIMP-1, eine Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) zu induzieren (Schoeps
et al., 2021b), eine Rolle bei der Bildung der TIMP-1-abhangigen hepatischen
prometastatischen Nische spielt, ist derzeit nicht bekannt und bedarf weiterer
Untersuchungen. Aufbauend auf diesen Studien (Kopitz et al., 2007; Seubert et al., 2015;
Griunwald et al., 2016) war also bekannt, Uber welchen molekularen Mechanismus TIMP-1
prinzipiell die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische in der Leber von Mausen
induzieren kann. Allerdings war sowohl eine Kklinische Relevanz, als auch eine
Geschlechtsabhangigkeit der durch TIMP-1 geforderten Lebermetastasierung, wie sie in
dieser Arbeit beschrieben wurde, bislang unbekannt.

Als Grundlage der verstarkten Lebermetastasierung und des verklrzten Gesamtiberlebens
bei Mannern konnte die Hochregulation von TIMP-1 im Pankreasgewebe und im Blutplasma,
die infolge pankreatischer Erkrankungen ausschlieRlich beim mannlichen und nicht beim
weiblichen Geschlecht vorkommt, identifiziert werden (Abb. 4.1). Auf zellularer Ebene wurden
pankreatische Epithelzellen, die in der Nahe von geschadigtem Pankreasgewebe lokalisiert

waren, als Hauptquelle der erhéhten pankreatischen TIMP-1-Expression bei mannlichen
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Mausen identifiziert. Hervorzuheben ist hierbei der Fakt, dass die TIMP-1 mRNA-Expression
bei Mannchen nicht nur in Pankreastumorzellen von KPC-Mausen, sondern auch in benignen
Pankreaszellen von Caerulein behandelten Mausen hochreguliert war. Da die Caerulein
behandelten Mause im Gegensatz zu den KPC-Mausen (Hingorani et al., 2005) keine
genetischen Veranderungen aufwiesen, scheiden DNA-Mutationen als mechanistische
Grundlage fur eine erhéhte TIMP-1-Expression aus. Vielmehr deuten die Erkenntnisse aus
dieser Arbeit darauf hin, dass epigenetische Veranderungen eine zentrale Rolle bei der
Hochregulation der TIMP-1-Expression spielen (Abb. 4.1), da die erhdhte TIMP-1 mRNA-
Expression in pankreatischen Epithelzellen aus Mausen und aus PDAC-Patienten mit einer
erhohten Zuganglichkeit der DNA-Region des Timp-1 bzw. TIMP-1 Gens assoziiert waren.
Tatsachlich wurden DNA-Mutationen schon seit Langerem als eine wichtige Grundlage
(Hanahan und Weinberg, 2011) von Krebs anerkannt, wohingegen epigenetische
Veranderungen erst vor Kurzem als eine solche zentrale erméglichende Charakteristik (engl.
,enabling characteristic) eingestuft wurden (Hanahan, 2022). Vor allem bei Schadigungen des
Pankreasgewebes spielen epigenetische Veranderungen in Azinuszellen eine zentrale Rolle,
da diese die Transdifferenzierung der Zellen initiieren und dadurch letztlich die Regeneration
des Gewebes ermdglichen (Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021). Welche
spezifischen epigenetischen Prozesse in diesem Kontext die Hochregulation der TIMP-1
Expression ermaoglichen, ist bislang jedoch nicht bekannt.

