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1 Einfhrung

1.1 Das Herz

Der Herzmuskel hat die Aufgabe, das zirkulierentigv®lumen im Korper zu verteilen.
Es funktioniert nach dem Prinzip der Saug-Druck-Pendurch rhythmische Kontraktion
wird das Blut angesaugt und durch Druck wieder gbgen, das desoxygenierte Blut des
grofRen Kreislaufs wird in den Lungenkreislauf geptirand wieder reoxygeniert, das
oxygenierte Blut des Lungenkreislaufes wird wiederick in den groRen Kreislauf
gepumpt. Fur den reibungslosen Ablauf der Kontaakg8orgt der regelhafte Aufbau des
Herzmuskelgewebes (Myokard) mit seiner inneren-d¢kard) und aulReren Deckschicht

(Epikard) sowie die Physiologie des Herz-Kreislgsfems.

1.1.2 Feingeweblicher Aufbau des Myokards

Das Myokard besteht zu 85-90% aus quergestreiftemskblgewebe. Der interstitielle
Raum zwischen den Muskelzellen enthédlt Binde- upettgewebe, Gefal3- und
Nervenbahnen (Fleischhauer 1994). Zum Myokardauftaehe Abb. 1.1. Die
Muskelfasern im Herzen bestehen aus mehreren Hekatnellen (Kardiomyozyten). Die
einzelnen Kardiomyozyten sind untereinander EndErd oder Seit zu Seit durch Disci
intercalares (Glanzstreifen) verbunden (Sommer J,98%en histologisches Korrelat Gap
Junctions (Nexus), Desmosomen und Fasciae adhesmartstellen (Sjostrand et al. 1958;
Poche und Linder 1955). Durch dieses funktionelnzgtium ist einerseits eine
metabolisch- elektronische Kopplung untereinander andererseits eine Ubertragung der
Kontraktionskraft auf andere Kardiomyozyten mogli€eas dreidimensionale Netzwerk
aus Muskelzellen wird vom interstitiellen Raum utoge, der etwa 12-15% des
Myokardvolumens einnimmt (Anversa et al. 1980; Mall al. 1986, 1988). Die
Kapillargefal3e sind davon der gréf3te Anteil (10&8hrend der nichtvaskulare Anteil nur
3-5% ausmacht. Eine Besonderheit des Myokard si@dltReizleitungssystem dar, welches
aus spezialisierten Kardiomyozyten ohne kontrakEilamente besteht, die sich durch
bestimmte Connexine in den Nexus auszeichnen. Sied sn der Lage
Potenzialanderungen, die in sog. ,Schrittmacheznélyjeneriert werden, auf das Myokard
zu Ubertragen und so eine gezielte Kontraktionzatsen (Drenckhahn 1994). Im
gesunden Herzen verlauft die Reizuberleitung gtedRig und rhythmisch, konsekutiv
dadurch auch die nachfolgende Kontraktion, beigieln die einzelnen Kardiomyozyten

verkirzen. Durch die Anordnung einzelner Lagen iméeder vernetzter Kardiomyozyten,
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deren Ausrichtung scherengitterartig gegeneinanderlauft, hat die normale
Herzkontraktion einen Auswring-Charakter. Epi- ulohdokard bestehen aus einer
Mesothelschicht mit darunter liegendem Fettgewel#gs periphere Nerven,

Koronargefa3aste und Lymphgefal3e enthalt.

Vi

Abb.1.1: Humanes Myokard. 1 Kardiomyozyt, 2 Fibrozyt,
3 Interstiticlles Bindegewebe, 4 Verzweigungen eines Kardiomyozyten.
Farbung Brillantschwarz-Tuloidinblau-Safranin, Vergr. 200fach. Aus:
Kiithnel W, Taschenatlas der Zytologie, Histologie und mikroskopischen
Anatomie, 11.Aufl., Thieme Stuttgart-New York, 2002.

1.1.3 Myokardiales Interstitium

1.1.3.1 Bindegewebe

Bindegewebe oder Interzellularsubstanz bildetdaa.Stroma von Organen. Es besteht aus
zwei Komponenten: dem zelluldren- und dem azebuldnteil. Zellularer Anteil sind fixe
Zellen (Fibroblasten, Fibrozyten) und mobile Zelkwor allem Zellen der spezifischen-
und unspezifischen Abwehr), azellularer Anteil d&¢ extrazellulare Matrix (EZM), die
sich wiederum in feste Bestandteile und in eine rpm® Grundsubstanz aufteilt
(Drenckhahn und Kugler 1994). Die festen Bestatelteind Fasern (kollagene Fasern,
elastische Fasern), die Grundsubstanz enthalt Malekile wie Glykoproteine,
Proteoglykane und Glukosaminoglykane sowie intée#igé Flissigkeit (Aumailley und
Gayraud 1998). Fur den Turnover der SubstanzenE¥W sind die fixen Zellen

zustandig.



\:"‘ N
Abb.1.2: Lockeres kollagenes Bindegewebe. Mesenterium der Ratte.

1 Kollagenfaserbiindel, 2: Elastische Faser, 3 Fibroblast, 4 Mastzelle.

Safranin-Methylenblau- Azur-II-Farbung , Vergr. 380fach. Modifiziert
nach Sobotta/Hammersen: Histologic. Farbatlas der mikroskopischen
Anatomie, 3. Auflage., Urban&Schwarzenberg,

Miinchen-Wien-Baltimore 1985

1.1.3.2 Intramyokardiales Bindegewebe

Beim intramyokardialen Bindegewebe handelt es siom lockeres kollagenes
Bindegewebe (siehe Abb. 1.2). Dies&imysium internumspielt eine wichtige Rolle bei
der Erhaltung der Integritit des Herzmuskelgeweli@oering et al. 1988).
Arbeitsphysiologisch wichtig ist die stitzende Fimk der EZM und die Funktion als
Wider- bzw. Gleitlager fur die Kontraktion. Durch ekbindungen zu den
subendokardialen- und subperikardialen Kollagerametzird zusatzlich eine Uberdehnung
des Myokards verhindert. Die Belastbarkeit der EMd der aktuellen Herzbelastung
durch Umbau stdndig angepasst (Remodeling), urgergenes Gewebe wird durch
Bindegewebe ersetzt. Nutritiv-metabolische Funkiien EZM bedeutet das Fihren und
Fixieren von Gefal3-Nerven-Strangen und Stoffwechgal interstitiellen Raum.
Zellmigration findet in der EZM entlang den Kolladasernetzen statt und Zellen oder
Substrate kdnnen an EZM-Bestandteilen adharieresueid Untersuchungen haben
gezeigt, dass das myokardiale Bindegewebe selle$tvdén Hormonen, Zytokinen und
Transmittern ist und aktiv den Gewebestoffwechsel den Aufbau des Myokards steuert
(Spinale 2002; Weber et al. 1994). Das lockere ragaikle Bindegewebe besteht zu 1/3
aus EZM und zu 2/3 aus zellularen Bestandteilee Basern der EZM umbhiillen die

einzelnen Kardiomyozyten und werden wie aufgetailendomysiale-, perimysiale- und
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epimysiale Anteile (Caulfield und Borg 1979). Diell&n sind Fibrozyten, Fibroblasten,
undifferenzierte mesenchymale Zellen, Makrophage WMastzellen (Ferrans und
Thiedemann 1983).

1.1.3.3 Kardiale Fibroblasten

Obwohl der Volumenanteil der nicht vaskularen istiéiellen Zellen klein ist, liegt ihre
Anzahl in der GroRenordnung der Myozytenanzahl gsa et al. 1980; Mall et al. 1986).
Der groldte Anteil dieser Zellen sind FibroblastembFibrozyten. Der Fibroblast ist die
spezifische Zelle des adulten Bindegewebes, eteikingsfahig und zeigt eine hohe
Stoffwechselaktivitat. Fibroblasten mit niedriganfBvechselaktivitat (Erhaltungsumsatz)
werden als Fibrozyten bezeichnet. Fibroblastenhgtisieren die Bestandteile der EZM,
vor allem Kollagene und Elastine, aus denen dieefrasufgebaut sind, aber auch
Signalpeptide und Proteasen. Da sie sowohl dent@lalér EZM synthetisieren (Aufbau-
oder Synthesesystem) aber auch die Proteasen zbauAler EZM bereitstellen (Abbau-
oder Degradationssystem), obliegt dem FibrobladierKontrolle Uber die Beschaffenheit
der EZM und damit Gber den Festigkeitsgrad des GBewesowie den allgemeinen Protein-
Turnover. Fibroblasten sind Uber Zellauslaufer méader verbunden, sie kommunizieren
untereinander Uber Gap Junctions und mit der EZMr ikggregine, deren Fasern und
Zellbestandteile mit Filaggreginen der Fibroblastembran anhaften. Bei Zugbelastung
des Gewebes wird so eine Signalkaskade zum Zellke®ang gesetzt und der Fibroblast
passt seine Syntheseleistung der jeweiligen Zuger obdruckbelastung an. Unter
Stressbedingungen kénnen sich kardiale FibroblasteMyofibroblasten umwandeln
(,aktivierte Fibroblasten®). Myofibroblasten enthert Stressfasern (kontraktile Bindel aus

Aktin- und Myosinfilamenten) und kénnen sich dadiuaktiv kontrahieren.

1.1.3.4 Kollagene Fasern

In der EZM finden sich hauptséchlich fibrillaresiégen Typ | (80%) und Kollagen Typ
Il (20%). Weitere Kollagentypen des HerzgewebeJ abelle 1.1. Fibrillare Kollagene
sind aus einzelnen Tropokollagenmolekilen aufgebadtbilden Triplehelices aus drei
Ketten, sie sind hochgradig resistent gegen PrggeoDurch kovalente Querbriicken der
Lysinseitenketten werden einzelne Fibrillen (2 nmrdhmesser) zu 20-200 nm dicken
Fasern zusammengefasst. Die Fasern unterliegedigg@nUmbauvorgangen, die durch
verschiedene Faktoren reguliert werden. Die Haltszeit der Fibrillen betragt etwa 2-3

Tage (Drenckhahn und Kugler 1994). Fasern aus gefalyp | sind besonders reil3fest
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und haben die geringste Elastizitat (Doering efl888). Die Fasern des Epimysiums, die
ganze Muskelzige wie z.B. einen Papillarmuskel okiegslen kénnen und dem Muskel
anndhernd parallel anliegen, bestehen aus breitetlagénfasern und enthalten
hauptsachlich Kollagen Typ | und wenig Elastin.sDRerimysium umgibt einzelne
Gruppen von Kardiomyozyten und verbindet das Epiomysmit dem Endomysium, die
Fasern liegen hier spiralig angeordnet quer zurKdifsser und enthalten Kollagen Typ |
und wenig Kollagen Typ lll. Das Endomysium verbindgnzelne Kardiomyozyten
untereinander und besteht vor allem aus retikul&asern (Kollagen Typ IIl) und wenig
Kollagen Typ | (Caulfield und Borg 1979). Die Kaljane I, lll und IV werden von
kardialen Fibroblasten synthetisiert (Agocha ugttiali-Webb 1995).

Tabelle 1.1: Kollagene

Fibrillare Kollagene

Kollagen Typ I: kollagene Fasern
Kollagen Typ lll: zusammen mit Kollagen Typ | ietikularen Fasern
Kollagen Typ V: als Mischpolymer in Typ I- und Ty Fibrillen

nicht-fibrillare Kollagene

Kollagen Typ VI: als Tetramere sog. ,Perlschriarfiente”
Elastin

Tropoelastin: Mikrofibrillen-assoziiert
Desmosin/Isodesmosin: Tropoelastin-Vernetzungen

Tab. 1.1: Kollagentypen des lockeren Bindegewelsaienschen.
(modifiziert nach Drenckhahn und Kugler 1994)

1.2 Proteasen

Proteasen bauen die EZM ab, insbesondere KollagemfaDies geschieht im Rahmen des
Gewebeturnover sowie bei physiologischen UmbaupseEre von Geweben (Remodeling)
wie Morphogenese und Wachstum, Angiogenese, Trdabiimplantation, Wundheilung
und Involution des postpartalen Uterus sowie destlpktierenden Mamma. Proteasen
werden je nach Lokalisation ihrer spezifischen &tstelle am Protein in Exopeptidasen
(terminale Schnittstelle) und Endopeptidasen (mgeBchnittstelle) eingeteilt (Woessner
1998). Die Endopeptidasen teilen sich aufgrundriRrénarstruktur, ihrer Kofaktoren und
ihrer katalytischen Mechanismen in verschiedenessda auf. die Serin-, Zystein- und
Aspartatproteasen und die Metalloproteinasen. Dagrikl Metalloproteinasen gehdren
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neben drei weiteren Subgruppen zur Gruppe der N@t®, eine von mehreren
Metalloproteinase-Superfamilien (Nagase und Woesk9@9).

1.2.1 Matrix Metalloproteinasen (MMP)

Der Familie der Matrix Metalloproteinasen oder Niatre gehdren z.Zt. mehr als 20
Wirbeltier-Enzyme an (siehe Tabelle 1.2), davonds&inige menschliche Homologe
bekannt (Nagase und Woessner 1999, Lohi et al.)2(®i# werden als Proform von
Fibroblasten inaktiv als Zymogen sezerniert undnd@minaktiv in der EZM ,gelagert”
werden, je nach Typ Membran-, EZM-gebunden oderi. fr®er Name
~Metalloproteinasen” bedeutet, dass die Proteinddetallatome binden miussen, um aktiv
zu sein. Sie enthalten Bindungsstellen fir Zinke/oder Calcium-Atome und entfalten
ihre katalytische Aktivitat nach Entfernung desé¥ntinalen Propeptids im neutralen pH-
Bereich. Die Funktion der MMP ist der proteolytiscAbbau verschiedener Proteine und
Proteoglykane der EZM, aulRerdem haben sie AntedearKollagenbiosynthese. Neuere
Studien konnten zeigen, dass MMP Membran- oder KEgBlundene Zytokine,
Chemokine, Wachstumsfaktoren, wachstumsfaktorbidelen Proteine und
Proteaseinhibitoren schneiden und damit aktivievéar modulieren kdnnen (McCawley
und Matrisian 2001; Sternlicht und Werb 2001). Di&tivitat der MMP kann auf
unterschiedliche Weise und auf mehreren Ebenerieegwerden: (i) Auf der Ebene der
DNA, (ii) durch die Stabilitdt der mRNA, (iii) auProteinebene durch die Sekretion und
Bindung an Strukturen, (iv) in vitro durch Reagemzimit Thiolgruppen, (v) durch
partielle und vollstandige Aktivierung des Zymogemsd (vi) durch Bindung und damit
Inaktivierung durch endogene Inhibitoren (Nagasel Wvoessner 1999). Zymogene
konnen Strukturen der EZM binden und stellen eisdReir dar, dass bei Bedarf schnell
aktiviert werden kann (Yu et al. 2000). Bei fehkdter Regulation von MMP kann es zu
vermehrtem Untergang von Gewebe (Uberaktivierung MMP z.B. bei chronischen
Wunden oder chronischer Polyarthritis) oder Akkuatioh von Kollagenen kommen (z.B.
Fibrose, Vaskulopathien). MMP spielen auch bei Bigmsprozessen wie Nidation und
Metastasierung von Tumoren sowie Angiogenese eilte RZucker et al. 1999). Auf
Transkriptionsebene werden die meisten MMP duratscheedenen Faktoren reguliert,
bekannt ist eine Regulation durch den Transkripgtedtior NFB, der Promotor verfugt
Uber AP-1- und/oder Est-Sites (Tsuruda et al. 2004 verschiedene regulatorische
Elemente wie TRE und ERE.
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Tab. 1.2: Matrix Metalloproteinasen

Enzym

Kollagenasen

Potenzielle Substrate
EZM-Komponenten

Andere

MMP-1 Kollagen Typ LILILVILVII, X, XI; Gelatin; proMMP-1,2;Kaseina2M;a2AC;alPl; proTNFa
Entactin;Aggrecan; Tenascin;MBP;Perlecan;
IGFBP 2,3

MMP-8 Kollagen Typ I, 1111I;Gelatin; Entactin;Aggrecan; proMMP-8a2M;alPI
Tenascin

MMP-13 Kollagen Typ LILILIV,IX,X,XIV; Gelatin;Entacin; proMMP-9,1322M;a2AC; PAI
Aggrecan;Tenascin; Osteonectin;Fibrinogen/Fibrin

Gelatinasen

MMP-2 Gelatin;Elastin;Fibronectin;Lizxin; proMMP-1,2,13;Kasein, Plasminogen;proThtFa2M;

Kollagen Typ/,V,VII,X,XI; Aggrecan; prolL-18;proTGFR2; FGHr IGFBP-3,5%2AC;alPI;

Vitronectin;Decorin;MBP;

MMP-9 Gelatin; Elastin; Fibrillin; Fibronectin; Aggrecan; Plasminogen; Kasein; a2M; alPI; iNB&; proTGFR2

Kollagen TV, VIILXI,XIV, XVII;
Fibrinogeriifh; MBP

prolL-1R

Stromelysine

MMP-3 Fibronectin;Laminin;Gelatin;Elastin; Decorin; opMP-1,3,7,8,9,13; Plasminogen;KaseidM; a2AC;alPI
Kollagen Typ 1I,IV,V,VII,IX,X,XI; Nidogen; pra’'NF-a; E-cadherin;prolL-13; proHB-EGF
Fibrin/Fibrinogen; Fibrillin;Entactin;Vitronectjn
IGFBP-3

MMP-10 Fibronectin;Laminin;Gelatin;Elastin; Decorin; opiMP-1,8,10
Kollagen Typ 1II,IV,V,VII,IX,X,XI; Nidogen;
Fibrin/Fibrinogen,; Fibrillin;Entactin;Tenascin;
Aggrecan; Vitronectin

MMP-11 Laminin;Fibronectin;Aggrecan; IGFBP-1 a2M; alPI

Matrilysine

MMP-7 Fibronectin;Laminin;Gelatin; Kollagen Typ IV; tMP-2,7;KaseinalPl; proa-Defensin;FasL; proTNR:
Aggrecan;Decorin; Nidogen;Elastin;Fibrillin; Bfainogen; 3-4-Integrin; E-cadherin
MBP;Osteonectin;Tenascin;Vitronectin

MMP-26 Kollagen Typ IV; Gelatin; Fibronectin; proMMP-9; Kasein; alPI

Fibrin/Fibrigen

Andere

MMP-12 Elastin;Fibronectin;Laminin; Fibrin/Fibrinogen aminogen;Kasein

MMP-19 Kollagen Typ IV;Gelatin;Fibronectin; Tenascin;
Aggrecan;COMP

MMP-20 Amelogenin;Aggrecan,COMP

MMP-23 Gelatin

MMP-28 ? Kasein

MT-MMP (membrane-type MMP)

