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Einleitung

Einleitung
1 Fibrose der Leber

Die Leberzirrhose beschreibt ein fortgeschrittenes Stadium der Zerstérung der normalen
Leberarchitektur und ist durch eine verstarkte Ablagerung von extrazellularer Matrix (EZM)
mit Ausbildung porto-portaler und porto-zentraler Septen und typischer Regeneratknoten
charakterisiert (1, 2). Durch die Septenbildung, die mit einer Kapillarisierung der Sinusoide
einhergeht, wird ein Grofteil des Blutes am noch verbliebenen Leberparenchym
vorbeigeleitet, was zu einer Verminderung der Metabolisierungsleistung, der Ausbildung
eines Pfortaderhochdrucks und zu den bekannten klinischen Veranderungen (z.B. Ascites,
Oesophagusvarizen, Enzephalopathie, Gerinnungsstorungen) bei Leberzirrhose fuhrt (1,
3). Atiologisch sind es vor allem nutritiv-toxische, virale, autoimmune, metabolische,
parasitare, venods-obstruktive und cholestatische Ursachen, die zu einer chronischen
Schadigung des Leberparenchyms und damit zu einer Leberzirrhose fihren kénnen (4).
Der Leberzirrhose voran geht die Leberfibrose, die per definitionem eine quantitative
Vermehrung der EZM ohne endgultige Zerstdrung der Leberarchitektur beschreibt und
reversibel ist, da die architektonische Umbildung der Leber mit der vermehrten
GefaRbildung noch nicht stattgefunden hat. Die Mehrablagerung von Komponenten der
EZM ist dabei die Summe aus vermehrter Synthese (Fibrogenese) und verminderter
Auflésung von Matrix. Neben der Bekampfung der kausalen Ursachen der jeweiligen
Lebererkrankung zielt die Entwicklung von Therapien bestehender Zirrhosen/ Fibrosen
auf eine Verringerung der Fibrogenese bzw. die Stimulierung der Fibrolyse. Organfibrosen
aufgrund von chronischer Schadigung kénnen auch als Narbenbildung einer Wunde
verstanden werden. Eine hier zu weit gehende Therapie wirde zum Zerfall der Leber
fuhren, welche in ihrem geschadigten Zustand durch das Narbengewebe
zusammengehalten wird.

Im Folgenden sollen die fur Fibrogenese und Fibrolyse der EZM verantwortlichen
zellularen und molekularen Mechanismen kurz und exemplarisch dargestellt werden. Ein
besonderer Schwerpunkt soll dabei auf den bisher bekannten Interaktionen von
Wachstumsfaktoren allgemein und speziell dem KGF mit einzelnen Komponenten der
EZM liegen.

2 Wundheilung

Das Ziel der Wundheilung ist die Wiederherstellung der Integritdt des Gewebes nach
einer Verletzung. Nach erfolgreicher Blutstillung bei Mitverletzung von Gefalken, wandern
nach kurzer Zeit Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten in das betroffene Gebiet

ein und phagozytieren dort Bakterien, Nekrosen und Fremdkorper (5, 6). Die lokale
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GefaRerweiterung, ausgeldst durch u.a. Granulozyten sezerniertes Prostaglandin E2 und
Histamin, fuhrt zur Verlangsamung des Blutstroms, wodurch der Durchtritt von weil3en
Blutkdrperchen durch die Kapillarwand weiter beglnstigt wird. Als chemotaktische
Lockstoffe flir diese Zellen sind unter anderem Komplementfaktoren, z.B. C3b, C5-9, und
Thrombozytenfaktoren, z.B. Fibrinogen, Fibronektin, v.Willbrand- Faktor, Plattchen-
Wachstumsfaktor (PDGF) (7), Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), der Keratinozyten-
Wachstumsfaktor (KGF) (8, 9) und Transformierender-Wachstumsfaktor 3 (TGF [)
identifiziert worden (10, 11).

Nach der Blutstillung und Phagozytose beginnt die eigentliche Wundheilung. Sie ist
gekennzeichnet durch die Neubildung von Blutgefalen (Neoangiogenese), die
Vermehrung der Fibroblasten und deren verstarkte Kollagensynthese (5). Normalerweise,
d.h. in der unverletzten Haut stehen Matrixsynthese (Fibrogenese) und Auflésung von
Matrix (Fibrolyse) im Gleichgewicht (12). Wahrend unter Ruhebedingungen in der Haut
der EZM-Umsatz gering ist, kann er im Falle einer Schadigung sehr stark aktiviert werden.
Ziel ist dabei eine restitutio ad integrum im Rahmen der Wundheilung. Liegt jedoch eine
tiefgehende Verletzung vor, dann (berwiegt die Fibrogenese mit der Folge einer
Narbenbildung.

Die reifen Fibrozyten am Wundgrund produzieren eine Reihe von Faktoren, unter
anderem KGF (13), das die epidermalen Keratinozyten, die von den Wundrandern her ins
Wundgebiet einwandern, zur Teilung anregt (14-16). In zeitlicher und raumlicher
Koordination mit der Fibroblastenproliferation und der Gefaf3neubildung wird die Wunde
verschlossen. Die Gefalneubildung wird von dem aus Thrombozyten und Fibrozyten
freigesetzten KGF gefordert, das zusammen mit anderen angiogenen Wachstumsfaktoren
(Vascular endothelial growth factor; VEGF) (17) die Proliferation und réhrenférmige
Anordnung der Endothelzellen in Gang setzt und unterhalt (18). KGF hat eine grofde
Bedeutung fiir die Neovaskularisierung in Geweben mit geringem Defekt bzw. fir die
Heilung groflerer Wunden (19). Die KGF-Expression in Ratten stieg nach Wundsetzung
relativ rasch (einen Tag spater) um das 160fache an (20). Das Fehlen des FGFR in
Keratinozyten von Haut transgener Mause (dominant negativer FGFR), flihrte nach
Wundsetzung in atrophischer Epidermis zu abnormen Haarfolikeln und einer
ungenigenden Reepithelarisierung (21). Andererseits heilten Wunden bei KGF-knockout-
Mausen normal (13, 22). Das Ergebnis stutzt die These, dass andere Wachstumsfaktoren
z.B. FGF-10, der ebenfalls an FGFR 2llIb bindet, ahnliche Aufgaben erfillen kann und
hier KGF ersetzt (23). Zusatzlich zu den spezifischen Liganden-Rezeptorinteraktionen
sind aber auch Wechselwirkungen der extrazellularen Matrix mit Wachstumsfaktoren
bekannt, was besonders bei Fibrosen mit ihrer verstarkten und veranderten

Matrixsynthese relevant wird.
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3 Proteine der extrazellularen Matrix (EZM)

Die EZM st ein fibrillares Netzwerk von Proteinen, die in einer spezifischen
dreidimensionalen Struktur zusammengefugt sind. Die EZM determiniert nicht nur die
spezifische Histomorphologie der einzelnen Organe und Gewebe, sondern nimmt Gber
verschiedene  Mechanismen funktionellen Einfluss z.B. auf Zellwachstum,
-differenzierung, -migration oder Apoptose. Zu den Molekilen der EZM zahlen im
klassischen Sinne die Kollagene, die nicht-kollagenen Glykoproteine, die
Glykosaminoglykane bzw. Proteoglykane und die elastischen Fasern. Jedoch ist die
Zuordnung im Rahmen dieser traditionellen Einteilung im Einzelfall sehr schwierig, da
Matrixmolekile Komponenten verschiedener Untergruppen in sich vereinen kénnen. So
enthalten beispielsweise bestimmte Kollagene Glykosaminoglykanseitenketten oder
grofRe nicht-kollagene (Protein-) Domanen, die z.T. 70- 90% ihres Molekulargewichtes
ausmachen (Kollagen VI, XllI, XIV). In einer erweiterten Definition der EZM, die den
vielfaltigen Funktionen der EZM verstarkt Rechnung tragt, werden auch Matrix-assoziierte
Moleklle erfasst: Hierzu gehdren verschiedene Wachstumsfaktoren, EZM-abbauende
Enzyme (Matrixmetalloproteinasen, MMPs), ihre Inhibitoren und Zellrezeptoren fir
Komponenten der EZM (1). Die Wechselwirkung der EZM mit Zellen kann u.a. Uber drei
verschiedene Prozesse der Informationsweiterleitung geschehen: Zellen kénnen Uber
spezifische Ligandensequenzen auf der EZM Signale Uber ihre Rezeptoren, z.B. den
Integrinen, weiterleiten (1). Aulierdem kdnnen Signale mittels mechanischer Kraft von der
EZM auf die Zellen mittels Mechanotransduktionen transferiert werden und direkt an das
Zytoskelett weitergegeben werden (1). Andererseits konnen EZM-gebundene

Wachstumsfaktoren lokal mit Zellen interagieren (12).

4 Kollagene

Schon der Begriff Kollagen, von den griechischen Worten fir "Leim erzeugen", weist auf
die charakteristischen unléslichen Fasern mit hoher Zugfestigkeit hin. Quantitativ machen
Kollagene den groten Anteil der EZM-Molekule aus und sind auRerdem die am
haufigsten vorkommenden Proteine des Organismus (24). Die typische kollagene
Tripelhelix setzt sich aus homo- oder heterotrimeren Molekilen zusammen mit der
repetitiven Aminosauresequenz Gly-Xaa-Yaa, wobei in den klassischen, fibrillenbildenden
Kollagenen der Glycinanteil ca. 33% der Aminosauresequenz ausmacht und die Position
Xaal/Yaa zu 10- 15% mit Prolin bzw. der Kollagen-spezifischen und posttranslational
gebildeten Aminosaure Hydroxyprolin besetzt sind. Fur die Stabilitdt der Tripelhelix ist
dabei vor allem der Hydroxilierungsgrad der Proline von hoher Bedeutung (25, 26). Die 27
bisher bekannten Kollagene kénnen zwei Hauptklassen zugeordnet werden: den Fibrillen-

bildenden Kollagenen (Kollagen I, 1I, 1ll, V und Xl) oder den sehr heterogenen, nicht-
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fibrillaren Kollagenen mit verschiedenen nicht-kollagenen Domanen. Im Rahmen einer
Leberfibrose werden diese quantitativ bis zu 10fach hoher exprimiert aber auch qualitativ
durch andere Kollagene ersetzt (27). Die erste Tabelle soll die in der Arbeit verwendeten

Kollagene in ihrer Zusammensetzung und Vorkommen vorstellen.

Tabelle 1: Kollagenzusammensetzung der Leber

Kollagen Zusammensetzung Vorkommen
[ (a1(1))2, a2(l) grosse interstitielle Fibrillen/ Haut
Il (a1(11))3 hyaliner Knorpel, Glaskorper
1] (a1(111))3 grosse interstitielle Fibrillen
\% (a1(1V))2, a2(I1V) Basalmembran
\'/ (a1(\V))2, a2(V) oder a1(V), a2(V), a3(V) Gefassintima
Vi al(VI), a2(VI), a3(VI) interstitielle Mikrofibrillen

Interessanterweise konnte fiur einige Kollagene gezeigt werden, dass nicht nur die
Gesamtmolekile, sondern auch Fragmente einzelner Kollagene, die beim Kollagenabbau
entstehen, biologisch aktiv sind. So zeigen Pepsin-abgebaute Kollagen VI-Fragmente
einen Proliferations-fordernden Effekt auf verschiedene mesenchymale Zelllinien (u. a.
hepatische Sternzellen) und ein N-terminales Fragment des nicht-kollagenen Anteils von
Kollagen XIV bindet an Decorin und Heparin und interagiert hier mit seinem Rezeptor
CD44-CS (Chondroitin-Dermatan-Sulfat-Variante) und 16st eine Zelldifferenzierung aus (1,
28). Diese wenigen Beispiele verdeutlichen, dass Kollagene bzw. Teilstiicke von
Kollagenen jenseits der Strukturerhaltung der Organe sehr komplexe Funktionen haben

bzw. erwerben konnen.

5 Glykoproteine

Die nichtkollagenen Glykoproteine der EZM zeichnen sich durch ihre multiplen Wirkungen
wie z.B. Proliferationsférderung, adhasive und anti-adhasive Effekte aus, die sie auf
umgebende Zellen ausuben, aber auch durch Wechselwirkungen mit anderen EZM-
Komponenten, wodurch sie zu essentiellen Bausteinen der EZM werden. Ein Merkmal der
Glykoproteine ist das Vorkommen von repetitiven Doméanen in ihrer Aminosauresequenz
und die hierdurch bedingte modulare Struktur (1). Exemplarisch fir den strukturellen
Aufbau der Glykoproteine sollen hier nur Fibronektin, das mit Wachstumsfaktoren
interagiert, Laminin und ein EZM-Rezeptor, das Integrin beschrieben werden.

Fibronektin besteht aus zwei homologen Peptidketten, die am carboxyterminalen Ende
uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Es ist Bestandteil des interstitiellen
Bindegewebes und besitzt Domanen, welche eine Bindung an Heparin, Fibrin,

Glykosaminoglykane, verschiedene Kollagene sowie an Zell-Matrix-Rezeptoren aus der
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Klasse der Integrine reversibel ermoglichen. Diese Domanen machen Fibronektin zum
idealen Vermittler von Zellmigration und -adhasion

Laminine sind sehr komplexe Molekdle, die aus einem Trimer, also aus drei Ketten a 1,31
und Y1 bestehen und untereinander partiell homolog sind, sie sind Bestandteil der
Basalmembranen (1). Laminin 1 bindet an Kollagen |V, Heparansulfat-Proteoglykan,
Heparin sowie verschiedene zelluldre Rezeptoren und beeinflusst die Adhasion,
Differenzierung, Morphologie und das Wachstumsverhalten epithelialer Zellen. Diese
Effekte werden Uber zahlreiche Laminine-bindende Integrin-Rezeptoren vermittelt.
Integrine sind EZM-Rezeptoren und strukturell transmembranere Heterodimere, welche
aus nicht kovalent gebundenen a-und (3- Untereinheiten bestehen. Sie durchspannen die
Plasmamembran mit einer grossen extrazellularen Domane, einem transmembranaren
Segment und einem kurzen, meist weniger als 50 Aminosduren umfassenden
zytoplasmatischen Teil. Durch die Bindung eines Liganden kommt es zu einer
Konformationsanderung der zytoplasmatischen Domane, woraufhin eine EZM-vermittelte

Signaltransduktion induziert wird.

