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1 1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Histologie des Myokards

Das Herz ist ein muskulares Hohlorgan, welches den Blutkreislauf des Korpers
antreibt. Die Herzwand besteht aus drei Schichten: Innen an den Blutstrom
angrenzend liegt das aus Endothel und Bindegewebe aufgebaute Endokard. In der
Mitte bildet das Myokard als Herzmuskelschicht die starkste Wandschicht. Aul3en
grenzt das Epikard das Organ Uber Bindegewebe und Mesothel gegen den

Perikardbeutel ab.

Truncus pulmonalis

V. cava
superior

Svus trunci pulmonaks

Auricula sinistra

Alrium
cordis
dextrum

Venticulus cordis sinister

Ventriculus cordis
dextar

.

Sulcus
mtarventricularis
antenor

A: Makroskopie des Herzens

C: Querschnitt der Herzmuskulatur
Abbildung 1: Anatomie und Histologie des Herzens
Die makroskopische Ansicht des Herzens verdeutlicht an Hand der Fensterung des rechten Ventrikels
den dreischichtigen Aufbau der Muskulatur: Die &ufRere, subepikardiale Schichte geht an der
Ventrikelspitze in die mittlere und innere, subendokardiale Schicht Gber (A). Histologisch lassen sich
sowohl im Langsschnitt (B), als auch im Querschnitt (C) des Myokardgewebes die groRen kardialen
Myozyten (1) mit ihren Glanzstreifen (2) und Verzweigungen (3) sowie dem umgebenden

Bindegewebe mit vielen Fibroblasten (4), welches die versorgenden Gefalie (5) fuhrt, differenzieren.
Putz, Pabst, Soboftta Atlas der Anatomie 2, 22.A, Elsevier GmbH / Lippert, Anatomie 7.A, Elsevier GmbH

Der Hauptbestandteil des Myokardes sind Kardiomyozyten, ca. 100 ym lange Zellen
mit einer hohen Dichte an Mitochondrien im Zytosol zwischen den Myofibrillen. Unter
den Kardiomyozyten bilden sich viele Zellkontakte, vor allem Adharens-Kontakte und
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Desmosomen aus. Uber Gap junctions werden die Kardiomyozyten
eklektrophysiologisch zu einer mechanischen Einheit vereint. Das Myokard wird
durch das Endomysium gegliedert. Diese bindegewebigen Straflen umhiullen jede
Myozytenkette und enthalten die Mikrogefalde des Myokardgewebes. Dieses dichte
Kapillarsystem verlauft parallel zu den Myozyten und sichert die Blutversorgung’
(Abbildung 1).

Die kleineren Fibroblasten, welche in Bezug auf die Zellzahl mit 60% im humanen
Herzgewebe am starksten vertreten sind, stellen nur einen Drittel des Volumens des
Myokardgewebes dar®. Sie liegen in Strdngen und Bahnen parallel zu den Myozyten
im Endomysium und sichern die Integritit des Myokardgewebes?®. Die grdReren
Myozyten dominieren das mikroskopische Bild, stellen jedoch nur 30% der Zellen.
90% der Zellen im Myokard sind Kardiomyozyten und kardiale Fibroblasten. Der
restliche Anteil wird durch mesenchymale Zellen, Endothelzellen und glatte
Muskelzellen gebildet®.

Im Gegensatz zu den kardialen Myozyten, deren Replikationskapazitat im adulten
Herz begrenzt ist, behalten die kardialen Fibroblasten ihre Fahigkeit zur Proliferation.
Die Zellzahl kann sich im Laufe des Lebens zum Beispiel im Rahmen eines
Herzinfarktes erhdhen?. Dariiber hinaus sind kardiale Fibroblasten die wichtigsten
Produzenten von Botenstoffen, z.B. Interleukin-108 (IL-1B), die

Kardiomyozytenwachstum, Proliferation der Fibroblasten und Homoostase der
extrazelluldren Matrix (EZM) regulieren?.

1.2 Der Myokardinfarkt

1.2.1 Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Der Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz zahlen weltweit zu den haufigsten

Todesursachen bei Mannern und Frauen® °©

. In Deutschland lagen als Todes-
ursachen im Jahr 2009 Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit letalem Ausgang mit 41,7%
weit vor Neoplasien (26,0%) und Erkrankungen des respiratorischen Systems
(7,4%)".

Ein Herzinfarkt entsteht meist im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit®. Eine

Lymphozyten- und Lipidanreicherung fuhrt dabei zur Verdickung und Verkalkung der
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Gefaldintima. An dieses vorgeschadigte Endothel konnen leicht Thromben adharieren
und die stenosierten Gefalle komplett verschlieRen. Da die Koronargefalle
Endarterien ohne Kollateralen sind, kann der Sauerstoffoedarf des Herzgewebes
nicht gedeckt werden. Nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation WHO
liegt ein Myokardinfarkt vor, wenn zwei der folgenden Kriterien zutreffen:
Ischamische Symptome wie retrosternale Schmerzen mit charakteristischer
Ausstrahlung fur = 20 Minuten, EKG-Veranderungen oder pathologischer
angiographischer Befund und Nachweis einer Myokardschadigung im Blut an Hand
der Marker Troponin T/l oder CKMB® °.

40% der Patienten Uberleben die ersten 48 Stunden nach einem Infarkt nicht. Die
durch die Ischamie induzierten Prozesse fuhren 2zu Extrasystolen und
Kammerflimmern. Ausgedehnte Nekrosen bergen die Gefahr einer Herzwandruptur
mit  Herzbeuteltamponade, Ventrikelseptumruptur und Papillarmuskelabriss.
Spatkomplikationen sind die Linksherzinsuffizienz bei 33% und
Herzwandaneurysmata bei 20% der Patienten®.

1.2.2 Zellulare Mechanismen

Nach einem Myokardinfarkt setzen im infarzierten, nekrotischen Gewebe und im
umgebenden gesunden Myokard Umbauprozesse auf zellularer, subzellularer und
molekularer Ebene sowie in der EZM ein, die als Remodelling bezeichnet werden.
Dabei verandert sich die Grofle, Form und Funktion des Herzens durch Dilatation
und Hypertrophie des betroffenen Ventrikels.

Die Ischamie und ihre Folgen wie Azidose und Hypoglykamie schadigen die Zellen,
es werden nekrotische und apoptotische Vorgange eingeleitet. Im Kerngebiet des
Herzinfarktes mit den geringsten Sauerstoffkonzentrationen ist der Verlust an
Kardiomyozyten durch Nekrose am grofdten. In dem Randbereich des Infarktes
zeigen die Zellen Anzeichen des programmierten, apoptotischen Zelltodes'®. Auf das
gesunde Myokardgewebe wirkt eine erhohte Wandspannung, die dort zur
Hypertrophie oder Apoptose der Kardiomyozyten und zur interstitiellen Fibrose
fihren kann™".

Bei der Nekrose kommt es zu einem Austritt zytosolischer Bestandteile in das
umgebende Gewebe. Durch chemotaktische Prozesse infiltrieren Entzindungszellen

das geschadigte Gebiet. Sie entfernen Zellreste und koordinieren die Reparatur,
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indem sie die lokale Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie |L-13 durch

ortsstandige Fibroblasten und Immunzellen stimulieren. Pathologisch lassen sich an

Hand der Entzindungszellinfiltration mehrere Stadien des Infarktes unterschieden:

1. Die akute Ischamie ist charakterisiert durch die Infiltration von polymorphkernigen
Leukozyten, welche Neovaskularisation, Fibroblastenproliferation und die

Freisetzung von Interleukinen induzieren®.

2. Nach 6-7 Tagen ist der heilende Infarkt durch den Ersatz der Leukozyten durch
mononukledre Zellen und Fibroblasten gekennzeichnetg, welche Kollagene
synthetisieren und die Umbauprozesse der Extrazellularmatrix durch die

gesteigerte Expression von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) modulieren'®.

3. Nach funf bis sechs Wochen besteht der abgeheilte Infarkt aus einer
bindegewebigen Narbe ohne zellulére Infiltration®.

1.2.3 Modellsysteme des Myokardinfarktes

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Modelle fur Studien am
kardiovaskularen Systems entwickelt: Versuche an Ratten eigneten sich dabei sehr
gut, um Grundlagen zellularer und molekularer Mechanismen zu verstehen'? und um
Reperfusionsversuche an groRen Arterien durchzufilhren'. Hunde wurden lange Zeit
fur Studien an Koronargefalden verwendet, doch sie besitzen im Gegensatz zur
menschlichen  Anatomie variable Kollateralgefalle, welche die Perfusion
verschlossener GefaRe ersetzen kénnen'. In letzter Zeit hat sich insbesondere das
Schwein als geeignetes Modell fur Versuche in der Ischamie- und
Reperfusionsforschung etabliert, da die Anatomie und Physiologie der
Koronararterien mit dem Menschen weitgehend vergleichbar sind': Die
Koronararterien besitzen kaum vorbestehende KollateralgefalRe, welche die
Perfusion nach einem GefalRverschluss aufrecht erhalten konnten. Das
Reizleitungssystem ist im Vergleich zum menschlichen sehr ahnlich aufgebaut und
die relative Grol3e des Herzens im Vergleich zum Korpergewicht ist entsprechend.
Daruber hinaus ist der Metabolismus beim Schwein im Vergleich zum Menschen
nahezu identisch: Unter normalen Bedingungen decken ungesattigte Fettsduren den
Energiebedarf. Starkere korperliche Aktivitat oder subletale Umstande wie eine
Myokardischamie fiihren zu einer starkeren Verwertung von Glukose'> ™. Aus den

genannten Grunden wurde auch in unserer Klinik das Schwein als Versuchstier in
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Bezug auf das kardiovaskulare System gewahlt: Das Schweinemodell diente sowonhl

fiir GroRtierstudien'®, als auch fiir diese experimentelle Arbeit als Grundlage.

1.3 Zytokine und die Familie der Interleukine

1.3.1 Das IL-1B

Bei den Zytokinen handelt es sich um eine heterogene Klasse von Glykoproteinen.
Sie Uben eine Regulatorfunktion des Immunsystems auf Gewebe und Zellen aus,
indem sie die Proliferation und Differenzierung von Zielzellen vieler Organsysteme

des menschlichen Organismus beeinflussen'®?'

. Die Zytokine gliedern sich in vier
Hauptgruppen: Chemokine, Interferone, Wachstumsfaktoren und Interleukine. Von
diesen nehmen die Interleukine als Signalstoffe des Immunsystems wahrend einer
Entzindung eine zentrale Stellung ein. Interleukine bilden eine inhomogene Gruppe
aus Uber dreilBig strukturell ahnlichen Molekilen mit unterschiedlichen, teils
gegensatzlichen Wirkungen.

Das Interleukin-1 ist ein pleiotropes, hormonahnliches Polypeptid (17 kDa), welches
von vielen Zellen, wie mononuklearen inflammatorischen Zellen, Epithelzellen,
Endothelzellen, mesangialen Zellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten,
produziert wird?2. Die Mitglieder der Interleukin-1-Familie sind: IL-1a, IL-1[3, IL-18 und
der IL-Rezeptorantagonist (IL-1Ra)?.

Das IL-1B ist der wichtigste Entzindungsmediator aus dieser Gruppe, welcher im
gesamten Korper, insbesondere im Myokard, eine essentielle Rolle in
Remodellingprozessen einnimmt®*. IL-1B-Vorlaufer werden biologisch inaktiv im
Zytosol und in sekretorischen Lysosomen gespeichert. Sobald die Zelle aktiviert wird,
spaltet die angelagerte Caspase-1 das Pro-IL-1B zum aktiven IL-1, welches nach
der Sekretion an einen der beiden IL-1 Rezeptortypen bindet und seine spezifischen

zellularen Wirkungen vermittelt?.

1.3.2 Die IL-13 Rezeptoren

IL-1B8 bindet an zwei verschiedenen Rezeptoren mit unterschiedlichen Funktionen:
den signalvermittelnden IL-1 Rezeptor Typ | (IL-1RI) und den IL-1 Rezeptor Typ |l
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(IL-1RII), welcher keine intrazellulare Signalkaskade besitzt und dementsprechend
als Decoy-Rezeptor fungiert.

Der IL-1RI hat eine GrofRe von 80 kDa und besitzt eine transmembranare Domane,
woruber die Wirkungen des IL-18 vermittelt werden (Abbildung 2). Sein
zytoplasmatischer Teil, das IL-1 Rezeptor assoziierte Protein, ist wesentlich fur die
Signaltransduktion?®. Durch IL-1B Bindung werden Kinasen aktiviert, welche weitere
Enzyme und Faktoren phosphorylieren. Diese Verstarkung durch die intrazellulare
Kaskade aus Proteinen und Enzymen ist essentiell, da viele Zellen mit weniger als
100 IL-1RI besetzt sind®* ?°. IL-1B greift hauptsachlich iber zwei Signalwege in die
Gentranskription ein: Einerseits = werden  Transkriptionsfaktoren durch
Phosphorylierung aktiviert?”, andererseits kann der nukledre Faktor NFkB, nach
Inaktivierung seines Inhibitors IkB, in den Zellkern translozieren und die Transkription
bestimmter, durch IL-13 regulierter Gene beeinflussen®. Der IL-1RI ist der einzige
Rezeptor, welcher die IL-18 Wirkung vermittelt. Durch Applikation einer grof3en
Menge des IL-1 Rezeptorantagonisten IL-1Ra, welcher den IL-1RIl kompetitiv hemmt
(s.u.), kann die Wirkung vollstdndig aufgehoben werden'?.

