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2. Einleitung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) stellt ein bedeutendes 6ffentliches
Gesundheitsproblem dar. In den USA ist die COPD die vierthaufigste Todesursache bei
mehr als 16 Millionen Erkrankten. Prognosen nach zu urteilen, wird die COPD im Jahre
2020 weltweit von der sechshaufigsten zur dritth&ufigsten Todesursache aufgestiegen
sein (Murray und Lopez, 1997).

In der Vergangenheit bestand das Problem, dass es keine einheitlichen Daten zur
Pravalenz der COPD gab. Erst 2001 definierte die Golbal Initiative for Obstructive Lung
Disease (GOLD) die COPD als ein pathologisches Phanomen, welches durch eine
Limitation des Atemflusses, der nicht vollstandig reversibel ist, gekennzeichnet ist
(Schirnhofer et al., 2007).

Waéhrend in den Richtlinien der GOLD die COPD als eine im allgemein progressive
Erkrankung beschrieben wird, modifizierte die American Thoracic Society und die
European Respiratory Society die Definition. Zum ersten Mal wird die COPD als eine
vermeidbare Erkrankung definiert.

Die chronische Komponente ist ein wichtiger Aspekt der COPD. Sie ist durch
Remodeling-Prozesse in den Atemwegen charakterisiert, die zu einer chronischen
Bronchitis und einem Emphysem fihren. Inflammatorische Zellen des Immunsystems
spielen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der COPD. Erhdhte Level an
Neutrophilen, Makrophagen und CD8" T-Zellen wurden in der bronchoalveolaren Lavage
bei Patienten mit COPD gefunden. Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die vermehrt
unter anderem von den erwahnten Zellen sezerniert werden, haben die Fahigkeit, in der
Lunge morphologische Schadigungen zu verursachen, die signifikant zum Zustand der
COPD beitragen (Srivastava et al., 2007).

Sowohl der prognostizierte Anstieg in der Todesursachenstatistik, als auch die
Darstellung der COPD als progressive, aber auch gleichzeitig vermeidbare Erkrankung,
weisen auf die Wichtigkeit weiterer Bemuhungen in dem Verstandnis der Pathogenese,
als auch in den Bemuhungen in der Suche nach Therapieanséatzen, die zum Beispiel die
MMPs als Ansatzpunkt haben kénnten, hin.



2.1. COPD

Die COPD ist eine Erkrankung, die sich symptomatisch durch Husten, Auswurf und
Belastungsdyspnoe bemerkbar macht (Reilly et al., 2009). Das pathologische Korrelat
dazu sind Entzindungen der Bronchioli und Destruktion des Lungenparenchyms mit
einem daraus resultierenden Lungenemphysem. Die funktionelle Konsequenz, die sich
hieraus ergibt, besteht in einer Behinderung des Atemflusses (Cosio Piqueras und
Cosio, 2001). Hauptursachen fiur die Entstehung ist das Rauchen. Es gibt noch andere
Ursachen wie Atemwegsinfektionen, berufsbedingte Risikofaktoren und Luftschadstoffe.
Genetisch bedingte Risikofaktoren, wie z. B. ein a;-Antitrypsin-Mangel spielen bei der

Entstehung der COPD eher eine seltene Rolle (Biedermann und Kéhnlein, 2006).

2.1.1.  Cholinerger Einfluss im Rahmen der COPD

2.1.1.1. Vorkommen und Funktion von muscarinischen Rezeptoren in
der Lunge
Es kdnnen funf verschiedene Muscarinrezeptorsubtypen unterschieden werden; in der
Lunge und den Atemwegen sind die Subtypen M;.3 von Bedeutung.
Mi-Rezeptoren werden tberwiegend in den peripheren kleinen Atemwegen mit einem
Durchmesser <2 mm und den Alveolarwédnden exprimiert (Racké et al., 2006). M;—
Rezeptoren werden nicht in gré3eren Atemwegen nachgewiesen. Sie erleichtern die
ganglionére Transmission (Racke, 2006).
Die Subtypen M, und Mg stellen das Hauptvorkommen an muscarinischen Rezeptoren in
der Lunge und den Atemwegen dar. Muscarinische Rezeptoren werden in nahezu allen
Zellen der Lunge und allen Zellen der Luftwege exprimiert, einschliel3lich glatter
Muskelzellen der Atemwege und der BlutgefaRe, verschiedener Drisen,
Oberflachenepithelien, Endothelzellen und verschiedenen inflammatorischer Zellen,
sowie Lungenfibroblasten (Matthiesen et al., 2006; Racké et al., 2006).
Der M,-Rezeptor ist ein autoinhibitorischer Rezeptor, der bei stabiler COPD in seiner
Funktion nicht beeintrachtigt ist (Gosens et al., 2004). Studien haben ergeben, dass die
Proliferation von Lungenfibroblasten durch die Aktivierung des M,—Rezeptors stimuliert
wird (Matthiesen et al., 2006).



Ms-Rezeptoren vermitteln die Kontraktion trachealer und bronchialer glatter Muskulatur.
Dies konnte an M3-Rezeptor Knock-out-Mausen, mit vorhandenem M,-Rezeptor gezeigt
werden. Hier konnte weder durch Metacholin, ein 3-Methyl-Derivat des Acetylcholins
aus der Gruppe der quartaren Ammoniumverbindungen, noch eine parasympathisch
induzierte Bronchokonstriktion in vivo ausgelost werden. Ebenfalls wird die

Schleimmsekretion Uber M3-Rezeptoren vermittelt (Gosens et al., 2006).
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Abb. 1: Wirkung der Acetylcholin-Freisetzung auf die einzelnen Zellen in den Atemwegen,
modifiziert nach (Kummer et al., 2008).

2.1.1.2. Neuronaler und nicht neuronaler cholinerge r Einfluss bei
COPD

Acetylcholin ist der Haupttransmitter parasympathischer Nervenfasern, die die glatten
Muskelzellen und Driisen in der Lunge innervieren. Die offensichtlichsten Effekte nach
Stimulation parasympathischer Nervenfasern in der Lunge sind die Bronchokonstriktion
und Sekretion, vermittelt tUber M3z-Rezeptoren (Gosens et al., 2006). Folglich sind Ms-
Rezeptorantagonisten starke Bronchodilatatoren, die bei COPD eingesetzt werden.