MMP-14 Kollagen Typ LI1,1II;Gelatin;Nidogen; Fibronectin; proMMP-2,13;proTNE; CD44;a2M;Gewebetransglutaminase
MT-MMP-1 Vitronectin;Laminin-1,5; Aggrecan;Tenasgin
Perlecan;Fibrillin;Fibrinogen/Fibrin
MMP-15 Kollagen Typ I;Gelatin;Fibronectin; Laminin-1; gVMP-2; Membransténdige Gewebetransglutaminase
MT-MMP-2 Vitronectin;Aggrecan; Tenascin;Nidogen;Rean;
Fibrinogen/Fibrin
MMP-16 Kollagen Typ lll;Gelatin;Fibronectin; Laminin-1; proMMP-2;Kasein
MT-MMP-3 Vitronectin;Aggrecan
MMP-17 Gelatin;Fibrillin;Fibronectin proTNR-
MT-MMP-4
MMP-24 Heparansulfat;Chondroitinsulfat; Proteoglykane; roNiMP-2
MT-MMP-5 Gelatin;Fibronectin
MMP-25 Kollagen Typ IV;Gelatin;Fibronectin; Vitronectin alPl
MT-MMP-6 Fibrinogen/Fibrin;

Modifiziert nach McCauley and Matrisian 2001; Stemt und Werb 2001.alPI: al-
proteinaseinhibitor; a2AC: a2-Antichymotrypsin;a2M:a2-Makroglobulin; CD44:cluster of
differentiation44; COMP cartilage oligomeric matrix proteinEGF: epithelial growth factar
FAS-L:FAS-Ligand; FGF:fibroblast-derived growth factorIGFBP: insuline-like growth
factor bindingproteirt IL: Interleukin; MBP:myelin basic proteinPAl: plasminogen activator
inhibitor TGF: transforming growth factQrTNF: tumor necrosis factor

13



1.2.2 Struktur und Wirkungsweise von MMP

MMP werden nach strukturellen- und funktionellent&tien in Untergruppen eingeteilt, in
die freien Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysimel membrangebundene MMP
(membrane-typ&MP, MT-MMP), siehe Tabelle 1.2. Die Substratatti einiger MMP
ist spezifisch. Kollagenasen sind als einzige Ereymder Lage native Kollagen Typ I-
Helices zu schneiden (Barrett et al. 1998) unda&g#h Typ IV und denaturiertes Kollagen
Typ | (Gelatin) sind spezifische Substrate der @Gaaen. Die molekulare Struktur der
MMP ist hochkonserviert, die Grundstruktur entsipridem Aufbau einer Kollagenase aus
funf Domanen (siehe Abb. 1.3). Die verschiedenenmdM/pen zeichnen sich durch mehr
zusatzliche- oder fehlende Doménen aus. Die drgggminale Doméne besteht aus einer
kurzen Sequenz aus hydrophoben Aminoséaurerestersté&it eine Signalsequenz dar, die
der Sekretion in den Extrazellularraum dient undwdurch die Sekretion verloren. Am N-
terminalen Ende befindet sich bei den meisten MMie, in einer latenten inaktiven
Proform sezerniert werden, ein Propeptid aus 7ABiinosdureresten, in dessen Mitte
eine konservierte Region aus Cysteinresten liegiséORegion verhindert die Interaktion
des Zinkatoms mit dem aktiven Zentrum des Enzymenitlas Propeptid aus seiner Lage
entfernt wird, kann das Zinkatom mit dem aktivem#em reagieren und so das Enzym
aktivieren, dieser Vorgang wird atystein Switctbezeichnet. Die Aktivierung von MMP
geschieht in vivo durch verschiedene Aktivierungkiealen:

(i) Plasmin-Kallikrein-System, (ii) autokatalytisaurch partiell aktive/vollstéandig aktive
freie MMP, (iii) Bindung an MT-MMP und (iv) partild Komplexbildung mit einem
Inhibitor und MT-MMP (Itoh et al. 2001).

Mehr als durch Induktion oder Repression auf Geresgionsebene werden die
unterschiedlichen Aktivitats- und damit Wirkungsdgader MMP durch posttranslationale

Modifizierung beeinflul3t.

1.2.3 Kardiale MMP

Im menschlichen Herzen sind bisher folgende Mittgieder MMP-Familie nachgewiesen
worden (siehe Tab. 1.3). Neuere Studien konntegereidass MMP im Herzen teilweise
auch in geringen Mengen von Kardiomyozyten synsiesti und sezerniert werden (Coker
et al. 2001).
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Prototyp  JHECHS- T D> O OO0

Kollagenasen:

MMP-1,-8 und -13 F o - O OOD

Gelatinasen:

MMP-2, und -9 g o

Stromelysine und Andere:

MMP-3,-10,-12,-19 und -20 & oy By

MMP-11 und -28 & cuspp—=

MMP-7 und -26 B o Za

MT-MMP: ™
MMP-14,-15,-16 und -24 8 ot - > OO OO 4
MINIE.E -2 O — e Y S

Abb. 1.3: Domanen von Matrix Metalloproteinasen. Sgnalpeptid-Prodomane, P:
Prodoméane, K: katalytische Doméne, H: Hinge (Veatbimgsstiick), PL: Pexin-like-
Doméne, TM: Transmembrandomane. Modifiziert nadhdkerhoff und Matrisian, 2002.

Tabelle 1.3: Matrix Metalloproteinasen im Saugerheren

Kollagenasen:

MMP-1 (nterstitial collagenasg

MMP-8

MMP-13 (Kollagenase-3)

Gelatinasen:

MMP-2 (Gelatinase-2)
MMP-9 (Gelatinase-B)

Stromelysine:

MMP-3 (Stromelysin-3)

Matrilysine:

MMP-8
Andere:

MMP-12
MT-MMP:

MMP-14 (MT-MMP-1)
Tab. 1.3 : MMP im Saugermyokard, modifiziert nacimdsey (Lindsey et al. 2005) und
Spinale (Spinale et al. 2002a)
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1.2.4Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase (TIMP)

Die vier Subtypen der TIMP (TIMP 1-4) regulieres @ndogene Inhibitoren die Aktivitat
von MMP im Gewebe. TIMP bestehen aus einer gréR&eferminalen- und einer
kleineren C-Terminalen Domane, die durch drei Digbtticken zwischen konservierten
Cysteinresten stabilisiert werden. TIMP konnen dieisten MMP in aktiver Form
inhibieren indem sie nicht-kovalente 1:1 Komplexié den MMP bilden. Dabei spielt die
N-terminale Doméne die entscheidende Rolle, dier@inale Doméne allein kann die
MMP nicht vollstandig inaktivieren. TIMP-2 spieltugatzlich eine Rolle in der
Aktivierung von proMMP-2, indem er mit seinem N-frenalen Ende am aktiven Zentrum
von aktiviertem MT-MMP-1 bindet und mit seinem Crifgnalen Ende proMMP-2 halt
(Butler et al. 1997; Itoh et al. 2001) . Dieser Kmax bewirkt eine optimale Aktivierung
von proMMP durch membranstandige, nicht-TIMP-gelmnad aktive MMP und ist
konzentrationsabhangig: in hoher Konzentration bkt TIMP-2 alle aktiven MT-MMP-
1, wahrend in niedriger Konzentration die vermel#igivierung von MMP-2 geftrdert
wird (Strongin et al. 1995). TIMP kénnen nicht raim aktivem Zentrum aktivierter MMP
binden sondern auch an alternativen Bindungsstelfeh so MMP nicht nur inhibieren

sondern auch modulieren.

Tab. 1.4: TIMP (tissueinhibitor of metalloproteinase)

Inhibitor Grolke Lokalisation Induktion durch

TIMP-1 28 kDa frei TGF-B3; FGF-GETNFa; PDGF;
IL 1,6; RetinsauRrpgesteron;

TIMP-2 21 kDa frei CAMP; LPS; Retinsauregdesteron;

TIMP-3 21-24 kDa  EZM gebunden TGF-3; PMA

TIMP-4 22 kDa frei ?

Modifiziert nach Henriet et al. 1999. cAMRyclic adenosine monophosphatEGF:
epithelial-derived growth factof-GF: fibroblast-derived growth factoiL: Interleukin; LPS:
Lipopolysaccharid; PDGFplatelet-derived growtHactor, PMA: phorbolic myristyl acetate
(Phorbolester); TGRransforming growth factQrTNF: tumor necrosis factor

1.3 Pathomechanismus der Herzfibrose

Wenn sich kollagenes Bindegewebe in einem Orgamidd&g vermehrt, spricht man von
Fibrose. Die Fibrose kann am Anfang des Prozeske¥ergrol3erung (mehr Masse)
imponieren, spater kann sie zur Schrumpfung undh&tung des Organs fihren
(Zirrhose) und/oder zu vermehrter Briuchigkeit masgElastizitat. Bezogen auf die
Lokalisation der Fibrose kann die lokal-begrenztéordse ( z.B. Ersatz von

untergegangenem Gewebe durch Bindegewebe in esmbieNreparative Fibrose) von der
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diffusen interstitiellen Fibrose unterschieden veerdLetztere entsteht durch systemische
Einwirkung eines profibrotischen Agens (Medikamerférahlung oder Hormone) oder
durch vermehrten Druck im Organ selbst ( z.B. Leiodrose bei kardialer Leberstauung ).
Bei der Herzfibrose handelt es sich um die intee#ié Form der Fibrose (siehe Abb. 1.4).
Durch exzessive Akkumulation von Bestandteilen B2ZM, vor allem Kollagen Typ I,
kommt es zuerst zu vermehrter Steifigkeit und Mazgseahme der Ventrikel und damit zu
einer diastolischen Insuffizienz (unzureichende IFig des Herzens wahrend der
Diastole). Daraus resultieren Minderung des efiektiVVolumenauswurfes und Rickstau
vor dem Herzen. Besteht diese Uber langere Zeih lkendurch den auf dem Gewebe
lastenden Druck zur Erweiterung der Ventrikel (,Aalsern”) und schliel3lich zur
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) kommen, mit demdstadium Herzinsuffizienz. Auf
zellularer Ebene werden die einzelnen Kardiomyozyte@auseinandergedrangt
(Gefuigedilatation), die Diffusionsstrecke von deapHlaren zum Kardiomyozyten wird
verlangert und die Kommunikation zwischen den Zellantereinander und den
Kardiomyozyten und den Fibroblasten wird gestorgswn veranderten Signalen und
gestorter Reizweiterleitung gipfeln kann. Das kydiae Netzwerk verliert seine
Stutzfunktion wahrend der Kontraktion und bietet deee Widerlager noch
Uberdehnungsschutz. Durch die veranderte Ventrilei@ktur wird die Arbeitsbelastung
der Kardiomyozyten zu hoch, sie hypertrophiererchigiar an Mehrkernigkeit und
GrolRenzunahme) und bilden keine organisierte dngidsionale Struktur mehr aus. Durch
die schlechte Sauerstoffversorgung nekrotisiererzetne Kardiomyozyten, die freien
Stellen werden wiederum durch kollagenes Bindegewstsetzt. Zu einer Herzfibrose
kommt es, wenn mehr EZM produziert- als abgebaud.wboering et al. beobachteten
eine Vermehrung und Verdickung der Kollagenfasegs dPeri- und Endomysiums
(Doering et al. 1988). Auch die ZusammensetzungEl&vl verandert sich, es werden
mehr Kollagen Typ I|-Fasern gebildet und weniger l&gén Typ 1ll oder amorphe
Grundsubstanz, was sich negativ auf die Compliglece/entrikel auswirkt (Weber et al.
1987).

Die Atiologie der Herzfibrose ist bislang noch nichusreichend geklart, arterieller
Hypertonus (Thiedemann et al. 1983), chronischemiga(Mall et al. 1988), eine
diabetische Stoffwechsellage (Baandrup et al. 18&ttor et al. 1980) und Hypothyreose
(Klein und Ojamaa 2001) werden damit assoziierué¥e Untersuchungen haben ergeben,
dass nuklear agierende Hormone wie Aldosteron bei bhduktion der Fibrose

maoglicherweise die Hauptrolle spielen konnten (Briét al. 1990) und dass auch im
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alternden Herzen ein Geweberemodeling im Sinneseiibeotischen Umbaus stattfindet
(Lindsey et al. 2005).

= 2 e

Abb.1.4: Elektronenmikroskopische Darstellung des myokardialen
Interstitiums einer chronisch urdmischen Ratte mit Herztibrose (Vergr.
16900fach). Vermehrt verbreiterte Kollagenfaserbiindel im Interstitium
sichtbar.1 Kardiomyozyt, 2 Kollagenfasern.

Modifiziert nach Doerr/Seifert/Uehlinger: Spezielle pathologische
Anatomie, Bd.22: Pathologische Anatomie des Herzens und seiner
Hiillen I, Springer Berlin-Heidelberg-New York, 1993)

1.4 Die Schilddrisenhormone T3 und T4

In der Schilddrise werden hauptséchlich die bei&ehilddrisenhormone 3,5,3',5'-
Tetraiod-L-thyronin (T4, Thyroxin) und 3,5,3'-TriibL-thyronin (T3) synthetisiert.
Synthese und Ausschittung werden Uber einen negafided-back- Mechanismus auf das
hypothalamisch-hypophysare System kontrolliert.ilddnisenhormone werden mit Hilfe
von Transportproteinen Uber das Blut vom Ort ihBakretion zu ihrem Zielgewebe
befordert. Es wird Uberwiegend T4 synthetisiert/cives dann im peripheren Gewebe
(Niere, Leber) durch 5'-Monodeiodierung in das bgbch wesentlich aktivere T3
umgewandelt wird. Schilddrisenhormone haben eingsergiellen Einfluss auf den
Energiestoffwechsel, sie steigern den Sauerstdffaech und Grundumsatz in fast allen
Geweben. Sie Dbesitzen eine  Schlusselfunktion  bei chétams- und
Differenzierungsvorgéngen, vor allem bei der Enkiing des zentralen Nervensystems.
Schilddrisenhormone aktivieren in der Leber diecGheogenese, Glycogenolyse und
Lipogenese durch Induktion der jeweils beteiligt&chlisselenzyme (Jameson und
Weetman 2003). Durch die Beeinflussung zahlreidméermediarstoffwechselwege in
vielen Organen hat die Erkrankung der Schilddriise &omplexe Symptomatik zur

Folge: Bei Schilddrisenuberfunktion oder Hypertlge mit erhéhten T4/T3-Werten im
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Blut ist die allgemeine Stoffwechselleistung gesei, Symptome sind u.a.
Gewichtsabnahme, starkes Schwitzen und Diarrhaeis€he Befunde sind Tachykardie
mit Rhythmusstérungen, Myopathie und Hypertoniel. 8ehilddrisenunterfunktion oder
Hypothyreose klagen die Patienten tber SchwacheéVirtigkeit, schlechten Appetit und
Kaltegefuhl. Der Stoffwechsel ist allgemein verlsagt, durch Einlagerung mukoider
Substanzen erscheint die Haut verdickt (Myxddemie Blerzaktion ist verlangsamt
(Bradykardie). Das Herz ist vergrof3ert und weisifigieine diastolische Insuffizienz auf.
Eine myokardiale Fibrose wird selten am lebendetie®@n diagnostiziert, da die

Diagnostik (Herzbiopsie) invasiv und selten gerfhigt ist.

1.4.1 Wirkungsweise von Schilddriisenhormonen

Das T3 gelangt durch membranstandige T3 / T4-Tamsgproteine in das Zytosol der
Zielzelle, von dort aus zeigt es zwei Arten der kifirg. Zum einen eine schnelle Wirkung,
bei der innerhalb von Minuten Uber extranukledrgn8iwege eine Regulation bewirkt
wird. Hierzu gehdren die Effekte auf das Mitochouar, die Gber einen mitochondrialen
Rezeptor vermittelt werden sowie weiter Verandeeimder intrazellullaren Konzentration
von C&" und cAMP (iber Wechselwirkungen mit der’GATPase und Adenylatcyclase,
wodurch in zwei wichtige Peptidhormon-Signalwegegegriffen wird. Zum anderen

existiert ein langsamer nuklearer Weg, tUber denStikilddriisenhormone Uberwiegend
ihre Wirkung entfalten. Bei diesem Weg gelangt Ti3den Zellkern, bindet dort an

Kernrezeptoren und beeinflusst die Regulation dene3pression. Klonierung und
molekulare Charakterisierung der Schilddrisenhoremaptoren (TR) haben zur
Aufklarung der molekularen Wirkungsweise von Saliltsenhormonen beigetragen
(Weinberger et al. 1986; Sap et al. 1986). lhreekubre Charakterisierung ergab die
Einordnung in die Steroidrezeptor —Superfamiliez(dagehéren noch die Estrogen-,
Androgen-, Glukokortikoid-, Retinsaure- und OrpHRezeptoren mit noch unbekannten
Liganden). Die TR binden bevorzugt an Schilddrisemonresponsible-Elemente (TRE)
der DNA. Es existieren zwei Hauptformen der TRaTiRd TR (Lazar 1993). Im Herzen
sind bisher die TR-Subtypen &R und TH31 sowie TH2 nachgewiesen worden

(Sussmann 2001).
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1.5 Reversible myokardiale Fibrose im hypothyreoteier

Im Tierexperiment mit hypothyreoten Ratten (Thyrekidmie oder medikamentds
depletiert) wurde eine VergroRerung des Herzensbdmduet, ahnlich wie bei
hyperthyreoten Tieren. Anders als bei den hypeeibtgn Tieren handelte es sich aber
nicht um eine physiologische Hypertrophie sondemm eine Zunahme des Anteils an
kollagenem Bindegewebe, also um eine interstitiEllerose (siehe Abb. 1.5). Es zeigte
sich in weiteren Experimenten, dass Schilddriisenbpe eine regulatorische Funktion in
der Kollagenproduktion in kardialen Fibroblastenhweehmen, indem sie die Expression
des proe-1(l) Kollagen-Gens negativ regulieren ( Chen et28100; Klein et al. 1995).
Nach Injektion von T3 wurden die Tiere im Versuchihgreot und die Fibrose bildete sich
zurtck (Klein et al. 1995).

Abb. 1.5: Herzfibrose der Ratte nach Thyrecodektomie. Myokardbiopsie
(Immunofluoreszens-Mikrophotographie von Gefrierschnitten (12 pm),
Vergr. 200fach). Li.: nach Thyrecodektomie, Re.: nach Scheinoperation.
Modifiziert nach Klein et al., 1995,
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2 Problemstellung

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit ist esien Beitrag zur Aufklarung des
Mechanismus der myokardialen Fibrose bei Hypothsgezu leisten. Die Regulation der
Genexpression von Kollagen Typ | durch T3 wird &r dliteratur kontrovers diskutiert.
Die von Klein et al. postulierte negative Regulataer Kollagen Typ I-Synthese (Klein et
al. 1995) durch T3 wiirde im Umkehrschluss die vém@eDeposition von Kollagen Typ |
im Myokard bei hypothyreoter Stoffwechsellage emtd nicht aber die ausbleibende
Degradation, die erst nach T3-Stimulation wiedeseizte. Andere Autoren konnten im
Gegensatz dazu in vitro eine vermehrte Kollagernmsgd in Fibroblasten nach T3-
Behandlung zeigen (Ziegelhoffer-Mihaldeva et al. 2003).

Da es sich bei gesundem Herzgewebe um Gewebeauttgireoten Bedingungen handelt,
stehen Synthese und Abbau der EZM im Gleichgewid@®i der hypothyreoten
Myokardfibrose wird von einer Dysbalance von Systhend Degradation ausgegangen,
da eine zu erwartende Regulation der MMP-Aktivilairch T3 ausbleibt. Karim et al.
konnten wie auch Ziegelhoéffer-Mihal@ava et al. zeigen, dass bei hyperthyreoten Ratten,
denen Uber einen langeren Zeitraum L-Thyroxin iejizworden war, eine verstarkte
Kollagen Typ I-Synthese stattfand (Ziegelhoffer-Blibvicova et al. 2003), aber ohne
resultierende Akkumulation von Kollagen im Sinneegi physiologischen Hypertrophie
(Karim et al. 1999), Yao und Eghbali zeigten diegelits auf zellularer Ebene an kardialen
Fibroblasten in vitro (Yao and Eghbali 1992).

