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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Bioprofile-Projekts BIO-0101-0313047,
unterstutzt durch das BMBF, angefertigt. Die zentrale Fragestellung dieses Projekts
befasste sich mit der Herstellung von besiedelten dreidimensionalen Tragermateria-
lien fur das Tissue Engineering. Auf einem Tragermaterial sollten autologe
Fibroblasten verschiedener Differenzierungsstadien angesiedelt werden, welche die
Wundheilung bei chronischen Wunden unterstitzen sollten. In diesem Kontext be-
schaftigte sich die hier vorliegende Dissertation mit den molekularen Wechselwirkun-
gen zwischen den Fibroblastensubtypen und Keratinozyten.

Fur Verbrennungswunden stehen heute eine Reihe von zellfreien oder zellbesiedel-
ten Produkten zur Verfugung, welche entweder als permanenter oder als zeitweiliger
Hautersatz fungieren und unter anderem auch von der Haut absorbiert werden kon-
nen. Fur die Behandlung von chronischen Wunden dienen derartige Tragermateria-
lien bisher nur als zeitweilige Abdeckung zur Verhinderung von Infektionen und Flis-
sigkeitsverlust. Sie 16sen sich nach gewisser Zeit wieder vom Wundgrund, ohne der
Schlielung der Wunde forderlich gewesen zu sein. Da sich der Wundgrund chroni-
scher Wunden von dem akuter Wunden unterscheidet, kann auch durch auf dem
Tragermaterial befindliche Fibroblasten oder Keratinozyten keine Besserung erzielt
werden (Falanga, 2005; Moustafa et al., 2004; Ng et al., 2004; Przybilski et al., 2004;
Smola et al., 2001).

Es wird angenommen, dass das Defizit bei chronischen Wunden nicht auf der Seite
der Keratinozyten liegt, die in diesem Falle die Wunde nicht mehr schlieen kdnnten.
Vermutlich haben die Fibroblasten des Wundgrundes ihre Funktion verandert, so-
dass es den Keratinozyten am Wundrand nicht mehr moglich ist, auf den
Fibroblasten zu migrieren und mit diesen zusammen eine intakte Basallamina zu
synthetisieren. Es kann beobachtet werden wie die Keratinozyten sich an den Wund-
randern chronischer Wunden regelrecht aufstauen, da sie nicht Gber deren Wund-
grund migrieren kénnen (Cook et al., 2000; Frykberg, 2002; Smola et al., 2001).

Das Neuartige an diesem Projekt ist, dass das Tragermaterial nicht nur mit den all-
gemein verwendeten proliferationsfreudigen Fibroblasten niedriger Differenzierungs-
stufen besiedelt werden soll, sondern dass auch hdher differenzierte Progenitor-

fibroblasten und postmitotische Fibrozyten verwendet werden sollen. Mdglicher
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Weise erleichtern ebenjene Fibrozyten aus spaten Differenzierungsstadien die Mig-
ration der Keratinozyten Uber das besiedelte Tragermaterial und somit die Schlie-
Rung der Wunde. Chronische Wunden, vor allem solche mit geringer Wundflache,
mussen nicht zwingender Weise innerhalb kurzer Zeit behandelt werden, wie es z.B.
bei grolflachigen Verbrennungswunden der Fall ist. Aus diesem Grund hat man in
der Praxis Zeit, autologe Zellen des Patienten von nicht-chronischen Spenderstellen
zu entnehmen, diese in vitro zu expandieren und in die verschiedenen Differenzie-
rungsstadien zu Uberflhren, bevor sie in das Tragermaterial eingesat werden. Dies
bietet den weiteren Vorteil, dass durch die Verwendung autologer Zellen sowohl Im-
munreaktionen, welche zur Abstol3ung des Transplantats fihren kénnen, ausbleiben,
als auch das Infektionsrisiko vermindert wird.

Ware dieser Therapieansatz auch noch nach der relativ langen Vorbereitungszeit fur
die besiedelten Trager erfolgreich, so kdnnten durch die nicht mehr nétige Wundver-
sorgung der Patienten, diesen Lebensqualitat zurickgegeben und dem Gesund-
heitssystem immense Kosten gespart werden.

Vor diesem Hintergrund sollten nun auf molekularer Ebene die Interaktionen zwi-
schen den verschiedenen Differenzierungstypen der Fibroblasten bzw. Fibrozyten

und den epidermalen Keratinozyten beleuchtet werden.

1.1 Aufbau der menschlichen Haut (Cutis)

Die menschliche Haut ist mit einer Oberflache von bis zu 2 m? und einem Gewicht

von bis zu 10 kg das grofte und schwerste Organ des Korpers. Ihre Funktion besteht
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Abbildung 1.1.1: Aufbau der menschlichen Haut [1]



darin, Schutz vor Verletzungen, Strahlung, Warme und Kalte zu gewahrleisten, sowie
Kdérpertemperatur und Wasserhaushalt im Gleichgewicht zu halten. Zahlreiche Dru-

sen, Haare und Sinneszellen stehen im Dienste soziodkologischer Funktionen.

1.1.1 Die Epidermis

Die Oberflache der menschlichen Haut wird von der Epidermis gebildet. Diese ist als
nach auf3en hin verhornendes Plattenepithel aus Keratinozyten aufgebaut. Da die
Keratinozyten miteinander sehr fest Uber Desmosomen und Hemidesmosomen ver-
bunden sind, entsteht eine wasserundurchlassige und gegen mechanische Reize
sehr resistente Hautschicht. Die Epidermis selbst wird ebenfalls in eine Vielzahl von
Schichten unterteilt, welche durch Differenzierungsstadien der Keratinozyten gebildet
werden, man spricht auch von der Stratifizierung der Keratinozyten (Alberts et al.,
2004).

Die Stratifizierung geht von Keratinozytenstammzellen aus, die sich sowohl als un-
terste Schicht auf der Basalmembran als auch in den in der Dermis liegenden Haar-
follikeln befinden. Diese unterste Schicht der Epidermis wird Stratum basale genannt.
Hier liegen neben den Keratinozytenstammzellen die Melanozyten, der Zelltyp, wel-
cher fur die Pigmentierung der Haut verantwortlich ist, sowie die Merkel-Zellen, die
fur Beruhrungsreize empfanglich sind. In der daraufliegenden Schicht, dem Stratum
spinosum, beginnt bereits die Keratinisierung der Epidermiszellen. Zudem finden sich
hier die Langerhans-Zellen, welche zum lymphatischen System gehoéren. Nach aus-
sen hin folgen Stratum granulosum und Stratum lucidum, in welchen die Keratinozy-
ten sich zunehmend abflachen und Keratingranula einlagern. Durch interzellular ein-
gelagerte Fette und die zunehmende Keratinisierung bildet die Epidermis eine nach
aullen immer wirksamere Barriere gegen das Eindringen von Fremdorganismen so-
wie zur Aufrechterhaltung des Wasserhaushaltes. Gleichzeitig wird die Versorgung
der Keratinozyten mit Nahrstoffen immer schlechter, was in der Umwandlung der Ke-
ratinozyten zu abgestorbenen Corneozyten gipfelt. Letztere enthalten keine Zellorga-
nellen mehr und werden im Laufe der Zeit vom Stratum disjunctum abgeschilfert
(Alberts et al., 2004; von Meyersbach, 1976).

1.1.2 Die Basalmembran

Die Epidermis wird von der darunter liegenden Dermis durch die Basalmembran oder

Basallamina getrennt, welche zapfenférmig in die Dermis hineinreicht, was die Ober-



flache immens vergrofRert und somit die Nahrstoffversorgung der Epidermis begtins-
tigt.

Die Basalmembran besteht aus Netzwerken verschiedener Extrazellularer Matrix-
proteine. Zu den Bestandteilen der Basalmembran gehdéren Laminine, Kollagen IV,
Nidogen, Perlecan, Agrin, Kollagen XV, Kollagen XVIII und Fibulin (Sasaki et al.,
2004). Bei den Lamininen sind besonders Laminin 1 und Laminin 5 zu erwahnen,
welche an der Synthese der Basalmembran (Laminin 1) und an der Migration der e-
pidermalen Keratinozyten sowie an der Regeneration der Haut (Laminin 5) entschei-
dend beteiligt sind. Die Basallamina ist ein wichtiger Bestandteil gesunder Haut und
wird bei der Wundheilung von epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten
gemeinsam synthetisiert (Alberts et al., 2004; Schneider et al., 2006).

Die Basallamina ist essentiell fur die Migration der Keratinozyten, welche sich an de-
ren spezifischen Proteinen entlang fortbewegen kénnen. Uberdies stellt die Basal-
membran einen Schutz gegen Invasion von Keratinozyten in die darunter liegende
Dermis dar, wie es z. B. bei der Ausbildung maligner Hauttumoren zu beobachten ist.
Bei chronischen Wunden scheinen die Zellen die Fahigkeit verloren zu haben, eine
Basalmembran auszubilden, weshalb es nicht mehr zur SchlieBung der Wunde
kommt (Falanga, 2005; Stetler-Stevenson et al., 1993).

1.1.3 Die Dermis

Die Dermis wird hauptsachlich von Fibroblasten gebildet und gliedert sich histolo-
gisch in Stratum papillare und Stratum reticulare. Im Stratum papillare eingebettet
liegen Drusen, Haarfollikel, Sinneskdrperchen sowie Nervenbahnen, Blut- und
LymphgefalRe. Da die Zellzwischenrdume hier mit Interstitium gefullt sind, kdnnen
sich neben den Fibroblasten auch inflammatorische Zellen frei durch die Dermis be-
wegen. Das Stratum reticulare ist durch ein erhdhtes Vorkommen von Extrazellularer
Matrix gekennzeichnet, welches durch Wassereinlagerung der Haut Straffheit ver-
leiht. Die Dermis wiederum liegt der Subcutis auf, welche das Fettgewebe darstellt.
Besonderheiten der Fibroblasten sollen im nachsten Kapitel behandelt werden
(Alberts et al., 2004; von Meyersbach, 1976).

1.2 Differenzierung von Fibroblasten

Fibroblasten sind mesenchymalen Ursprungs und stellen den am haufigsten auftre-

tenden Zelltyp im Organismus dar. Sie sind der zellulare Bestandteil der Dermis,
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formen also das Bindegewebe, bilden aber auch das Stltzgewebe flur Organe wie
z.B. Lunge oder Niere. Die Aufgabe der Fibroblasten besteht zum einen in der Pro-
duktion von Extrazellularer Matrix, welche die Organe im Verband halt, andererseits
sind Fibroblasten in der Lage, Zytokine und Wachstumsfaktoren zu sezernieren, wel-
che fur das umliegende Gewebe eine wichtige Rolle bei Proliferation sowie Differen-
zierung spielen.

Fibroblastenstamme werden oft als homogene Populationen von Zellen betrachtet,
die eine begrenzte Teilungsfahigkeit aufweisen und nach Auslaufen ihrer Teilungs-
aktivitat als sogenannte seneszente Zellen absterben. Wie erstmals von Bayreuther
et al. (1988) und Rodemann et al. (1989) beschrieben, bestehen Fibroblastenpopula-
tionen sowohl in vitro als auch in vivo aus unterschiedlich teilungsaktiven Progenitor-
fibroblasten (MF) und irreversibel teilungsinaktiven postmitotischen Fibrozyten
(PMF). Dementsprechend durchlaufen Fibroblasten mehrere Stadien einer termina-
len Differenzierung (Bayreuther, 1992; Bayreuther et al., 1988; Rodemann et al.,
1989).

5 €,
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Abbildung 1.2.1: : Differenzierungsstadien humaner dermaler Fibroblasten

Unterschieden wird zwischen 3 Stadien der mitotischen Phase sowie 4 Stadien der
postmitotischen Phase. Potentiell mitotische Fibroblasten des frihesten Differenzie-
rungsstadiums werden MF | genannt. Sie besitzen ein spindelférmiges Aussehen,
wobei das Zytoplasma den relativ kleinen Zellkern eng umschlief3t (siehe Abbildung
1.2.1). Nach der Differenzierung zu MF Il-Fibroblasten weisen die Zellen immer noch
ein spindelférmiges bis dreieckiges Zytoplasma auf, wobei der hier nun etwas grol3e-
re Zellkern nicht mehr so eng umschlossen wird. Im letzten mitotischen
Fibroblastenstadium, MF Ill, sind Zellkern und Zytoplasma erneut merklich groRer
geworden und die Zellen besitzen keine Spindelform mehr. Es folgt die terminale

Differenzierung zu sich nicht mehr teilenden, irreversibel postmitotischen Zellen. Die
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Zellen des Stadiums PMF IV haben ein langgestrecktes Zytoplasma, differenzieren in
vivo jedoch innerhalb kurzer Zeit zu PMF V und PMF VI. Die Fibrozyten des Typs
PMF VI werden in dieser Arbeit als PMF-Zellen bezeichnet, da diese Zellen die ter-
minal differenzierten Funktionsfibrozyten darstellen. Dieser Zelltyp konnte nahezu ein
ganzes Jahr in Kultur gehalten werden, bevor die Zellen durch apoptotische Prozes-
se abstarben (Bayreuther et al., 1995; Bayreuther et al., 1988). Morphologisch sind
PMF-Zellen von MF-Zellen klar zu differenzieren (siehe Abbildung 1.2.1). Das Zyto-
plasma der PMF-Zellen ist weit ausgebreitet und weist viele Fortsatze auf. Die Zelle
ist ca. 30 mal so grof3 wie MF I-Fibroblasten und der Zellkern hat ebenfalls an GroRe
gewonnen. Letzteres ist darauf zurickzufuhren, dass diese Zellen tetraploid werden
konnen (Brenneisen et al., 1994).

Aus ex vivo/in vitro-Analysen des Differenzierungsmusters von Hautbiopsiematerial
von Spendern im Alter zwischen 20 und 80 Jahren konnte geschlossen werden, dass
Uber die untersuchte Zeitspanne ein konstantes in vivo-Verhaltnis von 2 Progenitor-
fibroblasten zu 1 Fibrozyten besteht. Dieses Verhaltnis wird durch stetige Differenzie-
rung von MF-Zellen zu PMF-Zellen aufrechterhalten. So kdnnen selbst aus Biopsien
von Embryonen PMF-Zellen und aus solchen sehr alter Menschen MF [I-Zellen iso-
liert werden; die Anteile von MF I- bzw. MF Il-Progenitorfibroblasten nehmen dem-
entsprechend mit fortschreitendem Spenderalter zugunsten der MF IlI-Progenitor-
fibroblasten konstant ab. Das Verhaltnis von MF : PMF bleibt dadurch jedoch unver-
andert (Bayreuther, 1992; Rodemann et al., 1996).

Ty

Progenitorfibroblasten terminal differenzierte

Funktionsfibrozyten

Abbildung 1.2.2 g-Galactosidasefiarbung von Fibroblasten-/ Fibrozyten-
Differenzierungsstadien. Die griine Farbung wird nur bei terminal differenzierten
Fibrozyten sichtbar.

Progenitorfibroblasten und terminal differenzierte Fibrozyten unterscheiden sich je-
doch nicht nur morphologisch. MF-Progenitorfibroblasten zeichnen sich durch eine
hohe Proliferations- und Migrationsfahigkeit aus, wohingegen PMF-Fibrozyten nicht
6



stark migrieren, stattdessen aber eine erhdhte Funktionalitat in Bezug auf die Prote-
inbiosynthese von Wachstumsfaktoren wie TGF- und ECM-Proteinen wie Kollagen
[, Il und V aufweisen (Hakenjos, 2002; Hakenjos et al., 2000; Rodemann and Mdller,
1991). Auch die Degradation intrazellularer Proteine mit kurzer Halbwertszeit wird
wahrend der Differenzierung der Fibroblasten von MF- zu PMF-Zellen erhoht. Diese
Proteine sind definiert als Proteine mit einer Halbwertszeit von < 12 h. Im Gegenteil
zu den Proteinen mit langer Halbwertszeit (> 12h), wie z.B. Strukturproteinen, stellen
die kurzlebigen Proteine meist Signalproteine oder u.U. aberrante Polypeptide dar
und machen in ihrer Gesamtheit kaum 5 % der intrazellularen Proteine aus
(Rodemann, 1989, 1990, 1993).

FUr verschiedene Krankheitsbilder konnte eine vorzeitige Differenzierung oder Dege-
neration der Fibroblasten im betroffenen Gewebe und somit teilweise ein zu hoher o-
der zu geringer Anteil an PMF-Zellen beschrieben werden. So ist der Proteinabbau in
Fibroblasten aus Patienten mit Duchenne-Becker Muskeldystrophie stark beschleu-
nigt, was zu vorzeitiger Zellalterung und Degeneration fihrt (Rodemann and Bay-
reuther, 1984, 1986). Nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung kommt es zur
Ausdifferenzierung der betroffenen Fibroblasten und somit zu einer pathogenen Ver-
schiebung des Verhaltnisses MF:PMF zugunsten der PMF-Zellen. Das klinische Er-
scheinungsbild dieser Strahlenschadigung wird Fibrose genannt und wird gekenn-
zeichnet durch eine erhdhte Produktion Extrazellularer Matrixproteine (Herskind et
al., 1998; Rodemann et al., 1996; Rodemann et al., 1991). Auch wurde in Patienten
mit Diabetes-bedingtem Nierenleiden ein hoher Anteil vorzeitig gealterter Fibro-
blasten nachgewiesen, welcher fur die unverhaltnismalig hohe Produktion Extra-
zellularer Matrix und die daraus resultierenden gesundheitlichen Beeintrachtigungen
verantwortlich gemacht werden konnte (Morocutti et al., 1997; Morocutti et al., 1996).
In chronischen Wunden wurde ebenfalls eine Ubermaldig hohe Anzahl ausdifferen-
zierter Fibrozyten beobachtet. Betrachtet man die Auswirkungen der Diabetes-
Erkrankung auf die Differenzierung der Fibroblasten, so scheint es nicht verwunder-
lich, dass gerade bei diesen Patienten besonders oft chronische Wunden diagnosti-
ziert werden (Harding et al., 2005).



1.3 Die Wundheilung der Cutis

1.3.1 Der normale Wundheilungsverlauf

Wunden der Haut entstehen durch Traumata, Verletzung oder Verbrennung und
werden nach ihrer Tiefe unterschieden. Verbrennungswunden, offene und geschlos-
sene Wunden unterscheiden sich im Wundheilungsverlauf voneinander. Im Folgen-
den sollen die allgemeinen Phasen der Wundheilung dargestellt werden.

Die erste Phase der pathologischen Wundheilung ist die Entziindungsphase. Hier
wird zunachst die Blutgerinnung sowie der Verschluss der Wunde durch einen Fibrin-
pfropfen initiiert. Diese Funktion wird von den Thrombozyten Gbernommen. Eine
Vielfalt von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (TGF- o, TGF-f3, PDGF, IGF-1), wer-
den sezerniert und fihren zu Angiogenese, Proliferation und Differenzierung der
Fibroblasten sowie zur Infiltration der Wunde durch inflammatorische Zellen.
Neutrophile Granulozyten verhindern die Infektion der Wunde mit Bakterien, wohin-
gegen Makrophagen die Wunde von Zelldebris, Fibrin und funktionsunfahig gewor-
denen Neutrophilen befreien, sowie weitere Zytokine, Wachstumsfaktoren und angio-
gene Faktoren sezernieren (Singer and Clark, 1999; Werner and Grose, 2003).

Die auf die Entzindungsphase folgende Granulationsphase ist gepragt von Um-
strukturierung der Extrazellularen Matrix. Nekrotisches Gewebe wird degradiert, Gra-
nulationsgewebe sprosst in die Wunde ein, und es kommt zur Synthese neuer Extra-
zellularer Matrix sowie zum epithelialen Wundverschluss. In der letzten Phase der
Wundheilung wird Narbengewebe aufgebaut, welches reich an Matrixproteinen, je-
doch arm an Zellen ist. Matrix-Metalloproteinasen spielen bei der Wundheilung eine

wichtige Rolle, auf die in Kapitel 1.5 naher eingegangen werden soll (Martin, 1997).

1.3.2 Chronische Wunden

Chronische Wunden sind in ihrem Wundheilungsverlauf gestort, weswegen es nicht
zum Wundverschluss kommt. Besonders haufig kommen chronische Wunden bei
bettlagerigen Patienten (Dekubitus) oder bei Patienten mit Diabetes mellitus vor. Ur-
sache fur die Ulzeration ist eine schlechte Durchblutung und der damit einher gehen-
de Mangel an Sauerstoff sowie wundheilungsfordernden Wachstumsfaktoren und
Zytokinen. In der Wunde klingt die Entzindungsphase nicht ab, woraufhin kein Gra-
nulationsgewebe gebildet werden kann und es nicht zum Wundverschluss kommt.
Haufig treten Infektionen der chronischen Wunden mit Bakterien auf, welche die Auf-

rechterhaltung der Entzindungsphase zusatzlich férdern (Frykberg, 2002; Singer
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and Clark, 1999; Welt et al., 2005).

Unter anderem aufgrund der verlangerten inflammatorischen Phase kommt es zur
vorzeitigen Differenzierung der Fibroblasten in chronischen Wunden. Da Fibrozyten
im Vergleich zu Progenitorfibroblasten ein erhdhtes proteolytisches Potenzial aufwei-
sen, ist in chronischen Wunden das Gleichgewicht zwischen den Matrix-Metallo-
proteinasen (MMPs) und ihren Inhibitoren, den TIMPs, gestort. Die MMPs kdnnen,
ungehindert durch TIMPs, die Extrazellulare Matrix der Wunde abbauen, wodurch
Fragmente entstehen, die von inflammatorischen Zellen phagozytiert werden mus-
sen, was ebenfalls zur Aufrechterhaltung der akuten Wundphase beitragt (Harding et
al., 2005; Saarialho-Kere, 1998; Singer and Clark, 1999; Welt et al., 2005).

1.4 Keratinozyten-Wachstumsfaktor KGF (FGF-7)

Der Keratinozyten-Wachstumsfaktor KGF wurde erstmals 1984 von Gilchrest et al.
charakterisiert. Dem KGF konnte eine zellprotektive, antiapoptotische, mitogene und
migrationsfordernde Wirkung auf verschiedene Zelltypen zugeordnet werden. KGF
gehdrt zu den Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, den FGFs. Die FGFs bestehen aus
einer grol3en Proteinfamilie von mehr als 22 Mitgliedern. FGFs und ihre Rezeptoren,
die FGFRs, konnten in allen Protozoen nachgewiesen werden, jedoch nicht in Bakte-
rien und Hefezellen (Finch and Rubin, 2004; Gilchrest et al., 1984; Ornitz and Itoh,
2001).

Wahrend der Heilung epidermaler Wunden konnte ein Anstieg der KGF-Expression
beobachtet werden. Dieser geht sowohl auf Fibroblasten als auch auf intraepi-
dermale ydT-Zellen zurlick (Boismenu and Havran, 1994; Jameson et al., 2002; Tang
and Gilchrest, 1996). Wie EGF, der Epidermale Wachstumsfaktor, wird also auch
KGF streng mit der Wundheilung assoziiert. Der wundheilungsférdernde Effekt des
KGF wird dadurch erlangt, dass die Proliferation der Keratinozyten angeregt wird. Im
Gegensatz zu der Stimulation von Keratinozyten mit HGF (Hepatocyte Growth Fac-
tor) und EGF kommt es nach einem Signal durch KGF jedoch nicht zu einer ver-
starkten Invasion von Keratinozyten in die Dermis. KGF wirkt in dieser Hinsicht also
gerichteter und ist einer malignen Tumorbildung nicht forderlich (Zeigler et al., 1999;
Zeigler et al., 1996Db). In jungster Zeit wurde KGF unter dem Namen Palifermin syn-
thetisch hergestellt und zur Verhinderung von Narbengewebe eingesetzt (Finch and
Rubin, 2004).



KGF ist ein Wachstumsfaktor, welcher von Fibroblasten sezerniert wird und als Mito-
gen auf epitheliale Zellen, wie z.B. auf Keratinozyten, wirkt. Die Expression von KGF
durch Fibroblasten konnte durch verschiedene Zytokine, wie z.B. IL-1a, IL-1p oder
TNFa hochreguliert werden (Gibbs et al., 2000; Tang and Gilchrest, 1996). Die spe-
zifische parakrine Wirkung des KGF auf seine Zielzellen ruhrt daher, dass der fur die
Signaltransduktion erforderliche Rezeptor ausschliellich auf diesen Zellen exponiert
wird.

