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1. Zusammenfassung

Die R-adrenerge Stimulation tragt wesentlich zur Entstehung einer linksventrikuléren
Dysfunktion bei. Der Einflu3 der RR1-adrenergen Signatransduktion auf die Matrix
degradierenden Enzyme (Matrix Metaloproteinasen, MMPs) und deren Inhibitoren
(“tissue inhibitors of matrix metaloproteinases’, TIMPs), die maligeblich am
extrazelluldren Matrix Remodelling beteiligt sind, ist nicht bekannt. Die vorliegende Arbeit
untersucht das interstitielle Remodelling beim Ubergang von der Myokardhypertrophie
zum dilatativen kardiomyopathischen Phanotyp an Mausen mit myokardiaer
Uberexpression des R1-adrenergen Rezeptors. Das Mausmodell wurde durch Ligation des
humanen R31-adrenergen Rezeptors an den murinen a-Myosin Heavy Chain (aMHC)-
Promotor generiert. Die Uberexpression fihrt nach 4-5 Monaten zu einer
Myokardhypertrophie und zu progredienter linksventrikuléarer Fibrose. Nach ener
funktionell hyperkontraktilen Phase entwickeln die Tiere eine klinisch manifeste
Herzinsuffizienz im Alter von 9-12 Monaten (Ejektionsfraktion 20%).

Myokardhomogenat und mRNA des linken Ventrikels von 31-Adrenozeptor transgenen
Méausen und Wildtyp-Mausen (FVB/N-Stamm) werden im Alter von 3 Monaten, 5
Monaten und 12 Monaten untersucht. Mit spezifischen Antikorpern (Western blotting)
und mMRNA spezifischen Primern (Quantitative Real-time PCR) wird die Expression der
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, der transmembran&ren MMP MT1-MMP, der
Kollagenasen MMP-1 und MMP-13 und der endogenen Inhibitoren (TIMP-1 und TIMP-
2) gemessen. Die Gelatinasen-Aktivitét wird in der Zymographie untersucht. Die
Quantifizierung des Kollagengehaltes efolgt an  Picro-Sirius-Rot-gefarbten
Myokardschnitten.

Der Ubergang von Myokardhypertrophie zur Herzinsuffizienz geht mit einer vermehrten
interstitiellen  Kollagensynthese einher. Der Ubergang von  Hypertrophie zu

dekompensierter Ventrikeldilatation durch chronische 31-adrenerge Stimulation ist



charakterisiert durch Ersatzfibrose und Instabilitét des Kollagengrundgertstes. Die
Protein- und mMRNA-Expression der MMP-2, der MT-1-MMP und von TIMP-2 ist bel den
R1-transgenen Tieren beim Ubergang von Hypertrophie zur Herzinsuffizienz signifikant
gesteigert. Bel den herzinsuffizienten transgenen Mausen ist im Alter von 12 Monaten im
Vergleich zu den Wildtyp-Méausen zusétzlich eine solide Aktivierung der MMP-2 mittels
des MT1-MMP-TIMP-2-Komplexes nachzuweisen. Die Transkription der Kollagen-Typ |
abbauenden Kollagenasen MMP-13 und MMP-1 wird nicht reguliert. Die zwel
Kollagenasen erfahren eine verstéarkte Expression des Proenzyms im hypertrophen
Myokard, aber keine bedeutende Enzymaktivierung. Eine geringe MMP-1-Aktivitét in den
R1-transgenen herzinsuffizienten 12 Monate aten Mausen bewirkt keinen effektiven
Kollagenabbau. Die Expression von TIMP-1, dem Inhibitor der Kollagenasen, wird
dagegen dtersabhéngig gesteigert im Sinne einer verminderten Kollagendegradation
infolge Hemmung der Kollagenasen. Dies fuhrt zur ventrikuléren Compliance-Stérung mit

beeintrachtigter Herzfunktion.

Zusammenfassend konnte durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass chronische
B1-adrenerge Stimulation zur MMP-2-Gelatinasen-Aktivitét fuhrt, und dass eine
Aktivierung der MMP-2 mit Ersatzfibrose und ventrikul&rer Dilatation einhergeht und zum
Fortschreiten der Herzinsuffizienz beitrégt. Das Wissen der selektiven Induktion von
MMPs innerhalb des Myokards kénnte eine spezielle Relevanz haben fur kinftige
therapeutische Ansétze hinsichtlich der Pravention des Fortschreitens einer chronischen

Herzinsuffizienz.



1. Summary

--- Interstitial remodelling in car diomyopathy induced

by 31-adrenergic receptor overexpression ---

Chronic RR1-adrenergic receptor activation contributes to left ventricular cardiac
dysfunction. The influence of 31-adrenergic signa transduction on collagen degrading
matrix metalloproteinase activity (MMPs, matrix metalloproteinases) and their inhibitors
(TIMPs, tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) playing the most important role in
extracellular matrix remodelling, is yet unknown. This study investigates the role of
interstitial remodelling during transition from hypertrophy to heart failure in transgenic
mice overexpressing cardiac [31-adrenergic receptors. The transgenic mice were generated
by placing the coding sequence of the human 31-adrenergic receptor under the control of
the a-myosin heavy chain promoter. Overexpression of the 31-adrenergic receptor leads
to marked myocardia hypertrophy and progressive left ventricular myocardia fibrosis in
4-5 months-old mice. The transgenic animals show an increased contractility at a young

age and develop evident heart failure at the age of 9-12 months (gjection fraction 20%).

Left ventricular homogenates and -mRNA of cardiac [31-adrenergic receptor transgenic
mice are examined at the age of 3 months, 5 months and 12 months compared to wild type
(FVB/N) mice. The expression of gelatinases MMP-2 and MMP-9, membrane-type MMP
(MT1-MMP), of collagenases MMP-1 and MMP-13 and TIMPs (TIMP-1 and TIMP-2) is
measured with specific antibodies (Western blotting) and mRNA specific primers (real-
time PCR). Gelatinase activity is measured with zymographic activity assays. Picrosirius

red staining is performed for collagen content.

Transition from hypertrophy to heart failure is associated with increased collagen synthesis
and myocardial fibrosis. Transition from hypertrophy to left ventricular dilation caused by

overexpression of cardiac [31-adrenergic receptors is characterized



by myocardia fibrosis and instability of collagen network. Total protein and mRNA-
expresson of MMP-2, MT1-MMP and TIMP-2 significantly increase in the R1-
adrenoreceptor-transgenic group during transition from hypertrophy to ventricular
dilation. Maxima activity of the gelatinase MMP-2 is observed in 12 months old 31-
adrenoreceptor-transgenic mice with severe heart falure. It is accompanied by co
expresson of MT1-MMP and TIMP-2. RNA expression of collagen-type-1-degrading
collagenases MMP-13 and MMP-1 determined by real-time PCR is not different between
al groups. The latent isoform of the two collagenases increases in [31-adrenoreceptor
transgenic mice at 5 months of age, but without getting activated. In spite of a smdl
amount of active MMP-1 in 12 months-old 31-adrenoreceptor transgenic mice, there is
no effective collagen degradation. Protein expression of TIMP-1, the main inhibitor of the
collagenases, increases in both, with aging in the wildtype groups and with disease
progression in the [31-adrenoreceptor transgenic groups, decreasing collagen degradation

and thus contributing to impaired ventricular compliance and cardiac function.

In conclusion the presented data provide evidence that chronic [31-adrenergic receptor
activity isresponsible for activation of MMP-2 and that activation of MMP-2 is associated
with myocardia fibrosis and left ventricular dilation thus leading to progressive heart
faillure. The knowledge of the selective induction of MMPs within the myocardium might
have particular relevance in future therapeutic strategies to prevent progression of chronic

heart failure disease.



2. Einleitung

2.1 Epidemiologie und Pathophysiologie der chronischen

Her zinsuffizienz

Das Syndrom Herzinsuffizienz stellt die Unféhigkeit des Herzens dar, die Korperperipherie
mit ausreichend Blut und daher mit Sauerstoff und Substraten bedarfsgerecht zu
versorgen. Ursachlich muss eine ventrikuldre Funktionsstorung zugrunde liegen (WHO,
1995). Die chronische Herzinsuffizienz ist die haufigste internistische Diagnose in den
westlichen Industrielandern. Mehr as 2 Millionen neue Féle werden jedes Jahr weltweit
diagnostiziert. Die Inzidenz in Deutschland betrégt zwischen 50000 und 90000 pro Jahr,
die Pravalenz zwischen 250000 und 450000 (Willich et al., 2005). Die symptomatische
Herzinsuffizienz ist mit einer 5-Jahres-Mortalitét von 50 % (Sharpe et al., 1998; Kannel et
a., 1972) und selbst unter optimaer Therapie (Betablocker, ACE-Hemmer, AT1-
Rezeptor-Antagonisten und Aldosteron-Antagonisten) mit einer jahrlichen Mortalitét von
20-50% im Endstadium en &aullerst malignes und volkswirtschaftlich bedeutendes
Syndrom (Lloyd-Jones et al., 2002; Willich et al., 2005). Die Prévadenz steigt mit
zunehmendem Lebensalter Uberproportional an, so dass in Zukunft infolge des stetigen
Anstiegs der Lebenserwartung sowie durch ene bessere Behandlung akuter
Koronarsyndrome mit einer weiteren Zunahme herzinsuffizienter Patienten zu rechnen ist
(Kannd et al., 1991). Zur gleichen Zeit werden dank des besseren Verstandnisses der
pathophysiologischen Prozesse neuere Behandlungsstrategien entwickelt. In den letzten
Jahrzehnten konnten gerade durch den Einsatz von ACE-Hemmern und (3-Blockern
beachtliche Erfolge erzielt werden.

Ursachen der chronischen Herzinsuffizienz konnen die koronare Herzkrankheit,
Myokardinfarkte, hdmodynamische Belastung durch Herzvitien oder arterielle Hypertonie
sowie entziindliche Herzerkrankungen mit Schadigungen des Myokards durch toxische
oder pharmakologische Beeinflussung sein. Die Herzinsuffizienz as Endstufe des

kardiovaskul&ren Kontinuums ist damit die gemeinsame Endstrecke



vidler kardiologischer Erkrankungen (Laufs und Erdmann, 1999). Zu den Risikofaktoren,
eine Herzinsuffizienz zu entwickeln, zdhlen neben einem erhohten Blutdruck und Zeichen
einer ventrikuldren Hypertrophie u.a. eine verminderte Glukosetoleranz, erhohte Plasma-
Cholesterin-Spiegel, Ubergewicht, Rauchen und eine erhohte Herzfrequenz (Kannd et al.,
1988, Eriksson et al., 1989). Durch die Framingham Studie konnte gezeigt werden, dass
eine arterielle Hypertonie in 75% der Falle as zugrundeliegende Veranderung ener
chronischen Herzinsuffizienz angesehen werden kann (Kannel et a., 1991; Levy et 4d.,
1996). Aber auch Symptome wie Kurzatmigkeit und Odembildung, eine verminderte
Belastungstoleranz (Cohn et al., 1993; Parameshwar et a., 1992), eingeschrankte
Nierenfunktion und erhthte Plasmakonzentrationen der Hormone Noradrenalin, Renin,
ANP (atriales natriuretisches Peptid) und BNP (* brain natriuretic peptide “) zéhlen zu
Markern bel Herzinsuffizienz, die eine ungiinstige Prognose anzeigen. Die Prognose ist
ferner abhangig vom Alter und bestehenden Risikofaktoren. Je dter ein Patient zu Beginn
der Erkrankung ist, desto unginstiger ist seine Prognose. Die zuverléssigsten
Prognosefaktoren einer Herzinsuffizienz sind die linksventrikuldre Ejektionsfraktion,
ventrikuldre Volumina und der Fullungsdruck (Parmeshwar et al., 1992; White et d.,
1987). Diese Faktoren sind Ausdruck myokardialer Umbauprozesse, des sogenannten
“ventrikuldren Remodelling”, welche zur Geflige-Dilatation des linken Ventrikels fuhren.
Auf  mikroskopischem Niveau ist das sog. linksventrikul&re Remodelling mit

Umbauvorgangen der Kardiomyozyten und der extrazelluléren Matrix (ECM) assoziiert.

Die Mechanismen, die die Progresson vom Stadium der kompensierten
Myokardhypertrophie zur manifesten Myokardinsuffizienz bewirken oder beschleunigen,
sind nur unzulénglich bekannt. Als mogliche Mechanismen werden mechanische Belastung
in Form von Vor- und Nachlasterhdhung des Herzens, eine erhthte sympathische
Aktivierung und eine chronische Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems diskutiert.
Es ist bekannt, dass diese Mechanismen auf zellulérer Ebene verschiedene Veranderungen
induzieren kdnnen, u.a. eine Desensibiliserung des 3-Adrenozeptorsystems (Bristow et al.,
1991; Brodde et a.,1991; Boéhmet a.,



1988), Verdnderungen der intrazellul&ren Kaziumhomoostase (Gwathmey et al., 1987;
Dhdla et a., 1982) und eine Zunahme der Myokardfibrose (Weber et a., 1992), die fur
die manifeste Herzinsuffizienz charakteristisch snd. Treten diese Veranderungen bereits
im Stadium der kompens erten Myokardhypertrophie auf, so sind sie moglicherweise daran
betelligt die Progression zur manifesten Myokardinsuffizienz zu beeinflussen oder gar zu
beschleunigen. Die myokardiadle Fibrose as ein Kennzeichen vider kardiovaskuldrer
Erkrankungen ist beispielsweise ein wichtiger pathophysiologischer Faktor der zur
diastolischen Dysfunktion mit Hypertrophie und “Alterung” des Herzens fiihrt (Hess et al.,
1981). Ein Anstieg der Bindegewebskonzentration fuhrt zur myokardialen Steifigkeit und
resultiert in einer verminderten linksventrikuldren Compliance mit diastolischer
Dysfunktion (Conrad et al., 1995; Covell et al., 1990; Weber et al., 1994).

2.2 Neuroendokrine Aktivierung als K ompensationsmechanismus

bei der chronischen Her zinsuffizienz

Der Organismus reagiert auf die verminderte Pumpleistung mit kardialen
Adaptationsmechanismen wie z.B. der Hypertrophie des Myokards sowie mit einer
verstarkten neuroendokrinen Aktivierung. Bel  langer anhaltender und verstérkter
neuroendokriner Aktivierung ergeben sich negative Auswirkungen auf das Myokard
hingchtlich einer linksventrikuldren Nachlasterhdhung und einer Steigerung des
Sauerstoffverbrauches, was schliefdich zu einer Kontraktilitétsabnahme fuhrt. Folge der
weiteren Abnahme der kardialen Funktion ist eine starkere Stimulation der
neuroendokrinen Kompensationsmechanismen und so der Eintritt in einen Circulus
vitiosus. Diese Dysregulation leistet einen wesentlichen Beitrag zur Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz (Cohn et a., 1989). Insbesondere sind drel neuroendokrine Systeme
herauszustellen, die sch zum Tel gegenseitig bedingen oder beenflussen: das
sympathische Nervensystem, das zirkulierende und gewebestandige Renin-Angiotensin-
System (RAS) sowie eine Freisetzung von natriuretischen Peptiden

(ANP und BNP).



Eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems zeigt sich in  erhohten
Konzentrationen von zirkulierenden Katecholaminen und einer Entleerung kardiaer
Katecholaminspeicher (Goldstein et al., 1983; Goldstein und Kopin, 1990). Katecholamine
wirken am Herzen positiv inotrop, chronotrop und bathmotrop und fuhren zu einer
peripheren  Vasokonstriktion. Bel  langerem  Bestehen  fuhrt die  erhohte
Sympathikusaktivierung tber eine Abnahme der [3-Rezeptorendichte und einer Zunahme
von inhibitorischen Guaninnukleotid-bindenden Proteinen zu einer Desensibiliserung des
3-adrenergen Signaltransduktionsweges (Hausdorf et al., 1990). Eine linksventrikulédre
Nachlasterhdhung und der erhdhte Sauerstoffverbrauch des Herzens in Kombination mit
der [3-adrenergen Desensibiliserung fuhren zu einer Beeintrachtigung der Kontraktilitét
und chronisch zu einer Progression der linksventrikuldren Dysfunktion. Eine myokardiale
Wandspannungserhéhung fuhrt zur Aktivierung des lokalen kardialen Renin-Angiotensin-
Systems. Angiotensin Il tragt as hochwirksamer Vasokonstriktor einerseits zu ener
starken Erhdhung des peripheren Gefél3widerstands bel, andererseits interagiert es mit dem
sympathischen Nervensystem und bewirkt eine erhdhte Noradrenalinfreisetzung aus
sympathischen Ganglien und Nervenendigungen (Reid et a., 1992) und dem
Nebennierenmark. Gleichzeitig wird die Wiederaufnahme von Noradrendin in die
Nervenzellen durch eine RAS-Aktivierung gehemmt (Starke et a., 1971). Fir die
Sympathikusaktivitét konnte gezeigt werden, dass se direkt proportional zur klinischen
Symptomatik und zur Sterblichkeit ist (Cohn et al., 1990).

Mit zunehmender Herzinsuffizienz steigt der Spiegel an natriuretischen Peptiden (ANF
und BNP). Die Messung des zirkulierenden BNP hat sich inzwischen a's ein sehr sensitiver
und spezifischer Test zur Diagnose einer Herzinsuffizienz (Berkowitz et al., 2004,
Latour-Perez et a., 2005; Sullivan et al., 2005) und zur Abschétzung der Prognose
erwiesen (Li et a., 2005; Jara et al., 2005). Eine medikamenttse Therapie mit Diuretika,
ACE-Hemmer, ATI1-Rezeptor-Antagonisten, Betablocker und Aldosteronantagonisten
senkt jewells die BNP-Konzentration  (Sanderson et al., 1995; van Veldhuisen et a.,
1998; Murdoch et a., 1999; Tsutamoto et a., 2001;



Latini et al., 2002). Durch direkten Einfluss auf myokardiale Fibroblasten und durch
Interaktionen mit weiteren Zytokinen und biologisch aktiven Peptiden wie TNFo und
Endothelin scheint BNP auch selbst am myokardidlen Remodelling betelligt zu sein
(Spindeet al., 2002; Tsuruda et a., 2002).

2. 2. 1 Das 3-adrenerge System

Die Kontraktilitdt des Herzens héngt vor dlem von der Regulation der freien
intrazelluldren Kalziumionen-Konzentration ab. Schnelle Wechsel zwischen hohen und
niedrigen freien Kalziumkonzentrationen (0,2 - 2 umol/l) ermdglichen das zyklische
Aufeinanderfolgen von Kontraktion und Relaxation. Die intrazellulére Kal ziumhomdostase
wird dabei von verschiedenen kaziumbindenden Proteinen und Transportproteinen

beeinflul3 und Uber das 3-Adrenozeptor-G-Protein-Adenylatzyklase-System reguliert.

Nach Stimulation von 3-Adrenozeptoren durch Katecholamine koppeln diese mit ihrem
intrazellularen Abschnitt an heterotrimere (al3y) G-Proteine. Die stimulatorische alpha-
Untereinheit aktiviert direkt die Adenylatzyklase und fuhrt hierliber zur vermehrten
Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP).

Durch Stimulation von M-Cholinozeptoren oder Adenosinrezeptoren, welche an
inhibitorische G-Proteine (Gi) koppeln, kommt es zu einer Hemmung der Adenylatzyklase
(Gilman et a. 1987). Ein Grofdteil der durch die cAMP-Bildung hervorgerufenen Effekte
wird durch Proteinkinasen vermittelt, Enzyme, die die Phosphorylierung von Proteinen des
kontraktilen Apparates, des sarkoplasmatischen Retikulums und des sarkolemmalen

Kazium-Kanals katalysieren.
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Abb.1: Signaltransduktion in Kardiomyozyten :

Stimulation der 3-Adrenozeptoren aktiviert , Stimulation der A1-Adenosin (A) - und Muskarinrezeptoren
(M) inhibiert die cAMP Bildung aus ATP Uber stimulatorische und inhibitorische G-Proteine (as, ai), die
an die Adenylatzyklase (AC) koppeln. cAMP bewirkt eine Aktivierung der Proteinkinase A, die mehrere

Proteine der Zellmembran und des sarkoplasmatischen Retikulums , unter anderem Phospholamban, den

L-Typ Ca2+ - Kanal und Troponin C, phosphoryliert und damit die Kalzium-Homdostase beeinflusst.

SERCA2a (Kalzium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums, SR Ca2+-ATPase
SERCA) ist in der Lage, gegen einen Konzentrationsgradienten cytosolisches Kazium in
das sarkoplasmatische Retikulum zu pumpen, wo es an Cal sequestrin gebunden wird. Die
Kaziumfreisetzung erfolgt aus dem sarkoplasmatischen Retikulum Uber enen
Kdziumkanal (Ryanodin-Rezeptor). Wéhrend der Relaxation findet eine verstérkte
Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum statt, wo es an

Speicherproteine (Calsequestrin) gebunden wird und fir eine erneute Ausschittung
waéhrend der Systole zur Verfligung steht.

2.2.2 [3-adrenerge Signaltransduktion bei chronischer

Her zinsuffizienz

Das aus sympathischen Nervenendigungen im Myokard freigesetzte Noradrendin
stimuliert vorwiegend 31-Adrenozeptoren. Die vermehrte Stimulation des [3-adrenergen

Systems fuhrt zu einer Desensibiliserung der Adenylatcyclase des
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Herzens (Bohm et al., 1988; Bristow et al., 1982; Fowler et a., 1986; Packer et al., 2001).
Durch Agonisten-Stimulation kommt es zur Phosphorylierung der Rezeptoren Uber die [3-
Adrenozeptorkinase  RARK (Ungerer et a., 1993), welche be Patienten mit
Herzinsuffizienz in Expression und Aktivitat im Vergleich zu Gesunden erhoht ist. RARK
phosphoryliert den 3-Adrenozeptor, welcher dadurch von der Adenylatcyclase entkoppelt
wird (Rezeptordesensibiliserung) und so fur den Agonisten (z.B. Noradrenalin) nicht
mehr zuganglich ist. Dauert die Exposition des Rezeptors mit zu hohen Noradrenalin -
Plasmakonzentrationen langer an erfolgt die Sequestrierung des Rezeptors, es kommt zur
sog. “Downregulation der 3-Rezeptoren” (Bohm et a., 1988; Bristow et a., 1982; Fowler
et a., 1986; Hausdorff et al., 1990). Diese Prozesse sind unabhéngig von der Atiologie der
Herzinsuffizienz (Bohm et a., 1995). Weliterhin ist die Expression von Gia bel Patienten
mit Herzinsuffizienz erhoéht, wodurch ebenfadls eine Verminderung der basaen und 13-
adrenerg stimulierten Adenylatzyklasen-Aktivitdt hervorgerufen wird. Die funktionelle
Relevanz dieser Entwicklung besteht in der verminderten Ansprechbarkeit des Herzens auf
Katecholamine sowohl in vitro (Béhm et al.,1990) als auch in vivo (Gage et al., 1986).

Durch die chronische 3-adrenerge Stimulation steigt die Herzfrequenz, und somit sinkt
durch die damit verbundene verminderte diastolische Flllungszeit der myokardiae
Blutfluss. Dies hat einen negativen Einfluss auf den Energiehaushalt des Myokards. Der
katecholamininduzierte Anstieg des Cacium-Einstroms fuhrt zu enem hohen
Energieverbrauch mit intrazellulé&rer Azidose und dadurch bedingter

Verminderung der oxydativen Phosphorylierung (Schwartz et al., 1968) und Aktivierung
von Cacium-abhangigen Proteasen, was letztendlich nachweidich zur Nekrose von
Kardiomyozyten fuhrt. Es ist zu beachten, dass ein Anstieg der Herzfrequenz bel einem
gesunden Herzen auch zur Steigerung der Kontraktilitét fuhrt (Bowditch-Effekt). Diesen
Mechanismus erfullt das insuffiziente Herz jedoch nicht mehr, es kommt sogar zu einer

Abnahme der Kontraktilitét mit zunehmender Herzfrequenz.
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2. 3 Kardiales Remodelling - mor phologische Anpassungspr ozesse

Das myokardiade Remodelling ist ein Umbauprozess wahrenddessen das Myokard seine
Geometrie und Funktion éndert as Antwort auf pathologische Faktoren und Stimuli. Im
Myokard koénnten solche Stimuli Druck- oder Volumenbelastung oder eine Schéadigung
des Herzens durch Ischdmie und Reperfuson sein. Nach enem Myokardinfarkt
beispielsweise erfédhrt das Herz enen strukturellen Schaden, der letztendlich die
linksventrikuldre GroRe und Form verandert. Der Vorgang der chronischen
Umbauprozesse wird as “ventrikuléres Remodelling” bezeichnet. Dieses ventrikulare
Remodelling schreitet ggf. bis hin zur schweren Kardiomyopathie mit Herzversagen fort
(Cohn et al., 2000; Sutton und Sharpe, 2000). Herzinsuffizienz ist die fuhrende Ursache
fur Mortaitédt und Morbiditét in den Industrielandern, und die haufigste Ursache ist das
Remoddling nach Myokardinfarkt (Weber et a., 1997). Somit ist das ventrikulare
Remoddling der primére Angriffspunkt zur Prévention von Herzinsuffizienz nach
Myokardinfarkt. Bisher scheint es so zu sein, dass Therapien, die das Remodelling
mindern (wie z.B. die 3-adrenerge Blockade oder ACE-Inhibition) letztendlich auch den
klinischen Verlauf verbessern. Das hat Untersucher dazu verleitet neue Wege zur

Verhinderung progressiver kardialer Dilatation zu finden.