6 Proteoglykane

Das Bindegewebe ist reich an Proteoglykanen, deren Untereinheiten aus Polysacchariden
(95%) und Proteinen (5%) bestehen. Diese sehr grossen Polyanionen binden Wasser und
Kationen und bilden die gelartige Grundsubstanz des Bindegewebes, in welche die
anderen Proteine der extrazellularen Matrix, z.B. KGF an Heparin, eingebettet sind.
Glykosaminoglykane, die Polysaccharidketten der Proteoglykane bestehen hauptsachlich
aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten, entweder Glukosamin oder Galaktosamin,
diese heissen Chondroitinsulfat, Heparansulfat und Dermatansulfat, sind kovalent
gebunden an ein Glykoprotein ("core"-Protein, z.B. Decorin, Aggrecan). Hyaluronsaure
wiederum ist das einzige Glykosaminoglykan das ohne "core"-Protein in der Leber
vorkommt (1). Proteoglykane sind wichtig, weil sie aufgrund ihrer viskoelastischen
Eigenschaften in Strukturen vorkommen, die mechanischen Deformationen ausgesetzt
sind und mit Kollagenen, Integrinen sowie verschiedenen Wachstumsfaktoren

wechselwirken und auf diese Weise das Verhalten von Zellen beeinflussen.

7 Interaktion zwischen Wachstumsfaktoren und Molekiilen der EZM

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die speziell der interzellularen Kommunikation dienen
(12). Sie kdnnen bestimmte Zellen spezifisch zu Wachstum und Vermehrung anregen,
meist Uber einen Rezeptor, der zur Familie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren gehort (29).

Zusatzlich binden manche Wachstumsfaktoren an einen oder mehrere Komponenten der
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extrazellularen Matrix (30). Die EZM-Wachstumsfaktor Wechselwirkung ist fur Heparin/
Heparansulfat-bindenden Wachstumsfaktoren, zZu denen der basische
Fibrozytenwachstumsfaktor (31, 32), der Gefassendothelwachstumsfaktor (33) und der
Hepatozytenwachstumsfaktor (34-36) beschrieben und auch fur den
Keratinozytenwachstumsfaktor, der, wie in unserer Arbeit gezeigt werden konnte,
zusatzlich ein Kollagen-bindender Wachstumsfaktor ist. Dass Kollagene, die einen sehr
groRen Teil der EZM ausmachen, als extrazellulare Liganden fur Wachstumsfaktoren
dienen, wurde zuerst fir TGF-B1 gezeigt, dass an Kollagen Typ IV bindet (37). Ahnlich
verhalten sich PDGF (AA, BB und AB) und HGF, auch sie interagieren spezifisch mit
Kollagenen (10, 34), ohne ihre biologische Aktivitdt zu mindern. Dies lasst darauf
schlief3en, dass diese gebundenen Proteine einen wichtigen Speicher fur biologisch aktive
Wachstumsfaktoren darstellen (10, 34, 38). Zusatzlich schitzt die EZM-Bindung der
Wachstumsfaktoren vor raschem Abbau durch Proteasen. Die Matrix-gespeicherten
Wachstumsfaktoren kénnen damit schnell und lokal nach ihrer Freilassung aus der
Kollagenbindung aktiviert werden (12). Matrix-gebundene Wachstumsfaktoren enthalten
Informationen Uber die Entstehungsgeschichte zelluldrer Organstruktur und -funktion,
vorstellbar als eine Art Gedachtnisfunktion der EZM, da zelluldre Strukturen bei einer
Schadigung anfalliger sind als die fibrosen Bestandteile des Bindegewebes, instruiert die
Ubriggebliebene Matrix mit daran gebundenen Wachstumsfaktoren umliegende Zellen,
wieder die ursprungliche Struktur zu formen (12). Die letzte zu nennende Funktion der an
EZM-gebundenen Wachstumsfaktoren ist die Regulation der Homobostase des
Bindegewebes, denn einige Wachstumsfaktoren (TGF-f3, PDGF) sind in der Lage, die
Synthese von Matrixkomponenten zu stimulieren und damit zu einer verstarkten
Matrixablagerung bzw. der Fibrogenese beizutragen (25, 39). Andere Wachstumsfaktoren
(HGF, KGF) beeinflussen die epitheliale Regeneration, indem sie Zellen zur Teilung und
nicht zur Matrixproduktion anregen und wirken damit der Fibrogenese entgegen (40-42).
Aktuell wird Freisetzung Matrix-gebundener Wachstumsfaktoren und deren Aktivierung
durch folgende Mechanismen diskutiert: Heparin-gebundene Faktoren kénnen durch
Heparin-spaltende Enzyme freigesetzt werden. Matrix-gebundene Wachstumsfaktoren
kbnnen durch Zelloberflachenproteasen oder durch Heparin, das dann als
Bindungspartner in Konkurrenz zur Matrix tritt, geldst werden (41, 43). Beispielsweise
binden die FGFs an Heparin, 16sen sich dadurch von der Matrix und sind gleichzeitig
biologisch aktiv (44). Einige Wachstumsfaktoren liegen in einer latenten Form vor und
erfahren erst durch Proteolyse, enzymatische Deglykosilierung oder durch pH-Senkung
eine Konformationséanderung (45), wodurch die Affinitdt zum jeweiligen Rezeptor erhoht

wird und damit der Wachstumsfaktor aktiviert wird (12).
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8 Keratinozytenwachstumsfaktor- KGF

Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF, FGF-7) wurde zuerst 1989 beschrieben als von
M350 Lungenfibroblasten exprimierter Faktor, der ausschlieRlich parakrin auf epitheliale
Zellen wirkt (13, 46). Die FGFs sind heparinbindende Wachstumsfaktoren und bestehen
aus strukturell verwandten Polypeptiden. Sie beeinflussen Proliferation und/ oder
Differenzierung eines Spektrums von Zellen mesenchymalen, ektodermalen und
endodermalen Ursprungs (8, 47, 48). KGF hat ein Molekulargewicht von 26-28 kD. Die
Expression von KGF erfolgt ausschlief3lich Gber Zellen mesenchymalen Ursprungs, dies
sind Fibroblasten aus Lunge, Haut und Gastrointestinaltrakt (13, 46, 49). KGF regt diese
Zellen zu Proliferation und Migration an und vermag die Angiogenese zu induzieren und
die Endothelbarriere zu stabilisieren (13, 19). Die Induktion der KGF mRNA Expression
wird besonders von Interleukin 1 gesteuert (50-53), dessen stimulierender Effekt in
Lungen- und Hautfibroblasten gezeigt werden konnte (50); aber auch Tumornekrose-
Faktor a (TNF a), IL-6 und TGF-a steigern die KGF Synthese (54).

Vier FGF-Rezeptoren sind beschrieben, an welche die einzelnen Mitglieder mit
unterschiedlicher Affinitat binden (FGFR 1-4). Der einzige Rezeptor an den KGF mit hoher
Affinitat bindet, ist der FGFR 2 llIb (KGFR) (55). FGF 10 wird auch KGF 2 genannt (57%
seiner Sequenz sind homolog zu KGF) und bindet, wie KGF, an den FGFR 2llIb. Nach der
Bindung von KGF erfolgt dessen Aufnahme in die Zelle Gber Endozytose (56).

Die FGF-Rezeptoren sind Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (57), deren Signaltransduktion tber
die mitogen-activated-protein (MAP)-Kinasen lauft (58, 59). Es wird kontrovers diskutiert,
wie die Liganden-Rezeptorbindung zustande kommt. Bei einem Modell sind zwei FGF-
FGFR Komplexe mit einem Heparinmolekll als Briicke verbunden (60), ein anderes
Modell zeigt, dass zwei KGFR ein Molekil KGF nur in Anwesenheit von Heparin binden,
welches mindestens sieben Zuckerreste grof} ist (55). In hoher Konzentration vermag
Heparin die Bindung von KGF an seinen Rezeptor zu verhindern (61), wobei diskutiert
wird, ob es Uberlappende Bindungsstellen am KGF fir Heparin und den KGFR gibt. Fest
steht, dass das Signal von KGF zur Zellteilung, wenn es einmal seinen Rezeptor erreicht
hat, durch Heparin nicht beeinflusst wird (62, 63). Insgesamt lasst sich daraus schliellen,
dass sowohl die Konzentration von Heparin, als auch die Grélke des einzelnen Moleklils
fur eine erfolgreiche KGF-KGFR Bindung erforderlich sind, Heparin aber essentiell ist, um
einen stabilen KGF-KGFR Komplex zu erhalten (55).

Bei physiologischen Prozessen in der Embryonalentwicklung kommt KGF eine grof3e
Bedeutung zu, z.B. wurde in Versuchen mit Ratten mit gezielt dominant negativem KGFR
eine dramatische Nichtausbildung der Verzweigungen der Luftwege beobachtet, welche

nicht mit dem Leben vereinbar war (64).
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In Karzinomen der Bauchspeicheldriise werden KGF und sein Rezeptor (FGFR 2llIb)
exprimiert. Sowohl in den Tumorzellen als auch im umgebenden Pankreasparenchym
wurden KGF und KGFR nachgewiesen und bestatigen damit, dass KGF das
Tumorwachstum in vivo zu steigern vermag (65).

Im Dunndarm wurde unmittelbar nach einer intraperitonealen KGF-Injektion eine
Proliferation von epithelialen Zellen festgestellt. Tagliche KGF-Applikation bewirkte eine
selektive Induktion der schleimproduzierenden Zellen im Gastrointestinaltrakt. Gefunden
wurde eine Hyperplasie der Gallengange und der Gange des Pankreas nach KGF-Gabe
bei Ratten, ebenso eine Differenzierung von pankreatischen Stammzellen und epithelialen
Zellen der Pankreasgange (66, 67). Bei kolorektalen Tumoren wurde eine kraftige KGF-
Immunreaktion der neuroendokrinen Zellen in der Nahe des Karzinoms gezeigt, wahrend
die Tumorzellen selbst und die sie umgebenden Fibroblasten nur eine geringe Reaktion
zeigten (68). Die hochsten Konzentrationen von KGF-mRNA und -Protein wurden nach
histologischen Analysen in den mesenchymalen Zellen der Lamina propria des
entzliindeten Darms bei Patienten mit M.Crohn gefunden und der Gehalt an KGF
korrelierte mit dem Ausmaf der Entzindung (54).

In der Leber ist der wachstumsstimulierende Effekt von KGF auf Hepatozyten der Ratte
mit dem von HGF zu vergleichen, wobei beide zusammen in vitro eine zusatzliche
Steigerung im Zellwachstum von ungefahr 20% zeigten (69). Es besteht also nicht eine
vollstandige Ubereinstimmung der aktivierten Signalwege. Der stimulierende Effekt auf
Leberzellen wurde anhand der Albuminsynthese nachgewiesen, wobei die eigentliche
Zielzelle in der Leber nicht bekannt war, da KGF nicht alle Hepatozyten, sondern nur jene
mit hoher Proliferationskapazitat stimulierte (70). In der Leberfibrose korreliert die KGF-
Expression mit dem Fibrosegrad, der KGFR, der ausschliel3lich auf Hepatozyten
gefunden wird, jedoch wird transient bei Erreichen einer Zirrhose wieder herunterreguliert
(71).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der ausschlieRlich parakrin wirkende KGF eine
wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung und Differenzierung der Organe und bei
Karzinogenese und ev. in frihen Stadien der Fibrose spielt; im erwachsenen gesunden

Organismus sorgt es u.a. fur die Homoostase der verschiedenen Gewebe.
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9 Ziel und Fragestellung

1. Bindet KGF an Kollagene, welche die Hauptbestandteile der EZM darstellen?
2. Uber welche kollagenen Domanen bzw. Sequenzen wird diese Bindung vermittelt?