FUr die Signaltransduktion stehen den FGFs die vier Rezeptortyrosinkinasen FGFR1,
FGFR2, FGFR3 und FGFR4 mit ihren Isoformen zur Verfugung. Um ihre spezifi-
schen Rezeptoren zu aktivieren, gehen die FGFs funktionelle Komplexe mit der Ext-
razellularen Matrix ein, vor allem mit den Heparansulfatproteoglycanen (HSPG) so-
wie Dermatansulfaten (Taylor et al., 2005). Die Signalkaskade der FGFRs wird aus-
geldst, nachdem FGF und HSPG an FGFR gebunden haben und der Rezeptor
dadurch dimerisiert wird. Im Folgenden kommt es zur Autophosphorylierung der
FGFRs und zur Weiterleitung des Signals tber bestimmte Adapterproteine an den
Ras/MAPK-Signalweg. Dies wiederum aktiviert Transkriptionsfaktoren im Zellkern,
was zur Transkription oder Hemmung spezifischer Gene fuhrt (siehe Abbildung
1.4.1).

Die Signaltransduktion des KGF im Speziellen findet Uber den KGF-Rezeptor statt.
Dieser stellt eine SpleiRvariante der Isoform FGFR2 dar, welche eine Modifikation in
der dritten IgG-ahnlichen Domane aufweist und folglich auch FGFR2IlIIb genannt
wird. Diese Isoform des FGF-Rezeptors ist auf epitheliale Zelllinien beschrankt und
bindet die Faktoren FGF-1, FGF-3, FGF-7 (KGF), FGF-10 sowie FGF-22. Der KGF-
Rezeptor ist somit nicht spezifisch fur KGF (Miki et al., 1992; Ornitz et al., 1996).
Interessanter Weise ist KGF bei Mausen nicht essentiell fur die Wundheilung. Die
Tatsache, dass ohne den KGF-Rezeptor jedoch keine Wundheilung stattfindet, lasst
darauf schliel3en, dass die Funktion des KGF bei der Wundheilung durch andere
FGFs Ubernommen werden kann, die am selben Rezeptor binden. Am wahrschein-
lichsten sind hierbei FGF-10 und FGF-22, wobei FGF-22 erstaunlicher Weise nicht
von Fibroblasten, sondern von den Keratinozyten selbst exprimiert wird. Hier kann
also ein parakrines Signal durch ein autokrines Signal ersetzt werden (Beyer et al.,
2003; Guo et al., 1996; Jameson et al., 2002).
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f{ KGF, an die ECM gebunden

FGF-BP, Offenlegen des FGF
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Dimerisierung  Autophosphorylierung Signaltransduktion

Transkhnptions-
faktoren im Kern

Abbildung 1.4.1: universeller Signaltransduktionsweg des FGF nach
(Dailey et al., 2005)

Nach dem Binden von KGF an den KGFR kommt es zu einer kurzzeitig erhohten Ak-
tivierung von MEK/ERK, nicht jedoch zu einer langanhaltenden wie dies bei EGF und
HGF zu beobachten ist. Die Tatsache, dass die Aktivierung von MEK/ERK schon 10
min nach der Stimulation mit KGF unter das Basallevel gefallen ist, kbnnte darauf
hindeuten, dass durch KGF Phosphatasen aktiviert werden, die den Signalweg via
MEK/ERK negativ beeinflussen. Diese Beobachtungen lassen auf eine negative
Ruckkopplung schlief3en und darauf, dass KGF evtl. ab einer bestimmten Konzentra-
tion keine verstarkte Wirkung mehr entfalten kann (Zeigler et al., 1999).

Wahrend der dermalen Wundheilung ist eine erhdhte Konzentration an FGF-Binde-
protein (FGF-BP) festgestellt worden, welches, vermutlich durch Mitogene induziert,
von Keratinozyten an der Wundstelle verstarkt exprimiert wird. FGF-BP tragt zum
Freisetzen des KGF aus der Extrazellularen Matrix bei. FGF-BP reagiert nicht nur mit

KGF, sondern auch mit den fur die Wundheilung wichtigen Faktoren FGF-10 sowie
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FGF-22 und verstarkt die Wirkung dieser Wachstumsfaktoren, solange sie nur in ge-
ringer Konzentration vorliegen. Uberdies gibt es Anzeichen dafiir, dass dieser Wirk-
mechanismus wiederum die Expression der genannten Wachstumsfaktoren erhodht

und somit auf zwei Wegen der Wundheilung forderlich ist (Beer et al., 2005).

1.5 Matrix-Metalloproteinasen MMPs

Matrix-Metalloproteinasen sind zinkabhangige Endopeptidasen, welche essentiell fur
die Regenerierung und Umwandlung von Geweben bzw. extrazellularer Matrix sind.
Im gesunden Organismus spielen sie eine wichtige Rolle bei Wachstum und Entwick-
lung, bei der Wundheilung, der Angiogenese und vielen weiteren Prozessen (Ravanti
and Kahari, 2000).

MMPs lassen sich gemaf ihrer Funktion und Struktur in 5 Untergruppen einteilen
(siehe Tabelle 1.1): die Kollagenasen, die Gelatinasen, die Stromelysine, die mem-
branstandigen MMPs, die Matrilysine und andere MMPs. Alle MMPs werden von

verschiedenen Genen codiert.

N-Terminus
Transmembrandomane

Signalpeptid — — Propeptid

C-Terminus — Furin-Spaltstelle

Aktives Zentrum

Hamopexin-Domane
Katalytische Domane

Hinge Region

Abbildung 1.5.1: Allgemeine Struktur von Matrix-Metalloproteinasen
(modifiziert nach [2])

Ein N-terminales Signalpeptid ist fur den Transport der MMPs ins Endoplasmatische
Retikulum verantwortlich, von wo aus sie in den extrazellularen Raum sezerniert
werden. Alle MMPs besitzen eine variable katalytische Domane, in der sich das je-
weils spezifische aktive Zentrum mit dem Zink?*-lon befindet. Das aktive Zentrum
wird in der latenten Form der MMPs von einem Cysteinrest auf dem Propeptid ge-
bunden und kann so seine proteinabbauende Wirkung nicht entfalten. Bei der Akti-

vierung der MMPs wird das Propeptid an der Furin-Spaltstelle von der nun aktiven
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Form der MMPs abgespalten. Eine Prolin-reiche Hinge-Region verbindet die katalyti-
sche mit der Hamopexin-Domane. Letztere ist fur die Erkennung der spezifischen
Substrate sowie fir die Bindung verschiedener Proteine verantwortlich. Bei den
membranstandigen MMPs ist eine C-terminale Transmembrandomane vorhanden
(Kerkela and Saarialho-Kere, 2003).

MMPs werden nicht konstitutiv exprimiert, vielmehr wird ihre Aktivitat Gber mehrere
Mechanismen reguliert: auf der Ebene der Genexpression werden MMPs durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine und die Wechselwirkungen zwischen Zellen oder zwi-
schen Zelle und ECM reguliert. Nach der Proteinexpression liegen MMPs in inaktiven
Proformen vor, die zunachst, z.B. durch weitere MMPs, von ihrem Propeptid befreit
und somit aktiviert werden mussen. Schlief3lich stehen eine Reihe von Inhibitoren,
u.a. die TIMPs (Tissue Inhibitors of MMPs) zur Verfligung, welche bereits aktivierte
MMPs wieder inhibieren kdnnen. Die vier verschiedenen Typen von TIMPs gehen

physiologisch irreversible Komplexe mit MMPs ein, die deren Aktivitat inhibieren.

1.5.1 Matrix-Metalloproteinasen wahrend der Heilung akuter und chroni-

scher Wunden

Wahrend der Wundheilung sind MMPs an den verschiedensten Prozessen beteiligt,
wie z.B. am Abbau des Wundgewebes und an der Umstrukturierung der Extrazellula-
ren Matrix. MMPs spielen eine wichtige Rolle bei der Migration der Zellen zu ihren
Bestimmungsorten; im Falle der Keratinozyten bedeutet dies die Migration Uber den
Wundgrund und somit die SchlieBung der Wunde. In der spaten Wundheilungsphase
beteiligen sich die MMPs am Abbau von Granulations- und Narbengewebe und er-
moglichen die Angiogenese. MMPs agieren nicht nur, indem sie die Extrazellulare
Matrix degradieren, ihre Aktivitat ist im Gegenteil hierzu sehr gerichtet und flhrt zur
Freilegung kryptischer Motive der ECM. Durch prazises Schneiden grolRer ECM-
Moleklle werden bioaktive Fragmente, Wachstumsfaktoren und beispielsweise Tu-
mor-Nekrosefaktor a (TNF-a) freigesetzt, sowie die Architektur der ECM umgewan-
delt. All dies beeinflusst das Verhalten der umliegenden Zellen (Gearing et al., 1995;
Mott and Werb, 2004; Tran et al., 2004).
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Tabelle 1.1 Ubersicht iiber die bekannten Matrix-Metalloproteinasen (Kerkela and Saa-
rialho-Kere, 2003)

Enzym Synonym Substrat Funktion/ beteiligt an aktiviert durch
Kollagenasen:
MMP-1 Kollagenase 1, 55/ 45 K1, 11, 1, VI VI Wundheilung: von Keratinozyten an MMP-3/ -10, Plas-
Interstitielle/ X, G, Ag, VN, FG, der Migrationsfront exprimiert, in min, Kallikrein,
Fibroblasten- TNF-Precursor chronischen Wunden hochreguliert, Chymase
Kollagenase Hauttumoren, Lichtschadigung, akti-
viert MMP-2
MMP-8 Kollagenase 2 75/ 58 K1 11, 1, Ag, FG, MMP-3/ -10,
Neutrophilen- FN, LN Plasmin
Kollagenase
MMP-13 Kollagenase 3 66/ 48 GKIL LI, IV, IX, Geweberemodellierung, aktiviert MMP-2 /-3/ -10/ -14/
Ratten- XIV, LN, Ag, FN, MMP-2 und MMP-9 -15, Plasmin
Kollagenase FG,
Cathepsin K K| (Knochen)
Gelatinasen
MMP-2 Gelatinase A 72/ 66 K-V, VI, X, XI, Aktiviert MMP-9, MMP-13, MMP-1/ -7/ -13/ -14/
72 kDa- El, G, FN, LN-5, Hauttumoren -15/ -16/ -24/ -25,
Gelatinase Prokollagenase-3, Tryptase, Thrombin,
TNF-Precursor, Plasmin
pro-TGF-f3
MMP-9 Gelatinase B, 92/ 86 G, FN,ElLKIV,V, Hauttumoren Kontakthypersensitivi- ~ MMP-2/ -3/ -13,
92 kDa- Ag, VN, TNF-Pre- tat, Lichtschadigung, bulldse Krank-  Plasmin
Gelatinase cursor, pro-TGF-f heiten
Stromelysine
MMP-3 Stromelysin 1, 57/ 45 PG, G, LN, EI, K Ill, Wundheilung: von Keratinozyten Plasmin, Kallikrein,
Transin 1, Prote- IV, V, IX, MMP-1, hinter der Migrationsfront exprimiert, Chymase, Tryptase,
oglycanase Ag, TNF-Precursor  in chronischen Wunden hochregu- Elastase, Cathepsin
Entactin, FN, liert, Kontakthypersensitivitat, Licht- G
SPARC schadigung
MMP-10 Stromelysin 2, 57/ 44 K, 1V, V, IX, FN, Von Keratinozyten an der Migrati- Plasmin, Kallikrein,
Transin 2 G, LN, PG onsfront bei der Wundheilung expri-  Chymase, Tryptase,
miert, Hauttumoren Elastase, Cathepsin
G
MMP-11 Stromelysin 3 62/ 47 FN, LN, Krebs und Metastasenbildung Furin
Hauttumoren
Serinproteasen-Inhibitor
MMP-12 Makrophagen- 54/ 22 El, G, Ag, FN, LN, Lichtschadigung Plasmin
Metalloelastase VN, El, K1V,
Fibrinogen, TNF-
Precursor
Membranstandige MMPs
MMP-14 MT1-MMP K1 11, I, FN, G, Aktiviert MMP-2/-13 Plasmin, Furin
LN, PG, Ag, VN,
Prokollagenase-3,
Progelatinase A,
MMP-15 MT2-MMP AG, FN, LN, Pro- Aktiviert MMP-2/-13
gelatinase A
MMP-16 MT3-MMP K, FN, G Aktiviert MMP-2 Furin
MMP-17 MT4-MMP G, TNF-Precursor Aktiviert MMP-2
Sonstige
MMP-7 Matrilysin, Pump- 28/ 19 PG, G, El, FN, K1V, Lichtschadigung MMP-3, Plasmin
1 LN, Entactin, Te-
nascin
MMP-19 RASI G, Ag Trypsin
MMP-20 Enamelysin Enamel-Protein,
Amelogenin
MMP-23 CA-MMP
MMP-25 Leukolysin Progelatinase A
MMP-26 Endometase Fibrinogen, FN
(Matrilysin 2)
MMP-27 VN
MMP-28 Epilysin

Abkirzungen: Ag: Aggrecan; El: Elastin; FG: Fibrinogen; FN: Fibronectin; G: Gelatine; K: Kollagen; LN: Laminin;
PG: Proteoglykane; VN: Vitronectin
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Wahrend der fruihen Wundheilung konnte ein Anstieg der MMP-9-Expression be-
obachtet werden, welcher mit der Infiltration der Wunde durch die inflammatorischen
Zellen einhergeht. Wahrend der Reparaturphase der akuten Wunde kommt es hin-
gegen zu einem Anstieg der MMP-2-Expression (Tarlton et al.,
1997).

Laminin-5 entfaltet wahrend der Wundheilung einen promigratorischen Effekt, da es
durch das vermehrt sezernierte MMP-2 an der y2-Kette gespalten wird (Giannelli et
al., 1997). Dieser proteolytische Prozess legt eine kryptische Sequenz offen, die dem
EGF ahnelt und ebensolche wundheilungsférdernden Eigenschaften besitzt. MMPs
legen wahrend der Wundheilung durch Prozessierung der ECM noch weitere den
Wachstumsfaktoren ahnliche Sequenzen offen, welche Matrikine genannt werden
(Tran et al., 2004). Uberdies konnte die Expression von Kollagen 1V, welches ein
wichtiger Bestandteil der Basalmembran ist und ausschlieBlich in dieser vorkommt,
mit einer erhdhten Expression von MMP-2 und MMP-9 assoziiert werden (Slade et
al., 1995).

Es ist bekannt, dass in chronischen Wunden, bei der Tumorinvasion und bei Krank-
heiten wie Arthritis oder Arteriosklerose ein gestortes Gleichgewicht zwischen MMPs
und ihren Inhibitoren herrscht. Dies liegt zum einen an der Uberexpression be-
stimmter MMPs. So konnten Philipp et al. bzw. Wall et al. in chronischen Wunden ei-
ne erhdhte Aktivitat und Expression von MMP-2 und MMP-3, verglichen mit Proben
normaler Haut, nachweisen (Philipp et al., 2004; Wall et al., 2003). Sowohl Kollage-
nase 1 (MMP-1) als auch Stromelysin-1 (MMP-3) wurden in Fibroblasten des chroni-
schen Wundgrundes nachgewiesen. In akuten Wunden ist Stromelysin-1 fur die
Loslésung der proliferativen Keratinozyten von der Basallamina am Wundrand ver-
antwortlich (Pilcher et al., 1999). Die Uberexpression von MMP-3 in chronischen
Wunden koénnte ein Grund daflr sein, dass sich die Keratinozyten nicht am Wund-
grund anheften und somit keine Basallamina bilden kénnen (Wall et al., 2003).

Ein anderer Grund fur das Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs in chroni-
schen Ulzera ist das pathogene Expressionsmuster der TIMPs. TIMP-1 beispielswei-
se ist verantwortlich fir die Inhibition vieler MMPs (aul3er MT-MMPs) und weist inte-
ressanter Weise KGF- und FGF-ahnliche Aktivitaten auf (Curran and Murray, 1999;
Tran et al., 2004). Die Expression von TIMP-1 nahe der Basallamina konnte jedoch
nur in akuten, nicht aber in chronischen Wunden nachgewiesen werden (Saarialho-

Kere, 1998). Dies lasst neben der Uberexpression einiger MMPs auf erhdhte Aktivitat
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von MMPs in chronischen Wunden schliel3en.

Durch die vermehrte Degradation der Extrazellularen Matrix durch MMPs kommt es
in chronischen Wunden zu einer standig verlangerten Entzindungsphase, da die
Fragmente der ECM von inflammatorischen Zellen prozessiert werden mussen. Die
Anwesenheit der inflammatorischen Zellen in der Wunde verhindert jedoch den Be-
ginn der Reparaturphase und somit die SchlieBung der Wunde (Werner and Grose,
2003).

Wie Hornebeck und Tran berichten, wird TIMP-1 mit zunehmender Alterung von
Fibroblasten in vivo und in vitro herunterreguliert (Hornebeck, 2003; Tran et al.,
2004). Basierend auf der Annahme, dass in chronischen Wunden von Patienten mit
Diabetes mellitus ein pathologisches Verhaltnis zwischen MF- und PMF-Zellen be-
steht, kdnnte diese Tatsache erklaren, wieso es hier haufig zu einem Ungleichge-

wicht von MMPs und ihren Inhibitoren kommt.

1.5.2 Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen

Wahrend physiologischer Prozesse wie der Entwicklung oder aber wahrend der
Wundheilung ist ein Zusammenspiel aller beteiligter Zelltypen vonnoéten. Die Zellty-
pen kommunizieren untereinander Uber Zytokine und Wachstumsfaktoren und ant-
worten auf derlei Stimuli mit der Expression von Proteinen, wie z.B. weiteren
Wachstumsfaktoren oder MMPs. Jedem Zelltyp kommen spezifische Aufgaben in ei-
nem komplizierten Gefuge zu und eine feine Abstimmung der verschiedenen Zytoki-
ne und Wachstumsfaktoren sowie der Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibito-
ren ist essentiell. Wahrend der Wundheilung spielen Entzindungsmediatoren und
Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) und FGFs
(Fibroblasten-Wachstumsfaktoren) eine sehr wichtige Rolle. Aus in vitro-Studien sind
eine Reihe von Daten bekannt, die den Einfluss solcher bioaktiver Molekule auf die
Expression und Aktivitat von MMPs belegen.

Wird beispielsweise eine organotypische Kokultur von Fibroblasten und Keratinozy-
ten mit EGF behandelt, so kommt es zur Proliferation der Epithelzellen. Die Basalla-
mina bricht an einigen Stellen auf und Epithelzellen kénnen in die Dermis einwan-
dern. Bei dieser Einwanderung wurde ein Anstieg von MMP-1 und MMP-9
beobachtet; die Einwanderung konnte durch Zugabe von TIMP-2 verhindert werden
(Charvat et al., 1998; Moon et al., 2002; Zeigler et al., 1996a). Allerdings ist die
Migrationsfahigkeit von Keratinozyten nicht direkt von MMP-9 abhangig, da eine In-

hibition dieser Proteasen nicht zur Beeintrachtigung der Migrationsfahigkeit dieser
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Zellen gefuhrt hat. MMP-2 hingegen spielt eine wichtigere Rolle bei der Migration
(Makela et al., 1999).

MMP-9 scheint auf Transkriptionsebene aktiviert zu werden, wenn eine langanhal-
tende Aktivierung von MEK/ERK gewabhrleistet ist, z.B. nach einem Signal mit HGF
(Hepatozyten-Wachstumsfaktor) oder EGF. KGF und IGF-1 (Insulin-ahnlicher
Wachstumsfaktor-1) fihren nicht zu einer solchen langanhaltenden Aktivierung von
MEK/ERK und werden deshalb nicht mit der Invasion von Keratinozyten in die Der-
mis assoziiert. MMP-9 wird also als direkte Antwort auf EGF exprimiert und zwar
hauptsachlich in der Epidermis. Die Expression von MMP-9 hangt von MAPK-
Signalwegen ab, besonders vom ERK- und JNK-Signalweg. Beide Signalwege fuh-
ren zur Bildung von aktivem c-Fos und c-Jun, die als Homodimere von c-Jun oder a-
ber als Heterodimeren aus c-Jun und c-Fos den Transkriptionskomplex AP-1 bilden
(Zeigler et al., 1999).

MMP-1 wird hauptsachlich von dermalen Fibroblasten exprimiert und seine ver-
starkte Expression ist eher auf Faktoren aus der Epidermis zurlckzuflhren, als auf
die Zugabe exogenen EGFs zu einer organotypischen Kultur. Wichtig scheinen hier
vor allem Faktoren zu sein, die Uber den IL1-Rezeptor und den EGF-Rezeptor wirken
(Moon et al., 2001). So reagieren Fibroblasten auf das von differenzierenden Kerati-
nozyten sezernierte Stratifin mit erhdhter MMP-1-mRNA-Synthese. Interessanter
Weise stimulieren die Fibroblasten ihrerseits die Sekretion des Stratifin durch die Ke-
ratinozyten (Ghahary et al., 2005).

Die Inkubation von Fibroblasten in Keratinozyten-konditioniertem Medium flhrt zu ei-
ner erhdhten Expression von MMP-1, sowie zu einer hdheren Proliferationsrate der
Fibroblasten. Ersteres konnte auf EGFR- und IL1-Rezeptor-Signalwege zurickge-
fuhrt werden, wohingegen die erhdhte Proliferation nur auf EGFR-Signalwege zu-
rickgefuhrt werden konnte. Es wurde gezeigt, dass in den auf diese Weise stimu-
lierten Fibroblasten sowohl MAPK-Signalwege als auch ERK- und p38-Signalwege
aktiviert worden waren. Durch Zugabe von rekombinantem EGF konnten ebenfalls
MMP-1 und Proliferation der Fibroblasten hochreguliert werden, wohingegen rekom-
binantes IL-1p nur die MMP-1-Expression verstarkte, nicht aber die Proliferation der
Fibroblasten (Moon et al., 2002).

MMP-1 wird in stdchiometrischer Weise durch TIMP-1 inhibiert. Inflammatorische
Zytokine, die bei der Wundheilung eine wichtige Rolle spielen, wirken in verschiede-

ner Weise auf MMP-1 und TIMP-1 von humanen dermalen Fibroblasten. MMP-1-
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und TIMP-1-mRNA werden durch IL-6 und TNF-a hochreguliert, bleiben aber durch
IL-18 unbeeinflusst. Auf Proteinebene wurde das Proprotein von TIMP-1 durch TNF-
o nicht beeinflusst, durch IL-6 und IL-1p jedoch starker exprimiert. TNF-a fuhrte zur
verstarkten Expression von TIMP-1 auf Proteinebene (Dasu et al., 2003).

Auch der Keratinozyten-Wachstumsfaktor KGF scheint seine wundheilungsférdernde
Wirkung unter anderem Uber die Stimulation der Expression von MMPs durch Kerati-
nozyten zu entfalten. Madlener et al. konnten zeigen, dass 5 — 8 Stunden nach Sti-
mulation von HaCaT-Zellen mit KGF ein erhohter Anteil an MMP-10 (Stromelysin-2)
mRNA in den Zellen zu detektieren war. Ahnliche Effekte konnten auch durch Sti-
mulation derselben Zellen mit EGF oder TNF-a erzielt werden, wohingegen der Ef-
fekt nach Stimulation mit TGF-f1 noch deutlicher war (Madlener et al., 1996). In
histiotypischen Zellkulturmodellen von porcinen periodontalen Ligamentepithelzellen,
kultiviert auf pordsem Polycarbonatmembranen, ist es gelungen, die Aktivitat von
MMP-9 durch die Stimulation der Zellen mit KGF zu erhéhen. Allerdings konnte die-
ser Effekt nicht in Kulturgefallen aus Plastik beobachtet werden (Putnins et al.,
1995).

Wie Nova et al. beschreiben, wird die aktive Form des MMP-9 von Keratinozyten nur
im Zuge der Zelldifferenzierung sezerniert. Im Hautaquivalent, in welchem HaCaT-
Zellen benutzt wurden, wurden sowohl MMP-2 als auch MMP-9 reichlich exprimiert
und aktiviert, was auf eine direkte Interaktion zwischen Fibroblasten und HaCaT-
Zellen hindeutet. Die MMP-2-Expression durch Fibroblasten wurde in der selben
Studie durch die Kokultur mit HaCaT-Zellen hochreguliert (Nova et al., 2003).
Uberdies wurde ein synergetischer Effekt zwischen Fibroblasten und Keratinozyten
beschrieben, durch welchen MMP-2, MMP-9, sowie TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3
wahrend der Kokultur dieser beiden Zelltypen hochreguliert wurden (Sawicki et al.,
2005).