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass nicht neuronale Zellen der Lunge

Acetylcholin via Cholinacetyl-Transferase synthetisieren (Wessler et al., 1998). Dazu
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gehoéren bronchiale Epithelzellen, T- und B-Lymphozyten, Mastzellen, Granulozyten,
Alveolarmakrophagen und glatte Muskelzellen (Gosens et al.,, 2004). Der
Acetylcholingehalt nicht neuronaler Zellen ist signifikant, jedoch geringer als der von
neuronalen Zellen. Es wirkt als parakriner Modulator von Atemwegs- und
Lungenfunktion. Die COPD betrifft Uberwiegend ein Kompartiment der Lunge, das nicht
von cholinergen Nervenfasern innerviert wird. Daher wird angenommen, dass nicht
neuronales Acetylcholin in die Pathogenese der COPD involviert ist (Kummer und Lips,
2006).

2.1.2. Remodeling im Rahmen der COPD

Im Rahmen der COPD kommt es zu Umbauprozessen in der Lunge, dem sogenannten
Remodeling. Ausgeldst werden diese Prozesse durch eine chronische Bronchitis, wobei
hier die genauen Zusammenhange zwischen Entziindung und Remodeling noch nicht
vollstandig aufgeklart sind. Die Stimuli fur die Entstehung des entzindlichen Infiltrates
sind nicht genau bekannt. Es wird angenommen, dass es zu einer Schadigung des
Epithels, bedingt durch Zigarrettenrauch kommt. Epithelzellen haben das Potential, eine
Entzindung durch die Synthese von Arachidonséure bzw. einem weiteren Produkt
dieses Signalweges, welches zur Chemotaxis von Neutrophilen fuhrt, zu initiieren. Eine
weitere Annahme ist, dass es eine neurogene Entziindung, die durch Anderung oder
Verlust der Oberflache der Epithelzellen getriggert wird, gibt. Stimulation sensorischer
Nerven im Epithel der Luftwege fihrt zu einer Freisetzung von Tachykininen,
einschlie3lich Substanz P, sowie von Neurokinin A und B. Tachykinine fihren zu einer
Chemotaxis und Adhasion von Neutrophilen. Die Folge ist eine Stimulation der
Freisetzung inflammatorischer Zytokine und eine Degranulation von Eosinophilen (Cosio
Piqueras und Cosio, 2001). Durch inflammatorische Prozesse bedingt, kommt es
weiterhin sowohl zu einer Akkumulation von Neutrophilen, Makrophagen, CD8+ T-Zellen
und Eosinophilen, als auch zur vermehrter Freisetzung von Interleukin-8, des Tumor-
Nekrose-Faktors-a und Transforming-Growth-Factor-3 (TGF-B) (Bergeron und Boulet,
2006).

Eine weitere Komponente der COPD ist das Lungenemphysem. Hierbei steht die

Destruktion bzw. die fehlende Reparatur des Lungenparenchyms, die Folge ist ein
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Lungenemphysem (Bergeron und Boulet, 2006). Damit verbunden sind strukturelle
Veranderungen in unterschiedlichen Auspragungen, die die kleinen Bronchien, dass
heil3t ab einem Durchmesser von < 2mm, und die Membranen der Bronchioli betreffen
(Jeffery, 2001).

Es kommt zu einer Metaplasie des Plattenepithels, Verlust der epithelialen Zilien und
einer Becherzellhyperplasie. Hinzu kommt noch eine Fibrose der Atemwege, sowie eine
Hypertrophie glatter Muskelzellen besonders in den kleineren Atemwegen (Bergeron
und Boulet, 2006). Die Folge ist eine Zunahme der Wanddicke der Bronchioli.

Klinische Bedeutung von Tiotropium

Tiotropium wurde Mitte der 1990 Jahre als erstes langwirksames Anticholinergikum zur
Therapie der COPD entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass es ein potetenter
anticholinerger Bronchodilatator mit einer Wirkung von > 24 Stunden ist, bei einer einmal
taglichen Anwendung, sowie einer hoheren kinetischen Selektivitat fiur M3 als M2
Rezeptoren (Sokolova et al., 2008).

Der Vorteil gegentber langwirksamen 32-Agonisten bestand in der nur einmal taglichen
Anwendung, wodurch auch eine Verbesserung der Kompliance erreicht wurde (Tennant
et al., 2003).

2004 erfolgte die Zulassung von Tiotropium. Seitdem sind zahlreiche Studien
verdffentlich, die den Einfluss der einmal taglichen Gabe auf die Lungenfunktion zeigen.
Es konnte eine deutliche Verbesserung der FEV1 und FVC im Vergleich zu Palcebo
nachgewiesen werden (Gahring und Rogers, 2005). Auch kam es unter der Therapie
mit Tiotropium im Vergleich zu Salmeterol zu einer deutlichen Reduktion der
Exazerabtionen. Jede Exazerbation bedeutet eine Progression der Erkrankung, damit
einhergehende  Komplikationen und ein erhdhtes Risiko fir nachfolgende
Exazerbationen, aber auch eine Abnahme der Lungenfunktion, sowie ein erhdhte
Mortalitat. Daraus ergibt sich, dass die Verhinderung von Exazerbationen ein

wichtiges therapeutisches Ziel ist, in dessen Vordergrund die Therapie mit Tiotropium
steht, welches Salmeterol, einem [32-Agonisten, wie die POET-Studie zeigt, Uberlegen
ist (Celli et al., 2010).

Die antiinflammatorische Wirkung wird durch eine Reduktion der TNFa vermittelten

chemotaktischen Eigenschaften und der damit verbundenen zellularen Freisetzung von
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reaktiven Sauerstoffspezies aus humanen Alveolarmakrophagen ausgelost, so dass

eine geringere zellulare Inflammation das Ergebnis ist (Vacca et al., 2011).