Ein weiterer Befund in dieser Arbeit war, dass Frauen grundsatzlich hohere basale TIMP-1-
Plasmaspiegel aufweisen als Manner. Dieser Geschlechtsunterschied zeigt, dass TIMP-1-
Spiegel grundsatzlich unbedingt getrennt zwischen den beiden biologischen Geschlechtern
evaluiert werden sollten, ahnlich wie es bereits mit anderen Blutparametern wie Ferritin (World
Health Organization, 2011: WHO/NMH/NHD/MNM/11.2) oder Gamma-Glutamyltransferase
(Fuggle, 2018) in der klinischen Praxis gemacht wird. Die basal erhéhten TIMP-1-
Plasmaspiegel sind im Einklang mit dem Befund, dass sich das X-Chromosom kodierte TIMP-
1 Gen teilweise der XCI entziehen kann (Brown et al., 1997; Anderson und Brown, 1999;
Anderson und Brown, 2002; Anderson und Brown, 2005) und in manchen weiblichen Zellen
sowohl vom aktiven, als auch vom inaktiven X-Chromosom transkribiert wird (Tukiainen et al.,
2017). Dieses Expressionsmuster in weiblichen humanen Zellen ist einzigartig fir das TIMP-1
Gen, da eine Variabilitat im Entziehen der XCl zwischen einzelnen Zellen auf kein anderen X-
chromosomales Gen zutrifft (Tukiainen et al., 2017). Die basalen TIMP-1-Konzentrationen im
Blutplasma gesunder und PDAC-erkrankter Frauen waren so hoch, dass sie sich nicht von
den TIMP-1-Plasmaspiegel von PDAC-erkrankten Mannern unterschieden. Trotz dieser hohen
TIMP-1-Plasmaspiegeln wiesen Frauen jedoch keine erhohte Lebermetastasierung auf.
Dieser Befund konnte darauf hindeuten, dass es bei Frauen einen intrinsischen

Schutzmechanismus gibt, der eine dauerhafte Bildung einer metastasierungsfordernden
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Nische in der Leber durch basal erhéhte TIMP-1-Spiegel verhindert. Eine mdgliche protektive
Rolle kénnte hierbei das weibliche Hormon Ostrogen spielen (Della Torre, 2020; Mills et al.,
2021). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass beispielsweise ein erhdhter Redox-Stress im
Fettgewebe aufgrund einer Punktmutation im Uncoupling Protein-1 (UCP-1) eine entzindliche
Antwort im Lebergewebe bei mannlichen, aber nicht bei weiblichen Mausen ausldst (Mills et
al., 2021). Eine Administration von B-Ostradiol in mannlichen Tieren war ausreichend, um die
entzindliche Reaktion zu verhindern (Mills et al., 2021). Da auch die Bildung einer
prometastatischen Nische in der Leber durch eine entzindliche Reaktion gekennzeichnet ist
(Grunwald et al., 2016; Nielsen et al., 2016; Lenk et al., 2017; Lee et al., 2019), kdnnte
Ostrogen ein natirlicher Schutzmechanismus beim weiblichen Geschlecht sein und
moglicherweise auch der erhdhten Lebermetastasierung in mannlichen PDAC-erkrankten

Mausen entgegenwirken.
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Abbildung 4.1: Die TIMP-1-Expression liegt den Geschlechtsunterschieden bei der Lebermetastasierung
und beim Uberleben von Pankreaskrebs zugrunde. Beim mannlichen Geschlecht (links) kommt es in
pankreatischen Epithelzellen infolge der Transdifferenzierung und der Transformation zu Tumorzellen zu
epigenetischen Veranderungen, die eine verbesserte Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens und eine verstarkte TIMP-
1 mRNA-Expression zur Folge haben. Die erhohte TIMP-1 Expression ist mit einem Anstieg der TIMP-1-
Plasmaspiegel assoziiert, der wiederum in der Leber die Bildung einer metastasierungsférdernden Nische induziert.
Dadurch kommt was beim mannlichen Geschlecht mit erhdhten TIMP-1-Spiegeln zur verstarkten
Lebermetastasierung und einem verringerten Gesamtiiberleben. Im Gegensatz dazu ist beim weiblichen
Geschlecht (rechts) keine verstarkte TIMP-1 Expression bzw. keine Erhéhung der TIMP-1-Plasmaspiegel infolge
der Pankreaskrebsprogression zu beobachten, weshalb es nicht zur Bildung einer metastasierungsfordernden
Nische in der Leber kommt und die Lebermetastasierung weniger haufig auftritt, sowie das Gesamtlberleben
verbessert ist. Diese Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus (Hermann et al., 2021).