Aufgrund dieser Beobachtungen liegt es nahe, den Einfluss, welchen die verschie-
denen Differenzierungsstadien der Fibroblasten auf Keratinozyten ausuben sowie die

Beeinflussbarkeit der Fibroblastensubtypen durch Keratinozyten zu untersuchen.

1.6 Zielsetzung

Hintergrund fur die vorliegende Dissertation war die Frage, ob unterschiedliche Diffe-

renzierungsstadien humaner dermaler Fibroblasten, namlich potentiell mitotische
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Progenitorfibroblasten der Typen MF Il und MF I, sowie postmitotische, terminal
differenzierte Fibrozyten (PMF) Keratinozyten in unterschiedlicher Weise beeinflus-
sen kénnen. Zu diesem Zweck wurden zell- und molekularbiologische Aspekte der
Keratinozyten betrachtet.

Uberdies wurde in dieser Arbeit die Expression spezifischer Markerproteine durch die
einzelnen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien analysiert. Untersucht
werden sollten Proteine, welche bei der Wundheilung sowie beim schlechten Hei-
lungsverlauf chronischer Wunden eine Rolle spielen. Dies waren einerseits die
wundheilungsférderlichen Faktoren KGF und FGF-BP, welche auf mRNA-Niveau
mittels realtime-RT-PCR quantifiziert werden sollten. Im Falle des KGF sollten uber-
dies ELISA-Experimente durchgefihrt werden, um die Expression auch auf Protein-
Niveau zu untersuchen.

Andererseits sollten verschiedene Matrix-Metalloproteinasen auf mMRNA-Ebene sowie
mittels Zymographie und Western-Blot auf Proteinebene analysiert werden. Eine
Uberexpression von MMPs in chronischen Wunden wird fiir deren schlechten Hei-
lungsverlauf verantwortlich gemacht. Da MMPs sowohl von Fibroblasten als auch
von Keratinozyten exprimiert werden, sollten die Versuche sowohl mit den Differen-
zierungsstadien der Fibroblasten sowie mit Keratinozyten durchgefuhrt werden, wel-
che mit den Ubersténden der einzelnen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungs-

stadien behandelt worden waren.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkurzungsverzeichnis

ug

ul

Ag
APMA
APS
BM
BMBF
BPE
BrdU
BSA
cDNA
CP
CPD
Cy3

Dapi
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
dsDNA
DTT
ECM
EDTA
EGF
El
ELISA
FCS
FG
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Mikrogramm

Mikroliter

Aggrecan

4-Aminophenylmercursaure
Ammoniumpersulfat

Basalmembran

Bundesministerium fur Bildung und Forschung
boviner Hypophysenextrakt
Bromodesoxyuridin

bovines Seumalbumin

copy DNA, DNA auf Grundlage ihrer RNA synthetisiert
Crossing Point

kumulative Populationsverdopplung
Carbocyanin 3

day / Tag
4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Doppelstrang-DNA

Dithiothreitol

Extrazellulare Matrix
Ethylendiamin-Tetraessigsaure

Epidermal Growth Factor

Elastin

Enzyme Linkes Immuno Sorbent Assay
Fotales Kalberserum

Fibrinogen



FGF
FGF-BP
FGFR
FN

GAPDH
h

H20q4
H2044
HaCaT

HCI
HGF
HRP
HSF
HSPG
IGF

IL
JNK

K

kDa
kg
KGF / FGF-7
In

LN

M

m

mA
MAPK
MF
min
Mio.

ml

Fibroblast Growth Factor
FGF-Binding Protein
FGF-Rezeptor

Fibronectin

Gramm

Gelatine
Glyceraldehyde-3-Phosphat-Dehydrogenase
hour / Stunde

deionisiertes Wasser
bidestilliertes Wasser
Human Adult Low Calcium High Temperature Keratino-
cytes

Hydrochlorsaure
Hepatocyte Growth Factor
Meerrettichperoxidase
humane Hautfibroblasten
Heparansulfat-Proteoglycan
Insulin-like Growth Factor
Interleukin

Januskinase

Kollagen

Kilodalton

Kilogramm

Keratinocyte Growth Factor
Logarithmus naturalis
Laminin

Molar

Meter

Milliampere

Mitogen Activated Protein Kinase
Mitotische Fibroblasten
Minuten

Million(en)

Milliliter



mM

Millimolar

MMP Matrix-Metalloproteinase

MRNA messenger RNA

MT-MMP Membrane-type MMP

nm Nanometer

oD optische Dichte

PBS phosphatgepufferte Saline

PD Populationsverdopplung

PDGF Platelet Derived Growth Factor

pg Picogramm

PG Proteoglycan

pM Picomolar

PMF Postmitotische Fibrozyten

rEGF rekombinantes EGF

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SFM Serumfreies Keratinozytenmedium
TEMED N,N,N",N'-Tetramethylethylendiamin
TGF Transforming Growth Factor

TIMP Tissue-Inhibitor of MMP

TNF Tumor Necrosis Factor

U/min Umdrehungen pro Minute

uv untraviolett

viv Volumen pro Volumen

VN Vitronectin

w/v Gewicht pro Volumen

2.2 Chemikalien, Labormaterial

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwahnt, in Analyse-Qualitat von Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsrure, D),
Merck (Darmstadt, D) oder Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D) bezogen.
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PolypropylengefalRe und Pipettenspitzen (Eppendorff, Hamburg, D) wurden vor
Gebrauch autoklaviert. Filtermaterialien wurden von Millipore (Billerica, USA) und
Zellkulturplatten und -schalen sowie -inserts von BD Falcon (Erembodegem, BE) be-

zogen.

2.3 Antikorper

Antikorper Verdun- Lieferant

nung
Cy"™3-conjugated Goat Anti-Mouse IgG ~ 1:400 Dianova GmbH, Hamburg, D
Cy™3-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG  1:400 Dianova GmbH, Hamburg, D
HRP-conjugated Donkey-Anti-Mouse IgG 1:2000 GE Healthcare, Uppsala, SE
HRP-conjugated Sheep-Anti-Rabbit IgG  1:2000 GE Healthcare, Uppsala, SE
Monoclonal Mouse Anti Human Collagen 1:25 DakoCytomation, Glostrup,
IV IgG DK
Mouse Monoclonal Anti-MMP-3 1gG 1 ug/ml Dianova GmbH, Hamburg, D
Mouse Monoclonal Anti-MMP-9 1gG 1 ug/ml Dianova GmbH, Hamburg, D
Polyclonal Rabbit Anti Human Laminin 1:1000 Novus Biologicals, Littleton,
IgG USA
Rabbit Polyclonal Anti-MMP-10 IgG 10 ug/ml Dianova GmbH, Hamburg, D
Rabbit Polyclonal Anti-MMP-2 19G 10 ug/ml Dianova GmbH, Hamburg, D
2.4 Zellkultur

Die bei der Zellkultur verwendeten Materialien waren ausnahmslos steril. Glaswaren
wurden heilluftsterilisiert, Plastikwaren waren Einmalartikel und/oder wurden au-
toklaviert. Alle Loésungen wurden ebenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert (Filter mit
0,22 um Porendurchmesser). Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank durchgefihrt,

die durch UV-Licht sowie 70 % Ethanol sterilisiert worden war.

2.4.1 Isolation humaner dermaler Fibroblasten aus Biopsiematerial

Zur Gewinnung humaner dermaler Fibroblasten wurden die Zellen auf verschiedene
Weise aus Biopsien von Oberschenkel oder Oberarm gewonnen. Besonders gut eig-

neten sich die Biopsien jungerer Spender (bis 40/50 Jahre).
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Von den Biopsien wurde ggf. das Fett entfernt und sie wurden 2 mal mit Penicillin/
Streptomycin-Lésung gewaschen. Anschlieend wurden die Biopsien in 1 mm x 1
mm groRe Stickchen geschnitten und in einer Petrischale im Abstand von ca. _ cm
angeordnet. Die Hautstlickchen wurden einige Zeit durch Antrocknen an der Schale
befestigt. Daraufhin wurde vom Rand der Schale vorsichtig DMEM + 20 % FCS in
die Schale gegeben. Die Hautsticke wurden nicht vollstandig bedeckt. Nach 5 Tagen
wurde festgestellt, ob Fibroblasten aus den Biopsien ausgewandert waren. Die Zel-
len wurden bis zur Konfluenz (ca. 3 — 4 Wochen) kultiviert und dann subkultiviert. In

Passage 3 — 5 wurden die Zellen erstmals eingefroren.

2.4.2 Passagieren von Zellen

Nach dem Absaugen des Mediums vom Zellrasen wurde dieser mit Phosphatgepuf-
ferter Saline (PBS", 37 °C) gewaschen und die Zellen anschlieend bei 37 °C in
Trypsin-Lésung inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Kulturgefaly geldst hatten,
wurde das Trypsin mit serumhaltigem Medium (37 °C) inaktiviert und die Zellen durch

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt.

PBS™: NaCl 0,8 %
KCI 0,002 %
Na,HPO, ¢ 2 H,O 0,144 %
KH2PO4 0,02 %
in H2Ogyq
pH 7,2 — 7,4 stellt sich ein

Trypsin-Lésung: Trypsin 0,25 %
EDTA 0,02 %

in PBS™ gelost, mindestens 8 Stunden bei 4°C rlhren,
pH 7,8 — 8,7, sterilfiltrieren

2.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Fuchs-Rosenthal-Hamazytometers bestimmt. Hier-
zu wurde die gut durchmischte Zellsuspension mit einer Pasteurpipette in die Kam-
mer gegeben und anschliefend die Zellzahl in beiden Diagonalen (2 x 16 Kleinquad-
rate) der Kammer bestimmt. Mit folgender Formel wurde die Zellzahl in der

Ausgangssuspension berechnet:
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Zellzahl in 2 Diagonalen x 2500 = Zellzahl in1 ml Ausgangssuspension

2.4.4 Berechnung der Populationsverdopplung (PD) und der kumulativen

Populationsverdopplung (CPD)

Die Populationsverdopplung (PD) ist die Anzahl der Zellteilungen, die statistisch jede
Zelle innerhalb einer Passage durchlaufen hat. Die kumulative Populationsverdopp-
lung ist die Summe aller Populationsverdopplungen seit der Primarkultur und stellt

somit ein MaR fur den Differenzierungsstatus der Zellen dar.

In —1In )
geerntete Zellzahl ausgesdte Zellzahl
PD =

In2

2.4.5 Zellkulturmedien

2.4.51 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Dieses Medium wurde fur die Kultur von Fibroblasten und HaCaT-Zellen verwendet.
Zur Herstellung eines Liters Medium wurden 12,042 g DMEM Pulvermedium (Invitro-
gen, Carlsbad, USA, No. 61965, Pulver) und 3,7 g NaHCO3; mit 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin-Losung (Invitrogen) und HxO4q auf 900 ml aufgefillt (pH 7,2 — 7,4
mit HCI). AnschlieRend wurde das Medium sterilfiltriert. Vor Gebrauch wurden 10 %
FCS (HyClone/Perbio, Bonn, D) hinzugefugt.

24.5.2 Keratinocyte Serum Free Medium (SFM)

Fir die Proliferation von humanen Keratinozyten ist ein geringerer Ca**-Gehalt nétig,
als in Standardmedien enthalten ist. Da fotales Kalberserum die Proliferation von Ke-
ratinozyten verhindert, wird SFM mit bovinem Hypophysenextrakt (BPE, 20 — 30
ug/ml) und rekombinantem EGF (rEGF; 0,1 — 0,2 ng/ml) komplettiert. Uberdies wur-
den 5 ml Penicillin/Streptomycin-Losung pro 500 ml SFM zugegeben. Das Medium
wurde inklusive rEGF und BPE von Invitrogen/Gibco bezogen. In dieser Arbeit wird
das Keratinozytenmedium im Verhaltnis 2:1 mit DMEM als potenzielles Kokulturme-

dium fur Keratinozyten und Fibroblasten verwendet.
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2.4.6 Gewinnung von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien

2.4.6.1 Gewinnung von Progenitorfibroblasten der Typen MF | und MF I

Fibroblasten einer frihen Passage wurden in DMEM + 20 % FCS 10 cm-
Zellkulturschalen ausgesat (250 — 500 Zellen pro Schale) und fur 14 Tage (37 °C,
7 % COy) inkubiert. AnschlieRend wurden die Klone mikroskopisch mittels morpholo-
gischer Kriterien beurteilt und Klone der Differenzierungsstadien MF | und MF Il mit
Hilfe von Klonringen, welche mit Silikonpaste P80 (Wacker, Minchen, D) auf die
Kulturschalen geklebt wurden, trypsiniert und gepoolt. Die CPD wurde bestimmt, um
den Differenzierungsstatus der Zellen in spateren Passagen abschatzen zu konnen.
Die Anzahl der Zellen pro Klon unterscheidet sich jedoch fur die einzelnen Differen-
zierungsstadien aufgrund der nachlassenden Proliferationsfreudigkeit wahrend der

Differenzierung (Rodemann et al., 1989).

2.4.6.2 Herstellung von Progenitorfibroblasten des Typs MF Il

Da Fibroblasten des Differenzierungsstadiums MF Ill gegenlber Fibroblasten der
Typen MF I/ll in ihrer Teilungsfahigkeit sehr eingeschrankt sind, lieRen sich diese
Zellen nicht mehr aus Klonkulturen gewinnen, sondern mussten in dinnen Massen-
populationen hergestellt werden. Hierzu wurden durch mehrere Subklonierungen
sehr weit differenzierte MF 1l-Zellen gewonnen. Ublicher Weise wurden die MF |I-
Klone (je nach Zelllinie) 2 — 3 mal gepoolt und anschlieRend sofort zu einem neuen
Koloniebildungstest ausgesat, in welchem ebenso verfahren wurde. Bei der dritten
bis vierten Subklonierung hatten die Fibroblasten ihre Fahigkeit zur Klonbildung ver-
loren, sodass auf die Klone des vorherigen Koloniebildungstests zuriuckgegriffen
wurde. Diese wurden sehr dinn (0,2 Mio. Zellen/T75) in DMEM + 15 % FCS ausge-
sat, um die Zellteilung zu stimulieren. In dinnen Massenkulturen wurden Morpholo-
gie und Teilungsfahigkeit der Fibroblasten nun mikroskopisch beobachtet und letzte-

re ggf. als MF Il klassifiziert.

2.4.6.3 Herstellung von terminal differenzierten Fibrozyten (PMF)

Zur Herstellung postmitotischer Fibroblasten wurden die Zellen sehr dinn ausgesat
(0,2 Mio/ T75), da Fibroblasten fur die terminale Differenzierung Platz benétigen. Die
Fibroblasten wurden am néchsten Tag mit 10 ml DMEM + 10 % FCS + 1 x 10° M
Mitomycin C (MMC) behandelt (Stocklésung 2 x 10 M). Nach 2 Tagen Inkubation
wurden die Zellen mit DMEM + 10 % FCS gewaschen und daraufhin DMEM + 5 %
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FCS zugegeben. Nach weiteren 2 Tagen wurde die zweite Behandlung mit MMC
durchgefuhrt. Wenn die Zellen nach der dritten Behandlung ihre Proliferation einge-
stellt hatten, wurde nach dem letzten Serumentzug in DMEM + 5 % FCS wieder
DMEM + 10 % FCS zugegeben. Die Zellen mussten nun noch ca. 4 Wochen zur
Ausdifferenzierung weiterkultiviert werden. Falls die Zellen ihre Proliferation wieder
aufnahmen, wurden weitere MMC-Behandlungen durchgefihrt. Ausdifferenzierte
Fibrozyten konnten durch BrdU-Einbau und p-Galactosidase-Farbung sowie durch

Beurteilung der Zellmorphologie unter dem Mikroskop beurteilt werden.

2.4.7 HaCaT-Zellen

Bei HaCaT-Zellen handelt es sich um eine spontan immortalisierte Keratinozyten-
Zelllinie, welche jedoch in Organotypischer Kokultur die Fahigkeit zur Keratinisierung
besitzt (Boukamp et al., 1988). HaCaT-Zellen wurden in dieser Arbeit als Modell fur
epitheliale Keratinozyten verwendet. Die Kultur dieser Zellen erfolgt in DMEM + 10 %
FCS. Die Zellen wurden freundlicher Weise von Prof. N. E. Fusenig aus Heidelberg

zur Verfigung gestellt.
2.4.8 Einfrieren von Zellen

2.4.8.1 Fibroblasten

Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Anschlieend
wurden die Zellen pelettiert (1250 U/min, 5 min, 4 °C) und im vorgekuhlten Einfrier-
medium (5 % DMSO, 20 % FCS in DMEM) resuspendiert (1 Mio. Zellen/ml). Die Zell-
suspension wurde in gekuhlte Kryorohrchen pipettiert (jeweils 1 - 1,5 Mio. Zellen) und
sofort auf der obersten Stufe des Einfriervorsatzes in den Stickstofftank gehangt.
Nach 15 min wurde der Einsatz auf die mittlere Stufe heruntergedreht und nach wei-
teren 30 min wurden die Zellen 1 h auf der untersten Stufe belassen. Anschliel3end
wurden die Tubes in flissigem Stickstoff konserviert.

Je weiter die Fibroblasten differenziert waren, desto geringer war ihre Anwachsrate.
Aus diesem Grunde wurden MF llI-Zellen und PMF-Zellen nie eingefroren.

Beim Einfrieren wurden alle Zelltypen stets mittels Dapi-Farbung auf eine Kontami-

nation mit Mykoplasmen untersucht (s.u.).
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2.4.8.2 HaCaT-Zellen

Das Medium wurde am Vortag gewechselt und die HaCaT-Zellen sollten zu 90 %
konfluent sein. Die Zellen wurden trypsiniert, gezahlt und pelettiert (1250 U/min, 5
min, RT). Jeweils 2 Mio. Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (DMEM + 20 % FCS,
10 % Glycerin, reinst) resuspendiert und in Kryoréhrchen pipettiert. Anschliel3end
wurden die Kryorohrchen in einen Nunc-Einfrierbehalter gestellt und fur mindestens
30 min bei 4 °C gekuhlt. Hierauf wurde der Einfrierbehalter tber Nacht bei —80 °C

gelagert und die Kryordhrchen anschlief3end in flissigem Stickstoff Gberfuhrt.

2.4.9 Auftauen von Fibroblasten und HaCaT-Zellen

Da Kristallbildung sowie DMSO den Zellen schaden, musste das Auftauen der Zellen
so schnell wie mdglich durchgefuhrt werden, das DMSO bzw. Glycerin musste aus
dem Zellkulturmedium entfernt werden.

Die Zellen wurden aus dem flissigen Stickstoff genommen und bei 37 °C im Was-
serbad aufgetaut. Anschlielend wurden die Zellen in DMEM + 20 % FCS (37 °C) in
ein Zellkulturgefal® ausgesat. Bei Fibroblasten wurde frihestens 4 Stunden nach
dem Auftauen das Medium gewechselt und die Anwachsrate bestimmt. Bei HaCaT-

Zellen erfolgte der Mediumwechsel 4 — 16 h nach dem Auftauen.
2410 Farbemethoden in der Zellkultur

2.410.1 Coomassie-Farbung — Proteinfarbung

Mittels Coomassie-Farbung lassen sich die (zytoplasmatischen) Zellproteine blau
anfarben. Das Medium wurde von den Zellen gesaugt und letztere mit PBS™ gewa-
schen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 3,7 %iger Formaldehyd-Lésung 10 min
auf dem Kulturgefal® fixiert. Das Formaldehyd wurde abgegossen und die Zellen
wurden fur weitere 10 min, mit 70 % Ethanol bedeckt, inkubiert. Nachdem das Etha-
nol abgegossen worden war, wurden die Zellen (im Trockenschrank) getrocknet.

Die Coomassie-L6sung (0,05 % Coomassie Brilliant Blue G, 20 % Methanol, 7,5 %
Eisessig in H,O4) wurde nun fur 30 — 40 s auf den Zellen belassen, woraufhin die

Zellen gewassert und erneut getrocknet wurden.
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2.410.2 Giemsa-Farbung — Kernfarbung

Die Giemsa-Farbung dient der Deutlichmachung der Zellkerne, welche durch A-T-
Spezifitat des Farbstoffes violett angefarbt werden und nun z.B. auf ihre Grée hin
untersucht werden konnten.

Die Fixierung erfolgt ebenso wie bei der Coomassie-Farbung bis zum ersten Trok-
kenvorgang. Sérensen A-L6sung ( 9,078 g KH2PO4 in 1 | H,O4) und Soérensen B-
Lésung (11,876 g Na;HPO4 » 2 H,O in 1 1 H,O4) wurden direkt vor der Farbung ge-
mischt, sodass das Gemisch einen pH-Wert von 7,2 — 7,4 aufwies. Anschlie3end
wurden 100 ml dieser Losung mit 4 ml Giemsa-Konzentrat gemischt und die Losung
30 — 40 min auf den Zellen belassen. Danach wurden die Zellen gut gewassert und

daraufhin getrocknet.

2.4.10.3 Dapi-Farbung — Kernfarbung und Mykoplasmentest
4',6-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochlorid (Dapi) komplexiert mit dsDNA und

macht so die Zellkerne und eventuell vorhandene Mykoplasmen im Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar.

Die zu farbenden Zellen wurden dunn auf Aceton-gereinigten und autoklavierten
Deckglasern ausgesat. Nach 2 Tagen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
PBS™ gewaschen und mit einem Dapi-Methanol-Gemisch (350 ug/ml Stock-Ldsung,
1:10.000 in Methanol verdinnt ) 2 — 3 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit
Methanol gewaschen, in Methanol 2 — 3 min bei 37 °C inkubiert und anschlielend
auf einem Objekttrager zur Verstarkung der Fluoreszenz in Mowiol-Lésung einge-
bettet. Nun konnten die Praparate im Fluoreszenzmikroskop durch den Dapi-Filter
bei einer Anregung von 369 nm/ Emission von 450 nm betrachtet werden.

Die bendtigte Mowiol-Losung wurde hergestellt, indem 30 g Glycerin und 12 g Mowi-
ol gemischt wurden, daraufhin wurden 30 ml H,O4 zugegeben und nach kurzem Ruh-
ren 2 h bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 60 ml 0,2 M Tris-Puffer, pH 8,5 zu-
gegeben und das Gemisch unter gelegentlichem Ruhren auf 50 °C erwarmt. Es
folgte eine Zentrifugation bei maximaler Drehzahl fir 15 min, woraufhin der klare U-

berstand aliquotiert und bei —20 °C gelagert wurde.

2.4.10.4 pB-Galactosidase-Farbung
Zur Unterscheidung postmitotischer Fibrozyten von mitotischen Fibroblasten wurde
diese Farbemethode angewandt (Dimri et al., 1995). Da PMF-Zellen -Galactosidase

exprimieren, farbt sich deren Zytoplasma vor allem um den Zellkern herum blaugrin
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an. Die Zellen wurden mit PBS™ gewaschen, 3 — 5 min in 3 % Formaldehyd fixiert, mit
einer 0,9 %igen NaCl-Lésung gewaschen und dann fur 16 h ohne CO2-Begasung mit
der Farbeldsung inkubiert. Die Farbeldsung war zuvor durch 1:20-Verdinnung der
Stock-Lésung (20 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-p-D-Galactosid [X-Gal, Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, D] in N,N-Dimethylformamid) in p-Galactosidase-

Puffer und anschlieRendes Filtern der LOsung hergestellt worden.

B-Galactosidase-Puffer: Zitronensaure 40 mM
Kalium-Ferrocynide 5 mM
Kalium-Ferricynide 5mM
NaCl 150 mM
MgCl, x 6 H20 2mM
in H>,O44, pH 5,5, lichtempfindlich

2.410.5 Immunfluoreszenzfarbungen (Kollagen IV, Laminin)

Fur den Nachweis von Kollagen IV und Laminin wurden immunzytologische Fluores-
zenzfarbungen angewandt. Die Zellen wurden 3 Tage vor der Farbung in Glas-
Objekttrager-Kammern (BD Falcon, Erembodegem, Belgien) ausgesat, auf welchen
die Zellen vor dem Farben 15 min mit 4% Formaldehyd fixiert wurden. Es folgte eine
Epitopendemaskierung (5 min Trypsinbehandlung bei 37 °C fur Laminin; 2 x 10 min
heiller Citratpuffer fur Kollagen 1V). AnschlieRend wurden die Ojekttrager 3 x 5 min in
Waschpuffer gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden
die Objekttrager 30 min in 10% FCS und 0,3 % Triton-X100 in Tris-BSA inkubiert.
Unmittelbar danach erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikérper (Monoclonal
Mouse Anti Human Collagen 1V, Verdunnung 1:25 in Tris-BSA/ Polyclonal Rabbit
Anti Human Laminin, Verdunnung 1:1000 in Tris-BSA) bei 4 °C uber Nacht. Es wurde
stets eine Negativkontrolle mitgefuhrt, welche mit Tris-BSA ohne Primarantikorper in-
kubiert wurde, ansonsten aber der gleichen Farbeprozedur unterzogen wurde.