Die COPD wird mit einer grof3en gesundheitlichen und 6konomischen Belastung in
Verbindung gebracht. Woraus sich die Frage nach dem o6konomischen Aspekt der
Therapie mit Tiotropium im Vergleich zu anderen langwirksamen Bronchodilatatoren
ergibt. In einer Studie in der die Kosteneffekivitat der Therapie mit Tiotropium untersucht
wurde, konnte gezeigt werden, dass ein besseres gesundheitliches Outcome, sowie
niedrigere Gesundheitskosten durch eine Therapie mit Tiotropium sich ergaben. Der
Grund fur dieses Ergebnis ist in der niedrigeren Exazerbationsfrequenz und damit in

einem selteneren Krankenhausaufenthalt zu sehen (Nilsson et al., 2006).

Anfanglich schien es, das die inhalative Gabe von Tiotropium mit einem erhéhten Risiko
fur einen kariovaskularen Tod, Myocardinfarkt oder Apoplex bei Patienten mit COPD
assoziert sei, wie in einer Metaanlyse nachgewiesen wurde (Singh et al., 2008).
Falschlicherweise wurde vorausgesetzt, das die Integration der Placebo kontrollierten
Studien mit aktiv kontrollierten Studien valide ist (Celli et al., 2010) .

In einer sehr groRRen prospektiven Studie, der Understanding Potential Longterm
Impacts on Function with Tiotropium (UPLIFT)-Studie, in der ein Vergleich zwischen der
Gabe von Tiotropium versus Placebo Uber 4 Jahre untersucht wurde, konnte kein
erhohtes Risiko eines Myocardinfarktes, kardiovaskularer Tod oder Tod durch andere
Ursachen unter der Therapie mit Tiotropium nachgewisen werden (Thomas et al., 2007).
Eine Stellungsnahme der FDA kam zu dem dem Schluf3, durch die UPLIFT-Studie
bestarkt, das die gegenwartigen Daten den Ruckschluss zu lassen, das die Anwendung
von Tiotropium nicht mit einem erh6hten Risiko fur einen Apoplex, Myocardinfarkt oder
Tod assoziert ist (Thomas et al., 2007).

Eine weitere Veroffentlichung konnte ebenfalls zeigen, dass es unter Tiotropium zu einer
Verminderung des Risikos der kardiovaskularen Mortalitdt und der kardiovaskularen
Ergeignisse kam (Celli et al., 2010).

Das zeigt, das mit Tiotropium ein Durchbruch in der Therapie der COPD gelungen ist.
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2.2. Matrixmetalloproteinasen (MMPS)

MMPs sind eine Familie von proteolytischen Enzymen mit einem Zinkion im aktiven
Zentrum. Sie werden als Zymogene, das heil3t als inaktive Enzymvorstufen sezerniert
und bestehen aus drei Bereichen:

» der Pro-Doméne

= der katalytischen-Doméne

» der Hemopexin-Doméane

Inaktive Form J 1

Prodomane

Katalytisches
Zentrum

Hemopexin-
Doméne

Abspaltung der Prodoméne

Zn2

Abb. 2: Schematische Darstellung der Aktivierung der MMP. MMPs werden als Pro-Proteine
exprimiert. Ein konserviertes Cystein in der Pro-Domane koordiniert das Zinkion, welches fir die
Katalyse notwendig ist. Die Pro-Domane wird zum einen von dem katalytischen Zentrum
abgespalten und auch in sich noch gespalten.

Die Pro-Domaéne ist ein autoinhibitorischer Bereich, nach dessen Abspaltung die MMPs erst
aktiviert werden. Die katalytische Domaéne ist der Bereich, in dem Proteine gespalten werden.
Die Hemopexin-Domane vermittelt die Protein-Protein Interaktion (Page-McCaw et al., 2007).
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Abb. 3: Darstellung der MMP Regulation auf verschiedenen Ebenen. Die Regulation kann auf
der Ebene der RNA-Transkription (1), der Protein-Synthese (2), der Sekretion (3), der
subzellularen oder extrazellularen Lokalisation (4), auf der Ebene der Zymogen Aktivierung (5),
der Inhibierung durch tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs), der natirlichen
Inhibitoren der MMPs oder a2-Makroglobulin (6) und der Degradierung der MMPs selbst (7)
beeinflusst werden. Modifiziert nach (Page-McCaw et al., 2007).

Zurzeit sind mindestens 24 MMPs identifiziert, die in die funf folgenden Gruppen
eingeteilt werden kénnen:

Kollagenasen (MMP 1, 8, 13, 18)

Gelatinasen (MMP 2 und 9)

Stromelysine (MMP 3, 10, 11)

Membran-Typ MMPs (14, 15, 16, 17, 24, 25)

Lothers® (7,12, 19, 20, 21, 23, 26, 27, 28) (Ohbayashi, 2002)

MMPs sind in Umsatz und Aufrechterhaltung von Proteinen der extrazellularen Matrix
(EZM) im verbindenden Gewebe und der Basalmembran involviert. Sie spielen eine

Rolle im Rahmen des Remodeling, der Embryogenese und der Metastasierung
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(Ohbayashi, 2002). Fur die vorliegende Arbeit sind die MMP1, 2, 3 und 9 von

besonderem Interesse, die im Folgenden néher charakterisiert werden.

22.1. MMP1

Die MMP1 ist eine 54 kDa schwere Kollagenase. Sie gehért zu der Gruppe der
Kollagen-degradierenden MMPs. Kollagen Typ I-llI, VII, VIII und X wird von der MMP1
abgebaut. Sie scheint das Enzym zu sein, welches hauptverantwortlich ist fir den
Kollagenumbau in den meisten Geweben. Sie wird Uberwiegend von Epithelzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen, Chrondrozyten und Makrophagen exprimiert (Pilcher et al.,
1997). In gréfReren Mengen wird sie bei Patienten mit COPD von Alveolarmakrophagen

freigesetzt (Belvisi und Bottomley, 2003).