Die Beobachtung, dass die erhohte TIMP-1 Expression beim mannlichen Geschlecht die
Lebermetastasierung fordert und das Gesamtuberleben verringert, fuhrte zur Identifikation

einer Untergruppe von Pankreaskrebspatienten, die im Vergleich zu allen anderen
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Patientinnen und Patienten friher verstirbt und damit die Geschlechtsunterschiede bei der
Pankreaskrebserkrankung hervorruft. Diese Untergruppe von Pankreaskrebspatienten hatte
erhéhte TIMP-1-Spiegel im Tumor oder im Blutplasma und wies eine deutlich schnellere und
frihere Lebermetastasenentwicklung, sowie ein verkurztes Gesamtuberleben im Vergleich zu
allen anderen Pankreaskrebspatientinnen und -patienten auf. Durch genetische Ablation der
TIMP-1 Expression in PDAC-erkrankten Mausen konnte ein kausaler Zusammenhang
zwischen TIMP-1 und erhdhter Lebermetastasierung bzw. verringertem Gesamtiberleben
beim mannlichen Geschlecht hergestellt werden. Dieser entscheidende Einfluss von TIMP-1
auf Geschlechtsunterschiede bei PDAC konnte auch in Patienten festgestellt werden. Die

1" Manner von allen anderen Pankreaskrebspatientinnen und -patienten fiihrte

Trennungder T
namlich zur Aufhebung der Geschlechtsunterschiede.

Aufbauend auf den Erkenntnissen dieser Studie kann TIMP-1 als vielversprechender
Biomarkerkandidat fur Pankreaskrebs-erkrankte Manner vorgeschlagen werden (Hermann et
al., 2021). Die Quantifizierung von TIMP-1 auf Ebene der mRNA- oder Protein-Expression im
Primartumor bzw. auf Proteinebene im Blutplasma scheint auszureichen, um PDAC-Patienten
zu identifizieren (T1™" Manner), die nach einer potentiell kurativen (Neoptolemos et al., 2018)
und histologische vollstandigen (RO-Status) Resektion des Pankreastumors ein Uber dreifach
erhdhtes Risiko fir die Entwicklung von Lebermetastasen aufweisen im Vergleich zu allen
anderen PDAC-Patientinnen und -Patienten. Ein mdglicher Einfluss von Stérfaktoren in diesen
klinischen Auswertungen ist unwahrscheinlich, da der Tumor-, Lymphknoten-, Metastasen-
und UICC-Status sowie auch die Behandlung zwischen den weiblichen und mannlichen
Populationen der PDAC-Patientenkohorten vergleichbar waren. Die Entwicklung von
Lebermetastasen ist nicht nur die friheste und haufigste Art eines Rezidivs (Groot et al., 2018),
sondern auch der Hauptgrund fir das Versterben (Hishinuma et al., 2006) von PDAC-
Patientinnen und -Patienten, die mit einer potentiell kurativen Primartumorresektion behandelt
wurden. Die klinische Problematik der hohen Sterblichkeit von Patienten mit Lebermetastasen
ist allerdings nicht nur auf eingeschrankte Behandlungsmoglichkeiten zurtckzufihren.
Tatsachlich wurden die Therapieoptionen in jungster Vergangenheit durch Etablierung
systemischer Behandlungen und neuer biologischer bzw. immuntherapeutischer
Medikamente wie bspw. monoklonale Antikdrper revolutioniert (Tsilimigras et al., 2021).
Vielmehr ist vor allem die frihe Detektion bzw. die Vorhersage der Entwicklung von
Lebermetastasen bislang nicht méglich (Neoptolemos et al., 2018), was jedoch essentiell fur
die frihe bzw. rechtzeitige Implementierung effektiver und gezielter Therapieansatze ware
(Tsilimigras et al., 2021). Bislang war lediglich das Verhaltnis Tumorzell-positiver Lymphknoten
zur Gesamtzahl untersuchter Lymphknoten als pradiktiver Parameter bekannt, mithilfe dessen
das Wiederauftreten der Erkrankung nach Primartumorresektion in PDAC-Patientinnen und