Abb. 2: Pathophysiologische Wege zum myokar dialen Remodelling

Ischamie /
Myokardinfarkt

Degradation von
Kollagen-"struts"

weitere Myocyten-
LV-  Dilatation ngiotensin Il - Hypertrophie
roduktion
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2.3.1 Das myokardiale Interstitium

Das Interstitium des Myokards besteht wesentlich aus der extrazelluldren Matrix (ECM).
Es ist en fibrill&res Netzwerk aus Kollagen, Basamembranen, Fibronektin,
Proteogykanen, Laminin, MMPs (Matrix Metalloproteinasen) und Wachstumsfaktoren.
Die wichtigste Komponente der ECM ist das fibrillé&re Kollagen, welches auch die
Hauptkomponente des fibrosen Gewebes ist. Typ | und Typ |11 sind die Hauptkollagene
im Myokard, wobei Typ | vorherrschend im adulten Herzen ist (Weber et a., 1989).
Glykosaminoglykane umgeben die fibrilldre Kollagen-Matrix und bilden eine breite
hydrierte Matrix, welche as Reservoir fur bioaktive Molekile und Metabolite dient. Mit
Hilfe von “ Scanning and Transmission Elektron Microscopy* wurde demonstriert, wie die
myokardiale Kollagen-Matrix durch ihre 3-dimensionale Struktur einzelne Myocyten stiitzt
(Ross et al., 1998). Die Kollagen-Matrix liefert somit die notwendige Struktur, um die
Ausrichtung und Gruppierung der Myofibrillen innerhab des Myocyten und wiederum die
Ausrichtung der Myocyten innerhab des Myokards aufrechtzuerhaten (Borg and Burgess,
1993; Factor et al.,1994). Die extrazelluldre Matrix (ECM) hat nicht nur eine passive
Funktion, namlich as Substrat fur die Zell-Adhésion, sondern spielt auch eine aktive Rolle
in der Regulation des zelluldren Verhaltens. Sie stellt ein dynamisches Umfeld dar, auch
unter normalen, anscheinend ruhigen Bedingungen und ist besonders aktiv in der Antwort
auf Gewebesch&den. Die ECM steht sowohl mechanisch as auch biochemisch in standiger
Kommunikation mit Zellen und tbertragt somit auf effektive Art und Welse “outside-in”
zellulére Signale durch ECM-Rezeptoren wie z.B. die zellmembransténdigen Integrine
(Liu et da., 2000). Die myokardidle ECM befindet sich in enem dynamischen
Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau. MMPs sind verantwortlich fir den ECM-
Abbau und haben somit eine besondere Relevanz im Rahmen der Progression der

Herzinsuffizienz.

Nicht-Myocyten machen etwa 2/3 der Zellen im Myokard aus. Das Ausmal? der Nicht-
Myocyten im insuffizienten Herzen ist sogar noch hoher dank derer Fahigkeit zur

Proliferation, wohingegen die Zahl der Kardiomyozyten eher abnimmt (Weber und
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Brilla, 1991). Hypertrophie der Kardiomyocyten und Proliferation der Nicht-Myocyten
werden durch verschiedene Signa-Systeme induziert. Die Nicht-Myocyten produzieren
verschiedene Signamolekile, einschliefldich Angiotensin I, Wachstumsfaktoren, Zytokine
und andere neurchumorale Peptide, die fur parakrine oder autokrine Effekte im Myokard
verantwortlich sind. Pathologische Hypertrophie und Remodelling des Myokards im
Rahmen der Herzinsuffizienz sind assoziiert mit einer Akkumulation an ECM-Proteinen

produziert durch Nicht-Myocyten.

2.3.2 Interstitielle Umbauvor gange durch Matrix M etallopr oteinasen

und deren Inhibitoren

In kardidem Gewebe konnen dle Zdltypen inklusve Myocyten, Fibroblasten,
Endothelzellen und Entzindungszellen MMPs produzieren, die basde Expression ist
jedoch sehr niedrig. Die MMP-Expression erhoht sich jedoch sofort as Antwort auf
mehrere pathologische Bedingungen enschligdich Ischdmie und Myokardinfarkt
(Cleutjens et al., 1995). Zudem wurde sowohl in Tiermodellen as auch an Menschen
gezeigt, dass MMPs im insuffizienten Herzen erhéht sind (Tyagi et al., 1996; Thomas et
al., 1998; Li et a., 1998; Li et al., 2000).

Matrix Metaloproteinasen (MMPs) im Myokard sind fahig alle ECM-Komponenten
abzubauen  einschliefdich  fibrillares  Kollagen,  Elastin,  Fibronektin  und
Glykosaminoglykane. Sie sind somit die treibende Kraft hinter dem myokardialen Matrix-
Remodelling. Jedoch weist das insuffiziente Herz in der Regel trotz erhdhter MMP-
Expression einen erhdhten Kollagengehalt auf, was einer gesteigerten De-novo-Kollagen-
Synthese zugeschrieben werden kann. Die Induktion der Kollagen-Synthese basiert auf
verschiedenen Faktoren einschliefdich Wachstumsfaktoren, Angiotensin 1l, aber auch
Matrix-Fragmenten (sog. Matrikine) as Ergebnis des Verdaus von Kollagen durch aktive
MMPs.
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2.3.2.1 Interstitielle Fibrose

Unabhéngig von der Atiologie kulminiert die Herzinsuffizienz in einem Bild von kardialer
Fibrose, Dilatation und Kontraktilitétsverlust. Die Fibrose des Herzens ist der
pathologische Hauptbefund bei der Untersuchung der systolischen as auch der
diastolischen Dysfunktion beim insuffizienten Herzen. Zwei distinkte Typen der kardialen
Fibrose wurden identifiziert, reparativ. und reaktiv (Weber, 1997).
Reparative Fibrose ist das Ergebnis eines Narbenprozesses, in welchem kleine oder grof3e
Fléchen von Nekrose nach einem direkten Schaden wie Myokardinfarkt heilen (Whittaker,
1995). Resaktive Fibrose ist die fibrogene Antwort des Myokards auf eine Vielzahl von
Stimuli  einschliedich  einer  chronischen  Erhohung von  Angiotensin I,
Mineralokortikoiden ~ und Immunkomplexen. Im ischdmischen Herzversagen des
Menschen machen beispielsweise multiple Foci von reaktiver Fibrose mehr ds zwel
Drittel des fibrosen Gewebes aus, wahrend die Infarktnarbe selbst nur ein Drittel ausmacht
(Beltrami et a., 1994).

Kardiae Fibrose ist nicht nur als Zunahme der Konzentration von Matrix-Kollagenen im
Interstitium definiert, sondern auch durch einen Wechsd im Kollagen-Typ, ene sog.
Kollagen-Typ-Verschiebung (Mukherjee and Sen, 1990 und 1991), in der Kollagen-
Organisation (Whittaker, 1995; Li et al., 2000), im Kollagen-Cross-linking (Norton et al.,
1997; Woodiwiss et a., 2001) und in der Kollagen-Denaturierung (Whittaker,1995; Li et
al., 2000). Verstarkte Kollagenbildung mit einem Wechsal im Verhdltnis von Typ | zu
Typ 1l kann as Antwort auf eine Vielzahl von Wachstumssignalen vorkommen.
Verschiedene Veranderungen in der Zusammensetzung von Kollagentypen und “cross-
links” wurden wéhrend der Entwicklung einer kardiden Fibrose in verschiedenen
Tiermodellen as auch bel Patienten mit Herzversagen beobachtet (Bishop et al., 1990;
Chapman et al., 1990; Mukherjee und Sen, 1991; Weber et al., 1988). Das Verhdtnis von
Typ | zu Typ Il1- Kollagen wechselt in verschiedenen Entwicklungsstadien oder unter
verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen. Diese Wechsd fihren zu
Veranderungen in den mechanischen Eigenschaften des Gewebes. Die myokardiae
Compliance (dV/dP) est beispielsweise direkt betroffen sowohl durch die Konzentration

als auch durch das Verhdtnis der verschiedenen Kollagentypen im Herzen (Mukherjee und
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Sen, 1991; Janicki et al., 1993). Eine Zunahme des Typl-Kollagens erhoht die myokardiale
Steifigkeit genauso wie eine Zunahme des Kollagen-Cross-Linking, wahrend ene

Zunahme an Typ I11-Kollagen die myokardiale Compliance sogar verbessern konnte.



Tab.1: Kollagen-Typen
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Typ K ollagenmolekiil- Gewebeverteilung
Zusammensetzung
I al(l) 202(1) Heterotrimer Herz, Haut, Knochen, Sehnen, Cornea,
Lungen, Skleren
I 3 a1(I1) Homotrimer Knorpel, Glaskérper, Nucleus pul posus
I 3 a1(l11) Homotrimer Herz, Haut, Blutgefél3e, innere Organe
etc. (retikuline Fasern)
v 201(1V) a2(1V) Basalmembranen
Alphal-alpha6
\ ol(V) a2(V) a3(V) In den meisten Zwischengeweben
Heterotrimer haufig zusammen mit Kollagen Typl
4 al(VI) a2(VI1) a3(VI) Die meisten Zwischengewebe,
einschlief3lich Knorpel
VI 3 al(VII) Basal membranen-verankernde Fibrillen
in der Haut
VI 3al(VIHI) a2(VIII) Endothel zellen
IX al(IX) a2(1X) a3(1X) Zusammen mit Kollagen Typ 1
X 3 al(X) Hypertrophierter und mineralisierender
Knorpel
Xl al(X1) a2(X1) a3(XI) Zusammen mit Kollagen Typ 1
X1I 3 a1(XII) Zusammen mit Kollagen Typ |
X1 3 al(XI) Haut, Darm
X1V 3 al(X1V) Zusammen mit Kollagen Typ |
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2.3.2.2 Familieder Matrix Metalloproteinasen (MMPs)

MMPs sind Mitglieder einer Familie von Zink-abhéngigen Endopeptidasen, die spezifisch
Bestandteile der extrazelluldren Matrix abbauen (Nagase und Woessner., 1999; Sternlicht
und Werb., 2001). Es sind inzwischen mehr als 30 MMPs kloniert und identifiziert
worden, welche dle extrazelluldr gelegen sind, hauptséchlich perizellulér, einige sind
membrangebunden. MMPs weisen eine Sequenzhomologie auf, was eine Konservierung
der Struktur bedingt. Alle MMPs haben ein Signal-Peptid am N-terminalen Ende, welches
entfernt wird sofort nach ihrer Synthese im endoplasmatischen Retikulum, und beinhalten
zusétzlich ein Propeptid aus ca. 80 Aminosauren, was abgespalten werden muss, damit die
MMP enzymatische Aktivitdt erreicht. Diese Enzyme haben funktionelle Ahnlichkeiten,
z.B. benGtigen sie Zn2+ im aktiven Zentrum fir ihre enzymatische Aktivitét, bentigen
Cacium fur ihre Stabilitét, optimalerweise einen neutralen pH-Wert, und Se werden
inhibiert durch ihre endogenen Inhibitoren TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases).
Jede der MMPs hat eine distinkte aber sich z.T. oft Uberlappende Substratspezifitét, ale
zusammen konnen sie die meisten wenn nicht ale Proteine der extrazellularen Matrix
abbauen. Die Mehrheit dieser Enzyme werden anfanglich als inaktive latente Zymogene
(proMMPs) gebildet, die Aktivierung erfolgt durch Propeptidspaltung durch Serin-
Proteinasen, wie z.B. Plasmin, aber auch durch andere MMPs oder andere noch nicht
bekannte Mechanismen. Eine Minderheit an MMPs haben transmembrandre Domanen und

konnen as Proteasen fungieren, aber auch as Rezeptoren der Zellmembran.



Tab.2: MMPs( Matrix Metalloproteinasen )
(Auswahl, im Herzen nachgewiesen )
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MMP Traditional Major Activator Inhibitors Inducers Major cell or
name substrates (Beside tissue
EDTA) distribution
MMP-1 Interstitial Collagen Plasmin, TIMP-1,-4 TNFa, Heart and nearly
Collagenase I, X, MMP-3,-7,- Tetrazyklin IL-18 all tissues
gelatin 10 PDGF,
Phorbol
MMP-2 Gelatinase A Gelatin, MT1-MMP TIMP-1,-4 TGF-R ubiquitous
Laminin, TIMP-2
Collagen
LIV,VVII,
Fibronectin,
Elastin
MMP-3 Stromelysin Proteogly- TIMP-1,-4 TNFa, Heart
kane, IL-1R Lung
Fibronektin EGF Liver
Gelatine Phorbol
Kollagen 11,
IV, V, X
MMP-9 Gelatinase B Gelatine Plasmin TIMP-1,-4 TGFR wBC
Proteogly- MMP-2 Tetrazyklin TNFo Osteoclast
kane IL-1R Trophoblasts
Collagen IV, LPS
V, VII Phorbol
Fibronektin EGF
Elastin Ischemia
Cell-Matrix
contact
MMP-13 Rodent Collagen MT1-MMP LIF, TNFa Widely
collagenase 1LILII IL-1R including heart ,
Phorbol post-
partum uterine
MMP-14 MT1-MMP Collagen TIMP-2,-3 TNFo Lung
Aggrecan IL-1R Kidney
ProMMP-2 EGF Spleen
Placenta

TGF3 = transforming growth factor 3
TNFo= tumor necrosis factor o
IL-1R3 = interleukin-113

LPS = lipopolysaccharide

EGF = epithelial growth factor
PDGF= platelet derived growth factor
LIF =leukemiainhibitory factor
WBC = white blood cell

Die Gruppe der Kollagenasen schlief3t die MMP-1 ein (Interstitielle Kollagenase), die
MMP-8 (neutrophile Kollagenase) und die MMP-13 (Kollagenase-3), welche dle

fibrillares Kollagen der Typen I, 1l und Ill spalten kdnnen. Diese Kollagen-Sorten sind

gegenuber Spaltung durch die meisten anderen Proteinasen sehr widerstandsféhig, denn

fibrillére Kollagen-K etten sind eng aneinander gebunden und in hohem Mal3e quervernetzt
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(cross-linked). Kollagenasen spalten fibrill&res Kollagen an definierten Stellen der Trippel-
Hdlix in ¥+Lange vom N-terminalem Ende aus, wodurch zwel Fragmente entstehen, die
daraufhin eine weitere Fragmentation durch Gelatinasen zu Gelatinen erfahren. Die
Gelatinasen umfassen die MMP-2 (Gelatinase A, 72kDa Gelatinase) und die MMP-9
(Gelatinase B, 92kDa Gelatinase), und bauen Gelatine ab sowie weitere Molekile, wie
z.B. das Typ IV-Kollagen der Basamembranen (Rolle bei der Metastasierung). Die M T-
MMPs (Membrane -Type MMPs) bauen nicht nur enige extrazelluldre Matrix-
Bestandteile ab, sondern sind auch in der Lage, andere MMPs zu aktivieren.

Abb. 3: Molekularstruktur der Matrix Metalloproteinasen

Molekularstruktur von MMPs
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Das komplette Spektrum an MMPs in vivo ist nur unvollsténdig definiert und
untersucht. Weitere Fortschritte der Proteom-Technologie werden weitere Einsichten
liefernin die Viefat und Regulation der MMPs.
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Die Integritét der extrazellul&ren Matrix ist bedeutend fur die Gewebsstruktur. Somit
unterliegt die Aktivitét der MMPs einer engen Kontrolle auf verschiedenen Ebenen. Die
MMP-Aktivitdt kann kontrolliert werden bei der Transkription, der Trandation, der
Sekretion oder auch im Rahmen der Aktivierung der latenten Zymogene zu den aktiven
Proteasen. Auf3erdem konnen die endogenen Inhibitoren, die sog. TIMPs, die MMP-
Aktivitéat auf schnellstem Wege hemmen.
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Abb. 4: Mehrschrittige Regulation der MM P-Aktivitat

Die Aktivitét der MM Pswird auf verschiedenen Ebenen reguliert.

1) Intrazellulére Signaltransduktion

2) Regulation der Transkription

3) Pogt-transkriptionelle Regulation

4) Sekretion

5) Proteolytische Aktivierung

6 ) Inhibition durch Bindung von TIMPs

Einige der MM Ps sind membrangebunden, so dass Aktivierung und Inhibition an der Zelloberflache
erfolgen.

Die Expression der meisten MMPs erfolgt im algemeinen in nur geringem Mal3e in
normaem adulten Gewebe, wird aber wdahrend bestimmter physiologischer und

pathologischer Remodelling-Prozesse sofort hochreguliert. Eine gesteigerte MM P-
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Expression wird gemessen als Antwort auf eine Stimulation durch Wachstumsfaktoren und
inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1, Interleukin-6, TNFo. (Tumor necrosis factor
apha), EGF (epiderma growth factor), PDGF (platelet derived growth factor), BFGF
(basic fibroblast growth factor) und Angiotensin Il (Lee et al., 2001; Mann und Spinale,
1998; Nagase und Woessner, 1999; Sternlicht und Werb, 2001; Sutton und Sharpe, 2000).
Verschiedene Faktoren wie z.B. Retinoid-Saure, Heparin, Interleukin- 4 und
Glukokortikoide konnen die MM P-Expression supprimieren. Nicht nur [6diche Faktoren,
sondern auch Zel-Matrix - und Zell-Zell-Interaktionen regulieren die Gen-Expression der
MMPs. So induziert z.B. ein Zelloberflachenprotein aus der Familie der Immunglobuline,
EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer), die Expression von MMP-
1, -2 und -3 (Guo et a., 2000), und durch Aktivierung von Integrinen wahrend
Kultivieeung auf Typ-1-Kollagen induziet es die MT1-MMP-Expression auf
Endothelzellen (Haas et a., 1998) und Fibroblasten (Gilles et al., 1997). Aulerdem scheint
die Regulation der MMP-Expression Zelltyp-spezifisch zu sein. So erhdht beispielsweise
Interferon-y die MMP-1 Expression in Keratinocyten (Tamai et al., 1995), senkt aber
gleichzeitig die MMP-1 Expression in glatten Gefé3muskelzellen (Schonbeck et al.,
1997).

Eine Aktivierung der Zymogene erfolgt meist durch nicht-spezifische Spaltung der
proMMPs durch Serin-Proteasen, wie z.B. Trypsin und Furin (Santavicca et a., 1996;
Sato et al., 1996; Sorsa et al., 1997; Duncan et a., 1998; Rao et al., 1999). Die MMP-2
stellt beziglich des Aktivierungsmechanismus eine Besonderheit dar. Sie ist fur ene
Aktivierung durch Serin-Proteinasen unzugénglich. Die MMP2-Aktivierung erfolgt an der
Zdloberflache durch enen einzigartigen Mehrstufenaktivierungsweg (mehrschrittige
Aktivierung), an dem sowohl MT-MMPs as auch TIMP-2 beteiligt snd (Nagase und
Waossner, 1999; Strongin et a., 1993). MT-MMPs sind Membran-gebunden, wodurch eine
genaue Kontrolle beziiglich der Lokalisation der MMP-Aktivierung /-Aktivitdt und
folglich auch des Abbaus der extrazelluléren Matrix gewahrleistet wird. Im Gegensatz zu
den meisten anderen MMPs, die ds latente Zymogene sezerniert werden, enthaten die
MT-MMPs eine “ furin-like’-Enzym-Erkennungstelle zwischen dem Propeptid und der

katal ytischen Doméne, wodurch sie durch intrazellulére Serin-Proteinasen im trans-Gol gi-
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Netzwerk vor derer Sekretion aktiviert werden konnen (Nagase und Woessner, 1999; Pei
und Weiss, 1995; Sternlicht und Werb, 2001).

2. 3. 2. 3 Tissue Inhibitors of MMPs (T1M Ps)

TIMPs sind eine Klasse von endogenen “low-molecular-weight” Molekilen mit multiplen
Funktionen (Baker et al., 1998; Li et a., 1998; Li et a., 1999) einschlieldich MMP-
Inhibition, anti-Angiogenese (Murphy et a., 1993; Johnson et a., 1994) und Forderung
des Zdlwachstums (Nemeth et a., 1996). In erster Linie snd sie aber, wie der Name
schon sagt, as endogene spezifische Inhibitoren der MMPs (TIMPs genannt) bekannt.
Voll aktivierte MMPs werden reversibel inhibiert, indem die TIMPS mit grof3er Affinitét in
einem stochiometrischen Verhdtnis von 1:1 an diese binden (Gomez et a., 1997). Die
TIMP-Familie besteht aus vier strukturell miteinander verwandten Mitglieder, TIMP-1, -
2,-3und -4. Sie werden ale mit unterschiedlicher Regulation im Myokard exprimiert (Li
et a., 1998). TIMPs werden durch eine Vidfdt von Zel-Typen exprimiert und sind in den
meisten Geweben und Korperflissigkeiten enthalten. lhre Gen-Regulation und ihr
Gewebe-spezifisches Muster der Genexpression variiert jedoch zwischen den einzelnen
TIMPs. So induziert z.B. TNFa die Expression von TIMP-1, die TIMP-3 -Expression
wird jedoch runterreguliert (Ries und Petrides, 1995). Einzelne Mitglieder der TIMPs
haben auch einen gewissen Grad an Spezifitdt gegeniber bestimmten Mitgliedern der
MMP-Familie (Murphy and Willenbrock, 1995). Wahrend TIMP-1 die Aktivitét der
meisten MMPs inhibiert, mit Ausnahme von MMP-2 und MT1-MMP, ist TIMP-2 ein
potenter Inhibitor der meisten MMPs einschliefdich der MT1-MMP, aber nicht der MMP
9. Obwohl die TIMPs sowohl strukturelle als auch funktionelle Ahnlichkeiten
untereinander aufweisen, z.B. mit der Konservierung von 12 Cystein-Resten (wichtig fir
die Tertidrstruktur), antworten de unterschiedlich auf pharmakologische und

physiologische Stimuli.
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TIMP-1 und TIMP-2 binden auch an pro-MMPs und bilden somit proMMP-TIMP-
Komplexe. Die funktionelle Signifikanz dieser Pro-MMP-TIMP-Komplexe konnte noch
nicht vollig verstanden werden. Zum einen inhibieren die TIMPs die MMP-Aktivierung,
zum anderen kann TIMP-2  zusammen mit der MT1-MMP enen Komplex auf der
Zdlmembran bilden, welcher ene regulatorische Funktion in der proteolytischen
Aktivierung der MMP-2 erfillt (Murphy und Willenbrock 1995; Strongin et a 1995). Es
gibt Hinweise, dass die Effekte konzentrationsabhangig sein kénnten. Somit ergeben sich
multiple biologische Effekte der TIMPs, die abhdngig von den Stimuli fur das LV-

Remodelling relevant sein koénnen.
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2.4 Fragestellung

Neuere Studien zeigen, dass die extrazellulare Matrix fur die Aufrechterhatung der
Fiillungseigenschaften und der kardialen Kontraktilitat von grofRer Bedeutung ist. Uber die
Bedeutung und Regulation der Matrix Metalloproteinasen, der fur den Kollagenabbau
wichtigsten Proteinasen, ist hinsichtlich der myokardialen Remodelling-Vorgange nur

wenig bekannt.