2.22. MMP2

MMP2, auch Gelatinase A genannt, ein 72 kDa schweres Enzym, degradiert u.a.
Kollagen Typ IV und V, wodurch es zum Umbau der Basalmembran kommt. Weitere
Substrate der MMP2 sind Kollagen I, II, VII; X, XI, XIV, Gelatine, Elastin, Fibronektin und
Aggrecan. Sie wird von verschiedenen Zellen im verbindenden Gewebe synthetisiert,
wie von Fibroblasten, Endothelzellen sowie verschiedenen Epithelzellen einschliel3lich
bronchialer Epithelzellen. MMP2 wird als inaktives Zymogen sezerniert und an der
Zelloberflache von Membran-Typ MMPs, besonders der MMP14, aber auch der MMP1,
aktiviert (Ohbayashi, 2002).

2.2.3. MMP3

Die MMP3, ein 57 kDa schweres Enzym, wird auch Stromelysin-1 genannt. Sie wird
unter anderem von Fibroblasten exprimiert und ist in den Abbau von Kollagen Typ I, lll,
IV, IX, XI, sowie in den Abbau von Elastin und Fibronektin involviert. Die MMP3 ist der
Hauptaktivator der MMP9 (Ogata et al., 1992).
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2.24. MMP9

Die MMP9, eine 92 kDa Gelatinase (Gelatinase B) wird durch eine Proteinkaskade
aktiviert. Das Hauptsubstrat ist Kollagen Typ IV, aber auch Kollagen Typ V, VII, X, XIV,
sowie Elastin und Aggrecan werden von der MMP9 degradiert. Zur Aktivierung wird die
Pro-Doméne abgespalten. Dies geschieht durch die MMP3 und die MMP2. Die MMP3
ist der effektivste Aktivator der MMP9. In der gesunden Lunge wird MMP9 nicht von
residenten Zellen sezerniert. Unter Umstdnden, die noch weiteren Untersuchngen
bedurfen, sind Clarazellen, Alveolartyp 1l Zellen, Fibroblasten, glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, sowie inflammatorische Zellen wie Leukozyten, Makrophagen,
Neutrophile, Eosinophile und Mastzellen in der Lage, MMP9 zu sezernieren (Atkinson
und Senior, 2003). Neutrophile enthalten betrachtliche Mengen an MMP9, die leicht frei
gesetzt werden kdnnen (Atkinson und Senior, 2003). In bronchioalveolaren Lavagen von
Patienten mit COPD zeigt sich ein erhdhter Level an MMP9.

2.2.5. MMP im Rahmen des Remodeling bei COPD

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und
Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinasen (TIMP), einer Gruppe von physiologischen
Inhibitoren der MMPs, neben a,-Makroglobulin, (Lagente et al., 2005), in der
Pathogenese der COPD eine Rolle spielt (Lowrey et al., 2008). Das Remodeling der
Lungenarchitektur ist ein  wesentliches Kennzeichen von verschiedenen
Lungenerkrankungen, wie z.B. der Verlust von Alveolarwanden beim Emphysem im
Rahmen der COPD. Diese pathologische Veranderung geht mit starken Verdnderungen
der EZM einher. Es wird davon ausgegangen, das MMPs eine Schlisselrolle bei diesen
Veranderungen spielen, da MMPs in der Lage sind, Strukturproteine wie Elastin und
Kollagen zu spalten (Atkinson und Senior, 2003).

Im Sputum von Patienten mit COPD kann ein erhohter Level an inflammatorischen
Zellen, wie Neutrophilen, Makrophagen und CD8" Zellen nachgewiesen werden. MMPs
werden von den erwahnten inflammatorischen Zellen sezerniert. Sie haben die
enzymatische Fahigkeit, morphologische Veradnderungen in der Lunge zu induzieren
und tragen somit wesentlich zur Pathogenese der COPD bei. Es werden insbesondere



-17 -

erhohte Konzentration von MMP1, 2 und 9, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit
sind, und MMP12 im Rahmen der COPD nachgewiesen (Srivastava et al., 2007).

Eine Zunahme der mRNA Transkripte der MMP1 kann im Sputum von COPD Patienten,
die gleichzeitig eine Erh6hung inflammatorischer Zellen und Epithelzellen aufweisen,

nachgewiesen werden.

2.3. Substanzen

Zur Untersuchung ob cholinerge Effekte vorliegen, wird in zahlreichen Experimenten
Carbachol (siehe Abb. 4), ein direktes Parasympathomimetikum mit Wirkung an
muscarinischen- und nicotinischen Rezeptoren, das nicht von der Acetycholinesterase

gespalten wird verwendet (Lullmann und Mohr, 2001).

Abb. 4: Carbachol

Zur weiteren Differenzierung, ob ein muscarinerger Effekt oder nicotinerger Effekt
vorliegt, wird  Oxotremorin  (siehe Abb. 5), ebenfalls ein direktes
Parasympathomimetikum, ohne Wirkung an nicotinischen Rezeptoren verwendet
(Ringdahl und Jenden, 1983).
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Abb. 5: Oxotremorin

Nicht nur zur Antagonisierung muscarinerger Effekte, sondern auch therapeutisch in der
Behandlung der COPD, wird Tiotropium (siehe Abb. 6), eine quartare
Ammoniumverbindung, eingesetzt. Es gibt insgesamt finf Muscarinrezeptor Subtypen,
wobei jedoch nur die Subtypen Mi.3 in der Lunge vorkommen M;-Rezeptoren sind in
parasympathischen Ganglien der Luftwege lokalisiert und regulieren die ganglionare
Transmission.