Vor Zugabe des Sekundarantikdrpers wurden die Objekttrager 3 x 5 min in Wasch-
puffer gewaschen und anschlieend 30 min bei RT im Dunkeln mit dem Cy3-
markierten Sekundarantikérper (Goat-Anti-Mouse/Rabbit Cy3-conjugated [Dianova,
Hamburg, D], Verdinnung 1:400) dekoriert. Der Antikorper-Lésung wurden 4 % FCS
sowie 1% Dapi-L6ésung (350 ug/ml in Methanol) zugegeben, um gleichzeitig eine

Kernfarbung zu erhalten.
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Der Uberschussige Sekundarantikérper wurde durch 3 x 5 minutiges Waschen ent-
fernt, die Deckglaschen wurden getrocknet und mit Glyceringelatine auf einem Ob-
jekttrager befestigt. Die Visualisierung erfolgte durch Anregung der Praparate mit

Licht der Wellenlangen 369 nm (Dapi) bzw. 552nm/ 570 nm (Cy3) am Fluoreszenz-

mikroskop.
10 x Waschpuffer: Tris Base 0,25 M

NaCl 1,4 M

Tween 20 0,5%

in HyOg44, pH 7,5, vor Gebrauch 1:10 verdunnt
Tris-BSA: BSA 0,1% in 1 x Waschpuffer
10 x Citratpuffer: Zitrat-Monohydrat 0,1M

in H2O44, pH 6,0, vor Gebrauch 1:10 verdinnt

2.5 ELISA fir den Nachweis humanen KGFs

Um den Gehalt des Zellkulturmediums an Keratinocyte Growth Factor (KGF) zu er-
mitteln, wurde ein Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) durchgeflhrt.
Fibroblasten verschiedener Differenzierungsstadien wurden in 6-Well-Platten oder
grolden Zellkulturflaschen (sofern noch eine RNA-Isolation durchgefiihrt werden soll-
te) ausgesat. Es folgte ein dreitagiger Serumentzug, sofern Medien mit und ohne
FCS verglichen werden sollten, um den Nachklappeffekt zu vermeiden. Anschlie-
Rend wurden die zu untersuchenden Zellkulturmedien in definierten Mengen zuge-
geben. Nach definierten Zeitpunkten wurden Aliquots des Uberstandes in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und die Zellzahl bestimmt.

Der Quantikine Human KGF (FGF-7) Immunoassay (R&D Systems Inc., Wiesbaden-
Nordenstadt, D) wurde laut Anleitung durchgefuhrt. Die bei einer OD von 450 nm er-
mittleten Ergebnisse wurden mit Referenzmessungen bei einer OD von 570 nm ver-
rechnet. Anschlieend wurden Mittelwerte der Doppelbestimmungen gebildet und mit
den gemessenen Standardkonzentrationen wurde eine Standardkurve erstellt. Mit
den Werten der Standardkurve wurden uber die Microsoft-Excell-Funktion ,Schatzer”
die Werte fur den Proteingehalt der jeweiligen Proben errechnet, der KGF-Gehalt auf
das Volumen des Zellkulturmediums bezogen und anhand der ermittelten Zellzahlen

die Expression des KGF auf 1 Mio. Zellen bezogen. Da die Inter-Assay-Varianz sehr
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gering war, wie der Vergleich aller Standardkurven zeigte, konnten auch Ergebnisse

verschiedener Versuchsreihen verglichen werden.

2.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-PAGE

2.6.1 Probengewinnung aus Zellkulturiiberstanden und Proteinbestim-

mung

Die zu untersuchenden Zellen mussten flr die Dauer der Konditionierung des Medi-
ums serumfrei kultiviert werden, da serumhaltiges Zellkulturmedium wegen des ho-
hen Proteingehalts nicht einzuengen ist. Die betreffenden Zellkulturmedien wurden
von den zu untersuchenden Zellen genommen und zum Entfernen abgeldster Zellen
zentrifugiert (5 min, 1250 rpm, 4 °C). AnschlieRend wurden die Uberstande auf
Centricon® Plus-20-Saulen (Millipore, Billerica, USA) ubertragen und in diesen auf
ein Volumen von ca. 100 ul eingeengt (2 h, max. rpm, 4 °C). Die Volumina der Uber-
stéande sowie deren Proteinkonzentration wurden bestimmt.

Fur die Proteinbestimmung der Proben wurden pro Probe 3 x 3 ul einer 1:10-
Verdlinnung in 3 Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Als Standard diente eine BSA-
Ldsung, mit welcher ebenso verfahren wurde (1 - 20 mg/ml BSA, je nach erwarteter
Proteinausbeute der Proben). Es wurden 25 ul von Losung A und 200 ul von Lésung
B des DC Protein Assay (BioRad Laboratories, Hercules, USA) in jedes Well pipet-
tiert, anschlieRend wurden die Proben zur Entfaltung der Farbreaktion 5 min bei RT
inkubiert. Das Messen der Proben erfolgte mittels Mikrotiterplatten-Photometer (8 s
maximal geschuttelt, Wellenlange 620 nm).

Anhand folgender Formel wurden die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt:

Mittelwert
Mittelwert

Probe

Konzentration,, ,, x  Konzentration g, ;..

BSA-Lésung

Auf ein Gel wurden jeweils gleiche Proteinmengen aller Proben aufgetragen. Daher
wurde jeweils die gewunschte Proteinmenge (meistens 100 ug) jeder Probe in ein
neues Eppendorfgefass pipettiert und mit dem entsprechenden Volumen an 5 x Pro-

benpuffer versehen. Die Proben wurden 5 min bei 95 °C gekocht.
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2.6.2 GieRen des Gels

Zwei mit Ethanol grundlich gereinigte Glasplatten wurden mit ebanfalls gereinigten
Spacern versehen und in der Vorrichtung zum Giessen der Gele arretiert. Die im
Folgenden verwendete Acrylamid-Lésung war eine 37,5:1-Mischung. Zum Abdichten
des Gels wurde ein Sockelgel gegossen (fur 1-2 Gele 10,05 ml Acrylamid-Ldésung, 3
ml Trenngelpuffer, 1,65 ml H,O4q 0,15 ml APS-L6sung, 0,03 ml TEMED). Nach dem
Polymerisieren des Sockelgels wurde das Trenngel (pro Gel 7,5 ml Acrylamid-Lo6-
sung, 8 ml HxOq44, 7 ml Trenngelpuffer, 0,1 ml APS-Lésung, 0,01 ml TEMED) gegos-
sen, die Acrylamid-Konzentration betrug 10,4 %. Das Trenngel wurde bis zur voll-
standigen Polymerisation mit Isopropanol Uberschichtet, welches daraufhin mit H,Oq4
entfernt wurde. Es folgte das GielRen des Sammelgels (pro Gel 0,75 ml Acrylamid-
Lésung, 3 ml HyO4q, 1,25 ml Sammelgelpuffer, 0,1 ml APS-Lésung, 0,005 ml
TEMED). Je nach gewtnschter Anzahl und GroéfRe der Taschen wurde vor der Poly-

merisation ein gereinigter Kamm zwischen den Glasplatten befestigt.

2.6.3 Elektrophorese

Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt, letztere mit Elektropho-
resepuffer geflllt und die Taschen nach Entfernen des Kammes gespult. Anschlie-
Rend wurden die vorbereiteten Proben sowie der Marker (Kaleidoscope Precision
Plus Protein™ Standard, Bioad Laboratories, Hercules, USA) in die Taschen gefiillt
und eine Stromstarke von 35 mA pro Gel angelegt. Die Gele wurden fur ca. 2 h lau-
fen gelassen, bis die Lauffront das Sockelgel erreicht hatte. Vorsichtig wurde das Gel

zwischen den Glasplatten herausgenommen und Sammel- sowie Sockelgel entfernt.

2.6.4 Losungen

APS-Ldsung: Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) in H2Oq4q4
5 x Probenpuffer : Sammelgelpuffer 25 %
Bromphenolblau 0,1 %
10 % SDS-L6sung 25 %
Glycerin 40 %
B-Mercaptoethanol 10 %
Trenngelpuffer (4 x): Tris-Base 1,5 M
10 % SDS-Lsg. 4 %

in H2Og44, pH 8,8 mit HCI, bei RT gelagert
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Sammelgelpuffer (4 x): Tris-Base 0,5M

10 % SDS-Lsg. 4 %

in H2Og44, pH 6,8 mit HCI, bei RT gelagert
Elektrophoresepuffer: Glycin 0,2M

Tris-Base 0,025 M

SDS 0,5 % (w/v)

in H>,O44, pH 8,6 stellt sich ein

2.7 Western Blotting

Um die Proteine eines SDS-Gels auf eine Nitrozellulose-Membran (Optitran BA-S 83
Reinforced NC, 0,2 um; Schleicher & Schuell, Dassel, D) zu Ubertragen, wurden ein
auf das Gel passendes Stuck Membran und 2 — 3 Lagen Whatman-Papier (3 mm;
Schleicher & Schuell, Dassel, D) in Anodenpuffer und 2 — 3 lagen Whatman-Papier
Kathodenpuffer getrankt. Anschliel3end wurden die in Kathodenpuffer getrankten Pa-
piere luftblasenfrei Ubereinander auf die Kathode der Halbtrocken-Blotting-
Vorrichtung gelegt, die Membran aufgebracht und dann das Gel auf die Membran
gelegt. Es folgten die in Kathodenpuffer getrankten Papiere. Bevor die Kathoden-
platte angebracht wurde, wurden vorsichtig alle Luftblasen aus dem Stapel gewalzt
und der Stapel mit etwas Kathodenpuffer befeuchtet. Die Kathode wurde mit Hilfe
von Gewichten auf die Anode gepresst und das Gel wurde ca. 2 h bei 0,8 mA/cm?
Gel geblottet.

Um den Erfolg des Blottens sofort nach dem Auseinanderbauen der Blotvorrichtung
zu visualisieren, wurde die Membran nun in Ponceau S-Lésung geschwenkt, worauf
sich die auf der Membran haftenden Proteine anfarbten.

Um nichtspezifische Bindungen bei der nun folgenden Immunreaktion zu unterbin-
den, wurde die Membran zuerst 1 h in TBS/T-MMP geblockt. Es folgten 3 Wasch-
gange a 10 min in TBS/T.

Uber Nacht wurde der erste Antikérper gegen das gesuchte Protein in der angege-
benen Konzentration in TBS/T-MMP bei 4 °C auf der Membran inkubiert. Nach weite-
ren 3 Waschgangen wurde der 2. Antikorper (Anti-Rabbit/-Mouse, Verdlinnung
1:2000) fur 2 h bei RT auf der Membran inkubiert. Anschliefend wurde die Membran
erneut 3 mal gewaschen und die Proteinbanden mittels ECL-Kit (GE Healthcare,

Uppsala, SE) visualisiert. Hierzu wurden Lésung A und Ldsung B in gleichen Anteilen
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gemischt und fur 5 min auf der Membran inkubiert. Dann wurde die Losung entfernt
und ein Rontgenfilm (Cronex 5; Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, BE) auf der Membran
exponiert. Dieser wurde nach spezifischer Belichtungszeit in der Entwicklungsma-
schine entwickelt (Entwickler G135, Fixierer G354; Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, BE).

Anodenpuffer : Borsaure 0,31 % (w/v)
10 % SDS-L6sung 0,4 %
Methanol 20 %
in H2O44, pH 9,0 mit NaOH

Kathodenpuffer : Borsaure 0,31 % (wlv)
10 % SDS-L6sung 0,4 %
Methanol 5%
in H2O44, pH 9,0 mit NaOH

TBS/T: Tris-HCI 10 mM
NaCl 100 mM
Tween 20 0,5 %
in H,Oq4q, pH 7,5

TBS/T-MMP: Magermilchpulver 5% in TBS/T

2.8 Zymographie modifiziert nach (Heussen and Dowdle, 1980)

Mittels Zymographie werden die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) in Zellkulturme-
dien von bestimmten Zellen untersucht. Die Methode beruht auf dem Prinzip der
SDS-PAGE, wobei dem Trenngel Gelatine zugegeben wird, welche dann durch die
MMPs abgebaut werden kann. Nach Coomassie-Farbung des Gels erhalt man

durchsichtige Banden auf blauem Hintergrund.

2.8.1 Probengewinnung

Die Proben wurden auf die selbe Weise gewonnen, wie Proben fur die SDS-PAGE
(siehe S. 32). Zur Aktivierung der in den Uberstanden enthaltenen MMPs wurden Ali-
quots der Proben 4 h bei 37°C mit APMA (20 mM in 80 mM NaOH, 1:6 bis 1:20 mit
der Probe verdunnt) inkubiert. Durch die proteolytische Aktivierung ergibt sich ein fur

die einzelnen MMPs charakteristischer Bandenshift.
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2.8.2 Zymographie

Die Zymographie-Gele wurden wie bei der SDS-PAGE gegossen. Eine Konzentrati-
on von 10 % Acrylamid wurde gewahlt und dem Sammelgel wurden 0,35 % Gelatine
(Stock-Losung bei —20 °C gelagert) zugegeben. Die Proben wurden in gewunschter
Proteinmenge mit dem entsprechenden Anteil 4 x Probenpuffer komplettiert und so-
fort in die Taschen des Gels gegeben. Als Positivkontrolle diente Kollagenase. Das
Gel lief bei 4 °C und 35 mA/Gel.

Nach dem Lauf wurde das Gel 1 h in Triton-Losung geschuttelt, um das SDS aus
dem Gel zu entfernen. Das Gel wurde in H,Oq4 gespult und dann Uber Nacht bei

37 °C in Degradationslésung inkubiert.

2.8.3 Detektion

Am nachsten Morgen wurde das Gel 1 h im Fixierer geschuttelt und dann 20 min in
heilRer Farbeldsung gefarbt. Zur Entfarbung des Gels wurde das Gel im Entfarber in-
kubiert, bis die Banden deutlich zu sehen waren. Das Gel wurde auf dem Lichttisch

betrachtet, fotografiert und anschliel3end getrocknet.

4 x Probenpuffer: Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM

SDS 4 % (wiv)

Glycerin 20 %

Bromphenolblau 0,01 (w/v) in HyOgq
Elektrophoresepuffer: Tris-Base (pH 8.4) 50 mM

Glycin 190 mM

SDS 0,1 % (w/v) in H2Oq4q4
Triton-LOsung: Triton-X 100 2,5%
Degradationslésung: Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM

NaCl 200 mM

CaCly x 2 H0 10 mM

Brij 35 0,02 % (v/v) in H2Oq4q
Fixierer: Eisessig 10 %

Ethanol 10 % in H2Ogyq
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Farbelosung: Serva Blau R250 0,5 %

Eisessig 10 %

Ethanol 45 % in H2Oq4q
Entfarber: Eisessig 10 %

Ethanol 25 % in HyOgyq
Aufbewahrungslésung: Eisessig 7%

Glycerin 1 % in HyOgyq

2.9 Realtime RT-PCR (Roche Lightcycler®)

2.9.1 RNA-Isolation

Zur Isolation einer ausreichenden Menge an RNA wurden pro Bedingung mindestens
0,5 Mio. Zellen bendtigt. Die Zellen wurden trypsiniert, pelettiert und in Lysepuffer
aufgenommen. Die Isolation der RNA wurde gemal} beigeflgter Anleitung mit Hilfe
des Total RNA Isolation NucleoSpin® RNA Il Kits (Macherey & Nagel, Diiren, D)
durchgefuhrt. Die Zellpellets wurden zuvor durch mehrmaliges Aufziehen in einer
Kanule (& 0,4 mm) homogenisiert. Die Elution erfolgte mit 50 ul RNase-freiem Was-
ser, welches zweimal auf die Saule gegeben wurde.

Nach der Isolation wurde der RNA-Gehalt der Proben durch Messen der Absorption

bei 260 nm festgestellt und folgendermal3en errechnet:
RNA-Konzentration (ug/ul) = Absorptionzsonm X 40 x Verdunnungsfaktor.

Die Kontamination der isolierten RNA durch Proteine wurde durch Berechnung der
Ratio von OD2s0/OD2gp ermittelt. Werte zwischen 1,8 und 2,0 wiesen auf ein hochrei-
nes RNA-Isolat hin. Die Lagerung der RNA erfolgte bei —70 °C.

2.9.2 Reverse Transkription

Fir die Umschreibung der mRNA in cDNA wurde auf den First Strand cDNA Synthe-
sis Kit (Roche, Penzberg, D) zurickgegriffen. Es wurde jeweils 1 ug RNA pro Probe
umgeschrieben. Die Umschreibungsreaktion erfolgte unter folgenden Bedingungen:
2 ul Primer und 1 ug RNA wurden mit Wasser auf 8,2 ul aufgefullt. Dieses Gemisch
wurde bei 70 °C 10 min denaturiert und anschliel3end sofort 5 min auf Eis gelagert.
Der Mix fur die Umschreibereaktion (pro Probe 2 ul 10 x Reaktionspuffer, 4 ul MgCly,
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2 ul dNTPs, 1 ul RNAse-Inhibitor und 0,8 ul AMV-reverse Transkriptase) wurde hin-
zupipettiert und die RNA wurde bei folgenden Temperaturen in cDNA umgeschrie-
ben: 10 min 25 °C, 60 min 42 °C, 5 min 99°C, « 4°C. Vor der RT-PCR wurde die
cDNA mit RNase-freiem Wasser auf eine Endkonzentration von 100 ul pro 1 ug ein-
gesetzte RNA aufgefillt. Falls in den Proben zu wenig RNA enthalten war, wurde das
maximale Volumen an RNA (8,2 ul) eingesetzt und nach der Umschreibung nicht auf

100 ul sondern auf ein entsprechend niedrigeres Volumen aufgefulit.

2.9.3 Realtime PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte mit Hilfe eines Kapillaren-Lightcyclers (Ro-
che, Penzberg, D). Von der erhaltenen und entsprechend aufgeflllten cDNA wurden
5 ul zu einem Mix aus 2 ul Primer-Mix (for und rev, jeweils 5 pM), 2 ul FAST, 2,4 ul
MgCl, und 8,6 ul H>O pro Probe in eine Kapillare gegeben. Pro Probe wurden immer
Dreifachansatze pipettiert. Die Kapillaren wurden anzentrifugiert und nach Ablaufen
des Selbsttests im Lightcycler plaziert. Der Lauf erfolgte gemaf} der fur die verschie-
denen Primer spezifisch ermittelten Bedingungen (s.u.). Als Housekeeping-Gen, d.h.
als interner Standard diente GAPDH. Fur jeden Primer wurde eine Negativkontrolle
mit H,O anstelle von cDNA mitgeflhrt.

Die Ermittlung der relativen Werte fur die mRNA wurde folgender Weise durchge-
fuhrt: die Crossing Points (CP) fur die GAPDH-mRNA und die der zu untersuchenden
mRNA wurden ermittelt, wobei das Hintergrundrauschen entfernt wurde. Es folgte die
Differenzbildung der Werte der zu untersuchenden mRNA mit den Werten far
GAPDH. Anschlielend wurden relative Werte fur den mRNA-Gehalt der Proben er-
mittelt, indem die Zahl 2 mit der negativen Differenz als Exponenten potenziert wur-
de.

rel. Wert fiir den RNA - Gehalt = 27 awenewus=Foawon)

2.9.4 Primer

Alle Primer waren intronumspannend, wurden einzeln etabliert und mittels Schmelz-
kurvenanalyse und Agarosegelelektrophorese auf unspezifische PCR-Produkte Uber-

pruft.
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mRNA Sequenz T Zyk Frag- Literatur

[alle Angaben in 5°-3’-Orientierung] [°né] len ment
b
FGF-BP for GAG CTC TCT CTG CACATTCTTCC 68 35 [50p] (Beer et al.,
rev: TAG CAT GAC GTG TCC TGC ACT A 2005)
GAPDH for. CCA GTC AGC TTC CCG TTC AGC 68 30 472
rev: CCC ATC ACC ATC TTC CAG GAG C
KGF for. CCT GAG CGA CAC ACA AGA AG 68 30 382
rev: GCC ACT GTC CTG ATT TCC AT
Kollagen for: ATG TCA ATG GCA CCC ATC AC 68 37 382 (Lametal,
IVal  rey: CCT CAA GGT GGA CGG CGT AG 2004)
Laminin  for. TGG TGA TTA CAG AAG CCAGAAGG 68 35 436 (Klees etal.,
512 rev: GTC AGT TGA CCT GAG CAT ACC CAT 2005)
MMP-2  for. CGG CCG CAG TGA CGG AAA 62 32 211 (Lafleur et
rev: CAT CCT GGG ACA GAC GGA AG al., 2005)
MMP-9  for. GAC GCA GAC ATC GTCATC CAGTTT 68 45 199 (Lafleur et
rev: GCC GCG CCA TCT GCG TTT al., 2005)

2.9.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde genutz, um die PCR-Produkte des Lightcyclers
darauf zu Uberpriufen, ob nur ein PCR-Produkt pro Schmelzpunkt vorhanden war, o-
der ob unspezifische PCR-Fragmente das Signal des Lightcyclers verfalschten.

Die Gele wurden gegossen, indem 50 ml 1 x TAE-Puffer mit 1 — 1,5 % (w/v) Agarose
mehrfach aufgekocht wurden. Die Losung wurde auf 60 °C abgekuhlt, mit 1 ul Ethidi-
umbromid komplettiert und anschlielend in die abgedichtete Gelkammer gegossen.
Ein Kamm mit entsprechender Taschengrdéfl3e wurde vor dem Erstarren des Gels an-
gebracht.

Die Proben wurden aus den Lightcycler-Kuvetten in Eppendorfgefalle zentrifugiert
und mit 5 ul Blaumarker gemischt. Fur einen Molekulargewichtsstandard wurden 2 ul
PeqGold DNA-Leiter-Mix (Peglab, Erlangen, D) mit 2 ul 1 x TAE-Puffer und 1 ul
Blaumarker versehen. Der Kamm wurde entfernt und das erkaltete Gel wurde mit 1 x
TAE-Puffer Uberschichtet, sodass es vollkommen bedeckt war. Von den Proben und
dem Marker wurden jeweils 5 ul in jeweils eine Tasche des Gels geladen und die
DNA bei 90 V ca. 1,5 h aufgetrennt. Die Visualisierung der Banden erfolgte nach
dem Lauf auf dem UV-Tisch bei einer Wellenlange von 312 nm. Alle Banden wurden

fotografisch festgehalten.
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Blaumarker: EDTA, pH 8,0
SDS
Glycerin
Bromphenolblau
50 x TAE-Puffer: Tris
Eisessig
0,5M EDTA
in H,Oq4, pH 8,0

2.9.51 RNAse-freies DEPC-Wasser

100 mM

1%

50 %

0,1 % in HyOq4
2M

571 %

10 %

Um sicherzustellen, dass alle im Wasser evtl. enthaltenen RNasen inaktiviert sind,

wurde 0,1 % DEPC in H,O4q durch kraftiges Schitteln geldst. Die Losung wurde G-

ber Nacht im Abzug entliftet und anschlieBend autoklaviert, um DEPC-Reste zu

entfernen.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression des Keratinozyten-Wachstumsfaktors KGF durch

Progenitor-Fibroblasten und postmitotische Fibrozyten

3.1.1 Analyse der KGF-Expression mittels ELISA

3.1.1.1  Analyse von Fibroblasten/ Fibrozyten in Monokultur in verschiedenen

Kulturmedien

KGF wird von Fibroblasten exprimiert und in das Kulturmedium sezerniert. Die Ex-
pression des KGF sollte differenziert flr die verschiedenen Progenitorfibroblasten-
bzw. Fibrozyten-Subtypen untersucht werden. Die Zellen wurden in zwei verschiede-
nen Zellkulturmedien untersucht: im Standardmedium DMEM + 10 % FCS sowie im
potentiellen Kokulturmedium fur Fibroblasten und Keratinozyten SFM:DMEM 2:1. Da
letzteres Medium kein FCS enthalt, wurden die Zellen vor der Zugabe des zu analy-
sierenden Kulturmediums einem dreitdgigen Serumentzug unterzogen. Nach 1, 2, 3
oder 4 Tagen wurde das Kulturmedium mittels ELISA auf seinen KGF-Gehalt unter-
sucht und dieser dann mit der Zellzahl und dem Mediumvolumen verrechnet. Die
daraus resultierende Einheit war KGF [pg] pro Mio. Zellen. Die Analyse wurde wie-
derholt mit verschiedenen Fibroblasten-Zellstammen (HSF-X1, -X2, -X4 und -X8)
durchgefuhrt.