Als Ziel einer Regulation durch T3 eignet sich derdiale Fibroblast. Fibroblasten
exprimieren TR (Hayashi Y 1993) und sind verantidrtflr die Synthese von Kollagen
und den grof3ten Anteil der MMP. T3 reguliert dietisitat des pro-a-1(l) Kollagen-Gen-
Promotors in kardialen Fibroblasten Uber ein ARdppnsives Element (Lee et al. 1998);
es ware vorstellbar dass T3 gleichsinnig Gber AdRelMMP-Synthese positiv regulieren
kénnte und im Falle der Hypothyreose beide Stinmut&n nicht stattfinden koénnten.
Responsive Elemente fur Schilddrisenhormone (TREJ®&n im Promotor des Gens fir
MMP-11 (Ludwig et al. 2000), MMP-9 und -13 iderifrt (Pereira et al. 1999). Fur
TIMP-1 und TIMP-2 (Ziegelhoffer-Mihalo¢bva et al. 2003) wurde eine Regulation durch
T3 in der Literatur erwahnt, aber bisher wurdemg&everanderungen der Genexpression
oder der Aktivitat von MMP im Herzen durch T3 beseben.

Im Vergleich mit T3 wird der Effekt von Glukokortiden und anderen Steroidhormonen

untersucht, da ihre Rezeptoren der Steroidrezep®uperfamilie angehoéren und ein
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ahnlicher Wirkmechanismus erwartet wird. Wie furw@rde auch fir sie eine Regulation
von MMP in der Literatur beschrieben: Glukokorti#teiregulieren die Genexpression von
MMP  Uber Glukokortikoidrezeptoren (GR) durch DNARBung oder via
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 bei MMP-3 und MMB-[Tuckermann et al. 1999) oder
NF«B oder ETS bei MMP-9 (Eberhardt et al. 2002) inrélidasten. Estrogen beeinflul3t
die Genexpression von MMP-2 in Epithelzellen (Ma@astaéo et al. 2003). In der
vorliegenden Arbeit soll die Auswirkung der Behamdj von Kkultivierten adulten
Herzfibroblasten mit T3, Glukokortikoiden und Stellmrmonen auf die Genexpression

und Aktivitdt von MMP und deren Gegenspieler TIMP Herzen untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Arbeiten wurden mit sterilen Pipettenspitzanautoklavierten Gefal3en durchgefuhrt,
als Wasser wurde Aqua dest. VE (voll entsalzt) aeiger Filteranlage mit
lonenaustauschsaule (Millipore) verwendet. Allgemandten Chemikalien wurden nach
den jeweiligen aktuellen Vorschriften des Herstslibehandelt und dementsprechend
entsorgt. Dabei wurden alle relevanten R- und f&&keachtet und die organischen
Losungsmittel in entsprechende Sammelbehélter n&chadstoffkategorie getrennt
entsorgt. Beim Arbeiten mit biologischem Zellmagérider Sicherheitsstufe 1 sind

ebenfalls die aktuellen Vorschriften eingehaltendeo.

BioRad, Miunchen: BioRad Proteinassayidéau-Rot
Gibco, New York: Gefriermedium, HEPESu$ion 1M
Merck, Darmstadt: Aceton, Calciumchlorid-2dgt kristal.CaGl + 2 H;O;
Chloroform, Ethanol, Isopropylalkohol, 2ekéaptoethanol,
ZnC}
Pharmacia, Freiburg: TEMED plus one
Roth, Karlsruhe: Rotiphorese Gel 3fiyfamide 30 %/Bisacrylamide 0,8 %;
Glycinotkenmilchpulver Art. T145.2
Serva, Bergneustadt: BSA:Albuminfraktiorl¥926, Dodecylsulfate Na-salt;
TWEEN X110
Sigma, Steinheim: EDTA, Trizma Base, Tritof00;

Collagene Type | Solution calf origin @4lin 0,1 acetic acid,

Gelatin Type A from porcine skin bloomb17

3.1.1.1 Reaktionsgefal3e und Pipetten

Klvetten: Plastibrand 1,5ml Fa. Brand, U¥et220-1600nm Fa.
Eppendorf
Pipetten: Fa. Eppendorf, Fa. Gilson
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Pipettenspitzen: Fa. Eppendorf

Reagenzglasstander: Fa. Falcon
Reaktionsgefalle: 1,5 ml und 2 ml Fa. Eppdndl0 ml Fa Falcon,
Fa. Sads;

3.1.1.2 Membranen und Fertiggele

Kaseingele: Novex pre-cast gelsinvitrogen, Paisley, Schottland
Membran: Protran Nitrocelluldsgnsfer membrane,

Fa. Schleicher&Schuell
Filterpapier: Fa. Whatman

3.1.1.3 Molekulargewichtsmarker

Precision Plus Protein Standards, All Blue, Katalogmer 161-0373, Fa. Biorad, 2000
Alfred Noble Dr., Hercules, CA 94547

3.1.2 Gerate

Densitometer: BioDocAnalyze, BDA digitag.FBiometra

Folienschweil3gerat: Severin Folio, Fa. Save

Generatoren: Power Pac P25 und 300, feérdl; 2301 Macrodrive 1 Power
Suppghg. LKB Bromma,; Laboratory Power Supply PS 303
Pro,Naltcraft

Heizblocke: Thermomixer 5436 und Thermo3#D1, Fa. Eppendorf

Homogenisator: UltraThurrax Polytron, Fan&matica, Schweiz

Magnetruhrer: Hotplate Magnetic Stirrer, Eeanco Geschardt

Mikrowelle: microwave 2000, Fa. TEC

pH-Meter: research digital ionizer 501, ©aion

Prazisionswaage: Fa. Sauter

Schttler: GFL 311, Fa. Edmund Buhler;@t#maschine LS10,
Fa. Gemalt; logic shaker, Fa. NeoLab

Thermocycler: LightCycler, Fa. Roche

Vortex: Minishaker, Fa. IKA; Reaxx 200@.Heidolph

Waage: PM 300, Fa. Mettler
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Wasserbad: Fa. GFL

Zentrifugen: Tischzentrifuge Centrifugel54 und Kuhlzentrifuge
Centgau5402, Fa. Eppendorf; Zentrifuge Universal
32, Fettick Zentrifugen

3.1.3 Zellkultur

Kamera: Kamedia C 4040 Zoom, Fa. Olympus
Mikroskop: Phasenkontrastmikiags Fa. Olympus
Zellplatten und Roéhrchen: Fa. Falcon

Zellkulturflaschen: Cell Star T175/T75, l&xeiner Bio-One
Zentrifuge: GL, Fa. Heraeus Christ

3.1.3.1Zellen

Primére kardiale Fibroblasten von gesunden ad@tdmnveinen;

Zelllinie L6, Skelettmuskelzellen (Myoblasten) vder Ratte

3.1.4 Antikorper

Anti-MMP-13: Rabbit Anti-MMP-13[Collagenase-3], @fminal Polyclonal Antibody,
Katalognummer AB19056, Lot-Nummer 20021257, Fa. mdiben international inc.,
28820 Single Oak Drive, Temecula, CA 92590

Anti-MMP-14: Mouse Anti-Human-MT1-MMP Monoclonal Aibody, Katalognummer
MAB3317, Lot-Nummer 23100185, Fa. Chemicon intaoral inc., 28820 Single Oak
Drive, Temecula, CA 92590

Anti-TIMP-1: Mouse Anti-Bovine TIMP-1 Monoclonal Aibody, Katalognummer
MAB3300, Lot-Nummer 21070562, Fa. Chemicon inteoral inc., 28820 Single Oak
Drive, Temecula, CA 92590

RP-konjugierter Antikdrper: Peroxidase-conjugateffidPure Sheep Anti-Mouse I1gG

(H+L), Codenummer 515-035-003, Lot-Nummer 5562&, Backson ImmunoResearch
Laboratories inc., dianova ForschungsreagenzietieMieg 176, 20148 Hamburg, DE
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3.1.5 Primer

PCR-

Zielgene Produkt 553’ Primer Sequenz Genbank
.. accession no
lange (bp)

forward AAGCAGGATGACTACGTGCC

GSa 210 roverse CATGTTGTAGCTGCTGCTGG NM_214312

MMP-1 187 forward GCGCACAAATTCCTTCTACC X54724
reverse TGTGGATGTCCTTGGGGTAT

MMP-2 139 forward GTAACCTGTTCGTGCTGAAGG NM 214192
reverse GTTGTAATTGGCCACGTCG -

MMP-3 241 forward TGTGGAGTTCCTGATGTTGG AF201725
reverse CTGAAGTCTCCGTGTTCTCG

MMP-13 149 forward GGCCATTCCTTAGGTCTTGA AF069643
reverse GTTGGGGTCTTCATCTCCTG

MT1-MMP 297 forward GGGCTGCAGAAACTCTTGAC NM_214239
reverse TCCTGTTCCCTCTGACTGCT

TIMP-1 189 forward ACTCCGACCTTGTCATCAGG AF156029
reverse TGGGACCTGTGGAAGTATCC

TIMP-2 185 forward AGGAGTACCTCATCGCAGGA AF156030
reverse CCGGAGAGGAGATGTAGCAG

TIMP-3 239 forward CTGACAGGCCGTGTCTATGA AF156031
reverse GGCGTAGTGTTTGGACTGGT

TIMP-4 184 forward GAGCCCTGGGAGAACCTATC AF156032
reverse ACATAATGCTGGGCCTGGTA

3.1.6 Positivkontrollen

Positivkontrolle fur MMP-1,MMP-3, TIMP-1 und TIMP:2Positive Control for Type-I
Collagenase (Interstitial Collagenase; MMP-1), ®&tebdysin-1 (MMP-3), TIMP-1 and
TIMP-2, Katalognummer AG770, Lot-Nummer 2104203%. EEhemicon international
inc., 28820 Single Oak Drive, Temecula, CA 92590.

Positivkontrolle fir MMP-2 und MMP-9: Positive Coal for Gelatinase A and Gelatinase
B, Katalognummer AG771, Lot-Nummer 21100792, Faem@icon international inc.,

28820 Single Oak Drive, Temecula, CA 92590.
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3.1.7Zusammensetzung von Medien, Losungen und Puffern

Medien
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit 2 n@®futamin (Gibco),
10% v/v fetales Kalberserum (FCS, Biochrom, Beylir§0 1U/mL Penicillin,
100 IU/mL Streptomycin (Gibco, Grant Island, Newrk)o
LOsungen
Blocklésunag: BSA 100 mg (0,5%)

Milchpulver 400 mq (2%)

ad 20 ml TBS+Tween 0,1%-Waschpuffer

Celsior-L6sung:

Mannitol 60 mM, Laktobionsaure 70 mM, Glutamat 2PInCaCl 0,25 mM, KCI 15 mM,
MgCl, 13 mM, NaOH 100 mM, Histidin 30 mM, Glutathion (temert) 3 mM, BDM 20
mM, pH 7,3

Coomassie Blau-Farbungslésung0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 1 g
0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250 mg
50% (v/v) Methanol 250 ml
10% (v/v) Eisessig 50 ml
ad 500 ml Aqua dest.

Entfarbeldésung: 50 % Methanol 250 ml
10 % Eisessig 50 ml
ad 500 ml Aqua dest.

PCR-L6sungen

DEPC: HO, 0,1 % Diethylpyrocarbonat

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Kittrma Roche
TriZol Reagenz; Firma Invitrogen

PCR-Kit, Firma Invitrogen

Tyrode-L6sung:

NaCl 120 mM, KCI 3,8 mM, KHPQ, 1,2 mM, MgSQ 1,2 mM, Glukose 11,1 mM,
HEPES 20 mM, pH 7,4

Puffer
Aktivierungspuffer Tris 50 mM, CaGl5 mM, ZnCL1 uM , HEPES 20 mM, pH 7,45
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Elektrophoresepuffer (10x Stammldsyng Tris 30 g (25 mM)
Glycin 144 g (0,2 M)
ad 1 | Aqua dest.

Elektrophoresepuffer (,Laufpuffer®): Elektrophoresepuffer 10x Stammlésung: 00
SDS 20% 5 ml
ad 1 | Aqua dest.

PBS KH PO, 4 mM, NaH*PQ, 6 mM, NaCl 115 mM, pH 7.2

Probenpuffer (,sample buffer -*): SDS 20 % 0,5 ml (1 %)
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 1186
Glyzerin 50 % 4 ml (20 %)

ad 10 ml Aqua dest.

Probenpuffer mit Mercaptoethanol (,sample buffe): +*

SDS 20 % 0,5 mPf)
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 1Rb

Mercaptoethanol 0,2(&Po)
Glyzerin 50 % 4 80(%)

ad 10 ml Aqua dest.

Sammelgelpuffer (pH 6,8): Tris (0,5 M) 6,06 g
SDS 20 % 2ml
ad 100 ml Aqua dest.

TBS-Waschpuffer 10x Tris 42,2 ¢
NaCl 8049
ad 11 Aqua dest.

TBS+Tween 0,1 %-Waschpuffer 100 ml 10x TBS-Waschpuffer und 5 ml Tween 20 %

Trenngelpuffer (pH 8,8) Tris (1,5 M) 18,47
SDS 20 % 2ml
ad 100 ml Aqua dest.
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Tris-Glyzerin-Puffer Tris 0,5 M 1mi(40 mM)
Glyzerin 50 % 1 mi(10 %)
ad 10 ml Aqua dest.

3.1.8 Stimulatoren

Dexamethason

Mit Dexamethason (Firma Sigma, D4902 ) wurde mit ®Meine 10 mM Stammldsung
angesetzt und als 0.5 ml Aliquots bei —80°C gelad®e Stammltsung wurde mit Wasser
(steril) auf eine 100 nM Arbeitslésung verdiinnt uosil —20°C aufbewabhrt.

[3-Estradiol

Mit R-Estradiol (Firma Sigma, Katalognummer E22%ijrde mit 100 % Ethanol eine 1
mM Stammlésung angesetzt und als 0.5 ml Aliquots-86°C gelagert. Die Stammlésung
wurde mit Wasser (steril) auf eine 100 nM Arbeissidg verdinnt und bei —20°C
aufbewabhrt.

Testosteron

Mit Testosteron (Firma Sigma, Katalognummer T15@0Qyde mit DMSO eine 100 pM
Stammldsung angesetzt und als 0.5 ml Aliquots B&°S gelagert. Die Stammlésung
wurde mit Wasser (steril) auf eine 100 nM Arbeissidg verdinnt und bei —20°C
aufbewabhrt.

TNFa

TNFa (Firma Roche, Katalognummer 1271-156) wurde alsquiit mit einer
Konzentration von 10 ng/ml in DMSO bei —20°C auflaéwi.

3,5,3'-Triiod-L-thyronin (T3)

3,5,3"-Triiod-L-thyronin (Firma Sigma, Katalognumm&2752) wurde als eine 10 mM

Stammlosung mit DMSO angesetzt und als 0.5 ml Aligubei —80°C gelagert. Die
Stammldsung wurde mit Wasser (steril) auf eine ilOArbeitslésung verdinnt und bei
—20°C aufbewahrt.

3.1.9Tiere

Ausgewachsene 25 kg schwere maénnliche und weibliBbleweine suis scrofaaus
Stallhaltung, Schlachthof Fulscher Fleisch KG S=esihle. Eine Genehmigung durch
eine Ethikkommission war nicht nétig, da keine imovWersuche gemacht wurden und es

sich bei den Tieren um Schlachtvieh handelte.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Zellkulturmodell

Fur die Experimente wurde ein Modell aus primarardialen Fibroblasten vom Schwein
entwickelt. Alle Zellkulturarbeiten fanden unteesken Bedingungen auf einer sterilen
Werkbank (Heraeus, Hanau) statt. Die Inkubation Zgten erfolgte bei 37°C und 5%
CO, im Brutschrank (Heraeus B 5060 EC £ (ie verwendeten Medien und Lésungen
wurden im Wasserbad auf 37°C temperiert. Das veteten Zellkulturmedium war
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibca)y Anzucht der Zellen wurde

10% fetales Kalberserum zugegeben. Die Zellen gmuije@ nach Zelldichte passagiert.
Dabei wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zwiemmitasteriiem PBS gewaschen und
kurz mit Trypsin-EDTA (Gibco) inkubiert. Danach eldte die Abnahme der Trypsin-
EDTA-LOsung und die Inkubation der Zellen fur 5-fiin bei 37°C im Brutschrank.
Durch Klopfen losten sich die Zellen von der Zeltkudlasche und konnten im
Zellkulturmedium resuspendiert werden. Anschliel3eridigte die Ermittlung der Zellzahl
mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer und Ausplattigruier Zellen fur die Kultur mit einer
Zelldichte von 2-3 x 1tzellen/cnf .

3.2.1.2 Zellpraparation

Schweineherzen wurden dem noch lebenden Tier in-NE@kose wahrend der

Schlachtung entnommen und sofort in einen Beutiél steriler eisgekihlter Tyrode-

Lésung Uberfuhrt. Nach zweimaligem Waschen des i@rgait eiskalter Tyrode-Losung

wurde das blutfreie Herz im Beutel auf Eis gelagertl die LAD mit 2 | eisgekihltem

sterilem Tyrode-Puffer unter Druck perfundiert, bas Gefal3system blutfrei war. Danach
wurde das Organ im Beutel mit eiskalter sterilets@e-Losung auf Eis in das Labor

gebracht (1 h) und auf einer sterilen Werkbank grigpt. Dazu wurde der linke Ventrikel

ausgeschnitten und das Endokard entfernt. KleineeBeblocke (0,5 x 0,5 cm) wurden
mit dem Skalpell entnommen und in Petrischalen khetdium aufgenommen. In den

Schalen wurden die Blocke mit einem scharfen Hakenhanisch zerkleinert. Unter dem
Phasenkontrastmikroskop war danach ein Zellgemisghs einzelnen vitalen

Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten, Blutzelland Zellklumpen zu sehen.

Kardiomyozyten wurden frisch im Medium verwendet endmaximal 24 h in
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Zellkulturflaschen gehalten. Durch 30 min Trypsirdau (0,3 mg/ml) wurden die
Fibroblasten von den Kardiomyozyten, durch Wasam&nMedium von den Blutzellen
getrennt und in frischem Kulturmedium (DMEM + 10% \FCS) aufgenommen. Nach
einer Passage wurden die Zellen in Gefriermediunbd@ eingefroren und fur die
Experimente wiederum aufgetaut und ausgesat (forhf). Per Sichtkontrolle
(Phasenkontrastmikroskop) und Immunhistochemie @vitinnachweis) wurden die

Fibroblasten identifiziert.

