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1 Zusammenfassung 

Metastasen sind für 90% der Krebs-assoziierten Todesfälle verantwortlich. Mittlerweile 

weiß man, dass Störungen im Gleichgewicht zwischen Proteasen und deren Inhibitoren 

die Homöostase eines Gewebes verändern und dadurch dessen Empfänglichkeit für 

einwandernde Tumorzellen erhöhen können. Entsprechend korrelieren hohe Plas-

maspiegel des endogenen Proteaseinhibitors tissue inhibitor of metalloproteinases-1 

(TIMP-1) oft mit einer schlechten Prognose von Krebspatienten. In Tiermodellen führt 

eine erhöhte TIMP-1-Expression zu einer verstärkten experimentellen Lebermetastasie-

rung, charakterisiert durch eine aggressive Streuung der Tumorzellen im Leberparen-

chym. Erhöhte TIMP-1-Spiegel führen u.a. zu einem starken Anstieg von hepatocyte 

growth factor (HGF)-Protein in der Leber und zu einer Aktivierung des HGF-Signalwegs, 

welche eine Voraussetzung für die aggressive Tumorzellinfiltration ist. In der vorliegen-

den Arbeit sollten TIMP-1-induzierte Faktoren auf Tumorzellseite und auf Wirtsseite 

identifiziert werden, die über den HGF-Signalweg oder davon unabhängig die prome-

tastatische Wirkung von TIMP-1 vermitteln. Auf Tumorzellseite konnte der Transkripti-

onsfaktor hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), ein Mediator der zellulären Stressanpas-

sung und zudem Regulator des HGF-Rezeptors c-Met, als wichtiger Mediator der 

TIMP-1-induzierten Metastasierung identifiziert werden. Die adenovirale TIMP-1-Über-

expression in vivo induzierte die regulierte α-Untereinheit von HIF-1 (HIF-1α) in Tumor-

zellen ebenso wie exogen zugesetztes TIMP-1 in vitro. Der shRNA-vermittelte HIF-1α-

knock down in L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen verhinderte die TIMP-1-assoziierte Tu-

morzellinfiltration in der Leber, verbunden mit einer reduzierten Aktivierung des HGF-

c-Met-Signalwegs. Auf Wirtsseite konnte gezeigt werden, dass der TIMP-1-induzierte 

Anstieg an HGF-Protein nur teilweise auf eine HGF-de-novo-Synthese in der Leber zu-

rückzuführen war, dass jedoch TIMP-1 chemotaktisch auf HGF-speichernde Neutrophi-

le Granulozyten wirkte. In der Folge verhinderte die Antikörper-vermittelte Depletion von 

Neutrophilen die TIMP-1-assoziierte Tumorzellstreuung in vivo. Um den Beitrag des 

c-Met-Signalwegs im Wirt zur TIMP-1-induzierten Metastasierung zu untersuchen, wur-

de ein Protokoll etabliert, das schon heute die spezifische Reduktion der c-Met-Expres-

sion im Wirtsgewebe mittels adenoviralen Gentransfers einer gegen c-Met gerichteten 

shRNA-Sequenz erlaubt. Mit der Identifizierung von Tumorzell-HIF-1α und Neutrophilen 

Granulozyten im Wirt konnten in dieser Arbeit zwei wichtige Mediatoren der prometasta-

tischen Wirkung von TIMP-1 identifiziert werden. 



Einleitung  

- 2 - 

2 Einleitung 

In den Industrieländern sind bösartige Tumorerkrankungen heute die zweithäufigste 

Todesursache (WHO, 2008). 90% der Krebspatienten versterben dabei nicht am diag-

nostizierten Primärtumor, der sich mit den konventionellen Behandlungsmethoden (Re-

sektion, Chemotherapie und Bestrahlung) meist gut behandeln lässt (Perret und Crépin, 

2008), sondern an peripheren Metastasen (Fidler, 2003; Mehlen und Puisieux, 2006), 

die zum Teil auch erst Jahre nach erfolgreicher Behandlung des Primärtumors klinisch 

manifest werden (Aguirre-Ghiso, 2007) und gegen die bis heute keine spezifisch wirk-

samen Pharmaka verfügbar sind (Perret und Crépin, 2008). Während die Mechanismen 

der Primärtumorentstehung in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht wurden, fand 

die Erforschung molekularer Mechanismen der Metastasierung bis vor einigen Jahren 

wenig Beachtung (Gupta und Massagué, 2006). Mittlerweile weiss man jedoch, dass 

nicht nur Veränderungen in den Tumorzellen selbst (Zell-autonome Veränderungen), 

sondern auch die Mikroumgebung der Tumorzellen einen entscheidenden Einfluss auf 

Tumorprogression und Metastasierung haben (Kulesa et al., 2006; Gort et al., 2008). 

Ein tiefes Verständnis der der Metastasierung zugrunde liegenden Mechanismen ist 

wichtig, um antimetastatische Therapien entwickeln zu können und so in Zukunft die 

Morbidität und Mortalität von Krebspatienten zu senken (Steeg und Theodorescu, 

2008).  

2.1 Grundlagen Metastasierung 

Metastasen entstehen, wenn sich einzelne Tumorzellen vom ursprünglichen Primärtu-

mor ablösen und nach Verteilung im Organismus in anderen Organen ansiedeln. Hierzu 

müssen die Tumorzellen erfolgreich mehrere Schritte durchlaufen und verschiedenen 

Stressfaktoren widerstehen (Abbildung 2-1). 

Schon innerhalb des Primärtumors sind Tumorzellen einer Reihe von Stressfaktoren 

ausgesetzt; so kommt es beispielsweise mit zunehmender Größe des Primärtumors 

häufig zu Sauerstoff- oder Nährstoffmangelsituationen (Pouysségur et al., 2006). Sol-

chen Stressoren können Tumorzellen entweder durch Anpassung (z.B. durch Induktion 

der Angiogenese oder Umstellung des Metabolismus) oder durch Flucht bzw. Invasion 

und Metastasierung begegnen (Ruan et al., 2009). Der heterodimere Transkriptionsfak-

tor hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) ist ein wichtiger Faktor der zellulären Stressant-
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wort (Pouysségur et al., 2006; Görlach, 2009) und spielt als solcher auch eine wichtige 

Rolle bei der Metastasierung (Gort et al., 2008; Schelter et al., 2010, Manuskript in Vor-

bereitung). 

Die Metastasierung beginnt damit, dass sich einzelne Tumorzellen aus dem Zellver-

band des Primärtumors ablösen und die Fähigkeit zur Migration erlangen (Abbildung 

2-1, 1.). Häufig scheint daran ein Übergang der Tumorzellen von einem epithelialen hin 

zu einem motilen, mesenchymalen Phänotyp (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 

beteiligt zu sein (Geiger und Peeper, 2009). Für die nachfolgende Infiltration in das um-

liegende Gewebe (Abbildung 2-1, 2.) müssen migrierende Tumorzellen die Extrazellulä-

re Matrix (EZM) und die Basalmembran durchdringen. Die EZM ist ein komplex zu-

sammengesetztes, dreidimensionales Netzwerk aus Makromolekülen, das einerseits 

den Zellen eines Gewebes Halt gibt, andererseits aber auch eine wichtige Speicher-

funktion für verschiedenste (Wachstums-) Faktoren einnimmt (Bissell und Radisky, 

2001). Die Basalmembran ist eine Spezialform der EZM, ein dichtes Geflecht verschie-

dener Glykoproteine und Proteoglykane (z.B. Kollagen IV, Laminin, Perlecan), das Epi-

thelien vom darunter liegenden Stützgewebe trennt (Bissell und Radisky, 2001; Gupta 

und Massagué, 2006); der Durchbruch von Tumorzellen durch die Basalmembran ist 

ein sicherer Nachweis der Malignität eines Tumors (Hood und Cheresh, 2002). Ver-

schiedene, teils von Tumorzellen, teils von den Zellen des umliegenden Stromas sezer-

nierte Proteasen sind in der Lage, die Bestandteile der EZM und der Basalmembran 

abzubauen und so Tumorzellen den Weg in das umliegende Gewebe und schließlich in 

das Gefäßsystem zu ebnen (Joyce und Pollard, 2009).  

Der Eintritt der Tumorzellen in Blut- oder Lymphgefäße, die Intravasation (Abbildung 

2-1, 3.), erfolgt häufig über Gefäße, deren Neubildung (Angiogenese) vom Primärtumor 

selbst induziert wurde, um eine ausreichende Versorgung der wachsenden Tumormas-

se mit Sauerstoff und Nährstoffen zu gewährleisten. Diese Blutgefäße weisen meist ein 

irregulär aufgebautes Endothel auf und haben in der Regel keine durchgehende Basal-

membran, wodurch invasiven Tumorzellen der Eintritt in das Gefäßsystem erleichtert 

wird (Baluk et al., 2005; Desgrossellier und Ceresh, 2010).  

Haben die intravasierten Tumorzellen die Zirkulation erreicht, werden sie über den Blut- 

bzw. Lymphstrom im Organismus verteilt (Abbildung 2-1, 4.). In der Blutzirkulation sind 

die Tumorzellen Angriffen durch das Immunsystem sowie hohen Scherkräften ausge-

setzt, an denen viele Zellen zugrunde gehen (Gupta und Massagué, 2006; Joyce und 
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Pollard, 2009). Die meisten der überlebenden Zellen werden aufgrund ihrer Größe in 

kleinen Kapillaren zurückgehalten (Chambers et al., 2002), teilweise erfolgt die Interak-

tion mit dem Gefäßendothel auch indirekt z.B. über die Bindung an Blutplättchen und 

Komponenten des Gerinnungssystems (Nguyen, 2004). 

In den Gefäßen zurückgehaltene Tumorzellen können entweder noch im Gefäßsystem 

proliferieren und Kolonien ausbilden (Al-Mehdi et al., 2000), oder sie verlassen in einem 

als Extravasation bezeichneten Vorgang das Gefäßsystem (Abbildung 2-1, 5.) und 

wandern in das Zielorgan der Metastasierung ein (Nguyen, 2004). Auch die Extravasa-

tion kann durch proteolytische Aktivität beeinflusst werden (Gerg et al., 2008). Darüber 

hinaus wird diskutiert, dass Änderungen von Zell-Zell-Kontakten zwischen Endothelzel-

len bei der Tumorzellextravasation eine Rolle spielen (Gupta und Massagué, 2006). 

Verschiedene Faktoren beeinflussen den Ort der Tumorzellextravasation (Nguyen, 

2004), beispielsweise die Verteilung des Blutflusses in der Umgebung des Primärtu-

mors, aber auch die Expression für bestimmte Tumorzellen chemotaktischer Faktoren 

im Zielorgan der Metastasierung (Müller et al., 2001; Joyce und Pollard, 2009). 

Sind die Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung angelangt, müssen sie sich an 

die neue Mikroumgebung anpassen. Nur ein sehr kleiner Teil der extravasierten Tumor-

zellen ist in der Lage, zu proliferieren und zu Mikro- und Makrometastasen auszuwach-

sen (Abbildung 2-1, 6.); viele Zellen sterben entweder, oder sie verharren zunächst in 

einem ruhenden Zustand (sog. dormancy) (Gupta und Massagué, 2006). Gelingt es 

einer disseminierten Tumorzelle, trotz aller Hindernisse eine Metastase zu bilden, so 

unterliegt sie mit zunehmender Größe der Metastase einem ähnlichen Selektionsdruck 

wie im Primärtumor (z.B. durch Nährstoff- und Sauerstoffmangel). Dies kann dazu füh-

ren, dass sich wiederum einzelne Tumorzellen von einer etablierten Metastase lösen, 

erneut in das umliegende Gewebe infiltrieren („sekundäre Invasion“) (Abbildung 2-1, 7.) 

und sekundäre Metastasen ausbilden (Bross et al., 1975; Weiss et al., 1988). 
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Abbildung 2-1: Wichtige Schritte bei der Entstehung  von Metastasen. 1.  Ablösung einzelner Tumor-
zellen vom Primärtumor. 2. Lokale Invasion einzelner Tumorzellen in das umliegende Gewebe. 
3. Intravasation der Tumorzellen in Blut- und Lymphgefäße. 4. Zirkulation bzw. Transport der Tumorzellen 
im Blut-/ Lymphstrom und damit Verteilung der Tumorzellen im Organismus. 5. Adhäsion der Tumorzellen 
an das Endothel und Extravasation im Zielorgan der Metastasierung. 6. Etablierung einer Metastase in 
der neuen Mikroumgebung und davon ausgehend 7. sekundäre Invasion in das umliegende Gewebe. 
Weitere Erläuterungen s. Text. 

Es wird diskutiert, dass die Etablierung extravasierter Tumorzellen in der neuen Mikro-

umgebung der limitierende Faktor bei der Metastasierung und Hauptgrund für das Auf-

treten Tumortyp-spezifischer Metastasierungsmuster (sog. „homing“ bestimmter Tumo-

ren in bestimmte Organe) ist (Chambers et al., 2002). Faktoren der Mikroumgebung 

und die Homöostase im Zielorgan der Metastasierung spielen dabei ebenso eine Rolle 

wie intrinsische Eigenschaften der Tumorzellen (Nguyen, 2004; DeNardo et al., 2008). 

Dieser Gedanke ist nicht neu: Schon im 19. Jahrhundert erkannte der englische Chirurg 

Stephen Paget, dass bestimmte Tumorzellen (seed) bevorzugt in bestimmte Organe 

(soil) metastasieren, also nur in einer für sie passenden Umgebung zu Metastasen 

auswachsen können (sog. „seed and soil“-Hypothese) (Fidler, 2003). In der Tat be-

stimmt die lokale Mikroumgebung im Zielorgan der Metastasierung ganz wesentlich, ob 

extravasierte Tumorzellen absterben, ruhend vorliegen, oder in der Lage sind, zu proli-

ferieren und (Makro-) Metastasen auszubilden (Joyce und Pollard, 2009). Unter physio-

logischen Bedingungen sorgen vielfache Interaktionen und Rückkopplungsmechanis-

men zwischen zellulären und nicht-zellulären Faktoren der Mikroumgebung für die Auf-

rechterhaltung der Homöostase eines Gewebes (Glick und Yuspa, 2005). Störgrößen 

von außen (z.B. Infektionen, infiltrierende Tumorzellen oder auch, wie später gezeigt 
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werden wird, eine erhöhte Expression von Proteasen oder deren Inhibitoren) können 

die Mikroumgebung und die Gewebehomöostase verändern und so die Besiedlung ei-

nes Organs mit Tumorzellen begünstigen (Aggarwal et al., 2006; Kopitz et al., 2007; 

Joyce und Pollard, 2009). Neuere Studien zeigen, dass auch Primärtumoren die Mikro-

umgebung in entfernten Organen verändern und dadurch zur Ausbildung einer sog. 

prämetastatischen Nische führen können (Kaplan et al., 2005). Vom Primärtumor se-

zernierte Faktoren induzieren dabei im Zielorgan der Metastasierung Veränderungen in 

der EZM und dadurch noch vor der Ankunft von Tumorzellen die Einwanderung häma-

topoetischer Zellen aus dem Knochenmark, welche Adhäsion, Überleben und Wachs-

tum ankommender Tumorzellen begünstigen und so die Metastasierung in dieses Or-

gan fördern (Kaplan et al., 2005; Erler et al., 2009). In unserer Arbeitsgruppe konnte 

erst kürzlich gezeigt werden, dass auch Veränderungen im proteolytischen Netzwerk 

der Leber (s. Abschnitt 2.2) die Homöostase in diesem Organ stören und in der Folge 

die Besiedlung der Leber mit Tumorzellen begünstigen können (Kopitz et al., 2007). 

2.2 Proteolytisches Netzwerk 

Proteasen, Peptidbindungen spaltende Enzyme, sind wichtige Regulatoren der Gewe-

behomöostase (Krüger, 2009). Neben ihrer Beteiligung an Ab- und Umbauprozessen 

der EZM und an der Freisetzung in der EZM gespeicherter oder kryptischer bioaktiver 

Moleküle sind Proteasen auch in der Lage, Signalmoleküle und die damit zusammen-

hängenden Signalwege durch limitierte Proteolyse zu modifizieren (auf dem Keller et 

al., 2007). Basierend auf ihrem Katalysemechanismus lassen sich Proteasen in ver-

schiedene Klassen einteilen: Metalloproteasen, Serin-, Cystein-, Threonin- und Aspar-

tat-Proteasen (Turk, 2006; López-Otín und Matrisian, 2007). Die Aktivität von Proteasen 

wird u.a. durch endogene Inhibitoren reguliert (Overall und López-Otín, 2002). 

Die Proteasen verschiedener Klassen agieren nicht isoliert, sondern sie interagieren auf 

mannigfache Weise miteinander, mit ihren Substraten und Inhibitoren (Overall und Klei-

feld, 2006). Um die Komplexität dieser Interaktionen zu beschreiben, prägten Overall 

und Kleifeld den Begriff des „proteolytischen Netzwerks“ (protease web) (Overall und 

Kleifeld, 2006). Unter physiologischen Bedingungen befindet sich dieses Netzwerk in 

einem dynamischen Gleichgewicht, das zur Homöostase eines Gewebes beiträgt 

(Overall und Kleifeld, 2006). Änderungen in der Expression oder Aktivität einer Kompo-

nente, wie sie z.B. bei Krebserkrankungen häufig auftreten, beeinflussen zwangsläufig 
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auch andere Faktoren des Netzwerks und verändern dadurch die Mikroumgebung und 

Gewebehomöostase eines Organs. Mittlerweile gibt es Hinweise, dass mehrere solcher 

regionaler proteolytischer Netzwerke in bestimmten Organen auch untereinander im 

Sinne eines „proteolytischen Internets“ kommunizieren können (Krüger, 2009). Die In-

formationsübertragung zwischen den verschiedenen Organen und Netzwerken könnte 

dabei z.B. über Hormone oder Zytokine erfolgen (Krüger, 2009).  

2.2.1 Matrix Metalloproteinasen (MMPs) 

Bei fast allen Krebserkrankungen ist eine erhöhte Expression und Aktivität von MMPs 

zu beobachten (Egeblad und Werb, 2002), die häufig auch mit einer schlechten Prog-

nose korreliert (Mook et al., 2004; Zucker und Vacirca, 2004; Vaisanen et al., 2008; Vo-

land et al., 2009). Die meisten der 24 in Säugetieren bekannten MMPs sind sezernierte 

Proteine, jedoch gibt es auch membrangebundene Vertreter (Egeblad und Werb, 2002; 

Visse und Nagase, 2003). Gemeinsames Strukturmerkmal aller MMPs ist der Aufbau 

aus einer Pro-Domäne, einer katalytischen Domäne, einer Ankerregion und einer Hä-

mopexin-Domäne; im katalytischen Zentrum befindet sich ein Zink-Ion (Visse und Na-

gase, 2003). MMPs werden als inaktive Vorstufen, sog. Zymogene, gebildet und müs-

sen durch proteolytische Entfernung der Pro-Domäne aktiviert werden (Page-McCaw et 

al., 2007). Darüber hinaus wird die Aktivität von MMPs auch durch die Interaktion mit 

endogenen MMP-Inhibitoren reguliert (Overall und López-Otín, 2002).  

MMPs sind in der Lage, alle Komponenten der EZM abzubauen (Mott und Werb, 2004), 

und können dadurch migrierenden (Tumor-) Zellen den Weg durch ein Gewebe ebnen 

(Page-McCaw et al., 2007). Daneben sind auch eine Reihe anderer Moleküle Substrate 

von MMPs und den mit den MMPs verwandten Proteinasen der ADAM-Familie (a disin-

tegrin and metalloproteinases) (Egeblad und Werb, 2002; Page-McCaw et al., 2007). 

Hierzu zählen beispielsweise Zelladhäsionsmoleküle, Wachstumsfaktoren und Wachs-

tumsfaktorrezeptoren (Egeblad und Werb, 2002). Zudem können MMPs sich und ande-

re Proteasen untereinander aktivieren, wie dies z.B. für die Aktivierung von pro-MMP-2 

durch MT1-MMP gezeigt wurde (Strongin et al., 1995).  

Aufgrund der Matrix-degradierenden Eigenschaften von MMPs ging man lange Zeit von 

einer antimetastatischen Wirkung der MMP-Inhibition aus (Brown 1998). In Anbetracht 

der heute bekannten Vielzahl an Interaktionspartnern von MMPs im proteolytischen 

Netzwerk ist es retrospektiv jedoch nicht erstaunlich, dass alle Versuche, die metastati-
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sche Ausbreitung von Tumorzellen durch die Behandlung von Krebspatienten mit syn-

thetischen Breitspektrum-MMP-Inhibitoren zu verhindern, bislang scheiterten (Coussens 

et al., 2002; Krüger, 2009). Untersuchungen in Tiermodellen zeigten, dass die Breit-

spektrum-Hemmung von MMPs zu Veränderungen in der Mikroumgebung der Leber 

und zu einer Zunahme der Lebermetastasierung führt (Krüger et al., 2001; Arlt et al., 

2002). Um in Zukunft die Ausbreitung von Tumorzellen durch antiproteolytische Thera-

pien eindämmen zu können, ist es erforderlich, die Mechanismen der prometastati-

schen Wirkung von Breitspektrum-MMP-Inhibitoren näher zu untersuchen und zwischen 

Proteasen, die als therapeutische Zielstrukturen für die Behandlung von Krebspatienten 

in Frage kommen, und solchen, die eine antimetastatische Funktion haben und deshalb 

nicht durch Pharmaka beeinflusst werden sollten (sog. Antitargets), zu unterscheiden 

(Overall und Kleifeld, 2006). 

2.2.2 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs) 

Unter physiologischen Bedingungen wird die proteolytische Aktivität in einem Gewebe 

streng reguliert, u.a. durch endogene Proteaseinhibitoren (Brew et al., 2000). Die be-

deutendsten endogenen Inhibitoren von MMPs sind die tissue inhibitors of metallopro-

teinases (TIMPs) (Baker et al., 2002). Bis heute sind vier verschiedene TIMPs bekannt 

(TIMP-1 bis -4), die sich sowohl in ihrer Substratspezifität als auch in ihrem Expressi-

onsmuster unterscheiden (Baker et al., 2002). Die TIMPs besitzen ein Molekulargewicht 

von ca. 20-30 kDa und bestehen aus einer N- und einer C-terminalen Domäne, die je-

weils durch drei Disulfidbrücken stabilisiert sind (Visse und Nagase, 2003). Der C-

Terminus ist für Interaktionen mit anderen Proteinen erforderlich (Chirco et al., 2006), 

während die Hemmung von MMPs über den N-Terminus des Inhibitors erfolgt, der ei-

nen nicht-kovalenten 1:1-Komplex mit der Protease bildet und dabei das Zink-Ion im 

aktiven Zentrum der Protease koordiniert (Baker et al., 2002). Mit Ausnahme von 

TIMP-1, das kaum inhibitorische Aktivität gegenüber den membrangebundenen MMPs 

(MT-MMPs) und MMP-19 besitzt (zusammengefasst in Lambert et al., 2004), sind alle 

TIMPs in der Lage, alle bisher bekannten MMPs zu inhibieren (Visse und Nagase, 

2003; Stetler-Stevenson, 2008). TIMP-1 ist darüber hinaus auch ein Inhibitor von 

ADAM-10 aus der Familie der ADAMs (Baker et al., 2002). Als wichtige Komponenten 

des proteolytischen Netzwerks sind TIMPs maßgeblich an der Aufrechterhaltung der 

Gewebehomöostase beteiligt. Neben ihrer MMP-inhibitorischen Aktivität besitzen TIMPs 

aber auch MMP-unabhängige Funktionen (Baker et al., 2002), die von einer pro- oder 
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antiapoptotischen Wirkung über eine Beeinflussung der Zellproliferation bis hin zu einer 

Rolle bei der Angiogenese reichen (Chirco et al., 2006).  

Vor allem TIMP-1 korreliert in Krebspatienten häufig mit einer schlechten Prognose 

(Kuvaja et al., 2008; Sorensen et al., 2008 u.a.). Die beschriebenen Wirkungen von 

TIMP-1 sind sehr vielfältig und stark von den verwendeten Zelllinien und Versuchsbe-

dingungen abhängig (Stetler-Stevenson, 2008). Nicht immer gelingt es, die beobachte-

ten Effekte in MMP-abhängige oder -unabhängige einzuteilen. Während beispielsweise 

in Kupffer-Sternzellen gezeigt werden konnte, dass TIMP-1 über einen MMP-

abhängigen Mechanismus antiapoptotisch wirkt (Murphy et al., 2002), wird in B-Zell-

Lmyphomzellen, Brustkrebszellen und auch verschiedenen nicht-malignen Zelllinien 

eine MMP-unabhängige antiapoptotische Wirkung von TIMP-1 postuliert, die vermutlich 

über eine Aktivierung des focal adhesion kinase (FAK)-Phosphatidylinositol-3-Kina-

se (PI3K)-Signalwegs vermittelt wird (Li et al., 1999; Stetler-Stevenson, 2008). Auch auf 

Wachstum und Proliferation konnten abhängig vom Zelltyp unterschiedliche Wirkungen 

von TIMP-1 gezeigt werden (Chirco et al., 2006). Erst vor Kurzem konnte CD63, ein 

Mitglied der Tetraspanin-Familie, als zellulärer Bindungspartner für TIMP-1 identifiziert 

werden (Jung et al., 2006): Jung et al. konnten zeigen, dass TIMP-1, CD63 und In-

tegrin β1 einen ternären Komplex auf der Oberfläche von Brustepithelzellen ausbilden, 

in dem das Integrin unabhängig von der Zelladhäsion in der aktiven Konformation vor-

liegt (Jung et al., 2006). Die Ausbildung dieses Komplexes war Voraussetzung für die 

anti-apoptotische Wirkung von TIMP-1 (Jung et al., 2006). 

2.2.3 Effekte von TIMP-1 auf die Metastasierung 

Entsprechend der ursprünglichen Hypothese, dass MMPs durch ihre EZM-

degradierenden Eigenschaften die Tumorprogression und Metastasierung fördern, ging 

man lange Zeit von einer antitumorigenen und antimetastatischen Wirkung von TIMP-1 

aus. Tatsächlich konnte ein solcher Effekt in mehreren Tiermodellen gezeigt werden 

(zusammengefasst in Hornebeck et al., 2005). So unterdrückte die Überexpression von 

TIMP-1 in der Leber die SV40T-Antigen-induzierte Entstehung hepatozellulärer Karzi-

nome und eine reduzierte TIMP-1-Expression war mit einer schnelleren Tumorinitiation 

und -progression assoziiert (Martin et al., 1996). In TIMP-1-transgenen Mäusen wurde 

die experimentelle Metastasierung von Fibrosarkomzellen in das Gehirn ebenso verhin-

dert (Krüger et al., 1998a) wie die spontane Metastasierung von ESbL-lacZ-
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Lymphomzellen (Krüger et al., 1997). In anderen Modellen reduzierte die Überexpressi-

on von TIMP-1 in der Leber das Wachstum transplantierter Ehrlich-Tumorzellen 

(Ikenaka et al., 2003). Zudem führten durch adenoviralen Gentransfer erzielte hohe sys-

temische TIMP-1-Spiegel zu einer reduzierten Lebermetastasierung von aggressiven 

T-Zell-Lymphomzellen und Kolorektalkarzinomzellen (Elezkurtaj et al., 2004). An Mela-

nomzelllinien konnte schließlich gezeigt werden, dass nicht nur eine erhöhte TIMP-1-

Expression im Wirt, sondern auch die Überexpression von TIMP-1 in den Tumorzellen 

selbst das tumorigene und metastatische Potential der Tumorzellen reduziert (Khokha, 

1994).  

All diesen Studien, in denen TIMP-1 eine antitumorigene und antimetastatische Wirkung 

hatte, stehen jedoch zahlreiche klinische Untersuchungen gegenüber, in denen TIMP-1 

als negativer prognostischer Marker bei verschiedenen Krebserkrankungen identifiziert 

wurde. Dies gilt beispielsweise für das Mammakarzinom (Kuvaja et al., 2008; Würtz et 

al., 2008), das Kolorektalkarzinom (Sorensen et al., 2008), das Magenkarzinom (Mimori 

et al., 1997), das Bronchialkarzinom (Fong et al., 1996) und Non-Hodgkin-Lymphome 

(Kossakowska et al., 2000). Auch wenn dies auf den ersten Blick paradox erscheinen 

mag, so ist es angesichts der heute bekannten Komplexität der Interaktionen im proteo-

lytischen Netzwerk nicht erstaunlich, dass auch eine erhöte Expression eines Protea-

seinhibitors mit einer schlechten Prognose korrelieren kann. 

Kürzlich gelang es, in einem Mausmodell die in Patienten beobachteten molekularen 

Veränderungen, die mit erhöhten TIMP-1-Spiegeln einhergehen, nachzustellen (Kopitz 

et al., 2007). Die Überexpression von TIMP-1 führt in diesem Modell zu deutlichen Ver-

änderungen des Genexpressionsprofils und damit der Gewebehomöostase: Neben ei-

ner Induktion der Expression verschiedener Metastasierungs-assoziierter Gene in der 

Leber, wie sie in ähnlicher Form auch im (Tumorzell-freien) Lebergewebe von Patienten 

mit metastasierten Kolorektalkarzinomen gefunden werden, steigt auch die Menge an 

hepatocyte growth factor (HGF)-Protein an und der HGF-c-Met-Signalweg, ein wichtiger 

promigratorischer Signalweg (s. Abschnitt 2.3), wird aktiviert (Kopitz et al., 2007). Ins-

gesamt markieren all diese Veränderungen in der Leber die Ausbildung einer präme-

tastatischen Nische, die in experimentellen Metastasierungsmodellen von T-Zell-

Lymphomzellen (L-CI.5) und Fibrosarkomzellen (HT1080) zu einer starken Zunahme 

der Lebermetastasierung führt (Kopitz et al., 2007). Dabei führen erhöhte TIMP-1-

Spiegel im Modell der experimentellen Lebermetastasierung von L-CI.5s-Zellen zwar zu 
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einer Reduktion der Anzahl vielzelliger Makrometastasen, jedoch kommt es gleichzeitig 

zu einer massiven Zunahme der Infiltration einzelner Tumorzellen in das Leberparen-

chym (Abbildung 2-2). Die Tumorzellen streuen dabei so stark und aggressiv, dass 

praktisch das gesamte Leberparenchym von Tumorzellen durchsetzt ist (Abbildung 2-2) 

(Kopitz et al., 2007). Inhibitorstudien ergaben, dass die oben erwähnte Aktivierung des 

HGF-Signalwegs eine Voraussetzung für diese massive Tumorzellinfiltration ist (Kopitz 

et al., 2007). Die Hemmung der sheddase ADAM-10 durch TIMP-1 spielt hierbei eine 

Rolle (Kopitz et al., 2007): Unter physiologischen Bedingungen ist ADAM-10 an der pro-

teolytischen Spaltung des HGF-Rezeptors c-Met beteiligt (Kopitz et al., 2007). In Ge-

genwart erhöhter TIMP-1-Spiegel wird ADAM-10 gehemmt und dadurch auch die Spal-

tung von c-Met verhindert, so dass es zu einer Akkumulation von c-Met auf der Zell-

oberfläche und in der Folge zur Aktivierung des HGF-c-Met-Signalwegs kommt (Kopitz 

et al., 2007). Bislang ist allerdings unklar, ob die Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs auf Seiten der Wirtszellen für die prometastatische Wirkung von TIMP-1 

notwendig ist oder ob hierfür dieser Signalweg in den Tumorzellen aktiviert werden 

muss; darüber hinaus ist noch nicht bekannt, ob die Zunahme der HGF-Menge in der 

Leber zur Induktion der HGF-c-Met-Signaltransduktion beiträgt oder ob hierfür die basal 

in der Leber vorhandene HGF-Menge ausreicht. 

Addl70-3 AdTIMP-1

*

*

Addl70-3 AdTIMP-1

*

*
 

Abbildung 2-2: Erhöhte TIMP-1-Spiegel induzieren di e Lebermetastasierung. Drei Tage nach ade-
noviralem Gentransfer von TIMP-1 wurden 5.000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen i.v. in CD1-nu/nu-Mäuse 
inokuliert. Sechs Tage später wurden die Lebern entnommen und die Tumorzellen mit X-Gal angefärbt. 
Nahaufnahmen der Leberoberfläche. TIMP-1 reduziert die Makrometastasierung, induziert jedoch die 
aggressive Infiltration von Tumorzellen in das Leberparenchym und die Gesamttumorlast in der Leber. 
Sterne: Makrometastasen. Pfeile: gestreute Tumorzellen im Leberparenchym; jedes blau-grüne Signal 
geht auf eine Tumorzelle zurück; Balken: 0,2 mm; (modifiziert aus Kopitz et al., 2007). 
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2.3 Rolle des Hepatocyte Growth Factor (HGF)-c-Met-Signalwegs bei 
der Metastasierung 

Der hepatocyte growth factor (HGF), auch bekannt als scatter factor (SF), wurde unab-

hängig voneinander als Wachstumsfaktor für Hepatozyten (Nakamura et al., 1986) und 

als Faktor, der die Motilität von Epithelzellen verstärkt (Stoker et al., 1987), beschrie-

ben. HGF/ SF wird hauptsächlich von Zellen mesenchymalen Ursprungs, u.a. einigen 

Immunzellpopulationen, gebildet und wirkt unter physiologischen Bedingungen parakrin 

über seinen Rezeptor c-Met (MET – mesenchymal epithelial transistion factor) auf Epi-

thelzellen (Gentile et al., 2008; Corso et al., 2005). Im Zusammenhang mit Krebser-

krankungen kann es jedoch mitunter auch zur autokrinen Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs kommen (Corso et al., 2005). In der Regel wird HGF/ SF in seiner pro-Form 

sezerniert und kann in dieser Form auch an Proteoglykane der EZM gebunden und da-

durch gespeichert werden (Kobayashi et al., 1994; Lyon et al., 1994). Erst nach proteo-

lytischer Aktivierung durch verschiedene Serinproteasen, darunter beispielsweise uroki-

nase plasminogen activator (uPA), tissue-type plasminogen activator (tPA) oder die 

Blutgerinnungsfaktoren X, XI und XII, kann HGF an den c-Met-Rezeptor binden 

(Birchmeier et al., 2003). Allerdings können z.B. Neutrophile Granulozyten intrazellulär 

gespeichertes pro-HGF bei ihrer Aktivierung und Degranulierung aktivieren und so di-

rekt aktives HGF freisetzen (Grenier et al., 2002). In seiner aktiven Form ist HGF/ SF 

ein Heterodimer aus einer α- und einer β-Untereinheit, die über eine Disulfidbrücke mit-

einander verbunden sind, wobei die α-Untereinheit aus einer N-terminalen Domäne (N) 

und vier sog. kringle-Domänen (K1-K4) aufgebaut ist, während die β-Untereinheit eine 

serin protease homology (SPH)-Domäne ohne enzymatische Aktivität aufweist 

(Birchmeier et al., 2003; Benvenuti und Comoglio, 2007). Die Bindung von HGF/ SF an 

den c-Met-Rezeptor erfolgt über die NK1-Domäne von HGF, vermutlich sind jedoch 

auch Bereiche der SPH-Domäne an der Interaktion mit dem Rezeptor beteiligt 

(Birchmeier et al., 2003). 