Die vorliegende Arbeit untersucht die stadiengerechte Charakterisierung der Expression
und Aktivitdt der Matrix Metalloproteinasen und deren endogenen Inhibitoren beim
Ubergang von der kardialen Hypertrophie zur Herzinsuffizienz. Als Modell dienen
transgene Mause, die den [R1-Adrenozeptor in Kardiomyozyten Uberexprimieren und
aufgrund der chronischen sympathoadrenergen Stimulation ein

ideales Modell zur Untersuchung von Faktoren darstellen, die den Ubergang von der
stabilen Myokardhypertrophie zur Herzinsuffizienz vermitteln. Mechanismen, die Gber eine
Aktivierung von MMP-Isoformen vermittelt werden, konnten eine Bedeutung bel der
Progression der linksventrikuldren Dysfunktion erlangen. Zusétzlich lésst sich die Art und
das Vertellungsmuster der fibrotischen Umbauvorgange unter sympathischer Stimulation
an diesem Moddl studieren. Das Verstéandnis Uber die stadiengerechte Aktivierung der
MMP-Isoformen kénnte zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansdtze bel der

Behandlung der Herzinsuffizienz beitragen.

Um die Effekte der kardialen Uberexpression des 31-Adrenorezeptors auf das interstitielle
Remodelling zu erfassen, untersuchen wir Mause mit 15-facher myozytérer
Uberexpression des humanen R1-Adrenorezeptors kontrolliert durch den o-Myosin-
Heavy-Chain-Promotor der Kardiomyozyten. Die Entwicklung der Herzinsuffizienz in
diesem Tiermodell erweist sich as vergleichbar mit der bem Menschen beobachteten

kardiaen Insuffizienzentwicklung.

Im einzelnen werden die 31-Adrenozeptor transgenen Méause (FVB/N-Stamm) im
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Alter von 3 Monaten, 5 Monaten und 12 Monaten untersucht und mit
atersentsprechenden Wildtyp-Tieren (FVB/N) verglichen. Dieses transgene Tier-Modell
ist gekennzeichnet durch eine erhthte Sengtivitdt gegentber Katecholaminen,
Veranderungen der basalen Herzfunktion, morphol ogische Herzhypertrophie im Alter von
5 Monaten, zunehmende extrazelluldre Fibrose und schwere Herzinsuffizienz als
Hauptmerkmale der 1-Jahr aten Méuse mit Ventrikeldilatation. Aufgrund des
Versuchsaufbaues ist durch den Vergleich mit atersentsprechenden Wildtyp-Tieren
zusdtzlich die Betrachtung der physiologischen altersassoziierten Regulation des
interstitiellen Remodellings mdglich.



3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Substanzen

Acrylamid, Sigma, Deisenhofen

Agarose Ultrapure Electrophoresis Grade, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Ammoniumpersulfat (APS), Serva, Heidelberg
AmpliTagGold DNA-Polymerase, PE Applied Biosystems
Ampuva Wasser, Fresenius

Aqua. dedtillata

[3-Mercaptoethanol, Sigma, Deisenhofen

Broad range marker prestained, BioRad, Minchen
Bromphenolblau, Sigma, Deisenhofen

Caciumchlorid, Sigma, Deisenhofen

Chloroform, Merck, Darmstadt

Coomassie Brilliant Blue G-250, BioRad, Munchen

DC protein assay, BioRad, Minchen

Diethylpyrokarbonat (DEPC), Sigma, Deisenhofen
Dinatriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Dithiorethiol (DTT), Qiagen, Hilden

DNAse |, Roche, Mannheim

Dodecylsulfat Na-Salz (SDS), Serva, Heidelberg

Entellan, Merck, Darmstadt

Essigsaure, Merck, Darmstadt

Ethanol, Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid, Sigma, Deisenhofen
Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), Sigma, Deisenhofen
Filter Papier, BioRad, Minchen

Formadehyd, Merck, Darmstadt

27
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Formamid, Carl Roth GmbH+Ko, Karlsruhe

Gelatine Typ B, Sigma, Deisenhofen

Glukose, Sigma, Deisenhofen

Glyzerol, Sigma, Deisenhofen

Glyzin, Sigma, Deisenhofen

GrofRe Objekttrager: 76 x 26 mm (beschnitten/mattrand) (Menzel-Glé&ser)
GrofRe Deckglaser: 24 x 60 mm (Menzel-Gléser)

High Molecular Weight Marker, Sigma, Deisenhofen
HT-1080 Uberstand

Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

| sopropanol, Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid, Sigma, Deisenhofen
Kaliumdihydrogenphosphat, Sigma, Deisenhofen
Kdiumhydroxid, Sigma, Deisenhofen

Kakodylsaure, Sigma, Deisenhofen

Low Molecular Weight Marker, Sigma, Delsenhofen
Methanol, Roth, Karlsruhe

MicroAmp®O0Optica 96-Wdl Reaction Plate, PE Applied Biosystems
MMP-Kontrollel, Sigma, Deisenhofen

Morpholinopropane sulfonic acid (MOPS), Merck, Darmstadt
Natriumacetat, Merck, Darmstagt

Natriumazid, Sigma, Deisenhofen

Natriumbicarbonat, Sigma, Deisenhofen

Natriumchlorid, Sigma, Deisenhofen
Natriumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt

Paraffin

PeqGOLD RNAPure, Peglab, Erlangen

Picro-Srius-Red F3BA

Ponceau S Solution, Serva, Heidelberg

Protran Nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher § Schiill, Dassel
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Random Primer Hexamers, Roche, Mannheim
RNA Clean, AGS GmbH, Heidelberg
RNAse A, Sigma, Deisenhofen
RNAse-Inhibitor, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Salzsaure, Merck, Darmstadt
Sensiscript |1 Reverse Transcriptase, Qiagen, Hilden
Sensiscript RT Kit, Qiagen, Hilden
Succrose, Sigma, Deisenhofen
SYBR Green PCR Master Mix, PE Applied Biosystems, Welterstadt
N°,N",N",N’,-Tetramethylendiamin (TEMED), Sigma, Deisenhofen
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS), Sigma, Deisenhofen
Triton X-100, Sigma, Deisenhofen
Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaureate), Sigma, Deisenhofen
Western Blocking Reagent, Roche, Mannheim
Western-Blot-Detektions-Reagenz ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Xylene-Cyanol, Sigma, Delsenhofen
Xylol, Merck, Darmstadt
Zentrikons Y M-10, Millipore, Bedford, USA
Ziegenserum, Sigma, Deisenhofen

Zinkdichlorid, Sigma, Deisenhofen

Es kommt ausschliefdich deionisiertes und bidestilliertes Wasser zur Anwendung.



3.1.2 Antikorper fur Westernblot -Analyse

Tab. 3: Priméarantikor per

Name MMP-1 MM P-9 MM P- MT1- TIMP-1 TIMP-2 Calse
(AB-1) (AB-2) 13 MMP (AB-1) (AB-1) questrin
(AB-7) (AB-4)
latent 57/52 92 kDA 60 kDa 66 kDa 28 kDa 21/ 24 55kDa
kDa (Kom- kDa
plex)
aktiv 46/42 83 kDa 48 kDa 56 kDa
kDa
2.Anti- Goat- Goat- Goat- Goat- Goat- Goat- Goat-
kor per anti- anti- anti- anti- anti- anti- anti-
mouse mouse mouse mouse mouse mouse rabbit
Species Human Human, Rat , Human, Human, Human , Human ,
(rat, mouse mouse mouse, mouse mouse mouse,
mouse rat, rat u.a
ND) rabbit
Origin Mouse Mouse Mouse Mouse Mouse Mouse Rabbit
Clone 41-1E5 7-11C LIPCO 113-5B7 7-6C1 T2-101
11D1
Firma Calbio- Calbio- Calbio- Calbio- Calbio- Calbio- Dianova
chem chem chem chem chem chem
Cat# IM35L IM10L IM81L IM57L IM 32L IM11L PA1-913
Besonde 97 kDa
rheit Cal.like
protein

Sekundéar-Antikérper :

Anti-mouse 1gG (whole molecule) Peroxidase conjugate, Sigma, Deisenhofen

Anti-rabbit 1gG (whole molecule) Peroxidase conjugate, Sigma, Deisenhofen
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3.1.2.1 Proteinspezifische Elektrophorese - und Blot - Bedingungen

MMP-13:

12% Polyacrylamid - Gel; 25 ug Protein / Spur; Denaturieren der Proteinproben bel
95 °C fur 5 Minuten; Low range Marker (Sigma)

1. Antikor per:

Monoklonaer Anti-Maus 1gG-Antikorper gegen MMP-13 Kollagenase 3

(Ab-7) IM 81 L (Calbiochem), Verdinnung 1: 400 in 1x PBS,

Inkubation bei 37°C fur 2 h, Antikorper erkennt beide Formen: latent 60 kDa, aktiv 48
kDa

2. Antikor per:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus gG-Antikorper (goat-anti-mouse)(Sigma),
Verdinnung 1 : 10 000 in 1x PBS auf Schttler fir 1,5- 2 h.

MM P-1:

12 % Polyacrylamid-Gel; 50 ug Protein konz./ Spur; ungekochte Proteinproben; Low
range marker (Sigma)

1. Antikor per:

Monoklonaer Anti-Human 1gG-Antikorper gegen die MMP-1 (interstitielle Kollagenase
1) (Ab-1) IM 35 L (Cabiochem), Verdinnung 1: 1000 in 1x PBS, Inkubation bei 37°C
fur 2 h, Antikorper erkennt beide Formen: latent 57-52,

aktiv 46-42 kDa.

2. Antikorper:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus |gG-Antikorper (goat-anti-mouse)(Sigma),
Verdinnung 1: 2000 in 1xPBS auf Schittler fur 1,5 h.

MM P-9:

10% Polyacrylamid - Gel; 25 ug Protein/Spur; ungekochte Proteinproben; Broad range
marker (BioRad) (prestained) oder High range Marker (Sigma)

1. Antikor per:

Monoklonaer Anti-Maus 1gG-Antikorper gegen MMP-9 (Ab-2) IM 10 L (Calbiochem),

Verdunnung 1: 400 in 1xPBS, Inkubation bei 37 °C fur 2h,
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Laufbande 83-95 kDa.

2. Antikorper:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus |gG-Antikorper (goat-anti-mouse)(Sigma),
Verdinnung 1: 10 000 in 1XPBS, Inkubation bei RT fur 1,5 h.

MT1-MMP:

12% Polyacrylamid-Gel; 25 ng Protein/Spur; Denaturieren der Proteinproben bel

95°C fur 5 Minuten; Low range Marker (Sigma)

1. Antikorper:

MT1-MMP (Ab-4) (Cabiochem) erkennt 58 kDa-Protein, (geringe Kreuzreaktion mit
humaner MMP3-Stromelysin 1, latent 57 kDa, aktiv 45 kDa), Verdinnung 1: 1000 in 1x
PBS, Inkubation bel 37°C fur 1 Y% h, erkennt MT1-MMP latent 66 kDa,

aktiv 56 kDa.

2. Antikorper:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus IgG-Antikorper (goat-anti-mouse)(Sigma),
Verdinnung 1 : 10 000 in 1xPBS, Inkubation bei RT fur 2h.

TIMP-1:

12% Polyacrylamid - Gdl; 25 pug Protein/Spur; Denaturieren der Proteinproben bei 95°C
far 5 Minuten; Low range marker (Sigma).

1. Antikor per:

Monoklonaler Anti-Maus IgG-Antikorper gegen TIMP-1 (AB-1) IM 32 L (Calbiochem),
Verdinnung 1:1000 in 1xPBS; Inkubation fur 2 h bei 37°C; erkennt ein Protein bel ca. 28
kDa

2. Antikor per:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus |gG-Antikorper (goat-anti-mouse) (Sigma),
Verdiunnung 1: 10 000 in 1xPBS; Inkubation bei RT fir 2 h.
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TIMP-2:

12% Polyacrylamid-Gel; 25 ug Protein/Spur; Denaturieren der Proteinproben bel 95°C fir
5 Minuten; Low range marker (Sigma)

1. Antikor per:

Monoklonaer Anti-Maus 1gG-Antikorper gegen TIMP-2 (Ab-2) IM 56-L (Calbiochem),
Verdinnung 1. 1000 in 1xPBS, Inkubation fir 2 h bei 37 °C, erkennt eine 24 kDa -
Bande.

2. Antikorper:

Peroxidase-konjugierter Anti-Maus |gG-Antikorper (goat-anti-mouse)(Sigma),
Verdinnung 1: 10 000 in 1xPBS, Inkubation bei RT fir 2 h.

Calsequestrin:
1. Antikor per:

Anti-Calsequestrin PA1-913 (Dianova),Verdinnung 1: 1000 in 1x PBS, Inkubation 1h bel
37°C.

2. Antikorper:

Peroxidase-konjugierter Anti-Rabbit 1gG-Antikorper (goat -anti -rabbit, Sigma),
Verdinnung 1: 10 000, Inkubation bel RT fur 1h



3.1.3 Primer fur RT-PCR

Tab. 4: Primer-Sequenzen fur DNA-Amplifikation RT-PCR

Oligonukleotid-Primer Sequence (5 —>3) Accession
number

Pro-collagen type | (alpha?) X58251

Primer sense GTAAACACCCCAGCGAAGAACTC

Primer antisense TCAAACTGGCTGCCACCAT

Pro-collagen type 111 (alphal) X52046

Primer sense ACCCAGAGATCCCATTTGGAG

Primer antisense AGGAAGCACAGGAGCAGGTG

MMP-2 NMO008610

Primer sense CGCTCAGATCCGTGGTGAG

Primer antisense GGCTTGTCACGTGGTGTCAC

MMP-9 X72795

Primer sense CACCTTCACCCGCGTGTAC

Primer antisense TGCTCCGCGACACCAAA

MMP-13 X66473

Primer sense AGAGGGTCTTCCCCGTGTTCT

Primer antisense GGCTCTGAATGGTTATGACATTCTG

Mcol-A (MMP-1der Maus) NM_032006

Primer sense GATTCCCCAGAGACATCCACA

Primer antisense TCCTCACAAACAGCAGCATCA

MT1-MMP u54984

Primer sense AACTTTGACACCGTGGCCA

Primer antisense CAATGGGCATTGGGTATCC

TIMP-1 NMO011593

Primer sense CACTCACTGTTTGTGGACGGA

Primer antisense CAAGCAAAGTGACGGCTCTG

TIMP-2 NM_011594

Primer sense GCAAGATGCACATTACCCTCTGT

Primer antisense CAGGCTCTTCTTCTGGGTGATG

GAPDH M32599

Primer sense CCTGGACCACCCAGCCCAGCA

Primer antisense TGTTATGGGGTCTGGGATGGA

MT1IMMP (Membrane Type 1- Matrix Metalloproteinase)

TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metall oproteinase)

TIMP-2 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase)

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase)
MMP1/MMP2/MMP9/MMP 13  (Matrix metalloproteinase 1/ 2/ 9/ 13)




35

3.1.4 Verwendete L dsungen
3.1.4.1 L 6sungen fur Westernblot-Analyse

L aufgel fir Westernblot: 10%
Aquadest. 1,9 ml, 30% Acrylamid-Mix 1,7 ml, 1,5M Tris(pH 8,8) 1,3 ml,
10% SDS 0,05 ml, 10% Ammonium Persulfat 0,05 ml, TEMED 0,002 ml

Laufgel fir Westernblot: 12%
Aquadest. 1,6 ml, 30% Acrylamid-Mix 2,0ml, 1,5M Tris(pH 8,8) 1,3 ml,
10% SDS 0,05 ml, 10% Ammonium Persulfat 0,05 ml, TEMED 0,002 ml

Sammelgel fur Westernblot:
Aquadest. 0,68 ml, 30% Acrylamid- Mix 0,17 ml, 1,0M Tris(pH 6,8) 0,13 ml,
10% SDS 0,01 ml, 10% Ammonium Persulfat 0,01 ml, TEMED 0,001 ml

Probenpuffer Marc Wolff:

2,0 ml Glyceral, 2,0 ml SDS 10%, 0,25 mg Bromphenol Blue, 2,5 ml Stacking Gel Buffer
(6,06 g Tris (=0,5M) und 4,0 ml SDS 10 % mit HCI auf 100 ml Aqua dest.,

pH 6,8), 9,5 ml Aquadest.

Frisch jewells 5 V/V % [3-Mercaptoethanol dazugeben.

Elektrophoresepuffer 10x :
720 g Glycin, 151,5 g Tris, 50 g SDS, ad 5| Aqua dest.

Zum Gebrauch 1: 10 verdinnen.

Transferpuffer: 1000 ml
2,9 g Tris (= 25 mM), 14,5 g Glycin (= 190 mM), 200 ml Methanol (= 20%), Aqua dest
hinzu, pH = 8,3 einstellen.

(Substanzen abwiegen, Aqua dest. vorlegen, Methanol dazu, pH auf 8,3 eingtellen, ad
1000 ml mit Aqua dest. auffillen.)



10x PBS:
80 g NaCl, 2gKCl, 2,4 gKH2PO4, 14,4 g Na2HPO4, ad 900 ml Aqua dest.,
dann mit KOH auf pH =7,4 einstellen, auf 1000 ml auffllen.

Stripping Buffer:
1M TrissHCI pH 6,8, 10% SDS, 0,7 % (3-Mercaptoethanol

Blocker-L 6sung:

49,5 ml 1xPBS, 0,5 ml Western blocking Solution, 20 pul Ziegenserum

3.1.4.2 Losungen fur Zymographie

Laufge (Trenngel):

30% Acrylamid-Mix 2,33 ml, Puffer 4% SDS 1,75 ml, Gelatine (3mg/ml) 2,33 ml
(handwarm zugeben), Aqua dest 0,5 ml, 10% APS 70 ul, TEMED 3,5 pl

Sammelgd :
30% Acrylamid-Mix 0,5 ml, Puffer 0,4% SDS 0,625 ml, Aquadest 1,375 ml,

10% APS 25 pl, TEMED 1,25 pl

Puffer Obergel :
200ml : 12 g Tris(= 0,1 M Tris), 0,8 g SDS (= 0,4% SDS), ad 150 ml Aqua dest.
(Stébchen), pH einstellen mit rauchender HCI auf 6,8, ad 200 ml Aqua dest.

Elektrophor esepuffer 10x :
720 g Glycin, 151,5 g Tris, 50 g SDS, ad 5| Aqua dest., 1: 10 verdinnen.

Extraktionspuffer :
10 mM Cacodylic acid 0,8 g, 150 mM NaCl 4,4 g, 1 uM ZnCl2 68,2 ug,
20mM CaCl2 2 H20 1,47 g, 1,5 mM NaN3 (Natriumazid) 48,8 mg,

36
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0,01 % TritonX-100 50 pl, 500 ml Aquadest., auf pH 5,0 einstellen.

Neutralization Buffer:
1M TrigHCl 60,51 g, 500 ml pH 8,0

Triton- L 8sung:

Triton 2,5% 25ml ad 1000 ml Aqua dest. (Aqua zuerst, Fischchen, Triton, homogene

L 6sung)

Substratpuffer:
50 uM TrissHCL pH 8,0, 5 mM CaCl2

Entfarber|dsung:
500 ml Aquadest., 100 ml Ethanol, 70 ml Essigséure
Auf 1 Liter mit Aqua dest. auffillen.

3.1.4.3 Losungen fur RNA-Isolation und -Gele

20x M OPS-Puffer (pH 7,0):
83,6 g Morpholinopropane sulfonic acid (MOPS), 33,2 ml 3 M Na-Acetat,
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), ad 1000 ml DEPC-H20

100 ml Agarose/ Formaldehydgel:

1,2 g Agarose, 87,5 ml DEPC-H20, kurz aufkochen und dann abkthlen auf RT.
10 ml 10x MOPS-Puffer, 2,7 ml 37% Formaldehyd.

Giefsen des Gelsin einen 100 ml- Geltréger und erkalten lassen.

RNA-Gel-L adepuffer:
50 % Glyzerin, 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,25 % Bromphenolblau,
0,25 % Xylene Cyanol FF
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Vorbereitung der RNA-Probe:
10 ng RNA, 10 pl Formamid, 4,4 ul 37 % Formaldehyd, 2,5 ul 10x MOPS-Puffer,
2 ul RNA-Lade Puffer, 0,1 ul Ethidiumbromid

DEPC-H?20:
2 ml Diethylpyrocarbonat, 2000 ml Aqua dest., mind. 6 Stunden mit einem Magnetrihrer
mischen und anschlief3end autoklavieren.

Um RNAse-frel zu arbeiten, werden ale L 6sungen mit DEPC-H20 angesetzt.
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3.1.5 R1-AR-transgene Myokardproben

Um die Rolle des RR1-adrenergen Rezeptors auf die MMP-Expression in vivo zu
untersuchen, werden Untersuchungen an Herzen transgener Méause mit ener
Uberexpression des R31-adrenergen Rezeptors durchgefiihrt. Dieses [31-Adrenorezeptor-
transgene Mausmodell wurde gemal3 dem Standardverfahren zur Herstellung transgener
Tiere (Hein et a., 1997) von der Arbeitsgruppe Engelhardt et a., Institut for
Pharmakologie und Toxikologie Wirzburg entwickelt und freundlicherweise fir unsere
Untersuchungen zur Verfigung gestellt (Engelhardt et a., 1999). Die kodierende cDNA-
Sequenz des humanen (31-adrenergen Rezeptors (Frielle et al., 1987) wurde unter die
Kontrolle des a-MHC-Promotors (a-Myosin-Heavy-Chain-Promotor) der Maus gestellt,
welcher die Expression in adulten Vorhofen und Ventrikeln der Maus reguliert. Daraus
resultiert eine herzspezifische und myozytenspezifische Uberexpression des R1-adrenergen

Rezeptors.

In der vorliegenden Arbeit kommt die Maus-Linie 31TG4 mit einer 15fachen 31-AR-
(Adrenorezeptor)-Uberexpression zur Anwendung. Es werden Tiere der Altersklassen 3
Monate (normade Myokardstruktur), 5 Monate (Myokardhypertrophie und beginnende
Fibrose) und 12 Monate (ventrikulére Dilatation und ausgeprégte Fibrose, schwere

Herzinsuffizienz) vs. atersentsprechende Kontrolltiere untersucht.
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3. 2 Methoden

3.2.1 Picro-Srius-Rot-K ollagenférbung

Die Akkumulation von Typ | und Typ Il Kollagen wird berechnet anhand
morphometrischer Analysen von Sirius-Rot-geférbten LV-Schnitten bel 10xVergrof3erung
und Polarisationsmikroskopie (Mikroskop Nikon E600 + Lucia G Software, Dussel dorf).

3. 2. 1. 1 Theoretische Grundlagen

Die Picro-Srius-Rot-Farbung ist eine Methode zur Kollagen-Bestimmung mit der
Moglichkeit zur quantitativen morphometrischen Messung mittels digitaler Bildanadyse in
loka definierten Gewebsarealen. Die Methode ist auch besonders geeignet zur Evaluation
sehr kleiner fibrotischer Lasionen und zur Abschétzung der Kollagenverteilung. Sirius Rot
anférbbar sind die Kollagen-Typen | und 111 (und V1). Die Sirius-Rot-Férbung muss auch
unter polarisiertem Licht betrachtet werden, die Farbung wiirde ansonsten tiberschétzt da
auch andere Strukturen auf3er Kollagen sich bei Lichtmikroskopie rot anfarben. Unter
polarisiertem Licht hebt die Sirius-Rot-Farbung Kollagen Typ | hervor durch gelb-rétliche
Licht-Doppelbrechung und Kollagen Typ IIl durch griine Doppelbrechung (Junquera et
a., 1979; Sweat et a., 1964).

3.2.1.2 Durchfuhrung der Picro-Sirius-Rot-Féarbung

Linksventrikulare Gewebeproben von [31-Adrenorezeptor-transgenen Méusen und
Wildtyp-Tieren werden in 4% Formalin / PBS-Lsg. fixiert, in Paraffin eingebettet und mit
einer 6 um-Schichtdicke transversal geschnitten. Nach Hydration (absteigende
Alkoholreihe) der entparaffinierten linksventrikuléren Zirkumferenz-Schnitte (Dicke 6
um) erfolgt die Inkubation in 0,1% “ Srius-Red-Picric-Acid “(Picro-Sirius-Red F3BA in
Picric Acid saturated 100 ml) fir 60 min. Vor der Dehydration (aufsteigende
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Alkoholreihe) werden die Myokardschnitte mit 0,01 M HCL (Inkubation 2 min)
behandelt, hiermit wird nicht gebundenes Sirius-Rot entfernt. Zur mikroskopischen
Andyse werden die Gewebeschnitte mit Entellan  (Schnell-Eindeckmittel,
Merck/Darmstadt) bedeckt.