Uber My-Rezeptoren, deren Lokalisation sich praganglionar befindet, wird eine
autoinhibitorische Freisetzung von Acetylcholin vermittelt, wodurch eine Kontraktion der
glatten Muskelzellen reduziert wird. M3-Rezeptoren werden von glatten Muskelzellen in
der Lunge exprimiert. Durch sie wird die bronchokonstriktorische Wirkung der
Acetylcholinfreisetzung vermittelt (Heredia, 2009; Racke, 2006). Pharmakologische
Studien an Meerschweinchentracheen in vitro und nach Inhalation bei Hunden in vivo
haben gezeigt, dass Tiotropium ein potenter Muskarin-Rezeptorantagonist mit einer
prolongierten Blockade ist. Durch die Verwendung von radioaktiv markiertem Tiotropium
konnte nachgewiesen werden, dass es weder eine Wirkung an cerebrocorticalen M;-
Rezeptoren bei Ratten, noch an M,-Rezeptoren am Herz, noch an Ms-Rezeptoren an
Speicheldrisen entfaltet (Santus und Di Marco, 2009). Tiotropium ist eine effektive
Medikation fur eine langandauernde Wirkung bei einmal taglicher Anwendung in der
Behandlung der Bronchokonstriktion und Luftflusslimitierung, die mit der COPD

assoziiert sind (Santus und Di Marco, 2009).
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Br-

Abb. 6: Tiotropiumbromid

Der Transforming Growth Factor 3 (TGF-B), ein profibrotisches Protein, gehdrt in die
Gruppe der Wachstumsfaktoren. Er spielt eine Schlisselrolle als Regulator in Aufbau
und Remodeling der EZM und wird als Hauptaktivator fir Fibrosierungsprozesse
angesehen. Fibroblasten werden zur Synthese von EZM durch TGF-B induziert. Die
Wirkung von TGF-B wird Uber transmembranare Serin/Threonin Kinasen vermittelt
(Verrecchia und Mauviel, 2007).

Butaprost ist ein Prostaglandin E-Rezeptor (PGE;) Agonist. Uber den Prostaglandin E..
Rezeptor wird die antigeninduzierte Proliferation von Lymphozyten, eine Kontraktion der
glatten Muskelzellen der Atemwege, sowie der Ubergang von Fibroblasten in
Myofibroblasten inhibiert, der im Rahmen des Remodeling eine Rolle spielt (Vancheri et
al., 2004).
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Abb. 7: Wirkung von Prostaglandin E,in der Lunge. Die Wirkung von Prostaglandin E, besteht in
einer Bronchodilatation, einer Inhibition der Rekrutierung von inflammatorischen Zellen, sowie
Inhibition der T-Zell Migration. Es beeinflusst ebenfalls den bronchialen Remodeling Prozess
durch Inhibierung des Uberganges von Fibroblasten in Myofibroblasten, modifiziert nach
(Vancheri et al., 2004).

Isoprenalin (siehe Abb. 8) ist ein reiner Agonist an ;- und [3,-Rezeptoren. B3, -
Rezeptoren kommen unter anderem in der Lunge vor und spielen pathophysiologisch
eine Rolle bei der COPD. Uber sie wird eine Bronchodilatation vermittelt (Starke und
Palm, 1996).
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Abb. 8: Isoprenalin

2.4. Zielsetzung

Zahlreiche Klinische Studien haben gezeigt, dass Tiotropium die Progression der COPD
mindern kann. Dies lasst Ruckschlisse zu, dass Tiotropium und damit cholinerge
Mechanismen Einfluss auf Remodeling Vorgange nehmen. In vitro Befunde an
Fibroblasten zeigen, dass Kollagensyntese und Proliferation von Fibroblasten cholinerg
kontrolliert werden. Hier stellt sich die Frage, ob cholinerge Mechanismen an der
Steuerung von MMPs beteiligt sind.

In der vorliegenden Studie wird die Expression von MMP1, -2, -3 und -9 in humanen
Lungenfibroblasten, sowie die Wirkung von cholinergen Agonisten und Antagonisten auf
die Expression und Aktivitat der MMPs untersucht. Hierzu werden cholinerge Agonisten
Carbachol und Oxotremorin, sowie der cholinerge Antagonist Tiotropium verwendet. Als
Referenzstimuli werden TGFR und Butaprost, ein Prostaglandin E-Rezeptor Agonist
verwendet (Malemud, 2006).

Folgende Fragen sollen tberpruft werden:

* Einfluss cholinerger Effekte auf die mRNA Expression der MMP1, 2, 3 und 9 in
humanen Lungenfibroblasten (MRC5-Zellen)

» Einfluss cholinerger Effekte auf die Aktivitat der MMP1, 2, 3 und 9 in humanen
Lungenfibroblasten



3. Methodik

3.1. Materialien

3.1.1. Allgemeine Chemikalien, Enzyme, Reaktionskit s

Agarose

Basismedium EARLE’'S MEM
Borsaure

Brij

Bromphenol-Blau

C&Clz' 2H,0
Coomassie R-250

DNA Ladder Ready-Load 100bp

Ethidiumbromid
Ethydiamintetraacetat (EDTA)
Eisessig

Ethanol (absolut)

Ficoll 400
Fetales Kalberserum (FKS)

Glycerol
Glycin

Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,POg)

3-Mercopthoethanol
Natriumchlorid

MEM Non Essential Amino Acid
(100 x) (NEAA)

Omniscript RT Kit
Oligo dT Primer

Penicillin/Streptomycin-Losung
(2000 U/ml / 10mg/ml)

RNase-Free DNAse Set (50)
RNase Inhibitor RNAsin plus 40 U/ul
RNeasy Mini Kit (250)

Roth, Karlsruhe
PAA, Cdolbe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Amersham, Freiburg

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom, Berlin

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Qiagen, Hilden
MWG-Biotech, Ebersberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Qiagen, Hilden

Promega, Madison
Qiagen, Hilden
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Salzsaure 32% (HCL konz.)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sodium Pyrovate Solution (100mM)

TagDNA Polymerase 5 U/l
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan Hydrochlorid
(Tris-HCL)

Triton x-100

Trypan Blau (0,4%)
Trypsin EDTA 10x

Zymogram-Gel (Gelatine 10%)

3.1.2. Primer

Merck, Darmstadt
Pharmacia, Wien
PAA, Colbe

Invitrogen, Carlsbad
Roth, Karlsruhe

Boehringer

Ingelheim, Mannheim
Boehringer Ingelheim,
Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe

MMP-1-s 5’-CGA CTC TAG AAA CAC AAG AGC AAG A-3 MW G-Biotech,
Ebersberg
MMP-1-as 5-AAG GTT AGC TTACTG TCA CAC GCT T-3& MWG-Biotech,
Ebersberg
MMP-2-s 5'-GTG CTG AAG GAC ACA CTA AAG AAG A-3’ MW G-Biotech,
Ebersberg
MMP-2-as 5'-TTG CCATCC TTC TCA AAG TTG TAG G-3’ MW G-Biotech,
Ebersberg
MMP-3-s 5-AGA TGC TGT TGATTC TGC TGT TGA G-3’ MWG-Biotech,
Ebersberg
MMP-3-as 5’-ACA GCA TCA AAG GAC AAAGCA GGAT-3 MWG-Biotech,
Ebersberg
MMP-9-s 5'-CAC TGT CCA CCC CTC AGA GC-3’ MW G-Biotech,
Ebersberg
MMP-9-as 5'-GCC ACT TGT CGG CGA TAA GG-3' MWG-Biotech,
Ebersberg
MMP-9-s2 5’-ATC CAG TTT GGT GTC GCG GAG C-3 MWG-Biotech,
Ebersberg
MMP-9-as2 5'-GAA GGG GAA GAC GCA CAG CT-3 MWG-Biotech,

Ebersberg
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3.1.3. Substanzen
Butaprost

Carbachol

Isoprenalin

Oxotremorin

TGFR
Tiotropium

3.1.4. Arbeitsgerate

Analysenwaage
Autoklav

Brutschrank

Elektrophoresekammer: NUPAGE
Gefrierschrank

Gelektrophoresekammer (Zymographie)
Photodokumentationssystem Power Shot G5
Mikroskop

Neubauerzahlkammer

pH-Elektrode

pH-Meter

Photometer

Pipetten (0,5-10, 2-20, 10-100, 100-1000)

Pipettierhilfe elektrisch

Quarzkivette
Rattler

Sicherheitswerkb&nke
Spannungsgerate

Sigma-Aldrich
Boehringer Ingelheim,
Mannheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich, Minchen
Boehringer Ingelheim,
Ingelheim am Rhein

2444, Satorius, Gottingen
80230, WEbeco

Forma Scientific
Invitrogen, Karlsruhe

-86°C Freezer, Forma Scientific
Invitrogen, Karlsruhe
Canon, Krefeld

IMT2-RFL, Olympus
Brand

SenTix 81, WTW

inoLab 1, WTW

DU-64, Beckmann, Minchen
Research und Reference
Eppendorf, Hamburg
Pipetus akku, Hirschmann
Labortechnik, Solingen

10x15 mm Suprasil, Hellma
Stratagene, Heidelberg
Lamin Air HB HHB 2436, Holten

2297 Macrodrive 5, LKB
Bromma, Schweden
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Zentrifugen 5408 R Kuhlzentrifuge,
Eppendorf, Hamburg
5415 C, Eppendorf, Hamburg
L7-55 Ultrazentrifugen,
Beckmann, Minchen

Heizblocke und Thermocycler:
PCR Thermal Reactor MWG, Ebersberg
MyCycler BioRad, Minchen

3.2. Methoden
3.2.1.  Kultur der humanen Fibroblasten-Zelllinie (M  RC 5)

Es wird mit humanen Fibroblasten aus der Lunge eines 14 Wochen alten mannlichen
Feten (MRC5-Zellen) gearbeitet, die sich in Kultur befinden.

Die Zellen werden bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO, Gehalt von 5 %, den
optimalen Umgebungsbedingungen, in einer Flasche, die Nahrmedium enthalt, in einem
Brutschrank gelagert. RegelmaRig werden sie auf Vitalitat, Verkeimung und Konfluenz,
das heil3t, wie dicht der Boden der Flasche von einem Zellrasen besiedelt ist, Uberprift.
Bei einer Konfluenz von 90 % werden die Zellen trypsiniert, um sie von dem Flaschen-
boden zu I6sen, wobei ein Teil der Zellen fur Versuche ausgesat und der andere Teil in
eine neue Kulturflasche zur Erhaltung der Zellkultur Gberfihrt wird.

Um die Zellen zu passagieren wird eine auf 37 °C aufgewarmte sterile 1-fache PBS
Losung (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung) zur Entfernung von Mediumresten, sterile
1-fache Trypsin-EDTA Losung zur Lyse der Zellen vom Flaschenboden und Kultur-
medium mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS), zur Abstoppung der durch Trypsin in
Gang gesetzten Reaktion bendétigt.

Das in der Zellkulturflasche befindliche Medium wird abgesaugt und verworfen. Um
Ruckstande des Mediums zu entfernen werden die Zellen zweimal mit steriler 1-facher
PBS Lo6sung gewaschen. Zur Trypsinierung der am Flaschenboden haftenden Zellen
wird eine von der FlaschengroRe abhangige definierte Menge sterile 1-fache Trypsin-

EDTA Ldsung hinzugegeben.
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Nach einer Einwirkzeit von 30 Sekunden wird die Reaktion durch Zugabe von Kultur-
medium mit 10 % FKS gestoppt, nachdem die Trypsin-EDTA Losung vorher entfernt
wird. AnschlieBend wird die Zell-/Mediumlosung zentrifugiert, um die Zellen von dem
Medium zu trennen. Dazu wird die Zell- beziehungsweise Mediumsuspension in ein
steriles Rohrchen tberfuhrt und bei 1000 U/min 5 Minuten zentrifugiert. Die Zellen be-
finden sich nun als Pellet am Boden des Rohrchen. Der Uberstand wird verworfen und
die als Pellet vorliegenden Zellen werden in einer definierten Menge frischem FKS-
haltigen Medium resuspendiert.