Aus Abbildung 3.1.1 wird ersichtlich, dass uber den Zeitraum von 4 Tagen eine An-
reicherung des KGF im Zellkulturmedium stattfindet. In beiden Kulturmedien expri-
mieren terminal differenzierte PMF-Funktionsfibrozyten mehr KGF als MF IllI-
Progenitor-Fibroblasten (bis zur doppelten Menge) und letztere wiederum exprimie-
ren deutlich mehr KGF als Progenitorfibroblasten des Typs MF Il. Wahrend MF II-
Zellen in DMEM + 10% FCS uber einen Zeitraum von 4 Tagen einen gleichbleiben-
den KGF-Gehalt von ca. 2000 pg KGF pro Mio. Zellen im Medium aufweisen, steigt
der KGF-Gehalt im Kulturmedium von MF llI-Zellen ab Tag 2 langsam uber 2000 pg
pro Mio. Zellen. Erst an Tag 4 kann jedoch ein sprunghafter Anstieg auf ca. 4500 pg
KGF pro Mio. Zellen beobachtet werden. Der KGF-Gehalt im Kulturmedium von
PMF-Zellen steigt ab Tag 2 linear an und erreicht an Tag 4 einen Mittelwert von 7000
pg pro Mio. Zellen. Fur einzelne Zellstdmme wurden Werte bis zu 10000 pg pro Mio.
Zellen gemessen. In SFM:DMEM 2:1 liegt der KGF-Gehalt fur alle drei Differenzie-
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rungsstadien an Tag 1 nach Serumentzug bei unter 1000 pg pro Mio. Zellen. Im Ver-

suchsverlauf steigt der KGF-Gehalt in den Kulturmedien aller drei Zelltypen langsam

A KGF Expression in DMEM+ 10 % FCS
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Abbildung 3.1.1 Expression von KGF durch Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differen-
zierungstypen in DMEM + 10 % FCS (A) und SFM:DMEM 2:1 (B). Nach einem drei-
tagigen Serumentzug wurde das jeweilige Analysemedium auf die Zellen gege-
ben und nach 1, 2, 3 oder 4 Tagen mittels ELISA auf KGF-Gehalt untersucht. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (Anova; n
=4 - 11), die Standardfehler wurden in die Diagramme eingezeichnet.
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an, bis er an Tag 4 ahnliche Werte wie in DMEM + 10% FCS erreicht. Aufgrund der
unterschiedlichen Expressionsmuster der verschiedenen Fibroblastenstamme wur-

den hohe Standardfehler berechnet.

3.1.1.2 Analyse von Fibroblasten/ Fibrozyten mit und ohne Kokultur von Ha-
CaT-Zellen

Um die KGF-Expression von Fibroblasten/ Fibrozyten unter normalen Kulturbedin-
gungen zu untersuchen, wurden Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien
ohne vorherigen Serumentzug in DMEM + 10 % FCS einzeln sowie in Kokultur mit
HaCaT-Zellen auf ihre KGF-Expression untersucht. Hierzu wurden jeweils 0,1 Mio.
der jeweiligen Fibroblasten-/ Fibrozytentypen in die Wells einer Sechswellplatte aus-
gesat. In entsprechende Inserts wurden 50.000 HaCaT-Zellen ausgesat. Am Tag
nach der Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel und die Kokultur. Zu den Fibroblasten,
welche ohne Kokultur von HaCaT-Zellen untersucht werden sollten, wurden jeweils
unbesiedelte Inserts gegeben, die mit derselben Menge an Medium befullt wurden.
Es folgte eine dreitagige Kokultur, in welcher die Zelltypen ihren Stoffwechsel aufein-
ander einstellen konnten. Nach einem weiteren Mediumwechsel und einer Inkubation
von 3 Tagen wurde je Bedingung das Medium aus Insert und Well gepoolt. Ein Ali-
quot des gepoolten Mediums von jeder Bedingung wurde schockgefroren.

Die Zellzahl der Fibroblasten in den jeweiligen Wells wurde zur spateren Verrech-
nung der KGF-Expression ebenfalls bestimmt. Da die Zellzahl von PMF- und MF IlI-
Zellen in 6-Well-Platten im Vergleich zur Aussaatdichte stark abnimmt, wurden alle
Versuche in Doppelansatzen durchgeflhrt.

Wie aus Abbildung 3.1.2 ersichtlich wird, ergeben sich bei einer Analyse des Zell-
kulturmediums ohne vorherigen Serumentzug bereits an Tag 3 signifikante Unter-
schiede zwischen den Differenzierungsstadien MF Il und MF Ill. Wahrend die MF II-
Zellen wie in den Versuchen nach Serumentuzg um eine KGF-Expression von 2000
pg pro Mio. Zellen schwanken, haben MF llI-Zellen an Tag 3 nach Mediumwechsel
das Kulturmedium mit etwa dem doppelten Gehalt an KGF (namlich 5000 pg pro Mio.
Zellen) konditioniert, als dies nach Serumentzug der Fall war. PMF-Zellen wiesen
etwa dieselbe KGF-Expression auf, wie an Tag 3 nach Serumentzug, im Mittel etwa
6000 pg pro Mio. Zellen und unterschieden sich damit nicht signifikant von den un-
tersuchten MF lll-Zellen. Es wird deutlich, dass die Kokultur mit HaCaT-Zellen die
KGF- Synthese aller untersuchten Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungstypen

nicht signifikant beeinflusst. Der Unterschied zwischen den PMF-Zellen mit und ohne
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kokultivierten HaCaT-Zellen durfte eher auf Messfehler zurlickzufihren sein, die auf-
grund der aulderst geringen Zellzahl der PMF-Zellen pro Well entstanden sind. Zwi-
schen den Differenzierungsstadien, welche mit HaCaT-Zellen kokultiviert worden wa-
ren, ergaben sich aufgrund der hohen Standardfehler keine signifikanten

Unterschiede.

KGF-Expression von HSF in DMEM + 10% FCS ohne Serumentzug
nach 2 x 3d Cokultur mit HaCaT

11000 -
10000 - OO HSF ohne HaCaT M HSF mit HaCaT
9000 -
8000 - Y
7000 - - * N
6000 - 4 A
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000
0

KFG [pg/Mio. Zellen]

MF 1l MF 1l PMF

* p<0,01 Differenzierungstyp

Abbildung 3.1.2: KGF-Expression von Fibroblasten/ Fibrozyten in DMEM + 10%
FCS ohne Serumentzug wahrend der Kokultur mit HaCaT-Zellen. Das Medium
wurde an Tag 3 nach Mediumwechsel analysiert (Anova; n = 5 — 6; Standardfeh-
ler aufgetragen).

3.1.1.3 KGF-Expression von Fibroblasten nach Bestrahlung mit 8 Gy

Fibroblasten kénnen nicht nur durch MMC-Behandlung zur Differenzierung gebracht
werden, sondern auch durch Bestrahlung. In diesem Experiment sollte Uberpruft
werden, ob die KGF-Expression nach Bestrahlung ebenfalls ansteigt. Zum direkten
Vergleich wurden von jedem der drei untersuchten Zellstamme definierte Differenzie-
rungsstadien (MF Il, MF Ill, PMF) im selben ELISA untersucht. Von jedem Zellstamm
wurden Zellen einer frihen Passage (CPD: ca. 15) mit 8 Gy Rontgenstrahlung be-
handelt (RS225 Research System, Gulmay Medical Ltd., Camberley, UK). Die unbe-
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strahlte Kontrolle wurde fur die Dauer der Bestrahlung aus dem Brutschrank ge-
nommen. Da HSF mit dieser geringen CPD sehr proliferativ sind, waren die Kultur-
gefalle eine Woche nach der Bestrahlung konfluent besiedelt. 7 Tage nach Bestrah-
lung wurde aus diesem Grund von jedem Zellstamm eine Flasche passagiert und in
drei neue KulturgefaRe ausgesat, um neben den konfluenten auch subkonfluente
Kulturen zu erhalten. Im gesamten Versuch wurden die Zellen ausschlieBlich in
DMEM + 10% FCS kultiviert. Alle untersuchten Zellen, d.h. sowohl die definierten
Differenzierungsstadien als auch die bestrahlten Fibroblasten und die unbestrahlte
Kontrolle konditionierten das Analysemedium 3 Tage lang. Zu diesem Zweck wurde
an den Tagen 0 (direkt vor Bestrahlung), 7, 14 und 21 ein Mediumwechsel bei allen
verbleibenden Zellkulturflaschen durchgefuhrt. Drei Tage spater wurde das Medium
der zu analysierenden Zellen schockgefroren und die Zellzahl in den jeweiligen Kul-
turgefassen bestimmt. Der ELISA wurde durchgefihrt (s.0.) und der KGF-Gehalt der
Proben anhand einer linearen Regression der Standardkurve berechnet. Aus
Abbildung 3.1.3 geht hervor, dass die KGF-Expression nicht nur von einem zum
nachst hoheren Differenzierungsstadium ansteigt, sondern auch nach Bestrahlung
hochreguliert wird. In der unbestrahlten Kontrolle (CPD ca. 15) ist die KGF-
Expression etwas geringer als in den definierten MF 1I-Zellen (CPD ca. 30). Zwischen
unbestrahlter Kontrolle und Analyse direkt nach Bestrahlung (Tage 0 — 3) gibt es na-
hezu keinen Unterschied in der Expression des KGFs. Eine Woche nach Bestrahlung
(Tage 7 — 10) ist die KGF-Expression in konfluenten wie in subkonfluenten Kulturen
im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle erhéht. Die Expressionsmuster von Zellen
aus konfluenter und subkonfluenter Kultur unterscheiden sich hier jedoch nicht von-
einander. Uberdies exprimieren die Zellen 7 Tage nach Bestrahlung noch deutlich
weniger KGF als die entsprechenden MF llI-Zellen. Jedoch ist die KGF-Epression an
den Tagen 14 — 17 nach Bestrahlung in subkonfluenter Kultur im Durchschnitt hdher
als die KGF-Expression an den Tagen 21 — 24 in konfluenter Kultur. Bei einem der
Zellstamme (HSF-X4) steigt die KGF-Expression an den Tagen 21 — 24 nach Be-
strahlung noch einmal extrem an, bei einem weiteren Zellstamm (HSF-X2) bleibt sie
im Vergleich zur Vorwoche unverandert und beim dritten Zellstamm (HSF-X1) sinkt
die Expression wieder ab, ist jedoch noch immer hdher als die Expression der ent-
sprechenden PMF-Zellen oder nach 3 Wochen in konfluenter Kultur. Obwohl fur alle

untersuchten Zellstdamme derselbe Trend in der KGF-Expression nach Bestrahlung
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Abbildung 3.1.3: KGF-Expression von humanen dermalen Fibroblasten nach Be-
strahlung (Rontgenstrahlung, 8 Gy). Zum Vergleich wurden im selben Experi-
ment die Differenzierungsstadien MF Il, MF Ill und PMF sowie eine unbestrahite
Kontrolle mitgefiihrt. Die KGF-Expression wurde in konfluenten Kulturen sowie
in subkonfluenten Kulturen gemessen. In Schaubild A sind die Mittewlerte dreier
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Zellstaimme (HSF-X1, -X2 und -X4) und die jeweiligen Standardfehler aufgezeigt,
in Schaubild B sind die Einzelwerte dargestellit.

keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Bedingungen des Experi-
ments errechnet werden. Es wird jedoch deutlich, dass eine strahlungsbedingte Dif-
ferenzierung der Fibroblasten sich frihestens nach einer Woche in einem Anstieg
der KGF-Expression zeigt. Offensichtlich bendtigen Fibroblasten nicht nur Zeit fur ih-
re Differenzierung, sondern auch eine subkonfluente Kultur, in welcher sie auch mor-

phologisch differenzieren kdnnen.

3.1.2 KGF-mRNA-Analyse mittels realtime RT-PCR

Auch auf der mRNA-Ebene sollte die KGF-Expression der verschiedenen Differen-
zierungsstadien von Fibroblasten/ Fibrozyten untersucht werden, um festzustellen,
ob die Unterschiede in der Expression einzig auf vermehrte oder verminderte Trans-
lation der KGF-mRNA beruhen, oder ob quantitative Unterschiede im KGF-mRNA-
Gehalt selbst festzustellen sind. Die Zellen wurden hierzu entsprechend der Ver-
suchsanordnung fur die ELISA-Experimente behandelt (siehe Kapitel 3.1.1). Unter-
sucht wurden Fibroblasten bzw. Fibrozyten 4 Tage nach Serumentzug in den Kul-
turmedien DMEM + 10 % FCS bzw. SFM:DMEM 2:1 oder Fibroblasten bzw.
Fibrozyten ohne Serumentzug 4 Tage nach Mediumwechsel in DMEM + 10 % FCS.
Da fur die RNA-Isolation ca. 0,6 Mio. Zellen benétigt wurden, konnten keine Kokul-
turbedingungen untersucht werden, da diese in 6-Well-Platten mit Inserts durchge-
fuhrt wurden und diese Wells nicht genugend Platz fur 0,6 Mio. MF lll- bzw. PMF-
Zellen bieten.

Aus Abbildung 3.1.4 wird ersichtlich, dass KGF wahrend der Differenzierung von
Fibroblasten zu Fibrozyten auch auf RNA-Ebene hochreguliert wird.

Die mRNA-Levels scheinen jedoch stark vom Zellstamm abhangig zu sein. Wahrend
bei den Stammen HSF-X8 und HSF-X4 lediglich ein Anstieg des KGF-mRNA-
Gehalts um 20 — 30 % zwischen den einzelnen Zelltypen nachweisbar war, konnte
beim Zellstamm HSF-X1 in verschiedenen Kulturmedien ein Anstieg um 100 — 400 %
zwischen MF Il und MF Ill bzw. PMF gemessen werden.

Die wahred der Differenzierung zunehmende Expression des KGF ist somit auf Pro-

teinebene signifikanter als auf MRNA-Ebene.
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Abbildung 3.1.4 RT-PCR fiur KGF-mRNA von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differen-
zierungsstadien unter verschiedenen Kulturbedingungen. GAPDH diente als
Standardgen, die Werte innerhalb eines Zellstammes verstehen sich als Vielfa-
ches des jeweiligen MF lI-Wertes.



3.2 Untersuchung des FGF-BP-mRNA-Levels von HaCaT-Zellen

Es sollte untersucht werden, ob die FGF-BP-mRNA von HaCaT-Zellen durch Be-
handlung der HaCaT-Zellen mit konditionierten Uberstanden der verschiedenen
Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien beeinflusst wird. Da FGF-BP die
Wirkung des KGF beschleunigt, indem es das Protein aus der extrazellularen Matrix
freisetzt, kann aus dieser Analyse auf die biologische Aktivitat des KGF der ver-

schiedenen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien geschlossen werden.

FGF BP-mRNA von HaCaT

150

100 4

S0 1

rel mRNA-L evel [%]

Kontrolle FMF KDntrDIIe| MF 17 | MF 11 | FMF hontrolle MF 11

behandelt mit lbersténden von HEF X1 behandelt mit Uberstanden von HSF X4 Mittelwerte

Abbildung 3.2.1: mRNA-Level des FGF-BP von HaCaT-Zellen nach Behandlung
mit konditionierten Uberstinden von Fibroblasten/ Fibrozyten. HaCaT-Zellen
wurden mit den Uberstinden (DMEM + 10 % FCS) von MF II, MF lll sowie PMF
behandelt, unter deren Einfluss sie die Konfluenz erreichten. Das Experiment
wurde mit den Fibroblastenstammen HSF-X1 (links) sowie HSF-X4 (mittig)
durchgefiihrt. Auf der rechten Seite sind die Mittelwerte beider Experimente dar-
gestellt. Das FGF-BP-mRNA-Level fiel nach Behandlung mit MF II- und MF Ill-
Uberstianden im Vergleich zur Kontrolle minimal ab, wohingegen es nach Be-
handlung mit Uberstinden von PMF-Zellen um ca. 20 % anstieg. GAPDH diente
als Standardgen, die Werte innerhalb einer Wiederholung verstehen sich als Viel-
faches des jeweiligen Kontrollwertes.

Von den Differenzierungsstadien MF II, MF Ill, und PMF wurden jeweils 0,8 Mio.
Zellen ausgesat. Die Kultur von MF II erfolgte in T25-Zellkulturflaschen, damit sich
die Zellen durch Proliferation nicht vervielfaltigen konnten. Alle anderen Zelltypen
wurden in T75-Flaschen ausgesat. Nach einem Mediumwechsel direkt nach der Ad-
harenz der Zellen wurde das Zellkulturmedium DMEM + 10% FCS 4 Tage durch die
Fibroblasten/ Fibrozyten konditioniert. Als Kontrolle diente Medium, welches wahrend
der Konditionierung ohne Fibroblasten im Brutschrank belassen wurde. Die Konditio-
nierungszeit wurde wegen des hohen KGF-Gehalts des Mediums zu diesem Zeit-
punkt gewahlt. Die immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT wurde 4 Tage mit
den Uberstanden von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien behandelt.
Die Stimulationszeit wurde so lange gewahlt, damit die HaCaT-Zellen unter dem Ein-
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fluss der verschiedenen Medien konfluent werden konnten. Danach wurde die RNA
der HaCaT-Zellen isoliert und mittels quantitativer RT-PCR auf FGF-BP-mRNA-
Gehalt untersucht. Als Housekeeping-Gen bei der RT-PCR diente GAPDH. Das Ex-
periment wurde zweimal mit verschiedenen Fibroblastenstdammen (HSF-X4 und
HSF-X1) wiederholt, die HaCaT-Zellen befanden sich in jedem Versuch in Passage
33.

Wie in Abbildung 3.2.1 dargestellt ist, wird das FGF-BP-mRNA-Level im Vergleich
zur Kontrolle nach Behandlung mit Uberstdnden von MF Il und MF Ill minimal her-
unterreguliert, wohingegen es nach Behandlung mit Uberstéanden von PMF-Zellen
um ca. 20 % anstieg. Die Ergebnisse aus beiden Experimenten decken sich sehr ge-
nau. Fur den Nachweis von FGF-BP auf Protein-Niveau stand kein ELISA zur Verfu-
gung. Fur eine Untersuchung des Kulturmediums der HaCaT-Zellen auf FGF-BP
mittels Western-Blot ware eine Kultur in serumfreiem Medium nétig gewesen (siehe
unten), welche die Messergebnisse verfalscht hatte. Aus diesem Grund konnte die

FGF-BP-Expression von HaCaT-Zellen einzig auf RNA-Niveau untersucht werden.

3.3 Untersuchungen zu Matrix-Metalloproteinasen MMPs

Im folgenden Kapitel sollten Expression und Aktivitat von Metalloproteinasen aus den
Uberstéanden von Fibroblasten/ Fibrozyten und HaCaT-Zellen untersucht werden.
Sollten die MMPs im Zellkulturtiberstand nachgewiesen werden, so wurden die Zel-
len fUr eine bestimmte Dauer serumfrei kultiviert, da das Medium sodann eingeengt
werden sollte (Cutt-off 30 kDa). Es wurde eine Proteinbestimmung durchgefthrt und
pro Probe jeweils die gleiche Menge an Protein auf die Gele (Zymographie oder
SDS-PAGE) aufgetragen.

3.3.1 Expression von MMPs durch Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzie-

rungsstadien

3.3.1.1  Unspezifische Analyse von MMPs mittels Zymographie

Die Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien MF Il, MF |ll und PMF wurden
zu jeweils 0,6 Mio. Zellen pro Zellkulturflasche im normalen Kulturmedium in
T25/T75-Zellkulturflaschen ausgesat (siehe Kapitel 3.2). Nach der Adharenz wurde
Medium ohne FCS zugegeben und fir 3 Tage auf den Zellen belassen. Nach dem

Einengen wurden 100 ug Protein pro Spur auf ein Zymographie-Gel aufgetragen.
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In Abbildung 3.3.1 sind die Zymogramme zweier Zellstamme (HSF-X4 und HSF-X8)
dargestellt. Die MMP-Expression wurde in verschiedenen Kulturmedien untersucht:
in DMEM sowie in SFM:DMEM 2:1. Die dominante Bande bei ca. 60 kDa wird durch
eine Vielzahl von MMPs verursacht, die hier ihr Molekulargewicht haben. Vergleicht
man die Differenzierungsstadien innerhalb eines Kulturmediums, so wird ersichtlich,
dass bei hoher differenzierten Fibroblasten (MF Il und PMF) zunehmend Protein-

banden, vor allem solche mit niedrigerem Molekulargewicht (< 50 kDa) erscheinen.

HSF-X4 T L = EE S
= = 0o = =2 0o
75 kDa —
L - )
50 kDa — - :
DMEM SFM:DMEM 2:1
= = L E E E
- L L.
HSF-X8 = = E = = 0o
75 kDa — -
-—
50 kDa — _ . -
Y —
DMEM SFM:DMEM 2:1

Abbildung 3.3.1: Zymographie der Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungs-
stadien der Zellstaimme HSF-X4 und HSF-X8 in verschiedenen Kulturmedien
(DMEM und SFM:DMEM 2:1). Mit zunehmender Differenzierung (MF Ill, PMF) tre-
ten vermehrt MMPs, vor allem Banden aktivierter MMPs mit einem Molekularge-
wicht von < 50 kDa auf. In 2:1-Medium ist die Bande bei ca. 80 kDa deutlicher zu
erkennen als in DMEM. Farben invertiert.

Diese Banden werden durch die proteolytische Aktivierung von MMPs hdherer Mole-
kulargewichte verursacht. In DMEM kommt eine sehr schwache Bande bei ca. 90
kDa (MF II) mit zunehmender Differenzierung immer mehr in aktiver Form bei ca. 80

kDa vor. In 2:1-Medium tritt allein die 80 kDa-Bande auf, jedoch in verstarkter Form
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im Vergleich zu DMEM. Diese Banden kdnnten durch MMP-9 verursacht werden,
welches als einzige Metalloproteinase seine Molekulargewichte in diesem Bereich
hat. Die Zymographie besitzt gegenuber dem Western-Blotting eine aulierst hohe
Sensitivitat. Die Expression von MMP-9 durch Fibroblasten/ Fibrozyten konnte je-

doch weder mittels Western-Blot noch mittels RT-PCR bestatigt werden.

3.3.1.2 Analyse von MMP-2, MMP-3 und MMP-10 mittels Western Blot

Um die MMPs, welche von Progenitorfibroblasten bzw. Funktionsfibrozyten expri-
miert und aktiviert werden, eindeutig mit spezifischen Antikérpern zu identifizieren,
wurden Western-Blots angefertigt. Hierzu wurden die eingeengten Uberstande der in
Kapitel 3.3.1.1 beschriebenen Differenzierungsstadien der Zellstamme HSF-X4 und
HSF-X8 auf SDS-Gele aufgetragen (100 ug Protein pro Spur). Pro Zellstamm wurde
ein Blot angefertigt, welcher mehrmals mit verschiedenen Primar- und Sekundaranti-
kérpern behandelt wurde (siehe Abbildung 3.3.2). Nach jeder Detektion wurden die
anhaftenden Antikdrper durch Strippen der Membran entfernt. Bei MMPs mit ahnli-
chen Molekulargewichten wurde darauf geachtet, dass Uberdies unterschiedliche
Sekundarantikdrper verwendet werden konnten. Da in Zellkulturiberstanden kein
Protein enthalten ist, welches als Ladekontrolle dienen kdnnte, konnte durch Be-
trachten der unterschiedlichen MMP-Signale davon ausgegangen werden, dass auf
alle Spuren gleich viel Protein aufgetragen worden war und dass die Effekte nicht auf
falsches Beladen des Gels zurtckzufuhren sind, da in diesem Fall immer in der glei-
chen Spur viel oder wenig Protein detektiert worden ware.