Auch der c-Met-Rezeptor ist ein α-β-Heterodimer, dessen beide Untereinheiten über 

eine Disulfidbrücke verknüpft sind (Birchmeier et al., 2003; Benvenuti und Comoglio, 

2007). Die α-Untereinheit befindet sich extrazellulär, während die β-Untereinheit einen 

extrazellulären, einen transmembranären und einen cytoplasmatischen Teil besitzt 

(Birchmeier et al., 2003). Die Bindung des Liganden erfolgt über die α- und einen Teil 

der β-Untereinheit (Birchmeier et al., 2003). Nach Bindung von HGF an c-Met kommt es 
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zu der für Rezeptortyrosinkinasen typischen Rezeptordimerisierung und zur Au-

tophosphorylierung von c-Met (Stella und Comoglio, 1999), wodurch die Bindung ver-

schiedener Adaptermoleküle initiiert und schließlich unterschiedliche intrazelluläre 

Signaltransduktionswege aktiviert werden, wie z.B. der Ras- oder der Phosphatidyl-

Inositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg (zusammengefasst in Trusolino und Comoglio, 

2002; Birchmeier et al., 2003). In der Folge induziert die HGF-c-Met-Signaltransduktion 

ein als invasive growth bezeichnetes Programm (Benvenuti und Comoglio, 2007), das 

zu einer Zunahme von Zellwachstum, Migration, Invasion, Angiogenese und einer 

Hemmung der Apoptose führt (Birchmeier et al., 2003; Benvenuti und Comoglio 2007).  

Unter physiologischen Bedingungen ist der HGF-c-Met-Signalweg essentiell für die 

Entwicklung lebenswichtiger Organe wie der Leber und im adulten Organismus an der 

Regeneration geschädigter Gewebe beteiligt (Birchmeier et al., 2003). Zahlreiche 

Krebserkrankungen gehen mit einer aktivierten HGF-c-Met-Signaltransduktion einher, 

die häufig mit einer schlechten Prognose korreliert (Birchmeier et al., 2003; Gentile et 

al., 2008). Als vor allem parakrin wirkender Faktor ist HGF/ SF dabei ein wichtiger Me-

diator zwischen Tumorzellen und ihrer Mikroumgebung (Matsumoto und Nakamura, 

2006; Benvenuti und Comoglio, 2007) und kann über verschiedene Mechanismen die 

Tumorprogression fördern (Desiderio, 2007). So ist beispielsweise eine Beteiligung des 

HGF-c-Met-Signalwegs an der Reduktion der epithelialen E-Cadherin-Expression be-

kannt (Desiderio, 2007) sowie an der Induktion proinvasiver Proteasen wie MMPs 

(Ozaki et al., 2003; Zhou und Wong, 2006) und uPA (Ried et al., 1999; Tacchini et al., 

2003). Ebenso kann die Expression von Chemokinrezeptoren durch den HGF-

Signalweg beeinflusst werden (Matteucci et al., 2005).  

Auch für die prometastatische Wirkung von TIMP-1 ist die Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs eine Voraussetzung (Kopitz et al., 2007) (s. Kapitel 2.2.3). TIMP-1 induziert 

auf bislang noch unbekannte Weise einen Anstieg an HGF-Protein in der Leber, fördert 

aber auch die Expression des c-Met-Rezeptors an der Zelloberfläche, indem dessen 

ADAM-10-abhängige proteolytische Spaltung und damit die Inaktivierung von c-Met in-

hibiert wird (Kopitz et al., 2007). Die in der Folge gesteigerte Aktivierung des c-Met-

Rezeptors ist für die massive Infiltration einzelner Tumorzellen in das Leberparenchym 

(sog. scattering) notwendig (Kopitz et al., 2007). 
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2.4 Einfluss Tumor-assoziierter Immunzellen 

Infiltrierende Immunzellen spielen vor allem als Quelle zahlreicher Proteasen (van Kem-

pen et al., 2006), Wachstumsfaktoren oder Zytokine eine Rolle bei der Metastasierung 

(Wu und Zhou, 2009). Im Hinblick auf die prometastatische Wirkung von TIMP-1 ist 

hierbei insbesondere die Expression von HGF durch Neutrophile Granulozyten (Grenier 

et al., 2002) und Makrophagen (Pollard, 2004) interessant, wodurch diese Immunzell-

populationen zum TIMP-1-assoziierten Anstieg an HGF in der Leber (s. Abschnitt 2.2.3) 

beitragen könnten.  

Tatsächlich ist eine Korrelation zwischen erhöhter TIMP-1-Expression und einer erhöh-

ten Expression zweier Markergene Neutrophiler Granulozyten, Neutrophiler Elastase 

und Cathepsin G, bekannt (Kopitz et al., 2007). Nach ihrer Reifung im Knochenmark 

zirkulieren Neutrophile Granulozyten im Blutstrom, bis sie im Falle einer Immunantwort 

aus diesem zirkulierenden Pool in das Gewebe einwandern (Tazzyman et al., 2009). 

PMNs (polymorphonuclear neutrophil granulocytes) stellen die größte Gruppe im Blut 

zirkulierender Leukozyten und sind bei Infektionen die ersten Abwehrzellen am Krank-

heitsherd (Coussens und Werb, 2001). Bei verschiedenen Krebserkrankungen konnte 

eine erhöhte Anzahl an Neutrophilen nachgewiesen werden, teilweise assoziiert mit 

einer schlechten Überlebensprognose (Murdoch et al., 2008). Häufig kann eine Über-

expression von Interleukin-8 (IL-8), einem bedeutenden Chemoattraktans für PMNs, 

durch Tumorzellen für die verstärkte Neutrophileninfiltration verantwortlich gemacht 

werden (Murdoch et al., 2008). HGF wird von PMN-Vorstufen während ihrer Reifung im 

Knochenmark synthetisiert und von reifen Neutrophilen als pro-HGF in intrazellulären 

Granula (sekretorischen Vesikeln und spezifischen Granula) gespeichert (Grenier et al., 

2002). Bei der Degranulierung der PMNs wird pro-HGF durch zelleigene Serinprotea-

sen aktiviert, so dass letztendlich aktives HGF an die Umgebung abgegeben wird 

(Grenier et al., 2002). Neben HGF speichern einwandernde PMNs in ihren intrazellulä-

ren Granula eine Reihe weiterer Faktoren, die normalerweise der Pathogenabwehr, der 

Induktion einer Immunantwort oder der Geweberegeneration dienen, die jedoch auch 

die Tumorprogression fördern können (Coussens et al., 2000; Grenier et al., 2002; Mur-

doch et al., 2008). So wurden tumorassoziierte PMNs gemeinsam mit Makrophagen 

und Mastzellen als die wichtigste Quelle von MMP-9 in einem murinen Hauttumor-

Modell beschrieben (Coussens et al., 2000; auf dem Kempen et al., 2006). Neben einer 

Reihe weiterer Proteasen (z.B. Serinproteasen wie uPA, Cathepsin G und Proteinase 3 
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sowie MMPs wie MMP-1, -2 und -8) speichern Neutrophile Granulozyten auch angioge-

ne Faktoren (z.B. VEGF) und verschiedene Zytokine, die in Art einer positiven Rück-

kopplung die Infiltration weiterer Immunzellen induzieren können (Murdoch et al., 2008). 

Neben ihrer Tumor-fördernden Wirkung können Neutrophile Granulozyten auch hem-

mend auf Tumorzellen wirken (Tazzyman et al., 2009): Für verschiedene Zytokine und 

Faktoren aus Neutrophilen Granulozyten ist ein zytotoxischer Effekt auf Tumorzellen 

beschrieben; so ist beispielsweise das in azurophilen Granula Neutrophiler Granulozy-

ten gespeicherte Enzym Myeloperoxidase (Witko-Sarsat et al., 2000), das die Umset-

zung von Wasserstoffperoxid und Chloridionen zu reaktivem Hypochlorit und Wasser 

katalysiert (Harrison und Schultz, 1976), ebenso an der Tumorzell-zytotoxischen Wir-

kung Neutrophiler Granulozyten beteiligt (Clark und Klebanoff, 1975; Slivka et al., 1980) 

wie verschiedene andere Faktoren wie reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen 

species - ROS), Proteasen und Zytokine wie tumor necrosis factor-α (TNF-α) oder Inter-

leukin-1β (IL-1β) (Di Carlo et al., 2001).  

Auch Monozyten, die Vorläufer der Makrophagen, werden häufig durch Wachstumsfak-

toren und Chemokine, welche von Tumorzellen freigesetzt werden, in Sekundärorgane 

rekrutiert (Pollard, 2004). Die Anzahl dieser sog. tumorassoziierten Makrophagen 

(TAMs) korreliert oft mit einer schlechten Prognose von Krebspatienten (z.B. bei Brust-, 

Prostata-, Ovarial- und Zervixkrebs) (Pollard, 2004). Durch die Freisetzung angiogener 

Faktoren wie VEGF, aber auch indirekt z.B. durch die Sezernierung von MMP-9, kön-

nen TAMs die Tumorangiogenese fördern (Pollard, 2004; Lewis und Pollard, 2006); die 

Freisetzung weiterer Proteasen wie MMP-7 und urokinase plasminogen acitvator (uPA) 

fördert die Invasion von Tumorzellen, und von TAMs sezernierte Wachstumsfaktoren 

(z.B. FGF, HGF und EGF) können Wachstum und Motilität von Tumorzellen verstärken 

(Pollard, 2004). Ähnlich wie Neutrophile können auch Makrophagen nicht nur fördernd, 

sondern auch hemmend auf die Tumorprogression wirken. Bislang sind die Faktoren, 

die diese gegensätzlichen Wirkungen kontrollieren, jedoch noch nicht bekannt (Joyce 

und Pollard, 2009). 

2.5 Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) als ein Regulator der zellulären 

Stressreaktion 

Wie in Kapitel 2.1 dargestellt, sind disseminierende Tumorzellen einer Reihe exogener 

Stressfaktoren ausgesetzt. Tumorzellen können darauf entweder durch Anpassung 
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(z.B. Induktion der Angiogenese oder Umstellung des Metabolismus) oder durch Flucht 

bzw. Invasion und Metastasierung (z.B. Induktion von Proteasen oder promigratorischer 

Signalwege wie des c-Met-Signalwegs) begegnen (Ruan et al., 2009). In beiden Fällen 

erfolgt die Reaktion über Genexpressionsänderungen. Ein Transkriptionsfaktor, der die 

Expression zahlreicher Gene der zellulären Stressreaktion, u.a. auch die von c-Met 

(Pennacchietti et al., 2003), reguliert, ist der hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), ein Mit-

glied der sog. basischen helix-loop-helix-Proteine (bHLH) (Pouysségur et al., 2006). 

HIF-1 wurde ursprünglich als ein durch Sauerstoffmangel (Hypoxie) induzierbarer Fak-

tor beschrieben, der die Expression von Erythropoietin (EPO) regulierte (Semenza und 

Wang, 1992). In seiner aktiven Form ist HIF-1 ein Heterodimer aus einer induzierbaren 

α- und einer konstitutiv exprimierten β-Untereinheit (Harris, 2002). Um als Transkripti-

onsfaktor aktiv zu sein, muss die cytoplasmatisch exprimierte α-Untereinheit in den 

Zellkern translozieren, wo die Ausbildung des Heterodimeres mit der β-Untereinheit er-

folgt und HIF-1 schließlich an sog. hypoxia response elements (HREs) in der Promotor-

region von HIF-1-regulierten Genen bindet (Pouysségur et al., 2006).  

Die Regulation der Aktivität von HIF-1 erfolgt über die α-Untereinheit, deren Abbau 

sauerstoffabhängig reguliert wird und deren Neusynthese sauerstoffunabhängig durch 

verschiedene Faktoren induziert werden kann (Semenza, 2003).  

Die sauerstoffabhängige Regulation von HIF-1 erfolgt auf zwei Wegen über die Hydro-

xylierung einzelner Aminosäuren von HIF-1α (Abbildung 2-3). Durch Prolylhydroxylasen 

(PHDs – prolylhydroxylase domain proteins) wird HIF-1α unter normoxischen Bedin-

gungen, also bei einem Sauerstoffpartialdruck über 40 mmHg (Thilo-Körner et al., 1992; 

Bertout et al., 2008), an den beiden Prolinresten 402 und 564 hydroxyliert, wodurch die 

Interaktion von HIF-1α mit dem Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) ermöglicht wird. VHL 

ist die Erkennungsregion einer E3-Ubiquitin-Protein-Ligase, die HIF-1α für den Abbau 

über das Proteasom markiert (Semenza, 2003; Pouysségur et al., 2006). Unter ausrei-

chender Sauerstoffzufuhr ist HIF-1α mit einer Halbwertszeit von unter fünf Minuten ei-

nes der kurzlebigsten zellulären Proteine (Berra et al., 2001). Andererseits wird auch 

die Interaktion zwischen HIF-1α und den Koaktivatoren p300 und CBP über einen sau-

erstoffabhängigen Mechanismus reguliert: Das Enzym factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) 

hydroxyliert sauerstoffabhängig Asparagin-803 und verhindert dadurch die Interaktion 

von HIF-1α mit den beiden Koaktivatoren, wodurch die HIF-1-abhängige Transkription 

unterbunden wird (Semenza, 2003). PHDs und FIH unterscheiden sich in ihrer Affinität 
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zu Sauerstoff und dadurch in ihrer Aktivität unter hypoxischen Bedingungen. Durch die-

se Affinitätsunterschiede wird eine fein regulierte Aktivität von HIF-1 unter abnehmen-

dem Sauerstoffpartialdruck ermöglicht (Pouysségur et al., 2006). 

VHL
OH OH OH

p300/ CBP

FIH-1PHD1-3PHD1-3

Aktivierung der 
Transkription

UbiquitinierungAbbau

Normoxie

bHLH PAS
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Abbildung 2-3: Sauerstoffabhängige Regulation der H IF-1-Aktivität.  O2 reguliert den Abbau von 
HIF-1α. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-1α an Prolin-402 und -564 durch Prolylhydroxylasen 
(PHDs 1-3) hydroxyliert, wodurch das von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) binden kann und HIF-1α über das 
26S-Proteasom abgebaut wird. Die sauerstoffabhängige Hydroxylierung von Asparagin-803 durch FIH-1 
(Factor inhibiting HIF-1) verhindert die Bindung von p300 und CBP und verhindert dadurch die HIF-1-
abhängige Transkription. Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF-1α weniger hydroxyliert. Die Bindung 
von VHL ist verringert, wodurch HIF-1α weniger abgebaut wird. Gleichzeitig können p300 und CBP and 
HIF-1α binden und HIF-1-regulierte Gene transkribiert werden. bHLH, basische Helix-Loop-Helix; PAS, 
Per-Arnt-Sim; TAD-C, Carboxy-terminale Transaktivierungsdomäne; TAD-N, Amino-terminale Transakti-
vierungsdomäne (modifiziert nach Semenza, 2003). 

Die sauerstoffunabhängige Regulation von HIF-1α erfolgt als Antwort auf die Aktivie-

rung bestimmter Signaltransduktionswege. Sie unterscheidet sich in zwei wesentlichen 

Merkmalen von der sauerstoffabhängigen Induktion (Semenza, 2003): Zum Einen er-

folgt die Induktion Zelltyp-spezifisch, während Hypoxie zu einer HIF-1α-Induktion in al-

len Zellarten führt; zum Anderen beruht die Induktion auf einer gesteigerten Neusynthe-

se, während Hypoxie über einen verringerten Abbau von HIF-1α wirkt. Im Wesentlichen 

konnten zwei Signalwege identifiziert werden, über die die Expression von HIF-1α indu-

ziert wird (Abbildung 2-4), nämlich der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)- und der 

Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg (zusammengefasst in Semenza, 

2003). Bekannte Faktoren, die HIF-1α sauerstoffunabhängig über diese Signalwege 

induzieren können, sind z.B. insulin-like growth factor-1/ -2 (IGF-1/ -2) (Feldser et al., 

1999; Fukuda et al., 2002), epidermal growth factor (EGF) (Zhong et al., 2000; Laugh-

ner et al., 2001), Insulin und Interleukin-1β (IL-1β) (Stiehl et al., 2002). 
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Abbildung 2-4: Sauerstoffunabhängige Regulation der  HIF-1α-Proteinsynthese.  Die Bindung eines 
Wachstumsfaktors an dessen Rezeptor-Tyrosinkinase aktiviert den PI3K- und MAPK-Signalweg. PI3K 
aktiviert AKT und mTOR (mammalian target of rapamycin). Im MAPK-Signalweg aktiviert MEK ERK. 
mTOR und ERK phosphorylieren die p70-S6-Kinase (S6K), die über die Phosphorylierung des ribosoma-
len S6-Proteins und Inhibierung von 4E-BP1 (eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor-4E-bindendes 
Protein) die Translation von HIF-1α initiiert. MNK, welches durch ERK aktiviert wird, aktiviert direkt den 
eIF-4E (eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor-4E) und dadurch die Translation von HIF-1α (modifi-
ziert nach Semenza, 2003). 

Kommt es sauerstoffabhängig oder -unabhängig zur Akkumulation von HIF-1α im Zy-

toplasma, so kann HIF-1 nach Translokation der α-Untereinheit in den Zellkern und He-

terodimerisierung mit der β-Untereinheit die Transkription regulieren. Bislang sind ca. 

100 Gene bekannt, deren Expression durch HIF-1 beeinflusst werden kann 

(Pouysségur et al., 2006). Viele dieser Gene haben eine wichtige Funktion bei der Tu-

morprogression. So tragen sie beispielsweise zu 1. Invasion und Metastasierung (z.B. 

c-Met, MMP-2, uPAR), 2. Angiogenese (VEGF, VEGFR2), 3. Apoptoseresistenz (IGF-2, 

NOS-2) oder 4. zur metabolischen Anpassung (GLUT-1, GAPDH, CAIX) von Tumorzel-

len bei (Semenza, 2003). Auf diese Weise ermöglicht die HIF-1-Signaltransduktion Tu-

morzellen eine bessere Anpassung an Stressbedingungen in ihrer Mikroumgebung (2., 

4.) oder die „Flucht“ in Gegenden mit besseren Wachstumsbedingungen (1., 2.). Es 

überrascht deshalb nicht, dass eine hohe Expression von HIF-1α in vielen Tumoren mit 

einer schlechten Überlebensprognose assoziiert ist, so z.B. bei Brustkrebs, Kopf-Hals-

Tumoren, Speiseröhren-, Magen- und Lungenkrebs (Vaupel und Mayer, 2007) und 

auch in Tiermodellen mit einer verstärkten Metastasierung einhergeht (Hiraga et al., 

2007). Untersuchungen an Patientenmaterial zeigten, dass hypoxische Regionen ver-
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schiedener Tumoren eine erhöhte Expression von Carboanhydrase IX (CAIX) aufwei-

sen (Wykoff et al., 2000). CAIX ist an der Regulation des zellulären pH-Werts beteiligt, 

und ihre Expression wird fast ausschließlich über HIF-1 reguliert (Wykoff et al., 2000), 

weswegen die CAIX-Expression häufig als Maß für die transaktivierende Aktivität von 

HIF-1 herangezogen wird (Airley et al., 2003; Potter und Harris, 2004). 

2.6 Metastasierungsmodelle 

2.6.1 Übersicht 

Um molekulare Mechanismen der Metastasierung besser zu verstehen und darauf ba-

sierend neue Therapiestrategien im Kampf gegen Krebs entwickeln zu können, sind 

reproduzierbare und einfache In-vivo-Modelle unerlässlich. Die gängigen Metastasie-

rungsmodelle in Mäusen lassen sich in sog. spontane und experimentelle Metastasie-

rungsmodelle einteilen (Eccles, 2001).  

Bei den Spontanmodellen geht der Metastasierung immer die Ausbildung eines Primär-

tumors voraus. Dieser Tumor kann beispielsweise durch extravasale Inokulation von 

Tumorzellen am ursprünglichen Primärherd (orthotop) oder andernorts initiiert werden 

(Price, 2001). Auch durch genetische Manipulation des Wirts (z. B. Inaktivierung von 

Tumorsuppressorgenen oder Aktivierung/ Überexpression von Onkogenen) (Guy und 

Cardoso, 2001) oder durch Applikation kanzerogener Substanzen können spontan me-

tastasierende Tumoren induziert werden (Krüger et al., 2007). Die von diesen Primär-

tumoren ausgehende Metastasierung ist von einer Vielzahl von Faktoren abhängig, die 

das Ausmaß der Metastasierung beeinflussen (z.B. Lage, Größe und Aggressivität des 

Tumors, Proliferationsrate und Angiogenese) (Günthert, 1997; Krüger et al., 2007). Vor-

teilhaft an den spontanen Metastasierungsmodellen ist, dass sämtliche Schritte der me-

tastatischen Kaskade ablaufen und untersucht werden können (Krüger et al., 2007).  

Die sog. experimentellen Metastasierungsmodelle eignen sich besonders zur Beobach-

tung der späten Phasen der Metastasierung (Zirkulation und Überleben der Tumorzel-

len im Blutkreislauf, Extravasation, Etablierung von (Makro-) Metastasen, sekundäre 

Invasion) (Krüger et al., 2007). Bei der experimentellen Metastasierung werden Tumor-

zellen direkt in das Gefäßsystem der Versuchstiere inokuliert. Dies kann entweder in-

travenös z.B. in die Schwanzvene (Krüger et al., 1998b) oder auch z.B. intrakardial er-

folgen (Krüger et al., 1998b; Krüger et al., 2007). Vorteilhaft bei experimentellen Me-
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tastasierungsmodellen sind die gegenüber Spontanmodellen größere Reproduzierbar-

keit der Ergebnisse (Inokulation einer definierten Anzahl an Tumorzellen zu einem defi-

nierten Zeitpunkt bei der experimentellen Metastasierung im Vergleich zur Intravasation 

einer unbestimmten Anzahl an Zellen zu einem unbestimmten Zeitpunkt bei der Spon-

tanmetastasierung) und die meist kürzere Versuchsdauer.  

Aktuelle Studien zeigen, dass die Ablösung einzelner Tumorzellen vom Primärtumor 

und deren Streuung im Organismus schon zu sehr frühen Zeitpunkten im Verlauf der 

Tumorprogression erfolgen kann (Husemann et al., 2008), also wahrscheinlich noch vor 

Diagnosestellung des Primärtumors. Diese Erkenntnis macht deutlich, dass effektive 

antimetastatische Therapiestrategien nicht primär auf eine Hemmung der Ablösung von 

Tumorzellen und deren Ausbreitung im Organismus abzielen sollten, sondern vielmehr 

das Auswachsen extravasierter, evt. ruhend vorliegender Tumorzellen unterdrücken 

sollten. Diese späten Phasen der Metastasierung, die auch für die Überlebensprognose 

von Krebspatienten entscheidend sind, können mithilfe experimenteller Metastasie-

rungsmodelle ideal untersucht werden.  

Je nach Herkunft der verwendeten Tumorzellen unterscheidet man zwischen syngenen 

Modellen, bei denen die Tumorzellen demselben Versuchstierstamm entstammen, wie 

die Tiere, in die sie inokuliert werden, und Xenograft-Modellen (Watson und Morris, 

2001). Bei letzteren werden speziesfremde Tumorzellen verwendet (z.B. Inokulation 

humaner Tumorzellen in Mäuse). Syngene Modelle haben den großen Vorteil, dass 

keine immunologischen Inkompatibilitäten zwischen Tumorzellen und Wirt auftreten, so 

dass für die Untersuchungen immunkompetente Tiere verwendet werden können und 

der Beitrag von Zellen des Immunsystems zur Tumorprogression mit untersucht werden 

kann. Xenograft-Modelle hingegen ermöglichen die Verwendung humaner Zellen, aller-

dings in immunsupprimierten Mäusen, was vor allem dann hilfreich ist, wenn die Effi-

zienz neuer Therapeutika, die beim Menschen zur Anwendung kommen sollen, unter-

sucht wird. 

2.6.2 L-CI.5s-Modell als mechanistisches Modell der Lebermetastasierung 

Für die In-vivo-Untersuchungen wurde in der vorliegenden Arbeit das syngene Modell 

der experimentellen Lebermetastasierung lacZ-markierter L-CI.5s-T-Zell-Lymphom-

zellen verwendet (Krüger et al., 1994a; Krüger et al., 1994b). Vorteile dieses Modells 

sind die aufgrund der hohen Aggressivität der L-CI.5s-Zellen kurze Versuchsdauer (in-
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nerhalb von sechs bis sieben Tagen bilden sich zahlreiche makrometastatische Foci in 

der Leber) und die hohe Reproduzierbarkeit (Arlt et al., 2002; Gerg et al., 2008). 

Die Vorläuferzelllinien der L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen sind durch spontane Methyl-

cholanthren-induzierte Tumorigenese in DBA/2-Mäusen entstanden (Schirrmacher et 

al., 1979). L-CI.5s-Zellen sind deshalb syngen zu diesem immunkompetenten Maus-

stamm. Die Tumorzellen wurden mittels retroviralen Gentransfers stabil mit dem bakte-

riellen lacZ-Markergen transduziert, das für das Enzym β-Galaktosidase kodiert (Krüger 

et al., 1994a). Mittels X-Gal-Färbung (Umsetzung des β-Galaktosidase-Substrats 5-

brom-4-chlor-3-indoyl-β-D-Galaktopyranosid zu einem Indigofarbstoff) lassen sich lacZ-

markierte Zellen in Geweben sehr einfach und bis auf Einzelzellebene detektieren 

(Krüger et al., 1994a; Krüger et al., 1994b), so dass selbst kleinste Mikrometastasen 

und ruhend (dormant) in einem Organ vorliegende Tumorzellen hochspezifisch nach-

gewiesen werden können (Krüger et al., 1998b). Mit Hilfe lacZ-markierter Tumorzellen 

lässt sich deshalb auch die Effizienz potentieller Krebstherapeutika oder der Einfluss 

genetischer Modifikationen der Tumorzellen auf das Metastasierungsverhalten untersu-

chen (Krüger et al., 1998b). 

Haupt-Zielorgan der Metastasierung im L-CI.5s-Modell ist die Leber (Krüger et al., 

1994a; Krüger et al., 1994b). L-CI.5s-Zellen sind hochaggressiv: Nach intravenöser Ino-

kulation von nur 5000 Tumorzellen bilden sich innerhalb von wenigen Tagen zahlreiche 

metastatische Foci in der Leber, nach ca. acht bis neun Tagen versterben die Tiere. An 

Hand des Metastasierungsmusters in der Leber in den ersten acht Tagen nach Tumor-

zellinokulation lassen sich grob drei Phasen unterscheiden (Abbildung 2-5) (Gerg et al., 

2008):  

1) Eine initiale Phase der Extravasation: Einzelne extravasierte Tumorzellen können im 

L-CI.5s-Modell schon drei Stunden nach Inokulation der Tumorzellen im Leberpa-

renchym detektiert werden. 

2) Eine Phase des Auswachsens: Zwischen dem zweiten und fünften Tag nach Inoku-

lation der Tumorzellen nimmt die Größe der metastatischen Foci in der Leber zu. 

3) Ab Tag sieben nach Tumorzellinokulation sind neben Makrometastasen (≥ 0,2 mm) 

auch sekundär infiltrierte Tumorzellen im Leberparenchym nachweisbar. 
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Abbildung 2-5: Unterscheidung verschiedener Phasen im Verlauf der Lebermetastasierung im 
L-CI.5s-Modell.  Nach Inokulation von 5000 L-CI.5s-Zellen in DBA/2-Mäuse wurden zu den angegebenen 
Zeitpunkten die Lebern entnommen und die Tumorzellen mit X-Gal angefärbt. Oben: Aufsicht auf die 
medialen Leberlappen. Unten: Nahaufnahmen der Leberoberfläche. Anhand der Makro- (oben) und Mik-
rometastasierung (unten) können drei Phasen im Verlauf der Lebermetastasierung unterschieden werden 
(modifiziert aus Gerg et. al.,2008). 

2.6.3 TIMP-1-Überexpression im L-CI.5s-Modell zur Untersuchung pro-

metastatischer Mechanismen von TIMP-1 

Die Verwendung lacZ-markierter Tumorzellen ermöglicht auch die Analyse, welche 

Auswirkungen eine Modulation der Wirtsumgebung auf die Metastasierung hat (Krüger 

et al., 1998b). Nach moderater adenoviraler Überexpression von TIMP-1 im L-CI.5s-

Modell steht ein Tiermodell zur Verfügung, das die bei Patienten mit erhöhten TIMP-1-

Spiegeln beobachteten molekularen Veränderungen sehr gut abbildet (Kopitz et al., 

2007) und somit ideal geeignet ist, um die molekularen Mechanismen der prometastati-

schen Wirkung von TIMP-1 zu untersuchen. Ausreichend hohe TIMP-1-Spiegel werden 

dabei durch intravenöse Inokulation von 2 x 109 pfu eines für TIMP-1 kodierenden Ade-

novirus erreicht. Bereits drei Tage nach dem Gentransfer ist eine systemisch deutlich 

erhöhte TIMP-1-Expression in den Mäusen nachweisbar, die mit zahlreichen Verände-

rungen der Gewebehomöostase einhergeht (Kopitz et al., 2007). Werden diesen Tieren 

5000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen intravenös inokuliert, führt die erhöhte TIMP-1-

Expression wie in Kapitel 2.2.3 erwähnt zu einem dramatisch veränderten Metastasie-

rungsphänotyp und einer starken Zunahme der Tumorzelllast in der Leber. Aufgrund 

der Immunogenität der Adenoviren wurden in diesem Modell ursprünglich immun-

supprimierte CD1-nu/nu-Mäuse verwendet. Jedoch eignet sich das Versuchsprotokoll 

auch zur adenoviralen Überexpression von TIMP-1 in immunkompetenten DBA/2-

Mäusen (AG Krüger unpublizierte Daten; s. auch Michou et al., 1997). Dies ermöglicht 

die Untersuchung molekularer Mechanismen der TIMP-1-induzierten Metastasierung 

auch in Anwesenheit eines funktionalen Immunsystems. 
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3 Zielsetzung 

Die Mechanismen der prometastatischen Wirkung des Proteaseinhibitors TIMP-1 sind 

erst ansatzweise verstanden. Bekannt war schon, dass hohe TIMP-1-Spiegel die Mik-

roumgebung in der Leber verändern und zur Ausbildung einer prämetastatischen Ni-

sche führen und dass die Aktivierung des HGF-c-Met-Signalwegs für die prometastati-

sche Wirkung von TIMP-1 essentiell ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf Seiten 

der Tumorzellen und auf Seiten der Wirtsumgebung weitere Mediatoren der prome-

tastatischen Wirkung von TIMP-1 zu identifizieren, die möglicherweise in den HGF-

c-Met-Signalweg eingreifen. Auf Tumorzellseite interessierte v.a. der Transkriptionsfak-

tor HIF-1, der an der zellulären Anpassung an Stressbedingungen beteiligt und ein Re-

gulator der c-Met-Expression ist. Durch Genexpressionsanalyse sollte untersucht wer-

den, ob erhöhte TIMP-1-Spiegel mit einem Anstieg von HIF-1α, der regulierten α-Un-

tereinheit von HIF-1, einhergehen, ob es zur Aktivierung der HIF-1-Signaltransduktion 

kommt und, wenn ja, welchen Beitrag HIF-1 in vivo zur TIMP-1-induzierten Metastasie-

rung leistet. Bislang war unklar, ob TIMP-1 einzig durch die Modulation der Mikroumge-

bung die Metastasierung fördert oder ob TIMP-1 auch einen direkten Einfluss auf das 

metastatische Potential (also z.B. die Invasivität) von Tumorzellen hat. Ein solcher di-

rekter Einfluss von TIMP-1 sollte deshalb in vitro untersucht werden. Da bislang die Ur-

sache für die in TIMP-1-transduzierten Tieren beobachtete Zunahme an HGF-Protein 

im Lebergewebe nicht bekannt war, sollte untersucht werden, ob es TIMP-1-abhängig 

zu einer gesteigerten HGF-de-novo-Synthese in der Leber kommt oder ob auch infiltrie-

rende Immunzellen als Quelle von HGF-Protein in Frage kommen. Genexpressionsana-

lysen lieferten bereits erste Hinweise, dass erhöhte TIMP-1-Spiegel die Infiltration von 

Neutrophilen Granulozyten in die Leber möglicherweise verstärken. Es sollte daher un-

tersucht werden, ob TIMP-1 die Migration und Infiltration Neutrophiler Granulozyten in 

die Leber tatsächlich induziert und hierüber die HGF-Protein-Spiegel in der Leber erhö-

hen kann. Nach Etablierung eines Protokolls zur Antikörper-vermittelten Depletion 

Neutrophiler Granulozyten in Mäusen sollte der Beitrag dieser Immunzellpopulation zur 

TIMP-1-induzierten Metastasierung in vivo untersucht werden. Schließlich sollte ein 

Protokoll zum adenoviral vermittelten knock down von c-Met im Wirtsgewebe, auch bei 

gleichzeitiger Überexpression von TIMP-1, etabliert werden, um gezielt den Beitrag der 

c-Met-Signaltransduktion im Wirtsgewebe zur Metastasierung untersuchen zu können. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Tierexperimentelle Methoden 

4.1.1 Versuchstiere 

Für die In-vivo-Metastasierungsversuche wurden weibliche, 8 - 10 Wochen alte Mäuse 

verwendet. Die Versuche zur Rolle von HIF-1α bei der TIMP-1-induzierten Metastasie-

rung wurden in immunkomprimierten CD1-nu/nu-Mäusen durchgeführt. Dieser Maus-

stamm, der durch das Fehlen des Thymus nicht in der Lage ist, T-Zellen zu bilden, wur-

de in den Charles-River-Laboratorien (Charles River Laboratories, Wilmington, USA) 

durch Transfer des nude-Gens in CD1-Mäuse mittels Kreuzungen und Rückkreuzungen 

generiert. Für alle anderen In-vivo-Experimente wurden immunkompetente DBA/2-

Mäuse verwendet. Dieser älteste aller Inzucht-Mausstämme ist syngen zu den applizier-

ten L-CI.5s-Zellen (Krüger et al., 1994a). Alle Tiere wurden über die Firma Charles Ri-

ver (Sulzfeld) bezogen und unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Zwischen Lie-

ferung der Tiere und Versuchsbeginn verging mindestens eine Woche, um eine Ge-

wöhnung der Tiere an die neue Umgebung sicherzustellen. 