Die Bestimmung der Zellzahl wird mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer und die der Zell-
vitalitdt durch gleichzeitige 0,15 % Trypanblau-Farbung vorgenommen. Die Kammer
wird mit einem Teilvolumen der Zellsuspension gefullt (20 ul Zellsuspension und 80 pl
0,15 % Trypanblau-L6sung). Die Zellen werden unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die
avitalen Zellen farben sich blau und werden nicht mitgezahlt. Die im vollstdndigen
Volumen der Zellsuspension vorliegende Zellzahl kann mit Hilfe des Kammerfaktors be-
rechnet werden.

Sowohl fir die PCR als auch fur die Zymographie wird eine Zellzahl zwischen 0,2 und
0,4 Millionen Zellen in einer 6 Well-Platte ausgesat und 2 ml Kulturmedium mit 10 %
FKS hinzu pipettiert. Der Rest der Zellen wird in eine neue Kulturflasche fiir spatere Ver-
suche Uberfuihrt. Am folgenden Tag werden das Aussehen und die Konfluenz der Zellen
unter dem Mikroskop begutachtet. In Abhangigkeit von der Konfluenz der Zellen, das
heil3t bei einer Konfluenz der Zellen zwischen 70-80 %, werden diese noch am selben
Tag fur die Substanzzugabe vorbereitet. Der Ablauf ist folgendermal3en:

Abpipettierung des FKS-haltigen Mediums

2-fache Waschung mit steriler 1x-PBS-L6sung zur Entfernung noch eventuell vor-
handener Mediumreste

Erneuerung des Mediums ohne FKS

Bei einer 24-stindigen Inkubationszeit wird ein Intervall von 4 Stunden zwischen
Mediumwechsel und Substanzzugabe beriicksichtigt. Betragt die Inkubationszeit 48
Stunden, werden die Substanzen unmittelbar nach dem Mediumwechsel hinzugegeben.

Es werden folgende Substanzen in folgenden Konzentrationen verwendet:

Carbachol 10 uM
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Carbachol 20 uM
Oxotremorin 10 uM
TGF-B 5 ng/ml
Tiotropium 100 nM
Tiotropium 1nM
Isoprenalin 100 nM
Butaprost 100 nM

Carbachol, Oxotremorin, Tiotropiumbromid und Isoprenalin werden in sterilem Wasser
geldst. Es wird eine 1 mM Ldsung hergestellt, die auf die gewtinschte Endkonzentration
verdunnt wird. Bei der Verwendung von Isoprenalin ist zu beachten, dass sowohl fur die
Stammldsung als auch zur weiteren Verdinnung eine 0,1 % Ascorbinsdurelésung zu
verwendet wird.

Die Substanzen werden in den oben erwdhnten Konzentrationen in das Medium
gegeben. Eine Versuchsreihe sieht eine Inkubationszeit von 24 Stunden, eine zweite
eine Inkubationszeit von 48 Stunden vor. Nach Ende der Inkubationszeit werden das
Aussehen und die Konfluenz der Zellen unter dem Mikroskop begutachtet. Das Medium
wird fur die Zymographie abgenommen und bei -80 °C eingefroren. Die Zellen werden

fur die RNA-Préparation lysiert.

Kulturmedium fiir humane Fibroblasten ohne FKS
Basis medium EARLE’'S MEM

Penicillin / Streptomycin 100 U/ml /100 pg/ml
10x Non Essential Amino Acids (NEAA) 1x
Sodium Pyruvate Solution 1 mM

Kulturmedium fiir humane Fibroblasten mit 10% FKS
Basismedium EARLE’'S MEM

Fetales Kalberserum (FKS) 10% (v/v)
Penicillin / Streptomycin 100 U/ml /100 pg/ml
10x Non Essential Amino Acids (NEAA) 1x

Sodium Pyruvate Solution 1 mM
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10x PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung) pH 7,4  -7,5

KCL 27 mM
KH2PO4 15 mM
NaCl 1,38 M

Na,HPO, 81 mM

Bidestiliertes Wasser

1x Trypsin-EDTA L6sung
10x Trypsin-EDTA
1:10 verdiinnt mit sterilem 1x PBS-Puffer

0,15% Trypanblau-L&sung
0,4 % Trypan Blue Stain
3:8 verdunnt mit sterilem PBS

3.2.2. RNA-Praparation

Das Prinzip der RNA-Praparation besteht in der Lyse der Zellen mit einer
anschlieRenden Isolation der in den Zellen vorhandenen RNA. Uber eine Bindung der
RNA an eine spezielle im Reaktionsgefald enthaltene Matrix, findet eine Aufreinigung mit
anschlieBender Losung der RNA von der Matrix statt. Diese Schritte erméglichen eine
Isolation der RNA. Die RNA-Isolation erfolgt mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit der Firma
Qiagen nach Herstellerangaben.

Fur die Zelllyse wird Lysepuffer, der 1:100 mit [3-Mercaptoethanol versetzt ist, benétigt.
Fur eine 35 mm Schale, mit der hier gearbeitet wird, werden 350 pl Lysepuffer mit 3,5 pl
3-Mercaptoethanol verwendet. Das Medium wird fur die Zymographie in ein
Reaktionsgefal? tberfuhrt und bei -80 °C eingefroren. Die Zellen werden einmal mit
unsteriler warmer einfacher PBS Loésung gewaschen, um noch vorhandene
Mediumreste zu entfernen, und mit 3-Mercaptoethanol versetztem Lysepuffer bedeckt.

Nach mehrmaligem auf- und abpipiettieren, zur Losung der Zellen von der Unterflache,
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wird die Zellsuspension in ein Qiashredder Tube Uberfihrt und bei 13000 U/min zwei
Minuten zentrifugiert, um den in der Suspension enthaltenen Zelldetritus zu entfernen.
Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf GefaR tberfiihrt; dabei ist zu beachten, dass
keine festen Bestandteile mit abgenommen werden. Um eine bessere Bindung der RNA
an die im Reaktionsgefal enthaltene Membran zu schaffen, wird die Suspension mit 70
% Ethanol (1:1) versetzt. Die Zell-/Ethanolsuspension wird in die dem Kit beigefligte
Spin Column dberfuhrt, das mit einer Kieselsdurenmatrix ausgekleidet ist, an die die
RNA bindet. Die Zell-/Ethanolsuspension wird 15 Sekunden bei 10000 U/min
zentrifugiert. Die RNA ist an der Kieselsaurematrix gebunden. Das Filtrat wird verworfen.
Die folgenden Waschschritte dienen der RNA Aufreinigung. In die gleiche Spin Column
werden 350 pl des RW1 Waschpuffer pro Séaule pipettiert, es wird wieder bei 10000
U/min 15 Sekunden zentrifugiert. Um eventuell kontaminierende genomische DNA
abzubauen, werden 80 pl mit RDD-Puffer versetzte DNAse | auf die Saule gegeben und
bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit werden
350 yul RW1 Puffer auf die Saule gegeben und wieder 15 Sekunden bei 10000 U/min
zentrifugiert.