In beiden Zellkulturmedien und von allen Fibroblastenstammen wird MMP-2 wahrend
der Differenzierung von MF II tber MF 1ll zu PMF hochreguliert. Wahrend MMP-2 in
DMEM mit Ausnahme des Zellstammes HSF-X2 nur in aktiver Form auftritt, sind in
2:1-Medium sowohl die Banden der aktiven als auch der latenten Form des MMP-2
Zu erkennen.

MMP-3 ist in beiden Medien in aktiver und latenter Form detektierbar und scheint
wahrend der Differenzierung im Gegensatz zu MMP-2 herunterreguliert zu werden.
PMF-Zellen von HSF-X2 und HSF-X4 exprimieren in beiden Kulturmedien den ge-
ringsten Anteil an MMP-3. Die PMF-Zellen von HSF-X8 exprimieren in beiden Me-
dien weniger MMP-3 als die jeweiligen MF lI-Zellen. Die Bande der aktiven Form von
MMP-3 ist immer starker als die der latenten Form. Es scheint, als wurde die Expres-

sion von MMP-3 wahrend der Differenzierung von MF Il zu MF 1l hin leicht ansteigen
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bzw. unverandert bleiben, jedoch nach der terminalen Differenzierung zu postmitoti-

schen Fibrozyten wieder unter das Niveau von MF Il absinken.

DMEM SFM:DMEM DMEM SFM:DMEM DMEM SFM:DMEM

2:1 2:1 2:1
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Abbildung 3.3.2 Western-Blots der Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungs-
stadien der Zellstamme HSF-X2, HSF-X4 und HSF-X8 in verschiedenen Kultur-
medien (DMEM und SFM:DMEM 2:1). Sofern eine Doppelbande detektiert wurde,
stellt die Bande mit hoherem Molekulargewicht die latente Form der betreffenden
Protease dar, die mit dem geringeren Molekulargewicht reprasentiert die aktive
Form. Es wurden 100 ug Gesamtprotein pro Spur aufgetragen. Detektion aller
MMPs auf jeweils demselben Blot.

MMP-10 wird von allen drei Zellstammen in beiden Kulturmedien wahrend der Diffe-
renzierung leicht hochreguliert. Hauptsachlich sind die Banden des latenten MMP-10

detektierbar.

3.3.1.3 MMP-2-mRNA-Analyse mittels realtime RT-PCR

Wie bereits erwahnt, konnte die MMP-9-Expression von Fibroblasten/ Fibrozyten
nicht mittels RT-PCR nachgewiesen werden, obwohl spezifische Primer vorhanden
waren. Es war nicht moglich, zuverlassige Primer fur die Lightcycler-RT-PCR von
MMP-3 und MMP-10 zu etablieren, sodass auf die Analyse dieser mRNA verzichtet
werden musste. Aus diesem Grund konnte einzig MMP-2 auf mRNA-Niveau unter-
sucht werden.

Um Fibroblasten/ Fibrozyten in den Kulturmedien DMEM + 10% FCS und SFM:
DMEM 2:1 vergleichen zu kdnnen, wurde zuvor ein dreitagiger Serumentzug durch-
gefuhrt. Nach dem Serumentzug wurden die Zellen 4 Tage in den jeweiligen Medien

kultiviert und anschlieflend die RNA isoliert, zu cDNA umgeschrieben und mit spezi-
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fischen Primern auf den Gehalt an MMP-2-mRNA untersucht. Zellen ohne Seru-
mentzug wurden 4 Tage nach dem letzten Mediumwechsel untersucht. Als Stan-
dardgen fur die RT-PCR diente GAPDH.

MMP-2-mRNA in DMEM+ 10% FCS ochne Serumentzug
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Abbildung 3.3.3: Analyse der MMP-2 mRNA von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Diffe-
renzierungsstadien mittels quantitativer realtime RT-PCR in verschiedenen Kul-
turmedien. GAPDH diente als Standardgen, die Werte innerhalb eines Zellstam-
mes verstehen sich als Vielfaches des jeweiligen MF Il1-Wertes.

Wie aus Abbildung 3.3.3 hervorgeht, steigt die Expression von MMP-2 tendenziell
wahrend der Differenzierung von MF Il-Zellen zu PMF-Zellen. Allerdings kommt es

zu betrachtlichen Schwankungen zwischen den einzelnen Zellstdammen. Besonders
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deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Differenzierungsstadien konnten er-
neut beim Zellstamm HSF-X1 detektiert werden. Wie im Falle des KGF ist die er-
héhte Expression von MMP-2 in MF II- und PMF-Zellen deutlicher auf Proteinebene

nachweisbar.

3.3.2 Untersuchung der MMP-Expression von HaCaT-Zellen

3.3.2.1 Unspezifische Analyse von MMPs mittels Zymographie

Um ein Gesamtbild der Metalloproteinase-Aktivitat von HaCaT-Zellen zu erhalten,
wurden Zymogramme angefertigt. Fur diesen Versuch wurden HaCaT-Zellen in ver-
schiedenen Zellkulturmedien und nach Behandlung mit Fibroblasten-/ Fibrozyten-
konditionierten Uberstanden untersucht.

Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien desselben Zellstammes wurden in
gleicher Anzahl ausgesat (siehe Kapitel 3.3.1.1) und konditionierten die Testmedien
DMEM + 10% bzw. SFM:DMEM 2:1 fir 2 — 4 Tage. AnschlieRend wurde das Kultur-
medium auf subkonfluente HaCaT-Zellen gegeben, wo es weitere 3 — 4 Tage
verblieb. Das Medium wurde abgenommen und serumfreies Medium derselben Art
auf die HaCaT-Zellen gegeben. Dieses Medium wurde nun fur die Zymographie kon-
ditioniert (1 — 3 Tage). Da nach einem Tag ein ungenugender Proteingehalt in den
eingeengten Uberstanden festgestellt wurde, wurde die Konditionierung fiir die Zy-
mographie in spateren Experimenten verlangert. Als Kontrolle diente Medium, wel-
ches wahrend der Konditionierungszeiten ohne Zellen im Brutschrank inkubiert wur-
de.

In Abbildung 3.3.4 kann beobachtet werden, dass MMPs mit den Molekulargewichten
von ca. 92 und 82 (wahrscheinlich MMP-9) nach Behandlung mit Uberstanden von
MF ll-Zellen im Gegensatz zur Kontrolle nicht mehr ins Zellkulturmedium abgegeben
werden. Verglichen mit der mit MF ll-behandelten Probe wird aber in der MF Ill-be-
handelten und noch deutlicher in der PMF-behandelten Probe die Bande mit dem
Molekulargewicht von ca. 82 kDa wieder verstarkt exprimiert. Ein ahnlicher Effekt
kann bei der mRNA-Analyse von HaCaT-Zellen unter denselben Bedingungen be-
obachtet werden (siehe Kapitel 3.3.2.2). Uberdies kann man erkennen, dass nach

Stimulation mit MF 1ll- und PMF-konditionierten Uberstianden eine zusatzliche Bande
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Abbildung 3.3.4: Zymographie von HaCaT-Uberstinden. Die HaCaT-Zellen wur-
den zuvor mit Uberstinden von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X3) behandelt.
Die Uberstinde (DMEM + 10% FCS) wurden von Fibroblasten-/ Fibrozyten-
Differenzierungsstadien 2 Tage konditioniert, dann wurden die Uberstande fiir 3
Tage auf HaCaT-Zellen gegeben. Die Konditionierung von DMEM ohne FCS fiir
die Zymographie dauerte 1 Tag. 100 ug Protein pro Spur aufgetragen. Farben in-
vertiert.
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Abbildung 3.3.5 Zymographie von HaCaT-Uberstinden. Die HaCaT-Zellen wurden
zuvor mit Uberstinden von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X1) behandelt. Die
Uberstinde (DMEM + 10% FCS) wurden von Fibroblasten-/ Fibrozyten-
Differenzierungsstadien 4 Tage konditioniert, dann wurden die Uberstinde fiir 4
Tage auf HaCaT-Zellen gegeben. Die Konditionierung von DMEM ohne FCS fiir
die Zymographie dauerte 3 Tage. 100 ug Protein pro Spur aufgetragen. Farben
invertiert.
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Abbildung 3.3.6 Zymographie von HaCaT-Zellen, behandelt mit den Uberstinden
von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X2). Die Uberstinde (DMEM + 10% FCS bzw.
SFM:DMEM 2:1) wurden von HSF-X2 4 Tage konditioniert, dann wurden die
Uberstinde fiir 3 Tage auf HaCaT gegeben. Die Konditionierung von DMEM ohne
FCS fiir die Zymographie dauerte 3 Tage. 100 ug Protein pro Spur aufgetragen.
Farben invertiert.

mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa unterhalb der prominentesten Bande
auftritt. Diese ist wahrscheinlich auf die Aktivierung bestimmter MMPs und den damit
verbundenen Bandenshift zurtickzufihren. Diese Aktivierung ist bei den vielen der
durchgeflhrten Versuche zu beobachten, unabhangig von der Zeit der Konditionie-
rung des Mediums durch die einzelnen Zelltypen. In Abbildung 3.3.5 kann die Aktivie-
rung sehr deutlich beobachtet werden, nicht aber der oben beschriebene Effekt be-
zuglich MMP-9. Dies kann auf die unterschiedlichen Zeitfenster in beiden Versuchen
zuruckzufuhren sein oder darauf, dass verschiedene Fibroblasten-Zellstamme ver-
wendet wurden.

Um die MMPs durch ihren spezifischen Bandenshift identifizieren zu kdbnnen, wurden
die Proben auf den in Abbildung 3.3.6 dargestellten Gelen zuvor teilweise mit APMA

behandelt, wodurch die MMPs aktiviert wurden. Interessanter Weise ist in diesem
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Versuch eine Abnahme des MMP-9,4eni-Gehalts im Medium zu beobachten, wenn die
HaCaT-Zellen durch MF Ill und PMF stimuliert worden waren. Die oben beschriebe-
ne MMP-Aktivierung tritt ebenfalls in denselben Spuren auf. Aul3er in den APMA-
behandelten Proben sind keine Banden aktiven MMP-9s (ca. 82 kDa) zu sehen. Im
Vergleich zu DMEM sind in SFM:DMEM 2:1 MMP-9 sowie MMPs mit Molekularge-
wichten von ca. 60 kDa schon in der Kontrolle aktiviert. Dies kdnnte durch den im
Medium enthaltenen EGF verursacht werden. Es soll darauf hingewiesen werden,
dass HaCaT-Zellen, anders als primare Keratinozyten, diesen Faktor nicht fur opti-
males Wachstum bendétigen und deshalb auch nicht in speziellem SFM kultiviert wer-

den mussen.

3.3.2.2 Analyse der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 von HaCaT-Zellen mittels
Western Blot und RT-PCR

MMPs kénnen anhand von Zymogrammen nicht zweifelsfrei identifiziert werden.
Deshalb wurden sowohl Western-Blots als auch RT-PCRs fur MMP-2 und MMP-9
durchgefuhrt. Beide Gelatinasen sind essentiell fur die Wundheilung und werden von
Keratinozyten exprimiert. Es muss beachtet werden, dass die Immundetektion von
Proteinen nicht so sensitiv ist, wie die Zymographie.

MMP-9 ist auf beiden Blots aus Abbildung 3.3.7 und Abbildung 3.3.8 schwer zu de-
tektieren. Die starkste MMP-9-Expression erkennt man nach Behandlung von Ha-
CaT-Zellen mit PMF-Uberstanden. Auf dem Blot in Abbildung 3.3.7 ist das zweit-
starkste Signal in der Kontrollspur zu detektieren, wahrend das Signal der MF IlI-
behandelten Probe schwach und das in der MF lI-behandelten Probe am schwachs-
ten ist. Wahrend MMP-9 in DMEM vorwiegend in latenter Form vorkommt, ist in
SFM:DMEM 2:1 vorwiegend die aktive Form zu erkennen. Die aktive Form von MMP-
2 wird mit zunehmendem Differenzierungsgrad der verwendeten Fibroblasten her-
unterreguliert. Ausnahme hiervon ist die Kontrollspur in Abbildung 3.3.8. In dieser ist
jedoch der Proteingehalt allgemein etwas geringer als in den anderen Spuren, wie
bei der Ponceau S-Farbung festgestellt werden konnte. Wahrend die latente Form
des MMP-2 in Abbildung 3.3.7 mit zunehmendem Differenzierungsgrad der
Fibroblasten steigt und das gesamte Protein in SFM:DMEM 2:1 nicht nachzuweisen
ist, wird die latente Form des MMP-2 in Abbildung 3.3.8 mit steigendem Differenzie-

rungsgrad der Fibroblasten/ Fibrozyten herunterreguliert.
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Abbildung 3.3.7 Western-Blots von HaCaT-Zellen, behandelt mit den Uberstin-
den von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X2). Die Uberstinde (DMEM + 10% FCS
bzw. SFM:DMEM 2:1) wurden von HSF-X2 4 Tage konditioniert, dann wurden die
Uberstinde fiir 3 Tage auf HaCaT gegeben. Die Konditionierung von DMEM ohne
FCS fiir den Western-Blot dauerte 3 Tage. Selbe Proben wie in Abbildung 3.3.6.
100 ug Protein pro Spur aufgetragen. Detektion beider MMPs auf demselben Blot.
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Abbildung 3.3.8 Western-Blot von HaCaT-Uberstinden behandelt mit den Uber-
stinden von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X1). Die Uberstinde (DMEM + 10%
FCS) wurden von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien 4 Tage kon-
ditioniert, dann wurden die Uberstinde fiir 4 Tage auf HaCaT-Zellen gegeben. Die
Konditionierung von DMEM ohne FCS fur den Western-Blot dauerte 3 Tage. Sel-
be Proben wie in Abbildung 3.3.5. 100 ug Protein pro Spur aufgetragen. Detektion
beider MMPs auf demselben Blot.
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Abbildung 3.3.9: realtime RT-PCR von HaCaT-Zellen. Die HaCaT-Zellen wurden
zuvor mit Uberstinden von Fibroblasten/ Fibrozyten (HSF-X1 und HSF-X4) be-
handelt. Die Uberstinde (DMEM + 10% FCS) wurden von Fibroblasten-/ Fibrozy-
ten-Differenzierungsstadien 4 Tage konditioniert, dann wurden die Ubersténde
fur 4 Tage auf HaCaT-Zellen gegeben. GAPDH diente als Standardgen, die Werte
innerhalb einer Wiederholung verstehen sich als Vielfaches des jeweiligen Kon-
trollwertes.

Mittels RT-PCR konnten ahnliche Ergebnisse erzielt werden: in Abbildung 3.3.9 wird
gezeigt, dass das MMP-9-mRNA-Level von HaCaT-Zellen nach Behandlung mit MF
lI-Uberstanden herunterreguliert wird, nach Behandlung mit MF Ill etwas héher, je-
doch unterhalb des Kontrollwertes liegt und erst nach Behandlung mit PMF-Uber-
standen den Wert der Kontrolle Ubersteigt. Dies deckt sich mit den in Abbildung 3.3.7
und Abbildung 3.3.8 dargestellten Western-Blots sowie mit der in Abbildung 3.3.4
dargestellten Zymographie. MMP-2 wird im Gegensatz zur Kontrolle durch Behand-
lung mit Uberstéanden aller Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien herun-
terreguliert, am starksten jedoch von PMF-Uberstanden. Dies ist auch aus dem
Western-Blot in Abbildung 3.3.8 zu entnehmen. Es sollte jedoch beachtet werden,
dass die HaCaT-Zellen fur die RNA-Isolation in DMEM + 10% FCS untersucht wur-
den, wohingegen die Western-Blot-Proben aus DMEM ohne FCS gewonnen werden

mussten, in welchem die zu untersuchenden Zellen 1 — 3 Tage kultiviert wurden.
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3.4 Expression von Proteinen der Extrazellularen Matrix

Neben der Expression von Wundheilungsfaktoren wie KGF und Matrix-Metallo-
proteinasen ist fur die Wundheilung und die Bildung einer neuen Basalmembran die
Expression bestimmter Proteine der Extrazellularen Matrix unerlasslich. Laminin-5
wird von Keratinozyten exprimiert, konnte aber einzig auf mMRNA-Niveau zuverlassig
nachgewiesen werden. Kollagen IV wird von Fibroblasten sowie Keratinozyten
exprimiert und ist wie Laminin-5 ein wichtiger Bestandteil der Basallamina. Aufgrund
unspezifischer Reaktionen des Sekundarantikdrpers bei der Immunzytologie (siehe
Abbildung 3.4.1) sowie ausbleibender Signale beim Western-Blot konnte Kollagen IV
jedoch nur auf mMRNA-Niveau nachgewiesen werden. Einzig die Expression von La-
minin-1/Laminin-2 bzw. der Laminin-gamma-1-Kette konnte auf mMRNA- und Protein-

Niveau gezeigt werden.

3.4.1 Kollagen IV-Expression von Fibroblasten/ Fibrozyten

Kollagen 1V ist ein wichtiger Bestandteil der Basallamina und ist demzufolge von
grol3er Bedeutung fur die Wundheilung. Es wird von Keratinozyten und Fibroblasten
exprimiert. Neben der in Abbildung 3.1.1 dargestellten RT-PCR sollte Kollagen 1V
auch mittels Immuncytologie untersucht werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass
Kollagen IV von keinem der Fibroblastensubtypen in einem solchen Malde exprimiert
wird, dass das Signal sich deutlich vom Level der Negativkontrolle abhebt (siehe
Abbildung 3.4.1). Dies ist mdglicher Weise darauf zurickzufuhren, dass Kollagen IV
normaler Weise in der Basallamina vorliegt, welche in einer Fibroblasten-Monokultur

nicht ausgebildet wird.

Abbildung 3.4.1: Negativkontrolle der Immunzytologie gegen Kollagen IV: die
Proben wurden ohne den Primarantikorper gegen Kollagen IV inkubiert, die Far-
bung entsteht durch unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers (Goat-
Anti-Rabbit). Kernfarbung wurde mit Dapi durchgefihrt.
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Kollagen IV-mRNA in DNMEM+ 10% FCS ohnhe Serumentzug
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Abbildung 3.4.2: realtime RT-PCR der Kollagen IV-Expression von Fibroblasten-/
Fibrozyten-Differenzierungsstadien unter verschiedenen Mediumbedingungen.
GAPDH diente als Standardgen, die Werte innerhalb eines Zellstammes verste-
hen sich als Vielfaches des jeweiligen MF II-Wertes.

Die Ergebnisse der RT-PCR in Abbildung 3.4.2 deuten darauf hin, dass im Gegen-
satz zu vielen anderen untersuchten Genen Kollagen IV offenbar von den PMF-
Zellen am geringsten exprimiert wird. Die MF 1l-Zellen vom Zellstamm HSF-X8 (in
DMEM ohne Serumentzug und in SFM:DMEM 2:1) weisen bei allen untersuchten
mRNAs erhdhte Werte auf (siehe Abbildung 3.1.4: KGF, Abbildung 3.3.3: MMP-2

sowie nicht gezeigte Ergebnisse), sodass moglicher Weise dadurch der Trend (dar-
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gestellt durch die Mittelwerte von jeweils 2 Zellstammen) verfalscht wird. Das Ver-
haltnis zwischen MF Il und PMF dieses Zellstammes stimmt jedoch mit dem der an-
deren Zellstamme uberein.

In DMEM + 10% FCS ohne Serumentzug sowie in SFM:DMEM 2:1 nach Serument-
zug scheint die hdchste Kollagen IV-Expression bei den MF IlI-Zellen zu liegen, zu-
mindest aber ist die Expression dieses Basalmembranproteins bei MF lll-Zellen ho-
her als bei PMF-Zellen. In DMEM + 10% FCS nach Serumentzug ergeben sich
erstaunlicher Weise komplett verschiedene Werte. Hier wurde allerdings der Zell-
stamm HSF-X4 anstelle von HSF-X1 untersucht. Erneut wird deutlich, dass sich die
Zellstamme stark in ihrem mRNA-Gehalt flr die einzelnen Differenzierungstypen
unterscheiden. Sehr deutliche Ergebnisse liefert wie schon im Falle des KGF und
des MMP-2 der Zellstamm HSF-X1, welcher aus der Biopsie eines achtjahrigen Kin-

des gewonnen wurde.

3.4.2 Laminin-Expression von Fibroblasten/ Fibrozyten

Laminine sind Bestandteil der ECM und dienen der Adhasion der Zellen an die ECM
sowie der Migration. Reprasentativ fur das heterotrimere Protein wurde die gamma-
1-Kette mittels realtime PCR untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass die Ex-
pression von MF Ill zu PMF in beiden Zellstammen leicht ansteigt (siehe Abbildung
3.4.3). Da der MF |I-Wert des Zellstammes HSF-X8 bei allen anderen untersuchten
mRNAs (KGF, MMP-2, Kollagen IV, siehe Abbildung 3.1.4, Abbildung 3.3.3 und
Abbildung 3.4.2) wie bereits erwahnt Uberdurchschnittlich hoch ist, handelt es sich
hierbei moglicher Weise um einen nicht reprasentativen Wert. Dies kdnnte darauf
hinweisen, dass Kollagen IV im Allgemeinen auch wahrend der Differenzierung der
Fibroblasten von MF Il zu MF Ill hochreguliert wird, wie dies im Zellstamm HSF-X1
zu beobachten ist. Die Unterschiede auf mRNA-Level sind jedoch auf3erst gering.

Bei der Untersuchung der Laminin-Expression mittels Immuncytologie (siehe Abbil-
dung 3.4.5) konnte festgestellt werden, dass die Differenzierungsstadien MF Il und
MF Il eine intensive Farbung aufwiesen, wohingegen PMF-Zellen nur schwach ge-
farbt wurden. Die schwache Farbung stammte jedoch nicht von unspezifischen Bin-
dungen des Sekundarantikdrpers, da der verwendete Antikdrper in der Negativkon-
trolle keinerlei unspezifische Signale ergab (siehe Abbildung 3.4.4). Es soll darauf
hingewiesen werden, dass der flr die Immunzytologie verwendete Antikorper nicht

wie die bei der RT-PCR verwendeten Primer spezifisch fir Laminin gamma-1 ist,
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sondern dass er die Laminine 1 und 2 erkennt, welche beide die y1- und die $1-Kette
beinhalten, sich Uberdies jedoch aus a1- bzw. a2-Kette zusammensetzen. Der
Nachweis auf Protein-Niveau ist im Falle von Proteinen, welche sich aus mehreren
Untereinheiten zusammensetzen, aussagekraftiger als der Nachweis einer einzelnen

dieser Untereinheiten auf mRNA-Niveau.

Laminin gamma1-mRNA in DMEM+10% FCS ohne Serumentzug
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Abbildung 3.4.3: realtime RT-PCR der gamma1-Kette des Laminin von
Fibroblasten/ Fibrozyten. GAPDH diente als Standardgen, die Werte innerhalb ei-
nes Zellstammes verstehen sich als Vielfaches des jeweiligen MF II-Wertes.

Dapi Laminin-Cy3 Overlay
Negativkontrolle

Abbildung 3.4.4: Negativkontrolle der Imnmuncytologie gegen Laminin. Die Auf-
nahmen der Dapi-Kernfarbunbgen wurden mit denen der Cy3-gelabelten Sekun-
darantikorper (Goat-anti-Mouse) tibereinander gelegt.
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Abbildung 3.4.5: Immuncytologie von Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differen-
zierungsstadien (HSF-X4 oben, HSF-X8 unten) gegen Laminin. Kernfarbung mit
Dapi, Laminin wurde mit Cy3-gelabeltem Sekundarantikorper detektiert.
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3.4.3 Expression von ECM-Proteinen durch HaCaT-Zellen

Um die Synthese von Basalmembranproteinen auch auf Seite der HaCaT-Zellen zu
untersuchen, wurde die mRNA von HaCaT-Zellen analysiert, nachdem die Zellen mit
den konditionierten Uberstédnden von Differenzierungsstadien der Fibroblasten-
Zellstamme HSF-X1 und HSF-X4 behandelt worden waren (Probengewinnung siehe
Kapitel 3.2). Beide Proteine konnten bei HaCaT-Zellen nicht per Western-Blot oder
durch immunzytologische Farbungen nachgewiesen werden, was wahrscheinlich
darauf zurickzufuhren ist, dass diese Proteine erst in einer intakten Basallamina
nachgewiesen kénnen, nicht jedoch in einer Monokultur von immortalisierten Kerati-

nozyten.
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Abbildung 3.4.6: realtime RT-PCR der Kollagen IV- und Laminin-5-Expression
von HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit konditionierten Uberstinden von
Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien der Zellstamme HSF-X1 und
HSF-X4. GAPDH diente als Standardgen, die Werte innerhalb eines Zellstammes
verstehen sich als Vielfaches des jeweiligen Kontroll-Wertes.