3.2.1.3 Kultivierung priméarer kardialer Fibroblaste n

Die primaren kardialen Fibroblasten wurden in Medi{DMEM) mit 10% v/v FCS, 2 mM
Glutamin (Gibco) und 100 IU/ml Penicillin/100 pg/@treptomycin (PenStrep, Gibco) im
Brutschrank bis zur Konfluenz kultiviert (Aussaak18® Zellen / cnf ). Fir die
Experimente wurden die konfluenten Zellen in 75-@llidulturflaschen ausgeséat und in
serumfreiem Medium nach der Methode von Goto ajedlalten (Goto et al. 1998). Fir 24
h, 48 h, 72 h und 96 h (4 Tage) wurden die ZellenT8, Dexamethason oder anderen
Steroidhormonen (Testosteron oder Estrogen) mereifonzentration von 100 nM im
Medium stimuliert oder nur mit Medium versorgt (Komllgruppe) und danach geerntet
und aufbereitet (MRNA-Extraktion und Zellhomogen&pas Medium wurde jedes Mal
entnommen und aufbereitet (Konditioniertes MediuBgi jedem Experiment wurden die
Zellen aus drei Kulturflaschen gepoolt und jedepdtinent wurde dreimal durchgefihrt.
Zusatzlich wurde noch eine Versuchsreihe mit denokdy TNFo durchgefuhrt, bei dem
die Zellen 24 h mit TNé& (10 ng in DMSO) im Medium stimuliert wurden.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1Quantitative (real-time) PCR (Polymerase Kettenreakion)

3.2.2.1.1 RNA-Extraktion / Quantifizierung

Zur Gewinnung der RNA aus dem Gewebepulver wurdeld&ol® (Invitrogen) Reagenz
verwendet. Durchfuhrung (auf Eis) nach Angaben Hesstellers: 100 mg Gewebepulver
wurde in 2 ml TriZol® aufgenommen und 2 x 20 sedditraThurrax® zerkleinert. Durch
15faches Aufnehmen durch eine 9 um Nadelspitzesgamen und ausspritzen) wurde der
Zerkleinerungsprozess weiter fortgesetzt. Das Hanag wurde dann mit 400 pl

Chloroform versetzt und 15 sec mit dem Vortex géa#elt. Nach Inkubation bei
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Raumtemperatur fir 2-3 min wurde es fur 15 min43€& mit 12.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 1 ml Isopropylalkohol vermiseimid 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, dann 15 min bei 4°C mit 12.000 g zenogiert. Die RNA, die sich dabei als
Pellet abgesetzt hatte, wurde mit 75% Ethanol gelwers und erneut 5 min bei 4°C mit
12.000 g zentrifugiert. Danach wurde das Pelletis loftgetrocknet und in DEPC geldst.
Die Quantifizierungsmessung wurde mit dem Eppen@irdtometer durchgefuhrt. Die
RNA wurde in einem Verhaltnis von 1:99 verdinnt uneil 260 nm gemessen. Es konnten
zwischen 10-60 pg RNA je nach Gewebe isoliert werd2ie RNA-Gelelektrophorese
wurde als Qualitatskontrolle durchgefuhrt.

3.2.2.1.2 RNA-cDNA Umschreibung

1pg RNA wurde mit Wasser auf insgesamt 17 pl adfgeDann wurden 1pl dN6 — und
1pl dT — Primer dazugegeben und das Gemisch wu@denib bei 70°C inkubiert.
Abgekihlt wurde das Gemisch auf Eis, um einen vbges Beginn der Reaktion zu
verhindern. Dann wurden 5x first strand buffer, BIIDTT und reverse Transkriptase aus
dem PCR-Kit von Invitrogen und der dNTP- Mix allder Nukleinsduren dazugegeben
und das Ganze fur 60 min bei 42°C inkubiert.

3.2.2.1.3 LightCycler- Reaktionsaufbau

Vor dem Start der Reaktion muss fiur jede Kapillane Reaktionsgemisch hergestellt
werden (siehe Losungen). Negativproben, das hd{@pillaren mit Reaktionsgemisch
ohne die zu vervielfaltigende cDNA oder ohne Primevurden als Negativkontrollen
eingesetzt. Die quantitative real-time RT-PCR ancHeadLightCycler besteht aus mehreren
Phasen. In der ersten Phase wird das Reaktionsgenmgial auf 95°C erhitzt. Dabei
zerfallen samtliche Dimere, seien sie aus RNA @¥A und die Primer kdnnen sich an
jeden DNA-Einzelstrang anlagern. Anschlieend viirdler zweiten Phase in mehreren
Wiederholungen die PCR durchgefihrt. Die drei sicederholenden Temperaturschritte
sind die der klassische PCR, allerdings mit leiabgewandelten Temperaturen den
Eigenschaften der verwendeten Primern nachempfundemealing bei 57-59°C,
Elongation bei 72°C, Denaturierung bei 95°C. Iragthdrei wird das Reaktionsgemisch
kontinuierlich wieder auf 95°C erhitzt und dabeirchgehend die Fluoreszenz des
Farbstoffs SYBRGreen gemessen. Dieser bindet arpésipang- DNA und fluoresziert
nur im gebundenen Zustand. Gebundenes SYBRrGrdwintealso die Fluoreszenz der

Kapillare. Wird wahrend des Schmelzvorgangs in Phdsei ein Fluoreszenzabfall
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gemessen, so lasst das deshalb auf das Vorhandeeswr gewissen Menge an
Doppelstrang-DNA einer bestimmten Grof3e schlieltke, in diesem Moment gerade
denaturiert wurde. In dieser Phase drei kann so dtie genannte Schmelzkurve
aufgezeichnet werden. Anschlieend folgt in Phaser wie Abkuhlung auf

Raumtemperatur.

3.2.3 Protein-chemische Methoden

3.2.3.1 Praparation von Gewebeproben

Frisches Gewebe aus dem linken Ventrikel und aus Léder wurde aus kleinen
Gewebeblocken (0,5 x 0,5 cm) wie oben beschrielmmognen. Als Vergleichsgewebe
mit hohem MMP-Gehalt wurden die Lebern der gleiclsamlachtschweine entnommen
wie die Herzen und steril auf Eis ins Labor tramtpd (1 h). Die Gewebebl6cke wurden
in flissigem Stickstoff zu Pulver gemorsert undStickstofftank tiefgefroren (-169°C)
3.2.3.2 Proteinextraktion aus Gewebehomogenaten

Gewebepulver vom linken Ventrikel und der Leber demr aus dem Stickstofftank
genommen, abgewogen und 1:3 w/v mit Probenpuffemiseht und 15 sec auf Eis
homogenisiert (UltraThurrax, 20.5000 rpm). In déikzentrifuge wurden die Proben vom
anschlieBend 30 min bei 4°C mit 1.000 g zentriftgi@er Uberstand wurde abpipettiert,

aliquotiert und bei -80°C eingefroren, das Pellatde verworfen.

3.2.3.3 Proteinpréaparation aus Zellen

Kardiale Fibroblasten: Die T75-Zellkulturflaschetradharenten Fibroblasten wurde nach
Absaugen des Mediums auf Eis gelagert und die Zeleeimal mit PBS-Lésung
gewaschen. Nach Absaugen der PBS-L6sung wurdedetien mit 0,5 ml Tris-Glyzerin-
Puffer mit einem Cellscraper geerntet und fur 30 rbei -80°C eingefroren, um die
Zellmembranen zu zerstéren. Mit dem UltraThurraxden die Zellen 2 x 30 sec auf Eis
bei 20.5000 rpm homogenisiert und danach 30 min 45%¢ mit 1.000 g in der
Kihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurdgpigettiert, aliquotiert und bei -80°C
eingefroren, das Pellet wurde verworfen.

Kardiomyozyten: frisch praparierte Kardiomyozytem iMedium wurden bei
Raumtemperatur 10 min bei 1.000 g runterzentrifiger Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet (Zellen) wurde auf Eis gelagert, in 1Prbbenpuffer aufgenommen und

resuspendiert. Dann wurden sie wie oben beschriebergenisiert und zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abpipettiert, aliquotiert und H80°C eingefroren, das Pellet wurde

verworfen.

3.2.3.4 Konditioniertes Medium

Konditioniertes Medium (KMconditioned medigist das Zellkulturmedium, welches von
den Zellen ,konditioniert* wurde, d.h. Medium miten sezernierten Produkten und
Stoffwechselmetaboliten der in ihm lebenden ZellaWahrend eines dreitagigen
Experimentes wurde taglich das Medium der ZellenMEM unter serumfreien
Bedingungen), bei der Kontrollgruppe und der stigrtgén Gruppe, entnommen (12 ml pro
Kulturflasche) und 30 min bei 4°C mit 2.500 g zéuotiert. Der Uberstand wurde
gesammelt und auf Eis gelagert, das Pellet (Zeitds) wurde verworfen. Vom Uberstand
wurde jeweils ein Aliquot von 2 ml entnommen undbehnandelt bei -80°C eingefroren. 10
ml wurden mit 40 ml (1:4 v/v) eiskaltem Aceton aefigilt und tGber Nacht bei -20°C
gelagert, um die Proteine auszuféllen. Die auslkyefél Proteine wurden durch
Zentrifugation (30 min bei 4°C mit 2.500 g) peket; der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet wurde 15 min unter dem Abzug beinRamperatur luftgetrocknet und
dann auf Eis mit 0,5 ml eiskaltem Probenpuffer spemdiert und bei -80°C eingefroren.
Auf diese Weise wurde das KM 20fach konzentriedr Verwendung wurden die Proben
auf Eis aufgetaut. Der Proteingehalt im KM wurdet méer Methode nach Bradford
(Bradford 1976) bestimmt, dazu wurde das auf Eigetaute unkonzentrierte Aliquot
benutzt.

KM von L6-Zellen (Rattenskelettmuskelzellen) wutamzentriert als Positivkontrolle und
im Gel und bei der Reversen Zymographie benutazé Pellen nahmen nicht am

Experiment teil und dienten nur der Gewinnung voiRA2.

3.2.3.5 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach der Bradford-Methodead®rd 1976) basiert auf einer
spezifischen Farbreaktion, bei der Coomassie Bmilblau G250 verwendet wird. Dieser
Farbstoff reagiert mit Proteinen zu einem Komplias, ein Absorptionsmaximum bei 595
nm hat und so vom ungebundenen Farbstoff mit eiAbsorptionsmaximum bei 465 nm
unterschieden werden kann. Die Proteinbestimmunfplgee mit dem BioRad
Proteinassay. Als Standard diente RinderserumalbufBSA). Zur Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration wurden 100 ul des Mesliumn 300 pl Aqua dest.

aufgenommen und mit 100 pL Proteinassay-PufferRaeimtemperatur 10 min inkubiert.
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Die Proben wurden anschlie3end in einem Photorbei€s95 nm gemessen. Als Referenz
zur Berechnung der OD-Werte diente ein proteinfrédasatz. Zur Auswertung der
Ergebnisse wurde eine Eichkurve mit BSA hergestelit welcher die Proteinmengen

abgelesen werden konnten.

3.2.3.6 SDS-PAGE (SDS-Gelelektrophorese)

Bei der SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli 1970) werdéhroteine unter
denaturierenden- und reduzierenden Bedingungen datynier-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Durch die Denaturierung losen sichtéfmbindungen auf und das Protein
liegt in seiner Primarstruktur vor, durch das neggeladene Detergens
Sodiumdodecylsulfat (SDS) wird die Eigenladung é&eoteine maskiert, so dass die
Trennung nach GroRR3e der Proteine erfolgt. Im ak#tten Feld mit hoher Spannung
wandern die Proteine von der Anode zur Kathode, kteensten Proteine wandern am
schnellsten. Dazu wurden die Proteinproben aufakfgetaut und je Probe 1 pg — 10 ug
Protein mit 0,01% Bromophenol Blue (Load Mix, BiaRaviiinchen) vermischt und mit
Probenpuffer mit 2% Mercaptoethanol auf 22,5 pbatiillt. Vor dem Beladen des Gels
wurden die Proben fur 10 min im Heizblock bei 95d€naturiert und direkt in die
Taschen des Gels gegeben. Das Gel, bestehendnaus 4%igen Polyacrylamid (PAA)-
Sammelgel und einem 7,5%igen PAA- Trenngel wurdéenaus 30% Acrylamid, 50%
Glyzerin, Tris-Gelpuffer, TEMED und 10% APS hergdét und in eine mit
Elektrophoresepuffer gefillte Elektrophoresekamméboppelkammer, Biometra,
Gottingen) eingespannt. Nach Beladung des Gels dait Proben und 10 pl eines
Molekulargewichtsmarkers wurden die Proteine 30 foém 90 V und 1 h bei 120 V
aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das GeldensGlasplatten gelost und direkt in
die Farblésung Coomassie Blue uUberfihrt. Nach 30 bai Raumtemperatur auf dem
Schuttler hatte das Gel die Farbe vollstandig aogenen und wurde tber Nacht im
geschlossenen Gefal? auf dem Schittler entfarbtchDdre Farbung und Entfarbung
werden die Proteine fixiert und stellen sich imr&fa Gel als blaue Banden dar. Zur

Aufbewahrung wurden die Gele eingeschweil3t undit@igelagert.

3.2.3.7 Zymographie

Die (Substrat-) Zymographie ist ein Verfahren zuacthiveis proteolytischer Aktivitat von
Proteasen. Zuerst werden die Proteine durch SDSEHPA®Egetrennt, wobei die SDS-
PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen durchgéfwird. Das heil3t ohne den
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Zusatz von Mercaptoethanol zur Probe und ohne Zamjtdie Denaturierung erfolgt
ausschliel3lich durch das SDS. Bei Herstellung dgs ®ird dem Gel aber ein Substrat der
Protease zugesetzt, welches sich gleichmalig imv&&ilt und der Protease als in situ-
Substrat zur Verfigung steht. Nach der SDS-PAGH was SDS in zwei Waschgéngen
mit einem Detergenz ohne eigene Ladung (Triton B}Hus dem Gel gewaschen, da SDS
als reversibler Inhibitor die Proteasen in ihrerubstur zwar schitzt, ihre Aktivitat aber
blockieren wirde. Die so renaturierten Proteasem&d nach dem Waschen in einem
Aktivierungspuffer mit neutralem pH und den bentiig Metallionen Uber Nacht
eingelegt- und so aktiviert werden. Wenn die Preaaaktiv sind, prozessieren sie das
Substrat an der Stelle im Gel an der sie nach dérexnung fixiert wurden. Danach wird
das Gel mit Coomassie Blau gefarbt und das ges&weitewird durch das Substrat
homogen gefarbt. An den Stellen an denen protschyi Aktivitat stattgefunden hat sind
klare Banden zu sehen, da das Substrat dort dixe Frécht mehr binden kann. Vorteile der
Methode sind die Losung von MMP-TIMP-Komplexen utid gleichzeitige Aktivierung
von Zymogen und aktiver Form der MMP durch den Deradions-Renaturations-Prozess,
die anhand unterschiedlicher Molekulargewichte rscteeden werden kénnen. Zum
Beweis, dass es sich im Zymogramm um MMP handetnkein Teil eines Gel-
Duplikates mit 100 mM EDTA inkubiert werden. EDTA&mmt Metalloproteinasen durch

Entzug der Metallionen.

3.2.3.7.1 Gelatin-Zymographie

Gelatin-Zymographie zeigt Gelatinase-Aktivitat andudiente der Untersuchung der
Aktivitat von MMP-2 nach Behandlung. Nach der Maethoron Hawkes et al. (Hawkes et
al. 2001) wurde ein Minigel mit 7,5% PAA-Trenngeérgestellt. Zuerst wurden die
Glasplatten, zwischen die das Gel gegossen wealke, snit 70% Ethanol entfettet. Dann
wurden sie aneinandergelegt, mit einer Gummididptalgedichtet und mit Aqua dest. auf
Dichtigkeit geprift. Das Trenngel wurde aus 30% yhmid/8% Bisacrylamid,
Trenngelpuffer pH 8,8 und 0,12% Gelatin bei Raunmperatur hergestellt. Die
Gelatinldsung aus Gelatinpulver und Aqua destdewum Loésen kurz in der Mikrowelle
erhitzt. Vor dem GielRen des Geles wurde die Gédstimg 20 min im Wasserbad bei
40°C erwéarmt. Zum Start der Polymerisation des @eisle kurz vor dem Einftillen 10%
APS und TEMED dazugegeben, anschlie3end wurddigEsdge Gemisch zugig zwischen
die Glasplatten pipettiert. Zum vollstandigen Augpterisieren wurde das Gel 1 h bei
Raumtemperatur erschuitterungsfrei stehengelassanit a&és nicht austrocknen konnte
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wurde es noch mit 1-2 ml Aqua dest. bedeckt. Alf flste Gel wurde dann nach dem
Abkippen des Wassers das 4% PAA-Sammelgel aus 308fatnid, Sammelgelpuffer pH
6,8, TEMED, Aqua dest. und APS gegossen und détaBeh zwischen die Glasplatten in
das Sammelgel gesteckt. Nach 30 min Polymerisatiorde der Kamm aus dem Gel
gezogen und die Taschen mit Elektrophoresepuffespige Nach Einspannen der
Gelplatten in die Elektrophoresekammer und Auffilldieser mit Elektrophoresepuffer
wurden die Luftblasen unter dem Gel entfernt, uneeiwiderstandsfreien Stromdurchlauf
zu gewahrleisten. Die Proben wurden in der Zwiszbiénvorbereitet. Dazu wurden die
Proben auf Eis aufgetaut und mit Probenpuffer u@d% Bromophenol Blue (Loadmix,
Biorad) gemischt. In jede Tasche des Gels kamemn 22Probe und jede Probe enthielt 0,5
png Protein. Zusatzlich zu den Proben wurde in eih@sche 10 pl eines
Molekulargewichtsmarkers (Precision Plus Proteian8ard, Biorad) und in eine andere
Tasche 5 pul einer Positivprobe fur die Gelatinas8P-2 und MMP-9 gegeben. Als
.Negativkontrolle* diente Zellmedium (20fach komzeert) in einer der Taschen. Vor
dem Beladen des Gels wurden die Proben mit eineschZentrifuge Kkurz
runterzentrifugiert und dann sorgféltig in die Tiasie des Gels pipettiert. Zum Sammeln
der Proben im Sammelgel wurde ein konstanter Stvom 10 mA angelegt mit einer
Spannung von 50 V. Wenn die Lauffront das Trenegedicht hatte, wurde der Strom auf
15 mA eingestellt mit einer Spannung von 100 V.MNea. 2 h, wenn die Lauffront ca. 1-2
mm vor dem unteren Gelrand sichtbar war, wurdeGiesaus den Glasplatten herausgeldst
und zweimal fir 20 min in einer 2,5%igen Triton-udg gewaschen, um das SDS
vollstandig zu entfernen. Nach kurzem Abspilen Agua dest. wurde das Gel in eine
Plastikschale mit 25 ml Aktivierungspuffer Ubenfiiund tGber Nacht bei 37°C im
Brutschrank in der geschlossenen Schale aufbewZbm Farben wurde das Gel kurz
abgespiilt, mit Coomassie Blau-Lésung bedeckt unchzDauf dem Schittler inkubiert.
Nach dem Farben wurde das vollstandig blaugefd@atefir 30 min mit Entfarber auf
dem Schittler entfarbt. Das fertige Zymogramm wurdef der Leuchtplatte
photographiert, in Folie geschweif3t und bei 4°@®ewahrt.