Protokall: Picro-Sirius-Rot-Féarbung

3x 5 min Xylol, 2x 3min 100% Ethyl-Alkohol, 2x 3min 95% Ethyl-Alkohal,

3 min 80% Ethyl-Alkohol, 3 min Waschschritt mit Aqua dest., 60 min 0,1% Sirius-Rot-
Losung, 2 min 0,01 M HCI, 1 min 80% Ethyl-Alkohol, 2x Imin 95% Ethyl- Alkohol, 2x
10 min 100% Ethyl-Alkohol, 3x 3min Xylol, Eindecken mit Entellan und unter einem

Abzug trocknen lassen.

3.2.1.3 Auswertung

Die Schnitte werden untersucht und photographiert mit einem Nikon E 600 Mikroskop
(VergroRerung 10x). Anayse und Quantifikation des Gesamtgehaltes an interstitiellem
fibrilld&rem Kollagen werden mittels der Digital Image Software Lucia G (Nikon,
Dusseldorf, Germany) durchgefthrt. Unter dem Lichtmikroskop erscheinen
Kollagenfasern rot, andere Gewebe-Elemente gelb. Unter dem Polarisationsmikroskop
erscheinen Kollagenfasern as orange-rote bzw. grine Banden bei schwarzem Hintergrund.
Der Unterschied von 12 ug gemessenem Kollagen entspricht kolorimetrisch — einer
1,2fachen Zunahme. Es werden jewells 5 Felder pro Tier im mittleren Drittel des
Myokardschnittes evaluiert, jewells 4-6 Tiere pro Altersgruppe. Die Daten werden
hintergrundkorrigiert gewonnen, d.h. die Hintergrundsintensitdt wird vom 10D-Wert
(integrated optical density) subtrahiert. Die Daten werden dargestellt als “fractional area of
collagen content in % of myocardial tissue “. Eine Abschédtzung der perivaskuldren Fibrose

erfolgt anhand von Geféal3querschnitten.
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3.2.2 Probengewinnung fir Zymographien und Westernblot-Analyse

3.2.2.1 Prgparation des Gesamthomogenats

Ahnliche Mengen linksventrikulzrer Myokardproben (0,02-0,04 g) von jeweils [1-
Adrenorezeptor-transgenen Mausen im Alter von 3 Monaten, 5 Monaten und 12 Monaten,
sowie atersentsprechend jeweils Wildtyp-Méusen as Kontroll-Tiere  werden
homogenisiert und lysiert in eiskaltem Extraktionspuffer (10 mmol /I cacodylic acid pH
5,0, 0,15 mol/l NaCl, 1 umol / | ZnCl2, 20 mmol/l CaCl2, 1,5 mmol / | NaN3, 0,01%
(v/v) Triton-X-100) mit dem Glas-Teflon-Potter (900 U/min).

Die Menge an Extraktionspuffer zur Gewebehomogenisierung berechnet sich wie folgt :
Probenmasse in g x 5 = ml Menge Extraktionspuffer. Die Homogenate werden Uber
Nacht bel 4 °C auf eéinem Uberkopfschiittler inkubiert, danach zentrifugiert bei 4°C und
5000 rpm (Sigma-Zentrifuge) fur 10 min. Der Uberstand wird gesammelt und bei -20 °C
aufbewahrt.

Der pH-Wert der Gesamthomogenate muss fur Zymographien auf 7,5 angehoben
werden. Zymographie- und Immunoblotting-Elektrophorese erfolgen mittels einer

Minigel el ektrophoreseanlage und einer Spacerdicke von 0,8 mm (Bio-Rad, Minchen).

3.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Proteinbestimmung der Proben erfolgt nach der Methode von Lowry et al.(1951),
einer kolorimetrischen Methode. Im ersten Schritt wird ein Kupfer-Protein-Komplex in
alkaischer Losung gebildet. Dieser Komplex reduziert dann en zugegebenes
Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens  (Folin-Ciocateau-Phenol-Reagens)  wobei
sich die Loésung in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration intensiv blau féarbt. Die
Messung erfolgt mittels des “detergent compatible kit “ (DC protein assay, Bio-Rad,
Munchen): 20 ul Extraktionspuffer dienen as Blank. 2 ul Probe werden mit 18 pl
Extraktionspuffer und 100 pl A"~ Lsg. (20 pl S-Lésung in 1 ml A) versetzt. Nach Zugabe
von 800 ul BioRad B-L6sung und 10 min Inkubation bei RT wird die Absorption der
Losung be 540 nm photometrisch gemessen (Eppendorf-
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Biophotometer). Als Standard dient Rinderserumabumin in einem Konzentrationsbereich
von 100-1000 upg/ml. Die Lowry-Proteinbestimmung erfolgt pro Tier als
Doppel bestimmung.

3.2.3Westernblot-Analyse

3.2.3.1 Sodium-(Natrium)-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese-(SDS-
PAGE)

10 pl MMP-Standard (MMP-Kontrollel, Sigma, Deisenhofen, Germany) dienen als
qualitative Positiv-Kontrolle fur MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2. Diein
Sample Buffer verdinnten und ggf. 5 Minuten bel 95 °C gekochten Gewebshomogenate
werden  mit 25-50 ug Protein/Spur auf ein 10-12% SDS-Polyacrylamid-Gel (je nach
Proteingrof3e 10 % -12 % SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophorese-Gele) aufgetragen und
etwa insgesamt 4 Stunden mit 40 V fur die Sammelphase und 70 V fir die Laufphase
elektrophoretisch aufgetrennt. (Ausnahme:  Fir MMP1-Western Blots wird kein
Gesamthomogenat verwendet, sondern 50 pug an konzentrierten Proben, siehe 3.2.4.2).
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt in der Elektrophoresekammer Versatile Mini-
Protean Electrophoresis Cell BIO-RAD (Bio-Rad, Minchen, Art. 165-3301+165-3302).
Zur Stromerzeugung wird der Powersupply Lightning Volt (Owl Scientific, Portsmouth,
NH, USA, Art. OSP-250L) verwendet. Paralel zu den Proben l&uft jewells passend ein
Mol ekulargewicht-Standard:

Low Range Marker (Sigma, Molekulargewichtsbereich von 6,5 kDa bis 66 kDa), High
Range Marker (Sigma, Molekulargewichtsbereich von 48 kDa bis 199 kDa) und
Prestained SDS-Page Standard, Broad-Range (BIO-Rad, Molekulargewichtsbereich von
6,6 kDa bis 201 kDa).



3.2.3.2 Immunaoblotting

Die aufgetrennten Proteine werden auf eine Nitrocellulose-Membran (PROTRAN
Nitrocellulose Transfer Membrane Pore size 0,2 um, Schleicher § Schuell GmbH, Dassal)
Ubertragen mittels “semi-dry electrophoretic blotting” (0,8 mA / cm2). Gel, Nitrocellulose-
Membran und Filterpapiere (BIO-RAD Filter Papier) werden mit Transferpuffer
durchtrénkt und nach dem Sandwich-Prinzip (sehe Abb.5) angeordnet unter Vermeidung
von Luftblasen. Der Transfer erfolgt bei einem Gleichstrom von 200 mA Uber 50 Minuten
mithilfe der Blotting-Vorrichtung: BIO-RAD Trans-Blot Semi-DRY Transfer Cell.

Abb. 5: Blotting-Schema . Trans-blot SD, Semi-dry-Transfer

Transfer-

richtung

Filterpapier |

Gel

Transfermembran

Filterpapier |

Die relative Gesamtproteinbeladung und der erfolgreiche Proteintransfer werden mittels
Ponceau-Rot-Farbung (1 Minute farben, mit Aqua dest. abspulen) der auf die Membran
Ubertragenen Proteine nach dem Blotten Uberprift. Die Molekulargewicht-Standards

werden eingezeichnet.
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Abb. 6: Ponceau-Rot-Férbung exemplarisch

12% Polyacrylamidgel mit 25ug Proteinauftrag/Spur nach Elektrophorese und Semi-Dry-Blot.

Das Bild zeigt eine Nitrocellulosemembran nach Ponceau-Rot-Farbung. Man erkennt, dass bei den im
Vorversuch gewahlten Blotbedingungen die relevanten Proteine zwischen 70 und 20 kDa komplett auf
die Membran transferiert wurden. Die transferierten Proteinbanden geben Auskunft (ber einen
gleichméliigen Proteinauftrag der einzelnen Spuren.

Um unspezifische Bindungen zu reduzieren werden die Membranen anschlief3end in
Blocker-Losung (0,1% Western Blocking Reagent (Roche, Mannheim) und 0,02%
Ziegenserum in 1xPBS) bel RT Ubernacht geblockt. Dann werden die Membranen mit dem
in PBS verdinnten MMP- bzw. TIMP-spezifischen primédren Antikorper (1:1000 bis 1:
400 siehe 3.1.5) 1 % - 2 Stunden bel 37°C inkubiert. Nach viermaigem Waschen mit
IxPBS+ 0,05% Tween (2x 5 min und 2x10 min) wird die Membran 1 %2 -2 Stunden bei
RT mit Peroxidase-konjugiertem sekundaren Antikorper (meist anti-mouse 1:10 000)
inkubiert und anschlief?end erneut mit 0,05% Tween-1xXPBS (2x 5 min und 1x 10 min)
und 1xPBS (1x10 min) gewaschen. Die Antikorper gerichtet gegen MMPs und TIMPs

wurden erworben von Calbiochem (Calbiochem, Bad Soden).

Die Entwicklung/Sichtbarmachung der Proteine erfolgt mit dem Western-Blot-Detektions-
Reagenz ECL (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) geméld den
Benutzungshinweisen des Herstellers durch ene Peroxidase-vermittelte
Chemilumineszenzreaktion, die zu einer Schwérzung der aufgelegten Rontgenfilme

(Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) im Bereich
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der Antikérper-markierten Banden fiihrt.

Um Schwankungen in der Proteinbeladung herauszumitteln wird Calsequestrin ds
Standard-Protein auf jedem Gel mituntersucht, um so die ermittelten Werte auf die
Proteinladung normalisieren zu kénnen. Die Membranen werden “gestrippt” (30 min bei
57 °C in Stripping Buffer (danach Waschen 2x10 min PBS-Tween und 1x10 min 1xPBS,
anschlief?end 1 h Blocking Solution bel RT) und mit einem Calsequestrin- Antikorper
(1:1000, PA1-913, Dianova, Hamburg) geblottet.

3.2.3.3 Auswertung

Die jeweiligen Proteinbanden in den Autoradiographien werden mit Hilfe des Programms
Image Quant “Personal densitometer “ (Molecular Dynamics, Krefeld) quantifiziert. Die
MMP-Banden werden jewells auf das Signal von Casequestrin normalisiert. Die Daten
werden dargestellt als optische Dichte-Werte (OD, optica density) in Prozent einer
Kontroll-Probe.

3.2.4 Zymographisches Aktivitats-in-vitro-Assay (Zymographie)
3.2.4.1 Prinzip der Zymographie

Mit Hilfe der Gelatine-Zymographie-Gelelektrophorese ist es mdoglich, die
substratspaltende Aktivitat der Gelatinasen, wie MMP-2 und -9, nach deren Auftrennung
in Substratgelen nachzuweisen. Das Substrat  Gelatine  wird in die Gelmatrix
polymerisiert. Die Enzyme, hier die Gelatinasen, werden in SDS-Polyacrylamid-Gelen
unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Dadurch bleiben ihre native Struktur
und somit ihre Aktivitét weitgehend erhalten. Jedoch wird durch Konfigurationsanderung
das aktive Zentrum freigesetzt, sodass auch latente Enzymformen (latent in vivo) Gelatine
in vitro im Ge verdauen. Die anschlielfende Inkubation in Reaktionspuffer
(Substratpuffer) ermdglicht den Proteasen die Spaltung des Substrats in den Positionen im
Gel, an denen se sch nach der elektrophoretischen Trennung befinden. Diese Bereiche

kénnen Uber eine Farbung der im Gel verbliebenen Gelatine, z.B. mit Coomassie Brilliant
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Blau, sichtbar gemacht werden. Die Gelatine-freien Bereiche zeichnen sich als helle
Bereiche im ansonsten blau geféarbten Gel ab (siehe Abb .9).

3.2.4.2 Aufkonzentrierung der Proben

Um be limitiert maximaem Volumen pro Slot hthere MMP-Konzentrationen und
intensivere Banden zu erreichen, wird ein Tell der Gewebs-Gesamthomogenate mithilfe
von Zentrikons (Centricon Centrifugal Devices, Centricon YM-10 greentop, von
Millipore, Bedford, MA 01730 USA) nach Herstellerangaben konzentriert :

Nach einem Zentrifugationsschritt kommt es zur Auftrennung des Homogenats in
Uberstand (Retentat) + Bodenstand (Filtrat). Es werden 50 pl Homogenat pro Tier
genommen und entsprechend den Herstelleranweisungen in die Zentrikons pipettiert.

Die Homogenate werden bel - 4°C und 7500 rpm far 6 min zentrifugiert (Sigma
Laborzentrifuge). Das Retentat wird aus den Zentrikons in die zweite Zentrikonreihe
transferiert und runterzentrifugiert (3 min bel 4000 rpm). Danach erfolgt eine erneute

Proteinbestimmung nach Lowry.

Da durch den Filtrationsvorgang im Rahmen der Aufkonzentrierung sehr kleine Proteine,
unter anderem auch freie TIMPs, im Filtrat verloren gehen konnen, werden die
konzentrierten Proben nur fur die Zymographien und nicht fir das Western Blotting
benutzt (Ausnahme MMP-1).

3.2.4.3 Gelatine-Zymogr aphie-Gelelektrophorese

Gelatine Typ B von boviner Haut (Sigma, Deisenhofen) wird bis zu einer Konzentration
von 3 mg / ml unter leichtem Erhitzen und sténdigem RUhren aufgelost. Die Gelatine-
Losung wird der Standard-Laemmli-Acrylamid-Polymerisations-Mischung bis zur
Endkonzentration 1 mg/ ml hinzugefigt. Da Gesamtvolumina grof3en Einfluss auf die
Gleichmaldigkeit der zymographischen Banden haben kénnen, missen flr zymographische
Assays nicht nur gleiche Proteinmengen, sondern auch gleiche VVolumina geladen werden.

Jewells 50 ug konzentriertes Gewebshomogenat wird mit Extraktionspuffer auf 5 pl
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Probenvolumen gebracht und mit der Halfte an Volumen, d .h. 2,5 pl pH-neutralem
Extraktionspuffer (1 ml Extraktionspuffer + 40 pl TrisHCl 1 M) und 2,5 ul Loading
Buffer (10% w/v SDS, 4% w/v Sucrose, 0,1% w/v BromphenolBlau) versetzt und in Slots
(des 0,8 mm 10% Acrylamid Stacking Gels) geladen. Als Positivkontrolle wird 5 pl
HT1080-Uberstand (siehe Abb.9) mit auf das Gel aufgetragen und entsprechend den
Proben mit Extraktionspuffer (pH-neutral) und Loading-Buffer verarbeitet. Uberstand von
HT 1080, einer humanen Fibrosarkom-Zdllinie, wird as Positiv-Kontrolle herangezogen.
HT1080-Zellen produzieren in starkem Mal3e Gelatinasen (MMP-2 72/66 kDa und MM P-
9 92/83 kDa), die in den Ze Ikultur-Uberstand abgegeben werden.

€— MMP-9 92kDa
€— ProMMP-2 (latent ) 72 kDa

€— aktive MMP-2 66 kDa

Abb. 7: Uberstand von HT 1080, einer humanen Fibrosarkom-Zéelllinie, dient als Positiv-
Kontrolle.
Nachweis der Enzym-Aktivité durch Zymographie-Assays. Lyse-Banden ersichtlich an Stellen mit
Gelatinase-Verdau nach elektrophoretischer Auftrennung.
Gelatine farbt sich blau, an Stellen des Verdaus weif3e Banden.

Die elektrophoretische Auftrennung fiar die MMP-Zymographie erfolgt in der
Gelapparatur Mini-Protein® 3 Cdl (Bio-Rad, Minchen, Art. 165-3301+165-3302). Zur
Stromerzeugung wird der Powersupply Lightning Volt (Owl Scientific, Portsmouth, NH,
USA, Art.OSP-250L) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgt
Uber ca. 4 Stunden mit 40 V in der Sammelphase und 70 V in der Laufphase. Daraufhin
werden die Gele in 2,5 % wi/v Triton X-100 -Losung unter sanftem Schitteln fur 3x 20
min bel RT gewaschen. Es schliefd sich ein Inkubationsschritt tGber Nacht bel 37 °C in
Substrat-Puffer (50 mmol/l Tris-Cl mit pH 8,0, 5 mmoal/l CaCl2) an (ca. 12-13 Stunden).
Die Zymographie-Gele werden wiederum unter sanftem Schiitteln mit 0,05% Coomassie
Brilliant Blue G-250 (BioRad, Munchen) verdinnt in Ethanol fur 2 Stunden gefarbt,
danach in Entférberldsung gegeben bis die Gelatinolyse-Banden as reine weil3e Banden
ersichtlich werden (ca. 2-3x %2 h), und schliefdich fur 45 Minuten getrocknet (Vakuum-
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Heizplatte).

3.2.4.4 Auswertung

Die Quantifizierung erfolgt durch Densitometrie des grof3enfraktionierten Bandenmusters.
Die Werte werden dargestellt as optische Dichtewerte in Prozent der entsprechenden
HT1080-Bande als Kontrolle.

3.2.5 Analyseder mRNA-Expression

3.2.5.1 RNA-Isolation aus Myokardproben und RNA-
Gelelektrophorese

Es gilt die hohe Lahilitdt der mRNA zu beachten. Das Molekl ist htchst empfindlich fir
Degradation durch verschiedene RNAsen. Um enen Erhat der mRNA fur die
Experimente zu sichern, wird das Gewebe entweder sofort weiter bearbeitet oder aber
schnell eingefroren und be -80 °C gelagert. Aus 50-100 ng  tiefgefrorenem
linksventrikuldren Gewebe von [31-Adrenorezeptor-transgenen Mausen und Wildtyp-
Kontrolltieren im Alter von 3 Monaten, 5 Monaten und 1 Jahr wird mit pegGOLD RNA
Pure (Peglab Biotechnology, Erlangen, Germany) nach Herstellerangaben und
entsprechend der Methode von Chomczynski und Sacci (Chromczynski et al., 1987) RNA
isoliert und anschlief3end spektrophotometrisch quantifiziert (Spectrophotometer DU 640,
Beckmann, Miinchen). Die Quantifizierung der Gesamt-RNA erfolgt mittels UV-Licht bei
einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm. Der Quotient der beiden Wellenlangen gibt
Hinweise auf den Reinheitsgrad der isolierten RNA und liegt bel allen verwendeten Proben

im Normbereich tber 1,8.
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Ethidiumbromid-gefarbte Agarose-Gele werden  herangezogen, um die RNA-
Integritét/Qualitét zu prufen:

Die RNA-Proben werden vor dem Auftrag auf das Gel 10 Minuten bel 65 °C denaturiert
und danach 5 Minuten auf Eis gekihlt. Die Elektrophorese erfolgt bel 80

V in IXMOPS-Puffer. Durch die Anfarbung der RNA mit Ethidiumbromid kann se
anschlief3end mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Abb. 8: Ethidiumbromid-gefarbte RNA im UV-Licht nach elektrophor etischer

Auftrennung:
RNA-Gel zur Uberprifung der Qualitat der Gesamt-RNA.
Die Banden sind scharf voneinander trennbar, von vergleichbarer Intensitét. Das GrofRenverhdltnis der
ribosomalen 28S zur 18S Bande liegt zwischen 2:1 und 3:1. Dieses Verhdtnis entspricht der in der
Literatur geforderten Voraussetzung fir eine intakte RNA.
Die Betrachtung unter UV-Licht von 312 nm Wellenlénge zeigt 2 Banden unterschiedlicher Intensitét, die
der 28 S- respektive der 18 STRNA entsprechen sowie einen feinen Schleier Uber der gesamten Laufspur,
der der gesamten Population an mRNA, pr&mRNA, tRNA, snRNA und der restlichen rRNA entspricht.

3.2.5.2 DNAse-Verdau

Die RNA-Proben werden zusétzlich einem sog. DNAse-Verdau unterzogen: Mit Hilfe von
DNAse | (RNAse Frei, Roche) ds Endonuklease wird kontaminierende doppelstrangige
DNA abgebaut. Dazu werden jewells 10 ul RNA-Probe mit 10 ul Master Mix (6ul DEPC-
H20 + 2ul PCR10xbuffer + 2ul DNAse |) versetzt, fur 30 min bei 25°C inkubiert und die
Reaktion fur 5 min bel 75°C abgestoppt. Die RNA wird anschlief?end in die Reverse
Transkription eingesetzt oder bei -80°C gelagert.
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3.2.5.3 Reverse Transkription

Die extrahierte RNA wird reverse-transkribiert in komplementéare DNA (cDNA) mit Hilfe
von Sensiscript |1 Reverse Transcriptase (Qiagen, Hilden, Germany) und Random Primer
Hexamers (Roche, Mannheim, Germany) entsprechend den Herstelleranweisungen/-
protokollen. Die reverse Transkription der RNA in DNA erfolgt mit dem Sensiscript Rt
Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Die isolierte mRNA wird quantifiziert (sehe 2.2.5.1) und 2 ng mit DEPC-Wasser auf
insgesamt 10 ul Volumen gebracht. Nach Zugabe von 1 pl Random Primer (1:10
Verdinnung) und 1 pl dNTP-Mix (10 mM) wird das Gemisch 5 Minuten bel 65 °C erhitzt
und danach auf Eis abkihlen gelassen. Dem RNA-Primer-dNTP-Gemisch wird nun ein
Mix aus 4 ul 5x First-Strand- Puffer (Qiagen, Hilden), 2 ul DTT (Dithiorethiol 0,1
M)(Qiagen, Hilden), 1 ul RNAse-Inhibitor (40 U/ul)(Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fir 2 min bel 42°C inkubiert und mit 1
ul Superscript 11 - RT versetzt (mischen der Reaktionskomponenten durch sanftes Up-
and-Down-Pipettieren) und fur 50 Minuten bel 42 °C inkubiert, gefolgt von einem 15
mindtigen Inkubationsschritt bei 70 °C. Template Konzentration 2 ug/ 20 ul (Stock),
davon 1:4 Verdinnung (5ul Reverse Transkription-Produkt + 95 ul A.dest.), so dass 10
ng in 2 ul verdinntem Template fur die Rea-Time-PCR zum Einsatz kommen. Das
Produkt der reversen Transkription (CDNA, 20 ul Endvolumen) wird bei - 20 °C
weggefroren.

3.2.5.4 Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR)
3.2.5.4.1 Polymerase-K ettenreaktion ( PCR ) allgemein

Die PCR erlaubt die millionenfache selektive Vervielfatigung einer bestimmten
DNA-Sequenz. Die Spezifitét dieser Reaktion fur eine gesuchte Sequenz in der Ziel-
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DNA wird durch die Verwendung von spezifischen Oligonukleotidprimern erreicht, die die
gesuchte Sequenz sowohl auf dem (+)- ds auch auf dem (-)Strang der Zie-DNA
erkennen. Nach Aufschmelzen der ds-DNA in zwel Einzelstrange lagern sich

die Oligonukleotidprimer an die komplementéren Sequenzen der DNA an. Die zugesetzte
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) synthetisert ausgehend von den angelagerten
Primern neue DNA-Strange. Durch wiederholte Denaturierung der DNA und Annealing
der Primer kommt es zu einer exponentiellen Verviefdtigung der gesuchten DNA-
Sequenz. Nach 40 Zyklen liegen ca. 1 Milliarde Kopien vor. Die PCR wird zur
quantitativen Bestimmung der Genexpression durch Amplifikation der komplementéaren
cDNA-Sequenzen herangezogen. Die Technik ist auch zur Messung der Genexpression
auf mMRNA-Level geeignet. Dazu wird die isolierte RNA (siehe 3.2.5.1) mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase in die komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben (siehe
3.2.5.3). Diese wird dann in die PCR eingesetzt.