-Patienten vorhergesagt werden konnte (Groot et al., 2018). Dieses Verhaltnis muss allerdings
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durch histologische Methoden bestimmt werden und es kann das Wiederauftreten von
Tumoren nur unspezifisch, d.h. in einer Organ-unspezifischen Weise, vorhersagen (Groot et
al., 2018). Da aber beispielsweise Lebermetastasen grundsatzlich anders therapiert werden
als pankreatische Primartumoren oder Metastasen in anderen Organen (Neoptolemos et al.,
2018; Tsilimigras et al., 2021), ist die Organ-unspezifische Vorhersage der Rezidiv-
Entwicklung fur therapeutische Erwagungen nur wenig hilfreich. Im Gegensatz dazu wurde in
dieser Studie mit TIMP-1 ein Kandidat vorgeschlagen, der einfach im ohnehin schon
resezierten Primartumorgewebe oder in minimal invasiven Blutproben quantifiziert werden
kann und der die Entwicklung von Metastasen spezifisch im Lebergewebe von PDAC-
Patienten vorhersagen konnte.

Uber alle Tumorarten hinweg ist die Leber das am haufigsten von Metastasen befallene Organ
(Budczies et al., 2015). Dementsprechend sind Lebermetastasen nicht nur beim
Pankreaskrebs, sondern auch bei anderen Krebsarten von auferster klinischer Relevanz
(Tsilimigras et al., 2021). Analog zum PDAC konnte hier demonstriert werden, dass auch CRC-
bzw. Melanom-Patienten mit hoher TIMP-1 Expression ein deutlich erhdhtes Risiko haben,
Lebermetastasen zu entwickeln. Dieser Befund deutet an, dass der pradiktive Wert von TIMP-
1 nicht nur auf Pankreaskrebs beschrankt ist, sondern mdglicherweise auch auf zahlreiche
anderen Krebserkrankungen angewendet werden kann. Tatsachlich ist CRC die Krebsart, die
fur die meisten Lebermetastasen tberhaupt verantwortlich ist (de Ridder et al., 2016). Daher
konnte ein Biomarkerkandidat, der die Lebermetastasenentwicklung in CRC-Patienten
vorhersagen kann, klinisch auerordentlich wertvoll sein.

Es ist wichtig hervorzuhaben, dass TIMP-1 spezifisch beim mannlichen Geschlecht ein sehr
geeigneter pradiktiver Parameter zu sein scheint. Dass TIMP-1 bei PDAC-, CRC-, oder
Melanom-erkrankten Frauen keinen pradiktiven Wert aufwies, istim Einklang mit dem Befund,
dass die genetische Ablation von TIMP-1 in weiblichen Mausen weder einen Einfluss auf die
Lebermetastasenentwicklung noch auf das Gesamtlberleben hatte. Vor dem Hintergrund,
dass die TIMP-1-Plasmaspiegel selbst bei gesunden Mannern und Frauen unterschiedlich
sind, ist es essentiell, das biologische Geschlecht bei der Evaluierung von TIMP-1 als
Biomarker strikt zu berlcksichtigen. Exemplarisch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Einteilung einer gemischten Kohorte aus PDAC-Patientinnen und -Patienten anhand
der TIMP-1-Spiegel erst Unterschiede bei der Entwicklung von Lebermetastasen offenbarte,

wenn diese Kohorte zusatzlich auch nach dem biologischen Geschlecht aufgetrennt wurde.

