Aus dem Institut/der Klinik fur
Gastroenterologie/Infektiologie/Rheumatologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Mesenchymale Wachstumsinhibition und Induktion der
Differenzierung durch signalgebende Domanen von Kollagen
X1V, insbesondere die N-terminale Fibronektin Typ Il
Homologie

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Christine Wagner
aus Waldstetten (Wrttemberg)


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

Datum der Promotion: .97:12.2007


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

I nhaltsver zeichnis

Einleitung
1.1 Dieextrazelluldre Matrix
1.2 Kollagene
1.3 Kollagen X1V
1.4 Zelrezeptoren fir die extrazelluldre Matrix
1.5 Der CD44-Rezeptor
16 Fragestellung

Material und Methoden
21 Materid
2.1.1 Gerdte
2.1.2 Weitere Materialien
2.1.3 Medien, Losungen und Reagenzien
2.1.4 Zdllinien
2.1.5 Kollagene
2.2 Methoden
2.2.1 Zdlkultivierung
2.2.2 Beschichtung der Zellkulturflaschen mit EZM-Proteinen
2.2.3 Direkter Zusatz von gel 6sten Kollagen X1V -Fragmenten
2.2.4 Zdlproliferationsuntersuchung
2.2.5 Z€lzahlbestimmung mit Sulforhodamin B
2.2.6 Zelladhasionsversuche
2.2.7 Reaktivierungsversuche mit Hautfibroblasten
2.2.8 Durchflusszytometrie

2.2.9 ZdImorphologie

10

11

12

13

13

13

13

14

15

15

18

18

19

19

20

21

22

22

23

24


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

2

2210  Zdldifferenzierungeassay mit 3T3-L1 Praadipozyten
2211 Statistische Auswertung
Ergebnisse
Natives, immobilisiertes Kollagen X1V hemmt

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

konzentrationsabhangig die Proliferation von Hautfibroblasten, 3T3,
HT1080 und Melanomzellen

Immobilisierte rekombinante Kollagen XIV-Fragmente zeigen
unterschiedliche Effekte auf die [3H]-Thymidin-Aufnahme von HF
und 3T3-Zellen

Einfluss von gel 6sten rekombinanten Kollagen X1V -Fragmenten auf
die Proliferation von HF und 3T3-Zellen.

Adhasion
Reaktivierungsversuch mit Hautfibroblasten
Kollagen X1V verandert das Wachstumsmuster von 3T3-Zellen

Transformation von 3T3-L1-Zellen zu Adipozyten durch eine
Exposition mit Kollagen X1V

Diskussion
Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

24

24

26

26

27

29

31

32

35

38

39

43


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

Abstract

Kollagen XV ist ein Molekil der extrazellularen Matrix, das insbesondere in differenziertem
Gewebe und in spaten Stadien der embryonalen Entwicklung exprimiert wird. Da Kollagen
XIV in stark proliferierendem oder entdifferenziertem Gewebe fast nicht nachweisbar ist, ist

eine funktionelle Rolle in der Erhaltung der Zelldifferenzierung anzunehmen.

In dieser Arbeit wurde eine antiproliferative, Quieszenz- und Differenzierung-induzierende
Wirkung von humanem Kollagen XIV und seinen rekombinaten Fragmenten auf
mesenchymale Zellen nachgewiesen. Bei humanen Hautfibroblasten, Mausfibroblasten und
3T3-L1 Praadipozyten konnte die Proliferation signifikant reduziert werden, wahrend die
Zellzahl und die Lebensfahigkeit der Zellen unbeeinflusst blieben. Die Zellen zeigten keine
Zeichen einer verstarkten Apoptose und durch erhdhtes Nahrstoffangebot konnte wieder
eine maximale Proliferation erreicht werden. Das weist darauf hin, dass durch Kollagen XIV
eine reversible zellulare Quieszenz ausgeldst wird. Die Gegenwart von Kollagen XIV flhrte
bei Fibroblasten in vitro zu einer Veranderung des Wachstumsmusters dahingehend, dass
sich Zellaggregate und Ringstrukturen ausbildeten, die als Differenzierungshinweis
interpretiert wurden. AuRerdem konnte durch Kollagen XIV eine Transformierung von 3T3-
L1-Praadipozyten zu Adipozyten angestoflen werden, die durch eine Vermehrung von

intrazellularen Fetttrépfchen nachgewiesen wurde.

Mittels rekombinanter Fusionspeptide konnte die fir diese Effekte verantwortliche Doméane
auf Kollagen XIV identifiziert werden: Das aminoterminale Kollagen XIV-Teilstlick GIn29-
Pro154, das die erste Fibronektin-Typ Ill-Domane und die carboxyterminal angrenzenden 39
Aminosauren beinhaltet, induzierte die gleichen Effekte — nur starker — wie das Kollagen XIV-
Molekdl. Interessanterweise tragt dieses Teilstlick auch die Zellrezeptor-Bindungsstelle. Bei

den Ubrigen Kollagen XIV-Fragmente konnten diese Wirkungen nicht beobachtet werden.

Somit konnte die Hypothese, dass Kollagen XIV Differenzierung induziert mittels der
durchgeflhrten Experimente bestatigt und die hierflr verantwortliche Doméane auf Kollagen

X1V identifiziert werden.

Daraus lassen sich moglicherweise fur die Zukunft neue Ansatzpunkte fir weitere
Untersuchungen ableiten, z.B. die Entwicklung von Kollagen XIV-Analoga, um Prozesse wie

das Tumorwachstum oder die Differenzierung von Stammzellen zu modulieren.
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