IL-1Ra

Abbildung 2: IL-1B Rezeptoren
Der IL-1RI vermittelt die Wirkungen von IL-13 Uber

IL-1

IL-1RII eine Signal verstarkende, intrazellulare
IL-1RI
Signalkaskade. Die Signaltransduktion kann durch

die Bindung des Antagonisten IL-1Ra verhindert
werden. Der IL-1 Rezeptor Typ Il besitzt keine
kein Signal intrazellulare Doméne und fungiert somit als
Decoy-Rezeptor.

Modifiziert nach Bujak et al., Arch. Immunol. Ther. Exp. 2009

IL-1 Signal kein Signal

Die Bindung des Antagonisten IL-1Ra an den IL-1RIl verhindert eine
Zusammenlagerung mit dem IL-1 Rezeptor assoziierten Protein und hemmt
kompetitiv die Wirkung von IL-1a und IL-1B%.

Neben dem IL-1RI gibt es einen zweiten Rezeptor: Der IL-1RIl besitzt als Decoy-
Rezeptor keine intrazellulare Domane zur Signalweiterleitung®. Dieser Rezeptor
dient vorwiegend zum Abfangen von IL-13 Molekulen und greift regulierend in die IL-
1B Wirkung ein®.
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1.3.3 IL-1B8 Wirkungen auf zellularer Ebene

Als proinflammatorisches Zytokin wird IL-13 bei Gewebeverletzungen ausgeschuttet.
Es spielt in vielen inflammatorischen Kaskaden im gesamten Organismus eine

essentielle Rolle™ 8.

Eine kdrzlich publizierte Studie unseres Institutes am
Schweinemodell ergab, dass nach einem Myokardinfarkt und kardiopulmonaler
Reanimation die Spiegel von IL-1B8 im Myokardgewebe stark ansteigen (s. 1.2.3)".
Auch andere Arbeiten belegen die Anwesenheit und verstarkte Sekretion von IL-1[3
im ischamischen Myokard®*2. Diese Ergebnisse weisen auf eine essentielle Rolle
von IL-1B in der Koordination von zellularen Ereignissen und Geweberemodelling
nach einem Myokardinfarkt hin.

Um seine Effekte prazise vermitteln zu konnen, besteht eine Kontrolle auf mehreren
Ebenen: IL-1B wird von verschiedene Zellarten sezerniert, die Spaltung des Pro-IL-
1B zu aktivem IL-1p ist durch die enzymatische Aktivitat der Caspase-1 limitiert, die
Expression des IL-1RI auf den Zielzellen ist begrenzt und IL-1f kann kompetitiv
durch IL-1Ra gehemmt oder von dem IL-1RIl abgefangen werden?*.

Die Wirkungen von IL-18 im kardiovaskularen System auf zellularer Ebene sind

vielfaltig und Dbeeinflussen nicht-myokardiale Zellen ebenso wie die
Kardiomyozyten?®:

Die Effekte von IL-1B auf nicht-myokardiale Zellen im Herz sind verschiedenartig: In
Endothelzellen bewirkt IL-13 durch die Sekretion von Mediatoren (z.B. NO, PGE)
eine Vasodilatation der Gefalle. Chemokine und die Expression von

Adhasionsmolekilen auf der Endotheloberflache erleichtern die Migration von
zirkulierenden Leukozyten in das Gewebe. Durch IL-18 stimulierte Lymphozyten
modulieren die Entzindung und sezernieren Prostaglandine, welche die
Vasodilatation verstirken und den Blutfluss sowie die Kapillarpermeabilitat steigern®
2’ Dariiber hinaus stimuliert IL-18 Makrophagen zur Phagozytose und aktiviert
Fibroblasten zur Freisetzung von Inflammationsmediatoren (Abbildung 3). Die
aktivierten Zellen produzieren weitere Zytokine (v.a. IL-1B), welche die Vorgange

autokrin und parakrin verstarken und die Myozyten beeinflussen (siehe unten)®.
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Abbildung 3: Wirkungen von IL-18

IL-1B  wirkt auf verschiedene

A hesion molecules,
Adhesion molecules, PAF, &
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chemokines
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N
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v

Fibroblasts
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Dinarello et al., N. Engl. J. Med. 2000

Proliferation
Vascular smooth muscle

Die Wirkung von IL-13 auf Myozyten betrifft vor allem die Proliferation, Apoptose und
Kontraktilitat: Es liegen bisher nur wenige Studien zur Wirkung von IL-13 auf
Myozyten mit teils gegensatzlichen Ergebnissen vor: Sowohl die GroRRe als auch die
Menge translatierter Proteine in kardialen Myozyten nehmen proportional zur
Konzentration von IL-13 im Myokard zu?’. AuRerdem kann durch IL-18 die DNA-
Synthese der Kardiomyozyten reinitiiert'? und die Sekretion von Wachstumsfaktoren
stimuliert werden?®. Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass IL-1B in

t'°. Des Weiteren

Kardiomyozyten die Caspase-8 vermittelte Apoptose veranlass
wirkt IL-1B sowohl auf den gesamten Herzmuskel als auch auf isoliertes Myokard
und kardiale Myozyten in der Zellkultur negativ inotrop, indem es die

Kalziumkanalaktivitat und Sensitivitat der Myofilamente fiir Kalzium reguliert®.

Liegen lokal erhohte Konzentrationen von IL-1B vor, so kann dieses in das
Kreislaufsystem Ubergehen und Einfluss auf systemische Reaktionen nehmen: IL-1f3

reguliert u.a. die Synthese von Akute-Phase-Proteinen zur Lokalisation und
Einddmmung einer Entzindung, von C-reaktivem Protein und a-Antitrypsin in der

Leber und von Glukokortikoiden in der Nebenniere?.

Zusammenfassend stellen sich die zellularen Wirkungen von IL-13 sehr heterogen
dar: Auf der einen Seite wirkt es auf verschiedene nicht-myokardiale Zellarten
stimulierend, fordert die Sekretion von Entzindungsmediatoren und die
Phagozytose. Auf der anderen Seite regt IL-18 Myozyten zur Proliferation und
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Sekretion von Wachstumsfaktoren an. Im Gegensatz dazu kann es unter anderen
Umstanden die Caspase-8 vermittelte, Rezeptor induzierte Apoptose einleiten (siehe

unten).
1.4 Das kardiale Remodelling

Die Gewebeumbauprozesse (Remodelling) im Herzgewebe umfassen einerseits
Zellen, die zur Proliferation angeregt und apoptotisch oder nekrotisch dem Zelltod
zugefuhrt werden, andererseits die Regulation der extrazellularen Matrix (EZM)
durch die MMPs und ihre Inhibitoren (Abbildung 4).

Aktivierte Fibroblasten

Myozyten
Hypertrophie

—_— | = ( : EZM

Apoptosen A ™~ MMPs
Nekrosen //W TIMPs
% ... Leukozyten-

migration

Modifiziert nach Nian et al., Circulation Research, 2004

Abbildung 4: Das kardiale Remodelling

Im Rahmen des Remodelling werden Zellen aktiviert und zum Wachstum angeregt, andere sterben
kontrolliert apoptotisch oder nekrotisch. Im Gewebe werden Zytokine zur Modulation der Entziindung
freigesetzt und Leukozyten wandern ein. Komponenten der extrazellularen Matrix werden produziert

und durch das Zusammenspiel zwischen Proteasen (MMPs) und ihren Inhibitoren (TIMPs) modifiziert.

1.4.1 Zellproliferation und Apoptose

Das kardiale Gewebe passt sich aul3eren Umstanden wie geanderter mechanischer
Belastung an. Durch hohere Beanspruchung des Herzmuskels kann die
Muskelmasse zunehmen. Dieser Effekt beruht vor allem auf einer VergroRerung

(Hypertrophie) der Kardiomyozyten. Im Gegensatz dazu werden Gewebedefekte

nach einem Infarkt vor allem durch Fibroblastenproliferation gedeckt1. Umgewandelt
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zu Myofibroblasten besitzen Fibroblasten die Fahigkeit Kollagennetzwerke zu
kontrahieren und sind essentiell fiir die Integritat des Narbengewebes?.

Ein Herzinfarkt bewirkt im geschadigten Gebiet zwei Arten des Zelltodes, im
zentralen Infarktgebiet vorwiegend Nekrosen, peripher vermehrt Apoptosen10
(s.1.2.2). Die Nekrose wird dabei durch externe Einflisse wie Hypoxie, physikalische
und chemische Schadigung verursacht. Nekrosen gehen mit der Ruptur von
Zellmembranen einher, zytoplasmatische Bestandteile und Enzyme treten aus und
entfalten ihre chemotaktische Wirkung. Einer Nekrose folgt zwingend eine
Entziindungsreaktion'. Die Apoptose dagegen ist der geregelte, physiologische
Zelltod. Die Apoptosekaskade kann Uber verschiedene intrinsische oder extrinsische
Reize ausgelost werden. Es kommt zur Kondensation des Chromatins und zur
Fragmentierung der DNA im Zellkern. Die Zelle schrumpft und zerfallt in
apoptotische, von Plasmamembran umgebene Fragmente, welche von Makrophagen
liber Oberflachenmolekiile erkannt und phagozytiert werden®.

Die Caspasen (Cysteinyl-Aspartyl-Proteasen) sind die Schlusselenzyme der
apoptotischen Kaskade. Die Caspase-3 ist ein zentraler Mediator der Apoptose, sie
bildet die Endstrecke der intrinsischen und extrinsischen Apoptosekaskade: Die
intrinsische  Apoptosekaskade wird durch DNA-Schadigung, Hypoxie oder
Glukokortikoide aktiviert. Die Freisetzung von Cytochrom-c aus der Wand der
Mitochondrien fuhrt durch Aktivierung der Caspase-9 zur Caspase-3 vermittelten
Einleitung der Apoptose. Der extrinsische Weg bewirkt die gezielte Eliminierung
einzelner Zellen. Die Bindung eines Todesliganden, wie beispielsweise IL-18°,
aktiviert die Caspase-8, welche Pro-Caspase-3 aktiviert'®. Die Caspase-3 setzt die
gemeinsame Endstrecke in Gang, es kommt zur Fragmentierung der DNA und
Spaltung der Zytoskelettproteine' (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Die Apoptosekaskade
Der regulierte Zelltod kann durch zwei

Apoptotic trigger Binding of —
death ligand ¢ ) . o
\ Hauptsignalwege initiiert werden: Der
Bound _ { intrinsische Weg aktiviert uber

Cytochrom-c Freisetzung die Caspase-9,

c. \ v @é der extrinsische Weg tber
l X \/ Ligandenbindung an den spezifischen
o fochenren Rezeptor die Caspase-8. Beide Wege
s aktivieren das Schlisselenzym
m'"“ ‘3“9“' Caspase-3, welche die  DNA-

@\< r Fragmentierung und weitere zum Zelltod
cyt-c = cytochrome ¢
fuhrende Prozesse reguliert.
Caspau

_ Chemical & Engineering News, American Chemical
| ) Society, 2010

Cell death

Nach einem Herzinfarkt konnten folglich beide Wege aktiviert werden, die intrinsiche
Kaskade durch die Hypoxie und die extrinsische Kaskade IL-1 vermittelt. Apoptosen
findet man nach einem Myokardinfarkt ubiquitar im Herzgewebe und bis zu 8
Wochen nach dem Infarktereignis sind apoptotische Parameter erhoht®.

1.4.2 Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren

Das Remodelling nach einem Myokardinfarkt betrifft nicht nur die zellularen
Komponenten des Gewebes, sondern auch die EZM des Herzgewebes. Sie formt ein
dreidimensionales Netzwerk bestehend aus Kollagenen, Proteoglykanen und
Glykoproteinen. Die wichtigsten fibrillaren Kollagene sind Typ | und Typ Ill, welche
80% und 10% der Komponenten der EZM darstellen?.

Spezifische Hormone, Wachstumsfaktoren und proinflammatorische Zytokine (z.B.
IL-18) regulieren die kardialen Fibroblasten als Hauptproduzenten der EZM.
Fibroblasten induzieren den Umbau des Interstiiums durch erhohten
Kollagenumsatz, Sekretion und Aktivierung von MMPs, TIMPs (tissue inhibitors of
matrixmetalloproteinases) und Zytokinen (IL-13 und TNF-a).

Bei den MMPs handelt es sich um eine Gruppe von 28 zinkabhangigen Proteasen,
die in der gesamten ischamischen Region nach einem Myokardinfarkt auftreten und
am Gewebeumbau beteiligt sind"'. MMPs bilden nach ihren Strukturen, den zu
spaltenden Substraten und ihrer Lokalisation (sezerniert oder membranstandig)
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mehrere Fraktionen. Im Myokard sezernieren Kardiomyozyten, Fibroblasten, glatte
Muskelzellen, Endothelzellen und Makrophagen die Pro-MMPs folgender Gruppen:
Kollagenasen (MMP-1, -13, -8), Gelatinasen (MMP-2, -9), Stromelysine (MMP-3, -7)
und die membranstandige MMP-14. Alle sezernierten MMPs werden als inaktive Pro-

MMPs abgegeben und erst am Wirkort durch Proteasen gespalten und so aktiviert

(s.u.)®.

Die Aktivitat der MMPs kann auf verschiedenen Ebenen der Gentranskription und
Translation, der Aktivierung durch proteolytische Spaltung durch andere MMPs, Uber
posttranslationale Modifikation, durch die Interaktion mit endogenen Inhibitoren wie
TIMPs und Degradierung durch Proteasen reguliert werden®® (Abbildung 6).