3. Ist der Kollagen-gebundene Wachstumsfaktor KGF biologisch aktiv?
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11 Reagenzien

Reagenz Hersteller
Aceton J.T.Baker, Deventer, NL
Acrylamid Merck, Darmstadt, DE

Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase = DAKO, Hamburg, DE
(APAAP)-Komplex Maus

Anti Kollagen | Schuppan, Berlin, DE
Amidoschwarz Serva, Heidelberg, DE
Ammoniumbikarbonat (ABC) Merck
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Sigma
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma
Bromphenolblau Merck
Brickenantikdrper; Kaninchen anti Maus DAKO
Briickenantikdrper, Maus anti Kaninchen DAKO

Coomassie Brilliant Blue-G250, Gebrauchslésung BioRad, Minchen, DE

"Bio-Safe Coomassie Stain”

Coomassie Brilliant Blue-R250 Merck
Dimethylfluorid Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Elektrophoreseprobenpuffer, dreifach konzentriert BioRad
Essigsaure Merck

Fast Red Kit (Flasche A: Tabletten aus Fast Red, DAKO
Naphtolphosphat, Levamisol; Flasche B: 100 mM Tris-

HCI, pH 8,2)

Fibronektin Chemicon

Fluoreszenz-Sekundar Antikérper Alexis

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom, Berlin, DE

Glycerol Sigma

Glycin Sigma

Grundmedium RPMI 1640 (10x) Invitrogen, Groningen, NL

Harnstoff Merck

Kaninchen anti-h-KGF Antikorper DPC Biermann, Bad Nauheim,
DE

Kaninchen-l1gG DAKO

KGF Biomol, Hamburg, DE

Reagenz Hersteller

Levamisol Sigma

Methanol J.T. Baker

Meyers Hamalaun-Lésung Merck

N,N’-Methylen-bisacrylamid Pharmacia, Gebstedt, DE

N,N,N*,N’-Tetramethylethylenamin (TEMED) Sigma

Natriumazid Merck

Natriumchlorid Sigma

Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma

N-succinimidyl-3-(4-Hydroxy-3-['#I]-iodophenyl) DuPont NEN, Boston, US

propionate (Bolton Hunter Reagenz), spezifische

Aktivitat: 2200 Ci/mmol
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) Sigma
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Polyoxyethylen-23-Laurylether (Brij 35) Sigma
Polyoxyethylenesorbitan Monolaurat (Tween 20) Sigma
Polyoxyethylenesorbitan Monooleat (Tween 80R) Sigma
Ponceaurot Serva
Propandiol Merck
SRB (Sulforhodamin B)

Trichloressigsaure (TCA) Merck
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-Base Sigma
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid (Tris- Sigma
HCI)

Triton-X 100 Sigma

12 Materialien und Gerate

Material

Airflow Reinraumtechnik Herasafe
Blotkammer fiir Proteintransfer "Fastblot"
Brutschrank mit CO,

Cellophanbdgen

Lichtmikroskop
Einwegpipetten; Nennvolumina 5, 10 und 25 ml

Expositionskassette “Hypercassette TM”

Fettstift ,DAKO Pen*

Feuchte Kammer ,Eigenbau®
Filterpapier fur Blot

GELoadertips

Heizplatte, maximale Temperatur 70°C

Kammer fur die vertikale Gelelektrophorese ,Power Pack

P25

Kryostat “CM 3050”

Kulturflaschen 80cm2, 260cm?2

Mikrotiterplatten, 96 wells

Mikrotiterplatten; Polystyrol; Immulon 2HB Removawell

Strips
Oberschalenwaage ,VI-4800*
Objekttrager und Deckglaschen

pH-Meter "Portamess"

Prazisionswaage ,BP210D*

Reaktionsgefale; 1,5 und 2 ml

Roéntgenfilm ,Biomax MS Film*

Ruahrer "Reax 2000"

Saule fir Gelfiltration mit Sephadex G25, Typ PD-10

11

Hersteller

Heraeus, Hanau, DE
Biometra, Gottingen, DE
Heraeus, Hanau, DE

Ann Arbor Plastics, Ann

Arbor, US
Zeiss, Jena, DE
BD Biosciences, Heidelberg,

DE
Amersham Pharmacia,

Freiburg, DE

DAKO

Charité, Berlin, DE

Bio-Rad

Eppendorf, DE

Harry Gestigkeit,

Dusseldorf, DE
Biometra

Leica, Bensheim, DE

Falcon, Frankreich
Dynatech, DE

AcculLab, Goéttingen, DE
Menzel-Glaser,

Braunschweig, DE

Knick, Berlin, DE

Sartorius, Géttingen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Kodak, Stuttgart, DE
Heidolph, Schwabach, DE
Pharmacia Biotech Freiburg,

DE
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Scanner "Studio Scan Il si" Agfa, KoIn, DE
Schittler "TPM-2" Sarstedt, Nirmbrecht, DE
Spektrophotometer ,,Uvikon 810 Kontron

Transfermembran fur Western-blot, Nitrocellulose, 0,45 Bio Rad

um
Verstarkerfolie fir Autoradiographie ,Biomax Transcreen Kodak

HE Kodak Intensifying Screens”

Zahler fur y-Strahlung ,y-Counter® Berthold, Bad Wildbach, DE
Zentrifuge fur Reaktionsgefalie "Biofuge Pico" Heraeus
Zentrifugenréhrchen; 50 und 15 mL Nunc, Naperville, US

13 Kollagene und Kollagenmimetika

Die nativen Kollagene der Typen | - VI und XIV, sowie die Einzelketten von KI, hier mit
al(l) bzw. a2(l) bezeichnet, wurden in der eigenen Arbeitsgruppe nach
Standardprotokollen aus humanen Plazenten isoliert (10, 72-74). Durch Reduktion und
Alkylierung (10, 72-74) wurden die nativen Kollagene denaturiert und die einzelnen Ketten
isoliert.

Definierte Fragmente von a1(l) wurden durch Spaltung mit Cyanbromid (CB), welches
hinter der Aminosaure Methionin spaltet, ebenfalls nach in der Arbeitsgruppe etablierten
Standardprotokollen hergestellt (75). Abbildung 1 zeigt schematisch die Lage der
einzelnen CB-Fragmente der a1(l) Kette. Das CB1-Fragment befindet sich auf dem

Propeptid und ist nicht dargestellt.

C HIZ CR4 ﬁ‘.ﬂﬁ CES CB3 CRT CB6
L | ' ' Alpha 1(T)
1647 37 279 149 271 192
N C

Abbildung 1: Schematische Darstellung der CB-Fragmente von a1(l).

Die Zahlen in der unteren Reihe stehen fur die Anzahl der Aminosaurereste des
entsprechenden Fragments. N: Aminoterminus, C: Carboxyterminus.

Alle Kollagene, die kollagenen Einzelketten und CB-Fragmente wurden mit
Konzentrationen von jeweils 2 mg/ml in 150 mM Essigsaure geldst und bis zur

Verwendung bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

In Kooperation mit Dr. R.W. Farndale und Dr. C.G. Knight (Department of Biochemistry,
University of Cambridge) wurden synthetische auf der Kollagenstruktur basierende
Peptide (Kollagenmimetika), mit den in der Tabelle 2 dargestellten Aminosauresequenzen

hergestellt bzw. eingesetzt (76, 77).

Tabelle 2: Struktur synthetischer Kollagenanaloga (Kollagenmimetika).

12
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Dargestellt ist die Kurzschriftweise, die Sequenz/Struktur, die Anzahl der Aminosaurereste
(AS), das Molekulargewicht (MW) sowie die Rigiditat (T '2) der Kollagenmimetika. Die
Aminosauresequenzen sind im Einbuchstabencode wiedergegeben. O steht fir
Hydroxyprolin.

Name Sequenz AS MW Tm Va
(g/mol)  (C°)

(GPO)1y H-GCO-(GPO)1-GCOG-NH; 37 3291,6 82,3

(GPP)1s  H-GCP-(GPP)1,-GCPG-NH, 37 3099,6 458

GPP’ H-GPC-(GPP)s-GFOGER-(GPP)s-NH, 39 3700,0 43

GAP H-GAC-(GAP)s-GFOGER-(GAP)s-NH, 42 3389,8 linear

14 Immunhistologie

Puffer und Lésungen:

PBS/Tween 0,1% (v/v) Tween 20 in PBS
RPMI-I (zum Verdinnen des 1. Antikdrpers und des APAAP-Komplexes)
5 mL RPMI 1640 (10x), 5 mL FKS (hitzeinaktiviert),
50 mg Natriumazid wurden in 40 ml A. bidest. gelést und der pH-
Wert mit 40-50 pL gesattigter NaOH auf 7,4-7,6 eingestellt. Lésung
wurde mit A. bidest auf 50 mL aufgefilllt.
RPMI-Il (zum Verdinnen der Brickenantikorper)
1 Teil Humanserum (hitzeinaktiviert), 7 Teile RPMI-I
TBS-Waschpuffer 0,9 g Tris-Base; 6,85 g Tris-HCI; 8,78g NaCl mit A. bidest. ad 1 L
APAAP 14ml Entwicklungspuffer, 5ml Propandiol, 8mg Levamisol in 100l
Entwicklung Aqua dest., 4mg NaNO; in 100 yl Aqua dest., 40ul Neufuchsin,
10mg NABP in 120ul DMF

Proben humaner zirrhotischer Leberexplantate wurden von Prof. Dr. P. Neuhaus, Berlin,
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Abschnitte des Lebergewebes wurden in PBS
eingebettet, bei -196°C in flissigem Stickstoff schockgefroren und die Blécke bei -80°C
aufbewahrt. Fir die Farbung wurden die Proben im Kryostaten 5 um diinn geschnitten.
Die Schnitte wurden auf silanisierten Objekttragern aufgenommen, 3 min bei 80°C im
Warmeschrank erhitzt und anschlielend 1 h an der Luft getrocknet. Die so
vorbehandelten Schnitte wurden 10 min in Aceton fixiert und bis zur Verwendung bei
-80°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen und Trocknen wurden die Gewebeschnitte mit
Chloroform nachfixiert, fir 30 min in einer 0,1% BSA/ PBS- Lésung blockiert und fiir 1h
bei Raumtemperatur mit 50-100 ng KGF inkubiert, jedoch nur einer von zwei Schnitten
pro Objekttrager. Zunachst wurde der 1. Antikorper (Polyklonaler Kaninchen Anti-hKGF
Antikérper) in 50 pyl RPMI-I pro Schnitt gelést und fir 30 min bei Raumtemperatur
aufgetragen. Als Positivkontrolle diente in diesem Fall ein Antikdrper gegen Kollagen VI
bzw. -Kollagen | und als Negativkontrolle diente anti-Kaninchen 1gG. Es folgten der 1.
Brickenantikdrper Maus- Anti- Kaninchen, der 2. Brlckenantikdrper Kaninchen- Anti-
Maus in 50 yl RPMI-II pro Schnitt und der monoklonale Maus-APAAP-Komplex in 50 pl
RPMI-I pro Schnitt, wobei alle Antikdrper fir 30 min bei Raumtemperatur auf den

Schnitten verblieben. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die Objekttrager in

13
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TBS- Waschpuffer fur 1-2 min gewaschen und in diesem belassen. Auf die halbtrockenen
Gewebeschnitte wurden 200 pl des APAAP-Entwicklers fiir 20 min bei Raumtemperatur
aufgetragen, mit Wasser gespllt, eine Hamalaunkernfarbung fir 15 s vorgenommen,
abermals gespllt und die Gewebeschnitte mit flissiger Gelatine und je einem Deckglas

haltbar gemacht.

15 Radioaktive Markierung

Puffer und Lésungen:

KGF-Lésungen 200 pg/ml KGF in PBS
Boratpuffer 30 mM Borsaure (pH 8,6)
Glycinpuffer 200 mM Glycin in Boratpuffer
PBS/Tween 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
TCA-Ldsung 20% (w/v) TCA

PBS/BSA 1% (w/v) BSAin PBS

Die radioaktive Markierung ist eine sensitive und schonende Methode, ein Protein fiir in-
vitro- und in-vivo-Untersuchungen ,sichtbar® zu machen. Durch die Kopplung, z.B. mit lod-
125, einem y-Strahler mit einer Halbwertszeit von 13 Tagen, andern sich die chemischen
Eigenschaften des Proteins bzw. Enzyms nicht oder nur marginal. Mit der Bolton-Hunter-
Methode wird ein ['®l]-markierter Ester unter Bildung eines Saureamids an die
entsprechenden Gruppen des Proteins gekoppelt (78, 79). Eine Vorbedingung ist die hohe
Reinheit des zu markierenden Proteins, die aus Trager (Carrier)-freien KGF Praparationen
zur Verfligung standen. Nicht gebundenes radioaktives Material wird mit Hilfe einer
Gelfiltration aus dem Reaktionsgemisch entfernt (73).

Die radioaktive Markierung der Proteine erfolgte mit dem Bolton Hunter- Reagenz. Dazu
wurde KGF in einer Konzentration von 2 ug in 75 ul Boratpuffer (30 mM, pH 8,6) geldst.
Das Bolton Hunter- Reagenz wurde unter einem 100% igen Stickstoffstrom eingedampft
und in 75 ul Boratpuffer gelost. Davon wurden 25 pl (entsprechen etwa 0,33 mCi) zu dem
gelésten KGF gegeben und 45 min bei 4°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 500 pl
Glycin (0,2 M in Boratpuffer) Gber 15 min bei 4°C gestoppt. Das markierte ['®1]-KGF lief
Uber eine mit PBS/ Tween 0,05% aquilibrierte Sepharose-G25-Gelfiltrations-Saule, um es
von freiem Jod zu trennen. Es wurde mit PBS/ Tween 0,05% in Fraktionen von 500 pl
eluiert. 10 pl jeder Fraktion wurden im (-Counter gemessen und die ['®I]-KGF
enthaltenden Fraktionen wurden vereint, so dass sich ein Endvolumen von 1-1,5 ml
ergab. Die inkorporierte Aktivitdt lag zwischen 20.000 cpm und 10.0000 cpm/ pl. Die
Protein gebundene Aktivitat, gemessen mittels Prazipitation mit 10% Trichloressigsaure
(200 pl) in Gegenwart von 2%igem BSA 200 pl (Inkubation 30 min bei 4°C) lag immer
Uber 95%. Die Reinheit des markierten Proteins wurde mittels Gelelektrophorese und

anschliessender Autoradiographie kontrolliert.
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16 SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS- PAGE).

Die SDS-PAGE erlaubt die Auftrennung von Proteinen nach deren Molekulargewicht mit
der Mdglichkeit der anschliessenden Anfarbung im Gel, autoradiographischer Entwicklung
bei vorheriger radioaktiver Markierung der Proteine oder auch Transfer der Proteine auf
geeignete Membranen zur weiteren Analyse. Die Zugabe von Ammoniumperoxidsulfat
(APS) startet eine Radikalreaktion, die zu einer Polymerisation der Acrylamid-Monomere
fuhrt. Hierbei wirkt Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator. Die
Quervernetzung der Polymerketten wird durch das bifunktionelle N', N'- Methylen-
bisacrylamid bewirkt. Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine denaturierende
Methode, in der SDS (engl.. sodiumdodecyl sulfate) alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort, indem es an die hydrophoben Regionen
bindet, sie auffaltet und einheitlich negativ beladt. Dadurch wandern die Proteine je nach
ihrer Masse und nicht aufgrund der Ladung unterschiedlich schnell durch das Gel zur
Anode. In Standards enthaltene Markerproteine mit bekanntem Molekulargewicht dienen
als Referenzen bei der Molekulargewichtsbestimmung. Man verwendet 15% Gele fur
Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 20 und 80 kD und 10% Gele bei einem
Molekulargewicht um 100 kD, die 1-2 Tage vor Gebrauch hergestellt wurden. Der
Zusammenbau der Gelapparatur, in der die Gele gegossen wurden, erfolgte unter
Verwendung dafir vorgesehener Glasplatten, Kunststoffstreifen und -kdmmen. Die Gele
bendtigten dann eine Zeit zum ausharten. Bei Verwendung wurden zunachst die
Gelkammern mit Elektrophorese-Laufpuffer geflllt. Von jeder Probe wurden 7-10 ul/ Spur
mittels einer Hamiltonspritze in die Geltaschen gegeben, als Standard wurden jeweils 2 pl
des Sea-Blue Standards verwendet. Anschliessend wurde die Elektrophorese bei
konstanter Spannung (zundchst 80 mV, nach 10 min 180 mV fur 50-60 min) durchgefuhrt.
Die Kihlung der Gelkammern erfolgte extern mit Eis. Die Elektrophorese wurde vor dem
Auslaufen der niedermolekularen Proteine aus dem Gel bzw. bei Erreichen der
bestmdglichen Auftrennung der zu analysierenden Proteine, welche anhand der
sichtbaren Markerproteine des Standards wahrend des Laufes abgeschatzt werden
konnte, gestoppt. Meist wurde nach dem Lauf das Gel fur 20 min in gefilterter Coomasie-
Blue Lésung gefarbt und fir 4h in 7%iger Essigsaure Uberschissige Farbe wieder aus
dem Gel entfernt. Alternativ kam die Autoradiographie bei radioaktiv markierten Proteinen

oder der Transfer der Proteine zur weiteren Analyse zur Anwendung.