4.1.2 Metastasierungsmodell 

Die Zuteilung der Versuchstiere zu den einzelnen Versuchsgruppen erfolgte nach dem 

Zufallsprinzip. Um die intravenöse Inokulation von adenoviralen Vektoren bzw. Tumor-

zellen zu erleichtern, wurden die Versuchstiere zur Dilatation der Venen 20 Minuten mit 

Rotlicht erwärmt. Für die Inokulation in die Schwanzvene wurden 27GA7/8-Kanülen 

(0,4 x 21 mm, Rose GmbH, Trier) und 1ml-Spritzen (B. Braun, Melsungen) verwendet.  

Für alle Versuche mit TIMP-1-Überexpression wurden drei Tage vor Applikation der 

Tumorzellen je Maus 2 x 109 pfu AdTIMP-1- bzw. Addl70-3-Viren, suspendiert in 200 µl 

PBS2+ (PBS mit 0,68 mM MgCl2 und 0,56 mM CaCl2), intravenös inokuliert.  

Für die Versuche zur experimentellen Metastasierung lacZ-markierter L-CI.5s-T-Zell-

Lymphomzellen bzw. der Subzelllinien L-CI.5s-shNT/ -shHIF wurden die Tumorzellen 

mit PBS (phosphate buffered saline, Biochrom AG, Berlin) gewaschen und auf eine 

Zellzahl von 250000 Zellen/ ml PBS eingestellt. Nach erneuter Bestimmung der Zellzahl 

wurde die Zellsuspension auf eine Zellzahl von 25000 Zellen/ ml PBS eingestellt und 
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die Zellen bis zur Inokulation auf Eis gelagert. Pro Maus wurden 200 µl der Tumorzell-

suspension (entspricht 5000 Tumorzellen) in eine der Schwanzvenen inokuliert. Zu den 

in Abbildung 4-1 angegebenen Zeitpunkten wurden die Versuchstiere entweder durch 

Genickbruch (für Untersuchungen zur Rolle von HIF-1α) oder durch Kohlendioxid (für 

alle anderen Versuche) getötet und die Lebern entnommen.  
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Abbildung 4-1: Inokulations- und Präparationsschema ta der Tierversuche.  Dargestellt sind die Zeit-
punkte der Adenovirus- bzw. Tumorzellinokulation sowie die Zeitpunkte der Organentnahmen. A, Zeitver-
lauf der L-CI.5s-Metastasierung. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach initialer Inokulation von 5000 
L-CI.5s-Zellen wurden die Tiere mit CO2 getötet. B, TIMP-1-Modell der experimentellen Metastasierung 
von L-CI.5s-shNT bzw. L-CI.5s-shHIF-Zellen. Drei Tage nach Virusinokulation wurden die Tumorzellen 
appliziert, weitere sieben Tage später wurden die Versuchstiere durch Genickbruch getötet und die Le-
bern entnommen. 

Ein Teil des Lebergewebes wurde für biochemische Analysen in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren bzw. für histologische Nachweise asserviert. Gewebe für Kryoschnitte 

wurde dabei direkt in Tissu-Tek (Sakura, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und 

bei -80°C gelagert, während Proben für Paraffinschn itte zunächst über Nacht bei 4°C in 

2% (V/V) Formaldehyd (Applichem, Darmstadt) in PBS fixiert, nach Standardprotokoll 

dehydriert und anschließend in Paraffin eingebettet wurden. Die medialen Leberlappen 

wurden in 2% (V/V) Formaldehyd und 0,2% (V/V) Glutaraldehyd (beides Applichem, 

Darmstadt) fixiert und für das Anfärben der Metastasen mit X-Gal verwendet (s. 

4.1.4.1.1) (Krüger et al., 1994a). Die Quantifizierung der Makrometastasen erfolgte 

durch Auszählung aller metastatischen Foci ≥ 0,2 mm auf den medialen Leberlappen. 

Für die Quantifizierung einzelner gestreuter Tumorzellen wurden Kryoschnitte von Le-

bergewebe angefertigt und mit X-Gal angefärbt (s. 4.1.4.1.2). Gestreute Tumorzellen 
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außerhalb klar definierbarer metastatischer Foci wurden am Mikroskop ausgezählt und 

die Anzahl auf die Schnittfläche normalisiert. Zur Bestimmung der Gesamttumorlast in 

der Leber wurde die mRNA-Expression des lacZ-Markergens der Tumorzellen wie in 

Abschnitt 4.4.3 dargestellt durch quantitative RT-PCR gemessen und auf die Expressi-

on von 18S-rRNA normalisiert. 

4.1.3 Depletion Neutrophiler Granulozyten 

Die Depletion Neutrophiler Granulozyten erfolgte durch zweimalige intraperitoneale In-

jektion von 250 µl eines gegen murine Neutrophile Granulozyten gerichteten polyklona-

len Antiserums aus Kaninchen („anti-PMN“, Accurate Chemical & Scientific Corporation, 

Westbury, USA) (Davis et al., 1969) im Abstand von 24 Stunden. Das Antiserum, wel-

ches gegen das Ly-6G-Oberflächenantigen auf Neutrophilen Granulozyten gerichtet ist, 

wurde unverdünnt eingesetzt. Kontrolltiere erhielten 250 µl PBS. Ly6-Proteine, zu deren 

Familie auch granulocyte receptor-1 (Gr-1) gehört (Daley et al., 2008), werden von Leu-

kozyten exprimiert und sind dort Differenzierungsmarker und vermutlich an der Aktivie-

rung beteiligt (Gumley et al., 1995). Das Ly-6G-Zelloberflächenantigen wird außerhalb 

des Knochenmarks fast ausschließlich von Neutrophilen Granulozyten exprimiert (Daley 

et al., 2008) und deshalb auch häufig als Marker Neutrophiler Granulozyten herangezo-

gen (Lieber et al., 2004; Anderson et al., 1998). Für den Fall, dass TIMP-1-

überexprimiert wurde, erfolgte die zweite Applikation des Antiserums drei Stunden vor 

der Inokulation des Virus. L-CI.5s-Tumorzellen wurden wie üblich drei Tage nach der 

Virusinokulation appliziert (Abbildung 4-2). 

-4d 6d-3d

t

Tumorzell-
inokulation

Organ-
entnahme

0d

250µl 
Antiserum 
i.p.

250µl Antiserum 
i.p.
3h später AdV-
Inokulation i.v.

-4d 6d-3d

t

Tumorzell-
inokulation

Organ-
entnahme

0d

250µl 
Antiserum 
i.p.

250µl Antiserum 
i.p.
3h später AdV-
Inokulation i.v.  

Abbildung 4-2: Inokulations- und Präparationsschema  für die Untersuchung des Beitrags 
Neutrophiler Granulozyten zur TIMP-1-induzierten Me tastasierung.  27 und drei Stunden vor dem 
adenoviralen Gentransfer von TIMP-1 wurden je Maus 250 µl des anti-PMN-Antiserums i.p. inokuliert. 
Drei Tage nach Adenovirusinokulation folgte die Applikation der Tumorzellen. Weitere sechs Tage später 
wurden die Versuchstiere getötet. 
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Die Kontrolle der Depletionseffizienz erfolgte immunzytochemisch im Blut. Hierzu wurde 

bei der Präparation der Tiere aus der Mesenterialvene Blut entnommen. Um die Blutge-

rinnung zu verhindern, wurde die verwendete Spritze zuvor mit Heparin (Heparin-

Natrium 250000, Ratiopharm, Ulm) gespült und ein Tropfen Heparin in Spritze und Ka-

nüle belassen. Das Blut wurde anschließend in der Tischzentrifuge 10 min bei 

3500 U/ min und 4°C zentrifugiert und der (Plasma-)  Überstand verworfen. Das Zellpel-

let wurde zur Lyse der Erythrozyten in 2 ml Erythrozyten-Lyselösung (s. Tabelle 4-1) 

resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wurde anschlie-

ßend durch Zugabe des 5- bis 10-fachen Volumens an PBS abgestoppt, die Zellen er-

neut abzentrifugiert (5 min, 3500 U/ min, 4C°) und der Überstand verworfen. Falls das 

Pellet nach dem Zentrifugieren durch verbliebene Erythrozyten noch rot gefärbt war, 

wurde der gesamte Lyseschritt wie beschrieben wiederholt. Die Zellen wurden ein wei-

teres Mal mit PBS gewaschen und im Anschluss gezählt. Für die Zytospins wurde die 

Zellzahl auf 300000 Zellen/ ml eingestellt und je 500 µl der Zellsuspension in einer Zy-

tospin-Zentrifuge auf Objektträger übertragen (400 U/ min, 5 min, RT). 

Tabelle 4-1: Zusammensetzung der Erythrozyten-Lyselösung 

Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3 Gebrauchslösung 

35 g NH4Cl  0,42 g MgCl2x6H2O 2,25 g NaHCO3 7 Teile H2Odest. 

1,85g KCl 0,14 g MgSO4x7H2O in 1000 ml H2Odest. 4 Teile Lösung 1 

1,5 g Na2HPO4x12H2O  in 1000 ml H2Odest.  1 Teil Lösung 2 

0,119 g KH2PO4   1Teil Lösung 3 

5 g Glukose    

in 1000 ml H2Odest.    

 

Für den immunzytochemischen Nachweis der Neutrophilen Granulozyten wurden die 

Zytospins zunächst 10 min in eiskaltem Aceton fixiert, anschließend 10 min an der Luft 

getrocknet und für 10 min in TRIS-buffered saline (TBS) rehydriert. Endogene Peroxi-

dasen wurden für 5 min mit 0,3% H2O2 (Sigma-Aldrich, München) in Methanol (Appli-

chem, Darmstadt) blockiert und anschließend die Zytospins zweimal in TBS gewa-

schen. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (anti-Maus Ly-6G NIMP-R14, 1:50 in 

TBS verdünnt; Hycult Biotechnology, Beutelsbach) erfolgte über Nacht bei 4°C. Vor der 

45-minütigen Inkubation mit dem Zweitantikörper (biotinylierter anti-Ratten-Antikörper-
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Antikörper 1:100 in TBS; Dako, Hamburg) wurden die Zytospins zweimal 5 min mit TBS 

gewaschen. Nach erneutem Waschen (2 x 5 min) wurde der horseradish-peroxidase 

(HRP)-Komplex (Dako, Hamburg) zugegeben und für 30 min auf den Zytospins belas-

sen. Die Farbentwicklung erfolgte mit Aminoethylcarbazol (AEC, Dako, Hamburg) so 

lange, bis die Zytospins sich rötlich verfärbten (ca. 3 min). Im Anschluss daran wurde 

mit Aq. dest. gewaschen, 30 sek mit Hämalaun gegengefärbt, zehn Minuten gewässert 

und anschließend mit Glycerin-Gelatine (Kaiser’s Glycerin-Gelatine, Merck, Darmstadt) 

eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am Mikroskop durch Auszählen Ly-6G-positiver 

und -negativer Zellen. 

4.1.4 Histochemische Methoden 

4.1.4.1 X-Gal-Färbung 

Für die Anfärbung lacZ-markierten Tumorzellen in Organen bzw. auf Kryoschnitten mit 

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galaktopyranosid; Fermentas, St.Leon-Rot) wurde 

unmittelbar vor Verwendung eine Gebrauchslösung aus einem Teil X-Gal-Stammlösung 

und 39 Teilen Färbelösung hergestellt (Tabelle 4-2).  

Tabelle 4-2: Zusammensetzung der für die X-Gal-Färbung benötigten Lösungen 

X-Gal-Stammlösung Färbelösung Gebrauchslösung 

40 mg/ ml (M/V) X-Gal  1,64 g K3Fe(CN)6 1 T X-Gal-Stammlösung 

in Dimethylformamid  2,10 g K4Fe(CN)6 39 T Färbelösung 

(Sigma-Aldrich, München) 2 ml 1 M MgCl2  

 1 ml 10 % Natrium-Deoxycholat  

 2 ml 10 % NP40  

 in 1000 ml PBS, pH 7,1  

4.1.4.1.1 X-Gal-Färbung von Organen 

Die medialen Leberlappen wurden unmittelbar nach der Entnahme aus dem Ver-

suchstier mit PBS gewaschen und für 1,5 Stunden in einer Fixierlösung aus 

2% (V/V) Formaldehyd und 0,2% (V/V) Glutaraldehyd (beides Applichem, Darmstadt) in 

PBS fixiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die eigentliche Färbung er-

folgte mit der in Tabelle 4-2 beschriebenen Gebrauchslösung in Anwesenheit von Luft-

sauerstoff für vier bis sieben Stunden bei 37°C und  anschließend über Nacht bei 4°C. 
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Am nächsten Morgen wurden die Organstücke mit PBS gewaschen und zur weiteren 

Fixierung und Lagerung mit Fixierlösung aus 2% (V/V) Formaldehyd (Applichem, Darm-

stadt) in PBS versetzt. 

4.1.4.1.2 X-Gal-Färbung von Kryoschnitten 

8 µm dicke Kryoschnitte von Lebergewebe wurden luftgetrocknet und anschließend für 

zehn Minuten mit 2% (V/V) Formaldehyd/ 0,2% (V/V) Glutaraldehyd (beides Applichem, 

Darmstadt) in PBS fixiert, mit PBS gewaschen, für 10 min mit einer Lösung aus 

2 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich, München), 0,01% (V/V) Natriumdeoxycholat (Sigma-

Aldrich, München) und 0,02% (V/V) Nonidet-P40 (Sigma-Aldrich, München) in PBS 

permeabilisiert und anschließend die Tumorzellen über Nacht bei 37°C mit der in 

Tabelle 4-2 beschriebenen Gebrauchslösung inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 

die Schnitte mit PBS gewaschen und mit Glycerin-Gelatine (Kaiser’s Glycerin-Gelatine, 

Merck, Darmstadt) eingedeckt. 

4.1.4.2 Immunhistochemie auf Paraffinschnitten 

Für die immunhistochemische Anfärbung von HIF-1α oder PCNA wurden 4 µm dicke 

Paraffinschnitte von Lebergewebe hergestellt, auf Objektträger aufgezogen und über 

Nacht bei 37°C getrocknet. Die Entparaffinierung er folgte durch eine absteigende Alko-

holreihe in Roticlear (3 x 3 min) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 100% Ethanol 

(2 x 3 min) und 90% Ethanol (2 x 3 min); anschließend wurde in Aq. bidest. gespült. Die 

Antigenmaskierung erfolgte durch 10-minütiges Kochen der Schnitte in der Mikrowelle 

in 0,01 M Zitronensäurelösung (pH 6,0). Nach 15-minütigem Abkühlen wurden endoge-

ne Peroxidasen für 5 min mit 3% H2O2 in Aq. bidest. blockiert, danach kurz in Aq. bi-

dest. gespült und 5 min in TBS inkubiert. Die Inkubation mit dem Primärantikörper er-

folgte über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer (Verdünnungen s. Tabelle 4-3, je-

weils in TBS). Am nächsten Tag wurden die Schnitte 2 x 5 min in TBS-0,1%Tween-20 

(TBS-T) gewaschen. Die Detektion des gebundenen Primärantikörpers erfolgte mit dem 

Cell and Tissue Staining Kit (R&D Systems, Wiesbaden). Die Inkubation mit dem vom 

Hersteller gebrauchsfertig mitgelieferten Sekundärantikörper erfolgte für 45 min bei RT 

in einer feuchten Kammer. Nach 3 x 5 min Waschen in TBS-T wurde 30 min mit der 

ebenfalls gebrauchsfertigen Lösung des high sensitivity horseradish peroxidase-

Komplexes (HSS-HRP) inkubiert und anschließend 2 x 5 min in TBS-T gewaschen. Die 

Farbentwicklung erfolgte mit Diaminobenzidin (DAB, Dako, Hamburg) für ca. 
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30 Sekunden. Anschließend wurde für 30 Sekunden mit Hämalaun gegengefärbt und 

die Schnitte mit Glycerin-Gelatine (Kaiser’s Glycerin-Gelatine, Merck, Darmstadt) ein-

gedeckt. 

Tabelle 4-3: Für die Immunhistochemie auf Paraffinschnitten verwendete Antikörper 

Antigen Antikörper und Verdünnung 

mu-HIF-1α Kaninchen-anti-Maus-HIF-1α NB100-449 (Novus Biologicals), 1: 100 

mu-PCNA Kaninchen-anti-Maus-PCNA (Abcam), 1:2000 

 

4.1.4.3 Immunhistochemie auf Kryoschnitten 

Für den Immunhistochemischen Nachweis Neutrophiler Granulozyten wurden 8 µm di-

cke Kryoschnitte von Lebergewebe angefertigt, an der Luft getrocknet, 10 min in eiskal-

tem Aceton (Applichem, Darmstadt) fixiert und erneut an der Luft getrocknet, bevor die 

Schnitte 10 min in TBS rehydriert wurden. Es folgten ein 10-minütiger Avidin-Block und 

ein ebenso langer Biotin-Block (Cell and Tissue Staining Kit, R&D Systems, Wiesba-

den), jeweils gefolgt von 10 min Waschen in TBS. Die Inkubation mit dem Erstantikör-

per (s. Tabelle Tabelle 4-4, Verdünnung jeweils in TBS) erfolgte über Nacht bei 4°C in 

einer feuchten Kammer. Am folgenden Tag wurde 2 x 5 min in TBS gewaschen. Im Fal-

le der Ly-6G-Färbung erfolgte anschließend die 45-minütige Inkubation mit dem Zwei-

tantikörper (Cell and Tissue Staining Kit, R&D Systems, Wiesbaden) und nach zweima-

ligem Waschen in TBS à 5 min die 30-minütige Inkubation mit dem HSS-HRP-Komplex 

(Cell and Tissue Staining Kit, R&D Systems, Wiesbaden). Beide Schritte entfielen beim 

Nachweis von Myeloperoxidase (MPO) mit dem biotinylierten anti-MPO-Antikörper. Die 

Farbentwicklung erfolgte mit Diaminobenzidin (DAB, Cell and Tissue Staining Kit, R&D 

Systems, Wiesbaden) für ca. 3 bis 10 min. Im Anschluss wurde für 30 Sekunden mit 

Hämalaun gegengefärbt und die Schnitte mit Glycerin-Gelatine (Kaiser’s Glyceringelati-

ne, Merck, Darmstadt) eingedeckt. 

Tabelle 4-4: Für die Immunhistochemie und Immunfluoreszenz auf Kryoschnitten verwendet Antikörper 

Antigen Antikörper und Verdünnung 

mu-Ly-6G Ratten-anti-Maus-Ly-6G Klon NIMP-R14 (Hycult Biotechnology), 1:50 

mu-MPO biotinylierter Maus-anti-Maus-MPO-Antikörper 8F4 (Abcam), unverdünnt 

mu-phospho-c-Met Kaninchen-anti-Maus-phospho-c-Met (StressGen), 1:50 
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4.1.4.4 Immunfluoreszenzfärbung auf Kryoschnitten 

Der Nachweis von phospho-c-Met erfolgte über Immunfluoreszenzfärbung. Hierzu wur-

den 8 µm dicke Kryoschnitte von Lebergewebe angefertigt, an der Luft trocknen gelas-

sen mit eiskaltem Aceton 10 min fixiert und anschließend 10 min in TBS rehydriert. Die 

Inkubation mit dem 1:50 in TBS verdünnten anti-phospho-c-Met-Antikörper (StressGen) 

erfolgte über Nacht bei 4°C. Die Schnitte wurden an schließend 2 x 10 min in TBS-T 

gewaschen und mit einem Alexa-Fluor-488-markierten Zweitantikörper (gegen Kanin-

chenantikörper) (Molecular Probes) in einer 1:200-Verdünnung inkubiert. Die Zellkerne 

wurden mit 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol (DAPI, Applichem, Darmstadt) (6,7 µg/ ml) an-

gefärbt und die Schnitte mit Mowiol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) eingedeckt. Die Aus-

wertung am Fluoreszenzmikroskop erfolgte direkt im Anschluss. 

4.1.4.5 In-situ-Hybridisierung 

Die mRNA-Expression von murinem TIMP-1 wurde mittels In-situ-Hybridisierung auf 

Paraffinschnitten nachgewiesen. Zur Zerstörung von RNasen wurden, soweit möglich, 

alle verwendeten Gerätschaften 4 h bei 280°C behand elt. Geräte, die nicht heißluftsteri-

lisiert werden konnten, wurden mit 2% (V/V) AbSolve (Perkin Elmer, Rodgau-

Jügesheim) behandelt. Alle wässrigen Lösungen bis zur Posthybridisierung wurden un-

ter Verwendung von RNase-freiem Aq. bidest. hergestellt. Die verwendeten Objektträ-

ger wurden vor der Verwendung 60 min mit 5 ml 3-Aminopropyltriethoxysilan (Sigma-

Aldrich, München) in 250 ml Aceton (Applichem, Darmstadt) silanisiert, anschließend 

10 min mit Wasser gewaschen und im Anschluss über Nacht bei 60°C getrocknet. 3,5 

bis 7 µm dicke Paraffinschnitte wurden wie unter 4.1.4 beschrieben angefertigt und bis 

zur Verwendung im Kühlschrank gelagert. Die Entparaffinierung erfolgte für 2 x 10 min 

in Roticlear (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), die anschließende Rehydrierung 5 min in 

100% Ethanol, 5 min in 95% Ethanol und 5 min in 70% Ethanol. Im Anschluss wurde 

zweimal in Wasser gewaschen. Für die sog. Prähybridisierung wurden die Schnitte 

2 x 5 min in PBS und danach 2 x 5 min PBS/ 100 mM Glycin (Sigma-Aldrich, München) 

inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 15-minütige Inkubation in PBS-0,3% (V/V) Tri-

ton X-100 (Applichem, Darmstadt), nach der 2 x 5 min mit PBS gewaschen wurde. Die 

Permeabilisierung wurde für 30 min bei 37°C in eine r Lösung aus 20 µg/ ml RNase-

freier Proteinase K (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in Tris-EDTA (TE)-Puffer durchgeführt, 

danach wurde bei 4°C 5 min mit 4% (M/V) Paraformald ehyd in PBS nachfixiert und 
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2 x 5 min mit PBS gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte für 2 x 5 min die Acetylie-

rung in 0,25% (V/V) Essigsäureanhydrid (Sigma-Aldrich, München) in 0,1 M Triethano-

lamin-Puffer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Vor der Hybridisierung wurde 10 min bei 

37°C in Prähybridisierungspuffer (50% (V/V) deionis iertes Formamid (Applichem, 

Darmstadt) in 4x-SSC-Puffer) inkubiert. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte mit ca. 

50 ng der Digoxin-markierten RNA-Sonde in Hybridisierungspuffer (40% (V/V) deioni-

siertes Formamid, 5% (M/V) Dextransulfat, 1x-Denhard’s-Lösung, 4x-SSC-Puffer, 

10 mM DTT, 1 mg/ ml Hefe-t-RNA (Roche Applied Sciences), 1 mg/ ml denaturierte und 

gescherte Lachssperma-DNA) über Nacht bei 42°C. Ab dem folgenden Schritt musste 

nicht mehr RNase-frei gearbeitet werden. Am nächsten Morgen wurde 2 x 15 min mit 

2x-SSC-Puffer bei 37°C und anschließend 15 min mit 1x-SSC-Puffer gewaschen. Un-

gebundene Einzelstrang-RNA wurde während 30 min bei 37°C mit 20 µg/ ml RNaseA in 

NTE-Puffer verdaut, danach nochmals 2 x 30 min bei 37°C mit 50% (V/V) Formamid in 

1x-SSC-Puffer gewaschen. Der Nachweis der gebundenen, Digoxin-markierten Sonde 

erfolgte immunhistochemisch. Hierzu wurde zunächst 2 x 10 min in TBS gewaschen 

und danach während 30 min unspezifische Bindungen mit 5% (V/V) Ziegenserum in 

TBS-T blockiert. Die Inkubation mit dem 1:5000 in TBS-T/ 1% (V/V) Ziegenserum ver-

dünnten Anti-Digoxin-Antikörper (Roche Applied Sciences) erfolgte in einer feuchten 

Kammer über Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag wurde 2  x 30 min mit TBS gewaschen 

und anschließend 10 min mit Substratpuffer (100 mM Tris-HCl (pH 9.5),100 mM NaCl, 

50 mM MgCl2) inkubiert. Die Farbsubstrat-Lösung, bestehend aus 10 ml Substratpuffer, 

45 µl NBT-Lösung (75 mg/ ml, Applichem, Darmstadt), 70 µl BCIP-Lösung (25 mg/ ml, 

Roche Applied Sciences), 12 µl Levamisol-Lösung (0,8 M) wurde auf die Schnitte ge-

geben und für ca. 2 bis 4 Stunden im Dunkeln in einer feuchten Kammer auf den 

Schnitten belassen. Durch 5-minütige Inkubation in Wasser wurde die Farbreaktion ab-

gestoppt. Die Gegenfärbung erfolgte für ca. 1 min mit Kernechtrot. Nach erneutem 

zweimaligem Waschen in Wasser wurden die Schnitte mit Glycerin-Gelatine (Kaiser’s 

Glycerin-Gelatine, Merck, Darmstadt) eingedeckt. 

Sonde: 

sense 

5’GGATCCCCCTGGCCCCCTTTGCATCTCTGGCATCTGGCATCCGCTTGTTGCTATCACTGATAGCTT
CCAGTAAGGCCTGTAGCTGTGCCCCACCCCACCCACAGACAGCCTTCTGCAACTCGGACCTGGTCA
TAAGGGCTAAATTCATGGGTTCCCCAGAAATCAACGAGACCACCTTATACCAGCGTTATAAGATCAA
GATGACTAAGATGCTAAAAGGATTCAAGGCTGTGGGAAATGCCGCAGATAGCTTAT3’ 
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antisense 

5’ATAAGCTATCTGCGGCATTTCCCACAGCCTTGAATCCTTTTAGCATCTTAGTCATCTTGATCTTATAA
CGCTGGTATAAGGTGGTCTCGTTGATTTCTGGGGAACCCATGAATTTAGCCCTTATGACCAGGTCCG
AGTTGCAGAAGGCTGTCTGTGGGTGGGTGGGGCACAGCTACAGGCCTTACTGGAAGCTATCAGTGA
TAGCAACAAGAGGATGCCAGATGCCAGAGATGCAAAGGGGCCAGGGGATCCA3’ 

 

Tabelle 4-5: Für die In-situ-Hybridisierung benötigte Reagenzien und Lösungen 

Lösung/ Reagens Zusammensetzung 

BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) (Ap-
plichem) 

250 mg in 10 ml Dimethylformamid lösen 

NBT (4-Nitro-blau-tetrazoliumchlorid) (Roche Ap-
plied Sciences) 

in 70% Dimethylformamid gelöst 

NTE-Puffer (pH 8,0) 

 

500 mM NaCl 

10 mM Tris 

1 mM EDTA 

Substratpuffer: 

 

100 mM Tris-HCl (pH 9.5) 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 

 

4.2 Zellbiologische Methoden 

4.2.1 Zelllinien und Medien 

Die Generierung der murinen L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen wurde in Kapitel 2.6.2 be-

reits beschrieben (Schirrmacher et al., 1979; Krüger et al., 1994a; Krüger et al., 1994b). 

Bei CT26L-Zellen handelt es sich um adhärent wachsende murine, durch Behandlung 

mit N-nitroso-N-methylurethan induzierte, undifferenzierte Kolorektalkarzinomzellen 

(ATCC, Manassas, USA). Die humane Fibrosarkomzelllinie HT1080 wurde von Ras-

heed et al. generiert (Rasheed et al., 1974). HT1080-Zellen wachsen adhärent und wei-

sen ein aktiviertes N-ras-Onkogen auf (Geiser et al., 1989). Auch die humane Magen-

karzinomzelllinie GTL-16 wächst adhärent. Es handelt sich hierbei um eine klonale Zell-

linie, die von einer kaum differenzierten Magenkarzinomzelllinie abstammt  (Giordano et 

al., 1988a; Giordano et al., 1988b). Für die Amplifikation und Titration der verwendeten 

Adenoviren wurden humane embryonale Nierenzellen, HEK (human embryonic kidney)-

293-Zellen, verwendet (Hitt et al., 1995). HEK-293-Zellen wurden von Graham et al. 
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durch Insertion gescherter Ad5-DNA in humane embryonale Nierenzellen generiert 

(Graham et al., 1977). HEK-293-Zellen exprimieren stabil die E1-Region des Ad5-Virus 

und eignen sich deshalb als adenovirale Verpackungszelllinie für E1-deletierte Adenovi-

ren (Amalfitano et al., 1998; Schneider und French, 1993). Für die Herstellung lentivira-

ler Partikel wurden adhärent wachsende 293T-Zellen verwendet. Diese Zelllinie, die von 

HEK-293-Zellen abstammt, exprimiert stabil das simian virus 40 (SV-40)-T-Antigen 

(Pear et al., 1993; DuBridge et al., 1987). Dies ermöglicht die effiziente episomale 

Replikation transfizierter Plasmide, die einen SV-40-origin of replication aufweisen 

(Pear et al., 1993).  

Alle Zelllinien wurden unter Standardbedingungen bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtig-

keit und 5% CO2 kultiviert und dreimal wöchentlich passagiert. Die Kultivierung der in 

Suspension wachsenden L-CI.5s-Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen, alle anderen 

Zellen wurden auf Zellkulturschalen gehalten (beides TPP, Trasadingen, Schweiz). 

Tabelle 4-6: Zellkulturmedien für die verwendeten Zelllinien 

Zelllinie Medium 

L-CI.5s 

L-CI.5s-shNT/ shHIF 

RPMI 16401, 10% (v/v) FKS (PAA Gold2), 50 µM β-Mercaptoethanol3, 10 mM 
Hepes1, 2 mM L-Glutamin1, 0,55 mM Asparagin3, 0,27 mM Arginin3 

CT26L RPMI 16404, 10% (v/v) FKS (PAN) 

HT1080 DMEM1, 10% (v/v) FKS (PAN), 10 mM Hepes1, 2 mM L-Glutamin1, 0,55 mM 
Asparagin3, 0,27 mM Arginin3 

GTL-16 RPMI 16401, 10% (v/v) FKS (PAN), 2 mM L-Glutamin1 

HEK-293 DMEM1, 10% (v/v) FKS (PAA Gold2), 2 mM L-Glutamin1 

293T DMEM1, 10% (v/v) FKS (PAN), 10 mM Hepes1, 2 mM L-Glutamin1, 0,55 mM 
Asparagin3, 0,27 mM Arginin3 

1Biochrom AG, Berlin; 2PAA Gold, PAA Laboratories, Pasching; 3Sigma-Aldrich, München; 4Gibco/ Invitrogen, 
Karlsruhe 

 

4.2.2 Lentivirale Transduktion von Zellen 

L-CI.5s-shNT-, -shHIF- und CT26L-shNT- und –shHIF-Zellen wurden durch lentiviralen 

Gentransfer von small-hairpin-RNA-Sequenzen, die gegen die mRNA von HIF-1α 

(-shHIF) gerichtet waren bzw. keine Zielsequenz im Maus-Transkriptom aufwiesen 

(-shNT, non target), generiert. Die die shRNA-Sequenzen enthaltenden pLKO.1-puro-
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Transferplasmide wurden käuflich erworben (Sigma-Aldrich, München). Die lentiviralen 

Partikel wurden durch Kotransfektion des jeweiligen Transferplasmids mit lentiviralen 

Helferplasmiden des ViraPowerTM lentiviralen Expressionssystems (Invitrogen, Karlsru-

he) in 293T-Zellen generiert. Hierzu wurden am Vortag der Kotransfektion 5 x 106 293T-

Zellen pro 10-cm-Schale ausgesät. 24 h später wurde das Medium gewechselt und 

nach weiteren 3 h die Kotransfektion durchgeführt. Die Kotransfektion erfolgte mit Hilfe 

von Lipofectamine 2000TM (Invitrogen, Karlsruhe). 1,5 ml OptiMem-Medium (Invitrogen, 

Karlsruhe) wurden mit 36 µl Lipofectamine versetzt und für 5 min bei RT inkubiert. In 

einem weiteren Reaktionsgefäß wurden zu 1,5 ml OptiMem-Medium 10 µg des pLKO.1-

puro-Transferplasmids, 6,6 µg pLP1, 5 µg pLP2 und 3 µg pLP-VSVG gegeben (alle 

Plasmide außer den Transferplasmiden aus dem ViraPowerTM lentiviralen Expressions-

system von Invitrogen). Die OptiMem-Lipofectamine-Lösung wurde mit der OpitMem-

DNA-Lösung gemischt und für 20 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden 

10 ml OptiMem mit 10% FKS (Pan) auf die 293T-Zellen gegeben. Nach der Inkubation 

wurde die OptiMem-Lipofectamine-DNA-Mischung tropfenweise zu den 293T-Zellen 

gegeben. Wurde der Virusüberstand für die Infektion adhärenter Zellen verwendet, er-

folgte 6 h nach der Kotransfektion ein Mediumwechsel (Zugabe von 293T-

Komplettmedium). Die Infektion der L-CI.5s-Zellen erfolgte über 48 h in Kokultur mit den 

Virus-produzierenden 293T-Zellen. CT26L-Zellen wurden für 2 h mit Virusüberstand 

infiziert, anschließend wurde frisches Kulturmedium zugegeben und für weitere 46 h 

inkubiert. Alle Infektionen erfolgten unter Zusatz von 8 µg/ ml Polybrene (Sigma-

Aldrich, München). Erfolgreich transduzierte Zellen wurden durch die Behandlung mit 

Puromycin (Sigma-Aldrich, München) selektioniert. 