3.2.3.7.2 Kasein-Zymographie

Fiur die Kasein-Zymographie wurden 12% PAA-Fertigggér Firma Invitrogen benutzt
und wie empfohlen vorbereitet (Novex pre-cast gelgitrogen). Die Proben wurden wie
bei der Gelatin-Zymographie auf Eis aufgetaut uativrbelassen. Dann wurden sie in die

Taschen geladen (1 pug Protein / Tasche, bei alielelR 22,5 pl pro Tasche) und 4 h lang
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bei einer konstanten Spannung von 60 V bei Rauneesyr getrennt. Auch bei der
Kasein-Zymographie wurde ein Molekulargewichtsmarkmd eine Positivprobe flr

MMP-1, MMP-3, TIMP-1 und TIMP-2 benutzt. Nach deufftennung wurde das Gel

zweimal 20 min in einer 2,5%igen Triton-Losung gewereen und fur 24 h oder 48 h im
Aktivierungspuffer im Brutschrank verwahrt. Nachnd&arben und Entfarben wurde das
Gel photographiert und aufbewahrt.

3.2.3.7.3 Kollagen Typ I-Zymographie

Kollagen Typ | ist das bevorzugte Substrat der &gghasen MMP-1 und MMP-13. Die
Kollagen-Zymographie wurde nach dem gleichen Ppirtairchgefuhrt wie die Gelatin-
Zymographie, nur mit dem Substrat Kollagen Typ lasDSammelgel war 4%ig
(Herstellung siehe oben). Das 7,5%ige PAA Trenngatde wie oben beschrieben
hergestellt, anstatt des Gelatins wurde Kollagep TL6sung verwendet (0,1%). Die
Proben wurden wie beschrieben vorbereitet und inS@denmelphase konstant mit 10 mA
(ca. 50 V), in der Trennphase mit 15 mA (ca. 10@®frennt. Nach dem Waschen wurden
die Gele uUber Nacht in Aktivierungspuffer bei 37ifi&ubiert, gefarbt und entfarbt und
anschlie3end aufbewahrt.

3.2.3.8 Reverse Zymographie

Die reverse Zymographie ist eine Methode zum Nachwen TIMP und entstand durch
Modifikation der Zymographie. Die Proben werden rstienach dem Prinzip der
Zymographie im Gelatin-Gel separiert. Nach dem Weascmit Triton wird fur mehrere
Stunden zusatzlich zum Aktivierungspuffer MMP-2tlggds KM zugegeben. Nach Verdau
des Gelatins im Gel durch MMP aus dem Medium restlinach dem Farben und
Entfarben ein klares Gel mit dunklen Banden an Sstlen, wo TIMP fixiert wurde und
so das Gel vor Degradation schitzen konnte. Um TBARden von anderen
unspezifischen dunklen Banden unterscheiden zuéwolite mit den gleichen Proben
unter gleichen Bedingungen eine SDS-PAGE durchgefurden. TIMP-Banden waren
dort durch niedrige Konzentration von Protein nisichtbar. Die modifizierte Variante der
Reversen Zymographie nach Oliver et al. beschdabtZugeben von MMP-haltigem KM
mit dem Gelatin zum Gel kurz vor der Polymerisatialle anderen Schritte entsprechen
der Gelatin-Zymographie (Oliver et al., 1997). Vder Durchfiihrung der Reversen
Zymographie nach der modifizierten Variante wurds eine Zeitkinetik mit Gelen ohne

Proben in Aktivierungspuffer mit KM durchgefuhragsibeste Resultat war eine Inkubation
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von 20 - 30 h. Dazu wurde KM von L6-Myoblastenige| welches MMP-2 enthielt,
konzentriert und mit 1% SDS angereichert. Das Tgehwurde als 15% PAA Minigel wie
in der oben beschriebenen Gelatin-Zymographie aniggtf, es enthielt 0,05% Gelatin und
23,5% (v/v) KM, das Sammelgel war 5%ig. Bei einengtanten Spannung von 165 V
tber 1 h und 20 min wurden die Proteine getredahach wurde das Gel wie oben
beschrieben gewaschen und anschlielBend 20 h insdBrahk mit Aktivierungspuffer
inkubiert. Danach erfolgte das Waschen und FarlesnGkls wie oben beschrieben. Als
Objektivierung einer erwarteten TIMP-Bande in devBsen Zymographie wurde unter

den gleichen Bedingungen ein SDS-Gel hergesteltlivde siehe oben).

3.2.3.9 Western Blotting

Western Blotting bezeichnet den Transfer von Pneteiaus einem SDS-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran. Auf der Membran konnen [lpestie Proteine nun mit

spezifischen Antikérpern markiert werden, die wreae durch Peroxidase-gekoppelte
Antikdrper gebunden werden und sich durch eine Glnemmeszenz-Reaktion auf einem
Rontgenfilm detektieren lassen. Die gebundenen Karger kdnnen durch Waschen
wieder eluiert werden, so dass in einem Blot \reestene Proteine mit verschiedenen
Antikorpern immer wieder markiert werden kdnnenrfianoblotting).

3.2.3.9.1 Proteintransfer mittels Semi-Dry Blotting

Die Proteine wurden zuerst mit einer SDS-PAGE edgitoretisch aufgetrennt, danach
wurden die Taschenstege und nicht relevante Bexaleh Gele entfernt. Die Gele wurden
10 min auf dem Schdattler in 1x Transferpuffer didpuikrt. Die verwendete Nitrocellulose-
Membran (0.45 um, Schleicher&Schuell) wurde auf@iél3e des Gels zurechtgeschnitten
und auch in 1x Transferpuffer aquilibriert, ebenge auf die Gelgrol3e zugeschnittenes
Whatman Papier. Auf die untere Elektrode der semilotkammer (Pegasus, Phase,
Kiel) wurden drei Lagen 3 mm dickes Whatman Paaidgelegt. Darauf wurden erst das
Gel, dann die Nitrocellulose-Membran und schlidi3lideder drei Lagen Whatman Papier
gelegt. Luftblasen und Uberschissige Flussigkeitdem mit einer Walze vorsichtig
entfernt. Dann wurde die obere Platinelektrode esdtzt und die Spannung angelegt. Der
Proteintransfer erfolgte bei 0.8 mA/énGelflache fir 1 h. Das SDS-Gel wurde zur
Uberprifung des Proteintransfers 1 h mit CoomaBkie gefarbt. Zur Uberprifung des
Proteintransfers auf die Membran wurde die Membkmaerst in Aqua dest. aquilibriert,

dann mit dem reversiblen Proteinfarbemittel Pondeat3-5 min gefarbt und 1-2 min mit
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Aqua dest. entfarbt. Zum Bandenvergleich wurde Miembran in einer Plastikhlle
photokopiert. Zum Entfernen der Farbe wurde die Kem in TBS-Waschpuffer mit
0,1% Tween 5 min gewaschen. Nach dem Waschen karviambran luftgetrocknet und
zum Aufbewahren eingefroren- oder mit Antikbrpesgen spezifische Proteine inkubiert

werden.

3.2.3.9.2 Immunologischer Nachweis spezifischer Reine

Vor dem Markieren mit Antikdrpern muss die Membrmarerst mit einer proteinreichen
Losung ,blockiert werden: Protein im Uberschusadeit unspezifische Bindungsstellen
an den Proteinen auf der Membran und maskiertcsisos den Antikorpern, die dann nur
ihre spezifischen Bindungsstellen an den Protelmeden konnen. Die Blockierlésung aus
BSA (1%) und Milchpulver (5%) in TBS-Waschpuffer tn@,1% Tween wurde frisch
hergestellt, die Membran wurde darin fur 1,5 h dam Schuttler bei Raumtemperatur
geblockt. Uber Nacht wurde die Membran dann inérelngeschweilRt auf dem Schuttler
bei 4°C in 3 ml Blocklésung inkubiert, die den erstAntikérper im Verhaltnis 1:500
(Anti-MT1-MMP), 1:750 (Anti-TIMP-1), 1:1000 (Antix-Aktin) oder 1:5000 (Anti-MMP-
13) enthielt. Nachdem die Membran 3x fur 15 minfBS-Waschpuffer mit 0,1% Tween
gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation fur 45 rbei Raumtemperatur auf dem
Schittler mit dem RP-konjugierten zweiten Antikgrpeeiner Verdinnung von 1:20.000
in Blocklésung. Nach der Inkubation wurde die Meearbr2x fir 5 min in TBS-
Waschpuffer mit 0,1% Tween gewaschen, dann 2x fimrbin TBS. Die Detektion der
gebundenen ersten Antikorper erfolgte mittels EGalRion.

3.2.3.9.3 [Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Detektion der gebundenen
Antikorper

Bei der ECL-Detektion (Pierce) werden, durch daslam zweiten Antikorper gebundene
Peroxidase-Enzym, Luminolmolekiile gespalten, wddwem Lichtsignal erzeugt wird.
Wird ein Rontgenfilm damit belichtet, entstehendam Stelle der Protein-Banden auf der
Membran belichtete Banden auf dem Film. Der Vodeakes Systems liegt in der héheren
Empfindlichkeit durch Verstarkung des vorhandeneégn&s und der Moglichkeit zur
Wiederverwendung der Membran mit verschiedenen k@rpern. Ferner hélt das
Lichtsignal nach dem Auftragen der Luminollésungvatl h an, so dass mehrere
Rontgenfilme hintereinander mit unterschiedlicheensitat belichtet werden kénnen. Zur

Detektion wurde die Membran nach dem Waschen trockgetupft und die
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proteinbindende Seite 1 min mit ECL-LOsung beneteiche vorher nach Vorschrift des
Herstellers (Pierce) vorbereitet wurde. Danach wulig@ Membran wieder trockengetupft,
luftblasenfrei mit Frischhaltefolie bedeckt und mér proteinbindenden Seite nach oben in
die Rontgenkassette (X-Omatic Cassette, Kodak)ggekentwickelt wurden die Filme
(Rontgenfilm  Super RX, Fuji Medical) in der Dunkatkmer mit einem

Entwicklungsgerat (Crurix 60, Agfa; Entwicklungsgeazien: Agfa).

3.3 Densitometrie

Die Densitometrie ist ein Verfahren, welches diekgiund Starke von Banden auf SDS-
Gelen, Rontgenfilmen, Agarosegelen und Zymogrammasast, die so miteinander
verglichen werden kénnen und deren Dichte bzw. Mengmit einer statistischen
Auswertung zuganglich gemacht wird. Dazu wurdenGlge bzw. die Rontgenfilme auf
einer Leuchtplatte von einem Densitometer (BioDaalfme, BDA digital) gescannt und
die Lichtdurchlassigkeit der Banden durch das iméeg Computerprogramm gemessen.
Zum Auswerten werden die Gele oder Filme mit degitdikamera (Power Shot G3,
Canon), Uber die auch gescannt wird, photographiggespeichert und im
Auswertungsprogramm (BioDocAnalyze) geotffnet. DasgPamm erkennt automatisch
dunkle Banden vor hellem Hintergrund oder je n&shstellung helle Banden vor
dunklem Hintergrund. Durch weitere Einstellung daegramms kann die Genauigkeit
eingestellt und konnen die Banden manuell markiggrden. Im Vergleich zum
Hintergrund (Leuchtplatte oder gefarbtes Gel/geschter Film) wird die
Lichtdurchlassigkeit der markierten Bande gemesdeie Lichtdurchlassigkeit, also
Intensivitat des Signals durch die Breite der Bageleilt, ergibt eine Zahl mit der Einheit
»arbitrary units“ oder ,relative Aktivitat“. Fir @ Western Blots wurden die Originalfilme
verwendet, dazu wurden sie auf die Leuchtplattegielmit der zum Gerat gehérigen
Digitalkamera mit gleich bleibendem Abstand zur ti&platte zweimal fotografiert und
beide Aufnahmen eines Western Blots mit dem Comprggramm ausgewertet (um die
Reproduzierbarkeit des Vorganges zu sichern)Zpmogramme wurden als Gel auf eine
0,5 cm dicke Glasplatte aufgelegt und nach demclgbei Prinzip behandelt wie die
Western Blots. Die Banden wurden manuell einzelrkiegt und das Programm wurde so
eingestellt, dass das gefarbte Gel als ,,dunkelamnk wurde, die klaren Banden dagegen
als ,hell“. Je klarer und gréf3er die Banden wadasto groRer wurde die Arbituaritat. Aus
den so gewonnenen Rohdaten wurde einer Excel-Begtllt und statistisch ausgewertet,

um die einzelnen Experimente miteinander zu vergkmn.
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3.4 EDV und Statistik

Die benutzten Computer waren alle mit dem Betrigitesn Windows von Microsoft
ausgestattet, in den Versionen Windows 98, Winda2@0 und Windows XP
professional, das verwendete Statistikprogramm Evarel (t-test). Die densitometrische
Analyse erfolgte mit dem Computerprogramm BioDodfrn@ der Firma Biometra,
Gottingen. Fur die Erstellung von Graphiken und Arehivierung und Bearbeitung von
Fotos wurde Adobe Photoshop 5 verwendet.

Die Literatursuche und —vergleiche liefen Uber NMIEBI-Homepage und die arztliche
Zentralbibliothek des Universitatsklinikums HambdEgpendorf.

Zur statistischen Auswertung mit Excel wurden jdsveawei Fotos eines Geles oder
Western Blots gegeneinander ausgewertet, die Mir¢ der Banden wurden fur die
endgultige Berechnung verwendet. Fur die endguBigeechnung galt n = 3, also einzelne
Ergebnisse dreier Gele oder Blots mit identischeob&n flossen in das endgultige
Resultat ein. Die Balken der Graphiken zeigen detteM/ert aus diesen 3 n sowie die
Standardabweichung an, in den Graphiken werdeeridielnen Tage eines Experimentes

miteinander verglichen.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellkulturmodell aus primaren kardialen Fibroblasten vom Schwein

Fur die Experimente wurde ein Modell aus primarardialen Fibroblasten vom adulten
Schwein entwickelt. Das Schweineherz éhnelt vorbAuf Grof3e und Gewebestruktur her
dem Menschlichen und lasst so Ruckschliusse auf \dahalten von MMP im
menschlichen Herzen zu. Der Fibroblast ist intenessweil er MMP, TIMP und EZM-
Bestandteile synthestisiert und weil Fibroblastemcd T3 reguliert werden sowie TR
exprimieren (Hayashi et al. 1993). Ob es sich une eeine Fibroblastenkultur oder um
eine Mischung mit Myofibroblasten bzw. Umwandlung diese nach mehreren
Passagierungen handelte, wurde nicht gesichert.Veranderung der Zellmorphologie
und der Zelldichte wurde regelmafig kontrollierte Zellen wurden wie oben beschrieben

prapariert und kultiviert.

4.1.2 Morphologie adulter kardialer Fibroblasten

Wahrend der Experimente wurde die Morphologie delted in Kultur beobachtet und

beurteilt. Sie veranderte sich unter der Behandidagh T3 und Dexamethason, nicht
nach Behandlung mit TNFa oder anderen Steroidhoemonormal grof3e und geformte
kardiale Fibroblasten mit normaler Konfluenz siedb. 4.1. Unter serumfreien

Bedingungen (Kontrollgruppe wahrend des Experimgnteurden die Zelle klein und

schmal mit wenigen Zellauslaufern zu Nachbarzelkaine Abb. ). Unter T3-Behandlung
wurden die Zellen etwas kleiner und rundlicher,emaaber vital (Vitalfarbung) und hatten
normale Zellauslaufer (siehe Abb. 4.1.). Unter Gkdetikoid-Behandlung vergroRerten
sich die Zellen fast um das doppelte der Ausgarifsg(siehe Abb. 4.1.).

4.2 Nachweis spezifischer mMRNA von MMP in nativem Erzgewebe

Um zu prufen, ob die erwarteten MMP aus dem Saegeenh auch in den verwendeten
Herzen vom Schwein exprimiert werden und um welbtidP es sich handelte, wurde
MRNA von MMP durch gquantitative real-time RT-PCRachgewiesen. Der Nachweis
spezifischer mRNA von MMP gelang in Gewebeprobem mken Atrium und linkem
Ventrikel, in frisch isolierten Kardiomyozyten unkirdialen Fibroblasten sowie in
kardialen Fibroblasten in Kultur ohne Behandlungtfét und Zellmedien waren frei von
MMP-mRNA. Spezifische mRNA wurde von MMP-1, MMP-RIMP-3, MMP-13 und

MMP-14 nachgewiesen. Die Ergebnisse stimmen mit Eegebnissen anderer Autoren
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uberein, die diese MMP-Subtypen bereits im Myokayd Saugern zeigen konnten (siehe
Tab. 1.3).

Abb. 4.1: Primére kardiale Fibroblasten wurden geltang mit Dexamethason (100 nM)
und T3 (100 nM) unter serumfreien Bedingungen imdbDas Medium wurde taglich
erneuert inklusive der Stimulatoren. Vergr.:10f@éhasenkontrastmikroskop)

Dex: Dexamethason, Kon: Kontrolle
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4.2.1 Nachweis von MMP-Aktivitat in nativem Herzgevebe
Um nachzuweisen, ob die im Herzgewebe exprimieMP auch relevant fir die

Arbeitshypothese sind, wurde deren Aktivitdt im #gmwebe mittels Substrat-
Zymographie ermittelt. Die Proben wurden wie obesdhrieben vorbereitet, es handelte
sich um Gewebehomogenat aus dem linken Ventrikebmébenate aus reinen
Kardiomyozyten- und reinen kardialen Fibroblasdeherungen sowie um KM
unbehandelter kardialer Fibroblasten in Kultur. Zifargleich mit dem Herzgewebe
wurde eine Probe aus Lebergewebe vom Schwein hezaggn, da Lebergewebe viel
MMP enthalt und so auch zur Uberpriifung der Methdidate. Die Zymogramme wurden
jeweils dreimal unter denselben Bedingungen antygfe(Triplikate). Zum Ausschluss
einer Kontamination durch andere Proteasen wurdgnjeZymogramm einer Serie mit 5
mM EDTA behandelt, sdmtliche proteolytische Akg@titiel3 sich dadurch hemmen. Alle
Banden wurden nicht nadher Klassifiziert und ledigliim Vergleich mit dem
Molekulargewichtsmarker beurteilt.

Gelatinolytische Aktivitt:Die Aktivitat der Gelatinasen wie MMP-2 und MMPwurde
mit der Gelatin-Zymographie gemessen. Gelatinatiiegs Aktivitat zeigte sich bei allen

Proben, am starksten bei KM (siehe Abb. 4.2). Atdten bei Leberhomogenaten waren
bei 250 kDa, 200 kDa, 150 kDa, 90 kDa, 75 kDa, b@ kn Gel sichtbar (siehe Abb. 4.2.).

Ventrikelhomogenate zeigten Aktivitat bei 250 kAN kDa, 150 kDa, 90 kDa und bei 70
kDa eine Doppelbande, siehe Abb. 4.2. Wurden rdfimdiomyozytenhomogenate

verwendet, zeigten sich Aktivitaten bei bei 90 kidel 60 kDa im Gel (siehe Abb. 4.3),

bei reinen Fibroblastenhomogenaten zeigte sichem& schwache Aktivitat zwischen 50
kDa und 75 kDa (keine Abb.). KM von kardialen Fiblasten in Kultur zeigte 3 Banden

zwischen 100- und 150 kDa sowie eine starke Doppele bei ca.70 kDa (siehe Abb.
4.2.). Damit wurden die bereits in Herzgewebe bebtsen gelatinolytischen Banden aus
der Vergleichsliteratur bestatigt (Nagase und Woers$999).