Wie aus Abbildung 3.4.6 hervorgeht, steigt die Kollagen IV-Expression von HaCaT-
Zellen nach der Behandlung mit Fibroblasten-/ Fibrozyten-konditionierten Uberstan-
den tendenziell mit zunehmendem Differenzierungsstadium der Fibroblasten/ Fibro-

zyten an. Bei beiden Einzelversuchen wird jedoch eine erhdhte Expression von Kol-
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lagen IV nach der Behandlung von HaCaT-Zellen mit PMF-konditionierten Uberstan-
den im Vergleich zur Kontrolle deutlich.

Die Laminin-5-Expression zeigt bei beiden Einzelexperimenten sehr ahnliche Ergeb-
nisse, jedoch sind die Effekte nach der Behandlung mit HSF-X4-konditionierten
Uberstanden wesentlich deutlicher. Das niedrigste Laminin-5-mRNA-Level ist in der
Kontrolle zu finden. Bemerkenswerter Weise wird der zweitniedrigste Wert nach der
Behandlung mit MF Ill-konditionierten Uberstanden erzielt. Die hochste Laminin-5-
Expression kann nach der Behandlung von HaCaT-Zellen mit PMF-konditionierten
Uberstanden beobachtet werden. Im Falle des Zellstammes HSF-X4 kann hier sogar
eine Verdoppelung der Expression erzielt werden. Die Werte nach Behandlung mit
MF ll-konditionierten Uberstéanden sind jedoch ebenfalls vergleichsweise hoch.

Es wird ersichtlich, dass Fibroblasten und Fibrozyten Einfluss auf die Expression Ext-
razellularer Matrixproteine von HaCaT nehmen. Die Bedeutung der einzelnen
Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien sollte jedoch auf Proteinebene er-

mittelt werden.
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4 Diskussion

4.1 Zellsystem

In dieser Dissertation wurde der Einfluss von Fibroblasten- und Fibrozyten-
Differenzierungsstadien auf die immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT unter-
sucht.

Die Fibroblasten/ Fibrozyten wurden in den hier vorgestellten Versuchen in drei Diffe-
renzierungsstadien unterteilt. Potentiell mitotische Progenitorfibroblasten des Stadi-
ums MF Il mit einer CPD von ca. 30 waren durch Klonkulturen hergestellt worden.
MF IlI-Zellen mit einer CPD von ca. 60 wurden durch Subklonierung und diinne Mas-
senkultur der betreffenden MF lI-Zellen gewonnen. Terminal differenzierte postmitoti-
sche Fibrozyten (PMF) entstanden durch die Behandlung von MF II-Zellen mit Mito-
mycin C, einem Wirkstoff aus Streptomyces caespitosus. Dieses Antibiotikum
interkaliert mit der DNA der behandelten Zellen und verhindert somit weitere Zelltei-
lungen. Die Behandlung von Zellen mit MMC fuhrt, wie u.a. auch H;O,, Ethanol oder
UV-Strahlung, zur ,stressinduzierten vorzeitigen Seneszenz“ (SIPS) (Toussaint et al.,
2000; Toussaint et al., 2002). Im Gegesatz hierzu erreichen Fibroblasten nach einer
bestimmten Anzahl durchlaufener Zellteilungen sowohl in vivo als auch in vitro die
sreplikative Seneszenz® (Hayflick and Moorhead, 1961). Diese wird durch die sich bei
jeder Replikation verkurzenden Telomere verursacht (Harley et al., 1990). Im Gegen-
satz zu Keratinozyten sind Fibroblasten in der Regel nicht in der Lage, durch die Ak-
tivitat von Telomerasen die urspringliche Lange ihrer Telomere wieder herzustellen.
Unterschreiten die Enden der Telomere eine kritische Lange von ca. 4 kbp kann kei-
ne weitere Replikation mehr erfolgen. Sowohl die ,SIPS* als auch die ,replikative Se-
neszenz" flhren zu einem irreversiblen Zellzyklusarrest in der G1/S-Phase.

Auch wahrend der spontanen terminalen Differenzierung von Progenitorfibroblasten
zu Fibrozyten konnte eine Verkurzung der Telomere beobachtet werden (Rodemann
und von Zglinicki, unveroffentliche Daten).

Unter ,Seneszenz” versteht sich in beiden Fallen jedoch nicht das Altern des Zell-
systems bzw. einzelner Zellen, sondern das Auslaufen der Zellteilungsfahigkeit der
potentiell mitotischen Progenitorfibroblasten MF 11l und der Ubergang bzw. die
spontane Differenzierung dieses Zelltyps zu irreversibel teilungsinaktiven terminal
differenzierten Fibrozyten (PMF). Lebens- und Funktionsdauer der PMF-Zellen sind

genetisch determiniert. Dementsprechend setzt die Seneszenzphase im Fibro-
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blastenzellsystem erst mit dem Erreichen des terminal differenzierten Endstadiums
ein (Herskind and Rodemann, 2000).

Sowohl replikativ bedingt als auch stressbedingt ausdifferenzierte Fibroblasten wei-
sen auf Protein- und mRNA-Ebene ahnliche Expressionsmuster auf (Dierick et al.,
2002; Frippiat et al., 2001; von Zglinicki et al., 2005). Aus diesem Grunde werden die
durch MMC-Behandlung gewonnenen PMF-Zellen als adaquater Ersatz fur telomer-
bedingt ausdifferenzierte Fibrozyten betrachtet. Es ist zu erdértern, ob PMF-Zellen fur
die klinische Anwendung durch die Behandlung mit MMC gewonnen werden sollten,
oder ob Stressfaktoren wie z.B. Bestrahlung demgegenuber von Vorteil waren. Prin-
zipiell stellt die Antibiotikabehandlung kultivierter Zellen einen technisch wesentlich
geringeren Aufwand als die Bestrahlung dar. MMC findet bereits in der Klinik Anwen-
dung, um beispielsweise die Proliferation von Narben- oder Tumorgewebe zu verhin-
dern. Nebenwirkungen des Mitomycin C, welche in vivo beobachtet werden kdnnen,
betreffen diejenigen Zellen, welche nicht in ihrer Proliferation gehemmt werden sollen
(Khong and Muecke, 2006). In vitro sollen jedoch maoglichst alle kultivierten
Fibroblasten das postmitotische Stadium erreichen. Auf die Behandlung mit dem An-
tibiotikum folgt ferner eine ca. vierwdchige Phase, in der die Zellen ausdifferenzieren.
Durch Waschvorgange und Mediumwechsel sowie begunstigt durch die aullerst ge-
ringe Halbwertszeit des MMC haben die Zellkulturen an sich keinerlei Potential mehr,
proliferationshemmend auf das Wundgewebe zu wirken, auf welches sie aufgebracht
werden sollen. Fir die Gewahrleistung grofitmdglicher biologischer Sicherheit sollten
postmitotische Fibrozyten fur eine Aussaat auf ein Tragergewebe sowie eine an-
schlieRende Transplantation durch langfristige Kultivierung (Klonierung und Subklo-
nierung) auf naturlichem Wege gewonnen werden, was jedoch sehr viel Zeit in An-
spruch nimmt. Klonierung und Subklonierung wiederum schranken Uberdies die
genetische Heterogeneitat der Fibroblasten/ Fibrozyten stark ein und kénnen zur
Selektion von genetisch veranderten Klonen flihren, welche ein besonders starkes
Wachstum aufweisen.

Die immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT diente in den in dieser Dissertation
durchgefuhrten Versuchen als Ersatz fur primare Keratinozyten (Boukamp et al.,
1988; Nova et al., 2003). Dies verhinderte einerseits donorabhangige Variationen auf
Seiten der Keratinozyten, da HaCaT-Zellen immer wieder in ahnlicher Passage ein-
gesetzt werden konnten, andererseits besitzen HaCaT-Zellen jedoch nicht mehr die

Eigenschaften primarer Keratinozyten, sind so z.B. nicht mehr abhangig von der Zu-
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gabe von EGF (Epidermal Growth Factor) zum Medium. Die Tatsache, dass die
Kultur von HaCaT-Zellen in DMEM + 10% FCS erfolgt, macht diese Zellen zu idealen
Kokultur-Partnern flr primare humane Fibroblasten, welche im selben Medium kulti-
viert werden. Auch haben die immortalisierten Keratinozyten nicht ihre Fahigkeit
verloren, epidermale Strukturen auszubilden. In organotypischen Kulturen mit
Fibroblasten stratifizieren HaCaT-Zellen, was auf eine ahnliche Wechselwirkung zwi-
schen HaCaT-Zellen und Fibroblasten schlieRen lasst, wie sie zwischen humanen
primaren Keratinozyten und Fibroblasten besteht (Boukamp et al., 1988; Schoop et
al., 1999).

4.2 KGF

Die in dieser Disseration durchgeflihrten Versuche zeigen, dass die Expression des
Keratinozyten-Wachstumsfaktors KGF wahrend der Differenzierung von Progenitor-
fibroblasten zu terminal differenzierten Funktionsfibrozyten heraufreguliert wird. Die-
ser Effekt liel® sich sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene nachweisen, wobei
auf Proteinebene deutlichere Unterschiede zwischen den einzelnen Zelltypen zu ver-
zeichnen sind. Auch konnte derselbe Effekt in drei verschiedenen Zellkulturmedien
sowie wahrend der Kokultur der betreffenden Progenitorfibroblasten bzw. terminal
differnzierten Fibrozyten mit HaCaT-Zellen beobachtet werden. Beinahe unabhangig
vom Zellkulturmedium sezernierten MF II-Zellen innerhalb von 3 Tagen 2000 pg KGF
pro Mio. Zellen in das untersuchte Kulturmedium, MF lll-Zellen sezernierten im
Durchschnitt 4000 pg KGF pro Mio. Zellen und terminal differenzierte PMF-Zellen
sezernierten durchschnittlich 6000 — 8000 pg KGF pro Mio. Zellen in das Kulturmedi-
um. Die Expression des KGF wird also wahrend der terminalen Differenzierung von
Fibroblasten zu Fibrozyten nahezu vervierfacht. HaCaT-Zellen hatten jedoch keinen
Einfluss auf die Expression des KGF durch die verschiedenen Zelltypen, wie dies bei
der Kokultur von primaren Keratinozyten mit Fibroblasten von Maas-Szabowski et al.
beobachtet werden konnte (Maas-Szabowski et al., 2000). Dies wiederum koénnte
darauf zurickzufuhren sein, dass HaCaT-Zellen nicht auf KGF angewiesen sind und
daher nicht zwingend die KGF-Expression von Fibroblasten beeinflussen missen. Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass in Kokultur mit terminal differenzierten
Fibrozyten die Anzahl der HaCaT-Zellen héher war als in Kokultur mit mitotischen
Progenitorfibroblasten bzw. in der Kontrolle (Xu, 2006, unverdffentliche Daten). Dies

bedeutet, dass auch HaCaT-Zellen mit erhohter Proliferation auf die Anwesenheit
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von terminal differenzierten Fibrozyten reagieren, moglicher Weise aufgrund des ho-
heren KGF-Levels im Medium.

In dieser Arbeit werden bezlglich der KGF-Expression von postmitotischen Fibrozy-
ten die Daten von Maas-Szabowski et al. (2000) widerlegt. Aus letzteren geht hervor,
dass postmitotische Fibrozyten weniger KGF exprimieren, als potentiell mitotische
Progenitorfibroblasten. Die unterschiedlichen Beobachtungen kdénnten darauf zu-
ruckgefuhrt werden, dass die von Maas-Szabowski et al. als PMF bezeichneten Zel-
len mit einer sehr hohen Dosis (70 Gy) bestrahlt worden waren, um dann alsbald in
den entsprechenden Versuchen eingesetzt zu werden. Sowohl die hohe Strahlendo-
sis als auch die Tatsache, dass die Zellen keine Zeit hatten, auszudifferenzieren,
konnten eine niedrige KGF-Expression dieser sogenannten PMF-Zellen mit sich fuh-
ren (Maas-Szabowski et al., 2000).

Um diesen Vermutung zu bestatigen, wurden in einem weiteren Experiment undefi-
nierte Fibroblastenkulturen niedriger Passagen mit einer Dosis von 8 Gy bestrahlt.
Die strahleninduzierte Differenzierung manifestiert sich erst nach 2 — 3 Wochen
(Rodemann and Bamberg, 1995; Rodemann et al., 1991). Daher wurden die
Fibroblasten bis zu drei Wochen nach Bestrahlung in konfluenten und subkonfluen-
ten Kulturen auf ihre KGF-Expression hin untersucht. Wie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, aulert sich die strahleninduzierte Differenzierung nach 2 Wochen in
subkonfluenten Kulturen und nach drei Wochen in konfluenten Kulturen durch eine
erhdohte KGF-Expression. Die strahleninduzierte KGF-Expression liegt bei allen un-
tersuchten Zellstdammen fruhestens nach 2 Wochen in subkonfluenter Kultur im Be-
reich der KGF-Expression entsprechender terminal differenzierter Funktions-
fibrozyten.

Ein interessanter Aspekt der erhohten KGF-Expression bei terminal differenzierten
Fibrozyten ist der, dass KGF eine zytoprotektive Wirkung auf Epithelzellen entfalten
kann. KGF wird in klinischen Studien eingesetzt, um das gesunde Gewebe von Pati-
enten mit verschiedenen Tumoren wahrend einer Radio- oder Chemotherapie zu
schitzen (Finch and Rubin, 2004). Sowohl durch Bestrahlung als auch durch Antibi-
otikabehandlung kommt es zur verstarkten terminalen Differenzierung von Progeni-
torfibroblasten zu Funktionsfibrozyten (Rodemann and Bamberg, 1995). Der Orga-
nismus scheint sich also vor einer Gewebeschadigung zu schutzen, indem er mit der
terminalen Differenzierung von Fibroblasten zu Fibrozyten unter anderem die KGF-

Expression heraufreguliert. Somit kann der abrupt einsetzenden Differenzierung
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nach Zellstress neben negativen Aspekten wie der Fibrose auch eine biologisch

sinnvolle und protektive Rolle zugeordnet werden.

4.3 FGF-BP

Um zu untersuchen, welche Wirkung konditionierte Uberstédnde der einzelnen
Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien auf HaCaT-Zellen haben, wurde
die Expression des FGF-BP (FGF Binding Protein) von HaCaT-Zellen analysiert.
FGF-BP ist als Katalysator fur geringe Mengen an KGF beschrieben (Beer et al.,
2005). Tatsachlich wurden in der zitierten Arbeit Konzentrationen von 0,01 — 0,1
ng/ml KGF im Medium als niedrig bezeichnet, wohingegen Konzentrationen von 1 —
10 ng/ml als hoch bezeichnet wurden. In den in dieser Dissertation durchgefuhrten
Versuchen mit konditionierten Uberstéanden kann die KGF-Konzentration im Uber-
stand von PMF-Zellen anhand der ELISA-Ergebnisse auf ca. 0,4 ng/ml geschatzt
werden. In MF II- und MF Ill-konditionierten Uberstanden ist die KGF-Konzentration
entsprechend geringer. Dies sowie die Tatsache, dass die FGF-BP-mRNA von Ha-
CaT-Zellen einzig nach Behandlung mit Uberstanden von PMF-Zellen leicht erhoht
wurde, kdnnte darauf hindeuten, dass die von MF II- und MF lll-Zellen sezernierten
Mengen an KGF biologisch nicht relevant sind. Die vermehrte Expression des FGF-
BP nach Behandlung von HaCaT-Zellen mit KGF konnte von Beer et al. auf Protein-
ebene nachgewiesen werden (Beer et al., 2005). Die Tatsache, dass die FGF-BP-
mMRNA von HaCaT-Zellen in der hier durchgefuihrten RT-PCR-Analyse nur um 25 %
im Vergleich zur Kontrolle ansteigt, kann darauf zurtiickzufuhren sein, dass das FGF-
BP-mRNA-Level an sich schon sehr hoch war, da die HaCaT-Zellen in DMEM mit
10 % FCS kultiviert wurden und FCS laut der oben zitierten Studie ebenfalls zu einer
erhohten FGF-BP-Expression fuhrt. Die Versuchsreihe in dieser Dissertation konnte
jedoch nicht unter serumfreien Bedingungen durchgefuhrt werden, da dadurch die
KGF-Expression der Fibroblasten beeintrachtigt worden ware. Uberdies muss be-
achtet werden, dass die FGF-BP-Expression von HaCaT-Zellen durch TGF-$1 ge-
hemmt wird, dass jedoch PMF-Zellen im Vergleich zu ihren mitotischen Vorlaufern
vermutlich eine erhéhte Expression von TGF-f1 aufweisen. Der hemmende Effekt
des TGF-B1 wird also dennoch durch weitere Faktoren im konditionierten Zellkultur-
medium von PMF-Zellen, wie z.B. KGF, TGF-a. oder FCS kompensiert (Beer et al.,
2005; Hakenjos et al., 2000; Vande Berg et al., 2005).

4.4 MMPs
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Wie Vande Berg et al. berichten, ist in chronischen Wunden (Dekubitus) das Gleich-
gewicht zwischen MF und PMF gestort. Ein wesentlich hdherer Anteil terminal diffe-
renzierter Fibrozyten konnte nachgewiesen werden (Vande Berg et al., 2005). Geht
man davon aus, dass sich die postmitotischen Fibrozyten aus chronischen Wunden
im Bezug auf die KGF-Expression ahnlich verhalten wie die in dieser Arbeit unter-
suchten Fibrozyten, liegt der Schluss nahe, dass der schlechte Heilungsverlauf chro-
nischer Wunden nicht auf einen Mangel an KGF zurtckzufuhren ist. Vielmehr muss
der Wundgrund die Migration und Proliferation der Keratinozyten in die Wunde hinein
verhindern. Dies kann z.B. durch die fehlerhafte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen verursacht werden.

Es liegt eine Reihe von Studien vor, in denen die anormale Expression von MMPs in
chronischen Wunden untersucht wurde. Wahrend in dieser Arbeit nur die MMPs von
Fibroblasten bzw. Epithelzellen untersucht wurden, stellen die Neutrophilen Granulo-
zyten einen dritten Zelltypen dar, welcher MMPs exprimiert. Vor allem die
Neutrophilen Granulozyten weisen ein grol3es proteolytisches Potenzial auf, da ihre
MMPs schon wahrend ihrer myelopoietischen Entwicklung synthetisiert und danach
in diversen Granula und Vesikeln gespeichert werden (Yager and Nwomeh, 1999).
Die fortwahrende Fragmentierung der Extrazellularen Matrix durch erhohte MMP-
Expression in chronischen Wunden lockt Uberdies immer neue Neutrophile Granulo-
zyten an. Nicht allein die erhdhte Expression von MMPs fuhrt zur Stérung des
Gleichgewichtes chronischer Wunden, sondern auch die verringerte Expression der
TIMPs (Tissue Inhibitors of MMPs), welche wahrend der normalen Wundheilung die
Aktivitat der MMPs durch Komplexbildung hemmen kénnen (Martin, 1997; Saarialho-
Kere, 1998; Singer and Clark, 1999; Yager and Nwomeh, 1999).

In chronischen Wunden konnte eine erhdhte Expression und Aktivitat der Kollagena-
se MMP-1, der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sowie der Stromelysine MMP-3,
MMP-10 und MMP-11 nachgewiesen werden (Philipp et al., 2004; Saarialho-Kere et
al., 1994; Wall et al., 2003; Yager and Nwomeh, 1999).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression von MMP-2 sowie MMP-10 wah-
rend der Differenzierung von Progenitorfibroblasten zu Fibrozyten hochreguliert wird.
Bei der Beobachtung von MMP-3 konnte ein gegenteiliger Effekt festgestellt werden:
Stromelysin 1 wird von terminal differenzierten Fibrozyten in geringerem Male

exprimiert als von potentiell mitotischen Progenitorfibroblasten.
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MMP-2 ist fur die Migration der Keratinozyten essentiell. MMP-2 spaltet das Basal-
membranprotein Laminin-5 und fuhrt dadurch zum Ablésen der wandernden Kerati-
nozyten vom Untergrund. Die gleiche Funktionsweise konnte auch far MMP-10 und
MMP-19 beobachtet werden. MMP-2 aktiviert Uberdies weitere MMPs, welche eine
derartige Funktion Ubernehmen konnten (Giannelli et al., 1997; Krampert et al., 2004;
Makela et al., 1999; Sadowski et al., 2005). Es ist denkbar, dass die Uberexpression
von MMP-2 in chronischen Wunden dazu fuhrt, dass die Keratinozyten nicht am
Wundgrund haften bleiben, sondern vollstandig abgeldst werden. Mdglicher Weise ist
die erhdhte MMP-2-Expression in chronischen Wunden auf die in erhdhtem Male
anwesenden PMF-Zellen zurtuckzufuhren, da PMF-Zellen, wie in dieser Arbeit be-
schrieben, verglichen mit potentiell mitotischen Progenitorfibroblasten ein erhdhtes
MMP-2-Expressionslevel aufweisen. Ein derartiger pathogener Effekt kdnnte auch
von der erhdhten Expression von MMP-10 durch seneszente Fibroblasten in chroni-
schen Wunden ausgehen. Die Expression von MMP-2 wird durch TGF-1 induziert,
welches in erhdhtem MalRe von PMF-Zellen in chronischen Wunden sezerniert wird
(Makela et al., 1999; Vande Berg et al., 2005). Somit kdnnte es bei PMF-Zellen zu
einer Autoinduktion des MMP-2 kommen. Uberdies wird TGF-B1 seinerseits durch
proteolytische Spaltung von MMP-2 und MMP-9 aktiviert, wodurch sich der Kreislauf
wiederholt (Yu and Stamenkovic, 2000). Einen Ausweg aus diesem Kreislauf schei-
nen die TIMPs zu erméglichen. Diese wiederum werden aber in chronischen Wun-
den in pathologisch geringer Konzentration exprimiert (Saarialho-Kere, 1998).

Parrinello et al. (2005) argumentieren, dass terminal differenzierte postmitotische
Fibrozyten hauptverantwortlich sind fir die Tumorentstehung im Alter. Dies wird ei-
nerseits begrindet durch die Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen,
welche das Wachstum aberranter Zellen fordern sowie durch die Sezernierung von
Faktoren, die die Matrix umstrukturieren, woraufhin aberrante Zellen Invasivitat ent-
wickeln kdnnen. In der zitierten Arbeit sowie bei Millis et al. (1992) wird fir MMP-3
eine hdhere Expression bei terminal differenzierten Fibrozyten als bei Progenitor-
fibroblasten gemessen (Millis et al., 1992; Parrinello et al., 2005). In dieser Disserta-
tion konnte gezeigt werden, dass die Expression von MMP-3 zwar von MF Il zu MF
[l leicht hochreguliert wird, jedoch nach dem Ausdifferenzieren der Zellen zu PMF
wieder unter das Niveau von MF Il absinkt. Die kontraren Aussagen kdonnten daher
rihren, dass in den zitierten Studien Zellen spater Passagen als ,seneszent® be-

zeichnet werden, bzw. dass nach Bestrahlung der Zellen letztere nicht ausreichend
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lange inkubiert wurden (nur 7 Tage), um vollstandig zu postmitotischen Fibrozyten
ausdifferenzieren zu konnen (siehe Kapitel 4.2) (Rodemann and Bamberg, 1995;
Rodemann et al., 1991). In beiden Fallen waren die Versuche demnach mit Zellen
durchgeflhrt worden, welche in dieser Arbeit als MF 11l definiert werden. Geht man
aber davon aus, dass postmitotische Fibrozyten eine geringere MMP-3-Expression
aufweisen als MF llI-Progenitorfibroblasten, so wird das Argument von Parrinello et
al., namlich dass PMF-Zellen eine Grundlage flur die Krebsentstehung schaffen, zu-
mindest in Hinsicht auf MMP-3 entkraftet (Parrinello et al., 2005). Wie hier gezeigt
wurde, werden jedoch Expression und Aktivitat der MMPs im Allgemeinen wahrend
der Differenzierung heraufreguliert, wodurch sich ohne Zweifel Veranderungen in der
Extrazellularen Matrix ergeben. Zudem kommt die Tatsache, dass MMP-3 in chroni-
schen Wunden ebenfalls von basalen Keratinozyten exprimiert wird und nicht allein
von Fibroblasten (Saarialho-Kere et al., 1994; Yager and Nwomeh, 1999). In dieser
Dissertation konnte mit Hilfe verschiedener Zymogramme gezeigt werden, dass
Fibroblasten/ Fibrozyten der einzelnen Differenzierungsstadien HaCaT-Zellen im
Hinblick auf deren MMP-Aktivitat unterschiedlich beeinflussen. Es ist daher denkbar,
dass die erhdhte MMP-3-Expression der Keratinozyten in der Peripherie chronischer
Wunden auf das gestorte Gleichgewicht zwischen MF- und PMF-Zellen zurtickge-
fuhrt werden kann.