4.3. Einfluss von TIMP-1 auf den Katabolismus von Speicherlipiden
Durch eine gerichtete Metabolomics-Analyse konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden,
dass die Bildung einer metastasierungsfordernden Nische in der Pankreaskrebs-
konditionierten Leber beim mannlichen Geschlecht mit einem Verlust hepatischer TAGs, d.h.
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der Hauptspeicherform von Lipiden (Mashek, 2021), einhergeht. Dieser Befund auf
metabolischer Ebene war im Einklang mit den Erkenntnissen der Transkriptomanalysen von
Lebergewebe aus Pankreaskrebspatientinnen und -patienten. Im Lebergewebe von PDAC-
Patienten, also denjenigen Erkrankten, die auch Hinweise auf die Bildung einer
metastasierungsfordernden Nische zeigen, war die Expression zahlreicher Gene
hochreguliert, die beim Katabolismus von Lipiden eine Rolle spielen. Tatsachlich konnte, wie
bei der Bildung der mannerspezifischen prometastatischen Lebernische im Allgemeinen, auch
bei der Reduktion der TAG-Spiegel in der Pankreaskrebs-konditionierten Leber im Speziellen
eine TIMP-1-Abhangigkeit nachgewiesen werden. Es ist zwar bereits bekannt, dass TIMP-1
prinzipiell den zellularen Lipidmetabolismus, beispielsweise von Adipozyten, beeinflussen
kann (Meissburger et al, 2011). Allerdings unterscheidet sich der Katabolismus von
Speicherlipiden in der Leber teilweise deutlich von demjenigen im Fettgewebe (Frayn et al.,
2006), weshalb sich die Wirkung von TIMP-1 auf den hepatischen Stoffwechsel deutlich von
dessen Wirkung auf das Fettgewebe unterscheiden kénnte. Daneben konnte in ersten Studien
bereits gezeigt werden, dass einerseits die Metabolisierung von energiereichen Lipiden durch
Tumorzellen erheblich deren metastatisches Potenzial erhdht (Pascual et al., 2017; Pascual
et al., 2021) und dass andererseits der Abbau von TAGs durch Hepatozyten das Auswachsen
von Tumorzellen in der Leber fordert (Li et al., 2020). Darauf aufbauend sollte zuklinftig die
moglicherweise forderliche Wirkung der TIMP-1-abhangige Reduktion der hepatischen TAGs
auf die Lebermetastasierung untersucht werden.

Interessanterweise konnte eine TIMP-1-Abhangigkeit spezifisch bei der Reduktion der TAGs
im Lebergewebe, nicht aber bei deren Reduktion im Pankreasgewebe oder im Blutplasma
nachgewiesen werden. Dieser Befund deutete an, dass TIMP-1 spezifisch auf den zellularen
Katabolismus von Speicherlipiden in Hepatozyten wirken kénnte. Hepatozyten stellen den
absoluten Grofteil aller Leberzellen dar (Vekemans und Braet, 2005) und vermitteln
hauptsachlich den Stoffwechsel des gesamten Organs (Bechmann et al., 2012). Durch
Verwendung der Zelllinie HepaRG, die den metabolischen Phanotyp von primaren humanen
Hepatozyten sehr gut und deutlich besser als viele andere Hepatozyten-artigen Zelllinien
widerspiegelt (Klein et al., 2015; Rubin et al., 2015), konnte in dieser Arbeit ein erstes Modell
des TIMP-1-Effekts auf den katabolen Stoffwechsel von Lipidspeichern in Hepatozyten
entwickelt werden (Abb. 4.2). Eine Stimulation mit rekombinantem TIMP-1 flhrte bereits nach
10 Minuten zur verstarkten aktivierenden  Phosphorylierung des  zentralen
Lipidmetabolismusregulators AMPK (Herzig und Shaw, 2018). Darlber hinaus resultierte eine
TIMP-1-Stimulation in einem erhéhten Sauerstoffverbrauch von Hepatozyten, der abhangig
von der Verstoffwechselung von freien Fettsduren (Etomoxir, Abb. 4.2) und unabhangig vom
Glukose- (UK5099) bzw. Glutaminstoffwechsel (BPTES) war. Infolge der TIMP-1-induzierten