Die Transkription der MMPs wird unter anderem durch Glukokortikoide, Noradrenalin
und durch die Zytokine TNF und IL-18 moduliert. Daruber hinaus erhohen
Sauerstoffradikale und mechanischer Stress, wie eine erhohte Wandspannung im
Herzen, die Transkription der MMPs®. Posttranslational miissen Pro-MMPs durch
den ,Cysteinswitch® aktiviert werden: Proteasen induzieren die Freigabe des
katalytischen Zinkions, indem die cysteinhaltige Propeptiddomane von dem aktiven
Zentrum abgespalten wird. Bestimmte Kinasen konnen MMPs phosphorylieren und
auf diesem Wege inaktivieren. Des Weiteren regulieren die Inhibitoren TIMP-1 bis
TIMP-4 die Wirkungen der MMPs®’.

Abbildung 6: Regulation der MMPs

oytolemos; steroids MMPs, plasmin Die Aktivitat der MMPs wird durch die
Transcription 1 Pro-MMP Transkription (1), Aktivierung (2) und
il N durch spezifische Inhibitoren, die
o MNP TIMPs (3), reguliert. Sobald MMPs
, aktiviert sind, kdénnen sie
TIMPs 3 . % M ! !
, @, ! Biological [ Komponenten der EZM degradieren.

= Activity

Darltber hinaus kénnen sie

4

dh

C— 4
MMP*TIMP
complex

verschiedene biologische Aktivitaten
regulieren indem sie Signalmolekiile

aktivieren.

Zhang et al., Frontiers in Biosciense 10, 2005

MMPs Ubernehmen im Korper vielfaltige Aufgaben: Sie spielen in vielen
physiologischen Prozessen eine Rolle und sind in Pathologien wie
Tumormetastasierung, Entzindung und das Remodelling nach einem Myokardinfarkt
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involviert®. Neben der Eigenschaft Proteine der EZM zu spalten, besitzen sie die
Fahigkeit, Zelloberflachenrezeptoren und Chemokine zu aktivieren. Die zwei
sezernierten Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 gelten als essentielle Mediatoren in
einer Vielzahl kardiovaskularer Erkrankungen, wie Atherosklerose, Myokardinfarkt
und Herzinsuffizienz. Sie besitzen spezifische Aufgabenbereiche im Gewebeumbau:
MMP-2 (Pro-MMP-2: 72 kDa, MMP-2: 64 kDa) spaltet vor allem die Kollagene Typ |,
I, VI, V, VII, X und Fibronektin. AulRerdem werden Proteoglykane, Elastin und IL-1[3
durch MMP-2 inaktiviert®® 3°. MMP-9 (Pro-MMP-9: 92 kDa, MMP-9: 84 kDa)
hydrolysiert Elastin und die Kollagene Typ I, lIl, IV, V, XI und XIV*®. Folglich kénnen
die MMPs sehr gezielt geschadigte Matrix abbauen, wahrend z.B. die Fibroblasten
neue Matrixbestandteile sezernieren.

Die Inhibitoren der MMPs, die TIMPs, sind kleine (~23 kDa) cysteinreiche Proteine,
die Uber sechs Disulfidbrucken stabilisiert werden. Sie bestehen aus einer kurzeren
C-terminalen Domane und einer langen N-terminalen Domane, welche fur die
Inhibition der MMPs verantwortlich ist*®. Es gibt vier TIMP Proteine, TIMP-1 bis
TIMP-4, welche alle im Herzgewebe von kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten
exprimiert werden*'. TIMPs inhibieren die MMPs mit unterschiedlicher
Substratspezifitat®’
MMP-2 und -9*. Die Expression und Aktivitét der TIMPs kann durch chemische und
physikalische Stimuli reguliert werden, daruber hinaus scheinen Interleukine eine

, TIMP-2 beispielsweise zeigt die hochste Affinitdt gegenuber

entscheidende Rolle bei der Regulation zu spielen?.
1.5 Zielsetzung der Arbeit

IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches eine fiuhrende Rolle in
Remodellingprozessen im gesamten menschlichen Organismus spielt’* *. In
vorhergehenden Studien an unserer Klinik konnten im kardialen Gewebe des
Schweins nach induziertem Myokardinfarkt und kardiopulmonaler Reanimation
erhdhte Konzentrationen des IL-1B nachgewiesen werden'.

Aufbauend auf diesen Versuchen wurde in der vorliegenden Arbeit unter
Verwendung gesunder, juveniler Schweine ein Zellkultursystem primarer, kardialer
Zellen etabliert, um die zellularen und molekularen Einfliusse von IL-13 genauer zu
untersuchen. Im Vordergrund der Untersuchungen standen einerseits die

Zellproliferation und Apoptose, andererseits die Expression und Aktivitat wichtiger, in



14 1. Einleitung

das kardiale Remodelling involvierter Gene, Proteine, Enzyme und deren Regulation

durch unterschiedliche Konzentrationen von IL-1.
Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse zu zellularen und molekularen Wirkungen von

IL-18 auf das kardiale Remodelling nach einem Myokardinfarkt zu erlangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle verwendeten Substanzen waren von hochstmoglichem Reinheitsgrad und
wurden, falls nicht anders vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Roth, Sigma,
Merck; Deutschland (D).

2.1.1 Zellkultur

Rekombinantes Schweine IL-13 (#PSC0814, lot #N091301), Biosource, USA;
Fotales Kalberserum Gold, Gentamycin 50 mg/ml, DMEM / Ham’s F-12 mit L-
Glutamine, Dulbecco’s PBS 1x, Trypsin-EDTA 1x, HBSS mit Ca?*, PAA, Osterreich;
Penicillin/Streptomycin, Trypan Blau Losung 0,4%, Sigma-Aldrich, USA; DMEM,
Kollagenase II, Natriumpyruvat, Invitrogen, USA; Nunclon Surface 6 Well Platten und
96 Well Platten, Nunc, D; Cellstar Kulturflaschen, Greiner Bio-One, D; Neubauer
Zahlkammer improved, Neubauer, D; BD Falcon Zell-Schaber, BD Biosciences,

USA; MTS-Assay: CellTiter 96® AQ One Solution Cell Proliferation, Promega, D;
Microcon Zentrifugationssaulen, Centrifugal Filter Devices YM-10, Millipore, USA;

Micro BCA Protein Assay Kit, Thermo scientific.

2.1.2 Molekularbiologie

RNAeasy Mini Kit (74106), RLT Puffer (RLT-Lysis Puffer, Mat. No. 1015750),
Qiagen, D; Reverse Transkriptase MultiScribe (0812074), RNase Inhibitor, RT Puffer
10x, Random Primer 10xRT, Applied Biosystems, USA; Taq Polymerase (Hot Fire
Pol DNA Polymerase 1, HF0573), dNTPs Mix 25x (100 mM) aus: dATP 100 mM,
dCTP 100 mM, dGTP 100 mM, dTTP 100 mM, 10x Reaktionspuffer B, dNTPs Mix 20
mM, MgCl, 25 mM, Solis BioDyne, Estland; BSA 5 mg/ml, New England BiolLabs,
USA; 100 bp Gen Ruler DNA-Ladder, 6x DNA Loading Dye, Ethidiumbromidlosung,
Agarose GTQ, DEPC Wasser, Fermentas, D; Ethidiumbromid 10 mg/ml, Roth, D.
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Caspase 3 (NM_214131)

F: 5-GCT GCA AAT CTC AGG GAG AC-3
R: 5-GGC AGG CCT GAA TTATGA AA-3
Annealing-Temperatur 58°C, 280 bp

TIMP-2 (AF156030)

F: 5-CAA AGC CGT CAG CGA GAA G-3
R: 5-CCA GTC CAT CCA GAG ACA CT-3’
Annealing-Temperatur 58°C, 391 bp

IL-1RI (BI182393)

F: 5-AAT GCA CTT CCT AGG CTT TCT G-3’
R: 5-GGA ACA GGA TGT GGT GAC AA-3’
Annealing-Temperatur 58°C, 65 bp

Troponin-C (NM_001098599)
F:5- AGA ACATCA CGG AGATCG CT -3’
R:5-CCC TCAAACTTTTTC TTG CG-3’

Annealing-Temperatur 58°C, 271 bp

MMP-2 (AF295805)

F: 5-GAC AGT GAC ACC ACG TGA C-3’
R: 5-CAG GCG TCT GCA ATG AGC T-3
Annealing-Temperatur 58°C, 345 bp

MMP-9 (NM_001038004)

R: 5-GGA CGC CAA GTG TGG GTG-3
R: 5-GTC CAC CTG ATT CAC CTC GT-3
Annealing-Temperatur 58°C, 326 bp

GAPDH (AF017079)

F: 5-ATT GCC CTC AAC GAC CAC T-3
R: 5-GGC CTC TCT CCT CCT CGC-¥
Annealing-Temperatur 58°C, 159 bp

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide

Die fir die molekularbiologischen Versuche verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion, D

bezogen. Die Primer sind nach Sequenz F (forward) und R (reverse), Annealing-Temperatur und

GroRe des Produktes in Basenpaaren (bp) aufgelistet.

Pufferlésungen
M1: RLT-Puffer (Qiagen, s. 2.1.2)

M2: RT Puffer 10x (Applied Biosystems, s. 2.1.2)
M3: 10x Reaktionspuffer B (Solis BioDyne, s. 2.1.2)
M4: 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA, ad 1000 ml Aqua dest.,

pH=8,0

M5: 6x DNA Loading Dye (Fermentas, s. 2.1.2)
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2.1.3 Proteinbiochemie

Starting Block T20 (TBS), PVDF-Transfer-Membran (0,45 ym), Autoradiografie Film
Amersham Hyperfiim MP High performance, GE Healthcare, D; Filterpapier Mini
Trans-Blot, Bio Rad, D; Micro BCA Protein Assay Kit (#23235), Thermo Scientific,
USA; ECL-Plus Western Blotting Detection System (W373638), Amersham
Pharmacia Biotech, USA; Microcon, Centrifugal Filter Devices YM-10, Millipore, USA;
Page Ruler Plus Ladder, Fermentas, D; Bromphenolblau Na-Salz, Coomassie
Brillant Blau R 250, Roth, D.

Primarantikorper

Zielprotein | MW [kDa] | Spezies Firma, Katalognummer | Verdiinnung
Caspase-3 | 32 Kaninchen | Santa Cruz, sc-7148 1:200

IL-1RI 65 Maus R&D Systems, MAB269 1:250

Aktin 42 Ziege Santa Cruz, sc-1615 1:1000

Sekundarantikorper

Schwein anti-Kaninchen IgG-HRP Dako, PO217 1:10000

Kaninchen anti-Ziege 1I9gG-HRP Santa Cruz, sc-2922 1:10000

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

Pufferlésungen

P1: 45,42 g Tris, 1 g SDS, ad 250 ml Aqua dest.

P2: 15,14 g Tris, 1 g SDS, ad 250 ml Aqua dest.

PBS: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,78 g Na;HPO4 x 2 H20, 0,24 g KH2PO4, ad 1000 ml
Aqua dest., pH=7,4

P3: 4,38 g NaCl, 5 ml NP-40, 5 g SDC, 5 ml SDS (10%), 3,03 g Tris, ad 500 ml Aqua
dest.

P4: 2,4 ml Tris (1 M), 0,8 g SDS, 4 ml Glycerol (100%), 0,01% BPB, ad 20 ml Aqua
dest.

P5: 12,2 g Tris, 57,6 g Glycin, 4 g SDS/ Natriumlaurylsulfat, ad 4000 ml Aqua dest.
P6: 2,5 ml Triton X-100, ad 100 ml Aqua dest.

P7:7,9 g Tris, 8,7 g NaCl, 0,55 g CaCl; x 2 H,0, 10 pl ZnCl,, ad 1000 ml Aqua dest.
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P8: 0,5% Coomassie Brilliant Blau in 50 ml Methanol, 10 ml Essigsaure, ad 100 ml

Aqua dest.

P9: 50 ml Methanol, 10 ml Essigsaure, ad 100 ml Aqua dest.
P10: 2,4 ml Tris (1 M), 0,8 g SDS, 4 ml Glycerol (100%), 0,01% BPB, 1 ml
Mercaptoethanol, ad 13 ml Aqua dest.
P11: 28,8 g Glycin, 6,06 g Tris, 400 ml Methanol, ad 2000 ml Aqua dest.

P12: 6,06 g Tris, 20,25 g NaCl, 5 ml 0,5M EDTA, 2,5 ml Tween 20, ad 2500 ml Aqua

dest., pH=7,5
Komponente Trenngel (7%) | Trenngel (12,5%) | Sammelgel
P 1 2,5 ml 25m | e
P2 e e 2,6 ml
Acrylamid 1,75 ml 3,12 ml 1,13 ml
Aqua dest. 4,66 ml 4,28 ml 6,19 ml
Gelatinelosung (10 mg/ml) |1 ml | =—— | e
(Nur fiir die Zymographie)
APS 60 60 60
TEMED 30 pl 30 pl 30 pl

Tabelle 3: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Etablierung der primaren Zellkultur

Hintergrund:

In einer vorherigen Studie an unserem Institut wurden am Groltiermodell des
Schweins klinische Versuche und laborchemische Analysen nach induziertem
Herzinfarkt und anschlieBender kardiopulmonaler Reanimation durchgefiihrt'®. Das
Schweinemodell ist in der Ischamie- und Reperfusionsforschung fuhrend, da viele
Parallelen in der Anatomie und Physiologie der Koronararterien und im Metabolismus
des Myokards zum Menschen bestehen'. Um die zelluldren und molekularen
Prozesse im kardialen Gewebe naher zu analysieren, wurde in der vorliegenden

Arbeit ein Zellkulturmodell primarer Schweineherzzellen etabliert.