4.2.3 Inkubation von Zellen mit rekombinantem TIMP-1 

Für die in-vitro-Inkubationsversuche wurde rekombinantes humanes TIMP-1 (entweder 

R&D Systems, Wiesbaden oder Peprotech, Hamburg) verwendet. Adhärente Zellen 

wurden 24 h vor der Inkubation ausgesät (s.Tabelle 4-7), Suspensionszellen (L-CI.5s) 

wurden unmittelbar vor der Inkubation auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. Vor der 

Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS (Biochrom AG, Berlin) gewaschen. Die 

Inkubation selbst erfolgte für eine Stunde in Serum-freiem Zellkulturmedium (s. Tabelle 

4-6) unter Standard-Kulturbedingungen. Die optimal wirksame Konzentration an TIMP-1 

wurde individuell für jede Zelllinie ermittelt. Getestet wurden jeweils 350, 700 und 

1400 ng/ ml rekombinantes TIMP-1. Für die eigentlichen Versuche wurden folgende 
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Konzentrationen verwendet: für CT26L und GTL-16 350 ng/ ml; L-CI.5s 700 ng/ ml; 

HT1080 1400 ng/ ml. Nach der Inkubation wurden die Zellen vor der Verwendung für 

weitere Versuche oder Analysen wiederum zweimal mit PBS gewaschen. 

Tabelle 4-7: Für die Inkubation mit rekombinantem TIMP-1 verwendete Zelldichten und eingesetzte 
TIMP-1-Konzentrationen 

Zelllinie Verwendete Zelldichte Eingesetzte TIMP-1-
Konzentration 

L-CI.5s/ L-CI.5s-shNT/ -shHIF 2 x 106 Zellen/ ml 700 ng/ ml 

CT26L/ CT26L-shNT/ -shHIF 1 x 106 Zellen/ 6-Well 350 ng/ ml 

HT1080 4 x 105 Zellen/ 6-Well 1400 ng/ ml 

GTL-16 3 x 105 Zellen/ 12-Well 350 ng/ ml 

 

4.2.4 Invasionsversuche mit TIMP-1-behandelten Tumorzellen 

Für die in-vitro-Invasionsversuche wurden die Zellen in Transwell-Inserts (Corning, 

Kaiserslautern) ausgsät (Porenweite 3 µm für L-CI.5s- und CT26L-Zellen; 8 µm für 

HT1080- und GTL-16-Zellen), die zuvor mit 78 µg/ cm2 einer künstlichen EZM (Matri-

gelTM; BD Biosciences, Heidelberg) beschichtet worden waren. Adhärente Zellen wur-

den zunächst in Serum-haltigem Medium auf das Matrigel ausgesät und bis zur ausrei-

chenden Adhäsion 6 bis 8 Stunden gewartet. Anschließend wurden die Zellen zweimal 

vorsichtig mit PBS (Biochrom AG, Berlin) gewaschen und für eine Stunde mit rekombi-

nantem TIMP-1 inkubiert (Konzentration s. Tabelle 4-7). Nach erneutem Waschen wur-

de die Invasion durch Aufbau eines Serum-Gradienten (Serum-freies Medium im obe-

ren Kompartiment, Zellkulturmedium mit 10% FKS im unteren Kompartiment) gestartet. 

48 Stunden (bzw. 24 h für CT26L-shNT/ -shHIF) später wurden Matrigel und Zellen auf 

der Oberseite der Membran entfernt und die an der Unterseite der Membran haftenden 

Zellen mit 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol (DAPI, 6,7 µg/ ml in PBS, Applichem, Darmstadt) 

angefärbt. Die Zellen in einem definierten Bereich der Membran wurden am Mikroskop 

ausgezählt. Suspensionszellen (L-CI.5s) wurden für eine Stunde mit TIMP-1 inkubiert, 

gewaschen und erst anschließend in die Inserts ausgesät. Nach 48 Stunden wurde die 

Gesamtzahl invadierter Zellen im Medium des unteren Kompartiments ermittelt. 
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4.2.5 Isolation Neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark 

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem Knochenmark von DBA/2-Mäusen isoliert. 

Hierzu wurden Femur und Tibia beider Hinterbeine entnommen, von Muskulatur und 

Sehnen befreit und in 70%-igem (V/V) Ethanol desinfiziert. Alle weiteren Schritte wur-

den unter aseptischen Bedingungen durchgeführt. Die Epiphysen wurden mittels eines 

Skalpells abgetrennt und die Knochenmarkszellen mit PBS (Biochrom AG, Berlin) her-

ausgespült. Nach gründlichem Resuspendieren wurden die Zellen abzentrifugiert 

(5 min; 1200 U/min; 4°C). Der Überstand wurde abgen ommen, das Zellpellet in einer 

hypotonen Lösung zur Lyse der Erythrozyten (Erythrozyten-Lyselösung s. Tabelle 4-1) 

aufgenommen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden zehn bis 

30 ml PBS zugegeben und erneut zentrifugiert. Es folgte ein zweiter Waschschritt mit 

PBS. Anschließend wurden die Zellen in PBS resuspendiert und auf eine Zellzahl von 

3-5 x 107 Zellen/ ml eingestellt. Pro Milliliter der Zellsuspension wurden 9 ml Percoll-

Gradientlösung (1 ml 20 x -PBS, 1 ml Wasser und 18 ml Percoll der Dichte 1,124 g/ ml; 

Biochrom AG, Berlin) zugegeben und gemischt. Im Anschluss folgte eine 20-minütige 

Zentrifugation in der Ultrazentrifuge (30.000 U/ min, 20°C, Festwinkelrotor; ohne Brem-

se), bei der sich die Neutrophilen Granulozyten als weiße Bande zwischen zwei Banden 

aus Leukozyten und Makrophagen sammelten. Die Neutrophilen wurden mit einer Pi-

pette abgenommen, mit PBS gewaschen, gezählt und für den Migrationsversuch ver-

wendet. 

4.2.6 Migrationsversuche mit primären Neutrophilen Granulozyten 

Frisch isolierte Neutrophile Granulozyten (s. Abschnitt 4.2.5) wurden nach dem Wa-

schen mit PBS (Biochrom AG, Berlin) in Medium (RPMI, Biochrom AG, Berlin; 1% FKS 

(PAN); 1% Penicillin, Biochrom AG, Berlin; 1% Streptomycin, Biochrom AG, Berlin) auf-

genommen und auf eine Zellzahl von 1,67 x 106 Zellen/ ml Medium eingestellt. Der Mig-

rationsversuch erfolgte in einer Boyden-Chamber (Porenweite der Membran 0,3 µm) 

(Corning, Kaiserslautern). Pro Insert wurden 150 µl Zellsuspension ausgesät. In das 

untere Kompartiment wurde 1 ml Medium (Zusammensetzung s.o.) unter Zusatz von 

1400 ng/ ml rek. TIMP-1 gegeben. In den Kontrollen wurde statt TIMP-1 PBS zugege-

ben. Die mikroskopische Auszählung der an der Unterseite der Membran haftenden 

Zellen in einem definierten Bereich erfolgte nach 48 h nach Anfärben der adhärenten 

Zellen mit DiffQuick (Roche) gemäß Herstellerprotokoll. 
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4.3 Adenovirale Methoden 

4.3.1 Adenovirale Konstrukte 

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten adenoviralen Vektoren handelt es sich um repli-

kationsdefiziente Adenoviren des Serotyps 5, deren E1- und E3-Region deletiert ist 

(Bett et al., 1994). Diese Viren lassen sich deshalb nur in HEK-293-Zellen, welche die 

E1-Region in trans ersetzen, amplifizieren (Amalfitano et al., 1998). 

4.3.1.1 Addl70-3 

Addl70-3-Viren enthalten kein Transgen und wurden als Kontrolle verwendet (Jones 

und Shenk, 1978; Bett et al., 1994). Die Viren wurden ursprünglich von Martina Anton 

(IEOT, TU München) zur Verfügung gestellt. 

4.3.1.2 AdTIMP-1 

AdTIMP-1-Viren tragen die cDNA von humanem TIMP-1 unter der Kontrolle des huma-

nen CMV (Cytomegalievirus)-Promotors. Das Transgen wurde an der Stelle der viralen 

E1-Region in das Virusgenom integriert. Die integrierte cDNA-Sequenz entspricht der 

reviewed reference sequence des NCBI (National Center for Biotechnical Information, 

Bethesda, USA) (NM_003245). Die AdTIMP-1-Viren wurden ursprünglich von Dr. Char-

lotte Kopitz generiert und charakterisiert (Kopitz et al., 2007). 

4.3.1.3 Adshc-Met 

Adshc-Met-Viren tragen eine gegen die mRNA von murinem c-Met gerichtete shRNA-

Sequenz unter der Kontrolle des humanen U6-Promotors. Sie wurden käuflich erworben 

(Sirion Biotech, Martinsried). Die Funktionalität der Viren wurde von der Firma Sirion in 

vitro nachgewiesen, wobei in MLP-29-Zellen auf RNA-Ebene ein knock down von 72% 

erreicht wurde (Sirion, Datenblatt). 
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4.3.2 Amplifikation, Aufreinigung und Titration der Adenoviren 

Alle Adenoviren wurden wie mehrfach beschrieben amplifiziert, gereinigt und titriert (Hitt 

et al., 1995; Kopitz et al., 2005; Kopitz et al., 2007).  

4.3.2.1 Amplifikation 

Subkonfluente HEK-293-Zellen wurden auf 15-cm-Zellkulturschalen ausgesät und 72 h 

später mit den entsprechenden Adenoviren mit einer multiplicity of infection (MOI) von 

10 infiziert. Pro Schale wurden 2 ml des Adenovirus, suspendiert in PBS2+ (s. Kapitel 

4.1.2) zugegeben, für 15 Minuten inkubiert, die Platte geschwenkt und nochmals 15 min 

inkubiert. Anschließend wurden pro Schale 15 ml HEK-293-Medium mit reduziertem 

Serumgehalt (2% FKS) zugegeben. Sobald alle Zellen einen zytopathischen Effekt 

(CPE) zeigten (üblicherweise nach ca. 48 h), wurden die Viren geerntet. Hierzu wurden 

Zellüberstand und Zellen abgenommen, 20 min bei 2700 U/ min und 20°C zentrifugiert 

und anschließend der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 0,1 M Tris pH 8,0 

aufgenommen (pro 10 Schalen 5 ml) und dieser „Crude Stock“ bis zur Aufreinigung bei 

-80°C gelagert. In der Regel wurde ein Crude-Stock aus 100 infizierten Schalen herge-

stellt. Reichte der anfangs vorhandene Virusüberstand nicht für die Infektion einer so 

großen Anzahl Schalen (wie im Falle des käuflich erworbenen Adshc-Met), so wurde 

nach einem leicht modifizierten Protokoll vorgegangen: Eine subkonfluente Schale 

HEK-293-Zellen wurde mit einer MOI von 7 wie oben beschrieben infiziert. Sobald alle 

Zellen deutlichen CPE zeigten, wurde der Überstand abgenommen und im Verhältnis 

1:2 bis 1:4 auf neue subkonfluente HEK-293-Zellen gegeben, nach 30 min wurde auch 

hier wieder mit Medium (mit nur 2% FKS) auf 15 ml aufgefüllt. Nach diesem Verfahren 

wurde vorgegangen, bis 12 bis 20 Schalen infiziert waren. Aus diesen wurde dann wie 

oben beschrieben ein Crude-Stock hergestellt. Sobald Crude-Stocks aus insgesamt ca. 

40 Schalen vorhanden waren, wurde das Virus aufgereinigt. 

4.3.2.2 Aufreinigung 

Für die Aufreinigung der Adenoviren wurden die Crude-Stocks nach dem Auftauen mit 

10% (V/V) einer 5%-igen Natriumdeoxycholatlösung (in H2O) versetzt und 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden pro 4,5 ml Zellpellet 45 µl 2 M MgCl2 

und 22,5 µl DNAseI-Lösung zugegeben, geschwenkt und unter regelmäßigem Schwen-

ken 60 min im Wasserbad (37°C) inkubiert, bis die V iskosität nur wenig über der von 
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Wasser lag. Anschließend wurde 15 Minuten bei 5°C, 4000 U/ min zentrifugiert. Aus 

Cäsiumchloridlösungen unterschiedlicher Dichte wurde in Ultrazentrifugen-Röhrchen 

vorsichtig ein Dichtegradient aufgebaut. Hierzu wurden 3 ml „Cs-1,5“-Lösung (s. Tabelle 

4-8) mit 10 ml „Cs-1,35“- und 10 ml „Cs-1,25“-Lösung (s. Tabelle 4-8) überschichtet. Die 

Übergänge zwischen den einzelnen Phasen wurden mit Filzstift auf dem Röhrchen 

markiert. Zum Schluss wurde das Virus überschichtet (15 ml). Nach Austarieren wurde 

für 2 h bei 20.000 U/ min, 10°C in der Ultrazentrif uge zentrifugiert (ohne Bremse und mit 

langsamer Beschleunigung). Die sich am Übergang zwischen der „Cs-1,35“- und der 

„Cs-1,25“-Lösung befindende Virusbande wurde mit einer Kanüle und Spritze vorsichtig 

abgenommen. Dabei wurde darauf geachtet, dass ausreichend CsCl-Lösung mit aufge-

nommen wurde, um ein Ausfallen des Virus zu verhindern. Im Anschluss wurde das 

Virus erneut in ein Zentrifugenröhrchen gegeben, mit „Cs-1,35“-Lösung aufgefüllt und in 

der Ultrazentrifuge zentrifugiert (24 h bei 20.000 U/ min, 10°C). Nach der Zentrifugation 

wurde die Virusbande wie beschrieben abgenommen, diesmal allerdings in einem mög-

lichst kleinen Volumen, in Dialysekassetten überführt (Cutoff 10 kDa; Slide-A-Lyzer, 

Pierce) und 20 h bei 4°C gegen 10 mM Tris pH 8,0 di alysiert, wobei der Puffer mindes-

tens fünfmal gewechselt wurde. Im Anschluss wurde das Virus abgenommen, mit 10% 

(V/V) Glycerin versetzt, aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

Tabelle 4-8: Für die Aufreinigung von Adenoviren verwendete Lösungen 

Lösung Zusammensetzung 

DNAseI 100 mg bovine Pankreas-DNAse in 10 ml 20 mM Tris pH 7,4, 50 

mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 mg/ ml BSA, 50% Glycerin 

“Cs-1,5” 90,8 g CsCl, 109,2 g 10mM-Tris pH 8,0 

“Cs-1,35” 70,4 g CsCl, 129,6 g 10mM-Tris pH 8,0  

“Cs-1,25” 54,0 g CsCl, 146,0 g 10mM-Tris pH 8,0 

 

4.3.2.3 Titration der Adenoviren 

Für die Titration wurden HEK-293-Zellen mit verschiedenen Virusverdünnungen infiziert 

und die Zahl sich bildender Plaques, die durch die Virus-induzierte Lyse der Zellen im 

Zellrasen entstehen, ermittelt. Jeder Plaque geht auf ein Viruspartikel zurück, so dass 

sich aus der Zahl der Plaques und der eingesetzten Virusverdünnung der Virustiter als 
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plaque forming units (pfu) pro ml ermitteln lässt. Im Unterschied zu anderen Verfahren 

werden mit dieser Methode nur infektiöse Viruspartikel erfasst. Für die Titration wurden 

am Vortag HEK-293-Zellen auf 6-cm-Schalen so ausgesät, dass sie 24 h später ca. 70-

80% konfluent waren. Von den zu analysierenden Viren wurden Verdünnungen zwi-

schen 10-8 und 10-11 in PBS2+ (s. Kapitel 4.1.2) hergestellt. Es wurden zwei unabhängi-

ge Verdünnungsreihen erstellt. Die Infektion der HEK-293-Zellen erfolgte mit 200 µl des 

Virus für 30 min im Brutschrank. Mit jeder hergestellten Verdünnung wurden zwei Scha-

len infiziert. Im Anschluss an die Infektion wurde ein Overlay aus einer 1:2-Mischung 

aus einer 1%-igen Agaroselösung (nach Aufkochen auf 42°C abgekühlt) und 2x-F11-

Medium vorsichtig auf den Zellrasen gegeben. Nach Erstarren des Overlay wurden die 

Zellen im Brutschrank inkubiert. Sieben, zehn und 14 Tage nach der Infektion wurden 

die Plaques ausgezählt und daraus der Virustiter [pfu/ ml] berechnet. 

2x F11 für 100 76 ml MEM-Earle (Biochrom AG, Berlin) 

 9 ml 10 x F11 (Biochrom AG, Berlin) 

 2,5 ml 7,5 % (M/V) NaHCO3 (in H2O) 

 300 µl Fungizone (Biochrom AG, Berlin) 

 1,5 ml Pen/Strep (Biochrom AG, Berlin) 

 1,5 ml Glutamin (Biochrom AG, Berlin) 

 1,5 ml 5 % (M/V) Hefeextrakt (in H2O) 

 7,5 ml Pferde-Serum (PAA Laboratories, Pasching) 

 

4.4 Molekularbiologische und biochemische Methoden 

4.4.1 RNA-Isolation 

4.4.1.1 RNA-Isolation aus Zellen 

Die RNA-Isolation aus Zellen erfolgte mit TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, München). 

Suspensionszellen wurden zunächst abzentrifugiert (5 Minuten, 900 U/ min, RT), in kal-

tem (4°C) PBS (Biochrom AG, Berlin) resuspendiert u nd dieser Waschschritt ein weite-

res Mal wiederholt, bevor das Zellpellet in 250 µl TRI-Reagent aufgenommen wurde. 

Adhärente Zellen wurden ebenfalls zweimal mit kaltem (4°C) PBS gewaschen, mit 

250 µl TRI-Reagent versetzt und mittels eines Zellschabers (TPP, Trasadingen, 



Material und Methoden  

- 42 - 

Schweiz) von der Zellkulturschale abgelöst und anschließend in ein 1,5-ml-

Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) überführt. Ab diesem Schritt wurden adhärente 

und Suspensions-Zellen gleich behandelt. Die Lysate wurden 5 min bei RT inkubiert 

und anschließend mit 50 µl Chloroform (Applichem, Darmstadt) versetzt, und durch Vor-

texen gemischt. Nach erneuter zwei- bis dreiminütiger Inkubation bei RT wurde in der 

Tischzentrifuge 15 Minuten bei 13000 U/ min und 4°C  zentrifugiert. Anschließend wurde 

die wässrige obere Phase abgenommen, zu 125 µl Isopropanol gegeben und durch 

Vortexen kurz gemischt. Nach zehnminütiger Inkubation bei RT wurde erneut 10 min 

bei 13000 U/ min und 4°C zentrifugiert. Der Übersta nd wurde verworfen und das Pellet 

mit 200 µl 80%-igem Ethanol (Applichem, Darmstadt) versetzt. Nach fünfminütiger 

Zentrifugation bei 7600 U/ min und 4°C wurde das Et hanol abgenommen, das RNA-

Pellet ca. 10 min an der Luft getrocknet und anschließend in 15 µl RNase-freiem Was-

ser (Promega, Mannheim) gelöst. Die RNA wurde entweder direkt für die Reverse 

Transkription vorbereitet oder bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.  

4.4.1.2 RNA-Isolation aus Gewebe 

Für die RNA-Isolation aus Lebergewebe wurde das PureYield RNA Midiprep SystemTM 

(Promega, Mannheim) verwendet. Alle notwendigen Reagenzien wurden vom Hersteller 

mitgeliefert. Bis zur Aufarbeitung wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert. Die 

gefrorenen Leberstücke wurden mit Hilfe eines Ultra Turrax in Lysepuffer zerkleinert 

und wie im Protokoll des Herstellers beschrieben weiter verarbeitet. Nach der Aufarbei-

tung wurden die RNA-Lösungen aliquotiert und entweder direkt für die Reverse Trans-

kription vorbereitet oder bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 

4.4.2 Reverse Transkription 

Nach der Isolation wurde die RNA zunächst durch zehnminütiges Erhitzen auf 65°C de-

naturiert. Während der weiteren Schritte wurden die Proben auf Eis gekühlt. Die Kon-

zentration der RNA-Proben wurde am Photometer bestimmt. Um zu gewährleisten, 

dass die Konzentrationen aller Proben für die Reverse Transkription exakt eingestellt 

sind, wurden alle Proben mit RNase-freiem Wasser zunächst auf eine Konzentration 

von 0,5 µg/ µl eingestellt, ein weiteres Mal am Photometer vermessen und erst an-

schließend auf eine einheitliche Konzentration von 0,1 µg/ µl eingestellt. Vor der Rever-

sen Transkription wurden die RNA-Proben mittels Agarosegelelektrophorese in 1%-igen 

Gelen auf Degradierung überprüft. Erst danach wurde die Reverse Transkription durch-
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geführt. Hierfür wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Bio-

systems, Darmstadt) gemäß Herstellerangaben verwendet. Pro Ansatz wurde 1 µg 

RNA in cDNA umgeschrieben. Die Reaktionsmischung setzte sich wie folgt zusammen:  

Reagenz: Bedarf pro Reaktion: 

10x RT-Puffer 2,0 µl 

25x dNTP-Mix (100mM) 0,8 µl 

10x RT-random primers 2,0 µl 

MultiScribeTM Reverse Transkriptase 1,0 µl 

RNase Inhibitor 1,0 µl 

nucleasefreies Wasser 3,2 µl 

Die Reaktion wurde in 0,2-ml-Reaktionsgefäßen (Eppendorf, Hamburg) nach folgendem 

Programm durchgeführt: 

 Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 

Temperatur 25°C 37°C 85°C 4°C 

Zeit 10 min 120 min 5 sek dauerhaft 

 

4.4.3 Quantitative RT-PCR (TaqMan-Analyse) 

Für die quantitative RT-PCR (TaqMan-Analyse) wurden käuflich erworbene primer-

probe-Mischungen (Applied Biosystems, Darmstadt) und ein Komplett-Mastermix (Sig-

ma-Aldrich, München) verwendet. Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte rela-

tiv zur Expression der 18S-rRNA als konstitutiv exprimiertes Gen. Rein rechnerisch 

wurde die in einer Probe enthaltene cDNA-Menge eines Gens mit Hilfe einer Standard-

gerade ermittelt. Für die Analyse der 18S-rRNA-Expression wurden hierzu 1 ng, 0,5 ng, 

0,25 ng, 0,125 ng 0,0625 ng und 0,031 ng cDNA jeweils in 10 µl Wasser vermessen. 

Für die Standardgerade anderer Gene wurden 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2 ng, 1 ng und 0,5 ng 

cDNA in 10 µl Wasser analysiert. Von den eigentlichen Proben wurden jeweils Tripletts 

gemessen. Für die Bestimmung der 18S-rRNA-Menge wurde hierzu 1 ng cDNA einge-

setzt, für die Bestimmung anderer Gene 5 ng, jeweils in 10 µl Wasser. Zu den Proben 

wurden 15 µl der PCR-Reaktionsmischung gegeben, bestehend aus 12,5 µl Mastermix, 

1,25 µl der genspezifischen primer-probe-Mischung (Applied Biosystems, Darmstadt) 

und 1,25 µl nucleasefreiem Wasser (Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe). Die im Mastermix 
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enthaltene DNA-Polymerase baut während der Elongationsphase der PCR-Reaktion die 

genspezifisch zwischen den beiden Primern bindende probe ab. Hierdurch werden Flu-

orophor und Quencher, beide ursprünglich an die probe gebunden, räumlich voneinan-

der getrennt, so dass sich das nach Anregung durch einen Laser ausgesendete Fluo-

reszenzsignal des Fluorophors ändert. Die Signalintensität hängt dabei direkt von der 

Anzahl der Amplikons in der Probe ab und steigt exponentiell an. 

4.4.4 Proteinisolation aus Gewebe und Bestimmung des Proteingehalts 

Für die Proteinisolation aus Lebergewebe wurde das gefrorene Gewebestück im Min-

BeadbeaterTM mit Hilfe von Zirkoniumkügelchen in 400 µl Lysepuffer homogenisiert. Der 

Lysepuffer setzte sich zusammen aus 10% (V/V) Cell Lysis Buffer (10x) (Cell Signaling, 

Danvers, USA) und 1 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid, Sigma-Aldrich, Mün-

chen) in Wasser. Die Homogenate wurden 10 min auf Eis inkubiert und anschließend 

10 min in der Tischzentrifuge bei 13.000 U/ min, 4°C zentrifugiert. Der Proteinüberstand 

wurde abgenommen, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.  

Die Proteinkonzentration wurde nach der BCA-Methode mit dem BCA Protein Assay Kit 

(Pierce/ ThermoScientific, Schwerte) nach Herstellerangaben bestimmt. Die Proben 

wurden in Verdünnungen zwischen 1:10 und 1:100 in Wasser eingesetzt. Für die Kalib-

riergerade wurde eine Verdünnungsreihe von bovinem Serumalbumin (BSA, Applichem, 

Darmstadt) in Wasser mit Konzentrationen zwischen 4 µg/ µl und 0,0625 µg/ µl erstellt. 

Von allen Proben wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. 

4.4.5 Westernblot-Analyse 

Je 75 µg Protein wurden in 1,5 mm dicken, 8%-igen Gelen durch Polyacrylamidgel-

elektrophorese bei einer Stromstärke von 40 mA aufgetrennt und anschließend wäh-

rend 1,5 Stunden und bei 200 mA je Gel auf Nitrocellulosemembranen (GE Healthcare, 

Freiburg) geblottet. Gebundenes Protein wurde zur Überprüfung des Transfers mit Pon-

ceauS (Sigma-Aldrich, München) angefärbt und die Membran für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in 5% (M/V) Milchpulver oder 5% BSA (M/V) (beides Amersham, 

Darmstadt) in TBS versetzt mit 0,1% Tween-20 (TBS-T) inkubiert. Die Inkubation mit 

den Primärantikörpern (s. Tabelle 4-9) erfolgte über Nacht bei 4°C in den genannten 

Pufferlösungen. Für die Ladungskontrolle wurde ein Antikörper gegen α-Tubulin ver-

wendet. Nach Waschen in TBS-T folgte eine 1,5-stündige Inkubation bei Raumtempe-
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ratur mit dem Zweit-Antikörper. Die Detektion der HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

erfolgte durch Chemolumineszenz mit Hilfe des ECL-Systems (Roche, Mannheim). 

Tabelle 4-9: Für Westernblots verwendete Antikörper 

Antigen Erst-Antikörper Zweit-Antikörper 
c-Met 

 

1:500 in 2,5% BSA/ TBS-T (SP260; Santa 

Cruz) 

anti-rabbit IgG-HRP (GE Health-

care) 1:5000 in 2,5% BSA/TBS 

phospho-c-Met 

 

1:1000 in 5% BSA/ TBS-T (3121S; Cell Sig-

naling) 

anti-rabbit IgG-HRP (GE Health-

care) 1:5000 in 2,5% BSA/TBS 

β-Galaktosidase 

 

1:500 in 2,5% BSA/ TBS-T (Oncogene) anti-mouse IgG-HRP (GE Health-

care) 1:2000 in 2,5% BSA/TBS  

α-Tubulin 1:500 in 2,5% BSA/ TBS-T (Calbiochem) anti-mouse IgG-HRP (Amersham) 

1:2000 in 2,5% BSA/TBS- 

4.4.6 HGF-ELISA 

Die Bestimmung der HGF-Proteinmenge erfolgte mittels ELISA (Rat HGF-EIA, Institute 

of Immunology Co., Tokio, Japan; laut Herstellerangaben auch zur Detektion von muri-

nem HGF geeignet). Die gewogenen Leberproben wurden mit der vierfachen Menge 

Tween-Extraktionspuffer (20 mM TRIS, 2 M NaCl, 0,1% (V/V) Tween-80, 1 mM PMSF, 

1 mM EDTA, pH=7,5) versetzt und wie in Kap. 4.4.4 beschrieben homogenisiert. An-

schließend wurden die Proben über Heparinsäulen aufgereinigt (HiTrapTM, Amersham, 

Freiburg). Hierzu wurden die Leberhomogenate 1:4 mit Probenpuffer (20 mM TRIS, 

0,1% (v/v) Tween-80, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH=7,5) verdünnt. Die Heparinsäulen 

wurden vor der Beladung mit den Proben mit 10 ml Adsorptionspuffer (20 mM TRIS, 

0,5 M NaCl, 0,1% (V/V) Tween-80, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH=7,5) äqulibriert. Nach 

Bindung der Proben an die Säulen wurde mit 10 ml Adsorptionspuffer gewaschen und 

anschließend mit 5 ml Tween-Extraktionspuffer eluiert. Zwischen den einzelnen Proben 

wurden die Säulen jeweils mit 5 ml Tween-Extraktionspuffer, danach mit 10 ml Adsorp-

tionspuffer gereinigt. Bis zur Durchführung des ELISAs wurden die Proben bei -20°C 

gelagert. Der ELISA wurde nach Herstellerprotokoll durchgeführt. 

4.5 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte für normalverteilte Werte mit Hilfe des Student’s t-

Test. Folgten die Werte nicht einer Normalverteilung, wurde der Mann-Whitney-Rank-

Sum-Test angewendet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant angesehen. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Untersuchung molekularer Mechanismen der TIMP-1 -induzierten 
Metastasierung 

5.1.1 Tumorzell-HIF-1α als Mediator der prometastatischen Wirkung von 

TIMP-1 

Der Erfolg der Metastasierung disseminierender Tumorzellen hängt sowohl von Fakto-

ren der Wirtsumgebung als auch von intrinsischen Faktoren der Tumorzellen ab. Es 

wurde deshalb untersucht, welche Tumorzell-eigenen Faktoren die verstärkte Metasta-

sierung in der TIMP-1-modulierten Mikroumgebung vermitteln. 

5.1.1.1 Die TIMP-1-modulierte Mikroumgebung induzie rt HIF-1α in Leber-

infiltrierenden Zellen 

Ein wichtiger Faktor der zellulären Anpassung an Stressbedingungen ist der heterodi-

mere Transkriptionsfaktor HIF-1. Um zu untersuchen, ob auch die durch erhöhte 

TIMP-1-Konzentrationen in der Leber hervorgerufenen Veränderungen der Mikroumge-

bung zu einer Aktivierung von HIF-1 führen, wurde TIMP-1 durch adenoviralen Gen-

transfer systemisch in Mäusen überexprimiert und die Expression von HIF-1α, der regu-

lierten Untereinheit von HIF-1 und Carboanhydrase IX (CAIX) im Lebergewebe der 

TIMP-1-transduzierten- oder mit Kontrollviren behandelten Mäuse durch quantitative 

RT-PCR ermittelt (Abbildung 5-1). Die Bestimmung der CAIX-Expression diente dabei 

als Marker für das Ausmaß der Aktivierung von HIF-1. In Abwesenheit von Tumorzellen 

führte eine systemisch erhöhte TIMP-1-Expression in der Leber zu einer schwachen 

Induktion der HIF-1α-Expression um den Faktor 1,4, die CAIX-Expression wurde durch 

die TIMP-1-Überexpression 1,8-fach erhöht (Abbildung 5-1).  
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Abbildung 5-1: Einfluss der TIMP-1-modulierten Mikr oumgebung in der Leber auf die Expression 
von HIF-1α und CAIX.  CD1-nu/nu-Mäuse wurden intravenös mit 2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. AdTIMP-1 
behandelt. Neun Tage nach Gentransfer wurden die Mäuse getötet, die Lebern entnommen und die Ex-
pression von HIF-1α bzw. CAIX mittels qRT-PCR ermittelt. Die TIMP-1-Überexpression führte zu einer 
leichten Zunahme der HIF-1α- und CAIX-Expression in der Leber. Schwarze Balken: HIF-1α-Expression 
normalisiert auf die Expression von 18S-rRNA, weiße Balken: CAIX-Expression normalisiert auf die Ex-
pression von 18S-rRNA. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (HIF-1α: Addl70-3: 1,61 ± 0,20, 
n = 5; AdTIMP-1: 2,25 ± 0,56; p = 0,74; n = 5. CAIX: Addl70-3: 0,98 ± 0,10; n = 5; AdTIMP-1: 1,75 ± 0,46; 
n = 5; p = 0,983). n.s - nicht signifikant. 