3.25.4.2 TagDNA-Gold-Polymerase

Die TagDNA-Polymerase (Thermus-aquaticus DNA Polymerase) ist ein thermostabiles
Enzym und wurde urspriinglich zur Amplifikation von DNA-Fragmenten im Rahmen der
Polymerasen-K ettenreaktion verwendet. Ampli TagGold DNA-Polymerase ist eine
chemisch modifiziete Form der AmpliTag®DNA-Polymerase. Diese Modifikation
inaktiviert das Enzym. Durch einen “High-Temperature”- Inkubationsschritt (HOT Start)
kommt es zur Aktivierung des Enzyms (und somit erst wenn die DNA vollsténdig
denaturiert ist). Wenn also AmpliTagGold DNA-Polymerase bei Raumtemperatur zur
Reaktionsmischung dazugegeben wird, ist das inaktive Enzym zur Primer-Extension noch
nicht fahig.

3.2.5.4.3 TagMan-quantitative RT-PCR und Dateninter pretation

Die quantitative RT-PCR Anayse wird durchgefthrt mittels des ABI PRISM 7700
Sequence Detection System +Software (TagMan-Gerét, PE Applied Biosystems). ES
detektiert ein fluoreszierendes Signal, welches die exponentielle Akkumulation des PCR-
Produktes wiederspiegelt. In der vorliegenden Arbeit kommt ein Farbstoff/Fluorochrom

zum Einsatz, der mit der DNA interkaiert und danach Uber
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Fluoreszenz detektierbar wird (SYBR-Green | Dye, PE Biosystems).

ABI 7700
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10: TagManGer at : uence Detection System + Software
(PE Applied Biosystems, Ger many), bestehend aus Thermocycler und Multiplex-Fiber -
Optik-System fir Fluoreszenzanalysen. Die Erregung von Fluorochromen (hier: SYBR-
Green | als DNA-bindender Stoff) in der Reaktionslsung erfolgt mittels Laser.
Das TagM an-System erlaubt die Analyse von 96 Proben in 2 Stunden.

Real-time-Systeme bieten die Moglichkeit PCR-Produkte noch wéahrend der Amplifikation
zu detektieren. Die Reaktionen sind charakterisiert durch den Zyklus-Punkt, an dem die
Amplifikation sich immer noch in der exponentiellen Phase befindet, was eine prézise
Quantifizierung der RNA wahrend einer weiten dynamischen Spannbreite ermdglicht. Die
Redl-time-PCR basiert auf Fluoreszenz-Emission. Wahrend der Extensionsphase der
PCR wird ein Fluoreszenzsignal frei, das alle 8,5 sec von einem Sequenz-Detektor
registriert wird. Das Signal wird normalisiert auf eine interne Referenz (dRn). Eswird ein
“threshold cycle” Ct festgesetzt. Der Ct-Wert ist die Zyklusnummer, bei der das
Fluoreszenzsignal eine definierte Schwelle Uberschreitet (Amplifikation befindet sich in der
exponentiellen Phase) und wird zur Quantifizierung der eingesetzten Target number
(Menge an Zid-Gen) ermittelt. Fur jede Probe wird die Menge an Ziel-Gen und an
endogener Referenz bestimmt anhand der Standardkurve (absolute Quantifizierung gegen
eine Standardkurve; die absolute Quantifizierung vergleicht den Ct-Wert ener

unbekannten Probe gegen eine Standardkurve mit bekannter Copy-Anzahl).



In dieser Arbeit werden dle Proben in Triplikaten gefuihrt. Die relativen und absoluten
Mengen der Transkripte werden  bestimmt unter  Zuhilfenahme der
Standardkurvenmethode und normalisiert auf die GAPDH mRNA-Expression. GAPDH
als Housekeeping-Gen wird als interner Referenzstandard verwendet und dient der
Korrektur von Abweichungen im Grad des RNA-Abbaus und der Effizienz der RNA-
Extraktion und der Reversen Transkription, wodurch eine verlassiche mRNA-
Quantifizierung moglich ist. Die Glyzerinddehyd-3 Phosphat- Dehydrogenase (GAPDH)
ist ein Enzym der Glykolyse und wird in alen Koérperzellen etwa gleich stark exprimiert.
Sie gilt ds nicht reguliertes Enzym, so dass auch die mRNA der GAPDH immer in
gleicher Menge vorliegen sollte. Eine externe GAPDH-Standard-Kurve wird generiert und
verwendet, um die Ct-Werte in pg umzurechnen. Standardlésungen werden hergestellt
durch serielle Verdiinnungen (100000 pg bis 10 pg) von GAPDH-cDNA. Die GAPDH-
Standard-Kurve lauft as Duplikat bel jedem Versuch mit. Die Menge an Ziel-Gen wird

geteilt durch die endogene Referenz -Menge um normalisierte Zielwerte zu erhalten.
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Abb. 10 : Modell fur TagM an-Amplifikations-Plot (Quantitative Bestimmung der Gen-

Expression gemessen mit TagMan RT-PCR) :
Die Software erstellt fir jede Probe einen Amplifikationsplot. Die Quantifizierung der entstandenen DNA
erfolgt Uber die ldentifizierung des exakten Punktes, an dem ein linearer Anstieg, im Vergleich zum
Hintergrund, zu erkennen ist (crossing point), auch Ct-Wert genannt. Eine starke Uberexpression einer
bestimmten mMRNA-Sequenz ist an den niedrigen Ct-Werten (Cycle number/Threshold) im
Amplifikationsplot zu erkennen.
Das Amplifikationsplateau ist das PCR-Stadium, wéhrend dessen / in dem das gewiinschte
Amplifikationsprodukt nicht mehr exponentiell akkumuliert.
Um Fluoreszenzschwankungen zu vermeiden, die nicht durch die PCR bedingt sind, wird mit Hilfe der
ABI PRISM Software das Fluoreszenzsignal der gesuchten Sequenz durch das Fluoreszenzsignal eines
internen Refernzfarbstoffes ROX geteilt (dRn).
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3.2.5.4.3.1 SYBR Green 1 Assay und Passive Referenz (ROX)

Die Aufnahme von SYBR Green 1 Dye in einer Real-Time PCR-Reaktion erlaubt die
Detektion von jeglicher doppelstrangiger DNA, die wahrend der PCR generiert wird.
Somit wird jedoch sowohl spezifische as auch unspezifische Produkt-Bildung ein Signa
generieren. Die Verwendung von Hot Start Enzym AmpliTagGold DNA-Polymerase

minimiert jedoch die Bildung von nichtspezifischen Produkten .

SYBR Green 1 assay
SYBR Green 1 dye fluoresziiert sobald es an doppelstrangige DNA bindet .

¢y ¢ D

Wird DNA denaturiert , wird das SYBR Green 1 dye freigesetzt
und die Fluoreszenz wird drastisch reduziert .

Extensionsphase : Primers-Annealing und Bildung von PCR-Produkt
- @
%

Vollstandige Polymerisation , SYBR Green 1 dye bindet , starke Fluoreszenzzunahme

Abb. 11: SYBR Green 1 Assay

Die passive Referenz (ROX) ist ein Fluorochrom und im SYBR Green PCR Master Mix
mitenthalten, welches nicht an der PCR-Amplifikation tellnimmt. Auf dem ABI PRISM
7700 Sequence Detection System dient die passive Referenz as interne Referenz, auf
welche der SYBR Green/dsDNA-Komplex-Signal normalisiert wird wahrend der
Datenanalyse. Eine Normdiserung ist notwendig um well-to-well-Fluoreszenz-

Fluktuationen zu korrigieren.
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3.2.5.4.3.2 Oligonukleotid-Primer und Optimierung der Primer-K onzentrationen

Primer fir das TagMan- System werden mit Hilfe der Primer Express™ software

(Perkin Elmer) designed und hergestellt von PE ABI (Weiterstadt, Germany). Alle
Primers werden so designed, dass se en Intron Uberspannen um en Anneding an
genomische DNA zu verhindern; die Amplikon-Grofe wird zwischen 66-93 bp gewahit.
Es gilt die minimae Primer-Konzentration zu bestimmen, die den niedrigsten Threshold
Cycle (Ct -Wert) ergibt und das maximae ARn, wahrend unspezifische Amplifikation
minimiert wird, d.h. hoéchste Signa-to-Noise-Ratio (= low Ct mit cDNA und keine
Amplification mit NTC “no template control” oder genomischer DNA). Im Rahmen der
Optimierungsversuche erwies sich fur die obigen Primersequenzen folgendes Primer-
Verhditnis asam gunstigsten :

Reverse Primer (nM) : Forward Primer (nM) = 200 nM : 200 nM

3.2.5.4.3.3 Reaktionsbedingungen

Ineinem 25 ul Reaktions-Mix sind enthalten :
2 ul RT-Produkt (10 ng template cDNA) +23 ul PCR Master Mix Buffer (SYBR Green)

+ jewells 200 nM der Sense und Antisense Primer.

Der SYBR®Green PCR Master Mix enthélt adle Komponenten, die notwendig sind fir
eine Real-Time PCR unter Verwendung von SYBR®Green | Dye, abgesehen von den
Primern. Zur Detektion des PCR-Produktes bedient man sich der Messung von
Floreszenz-(Zunahme), die verursacht wird durch das Binden von SYBR Green Dye an
die doppelstrangige (ds)-DNA. (sehe SYBR Green 1 Assay)

SYBR Green PCR Master Mix :
SYBR Green | Dye + AmpliTagGold®DNAPolymerase + dNTPs mit dUTP + Passive
Referenz (ROX) + “optimized buffer components” (Reaktionspuffer)
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Die Reaktionddsungen werden bel RT auf die MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate pipettiert (sehe Sample Type Setup) unter Verwendung von Pipettenspitzen mit

Filter zur Vermeidung von Kontaminationen. Alle Proben werden in Triplikaten gefuihrt.
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Abb. 12 : Typisches " Set-up” der MicroAmp® Optical 96-Well -Reaktionsplatte
Bezeichnung der Wells:
NTC: No Template Control, UNKN: unknown (= Prabe, unbekannte mRNA-Menge), STDN : Standard

Thermocycling-Bedingungen :

Die PCR wird durchgefuhrt entsprechend einem 2-Stufen PCR-Protokoll:

5minbe 95 °C + 40 Zyklen (15s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C).

Die Ampli TagGold-DNA-Polymerase wird initial aktiviert durch eine 5 mindtige
Inkubation bel 95 °C. Jeder der 40 PCR-Zyklen besteht aus 15 s Denaturierung bei 95 °C
und Hybridisation von Primer (Annealing) mit Extension fir 1 min bel 60 °C.

3.2.5.4.3.4 Vermeidung unspezifischer Produktbildung

Eine mogliche Kontamination kann erfolgen durch Proben mit hohen DNA-
Konzentrationen, durch DNA Template Controls, oder durch PCR Carryover-
Kontamination aus vorherigen Versuchen. Zusétzlich wirde durch die unspezifische Natur
von SYBR Green | jede doppelstréngige DNA detektiert werden. Es wird deswegen
empfohlen, nach unspezifischer Produktbildung zu suchen durch Dissoziationskurven -

oder Gel-Anayse.
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HOT Start PCR :

Um die PCR-Spezifitdt und - Sendtivitdt zu erhdhen und “mispriming events' zu
kontrollieren, wurde die Hot Start Technik eingefiihrt. Der urspriingliche PCR-Prozess
wurde dahingehend verandert, dass die Amplifikationsresktion bel einer erhthten
Temperatur gestartet wurde. Die AmpliTagGold DNA-Polymerase ist fir einen effizienten

automatischen Hot Start notwendig.

Dissoziationskurven :

Unspezifische Amplifikation, einschlieldich Primer-Dimere, konnen die Qualitét der
Amplifikationsdaten negativ beeinflussen. Das ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System ermdglicht Dissoziationskurven (“ Schmelzkurven®) zu erstellen, um unspezifische
Amplifikation zu detektieren.
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Abb. 13: Amplikon-unabhangige Amplifikation (Primer-Dimer€)

Zur Verbesserung der Sperzifitdt bei der SYBR Green Methode wird zusétzlich eine Schmelzkurve
durchgefihrt. Anhand der fir jede PCR-Sequenz typischen Schmelztemperatur erfolgt die
Identifikation des spezifischen PCR-Amplicons.

Die obige Dissoziationskurve (Schmelzkurve) zeigt eine typische Primer-Dimer-Formation. Das
spezifische Produkt ist gezeigt bei Tm 80,5 °C, wéhrend die Primer-Dimere charakteristischerweise tiefer
liegen bei Tm 75 °C.

Die Gefahr der Primer-Dimere ist am grofdten in No Template Control (NTC) wells und Sample wells mit
nur niedrigen Template -K onzentrationen.
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Die Erstellung der Schmelzkurve erfolgt anhand eines 3-Stufen-Protokolls :
95°C fur 0,15 min, 60°C fur 0,15 min, 95 °C fur 0,15 min.

Die Schmelzkurve darf nur ein Peak pro Zielgen aufweisen, anhand dessen die typische
Schmelztemperatur der gesuchten PCR-Sequenz abgelesen und somit die Identifikation
des spezifischen PCR-Amplicons erfolgt.

Ermittelte Schmelzpunkte: GAPDH 82,0 °C, 18 S 79,3 °C, Procollagen Type |
(Alpha 2) 79,8 °C, MMP-13 77,7 °C, MMP-1 (MCol A) 76,7 °C, MMP-9 86,0 °C,
MT1-MMP 79,5 °C, MMP-2 80,5°C, TIMP-2 78,3 °C, TIMP-1 79,6°C.

3.2.5.4.4 Auswertung

Durch die Korrelation zwischen Zunahme der Fluoreszenzintensitdt und PCR-Amplicon-
Anzahl kann die Software fur jede Probe einen Amplifikationsplot erstellen, anhand
dessen der Ct-Wert ermittelt werden kann. Die Auswertung erfolgt durch die komparative
Ct-Methode.
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3.7 Auswertung

3.7.1 Densitometrien und Fotogr afien

Alle Westernblots und Zymographien werden mit dem Molecular Dynamics Personal
Densitometer 68-272 ausgewertet. Die Signalstdrken der jeweiligen Banden werden

gegeniiber dem Hintergrund korrigiert.

Die Picro-Sirius-Rot geféarbten Schnitte werden mit einem Nikon E 600 Mikroskop
untersucht. Analyse und Quantifikation des Kollagengehaltes erfolgt hintergrundkorrigiert
mittels der Digital Image Software Lucia G (Nikon, Dusseldorf).

Die quantitative Bestimmung der Gen-Expression erfolgt mittels des ABlI PRISM 7700
Sequence Detection System+Software nach der komparativen Ct-Methode.

3.7.2 Statistik

Die angegebenen Daten werden as Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Die dtatistische Signifikanz wird mittels des Bonferroni t-Tests
bestimmt. Statistische Signifikanz wird fur p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Uberexpression des B1-adrenergen Rezeptors bedingt

Verinderungen des myokardialen Kollagengehaltes

4.1.1 Erfassung der Gesamtkollagen-Expression durch Picro-Sirius-Rot-

Farbung

Die Bild-Analyse der Sirius-Rot-gefarbten linksventrikularen Gewebeschnitte dient der
Bestimmung des kardialen Gewebegehaltes an Gesamtkollagen der Typen | und I1I. Die
Quantifizierung der rot gefarbten Kollagenfasern im Verhiltnis zum Gesamtgewebe
(,.fractional area‘) erfolgt funktionell und morphologisch durch digitale Bildanalyse.

Die Analyse erfolgt an 3 Zeitpunkten in Abhiangigkeit von der Entwicklung des kardialen
Phinotyps: 3 Monate (normale Myokardstruktur), 5 Monate (Myokardhypertrophie und
beginnende Fibrose), 12 Monate (ventrikulare Dilatation und ausgeprigte Fibrose).

B1-AR-transgene Miuse in jungem Alter (3 Monate) mit ,,normalem* Myokardgewebe
weisen einen im Vergleich zur Wildtypgruppe unverianderten Gesamtkollagengehalt von
15 % fractional arca” auf. Mit 5 Monaten erhoht sich der Kollagengehalt in den
transgenen Tieren signifikant um 3,6 %. Die Verbreiterung des Endo- und Permysiums ist
begleitet von einer kardiomyozytiaren Hypertrophie. Die Struktur des Myokards bleibt
erhalten. Mit 12 Monaten sind in der transgenen Gruppe 17% des myokardialen Gewebes
durch Kollagenfasern ersetzt. Teillweise sind die interstitiellen Septen stark verbreitert.
Zusitzlich gibt es flichenhafte Areale mit aufgehobener interstitieller Netzwerkstruktur
im Sinne einer Ersatzfibrose (,,Replacement Fibrose™). Die Wildtyp-Kontrollméuse
weisen hingegen im Myokardgewebe einen Kollagengehalt von ca. 1,2 % ,,fractional
area“ auf, was sich auch mit zunehmendem Alter nicht dndert (3 Monate: WT 1,19 +
0,04, TG0,88+0,2; 5Monate: WT 0,95+ 0,11, TG 4,41 + 0,48; 12 Monate: WT 1,19 +
0,24, TG 17,25 + 2,28; n=5; p<0.05 fiir 5SmTG vs. SmWT, 12mTG vs. 12ZmWT , 3mTG
vs. BmTG, 5mTG vs. 12mTG). Gelegentlich kann eine geringe perivaskulédre Fibrose in
den aten transgenen Tieren beobachtet werden, was jedoch ohne statistische Signifikanz
bleibt.
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Abb. 14 : Erfassung der Gesamtkollagen-Expression durch Picro-Sirius-Rot-
Farbung

WT

TG

3 Monate 5 Monate 12 Monate

A ) Interstitielles myokardiales Gesamt-Kollagen (Kollagen Typ I und Typ III):
Sirius-Rot-gefarbte (= Gesamtkollagen) myokardiale Zirkumferenz -Schnitte des linken Ventrikels
(VergroBerung 10x, Mikroskop Nikon E60). 31-AR-transgene Méuse (TG) im Alter von 3 Monaten
(ohne Fibrose), 5 Monaten (Myocytenhypertrophie und geringe Fibrose) und 12 Monaten (schwere
Herzinsuffizienz mit ventrikuldrer Dilatation und ausgeprigter Fibrose) werden verglichen mit
altersentsprechenden Wildtyp (WT) - Kontrolltieren.
Die Abb. zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Sirius-Rot-Farbung von repréasentativen 31-AR-
transgenen Miusen und Wildtyp-Kontrollmiusen.

12m WT 12m 81-AR-TG

B) Perivaskuliires Kollagen:
Minimale Veranderungen als perivaskuldre Fibrose in den 12 Monate alten transgenen Tieren ohne
statistische Signifikanz.



Abb. 15 :Quantifizierung des Kollagen-Gehaltes
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LV-Kollagengehalt 3m 5m 12m
fractional area*
WT 1,19 + 0,04 0,95 + 0,11 1,19 + 0,24
TG 0,88 + 0,2 4,41 + 0,48 17,25 + 2,28

A) Kollagen-Gehalt in % des linksventrikuliren Myokardgewebes (= ,, fractional area®):

Quantifikation der Sirius-Rot-gefiarbten Gewebeschnitten mit der Lucia G Software (Nikon,
Diisseldorf, Deutschland). Werte werden angegeben als ,,fractional area" des
Gesamtmyokardgewebes. * = p<0.05

63

B) Tab.: Relativer intergtitieller Gesamtkollagen-Gehalt in % des LV -Myokardgewebes. Daten werden
als Mittelwert + SEM angegeben. n =5 pro Gruppe.
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4.1.2 Polarisationsmikroskopischer Nachweis der

Kollagentypen I und III

Die Darstellung der Sirius-Rot-Farbung unter polarisiertem Licht ermoglicht eine
anndhernde Differenzierung von Kollagen Typ 1 und Kollagen Typ IIl. Unter
polarisiertem Licht hebt die Sirius-Rot-Farbung Kollagen-Typ | hervor durch gelbrétliche
Licht-Doppelbrechung und Kollagen-Typ 1l durch griine Doppelbrechung. Trotz
eindeutiger Fibrose scheint sich das Verhiltnis von Kollagen-Typ | zu Typ Il in der 1-
AR-transgenen Linie mit zunehmender Herzinsuffizienz nicht zu verandern.

Abb. 16 : Polarisationsmikroskopische Darstellung der Kollagentypen I und IIT

WT

TG

3 Monate 5 Monate 12 Monate

Reprisentative Sirius-Rot-gefarbte myokardiale Zirkumferenz-Schnitte des linken Ventrikels
(VergroBerung 10x) betrachtet unter Polarisationsfilter (Mikroskop Nikon E 600);

Kollagen Typ | = orange-gelb, Kollagen Typ Il = griin.

B1-AR-transgene Méuse (TG) im Alter von 3 Monaten (ohne Fibrose), 5 Monaten
(Myocytenhypertrophie und geringe Fibrose) und 12 Monaten (schwere dilatative Herzinsuffizienz und
ausgeprigte Fibrose) werden verglichen mit altersentsprechenden Wildtyp (WT) —Kontrolltieren.

Das Verhiltnis von Kollagen Typ I zu Typ |11 war stets unverindert.
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4.1.3 Regulation der Pro-Kollagen Typ I und Typ III mRNA-Expression

Die beschriebene Zunahme an Kollagen-Proteingehalt in den 31-AR-transgenen Mausen
ist auf eine Zunahme der Pro-Kollagen-Typ | (alpha2) und - Typ Il (alpha 1) - mMRNA-
Expression zuriickzufiihren (Pro-Kollagen Typ | (alpha2) mRNA /GAPDH mRNA: 5m
WT 0,09+0,02; TG 0,14+0,03; n=5-6; p> 0.05; Pro-Kollagen Typ IIl (alphal) mRNA /
GAPDH mRNA: 5m WT 0,06+0,02; TG 0,17+0,04 ; n=5-6 ; p> 0.05). Vor dem
Einsetzen einer manifesten Herzinsuffizienz im Alter von 5 Monaten zeigt sich eine
moderate Erhohung der Pro-Kollagen-Transkription in transgenen Méusen, welche aber
keine Signifikanz gegeniiber den Wildtypen erreicht. Das Stadium der manifesten
Kardiomyopathie infolge chronischer B-adrenerger Stimulation ist jedoch begleitet von
einer 6fachen Erhohung an Pro-Kollagen Typ | sowie -Typ |1l mRNA-Expression in den
1 Jahr aten B1-AR-transgenen Mausen (Pro-Kollagen Typ | (apha2) mRNA /GAPDH
mRNA: 12m WT 0,07+0,02; TG 0,43+0,05; n=5-6; p<0.05;

Pro-Kollagen Typ Il (aphal) MRNA / GAPDH mRNA: 12m WT 0,06+0,01; TG 0,43
+0,08; n=5-6; p<0.05).

Abb. 17 : TagMan-Quantitative Real-Time PCR von Pro-Kollagen Typ I (alpha 2) mRNA
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Reprasentativer TagMan-Amplifikationsplot von Wildtypméusen (WT) und B1-AR-transgenen Mausen
(TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m) fiir Pro-Kollagen Typ |
(apha2) mRNA. Die starke Uberexpression der Pro-Kollagen Typ | (alpha2)mRNA in den 12 Monate alten
Transgenen ist am niedrigen Ct-Wert (Cycle number / Threshold ) im Amplifikationsplot zu erkennen.
Rn = normalized reporter signal



Abb. 18 : Quantifizierung Pro-Kollagen Typ I (alpha2) -mRNA-Expression
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Pro-Kollagen-Typl (alpha2) 3m 5m 12m
Ct/Ct
WT 0,05 + 0,01 n=5 0,09 + 0,03 n=6 0,07 + 0,021 n=4
TG 0,07 + 0,02 n=5 0,14 + 0,03 n=6 0,43 + 0,05 n=4

A) TagqMan-RT-PCR fiir Pro-Kollagen Typ I (alpha2) mRNA:

B) Tab.: Relative Pro-Kollagen Typ | (apha2) mRNA-Konzentrationen (Pro-Kollagen Typ | (alpha2)

Quantifizierung der mMRNA-Expression von Pro-Kollagen Typ | (alpha2) mRNA in 31-AR-
transgenen Miusen (TG) und Wildtyp-Kontrollmiusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m),

5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m).

Die Threshold cycle (Ct)-Werte werden dargestellt als Verhiltnis von Pro-Kollagen Typ |

(alpha2) MRNA zu GAPDH mRNA (als Housekeeping- Gen).