Durchfuhrung:

Die Schweine wurden gezuchtet und im Alter von drei Monaten geopfert um das
Herz zu entnehmen. Die folgenden Arbeitsschritte wurden im Institut fur molekulare
Tierzucht und Biotechnologie durch Frau Dr. A. Winsch (Ludwig Maximilians
Universitat, Minchen) durchgefuhrt: Direkt nach dem Tod des Tieres wurde das Herz
enthommen und in kaltem PBS, ohne Mg*/Ca®*", versetzt mit 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin aufbewahrt. Nach Entfernung des Endo- und Epikards wurde
ein 8 cm? groRBes Stiick Muskel isoliert und dreimal in PBS mit 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin gewaschen. Danach wurde das Praparat dissektiert, mit
DMEM gewaschen, zentrifugiert (200 g, 5 min) und der klare Uberstand wurde
verworfen. Die Gewebestiicke wurden unter Riihren oder Schiitteln in HBSS mit Ca*
und 0,1 bis 0,5% Kollagenase Il bei 37°C enzymatisch aufgespaltet. Nicht aufgeldste
Fragmente wurden zusatzlich far 10 min mit Trypsin-EDTA L6sung (0,25 Trypsin /
0,02% EDTA) behandelt.

Anschlielend wurde die Zellsuspension durch ein 100 ym Sieb gefiltert, mit DMEM
gewaschen und zentrifugiert (200 g, 5 min). Die Zellen wurden in DMEM mit 15%
fotalem Kalberserum (FKS) resuspendiert, welches mit 293 mg/I L-Glutamin, 100
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U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,1 mM 2-Mercaptoethanol, 1% (v/v)
nichtessentieller Aminosauren und 1% (v/v) Natriumpyruvat versetzt wurde. Zum
Schluss wurden die Zellen in mit 0,1% Gelatine beschichtete Petrischalen ausgesat
und bei 37°C und 5% CO; bis zu 90%iger Konfluenz kultiviert. Nach dieser Periode
wurden die Zellen durch Inkubation mit Trypsin-EDTA Losung (0,05% Trypsin /
0,004% EDTA) fur 5 min bei 37°C von der Unterlage gel6st und in einem Medium
bestehend aus 90% FKS und 10% DMSO eingefroren. Die kryokonservierten Zellen
wurden auf Trockeneis nach Kiel transferiert, wo die anschlieBenden Versuche
durchgefuhrt wurden.

Die tiefgefrorenen Zellen (Passage 1) wurden in einem 37°C Wasserbad aufgetaut
und in vorgewarmtem Medium gelost. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (200 g,
10 min), das Pellet anschlielend in 20 ml DMEM mit 10% FKS aufgenommen, die
Zellen in Zellkulturflaschen ausgesat und bis zu 7 Tage bei 37°C und 5% CO;
kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage gewechselt und die Morphologie
durch ein mit einer Kamera kombiniertes Lichtmikroskop beobachtet (Leica DMIL mit
einer LMscope Kamera, XnView v1.95.4 Software).

Fir den Transfer wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS durch
Trypsin-EDTA Losung und leichtes Klopfen vom Untergrund geldst und anschlielRend
zentrifugiert (200 g, 5 min), um Reste des Trypsins mit dem Uberstand entfernen zu
konnen. Das Pellet wurde in Zellkulturmedium resuspendiert und die Zelllosung je
nach Fragestellung in 6 oder 96 Well Zellkulturplatten ausgesat. In die Versuche

wurden nur einfach passagierte Zellen der drei Versuchstiere eingeschlossen.
2.2.1.2 Stimulation der primaren Zellkulturen mit IL-1[3

Hintergrund:

Ein Herzinfarkt geht mit lokal erhohten Spiegeln von Interleukinen im Myokard
einher. Dabei wird insbesondere das proinflammatorische IL-1B, welches eine
entscheidende Rolle beim Remodelling spielt, vermehrt exprimiert’>. Um die
Wirkungen von IL-18 im kardialen Gewebe auf molekularbiologischer und
proteinbiochemischer Ebene naher zu analysieren, wurden die primaren kardialen

Zellkulturen mit verschiedenen Konzentrationen von IL-1f stimuliert.
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Durchfihrung:

Fur die molekularbiologischen Experimente wurden die Schweineherzzellen in 6 Well

Platten ausgesat. Dazu wurde die konfluente Zellschicht durch Trypsin von dem
Boden der Zellkulturflaschen gelost, auf die 6 Well Platten verteilt und 3 bis 4 Tage
bis zu ca. 30%iger Konfluenz kultiviert. In jedes Well wurden unterschiedliche
Konzentrationen von IL-1 pipettiert: 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml. Die
RNA wurde nach 30 min, 1 h und 3 h isoliert: Nach dem Waschen mit PBS wurden
600 ul Puffer M1 in jedes Well gegeben. Mit Hilfe von Zellschabern wurden die Zellen
von der Unterlage gelOst und in Eppendorfreaktionsgefal’e pipettiert. AnschlielRend
wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy-Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert.
Um Mediumproben fur die Zymographie zu gewinnen, wurde eine 6 Well Platte, wie
oben beschrieben, vorbereitet und bei etwa 30%iger Konfluenz mit 0, 1, 10 und 100
ng/ml IL-1B stimuliert. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden je 600 yl Medium
entnommen und bei -20°C eingefroren. Vor der Analyse wurden die Proben zweifach
durch Millipore Zentrifugationssaulen konzentriert. Um die Proteinmenge zu
bestimmen, wurde die 1:1000 verdunnte Probe mit dem Micro BCA Protein Assay Kit
nach Herstellerangaben gefarbt und bei 560 nm photometrisch gemessen.

Fir den Proteinnachweis durch den Western Blot wurden die Zellen wie oben

beschrieben vorbereitet und 24 bzw. 96 Stunden nach Stimulation mit IL-1f mit
Trypsin gelost und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ul Puffer P3 resuspendiert
und die Proteinkonzentration mit Hilfe des Micro BCA Proteinassay Kits bestimmt
(Abbildung 7A).

Die Stimulation der Zellen fur den MTS-Assay (Promega, CellTiter 96® AQ One
Solution Cell Proliferation Assay) erfolgte in drei 96 Well Platten: Die Zellen wurden
durch Trypsin von der Zellkulturflasche gelost und in 1 ml DMEM mit 10% FKS
resuspendiert. 10 ul Zellsuspension wurden mit 25 pl 0,4% Trypan Blau gemischt
und mit 65 pl PBS verdinnt. 10 ul der gefarbten Zellsuspension wurden in der
Neubauer Zahlkammer ausgezahlt, um die Zellzahl zu ermitteln. In je 16 Wells der
Platte wurden 5000 bzw. 2500 Zellen sowie in 4 Wells eine Leerprobe aus DMEM
mit 10% FKS pipettiert, sodass jeweils eine 4-fach Bestimmung vorlag. Die Zellen
wurden 3 bis 4 Tage kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen der Spalten 1 und 5
im Medium belassen, die Spalten 2 und 6 mit 1 ng/ml, die Spalten 3 und 7 mit 10
ng/ml und die Spalten 4 und 8 mit 100 ng/ml IL-13 stimuliert. Die Spalte 12 diente
als Leerprobe (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Stimulation der Schweineherzzellen mit IL-18

Die Zellen wurden fir PCR, Zymographie und Western Blot auf 6 Well Platten verteilt und mit
verschiedenen Konzentrationen IL-1f3 stimuliert: 0, 1, 10 und 100 ng/ml (A). Fir den MTS-Assay
wurden in 96 Well Platten 5000 (A1-D4) bzw. 2500 (A5-D8) Zellen ausgesat und mit IL-1B3 stimuliert:
0, 1, 10 und 100 ng/ml (B). K = Kontrolle = 0 ng/ml IL-1B, 1 = 1 ng/ml IL-18, 10 = 10 ng/ml IL-183, 100 =
100 ng/ml IL-13, L = Mediumleerprobe.

2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1 Die Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine Kombination zweier molekularbiologischer Methoden: In der
reversen Transkription (RT) wird RNA in komplementare DNA (cDNA) umgewandelt.
In der Polymerasekettenreaktion (PCR) werden spezifische cDNA-Fragmente

amplifiziert und somit die Expression bestimmter Gene untersucht** #°.

Die Reverse Transkription

Hintergrund

Die reverse Transkription dient zum Umschreiben der RNA-Proben in cDNA. Die
Reverse Transkriptase, auch als RNA-abhangige DNA-Polymerase bezeichnet,
erstellt zu dem RNA-Einzelstrang zuerst einen RNA-DNA-Hybridstrang, welcher zu
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doppelstrangiger DNA vervollstandigt wird. Vor der Durchfihrung der RT-PCR muss
die Reinheit der RNA-Probe durch eine Absorptionsmessung bei 260/280 nm gepruft
werden. Nukleotide, RNA und DNA absorbieren das Licht bei 260 nm, Proteine und
andere Stoffe wie Phenol bei 280 nm. Eine reine Probe ergibt einen 260/280
Quotienten groRer als 1,8. Verunreinigungen durch Aminosauren zeigen niedrigere

Quotienten.

Durchfuhrung

Aus den Schweineherzzellen wurde, wie in 2.2.1.2 beschrieben, RNA isoliert und bei
- 80°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Um die RNA-Konzentration in der
Probe zu bestimmen, wurde die Absorption im Photometer (Photometer Genesys
10uv, Thermo Spectronic, USA) bei 260/280 nm gemessen. Die Reinheit der Probe
wurde durch einen 260/280 Quotienten von 2 garantiert.

Fir die Reverse Transkription wurde bei 4°C folgender Reaktionsansatz gemischt,
der vier Temperaturschritte (Schritt 1 bis Schritt 4) im Thermozykler (Biometra,
Thermocycler T Gradient) durchlief:

200ng RNA Schritt 1: 25°C 10 min
2 ul Puffer M2 Schritt 2: 37°C 120 min
0,8 ul dNTPs Mix 25x (100 mM) Schritt 3: 85°C 5sec

2 ul Randomprimer 10x Schritt 4: 4°C 0

1l Reverse Transkriptase

1l RNase Inhibitor

3,2 ul DEPC Wasser

ad 20 ul DEPC Wasser

Die Polymerasekettenreaktion

Hintergrund:

Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA. Durch Wahl der Primer kdnnen
gewunschte Bereiche vervielfaltigt werden. Das Schisselenzym dieser Methode ist
die thermostabile Tag-Polymerase, welche aus dem thermophilen Bakterium
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Thermus aquaticus isoliert wird*®. Die Polymerasekettenreaktion funktioniert nach
einem zyklischen Prinzip aus drei Reaktionsstufen:

Der erste Schritt ist die Denaturierung der DNA-Probe. Durch Erhitzen brechen die

Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den DNA-Basen auf, wodurch die DNA-
Doppelstrange und die Primer voneinander getrennt werden. Anschliel3end findet die

Primerhybridisierung (primer annealing) statt, bei der sich komplementare

Oligonukleotide (Primer) an gewunschte DNA-Fragmente anlagern. Dieser Schritt ist
die Voraussetzung fur die Elongation, in der die DNA-Polymerase die Strange durch
Anheftung von freien Nukleotiden an das 3’-Ende des angelagerten Primers
verlangert.

Durchfuhrung

Bei 4°C wurde folgender Reaktionsansatz aus cDNA, Primern (s. Tabelle 1),
Nukleotiden und der Polymerase erstellt:

2 ul cDNA

1 ul Primer F (forward)

1 ul Primer R (reverse)

2 ul Puffer M3

1 pl dNTPs Mix 20 mM

3 pl BSA 5 mg/ml

1,6 pl MgCl; 25 mM

0,5 ul Taq Polymerase (5 U/pl)

7,9 ul DEPC Wasser

Schritt 1: 95°C 15 min

Schritt 2: 95°C 30 sec (Denaturierung) _
Schritt 3: 58°C 30 sec (Primerhybridisierung) 35-40x
Schritt 4: 72°C 30 sec (Elongation) _
Schritt 5: 72°C 10 min

Schritt 6: 4°C o0
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Der Reaktionsansatz folgte im Thermocycler (Biometra, Thermocycler T Gradient)
dem beschriebenen Programm, wobei sich Denaturierung, Hybridisierung und
Elongation 35 bis 40 mal wiederholten. Anschlielfend wurden die Proben bis zur

Auftrennung durch die Agarosegelelektrophorese bei 4°C gekuhlt.
2.2.2.2 Die Agarosegelelektrophorese

Hintergrund:

Die Agarosegelelektrophorese beruht auf dem Prinzip der Bewegung von Molekuilen
durch ein Gel unter dem Einfluss von elektrischer Spannung und dient unter
anderem zur Auftrennung von DNA-Proben nach der Lange.

Die DNA-Probe wird in die Taschen eines Agarosegels aufgetragen und lauft auf
Grund ihrer negativ geladenen Phosphatreste durch die Maschen des Agarosegels
zur Anode. Kleinere DNA-Fragmente wandern schneller durch die netzartige Matrix,
als groRere. Nach Abschluss der Elektrophorese wird das Gel mit Ethidiumbromid
gefarbt. Dieser rote Phenanthridin-Farbstoff interkaliert in die Doppelhelix zwischen
die Basen und verstarkt durch diese Reaktion die Anregbarkeit durch ultraviolettes
Licht. Durch diese Eigenschaft kann die DNA als leuchtende Bande unter einer UV-

Lampe nachgewiesen werden.