Um zu untersuchen, ob die durch TIMP-1 induzierten Veränderungen in der Leber zu 

einer Induktion von HIF-1α in infiltrierenden Tumorzellen führen, wurden drei Tage nach 

adenoviralem Gentransfer lacZ-markierte L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen intravenös in 

Mäuse mit normaler (Addl70-3-behandelt) bzw. erhöhter TIMP-1-Expression (Ad-

TIMP-1-behandelt) inokuliert und sechs Tage später die Expression von HIF-1α und 

CAIX im Lebergewebe ermittelt. In Gegenwart von L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen führte 

eine systemisch hohe TIMP-1-Expression zu einem signifikanten Anstieg der HIF-1α-

Expression in der Leber um das 2,6-Fache (Abbildung 5-2, A, schwarze Balken) und 

der CAIX-Expression um das 5,1-Fache (Abbildung 5-2, A, weiße Balken) verglichen 

mit Tieren, die basale TIMP-1-Expressionsspiegel aufwiesen. Die Überexpression von 

TIMP-1 bedingt eine deutliche Zunahme der Tumorzelllast in der Leber (Kopitz et al., 

2007). Um zu untersuchen, ob der beobachtete Anstieg von HIF-1α und CAIX in Ge-

genwart von L-CI.5s-Zellen allein darauf zurückzuführen ist, wurde die Expression von 

HIF-1α bzw. CAIX auf die Expression des Tumorzell-Markergens lacZ normalisiert 



Ergebnisse  

- 48 - 

(Abbildung 5-2, B). Auch nach Berücksichtigung der Tumorzelllast war die Expression 

von HIF-1α und CAIX in TIMP-1-überexprimierenden Mäusen im Vergleich zu den Kon-

trolltieren jeweils um mehr als den Faktor sieben erhöht (Abbildung 5-2, B), ein Hinweis 

darauf, dass der Anstieg an HIF-1α eine Folge der erhöhten TIMP-1-Expression und 

nicht der erhöhten Tumorzelllast war.  
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Abbildung 5-2: Einfluss der TIMP-1-modulierten Mikr oumgebung in der Leber auf die Expression 
von HIF-1α und CAIX in Gegenwart von Tumorzellen.  CD1-nu/nu-Mäuse wurden intravenös mit 
2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. AdTIMP-1 behandelt. Drei Tage später wurden 5000 lacZ-markierte L-CI.5s-
Zellen i.v. inokuliert. Neun Tage nach Gentransfer wurden die Mäuse getötet, die Lebern entnommen und 
analysiert. A, Die Expression von HIF-1α bzw. CAIX wurde mittels qRT-PCR ermittelt. Die TIMP-1-
Überexpression führte zu einer signifikanten Zunahme der HIF-1α- und CAIX-Expression in der Leber. 
Schwarze Balken: HIF-1α-Expression normalisiert auf die Expression von 18S-rRNA, weiße Balken: 
CAIX-Expression normalisiert auf die Expression von 18S-rRNA. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standard-
fehler (HIF-1α: Addl70-3: 1,96 ± 0,33, n = 4; AdTIMP-1 5,20 ± 0,85 n = 4; p = 0,007. CAIX: Addl70-3: 
0,91 ± 0,09, n = 4; AdTIMP-1: 4,64 ± 0,76, n = 4; p < 0,001). B, Die Expression von HIF-1α bzw. CAIX 
wurde auf die Tumorlast in der Leber normalisiert, welche mittels qRT-PCR des lacZ -Markergens der 
Tumorzellen bestimmt wurde. TIMP-1 erhöhte die Expression von HIF-1α und CAIX auch nach Normal-
sierung auf die Tumorlast in der Leber signifikant. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (HIF-1α: 
Addl70-3: 0,78 ± 0,10; n = 3; AdTIMP-1: 5,53 ± 1,35; n = 3, p < 0,001. CAIX: Addl70-3: 0,40 ± 0,06; n = 3; 
AdTIMP-1: 6,55 ± 2,00; n = 3; p < 0,001. C, Immunhistochemischer Nachweis von HIF-1α auf Paraffin-
schnitten von Metastasen-tragendem Lebergewebe. Zellen mit kernlokalisiertem HIF-1α (Pfeile) waren in 
Metastasen TIMP-1-überexprimierender Tiere, jedoch nicht in Kontrolltieren und nicht im Leberparen-
chym nachweisbar. Balken: 100 µm, Balken Einschub: 20 µm. 
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Ist HIF-1 als Transkriptionsfaktor aktiv, ist dessen α-Untereinheit im Zellkern lokalisiert. 

Während durch immunhistochemische Analyse sowohl in Addl70-3-behandelten als 

auch in TIMP-1-transduzierten Tieren cytoplasmatisch lokalisiertes HIF-1α im gesamten 

Lebergewebe nachweisbar war, konnten Zellen mit kernlokalisiertem HIF-1α nur in Me-

tastasen TIMP-1-überexprimierender Tiere, jedoch nicht in Metastasen von Kontrolltie-

ren und auch nicht im Leberparenchym detektiert werden (Abbildung 5-2, C). Dieses 

Ergebnis bestätigte die Annahme, dass die durch TIMP-1 modulierte Mikroumgebung in 

der Leber zu einer Induktion und Aktivierung von HIF-1α in Leber-infiltrierenden Zellen 

führte. 

5.1.1.2 TIMP-1 alleine induziert HIF-1 α in verschiedenen Tumorzelllinien in vitro 

Um zu prüfen, ob es sich bei den Leber-infiltrierenden, HIF-1α-exprimierenden Zellen 

um Tumorzellen handeln konnte und um zu untersuchen, ob TIMP-1 selbst, auch ohne 

die TIMP-1-modulierte In-vivo-Umgebung, zu einer Induktion von HIF-1α führt, wurde 

der Einfluss von TIMP-1 auf die HIF-1α-und CAIX-Expression in verschiedenen Tumor-

zelllinien in vitro untersucht. Analysiert wurden L-CI.5s- (murine T-Zell-Lymphomzellen), 

CT26L- (murine Kolorektalkarzinomzellen), HT1080- (humane Fibrosarkomzellen) und 

GTL-16-Zellen (humane Magenkarzinomzellen). Die Inkubation mit rekombinantem 

TIMP-1 hatte in allen getesteten Zelllinien einen signifikanten Anstieg der HIF-1α-

Expression zur Folge (Abbildung 5-3 A). Die optimal wirksame Konzentration von 

TIMP-1 lag bei den einzelnen Zelllinien zwischen 350 und 1400 ng/ ml und war in Vor-

versuchen ermittelt worden.  

Trotz der in allen Zelllinien erhöhten HIF-1α-Expression stieg die Expression des HIF-1-

regulierten Gens CAIX nur in L-CI.5s- und CT26L-Zellen signifikant an (Abbildung 5-3 

B). Somit war TIMP-1 alleine ausreichend, um HIF-1α in verschiedenen Tumorzellen zu 

induzieren, was jedoch nicht notwendigerweise auch zu einer verstärkten Expression 

HIF-1-abhängiger Gene bzw. einer verstärkten Aktivität von HIF-1 führte. 
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Abbildung 5-3: TIMP-1 induziert direkt die HIF-1 α-Expression und z.T. auch die HIF-1-
Signaltransduktion in Tumorzellen.  L-CI.5s-, CT26L-, HT1080- und GTL-16-Zellen wurden jeweils für 
eine Stunde in serumfreiem Medium mit rekombinantem TIMP-1 inkubiert. Die Inkubation von L-CI.5s-
Zellen erfolgte mit 700 ng/ ml rek. TIMP-1, von CT26L- und GTL16-Zellen mit 350 ng/ ml und von 
HT1080-Zellen mit 1400 ng/ ml rek. TIMP-1. Nach der Inkubation wurden die Zellen gewaschen, die Ge-
samt-RNA isoliert und die Expression von HIF-1α (A) bzw. CAIX (B) mittels qRT-PCR bestimmt und auf 
die Expression von 18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist die prozentuale Expression von HIF-1α bzw. 
CAIX der TIMP-1-inkubierten Zellen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne TIMP-1, deren Expression 
auf 100% gesetzt wurde. Die dargestellten Ergebnisse ergeben sich aus den Mittelwerten aus mind. drei 
unabhängigen Experimenten. A, Signifikante Erhöhung der HIF-1α-Expression in allen getesteten Zellli-
nien. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (L-CI.5s: Kontrolle: 100 ± 7,4; n = 6; rek. TIMP-1: 160,7 
± 26,7; n = 6 ; p = 0,03. CT26L: Kontrolle: 100 ± 6,5; n = 8; rek. TIMP-1: 123,2 ± 4,6; n= 8; p = 0,006. 
HT1080: Kontrolle: 100 ± 7,2; n = 7; rek. TIMP-1: 213,5 ± 17,5; n = 7; p < 0,001. GTL-16: Kontrolle: 100 ± 
2,8, n = 9; rek. TIMP-1: 119,7 ± 4,2; n = 9; p < 0,001). B, Messung der CAIX-Expression nach Inkubation 
mit rek. TIMP-1. Signifikanter Anstieg in L-CI.5s- und CT26L-Zellen. Säulen: Mittelwerte, Balken: Stan-
dardfehler (L-CI.5s: Kontrolle: 100 ± 3,5, n = 6; rek. TIMP-1: 219,3 ± 52,2; n = 6; p = 0,046. CT26L: Kon-
trolle: 100 ± 6,5; n = 8; rek. TIMP-1: 136,4 ± 8,4; n = 8; p = 0,001. HT1080: Kontrolle: 100 ± 2,0; n = 6; 
rek. TIMP-1: 88,0 ± 4,6; n = 6; p = 0,021. GTL-16: Kontrolle: 100 ± 7,8; n = 3; rek. TIMP-1: 128,4 ± 23,1; n 
= 3; p = 0,260). n.s. – nicht signifikant. 

5.1.1.3 TIMP-1 erhöht die Invasivität von Tumorzell en in vitro 

In vivo führen hohe systemische TIMP-1-Spiegel zu einer aggressiven Infiltration von 

Tumorzellen in das Leberparenchym (Kopitz et al., 2007). Aus diesem Grund sollte un-

tersucht werden, ob TIMP-1 einen direkten Einfluss auf die Invasivität von Tumorzellen 

hat. Die beschriebenen Zellen wurden wie im vorangegangenen Abschnitt mit rekombi-

nantem TIMP-1 behandelt. Um auszuschließen, dass Reste des Proteaseinhibitors 

TIMP-1 aufgrund seiner MMP-hemmenden Eigenschaften die Invasivität der Tumorzel-

len beeinflussen, wurden die Zellen nach der Inkubation zweimal gewaschen. Im An-

schluss wurde das Invasionsverhalten dieser vorbehandelten Zellen durch MatrigelTM im 

Boyden-Chamber-Invasionsversuch untersucht (Abbildung 5-4).  
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Abbildung 5-4: TIMP-1 steigert die Invasivität von Tumorzellen in vitro. A , L-CI.5s-, CT26L-, 
HT1080- und GTL-16-Zellen wurden für eine Stunde mit rekombinantem TIMP-1 inkubiert, zweimal ge-
waschen und anschließend die Invasivität durch MatrigelTM im Boyden-Chamber-Invasionsversuch ermit-
telt. Die Auswertung erfolgte nach 48 Stunden. TIMP-1-Vorbehandlung erhöhte die Invasivität aller getes-
teter Zelllinien. Der stärkste Effekt war bei L-CI.5s- und CT26L-Zellen zu beobachten (Invasionsversuch 
der L-CI.5-Zellen von Dr. Charlotte Kopitz durchgeführt). Dargestellt ist die Zahl invadierter Zellen in Pro-
zent der jeweiligen Kontrolle ohne TIMP-1-Vorbehandlung. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler 
(L-CI.5s: Kontrolle: 100 ± 19,51, n = 3; rek. TIMP-1: 176,69 ± 29,54; n = 3; p = 0,096. CT26L: Kontrolle: 
100 ± 13,41; n = 4; rek. TIMP-1: 183,49 ± 28,26; n = 4; p = 0,037. HT1080: Kontrolle: 100 ± 15,24; n = 4; 
rek. TIMP-1: 122,81 ± 13,29; n = 4; p = 0,311. GTL-16: Kontrolle: 100 ± 20,45; n = 3; rek. TIMP-1: 142,61 
± 26,31; n = 3; p = 0,271). n.s. – nicht signifikant. 

Die Vorinkubation mit TIMP-1 erhöhte die Invasivität aller getesteter Zelllinien 

(Abbildung 5-4). Während die TIMP-1-Inkubation die Invasivität von L-CI.5s- und 

CT26L-Zellen deutlich erhöhte, reagierten HT1080- und GTL-16-Zellen mit einem 

schwachen, statistisch nicht signifikanten Anstieg der Invasivität (Abbildung 5-4). 

TIMP-1 verstärkte also genau in den Zelllinien die Invasion am meisten, in denen es 

auch zu einer Aktivierung der HIF-1-Signaltransduktion geführt hatte. 

5.1.1.4 Bedeutung von Tumorzell-HIF-1 α bei der TIMP-1-induzierten Invasivität 

TIMP-1 erhöhte in L-CI.5s- und CT26L-Zellen einerseits die Expression und Aktivität 

von HIF-1α und andererseits deren Invasivität. Um zu klären, ob die Induktion von 

HIF-1α in den Tumorzellen für die invasionsfördernde Wirkung von TIMP-1 verantwort-

lich ist, wurde das Invasionverhalten von L-CI.5s- bzw. CT26L-Zelllinien mit einem sta-

bilen knock down von HIF-1α in Abhängigkeit von TIMP-1 untersucht. Als Kontrollen 

dienten Zelllinien, die mit einer shRNA-Sequenz ohne Ziel-mRNA im Transkriptom stabil 

tranduziert worden waren (-shNT – non target). Die Effizienz des HIF-1α-knock-down in 
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L-CI.5s-shHIF- und CT26L-shHIF-Zellen im Vergleich zu den jeweiligen -shNT-

Kontrollzellen war durch quantitative RT-PCR überprüft worden und lag bei jeweils etwa 

90% (Florian Schelter, AG Krüger). Die so generierten Zelllinien wurden wie beschrie-

ben mit oder ohne TIMP-1-Vorinkubation auf ihre Invasivität durch MatrigelTM im Boy-

den-Chamber-Invasionsversuch analysiert. Während die Vorbehandlung mit TIMP-1 die 

Invasion der Kontrollzellen (L-CI.5s-shNT bzw. CT26L-shNT) erhöhte (Abbildung 5-5, A, 

B, schwarze Balken), hatte TIMP-1 keinen signifikanten Einfluss auf die Invasivität der 

HIF-1α-knock-down-Zellen (L-CI.5s-shHIF bzw. CT26L-shHIF) (Abbildung 5-5, A, B, 

weiße Balken), ein Hinweis darauf, dass HIF-1α in den Tumorzellen ein intrazellulärer 

Mediator der proinvasiven Wirkung von TIMP-1 sein könnte.  
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Abbildung 5-5: Der knock down von HIF-1α verhindert die TIMP-1-induzierte Zunahme der Invas i-
vität.  L-CI.5s-shNT oder –shHIF-Zellen (A) bzw. CT26L-shNT oder –shHIF-Zellen (B) wurden für eine 
Stunde mit rekombinantem TIMP-1 behandelt, gewaschen und anschließend das invasive Potential durch 
MatrigelTM im Boyden-Chamber-Invasionsversuch untersucht. Die Auswertung erfolgte nach 24 (B) bzw. 
48 Stunden (A). A, TIMP-1-Inkubation erhöhte die Invasivität von L-CI.5s-shNT-Zellen signifikant, hatte 
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Invasivität von L-CI.5s-shHIF-Zellen. Säulen: Mittelwerte, 
Balken: Standardfehler (L-CI.5s-shNT: Kontrolle: 36,20 ± 3,85; n = 3; rek. TIMP-1: 48,31 ± 2,10; n = 4; 
p = 0,031. L-CI.5s-shHIF: Kontrolle: 19,31 ± 5,74; n = 4; rek. TIMP-1: 24,51 ± 2,16; n = 4; p = 0,428). B, 
TIMP-1-Inkubation führte zu einem leichten Anstieg der Invasivität von CT26L-shNT-Zellen, jedoch nicht 
von CT26L-shHIF-Zellen. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (CT26L-shNT: Kontrolle: 
149,67 ± 0,88; n = 4; rek. TIMP-1: 185,25 ± 28,74; n = 4; p = 0,34. CT26L-shHIF: Kontrolle: 127,75 ± 
13,09; n = 12; rek. TIMP-1: 91,67 ± 19,92; n = 4; p = 0,17). n.s.- nicht signifikant.  
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5.1.1.5 Tumorzell-HIF-1 α vermittelt die TIMP-1-induzierte Tumorzellstreuung  

in vivo 

Es konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 zu einer Induktion von HIF-1α in Tumorzellen 

führte, und im vorangegangenen Experiment wurde HIF-1α als möglicher Mediator der 

TIMP-1-induzierten Invasivität von Tumorzellen in vitro identifiziert. Aufbauend auf die-

sen Ergebnissen sollte untersucht werden, ob HIF-1α auch in vivo einen Beitrag zur 

TIMP-1-assoziierten aggressiven Streuung von Tumorzellen leistet. Hierzu wurde die 

Lebermetastasierung von L-CI.5s-shNT- bzw. L-CI.5s-shHIF-Zellen in TIMP-1-

überexprimierenden oder Kontrolltieren untersucht. Es zeigte sich, dass - unabhängig 

von der HIF-1α-Expression der Tumorzellen - erhöhte TIMP-1-Spiegel die Anzahl an 

Makrometastasen in der Leber leicht reduzierten (Abbildung 5-6, A obere Reihe, B). 

Ebenso führte der knock down von HIF-1α in den Tumorzellen unabhängig vom 

TIMP-1-Status der Tiere zu einer signifikant reduzierten Anzahl makrometastatischer 

Foci in der Leber (Abbildung 5-6, B, weiße Balken), ein Hinweis darauf, dass HIF-1α 

eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von Makrometastasen spielt. Darüber hinaus 

konnte ein leichter additiver Effekt von TIMP-1-Überexpression und knock down von 

HIF-1α auf die Reduktion der Makrometastasierung beobachtet werden, der dazu führ-

te, dass in Tieren mit hohem TIMP-1-Spiegel, denen L-CI.5s-shHIF-Zellen inokuliert 

worden waren, die geringste Anzahl an Makrometastasen detektiert wurde (Abbildung 

5-6, B, ganz rechter Balken).  

Um zu untersuchen, ob Tumorzell-HIF-1α auch an der TIMP-1-assoziierten Induktion 

der diffusen und aggressiven Streuung einzelner Tumorzellen in das Leberparenchym 

beteiligt ist, wurde zunächst die Gesamttumorlast in der Leber durch quantitative RT-

PCR des Tumorzell-Markergens lacZ ermittelt (Abbildung 5-6, C). Mit dieser Quantifizie-

rung werden sowohl Tumorzellen innerhalb von Makrometastasen als auch gestreute 

Tumorzellen erfasst. In der Tat verursachte eine hohe TIMP-1-Expression in Tieren, 

denen die Kontrollzelllinie inokuliert worden war, eine deutliche Zunahme der Gesamt-

tumorlast in der Leber (Abbildung 5-6, C, schwarze Balken), welche durch den knock 

down von HIF-1α in den Tumorzellen verhindert wurde (Abbildung 5-6, C, weiße Bal-

ken). Die X-Gal-Färbung der Organe zeigte, dass sich diese Unterschiede in der Ge-

samttumorlast auch in einer entsprechenden Veränderung der Mikrometastasierung 

widerspiegelten (Abbildung 5-6, A, untere Reihe). 
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Abbildung 5-6: Tumorzell-HIF-1 α ist für die prometastatische Wirkung von TIMP-1 no twendig.  Drei 
Tage nach adenoviralem Gentransfer von TIMP-1 bzw. Kontrollvektor wurden 5000 lacZ-markierte 
L-CI.5s-shNT bzw. L-CI.shHIF-Zellen in CD1-nu/nu-Mäuse inokuliert. Sieben Tage später wurden die 
Tiere getötet, die Tumorzellen in der Leber angefärbt und die Metastasierung untersucht. A, Makro- (o-
ben, Balken: 5 mm) und Mikroaufnahmen (unten, Balken: 200 µm) der X-Gal-gefärbten medialen Leber-
lappen. Die Mikroaufnahmen zeigen die Aufhebung des infiltrationsfördernden Effekts von TIMP-1 durch 
den HIF-1α-knock-down. B, Anzahl der Makrometastasen (≥ 0,2 mm) auf den medialen Leberlappen. 
TIMP-1-Überexpression verringerte die Anzahl an Makrometastasen von L-CI.5s-shNT-Zellen (schwarze 
Balken). Der HIF-1α-knock-down reduzierte TIMP-1-unabhängig die Anzahl an Makrometastasen signifi-
kant (weiße Balken). Ein leicht additiver Effekt von TIMP-1-Überexpression und HIF-1α-knock-down führ-
te zur geringsten Anzahl makrometastatischer Foci in TIMP-1-überexprimierenden, L-CI.5s-shHIF-
behandelten Tieren (B, rechts). Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3/ L-CI.5s-shNT: 
52,17 ± 3,96; n = 6. AdTIMP-1/ L-CI.5s-shNT: 39,40 ± 5,20; n = 5; p = 0,078. Addl70-3/ L-CI.5s-shHIF: 
18,00 ± 4,00; n = 6. AdTIMP-1/ L-CI.5s-shHIF: 15,50 ± 3,33; n = 6; p = 0,641). C, Bestimmung der Ge-
samttumorlast in der Leber mittels qRT-PCR des Tumorzellmarkers lacZ und Normalisierung auf die Ex-
pression von 18S-rRNA. Starke Zunahme der Gesamttumorlast durch TIMP-1 in L-CI.5s-shNT-, nicht 
jedoch in L-CI.5s-shHIF-behandelten Tieren. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3/ 
L-CI.5s-shNT: 5,891 ± 0,774; n = 3; AdTIMP-1/ L-CI.5s-shNT: 14,69 ± 5,95; n = 3; p = 0,659. Addl70-3/ 
L-CI.5s-shHIF: 1,87 ± 0,29; n = 5; AdTIMP-1/ L-CI.5s-shHIF: 0,98 ± 0,12; n = 6; p = 0,013). n.s. – nicht 
signifikant. 
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Um zu überprüfen, ob die Reduktion der Gesamttumorlast durch den HIF-1α-knock-

down tatsächlich auch auf eine verringerte Tumorzellstreuung zurückzuführen war, 

wurde die Zahl einzelner gestreuter Tumorzellen auf Gewebeschnitten genau quantifi-

ziert. Es bestätigte sich, dass der knock down von HIF-1α in L-CI.5s-Zellen die Zahl ge-

streuter Tumorzellen in Tieren mit TIMP-1-Überexpression signifikant um 46,3% redu-

zierte, während der HIF-1α-knock-down in Kontrolltieren mit unveränderter TIMP-1-

Expression die Anzahl gestreuter Tumorzellen nur um 20,2% verringerte (Abbildung 

5-7, A). Absolut betrachtet, lag die Anzahl einzelner gestreuter L-CI.5s-shHIF-Zellen in 

TIMP-1-überexprimierenden Tieren sogar noch unter der in Kontrolltieren mit normaler 

TIMP-1-Expression (Abbildung 5-7, B). Hiermit wurde gezeigt, dass eine Inhibierung der 

HIF-1-Aktivität in den Tumorzellen die durch TIMP-1 normalerweise verstärkte Infiltrati-

on der Leber wirksam verhinderte und somit HIF-1α in den Tumorzellen als Mediator 

der prometastatischen Aktivität von TIMP-1 identifiziert. 
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Abbildung 5-7: Der knock down von HIF-1α in L-CI.5s-Zellen verringert deren diffuse Streuun g im 
Leberparenchym TIMP-1-überexprimierender Tiere.  Drei Tage nach adenoviralem Gentransfer wur-
den 5000 lacZ-markierte L-CI.5s-shNT bzw. L-CI.shHIF-Zellen in CD1-nu/nu-Mäuse inokuliert. Sieben 
Tage später wurden die Tiere getötet, die Lebern entnommen und die Tumorzellen auf Kryoschnitten mit 
X-Gal angefärbt. Die Anzahl gestreuter Tumorzellen abseits definierbarer metastatischer Foci wurde mik-
roskopisch ermittelt und auf die Schnittfläche normiert. Der knock down von HIF-1α in den Tumorzellen 
verhinderte die Zunahme der Tumorzellstreuung durch TIMP-1. A, Dargestellt ist der prozentuale Anteil 
gestreuter L-CI.5s-shHIF-Zellen im Vergleich zur jeweiligen Anzahl gestreuter L-CI.5s-shNT-Zellen. Es 
wird deutlich, dass die Streuung der Tumorzellen in TIMP-1-überexprimierenden Tieren stärker reduziert 
wurde als in Tieren mit normaler TIMP-1-Expression. B, Absolute Anzahl gestreuter L-CI.5s-shHIF-Zellen 
in Addl70-3-behandelten und AdTIMP-1-behandelten Tieren. Zu beachten ist die geringere Streuung der 
Tumorzellen in TIMP-1-überexprimierenden Tieren. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Links: 
Addl70-3: 79,84 ± 18,07; n = 23; AdTIMP-1: 53,69 ± 4,72; n = 87; p = 0,708. Rechts: Addl70-3: 
79,19 ± 17,92; n = 23; AdTIMP-1: 60,25 ± 5,37; n = 87; p = 0,918). n.s.-nicht signifikant. TZ-Tumorzellen. 
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5.1.1.6 Der knock down von Tumorzell-HIF-1 α reduziert die c-Met-Expression 

und Signaltransduktion in TIMP-1-überexprimierenden  Tieren 

Es ist bekannt, dass die Signaltransduktion über den c-Met-Rezeptor promigratorische 

und prometastatische Signalwege aktivieren kann (Birchmeier et al., 2003) und dass 

deren Blockade die TIMP-1-assoziierte Streuung von Tumorzellen verhindert (Kopitz et 

al., 2007). Zudem kann die Expression von c-Met durch Erhöhung der HIF-1α-Level 

induziert werden (Pennacchietti et al., 2003). Um zu untersuchen, ob die HIF-1α-

abhängige Reduktion der Tumorzellstreuung in TIMP-1-überexprimierenden Tieren mit 

Veränderungen in der c-Met-Expression oder -Aktivität einhergeht, wurde die Ex-

pression von c-Met und dessen aktiver Form, phospho-c-Met, mittels Westernblotanaly-

se bzw. Immunfluoreszenzfärbung untersucht. In der Tat wurde durch den knock down 

von HIF-1α in L-CI.5s-Zellen die c-Met-Expression im Metastasen-tragenden Leberge-

webe TIMP-1-überexprimierender Tiere reduziert (Abbildung 5-8, A). Dieses Ergebnis 

konnte auch dann bestätigt werden, wenn die geringere Tumorlast in L-CI.5s-shHIF-

behandelten Tieren berücksichtigt wurde, indem die Expression von c-Met bei der den-

sitometrischen Auswertung der Westernblots gegen die Expression von β-Galaktosida-

se, dem Produkt des lacZ-Tumorzell-Markergens, normalisiert wurde (Abbildung 5-8, A, 

rechts). In Übereinstimmung mit der reduzierten c-Met-Expression war in Metastasen 

und Leberparenchym TIMP-1-überexprimierender Tiere, denen HIF-1α-knock-down-

Zellen inokuliert worden waren, weniger phosphorylierter c-Met-Rezeptor nachweisbar 

als in Tieren, die mit L-CI.5s-shNT-Zellen behandelt worden waren (Abbildung 5-8, B). 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Fehlen von HIF-1α in den Tumorzellen 

zu einer verringerten c-Met-Signaltransduktion führen kann, was die verringerte Streu-

ung von L-CI.5s-shHIF-Zellen in Tieren mit erhöhter TIMP-1-Expression erklären kann.  
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Abbildung 5-8: Reduzierte c-Met-Expression und -Akt ivierung in Lebergewebe bzw. Metastasen 
TIMP-1-transduzierter Tiere durch den knock down von HIF-1α in Tumorzellen.  Drei Tage nach Ad-
TIMP-1-Gentransfer wurden 5000 lacZ-markierte L-CI.5s-shNT- oder L-CI.5s-shHIF-Zellen in CD1-nu/nu-
Mäuse inokuliert. Nach weiteren sieben Tagen wurden die Tiere getötet und die Lebern entnommen. A, 
Analyse der c-Met-Proteinexpression mittels Westernblot-Analyse. Der gezeigte Blot ist beispielhaft für 
eines aus drei analysierten Tieren pro Gruppe. Um die reduzierte Tumorzelllast in der HIF-1α-knock-
down-Gruppe zu berücksichtigen, wurde die Menge an c-Met-Protein nach densitometrischer Auswertung 
auf die Menge an β-Galaktosidase, dem Produkt des Tumorzell-Markergens lacZ, normalisiert (rechts). 
Dargestellt ist die prozentuale Signalintensität in L-CI.5s-shHIF-behandelten Tieren im Vergleich zur 
L-CI.5s-shNT-Gruppe, deren Signalintensität auf 100% gesetzt wurde. Säulen: Mittelwerte, Balken: Stan-
dardfehler (L-CI.5s-shNT: 100, n = 2; L-CI.5s-shHIF: 57,73 ± 7,71; n = 2). B, phospho-c-Met-Immun-
fluoreszenzfärbung von Lebergewebe TIMP-1-transduzierter Mäuse zeigt eine reduzierte Menge an akti-
vem c-Met in Metastasen und Parenchym von Tieren, denen L-CI.5s-shHIF-Zellen inokuliert worden wa-
ren, im Vergleich zu Tieren, die mit L-CI.5s-shNT-Zellen behandelt worden waren. Gegenfärbung der 
Zellkerne mit DAPI. Balken: 100 µm. 
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5.1.1.7 Der HIF-1α-knock-down in den Tumorzellen hat keinen Einfluss auf die 

Proliferation 

Neben einer verringerten Invasivität der HIF-1α-knock-down-Zellen könnte auch eine 

reduzierte Proliferationsrate für die verringerte Metastasierung von L-CI.5s-shHIF-Zellen 

in TIMP-1-transduzierten Tieren im Vergleich zu L-CI.5s-shNT-Zellen verantwortlich 

sein. Um dies zu überprüfen, wurde die Proliferation beider Zelllinien in vitro über 

48 Stunden (Abbildung 5-9, A) und in vivo mittels immunhistochemischen Nachweises 

des Proliferationsmarkers proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in Lebermetastasen 

TIMP-1-transduzierter Tiere (Abbildung 5-9, B) untersucht. In beiden Fällen unterschied 

sich die Proliferation der beiden Zelllinien nicht nennenswert voneinander. Ein unter-

schiedliches Proliferationsverhalten von L-CI.5s-shHIF- und L-CI.5s-shNT-Zellen war 

somit nicht für die deutlichen Unterschiede in der Metastasierung beider Zelllinien in 

Mäusen mit erhöhter TIMP-1-Expression verantwortlich. 
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Abbildung 5-9: Nahezu unveränderte Proliferation na ch knock down von HIF-1α in L-CI.5s-Zellen. 
A, in vitro. 1000 Zellen pro Well wurden in 96-Well-Platten ausgesät und die Zahl lebender Zellen über 
48 h beobachtet. n = 5 pro Zeitpunkt. B, in vivo. Drei Tage nach AdTIMP-1-Gentransfer wurden 5000 
L-CI.5s-shNT- oder L-CI.5s-shHIF-Zellen in CD1-nu/nu-Mäuse inokuliert. Nach weiteren sieben Tagen 
wurden die Tiere getötet und die Lebern entnommen. PCNA-positive Zellen innerhalb makrometastati-
scher Foci in der Leber wurden immunhistochemisch auf Paraffinschnitten angefärbt, ausgezählt und die 
Anzahl auf die Fläche der Metastase normiert. Die PCNA-positiven Zellen in 12 (L-CI.5s-shNT) bzw. 16 
(L-CI.5s-shHIF) Metastasen wurden ausgezählt. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (L-CI.5s-
shNT: 40509,73 ± 563,45; n = 12. L-CI.5s-shHIF: 3994,10 ± 234,99; n = 16; p = 0,88). n.s. – nicht signifi-
kant. 
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5.1.2 Untersuchungen zum Einfluss von TIMP-1 auf Neutrophile Granulo-

zyten und deren Rolle bei der TIMP-1-induzierten Metastasierung 

Die Aktivierung des HGF-c-Met-Signalwegs ist entscheidend für die prometastatische 

Wirkung von TIMP-1 (Kopitz et al., 2007). Es ist bereits bekannt, dass die Überexpres-

sion von TIMP-1 sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Tumorzellen zu einem An-

stieg der HGF-Proteinmenge in der Leber führt (Kopitz et al., 2007). Bislang war aller-

dings weder bekannt, wie es zu dem beobachteten HGF-Anstieg kommt, noch, ob HGF 

ein limitierender Faktor der TIMP-1-induzierten Metastasierung ist. 

5.1.2.1 Kein signifikanter Anstieg der HGF-mRNA-Exp ression in der Leber 

durch TIMP-1 

Um zu untersuchen, ob TIMP-1 in der Leber die De-novo-Synthese von HGF induziert, 

wurde die Menge an HGF-mRNA nach adenoviralem Transfer von TIMP-1 bzw. Kon-

trollvektor in CD1-nu/nu-Mäusen mittels quantitativer RT-PCR untersucht. Es zeigte 

sich, dass erhöhte TIMP-1-Spiegel nicht zu einem signifikanten Anstieg der HGF-

mRNA-Expression in der Leber führten (Abbildung 5-10). In Anbetracht der von Kopitz 

et al. beobachteten, durch TIMP-1-Überexpression bedingten Steigerung der HGF-

Proteinexpression um 68% (Kopitz et al., 2007) wurde hypothetisiert, dass in TIMP-1-

überexprimierenden Tieren extrahepatisch synthetisiertes HGF-Protein z.B. durch infilt-

rierende Neutrophile Granulozyten in die Leber transportiert wird. Einen ersten Hinweis 

darauf lieferte bereits die Beobachtung, dass eine erhöhte TIMP-1-Expression in Men-

schen wie in Mäusen mit einer erhöhten Expression zweier Markergene Neutrophiler 

Granulozyten, Neutrophiler Elastase und Cathepsin G, einhergeht (Kopitz et al., 2007). 
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Abbildung 5-10: Kein signifikanter Anstieg der HGF- RNA-Expression in der Leber durch adenovi-
rale Überexpression von TIMP-1.  2 x 109 pfu Addl70-3 oder AdTIMP-1 wurden i.v. in CD1-nu/ nu-Mäuse 
inokuliert. Neun Tage nach Gentransfer wurden die Lebern entnommen und die HGF-mRNA-Expression 
mittels qRT-PCR analysiert und auf die Expression von 18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist die prozen-
tuale HGF-Expression in TIMP-1-transduzierten Mäusen im Vergleich zu Addl70-3-behandelten Kontroll-
tieren. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3: 100 ± 12,79; n = 3; AdTIMP-1: 127,82 ± 
27,23; n = 3; p = 0,369). n.s. – nicht signifikant. 

