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6 Zusammenfassung 
 

Die Leberfibrose ist durch vermehrte Akkumulation von extrazellulärer Matrix (EZM) 

charakterisiert. Antifibrotische Therapieansätze zielen sowohl auf die Verringerung der 

EZM-Synthese als auch den verstärkten EZM-Abbau, z.B. durch Matrix-

Metalloproteinasen (MMPs). Kollagene als Hauptbestandteile der EZM modulieren 

indirekt durch die Speicherung von MMPs und Wachstumsfaktoren (WF) zelluläre 

Prozesse wie Proliferation, Migration und Differenzierung. Die gezielte Beeinflussung 

dieser Matrix-Bindung von MMPs oder WF stellt einen rationalen Ansatzpunkt für neue 

lokal wirkende, therapeutische Strategien dar. Vorraussetzung dafür ist die Kenntnis 

des Bindungsverhaltens der biologisch wirksamen Moleküle an Kollagene aus der EZM.  

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Bindung ausgewählter MMPs und ihrer 

Proformen durch Kollagene, die teilweise nicht als Substrat beschrieben sind. In der 

Arbeitsgruppe wurde in Vorarbeiten die tripelhelikale Kollagensequenz „(Glycin-Prolin-

Hydroxyprolin)n , (GPO)n“ als Konsensusbindungsstelle für die Proformen von MMPs 

(proMMPs) identifiziert.   

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Bindungsstärke der Gelatinasen und 

Kollagenasen an Kollagene bzw. Kollagenfragmente sowie an ein aus der 

Konsensusbindungssequenz abgeleitetes tripelhelikales Kollagenmimetikum als Basis 

für eine gezielte lokale Modulation/Kompetition dieser Bindung. Darüber hinaus sollte 

der Einfluss der MMP-Kollagen-Interaktion auf die enzymatische Aktivität der MMPs 

untersucht werden. In Hinblick auf zukünftige Anwendungen, zunächst im Tiermodell 

der Fibrose, waren auch Effekte von Kollagenmimetika in vitro auf MMP-produzierende 

Zellen von Interesse. 

Die Kinetik der Bindungen, wie die Dissoziationskonstante KD, wurde mit Hilfe der 

Surface Plasmon Resonance-Methode (Biacore) und qualitative Bindungsparameter, 

wie die Bindung an verschiedene Kollagenfragmente, mit Festphasenbindungs-Assays 

in Mikrotiterplatten ermittelt. Zusätzlich wurden MMP-Kollagen-Wechselwirkungen in 

situ auf Gewebeschnitten der Leber untersucht. Änderungen der Enzymaktivität der 

MMPs wurden über die Umsetzung Fluoreszenz-markierter bzw. biotinylierter MMP-

spezifischer Substrate gemessen. Effekte der MMPs auf Proliferation und 

Migration/Invasion u.a. von hepatischen Sternzellen, wurden in Zellkulturversuchen 

untersucht. 
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Die Dissoziationskonstante KD als Maß der Bindungsstärke der Gelatinasen proMMP-2 

und -9 an tripelhelikales Kollagen I lag im niederen mikromolaren Bereich (KD ~ 10-7 M). 

Für die aktivierten Enzyme war sie etwa 10fach schwächer. Die proMMP-2-Bindung an 

das sehr stabile und rigide tripelhelikale Kollagenmimetikum (GPO)10 war mit einem KD-

Wert im Bereich von 10-9 M ca. 100fach stärker als die proMMP-2-Bindung an Kollagen 

I. (GPO)10 hob die proMMP-2-Kollagenbindung kompetitiv auf, was zur Freisetzung 

zuvor Kollagen-gebundener MMPs führte. Dies wurde auch in situ auf Gewebeschnitten 

zirrhotischen Lebergewebes gezeigt. Dies unterstreicht die Wirkung von (GPO)10 als 

hochwirksamen Kompetitor der MMP-Kollagen-Wechselwirkung. Anders als der 

natürliche Bindungspartner, das tripelhelikale Kollagen I-Fragment, wirkte (GPO)10 

zusätzlich als Aktivator von proMMP-2. In Migrations-/Invasionsassays wurde die MMP-

2-abhängige Invasion der Fibrosarkomzelllinie HT1080 und die durch MMP-2 stimulierte 

Proliferation der hepatischen Sternzelllinie CFSC durch (GPO)10 gesteigert. 

Die Kollagenasen proMMP-1, -3, -8 und proMMP-13 banden mit KD-Werten im 

nanomolaren Bereich an das nicht-Substrat Kollagen VI über dessen tripelhelikales 

Kollagen VI-Fragment. Die α2(VI)- bzw. α3(VI)-Einzelketten wurden als direkte 

Bindungspartner identifiziert. Auch hier banden die aktivierten Enzme etwa 10fach 

schwächer. Und anders als das Kollagenmimetikum (GPO)10 bei den Gelatinasen 

hemmten die KVI-Ketten die enzymatische Aktivität der Kollagenasen. Die 

Autoaktivierung der Kollagenasen war in Gegenwart der α2(VI)-Kette inhibiert. 

Aus den Ergebnissen ergeben sich folgende Schlussfolgerungen: Die latenten 

Proformen der MMPs binden an Kollagene die teilweise nicht-MMP-Substrate sind. Die 

Bindung der proMMPs ist nicht nur eine Speicherung im Sinne einer Aufbewahrung für 

eine evtl. spätere Aktivierung, sondern schützt die proMMPs direkt vor autolytischer 

Aktivierung. Aus pathophysiologischer Sicht wird die lokale Wirkung der MMPs durch 

überschüssiges Kollagen neutralisiert. 