Durchfuhrung:

Um ein 2,5%iges Agarosegel herzustellen, wurden 3,75 g Agarose mit 150 ml M4
gemischt, aufgekocht und in eine Elektrophoreseapparatur (PegLab Biotechnologie,
D) gegossen. 10 yl des PCR-Produktes wurden mit 2 yl M5 versetzt und in die
Taschen pipettiert.

In eine weitere Tasche wurden 10 pl 100 bp Gen Ruler DNA-Ladder aufgetragen, um
die GroRe der Fragmente zu bestimmen. Die Elektrophorese erfolgte unter einer
Spannung von 90 V fur 60 Minuten. Das Gel wurde entnommen, fur 30 Minuten in
einer Losung aus 750 yl Ethidiumbromid (10 mg/ml) in 500 ml Aqua dest. gefarbt und
anschliel3end unter einer UV-Licht Kamera (Raytest) fotografiert. Die Signale wurden
mit Hilfe der Software ImageJ (v.1.41) ausgewertet. Um semiquantitative Aussagen
zur Expression der untersuchten Gene treffen zu kdnnen, wurde die Bandenintensitat

des amplifizierten Produktes zu der Bandenintensitdt des Housekeeping-Gen
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ins Verhaltnis gesetzt. Die

Expression der GAPDH als Enzym der Glykolyse ist nahezu konstant*’.
2.2.2.3 MTS-Zellproliferationsassay

Hintergrund:

Der MTS-Proliferationsassay (CellTiter 96® AQ One Solution Cell Proliferation) ist
ein kolorimetrischer Test um die Anzahl vitaler Zellen zu bestimmen. Die
Reaktionslosung enthalt MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] sowie eine Elektronen
bindende Komponente (Phenazin-Ethosulfat). Die Tetrazoliumkomponente wird von
Zellen zu einem farbigen Formazanprodukt reduziert, welches in dem Zellmedium
I8slich ist (Abbildung 8). Fur diese Reaktion ist durch Dehydrogenase hergestelltes
NADPH oder NADH notwendig, welches nur von den Mitochondrien metabolisch
aktiver Zellen bereitgestellt wird.

OCH,COOH - :
SO, OCH,COOH SO;
W
C }\l Q{N\NO
— \
NNE S CHg N=NIL S cH,
L L
MTS CHs > Formazan N CH,4

Abbildung 8: Strukturformeln von MTS und Formazan
Durch die Dehydrogenase vitaler Zellen wird die zugegebene Tetrazoliumkomponente zu einem

farbigen Formazanprodukt reduziert.
Modifiziert nach CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay System Protocol, 6/09

Durchfuhrung:

Die Zellen wurden fur 24, 48 oder 72 Stunden mit Konzentrationen von 0 ng/ml bis
100 ng/ml IL-1B inkubiert und anschliefend mit dem MTS-Assay analysiert: In jede
Zellkulturplatte wurde zu dem Medium der kultivierten und mit IL-13 stimulierten
Zellen pro Well 20 pl MTS-Reaktionsgemisch gegeben. Nach vierstindiger
Inkubation mit dem Reagenz bei 37°C im Brutschrank wurde in einem ELISA-Reader
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(Sunrise, Tecan, Schweiz) die Absorption bei 490 nm gemessen, welche direkt

proportional zur Anzahl vitaler Zellen ist.

2.2.3 Proteinbiochemie

2.2.3.1 Zymographie

Hintergrund:

Die Zymographie dient dem Nachweis von MMPs*®. MMPs sind sezernierte oder
transmembranare Enzyme, die in verschiedensten Prozessen, wie Umbau der
Extrazellularmatrix, Inflammation und Remodelling (s. 1.4.2), eine essentielle Rolle
spielen. Daruber hinaus weisen neue Studien auf eine Regulation verschiedener
Signaltransduktionswege durch die MMPs hin*®. Fir den Nachweis mittels
Zymographie wird das Gesamtproteingemisch durch ein gelatinehaltiges
Acrylamidgel, wie oben beschrieben, elektrophoretisch aufgetrennt. Durch vorherige
Zugabe von SDS werden Ladungsunterschiede der Proteine abgeschwacht und die
Raumstrukturen aufgehoben. Nach dem Lauf wird das Gel in tritonhaltigen
Renaturierungspuffer gelegt, um das SDS zu entfernen und den Proteinen ihre
ursprungliche, fur die enzymatische Aktivitat essentielle Struktur wieder zu geben.
Nach einigen Stunden Inkubation haben die MMPs die Gelatine in dem Acrylamidgel
gespalten. Die Proteine im Gel inklusive der Gelatine werden mit Coomassie-Blau
gefarbt und anschlieRend fur kurze Zeit entfarbt. Weille Bereiche im Gel entsprechen
der abgebauten Gelatine und beweisen die Anwesenheit und enzymatische Aktivitat
der entsprechenden MMPs.

Durchfuhrung:

Es wurde nach dem Standardprotokoll® ein 7%iges Polyacrylamidgel (s. Tabelle 3)
mit 1 mg/ml Gelatine hergestellt, in dessen Taschen das Gemisch aus 50-100 pg
Protein, 1:1 verdunnt mit (P4) und 2 pyl Bromphenol Blau (0,5%) pipettiert wurde. Bei
einer Spannung von 120 V lief das Gel in (P5) 80 Minuten in der
Elektrophoreseapparatur (Bio-Rad, D). AnschlieRend erfolgte fur 30 Minuten bei

Raumtemperatur eine Inkubation mit (P6). Uber Nacht wurde das Gel bei 37°C in
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Entwicklungspuffer (P7) inkubiert, um es anschlielend fur 3 Stunden in (P8) zu
farben. Nach einer halben Stunde Entfarbung durch (P9) konnten die Banden mit
Proteaseaktivitat als helle Streifen auf einem dunkelblauen Hintergrund sichtbar
gemacht, die Gele fotografiert und analysiert werden. Mit Hilfe der Software ImageJ
(v.1.41) wurde die Intensitat der MMP-Banden analysiert. Die spezifische Bande
wurde zu der Bande der entsprechenden Mediumkontrolle ins Verhaltnis gesetzt und
anschliefend mit den Banden der unstimulierten Zellen verglichen, um Aussagen zur

enzymatischen Aktivitat der MMPs treffen zu kdnnen.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese  (SDS-PAGE)

und Western Blot

Hintergrund:

Der Western Blot dient als Proteinnachweisverfahren, in dem Zielproteine in einem
Proteingemisch durch Antikorper spezifisch nachgewiesen werden kénnen*®°".

Die denaturierten Proteine werden durch eine SDS-PAGE im elektrischen Feld nach
dem Molekulargewicht aufgetrennt. Durch Zugabe von SDS werden
Ladungsunterschiede der Proteine abgeschwacht und die Raumstruktur aufgehoben.
Anschlielend werden die Proteine auf eine Tragermatrix mit hoher Proteinaffinitat
Ubertragen. Durch Verwendung einer Blocking-Losung werden uberschussige
Bindungsstellen gesattigt und somit unspezifische Bindungen des nachfolgend
aufgetragenen, primaren Antikorpers an die Matrix abgeschwacht. An den Fc-Teil
des primaren Antikorpers lagert sich ein sekundarer, an eine Peroxidase gekoppelter
Antikorper. Die  Peroxidase fuhrt nach Zugabe eines spezifischen
Detektionsreagenzes durch photochemische Reaktionen zur Freisetzung von

Photonen, welche den Film auf Hohe der Proteinbanden schwarzen.

Durchfuhrung:

Fur den Western Blot wurden 30 ug des Gesamtproteins 1:1 mit P10 gemischt, drei
Minuten in einem Heizblock auf 95°C erhitzt, in die Taschen eines 12,5%igen
Polyacrylamidgels (s. Tabelle 3) pipettiert und fur 80 Minuten bei 100 V in P5
elektrophoretisch aufgetrennt.

Zum Blotten wurde das Gel im Western Transblot System (Mini Protean 3, Bio-Rad,
D) auf die fur einige Sekunden durch 100% Methanol aktivierte PVDF-Membran
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(Polyvinylidendifluoridmembran) gelegt und durch Filterpapier zusammengehalten.
Bei einer angelegten Spannung von 100 V wurden die Proteine bei 4°C in P11
anodenwarts auf die Matrix transferiert. Nachfolgend wurde die Membran zum
Blocken eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit Starting Block T 20 inkubiert und
der mit Starting Block T 20 verdunnte primare Antikorper (s. Tabelle 2) aufgetragen.
Die Inkubation fand unter Schutteln bei 4°C Uber Nacht statt.

Am nachsten Tag diente dreimaliges Wachen der Membran in P12 zur Entfernung
des uberschussigen Antikorpers. Danach wurde der passende, mit Starting Block T
20 verdunnte Sekundarantikorper (s. Tabelle 2) hinzugefugt und eine Stunde lang bei
Raumtemperatur auf der Membran belassen. Nach dreimaligem Waschen in TBST-
Puffer wurde 1 ml des Detektionsreagenzes ECL-Plus (Enhanced
chemilumineszenz) auf die Membran getropft. Die Entwicklung des Filmes bendtigte
abhangig von der Signalstarke 5, 10 oder 35 Minuten Belichtungszeit.

Um die Signale verschiedener Proteinmengen zu relativieren und sie vergleichen zu
konnen, wurde mit derselben Membran ein Aktinnachweis durchgefuhrt. Die
Expression von Aktin als Protein des Zytoskeletts ist nahezu konstant. Die Inkubation
der Membran mit dem Aktin-Antikorper (s. Tabelle 2) fand fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur statt. Nach dem Waschen in TBST-Puffer wurde der sekundare
Antikorper (s. Tabelle 2) fur 45 Minuten auf der Membran belassen, die Membran
gewaschen und die ECL-L6sung zugegeben. Die Filme wurden 1 und 5 Minuten lang
belichtet und entwickelt.

Am Computer wurden die Intensitaten der entsprechenden Protein- und Aktinbanden
mit Hilfe der Software ImageJ (v.1.41) evaluiert und zueinander ins Verhaltnis
gesetzt.

2.2.3.3 Statistische Methoden

Alle Experimente wurden unabhangig voneinander 2 oder 3 mal durchgefihrt und in
zweifacher bis funffacher Wiederholung gemessen. Die statistische Auswertung
erfolgte durch das Programm GraphPad Prism Version 6.0 fur Windows. In diesem
Programm wurden die Daten durch column statistics, one-sample-t-Test und ANOVA
(analysis of variances) analysiert. Bei statistisch signifikanten Unterschieden fand
eine Bereinigung durch die Bonferroni-Methode fur multiple Paarvergleiche statt. Die

Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM aufgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der primaren Schweineherzzellen

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1 beschrieben, in Zusammenarbeit mit Dr. A. Wiansch
am |Institut fur molekulare Tierzucht und Biotechnologie (Ludwig Maximilians
Universitat, Manchen) durch mechanische und enzymatische Verfahren aus dem
Myokard drei Monate alter Schweine isoliert und kryokonserviert.

Die nach Kiel transferierten Zellen wurden in 6 oder 96 Well Zellkulturplatten
kultiviert. Sie hafteten innerhalb weniger Stunden fest an dem Boden und wuchsen
innerhalb einer Woche bis zur Konfluenz (Abbildung 9A,B). Die Zellen lieRen sich
ohne Anderung der Morphologie tiber mehrere Passagen kultivieren und in fllissigem
Stickstoff kryokonservieren.

Morphologische Beobachtungen deuteten darauf hin, dass es sich bei der Kultur
kardialer Zellen vorwiegend um polygonale, flache Zellen handelte. Sie bildeten viele
intrazellulare Vesikel und Fibrillen (Abbildung 9A-C). Einige Zellen waren durch einen
nahezu spindelformigen Zellkbrper mit wenigen Aufzweigungen charakterisiert,
wohingegen sich andere dreiecks- oder sternformig verzweigten. Diese Beobachtung
lie® auf eine Mischpopulation von Zellen schlie3en. In den Zellkulturen der drei
verwendeten Versuchstiere konnte mittels RT-PCR Troponin-C nachgewiesen
werden, was auf das Vorliegen von Myozyten in der Zellkultur hindeutet (Abbildung
9D).
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Abbildung 9: Morphologie der Schweineherzzellen und Expression von Troponin C

Die Kulturen bestehen vor allem aus polygonalen, flachen und spindelférmigen Zellen, die nach
zweistundiger Kultivierung an der Unterlage haften (A). Nach 96 Stunden liegt eine hdhere Zelldichte
vor (B). Unter starkerer VergroRerung lassen sich viele intrazellulare Vesikel (offene Pfeilkdpfe) und
Fibrillen (schwarze Pfeilkdpfe) erkennen (C). Balken = 60 ym; N = Zellkerne; RT-PCR Experimente
weisen die Genexpression fir Troponin C in den Zellen aller drei Versuchstiere nach. Das
Housekeeping-Gen GAPDH dient zur Relativierung der Bandenintensitaten. Abgebildet ist ein
reprasentatives PCR-Gel pro Versuchstier (D).
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3.2 Expression des IL-1RI

Als Voraussetzung fur die Stimulation mit IL-1B sollte in einem ersten Schritt
bewiesen werden, dass die kardialen Zellen den Signal vermittelnden IL-1RI
exprimierten. Als Methoden hierzu dienten die RT-PCR und der Western Blot.