5.1.2.2 TIMP-1 verstärkt die Infiltration Neutrophi ler Granulozyten in die Leber 

und die Migration von Neutrophilen in vitro 

Um zu untersuchen, ob systemisch hohe TIMP-1-Spiegel tatsächlich einen Einfluss auf 

die Infiltration Neutrophiler Granulozyten in die Leber haben, wurde TIMP-1 mittels ade-

noviralen Gentransfers in Mäusen überexprimiert und die Neutrophilen in der Leber im-

munhistochemisch nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte über die Detektion des Ly-6G-

Zelloberflächenantigens, das außerhalb des Knochenmarks fast ausschließlich von 

Neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (Daley et al., 2008) und deshalb häufig als 

Neutrophilenmarker herangezogen wird (Anderson et al., 1998; Lieber et al., 2004). Die 

Auszählung ergab, dass in TIMP-1-überexprimierenden Tieren mehr als doppelt so vie-

le Neutrophile Granulozyten in die Leber eingewandert waren wie in Kontrolltieren mit 

unveränderter TIMP-1-Expression (Abbildung 5-11, A).  

Für die Klärung der Frage, ob TIMP-1 direkt an diesem chemotaktischen Effekt beteiligt 

war, wurde das Migrationsverhalten von aus dem Knochenmark isolierten Neutrophilen 

Granulozyten in vitro im Boyden-Chamber-Migrationsversuch analysiert, wobei dem 

Medium im unteren Kompartiment rekombinantes TIMP-1 zugesetzt wurde. Tatsächlich 
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wanderten in Anwesenheit von TIMP-1 im unteren Kompartiment etwa viermal so viele 

Neutrophile durch die Membran wie in der Kontrolle (Abbildung 5-11, B). Dieses Ergeb-

nis lässt vermuten, dass TIMP-1 direkt an der Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten 

in die Leber beteiligt sein könnte. 
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Abbildung 5-11: TIMP-1 beeinflusst die Migration Ne utrophiler Granulozyten in vivo und in vitro. 
A, in vivo. 2 x 109 pfu Addl70-3 oder AdTIMP-1 wurden i.v. in CD1-nu/nu-Mäuse inokuliert. Drei Tage 
nach Gentransfer wurden die Lebern entnommen und die Neutrophilen Granulozyten immunhistoche-
misch auf Kryoschnitten von Lebergewebe angefärbt. TIMP-1 führte zu einer signifikanten Zunahme der 
Anzahl infiltrierter Neutrophiler Granulozyten in das Leberparenchym (Ulrike Brüning, AG Krüger; Master-
arbeit). Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3: 7,80 ± 0,38; n = 44; AdTIMP-1: 
17,21 ± 0,56; n = 44; p < 0,001). B, in vitro. Neutrophile wurden aus dem Knochenmark von DBA/2-
Mäusen isoliert und deren Migrationsverhalten in einem Boyden-Chamber-Migrationsversuch in vitro un-
tersucht. Porenweite der Membran: 0,3 mm. 1400 ng/ ml rekombinantes TIMP-1 wurde dem Medium im 
unteren Kompartiment zugesetzt. Nach 48 h wurden an der Unterseite der Membran haftende Zellen 
angefärbt und ausgezählt. TIMP-1 im unteren Kompartiment erhöhte die Migration der Neutrophilen Gra-
nulozyten durch die Membran. Dargestellt ist der prozentuale Anteil durch die Membran migrierter 
Neutrophiler in der TIMP-1-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle ohne TIMP-1 im Medium. Säulen: Mittel-
werte, Balken: Standardfehler (Kontrolle: 100 ± 61,21; n = 3. rek. TIMP-1: 402,63 ± 42,30; n = 3; 
p = 0,015). 

5.1.2.3 Einfluss von TIMP-1 auf die Degranulierung Neutrophiler Granulozyten 

Infiltrierende Neutrophile Granulozyten könnten zum Anstieg an HGF-Protein und da-

durch zur Aktivierung der HGF-c-Met-Signaltransduktion in der Leber TIMP-1-

überexprimierender Tiere beitragen. Voraussetzung hierfür ist eine Freisetzung des in-

trazellulär gespeicherten HGF durch Degranulierung der Neutrophilen Granulozyten. Es 

wurde deshalb untersucht, ob TIMP-1 bzw. die TIMP-1-modulierte Mikroumgebung in 

der Leber die Degranulierung von PMNs induzieren können. Der direkte Effekt von 
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TIMP-1 wurde an isolierten Neutrophilen Granulozyten in vitro analysiert. Hierzu wurden 

aus dem Knochenmark isolierte Neutrophile Granulozyten entweder mit rekombinantem 

TIMP-1 oder mit PMA (Phorbol-Myristat-Acetat), einem starken Stimulus für die Degra-

nulierung Neutrophiler Granulozyten (Richter, 1992; Grenier et al., 2002), inkubiert und 

anschließend mittels HGF-Immuncytochemie untersucht, ob HGF intra- oder extrazellu-

lär lokalisiert war. Im Unterschied zur Positivkontrolle PMA führte TIMP-1 nicht zu einer 

Freisetzung von HGF aus Neutrophilen (Ulrike Brüning, AG Krüger; Masterarbeit).  

Auch wenn TIMP-1 in vitro offensichtlich nicht als Degranulationssignal für PMNs wirkte, 

so könnten andere Faktoren der TIMP-1-modulierten Mikroumgebung in der Leber den-

noch zu einer Aktivierung/ Degranulierung von Neutrophilen führen. Um dies zu unter-

suchen, wurden Neutrophile Granulozyten im Metastasen-tragenden Lebergewebe 

TIMP-1-transduzierter oder mit Kontrollvirus behandelter Mäuse mittels Immunhistoche-

mie auf Myeloperoxidase (MPO) angefärbt (Abbildung 5-12). Myeloperoxidase ist ein 

intrazelluläres, in azurophilen Granula von PMNs gespeichertes Enzym, das bei der De-

granulierung Neutrophiler Granulozyten freigesetzt wird (Witko-Sarsat et al., 2000).  
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Abbildung 5-12:  Einfluss der TIMP-1-Überexpression auf die Degranul ierung Neutrophiler Granu-
lozyten in vivo. 2 x 109 pfu Addl70-3 oder AdTIMP-1 wurden i.v. in CD1-nu/nu-Mäuse inokuliert. Drei 
Tage später wurden 5000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen i.v. inokuliert. Nach weiteren sechs Tagen wur-
den die Tiere getötet und die Neutrophilen Granulozyten in der Leber mittels Immunhistochemie auf Mye-
loperoxidase angefärbt. Das parazellulär lokalisierte Signal von MPO in AdTIMP-1-behandelten Mäusen 
lässt auf eine Degranulierung der Neutrophilen schließen. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für die 
jeweiligen Gruppen. Balken: 50 µm. 

In Kontrolltieren mit normaler TIMP-1-Expression führte der Nachweis der Myeloperoxi-

dase zu einem punktuellen Signal, während Myeloperoxidase in TIMP-1-überexprimie-

renden Tieren parazellulär detektierbar war (Abbildung 5-12). Diese Beobachtung weist 

darauf hin, dass in der TIMP-1-modulierten Umgebung Myeloperoxidase aus intrazellu-

lären Speichern freigesetzt wurde, und ist somit ein indirekter Nachweis dafür, dass die 
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TIMP-1-modulierte Mikroumgebung die Degranulierung von Neutrophilen induzierte. 

5.1.2.4 Etablierung der Antikörper-vermittelten Dep letion Neutrophiler Granulo-

zyten in Mäusen 

Um den Beitrag der durch TIMP-1-Überexpression verstärkt in die Leber infiltrierenden 

Neutrophilen Granulozyten zur TIMP-1-induzierten Metastasierung zu untersuchen, soll-

ten Neutrophile Granulozyten in DBA/2-Mäusen Antikörper-vermittelt depletiert werden. 

Für die Etablierung der Depletion wurden DBA/2-Mäuse an zwei aufeinanderfolgenden 

Tagen mit einem gegen Neutrophile Granulozyten gerichteten Antiserum (anti-PMN-

Antiserum) behandelt (Lawson et al., 1997). Drei und sieben Tage nach der ersten Ino-

kulation wurde die Anzahl im Blut zirkulierender Neutrophiler Granulozyten immuncyto-

chemisch durch Nachweis Ly-6G-positiver Zellen bestimmt (Abbildung 5-13).  
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Abbildung 5-13: Etablierung der Antiserum-vermittel ten Depletion Neutrophiler Granulozyten.  
250 µl eines gegen Maus-Neutrophile Granulozyten gerichteten polyklonalen Antiserums (anti-PMN) wur-
den zweimal im Abstand von 24 Stunden i.p. in DBA/2-Mäuse inokuliert: Kontrolltiere erhielten PBS. Drei 
und sieben Tage später wurden die Tiere getötet, aus der Mesenterialvene Blut entnommen, nach Ab-
trennung der Erythrozyten Zytospins angefertigt und Neutrophile Granulozyten mittels Immuncytochemie 
auf den Neutrophilen-Marker Ly-6G angefärbt. A, Auszählung Ly-6G-positiver und –negativer Zellen er-
gab zu beiden Zeitpunkten eine signifikant reduzierte Anzahl im Blut zirkulierender PMNs nach Antise-
rum-Behandlung. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Tag 3: Kontrolle: 22,66 ± 1,63; anti-PMN: 
10,65 ± 0,44; p < 0,001. Tag 7: Kontrolle: 22,90 ± 1,16; anti-PMN: 14,65 ± 2,57; p = 0,019. n = 5 Bildaus-
schnitte in allen Gruppen). B, Deutliche Veränderungen in der Morphologie Neutrophiler Granulozyten in 
Antiserum-behandelten Tieren lassen eine Schädigung der verbliebenen Neutrophilen vermuten; Tag drei 
nach Behandlung; Balken: 50 µm. anti-PMN: mit Antiserum behandelt. 
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An Tag drei nach initialer Behandlung konnte eine über 50%-ige Reduktion der Anzahl 

zirkulierender Neutrophiler nachgewiesen werden (Abbildung 5-13, A). Die Effizienz der 

Depletion nahm im Verlauf der folgenden Tage zwar ab, betrug aber auch an Tag sie-

ben noch 36% (Abbildung 5-13, A). Auffällig war außerdem, dass die verbliebenen 

Ly-6G-positiven Zellen in der Antiserum-behandelten Gruppe im Vergleich zu Neutro-

philen aus Kontrolltieren eine deutlich veränderte Morphologie aufwiesen, was eine 

Schädigung der verbliebenen PMNs vermuten lässt (Abbildung 5-13, B).  

5.1.2.5 Untersuchung der Rolle Neutrophiler Granulo zyten bei der TIMP-1-

induzierten Metastasierung 

Für die Klärung der Frage nach dem Beitrag Neutrophiler Granulozyten zur TIMP-1-

induzierten Metastasierung wurde nach dem zuvor etablierten Protokoll nach zwei initia-

len Gaben des Antiserums TIMP-1 mittels adenoviralen Gentransfers in DBA/2-Mäusen 

überexprimiert. Kontrolltiere wurden mit Addl70-3 behandelt. Drei Tage nach dem Gen-

transfer wurden L-CI.5s-Tumorzellen inokuliert und weitere sechs Tage später wurde 

die Lebermetastasierung untersucht.  

Unabhängig von der Anwesenheit Neutrophiler Granulozyten führte die Überexpression 

von TIMP-1 zu einer Reduktion der Anzahl an Makrometastasen in der Leber 

(Abbildung 5-14, A). Dieser Effekt, der möglicherweise mit einem hemmenden Einfluss 

von TIMP-1 auf die Extravasation der Tumorzellen zusammenhängt, wurde bereits 

mehrfach beobachtet (Kopitz et al., 2007; Abbildung 5-6). Die Behandlung mit dem anti-

PMN-Antiserum führte zu einer zusätzlichen Reduktion der Anzahl metastatischer Foci 

in TIMP-1-überexprimierenden Tieren, um 37%, welche jedoch statistisch nicht signifi-

kant war (Abbildung 5-14, A, weiße Balken). In den Kontrolltieren ohne TIMP-1-

Überexpression wirkte sich die Behandlung mit dem anti-PMN-Antiserum nicht auf die 

Anzahl an Makrometastasen in der Leber aus (Abbildung 5-14, A, schwarze Balken).  

Neben dem Einfluss, den Neutrophile auf die Ausbildung von Makrometastasen haben, 

ist v.a. auch deren Bedeutung bei der aggressiven TIMP-1-induzierten Streuung der 

Tumorzellen von Interesse. Die Behandlung der Tiere mit dem anti-PMN-Antiserum 

konnte diese Tumorzellinfiltration fast vollständig unterdrücken (Abbildung 5-14, B), was 

darauf hinweist, dass Neutrophile vermutlich in den frühen Phasen der TIMP-1-

induzierten Metastasierung eine wichtige Rolle spielen und möglicherweise an der Aus-

bildung der TIMP-1-induzierten metastatischen Nische in der Leber beteiligt sind.  
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Abbildung 5-14: Auswirkung der anti-PMN-Behandlung auf die experimentelle Lebermetastasie-
rung.  250 µl des gegen Neutrophile Granulozyten gerichteten Antiserums bzw. 250 µl PBS wurden zwei-
mal im Abstand von 24 Stunden i.p. in DBA/2-Mäuse inokuliert. Drei Stunden nach der zweiten Applikati-
on des Antiserums wurden 2 x 109 pfu AdTIMP-1 oder Addl70-3 i.v. inokuliert. Drei Tage später wurden 
5000 lacZ-markierte L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen i.v. appliziert. Am sechsten Tag nach der Inokulation 
der Tumorzellen wurden die Tiere getötet und Makro- ( A) und Mikrometastasierung (B) in der Leber nach 
X-Gal-Färbung untersucht. A, Anzahl der Makrometastasen (Metastasen ≥ 0,2 mm) auf den medialen 
Leberlappen. Reduktion der Makrometastasierung in TIMP-1-überexprimierenden Tieren, jedoch nicht in 
Mäusen mit normaler TIMP-1-Expression. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3/ PBS: 
25,25 ± 2,69; n = 4; AdTIMP-1/ PBS: 19,00 ± 1,82; n = 5; Addl70-3/ anti-PMN: 26,60 ± 5,03; n = 5; Ad-
TIMP-1/ anti-PMN: 12,00 ± 3,03; n = 4). n.s. – nicht signifikant. B, Nahaufnahmen repräsentativer Lebern 
zeigen fehlende TIMP-1-assoziierte Infiltration einzelner Tumorzellen in das Leberparenchym in anti-
PMN-behandelten, TIMP-1-überexprimierenden Tieren; Sterne: Makrometastasen; Pfeile: Mikrometasta-
sen; jedes blau-grüne Signal stammt von einer lacZ-markierten Tumorzelle; Balken: 500 µm. 

5.1.3 Ausblick: Untersuchung der Rolle von Wirts-c-Met bei der TIMP-1-

induzierten Metastasierung 

Systemisch hohe TIMP-1-Spiegel führen auch in Abwesenheit von Tumorzellen zu einer 

Aktivierung des c-Met-Signalwegs in der Leber, und die Aktivierung dieses Signalwegs 

ist Voraussetzung für die prometastatische Wirkung von TIMP-1 (Kopitz et al., 2007). 

Während es zur Rolle von c-Met in Tumorzellen zahlreiche Untersuchungen gibt (Über-

sicht in Birchmeier et al., 2003), ist bislang kaum etwas über die Bedeutung der c-Met-

Signaltransduktion in Wirtszellen bei der Metastasierung bekannt. Insbesondere gibt es 

bislang keine Studien dazu, ob die c-Met-Signaltransduktion in der Leber zur Ausbil-

dung einer prämetastatischen Nische in einer Mikroumgebung mit erhöhter TIMP-1-

Expression beitragen kann. Durch adenoviralen Gentransfer einer gegen c-Met gerich-

teten shRNA-Sequenz lässt sich eine spezifische Inhibierung von c-Met in Wirtszellen 
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erreichen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde hierfür ein Protokoll etabliert, das 

es in weiteren Studien erlaubt, den Beitrag des c-Met-Signalwegs in Wirtszellen zur 

TIMP-1-induzierten Metastasierung zu untersuchen. 

5.1.3.1 shRNA-vermittelter knock down von c-Met in vivo 

5.1.3.1.1 Dosisfindung 

Zunächst sollte ermittelt werden, welche Dosis des Adshc-Met-Virus erforderlich ist, um 

in immunkompetenten DBA/2-Mäusen einen effizienten knock down von c-Met in der 

Leber zu erzielen. Hierzu wurden 2 x 109, 8,25 x 109 oder 1,45 x 1010 pfu des Adshc-

Met- bzw. 1,45 x 1010 pfu des Kontroll-Virus (Addl70-3) in DBA/2-Mäuse inokuliert und 

fünf Tage später die RNA-Expression von c-Met in der Leber mittels quantitativer RT-

PCR ermittelt. Die Analyse ergab, dass schon mit der niedrigsten eingesetzten Virusdo-

sis von 2 x 109 pfu Adshc-Met pro Maus auf RNA-Ebene eine signifikante Reduktion der 

c-Met-Expression um 93% erreicht wurde (Abbildung 5-15).  
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Abbildung 5-15: Etablierung des c-Met- knock-down in der Leber: Dosisfindung.  1,45 x 1010 pfu 
Addl70-3 („K“) bzw. 2 x 109, 8 x 109 oder 1,45 x 1010 pfu Adshc-Met wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inoku-
liert. Fünf Tage später wurden die Tiere getötet, die Lebern entnommen und die c-Met-Expression auf 
mRNA-Ebene mittels qRT-PCR bestimmt. Die c-Met-Expression wurde auf die Expression von 18S-rRNA 
normalisiert. Dargestellt ist die prozentuale c-Met-Expression Adshc-Met-behandelter Tiere im Vergleich 
zur Addl-Kontrolle. Säulen: Mittelwerte. Balken: Standardfehler. (Addl70-3: 100 ± 2,20; n = 2; Adshc-Met 
2 x 109 pfu: 7,10 ± 1,85; n= 2; p < 0,001. 8 x 109 pfu: 13,25 ± 1,28; n = 2; p < 0,001. 1,45 x 1010 pfu: 
15,28 ± 1,27; n = 2; p < 0,001). 
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5.1.3.1.2 Zeitverlauf des c-Met-knock-down nach adenoviralem Gentransfer 

Um die Rolle von Wirts-c-Met bei der TIMP-1-induzierten Metastasierung, insbesondere 

auch bei der Ausbildung einer prämetastatsichen Nische in der Leber, untersuchen zu 

können, muss die c-Met-Expression in der Leber bereits zu Beginn der TIMP-1-

Überexpression auch auf Proteinebene reduziert sein und diese Reduktion während 

des gesamten Metastasierungsexperiments anhalten. Um deshalb den zeitlichen Ver-

lauf der c-Met-Expression im Lebergewebe nach Inokulation des Adshc-Met-Virus bzw. 

des Kontrollvirus zu untersuchen, wurden je 2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. Adshc-Met i.v. in 

DBA/2-Mäuse inokuliert und die Expression von c-Met in der Leber zusätzlich zu Tag 

fünf auch zwei, neun und 17 Tage nach Virusinokulation auf RNA- und Proteinebene 

untersucht. Auf RNA-Ebene war die c-Met-Expression zu jedem der Zeitpunkte im Ver-

gleich zur Kontrolle signifikant reduziert (Abbildung 5-16).  
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Abbildung 5-16: Signifikante Reduktion der c-Met-RN A-Expression bereits an Tag 2 nach Adshc-
Met-Gentransfer.  2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. Adshc-Met wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inokuliert. Zwei, 
fünf, neun und 17 Tage später wurde die RNA-Expression von c-Met im Lebergewebe mittels qRT-PCR 
untersucht und auf die Expression von 18S-rRNA normalisiert. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfeh-
ler. (Tag 2: Addl70-3: 4,90 ± 0,10; n = 2; Adshc-Met: 1,21 ± 0,07; n= 2; p = 0,002. Tag 5: Addl70-3: 9,01 ± 
0,20; n = 2; Adshc-Met: 0,64 ± 0,17; n = 2; p = 0,002. Tag 9: Addl70-3: 8,77 ± 0,85; n = 2; Adshc-Met: 
0,71 ± 0,04; n = 2; p = 0,002. Tag 17: Addl70-3: 7,76 ± 0,57; n = 2; Adshc-Met: 1,86 ± 0,05; n = 2; p = 
0,002).  

Im Unterschied dazu konnte auf Proteinebene erst ab Tag neun nach Virusinokulation 

eine deutliche Reduktion der c-Met-Expression nachgewiesen werden, die jedoch eben-

falls bis Tag 17 anhielt (Abbildung 5-17). Aufgrund dieser Ergebnisse sollte in zukünfti-

gen Experimenten die Inokulation des TIMP-1-kodierenden Adenovirus idealerweise 

nicht vor Tag neun nach Transfer der c-Met-shRNA erfolgen. 
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Abbildung 5-17: Deutliche Reduktion der c-Met-Prote inmenge in der Leber an Tag 9 nach Adshc-
Met-Gentransfer.  2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. Adshc-Met wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inokuliert. Zwei, 
fünf, neun und 17 Tage später wurde die Proteinexpression von c-Met im Lebergewebe mittels 
Westernblot-Analyse untersucht. α-Tubulin diente als Ladungskontrolle. n = 2 für Tag 2 und Tag 5; n = 3 
für Tag 7 und Tag 9.  

5.1.3.2 Adenoviraler Gentransfer von humanem TIMP-1  in die Mausleber nach 

vorangehender Adenovirusinokulation 

Die Untersuchung der Rolle von Wirts-c-Met im TIMP-1-Modell der experimentellen Me-

tastasierung erfordert die aufeinanderfolgende zweimalige Inokulation von Adenoviren 

(erst Adshc-Met und danach AdTIMP-1). Adenoviren können eine Immunreaktion des 

Wirts auslösen, so dass bei wiederholter Applikation von Adenoviren die Viruseliminati-

on beschleunigt ist (Dong et al., 1996; Benihoud et al., 1998). Es musste deshalb si-

chergestellt werden, dass bei Durchführung des Versuchs nach dem geplanten Proto-

koll trotz vorangehender Inokulation von Adshc-Met-Viren noch eine TIMP-1-Überex-

pression durch Inokulation von AdTIMP-1-Viren erzielt wird. Um dies zu überprüfen, 

wurden DBA/2-Mäusen neun Tage nach Inokulation von Addl70-3 oder Adshc-Met 

TIMP-1-kodierende Adenoviren bzw. Kontrollviren inokuliert. Die RNA-Expression von 

humanem TIMP-1 in der Leber wurde an Tag drei nach TIMP-1-Gentransfer, dem ge-

planten Zeitpunkt der Tumorzellinokulation, untersucht. Es konnte eine schwache Ex-

pression des humanen Transgens nachgewiesen werden (Abbildung 5-18). 
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Abbildung 5-18: Untersuchung der adenoviral vermitt elten Expression von humanem TIMP-1 nach 
vorangegangenem adenoviralem Gentransfer.  2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. Adshc-Met wurden i.v. in 
DBA/2-Mäuse inokuliert. Neun Tage später wurden 2 x 109 pfu AdTIMP-1 ebenfalls i.v. appliziert. Weitere 
drei Tage später wurden die Tiere getötet, die Lebern entnommen und die Expression von humanem 
TIMP-1 in der Mausleber mittels qRT-PCR analysiert. Die TIMP-1-Expression wurde auf die Expression 
von 18S-rRNA normalisiert. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler (Addl70-3/ AdTIMP-1: 
0,008 ± 0,004; n = 3; Adshc-Met/ AdTIMP-1: 0,022 ± 0,011; n = 3; p = 0,235). 

5.1.3.3 Erste Untersuchung des Beitrags von Wirts-c -Met zur TIMP-1-induzier-

ten Metastasierung 

In einem ersten Versuch mit kleiner Gruppengröße sollte untersucht werden, ob die 

nach dem erarbeiteten Protokoll erreichbare TIMP-1-Überexpression (s. Abbildung 

5-19) ausreicht, um den typischen TIMP-1-assoziierten Metastasierungsphänotyp zu 

induzieren und ob der knock down von c-Met im Wirt einen Einfluss auf den Metastasie-

rungsphänotyp in TIMP-1-überexprimierenden Mäusen hat. Hierzu wurden 2 x 109 pfu 

Adshc-Met bzw. Kontrollvirus in DBA/2-Mäuse inokuliert. Neun Tage später wurden 

2 x 109 pfu des TIMP-1-kodierenden Adenovirus (AdTIMP-1), bzw. des entsprechenden 

Kontrollvirus (Addl70-3) intravenös appliziert. Weitere drei Tage später folgte die Inoku-

lation von 5000 lacZ-markierten L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen. Die Untersuchung der 

Mikrometastasierung in der Leber sechs Tage nach der Inokulation der Tumorzellen 

ergab, dass das Ausmaß der TIMP-1-Überexpression ausreichte, um die Tumorzell-

streuung in der für TIMP-1 typischen Weise zu induzieren (Abbildung 5-19, A, links). Die 

Transduktion mit Adshc-Met-Viren konnte diesen aggressiven Metastasierungsphäno-

typ allerdings nicht verhindern (Abbildung 5-19, A, rechts). Während die Vorbehandlung 

mit Adshc-Met-Viren in Kontrolltieren ohne TIMP-1-Überexpression die Anzahl an Mak-
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rometastasen in der Leber leicht reduzierte (Abbildung 5-19, B, links), wirkte sie sich in 

Mäusen mit erhöhter TIMP-1-Expression nicht auf die Anzahl makrometastatischer Foci 

aus (Abbildung 5-19, B, rechts).  
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Abbildung 5-19: Untersuchung des Beitrags von Wirts -c-Met zur TIMP-1-induzierten Leberme-
tastasierung – erste Ergebnisse.  2 x 109 pfu Addl70-3 bzw. Adshc-Met wurden i.v. in DBA/2-Mäuse 
inokuliert. Neun Tage später wurden 2 x 109 pfu AdTIMP-1 und weitere drei Tage später 5000 lacZ-
markierte L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen i.v. appliziert. Sechs Tage nach Inokulation der Tumorzellen 
wurden die Tiere getötet, die Lebern entnommen und die Tumorzellen mit X-Gal angefärbt. A, Nahauf-
nahmen der Leberoberfläche. Die erreichte TIMP-1-Überexpression reichte für die Induktion des für 
TIMP-1-transduzierte Tiere charakteristischen Metastasierungsphänotyps in der Leber aus (links). 
Adshc-Met-Gentransfer hatte keinen deutlichen Einfluss auf die Streuung der Tumorzellen in TIMP-1-
überexprimierenden Tieren (rechts). Balken: 250 µm. B, Leichte Reduktion der Makrometastasenzahl 
(Metastasen ≥ 0,2 mm) durch Adshc-Met-Behandlung in Tieren mit normaler TIMP-1-Expression, nicht 
jedoch in TIMP-1-überexprimierenden Tieren. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler. (Addl70-3/ 
Addl70-3: 36 ± 2,00; n = 3; Adshc-Met/ Addl70-3: 28 ± 1,16; n = 3; p = 0,026. Addl70-3/ AdTIMP-1: 33 ± 
2,3; n = 3; Adshc-Met/ AdTIMP-1: 29 ± 8; n = 2; p = 0,621). C, Westernblot-Analyse der c-Met-Expression 
in der Leber. Nahezu unveränderte c-Met-Proteinmenge in der Leber durch Behandlung mit Adshc-Met-
Viren. Repräsentativ für n = 2. D, Westernblot-Analyse der phospho-c-Met-Proteinmenge in der Leber. 
Die Menge an phosphoryliertem c-Met nahm durch Behandlung mit dem Adshc-Met-Virus leicht ab. Re-
präsentativ für n = 2. 
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Um zu untersuchen, ob in Anwesenheit von Tumorzellen möglicherweise Kompensati-

onsmechanismen in Kraft treten, welche eine durch die Transduktion mit Adshc-Met-Vi-

ren reduzierte c-Met-Expression im Lebergewebe ausgleichen, wurde die Expression 

von c-Met und von phosphoryliertem c-Met im Metastasen-tragenden Lebergewebe mit-

tels Westernblot-Analyse untersucht. Tatsächlich konnte in Anwesenheit von Tumorzel-

len in Adshc-Met-behandelten Tieren keine Reduktion der c-Met-Expression im Ver-

gleich zu Addl70-3-behandelten Tieren nachgewiesen werden (Abbildung 5-19, C). Die 

Menge an phosphoryliertem c-Met unterschied sich in den jeweiligen Versuchsgruppen 

ebenfalls kaum (Abbildung 5-19, D). Diese ersten Ergebnisse sind Ausgangspunkt für 

weitere Untersuchungen zur Rolle von c-Met im Wirt bei der TIMP-1-induzierten Me-

tastasierung und auch darüber, ob möglicherweise Kompensationsmechanismen der 

Tumorzellen eine reduzierte c-Met-Expression in der Leber ausgleichen können. 

5.2 Charakterisierung molekularer Veränderungen im zeitlichen Ver-

lauf der Metastasierung im L-CI.5s-Modell – Verglei ch mit der 

TIMP-1-induzierten Metastasierung 

Im L-CI.5s-Modell gehen die späten Stadien der Metastasierung (etwa ab Tag sieben 

nach Inokulation der Tumorzellen) mit einer Streuung einzelner Tumorzellen in das Le-

berparenchym einher (Gerg et al., 2008), die in ihrem Phänotyp der TIMP-1-induzierten 

Metastasierung ähnelt. Es wurde deshalb untersucht, ob während der sekundären Inva-

sion in den Spätstadien des L-CI.5s-Modells vergleichbare molekulare Veränderungen 

stattfinden, wie sie auch im Zusammenhang der TIMP-1-induzierten Metastasierung 

beschrieben worden waren. 

5.2.1 Die sekundäre Invasion von Tumorzellen geht einher mit einer ge-

steigerten Expression von TIMP-1 in Metastasen 

Zunächst sollte geklärt werden, ob die sekundäre Invasion von Tumorzellen während 

der späten Stadien der Lebermetastasierung von einer erhöhten Expression von 

TIMP-1 begleitet wird. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde die Expression 

von TIMP-1 während eines neuntägigen Beobachtungszeitraums im L-CI.5s-T-Zell-

Lymphommodell untersucht. Die Analyse durch quantitativer RT-PCR zeigte, dass die 

Menge an TIMP-1 in der Leber im Verlauf des Fortschreitens der Metastasierung stark 

anstieg. Die stärkste Zunahme der TIMP-1-Expression war kurz vor Beginn der sekun-
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dären Invasion der Tumorzellen zu verzeichnen (Abbildung 5-20, A).  

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, welche Zellen zum Anstieg der TIMP-1-

Spiegel in der Leber im Verlauf der Metastasierung beitragen. Mittels Maus-TIMP-1-in-

situ-Hybridisierung auf Leberschnitten konnte gezeigt werden, dass TIMP-1-mRNA zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach Tumorzellinokulation v.a. im Bereich der Metastasen 

exprimiert wurde (Abbildung 5-20, B). Es ist demnach anzunehmen, dass die Tumorzel-

len zum beobachteten Anstieg an TIMP-1 in der Leber beitragen. 

oh
ne

 T
Z

3 
h

1 
d

2 
d

3 
d

4 
d

5 
d

6 
d

7 
d

8 
d

9 
dT
IM

P
-1

 m
R

N
A

/-
18

S
 R

N
A

[%
 d

er
 K

on
tr

ol
le

]

0

2e+2

4e+2

6e+2

8e+2

5e+4
1e+5

ohne TZ Tag 3 Tag 6 Tag 8

se
n

se
an

ti
se

n
se

A

B

oh
ne

 T
Z

3 
h

1 
d

2 
d

3 
d

4 
d

5 
d

6 
d

7 
d

8 
d

9 
dT
IM

P
-1

 m
R

N
A

/-
18

S
 R

N
A

[%
 d

er
 K

on
tr

ol
le

]

0

2e+2

4e+2

6e+2

8e+2

5e+4
1e+5

ohne TZ Tag 3 Tag 6 Tag 8

se
n

se
an

ti
se

n
se

A

B

 

Abbildung 5-20: Anstieg der TIMP-1-Expression v.a. in Metastasen im Verlauf der Metastasierung. 
5000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inokuliert. Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Tiere getötet und die Lebern entnommen. A, Zunahme der TIMP-1-Expression in der 
Leber im Verlauf der Metastasierung und Korrelation mit der sekundären Invasion. Analyse der TIMP-1-
Expression mittels qRT-PCR. Normalisierung der TIMP-1-Expression zur Expression von 18S-rRNA. 
Dargestellt ist die prozentuale TIMP-1-Expression im Vergleich zu Tieren, die keine Tumorzellen erhalten 
hatten. Säulen: Mittelwerte; Pool aus drei Tieren pro Zeitpunkt. Versuch durchgeführt von Dr. M. Arlt und 
Dr. M. Gerg, AG Krüger; Auswertung durch B. Halbgewachs. B, TIMP-1-in-situ-Hybridisierung auf Paraf-
finschnitten der Leber zeigt, dass TIMP-1 vor allem in Metastasen exprimiert wird; sense: Kontrolle, anti-
sense: Nachweis von TIMP-1. Balken: 200 µm. 
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5.2.2 Die sekundäre Invasion wird begleitet von einem HGF-Protein-

Anstieg und einer Aktivierung der HGF-c-Met-Signaltransduktion 

Um zu überprüfen, ob es im Verlauf der Lebermetastasierung im L-CI.5s-Modell neben 

einer Induktion der TIMP-1-Expression auch zu einer Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs kommt, wurde die HGF-Expression in der Mausleber zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach Inokulation von L-CI.5s-Zellen sowohl auf Proteinebene mittels ELI-

SA, als auch auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht (Abbildung 5-21, A, B).  
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Abbildung 5-21: Zunahme der HGF-Proteinmenge, aber nicht der HGF-RNA im Verlauf der Me-
tastasierung im L-CI.5s-Modell.  5000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inoku-
liert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getötet und die Lebern entnommen. A, Bestim-
mung der HGF-Proteinmenge in der Leber mittels ELISA. Pool aus drei Tieren pro Zeitpunkt. Zunahme 
der HGF-Proteinmenge in den Spätstadien der Metastasierung. B, Bestimmung der RNA-Expression von 
HGF in der Leber mittels qRT-PCR und Normalisierung der HGF-Expression auf die Expression von 
18S-rRNA. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfehler. n = 3 pro Zeitpunkt. Keine nennenswerte Ände-
rung der HGF-RNA-Expression im Verlauf der Metastasierung. C, phospho-c-Met-Immun-
fluoreszenzfärbung auf Lebergewebe an Tag 8 nach Tumorzellinokulation zeigt Aktivierung von c-Met 
innerhalb von Metastasen. Repräsentatives Bild. Balken: 100 µm. 