Puffer und Lésungen

Trenngel-Losung (10% 16,2 g Tris-Base, 40,2 g Acrylamid, 540 mg
Acrylamid) Bisacrylamid, 400 mg SDS, 325 yL TEMED ad 394
ml Aqua dest.; pH 8,3
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Sammelgel-Lésung (4% 4,8 g Tris-Base, 9,6 g Acrylamid, 0,13 ¢
Acrylamid) Bisacrylamid, 240 mg SDS und 6 yL TEMED ad 231
ml Aqua dest.; pH 6,6
APS-Lésung 80 mg APS ad 10 ml Aqua dest
Elektrophoreselaufpuffer 25 mM Tris-Base (pH 8,3), 192 mM Glycin, 0,1%
(w/v) SDS
Tris-Puffer (pH 6,8) 12 g Tris-Base ad 100 mL Aqua dest.; pH 6,8
Probenpuffer 4-fach 2,08 ml Tris-Puffer (pH 6,8), 3,84 g Harnstoff, 1,2 g
(nicht reduzierend) SDS, 900 mg Glycerol, 4 mg Bromphenolblau ad 14
mL Aqua dest.
Probenpuffer 4-fach 10 mL Probenpuffer 4-fach (nicht reduzierend), 150
(reduzierend) uLI 2-Mercaptoethanol
kb * - . . .
Abbildung 2: Autoradiographie nach Gelelektrophorese
64- = einer reprasentativen Markierung von ['*°l]-KGF
50- = Die Analyse der Markierung erfolgte Uber SDS- PAGE und
36- - anschliessender Autoradiographie. Links ist das
30-- Molekulargewicht der globularen Standardproteine

(Lactalbumin, Sojabohnen- Trypsininhibitor, Carboanhydrase,

121 : Huhnereialbumin) angefuhrt in kD. (+) reduziertes Protein, (-)
‘ nicht reduziertes Protein.
i
6-
4-a

17  Bindung von ['#1]-KGF an immobilisierte

Kollagene und Glykoproteine

Ziel dieses Versuches ist es, eine Aussage Uber die Bindung von KGF an ein zu
untersuchendes Protein zu treffen

Bestimmte Plastikmaterialien, wie z. B. Polystyrol, haben auf Grund ihrer
Ladungsverhaltnisse eine groflie Bindungskapazitat fir die ebenfalls elektrisch geladenen
Proteine. Diese Eigenschaft macht man sich bei den Bindungs- und Inhibitionsstudien zu
nutze. Setzt man Kollagene und Kollagenketten in Mengen von 2 ug/Loch im 96-Loch-
Mikrotiterplattenformat ein, liegen die Bindungseffizienzen zwischen 25% und 48% des
eingesetzten Gesamtproteins. Fir die Bestimmung der Effizienz der Beschichtung wurden
5-10 ng radioaktiv mit der Chloramin-T-Methode ['*I]-markiertes Kollagen zu steigenden
Konzentrationen unmarkierten Kollagens in Mikrotitergefasse (Removawells) gegeben
und inkubiert. Uber die Bestimmung der gebundenen Radioaktivitit konnte die
Beschichtungseffizienz berechnet werden. Dies ergab fur 2 pg eingesetztes Kollagen
folgende Werte: Kollagen | 30%, Kollagen 1l 34%, Kollagen IV 42%, Kollagen VI 40%,
a1(l) 25%, a2(l) 37%, Kollagen 1ll r.a. 48%, Kollagen IV r.a. 41% und Kollagen VI r.a.
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32%. Diese Daten sind Vorarbeiten aus dem Labor aus vorangegangenen Versuchen, die
fur die vorliegende Arbeit nicht wiederholt wurden (10).

Fir die Bindungsuntersuchungen von KGF an kollagene Strukturen wurden
Mikrotiterplatten (Removawells) in einer Konzentration von 2 ug fir native Kollagene und
deren Ketten, bzw. fur Cyan- Bromid Peptide je nach Molekulargewicht 600, 400 und 300
ng/ Well/ 100 yl Ammoniumbicarbonat (ABC 50 mM, pH 9,6) flr 12h bei 4°C beschichtet.
Nach dem Waschen mit PBS/Tween 20 (0,05%) zum Entfernen des nichtgebundenen
Proteins wurden die freien Bindungsstellen der Mikrotiterplatten mit 0,5% BSA fir 1h bei
Raumtemperatur blockiert, um eine unspezifische Bindung zu vermeiden. Nach erneutem
Waschen wurden die Platten mit 1-2 ng ['*°I]- KGF/Loch fiir 2h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliessend wurde die ungebundene Aktivitat durch dreimaliges Waschen mit
0,05% Tween/PBS entfernt. Die verbleibende Aktivitat sowie die initial eingesetzte Aktivitat
wurden mit einem Y-Zahler ermittelt, ins Verhaltnis gesetzt und die Bindung der

untersuchten Proteine berechnet. Als Kontrolle dienten unbeschichtete GefaRe und BSA.

18 Ligandenblot auf Nitrozellulosemembranen

Als Blotting bezeichnet man das Binden von Molekilen auf eine Membran, z.B.
Nitrozellulose, mit hoher Bindungskapazitdt fir die entsprechende Substanz.
Elektrophoretisch aufgetrennte  Molekiile kdénnen in einem diskontinuierlichen
Puffersystem im elektrischen Feld direkt aus dem Gel auf die Membran transferiert
werden. Diese Methode wird auch als Semi-Dry-Blotting bezeichnet. Zwei mit Blotpuffer
getrankte Filterpapierstapel liegen an den Elektroden an. Dazwischen liegen die Membran
und das Gel. Bei horizontal angeordneten Graphitelektroden wandern die Proteine vertikal

aus dem Gel in Richtung der Anode zur Nitrozellulosemembran.

Abbildung 3

Transfereinheit eines Ligandenblots

Graphitplatte

Kathode

=

5 —— Filterpapier mit Puffer
—— Gel
— Membran

—— Filterpapier mit Puffer

Graphitplatte
et Da die Proteine dabei unabhangig von

Ladung und GrolRe mit  gleicher
Geschwindigkeit wandern, ein Effekt, den
man als Isotachophorese bezeichnet, ist der

Transfer gleichmaRig (80).
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Puffer und Lésungen:

Anodenpuffer | 300 mM Tris-Base (pH 10,4), 20% (v/v) Methanol
Anodenpuffer I 30 mM Tris-Base (pH 10,4), 20% (v/v) Methanol
Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base (pH 9,4), 20% (v/v) Methanol,

40 mM 6-Amino-n-Hexanonsaure

Amidoschwarz-Ldsung 0,1% (w/v) Amidoschwarz, 45% (v/v) Methanol,
10% (v/v) Essigsaure

Ponceaurot-Losung 2% (w/v) Ponceaurot S, 30% (w/v) TCA, 30% (w/v)
Sulfosalicylsaure. Unmittelbar vor der Verwendung 1:20 mit
A.dest. verdunnt.

Blockierlésung 0,3 % (v/v) Tween 80R in PBS

Waschlésung 0,05 % (v/v) Tween 80R in PBS

Die Transfereinheit wurde zu einem Sandwich aufgebaut: ein zugeschnittenes Filterpapier
wurde in Anodenpuffer | getrankt, auf die Anodenplatte platziert. Darauf wurden ein in
Anodenpuffer Il getranktes Filterpapier, die ebenso behandelte Nitrozellulose und das Gel
gelegt. Dieser Stapel wurde durch zwei in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere erganzt.
Zwischen allen Schritten wurden die Luftblasen durch Rollen mit einem Glasspatel
entfernt. Die Proteine wurden mit einer Stromstarke von 3-4 mA/cm? Gelflache innerhalb
von 1-1,5 h transferiert. Bei allen nachfolgenden Schritten durfte die Membran nicht
wieder trocken werden. Die Qualitdt des Transfers wurde durch Farbung der
Nitrozellulosemembran flir 5 min mit Ponceaurot-Ldsung geprift. Die Spalte mit den
Standardproteinen zur Abschatzung der Molekulargewichte wurde abgeschnitten und
separat mit Amidoschwarz gefarbt. Der Rest der Membran wurde 1 h mit Blockierldsung
inkubiert, mit reichlich Waschlésung gewaschen und schlief3lich mit 50 ng [1251]-KGF in
10 mL Waschlésung fir 2 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Nicht
gebundenes KGF wurde durch dreimaliges Waschen mit Waschlésung entfernt. Fir die
Autoradiographie wurde ein Rontgenfilm mit dem Blot und einer Verstarkerfolie in der
Expositionskassette bei -80°C Uber Nacht exponiert. Nach Erwarmung der Kassette auf
Raumtemperatur wurde der Film entwickelt und das Bild fir die weitere Auswertung

gescannt.

19 Dotblot auf Nitrozellulosemembranen

Jeweils 3 pl Lésung mit Kollagenen und daraus abgeleitete Strukturen in ansteigenden
Konzentrationen wurden auf eine Nitrozellulosemembran getropft und die Membran
anschlieRend kurz an der Luft getrocknet. Freie Bindungsstellen wurden 1 h mit
Blockierlosung geblockt und die Membran zweimal fur 5 min in Waschldsung gewaschen.
Anschlieend wurde sie mit 6x10° cpm ['?l]-markiertem KGF in 12 mL Waschlésung 2 h
inkubiert. Die Membran wurde dreimal mit Waschlésung gewaschen und die gebundene

Radioaktivitat wurde wie oben beschrieben in einer Autoradiographie visualisiert.
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20 Inhibitionsexperimente

Kollagene, abgeleitete Verbindungen und Heparin wurden wie in Konzentrationen von 200
ng/Loch auf Mikrotiterplatten immobilisiert. Parallel dazu wurden jeweils 2 ng ['*l]-
markiertes KGF in PBS/Tween mit 0, 0,01, 0,1, 1, und 10 pg/ml Kollagenen und
abgeleiteten Verbindungen gemischt und 2 h bei 4°C in Lésung vorinkubiert.
Anschlieend wurden die Gemische auf die vorbehandelte Mikrotiterplatte gegeben und
die Platte wie unter Kapitel 10 beschrieben, inkubiert, gewaschen und die gebundene

Radioaktivitat gemessen.

21 Sattigungsexperimente

Kollagene und abgeleitete Verbindungen wurden in Konzentrationen von 200 ng/Loch auf
Mikrotiterplatten immobilisiert. Eine konstante Menge von 1-2 ng ['*l]-markierten KGF
wurde mit ansteigenden Mengen nicht-markierten KGF, das in bis zu 400 fachem
Uberschuss vorliegen konnte, gemischt. AnschlieRend wurden die Gemische auf die
vorbehandelte Mikrotiterplatte gegeben und die Platte wie im Kapitel 10 beschrieben,
inkubiert, gewaschen und die gebundene Radioaktivitdt gemessen. Fur die Auswertung
wurde die eingesetzte freie gegen die gebundene Radioaktivitdt aufgetragen. Aus den
daraus resultierenden Graphen wurde die Starke der Bindung des KGF an die

entsprechende immobilisierte Struktur und die Zahl der Bindungsstellen abgeschatzt (72).

22 Abhangigkeit der Bindung von der Salzkonzentration

Dieser Versuch wurde in Tris- Puffer/0,05% Tween, pH 7,4 wie in Kapitel 10 beschrieben,
durchgeflhrt. Zur Herstellung der NaCl-Konzentrationsreihe wurde der Ausgangspuffer
(10 mM Tris) mit 3 M NaCl versetzt und entsprechend verdinnt, sodass folgende
Konzentrationen und Osmolaritaten eingesetzt wurden: 1500 mM NaCl=3020 mOsm/ |;
1200 mM NaCl=2420 mOsm/ |; 900 mM NaCl=1820 mOsm/ I; 600 mM NaCl=1220 mOsm/
[; 300 mM NaCl=620 mOsm/ I; 100 mM NaCl= 220 mOsm/ I; 50 mM NaCl=120mOsm/ I; 0
mM NaCl=20 mOsm/ I=Osmolaritat des Puffers.

23 Zellkultur

Verwendet wurden HaCat- Zellen, eine humane Keratinozytenzelllinie, die KGF als
Wachstumsfaktor benétigen. Diese wurden im angegebenen Nahrmedium mit Zusatzen
unter standardisierten Bedingungen (bei 37°C, 8% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit) im
Brutschrank in Kultur gehalten. Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen
an einer Arbeitsflache mit laminarer Luftstrdmung durchgefihrt. Zweimal pro Woche

erfolgte ein Mediumwechsel, bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert.
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Dazu wurden sie nach Abgiessen des Mediums zwei Mal mit PBS-Dulbecco gespult, mit
Trypsin/EDTA abgeldst, in neues, vorgewarmtes Kulturmedium aufgenommen und im

Verhaltnis 1:5 in neue Kulturflaschen ausgesat.