Kaseinolytische Aktivitat: Die Aktivitat von Stromelysinen kann mittels Kaseli

Zymographie nachgewiesen werden. Um zu prufen, iebatt mMRNA nachgewiesene
MMP MMP-3 Aktivitdt im Herzgewebe zeigt, wurden K@iszymogramme mit den oben
beschriebenen Proben angefertigt. Kaseinolytisckieviéat konnte bei keiner der Proben

nachgewiesen werden.
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<+ 250kDa

Lk
+«= 100kDa
<« 75kDa
*

Abb. 4.2: MMP in Herzgewebe, alle Proben unbehandelt.

A: Gewebehomogenat linker Ventrikel; B: Molekulargewichtsmarker;
C: Gewebehomogenat Leber; D: KM von Herzfibroblasten.

* gelatinolytische Aktivitéat

A B ¢ 5
5 R — 250kDa

+«— 150kDa
+«— 100kDa
+~— 75kDa

+~— 50kDa

Abb. 4.3: MMP in unbehandelten Kardiomyozyten.
A: Gewebehomogenat linker Ventrikel; B: Kardiomyozyten;
C: Positivprobe MMP-2/MMP-9; D: Molekulargewichtsmarker.

Kollagenolytische AktivitatUm die Aktivitat der Kollagenasen wie MMP-1 und NPVL3

im Herzgewebe nachzuweisen, wurden Zymogramme emt &ubstrat Kollagen Typ |
angefertigt. Bei allen Proben zeigte sich im KaflagTyp I-Zymogramm eine breite,
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unspezifische kollagenolytische Bande zwischen BD& und 70 kDa. Auf Grund der
Unscharfe und Unspezifitat wurde das Ergebnis raosgewertet und konnte keiner MMP

zugeordnet werden. Die Gele werden nicht gezeigt.

4.2.2 Nachweis von MMP im Western Blot

Um die MMPs MMP-9, MMP-13 und MMP-14 als Proteirchauweisen, wurden mit den
gleichen Proben Western Blots angefertigt. Die Belae MMP-9 konnte im Western
Blot nur bei reinen Kardiomyozytenisolationen afgeafische Bande bei ca. 90 kDa
nachgewiesen werden, dem Molekulargewicht von MM Vergleich diente eine
MMP-9-Positivprobe. MMP-13 konnte in keiner der Beo im Western Blot
nachgewiesen werden. MMP-14 zeigte im Western Bldiei reinen
Kardiomyozytenisolationen eine spezifische Bandesawen 45-55 kDa, entsprechend
dem Molekulargewicht von MMP-14. Als Vergleich diereine MMP-14-Positivprobe.
Alle Western Blots wurden zweimal durchgefiihrt umicht densitometrisch ausgewertet.

Eine statistische Auswertung fand nicht statt uiledeatgebnisse werden nicht gezeigt.

4.2.3 Identifikation der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9

MMP-2 (Gelatinase A)

Die Gelatinase MMP-2 wurde anhand ihres Molekulaigetes von 66-72 kDa und durch
gelatinolytische Aktivitdt im Gelatinzymogramm idéiziert. Im Gewebe des linken

Ventrikels sowie in isolierten kardialen Fibrobkst dominierte die gelatinolytische
Aktivitat von MMP-2. Die spezifischen Banden im @@&hzymogramm wurden mit den
Banden einer MMP-2-Positivkontrolle verglichen. Digelatinolytische Aktivitéat
imponierte im Zymogramm als Doppelbande mit eirdmsachen oberen Bande und einer

starken unteren Bande (siehe Abb. 4.4).

100kDa
(MMP-9)

75kDa

Abb. 4.4: MMP-9-Aktivitit in Herzgewebe. Proben: Ventrikelhomogenat
und konditioniertes Medium. unbehandelt. Lytische Banden im
Zymogramm bei 90-100 kDa.* MNMP-2.

a7



MMP-9 (Gelatinase B)
Die Gelatinase MMP-9 wurde bereits als mRNA im Hgemzebe und als Protein im

Western Blot bei Kardiomyozyten nachgewiesen (s@den). In einer Linie von priméren
kardialen Fibroblasten wurde in KM im Gelatin-Zymagm eine Aktivitat bei 90-100
kDa sichtbar, das entspricht dem Molekulargewddt Gelatinase B oder MMP-9 (siehe
Abb. 4.4). Identifiziert wurde die Gelatinase durden Vergleich der spezifischen
gelatinolytischen Banden mit den Banden einer Rpsdbe fir MMP-9. In allen
Zymogrammen konnte bei dieser Zellinie MMP-9-Aki#ti nachgewiesen werden, in
anderen Linien kardialer Fibroblasten fehlte MMP#der Vergleichsliteratur gelang in
einigen Fallen ebenfalls der Nachweis von MMP-9v(ket al. 2000).

4.2.4 Einfluss von T3 und Dexamethason auf die Gexmession der Gelatinasen
MMP-2 und MMP-9

Nachdem die spezifische mRNA der Gelatinasen MMBr2l MMP-9 in nativem
Herzgewebe nachgewiesen worden waren, wurde digg®an spezifischer mRNA von
MMP-2 und MMP-9 nach der Behandlung gemessen, umeneiEffekt von T3 und
Dexamethason auf die Expression der Gelatinaseigen. Die Zellen wurden vier Tage
lang unter serumfreien Bedingungen in Zellkultuhgen und jeden Tag mit frischem
Medium, welches die Stimulatoren erhielt, versofs Kontrolle galten unbehandelte
Zellen die unter gleichen Bedingungen gehalten wemurdJedes Experiment wurde
insgesamt dreimal durchgefuhrt. Am 2. und am 4. Wagde jeweils behandelte Zellen
und Kontrollen geerntet und die mRNA isoliert.

Fur MMP-2 zeigten die Daten der quantitativen teak RT-PCR keine Veranderung der
Menge an spezifischer mRNA nach Behandlung mit @& dexamethason (siehe Abb.
4.5). Auch bei MMP-9 anderte sich die Menge an giseher mMRNA nicht nach
Behandlung mit T3 oder Dexamethason (Daten werddri gezeigt).
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Abb. 4.5: MMP-2 mRNA nach viertagiger Behandlung 8 (100 nM) und Dexamethason
(100 nM) in primaren kardialen Fibroblasten. Enjetgeils am 2. und am 4. Tag.

2.Tag: T3: 1,06 £ 0,32, Dexamethason: 1,02 + ®0Rag: T3: 0,99 + 0,23,
Dexamethason: 0,91 + 0,11. Angaben relative Exjmesds MW + SD in (n = 3).

Die Ergebnisse sind nicht signifikant.

4.2.5 Genexpression weiterer MMP-Subtypen nach Behdlung mit T3 und
Dexamethason

Als weitere MMP wurden neben den Gelatinasen dikaljenasen MMP-1 und MMP-13,
das Stromelysin MMP-3 und die MT-MMP MMP-14 in nain Herzgewebe
nachgewiesen. Um einen EinfluR von T3 und dem Hakdoid Dexamethason auf die
Menge an synthestisierter spezifischer mRNA dieBWP-Subtypen nachzuweisen,
wurde die Menge an spezifischer mMRNA nach der jeyexi Behandlung mit der
quantitativen real-time RT-PCR gemessen.

Die Zellen wurden vier Tage lang unter serumfreBaadingungen in Zellkultur gehalten
und jeden Tag mit frischem Medium, welches die 8latoren erhielt, versorgt. Als
Kontrolle galten unbehandelte Zellen die unterdajlen Bedingungen gehalten wurden.
Jedes Experiment wurde insgesamt dreimal durchgef8im 2. und am 4. Tag wurde
jeweils behandelte Zellen und Kontrollen geerntet die mRNA isoliert.

Weder unter T3-Behandlungf noch unter Dexameth&srandlung verédnderte sich die
Menge an spezifischer mMRNA von MMP-1, MMP-13 und M4,

49



Steigerung der Genexpression von MMP-3 und MMP-13uwlch T3

Erst nach Behandlung mit T3 Uber 7 Tage kam esiaene Anstieg der Menge an

spezifischer mRNA fir MMP-3 und MMP-13 am 7. Tagie[Menge an spezifischer

MRNA von MMP-3 betrug 3,63 + 1,01 SD und war inesttmit p = 0,013 signifikant. Die

Menge an spezifischer mRNA von MMP-13 betrug 3,5586 SD und war im t-test mit p

= 0,001 sogar hochsignifikant (siehe Abb. 4.6)eAlengenangaben sind Mittelwerte und
beschreiben die relative Expression. Die BehandldeigZellen fand mit Medium statt,

welches Hormon-depletiertes Serum (stripped seranthielt und taglich gewechselt

wurde.

Relative Expression

Kontrolle MMP-3 MMP-13

Abb. 4.6: Genexpression von MMP-3 und MMP-13 inngren kardialen Fibroblasten
nach Stimulation mit T3 (100 nM) Uber sieben Tagd&liedium mit hormon-depletiertem
Serum (stripped serum) mit taglichem Mediumwechs#lP-3: 3.63+ 1,01, p = 0,013;
MMP-13: 3.55+ 0,68, p = 0,001; * statistisch signifikant; ** s&isch hochsignifikant;
Angaben relative Expression als MW = SD (n = 3).

4.2.6 Aktivitdt der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 nad Behandlung mit T3 oder

Dexamethason

Parallel zum Nachweis spezifischer mMRNA der Getésttm MMP-2 und MMP-9 wurde

die gelatinolytische Aktivitat im Gelatinzymogramgemessen, um einen Effekt von T3

und Dexamethason auf die Aktivitdt der Proteaserzeigen. Die Aktivitat nach der
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jeweiligen Behandlung wurde in KM und in Fibroblstdensitometrisch im Zymogramm
gemessen. Die Behandlung der Zellen dauerte 4 Taaeh jedem Tag (24 h nach
Stimulation) wurde KM gewonnen und mit Zymographbrel Densitometrie ausgewertet.
Die Zellen wurden nach dem 4. Tag geerntet und fabbenmit Zymographie und
Densitometrie ausgewertet. Die Experimente wurdemmal wiederholt und die Proben
jedes Experimentes wurden dreimal unter gleicherdir§eingen im Zymogramm
ausgewertet (Triplikate). Die Ergebnisse sind Mitggte + SD, sie sind normiert auf die
Kontrolle (Kon = 1).

Aktivitdtsminderung durch T3:

Die messbare Aktivitat von freiem MMP-2 in KM wurderch Behandlung der Zellen mit
T3 leicht verringert, sichtbar im Zymogramm (sieAbb. 4.7). Die densitometrische
Analyse der Zymogramme ergab ebenfalls eine leighielerung der Aktivitat auf 0,89 +
0,23 SD relative Aktivitat am 2. Tag, die aber dude relativ grof3e Standardabweichung
nicht signifikant ist. Verlauf siehe Abb. 4.8 ajaten siehe Abb. 4.8 b).

A B C D E F

+—250kDa
—150kDa

= 100kDa
 75kDa

— 50kDa

Abb. 4.7: MMP-2-Aktivitit nach zweitdgiger Behandlung mit T3
(100nM) oder Dexamethason (100nM). A: unbehandelte Kontrolle;
B: T3; C:Dexamethason; D: Negativkontrolle;

E: Positivkontrolle MMP-2/MMP-9; F: Molekulargewichtsmarker
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MMP-2 Aktivitdt nach T3-Behandlung (1-4 Tage)

0 1 2 3 4

1,2
@kolle\ Kontrolle Kontrolle Kontrolle
1

T3 \I——I\
08 T3 T3 \-

0,6 3

0,4

0,2

0

Arbituaritat (relative Aktivitat)

Abb. 4.8: a)Aktivitat von MMP-2 in primaren kardialen Fibrolsken im Verlauf Gber vier
Tage nach taglicher Behandlung mit T3 (100 nM). BErebnisse stammen aus einem
reprasentativen Experiment und sind nicht signiftka

MMP-2 Aktivitdt nach T3-Behandlung

1.57

0.51

Arbituraritat (relative Aktivitat)
(IR
L

24 h 48 h
O Kontrolle EHT3

Abb. 4.8: b) Aktivitait von MMP-2 in primaren kardgm Fibroblasten nach ein- und
zweitdgiger Behandlung mit T3 (100 nM). 24 h: 1870,15; 48 h: 0,89 = 0,23; Kon:
Kontrolle. Angaben Arbituaritat (relative Aktivitatals MW + SD (n = 3)Daten aus 3
unabhéngigen Experimenten. Die Ergebnisse sind sighifikant.

Aktivitdtssteigerung durch Dexamethason:

Im Gegensatz dazu wurde unter Dexamethason-Behan@ime Aktivitatssteigerung im
Zymogramm beobachtet (siehe Abb. 4.7), densitose#tril,29 + 0,03 SD Arbituaritat
(relative Aktivitdit) am ersten Behandlungstag, 1850,32 SD Arbituaritat (relative
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Aktivitat am zweiten Behandlungstag. Der t-testaérg = 0,015, die Ergebnisse sind daher
statisisch signifikant. Insgesamt fand eine Steiggrder Aktivitdt um den Faktor 1,5 statt.
Verlauf siehe Abb. 4.9 a), Daten siehe Abb. 4.9 b).

Die gelatinolytische Aktivitat von MMP-9 blieb unbi@flusst von der Behandlung mit T3
oder Dexamethason.

MMP-2 Aktivitat nach Dexamethason-Behandlung

18

B

s ex ]
g 14 A —
x
<
® 1,2
g
@ 1
= 08 Kontrolle Kontrolle Kontrolle
g O
S 0,6
£
z 0,4

0,2

0
1 2 3

Abb. 4.9: a)Aktivitdt von MMP-2 in priméaren kardialen Fibrolskzn im Verlauf Gber vier
Tage nach taglicher Behandlung mit Dexamethasadd (M). Die Ergebnisse stammen aus
einem reprasentativen Experiment und sind nichmifskgnt.

MMP-2 Aktivitat nach Glukokortikoid-

Behandlung
=)
S 77
5215 -
54
< = 1 -
0.5 -
N
24 h 48 h
O Kontrolle B Dex

Abb. 4.9: b) MMP-2 Aktivitdt von MMP-2 in primarétardialen Fibroblasten nach ein-
und zweitagiger Behandlung mit Dexamethason (10D @Klh: 1,29 + 0,03; 48 h: 1,85 +
0,32, p= 0,015. Angaben Arbituaritat (relative Aitit) als MW = SD (n = 3).

Kon: Kontrolle, Dex: Dexamethason, * statistisofngiikant
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4.2.7 Einfluss von Estrogen, Testosteron und dem #kin TNF a auf die Aktivitat von
MMP

Die Untersuchungen der spezifischen mRNA der Psete@rgaben nach der Behandlung
mit Estrogen, Testosteron und Té&keinen Hinweis auf eine Regulation. Um trotzdem
eine erwartete Regulation zu zeigen, wurde die \itkti der Proteasen beurteilt. Die
Aktivitaten der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sowesdstromelysins MMP-3 wurden
jeweils im spezifischen Substrat-Zymogramm gemed3anAktivitat nach der jeweiligen
Behandlung wurde in konditioniertem Medium und ibrBblasten densitometrisch im
Zymogramm gemessen. Die der Zellen Behandlung tladefage, nach jedem Tag (24 h
nach Stimulation) wurde KM gewonnen und mit Zynmagdrie und Densitometrie
ausgewertet. Die Zellen wurden nach dem 4. Tagngeteund ebenfalls mit Zymographie
und Densitometrie ausgewertet. Die Experimente amrdiermal wiederholt und die
Proben jedes Experimentes wurden dreimal untectgp@i Bedingungen im Zymogramm
ausgewertet (Triplikate). Die Ergebnisse sind Mitggte + SD, sie sind normiert auf die
Kontrolle (Kon = 1).

Aktivitatssteigerung von MMP-2 durch Estrogen, Bestron und TNé& Die Aktivitat

von MMP-2 bei KM im Gelatinzymogramm war nach 24Behandlung der Fibroblasten
mit dem Zytokin TNk auf 1,3 Arbituaritat (relative Aktivitat) erhohdurch die hohe
Standardabweichung von = 2,6 SD war das Ergebner alicht signifikant. Nach
Behandlung der Fibroblasten mit den Steroidhormorestosteron und Estrogen nach 24
h, 48 h und 72 h war bei KM nach Behandlung mitrd€gn nach 24 h eine
Aktivitatserhéhung von 1,18 £ 0,06 SD Arbituari(églative Aktivitat), nach 48 h von 1,04
+ 0,08 SD Arbituaritat (relative Aktivitat) und na@2 h von 1,14 + 0,04 SD Arbituaritat
(relative Aktivitat). Bei Testosteron war nach 4&ihe leicht verstarkte MMP-2 Aktivitat
(1,22 £ 0,02 SD Arbituaritat (relative Aktivitat))in KM im Zymogramm sicht- und
messbar. Die Aktivitatssteigerung von MMP-2 durcB KW Testosteron-Behandlung
entsprach dem Faktor 0,2. Die Zymogramme wurdenTdfdikate hergestellt und die
Ergebnisse der densitometrischen Analyse sind Migige + SD. Die Ergebnisse sind
nicht statistisch signifikant, da die Werte statlegen und teilweise nicht reproduzierbar
waren.

Kein Einfluss von Estrogen, Testosteron und @N&uf MMP-9:Die Aktivitat von MMP-

9 in kardialen Fibroblasten blieb unbeeinfluf3t \vden Steroidhormonen Testosteron und
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Estrogen und dem Zytokin TNF in drei unabhangigen Versuchen uber drei Tage mit
einer MMP-9 produzierenden Zellreihe.

Aktivitatssteigerung von MMP-3 durch THFEine kaseinolytische Aktivitat war sicht-
und meRbar bei Zelllysat von kardialen Fibroblasteath TNFR-Stimulation (48 h

Inkubation). Im Kaseingel wurde sie zwischen 50 kivad 75 kDa nachgewiesen,;

proMMP-3 hat ein Molekulargewicht von 57 kDa. Diekt#itat korrelierte mit der
Positivprobe fiur MMP-3 (Siehe Abb. 4.10Die Kaseinzymogramme wurden wie oben
beschrieben- und jeweils als Triplikate hergest&lihe densitometrische oder statistische

Auswertung fand nicht statt.