Die RNA wurde wie in 2.2.1 beschrieben isoliert, mittels Reverser Transkription in
cDNA umgewandelt und anschlieend durch PCR Experimente analysiert. Die PCR
zeigte eine konstitutive Expression des IL-1RI nach einstundiger Stimulation (IL-1RI;
1 h; Kontrolle: 0,70 £ 0,20; 1 ng/ml IL-18: 0,66 + 0,17; P > 0,05 vs. Kontrolle; 10
ng/ml IL-1B: 0,75 + 0,18; P > 0,05 vs. Kontrolle; 100 ng/ml IL-1B: 0,67 + 0,20; P >
0,05 vs. Kontrolle; Abbildung 10A). 30-mindtige und dreistundige Stimulation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IL-13 bewirkten ebenfalls eine konstitutive
Genexpression des IL-1RI (Daten nicht gezeigt).

Mit Hilfe des Western Blots wurde nachgewiesen, dass die mRNA des IL-1RI zu
einem Protein translatiert wurde. Die Proteine wurden aus fur 24 Stunden mit 1, 10
und 100 ng/ml IL-1B stimulierten Zellen gewonnen, durch SDS-Page aufgetrennt und
mittels spezifischer Antikorper gegen den IL-1RI im Western Blot analysiert. Die
Ergebnisse des Western Blots belegten die Expression von IL-1RI unabhangig von
der Stimulation mit rekombinantem IL-18 in den Kulturen (Abbildung 10B).

Die molekularbiologischen und biochemischen Versuche bestatigten somit die
konstitutive Expression des IL-1RI in den kardialen Zellen.
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Abbildung 10: Expression des IL-1RI

RT-PCR Experimente demonstrieren eine konstitutive Genxpression des IL-1RI. Die Expression wird
durch die Stimulation mit 1, 10 und 100 ng/ml IL-1B fur 1 Stunde nicht signifikant verandert. Das
Housekeeping-Gen GAPDH belegt den Einsatz vergleichbarer Mengen an cDNA. Abgebildet ist ein
reprasentatives PCR-Gel. Die Balken zeigen den Mittelwert £+ SEM (A). Der Western Blot deutet
darauf hin, dass das Protein des IL-1RI unabhéngig von der IL-13 Stimulation konstitutiv exprimiert
wird. Der Aktinnachweis wurde durchgefihrt um die Signalaktivititen zu relativieren. Ein
reprasentativer Blot ist abgebildet (B). Aus: Zitta, Brandt et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
2010.
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3.3 Regulation der Proliferation durch IL- 13

In den kardialen Zellkulturen wurde die Proliferation der stimulierten Zellen durch
einen kolorimetrischen MTS-Assay quantifiziert. Nach 24-stindiger Inkubation zeigte
sich in den mit IL-1B stimulierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Absorption, der proportional zur Anzahl vitaler
Zellen ist (Abbildung 11A). Der Unterschied zur Kontrollkultur erreichte fur die 24-
stundige Stimulation mit 100 ng/ml IL-1f statistische Signifikanz (24 h; 1 ng/ml IL-18:
1,09 £ 0,08; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 10 ng/ml IL-1B: 1,18 + 0,09; P > 0,05 vs.
Kontrolle = 1; 100 ng/ml IL-1B: 1,36 + 0,09; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1). Nach 48 und
72 Stunden Stimulation wurde das Signifikanzniveau nicht mehr erreicht (Daten nicht
gezeigt). Morphologisch Uberwiegten auch nach 96 Stunden polygonale, flache
Zellen mit vielen intrazellularen Vesikeln und Fibrillen (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Effekte von IL-1f auf die Zellproliferation

Stimulation mit 100 ng/ml IL-1B fiuhrt zu einer vermehrten Zahl vitaler Zellen in den Kulturen. Die
Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM; * P < 0,05 vs. Kontrolle = 1 (A). Nach 96-stiindiger
Stimulation mit 1, 10 und 100 ng/ml IL-1B enthalt die Zellkultur vor allem polygonale, flache Zellen mit
viele intrazellulare Vesikel und Fibrillen (B).
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3.4 Regulation der Expression und Aktivitat der Pro-Caspase-3
durch IL- 1P

Um die Wirkung von IL-1 auf apoptotische Prozesse zu evaluieren, wurde die Gen-
und Proteinexpression der Caspase-3 als Effektorenzym der Apoptose untersucht.
RT-PCR Studien dienten zum Nachweis von Pro-Caspase-3 auf mRNA-Ebene.
Daruber hinaus sollte ein Western Blot die Menge des Proteins der Pro-Caspase-3
und der aktiven Caspase-3 quantifizieren.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten nach dreistindiger Stimulation einen
dosisabhangigen Anstieg der Genexpression von Pro-Caspase-3 in den kardialen
Zellen. Statistisch signifikante Resultate ergaben sich nach der Stimulation mit 100
ng/ml IL-1B (Pro-Caspase-3; 3 h; 1 ng/ml IL-18: 0,97 + 0,06; P > 0,05 vs. Kontrolle
=1; 10 ng/ml IL-1B: 1,26 + 0,03; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 100 ng/ml IL-1$: 1,45 +
0,23; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1; Abbildung 12A). Nach einstundiger Stimulation
waren diese Ergebnisse noch nicht statistisch signifikant (Daten nicht gezeigt).

Die Western Blot Experimente wurden mit einem Antikorper, der sowohl inaktive Pro-
Caspase-3 (32 kDa) als auch aktive Caspase-3 (20 kDa) detektiert, durchgefuhrt.
Der Western Blot zeigte nach Stimulation der Zellen mit 1, 10 und 100 ng/ml IL-13 fur
24 Stunden, dass trotz der Bildung inaktiver Pro-Caspase-3 keine enzymatische
Aktivierung der Caspase-3 in den kardialen Zellen stattfand. Als Positivkontrolle
dienten IMR-32 Zellen, die fur 2 Stunden einer Hypoxie ausgesetzt waren (Abbildung
12B).
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Abbildung 12: Effekte von IL-1f auf die Expression und Aktivierung der Pro-Caspase-3

Die RT-PCR zeigt eine konzentrationsabhangige Genexpression der Pro-Caspase-3 in den priméren
Schweineherzzellen. Nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-1B fir 3 Stunden ist die Genexpression
signifikant erhdht. Die Amplifikation des Housekeeping-Gens GAPDH belegt den Einsatz
vergleichbarer Mengen an cDNA. Ein reprasentatives Gel ist abgebildet. Die Balken entsprechen dem
Mittelwert + SEM der relativen Genexpression; * P < 0,05 vs. Kontrolle = 1 (A). Der Western Blot zeigt
die Proteinexpression der Pro-Caspase-3 in der kardialen Mischkultur. Es sind keine Signale der
aktiven Caspase-3 sichtbar. Als Positivkontrollen (+Kontrolle) dienten IMR-32 Zellen, die fiir 2 Stunden
einer Hypoxie ausgesetzt waren. Der Western Blot fir Aktin diente der Relativierung der
Signalintensitat. Ein reprasentativer Blot ist gezeigt (B). Aus: Zitta, Brandt et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 2010.
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3.5 Regulation der Expression und Aktivitat von MMP-2 und
MMP-9 durch IL-1

Die lokal ins Gewebe sezernierten Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und MMP-9
ubernehmen Schlusselfunktionen im Matrixumbau, insbesondere im Rahmen von
Remodellingprozessen nach Gewebeverletzungen und Myokardinfarkt'’. Um zu
klaren, ob IL-1B ursachlich an der Regulation der Genexpression und der
enzymatischen Aktivitat von MMPs und somit am Matrixremodelling beteiligt ist,
wurden im Rahmen dieser Arbeit molekularbiologische und proteinbiochemische
Untersuchungen durchgefuhrt.

Die RT-PCR belegte die Genexpression beider MMPs in den Schweineherzzellen
(Abbildung 13). Nach dreistundiger Stimulation mit ansteigenden Konzentrationen
von IL-1p3 stieg die Genexpression fur beide MMPs an, erreichte jedoch nur fur MMP-
2 nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-1[3 statistisch signifikante Werte (MMP-2; 3 h; 1
ng/ml IL-1B: 1,15 £ 0,11; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 10 ng/ml IL-18: 1,32 £ 0,21; P >
0,05 vs. Kontrolle = 1; 100 ng/ml IL-18: 1,89 + 0,49; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1;
MMP-9; 3 h; 1 ng/ml IL-1B: 0,99 £ 0,41; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 10 ng/ml IL-1:
1,06 + 0,27; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 100 ng/ml IL-18: 1,29 £ 0,38; P > 0,05 vs.
Kontrolle = 1). Nach einstundiger Stimulation lief3 sich ein Anstieg der Genexpression
beider MMPs detektieren, der aber nicht signifikant war (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Effekte von IL-1 auf die Genexpression von MMP-2 und MMP-9

RT-PCR Studien zeigen einen konzentrationsabhangigen Anstieg der MMP-2 (A) und MMP-9 (B)
Genexpression drei Stunden nach Applikation von IL-1B. Statistisch signifikante Unterschiede finden
sich fur MMP-2 nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-13. Das Housekeeping-Gen GAPDH zeigt den
Einsatz vergleichbarer Mengen an cDNA in den Versuchsansatzen. Ein reprasentatives Gel ist
abgebildet. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM der relativen Genexpression; * P < 0,05 vs.
Kontrolle = 1. Aus: Zitta, Brandt et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2010.

Die Aktivitat beider MMPs wurde mittels Zymographie quantifiziert. Hierbei fihrte die
Applikation von IL-1B zu einem dosisabhangigen Anstieg der enzymatischen Aktivitat
beider MMPs. Statistisch signifikante Werte wurden durch die Stimulation mit 100
ng/ml IL-1B fur MMP-2 nach 48 Stunden und fur MMP-9 nach 72 Stunden erreicht
(MMP-2; 100 ng/ml IL-1B3; 24 h: 1,29 £ 0,22; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 48 h: 1,2
0,03; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1; 72 h: 1,26 + 1,22; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 96 h:
1,05 £ 0,09; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; MMP-9; 100 ng/ml IL-183; 24 h: 1,09 £ 0,12; P
> 0,05 vs. Kontrolle = 1; 48 h: 1,38 + 0,20; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 72 h: 1,58 +
0,21; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1; 96 h: 1,40 + 0,17; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1). Nach
96-stundiger Stimulation lieR sich ein Abfall der enzymatischen Aktivitat beider
Enzyme beobachten (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Effekte von IL-1f auf die enzymatische Aktivitit von MMP-2 und MMP-9

Die Zymographie zeigt eine erhdhte enzymatische Aktivitdt der MMP-2 (A) und MMP-9 (B) nach 48 h
bzw. 72 h Stimulation mit 100 ng/ml IL-18 verglichen mit der unstimulierten Kontrolle. Ein
reprasentatives Zymographiegel ist in (C) abgebildet. Die Aktivitadten der MMPs nach IL-13 Stimulation
sind als relative Werte bezogen auf die entsprechende unstimulierte Kontrolle dargestellt. Die Balken
entsprechen dem Mittelwert £ SEM der relativen Aktivitat; * P < 0,05 vs. Kontrolle.

3.6 Regulation der Genexpression von TIMP-2 durch IL-1f3

Die enzymatische Aktivitat der MMPs kann Uber unterschiedliche Mechanismen
reguliert werden, eine zentrale Rolle bei diesen Vorgangen spielen die Inhibitoren der
Gruppe der TIMPs®. Um den Einfluss von IL-18 auf die Inhibition der MMPs zu
ermitteln, wurde die Genexpression des Inhibitors der MMP-2 und -9, TIMP-2, durch
RT-PCR evaluiert.

Die Genexpression fur TIMP-2 stieg durch die Stimulation mit 100 ng/ml IL-13 far drei
Stunden im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle an. Kurze Stimulationszeitraume

von 30 Minuten bewirkten keine Regulation der Genexpression (TIMP-2; 30 min;




40 3. Ergebnisse

Kontrolle: 0,95 = 0,31; 1 ng/ml IL-18: 1,01 £ 0,35; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 10
ng/ml IL-1B: 0,97 + 0,33; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 100 ng/ml IL-1B: 1,06 + 0,35; P
> 0,05 vs. Kontrolle = 1). Nach dreistundiger Stimulation zeigten sich statistisch
signifikante Werte (TIMP-2; 3 h; Kontrolle: 1,26 + 0,16; 1 ng/ml IL-18: 1,50 + 0,40; P
> 0,05 vs. Kontrolle = 1; 10 ng/ml IL-18: 1,74 + 0,49; P > 0,05 vs. Kontrolle = 1; 100
ng/ml IL-1B: 1,88 £ 0,53; P < 0,05 vs. Kontrolle = 1; Abbildung 15).
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Abbildung 15: Effekte von IL-1$ auf die Genexpression von TIMP-2

Die RT-PCR zeigt 30 Minuten nach Stimulation mit IL-1pB keine gednderte Genexpression fir TIMP-2
(A). Die Stimulation mit IL-1B fir 3 Stunden resultiert in einem konzentrationsabhangigen Anstieg der
Genexpression (B). Das Housekeeping-Gen GAPDH zeigt den Einsatz vergleichbarer Mengen an

cDNA in den Versuchsansatzen. Ein reprasentatives PCR-Gel ist abgebildet. Die Balken entsprechen
dem Mittelwert + SEM; * P < 0,05 vs. Kontrolle.
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4 Diskussion

4.1 Kultivierung primarer Schweineherzzellen und Nachweis
des IL-1RI

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein primares Zellkulturmodell etabliert, welches die
Zusammensetzung des myokardialen Gewebes in vivo bestmdglich reprasentieren
und somit die Gesamtheit der kardialen Zellen und ihrer Zellinteraktionen
widerspiegen sollte®®. Nicht nur kardiale Myozyten bilden untereinander Adhérens-
Kontakte (Haftkontakte), Desmosomen und zur elektrophysiologischen Vereinigung
Gap junctions aus', auch kardiale Fibroblasten und Myozyten sind iber Gap
junctions verbunden®. Neben den direkten Zellinteraktionen spielen parakrin
ausgeschuttete Mediatoren eine gro3e Rolle in der Kommunikation zwischen den
Zellen, Fibroblasten beispielsweise sind in der Lage IL-1, IL-6 und TNFa zu
synthetisieren?.  Kardiale Fibroblasten besitzen auch die Fahigkeit das
Myozytenwachstum und die Myozytendifferenzierung direkt durch Zellkontakte oder
indirekt durch die Produktion von parakrinen Mediatoren, wie Wachstumsfaktoren
und Interleukinen, zu regulieren3. Diese Interaktionen gewinnen im Myokard nach
einem Infarkt an zusatzlicher Bedeutung, da Fibroblasten Myozyten zur Apoptose
oder Hypertrophie stimulieren und den Umbau der Extrazellularmatrix koordinieren
kénnen?.