Bezuglich des Argumentes, die von terminal differenzierten Fibrozyten sezernierten
Wachstumsfaktoren und Zytokine forderten die Krebsentstehung wahrend des Al-
terns (Parrinello et al., 2005) kann argumentiert werden, dass sowohl Zytokine als
auch Wachstumsfaktoren nicht nur maligne Zellen stimulieren, sondern auch wichti-
ge Funktionen bei der Wundheilung spielen. Zudem verleitet diese Aussage zu der
Ansicht, dass terminal differenzierte Fibrozyten erst ab einem bestimmten Lebensal-
ter im menschlichen Organismus vorhanden sind. Da dies durch die Aussagen von
Bayreuther sowie Rodemann et al. widerlegt wird, nach denen in menschlichen Indi-
viduen jeglicher Altersstufe immer ein Verhaltnis von MF:PMF 2:1 besteht, muss den
Fibrozyten eine wichtige Rolle im Organismus zukommen (Bayreuther, 1992; Rode-
mann et al., 1996). Diese Rolle kbnnte gerade in der vermehrten Expression von
Wachstumsfaktoren und weiteren Proteinen liegen.

Herbig et al. konnten in Primaten jedoch einen altersabhangigen Anstieg von termi-
nal differenzierten Fibrozyten beobachten, da sie die betreffenden Zellen nicht an-

hand der p-Galactosidase-Farbung klassifizierten, sondern sich drei weitere Marker
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zunutze machten: die Telomer-Dysfunktion, die ATM-signalisierte Antwort auf DNA-
Schaden sowie die Heterochromatisierung der DNA (Herbig et al., 2006).

Die Expression von MMPs in vitro ist abhangig vom Kulturmedium und von der Mat-
rix, auf welcher die Zellen wachsen (Nova et al., 2003). Daher wurde die MMP-
Expression von Fibroblasten in verschiedenen Kulturmedien untersucht. In beiden
Zellkulturmedien, welche zur Analyse der MMPs durch Fibroblasten konditioniert
worden waren, namlich DMEM + 10% FCS und SFM:DMEM 2:1 ohne FCS, wurden
im Western-Blot annahernd gleich starke Signale fur alle MMPs detektiert, d.h. im
Kokulturmedium fur Fibroblasten und primare humane Keratinozyten SFM:DMEM 2:1
weisen Fibroblasten keine besondere Expression von MMPs gegenluber dem Stan-
dardmedium auf. Allerdings konnte im Kokulturmedium eine starkere proteolytische
Aktivierung von MMP-2 nachgewiesen werden. Dies konnte auf das im Kokulturme-
dium enthaltene EGF zuruckzufihren sein, da EGF die proteolytische Aktivierung
von MMP-2 via MT1-MMP katalysiert (Kheradmand et al., 2002; Sato et al., 1999).
Bei der Untersuchung von HaCaT-Zellen auf ihre Expression von MMPs konnten in
der Zymographie vermehrt aktivierte MMPs im Kokulturmedium SFM:DMEM 2:1 de-
tektiert werden, was ebenfalls durch das im Medium enthaltene EGF begrindet wer-
den konnte (Charvat et al., 1998). Nach der Behandlung von HaCaT-Zellen mit kon-
ditionierten Uberstanden konnten differentielle Effekte fiir die Expression von MMP-2
und MMP-9 beobachtet werden. Die Expression von MMP-9 durch HaCaT-Zellen
wurde durch die Behandlung mit PMF-Zellen erhdht. Dies konnte sowohl auf Prote-
inniveau (Western-Blot und Zymographie) als auch auf mMRNA-Niveau (realtime RT-
PCR) beobachtet werden. In porcinen periodontalen Ligamentepithelzellen sowie in
der humanen Magenkrebszelllinie SNU und in HPDE-Zellen wurde ein Anstieg der
MMP-9-Expression durch KGF-Behandlung nachgewiesen (Niu et al., 2007; Putnins
et al., 1995; Shin et al., 2002). Moglicher Weise ist die erhdhte MMP-9-Expression
nach Behandlung mit Fibrozyten-konditionierten Uberstanden auf die erhdhte KGF-
Konzentration in diesem Medium zurlckzufihren. Die MMP-2-Expression von Ha-
CaT-Zellen wurde durch die Behandlung mit PMF-konditionierten Uberstanden je-
doch sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Niveau herunterreguliert.

Mittels Zymographie konnte festgestellt werden, dass die Aktivitdt und Expression
von MMPs wahrend der Differenzierung von Fibroblasten heraufreguliert wird. Nach
Behandlung von HaCaT-Zellen mit konditionierten Uberstanden von Fibroblasten-/

Fibrozyten-Differenzierungsstadien konnte ebenfalls mit zunehmendem Differenzie-
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rungsstatus der Fibroblasten bzw. Fibrozyten eine immer starkere Aktivierung von
HaCaT-sezernierten MMPs nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass verschie-
denste MMPs die Fahigkeit besitzen, weitere MMPs proteolytisch zu aktivieren
(Kerkela and Saarialho-Kere, 2003). Das Zymographie-Medium der HaCaT-Zellen
wurde nach der Stimulation durch Fibroblasten-/ Fibrozyten-konditionierte Uberstén-
de frisch zugegeben und daraufhin einzig durch die HaCaT-Zellen konditioniert. Die
mittels Zymographie detektierten MMPs der HaCaT-Zellen wurden also erst nach
dem Entfernen der Fibroblasten- bzw. Fibrozyten-sezernierten MMPs ins Medium
abgegeben. Aus diesem Grunde ist eine direkte proteolytische Aktivierung der Ha-
CaT-sezernierten MMPs durch die Fibroblasten-/ Fibrozyten-sezernierten MMPs in
diesem Versuchsaufbau ausgeschlossen. Die Aktivierung der HaCaT-sezernierten
MMPs muss somit auf indirektem Wege erfolgt sein. Mogliche Mediatoren, die hierfur
verantwortlich sein kdnnten, sollen in Kapitel 4.5 diskutiert werden.

Fibroblasten verandern somit wahrend ihrer Differenzierung zu Fibrozyten nicht nur
ihre eigenen Expressionsmuster fiur MMPs, sondern auch die MMP-Expression der
epithelialen Zellen. Die erhdhte Expression von MMP-9 und weiteren MMPs durch
Epithelzellen in chronischen Wunden kdnnte somit indirekt durch vermehrt auftreten-

de Fibrozyten verursacht werden (Saarialho-Kere, 1998).

4.5 Wundheilung

Es sollte die Frage beantwortet werden, ob es zu einer verbesserten Wundheilung
beitragen kdnnte, zusammen mit autologen mitotischen Progenitorfibroblasten auch
autologe postmitotische Fibrozyten und intermediare Differenzierungstypen auf Tra-
germaterialien aufzubringen, um mit letzteren die Wundheilung chronischer Wunden
zu unterstutzen. Grundlage fur diese Fragestellung war die Erkenntnis dartber, dass
mitotische Progenitorfibroblasten und postmitotische Fibrozyten in vivo immer in ei-
nem Verhaltnis von 2:1 vorkommen (Bayreuther, 1992; Rodemann et al., 1996). Da
postmitotische Fibrozyten eine hohere Expression vieler Proteine aufweisen als po-
tentiell mitotische Progenitorfibroblasten, kommt ihnen zweifelsohne und wahr-
scheinlich besonders wahrend der Wundheilung eine spezielle Funktion zu. Die Tat-
sache, dass PMF-Zellen sowohl in vivo als auch in vitro mindestens 1 Jahr
persistieren konnen, bevor sie die Apoptose durchlaufen, deutet darauf hin, dass
PMF-Zellen in vivo eine wichtige Rolle Ubernehmen. Diese besteht in der Produktion

von Extrazellularer Matrix sowie Wachstumsfaktoren, wie z.B. KGF oder VEGF
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(Coppé et al., 2006). In gesundem Gewebe scheint diese Arbeitsteilung der
Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien zwischen Proliferation (MF) und
Proteinsynthese (PMF) einwandfrei zu funktionieren. Auch wahrend der Heilung a-
kuter Wunden, wenn MF zu PMF in einem ausgewogenen Verhaltnis von 2:1 vor-
handen sind, ergeben sich durch PMF-Zellen und deren erhdhte MMP-Produktion
keine Probleme. Es konnte sogar gezeigt werden, dass Fibroblasten wahrend der
normalen Wundheilung Telomeraseaktivitat an der Spitze des Granulationsgewebes
aufweisen, wodurch ein Fortbestand des 2:1-Verhaltnisses von MF zu PMF gewahr-

leistet werden konnte (Osanai et al., 2002).

Wundheilung

1
1
1
1
1
1
1
1
HaCaT

MMPs**
FGF-BP

chronische Wunde

Abbildung 4.5.1: Schematische Darstellung der direkten und indirekten Wirkung
von Fibroblasten (MF) und Fibrozyten (PMF) auf die Wundheilung bzw. auf die
Foérderung chronischer Wunden. KGF: Keratinozyten-Wachstumsfaktor; MMPs:
Matrix-Metalloproteinasen; FGF-BP: FGF-Bindeprotein. *Ausnahme MMP-3,
**Ausnahme: MMP-2.

In Abbildung 4.5.1 ist der Einfluss von Progenitorfibroblasten- bzw. Fibrozyten-
Differenzierungsstadien auf die Wundheilung schematisch dargestellt. Eine erhdhte

Expression von KGF durch terminal differenzierte Fibrozyten ist der Wundheilung
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zutraglich. Die Stimulation von HaCaT-Zellen zur Produktion von FGF-BP durch ter-
minal differenzierte Funktionsfibrozyten hat ebenfalls einen positiven Effekt auf die
Wundheilung. Im Gegensatz hierzu weisen terminal differenzierte Fibrozyten eine
héhere Expression und Aktivierung von MMPs im Vergleich zu Progenitorfibroblasten
auf. Dies fordert die Entstehung chronischer Wunden. Ebenfalls konnte eine erhdhte
Expression und Aktivierung von MMPs durch HaCaT-Zellen gezeigt werden, welche
mit den Uberstéanden von terminal differenzierten Fibrozyten behandelt worden wa-
ren.

In chronischen Wunden, in denen unverhaltnismafig viele terminal differenzierte
Fibrozyten anwesen sind, scheint der negative Effekt dieser Zellen, namlich die hohe
Expression von MMPs, den positiven Effekt, also die hohe Expression des KGFs,
zunichte zu machen. KGF kénnte sogar der hohen MMP-Expression der Epithelzel-
len zutraglich sein: in histiotypischen Kulturen auf speziellen Polycarbonatmembra-
nen reagierten porcine periodontale Ligamentepithelzellen auf die Zugabe von KGF
mit erhohter Aktivierung von MMP-9. Dieser Effekt konnte auf normalen Kulturscha-
len jedoch nicht beobachtet werden (Putnins et al., 1995). Ebenso konnten Madlener
et al. zeigen, dass 5 — 8 Stunden nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit KGF ein
erhohter Anteil an MMP-10- (Stromelysin-2-) mRNA in diesen Zellen zu detektieren
war. Eingesetzt wurden 10 ng/ml KGF in DMEM ohne FCS. Dies entsprache pro ml
etwa der Menge an KGF, welche in den Versuchen dieser Dissertation von 0,5 Mio.
PMF-Zellen sezerniert wurde. Ahnliche Effekte konnten in der zitierten Arbeit auch
durch Stimulation derselben Zellen mit EGF oder TNF-a erzielt werden, wohingegen
der Effekt nach Stimulation mit TGF-g1 noch deutlicher war (Madlener et al., 1996).
Werden hingegen Fibroblasten mit dem Keratinozyten-sezernierten 14.3.3 o-Protein
Stratifin behandelt oder werden sie in Kokultur mit Keratinozyten kultiviert, so kann
ein Anstieg verschiedenster MMPs (MMP-1, MMP-3, MMP-10, MT5-MMP) sowie ei-
ne veranderte Expression unterschiedlicher Extrazellularer Matrixproteine auf Seiten
der Fibroblasten beobachtet werden. Die Fibroblasten in einem solchen Kokultur-
system wiederum konnten die Stratifin-Expression von Keratinozyten merklich erhé-
hen. Dies bedeutet, dass bezlglich der MMP-Expression ein synergetischer Effekt
zwischen Fibroblasten und Epithelzellen besteht (Ghaffari et al., 2006; Ghahary et
al., 2005). Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien adharieren je nach Gro-
Re des Zelltyps in unterschiedlicher Anzahl in Kokulturgefalden. Daher konnten in

dieser Arbeit keine reprasentativen Versuche bezuglich des synergetischen Effekts
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von Keratinozyten mit den einzelnen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungs-
stadien durchgefuhrt werden.

Dasu et al. (2003) konnten zeigen, dass MMP-1 in stdchiometrischer Weise durch
TIMP-1 inhibiert wird. Inflammatorische Zytokine, die bei der Wundheilung eine wich-
tige Rolle spielen, wirken in verschiedener Weise auf MMP-1 und TIMP-1 von huma-
nen dermalen Fibroblasten. MMP-1- und TIMP-1-mRNA werden durch IL-6 und TNF-
o hochreguliert, bleiben aber durch IL-1p unbeeinflusst. Auf Proteinebene wurde das
Proprotein von TIMP-1 durch TNF-a nicht beeinflusst, durch IL-6 in IL-1p jedoch
starker exprimiert. TNF-a. fUhrte zur verstarkten Expression von TIMP-1 auf Protein-
ebene (Dasu et al., 2003).

Aus den zitierten Studien geht hervor, dass Faktoren wie KGF, EGF, TNF-a, TGF-f
sowie Interleukine (IL-1, IL-6) und Stratifin direkt oder indirekt auf die Aktivitat ver-
schiedenster Metalloproteinasen von Keratinozyten und Fibroblasten bzw. Fibrozyten

Einfluss nehmen.

4.6 Ausblick

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass sich die Differenzierungsstadien
von humanen dermalen Fibroblasten im Bezug auf KGF-Expression sowie Expressi-
on von MMPs stark voneinander unterscheiden.

Auf dem Tragermaterial Matriderm wurde nach Besiedelung mit einer physiologi-
schen Mischung aus potentiell mitotischen Progenitorfibroblasten zu terminal diffe-
renzierten Fibrozyten im Verhaltnis 2:1 eine mindestens genau so deutliche dermo-
epideremale Struktur gebildet, als nach Besiedelung mit Progenitorfibroblasten und
Keratinozyten alleine (Xu, 2007). Die erhohte KGF-Expression terminal differenzier-
ter Fibrozyten konnte hierflr mit verantwortlich sein. Ebenso konnten in dieser Arbeit
besonders fur Fibroblasten des Stadiums MF Ill Hinweise auf eine hdhere Expressi-
on von Extrazellularen Matrixproteinen gefunden werden, welche maligeblich an der
Produktion der Basallamina beteiligt sind, ndmlich Laminin-1/-2 sowie Kollagen IV.
Bevor jedoch ein Tragermaterial, besiedelt mit mitotischen Fibroblasten sowie termi-
nal differenzierten Fibrozyten speziell fur die Behandlung chronischer Wunden her-
gestellt werden kann, sollte die Rolle untersucht werden, die KGF in chronischen
Wunden spielt. Hierbei ware ebenso die Untersuchung der KGF-Expression von

Fibroblasten, welche aus gesunder Dermis von Patienten mit chronischen Wunden
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entnommen werden (z.B. Diabetiker) interessant. Moglicher Weise ist die Basal-
expression in solchen Individuen ebenso vermindert, wie eine erhdhte MMP-
Expression festgestellt werden konnte (Lobmann et al., 2006a; Werner et al., 1994).
Werner et al. haben Uber eine verzdgerte und verringerte Induktion der KGF-
Expression in Mausen mit genetisch bedingter Diabetes berichtet, wohingegen Senet
et al. keinen signifikanten Unterschied im KGF-Gehalt der WundflUssigkeit von chro-
nischen bzw. nicht-chronischen Wunden des Menschen feststellen konnten (Senet et
al., 2003; Werner et al., 1994). Bis heute wurden jedoch keine Studien veréffentlicht,
in denen der Wundheilungsverlauf chronischer Ulcera nach Behandlung mit KGF
verbessert werden konnte. Der einzige Wachstumsfaktor, welcher bisher erfolgreich
zur Heilung chronischer Ulcera angewendet werden kann, ist PDGF (Werner and
Grose, 2003). Dies deutet darauf hin, dass der positive Effekt, welchen terminal diffe-
renzierte Funktionsfibrozyten auf die Wundheilung spielen kénnten, namlich die hohe
KGF-Expression, weniger nutzlich ist.

FGF-BP dient der Freisetzung von KGF aus der Extrazellularen Matrix und erhdht
somit dessen Rezeptorbindung (Beer et al., 2005). Es bleibt zu klaren, welche Fakto-
ren daflr verantwortlich sind, dass HaCaT-Zellen eine erhdhte Expression von FGF-
BP nach Stimulation durch Fibrozyten-konditionierte Uberstéande aufwiesen. Mogli-
cher Weise kann dieser Effekt nicht durch die Behandlung von HaCaT-Zellen mit
KGF allein beobachtet werden. Dies wirde bedeuten, dass KGF in Kombination mit
weiteren Faktoren doch der Heilung chronischer Wunden zutraglich sein konnte.

Die Forschung konzentriert sich jedoch vielmehr auf die Inhibition bzw. Absorption
von Matrix-Metalloproteinasen in chronischen Wunden durch spezielle Wundaufla-
gen (Bennett et al., 2003; Cullen et al., 2002; Lobmann et al., 2006b; Vachon and
Yager, 2006). Dies zeigt, welch grof3es Problem die hohe Expression von MMPs in
chronischen Wunden darstellt. In dieser Arbeit wurde eine hohe Expression und Akti-
vitat von MMPs terminal differenzierter Fibrozyten beobachtet. Ebenso reagierten
HaCaT-Zellen generell mit einer hdheren Aktivitat von MMPs auf die Behandlung mit
Kulturmedien terminal differenzierter Fibrozyten.

Aus diesen Grunden kann abschliel3end festgestellt werden, dass sich terminal diffe-
renzierte Fibrozyten trotz ihrer hohen KGF-Expression wahrscheinlich nicht fur die
Behandlung chronischer Wunden eignen, da sie eine zu hohe Expression von MMPs
aufweisen. PMF-Zellen in Kombination mit mitotischen Stadien kdnnten sich auf-

grund ihrer hohen KGF-Expression jedoch vorteilhaft auf den Heilungsverlauf lang-
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sam heilender, nicht-chronischer Wunden, wie z.B. grol3flachiger Verbrennungswun-
den auswirken.

Um das komplette Wechselspiel zwischen den verschiedenen Zelltypen und die Be-
deutung der einzelnen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien ermessen
zu kénnen, bedarf es einer differenziellen Analyse der in Kapitel 4.5 erwahnten

Wachstumsfaktoren und Zytokine.

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane dermale Fibroblasten einzelner
Differenzierungsstadien differenzielle Genaktivitat und Proteinexpression aufweisen.
Auch die epitheliale Keratinozytenzelllinie HaCaT wird in unterschiedlicher Weise
durch die einzelnen Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungsstadien beeinflusst.
Die Differenzierungsstadien wurden unterteilt in potentiell mitotische Progenitor-
fibroblasten (MF Il und MF Ill) sowie terminal differenzierte Funktionsfibrozyten
(PMF). Die Unterschiede in der Expression konnten sowohl bei wundheilungsfor-
dernden sowie bei fur chronische Wunden wundheilungsverzogernden Proteinen,
namlich KGF (Keratinozyten-Wachstumsfaktor) und MMPs (Matrix-Metalloprotein-
asen) festgestellt werden. Die Expression der betreffenden Markergene wurde so-
wohl auf mRNA-Level (realtime RT-PCR) als auch auf Proteinniveau (ELISA, Wes-
tern-Blot, Zymographie) analysiert. KGF wird wahrend der Differenzierung dermaler
Progenitorfibroblasten zu terminal differenzierten Fibrozyten drastisch hochreguliert,
sodass der Schluss nahe liegt, die Expression fruher Differenzierungsstadien sei le-
diglich eine Basalexpression, wohingegen PMF-Zellen fur die funktionelle Expression
d.h. fur die Wachstumsforderung und Zytoprotektion der Keratinozyten notwendig
seien. Im Falle der MMPs ergeben sich verschiedene Expressionsmuster. MMP-2
sowie MMP-10 werden starker von postmitotischen Fibrozyten exprimiert, wahrend
MMP-3 von Progenitorfibroblasten starker exprimiert wird als von Funktionsfibrozy-
ten. Die mittels Zymographie ermittelte allgemeine Aktivitat der MMPs steigt jedoch
wahrend der Differenzierung von Fibroblasten stetig an.

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten-/ Fibrozyten-Differenzierungs-
stadien unterschiedlich auf die Proteinexpression von HaCaT-Zellen wirken. So wur-
de die Expression des FGF-BP (FGF-Bindprotein) einzig nach Stimulation von Ha-

CaT-Zellen durch PMF-konditionierte Uberstande hochreguliert, was ebenfalls auf
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eine alleinige funktionelle KGF-Expression der PMF-Zellen hindeuten kénnte. In Be-
zug auf die MMP-Expression von HaCaT-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
MMP-Expression und -aktivitat dieser Epithelzellen in den meisten Fallen nach Inku-
bation mit PMF-konditionierten Uberstdnden am héchsten ist. Eine Ausnahme hier-
von scheint MMP-2 zu sein, welches am starksten exprimiert wird, wenn die Zellen
mit MF Il-konditionierten Uberstanden behandelt werden.

Bezuglich der MMP-Expression von HaCaT-Zellen konnte mit Ausnahme des MMP-2
eine steigende Aktivitat und Expression beobachtet werden, je hoher der Differenzie-
rungsgrad der Fibroblasten war, mit deren Uberstand die HaCaT-Zellen zuvor be-
handelt worden waren. Die Aktivierung der HaCaT-sezernierten MMPs erfolgte indi-
rekt, d.h. nicht Uber die proteolytische Spaltung Fibroblasten- bzw. Fibrozyten-
sezernierter MMPs.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass den einzelnen Differenzierungssta-
dien der Fibroblasten im komplizierten Gefuge der Wundheilung differentielle Rollen

zukommen.

Abstract

In the present thesis three differentiation types of human dermal fibroblasts as well
as their influence on the epidermal keratinocyte cell line HaCaT have been analyzed.
The fibroblast types were defined as potentially mitotically active progenitor fibro-
blasts (MF Il and MF 1ll) and terminally differentiated postmitotic fibrocytes (PMF).

It could be shown, that the specific cell types differed with respect to the expression
of several proteins important for wound healing process. Keratinocyte Growth Factor
(KGF), a wound healing promoting factor is upregulated drastically during the differ-
entiation of fibroblasts to fibrocytes. HaCaT cells treated with supernatants of either
differentiation type presented an increased level of FGF-BP mRNA exclusively after
treatment with PMF-conditioned medium. As FGF-BP promotes KGF function this
factor is also important for wound healing.

In contrast the overexpression of matrix metalloproteinases (MMPs) in chronic
wounds is known to inhibit wound healing. In this thesis it could be shown that the
general MMP activity and expression increases steadily with differentiation of fibro-
blasts to terminally differentiated fibrocytes. MMP-2 and MMP-10 were upregulated
whereas MMP-3 turned out to be the only analyzed MMP which is downregulated in

fibrocytes. Interestingly fibroblast/ fibrocyte differentiation types influenced the
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epithelial keratinocyte cell line HaCaT in different fasions to express MMPs. The
general expression and activation of MMPs was upregulated after treatment of
HaCaT cells with fibrocyte (PMF) supernatant in comparison to untreated or pro-
genitor fibroblast treated HaCaT cells. MMP-2 could be shown to be downregulated
in HaCaT cells after treatment with PMF supernatants. Therefore it can be concluded
that differentiation subtypes of fibroblasts influence wound healing directly or indi-
rectly in different fashion and are worthy to be analyzed more closely in future stud-

ies.
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