24 Proliferationsversuche mit HaCat-Zellen und KGF

Um die biologische Aktivitdt von kollagengebundenem KGF zu zeigen, wurden die a1-
Kette von Kollagen | in Mikrotiterplatten (Falcon) in einer Konzentration von 2 pg/ Loch
(0,3 cm?) bei 4°C Uber Nacht immobilisiert, anschliessend mit PBS/ Tween gewaschen
und mit PBS/BSA 2% blockiert, es folgte abermals ein grundlicher Waschvorgang. Nun
wurde KGF/PBS in verschiedenen Konzentrationen (1ug; 500 ng; 250 ng; 125 ng; 62,5
ng; 31,25 ng; 0 ng/ Loch) fur 2h bei Raumtemperatur auf dem Kollagen inkubiert.
Anschliessend wurde das nichtgebundene KGF durch Waschen mit PBS herausgeldst
und die mit Trypsin/ EDTA abgeldsten Zellen (100.000/ ml) in die vorbehandelten
Mikrotiterwells gegeben. Parallel dazu wurde KGF in Ldsung in steigenden
Konzentrationen (ng) zusammen mit den Zellen (100.000/ ml) in mit Kollagen-
vorbehandelte Wells gegeben. Dieser Ansatz diente als Positivkontrolle fiir die Effekte von
KGF auf die Zellen. Die Zellen wurden fiur 72h in Minimalmedium inkubiert, unter
fortlaufender mikroskopischer Kontrolle, dann mit 50% Trichloressigsaure fixiert, mit PBS
gewaschen, anschlieBend mit dem Sulforhodamin B (SRB) Farbstoff behandelt und im
Photometer bei 550/ 450 nm die Zellzahl bestimmt (81).

25 Mathematische und statistische Auswertung

Die Bindung von KGF an plastikgebundene Proteine wurde aus den Verhaltnissen freien

und gebundenen ['*1]-KGFs nach der folgenden Formel ermittelt:

gemessene counts (nach Waschen) / eingesetzte counts [Formel 1]

Die nach Waschen verbliebene Radioaktivitat in den KGF-Bindungsversuchen wurde
Varianzanalysen (one way Anova) unterzogen und anschliessend paarweise verglichen
(pairwise comparison, Tukey Test). Daraus ergaben sich zwei signifikant unterschiedliche
Gruppen von KGF-Liganden mit hoch- und niedrig-bindenden Eigenschaften (vergl.
Kapitel 26).

In Sattigungsexperimenten zur Abschatzung der Starke der Interaktion von KGF mit
immobilisierten Kollagenen und daraus abgeleiteten Verbindungen wurden die
Ausgleichsgeraden und -kurven mit dem Programm DeltaGraph (Version 3.5 fir Windows;
Red Rock, Salt Lake City, US) berechnet.
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Alle Untersuchungen erfolgten in experimentellen Gruppen von drei bis sechs
Einzelbestimmungen und wurden mindestens zweimal wiederholt. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm SigmaStat (Version 2.0; Jandel Scientific, San Rafael, US).

Die Mittelwerte aus den Gruppen wurden nach folgender Formel errechnet:
Mittelwert =2 X;/ n [Formel 2]

n - Anzahl paralleler Ansatze, X - individueller Messwert

Die Standardabweichungen (SD) in den Gruppen mit mindestens drei vergleichbaren

experimentellen Ansatzen wurden nach der folgenden Formel abgeschatzt:

Ly (x- %)

=1 [Formel 3]

n - Anzahl paralleler Ansatze, X; - individueller Messwert, X — Mittelwert

L =

n—1
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26 Ergebnisse
27 KGF bindet an die EZM humaner zirrhotischer Leber

Ausgehend von der extrazellularen Bindung von KGF an Heparan-/Dermatansulfat in der
Haut und der bekannten 10fach gesteigerten Expression von Dermatansulfat in
zirrhotischer Leber wurde die in situ Lokalisation von KGF in humaner zirrhotischer Leber
mittels Immunhistochemie untersucht.

Aceton und Chloroform fixierte 5 pm-Kryostat-Schnitte humaner zirrhotischer Leber
wurden mit einem polyklonalen anti hKGF Antikdrper aus Kaninchen behandelt und mit
zwei weiteren Brickenantikdrpern und dem abschliessenden APAAP Komplex die
Immunfarbung vollendet. Eine KGF-Immunlokalisation gelang perizellular in
Regeneratknoten zirrhotischer, menschlicher Leberschnitte und minimal auch in den
fibrotischen Septen (Abbildung 4A). Die Matrixbindung und Bindung von KGF vermutlich
an Hepatozyten-KGF-Rezeptoren im Regeneratknoten wurde nach Vorinkubation der
Schnitte mit 25 ng KGF deutlicher (Abbildung 4B).

Abbildung 4: KGF bindet extrazellular an die fibrotischen Septen humaner
zirrhotischer Leber

KGF wurde mittels eines polyklonalen KGF-Antikérpers dargestellt. Kryostat-Schnitte
humaner Leber wurden mit Aceton und Chloroform fixiert. KGF wurde vorgebunden bzw.
nicht angeboten, mit einem Kaninchen polyklonalen anti- hKGF Antikdrper detektiert, mit
zwei Brlckenantikbrpern und dem abschliessenden APAAP Komplex wurde die
Immunfarbung vollendet. Eine Inkubation mit Kaninchen IgG diente als Kontrolle (nicht
gezeigt). VergréRerung: 40x.

28 Bindung von KGF an Kollagene/Analoga

Ausgehend von der gefundenen extrazellularen Speicherung von KGF in fibrotischen
Kollagen-haltigen Septen sollten Bindungsliganden fiir KGF auf Kollagenebene gesucht
und die Bindungssequenz mittels fragmentierten Kollagenen und synthetischen Analoga
eingegrenzt werden. In Mikrotiterwells wurden 2 ng/Loch Kollagene |, Il, I, IV, VI, deren
Ketten und CB-Peptide, synthetische Analoga GPP, GPP’, GPO, GAP sowie die
Glykoproteine Lam, Fn, und KXIV immobilisiert und mit 1-2 ng ["®I]-KGF fiir 2 h inkubiert
und die nach Waschen gebundene Radioaktivitat vermessen (Abbildung 5). Mit Hilfe der

Kollagenketten und —fragmente sollte untersucht werden, ob auf den Kollagenen eine
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oder mehrere Bindungsstellen fur KGF vorhanden sind (Konsensusbindungssequenz) und
mit Hilfe der synthetischen Analoga, die eine unterschiedlich stark ausgebildete Tripelhelix
ohne Glykanreste besitzen, untersucht werden, was einen starken Bindungliganden von
KGF ausmacht. Die Bindung von KGF an Kollagen kénnte auch zusatzlich zur Tripelhelix
Uber eine weitere kollagene Struktur erfolgen. Die Mittelwerte aus den
Festphasenbindungsversuchen wurden einer Varianzanalyse (one way Anova)
unterzogen und anschliessend paarweise verglichen (pairwise comparison, Tukey Test).
Daraus ergaben sich zwei signifikant unterschiedliche Gruppen von KGF-Liganden mit
hoch- und niedrig-bindenden Eigenschaften, in die sich die verwendeten Kollagene,
-einzelketten und —fragmente einteilen lassen (die Bindungsstarke jedes Mitglieds der
einen Gruppe ist signifikant unterschiedlich zu allen Mitgliedern der anderen Gruppe, aber
innerhalb einer Gruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede). Die Grenzen fiur die
stark-bindende Gruppe | liegen bei 14,5-30,5% und fir die schwach- bindende Gruppe I
bei 9-14,4%. Die Prozentangaben beziehen sich auf den gebundenen Anteil von KGF am
Kollagen im Verhaltnis zum insgesamt eingesetzten KGF, unter Berticksichtigung der
Effektivitat der Markierung. Zur Gruppe | gehéren CB6, CB7, CB8 von a1(l), Klll, KVI, KVI
ra., a1-3(VIl), GPO, GPP’, GPP, Lam, Fn, KXIV. Zur Gruppe Il gehoéren Kl, a1(l), a2(l),
a1()CB, CB3 von a1(l), a2(l)CB, Kl, Kl ra., KIV, KIV ra. Jeder einzelne
Bindungsversuch zeigte eine deutlich héhere Bindung von KGF an Kollagene als an die
Kontrolle. Als Kontrollen dienten BSA und das synthetische nicht-tripelhelikale
Kontrollpeptid GAP, die in der obengenannten Gruppeneinteilung nicht berlcksichtigt

werden. Eine graphische Zusammenfassung zeigt (Abbildung 5).
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Immobilisierte Kollagene/ Ketten
Abbildung 5: ['*I]-KGF bindet an immobilisierte Kollagene und Kollagenfragmente
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Abszisse: Native Kollagene (K), Kollagenketten (a1(l), a2(l))); reduziert und alkylierte
Kollagenketten (r.a.), Cyanbromid-abgebaute Kollagenfragmente bzw. -Peptide von
Kollagen |, sowie die sythetischen Peptide GPO, GPP, GPP‘Y, GAP und die
Vergleichsproteine wurden auf Mikrotiterplatten immobilisiert, die unspezifischen
Bindungsstellen mit Detergenz (PBS/Tween 0,05%) blockiert und mit ['®I]-KGF inkubiert.
Unbeschichtete, aber blockierte wells dienten als Kontrolle (P).

Sowohl im Liganden-Blot (SDS-PAGE und Transfer der Kollagenpeptide auf
Nitrocellulose) (Abbildung 6) als auch im Dot-Blot (Abbildung 7), bei welchem die
einzelnen Komponenten direkt auf die Nitrozellulose aufgetropft werden, konnte das
Bindungsverhalten bestatigt werden. Darlberhinaus konnte mit Hilfe des Dot-Blots die
Bindungspraferenz flir KGF an das synthetische tripelhelikale Kollagenpeptid (GPO)+, und
(GPP)1, gezeigt werden, wohingegen das Kontrollpeptid GAP und BSA nur eine geringe
bzw. keine eindeutige Bindung zeigen. Ausserdem lassen sich Kollagengemische im
Liganden-Blot gut auftrennen und mit Hilfe der Proteinfarbung Ilasst sich der
gleichmassige Transfer der Proteine nachweisen. Nach dem Transfer der Kollagene vom
SDS-Gel auf Nitrozellulose, der Inkubation von ['?°]-KGF mit diesen und anschliessender
Autoradiographie, bestatigte sich die Bindung von KGF an die kollagenen Strukturen der
Gruppe |: die a1 Kette von Kollagen |, die a1(l) CB Peptide CB8, CB7 und CB6 sowie
eine Bindung an Kollagen VI ra., CB3 von a1(l) aus der Gruppe Il der schwach-
bindenden Kollagene bindet KGF schwach bis gar nicht. Der Liganden-Blot unterstiitzt
damit bildlich die Resultate der Festphasenassays und zeigt, dass die KGF-

Bindungsliganden nicht durch die Methode der Immobilisierung maskiert werden.
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Abbildung 6: Liganden Blot Darstellung von Kil, KIV, KVI, a1(l) CB (Fragmente
gesamt), CB8, CB7, CB6 und CB3 (alle a1(l)) mittels Proteinfarbung bzw.
Filmschwarzung durch gebundenes ['*I]- KGF

Nach SDS-PAGE erfolgte der Proteintransfer auf Nitrozellulose, dann wurde diese mit 5
ug/ ml ['®1]-KGF 2 h inkubiert und per Autoradiographie sichtbar gemacht. Rechts ist das
Ergebnis der Autoradiographie zu sehen, links Farbung der Nitrozellulose mit
Amidoschwarz als Kontrolle und unten die Beschriftung der Kollagene, seitlich links das
Molekulargewicht in kD.

Abbildung 7: Dot Blot Darstellung der Bindung von ['**I]-KGF an Kl, a1(l), CB6 von
a1(l), GPO, GPP, GPP’, GAP und BSA in unterschiedlichen Konzentrationen.

Die Proteine und Peptide wurden direkt auf die Nitrozellulose aufgetragen, mit 5ug/ ml
['®1]-KGF inkubiert und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Links: Bezeichnung der
verwendeten Kollagene und Peptide, oben: Konzentrationen von ['*°[]- KGF in ug.

29 Inhibition der KGF-Bindung durch Kollagene/Analoga

Im Hinblick auf eine eventuelle therapeutische Anwendung von Inhibitoren der Bindung
von KGF an Kollagene und damit Induktoren einer KGF Freisetzung wurden I6sliche
kollagene Bindungsstrukturen als Bindungs-Kompetitoren eingesetzt. In diesen Versuchen
konnte auch der Unterschied zwischen den immobilisierten und I6slichen
Kollagenfragmenten abgeschatzt werden. Die aus den Inhibitionskurven ermittelte
halbmaximale Inhibitorkonzentration wurde in einer Abbildung zusammengefal’t (s.
Abbildung 12) und erschlie3t damit die Potenz eines Iéslichen Inhibitors.

Dazu wurden Kollagene |, IV und VI bzw. groRe Ketten und Fragmente dieser Kollagene
als immobilisierte Liganden mit je 200 ng/Loch eingesetzt. Inhibitoren in steigenden
Konzentrationen waren zum einen wiederum die grof3en Kollagene | und VI (Abbildung 8),
zum anderen die von a1(l) abgeleiteten CB-Peptide (Abbildung 9), die kleinen
synthetischen Kollagenanaloga (Abbildung 10, Abbildung 11) und der bekannte Ligand
Heparin sowie steigende Salzkonzentrationen (Abbildung 13). KGF und der Inhibitor in
steigenden Mengen bis zu 10 ng/Loch wurden fir 2 h auf dem jeweiligen Liganden

inkubiert. Die Bindung ohne Inhibitor wurde 100% gesetzt.
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Abbildung 8: Bindungskompetition von I6slichen Kollagenen/Fragmenten einer
Bindung von KGF an ahnliche immobilisierte Liganden.