* = p< 0.05

MRNA / GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.

66



Abb. 19 : TagMan - quantitative Real-Time PCR von Pro-Kollagen Typ III (alphal)mRNA
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TagMan-Amplifikationsplot von repriasentativen 31-AR-transgenen Méusen (TG) und
Wildtypmausen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m) fiir

Pro-Kollagen Typ 111 (alphal) mRNA.
Rn = normalized reporter signal

Abb. 20 : Quantifizierung der Pro-Kollagen Typ III (alphal) mRNA-Expression
A)

RT-PCR : Col3A1- mRNA
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B)

proCol III (alphal) 3m Sm 12m
mRNA Ct/Ct
WT 0,06 + 0,01 n=5 0,06 + 0,02 n=6 0,06 + 0,01 n=4
TG 0,12 + 0,02 n=5 0,17 + 0,04 n=4 0,43 + 0,08 n=4

A) TagqMan-RT-PCR fiir Pro-Kollagen Typ III (alphal) mRNA:
Quantifizierung der mMRNA-Expression von Pro-Kollagen Typ 11 (alphal) in 1-AR-transgenen
Mausen (TG) und Wildtyp-Kontrollméusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten
(5m) und 12 Monaten (12m).
Die Threshold cycle (Ct )-Werte werden dargestellt als Verhiltnis von Pro-Kollagen Typ 1|
(alphal) MRNA zu GAPDH mRNA (as Housekeeping- Gen).
* =p<0.05
B) Tab.: Relative Pro-Kollagen Typ Il (alpha 1) mRNA-Konzentrationen (Pro-Kollagen Typ I11
(alphal)mRNA / GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
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4.2 Gelatinasen: Einfluss des 1-adrenergen Rezeptors auf die

Expression und Aktivierung der Gelatinasen

4.2.1 Regulation der MMP-2 (Gelatinase A) im linksventrikuliiren
Gewebe B1- AR-transgener Mause

4.2.1.1 Zymographische MMP-2-Enzymaktivitit

Die meisten Matrix Metalloproteinasen werden als sog. Zymogene in der extrazelluldren
Matrix gelagert bevor sie aktiviert werden. Dieses gilt auch fiir die Gelatinase MMP-2 as
erwiesen. Die Enzymaktivitit dieser Gelatinase kann mittels einer Gelatine-in-gel-
Technik (Zymographien) bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Technik ist die latente/
inaktive Form (72 kDa) von der aktiven Form (66 kDa) der MMP-2 (Gelatinase A) zu

unterscheiden.

Die Untersuchung von  Wildtyp-Mdusen und B1-AR-transgenen  Maiusen
unterschiedlichen Alters entsprechend der fortschreitenden Erkrankung von normaler
Myokardstruktur (3 Monate) iiber Myokardhypertrophie (5 Monate) zu ventrikulérer
Dilatation (12 Monate) zeigt eine Aktivierung der MMP-2 in den 1-Jahr-alten transgenen
Miausen mit schwerer Herzinsuffizienz. Die aktive MMP-2 (66 kDa) baut Gelatine und
Fibronektin durch proteolytische Spaltung ab, welches verantwortlich ist fiir das
Kollagen-Crosslinking, und erfihrt eine signifikante Zunahme auf das bis zu 3,8-fache in
B1-AR-transgenen Maiusen mit schwerer interstitieller Fibrose und ventrikularer
Dilatation (12 Monate) verglichen mit den atersentsprechenden Wildtyp-Mausen, in
denen sie kaum nachweisbar ist (aktive MMP-2 OD /control 12 Monate: WT 0,04 + 0,01,
TG0,14 +0,03 n=7; 12mWT vs. 12mTG p< 0,05).

Auch der Gesamtprotein-Gehalt an MMP-2 nimmt in den transgenen Mausen im Laufe
der Zeit kontinuierlich zu. Die Wildtyp-Kontroll-Tiere hingegen zeigen keine Regulation
des MMP-2 Protein-Levels und zymographisch auch keine Aktivierung des Enzyms
(MMP-2 latent OD/ control: 3 Monate WT 0,63 +0,029 , TG 0,8 +0,07; 5 Monate
WT 0,75+0,08 , TG 1,17 + 0,07, 12 Monate WT0,81+0,03 , TG 1,36 + 0,17,
n=6-7; 3AmMTG vs. 12mTG, 5mWT vs. 5mTG, 12mWT vs. 12mTG p< 0.05).



Abb. 21 : Zymographische Enzymaktivitit der MMP-2

MMP-2

<— aktiv (66 kDa)

HT1080 3m Sm 12m 3m Sm 12m
WT WT WT TG TG TG

Reprisentative Zymographie von linksventrikulidren Gesamthomogenaten:

Verglichen werden 31-AR-transgene Méuse (TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten

(5m) und 12 Monaten (12m) mit den altersentsprechenden Wildtyp (WT) - Kontrolltieren.

HT 1080 diente als Positiv-Kontrolle.

Die ProMMP-2 ( 72 kDa)-Protein-Expression nimmt in den transgenen Tieren (Alter: 5 Monate

und 12 Monate) kontinuierlich zu, verglichen mit den entsprechenden Kontroll-Mausen. Signifikante
MMP-2-Aktivierung in 12 Monate alten Transgenen mit Ventrikeldilatation und schwerer
Herzinsuffizienz. Ein sehr schwaches Aktivitétssignal von MMP-2 kann in einigen transgenen Miusen
bereitsim Alter von 5 Monaten nachgewiesen werden.

Abb. 22: Relative zymographische Aktivitit der MMP-2

<— latent (72/ 69 kDa)
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MMP2 : zymographische Aktivitat
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3mlatent 5mlatent 12m latent 12m active 3mlatent 5mlatent 12m latent 12m active
B)
MMP-2-Aktivitit 3m S5m 12m latent 12m aktiv
OD/Ko
wT 0,63 + 0,03 n=6 0,75 + 0,08 n=6 0,81 + 0,03 n=7 0,04 + 0,01 n=7
e 0,80 + 0,07 n=7 1,17 + 0,07 n=6 1,36 + 0,17 n=7 0,14 + 0,03 n=7

A) Densitometrische Analyse der zymographischen MMP-2-Lyse-Banden normalisiert auf HT 1080
a's qualitativ-quantitative Positivkontrolle; OD=optical density
Ansteigende Konzentration von pro-MMP-2 (72 kDa) in transgenen Tieren (TG) mit Progression
der Erkrankung zu Hypertrophie (ab 5 Monaten) und schliellich zu Herzinsuffizienz (12 Monate)
im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren (WT).
MMP-2 Aktivitit (66 kDa) wird nachgewiesen in 31-AR-transgenen Méusen mit schwerer
Herzinsuffizienz im Alter von 1 Jahr.

B) Tab.: Relative zymographische Aktivitit und relativer Proteingehalt der Gelatinase-A (MMP-2).
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Densitometrische Werte normalisiert auf HT 1080 (aktive MM P-2-Bande).

Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
Zusammenfassend zeigen die Daten, dass es unter einer chronischen 1-adrenergen
Stimulation in Korrelation mit der Entwicklung einer Myokardhypertrophie und einer
moderaten interstitiellen Fibrose zu einer um das 1,5fache signifikant gesteigerten
Expression der proMMP-2 kommt. Bei anhatendem sympathoadrenergem Stimulus
kommt es zu einem weiteren Anstieg der proMMP-2 Expression bel gleichzeitiger
Aktivierung. Bel den Tieren mit schwerer Herzinsuffizienz (12 Monate) kann bei alen
eine aktive MMP-2 (66 kDa)-Bande nachgewiesen werden. Bereits bei einem Tell der
transgenen 5 Monatstiere ist eine schwache Lysebande auf Hohe der aktiven MMP-2 zu
detektieren, ohne dass bereits eine messbare Ventrikeldilatation vorliegt. Diese Daten
zeigen, dass es sich bei der Aktivierung der MMP-2 um einen kontinuierlichen Prozef3
handelt und somit die Aktivierung der MMP-2 zur Gefiigedilatation beitragen konnte. Die
WT-Daten zeigen, dass es keine altersabhingige Regulationsgroffe fiir die MMP-2-

Expression gibt.

4.2.1.2 proMMP-2-mRNA-Expression

Die Erhdhung des latenten pro-MMP-2-Protein-Levels in transgenen Méausen wird
verursacht durch eine erhohte Transkription an proMMP-2-mRNA  gemessen durch
TagMan quantitative RT-PCR. Die proMMP-2- mRNA-Expression ist entsprechend auf
das ca. 4,4fache hochreguliert in 12 Monate-alten transgenen Mausen verglichen mit 3
Monate- und 5-Monate alten 31-AR-transgenen (TG) und den Wildtyp-Mausen (MMP-2
MRNA/GAPDH mRNA: 3 Monate WT 0,04 + 0,01; TG 0,04 + 0,01; 5 Monate WT
0,05 +0,02; TG 0,09 + 0,03; 12 Monate WT 0,06 + 0,02, TG 0,22 + 0,04; n= 4-6;
p<0.05 fiir 3mTG vs. 12mTG, 12mWT vs. 12mTG und 5mTG vs. 12mTG). Eine
altersabhingige Expression der proMMP-2-mRNA ist in den Wildtypmausen nicht zu

beobachten.
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Abb. 23 : TagMan- quantitative Real-Time-PCR von proMMP-2 mRNA
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TagMan-Amplifikationsplot von reprasentativen 31-AR-transgenen Mausen (TG) und

Wildtypmausen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m)
fir proMMP-2-mRNA. Rn=normalized reporter signal

Abb. 24 : Quantifizierung der proMMP-2-mRNA-Expression

A)
RT-PCR : MMP2-mRNA
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WT WT WT TG TG TG
B)
proMMP-2 mRNA 3m Sm 12m
Ct/Ct
WT 0,04 + 0,01 n=5 0,05 + 0,02 n=6 0,06 + 0,02 n=4
TG 0,04 + 0,01 n=5 0,09 + 0,03 n=6 0,22 + 0,04 n=4

A) TaqMan-RT-PCR fiir proMMP-2-mRNA:
Quantifizierung der mRNA-Expression von proMMP-2-mRNA in 1-AR-transgenen Miusen (TG)
und Wildtyp-Kontrollméusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten
(12m).
Die Daten werden angegeben als Ct-Werte in Relation zum internen Standard (Housekeeping -
Gen) as Verhiltnis von proMMP-2 mRNA zu GAPDH mRNA. * = p<0.05
Man beobachtet eine zunehmende Erhéhung der proM M P-2-mRNA-Expression mit Fortschreiten der
Herzerkrankung in den transgenen Mausen.
B) Tab.: Relative proMMP-2 mRNA-Konzentrationen (proMMP-2 mRNA/ GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
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4.2.2 Regulation der MMP-9 (Gelatinase B) im linksventrikuliren
Gewebe B1-AR-transgener Miuse

4.2.2.1 MMP-9-Proteinexpression

MMP-9, die zweite Matrix Metalloproteinase, die zur Gruppe der Gelatinasen gehort
(Gelatinase B), wird im Verlauf der Herzinsuffizienzentwicklung ebenfalls vermehrt
exprimiert. Die hochsten Level werden in transgenen Mausen mit Dilatation und
Herzinsuffizienz gemessen (12 Monate alte B1-AR-transgene Méuse). Der MMP-9
Protein-Level ist zwar in Wildtyp-Tieren im Alter von 1 Jahr auch erhoht, die Werte sind
aber signifikant niedriger as digenigen gemessen in transgenen Maiusen mit
Herzinsuffizienz (MMP-9: OD/control: 3 Monate WT 0,9+ 0,27, TG 1,1 +0,33;

5 Monate WT 0,9+ 0,07, TG 2,0+ 0,29; 12 Monate WT 2,42 + 0,54, TG 4,2 + 0,35;
n=5-7; p<0.05 fiir 5GMWT vs. 5SmTG, 12mWT vs. 12mTG, 5mWT vs. 12mWT, 5mTG
vs. 12mTG).

Abb. 25 : Immunoblot-Analyse der MMP-9 (Gelatinase B) — Protein-Expression

MMP-9

kDa

MMP-C1  3m 5m 12m 3m 5m 12m
WT WT WT TG TG TG

MMP-9: Reprisentativer Westernblot der Gelatinase B (MMP-9):

Gesamthomogenate von transgenen Mausen (TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m)
und 12 Monaten (12m) und altersentsprechenden Wildtyp-Kontrollmiusen (WT) werden mit 25 ug
Protein/Spur auf einem 10% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
tibertragen und mit monoklonalem MMP-9-Antikorper (1:400) inkubiert.

Immunoreaktives Protein wird mittels ECL Chemol umineszenzreaktion (Amersham) sichtbar
gemacht.

MMP-C1 dient als qualitative Positiv-Kontrolle.
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Abb. 26 : Quantifizierung der MMP-9-Proteinexpression
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B)
MMP-9-Protein 3m S5m 12m
OD/Ko
WT 0,90 + 0,27 n=6 0,9 + 0,07 n=7 2,42 + 0,54 n=5
TG 1,11 + 0,33 n=5 2,01 + 0,29 n=7 4,21 + 0,36 n=5

A) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbeladung.
OD= optical density; * = p <0.05
B) Tab.: Relative MMP-9-Protein-Expression.
Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) / Kontrolltier (Ko) (entsprechende
Bande). Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.

4.2.2.2 proMMP-9-mRNA-Expression

Die MMP-9-mRNA-Expression wird in diesem Tiermodell nicht reguliert. Somit knnen
die beobachteten Unterschiede im Proteingehalt nicht unmittelbar auf Verdnderungen der

Transkription zuriickgefiihrt werden.



74

4.3 Kollagenasen : Einfluss des 31-adrenergen Rezeptors auf
die Expression und Aktivierung der

Kollagenasen

Die MMP-1 (Interstitielle Kollagenase) und MMP-13 (Kollagenase -3) spalten in hohem
MaBe tripel-helikale fibrillire Kollagene wie Kollagen Typ I, Il und Il in zwei
Fragmente, welche weiter zu Gelatinen abgebaut werden. Diese Kollagene sind sehr

widerstandsfiahig gegeniiber Spaltung durch die meisten anderen Proteinasen.

4.3.1 Regulation der MMP-13 im linksventrikuliren Gewebe
1-AR-transgener Miuse

4.3.1.1 MMP-13-Proteinexpression

Der Proteingehalt der Kollagenase MMP-13 (60 kDa) ist signifikant erhoht auf das
2,5fache im hypertrophen Myokard (5 Monate ate 31-AR-transgene Méause) infolge
chronischer 31-adrenerger Stimulation, fallt aber spiter wieder ab auf Wildtyp-Level im
Alter von 1 Jahr mit dilatativer Kardiomyopathie und ausgepragter Fibrose (MMP-13 OD
/control: 3 Monate WT 0,9+0,04, TG 0,99 + 0,1; 5 Monate WT 1,86 + 0,22,

TG 3,66+ 0,3; 12 Monate WT 1,23+0,24, TG 1,83+0,63; n=6-7; p< 0.05 fiir
TG3m vs. TG5m, TG 5m vs. TG 12m, WT 5mvs. TG 5m und WT 3mvs. WT 5m).
Der benutzte Antikorper (siche Material/Methoden) detektiert sowohl die latente als auch
die aktive Form der MMP-13 (sog. “murine Kollagenase™). Es kann jedoch weder in den
31-AR-transgenen Mausen noch in den Kontroll-Tieren aktive MMP-13 nachgewiesen
werden (siehe reprasentativen Immunoblot ), so dass die zunehmende Fibrose im Stadium
der dilatativen Herzinsuffizienz nicht durch eine Abnahme der MMP-13-Aktivitit erklart
werden kann — es erfahrt nur die latente MMP-13 eine Abnahme der Proteinexpression.
Auch scheint die MMP-13 einer atersabhingigen Regulation zu unterliegen (3mWT vs.
5mWT p< 0.05), was durch die Uberexpression des B1-AR zusitzlich verstirkt zu sein
scheint (5GmWT vs. 5bmTG p< 0.05).



Abb. 27: Immunoblot-Analyse der MMP-13 (sog. ,, murine*“ Kollagenase)-Protein-Expression in
1-AR-transgenen Miusen (TG) und Wildtyp-Kontrolltieren (WT)
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Reprisentativer Westernblot der MMP-13 (Kollagenase 3):

Gesamthomogenate von transgenen Mausen (TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und
12 Monaten (12m) und altersentsprechenden Wildtyp-Kontrollmausen (WT) werden fiir 5 min bei 95°C
gekocht, mit 25ug Protein/Spur auf einem 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen und mit monoklonalem MMP-13-Antikorper (1: 400) inkubiert.
Immunoreaktives Protein wird mittels ECL Chemolumineszenzreaktion (Amersham) sichtbar gemacht.

Abb. 28 : Quantifizierung der MMP-13 —Proteinexpression.
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MMP13-Protein
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B)
MMP-13 Protein 3m Sm 12m
OD/Ko
WT 0,9 + 0,04 n=6 1,86 + 0,22 n=7 1,23 + 0,24 n=7
TG 0,99 +0,1 n=6 3,66 + 0,3 n=7 1,83 + 0,63 n=7

A ) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbeladung.
OD = optical density; * = p < 0.05

B) Tab.: Relativer MMP-13-Proteingehalt .
Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) im Verhéltnis zum Kontrolltier
(Ko) und entsprechende Bande. Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
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4.3.1.2 proMMP-13-mRNA-Expression

Die proMMP-13-mRNA-Expressionsbestimmung mittels Real-Time PCR ergibt keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen, so dass die beobachtete Regulation
des MMP-13-Proteingehaltes nicht auf eine gesteigerte Transkription zuriickgefiihrt
werden kann.

4.3.2 Regulation der MMP-1-Proteinexpression und —Enzymaktivitat
( Interstitielle Kollagenase ) im linksventrikuliren Gewebe

B1-AR-transgener Miuse

Zur Differenzierung der Kollagenasen untersuchen wir auch die interstitielle Kollagenase
MMP-1, die Hauptkollagenase des menschlichen Herzens, die vor kurzem auch im
murinen Gewebe nachgewiesen wurde. Der Antikorper detektiert sowohl die latente als
auch die aktive Isoform. Es werden konzentrierte Gesamthomogenate benutzt fiir

MMP-1 und die Gele auerdem mit 50 ug mehr beladen, da die Maus anscheinend
weniger MMP-1 exprimiert als der Mensch. Die nicht-glykosylierte latente proMMP-1
(57/52 kDa)-1soform wird in B1-AR-transgenen Mausen im Alter von 5 Monaten um das
3,8 fache verstirkt exprimiert, verglichen mit gleichartigen Wildtyp-Kontrollméusen, und
nimmt in den 1-Jahr-alten Tieren wieder ab (MMP-1 latent OD/control: 3 Monate WT
0,53+ 0,09, TG 0,86 + 0,11; 5 Monate WT 2,49+ 0,09, TG 4,03 + 1,42; 12 Monate
WT 1,29+ 0,25, TG 1,53 + 0,43; n=5-6; p<0.05 fiir TG3m vs. TG5m, TG5m vs.
TG12m und WT5m vs. TG5m). Damit erfihrt die latente MMP-1 eine dhnliche z.T.
altersabhingige Regulation wie die MMP-13 (siehe 4.3.1).

Die aktive MMP-1 (47 kDa) nimmt hingegen parallel mit dem Fortschreiten der
Herzinsuffizienz in  den transgenen Maéusen zu: 3fache Expression im
Hypertrophiestadium (5 Monate) und 5Sfache Expression im Stadium der ventrikuldren
Dilatation in 1 Jahr aten B1-AR-transgenen Mausen verglichen mit den entsprechenden
Kontrolltieren (MMP-1 active OD/control: 3 Monate TG 0,88+ 0,1 , 5 Monate TG
2,04+ 0,52 , 12 Monate TG 3,96 +1; WT 3m/ 5m/ 12m 0,82 +- 0,09; n= 5-6;

p< 0.05 fiir TG 12m vs. TG 3m und WT 12m). Die Wildtyp-Tiere weisen nur ein relativ
geringes unveriandertes Aktivitits-Level der MMP-1 auf.
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Abb. 29 : Immunoblot-Analyse der MMP-1 (Interstitielle Kollagenase)- Protein-Expression

Lo
- < aktiv 47 kDa
MMP-C1 3m Sm 12m 3m Sm 12m
WT WT WT TG TG TG

Reprisentativer Westernblot der MMP-1 (Interstitielle Kollagenase):

K onzentrierte Gesamthomogenate von transgenen Miusen im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten
(5m) und 12 Monaten (12m) und atersentsprechenden Wildtyp-Kontrollmiusen (WT) werden

mit 50 ug Protein / Spur auf einem 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, und auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen und mit monoklonalem MMP-1-Antikérper (1:1000 ) inkubiert.
Immunoreaktives Protein wird mit ECL  Chemolumineszenzreaktion (Amersham) sichtbar gemacht.

Abb. 30: Relative MMP-1-Protein-Konzentration und -AKtivitit
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8 8 8 8 Fg -5 3% 25 3% G FG F3T
3m 5m 12m 3m 5m 12m 3m 5m 12m 3m 5m 12m
B)
MMP-1 latent 3m 5m 12m
OD/Ko
WT 0,53 + 0,09 n=6 2,49 + 0,09 n=6 1,29 + 0,25 n=5
TG 0,86 + 0,11 n=6 4,03 + 0,42 n=6 1,53 + 0,43 n=5
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MMP-1 3m S5m 12m
aktiv

OD/Ko

WT 0,77 + 0,06 n=6 0,87 + 0,09 n=6 0,82 + 0,22 n=5
TG 0,88 + 0,1 n=6 2,04 + 0,52 n=6 3,97 + 1,01 n=5

A ') Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbel adung:
Latente + aktive Form der MMP-1 (latente MMP-1 (57/52 kDa); aktive MMP-1 (47 kDa) )
OD= optical density; * = p<0.05
B ) Tab.: Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) im Verhiltnis zur MMP-C1 als
Kontrolle. Daten werden a's Mittelwert + SEM angegeben.

Die proMMP-1-mRNA-Expressionsbestimmung mittels Real-Time PCR ergibt dhnlich
der MMP-13-mRNA-Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Tiergruppen.

4.4 Regulation der MT1-MMP ( Membrane type-1 matrix
metalloproteinase , MMP-14 ) im linksventrikuliren Gewebe 31-AR-

transgener Miuse

Die MT-MMPs sind proteol ytisch aktiv, sobald siein die Zellmembran integriert werden.
Die MT1-MMP (Membrane type-1 matrix metalloproteinase) ist an der proteolytischen
Weiterverarbeitung der proMMP-2 beteiligt und unterliegt in nur geringem Male den
lokal inhibitorischen Effekten der TIMPs.

4.4.1 MT1-MMP-Proteinexpression

Untersuchungen mittels Immunoblots zeigen eine signifikante Zunahme in der MT1-
MMP (58 kDa)-Protein-Konzentration im linksventrikularen Homogenat der 12 Monate
alten transgenen Mause mit Herzinsuffizienz. Eine Erhéhung der Proteinexpression fehit
in transgenen Mausen mit normaler Myokard-Struktur  (Alter: 3 Monate) und im
hypertrophen Myokard (Alter: 5 Monate), auch bleibt das M T1-MM P-Expressionsniveau
in den Wildtyp-Kontrolltieren in alen Altersgruppen unverindert (MT1-MMP  OD/
control: 3 Monate WT 0,32+ 0,03 , TG 0,3+ 0,03; 5 Monate WT 0,53+ 0,11 ,

TG 0,48 + 0,07; 12 Monate WT 0,6 + 0,15 , TG 1,16 + 0,13; n=5-6; p< 0.05 fiir
12mTG vs. 12mWT, 3mTG vs. 5mTG, 5mTG vs. 12mTG).
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Abb. 31: Immunoblot-Analyse der MT1-MMP (MMP-14) —Protein-Expression

A)
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45 —
3am 5mm 12m am Sm 12m

Reprisentativer Westernblot der MT1-MMP (MMP-14):

Gesamthomogenate von transgenen Méusen (TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und
12 Monaten (12m) und atersentsprechenden Wildtyp-Kontrollméusen (WT) werden bei 95°C fiir 5
min gekocht und mit 25 ug Protein/ Spur auf einem 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen und mit monoklonalem MT1-MMP-Antikorper (1: 1000) inkubiert.
Immunoreaktives Protein wird mittels ECL Chemol umi neszenz-Reaktion (Amersham) sichtbar
gemacht.