Während die Menge an HGF-Protein in der Leber in den späten Phasen der Metasta-

sierung zunahm und somit mit dem Auftreten sekundär invadierter Tumorzellen korre-

lierte (Abbildung 5-21, A), konnte keine Zunahme der HGF-RNA-Expression beobachtet 
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werden (Abbildung 5-21, B). Dieses Ergebnis zeigt, dass HGF im Verlauf der Metasta-

sierung, ähnlich wie bei der TIMP-1-induzierten Metastasierung bereits beobachtet, 

nicht de novo in der Leber gebildet wurde. Vielmehr scheint extrahepatisch synthetisier-

ter HGF von außen, etwa durch infiltrierende Neutrophile Granulozyten, in die Leber zu 

gelangen. Mittels Immunfluoreszenzfärbung konnte in makrometastatischen Foci gegen 

Ende der Metastasierung eine aktivierte Signaltransduktion über den c-Met-Rezeptor, 

gemessen als phosphorylierter c-Met-Rezeptor, nachgewiesen werden, während im 

Parenchym kein phospho-c-Met-Signal detektierbar war (Abbildung 5-21, C).  

5.2.3 Infiltrierende Neutrophile Granulozyten akkumulieren in Metastasen 

Die TIMP-1-Überexpression verstärkte die Infiltration Neutrophiler Granulozyten in die 

Leber (s. Abschnitt 5.1.2.2). Es wurde deshalb untersucht, ob auch die im Verlauf der 

Lebermetastasierung ansteigende TIMP-1-Expression in der Leber von einer zuneh-

menden Infiltration Neutrophiler Granulozyten begleitet wurde (Abbildung 5-22).  
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Abbildung 5-22: Im Verlauf der Metastasierung im L- CI.5s-Modell zunehmend in die Leber infiltrie-
rende Neutrophile Granulozyten akkumulieren in Meta stasen.  5000 L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen 
wurden i.v. in DBA/2-Mäuse inokuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getötet und 
die Lebern entnommen. A, Nachweis Neutrophiler Granulozyten im Leberparenchym mittels Ly-6G-
Immunhistochemie. Zunahme der Zahl inflitrierter Neutrophiler Granulozyten im Verlauf der Metastasie-
rung, die mit dem Anstieg an TIMP-1 und HGF-Protein korrelierte (Ulrike Brüning, AG Krüger; Masterar-
beit). B, Quantifizierung Neutrophiler Granulozyten in Metastasen und Leberparenchym an Tag sechs 
nach Tumorzellinokulation. Neutrophile Granulozyten wurden mittels Ly-6G-Immunhistochemie angefärbt 
und mikroskopisch ausgezählt. Normalisierung auf die Fläche. Säulen: Mittelwerte, Balken: Standardfeh-
ler. (Parenchym: 12,55 ± 2,09; n = 5; Metastase: 153,49 ± 55,87; n = 5; p = 0,008). Neutrophile Granulo-
zyten akkumulierten innerhalb metastatischer Foci. 
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In der Tat konnte nach Inokulation von L-CI.5s-Zellen in DBA/2-Mäuse mittels Immun-

histochemie gezeigt werden, dass es mit Fortschreiten der Lebermetastasierung zu ei-

ner Zunahme der Zahl Neutrophiler Granulozyten in der Leber kam (Abbildung 5-22, A). 

Um die Lokalisation der Neutrophilen im Metastasen-tragenden Lebergewebe genauer 

zu bestimmen, wurde die Anzahl an Neutrophilen Granulozyten pro Flächeneinheit im 

Leberparenchym sowie innerhalb von Metastasen ermittelt. Es zeigte sich, dass sich die 

Neutrophilen Granulozyten in den metastatischen Foci, den Orten mit der höchsten 

TIMP-1-Expression, anreicherten (Abbildung 5-22, B). 



Diskussion  

- 76 - 

 

6 Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten HIF-1α auf Tumorzellseite bzw. Neutrophi-

le Granulozyten auf Wirtsseite als Mediatoren der prometastatischen Wirkung von 

TIMP-1 identifiziert werden. Dabei wurde erstmals gezeigt, dass der Proteaseinhibitor 

TIMP-1 HIF-1α in Tumorzellen induzieren kann. Ursprünglich war man davon ausge-

gangen, dass eine erhöhte TIMP-1-Expression über die Störung des proteolytischen 

Netzwerks die Gewebehomöostase in der Leber verändert und dadurch die Metastasie-

rung und Streuung von Tumorzellen verstärkt; jedoch führten hohe TIMP-1-Spiegel 

nicht nur in vivo, in der TIMP-1-modulierten Leber, zu einer Induktion von HIF-1α, son-

dern auch TIMP-1 alleine induzierte in vitro in verschiedenen Tumorzellen die HIF-1α-

Expression. Dieser direkte Effekt von TIMP-1 bewirkte darüber hinaus auch eine Zu-

nahme der Invasivität verschiedener Tumorzelllinien, die, wie weitere Untersuchungen 

mit HIF-1α-knock-down-Zelllinien zeigten, wenigstens teilweise durch HIF-1α vermittelt 

wurde. In vivo unterband der knock down von HIF-1α die aggressive TIMP-1-assoziierte 

Infiltration des Leberparenchyms durch L-CI.5s-Zellen, wozu wahrscheinlich auch eine 

durch den HIF-1α-knock-down reduzierte Induzierbarkeit des HGF-c-Met-Signalwegs 

beitrug. Auf Wirtsseite hatte TIMP-1 einen promigratorischen Einfluss auf Neutrophile 

Granulozyten und führte, wie in der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, zu einer ver-

stärkten Infiltration dieser HGF-speichernden Immunzellpopulation in die Leber, die dort 

auch verstärkt degranulierten und dadurch zum beschriebenen starken Anstieg an 

HGF-Protein in der Leber TIMP-1-transduzierter Tiere beitragen können. Die Behand-

lung mit einem gegen Neutrophile Granulozyten gerichteten Antiserum zur Depletion 

dieser Immunzellpopulation führte im L-CI.5s-Modell in TIMP-1-transduzierten Mäusen 

zu einer reduzierten Anzahl makrometastatischer Foci und verhinderte die TIMP-1-

assoziierte aggressive Tumorzellinfiltration in der Leber. Diese Beobachtung zeigt, dass 

Neutrophile Granulozyten wichtige Mediatoren der prometastatischen Wirkung von 

TIMP-1 auf Wirtsseite sind, möglicherweise durch ihren Beitrag zur Aktivierung des 

HGF-c-Met-Signalwegs.  
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6.1 Aufklärung eines Zusammenhangs zwischen TIMP-1 und HIF-1α 

Eine erhöhte Expression der α-Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF-1 ist ebenso 

wie erhöhte TIMP-1-Spiegel in vielen Krebserkrankungen mit einer schlechten Progno-

se assoziiert (Übersichten in Vaupel und Mayer, 2007 und Duffy et al., 2008). Im Rah-

men dieser Arbeit konnte nun in vitro und in vivo ein Zusammenhang zwischen beiden 

Faktoren identifiziert werden. Es zeigte sich, dass TIMP-1 einerseits die Expression und 

Aktivität von HIF-1α in verschiedenen Tumorzelllinien induzierte, dass andererseits aber 

auch HIF-1α in den Tumorzellen ein wichtiger Mediator der prometastatischen Effekte 

von TIMP-1 war. 

Erst vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass hohe TIMP-1-Spiegel nicht nur ein 

schlechter prognostischer Marker sind, sondern selbst zur Tumorprogression beitragen 

können (Kopitz et al., 2007). So führte die adenovirale Überexpression von TIMP-1 in 

verschiedenen experimentellen Metastasierungsmodellen zu einer verstärkten Leber-

metastasierung (Kopitz et al., 2007). Als Proteaseinhibitor ist TIMP-1 Teil des hochgra-

dig regulierten proteolytischen Netzwerks, das unter physiologischen Bedingungen 

maßgeblich an der Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase beteiligt ist (Overall und 

Kleifeld, 2006; Krüger, 2009). Eine veränderte Aktivität einer Komponente dieses Sys-

tems beeinflusst auch andere Faktoren des Protease-Netzwerks und kann, aufgrund  

der Komplexität der Interaktionen im protease web, unvorhersehbare Auswirkungen auf 

die Gewebehomöostase haben; in der Folge kann es so auch zur Induktion prometasta-

tischer Gene, beispielsweise anderer Proteasen oder von Zytokinen, kommen (Krüger 

et al., 2009). In der Tat ist bekannt, dass hohe TIMP-1-Spiegel sowohl in Krebspatien-

ten als auch in Mäusen mit Veränderungen der Mikroumgebung in der Leber assoziiert 

sind und zu einer Induktion prometastatischer Gene führen (Kopitz et al., 2007). Die 

Zellen eines Gewebes oder infiltrierende Immun- und Tumorzellen passen sich an sol-

che Veränderungen in ihrer Mikroumgebung durch Änderungen der Genexpression an 

(Witz, 2008). Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist ein wichtiger Faktor der zellulären 

Stressadaptation (Pouysségur et al., 2006; Görlach 2009). Eine Reihe von Stressfakto-

ren können HIF-1 induzieren, allen voran Sauerstoffmangel, aber auch z.B. ein Mangel 

an Glukose, ein niedriger pH-Wert im Extrazellularraum und reaktive Sauerstoffspezies 

(reactive oxygen species – ROS) (Feldser et al., 1999; Pouysségur et al., 2006; Pouys-

ségur und Mechta-Grigoriou, 2006). In dieser Arbeit konnte erstmals in vitro und in vivo 

gezeigt werden, dass auch TIMP-1 bzw. Stressbedingungen im Zusammenhang mit 
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Störungen des proteolytischen Gleichgewichts zu einer Aktivierung von HIF-1 führen 

können. Die Induktion von HIF-1α erfolgte dabei schon auf Transkriptionsebene, ähn-

lich, wie es auch für verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren bereits bekannt ist 

(Semenza, 2003; Zhou und Brüne, 2006). 

Interessanterweise wurde durch die adenovirale Überexpression von TIMP-1 in vivo die 

Expression von HIF-1α- und dessen downstream-Gen CAIX im Lebergewebe in Abwe-

senheit von Tumorzellen praktisch nicht induziert, während hohe TIMP-1-Spiegel in Me-

tastasen-tragenden Lebern zu einem signifikanten Anstieg an HIF-1α und CAIX führten. 

Daraus lässt sich schließen, dass sich Leberzellen über einen HIF-1-unabhängigen Me-

chanismus an die TIMP-1-induzierten Veränderungen in der Mikroumgebung anpassen. 

In der Literatur gibt es Hinweise, dass die Regulation von HIF-1α in der Leber bzw. in 

Hepatozyten über andere Mechanismen verläuft als in anderen Zellen und Organen 

(Kietzmann et al., 2001; Khan et al., 2006). HIF-1α wird in der Leber zwar sowohl auf 

RNA-, als auch auf Proteinebene konstitutiv exprimiert (Kietzmann et al., 2001), jedoch 

konnten beispielsweise Kietzmann et al. zeigen, dass sich die im Lebergewebe physio-

logischerweise beobachtbare Zonierung der Sauerstoffversorgung nicht in einer Zonie-

rung der HIF-1α-Proteinexpression widerspiegelt (Kietzmann et al., 2001). In einer an-

deren Studie von Khan et al. war in Ratten-Hepatozyten auch unter hypoxischen Bedin-

gungen kein nukleär exprimiertes HIF-1α-Protein und auch keine DNA-Bindung von 

HIF-1α nachweisbar, obwohl auch hier HIF-1α mRNA exprimiert wurde; stattdessen 

führte Sauerstoffmangel in diesen Zellen zu einer Translokation von HIF-1α in Peroxi-

somen (Khan et al., 2006). In maligne transformierten Ratten-Hepatomzellen hatten 

identische Versuchsbedingungen hingegen sowohl eine Kernlokalisation, als auch die 

Aktivierung von HIF-1α zur Folge (Khan et al., 2006). Übereinstimmend mit diesen Be-

obachtungen von Khan et al. wurde auch in der vorliegenden Arbeit in TIMP-1-

überexprimierenden Tieren nur in Anwesenheit von L-CI.5s-T-Zell-Lymphomzellen ein 

signifikanter Anstieg der HIF-1α- und CAIX-mRNA-Expression in der Leber beobachtet. 

Während zytoplasmatisch lokalisiertes HIF-1α-Protein in allen Zellen des Leberparen-

chyms in Kontrolltieren und TIMP-1-überexprimierenden Tieren detektierbar war, konn-

ten Zellen mit kernlokalisiertem HIF-1α-Protein ausschließlich in Metastasen TIMP-1-

überexprimierender Tiere nachgewiesen werden. Die über HIF-1 vermittelte Anpassung 

an ungünstige Bedingungen für Zellwachstum und Überleben gehört zu den intrinsi-

schen Eigenschaften vieler aggressiver Tumorzellen (Chan und Giaccia, 2007). Zahlrei-

che Studien zeigen, dass Tumorzellen innerhalb eines Primärtumors oder in etablierten 
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Metastasen häufig hypoxischen Bedingungen ausgesetzt sind (Bertout et al., 2008) und 

mit einer Aktivierung von HIF-1 darauf reagieren (Kim et al., 2005; Khan et al., 2006; 

Arvidsson et al., 2010). Die Abwesenheit HIF-1α-positiver Zellen im L-CI.5s-Modell in 

Metastasen Addl70-3-behandelter Tiere zeigt, dass die Aktivierung von HIF-1α in Ad-

TIMP-1-behandelten Mäusen auf TIMP-1 bzw. die durch TIMP-1 modulierte Mikroum-

gebung in der Leber zurückzuführen ist und offensichtlich nicht durch eine Mangelver-

sorgung mit Sauerstoff oder Nährstoffen ausgelöst wurde. In der Tat sind die meisten 

Metastasen im L-CI.5s-Lebermetastasierungsmodell kleiner als das Diffusionslimit für 

Sauerstoff im Gewebe, das bei ca. 1-2 mm liegt (Folkman, 1986). Auch die im Rahmen 

dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass L-CI.5s-Zellen weder mit einer Induktion der 

Expression von HIF-1α oder CAIX (unpublizierte Daten), noch mit einem deutlich unter-

schiedlichen Proliferationsverhalten auf hypoxische Bedingungen reagierten, bestätigt 

die Annahme, dass die Induktion von HIF-1α in Metastasen TIMP-1-überexprimierender 

Tiere auf TIMP-1 und nicht auf Sauerstoffmangel zurückzuführen ist. Neben Tumorzel-

len könnten auch andere Zellarten, z.B. infiltrierende Immunzellen wie Neutrophile oder 

Monozyten, zu dem beobachteten Anstieg an HIF-1α in TIMP-1-überexprimierenden 

Tieren beitragen (Burke et al., 2002; Zarember und Malech, 2005; Walmsley et al., 

2008). Jedoch zeigten die In-vitro-Experimente, dass verschiedene Tumorzelllinien 

auch mit einer Induktion von HIF-1α auf hohe TIMP-1-Spiegel reagierten. Die Tatsache, 

dass unter diesen TIMP-1-sensitiven Zelllinien sowohl Zellen hämatopoetischen Ur-

sprungs, als auch Zellen epithelialer und mesenchymaler Herkunft waren, lässt auf ei-

nen generelleren Mechanismus der Induktion von HIF-1α durch TIMP-1 schließen. In 

einer Studie von Würtz et al. wurden im Serum von Brustkrebs-Patienten mit niedrigen 

TIMP-1-Spiegeln zwischen 1 und 127 ng TIMP-1/ ml gemessen, während bei Patienten 

mit erhöhter TIMP-1-Expression bis zu 600 ng TIMP-1/ ml Serum nachgewiesen wer-

den konnten (Würtz et al., 2008). Die in dieser Arbeit für die In-vitro-Versuche einge-

setzten Konzentrationen an TIMP-1 bewegten sich zwischen 350 und 700 ng/ ml, einzig 

HT1080 benötigten 1400 ng/ ml TIMP-1, und lagen damit größtenteils in Bereichen, die 

auch im Serum von Patienten mit erhöhter TIMP-1-Expression gefunden wurden. Es ist 

demnach denkbar, dass es auch in Patienten mit erhöhten TIMP-1-Spiegeln über einen 

vergleichbaren Mechanismus zu einer Induktion von HIF-1α kommen könnte.  

Zwar gibt es bereits Hinweise, dass HIF-1α die Expression von TIMP-1 beeinflusst 

(Yang et al., 2006), doch wurde die umgekehrte Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

HIF-1 durch den Proteaseinhibitor TIMP-1 bislang in der Literatur noch nicht beschrie-
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ben. Es wurde jedoch schon mehrfach eine Hypoxie-unabhängige Induktion von HIF-1α 

auf Transkriptionsebene gezeigt (Semenza, 2003; Görlach, 2009). Verschiedene Sig-

nalwege können zu einer solchen Induktion führen (Zhong et al., 2000; Stiehl et al., 

2002), so z.B. der PI3K-Signalweg (zusammengefasst in Semenza, 2003), der auch 

durch TIMP-1 aktiviert werden kann (Akahane et al., 2004; Stetler-Stevenson, 2008). 

Die Aktivierung dieses Signalwegs durch TIMP-1 ist unabhängig von dessen MMP-

inhibitorischer Aktivität (Liu et al., 2003) und erst kürzlich wurde postuliert, dass die 

Ausbildung eines ternären Komplexes zwischen TIMP-1, CD63 und Integrin β1 auf der 

Zelloberfläche an der Aktivierung des PI3K-Signalwegs beteiligt ist (Chirco et al., 2006). 

Da alle in dieser Arbeit verwendeten Tumorzelllinien CD63 exprimieren (HT1080: 

(Berditchevski et al., 1997); CT26L (Cho et al., 2005), L-CI.5s und GTL-16: AG Krüger 

unpublizierte Ergebnisse), lässt sich vermuten, dass die Induktion von HIF-1α durch 

TIMP-1 über CD63 verlaufen könnte. Unterschiede in der CD63-Expression der ver-

schiedenen Zelllinien könnten in der Folge auch dafür verantwortlich sein, dass ver-

schiedene getestete Zelllinien unterschiedlich stark auf die Vorbehandlung mit TIMP-1 

reagierten.  

Obwohl die Vorinkubation verschiedener Tumorzelllinien mit rekombinantem TIMP-1 in 

allen getesteten Zelllinien zu einer Induktion von HIF-1α führte, war dennoch lediglich in 

L-CI.5s- und CT26L-Zellen auch eine signifikant erhöhte Expression des HIF-1-

abhängigen Gens CAIX nachweisbar. Die Expression von CAIX wird fast ausschließlich 

über HIF-1 reguliert und deshalb als Marker für die Aktivität von HIF-1 herangezogen 

(Potter und Harris, 2004). Weshalb es in HT1080- und GTL-16-Zellen nicht zu einem 

Anstieg an CAIX kam, ist bislang unbekannt; Zelllinien-spezifische Unterschiede in der 

Reaktion auf eine HIF-1α-Induktion könnten eine Rolle spielen. Um abschließend zu 

klären, ob TIMP-1 die transaktivierende Aktivität von HIF-1 tatsächlich nur in L-CI.5s- 

und CT26L-Zellen induziert, werden derzeit in der AG Krüger Studien mit HRE-

Luciferase-Konstrukten durchgeführt, die eine direkte Bestimmung der Aktivität von 

HIF-1 ermöglichen. 

Im Vergleich zum Effekt der TIMP-1-Inkubation in vitro hatte die Überexpression von 

TIMP-1 in vivo einen wesentlich stärkeren Einfluss auf die HIF-1α-Expression, was 

mehrere Ursachen haben kann. So könnten beispielsweise infiltrierende Immunzellen 

wie Monozyten oder Neutrophile Granulozyten (die ja in TIMP-1-überexprimierenden 

Tieren verstärkt in die Leber infiltrieren) zum beobachteten Anstieg an HIF-1α und CAIX 
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im Metastasen-tragenden Lebergewebe TIMP-1-überexprimierender Tiere beitragen 

(Burke et al., 2002; Zarember und Malech, 2005; Walmsley et al., 2008). Allerdings kam 

es in der Leber in Abwesenheit von Tumorzellen durch TIMP-1 nur zu einem sehr 

schwachen Anstieg der HIF-1α- und CAIX-Expression, obwohl auch hier mehr als dop-

pelt so viele Neutrophile Granulozyten nachweisbar waren wie in Kontrolltieren. Darüber 

hinaus könnte TIMP-1 in vivo zusätzlich zu seinem direkten Effekt auch indirekt über die 

Veränderungen in der Mikroumgebung in der Leber zu einem Anstieg an HIF-1α in den 

Tumorzellen führen. Dieser Effekt könnte wiederum MMP-abhängig oder unabhängig 

sein. Eine MMP-abhängige Induktion von HIF-1α wäre beispielsweise aufgrund einer 

veränderten Bioverfügbarkeit von Zytokinen wie Interleukin-1β (IL-1β) denkbar. IL-1β ist 

ein bekannter Hypoxie-unabhängiger Induktor von HIF-1α (Stiehl et al., 2002), der 

durch MMP-1, -2, -3 und -9 in inaktive Fragmente gespaltet wird (Ito et al., 1996). In 

TIMP-1-überexprimierenden Tieren ist die Aktivität von MMPs im Leberparenchym wirk-

sam unterdrückt (Kopitz et al., 2007), so dass es zu einer geringeren Inaktivierung von 

IL-1β und in der Folge zu einer Induktion von HIF-1α kommen könnte. Eine MMP-

unabhängige Wirkung von TIMP-1 auf die Expression von HIF-1α in Tumorzellen könn-

te über die Rekutierung und Degranulierung Neutrophiler Granulozyten verlaufen, set-

zen doch Neutrophile Granulozyten bei ihrer Degranulierung eine Vielzahl bioaktiver 

Moleküle frei, von denen einige prinzipiell auch zu einer Induktion von HIF-1α führen 

können, so z.B. reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder IL-1β (Witko-Sarsat et al., 2000; 

Galanis et al., 2008). 

6.2 Identifizierung von HIF-1 als Tumorzell-intrins ischer Mediator der 
TIMP-1-induzierten Metastasierung 

Charakteristisches Merkmal der TIMP-1-assoziierten Lebermetastasierung ist eine ag-

gressive Infiltration einzelner Tumorzellen in das Leberparenchym (Kopitz et al., 2007). 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Vorinkubation mit TIMP-1 in 

vitro das invasive Potential verschiedener Tumorzellen erhöhte. Somit konnte neben 

der bereits beschriebenen Rolle von TIMP-1 bei der Ausbildung einer metastatischen 

Nische in der Leber (Kopitz et al., 2007) und einem Einfluss auf Proliferation und Über-

leben von Tumorzellen (Stetler-Stevenson, 2008), nun auch ein direkter Einfluss von 

TIMP-1 auf die Invasivität von Tumorzellen nachgewiesen werden. Im Unterschied zum 

hier gezeigten proinvasiven Effekt von TIMP-1 gibt es zahlreiche Studien, in denen eine 
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invasionshemmende Wirkung des Proteaseinhibitors TIMP-1 gezeigt wurde (Khokha et 

al., 1992; Baker et al., 1998; Engers et al., 2001). In all diesen Studien wurde TIMP-1 

entweder in den Zellen überexprimiert, oder exogen zugefügtes TIMP-1 war während 

der gesamten Versuchsdauer anwesend. Der invasionshemmende Effekt von TIMP-1 in 

diesen Untersuchungen ist also höchstwahrscheinlich auf die Hemmung der für invasive 

Prozesse wichtigen MMPs zurückzuführen. Im Gegensatz dazu wurden in der vorlie-

genden Arbeit die Zellen für eine Stunde mit TIMP-1 inkubiert und anschließend TIMP-1 

durch Waschen entfernt. Da also während der Tumorzellinvasion kein exogenes 

TIMP-1 mehr vorhanden war, wurde sichergestellt, dass nicht der proteasehemmende 

Effekt von TIMP-1, sondern nur der direkte Einfluss von TIMP-1 auf das Genexpressi-

onsprofil und das metastatische Potential der Tumorzellen zum Tragen kam. Im voran-

gegangenen Abschnitt (Kapitel 6.1) wurde bereits diskutiert, dass die durch TIMP-1 

ausgelöste Induktion von HIF-1α in den Tumorzellen über eine Interaktion zwischen 

TIMP-1 und CD63/ β1-Integrin verlaufen könnte. Auch für den proinvasiven Effekt von 

TIMP-1 wäre eine Beteiligung von CD63 denkbar. So konnten Sugiura et al. zeigen, 

dass durch die Behandlung mit einem gegen CD63 gerichteten Anitkörper die Expressi-

on von MMP-2 in und die Invasivität von MDA-MB-231-Zellen erhöht wurde (Sugiura 

und Berditchevski, 1999). Die Autoren postulieren, dass die Behandlung mit dem Anti-

körper zu einer Zusammenlagerung (clustering) von CD63/ α3β1-Integrin-Komplexen 

und dadurch, vermittelt über den PI3K-Signalweg, zu einer Induktion der MMP-2-

Expression und der Invasivität führt (Sugiura und Berditchevski, 1999). Ein ähnlicher 

Mechanismus wäre auch für die hier beschriebene proinvasive Wirkung von TIMP-1 

denkbar.  

Interessanterweise wirkte die Vorinkubation der Tumorzellen mit TIMP-1 v.a. in den 

Zelllinien proinvasiv, in denen TIMP-1 auch die Signaltransduktion über HIF-1 (gemes-

sen als CAIX-Expression) am stärksten induzierte (L-CI.5s- und CT26L-Zellen). Mit Hilfe 

von HIF-1α-knock-down-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Tumorzell-HIF-1α in der 

Tat für die proinvasive Wirkung von TIMP-1 erforderlich war. Der HIF-1α-knock-down 

verhinderte allerdings nicht nur die Induktion der Tumorzellinvasion durch TIMP-1, son-

dern er führte generell zu einer deutlich verringerten Invasivität der shHIF-Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollzelllinien. Eine solche Beteiligung von HIF-1α an der Invasivi-

tät von Tumorzellen ist bekannt (Krishnamachary et al., 2003; Victor et al., 2006), könn-

te jedoch dazu führen, dass ein schwacher proinvasiver Effekt von TIMP-1 auf die 

shHIF-Zelllinien möglicherweise verdeckt wurde. Um dies zu umgehen, wäre ein Zell-
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system geeignet, das basal eine niedrige HIF-1α-Expression aufweist und in dem der 

knock down von HIF-1α nur einen schwachen Effekt auf die Invasivität hat.  

Dass HIF-1 auch in vivo bei der Invasion und Metastasierung eine wichtige Rolle spielt , 

ist aus der Literatur bereits bekannt (Bertout et al., 2008; Gort et al., 2008). Liao et al. 

beobachteten beispielsweise ein reduziertes metastatisches Potential von Brustkrebs-

zellen, wenn diesen HIF-1α fehlte (Liao et al., 2007). Auch im L-CI.5s-Modell führte der 

knock down von HIF-1α in den Tumorzellen unabhängig vom TIMP-1-Status der Tiere 

zu einer deutlichen Abnahme der Anzahl an Makrometastasen und der Gesamttumor-

last in der Leber. Die Anzahl an Makrometastasen hängt von mehreren Faktoren ab, 

u.a. von der Anzahl initial extravasierter Zellen (Kopitz et al., 2007; Gerg et al., 2008). 

Proteasen können die Extravasation von Tumorzellen beeinflussen (Gerg et al., 2008; 

Joyce und Pollard, 2009), und mehrfach wurde eine Beteiligung von HIF-1 an der Regu-

lation der Expression einer Reihe Matrix-degradierender Proteasen wie MMP-2 und 

MMP-9, uPAR und Cathepsin D beschrieben (Krishnamachary et al., 2003; Semenza et 

al., 2003; Fujiwara et al., 2007), wodurch sich die Reduktion der Makrometastasierung 

von HIF-1α-knock-down-Zellen erklären ließe. Auch Änderungen im Proliferationsver-

halten oder im Überleben von HIF-1α-knock-down-Zellen könnten für die Abnahme der 

Makrometastasierung verantwortlich sein (Ruan et al., 2009), doch unterschieden sich 

die L-CI.5s-Zellen mit HIF-1α-knock-down weder in vitro noch in vivo in ihrem Prolifera-

tionsverhalten von den shNT-Kontrollzellen; auch im Überleben der L-CI.5s-Zellen war 

in vivo kein Unterschied zwischen den beiden Zelllinien feststellbar (Schelter et al., 

2010, Manuskript in Vorbereitung). Ähnlich wie durch den HIF-1α-knock-down reduziert 

auch die Überexpression von TIMP-1 wird die Anzahl makrometastatischer Foci in der 

Leber, vermutlich durch eine Hemmung proteolytischer Vorgänge während der Extrava-

sation (Kopitz et al., 2007). Beide Effekte, die Reduktion der Makrometastasierung 

durch den HIF-1α-knock-down und durch TIMP-1-Überexpression, verhielten sich addi-

tiv, so dass in TIMP-1-überexprimierenden Tieren, die mit L-CI.5s-shHIF-Zellen behan-

delt worden waren, die geringste Anzahl an Makrometastasen auftrat. 

Viel bemerkenswerter als die Auswirkung auf die Makrometastasierung war der Einfluss 

des HIF-1α-knock-down auf die durch TIMP-1 induzierte aggressive Streuung der Tu-

morzellen. Diese wurde durch den knock down von HIF-1α in den L-CI.5s-Zellen nahe-

zu vollständig unterdrückt. Es ist bekannt, dass die Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs die Tumorzelldissemination fördern bzw. induzieren kann (zusammenge-
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fasst in Benvenuti und Comoglio, 2007), und auch für die starke und aggressive Tumor-

zellstreuung in TIMP-1-überexprimierenden Tieren ist die Aktivierung dieses Signal-

wegs ist eine Voraussetzung (Kopitz et al., 2007). Darüber hinaus ist beschrieben, dass 

die c-Met-Expression über HIF-1 erhöht werden kann (Pennacchietti et al., 2003). Ent-

sprechend führte der knock down von HIF-1α in den Tumorzellen in TIMP-1-transdu-

zierten Tieren zu einer Reduktion sowohl der Expression des c-Met-Rezeptors im Me-

tastasen-tragenden Lebergewebe, als auch zu einer verminderten Menge an phospho-

ryliertem c-Met innerhalb von Metastasen. Somit erscheint ein Szenario wahrscheinlich, 

in dem TIMP-1 und Faktoren der TIMP-1-modulierten Mikroumgebung über eine Akti-

vierung von HIF-1 in den Tumorzellen zu einer Induktion von c-Met führen und dadurch 

eine verstärkte Invasivität/ Streuung der Tumorzellen auslösen. Fehlt den Tumorzellen 

HIF-1α, so sind sie nicht in der Lage, auf den TIMP-1-induzierten Stress mit einer ge-

steigerten Invasivität (im Sinne einer Fluchtreaktion) zu reagieren, so dass die Tumor-

zellstreuung im Leberparenchym abnimmt. Auch hier könnte ein unterschiedliches Proli-

ferationsverhalten zwischen HIF-1α-knock-down-Zellen und Kontrollzellen eine Rolle 

spielen, jedoch unterschied sich die Proliferation der beiden Zelllinien auch in TIMP-1-

überexprimierenden Tieren nicht voneinander. 

Interessanterweise streuten L-CI.5s-shHIF-Zellen in TIMP-1-überexprimierenden Tieren 

signifikant weniger als in Addl70-3-behandelten Tieren. Ursache hierfür könnten Unter-

schiede in der proteolytischen Aktivität sein: Vor allem MMP-9 ist im L-CI.5s-Modell für 

die sekundäre Invasion und Streuung der Tumorzellen wichtig (Gerg et al., 2008). Der 

HIF-1α-knock-down führt in L-CI.5s-Zellen zu einer deutlichen Reduktion der MMP-9-

Expression (Schelter et al., 2010, Manuskript in Vorbereitung), doch ist sicherlich noch 

eine geringe Restaktivität von MMP-9 vorhanden. Diese könnte für die sekundäre Inva-

sion einzelner Tumorzellen in Addl70-3-behandelten Tieren verantwortlich sein. In Ad-

TIMP-1-behandelten Mäusen hingegen ist MMP-9 durch die Überexpression des Breit-

spektrum-MMP-Inhibitors TIMP-1 vollständig inhibiert (Kopitz et al., 2007), so dass 

MMP-9 hier nicht mehr zur sekundären Invasion der Tumorzellen beitragen kann.  

6.3 Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten durch TI MP-1 

Eine erhöhte TIMP-1-Expression führt zu einem Anstieg der HGF- und c-Met-

Proteinmenge in der Leber (Kopitz et al., 2007). Während die Ursache für die Akkumu-

lation von c-Met bereits näher untersucht worden war (Kopitz et al., 2007), war über den 
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HGF-Anstieg bislang wenig bekannt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Un-

tersuchungen ergaben, dass die Zunahme der HGF-Menge nur zum Teil auf eine durch 

TIMP-1 induzierte De-novo-Synthese von HGF in der Leber zurückzuführen war. Diese 

Beobachtung lässt sich z.B. über eine durch TIMP-1 induzierte vermehrte Infiltration 

HGF-speichernder Immunzellen in die Leber erklären. So ist in der Literatur beispiels-

weise die Expression von HGF für Neutrophile Granulozyten (McCourt et al., 2001; 

Grenier et al., 2002) und Makrophagen (Armbrust et al., 2002; Pollard 2004) beschrie-

ben, und erst kürzlich wurde in Non-Hodgkin-Lymphomen eine Korrelation zwischen der 

Anzahl Neutrophiler Granulozyten und der Menge an HGF-Protein gezeigt (Toyama et 

al., 2005). Bei der Degranulierung von Neutrophilen kommt es nicht nur zur Freiset-

zung, sondern auch zur Aktivierung von pro-HGF durch zelleigene Serinproteasen 

(Grenier et al., 2002). Eine Beteiligung von HGF aus Neutrophilen Granulozyten bei der 

Tumorprogression wird in der Literatur bereits diskutiert (Wislez et al., 2003). So konnte 

in Patienten mit Bronchioalveolarkarzinom eine Korrelation zwischen verstärkter Infiltra-

tion Neutrophiler Granulozyten und einer schlechten Prognose gezeigt werden (Bellocq 

et al., 1998) und in einer Folgepublikation wurde die Freisetzung von HGF aus den 

Neutrophilen als Ursache dafür diskutiert (Wislez et al., 2003). 