Polystyrol- Mikrotiterplatten wurden mit Kollagen |, seinen Ketten a1(l) und a2(l),
a1(1)CB6, Kollagen IV und VI beschichtet je 200 ng/well und mit dem Gemisch aus ["*°l]-
KGF 1-2 ng/Loch und Kollagen I, a1(l), KVI r/a und a1(1)CB6 (A-D) in Lésung als Inhibitor
fur 2h inkubiert bevor die Mischung dem immobilisierten Liganden fur 2h im Loch
angeboten wurde. Die Restbindung von KGF wurde nach Waschen im y-counter
bestimmt. Die einzelnen Diagramme zeigen die Bindungsdaten, wobei die Bindung in
Abwesenheit des Inhibitors zu 100% gesetzt wurde. In den Inserts sind die Rohdaten
gezeigt in % der eingesetzten cpm.

Kl, KVIr.a. inhibieren Bindung von KGF an alle Liganden gut, obwohl Kl zu Gruppe Il und
KVlr.a. zu Gruppe | gehoren.

Kleinere Inhibitoren (a1(l) und CB6 von a1(l)) sind schlechte Inhibitoren der Bindung von
KGF an grofRe Liganden. Da a1(l) die Bindung an CB6 und CB6 die Bindung an sich

selber gut inhibieren, kdnnte eine primare Bindungsstelle auf CB6 liegen.
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2h im Loch angeboten wurde. Die Restbindung von KGF wurde nach Waschen im y-

counter bestimmt. Die einzelnen Diagramme zeigen die Bindungsdaten, wobei die

Bindung in Abwesenheit des Inhibitors zu 100% gesetzt wurde. In den inserts sind die
Rohdaten gezeigt in % der eingesetzten cpm.

Die Bindung von KGF an die gro3en Kollagene Kl und KVI vermdégen CB3, CB7 und CB6
von a1(l) in allen angebotenen Konzentrationen nicht zu beeinflussen (Abbildung 9E und
G). CB6 kann aber die Bindung von KGF an die kleineren Kollagenfragmente,
immobilisiertes CB6 und an a1(l) beeinflussen. Im Gegensatz dazu inhibiert CB8 von
a1(l) die Bindung von KGF an grof3e Kollagene (I und VI) und an a1(l) stark (Abbildung
9F). Die Fragmente CB6, CB7 und CB8 von a1(l) gehdren zur stark bindenden Gruppe |,
CB3 von a1(l) gehort zur schwach bindenden Gruppe Il. Erstaunlich ist daher, dass CB7
keinen kompetetiven Einflul auf die KGF-Bindung zeigt.
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GAP (H-K) in Lésung als Inhibitor fur 2h inkubiert bevor die Mischung dem immobilisierten
Liganden fir 2h im Loch angeboten wurde. Die Restbindung von KGF wurde nach
Waschen im y-counter bestimmt. Die einzelnen Diagramme zeigen die Bindungsdaten,
wobei die Bindung in Abwesenheit des Inhibitors zu 100% gesetzt wurde. In den Inserts
sind die Rohdaten gezeigt in % der eingesetzten cpm.

[25]]-KGF gebunden an natives Kollagen VI, an a1(l) und an CB6 von a1(l) wird alleine
durch GPO stark inhibiert, Peptid GPP‘ und Peptid GAP inhibiert diese Bindung schwach
oder gar nicht und das Analog GPP mit mittlerer Tripelhelizitat vermag die Bindung von
KGF an die a1(l) -Kette stark und die Bindung an a1(1)CB6 und Kollagen VI sehr schwach
zu stéren (Abbildung 10). GPO, GPP und GPP’ gehéren zur Gruppe | der stark bindenden
Peptide, GAP ist ein Kontrollpeptid.

Zusatzlich wurde die Bindung von Peptid GPO und KGF an immobilisertes GPO und GAP
untersucht.
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Abbildung 11: Bindungskompetition von synthetischen Kollagenanaloga GPO und
GAP einer Bindung von KGF an dieselben immobilisierten Kollagenanaloga

28



Ergebnisse

Polystyrol- Mikrotiterplatten wurden mit Kollagenanaloga GPO und GAP beschichtet je
200 ng/well und mit dem Gemisch aus ['*°I]-KGF 1-2 ng/Loch und GPO und GAP (L-M) in
Lésung als Inhibitor fur 2h inkubiert bevor die Mischung dem immobilisierten Liganden flr
2h im Loch angeboten wurde. Die Restbindung von KGF wurde nach Waschen im y-
counter bestimmt. Die einzelnen Diagramme zeigen die Bindungsdaten, wobei die
Bindung in Abwesenheit des Inhibitors zu 100% gesetzt wurde. In den Inserts sind die
Rohdaten gezeigt in % der eingesetzten cpm.

Peptid GPO vermag die Bindung zwischen sich selbst und KGF fast komplett zu
inhibieren, wahrend Peptid GAP darauf keinen Einfluss hat. Die Bindung von KGF an
Peptid GAP ist sehr gering und wird von GPO sehr stark und von GAP nicht inhibiert
(Abbildung 11). GPO gehort zur stark bindenden Gruppe | und GAP ist ein lineares
Kontrollpeptid.

Bestimmung der Inhibitorstdrke von Kollagen/fragmenten und -analoga mit

verschiedenen KGF-Liganden
Die Ergebnisse der

Inhibitionsversuche (Kapitel 26)

Konzentrationen der Inhibitoren fir eine halbmaximale Inhibition der Bindung von KGF (in

mit den zugrundeliegenden

Mg/ml) sind in der folgenden Abbildung zusammengefalt.
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Abbildung 12: Inhibitorstirken loslicher Kollagene/Analoga der Bindung von KGF
auf verschiedene immobilisierte Liganden (Daten aus Kapitel 26)

Es wurden verschiedene Kollagene/Analoga immobilisiert (hier als Liganden bezeichnet).
Die Bindung von KGF an diese immobilisierten Liganden wurde mit steigenden
Konzentrationen an loslichen Kollagenen/Analoga inhibiert und eine halbmaximale
Inhibitorkonzentration bestimmt, bei der die Bindung nur noch halbmaximal (bezogen auf
die Kontrolle ohne Inhibitor) war (in pg/ml, Tabelle zu Abbildung 12). Zur Verdeutlichung
wurden zwei Liganden ausgesucht, a1(l) und KVI. Fur diese Liganden sind die
verwendeten I6slichen Inhibitoren als Inhibitorstarke, definiert als die reziproke
halbmaximale Inhibitorkonzentration (1 / pg/ml), dargestellt (Diagramm). In dem
eingeflgten Diagramm ist die Ordinate nicht verkurzt, so dass die beiden sehr guten
Inhibitoren Kl und KVlra dargestellt werden kdnnen. Je groRer der Wert in dieser
Darstellung, desto starker inhibiert der jeweilige 16sliche Inhibitor die Bindung von KGF an
al(l) bzw. KVI.

Wahrend Kl und KVira sehr gute Inhibitoren der Bindung von KGF an kollagene
Strukturen waren, konnten a1(1)CB3 und CB7 sowie GPP’ und das nicht-tripelhelikale
Kontrollpeptid GAP die Bindung von KGF an kollagene Strukturen nicht beeinflussen
(Abbildung 12). Die ldslichen Inhibitoren CB8 und GPP zeigten je nach immobilisiertem
Liganden gute Beeinflussung der KGF-Bindung, wobei besonders die Bindung an KVI
relativ stark durch CB8 und GPO blockiert wurde und GPO zuséatzlich ein guter Inhibitor
der KGF-a1(l) Bindung ist.

30 Heparin als Kompetitor der KGF- Kollagen Interaktion, EinfluR der

Osmolaritat

Die Bindung von KGF an seinen Rezeptor (KGFR) ist durch Heparin beeinflussbar und
KGF bindet an Heparin, welches als Inhibitor der Bindung von KGF an Kollagene |, IV und
VI eingesetzt wurde. Um die Bindung von ['®I-KGF an Kollagene weiter zu
charakterisieren, wurde zusatzlich die Abhangigkeit der Bindung von der Osmolaritat

untersucht.
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Abbildung 13: Heparin hemmt die Interaktion von ['*I]-KGF mit den Kollagenen I, IV
und VI, die Bindung von KGF an Kollagene und —fragmente ist abhangig von der
Salzkonzentration

Auf Mikrotiterplatten wurden Kollagene a1(1), I, IV, VI immobilisiert und mit ['?°1]-KGF allein
bzw. in Gegenwart von ansteigender Konzentration von Heparin (links)/ NaCl (rechts)
inkubiert. Die Ordinate zeigt prozentual die gebundene Aktivitat zur gesamt eingesetzten
Aktivitat. Die Abszisse beschreibt die eingesetzte Inhibitorkonzentration, wobei der linke
aulere Punkt der Abwesenheit des Inhibitors entspricht (Insert nur fir Heparin).

Die Bindung von KGF an Kollagen IV wurde durch Heparin schwach inhibiert, die Bindung
von KGF an die Kollagene | und VI wurde mittelstark inhibiert. Eine halbmaximale
Inhibition der KGF-Bindung wurde fir a1(l) bei 100-150 und fiir die Kollagene IV und VI
bei 250 mOsm/l erreicht (Abbildung 13). Heparin kann die Bindung von KGF an
Gykanreste enthaltende Kollagene beeinflussen. Die Abnahme der Bindung von KGF bei
hohen Salzkonzentrationen weist auf die Bedeutung elektrostatischer Wechselwirkungen
hin.

31 Sattigbarkeit der Bindung und Affinitat der KGF- Kollagen- Interaktion

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitit der KGF-Kollagen Interaktion wurden
Sattigungsstudien durchgefuhrt. Steigende Konzentrationen von unmarkiertem KGF
wurden mit konstanten Konzentrationen von ['*1]- KGF (1 ng = 0,04 pmol/well) inkubiert
(s. Methoden).
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Abbildung 14: Die Bindung von KGF an immobilisiertes Kollagen folgt einer
Sattigungskinetik.

Es wurden Kollagen | und VI je 200 ng/Loch immobilisiert. Einer konstanten Menge von
['°1]- KGF wurde eine steigende Menge von unmarkiertem KGF und dieses Gemisch dem
immobilisierten Kollagen zugegeben und die Restbindung am y-counter bestimmt. Die
Dissoziationskonstante (Kp) der KGF-Kollagen Interaktion wurde graphisch mit der
Scatchard Methode (Insert) ermittelt und ergibt eine Kp von rund 10® und 10 mol.
Gezeigt wird ein reprasentatives Ergebnis aus 3 Experimenten mit jeweils 3fach Werten.
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Die Sattigung wird bei 5-7 pmol des zugefugten KGF/100ul auf 200 ng/Well (ca. 0,65
pmol) fur immobilisiertes Kollagen | (MW ca. 300.000) und fir Kollagen VI (MW ca.
320.000) mit einer vorbeschriebenen Beschichtungseffizienz zwischen 30-40% erreicht.
Die Scatchard- Analyse der getesteten Kollagene ergibt Bindungsstellen fur KGF mit
vergleichbarer Affinitat, mit einer Dissoziationskonstante (Kp) zwischen 10 und 10° mol/ I.
Basierend auf diesen Daten ergibt sich, dass 1 mol immobilisiertes, natives Kollagen | ca.

1 mol und das mikrofibrillenbildende Kollagen VI ca. 3 mol KGF zu binden vermag.

32 Kollagen-gebundenes KGF ist biologisch aktiv

Die biologische Aktivitat von Kollagen-gebundenem KGF wurde mit Hilfe der
Keratinocyten-Zelllinie HaCaT (von N. Fusening, Heidelberg) untersucht. Diese Zelllinie
kann durch KGF stark in ihrer Proliferation angeregt werden.
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Abbildung 15: Kollagen-gebundenes KGF stimuliert das Wachstum von HaCaT-
Zellen

Die biologische Aktivitat von Kollagen-gebundenem KGF wurde im Zellversuch bestimmt.
Dazu wurden, ahnlich den Bindungsstudien 2 pg/100ul/well a1 von Kollagen |
immobilisiert, mit steigenden Mengen KGF inkubiert und gewaschen, bevor 100.000
HaCat Epithelzellen/ml fir 72 h in Minimalserum ausgesat wurden. Nach Fixierung und
Farbung der Zellen mit SRB wurde deren Zahl im Photometer bei 550/450 nm bestimmt.
Parallel dazu wurde die Proliferation der Zellen nach Zugabe von I8slichem KGF bestimmt
(Insert).

Kollagen | und a1(l) gehéren beide in Gruppe Il der schwach-KGF bindenden Liganden.
Fiar Kollagen | ist in Abbildung 14 eine Sattigung der Bindung im Bereich von 5 pmol
freiem KGF erreicht, wobei in dem linearen Bindungsbereich vorher ungefahr 10% der
Molekule binden. Zum anderen kdnnen die Zellen nur bis zu einer Konzentration von 2
pmol KGF linear in ihrer Proliferation stimuliert werden. Die beobachtete Sattigung der
Proliferation nach KGF-Vorinkubation bei angebotenen freien KGF-Mengen > 20 pmol

kénnte also durch den Effekt der Bindungssattigung aber auch durch die nicht mehr
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steigerbare Proliferationssattigung zustande kommen. Auf jeden Fall scheint das

gebundene KGF zu 100% aktiv zu sein.
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33 Diskussion

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Bindung von KGF an Kollagen. Ausgehend von
der Beobachtung, dass KGF in der fibrotischen Leber an fibrillare Kollagene band, wurden
Konsensusbindungssequenzen auf Seite der Kollagene gesucht. Die Bindungsstarken
wurden in Festphasenassays mit immobilisierten Kollagenen, -fragmenten und kollagenen
Analoga abgeschéatzt und die Zahl der KGF-Moleklle pro Kollagenkette bestimmt.
Zusatzlich wurde die biologische Aktivitat von KGF im freien und gebundenen Zustand
untersucht. Die Modulation der Verfugbarkeit und Aktivitat von KGF, welches in der Leber
gespeichert an Kollagen vorliegt, kdnnte zukinftig im Rahmen einer Fibrosetherapie den
epithelialen Umbau und die Hepatozytenregeneration positiv beeinflussen. Als wichtigstes
und bisher nicht beschriebenes Ergebnis konnte in dieser Arbeit die Tripelhelizitat der
Kollagenhelix sowie die spezifische Aminosaure Hydroxyprolin als wichtig fur einen

extrazellularen KGF-Bindungspartner identifiziert werden (72).