Aus diesen Grunden haben wir uns abweichend von anderen Arbeiten, die

5354 antschieden eine Mischkultur

Monokulturen von Herzmuskelzellen untersuchten
kardialer Zellen zu etablieren. Es wurde bewusst darauf verzichtet den Einfluss von
IL-1B auf einzelne Zelltypen des Myokards zu beurteilen, um Einblicke in die Wirkung
von IL-1B auf das Myokard als Einheit zu gewinnen.

Die kardialen Schweinezellen wurden durch eine Kombination aus mechanischen
und enzymatischen Methoden isoliert und kultiviert. Die Zellen hafteten wenige
Stunden nach der Aussaat fest am Boden der Kulturflasche und wuchsen in wenigen
Tagen zu einem konfluenten Monolayer. Nach aktuellem Wissensstand gehen wir
davon aus, dass die primare Zellkultur die verschiedenen Zelltypen der
ursprunglichen myokardialen Gewebeprobe reprasentiert, da keine spezifische

3, 54-56

Zellart durch weitere Methoden isoliert bzw. selektioniert worden war. Die durch
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RT-PCR ermittelte Genexpression des typischen kardialen Markers Troponin-C
belegte die Anwesenheit von Kardiomyozyten in der Kultur (s. 3.2)°’. Die Ergebnisse
zeigten auch, dass in den Kulturen der drei Versuchstiere nach Kryokonservierung
weiterhin Myozyten enthalten sind.

In einer vorherigen Studie unseres Institutes wurde am Groftiermodell des
Schweines gezeigt, dass nach Herzinfarkt und kardiopulmonaler Reanimation die
Spiegel von IL-1B im Myokard ansteigen. Da IL-1B in Remodellingprozessen des
gesamten Organismus eine groRe Rolle spielt, wurde die beschriebene Zellkultur
etabliert, um die molekularen und zellularen Effekte von IL-13 auf kardiales Gewebe
zu evaluieren.

Wir konnten im Weiteren durch molekularbiologische und biochemische Versuche
zeigen, dass die primaren kardialen Zellkulturen den signalvermitteinden IL-1RI
konstitutiv exprimierten (s. 3.3). Eine Studie von Wesphal et al. ergab ein ahnliches
Resultat: Es zeigte sich kein Unterschied zwischen Herzgewebe nach ischamischer

Kardiomyopathie und gesundem Herzgewebe in der Expression des IL-1RI**,

4.2 Effekte von IL-13 auf die Proliferation und Apoptose

Die kardiale Zellkultur wurde in dieser Arbeit mit drei verschiedenen Konzentrationen
1, 10 und 100 ng/ml rekombinantem IL-1f3 stimuliert. Diese Werte orientierten sich an
den Ergebnissen vorangegangener Studien, welche Konzentrationen zwischen 0,1
ng/ml und 10 ng/ml IL-1B einschlossen: In der Monokultur aus Myozyten war die
Proliferation nach Stimulation mit 0,1 ng/ml am starksten gesteigert und bei Werten
bis zu 10 ng/ml IL-18 weiterhin signifikant erhdht>>. Die Monokultur aus
Myofibroblasten zeigte eine signifikant erhdhte Proliferation fur die Konzentrationen 1
und 10 ng/ml IL-1B. Geringere Konzentrationen von 1 pg/ml bis 100 pg/ml IL-13
bewirkten keine signifikanten Effekte’?.

Im Blut wird IL-13 an a2-Makroglobulin, Komplementfaktoren oder den I6slichen IL-1
Rezeptor Typ Il gebunden transportiert?®. Im Gewebe hingegen wird IL-1f3 lokal durch
Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Immunzellen ausgeschiittet®.
Daher konnen die gemessenen Konzentrationen des ungebundenen IL-13 dort nach
Ereignissen wie einem Myokardinfarkt deutlich ansteigen'. Es ist schwierig die
systemischen Werte, gemessen in ng/ml, mit den lokalen Konzentrationen, bezogen

auf ng/mg Gewebe, zu vergleichen' ?*. Es erscheint durchaus wahrscheinlich, dass
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die lokalen Konzentrationen deutlich Uber den systemisch gemessenen IL-13
Spiegeln liegen. Dies war der Grund, weshalb die Stimulation in dieser Arbeit auch
mit 100 ng/ml IL-1 durchgefuhrt wurde.

Die Wirkung von IL-1B auf die inflammatorische Antwort nach einem Herzinfarkt ist
zeitabhangig. Bujak et al. zeigten, dass die Inhibition von IL-18 zu verschiedenen
Zeitpunkten unterschiedliche Effekte bewirkte: Eine Aufhebung der Wirkung wenige
Minuten nach Eintreten des Infarktes verhinderte die gesamte inflammatorische
Reaktion, wohingegen eine spatere Inhibition vor allem die Fibroblasten
beeinflusste®.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurden die kardialen Zellkulturen in dieser Arbeit fur
Zeitrdaume zwischen 30 Minuten und 96 Stunden mit IL-1B stimuliert: Alle
molekularbiologischen  und  biochemischen  Untersuchungen  sowie die
Zellproliferationsassays wurden zu mehreren Zeitpunkten durchgefuhrt.

Zur Beurteilung der Wirkung von IL-18 auf die Zellproliferation in der primaren

kardialen Zellkultur wurde ein MTS-Zellproliferationsassay durchgefuhrt. Die
Versuche zeigten, dass die Stimulation mit 100 ng/ml IL-1B nach 24 Stunden zu einer
erhohten Zellproliferation fuhrte (s. 3.4). Nach langerer Stimulation konnte dieser
proliferative Effekt nicht mehr nachgewiesen werden. Folglich bewirkte IL-13 vor
allem in kurzeren Stimulationszeitraumen proliferative Einflisse auf die kardiale
Zellkultur.

Kaden et al. zeigten in einem Bromodeoxyuridin-Assay, dass humane
Myofibroblasten der Aortenklappe nach einstindiger Stimulation mit IL-18 zur
Proliferation angeregt wurden. Alle untersuchten Konzentrationen zwischen 0,1 und
10 ng/ml IL-1B3 bewirkten eine signifikant gesteigerte Proliferation, mit einem Peak
nach Applikation von 0,1 ng/ml IL-18%. Im Gegensatz dazu wurde in einer fruher
publizierten in vitro Studie durch Koudssi et al. angenommen, dass der Zellzyklus
kardialer Fibroblasten durch IL-18 Stimulation an dem G1/S Kontrollpunkt stoppte
und keine DNA-Replikation stattfinden konnte*. IL-1B schien die Expression der
Zellzyklus regulierenden Faktoren zu beeinflussen: Die Zykline, Zyklin abhangigen
Kinasen und deren Inhibitoren wurden von IL-1(3 reguliert4. Eine weitere Studie von
Palmer et al. stellte an einem in vitro Modell isolierter Myozyten und Fibroblasten von

neonatalen Ratten fest, dass IL-13 kardiale Myozyten zur Hypertrophie anregte und
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die DNA Synthese reiniziierte. Im Gegensatz dazu wurde ein starker antiproliferativer
Effekt von IL-1B auf kardiale Fibroblasten gezeigt'.

Zur Quantifizierung des Zellwachstums wurde in unseren Versuchen ein
kolorimetrischer MTS-Zellproliferationsassay durchgefuhrt. Der Assay basiert auf der
Umsetzung einer Tetrazoliumkomponente, welche abhangig von der enzymatischen
Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen ist. Folglich konnen wir nicht
ausschlieen, dass neben der Proliferation auch die Hypertrophie mitquantifziert
wird, da der Assay abhangig von der Aktivitat der Zellen ist.

Der von Kaden et al. (s.0.) verwendete Anti-Bromodeoxyuridin-Fluoresein-Assay>>
enthalt ein Thymidinanalogon, welches sich wahrend der DNA-Replikation in die
DNA-Strange einlagert. Die Zellzahl wird an Hand der DNA-Menge quantifiziert,
wahrend die Stoffwechselleistung der Zellen weniger berucksichtigt wird. Im
Vergleich ergaben beide Assays fur IL-13 einen proliferativen Effekt.

Die beschriebenen Experimente wurden an einem gemischten Zellkultursystem
durchgefuhrt: Obwohl die Stimulation mit IL-18 innerhalb von 24 Stunden einen
proliferativen und Aktivitat steigernden Effekt bewirkte, konnten wir nicht
ausschlieRen, dass dieses Interleukin verschiedene Wirkungen auf die kardialen

Myozyten und Fibroblasten in der Kultur ausubte.

Die Caspase-3 fungiert als Schlisselenzym des programmierten Zelltodes, der
sogenannten Apoptose. Verschiedene Stimuli der Zelle selbst oder des umliegenden
Gewebes konnen die Apoptosekaskade iniziieren, welche zur Aktivierung der
Caspase-3 fiihrt" '°.

In der vorliegenden Zellkultur exprimierten sowohl unstimulierte als auch mit IL-13
stimulierte Schweineherzzellen die mMRNA und das Protein der Pro-Caspase-3. Nach
Stimulation mit 100 ng/ml IL-1B fur drei Stunden stieg die mMRNA Konzentration der
Pro-Caspase-3 signifikant an. Auf Proteinebene zeigte sich der gleiche Trend nach
24 Stunden. Es konnte jedoch keine aktive Form der Caspase-3, welche durch

t58, 59

enzymatische Spaltung der Pro-Caspase-3 entsteh , nachgewiesen werden (s.

3.5). Diese Ergebnisse sind ein wichtiges Indiz gegen eine apoptotische Wirkung von
IL-1B auf Schweineherzzellen, da die aktive Caspase-3 die Endstrecke sowohl fur die
£,

intrinsische als auch fur die extrinsische Apoptosekaskade darstell Dennoch

finden sich auch Studien, die proapoptotische Wirkungen des IL-1(3 zeigten:
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Ing et al. stimulierten isolierte neonatale Rattenkardiomyozyten mit IL-18 (5 ng/ml),
IFN (100 U/ml) und TNF-a (25 ng/ml) einzeln sowie in Kombination. Die Applikation
von IL-1B steigerte die Anzahl fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesener
apoptotischer Vesikel nach 96 Stunden signifikant, eine kombinierte Stimulation mit
IL-1B, IFN und TNF-a zeigte dies bereits nach 48 Stunden®. Die Abweichungen zu
unseren Ergebnissen in der gemischten kardialen Zellkultur konnten zum einen
durch die Verwendung isolierter Kardiomyozyten einer anderen Spezies und damit
einhergehend dem Fehlen von Interaktion zwischen den unterschiedlichen Zelltypen,
zum anderen durch und den langeren Stimulationszeitraum von 96 Stunden in der
Studie von Ing et al. bedingt sein.

Abbate et al. induzierten im Tiermodell bei Mausen einen Herzinfarkt. Anschlielende
sechstagige Applikation des rekombinanten, humanen IL-1Ra Anakinra bewirkte ein
verbessertes ventrikulares Remodelling, abgeschwachte Apoptose und die Inhibition
von Caspase-1 und -9 gegeniiber der Kontrolle®'. Eine zu starke Inhibition des IL-1
storte jedoch die Integritat der Narbe und es kam, wie von Bujak et al. geschildert,
zur Ruptur der Herzwand?®. Diese in vivo Ergebnisse deuten im Gegensatz zu den in
vitro Ergebnissen der vorliegenden Arbeit an einer Zellkultur proapoptotische Effekte
von IL-1f in vivo an.

Die Wirkung des proinflammatorischen Zytokins IL-13 auf apoptotische Vorgange
wird durch die Synthese weiterer Inflammationsmediatoren und die
Neutrophileninfiltration beeinflusst?®. In vivo wird das Gewebe nach einem
Myokardinfarkt  hypoxisch, Hypoglykédmie, Azidose und niedrigere ATP
Konzentrationen induzieren den mitochondrialen, Caspase-9 vermittelten
Apoptosewegm. Des Weiteren stimuliert das entzuandliche Infiltrat die lokale
Produktion inflammatorischer Zytokine wie IL-1, welche die Caspase-8 vermittelte
Apoptosekaskade in Kardiomyozyten beeinflussen'.