Vor Kurzem wurde erstmals beobachtet, dass es auch bei der Ausbildung der TIMP-1-

assoziierten prämetastatischen Nische in der Leber zu einer verstärkten Infiltration 

Neutrophiler Granulozyten kommt (Ulrike Brüning, AG Krüger; Masterarbeit), und im 

Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 selbst die Migration 

Neutrophiler Granulozyten beeinflusste. In vitro migrierten isolierte Maus-Neutrophile in 

Richtung hoher TIMP-1-Konzentrationen, und in vivo reicherten sich Neutrophile Granu-

lozyten in den Gebieten hoher TIMP-1-Expression an. Über den zugrunde liegenden 

Mechanismus kann bislang nur spekuliert werden. So könnte auch hier eine Bindung 

von TIMP-1 an Zellmembran-ständiges CD63 auf Neutrophilen Granulozyten beteiligt 

sein. CD63 wird in Neutrophilen vor allem auf der Membran intrazellulärer Granula 

exprimiert und spielt hier eine Rolle bei der Kompartimentierung zellulärer Proteine 

(Kallquist et al., 2008). Zudem gibt es Untersuchungen, die auf eine Beteiligung von 

Zellmembran-ständigem CD63 bei der Aktivierung und Adhäsion von Neutrophilen Gra-

nulozyten hinweisen (Skubitz et al., 1996). So wurde eine Assoziation zwischen CD63 

und CD11/CD18-Integrinen, welche essentiell für die Adhäsion aktivierter Neutrophiler 

Granulozyten an Endothelzellen und damit auch für deren Rekrutierung an den Ort ei-

ner Entzündung sind (Witko-Sarsat et al., 2000), beschrieben (Skubitz et al., 1996). Die 
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Behandlung mit einem gegen CD63 gerichteten Antikörper erhöhte in dieser Studie von 

Skubitz et al. CD18-abhängig die Adhäsion Neutrophiler Granulozyten an Endothelzel-

len in vitro (Skubitz et al., 1996). Aus diesem Grund ist es denkbar, dass TIMP-1 durch 

Bindung an CD63 auf Neutrophilen deren Adhäsion an das Gefäßendothel und letzt-

endlich deren Infiltration in die Leber erhöht. Untersuchungen mit gegen CD63 gerichte-

ten oder gegen CD11/CD18 gerichteten blockierenden Antikörpern (Skubitz et al., 1996) 

könnten über eine Beteiligung von CD63 bei der TIMP-1-modulierten Migration 

Neutrophiler Granulozyten Aufschluss geben.  

Im Zusammenhang mit der TIMP-1-induzierten Metastasierung konnte darüber hinaus 

kürzlich gezeigt werden, dass die Serinprotease urokinase plasminogen activator (uPA) 

für die TIMP-1-induzierte Infiltration Neutrophiler Granulozyten in die Leber notwendig 

ist, wohingegen uPA für die basale Infiltration von Neutrophilen in Tieren mit normaler 

TIMP-1-Expression entbehrlich war (Schrötzlmair et al., 2009). Es ist demnach anzu-

nehmen, dass TIMP-1 chemotaktisch auf Neutrophile Granulozyten wirkt und dass für 

die folgende Diapedese, den Übertritt der Neutrophilen aus dem Gefäßsystem in das 

Gewebe, die proteolytische Aktivität von uPA erforderlich ist.  

Eine Beteiligung Neutrophiler Granulozyten bei der TIMP-1-induzierten Metastasierung 

wurde vor allem wegen ihrer Fähigkeit, intrazellulär (pro-)HGF zu speichern, postuliert. 

HGF ist hauptsächlich in den sog. spezifischen Granula nachweisbar und wird bei der 

Degranulierung der Neutrophilen freigesetzt und aktiviert (Grenier et al., 2002). Aus vo-

rangegangenen Experimenten war bekannt, dass TIMP-1 in vitro kein Stimulus für die 

Degranulierung von Neutrophilen ist (Ulrike Brüning, AG Krüger; Masterarbeit). In dieser 

Arbeit konnte jedoch histologisch eine Freisetzung des intrazellulären Proteins Myelo-

peroxidase im Lebergewebe TIMP-1-überexprimierender Tiere gezeigt werden. Die 

Überexpression von TIMP-1 führt in der Leber zu einer Reihe molekularer Veränderun-

gen, unter anderem z.B. auch zu einer Induktion der Expression von insulin like growth 

factor-II (IGF-II) (AG Krüger, unpublizierte Daten), welches seinerseits die Expression 

von Interleukin-8 (IL-8), einem bekannten Stimulus für die Degranulierung Neutrophiler 

Granulozyten (Taub et al., 1996), erhöhen kann (Kim et al., 2004). Es kann also davon 

ausgegangen werden, dass die Überexpression von TIMP-1 nicht nur zu einer verstärk-

ten Infiltration, sondern indirekt auch zu einer Degranulierung Neutrophiler Granulozy-

ten und damit zur Freisetzung von HGF in der Leber führt.  
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6.4 Bedeutung Neutrophiler Granulozyten bei der TIM P-1-induzierten 
Metastasierung 

Zahlreiche klinische Untersuchungen weisen auf eine Korrelation zwischen einer Akku-

mulation Neutrophiler Granulozyten im Tumorgewebe und einer schlechten Prognose 

für die Patienten hin (Wislez et al., 2003; Jensen et al., 2009; Kishi et al., 2009), und in 

verschiedenen Untersuchungen konnte ein Beitrag von Neutrophilen zur Tumorpro-

gression gezeigt werden (Murdoch et al., 2008). So ist beispielsweise aus Tierstudien, 

in denen Neutrophile Granulozyten Antikörper-vermittelt depletiert wurden, bekannt, 

dass PMNs an der Tumor-Angiogenese beteiligt sind (Benelli et al., 2002). Auch durch 

die Freisetzung von Proteasen wie MMP-9 können Neutrophile die Metastasierung ver-

stärken (Acuff et al., 2006).  

Um den Beitrag Neutrophiler Granulozyten zur TIMP-1-induzierten Metastasierung zu 

untersuchen, wurde diese Immunzellpopulation in Rahmen der vorliegenden Arbeit in 

Mäusen Antikörper-vermittelt depletiert. Die Depletion erfolgte durch wiederholte intra-

peritoneale Injektion eines gegen Ly-6G gerichteten polyklonalen Antiserums (Lawson 

et al., 1997). Ly-6G ist ein Zellmembran-ständiges Protein, das hauptsächlich von 

Neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (Daley et al., 2008). Mit Hilfe der Depletion 

sollte vor allem die Rolle Neutrophiler Granulozyten bei der Ausbildung der TIMP-1-

induzierten metastatischen Nische und der TIMP-1-assoziierten Tumorzell-Streuung 

untersucht werden. Beides sind sehr frühe Ereignisse. So ist in TIMP-1-

überexprimierenden Tieren bereits drei Tage nach Inokulation der Tumorzellen eine 

deutliche Tumorzell-Infiltation im Leberparenchym nachweisbar (Kopitz et al., 2007). Es 

war deshalb wichtig, vor allem zu den frühen Zeitpunkten eine effiziente Depletion zu 

gewährleisten. Mit der zweimaligen Inokulation des Antiserums konnte über sieben Ta-

ge eine zufriedenstellende Neutrophilendepletion erreicht werden, zumal die in den An-

tiserum-behandelten Tieren noch verbliebenen Ly-6G-positiven Zellen eine deutlich 

veränderte Morphologie aufwiesen, was auf eine Schädigung schließen lässt. 

Wurden Mäuse vor dem adenoviralen Gentransfer von TIMP-1 zweimal mit dem deple-

tierenden Antiserum behandelt, verringerte sich die Anzahl makrometastatischer Foci in 

der Leber um fast 50%, während diese Behandlung in Mäusen mit normaler TIMP-1-

Expression keine Auswirkungen auf die Anzahl an Makrometastasen in der Leber hatte. 

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Neutrophile Granulozyten in TIMP-1-

überexprimierenden Tieren bei der Extravasation oder beim Auswachsen extravasierter 
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Tumorzellen zu Makrometastasen von Bedeutung sind. Hämatopoetische Zellen spielen 

eine wichtige Rolle bei der Ausbildung einer prämetastatischen Nische und können so 

die organspezifische Metastasierung beeinflussen (Kaplan et al., 2005; Hiratsuka et al., 

2006; Erler et al., 2009). In einer Studie von Martin et al. trugen Neutrophile Granulozy-

ten wesentlich zur MMP-9-Expression in Tumorgewebe bei (Martin et al., 2008) und in 

einem experimentellen Metastasierungsversuch konnte MMP-9 aus Neutrophilen als 

entscheidender Faktor für die initiale Kolonisierung der Lunge durch Tumorzellen identi-

fiziert werden, auch wenn MMP-9 nicht für das Auswachsen der Tumorzellen zu Mak-

rometastasen notwendig war (Acuff et al., 2006). Ob das Fehlen von MMP-9 aus 

Neutrophilen Granulozyten in Antiserum-behandelten, TIMP-1-überexprimierenden Tie-

ren für die Reduktion der Makrometastasierung verantwortlich sein kann, mag ange-

sichts der hohen TIMP-1-Konzentrationen fraglich erscheinen. Es gibt jedoch Hinweise, 

dass Neutrophile in ihrer unmittelbaren Umgebung auch in Anwesenheit von Protea-

seinhibtoren EZM-Moleküle abbauen können (Owen und Campbell, 1999). Darüber 

hinaus sezernieren Neutrophile neben MMPs auch eine Reihe anderer Proteasen, die 

nicht durch TIMP-1 inhibiert werden, wie z.B. die Serinproteasen Cathepsin G, 

Neutrophile Elastase, Proteinase-3 und uPA (Owen und Campbell, 1999; Witko-Sarsat 

et al., 2000), so dass ein Beitrag von Neutrophilen zur Tumorzell-Extravasation in TIMP-

1-überexprimierenden Tieren durchaus möglich scheint. In Mäusen mit normaler TIMP-

1-Expression hatte die Behandlung mit dem gegen Neutrophile gerichteten Antiserum 

keine Auswirkungen auf die Anzahl metastatischer Foci in der Leber. Berücksichtigt 

man, dass in Tieren mit normaler TIMP-1-Expression auch basal nur sehr wenige PMNs 

in der Leber nachweisbar sind, so ist dieses Ergebnis nicht überraschend.  

Die Behandlung mit dem Neutrophile-depletierenden Antiserum wirkte sich jedoch nicht 

nur auf die Anzahl makrometastatischer Foci in der Leber TIMP-1-transduzierter Tiere 

aus, sie führte auch zu einer deutlichen Reduktion der TIMP-1-assoziierten Tumorzellin-

filtration in das Leberparenchym und offenbarte so einen möglichen Beitrag Neutrophi-

ler Granulozyten zur Ausbildung der TIMP-1-assoziierten prämetastatischen Nische. 

Die bisherigen Ergebnisse sind ein interessanter Ausgangspunkt für weitere Untersu-

chungen zum zugrunde liegenden Mechanismus. Wie eingangs bereits diskutiert, könn-

ten Neutrophile Granulozyten durch ihre Rolle als HGF-Lieferanten zur TIMP-1-

induzierten Metastasierung beitragen, kommt es doch in der TIMP-1-modulierten Mikro-

umgebung in der Leber zur Degranulierung der Neutrophilen und damit zur Freisetzung 

von HGF, welches zur Aktivierung des HGF-c-Met-Signalwegs in Tieren mit erhöhter 
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TIMP-1-Expression beitragen kann. Auch eine Beteiligung Neutrophiler Granulozyten 

bei der Aktivierung von HIF-1 in Tumorzellen, wie sie in Abschnitt 6.1 bereits angespro-

chen wurde, ist denkbar. So setzen Neutrophile beispielsweise IL-1β frei (Di Carlo, 

2001), für das eine Induktion von HIF-1α beschrieben ist (Stiehl et al., 2002); aber auch 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS – reactive oxygen species), wie sie beim oxidative 

burst Neutrophiler Granulozyten zur Pathogenabwehr gebildet werden (Witko-Sarsat et 

al., 2000), können zur einer Aktivierung des HIF-1-Signalwegs beitragen (Galanis et al., 

2008). Darüber hinaus könnte die Streuung von Tumorzellen durch die erwähnte Frei-

setzung einer Reihe von Proteasen durch Neutrophile begünstigt werden. Neutrophile 

können jedoch auch die Infiltration weiterer Immunzellen, z. B. von Makrophagen ver-

stärken (Di Carlo et al., 2001; Kaplanski et al., 2003), welche ihrerseits ebenfalls die 

Tumorprogression fördern können (Joyce und Pollard, 2009). Eine verstärkte Leberinfilt-

ration von Makrophagen in TIMP-1-überexprimierenden Tieren konnte in einer kürzlich 

in der Arbeitsgruppe durchgeführten Studie gezeigt werden (Elisabeth Nüske, AG Krü-

ger; Bachelorarbeit). 

6.5 Etablierung des c-Met- knock-down im Wirt 

In verschiedenen Tumoren wurde eine verstärkte Expression von c-Met beobachtet, die 

immer mit einer schlechten Prognose korreliert (zusammengefasst in Gentile et al., 

2008). Eine deregulierte, bisweilen auch autokrine Aktivierung des HGF-c-Met-

Signalwegs in Tumorzellen kann wichtige Schritte der Metastasierung begünstigen wie 

beispielsweise Invasion oder Überleben der Tumorzellen (Benvenuti und Comoglio, 

2007; Comoglio et al., 2008). Während der Beitrag von Tumorzell-c-Met zur Tumorpro-

gression und Metastasierung bereits in verschiedenen Modellen intensiv untersucht 

wurde (z.B. Shinomyia et al., 2004; Zhang et al., 2005; Benvenuti und Comoglio, 2007), 

ist noch nicht bekannt, ob auch die Aktivierung des HGF-c-Met-Signalwegs in der Leber 

die Metastasierung begünstigen kann und die Empfänglichkeit dieses Organs für ein-

wandernde Tumorzellen erhöht. Die Beantwortung dieser Frage ist gerade im Hinblick 

auf die prometastatische Wirkung von TIMP-1 von Bedeutung, da die Aktivierung des 

HGF-c-Met-Signalwegs einerseits eine Voraussetzung für die prometastatische Wirkung 

von TIMP-1 ist (Kopitz et al., 2007), und zum anderen eine erhöhte TIMP-1-Expression 

auch in Abwesenheit von Tumorzellen zu einer Aktivierung dieses Signalwegs in der 

Leber führt (Kopitz et al., 2007). Um den Beitrag der Wirts-c-Met-Expression zur Ausbil-
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dung der TIMP-1-induzierten prämetastatischen Nische und zur TIMP-1-induzierten Me-

tastasierung untersuchen zu können, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Protokoll zur 

spezifischen Reduktion der c-Met-Expression im Wirtsgewebe mittels adenoviralen 

Gentransfers einer gegen c-Met gerichteten shRNA-Sequenz etabliert. Auch wenn der 

Gentransfer mit Hilfe adenoviraler Vektoren einige Nachteile mit sich bringt wie bei-

spielsweise die nur transiente Expression des Transgens oder eine vergleichsweise 

hohe Immunogenität der adenoviralen Vektoren (Douglas, 2007), so ist diese Methode 

dennoch vor allem für die Transduktion von Leberzellen gut geeignet (Wilson, 2001). So 

konnte im Lebergewebe fünf Tage nach Inokulation der niedrigsten getesteten Virusdo-

sis bereits ein hocheffizienter knock down von c-Met auf RNA-Ebene nachgewiesen 

werden und neun Tage nach dem Gentransfer war auch eine Reduktion der c-Met-Pro-

teinexpression in der Leber nachweisbar. Die Untersuchung der Rolle von c-Met im Wirt 

im Modell der TIMP-1-induzierten Metastasierung erfordert die zweimalige aufeinander-

folgende Inokulation von Adenoviren (erst Adshc-Met und im Anschluss AdTIMP-1). Es 

ist bekannt, dass bei wiederholter Applikation adenoviraler Vektoren die Viruseliminati-

on beschleunigt ist (Dong et al., 1996; Benihoud et al., 1998). Tatsächlich konnte nach 

vorangegangener Applikation von Addl70-3- bzw. Adshc-Met-Viren nur eine vergleichs-

weise schwache Expression von TIMP-1 nach adenoviraler Transduktion der Leber mit 

AdTIMP-1-Viren nachgewiesen werden, allerdings reichte diese schwache Expression 

des Transgens dennoch aus, um in vivo den charakteristischen TIMP-1-assoziierten 

Metastasierungsphänotyp zu induzieren. 

In einem ersten Experiment mit kleiner Gruppengröße hatte der adenoviral vermittelte 

knock down von c-Met im Wirtsgewebe keinen Einfluss auf die aggressive TIMP-1-

induzierte Tumorzellstreuung im Leberparenchym. Die Ursache für diese Beobachtung 

ist noch unklar. Erste Untersuchungen deuten darauf hin, dass möglicherweise Kom-

pensationsmechanismen der Tumorzellen eine reduzierte c-Met-Expression in der Le-

ber ausgleichen. Darüber hinaus könnten auch unspezifische Nebeneffekte der shRNA, 

wie sie erst vor Kurzem von Beer et al. beschrieben worden waren (Beer et al., 2010), 

über eine Veränderung der Mikroumgebung die Metastasierung beeinflussen. Bevor 

eine endgültige Aussage über die Rolle von Wirts-c-Met bei der TIMP-1-induzierten Me-

tastasierung möglich ist, müssen weitere Experimente abgewartet werden. 
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6.6 Molekulare Veränderungen im Verlauf der „normal en“ und der 
TIMP-1-induzierten Metastasierung 

Ähnlich der TIMP-1-assoziierten Metastasierung sind auch die Spätstadien der „norma-

len“ Metastasierung im L-CI.5s-Modell durch die sekundäre Infiltration einzelner Tumor-

zellen in das Leberparenchym gekennzeichnet (Gerg et al., 2008). In der vorliegenden 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch hier der Tumorzellstreuung eine drastische 

Zunahme der TIMP-1-Expression vorangeht. Prozentual stieg dabei die TIMP-1-

Expression weit mehr an als die Gesamttumorlast in der Leber (AG Krüger, unpublizier-

te Daten), so dass von einer echten Induktion der TIMP-1-Expression gesprochen wer-

den kann und der Effekt nicht allein auf die im Verlauf der Metastasierung zunehmende 

Tumorzellzahl in der Leber zurückzuführen war. In der Literatur wird teilweise postuliert, 

dass die in Krebspatienten häufig beobachtete hohe TIMP-1-Expression im Wesentli-

chen ein Gegenregulationsmechanismus des Wirtsgewebes ist, um eine durch die Tu-

morzellen bedingte erhöhte Proteaseaktivität auszugleichen (Hong et al., 1996; Brown 

1998). Im L-CI.5s-Modell nahm im Zeitverlauf der Metastasierung die Expression von 

TIMP-1 jedoch weit mehr zu als beispielsweise die Expression von MMP-9, die MMP-2-

Expression blieb sogar nahezu unverändert (Gerg et al., 2008). Eine Induktion von 

TIMP-1 allein als Gegenregulationsmechanismus ist deshalb eher unwahrscheinlich. 

Die Expression von TIMP-1 beschränkte sich überwiegend auf die Bereiche metastati-

scher Foci, was darauf schließen lässt, dass die Tumorzellen wenigstens teilweise zur 

Zunahme der TIMP-1-Expression im Verlauf der Metastasierung beitragen. Auch in Pa-

tientenmaterial konnte eine Expression von TIMP-1 durch Tumorzellen nachgewiesen 

werden, die sich in Lebermetastasen von Kolorektalkarzinomen zudem bevorzugt auf 

Zellen im Bereich der invasiven Front des Tumors erstreckte (Kahlert et al., 2008). Eine 

erhöhte Expression von TIMP-1 ist dort mit einer rascheren Tumorprogression assozi-

iert (Kahlert et al., 2008). Interessanterweise folgte dem TIMP-1-Anstieg im L-CI.5s-

Modell kurze Zeit später auch eine deutliche Zunahme der HIF-1α-Expression in der 

Leber (Halbgewachs et al.; Manuskript in Vorbereitung), was nahelegt, dass es, ähnlich 

wie bei der TIMP-1-induzierten Metastasierung, einen Zusammenhang zwischen 

TIMP-1 und HIF-1α geben könnte. Für die TIMP-1-induzierte aggressive Tumorzell-

streuung ist die Signaltransduktion über den HGF-c-Met-Signalweg von zentraler Be-

deutung (Kopitz et al., 2007). Auch im Verlauf der „normalen“ Metastasierung stieg die 

HGF-Expression im L-CI.5s-Modell auf Proteinebene an, während auf mRNA-Ebene 
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keine Zunahme der Expression zu verzeichnen war. Ähnlich wie im Modell der TIMP-1-

induzierten Metastasierung dürfte HGF-Protein deshalb „von außen“ in die Leber gelan-

gen. Tatsächlich nahm die Zahl infiltrierter Neutrophiler im Zeitverlauf der Metastasie-

rung zu (Ulrike Brüning, AG Krüger, Masterarbeit). Interessanterweise akkumulierten 

diese infiltrierten PMNs in den Makrometastasen, also den Orten mit der höchsten 

TIMP-1-Expression, was wiederum auf eine chemotaktische Wirkung von TIMP-1 auf 

Neutrophile Granulozyten hinweist. In Übereinstimmung mit dem beobachteten HGF-

Anstieg konnte in den späten Phasen der Metastasierung auch eine Aktivierung des 

c-Met-Rezeptors innerhalb metastatischer Foci nachgewiesen werden. Es ist bekannt, 

dass über den c-Met-Rezeptor promigratorische Signalwege induziert werden 

(Birchmeier et al., 2003; Benvenuti und Comoglio, 2008). Möglicherweise führen un-

günstige Wachstumsbedingungen in den größer werdenden Metastasen, wie beispiels-

weise Nährstoff- oder Sauerstoffmangel, oder aber die Zunahme der TIMP-1-

Expression, auch hier evt. über HIF-1, zur Aktivierung eines c-Met-abhängigen „Flucht-

mechanismus“ in den Tumorzellen, was dann zur sekundären Invasion der Tumorzellen 

in das umliegende Leberparenchym führt. Die Bedeutung von c-Met für die sekundäre 

Invasion von L-CI.5s-Zellen konnte mit Hilfe einer L-CI.5s-c-Met-knock-down-Zelllinie in 

unserer Arbeitsgruppe bereits belegt werden: Durch den knock down von c-Met in 

L-CI.5s-Zellen wurde die sekundäre Invasion wirksam unterdrückt (AG Krüger, unpubli-

zierte Daten).  

Die Untersuchungen zu den Veränderungen im Zeitverlauf des L-CI.5s-Modells lassen 

im Wesentlichen zwei Rückschlüsse zu: Zum einen lassen sich die Beobachtungen aus 

dem TIMP-1-Modell der L-CI.5s-Metastasierung auch auf den „normalen“ Metastasie-

rungsverlauf übertragen. Das Überexpressionsmodell ist somit gut geeignet, Vorgänge 

in der Endphase der Metastasierung zu untersuchen. Daneben spricht einiges für die 

Hypothese, dass ein Anstieg an TIMP-1 nicht nur eine Folge der Tumorprogression ist, 

sondern möglicherweise sogar eine Voraussetzung für die Streuung von Tumorzellen 

sein könnte. Untermauert wird diese Hypothese auch durch die erwähnte Studie von 

Kahlert et al., in der eine Expression von TIMP-1 vor allem in Zellen im Bereich der in-

vasiven Front von Metastasen nachgewiesen werden konnte (Kahlert et al., 2008). Un-

tersuchungen mit L-CI.5s-Zellen mit einem knock down von TIMP-1, bzw. TIMP-1-

überexprimierenden Zellen, die aktuell in der Arbeitsgruppe durchgeführt werden bzw. 

in Vorbereitung sind, könnten zur Beantwortung der Frage nach der Notwendigkeit von 

TIMP-1 bei der Induktion der sekundären Invasion beitragen. 
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6.7 Ausblick 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 zu einer Aktivierung von HIF-1α in 

Tumorzellen führt und dass HIF-1α ein wichtiger Tumorzell-intrinsischer Mediator der 

prometastatischen Wirkung von TIMP-1 ist. In weiteren Untersuchungen sollte nun der 

zugrunde liegende Mechanismus weiter aufgeklärt werden. Zur Beantwortung der Fra-

ge, ob die Induktion von HIF-1α mit den Protease-hemmenden Eigenschaften von 

TIMP-1 zusammenhängt, könnten Untersuchungen mit TIMP-1-Derivaten, die nicht 

mehr zur Hemmung von MMPs in der Lage sind, beispielsweise alkyliertes TIMP-1 

(Chirco et al., 2006) oder die TIMP-1-Mutante TIMP-1-T2G (Murphy et al., 2002), bei-

tragen. Die diskutierte Abhängigkeit des Effekts von der Bindung von TIMP-1 an CD63 

könnte mit Hilfe von CD63-knock-down-Zellen untersucht werden. Biochemische Unter-

suchungen an TIMP-1-inkubierten Tumorzellen könnten Aufschluss darüber geben, ob 

es durch TIMP-1 zu einer Aktivierung des PI3K-Signalwegs, der zur Induktion von 

HIF-1α führen kann, oder anderer intrazellulärer Signalwege kommt. Durch Verwen-

dung spezifischer Inhibitoren gegen PI3K könnte darüber hinaus ggf. untersucht wer-

den, ob dieser Signalweg an der TIMP-1-induzierten Aktivierung von HIF-1α beteiligt ist.  

In vivo hatte die TIMP-1-Überexpression einen wesentlich stärkeren Effekt auf die 

HIF-1α-Expression als in vitro. Es ist deshalb anzunehmen, dass nicht nur TIMP-1 

selbst, sondern auch andere Faktoren der TIMP-1-modulierten Mikroumgebung zur In-

duktion von HIF-1α beitragen. Wie bereits erwähnt, könnten Neutrophile z.B. über die 

Freisetzung von IL-1β zu einer HIF-1-Induktion in TIMP-1-transduzierten Tieren führen. 

Es wäre deshalb interessant zu untersuchen, ob die Depletion Neutrophiler Granulozy-

ten eine Auswirkung auf die HIF-1α-Expression hat.  

Die Behandlung mit einem Neutrophile-depletierenden Antiserum verhinderte wirksam 

die durch TIMP-1 induzierte aggressive Streuung der Tumorzellen. Auch hier wäre es 

interessant, in weiteren Untersuchungen den zugrunde liegenden Mechanismus zu er-

forschen. Bislang wird davon ausgegangen, dass Neutrophile Granulozyten durch ihre 

Funktion als Lieferanten von HGF zur TIMP-1-assoziierten Metastasierung beitragen, 

doch könnten sie auch auf andere Weise die Streuung von Tumorzellen fördern. Einige 

der in Frage kommenden Faktoren wurden in den vorangegangenen Abschnitten be-

reits erwähnt. So könnten Neutrophile durch Freisetzung von Proteasen, durch die Rek-

rutierung anderer Immunzellen oder durch Induktion von Wachstumsfaktoren TIMP-1-

abhängig die Metastasierung fördern. Hier wäre es interessant, Unterschiede in der 
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HGF-Menge, in der Proteaseexpression und -aktivität oder im Expressionsprofil prome-

tastatischer Zytokine in PMN-depletierten und nicht-depletierten Tieren zu untersuchen.  

Erst vor Kurzem konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass neben Neutro-

philen Granulozyten auch vermehrt Makrophagen in die Leber TIMP-1-überexprimieren-

der Tiere einwandern (Elisabeth Nüske, AG Krüger, Bachelorarbeit). Auch für Makro-

phagen ist eine prometastatische Wirkung in der Literatur belegt (Pollard, 2004; Joyce 

und Pollard, 2009). Um den Beitrag dieser Immunzellpopulation zur TIMP-1-induzierten 

Metastasierung genauer untersuchen zu können, könnten Makrophagen durch Behand-

lung von Mäusen mit Clodronat depletiert werden (Van Rooijen, 1989).  

Vieles deutet schon jetzt darauf hin, dass der HGF-c-Met-Signalweg Dreh- und Angel-

punkt der prometastatischen Wirkung von TIMP-1 ist. So lässt sich die TIMP-1-assozi-

ierte Streuung der Tumorzellen durch die Behandlung mit einem c-Met-Inhibitor ebenso 

wie durch die Behandlung von Mäusen mit einem gegen HGF-speichernde Neutrophile 

Granulozyten gerichteten Antiserum unterdrücken und auch die Hemmung der Tumor-

zellstreuung durch den knock down von HIF-1α geht mit einer reduzierten c-Met-Aktivie-

rung in Metastasen einher. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits ein Protokoll etab-

liert, das es erlaubt, durch adenoviralen Gentransfer einer gegen c-Met gerichteten 

shRNA-Sequenz c-Met spezifisch im Wirtsgewebe zu inhibieren. Somit kann in zukünfti-

gen Experimenten erstmals der interessanten Frage nachgegangen werden, welchen 

Beitrag die c-Met-Signaltransduktion im Wirtsgewebe zur Ausbildung der TIMP-1-indu-

zierten metastatischen Nische leistet und welche Rolle sie damit letztendlich bei der 

prometastatischen Wirkung von TIMP-1 spielt. 

Während der Spätstadien der „normalen“ Metastasierung im L-CI.5-Modell liefen ähnli-

che molekulare Vorgänge ab, wie sie auch für die TIMP-1-induzierte Metastasierung 

beschrieben worden waren (starker Anstieg der TIMP-1-Expression in der Leber, der 

mit dem Auftreten sekundär invadierter Tumorzellen korrelierte, Anstieg von HIF-1α und 

HGF-Protein, Akkumulation Neutrophiler Granulozyten). Weitere Untersuchungen unter 

Verwendung von Tumorzellen mit einem knock down von TIMP-1, oder auch eine Re-

duktion der TIMP-1-Expression im Wirt, könnten Aufschluss darüber geben, ob TIMP-1 

nicht nur ausreichend, sondern möglicherweise sogar dafür notwendig ist, die aggressi-

ve Streuung von Tumorzellen zu induzieren. Erste in der Arbeitsgruppe durchgeführte 

Untersuchungen mit L-CI.5s-shTIMP-1-Zellen bestätigten diese Hypothese. 
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7.3 Abkürzungsverzeichnis 

AEC  Aminoethylcarbazol 

Ad   Adenovirus 

ADAM  a disintegrin and metalloproteinase 

anti-PMN  gegen PMNs gerichtetes Antiserum 

bFGF  basic fibroblast growth factor 

bHLH  basic helix-loop-helix 

BSA   bovines Serum-Albumin 

CAIX  Carboanhydrase-IX 

CD  cluster of differentiation 

cDNA  copy-DNA 

CPE   cytopathic effect, zytopathischer Effekt 

DAB  Diaminobenzidin 

DAPI  4’-6-Diamidin-2’-phenylindol 

DMEM   Dulbeccos modified Eagles Medium 

DMF   Dimethylformamid 

EDTA  Ethanoldiamintetraacetat 

4E-BP  eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor-4E-bindendes Protein 

E-cadherin  epithelial cadherin 

eIF-4E  eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor-4E 

EMT  epithelial-mesenchymal transition 

EPA  erythroid-potentiating activity 

EPO  Erythropoietin 

EZM   extrazelluläre Matrix 

EGF   epidermal growth factor; epidermaler Wachstumsfaktor 

ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 

FIH  factor inhibiting HIF 

FKS   fötales Kälberserum 

GAPDH  Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase 

GLUT  Glukosetransporter 

HEK   human embryonic kidney cell; humane embryonale Nierenzellen 

HGF   hepatocyte growth factor, Hepatozyten-Wachstumsfaktor 

HIF  hypoxia-inducible factor 

HRE  hypoxia response element 

HRP  horseradish peroxidase 

hu   human 
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IGF  insulin-like growth factor 

IL  Interleukin 

i.p.  intraperitoneal 

i.v.   intravenous 

LOX  lysyl oxidase 

M  molar 

MAP-Kinase   mitogen-activated protein kinase; Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MDSC  myeloid cell-derived suppressor cells 

MEM   modified Eagles medium 

MET  mesenchymal-epithelial transition factor 

MMP   Matrix-Metalloproteinase 

MOI   multiplicity of infection 

MPO  Myeloperoxidase 

MSC  mesenchymal stem cell 

MT-MMP   Membran-Typ-Matrix-Metalloproteinase 

mTOR  mammalian target of rapamycin 

mu   murin 

NOS  NO-Synthase 

n.s.  nicht signifikant 

NT  non target 

PAS  Per-Arnt-Sim 

PBS   phosphate buffered saline 

PCNA  proliferating cell nuclear antigen 

pfu   plaque forming units 

PHD  prolylhydroxylase domain protein 

PI3K  Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PMN  polymorphonuclear neutrophil granulocyte; polymorphkerniger Neu-
trophiler Granulozyt 

RT   Raumtemperatur 

RT-PCR  quantitative real time polymerase chain reaction 

SDF-1  stromal cell-derived factor-1 

SDS   sodium dodedyl sulfate 

SF  scatter factor 

shRNA  small hairpin RNA 

siRNA   small inhibitory RNA 

S6K  S6-Kinase 

SPH  serin protease homology 

SV   simian virus 

TAD  Transaktivierungsdomäne 

TAE   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
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TAM  tumor-associated macrophage; Tumor-assoziierter Makrophage 

TBS  Tris-buffered saline 

TE-Puffer   TRIS-EDTA-Puffer 

TGF   transforming growth factor 

TIMP   tissue inhibitor of metalloproteinases 

TNF-α   tumor necrosis factor-α 

tPA  tissue-type plasminogen activator 

TZ  Tumorzellen 

U  Umdrehungen 

uPA   urokinase-type plasminogen activator, Urokinase 

uPAR   urokinase-type plasminogen activator receptor; Urokinase-Rezeptor 

VEGF  vascuar endothelial growth factor 

VEGF-R  VEGF-Rezeptor 

VHL  Von-Hippel-Lindau 

X-Gal  5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid 
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