Immunlokalisierung von KGF in fibrotischer Leber

Zu Beginn der Arbeit konnte gezeigt werden, dass KGF zum einen perizellular,
Hepatozyten-assoziiert, aber auch in fibrotischen Septen gebunden wird (Abbildung 4). Es
ist bekannt, dass KGF parakrin wirkt und von mesenchymalen Zellen (hepatische
Sternzellen, Myofibroblasten) exprimiert wahrend der Rezeptor fir KGF von epithelialen
Zellen (Hepatozyten) exponiert wird (71). Wie in Abbildung 4 ersichtlich, konnte KGF stark
perizellular, aber auch Fibrillen-assoziiert in hepatischen fibrotischen Septen angefarbt
werden und die Vorinkubation des Leberschnitts mit KGF flhrte zu einer starken

Anfarbung im Parenchym (Hepatozyten im Regeneratknoten, ev. Rezeptorassoziation).

Screening der Bindungsliganden von KGF mittels Festphasenbindungsassay

Uber die nicht-zelluldre Lokalisation war bekannt, dass Mitglieder der Familie der
Fibroblasten Wachstumsfaktoren (FGF) Uber Fibronektin, Heparansulfate/Heparin,
SPARC, Fibrinogen und Vitronektin an die EZM assoziiert sind.

Tabelle 3: Interaktion von Wachstumsfaktoren mit extrazellularer Matrix

Wachstumsfaktor Molekile in der perizelluldren Molekile in der interstitiellen
Matrix, die mit WF interagieren EZM, die mit WF interagieren

TGF-B Betaglycan Betaglycan
Biglycan Decorin
Kollagen IV Fibronectin
Decorin Thrombospondin
Fibronectin Vitronectin
SPARC

PDGF Collagen IV, V Kollagen I, 11, 11, IV

Fibronectin Fibronectin
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SPARC Vitronectin
Hyaluronan
VEGF Fibronectin Fibronectin
Heparansulfat/Heparin Heparansulfat/Heparin
Hyaluronan
SPARC
TNF-a Biglycan Fibronectin
Fibronectin Decorin
HGF Fibronectin Kollagen
Heparansulfat/Heparin Fibronectin
Vitronectin
FGF Heparansulfat/Heparin Fibronectin
SPARC Vitronectin
IGF Fibronectin Decorin
Fibronectin
IL Vitronektin
Fibrin(ogen)
Versican

nach (30, 82, 83)

Wie in der Tabelle 3 aber auch ersichtlich ist, war die Lokalisation von KGF an Kollagene
bisher nicht untersucht worden. In der eigenen Arbeitsgruppe waren diesbezlglich HGF,
PDGF, IL-2 und OSM untersucht und diese Wachstumsfaktoren als Kollagen-assoziiert
identifiziert worden (10, 34, 73, 84).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass KGF (FGF-7) in vitro an immobilisierte Glykoproteine
wie Laminin, Fibronektin und Kollagen XIV aber auch an fibrillare Kollagene, deren
Fragmente und an tripelhelikale Kollagenanaloga mit unterschiedlicher Affinitat bindet
(Abbildung 5). Die Bindungsstarken der einzelnen Komponenten lieRen sich in zwei
Gruppen unterteilen (vergl. Kapitel 26). Die Mittelwerte der Einzelversuche wurden einer
Varianzanalyse unterzogen (One way Anova) und anschlieBend paarweise verglichen
(pairwise comparison- Tukey Test). Statistisch ergaben sich damit signifikante
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen, wobei die Wahrscheinlichkeit von
Uberschneidungen (p<0,05) offengehalten wurde. Damit gehdren die untersuchten
Glykoproteine sowie KIlIl und KVI und die grofleren CB-Fragmente von a1(l) und alle
tripelhelikalen Kollagenanaloga zu den KGF-bindenden ,starken® Liganden. Insgesamt
konnte man aber ausgehend von diesen Versuchen, nicht eine primare
Konsensusbindungssequenz annehmen, da verschieden Kollagene und deren Fragmente
als KGF-Liganden fungierten, sondern musste davon ausgehen, dass ev.
Sekundarstrukturmerkmale wie eine starke Tripelhelix und -wie schon bekannt-
Zuckerreste auf den oben genannten Glykoproteinen fiir die Bindung verantwortlich

waren.
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Screening der Bindungsliganden von KGF mittels Ligandenblot

Auf der Suche nach Konsensusbindungsstrukturen wurden die Ketten von Kl, KIV, KVI
und die CB-Peptide der a1(l)-Kette gelelektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und
radioaktives KGF gebunden (Abbildung 6). Es zeigte sich, dass alle Ketten und
Fragmente KGF gut banden mit Ausnahme der a1(VI)-Kette und dem kleinen CB3(l). Dies
kénnte durch einen hohen Glykolisierungsgrad der a1(VI)-Kette und der geringen
Tripelhelizitdit des CB3-Fragmentes erklarbar sein (85). Ahnlich wie bei den
Festphasenbindungsversuch zeigte sich auch hier, dass keine Primdraminosauresequenz
fur die Bindung an KGF verantwortlich ist, sondern eher die Sekundarstruktur und ev.
kollagenspezifische Merkmale wie Hydroxyprolingehalt und der Glykolisierungsgrad der

Kollagene.

Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von KGF an Kollagen I/Fragmente und Analoga

Zur Untersuchung von kleinen Peptiden und Fragmenten ist der Ligandenblot nicht
geeignet. In der Dot-Blot Analyse der Bindungsliganden von KGF wurde gefunden, dass
besonders die stark tripelhelikalen und Hydroxyprolin-haltigen Proteine (KI, GPO) gute
Liganden von KGF sind (Abbildung 7). Das tripelhelikale, aber kein Hydroxyprolin-
enthaltende GPP war hier ein mittelguter Ligand, wahrend das lineare Kontrollpeptid GAP
keine Interaktion mit KGF zeigte. Wie schon beim Ligandenblot beobachtet, konnte also
keine Primar-Konsensussequenz nachgewiesen werden; gemeinsame Eigenschaften der

guten Bindungspartner sind dagegen hohe Tripelhelizitat und hoher Hydroxyprolingehailt.

Ki

Kollagen | bindet KGF schwach (Abbildung 5), inhibiert aber die Bindung von KGF an
allen getesteten immobilisierten Liganden, Kl, a1, a2(l), KIV und KVI, (Abbildung 12) sehr
stark. Dies konnte Hinweis darauf sein, dass offensichtlich mehr Bindungsstellen fir KGF
zuganglich sind, wenn Kl in Lésung vorliegt bzw. kénnten Bindungsstellen durch das
Immobilisieren verdeckt werden. Die Bindung von KGF an Kl konnte von dem sehr guten
I6slichen Inhibitor KVI, aber auch durch CB8(l) und Heparin in hohen Konzentrationen
beeinflusst werden (Abbildung 12). Die nur mafige Inhibition der KGF-KI Bindung durch
Heparin spricht dafir, dass die Bindungsstellen auf KGF fur kollagene Strukturen und fur
Heparin nicht vollstandig Uberlappen bzw. getrennt vorliegen und/ oder duch die Bindung
z.B. von Heparin an KGF eine zuvor beschriebene Konformationsanderung induziert wird,
die auch die KI-Bindung beeinflusst (55, 61, 86).
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CB-Peptide

Die definierten Cyanbromid-Spaltprodukte der a1(l)-Kette (CB3, CB6, CB7 und CB8, mit
149, 264, 271 und 279 Aminosauren) haben Schmelztemperaturen von 23.9, 26.7, 28.1
und 28.0 °C (75, 87). Je hdher die Schmelztemperatur ist, desto stabiler ist ein Molekdl,
im Falle der CB-Peptide ist fur die Stabilitat die kollagene Tripelhelix verantwortlich. Der
grofRe Anteil der GPP oder GPO Motive in CB6, CB7, CB8 zeigt, dass in den langeren CB
Peptiden eine minimale Anzahl aufeinanderfolgender GPO/GPP Triplets zusatzlich zu
einer tripelhelikalen Struktur und der kollagenspezifischen Aminosaure Hydroxyprolin
vorhanden sein muss, um als guter Bindungsligand fir KGF zu fungieren. Eine
Untersuchung der Sequenz von CB3 ergab, dass sie vier isolierte GPP oder GPO Triplets
umfasst, andererseits die Cyan Bromid Peptide CB6, CB7 und CB8 12, 12 und 9 Triplets
in ihrer Sequenz aufweisen (88). CB6 enthalt eine ununterbrochene Folge von mehr als
zwei Triplets GPO oder GPP (insgesamt 5 in der Sequenz), wahrend CB7 und CB8 ein
oder zwei aufeinanderfolgende Triplets enthalten. Die vorgestellten Bindungs- und
Inhibitionsdaten unterstitzen die These, dass KGF an tripelhelikale, Hydroxyprolin-haltige
Strukturen bindet: CB3 mit der geringsten Tripelhelizitat bindet KGF schlecht (Kapitel 26)
und inhibiert die Bindung von KGF an Kollagene nur schwach (Abbildung 9). CB6 von
a1(l) bindet KGF sehr gut (Kapitel 26) und inhibiert die Bindung von KGF an sich selbst
sehr gut. Im Vergleich von CB7 und CB8 ist CB8 ein starkerer Inhibitor der KGF-Bindung
an kollagene Strukturen. CB7 zeigte im Festphasenbindungsassay eine gute Bindung von

KGF war aber als Inhibitor wirkungslos (Abbildung 12).

Bindung an KVI

Kollagen VI bzw. sein Kettengemisch KVlra ist ein starker Inhibitor der Bindung von KGF
an alle getesteten immobilisierten Liganden (Abbildung 12, eingefliigtes Diagramm) und
bindet KGF auch immobilisiert im Gefal® sehr gut (Abbildung 5), sodass Kollagen VI
wahrscheinlich eine Bindungsstruktur aufweist, die durch das Immobilisieren nicht
verandert bzw. abgedeckt wird. Da bei der Isolierung von dem hier verwendeten KVI aus
Plazenta mittels Pepsinsolubilisierung nur der tripelhelikale Anteil der Kollagene Ubrig
bleibt, was im Fall von KVI den Verlust von 2/3 der Masse bedeutet, muss die KGF-
Bindungsstruktur sich auf den kurzen Tripelhelix-Abschnitt beschranken. In einer neueren
Arbeit der Arbeitsgruppe konnte der tripelhelikale Anteil der a2(VI)-Kette als Ligand flr
Kollagenasen in der fibrotischen extrazellularen Lebermatrix identifiziert werden, der als
Speicher fir die inaktiven Proformen dieser Proteasen dient (89). Dieser enthalt aber
auch Glykanreste an die KGF binden kann, wobei bekannt ist, dass KGF an Glykane von
anderen Proteoglykanen bindet (85). Dies wird auch durch die Inhibition der KGF-Bindung

durch Heparin bestatigt (vergl. Kapitel 26). Kurzlich wurden drei neue Ketten von KVI
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beschrieben, wobei die Expression nur Organ-spezifisch stattfindet und z.B. nur die a6(VI)
in Leber exprimiert wird (90). Diese neuen Ketten wurden aber im Rahmen der Arbeit

nicht weiter untersucht.

Kollagenanaloga

Die bevorzugte Bindung von KGF an GPO noch vor GPP weist darauf hin, dass die
Tripelhelizitat, die sich in hohen Schmelztemperaturen zeigt bzw. die Hydroxylgruppe des
Hydroxyprolins eine wichtige Rolle spielen (Abbildung 5). Die Starke des Bindungsmotivs
aufeinanderfolgender  GPO/GPP-Triplets  unterstreichen auch  Bindungs- und
Inhibitionsversuche mit den verwendeteten synthetisch hergestellten Peptiden, die aus
einer Aminosauresequenz bestehen, deren Triplets sich zehnmal wiederholen (Abbildung
10) (76, 77). Die Bindung von KGF an CB6 konnte nur durch GPO und nicht durch die
anderen Kollagenanaloga inhibiert werden. GPO inhibiert starker als GPP die Bindung
von KGF an Kollagen VI (Abbildung 10), welches ein sehr starker Bindungspartner fir
KGF ist (Abbildung 5). Die schwachere Bindung an GPP (enthalt kein Hydroxyprolin) und
GPP" (Abbildung 5, Abbildung 7), einem tripelhelikalen Peptid mit Anteilen von 10
hintereinander folgenden GPP-Triplets, unterbrochen von einem Integrin-bindenden Motiv
(76, 77) zeigt, dass ein Minimum von funf aufeinander folgenden GPO-Molekulen
notwendig fur die KGF- Kollagen Interaktion ist. Eine Bindung kommt nicht zustande mit
dem analogen, jedoch nicht helikalen Peptid GFOGER-GAP.