Die Situation in unserem IL-183 stimulierten Zellkulturmodell Iasst sich nur bedingt mit
einer systemischen Antwort auf eine Gewebehypoxie in vivo, wie in der oben
beschriebenen Literatur nach einem Myokardinfarkt, vergleichen. Interaktionen
zwischen den kardialen Zellen sind in unserem System zwar maoglich, doch eine
systemische Wirkung, wie Immunzellinfiltration oder Einflisse durch zirkulierende
Mediatoren, sind in vitro ausgeschlossen. Diese Umstande ermoglichen es, in
unserem Modell die Wirkung von IL-1B zu beobachten. Dies bietet den Vorteil, dass
isolierte Effekte von IL-1 untersucht werden kdonnen, und nimmt den Nachteil, dass
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der Einfluss anderer Faktoren auf die Wirkungen des IL-1B8 nicht berucksichtigt
werden kann, in Kauf.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass IL-1 vor allem proliferative, aber keine
apoptotischen Effekte auf Schweineherzzellen in vitro ausubt. Es bleibt zu beachten,
dass diese Ergebnisse die Gesamtheit der kardialen Zellen betreffen und

differenzierte Effekte auf einzelne Zelltypen nicht ausgeschlossen werden konnen.

4.3 Effekte von IL-13 auf das Remodelling

Nach einem Myokardinfarkt steigt die Aktivitit der MMP-2 und MMP-9 an'® %2 Die
Funktionen der MMPs sind fur verschiedene Umbauprozesse im Gewebe, wie das

Remodelling nach einem Myokardinfarkt, unerlasslich: Sie spalten Proteine der EZM
und aktivieren weitere Botenstoffe und Enzyme®” *°. Die Aktivitat dieser MMPs wird
durch die Wirkungen von Mediatoren wie IL-13 auf den Ebenen der Transkription und
Translation beeinflusst. Verschiedene intrazellulare Signalkaskaden fuhren dabei zur
verstarkten Expression: MMP-2 wird durch die Proteinkinase C und den nuklearen
Faktor NFkB induziert, MMP-9 durch die Kinasen JNK und ERK®2. AnschlieRend folgt
die Aktivierung der Pro-MMPs erfolgt durch proteolytische Spaltung durch
verschiedene Serinproteasen oder andere MMPs. Die in dieser Studie untersuchte
Gelatinase MMP-2 wird durch MMP-1, -2, -14, -16 und -17 aktiviert, MMP-9 durch
MMP-3 und -13*.

Unsere Experimente zeigten eine signifikant erhohte Genexpression und
enzymatische Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 nach IL-1B Stimulation. Nach
dreistundiger Stimulation mit 100 ng/ml IL-18 wurde die hochste mMRNA-Expression
gemessen. Die enzymatische Aktivitat des Proteins stieg fur MMP-2 friher an, als fur
MMP-9, signifikante Werte ergaben sich nach 48 bzw. 72 Stunden (s. 3.6). Nach 96
Stunden nahm die Aktivitat beider MMPs wieder ab. Die erhohten mRNA Werte
deuten darauf hin, dass die gesteigerte Genexpression eine der Ursachen fur die
erhohte Aktivitit der MMPs darstellen kdénnte. Mehrere Tierstudien®® und einige
Studien am Menschen®® ®® zeigten, dass die Aktivitat der MMP-2 und MMP-9 durch
erhohte Konzentrationen von IL-1B nach einem Myokardinfarkt, abhangig von der
Ischamiedauer®’, zunimmt®. Die zentrale Rolle von IL-1B in der Regulation der
MMPs im Herzgewebe wurde aulerdem in vitro an Studien mit Kulturen kardialer

Fibroblasten demonstriert® °:
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Brown et al. bestatigten die durch IL-13 induzierte Expression von MMP-2 und -9 in
Western Blot Experimenten nach Stimulation mit 10 ng/ml IL-18%*. Siwik et al. zeigten
durch Stimulation kardialer Fibroblasten der Ratte mit 4 ng/ml IL-1B eine erhOhte
Gen- und Proteinexpression der MMP-2 und -9. Des Weiteren wurde ein Einfluss von
IL-1B auf die Kollagensynthese nachgewiesen: Die Genexpression der kardialen
Kollagene | und Il wurde durch IL-18 um 43% herunterreguliert, wohingegen das
Kollagen 1V und das Fibronektin induziert wurden®.

Mukherjee et al. erforschten dartber hinaus die zeitliche und raumliche Lokalisation
beider MMPs in einem transgenen Mausmodell des Herzinfarktes. Nach dem
Myokardinfarkt wurde die Expression von MMP-2 ab dem ersten und von MMP-9 ab
dem dritten Tag induziert, wobei die Expression von MMP-2 die von MMP-9
liberragte®®.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch in unserem Zellkultursystem primarer
Schweineherzzellen ermittelt werden: In der Zymographie war die Aktivitat der MMP-
2 bereits nach 48 h, die der MMP-9 erst nach 72 h signifikant erhoht.

Neben der zentralen Rolle der MMPs bei dem Abbau von Komponenten der
extrazellularen Matrix sind weitere Funktionen der MMPs im kardialen Remodelling
von grolRer Bedeutung: Sie kdnnen Signalmolekule wie TGF-§ aktivieren, die Abgabe
von zellgebundenem TNF-a induzieren oder die Chemokinaktivitat durch Spaltung
vermindern®*®. MMP-2 und -9 besitzen weiterhin die Funktion Pro-IL-1f zu spalten
und somit zu aktivieren*?. Damit bewirken MMPs neben den direkten Einfliissen auf
Komponenten der extrazellularen Matrix in dem betroffenen Gewebe zahlreiche
indirekte Effekte zur Regulation von komplexen zellularen Prozessen und der
Gewebehomoostase.

MMPs werden, abgesehen von den oben beschriebenen Ebenen der
Gentranskription und Gentranslation, auch durch posttranslationale Modifikation
(proteolytische Spaltung durch andere MMPs) und durch die Interaktion mit
endogenen Inhibitoren reguliert:

Inhibierende Wirkungen auf die MMPs konnen dem a-Makroglobulin, dem
zellgebundene Protein RECK und den TIMPs zugeschrieben werden?. Alle vier
Mitglieder der Familie der TIMPs (TIMP-1 bis TIMP-4) konnten im kardialen Gewebe
nachgewiesen werden*'. Generell wirken sie unspezifisch auf die MMPs, wobei
TIMP-2 eine Praferenz fur MMP-2 und -9 zeigt. TIMP-3 inhibiert hauptsachlich MMP-
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1, -3, -7 und -13, TIMP-4 inhibiert vor allem MMP-1, -2, -3, -7 und -9*2. In gesundem
kardialen Gewebe werden MMPs und TIMPs koexprimiert und strikt reguliert, um die
Integritat des Gewebes zu erhalten®?. Im Rahmen des Remodelling nach einem
Herzinfarkt wird die MMP/TIMP Relation verandert. Es existieren zurzeit noch wenige
Studien zu der Rolle des IL-18 in diesem Gefuge:

Deten et al. fuhrten Experimente in vivo an der Ratte durch. Wahrend des
myokardialen Remodelling vier Wochen nach einem Myokardinfarkt war sowohl die
MmRNA-Expression von MMP-2 als auch die von TIMP-2 proportional zur
Konzentration von IL-1B im Gewebe erhoht®’. Mehrere Stimuli, wie beispielsweise
mechanischer Stress nach einem Myokardinfarkt, erhéhten die TIMP-2 Expression?.
In unserem primaren, kardialen Zellkultursystem fuhrte die dreistindige Stimulation
mit 100 ng/ml IL-1B zu einer gesteigerten MRNA-Expression von TIMP-2,
wohingegen fruhere Zeitpunkte und geringere Konzentrationen keine Regulation
bewirkten (s. 3.7). Diese spezifische Wirkung konnte als protektiver Mechanismus
gegen exzessives Matrixremodelling durch die MMPs interpretiert werden, da die
Genexpression der MMPs bereits zu fruheren Zeitpunkten, als die des TIMP-2
induziert war.

Andere Studien, welche jedoch an kardialen Monokulturen der Ratte, nicht an
Mischkulturen des Schweins durchgefuhrt wurden, konnten keine vermehrte
Expression des TIMP-2 nachweisen: Brown et al. fanden in mit 10 ng/ml IL-13
stimulierten, kardialen Fibroblasten der Ratte keine Regulation der TIMP-2
Genexpression, jedoch eine 6-fach erhdhte Konzentration von TIMP-1%*. Diese
Effekte auf TIMP-1 und -2 belegte eine weitere Studie durch Li et al. an kardialen
Monokulturen der Ratte. Zusatzlich zeigte sich in PCR und Westerblot eine
vorubergehend gesteigerte Expression des Proteins TIMP-4 durch die Stimulation
mit IL-1p*".

Die Durchfuhrung einer reversen Zymographie konnte helfen, prazisiere Aussagen
zum Einfluss von IL-18 auf die Aktivitat der TIMPs zu treffen und die

auseinanderweichenden Ergebnisse der verschiedenen Studien zu erklaren.

Zusammenfassend stellte sich IL-13 in unseren Studien als pleiotropes Zytokin mit
verschiedenen Wirkungen dar: Es reguliert die Zellproliferation und das myokardiale
Remodelling. Diese Vorgange sind mit einer Induktion der Gelatinasen und dem
Einfluss von IL-1B auf die Genexpression von TIMP-2 assoziiert. Aufbauend auf



49 4. Diskussion

unseren verdffentlichten in vivo Daten'® unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die
These, dass IL-1B als Schlisselmolekul zur Regulation von Remodellingvorgangen
nach Myokardinfarkten fungiert.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte durch die Etablierung eines primaren
kardialen Zellkulturmodells des Schweins gezeigt werden, dass IL-1B in vitro die
Zellproliferation induziert und keine Caspase-3 abhangige Apoptose veranlasst. IL-1[3
fuhrt zu einer erhdhten enzymatischen Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 und reguliert
die Genexpression des endogenen Inhibitors der MMPs, TIMP-2.

Basierend auf diesen Resultaten ergeben sich weitere interessante Fragestellungen,

welche nicht Grundlage der vorliegenden Arbeit waren:

1. Beeinflusst IL-1B die Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen in der
Primarkultur?

2. Obwohl in den Western Blot Experimenten keine aktive Caspase-3
nachgewiesen werden konnte, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden, dass IL-13 Einflisse auf apoptotische Vorgange
ausubt. Werden andere Caspasen durch IL-1[3 reguliert?

3. Welchen Einfluss hat IL-13 auf die Aktivitat des Proteins TIMP-2? Werden
weitere Mitglieder der TIMP Familie, z.B. TIMP-1 und TIMP-4, welche auch die
MMPs -2 und -9 inhibieren, durch IL-1B reguliert?
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5 Zusammenfassung

Ein Herzinfarkt geht mit lokal erhohten Spiegeln von Interleukinen einher, welche
eine wichtige Rolle in Remodellingprozessen des gesamten Organismus spielen.
Dieser Zusammenhang wurde in einer kurzlich publizierten Studie unserer Klinik an
einem Tiermodell nach induziertem Myokardinfarkt und kardiopulmonaler
Reanimation belegt: Im Myokardgewebe konnten hohe Konzentrationen des
proinflammatorischen IL-13 nachgewiesen werden (Meybohm et al., PLoS One,
2009). Um die zellularen und molekularen Wirkungen von IL-1f im kardialen Gewebe
naher zu analysieren, wurde ein Zellkulturmodell primarer Schweineherzzellen
etabliert. An dieser Zellkultur wurden die Effekte von IL-1B auf Zellproliferation,
Apoptose und Expression sowie Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen (MMP-2 und -
9) und von ihrem Inhibitor TIMP-2 untersucht.

Die primaren, kardialen Zellkulturen wurden durch eine Kombination aus
mechanischen und enzymatischen Methoden aus Schweineherzgewebe isoliert und
mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinantem IL-1B stimuliert. Die
Zellproliferation wurde durch einen kolorimetrischen MTS-Zellproliferationsassay
gemessen, die RNA Expression wurde mittels RT-PCR bestimmt, Proteinexpression
und Caspaseaktivitat wurden durch Western Blot Experimente quantifiziert und die
Aktivitat der Matrixmetalloproteinasen (MMP-2 und MMP-9) wurde durch die
Gelatinzymographie evaluiert.

Die Schweineherzzellen exprimierten den IL-1 Rezeptor Typ | konstitutiv und die
Stimulation mit IL-18 fuhrte zu einem konzentrationsabhangigen Anstieg der
Zellproliferation nach 24 Stunden. Die Genexpression der Caspase-3, eines
Schlusselenzyms der Apoptose, war nach dreistundiger Stimulation mit IL-1
induziert. In Western Blot Experimenten konnte Pro-Caspase-3 nachgewiesen
werden, es fand sich jedoch keine aktive Caspase-3. Sowohl die Genexpression der
MMP-2 als auch die enzymatischen Aktivitaten von MMP-2 und MMP-9 wurden
durch IL-1p signifikant erhoht. Die Genexpression des Inhibitors TIMP-2 wurde durch
die Stimulation mit IL-13 gesteigert.

Die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit suggerieren, dass IL-1 im Herzen einen

essentiellen Mediator des kardialen Remodelling darstellt.
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Benedikt 21 Jahre, Dominik 15 Jahre
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etal., IL-1
extracellular matrix remodelling enzymes in cultured pig
heart cells, ESA 2010

Veroffentlichung: Zitta, Brandt et al., Interleukin-1beta

regulates cell proliferation and activity of

regulates cell proliferation and activity of extracellular
matrix remodelling enzymes in cultured primary pig heart

cells. Biochem Biophys Res Commun. 2010