Abb. 32 : Quantifizierung der MT1-MMP-Proteinexpression

A)

B)

MT1-MMP Homogenat
1,4
1,2 — * 7
*
1 I
o
X 0.8 1 — * —1
8 06 - T <
0,4 | _ _
0,2 1
0
WT WT WT TG TG TG
3m 5m 12m 3m 5m 12m
MT1-MMP Protein 3m Sm 12m
WT 0,32 + 0,03 n=6 0,53+0,1n=6 0,6 + 0,16 n=5
TG 0,3+ 0,03 n=6 0,48 + 0,07 n=6 1,16 + 0,13 n=5

A) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbeladung:

OD=optical density; * =p < 0.05

Die densitometrische Quantifizierung der MT1 -(membrane-type-1)-MM P-Protein-Expression
(Immunoblot) von B1-AR-transgenen Miusen (TG) und Wildtyp (WT)- Méausen ergibt eine 2fache
Erhohung in TG-Méusen mit schwerer Herzinsuffizienz (12 Monate alte transgene Mause) ggn. 1 Jahr
alten Wildtyptieren und eine insgesamt 3,8fachen Erhéhung ggn. jungen transgenen Tieren.

Die MT1-MMP-Expression in den Wildtyp-Tieren bleibt durchweg unverandert.

B) Tab.: Relativer MT1-MMP-Protein-Gehalt.

Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) im Verhiltnis zu einem
Kontrolltier (Ko).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
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4.4.2 MT1-MMP-mRNA-Expression

Die Ergebnisse der Proteinexpression werden untermauert von einer mehr als 2-3 fachen
Erhéhung des Transkriptions-Levels der MT1-MMP-mRNA in den 1 Jahr aten 31-AR-
transgenen Mausen, gemessen durch quantitative RT-PCR (p<0.05 fir 12mTG vs.
12mWT und 12mTG vs. 3mTG).

Abb. 33 : TagqMan-quantitative Real-Time PCR von proMT1-MMP

logARn
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Cycle number

TagMan-Amplifikationsplot von reprisentativen B1-AR-transgenen Mausen (TG) und Wildtypmausen
(WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m) fiir MT1-MMP-mRNA.
Die Amplifikationskurve der 3mT G-Méuse liegt im Bereich der Wildtyp-Tiere.

Rn = normalized reporter signal
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Abb. 34 : Quantifizierung der MT1-MMP-mRNA-Expression
A)

RT-PCR : MT1-MMP-mRNA
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GAPDHmMRNA
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0’01 | i
3m 5m 12m 3m 5m 12m
WT WT WT TG TG TG
B)
MT1-MMP 3m 5m 12m
mRNA Ct/Ct
WT 0,006 + 0,001 0,007 + 0,002 0,013 + 0,004
n=5 n=6 n=4
TG 0,006 + 0,001 0,018 + 0,007 0,035 + 0,005
n=5 n=5 n=4

A) TagMan-RT-PCR fiir MT1-MMP-mRNA:
Quantifizierung der mMRNA-Expression von MT1-MMP in 31-AR-transgenen Méusen (TG) und
Wildtyp-Kontrollmiusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m).
Die Threshold cycle (Ct )-Werte werden dargestellt als Verhiltnis von proM T1-MMP-mRNA zu
GAPDH- mRNA (als Housekeeping - Gen). * = p < 0.05

B) Tab.: Relative proMT1-MMP-mRNA-Konzentrationen (proMT1-MMP mRNA/GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.

4.5 Regulation der TIMPs (Tissue inhibitors of matrix

metalloproteinases)

4.5.1 Regulation von TIMP-1 (Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-1) im linksventrikuliren Gewebe 31-AR-

transgener Miuse

Die TIMPs inhibieren die enzymatische Aktivitit der MMPs. Sie bilden nicht-kovalente
Komplexe mit dem Zink-bindenden aktiven Zentrum der MMPs und inhibieren die
MMPs in einem molaren Verhiltnis von 1:1. TIMP-1 inhibiert die Aktivitit der meisten
MMPs, mit Ausnahme der MMP-2 und der MT1-MMP.
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4.5.1.1 TIMP-1-Proteinexpression

Die Protein-Expression von TIMP-1 (28 kDa) erhoht sich mit zunehmendem Alter
sowohl in den Wildtyp-Tieren als auch in den B1-AR-transgenen Méausen, wobei aber
kein signifikanter Unterschied zwischen der jeweiligen transgenen Gruppe und Kontroll-
Gruppe beobachtet werden kann (TIMP-1 OD/control: 3 Monate WT 4,37 + 0,56 ,

TG 6,59 + 0,87; 5 Monate WT 1253 + 1,22 , TG 22,79 + 4,35; 12 Monate WT
38,62 + 567, TG 44,86 + 6,6; n=5-8; p<0.05 fir 3mWT vs. SmWT, SmWT vs.
12mWT, 3mTG vs. 5bmTG, 5mTG vs. 12mTG). Diese Daten suggerieren eine wichtige
Rolle von TIMP-1 hinsichtlich der endogenen Kontrolle der kardidlen MMP-1 und MMP-
13-Aktivitit  (Kollagenasen-Aktivitiat), wie auch der MMP-9 (Gelatinase B). Der
Alterungsprozess im algemeinen scheint ein Hauptgrund zu sein fiir erhohte TIMP-1-

Proteinexpression.

Abb. 35 : Immunoblot-Analyse der TIMP-1-Protein-Expression

‘ ‘-.“-. <— 28kDa

3m Sm 12m 3m Sm 12m
WT WT WT TG TG TG

A) TIMP-1: Reprisentativer Westernblot
Gesamthomogenate von transgenen Mausen (TG) im Alter von 3 Monaten (3m),
5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m) und altersentsprechenden Wildtyp-Kontrollmiusen (WT)
werden bei 95°C fiir 5 min gekocht und mit 25 ug Protein/ Spur auf einem 25% SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen und mit monoklonalem TIMP-1-
Antikorper (1:1000) inkubiert. Immunoreaktives Protein wird mittels ECL Chemolumineszenz-
Reaktion (Amersham) sichtbar gemacht.



Abb. 36 : Quantifizierung der TIMP-1-Proteinexpression
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A)
TIMP-1-Protein
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B)
TIMP-1 —Protein 3m 5m 12m
OD/Ko
WT 4,38 + 0,57 n=6 12,53 + 1,22 n=6 38,62 + 5,67 n=8
TG 6,59 + 0,87 n=5 22,8 + 4,35 n=7 44,86 + 6,6 n=7

A) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbeladung.
OD =optical density; * =p<0.0
Die TIMP-1-Protein-Expression ist verstirkt in B1-AR-transgenen Mausen und Wildtyp -Tieren

(TG vs. WT n.s) ds Hinweisauf eine altersabhingige Regulation.

B) Tab.: Relativer TIMP-1-Proteingehalt .
Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) im Verhiltnis zum
Kontroll-Tier (Ko).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.

4.5.1.2 TIMP-1-mRNA-Expression

Die TIMP-1 mRNA-Transkription ist mit zunehmendem Alter und zunehmender

Herzinsuffizienz erhoht. Eine Altersabhiangigkeit konnte aber fiir die Wildtyptiere nicht
gezeigt werden (p< 0.05 fiir SmWT vs. SmTG, 12mWT vs. 12mTG, 5SmTG vs. 12mTG,
3MTG vs. 12mTG). Der hohe TIMP-1-Protein-Gehalt in den Wildtyp-Mé&usen ist somit
nicht durch eine Verstarkung der Transkription bedingt, auch scheint die erhohte TIMP-1-
MRNA-Expression in den 1 Jahr aten 31-AR-Transgenen den TIMP-1-Proteingehalt

nicht ma3geblich zu beeinflussen.
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Abb. 37: TagMan-quantitative Real-Time PCR von TIMP-1-mRNA
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TagMan —Amplifikationsplot von reprasentativen 1-AR-transgenen Miusen (TG) und Wildtypméausen
(WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m) fiir TIMP-1-mRNA
Rn = normalized reporter signal

Abb. 38 : Quantifizierung der TIMP-1-mRNA-Expression

A)
RT-PCR : TIMP1-mRNA
<
%
£ 0,03
E 0,025 - . 1
% . 002 *
(8]
3 < 0,015 '|'
o
z 0,01 . |
E 0,005 |
o 0 — ——— [ ]
=
= 3m 5m 12m 3m 5m 12m
WT WT WT TG TG TG
B)
TIMP-1-mRNA 3m Sm 12m
Ct/Ct
WT 0,0008 + 0,0003 0,0005 + 0,0003 0,0011 + 0,0002
n=4 n=4 n=4
TG 0,0029 + 0,0003 0,0113 + 0,0054 0,0228 + 0,0029
n=5 n=3 n=4

A) TagMan-RT-PCR fiir TIMP-1-mRNA:
Quantifizierung der mMRNA-Expression von TIMP-1 in 31-AR-transgenen Méusen (TG) und Wildtyp-
Kontrollméusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m).
Die Threshold cycle (Ct)-Werte werden dargestellt als Verhiltnis von TIMP-1 mRNA zu GAPDH
MRNA (als Housekeeping -Gen).
Die mRNA-Expression ist ausschliellich in 31-AR-transgenen-Méusen mit progressiver
Herzerkrankung signifikant erhoht.
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B) Tab.: Relative TIMP-1-mRNA-Konzentrationen (TIMP-1 mRNA /GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.

4.5.2 Regulation von TIMP-2 (Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-2) im linksventrikulidren Gewebe

B1-AR- transgener Miuse

TIMP-2 ist fiir seine inhibitorische Wirkung der MMP-2 bekannt. Es kann aber auch zur
pro-MMP-2-Aktivierung beitragen in Abhingigkeit von der Protein-Konzentration. In
dieser Arbeit zeigt TIMP-2 ein dhnliches Expressionsmuster wie MMP-2 und MT1-
MMP. Die gleichsinnige Regulation von TIMP-2 konnte ein Hinweis sein fiir eine
Beteiligung von TIMP-2 an der MMP-2-Aktivierung.

4.5.2.1 TIMP-2-Proteinexpression

Die TIMP-2 (24 kDA) —Protein-Konzentration und die -mRNA-Expression nehmen in
den transgenen Mausen verglichen mit Wildtyp-Méausen gleichen Alters kontinuierlich zu
(TIMP-2 OD/control: 3 Monate WT 2,02+ 0,46 , TG 2,99 + 0,83; 5 Monate WT 6,97
+0,98 ,TG7,97+1,37; 12Monate WT 6,07+ 1,31 ,TG 12,22 + 1,21; n=5-§;

p< 0.05 fiir TG 3m vs. TG 12m und WT 12m vs. TG 12m). TIMP-2 wird somit as
Folge der chronischen sympathischen Stimulation mit zunehmender kardialer
Dysfunktion verstirkt exprimiert. Aus den vorliegenden Daten ist keine Beeinflussung
der TIMP-2-Expression durch den Alterungsprozess ersichtlich (im Gegensatz zu TIMP-
1, siehe 4.5.1).



Abb. 39 : Immunoblot-Analyse der TIMP-2-Protein-Expression
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Gesamthomogenate von transgenen Mausen (TG) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und
12 Monaten (12m) und altersentsprechenden Wildtyp-Kontrollmausen (WT) werden bei 95°C fiir 5 min

gekocht und mit 25 ug Protein/ Spur auf einem 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen und mit monoklonalem TIMP-2-Antikorper (1:1000) inkubiert.

Immunoreaktives Protein wird mittels ECL Chemolumineszenz-Reaktion (Amersham) sichtbar
gemacht.

Abb. 40 : Quantifizierung der TIMP-2-Proteinexpression
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TIMP-2-Protein
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B)
TIMP-2-Protein 3m 5m 12m
OD/Ko
WT 2,03 + 0,46 n=5 6,97 + 0,98 n=6 6,07 + 1,31 n=6
TG 3+0,83n=5 7,97 + 1,38 n=7 12,22 + 1,21 n=8

A) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden normalisiert auf Proteinbeladung.
OD=optical density ; * = p < 0.05
TIMP-2 -Gesamtexpression auf Protein-Ebene gemessen durch WesternblotAnalyse:
Kontinuierliche Zunahme mit Krankheitsprogression. Die hochsten Levels wurden in 12 Monate
alten Méusen mit schwerer Herzinsuffizienz gemessen.

B) Tab.: Relativer TIMP-2-Proteingehalt.

Werte werden dargestellt als densitometrische Einheiten (OD) im Verhiltnis zum Kontrolltier

(Ko). Daten werden a s Mittelwert + SEM angegeben.
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4.5.2.2 TIMP-2-mRNA-Expression

Real-time PCR-Untersuchungen zeigen erhohte TIMP-2 mRNA- Expressionslevel as

Folge der chronisch sympathischen Stimulation in den 31-AR-transgenen Mausen.

Abb. 41 : Quantifizierung der TIMP-2-mRNA-Expression
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RT-PCR : TIMP-2 mRNA
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B)
TIMP-2- mRNA 3m S5m 12m
WT 0,02 + 0,01 n=5 0,03 + 0,01 n=6 0,06 + 0,01 n=4
TG 0,02 + 0,002 n=5 0,08 + 0,02 n=6 0,13 + 0,02 n=3

A) TagMan-RT-PCR fiir TIMP-2 mRNA:
Quantifizierung der mMRNA-Expression von TIMP-2 in B1-AR-transgenen Miusen (TG) und
Wildtyp-Kontrollméusen (WT) im Alter von 3 Monaten (3m), 5 Monaten (5m) und 12 Monaten (12m)
Die Threshold cycle (Ct)-Werte werden dargestellt als Verhiltnis von TIMP-2-mRNA zu GAPDH-
MRNA (as Housekeeping- Gen). * = p< 0.05
B) Tab.: Relative TIMP-2-mRNA-Konzentrationen (TIMP-2 mRNA/GAPDH mRNA).
Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben.
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5. Diskussion

5.1. Neuroendokrine Aktivierung und inter stitielles Remodelling

In der vorliegenden Arbeit wurde das interstitielle Remodelling anhand von 31-AR-
Uberexprimierenden transgenen Mausen (Engelhardt et al., 1999) untersucht. Unsere
Ergebnisse belegen, dass R-adrenerge Uberaktivitdt durch R-Adrenorezeptor-
Uberexpression von interstitiellem Matrix-Remodelling und -Umbau durch Induktion
von MMP/TIMP-Aktivitdt pardle zu den kardiaen Phanotyp-Verdnderungen
begleitet wird.

In den R1-AR-transgenen Maéusen ist anfangs eine Zunahme der kardiden
Pumpfunktion zu verzeichnen gefolgt von ventrikulérer Hypertrophie im Alter von 5
Monaten. Der Ubergang von kompensierter linksventrikularer Hypertrophie zu
linksventrikul@rer Dilatation und Dysfunktion findet in diesem transgenen Mausmodell
zwischen 5 und 9 Monaten statt. Die linksventrikulare Dysfunktion erfahrt die grofdte
Auspragung in 12 Monate aten R31-AR-transgenen Tieren (Engelhardt et a., 1999 und
2001). Wie anhand der Expressionsuntersuchungen (Histologie, Rea-Time-PCR,
Immunoblotting) und anhand der Enzymaktivitdtsassays (Zymographie) hier gezeigt
werden konnte, entwickeln die 31-AR-transgenen Mause eine zunehmende interstitielle
Fibrose, welche der funktionellen kardialen Verschlechterung vorausgeht. Die

myokardiale Fibroseist in 12 Monate alten [31-AR-transgenen Mausen am deutlichsten.

Die Arbeitsgruppe um Bisognano (Bisognano et al., 2000) untersuchte ein weiteres
transgenes Mausmodell der Stammlinie FVB/N, welches den humanen 31-AR mit
Hilfe des a-Myosin Heavy Chain (MHC)- Promotors im Myokard Uberexprimiert. In
diesen Méausen betrug die 31-AR-Protein- Expression das ca. 24-46-fache derer von

Wildtyp-Mé&usen. In der histopathol ogischen Untersuchung von jungen (4 Monate)
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und alten (> 9 Monate) transgenen Mausherzen wurden durchgehend grof3e Bereiche
von interstitidller Ersatzfibrose und eine ausgeprdgte Myocyten-Hypertrophie
nachgewiesen. Zusdtzlich wurde ene erhdhte Expression des préapoptotischen
Markers “bax” beobachtet, die mit Fibrose-Regionen ko-lokalisiert war. Die noch
stérkere Uberexpression des R1-AR wirkte sich, verglichen mit den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten transgenen Mausen, auf die Uberlebensrate aus: nur zwei Mé&use
wurden dlter als 9 Monate (Bisognano et al., 2000). Es ist bekannt, dass Noradrenalin
die Apoptose in adulten Rattenmyocyten Uber R-adrenerge Signalwege stimuliert
(Communal et al., 1998), zusétzlich einen komitogenen Effekt auf kultivierte kardiae
Fibroblasten der Ratte auslbt (Leicht et a., 2000) und zum Fortschreiten
kompensierter LV-Hypertrophie zur Ventrikeldilatation fuhrt (Badenhorst et a.,
2003). Anhaltende Stimulation oder eine Uberexpression von kardialen R1-AR fiihrt
somit zu Hypertrophie, Fibrose und Herzinsuffizienz/Herzversagen, eine Blockade von
-AR mit verschiedenen Antagonisten - Bisoprolol, Carvedilol, Metoprolol -
verbessert das Uberleben von Herzinsuffizienz-Patienten (CIBIS 11 1999; MERIT-HF
1999; Bristow et a., 2000; Packer et a., 2001).

Welche Signatransduktionsprozesse des [(31-adrenergen Signaltransduktionsweges
entscheidend fur die Auddsung der beobachteten stadienabhangigen Regulation der
MMPs und TIMPs wéhrend der Herzinsuffizienzentwicklung sind, ist trotz ener
Vidfdt an Daten und Hypothesen noch nicht geklart (Engelhardt et al., 2001 und
2002; Spindler et a., 2003; Lohse et al., 2003). Die R-AR/Adenylatcyclase/PKA-Achse
wird klassscherweise as Signdkaskade angesehen, mit cAMP as den
verantwortlichen Second Messenger verantwortlich fir die postiv inotropen,
chronotropen und lusitropen Effekte der Katecholamine. Neue Daten, gewonnen
anhand von transgenen Tieren, die verschiedene Elemente dieser Achse exprimieren,
zeigen aber, dass dieses System einen weitaus komplexeren Aufbau aufweist als
urspriinglich  angenommen. Eine Uberexpression der apha-Untereinheit von Gs
verursacht beispielsweise einen Phénotyp dhnlich dem der R1-AR-transgenen Mause

und ist anfangs charakterisiert durch eine erhéhte Ansprechbarkeit auf Katecholamine,
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gpéter jedoch durch Myocyten-Hypertrophie, Fibrose und Herzinsuffizienz (Iwase et
a., 1996; Antos et a., 2001; Lohse et a., 2001). Engelhardt et a. haben zudem
gezeigt, dass die beeintrachtigte myokardiale Kontraktilitét in den 31-AR-transgenen
Méausen mit einer veranderten intrazelluldren Ca2+-HomoOostase assoziiert ist
(Engelhardt et a 1999 und 2001). Vor kurzem wurde aul3erdem der kardiale Nat+-H+-
Austauscher (NHE1) als neuer Mediator der adrenerg induzierten Herzinsuffizienz
identifiziert (Engelhardt et al., 2002). Die Inhibition des NHE1 verhinderte die
Entstehung ener Herzinsuffizienz in R1-AR transgenen Mausen. Daraus kann
geschlossen werden, dass u.a. der kardiale Nat+-H+-Austauscher 1 fur die negativen
kardialen Effekte der chronischen 31-AR-Stimulation des Herzens von Bedeutung ist.
In dem Bemiihen Gemeinsamkeiten in der pathol ogischen Genexpression zwischen den
verschiedenen Modelen mit verstérkter 3-adrenerger Signavermittlung und -AR-
induzierter Kardiomyopathie zu identifizieren, fuhrten Gaussin et al. (2003) en
Screening von Mausen durch, die Gsa, R1AR, RRAR, oder die Protein Kinase A
Uberexprimieren, und fanden verschiedene Kandidat-Gene. Ob diese Gene die ihnen
zugedachte Bedeutung haben, bleibt abzuwarten (Gaussin et al., 2003).

Das interstitielle Remodelling ist neben myozytéren Prozessen ein wichtiger
Mechanismus in Phanotypveranderungen bel Kardiomyopathien. Der Kollagen-Umbau
ist durch die proteolytische Aktivitdét der MMPs und durch deren endogenen
Inhibitoren (TIMPS) reguliert. Hinweise Uber eine Einflussnahme des [3-adrenergen
Systems auf die MMP-Regulation wurden schon friiher erbracht. Vor kurzem wurde
gezeigt, dass auch Myocyten MMPs synthetiseren und freisetzen. Es wurde
vorgeschlagen, dass Myocyten somit am interstitiellen Remodelling teilnehmen (Coker
et al., 2001). Im vorliegenden Mausmodell wird die zunehmende interstitielle Fibrose
von enem erhohten Expressionsgrad von proMMP-2, MMP-2, TIMP-2 und
membrangebundener MT1-MMP (MMP-14), und von Kollagen-Typ-1 abbauenden
Enzymen wie MMP-1 und MMP-13 begleitet. Zunehmende MMP-Aktivitdt konnte
mehrfach sowohl anhand von Tierstudien as auch am Menschen mit Herzinsuffizienz
und ventrikulérer Dilatation und Fibrose nachgewiesen werden (Li et al., 1998;
Mujumdar et a., 1999; Seeland et al., 2002; Spinade et a., 1998). Auch in diesen
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Modellen wurde eine zunehmende Myokardfibrose beobachtet. Diese Daten und die
hier vorgestellten liefern Hinwelse auf eine Dysbalance zwischen Aufbau und Abbau

des intertitiellen fibrosen Gewebes bel Kardiomyopathien.

In der vorliegenden Arbeit geht der Entwicklung einer ventrikuléren Dilatation eine
erhohte linksventrikuldre Proteinexpression von pro-MMP-lIsoformen, wie den
Kollagenasen (MMP-1, MMP-13), den Gelatinasen (proMMP-2 und proMMP9) und
der membrangebundenen MT1-MMP bel 5 Monate aten R1-AR-transgenen Mausen
voraus. Die kompensierte Hypertrophie ist zusdtzlich mit erhdhten myokardiaen
TIMP-1 und TIMP-2-Konzentrationen assoziiert, was eine reduzierte Kollagenasen-
Aktivitét impliziert: Es kann keine Aktivierung der MMP-13 (Kollagenase-3) und nur
eine geringe Aktivitdt der MMP-1 (Interstitielle Kollagenase) nachgewiesen werden.
Dies stimmt mit dem Konzept Uberein, dass verringerte myokardiae Kollagenasen-
Aktivitét die Kollagen-Akkumulation bei sich entwickelnder Hypertrophie erleichtert
(Li et d., 2000; Mujumdar et a.,1999).