AL B C D E

- = 100kDa
{ *
. e= 75kDa
* *
*
\ : «~— 50kDa
' %
«= 37kDa

Abb. 4.10: Kaseinolytische Aktivitit von MMP in kardialen Fibroblasten
nach Stimulation mit TNFa. A: KM kardialer Fibroblasten nach
Behandlung mit TNFo; B: Kardiomyozyten, unbehandelt;

C: Positivprobe MMP-1/MMP-3; D: kardiale Fibroblasten;

E: Molekulargewichtsmarker. * kaseinolytische Aktivitét

4.3 TIMP-mRNA in nativem Herzgewebe

Eine Regulation der Aktivitat von MMP kann auch c@uden spezifischen Inhibitor TIMP
stattfinden. Um zu zeigen, dass auch TIMP im Hemgorimiert wird, wurde mit Hilfe
von real-time RT-PCR spezifische mRNA aller vierMA (TIMP-1 -4) in frischem
unbehandelten Gewebe des linken Ventrikels naclggmni Der Nachweis gelang in
Gewebeproben von drei unterschiedlichen Prapaeatigeweils dreimal pro Praparation

(Triplikate). Die Daten werden nicht gezeigt.
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4.3.1 TIMP-Aktivitat im Herzgewebe

Nachdem mRNA aller vier TIMP in Herzgewebe nachgsen worden war wurden, um
die TIMP-Aktivitdt im nativem Herzgewebe zu zeigeeyerse Zymogramme angefertigt.
Die Proben wurden wie oben beschrieben vorbereitd, handelte sich um
Gewebehomogenat aus dem linken Ventrikel, Homogeaas reinen Kardiomyozyten-
und reinen kardialen Fibroblastenisolierungen sowm KM unbehandelter kardialer
Fibroblasten in Kultur. Zum Vergleich mit dem Heemgebe wurde eine Probe aus
Lebergewebe vom Schwein herangezogen, da LebergevieldMMP enthalt und so auch
zur Uberprifung der Methode diente. Die Zymogrammeden jeweils dreimal unter
denselben Bedingungen angefertigt (Triplikate). DErgebnisse der Reversen
Zymographie zeigten keine TIMP-Aktivitaten bei alleroben. Auch die Positivproben fur
TIMP-1/-2 zeigten keine Aktivitaten in der reverséymographie, so dass angenommen
werden muss, dass die Methode nicht optimal funigid hat, obwohl sie wie oben
beschrieben durchgefuhrt wurde. Der ProteasevatdailSubstrates im Gel war unter den

beschriebenen Bedingungen reproduzierbar.

4.3.2 Genexpression von TIMP nach Behandlung mit T3Glukokortikoiden und
Estrogen

Da die TIMP-Aktivitat nicht durch die reverse Zymiaghie gezeigt werden konnte wurde
nur die Verdnderung der Menge an spezifischer mRNA TIMP nach Behandlung mit
T3, Dexamethason und Estrogen mit der quantitatreahtime RT-PCR gemessen. Die
Zellen wurden vier Tage lang unter serumfreien Koowen in Zellkultur gehalten und
jeden Tag mit frischem Medium, welches die Stimuiam erhielt, versorgt. Als Kontrolle
galten unbehandelte Zellen die unter gleichen Bpdigen gehalten wurden. Jedes
Experiment wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Amnd am 4. Tag wurden jeweils
behandelte Zellen und Kontrollen geerntet und drNA isoliert.

Keine Verédnderung der Menge an spezifischer mRNA VtMP-2, -3 und -4 durch T3:

Unter der Behandlung mit T3 zeigten TIMP-2, -3 untl keine Veranderung der
spezifischen mMRNA-Menge, die Menge an spezifisam@NA von TIMP-1 sank leicht ab

auf 0,8 relative Expression im Vergleich mit demiolle von 1,0 relativer Expression.

Steigerung der Expression von TIMP-1 durch Dexaasgih:Unter der Behandlung mit
dem Glukokortikoid Dexamethason zeigten TIMP-2, & -4 keine Verédnderung der
Menge an spezifischer mRNA, die mRNA fir TIMP-Jlegtian auf 2,0 + 0,49 SD relative

Expression am 2. Behandlungstag und auf 2,4 * O@&ative Expression am
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3.Behandlungstag im Vergleich mit der Kontrolle raiher relativen Expression von 1
(siehe Abb. 4.11).

Keine Verdnderung der Menge an spezifischer mRNAchuEstrogen: Bei der

Behandlung mit Estrogen veranderte sich die Memgspazifischer mRNA fur TIMP-1-4
nicht.

TIMP-1 mRNA

2.5 4

2.0 4

1.54

1.0 4

Relative Expression

0.5 ¢

0.0

2 Tage 4 Tage

O Kontrolle mT3 B Glukokortikoide

Abb. 4.11: TIMP-1 mRNAnach viertagiger Behandlung mit T3 (100 nM) und &erthason
(100 nM) in primaren kardialen Fibroblasten. Enjetgeils am 2. und am 4. Tag.

2.Tag: T3: 0,8 £ 0,03; Dexamethason: 2 + 0,49. 4.T&: 0,86 + 0,06;

Dexamethason: 2,4 + 0,37. Angaben relative Exprasais MW + SD (n = 3).

Das Ergebnis ist nicht signifikant.

4.3.3 TIMP-1 im Western Blot nach Behandlung mit Tund Dexamethason

Um zu priufen, ob die Veranderung der Menge an 8pelzer mRNA von TIMP-1 nach
Dexamethason-Behandlung auch eine Veranderung deng® an TIMP-1-Protein
bewirkt, wurden Western Blots angefertigt. Die I&el wurden vier Tage lang unter
serumfreien Bedingungen in Zellkultur gehalten yeden Tag mit frischem Medium,
welches die Stimulatoren erhielt, versorgt. Als Kole galten unbehandelte Zellen die
unter gleichen Bedingungen gehalten wurden. Jegpsrifnent wurde insgesamt dreimal
durchgefuhrt. Am 4. Tag wurden jeweils behandeledled und Kontrollen geerntet
homogenisiert. Die Proben wurden wie oben besclnielorbereitet, es handelte sich um
Homogenate von Fibroblasten und KM aus dem Experinmit den jeweiligen
Kontrollen.
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Verringerung der Menge an TIMP-1 durch Eifekte von T3 auf TIMP-1 waren nicht auf

Genexpressionsebene, dafur aber auf Proteinebehtba. Im Western Blot war der
TIMP-1 Gehalt in den behandelten Fibroblasten a&f62im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrolle gesunken, in Arbituari@®25 + 0,5 SD im Vergleich mit der
Kontrolle (siehe Abb. 4.12, 4.13). Bei KM konnteMR-1 nach T3-Behandlung im
Western Blot nicht nachgewiesen werden.

Steigerung der Menge an TIMP-1 nach Dexamethastai®Bung: Auf Proteinebene
bestétigte sich das Ergebnis durch Western Blotysea: Der TIMP-1 Gehalt in
Fibroblasten war im Vergleich zur unbehandelten tkale um den Faktor 2,59 hdoher,

densitometrisch gemessen 2,59 + 4,3 SD Arbituasatéheiten im Vergleich zur Kontrolle
(1,0 Arbituaritatseinheiten). Im KM konnte TIMP-lach Dexamethason nachgewiesen
werden, bei der Kontrollgruppe war das Ergebnishestern Blot negativ (Daten werden
nicht gezeigt).

Der Western Blot wurde zweimal unter den gleichediBgungen angefertigt. Die TIMP-
1 Bande stellte bei 37 kDa dar (Vergleich mit TINIPPositivkontrolle). Die Banden
wurden mit der Densitometrie nach Starke analysizig Ergebnisse sind Mittelwerte aus
zwei Messungen des Programmes BioDocAnalyze (Bi@apet SD. Um zu zeigen, dass
gleiche Proteinmengen in der Probe vorhanden wavarge die Membran jeweils noch
einmal mit Antie-Aktin markiert (siehe Abb. 4.12). Eine Regulatioon TIMP-1 in
Herzfibroblasten durch T3 oder Glukokortikoiden deiin der Literatur bisher noch nicht

beschrieben.

Kon T3 Dex Kon T3 Dex
! ! ! l l |

TIMP-1 a-Aktin

Abb. 4.12:TIMP-1-Protein im Western Blot nach viertagiger Batllung mit T3 (100 nM)
oderDexamethason (100 nM). a) markiert mit Anti-TIMPK);markiert mit Anti-a-Aktin.
Kon: Kontrolle
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Effekt von T3 und Glukokortikoiden auf TIMP-1

3,0 7

2,5 1

2,0

1,5

Arbituaritat

Kon T3 Dex

Abb. 4.13: TIMP-1-Protein in kardialen Fibroblasteach zweitagiger Behandlung mit T3
(100 nM) oder Dexamethason (100 nM) im Western .Bl& 0,25 + 0,05; Dexamethason:
2,59 + 0,43. Angaben in Arbituaritat als MW = SD<12). Die Daten sind nicht signifikant, da
n=2.

59



5 Diskussion

5.1 MMP-2 im Herzgewebe

Die Ergebnisse der Aktivitatsuntersuchungen mitiveat Ventrikelgewebe und KM
bestéatigen die Aussagen der Fachliteratur, dass MMR Haupt-MMP im Herzgewebe
darstellt und ungebunden im Extrazellularraum ‘egtli (Brinckerhoff und Matrisian
2002), siehe Abb. 4.2 und 4.3. MMP-2 (Gelatinase 78, kDa-Gelatinase, Typ IV
Kollagenase) gehort neben MMP-9 (Gelatinase B) en Gelatinasen. Die Gelatinasen
unterscheiden sich von anderen MMP durch drei Rigkon-ahnliche Repeats
(fibronectin-likeDoméne), die dem Kollagen-bindenden Teil des Fibktins ahneln und
mit deren Hilfe sie an die Kollagene und andere EEd&4tandteile binden kdnnen, um sie
zu schneiden (Steffensen et al. 1994). MMP-2 wirdién meisten Geweben konstitutiv
exprimiert, wahrend andere MMP nur nach bestimrReizen exprimiert werden. MMP-2
hat in seiner Proform ein Molekulargewicht von 7Pak (ProMMP-2) bzw. nach
Aktivierung 66 kDa. Das spezifische Substrat istlafe, andere Substrate sind
fragmentierte Kollagene Typ | und -1V, Elastin, fhektin, Vitronektin, unfragmentierte
Kollagene Typ V, VII und X und alle degradierten llegene. Weitere Substrate sind
andere MMP (MMP-1, MMP-2, MMP-13) und verschiedeieaktive Faktoren wie
TNFa, TGH und Interleukine. In vivo wird MMP-2 eine Rolbei der Metastasierung
(Degradation von Basalmembranen) und der allgemeif@imigration zugesprochen,
seine Substrate dabei sind aber grof3tenteils mehtu bekannt (Sternlicht und Werb
2001). MMP-2 ist aul3erdem in der Lage, als Profonh TIMP-2 einen Komplex zu
bilden (Goldberg et al. 1989). Die Ergebnisse zeigelierdem, dass MMP-2 nicht nur in
kardialen Fibroblasten und deren Medium vorkomrofydern auch in Kardiomyozyten
und deren Medium, wie bereits in der Literatur begben (Coker et al. 1999). In
Kardiomyozyten hat MMP-2 Einfluss auf die Prozessig des kontraktilen Apparates
(Wang et al. 2002) und steuert neben der Integuigt Muskelfasern auch deren
Kontraktions- und Dehnungsfahigkeit. Es liegt nadeess MMP-2 eine zentrale Rolle bei
der EZM-Degradation spielt und so potenzielles £iaks regulatorischen Agens im Falle
der Myokardfibrose sein konnte. Die Experimenteetsuchen daher vor allem die

Auswirkung der Behandlung auf die Aktivitat von MMP
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Abbildung 5.1 Teil 1: Regulationsmechanismen von MNR-Aktivitat

EZM

(Fasern)

Abb. 5.1: Aktivierungsschema von nicht-gebundenerMRM Nach Synthese im
Fibroblasten werden proMMP und TIMP sezerniert. MitP kann im Extrazellarraum
durch andere freie MMP (MMP-3/MMP-13) aktiviert wlen. proMMP-2 kann auch mit
seiner fibronectin-like-Doméane an Komponenten d&MEbinden und dort als Depot
lagern, bis es durch freie MMP (MMP-3/13,MMP-2/9%tigiert wird. Ein weiterer

Aktivierungsweg spezifisch von proMMP-2 ist die AMerung durch Komplexbildung mit
TIMP und MMP-14 (MT-MMP-1) an Zelloberflachen. DasAktivierungsweg wird durch
T3 und Glukokortikoide (Dexamethason = Dex) beeifdf] neben Induktion und
Repression am Zellkern gibt es noch einen Weg diegposttranslationalen Modifizierung
von MMP und TIMP.

Dex: TIMP-1 ? B Induktion
@ B |nhibition
x 3%k MVP
N @ f::} proMMP
| I’ * Protease

Modifizierung (T37?) ( TIMP-1

Fibroblast

Abbildung 5.1 Teil 2: Regulationsmechanismen von NP

5.2 Regulation der Aktivitdt von MMP-2

Das wichtigste Kriterium zur Beurteilung einer Rade ist ihre Aktivitat. Anders als bei
anderen Proteinen fuhrt bereits eine geringe Aéissteigerung zu verstarkter Proteolyse,
da Proteasen Mediatoren wie Zytokine und Proforrapderer Proteasen prozessieren
konnen und so eine Art Schneeballeffekt entsteht.
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Im Gegensatz zur unverdnderten Expression spdmfisciRNA von MMP-2 zeigt die
Substrat-Zymographie von MMP-2 eine leichte Ak&t#minderung unter T3- und eine
Steigerung der Aktivitat unter Glukokortikoid-Belttmng (siehe Abb. 4.7, 4.8 a/b, 4.9
a/b). Im Hinblick auf die antifibrotische Wirkungom Glukokortikoiden ist das
verstandlich. Im Gegensatz zu den hier vorliegeriRlesultaten wird in der Literatur eine
Aktivitditsminderung von MMP durch Glukokortikoidedchrieben (Pross et al. 2002). Da
die gesteigerte Aktivitat nicht auf eine gesteigdekpression von mRNA zurlckzufiihren
ist, kdnnte es sich in diesem Fall um (i) Insta#iilvon mMRNA oder um (ii) Aktivierung
durch posttranslationale Modifizierung von MMP-2nbaln. Zum Modulieren der
Aktivitat von sezernierten MMP gibt es unterschigltk Angriffspunkte: Anderung der
Sekretion von proMMP, Mobilisierung oder Depositisan proMMP aus/in der EZM,
Modulation der Autokatalyse, Aktivierung oder Hemmu von externen
Aktivierungskaskaden (Kallikrein-Plasmin-System),eriinderung der Menge aktiver
MMP in der EZM, Verdnderung der Menge von Inhikgtor und schlie3lich die
Modifizierung durch andere MMP, die eine Rolle der proMMP-Aktivierung spielen,
wie MMP-3, MMP-13 und speziell fur die Aktivierungopn proMMP-2 MT-MMP und
TIMP als Komplex (Itoh et al. 2001; Overall et @000). In vivo ware besonders die
Mobilisation und Aktivierung von in der EZM gelagen Zymogenen interessant, die
einen schnellen, nicht-genomischen Effekt der Atdtgverstarkung darstellt (siehe Abb.
5.1). In der vorliegenden Arbeit ist eine Modifilat durch EZM-Material im Experiment
nahezu ausgeschlossen, da die Zellkulturflascheaint ngecoated waren und eine
Beeinflussung durch externe Aktivierungskaskademnsvahrscheinlich, da die Zellen in

serumfreien Zellmedien gehalten wurden.

5.3 MMP-9 als Ziel regulatorischer Hormone

Zu MMP-9 gibt es in der Literatur unterschiedlichdeinungen. In verschiedenen

Untersuchungen wurde MMP-9 in ,gesunden“ unbehdedelZellpopulationen des

Herzens gefunden (Eberhardt et al. 2002; Etoh.e20f)1), andere Autoren beschrieben
MMP-9 nur in Geweben von erkrankten Herzen odeplb#iologischen Prozessen (Coker
et al. 1997; Moshal et al. 2005). Eine weitere Ehbssagt, MMP-9 im Herzgewebe
stamme von eingewanderten Immunzellen (Danielseal.ett998) oder ortsstdndigen
Mastzellen (Spinale et al. 2002a). Kwan et al. kennzeigen, dass MMP-9 in

Kardiomyozyten vorkommt und dort eine Rolle bei Beozessierung der DNA spielt und

vermuten eine Rolle von MMP-9 im Stoffwechsel voytaskelettbestandteilen (Kwan et
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al. 2004). Der Nachweis der Aktivitat von MMP-9 Konditionierten Medium gelang in
einer einzigen Linie kardialer Fibroblasten, dagdbnis war reproduzierbar und der
Nachweis gelang auch nach mehreren Passagierurgefetien. Dass es sich dabei um
MMP-9 aus eingewanderten Immunzellen handeln kérstteehr unwahrscheinlich, da
nach mehreren Passagen keine Immunzellen mehr iKudir erwartet werden kénnen.
Tsuruda et al. konnten zeigen, dass MMP-9 von Biasten produziert wird, die sich in
Myofibroblasten umgewandelt haben und Strel3fasesbilen (Tsuruda et al. 2002). In
der Literatur wird auch von ,aktivierten Fibroblast synonym zu Myofibroblasten
gesprochen (Powell et al. 1999). In dieser einedline kénnte es sich um
Myofibroblasten handeln, ein sicherer Nachweis dumemunhistochemie liegt aber nicht
vor. AuRerdem gelang der Nachweis von MMP-9 durk&hivitat im Gelatin-Zymogramm
bei 90-100 kDa (Molekulargewicht von MMP-9) in Lebemogenaten, Homogenaten
vom linken Ventrikel und von isolierten Kardiomyaeg und im Western Blot von
Kardiomyozyten. Das untermauert die These von Ketaal., dass MMP-9 intrazellular in
Kardiomyozyten vorkommt und nicht sezerniert wikdvan et al. 2004). Damit scheidet
MMP-9 als Angriffspunkt fir hormonelle Regulatioritter Entstehung der interstitiellen

Fibrose aus.

5.4 Effekte von Estrogen, Testosteron und TNk

Es gibt in der Literatur Hinweise auf die Regulatvmon MMP-2 durch Estrogen ( Marin-
Castdio et al. 2003) und Androgene ( Liao et al. 2003 i) der Folge einer EZM-
Akkumulation. In kardialen Fibroblasten gibt esia#tEstrogenrezeptoren (Pelzer et al.
1997). Seit langerem wird ein ,Kardioprotektiverfékt“ von Estrogen vermutet und im
Promotor einiger MMP wurde ein ERE (Estrogen-respa@s Element) gefunden (Marin-
Casta@io et al. 2003). Die vorliegenden Ergebnisse konrdén These einer MMP-
Regulation durch Androgen oder Estrogen nicht Iigsti& auf die Genexpression von
MMP-2 hatte weder Estrogen noch Testosteron eirfégktE(siehe Kapitel 4.2.7). Die
Aktivitat von MMP-2 wurde nur unwesentlich beeirdti (siehe Kapitel 4.2.7) und die
Genexpression des Inhibitors TIMP-1 zeigte aucimé&détegulation durch Estrogen (siehe
Kapitel 4.3.2). Testosteron zeigte allenfalls eligiehte Aktivitatssteigerung von MMP-2
(siehe Kapitel 4.2.7). Kunftige Experimente konntiegsen Ansatz weiter verfolgen.

FUr TNFu ist eine Steigerung der Aktivitat von MMP (Siwika. 2000) und von MMP-2
in Fibroblasten beschrieben worden (Eberhardt.e2@02). Die kurze Behandlungsdauer

(24 h) ware ausreichend, um einen Effekt zu emjedee Steigerung der MMP-2-Aktivitat
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fiel allerdings geringer aus als erwartet (sieh@ith 4.2.7). Da TNE zu den Substraten
von MMP-2 zahlt kbnnte auch eine Stimulation der RHZ-Synthese und danach eine

Degradation von TN&im Medium stattgefunden haben (Gearing et al. 1994

5.5 Effekte von Glukokortikoiden

Die Arbeitshypothese besagt, dass ein antifibrbés&Effekt von T3 auf eine Steigerung
der Genexpression oder der Aktivitdt von MMP zudidkhren wére. Im Falle der
gezeigten Aktivitatssteigerung durch Glukokortik@dhandlung (siehe Abb. 4.7) kdnnte
es durch vermehrt synthetisierte MMP-3 oder andecét untersuchte MMP zu einer
Aktivierung von sezerniertem proMMP-2 gekommen seind so zu vermehrter
gelatinolytischer Aktivitdt im Zymogramm. Ein indkter Effekt von Glukokortikoiden

kénnte aber genauso gut méglich sein, da Glukdiaide Uber ein GRE und mit AP-1 die
MMP -13 und -3 regulieren kénnen (Tuckerman eto819).