Die Kollagenbindung der Gelatinasen kann durch das Kollagenmimetikum (GPO)10 

gezielt geschwächt werden, was zur Freisetzung der Enzyme führt. ProMMP-2 wird 

zudem durch (GPO)10 aktiviert. In vitro bewirkt (GPO)10 eine verstärkte Proliferation und 

Migration von hepatischen Stern- und anderen mesenchymalen Zellen. Die Aktivität der 

Kollagenasen wird durch KVI, welches in zirrhotischem Gewebe vermehrt exprimiert ist, 

und insbesondere durch dessen α2(VI)-Kette moduliert. Die Speicherfunktion der 

α2(VI)-Kette für die MMP-Proformen und die gleichzeitige Inhibition der enzymatischen 
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Aktivität aktivierter Kollagenasen unterstreicht die Inhibitor-ähnliche bzw. -

unterstützende Funktion der α2(VI)-Kette.  

Die lokale Modulation der MMP-Aktivität durch (GPO)10 für die Gelatinasen bzw. durch  

die α2(VI)-Kette oder entsprechende Analoga für die Kollagenasen eröffnet so einen 

rationalen Ansatzpunkt zur Therapie pathologischer Veränderungen wie der 

Leberfibrose oder auch von Tumorerkrankungen. Das in vivo-Potential soll jetzt im 

Tierversuch getestet werden.  
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 

Allgemein gebräuchliche Abkürzungen 
 
bzw.    Beziehungsweise                 

ca.    circa                  

d.h.    das heißt                    

et al.    und andere                 

etc.    et cetera                 

ggf.   Gegebenenfalls                

o.g.    oben genannt                  

s.o.    siehe oben                 

u.a.    unter anderem                   

u.   und                

usw.    und so weiter                 

vgl.   vergleiche                

z.B.    zum Beispiel 

Aminosäuren 

Alanin   Ala  A 
Cystein   Cys  C 
Asparaginsäure  Asp  D 
Glutaminsäure  Glu  E 
Phenylalanin   Phe  F 
Glycin    Gly  G 
Histidin  His  H 
Hydroxyprolin  Hyp O 
Isoleucin   Ile  I 
Lysin    Lys  K 
Leucin   Leu  L 
Methionin   Met  M 
Asparagin   Asn  N 
Prolin    Pro  P 
Glutamin   Gln  Q 
Arginin   Arg  R 
Serin    Ser  S 
Threonin   Thr  T 
Valin    Val  V 
Tryptophan   Trp  W 
Tyrosin   Tyr  Y 
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Kinetische Konstanten 
 
ka    Assoziationsrate (“On-Rate”) (M-1s-1)               

KA    Assoziationskonstante (M-1)                 

kd    Dissoziationsrate (“Off-Rate”) (s-1)               

KD    Dissoziationskonstante (M) 

Physikalische Größen und Einheiten 
 
° / °C    Grad bzw. Grad Celsius        

Å   Ångström (1 Å = 10-10 m)                

kD    Kilodalton                     

λ    Wellenlänge (nm)         

L    Liter                     

M        molar (mol / L) / Mol                   

m         Meter / milli                    

N   Normalität (mol / L)         

n          nano / Stoffmenge         

p          pico                  

RU   “Resonance Units” – Resonanz Einheiten (Biacore)    

s          Sekunden                  

Tm   Schmelz- bzw. Denaturierungstemperatur (°C)     

µ    mikro 

Sonstige 
 
α_(I / VI)  jeweilige tripelhelikale Abschnitte der α-Einzelketten von Kollagen I & VI 

APMA    4-Aminophenylquecksilberacetat                

AS     Aminosäure                   

CB    Cyanbromidfragment              

CBD    Collagen Binding Domain           

CFSC   Cystic Fibrotic Stellate Cells              

Col-1,-2,-3   Subdomänen der CBD           

DMSO   Dimethylsulfoxid              

EDC    N-Ethyl-N’-(dimethylaminopropyl)carbodiimid        

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure            

EZM    Extrazelluläre Matrix           

FACIT    Fibril Associated Collagens with interupted Triple Helices 
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Fn    Fibronektin               

GAP    H-GCA-(GAP)5-GFOGER-(GAP)5-GCAG-NH2     

(GPO)10   [H-GCO-(GPO)10-GCOG-NH2]3          

HOAc   Essigsäure              

HBS-EP   HEPES-buffered saline-EDTA/P20            

HSZ    hepatische Sternzelle                   

IL    Interleukin                  

IFN    Interferon                                                   

KI      Kollagen I                 

KVI    Kollagen VI                

KVI-F   tripelhelikales Kollagen VI-Fragment              

KVI r,a   Kollagen VI-Einzelkettengemisch       

MMP(s)   Matrix-Metalloproteinase(n)              

MT-MMP   Membrane Type-Matrix Metalloproteinase           

NHS   N-Hydroxysuccinimid             
P20    Polysorbat 20 / Polyoxyethylen(20)sorbitanmonolaurat         

PBS   Phosphatgepufferte Kochsalzlösung               

RT   Raumtemperatur              

SDS    Natriumdodecylsulfat              

SPR    Surface Plasmon Resonance            

TGF    Tranforming Growth Factor            

TIMP    Tissue Inhibitor of Metalloproteinases             

TNF    Tumornekrosefaktor                

Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
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