Be RR1-AR-transgenen Mausen erweist sich die pro-Kollagen-Typ-l und -111 mRNA
und die interstitielle Kollagen-Protein-Expression als 4fach verstarkt im Alter von 5
Monaten und auf schliefdich dem 17fachen erhdht im Alter von 12 Monaten
(verglichen mit den 3 Monate aten Tieren). Das Herzgewicht nimmt bei 5 Monate
alten transgenen Mausen um 10 % zu und zeigt auch in den 1 Jahr alten Mausen keine
weitere signifikante Zunahme. Da keine weitere Zunahme des Herzgewichtes an diesen
Mausen mit schwerer Herzinsuffizienz registriert wird, verglichen mit den 5 Monate-
transgenen, weist dies auf apoptotische Vorgange (Myocytenuntergang) und
Ersatzfibrose hin. Wir beobachten bei 5 Monate dten R1-TG mit kompensierter
Herzhypertrophie eine zunehmende Ablagerung von Typ-I und Typ-111-Kollagen-
Fibrillen (Polarisationsmikroskop), die die Myozyten umgeben. In den 12 Monate aten
31-AR-transgenen Gruppe sieht man eine asymmetrische Verteilung von Kollagen-
Fibrillen mit Ruptur der Kollagen-Netzwerk-Struktur in Srius-Rot-geférbten
Ausschnitten des linken Ventrikels im Sinne ener interstitiellen Fibrose als fuhrender

Aspekt des kardialen Phanotypes der 1 Jahr alten 31-AR-transgenen Mause
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mit schwerer Herzinsuffizienz. Die interstitielle Kollagen-Ablagerung ist starker
ausgepragt als die perivaskulére Fibrose. Die Verschiebung von Kollagen Typ | zu Typ
[11, die mit der ventrikul&@ren Dilatation oft assoziiert wird (Mukherjee et a., 1990 und
1991; Spinaleet al., 1996), kann in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Entsprechend den in dieser Arbeit auf mMRNA-Ebene gemachten Beobachtungen stellte
auch die Arbeitsgruppe um Briest und Zimmer (Briest et al., 2001) eine Erhéhung der
mMRNAs von Collagen | und I1I, MMP-2 und TIMP-2 in Noradrenalin-behandelten
Ratten fest. Aulderdem kam es zu einer Erhéhung der Aktivitét von MMP-2 in Ratten,
die ene kontinuierliche i.v.-Infuson mit Noradrenalin erhielten. Die
Langzeitbehandlung mit NA induzierte eine 37% Erhdhung der interstitiellen Fibrose
assoziiert mit Hypertrophie. Die Autoren vermuteten damals, dass die erhohte MM P-
2-Aktivitdée notwendig ist fur die extrazelluldre Matrix zur Adaptation auf die
VergrofRerung der Myocyten. Das Verhdltnis von myokardialem Kollagen Typ | zu
Typ Il war in den NA-behandelten Ratten im Gegensatz zu anderen bisherigen
Berichten (siehe oben) nicht veréndert, entsprechend den 31-Adrenozeptor-transgenen
Mausen in der vorliegenden Arbeit. Weltere Arbeitsgruppen beobachteten, dass
unabhéngig von Verdnderungen der myokardiden Kollagen-Konzentration eine
Abnahme des Kollagen-Cross-Linking mit linksventrikul&érer Dilatation einherging, und
zwar in enem Rattenmodell mit Druckbelastung und Herzinsuffizienz mit LV-
Dilatation induziert durch 7 Monate lange R-AR-Stimulation mit Isoproterenol
(Spinale et a., 1996; Woodiwiss et al., 2001). Diese Daten untermauern wiederum die

Verbindung zwischen neurohormonaler Stimulation und dem Kollagen-Turnover.

5.2 Gelatinasen

52.1 MMP-2-Aktivierung mittelsdesM T1-MMP/TIMP-2/MM P-2-

Tertiarkomplexes

31-TG-Méause entwickeln eine Ventrikeldilatation und eine symptomatische
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Herzinsuffizienz im Alter von 12 Monaten (Engelhardt et a 1999). Die Gesamt-
Kollagenasen-Protein-Expression (MMP-1, MMP-13) nimmt in den 12 Monaten aten
Tieren ab, aber die membrangebundene MT1-MMP (MMP-14), TIMP-2-Protein-
Expression und die MMP-2-Gelatinasen-Aktivitdt erhdht sich signifikant in R1-TG-
Maéusen im Alter von 5 Monaten und weiter im Alter von 12 Monaten. Wir sehen ein
schwaches zymographisches MMP-2-Aktivitdtssigna in den RB1-TG-Mausen mit 5
Monaten, dem Ubergang zur Ventrikeldilatation vorausgehend. Die gelatinolytische
MM P-2-Aktivitét, gemessen durch Gelatine-Zymographie, erhdht sich auf das 3,6fache
be RITG mit dekompensierter Herzinsuffizienz im Alter von 12 Monaten im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass eine
Aktivierung der MMP-2-Gelatinase mit linksventrikularem Remodelling und Dilatation
einhergeht.

Sakata et a. lieferten schon 2004 den Beweis, dass gelatinolytische Aktivitét der LV-
Dilatation vorausgeht (Sakata et al., 2004). lwanaga et al. (2002) konnten anhand von
Dahl Salz-sendtiven Ratten mit kompensierter LV-Hypertrophie (11 Wochen) noch
keine Veranderungen im Hypertrophie-Stadium nachweisen, aber erhthte MMP-2
MRNA, -Protein-Gehalt und -Aktivitét, genauso wie erhohte TIMP-2-Protein und -
MRNA-Konzentrationen nach Entwicklung von Dilatation und Dysfunktion (Iwanaga
et al., 2002). Eine gezielte Deletion des MMP-2-Gens reduzierte die LV-Ruptur und
das spéte Remodelling in Méausen nach Myokardinfarkt (Hayashidani et al., 2003).
Diese Beobachtungen unterstitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die
Hypothese, dass die MMP-2 (Gelatinase A) eine Schltsselrolle spidt im Rahmen des

linksventrikuléren Remodellings und der kardialen Dilatation mit Dysfunktion.

Coker et a. (2001) haben in linksventrikuléren Myocytenpréparationen von Schweinen
gezeigt, dass die Stimulation mit Endothelin -1, Angiotensin 11 und Isoproterenol die
MMP (MMP-2 und MT1-MMP)-Synthese und Freisetzung beeinflusst (Coker et a.,
2001). Dies weist auf eine wahrscheinliche Hauptrolle der Myocyten, zumindest was
die MMP-2- und die MT1-MMP-Synthese anbetrifft, auch in unserem transgenen
Mausmodell hin. Welcher Zelltyp fir die Kollagenproduktion und die Ersatzfibrose
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und auch fur die jeweils beobachtete MMP- und TIMP-Produktion verantwortlich ist
im vorliegenden 31-AR-transgenen Mausmodell, wurde in dieser Arbeit jedoch nicht
genauer untersucht und man kann trotz der den 31-AR-Uberexprimierenden Myocyten

auch keine eindeutige Aussage hiertiber treffen.

Es ist bekannt, dass die Membran-verkntipfte MMP MT1-MMP an der Zellmembran
und an der Proximitdt von ECM-bindenden Integrinen lokalisiert ist (Ross et a., 2001)
und ein starker Aktivator der Pro-Gelatinase A (pro-MMP-2) ist (Zigrino et a., 2001;
Hernandez-Barrantes et al., 2000). TIMP-2 ist ds en Inhibitor der MMP-2-Aktivitét
bekannt, trégt aber auch zur Aktivierung der pro-MMP-2 bel, involvierend die
Bindung von proMMP-2 an enen membrangebundenen MT1-MMP/TIMP-2-
Rezeptor-Komplex. TIMP-2 dient somit as Vermittler in der Progelatinase A-
Aktivierung, indem es mit der C-terminalen Doméne an die Zink- katalytische Stelle
der MTIMMP auf der Zellmembran bindet und auf diese Weise as eine Art Rezeptor
far proMMP-2 fungiert. Die Hydrolyse der gebundenen proMMP-2 erfolgt dann durch
eine benachbarte TIMP-2 freile MT1-MMP (Zucker et a., 1998). Die Daten der
vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Beobachtung: Signifikant erhohte Expression
von MT1-MMP, TIMP-2 und MMP-2 in 31-AR-transgenen Méausen konnten fir die
schwere ventrikuldre Dilatation von entscheidender Bedeutung sein. MMP-2,
sezerniert als inaktives Proenzym, wird zunehmend proteolytisch in die aktive Form
Uberfuhrt. Die pro-MMP-2-Aktivierung durch MT1-MMP involviert die Bildung eines
Komplexes aus MT1-MMP, TIMP-2 und proMMP-2 auf der Zelloberflache, was die
Hydrolyse der proMMP-2 durch eine benachbarte TIMP-2-freie MT1-MMP fordert.
Der MTIMMP-TIMP-2-Komplex reduziert auferdem den intermolekularen
autokatalytischen Turnover der MT1-MMP, was in einer Akkumulation aktiver MT1-
MMP (57 kDa) auf der Zelloberflache resultiert. Daraus kann man schlief3en, dass
TIMP-2-freie MT1-MMP das verantwortliche Enzym ist fur die Aktivierung der
proMMP-2 in einem Tertiarkomplex unter physiologischen Bedingungen. Dieser Weg
der MMP-2-Aktivierung ist auch in unserem 31-AR-transgenen Mausmodell sehr

wahrscheinlich.
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Der genaue Mechanismus, mittels dessen die aktivierte MMP-2 zur dilatativen
Kardiomyopathie mit Ersatzfibrose beitrégt, ist unbekannt. Angesichts jlngster
Berichte  Uber Signalgebungswege  zwischen Extrazellul&rmatrix und
Myocyten/Fibrocyten und angesichts der Gelatinasenfunktion der MMP-2 dréngt sich
jedoch folgende Hypothese auf:

Die Gelatinasen, vor alem die aktivierte Gelatinase MMP-2 (72 kDal 66 kDa), spalten
effizient nicht-fibrillare Abbauprodukte der Kollagenasen wie Gelatine, Fibronektin und
RGD-Protein-Sequenzen (Arg- Gly- Ast), die Fibronektin oder denaturiertes Kollagen
Typ | mit Integrinen verbinden, die in der Zelmembran von Kardiomyozyten und
Fibroblasten lokalisert snd (Murphy et al., 1989; Davis et a., 1992). Integrine
wiederum verknipfen die Zelmembran von Fibroblasten und Myocyten mit
extrazelluldren Kollagen-Proteinen und sind wichtig fur die Signalgebung zwischen
dem Extrazellularaum und intrazelluldren Signalkaskaden, aber auch fir die
Signalgebung zwischen Fibroblasten und Myocyten. Die Integrin-verkntpfte Kinase
(ILK, integrin-linked kinase) verknipft Integrine mit Signaltransduktionswegen, die an
der Suppression von Apoptose beteiligt sind (Dedhar et al., 1999; Delcommenne et dl.,
1998). Die ILK war in den 1 Jahr dten RR1-AR-transgenen Mausen signifikant
erniedrigt (Seeland et a., 2007), somit wére es gut vorstellbar, dass die aktivierte
MMP-2 das ECM-vermittelte Uberlebenssigna fir Myocyten und Fibroblasten
unterbricht: durch  Spaltung von  RGD-Sequenzen, Trennung  von
Fibronektin/denaturiertes Kollagen-Typ | von Zellmembran-gebundenen Integrinen.
Diese Suppression der Integrin-Funktion wirde Apoptose induzieren, gefolgt von
erhohter Kollagen-Synthese (Ersatzfibrose) und wiederum erhéhter MMP-Expression
durch Uberlebende Fibroblasten und Kardiomyocyten.

5.2.2 Regulation der MM P-9 (Gelatinase B)

Die Erstbeschreibung einer spéter ds Gelatinase B bzw. MM P-9 bekannten Gelatinase,
die aus menschlichen Leukozyten gewonnen wurde, stammt aus dem Jahre 1974
(Sopata et a., 1974). Die MMP-9 ist mit einem Molekulargewicht von 92 kDa
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die grofte Matrixmetalloproteinase (Collier et a., 1992), wird v.a. in Makrophagen,
Keratinozyten sowie Zellen des Knochenstoffwechsel exprimiert und ist be
metastasierenden Prozessen malgeblich an der Aufldsung von Extrazellulérmatrix
beteiligt (Kawashima et a., 1994; Kido et al., 1999; Yu et a., 1999). Ob die in dieser
Studie gemessene MM P-9-Expression neutrophilen/granulozytédren Ursprungs ist oder

aber fibrocytéren oder gar myocytéaren Ursprungs, ist nicht klar.

Die inaktive Proform von MMP-9 wird aktiviert durch verschiedene Zytokine (Okada
et a., 1992; Murphy et a., 1995) sowie durch Zell-Zell-Kontakt (Lacraz et al., 1994).
Die wichtigsten Zytokine zur Aktivierung des MMP-9-gesteuerten Abbaus von
Extrazelluléarmatrix sind TNF-o und Interleukin-1 (Rao et a., 1999). Wobel TNF-o. ein
wichtiger Ausléser der Hochregulation von MMP-9 und TIMP-1 sein soll. Aktive
MMP-9 wird wiederum inhibiert durch verschiedene Chemokine (Teronen et al., 1999;
Wahl et al., 1993; Van den Steen et al., 2002) und durch samtliche Tissue Inhibitors of
Matrixmetalloproteinases, aber besonders durch TIMP-1. TIMP-1 bindet im Verhdtnis
1:1 an MMP-9 und reguliert Uber eine Blockade des aktiven Zentrums die
proteolytische Aktivitét (Goldberg et a., 1992). Dies liefert eine mogliche Erklarung
dafir, warum es in der vorliegenden Arbeit zu keinem Zeitpunkt zu einer Aktivierung
der MMP-9 bel den R1-AR-transgenen Mausen kommt: Die TIMP-1 und MMP-9-
Expression nehmen beide im Zeitverlauf dhnlich zu ohne signifikanten Unterschied
zwischen den R31-AR-transgenen Mausen und der Wildtyp-Relhe, was zusétzlich einen
altersabhéngigen Effekt nahe legt.

Nichtsdestotrotz scheint auch die R1-adrenerge Signaltransduktion einen gewissen
Effekt auf die MMP-9/TIMP-1-Regulation zu haben: Sowohl die MMP-9- ds auch die
TIMP-1-Expression sind bel den 5 und 12 Monate alten [31-AR-transgenen Mausen
gegenuiber den Wildtyp-Mausen verstérkt, was jedoch keine statistische Signifikanz
erreicht. Auch kann in der vorliegenden Arbeit keine Regulation der proMMP-9-
MRNA-Expression nachgewiesen werden, so dass die altersabhéngige Zunahme der

proMMP-9 folglich auf post-trand ationelle Mechanismen zurtickzufGhren wére.



97
5.3 Kollagenasen

Die Unterfamilie der Kollagenasen der humanen MMPs besteht aus drei Mitgliedern :
MMP-1 (“fibroblast collagenase “, Interstitielle Kollagenase), MMP-8 (*neutrophil
collagenase”), und die MMP-13 (Kollagenase-3). Die biochemische Charakterisierung
aler dieser Kollagenasen zeigte, dass sie die Fahigkeit teilen, fibrillare Kollagene zu
gpalten an einer spezifischen Peptidbindung, was in einer Generation von Fragmenten
resultiert von ca. % und % -Grofe vom urspringlichen intakten Molekil. Die
entstandenen Fragmente denaturieren spontan zu Gelatine bel  physiologischer
Temperatur und werden zuganglich fur weiteren Verdau durch andere MMPs (Frelje et
a., 1994; Welgus et al., 1981; Hasty et a., 1987; Knauper et a., 1996).

5.3.1 MMP-1 (Interstitielle Kollagenase)

MMP-1 baut vorzugsweise Typ-I11-Kollagen ab (Welgus et a., 1981), und die MMP-
13 baut Typll-Kollagen 6fach effektiver ab as Kollagen Typ | und 111 (Knduper et a.,
1996). Das Remodelling von fibrillarem Kollagen in murinem Gewebe wurde bisher in
grofiem und ganzen auf die Aktivitdt der Kollagenase-3 (MMP-13) zuriickgefthrt, der
Hauptkollagenase, die in dieser Spezies identifiziert wurde. Versuche, die interstitielle
Kollagenase (MMP-1), die Hauptkollagenase in viden Spezies, einschliefdich dem
Menschen, in Mausen zu detektieren, blieben lange Zeit erfolglos. Vor kurzem wurde
eine murine Kollagenase A (sog. Mcol-A) beschrieben von Babin et a. (2001).
Strukturelle und funktionelle Analysen suggerieren, dass Mcol-A als ein mdgliches
Gegenstuck zur humanen MMP-1 erachtet werden kann (Balbin et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit wird diese Mcol-A as murines Gegenstiick zur humanen MMP-1
untersucht. Ahnlich der proMMP13 erfdhrt auch die proMMP1 eine solide
Hochregulation im hypertrophen Myokard. Im Zeitverlauf zeigt sich sogar eine
geringe MMP-1-Aktivierung. Wie die Daten zeigen, weisen jedoch auch die R1-AR-
transgenen Mause nur vergleichsweise wenig murine MMP-1 (Mcol-A) auf (siehe
Ergebnisse): Im Rahmen des Immunoblottings mufden  konzentrierte

Gewebshomogenate eingesetzt und die Gele mit doppelter Probenmenge beladen
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werden, um eindeutige Banden zu erhalten. Zusétzlich zeigt die rekombinante Mcol-A
proteolytische Aktivitdt gegentiber fibrill&rem Kollagen der Typen | und I, wobel die
spezifische Aktivitét gegenuber fibrillarem Kollagen-Typ | aber viel niedriger ist ds
das, was bisher fur die humane MMP-1 und MMP-13 beschrieben wurde (Balbin et al.
2001), was wiederum die zunehmende Myokardfibrose der 31-AR-transgenen Méause
trotz MMP-1-Aktivierung im Alter von 12 Monaten erklaren wirde. Im Gegensatz
dazu weisen transgene Mause mit myokardialer Uberexpression von humaner MMP-1
(D’Armiento et al., 2002; Kim et a., 2000) einen Verlust an kardialen Kollagenen auf,

einhergehend mit einer Verschlechterung der systolischen und diastolischen Funktion.

5.3.2 MMP-13 (Kollagenase-3)

Die MMP-13 wird exprimiert in Chondrozyten und Fibroblasten as Antwort auf
verschiedene Zytokine. Der Zeitverlauf der MMP-13-Induktion ist schneller und auch
vorubergehender as der von MMP-1, was suggeriert, dass verschiedene Mechanismen
die Expression der zwel Kollagenasen regulieren. In der vorliegenden Arbeit erfahren
sowohl die proMMP-13 ds auch die proMMP-1 ene solide Hochregulation im
hypertrophen Myokard, jedoch wird nur die MMP-1 im Stadium der dilatativen
Herzinsuffizienz zunehmend aktiviert. Die fehlende Aktivierung der MMP-13 als der
Hauptkollagenase der Maus geht somit mit zunehmender interstitieller
Myokardfibrose im Rahmen der Herzinsuffizienzentwicklung der 31-AR-transgenen
Maus einher. Auch wurden in diesem 31-AR-transgenen Mausmodell - bis auf die
gering exprimierte MMP-1, die keine grof3e Rolle besm ECM-Remodelling der Maus
spiden durfte - aul’er der MMP-2-Aktivierung keine anderen Aktivierungen von
MMPs beobachtet. Somit drangt sich die Vorstellung auf, dass die Aktivierung der
latenten Gelatinase pro-MMP-2 (72 kDa), gemessen bel 66 kDa, eine entscheidende
Rolle in diessm Ubergangsprozess von kompensierter zu dekompensierter

Herzinsuffizienz spielt.
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54 TIMPs (Tissuelnhibitorsof Matrix M etallopr oteinases)

541 TIMP-1

Die TIMP-1-Proteinexpression erhéht sich sowohl in der WT-Gruppe als auch bel den
31-AR-transgenen Mausen mit zunehmendem Alter. Die Proteinzunahme ist bel  den
B1-TG-Méausen mit 12 Monaten ausgeprégter als bei den Kontrolltieren, erreicht
jedoch keine statistische Signifikanz. Diese Daten suggerieren eine Kontrollfunktion
von TIMP-1 hinschtlich der kardialen proteolytischen Aktivitdt von MMP-1 und
MMP-13. Die fenlende MMP-9-Aktivierung kann ebenfalls mit den paralel zur MMP-
9-Expression  ansteigenden TIMP-1-Spiegeln erklart werden. TIMP-1 inhibiert
namlich die Aktivitét der meisten MMPs, mit Ausnahme von MMP-2 und MT1-MMP,
was gut mit der MMP-2-Aktivierung mittels des MT1-MMP/TIMP-2/MMP-2-
Tertifrkomplexes in den 1 Jahr dten R1-AR-transgenen Mausen mit schwerer

dilatativer Kardiomyopathie korreliert.

Obwohl schon verschiedene Studien die Expression von TIMP-1 im insuffizienten
menschlichen Herzen untersucht haben, konnte keine Ubereinstimmung gefunden
werden zwischen Steady-State-Levels von TIMP-1 mRNA und der Menge an TIMP-
1-Protein (Tyagi et d., 1996, Gunja-Smith et al., 1996). Auch in der vorliegenden
Arbeit kann keine unmittelbare Ubereinstimmung zwischen der TIMP-1-mRNA-
Expression und TIMP-1-Proteinspiegeln festgestellt werden . Sowohl in der Wildtyp-
Reihe as auch in der transgenen Reihe nimmt der TIMP-1-Gehalt dhnlich stark mit
zunehmendem Alter zu, aber nur in den 31-AR-transgenen Mausen kann auch eine
Zunahme der TIMP-1-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Nichtsdestotrotz
sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fir eine vom R1-adrenergen

Signalweg weitgehend unabhangige Regulation der TIMP-1-Expression.

TIMP-1 scheint somit eine physiologische Hochregulation mit zunehmendem Alter zu

erfahren, moglicherweise im Sinne einer Schutzfunktion: Esist schon demonstriert
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worden, dass TIMP-1-Defizienz LV-Remoddling nach Myokardinfarkt in Mausen
vervidfacht, was eine wichtige Rolle der lokalen endogenen Kontrolle von kardialer
MMP-Aktivitdt durch TIMP-1 suggeriert (Creemers et al., 2002). Es wurde auch
gezeigt, dass TIMP-1 vollstéandigen Schutz bietet gegen Ventrikelruptur in Mausen
nach experimenteller Myokardinfarktsetzung (Heymans et a., 1999).

5.5 Modulation der MM P-Aktivitat verandert das Fortschreiten

der Herzinsuffizienz

Es gibt viele potentielle Wege um MMPs zu inhibieren, einschliefdich der Suppression
der MMP-Gen-Expression, Blockierung der MMP-Aktivierungswege, Inhibition der
MMPs durch verstérkte TIMP-Gen-Expression oder Verabreichung von synthetischen
MMP-Inhibitoren (Woessner et al., 1999). Gegenwartig gibt es keine Daten zur
Modulation der Aktivierungswege der MMPs in vivo. Eine Verstéarkung der TIMP-
Gen-Expression konnte in Zukunft machbar sein, wenn Gentherapie-Techniken
ausgereift sind (George et a., 2000). Die Verabreichung von TIMPs hat sich as nicht
geeignet erwiesen fur die pharmakologische Anwendung angesichts ihrer kurzen
Habwertszeit in vivo, obwohl gezeigt wurde dass TIMP-1 vollstandigen Schutz bietet
gegen Ventrikelruptur in Mausen nach experimenteller Myokardinfarktsetzung
(Heymans et a., 1999). Tier-Modelle und anfangliche Ergebnisse mit synthetischen
MM P-Inhibitoren waren vielversprechend (Peterson et a., 1997; Spinde et a., 1999).
Sowohl an der Ratte als auch am Schweine-Herzinsuffizienzmodell konnte der oral
verabreichte MMP-Inhibitor PD 166793 die kardiae Pumpfunktion verbessern und das
Fortschreiten der Herzinsuffizienz aufhalten (Peterson et a., 1997; Spinde et a.,
1999). Die MMP-Inhibition verringert auch signifikant das myokardiale Remodelling
assoziiert mit chronischer Volumenbelastung, verhindert ventrikul&re Dilatation,
reduziert die LV-Hypertrophie und erhalt die Ventrikelfunktion (Chancey et al., 2002).
Ein gemeinsames Ergebnis der obigen Modelle ist die Bewahrung der Integritét der
Kollagen-Matrix und der myokardialen Funktion und in unterschiedlichem Masse auch

der Herzstruktur und -geometrie. In Falen, in denen die MMP-Inhibition den
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Kollagen-Gehalt nicht veranderte, konnte der gunstige Effekt in der Verbesserung der
Kollagen-Qualitét und der ECM-Integritét liegen (Witte et al., 1998). Der relative
Gehalt an verschiedenen Kollagen-Typen, die Ausprégung des Kollagen-cross-linking,
der Ausrichtung/Gruppierung, Reifung und Denaturierung, adl das trégt zur Stérke,
Festigkeit und Integritét der extrazelluldren Matrix bel. Jedoch mtissen die Ergebnisse
mit grof3er Sorgfalt evauiert werden. So sind MMPs z. B. gleichfals entscheidend fiir
den Hellungsprozess nach Myokardinfarkt und eine generelle MMP-Hemmung wére

mit schwerwiegenden gesundheitlichen Nachteilen verbunden.

Die oben geschilderten Ergebnisse zeigen, dass MMP-Aktivierung eine Schlissalrolle
spielt in der Modulation der Myokardfunktion durch Regulation des ECM-
Remodellings. Somit konnte ene selektive MMP-Inhibition as potentielle
therapeutische Strategie dienen fur Herzinsuffizienz, wenn auch unter Beachtung eines

engen Zeitfensters wahrend der Herzinsuffizienzentwicklung.
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