5.6 Effekte von T3

MMP-2: Im Modell der kardialen Fibroblasten wurde die Mi@®senexpression nach
Behandlung mit T3 mit der empfindlichen und praziseRT-PCR gemessen. Der
vermutete T3-Effekt auf die Fibroblasten wurde &tgigerung der MMP-2-Expression
erwartet, da MMP-2 im Herzen unter den MMP domini€och die Ergebnisse (siehe
Abb. 4.5) zeigten keinerlei Veranderung der MMP>»®Eessionsrate. Die Rolle von T3
bei der Modifikation der Aktivitat von MMP-2 bleibtunklar- die erwartete
Aktivitatssteigerung der Arbeitshypothese blieb, ansGegenteil dazu wurde die Aktivitat
der Protease auch noch leicht gehemmt. Wenn mareimen Regulation von MMP-2 als
wichtigstem Stellglied bei der Entstehung der stigellen Fibrose ausgehen wirde,
zeigte T3 in vitro also keinen antifibrotischen &iff, weder auf Genexpressions-, noch auf
Aktivitatsebene. Ziegelhoffer-Mihalotova et al. konnten ebenfalls keine Veranderung der
Aktivitat von MMP-2 unter Behandlung mit T3 fest&ta (Ziegelhoffer-Mihalowtkova et

al. 2002).

MMP-3 und MMP-13:Die Induktion von MMP-13, einer Kollagenase, und/R3, ein
Stromelysin, welches eine Schlusselrolle in deriviégtung anderer latenter MMP spielt,
durch T3 (siehe Kapitel 4.2.5, Abb. 4.6) gibt deypdthese einer DNA-abhéngigen T3-

Regulation von MMP eine neue Perspektive. Beide MFlgen Uber ein TRE und

gehdren damit zu potenziellen Zielen einer Regutatiurch T3 (ludwig et al. 2000).
Interessant ist auRerdem, dafd der Effekt nichem etsten Tagen der Behandlung auftritt
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sondern erst im Langzeitexperiment Uber 7 Tagetlsachwird. Wenn man bedenkt dass
die Klinik einer Hypothyreose sich erst aus eineangen Stadium der latenten
hypothyreoten Stoffwechsellage entwickelt und diekbildung hypothyreoter Symptome
erst nach langerer Behandlung mit L-Thyroxin sitadiét pal3t die Hypothese gut mit den
Resultaten zusammen. Das Degradationssystem déslkar Bindegewebes besteht aus
mehreren MMP-Subtypen. Der in vivo gezeigte T3-Eff@uckbildung der Fibrose nach
T3-Gabe) kénnte also nicht nur von der MMP-2-Aktiviabhangen, sondern vielmehr von
der Aktivitat der Kollagenasen (MMP-1, MMP-13) uddr Stromelysine (MMP-3). Wie
bereits in der Einleitung erwahnt (siehe Kapitd) ifindet bei der myokardialen Fibrose
ein ,Switch” der Kollagenproduktion im Fibroblaststatt (Weber et al. 1987) und es wird
vermehrt Kollagen Typ | und weniger Elastin und ldgen Typ IV synthetisiert.
Gelatinasen wie MMP-2 sind zwar auch bedingt in ldege Kollagen Typ | abzubauen,
doch Kollagen Typ | ist das spezifische Substratkd#lagenasen, die als einzige MMP in
der Lage sind, seine native Form zu prozessierebeN MMP-2 sind MMP-1 und -3 die
Schlusselenzyme des Abbaus fibrillarer Kollagene {&lal. 1989; Woessner et al. 1991).
Es ware daher denkbar, dass Schilddrisenhormomsenzhgur negativen Regulation der
pro-Kollagen Typ I-Synthese zusatzlich und syneisgib die Kollagenasen und MMP-3
positiv regulieren kbnnten. Es wirde also auch iegiadationssystem der EZM zu einem
»~Switch* der MMP-Produktion kommen und zusatzliah konstitutiv exprimiertem MMP
wirden Kollagenasen induziert, die sonst nicht odar wenig exprimiert werden.
Stromelysine haben viele Substrate und kénnen e8P aktivieren und Bestandteile
der EZM degradieren und stellen so ein wichtigedi@ied in der Aktivierungskaskaskade
der Proteasen in der EZM dar (siehe Abb. 5.1). BWMP-3 wird bevorzugt MMP-1
aktiviert, das Schlusselenzym des Kollagen Typ b&ls (Birkedal-Hansen et al. 1992;
Woessner et al. 1991). lhre Rolle ist durch fehéeAdtivitatsuntersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit nicht klar definiert, moglicherweisé&tivieren sie ebenfalls vermehrt die
Kollagenasen MMP-13 und vor allem MMP-1 wie berbigschrieben.

5.7 TIMP-1 als Ziel regulatorischer Hormone

Die Genexpression bestimmter TIMP-Subtypen varirartHerzgewebe (siehe Tab. 1.4),
das Expressionsmuster andert sich im pathologisciindertem Herzen (Li et al. 1998). Je
nach stéchiometrischem Verhéltnis zueinander ienibrIMP aktive MT-MMP oder
bildet mit aktiven MT-MMP und proMMP-2 einen Komplezur Aktivierung von
proMMP-2. Wenn TIMP in einer gleichen oder grol3ekéenge vorliegt bildet TIMP mit
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MT-MMP 1:1 Komplexe und ist damit inaktiv. Wenn weger TIMP vorhanden ist, kann
MMP-2 durch oben genannte Komplexbildung effektia&tiviert werden. Dazu kommt,
dass vor allem TIMP-2 eine hohe Affinitat zu proMRFhat. TIMP spielen hier, ahnlich
wie MMP-2, eine Schlisselrolle in der Regulationr d8ZM-Degradation. Diese
Inhibierungs-Aktivierungstheorie war bisher fur MIMP-1, TIMP-2 und proMMP-2
bekannt (Strongin et al. 1995). Die Ergebnisse m@&NA-Analyse von MT-MMP-1
zeigten keine Veranderungen unter T3- oder Glukitadbehandlung, ebensowenig die
Ergebnisse fur TIMP-2 bis -4 (siehe Kapitel 4.3.2).

Glukokortikoide: Als einziger Inhibitor wurde TIMP-1 durch Glukokiioid-Behandlung
auf mRNA-Ebene induziert und auch auf Proteineldand eine Mengenvermehrung statt.

Dies lasst die Vermutung zu, TIMP-1 kdnnte wie THARiIne Rolle bei Aktivierung von
MMP-2 spielen, da MMP-2 unter Glukokortikoidbehanaj nicht vermehrt exprimiert
wird und trotzdem eine gesteigerte Aktivitdt zeipioglicherweise schutzt sich die
.gestresste” Zelle unter Glukokortikoid-Einfluss chumit praventiver Synthese eines
(wenig spezifischen) Inhibitors vor Selbstverdau.

T3: Interessanterweise zeigte sich auf Proteinebech aine Reduktion von TIMP-1-
Menge nach T3-Behandlung bei unverandertem Spsggaifischer mRNA. Grunde dafir
konnten verstarkter Abbau von TIMP-1 sein, Bindwog TIMP an Membranstrukturen
oder Komplexierung von MMP. Passend zur Arbeitsliypse einer antifibrotischen
Potenz von T3 ware die Verminderung der Menge aibitoren und dadurch verstarkte
proteolytische Aktivitdt von MMP. Nimmt man an, dasicht MMP-2, sondern MMP-13
und MMP-3 durch T3 reguliert wirden, kdnnte es nAbbau von TIMP-1 zu verstéarkter
Aktivitat beider MMP kommen, die nicht untersuchunde. Wie bereits erwéhnt bildet
vorwiegend TIMP-2 Komplexe mit MMP-2, TIMP-1 hanei hohere Affinitat zu MMP-9
und besonders zu MMP-3 (Gomez et al. 1997).

5.8 Schlussfolgerung

Der Mechanismus der myokardialen Fibrose bei Hypeitse ist kompliziert und erst
teilweise aufgeklart. Einer der Teilaspekte dabebifensichtlich die positive Regulation
von MMP durch Schilddriisenhormone (siehe Abb. 4di¢ bei Hypothyreose nicht
stattfinden kann. Dabei induziert T3 nicht die Kgosv exprimierte Gelatinase MMP-2,
sondern die Kollagenase MMP-13 und das Stromelj&P-3. Zusatzlich kommt es
durch einen noch unbekannten Mechanismus zur Riedukon TIMP-1 mit vermuteter
konsekutiver Wirksamkeitsverstarkung von MMP (si&lagpitel 4.3.3, Abb. 4.12, 4.13).
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War an Befunden an Mausosteoblasten ein solchesbhigy schon vermutete worden
(Pereira et al. 1999), so ist er jetzt erstmalsedargentell mit molekularbiologischen
Techniken belegt worden. Unter Berlcksichtigung d&feranderung der
Zusammensetzung myokardialer EZM bei interstiddrose (vermehrte Deposition von
Kollagen Typ I, verminderte Synthese von Kollagem TV und Elastin) kommt es durch
T3-Behandlung zu einer spezifischen Reaktion aegaliArt der Fibrose mit Bereitstellung
der passenden proteolytischen Enzyme zum Abbau Kollagen Typ | bzw. zur
Aktivierung weiterer bendtigter MMP. Als gangigesstilkament mit antientzindlicher-
und antifibrotischer Wirkung, dessen Wirkmechanisrabenfalls erst teilweise untersucht
worden ist, verstarkt das Glukokortikoid Dexametiradie Aktivitat von MMP-2; MMP-
2 spielt als konstitutiv exprimierte Protease beair cEntstehung der Herzfibrose
offensichtlich keine Rolle, im Unterschied zu arete Fibrosen wie Beispielsweise der

Lungenfibrose (Hayashi T et al. 1996).

5.9 Ausblick

Kardiomyopathien durch Remodeling des Myokard spietine wichtige Rolle in der
interventionellen Kardiologie. Die Mdéglichkeitenrdein symptomatischen Therapie sind
begrenzt und in vielen Fallen hilft nur noch dierHensplantation, fir multimorbide
Patienten ein sehr riskanter Eingriff. Risikoredokt wie beispielsweise eine gute
Einstellung des arteriellen Hypertonus kénnen dasvéberemodeling aufhalten und
teilweise rickgangig machen, ebenso eine Behandhih@roteaseinhibitoren wie ACE-
Hemmern. Auch die Myokardfibrose bei der Hypothgeocals Grunderkrankung ist
reversibel: wie die in dieser Arbeit dargestell@efunde zeigen, kénnte ein mdglicher
Grund daflir eine selektive Induktion von MMP seiteren spezifisches Substrat das
vermehrt anfallende Kollagen Typ | ist. Weitere andreiche Versuchsreihen mit MMP-1
und MMP-13 und anderen Kollagenasen in vitro konntkes bestatigen. Was das
Herausarbeiten der molekularen Mechanismen betkifiinnte eine Transfektion von
kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten mit Gerign MMP-1, -13 und TIMP-1
nitzlich sein. Das koénnte zeigen, dass T3 die BSgwa der genannten MMP und TIMP-1
induziert bzw. steigert. Promotor-Studien konntextere TRE in MMP identifizieren und
die Funktionalitat von T3-Rezeptoren an Promota@m MMP beweisen. Interessant ware
auch das ergédnzende Screening von Proben aus deenHg/pothyreoter Tiere auf MMP-
1 und MMP-13 und der Vergleich mit Proben aus etkien menschlichen Explantat-
Herzen mit interstitieller Fibrose. Klinisch konnégn Screening von Patientenseren auf
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MMP-1, -13 und TIMP-1 im Vergleich mit den T4 / T&piegeln durchgefuhrt werden:
man wurde erwarten, dass die Spiegel von MMP-1, MNARind TIMP mit der H6he der
T3/T4-Spiegel korrelieren. Eine Prophylaxe des naydialen Remodelings mit
Schilddrisenhormonen ware klinisch denk- und maghaach eine Verwendung von
wirksamen Analoga von Schilddriisenhormonen. Fragligare eine ausreichende

Dosierung ohne eine Klinik der Hyperthyreose mitKexie und Tachykardie, welche fir
herzkranke Patienten unter Umstanden todlich venakidonnte.
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6 Zusammenfassung

Eine langer Dbestehende Hypothyreose mit niedrigererurBspiegeln des
Schilddrisenhormons T3 kann zur Myokardfibrose dahrund dadurch erst eine
diastoloische Dysfunktion und letztendlich eine Hiesuffizienz hervorrufen.

Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sindeilweise geklart, es resultiert
letztendlich eine Zunahme von Kollagenfasern umeé éinderung der Faserqualitaten der
extrazellularen Matrix (EZM) des Bindegewebes imraneuskel. Die Bestandteile der
EZM werden wie auch ihre abbauenden Proteasemaliex Metalloproteinasen (MMP),
von Fibroblasten synthetisiert. Eine T3-abhangigeg®ation konnte fur die
Kollagensynthese gezeigt werden. Der Einfluss véh auf das MMP/TIMP (tissue
inhibitor of metalloproteinases) -System ist nockitestgehend unbekannt. Um den
hormonellen Einfluss von T3 auf die Aktivitat dearllialen MMP zu untersuchen wurde
ein Modell aus primaren kardialen Fibroblasten vadulten Schwein entwickelt. In
diesem Zellmodell wurde im Vergleich der EinflussnvGlukokortikoiden, Estrogenen,
Testosteron, dem Zytokin TNFund T3 auf die Aktivitat und Genexpression des
MMP/TIMP-Systems untersucht.

Zum Nachweis spezifischer mRNA wurde die real-tiRIE-PCR durchgefiihrt. Sowohl im
Herzgewebe als auch in den kultivierten Fibroblastennten zwei Gelatinasen (MMP-2
und -9), zwei Kollagenasen (MMP-1 und -13), dasoi@elysin MMP-3, die
membrangebundene MT-MMP MMP-14 und TIMP-1 bis -£htewiesen werden. Zur
Bestimmung der Aktivitat verschiedener MMP wurdee d{Substrat-)Zymographie
eingesetzt. Je nach eingesetztem Substrat konnatifaeen, Kollagenasen oder auch die
Kaseinolytische Aktivitat von MMP-3 nachgewiesenrden. Da die MMP grofitenteils in
den Extrazellularraum sezerniert werden wurde alashKultivierungsmedium der Zellen
(,konditioniertes Medium*) auf dessen gelatinolgti® Aktivitat hin untersucht.

Die Glukokortikoid-Stimulation fuhrte zu einer siffkanten Aktivitatserh6hung von
MMP-2, die aber nicht auf eine Veranderung der @pression zurtickzufihren war.
Auch nach einer viertdgigen Stimulation fihrten Kékortikoide zu keiner deutlichen
Veranderung der MMP-Genexpression, induzierten dimeits nach einem Tag den
Inhibitor TIMP-1. Diese Induktion konnte auch amdelgenden Tagen der Stimulation
auf Proteinebene mittels Western Blot bestatigiderr Die Behandlung mit Estrogen und

Testosteron ergab eine nicht signifikante Aktiagieigerung von MMP-2, nach
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Behandlung der Fibroblasten mit TiEeigte sich kaseinolytische Aktivitat entsprechend
dem Molekulargewicht von MMP-3.

Die Stimulation der Fibroblasten mit T3 Uber vieragé zeigte eine leichte
Aktivitatsminderung im Zymogramm und ebenfalls leiWeranderung der Menge an
spezifischer MMP-mRNA. Erst nach einer Behandluibgrii7 Tage in einem Hormon-
freien Kulturmedium konnte far MMP-3 und MMP-13 eisignifikante Induktion durch
T3 nachgewiesen werden. Diese Induktionen sind wesonderem Interesse, da beide
MMP daftr bekannt sind, andere MMP zu aktiviered eme Affinitat zu Kollagen Typ-I
haben. Darlber hinaus konnte auf Proteinebenelsnitlestern Blot eine starke Abnahme
von TIMP-1 in den Fibroblasten nach viertdgiger &®llung mit T3 nachgewiesen
werden. Insgesamt fuhren diese Veradnderungen desP/MIMP-Systems zu einer
erhbhten MMP Aktivitat im Herzen sowie zu einenrarederten Affinitditsmuster fur
Kollagentypen passend zum Remodeling des Herzemstesstitieller Fibrose.

Das wesentliche Ergebnis der Arbeit ist der Beweiger hormonellen Regulation des
MMP/TIMP-Systems im Herzgewebe. Die zugrunde lieggan Mechanismen sind von
komplexer Natur und beinhalten unter anderem arsttationale Modifikationen.

Daruber hinaus konnte in dieser Arbeit ein weitdvchanismus der antifibrotischen
Wirkung von T3 Uber die Induktion der KollagenaseMRt13 und des Stromelysins
MMP-3 dargestellt werden.
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7 Abklrzungen

AP-1: activator proteinl

APS: Ammoniumpersulfat

BDM: 2,3Butanedione monoxime

BSA: Rinderalbumintjovine serum albumjn

DEPC: Diethylpyrocarbonat

Dex: Dexamethason

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Desoxyribonukleinsaure

ECL: enhanced chemiluminescence

EDTA: Ethylendiamintetraessigséaure

ERE: responsives Element flr Estrogeestrogen responsive element
Ets:erythroblastosis twenty six

EZM: extrazellulare Matrix

FCS: foetales Kalberserurfetal calf serur

GRE: responsives Element fur Glukokortikoigéu€ocorticoid responsive elemgnt
h: Stunde
HEPES:N-2-Hydroxyethyl-piperazimN‘-2-Ethan-Sulfonsaure

IU: Enzymeinheitifiternational unit3

kDa: Kilodalton

KM: Konditioniertes Medium

Kon: Kontrolle

|I: Liter

LAD: left anterior descending artenA. interventricularis anterior
mA: Milliampere

min: Minuten

MMP: Matrix Metalloproteinase

MRNA: messengeRNA (Ribonukleinsdure)

MT-MMP: membrane type-matrix metalloproteinase

NF«B: nuclear factorx B

OD: optische Dichte

PAGE: Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS: Phosphatgepufferte physiologische NaCl-Losung

RNA: Ribonukleinsédure

RP: Rettichperoxidase

rpm: rounds per minitUmdrehung pro Minute

R-Satze: Gefahrenhinweise

RT-PCR: Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettetiogafpolymerase chain reactipn
SD: Standardabweichungténdard deviation

SDS: Natriumdodecylsulfas¢diumdodecylsulfate

sec: Sekunden

S-Sétze: Sicherheitshinweise

TBS: Trispuffergepufferte physiologische NaCl-Logun

T3: 3,5,3"-Triiod-L-thyronin

T4: 3,5,3',5'-Tetraiod-L-thyronin

TEMED: N’,N",N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinases

TR: Schilddriisenhormonrezeptdnyroid hormone receptpr
TRE: responsives Element fur Schilddrisenhormtimgdid hormone responsive element
Tris: Tris(hydoxymethyl)aminomethan

V: Volt
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