sauerstoffabhangigen Verstoffwechselung von Fettsauren, d.h. der TIMP-1-induzierten B-
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Oxidation (Abb. 4.2), konnte aullerdem eine Reduktion intrazellularer Lipidtrépfchen, die
hauptsachlich aus TAGs bestehen (Mashek, 2021), beobachtet werden (Abb. 4.2). Eine
Hemmung der B-Oxidation durch Etomoxir-Zugabe verhinderte die TIMP-1-abhangige
Reduktion der intrazellularen Lipidspeicher. Sowohl die erhdhte B-Oxidation, als auch der
Verlust intrazellularer Lipidtropfchen scheint direkt kausal mit der TIMP-1-induzierten
Aktivierung des AMPK-Signalwegs im Zusammenhang zu stehen, da eine Zugabe des AMPK-
Hemmers Compound C diese metabolischen TIMP-1-Effekte verhinderte. Tatsachlich kann
AMPK direkt die Lipolyse von TAGs zu freien Fettsduren und deren Verstoffwechselung tber
die B-Oxidation férdern (Herzig und Shaw, 2018). Allerdings muss hervorgehoben werden,
dass Compound C zwar haufig als spezifischer Hemmer von AMPK bezeichnet wird, aber im
ahnlichen Konzentrationsbereich wie AMPK auch zahlreiche andere Kinasen wie SMAD- oder
Src-Familienmitglieder inhibieren kann (Dasgupta und Seibel, 2018). Daher sollte zukunftig
zusatzlich mit einem AMPK-spezifischen genetischen Knockdown in HepaRG Zellen verifiziert
werden, dass die metabolischen Effekte von TIMP-1 Gber den AMPK-Signalweg vermittelt
werden. Tatsachlich konnte auch in vivo ein Zusammenhang zwischen TIMP-1, AMPK und
dem Katabolismus von Speicherlipiden in der Leber hergestellt werden, da die TIMP-1-
abhangige Reduktion der TAGs im Pankreaskrebs-konditionierten Lebergewebe mannlicher
Mause mit einer TIMP-1-abhangig erhdhten Phosphorylierung von AMPK assoziiert war. Somit
konnte TIMP-1 ein pathophysiologisch relevanter Aktivator von AMPK sein, der eine Reduktion

von gespeicherten Lipiden in der Leber bewirkt.

2

Abbildung 4.2: Der Einfluss von TIMP-1 auf den Katabolismus
von Speicherlipiden in Hepatozyten. TIMP-1 induziert die
o aktivierende Phosphorylierung des zentralen Energiesensors

AMPK, sowie einen verstarkten Sauerstoffverbrauch und eine
Reduktion intrazellulérer neutraler Lipidspeicher in Hepatozyten.
Durch Hemmung des CPT1A-vermittelten Imports freier
Fettsduren (FFA) ins Mitochondrium durch Zugabe von Etomoxir
kann sowohl der TIMP-1-induzierte Sauerstoffverbrauch, als auch
die Reduktion der Triacylglyzerid (TAG)-beinhaltenden
Lipidspeicher verhindert werden. Dieser Befund deutet an, dass
die Reduktion intrazelluldarer TAGs in Hepatozyten durch eine
verstarkte Verstoffwechselung von FFAs Uber die mitochondriale
B-Oxidation vermittelt wird. Diese metabolischen Effekte von
TIMP-1 scheinen direkt abhangig von der Aktivierung des AMPK-
Signalwegs zu sein, da die Zugabe des AMPK-Inhibitor

Compound C diesen Einfluss von TIMP-1 auf den
.- Lipidstoffwechsel verhindert.
Hepatozyt L|p|dtropfchen'

Compound C
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4.4. Ausblick

Eine zentrale Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass das biologische Geschlecht als eine wichtige
biologische Variable zukunftig sowohl in der praklinischen Forschung, als auch in der
klinischen Anwendung im Bereich der Onkologie angemessener berucksichtigt werden sollte
(Hermann und Kruger, 2022). Die Relevanz des Geschlechts wurde nicht zuletzt dadurch
deutlich, dass TIMP-1-Plasmaspiegel ausschliellich bei mannlichen Pankreaskrebspatienten
einen sehr guten prognostischen Wert fur die Vorhersage metachroner Lebermetastasen
hatten, was allerdings in einer gemischten Kohorte aus Frauen und Mannern mit
Pankreaskrebs nicht der Fall war. Eine striktere Beachtung des biologischen Geschlechts, wie
sie  mittlerweile von den groRen Fordereinrichtungen wie der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (,Geschlecht und Vielfalt — Bedeutung fiir Forschungsvorhaben®,
2020 Senat der DFG) oder des National Institute of Health (,Consideration of Sex as a
Biological Variable in NIH-funded Research®, NOT-OD-15-102) gefordert wird, konnte
dementsprechend auch in anderen Bereichen der Onkologie zu neuen klinisch relevanten
Erkenntnissen beitragen.