Heparin

KGF, als ein Mitglied der FGF Familie, bindet an Heparin und Heparinsulfat (61, 91, 92).
Die Interaktion von KGF und seinem Rezeptor FGFR2-IIIb (55, 93) kann durch Heparin
teilweise verhindert werden, teilweise wird Heparin bendtigt, um einen stabilen KGF-
KGFR Komplex zu erhalten (55, 94). Die Bindung von KGF an Kollagene kann durch
Heparin nicht komplett verhindert werden (Abbildung 13). Wir deuten dies als ein weiteres
Indiz dafiir, dass die ftripelhelikale Struktur in der KGF-Kollagen Interaktion eine
entscheidende Rolle spielt. Fur KGF wurde gezeigt, dass zwei raumlich entfernt liegende
Bindungsdomanen fir Heparin und gleichzeitig den Rezeptor existieren (86). Die
Ergebnisse der Inhibitionsstudien mit Heparin und den synthetischen Kollagenanaloga
zeigen aber, dass entweder Kollagene ebenfalls an diese Bindungsstellen auf dem KGF
binden, wobei Heparin dann in Konkurrenz zu Kollagen tritt, oder aber es eine weitere
Heparin-unabhangige Kollagenbindungsstelle auf dem KGF gibt. Dass es sich dabei um
dieselbe Bindungsstelle am KGF flir Heparin und Kollagen handelt, muss ausgeschlossen
werden, da die Inhibition von KGF am Kollagen durch Heparin nicht vollstandig war. Auch

die Anwesenheit von nur locker assozierten Glykanen/Proteoglykanen an unseren
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Kollagenpraparationen kann ausgeschlossen werden aufgrund der mehrfach gezeigten
Reinheit unserer Kollagenpraperation durch Pepsinverdau und rigide Salzfallungen (72).

Wie spater bekannt wurde, enthalt Haut einen weiteren wichtigen Kofaktor fir KGF,
Heparin und auch Dermatansulfat, welches aber hier in meiner Arbeit nicht als Inhibitor
der Kollagenbindung eingesetzt wurde (95). Interessanterweise sind beide Glykane an
KVI assoziiert und ermdglichen damit eine zusatzliche Tripelhelix/(Hydroxyprolin)-
unabhangige Bindung von KGF an KVI (85). Heparin inhibiert die Bindung von KGF an
Kollagen | nur halbmaximal. Die Cyanbromidpeptide von a1(l) und besonders CB6
werden an einigen Hydroxylysinresten glykolysiert (Glukose-Galaktose) (96). Diese
Glykanreste kénnten fiir die Inhibitionswirkung von Heparin bezlglich der Bindung von
KGF an Kollagen | verantwortlich sein. Ein weiterer bzw. alternativer Mechanismus ware
die Inhibition der Bindung uber ionische Wechselwirkungen. Dies wurde durch Erhéhung

der Salzkonzentration im Bindungsassay auch gezeigt.

Salz

Das die Bindung von KGF an die Kollagene durch eine ansteigende Osmolaritat
verhindert werden kann, zeigt, dass die Verbindung hauptsachlich ionischen Charakter
hat, welcher schon fir andere Kollagen-Wachstumsfaktoren-Interaktionen gezeigt werden
konnte (Abbildung 13)(10, 34). Im Kontext der Méglichkeit der nichtkovalenten Bindungen,
als da waren ionische-, dipol-, v.d. Waals- und Wasserstoffbrickenbindungen, konnten wir
zeigen, dass aufgrund des ionischen Charakters (Salzabhangigkeit) es sich um eine

ionische und damit mittelstarke Bindung handeln muss.

KGF-HGF

Nun stellt sich die Frage, gibt es noch andere Faktoren, die an Kollagene binden und wie
ist diese Bindung beschaffen? Dazu wurde ausserhalb meiner Doktorarbeit aber im
Rahmen der Veréffentlichung ein weiteres Heparin-bindendes Zytokin, namlich HGF,
getestet in Konkurrenz zur KGF Bindung an Kollagen Typ |, lll und VI (72). Eine maximale
Inhibition der KGF Bindung an Kollagen | und Il wurde bei einem 120 fachen molaren
Uberschuss von dazugegebenem HGF beobachtet. Bei Kollagen VI war ein 140 facher
molarer Uberschuss notwendig, um eine nur halbmaximale Inhibition zu erreichen. Diese
Ergebnisse zeigen deutlich, dass beide Wachstumsfaktoren (KGF, HGF) auf Kollagen |
und Il mutmaflich die gleiche Bindungsstelle haben missen, hingegen es auf KVI fir
KGF zusatzliche Bindungsstellen — z.B. die oben beschriebenen Zuckermolekiile - gibt. In
neueren Arbeiten werden unsere Ergebnisse bestatigt, insoweit das HGF und KGF
Uberlappende Bindungsstrukturen auf Zuckermolekilen (Heparin-, Chondroitin-,

Dematansulfatoligosaccharide) aufweisen (97).
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Séttigung

Von einer spezifischen Bindung, im Gegensatz zu einer unspezifischen Bindung, wird
nach dem pharmakologischen Prinzip der Liganden-Rezeptoren-Interaktion gefordert,
dass die Bindung des Liganden, hier KGF, an den Rezeptor, in dem Fall die Kollagene,
antagonisiert werden kann und sattigbar ist (57). Eine unspezifische Bindung, wie die von
KGF an Polystyrol, die als Kontrolle diente, weilt diese Eigenschaften nicht auf.
Sattigungsstudien der KGF-Kollagenl/ VI Bindung (Abbildung 14) lieken uns
Dissoziationskonstanten zwischen 10® M -10° M abschatzen und entsprechen damit dem
Wert, den auch andere Wachstumsfaktoren-Kollagen Bindungen aufweisen (10, 34, 73,
84). Dieser Wert (108, 10°° M) entspricht der Affinitat von KGF zu seinem Rezeptor (55,
98).

Die Abschatzung der Bindungsmolariaten von Ligand und KGF mittels Scatchard- Analyse
ergab 1 Mol immobilisiertes placentales tripelhelikales Kollagen | und IlI-Fragment binden
schatzungsweise 1 Mol, Kollagen VI-Fragment dagegen bindet 3 Mol KGF (72). Da bei
einer spezifischen Bindung nur eine bestimmte Anzahl Bindungsstellen zur Verfligung
steht, nahert sich die Menge des gebundenen Liganden asymptotisch einem Maximum,
wahrend eine unspezifische Bindung linear mit der Menge des angebotenen Liganden
ansteigt. Diese Zahlen sind als Minimum anzusehen, da davon auszugehen ist, dass die
raumliche Konformation der, auf Polystyrol immobilisierten, Kollagene im Reaktionsgefass

die Freilegung aller Bindungsstellen nicht zulasst.

Biologische Funktion von KGF in der Wundheilung

Die gezeigten Ergebnisse bezuglich Bindung von KGF am Kollagen der extrazellularen
Matrix, gezeigt in in vitro Experimenten und der biologischen Aktivitdt wvon
matrixgebundenem KGF, gezeigt in einem Bioassay mit Keratinozyten einer
Melanomzelllinie (Abbildung 15), legen den Schlull nahe, dass diese Assoziation
wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Speicherung, der lokalen Verfiigbarkeit und
Aktivitat dieses Wachstumsfaktors spielt.

Die Wundheilung wird durch die koordinierte Freisetzung vieler verschiedener Polypeptide
kontrolliert. KGF ist in mesenchymalem Gewebe (Muskel, Gefasse), welches sich unter
einer verletzten epithelialen Schicht befindet, hochreguliert. KGF findet sich nach
Hautverletzung, bei Erkrankungen im Intestinaltrakt und bei Hepatitis, es fordert die
Reepithelisation von Haut, Interstitium und Leber und damit deren Regeneration (13, 70,
99, 100). Lokal oder systemisch produziertes KGF, wird an Kollagene der extrazellularen
Matrix gebunden und gespeichert. Damit ist aber ein Teil des vorhandenen KGFs in der
Matrix versteckt, nicht direkt fur Zellen zuganglich, und kann erst mit seinen Zielzellen,

den Keratinozyten oder den Hepatozyten, in Kontakt treten. Bei Matrixverringerung
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(Fibrolyse), durch Zellmigration oder therapeutisch Uber eine Freilassung von KGF von
der extrazellularen Matrix durch Konkurrenzproteine (GPO) koénnte also KGF mit seinen
Zielzellen interagieren. Des Weiteren koénnten die Ergebnisse in die Entwicklung eines
Kollagenvliesses einflielen, bestehend aus Fragmenten von Kollagen VI, dass selbst
proliferativ auf adharente mesenchymale und epitheliale Zellen wirkt (101). Das Vlies
koénnte mit KGF beimpft und auf die Wunde aufgebracht werden. Das therapeutische Feld
dafur ware sehr grof3, angefangen vom postoperativen Einsatz um die Wundheilung zu
forsieren und kostensparend zu behandeln, tiber die Moéglichkeit auch sekundar heilende
Wunden glinstig zu beeinflussen, bis hin zur Stabilisierung ausgepragter, groflachiger

Wunden beispielsweise nach Verbrennungen mit all ihren Komplikationen.

KGF in der Leberfibrose

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass KGF an Kollagen bindet, welches sich in den
fibrotischen Strangen einer alkoholgeschadigten Leber zwischen den Regeneratknoten
befindet, wobei KGF auf Kryosatschnitten mittels eines polyklonalen Antikérpers zur
Darstellung kam ( Abbildung 4). Kurzlich konnte in humaner Leber gezeigt werden, dass
KGF die Hepatozytenproliferation und damit die Leberregeneration verstarkt (71). Um die
regenerative Fahigkeit des KGFs therapeutisch nutzen zu kénnen, ware denkbar, dass
das kleine Kollagenfragment CB8, oder synthetische Analoga der Struktur von GPO und
in hohen Konzentrationen auch Heparin bzw. Heparinanaloga die Bindung von KGF an
die fibrotischen Septen beeinflussen koénnte. Inwieweit auch kleinere Fragmente der
KVlira-Ketten dies tun, muss in weiteren Versuchen gezeigt werden. Bei chronischen
Lebererkrankungen wurde eine erhéhte KGF-Expression in hepatischen Sternzellen
beobachtet, wobei die streng parakrine Wirkungsweise von KGF auch in der Leber
dadurch gezeigt wurde, dass der KGF-Rezeptor ausschlieBlich auf Hepatozyten gefunden
wurde (102). Therapeutisch kénnte man durch Einsatz von GPO, versuchen, das
Kollagen-gebundene KGF freizusetzen, und damit die Fibrosierung bzw. eine

Carcinogenese (der Hepatozyten) zu unterbinden (103).
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34 Zusammenfassung

Kollagene gehdren zur extrazellularen Matrix (EZM), die in Wechselwirkung mit den
umgebenden Zellen steht und dabei nicht nur ein mechanisches Gerust fur deren
Anheftung und Wanderung, sondern ein komplexes Netzwerk darstellt. Die EZM besteht
neben den Kollagenen aus Glykoproteinen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und
assoziierten Faktoren. Die EZM kommuniziert mit den Zellen ihrer Umgebung teilweise
Uber definierte Sequenzen von Oligopeptiden und strukturellen Domanen ihrer Molekiile
und bewirkt im Zusammenspiel mit Wachstumsfaktoren eine koordinierte
Signaltransduktion. Bei der Leberfibrose besteht ein Ungleichgewicht von Matrixsynthese
und —abbau sowie auch ein qualitativer Unterschied bez. ihrer Bestandteile. Ausgelost
durch schadigende Noxen kann man sich die Fibrose als einen kontinuierlichen
Wundheilungsprozess vorstellen, der mit einer Narbenbildung einhergeht. Aufgrund der
Chronifizierung des Prozesses, der spater auch ohne Entziindungsreaktionen ablauft,
muss sich neben der Anderung der Bindegewebsbestandteile auch die Menge und Art der
assoziierten Wachstumsfaktoren andern. In dieser Arbeit wurde diesbeziglich der
Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF) untersucht und als Matrix-assoziierter klassifiziert
wurde. Mit Hilfe von synthetisch hergestellten Kollagenmimetika konnten wir das
tripelhelikale, Hydroxyprolin-haltige Molekul (Gly- Pro- Hyp) als potenten Inhibitor der
Kollagenbindung von KGF identifizieren und damit auch die eigentliche Bindungssequenz
auf der Matrix definieren. Wir konnten zeigen, dass der von mesenchymalen Zellen
stammende und epitheliale Zellen zur Proliferation und Differenzierung anregende KGF
an die Kollagene |, Il und VI bindet. Die Interaktion ist spezifisch und durch eine definierte
Anzahl von Bindungsstellen pro Kollagenmolekdl charakterisiert. KGF ist in dieser
gespeicherten Form biologisch aktiv, es stimuliert z.B. die Proliferation einer
transformierten Keratinozyten (HaCat) Zelllinie. Die Modulation von fibrosierenden und
regenerativen Prozessen Uber die Beeinflussung der Speicherung und lokalen Aktivitat
von Wachstumsfaktoren in der extrazellularen Matrix kénnte durch inhibitorische Peptide
oder Analoga gelingen, was ein perspektivisch erganzendes Konzept in der Behandlung

einer Fibrosierung ist.
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35 Abkirzungen

AK Antikorper

Ala Alanin

APS Ammoniumperoxydisulfat

Arg Arginin

bFGF basic fibroblast growth factor (basischer Fibroblastenwachstumsfaktor)
BSA Bovines Serumalbumin

CPM counts per minute (Zerfallsereignisse pro Minute)

CTGF connective tissue growth factor (Bindegewebe-Wachstumsfaktor)
Cys Cystein

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermal growth factor (epidermaler Wachstumsfaktor)
EZM Extrazellulare Matrix

FKS Fotales Kalberserum

Fn Fibronektin

Glu Glukosamin

Gly Glycin

HGF hepatocyte growth factor (Hepatozytenwachstumsfaktor)
HSC hepatische Sternzelle

Hyp Hydroxyprolin

lle Isoleucin

kD Kilodalton

kDa Kilo-Dalton

KGF keratinocyte growth factor (Keratinozytenwachstumsfaktor)
KGFR Keratinozytenwachstumsfaktor-Rezeptor

Ki Kollagen |

Kil Kollagen Il

Kl Kollagen Il

KIV Kollagen IV

KV Kollagen V

KVI Kollagen VI

Lam Laminin

MAPK »,mitogen-activated protein kinase“ (= erk)

MMP matrix metalloproteinase (matrixabbauendes Enzym)

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PDGF .platelet-derived growth factor* (Plattchenwachstumsfaktor)
Pro Prolin

SDS Sodiumdodecylsulphate, Natriumdodecylsulfat

SDS- sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
PAGE

TC total counts (Gesamtzahlereignisse)

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase (MMP Inhibitor)

Tris Trishydroxyethylaminomethan
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