In Bezug auf eine potentielle klinische Anwendbarkeit konnte in dieser Arbeit durch Analysen
retrospektiver Patientenkohorten mit hunderten Patientinnen und Patienten mit TIMP-1 ein
vielversprechender Biomarkerkandidat identifiziert und teilweise validiert werden. Darauf
aufbauend sollte in zukunftigen prospektiven Untersuchungen der klinische Wert von TIMP-1
weiter charakterisiert und untermauert werden, sodass TIMP-1 als pradiktiver Biomarker
moglicherweise in der klinischen Praxis Anwendung finden kann. Auf dem Weg zur mdéglichen
therapeutischen Intervention sollte in Zukunft in praklinischen Modellsystemen auferdem
Uberprift werden, inwiefern eine Applikation von Antikorpern oder anderen TIMP-1-bindenden
Proteinen wie das Large-Extracellular-Loop Fragment des TIMP-1-Rezeptors CD63 (Schoeps
et al, 2021b) die  TIMP-1-induzierte Bildung  einer  mannerspezifischen
metastasierungsférdernden Nische in der Leber verlangsamen, verhindern oder vielleicht
sogar rickgangig machen konnte. Grundsatzlich ist im therapeutischen Kontext auch die
Aufklarung des molekularen Mechanismus, der zur mannerspezifischen Hochregulation der
TIMP-1 Expression im erkrankten Pankreasgewebe fiihrt, interessant. Da die erhdhte
Expression von TIMP-1 im entzindeten Pankreas bzw. im Pankreastumor mit einer
verbesserten Zuganglichkeit des TIMP-1 Gens assoziiert war, kénnten hierbei vor allem
epigenetische Mechanismen (Alonso-Curbelo et al., 2021; Del Poggetto et al., 2021) eine
zentrale Rolle spielen. Epigenetisch wirksame Medikamente gewinnen in der Behandlung von
Pankreaskrebs zunehmend an Wichtigkeit (Dhillon et al., 2008; Lin et al., 2012; Hessmann et
al., 2017), weshalb sich aus der Aufklarung einer epigenetischen Regulation der TIMP-1
Expression eine Moglichkeit der therapeutischen Intervention mit der erhdhten

Lebermetastasierung beim mannlichen Geschlecht ergeben kénnte.
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Eine zusatzliche und vom Krebskontext unabhangige pathophysiologische Relevanz von
TIMP-1 kénnte sich aus den Erkenntnissen dieser Arbeit im Bereich des Lipidkatabolismus
von Hepatozyten erdffnen. In den vergangenen Jahren flihrte die erhdhte Kalorieneinnahme
und ein bewegungsarmer Lebensstil zu einer globalen Epidemie der Fettleibigkeit und des
metabolischen Syndroms, was wiederum haufig eine nichtalkoholische Fettleber zur Folge hat
(Anstee et al., 2019; Le et al., 2021). Eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der Fettleber und
deren Folgeerscheinungen wie Leberfibrose, -zirrhose und -krebs spielt die Akkumulation von
Lipiden im Lebergewebe selbst (Anstee et al., 2019). Daher kénnte die pathophysiologische
Relevanz der hier beschriebenen Aktivitat von TIMP-1, Lipidakkumulationen in der Leber durch
Aktivierung des AMPK-Signalwegs zu modulieren, zukilnftig vor dem Hintergrund von

Fettlebererkrankungen néher untersucht werden.
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