Das RNeasy Column wird in ein neues Tube Uberfuhrt und 500 pul RPE-Puffer werden
hinzupipettiert die sich anschlielende Zentrifugation findet wieder bei 10000 U/min far
15 Sekunden statt, das Filtrat wird verworfen und der oben beschriebene Schritt
wiederholt, wobei die Zentrifugation auf zwei Minuten verlangert wird. Das Filtrat wird
wiederum verworfen. Es schliel3t sich eine erneute Zentrifugation von zwei Minuten an,
um eine optimal Trocknung der Sadule zu erreichen. Die Séaule wird in ein neues
Reaktionsgefal? tberfuhrt und es werden 60 pl RNAse freies Wasser auf den Boden der
Saule pipettiert ohne diesen jedoch zu berihren, um Kontaminationen zu vermeiden.
Die anschlieRende Zentrifugation fur die Dauer von einer Minute bei 10000 U/min ist zur
Elution der RNA notwendig. Zur Erhéhung der RNA Konzentration wird das Eluat erneut
auf die Membran gegeben und zentrifugiert. Die Konzentration der RNA wird
photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Hierzu wird die Probe 1:10
mit RNAse-freiem Wasser verdinnt, um einen RNA Abbau zu verhindern.

Die praparierte RNA wird entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80 °C eingefroren.
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3.2.3. Reverse Transkription

Hierzu wird das Omniscript RT Kit von Qiagen (Hilden) verwendet.

Durch das Enzym Reverse Transkriptase werden die in der Probe enthaltenen RNA
Sequenzen in komplementére cDNA Sequenzen umgeschrieben.

Durch die hohe Instabilitat der RNA ist es wichtig, dass alle Gefal3e die RNA enthalten,
auf Eis gestellt werden und fur die Pipettiervorgdnge nur RNAse freie Reaktionsgefalle
und gestopfte Pipettenspitzen verwendet werden.

Nach photometrischer Absorptionbestimmung bei 260 nm wird die RNA-Konzentration
nach folgender Formel berechnet:

Azeonm X 40(RNA-Faktor) x 10 (Faktor der Verdiinnung)/1000 = RNA-Konzentration in
Mg/l

Es wird eine Menge von 1 pg in die Reaktion eingesetzt, das entsprechende Volumen
wird entnommen und in ein neues 0,5 ml Reaktionsgefald Gberfihrt und mit RNAse-
freiem Wasser auf ein Endvolumen von 12,5 pl aufgefulit.

Hierzu werden 7,5 pl Master-Mix hinzugegeben. (Herstellung siehe unten)

Das erreichte Endvolumen betragt 20 ul. Die RT-Reaktion findet bei 37 °C und einer
Inkubationszeit von 60 Minuten statt. Die anschlielRende Inkubation bei 93 °C und einer
Dauer von funf Minuten wird zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase durchgefihrt.
Die Proben werden 10 Sekunden zentrifugiert, um die am Deckel gebildeten
Kondensationstropfchen wieder in Lésung zu bringen. Es werden pro Reaktionsgefafl?
80 ul steriles Wasser hinzugegeben. Die bei der Reversen Transkription hergestellte

cDNA wird entweder bei 20 °C eingefroren oder direkt flr weitere Versuche verwendet.

Master-Mix fur die Reverse Transkription
Die Angaben beziehen sich auf ein Probenvolumen von den oben erwahnten 7,5 pl. Der

Master-Mix wird fur n+1 Proben angesetzt:

10xRT Puffer 2 ul
5 nM dNTP-Mix 2 ul
10 uM Oligo dT-Primer 2 ul

10 U/pl RNAse Inhibitor RNAsin Plus 0,5 pl
(1:4 verdinnt mit 1XRT-Puffer)
Omniscript RT 1l
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3.2.4. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein wichtiges Verfahren zur Amplifikation
durch Oligonukleotide (Primer) festgelegter DNA Sequenzen. Das Prinzip der DNA
Amplifikation besteht aus folgenden drei Schritten:

Denaturierung

Anlagerung der Primer an die komplementéare DNA-Sequenz

Elongation
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Abb. 9: Darstellung der grundlegenden Prinzipien der PCR.

Denaturierung des Doppelstranges durch Temperaturerhdhung mit anschlielender Abkiihlung
zur Anlagerung der Oligonukleotide (Primer), die der Sequenz an den 3 —Enden des DNA-
Stuckes komplementér sind, das amplifiziert werden soll.

Anlagerung der DNA-Polymerase

Verlangerung der beiden Einzelstrange von 3 in 5 Richtung zum jeweiligen Doppelstrang
komplementar (cDNA), so dass zwei DNA- Doppelstrange vorliegen. DNA-Polymerasen
stammen aus thermophilen Bakterien und sind in der Lage, auch bei Temperaturen bis 100°C
DNA zu synthetisieren. Durch Wiederholung des beschriebenen Reaktionszyklus kommt es zu
einer exponentiellen Zunahme der amplifizierten DNA.

Die Dauer einer PCR betragt zwischen 23-35 Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus den in
der Abbildung 9 dargestellten Phasen.
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Das Gesamtreaktionsvolumen setzt sich aus 5 pl cDNA und 45 pl Mastermix
zusammen. Die cDNA wird in den Reaktionsgefal3en vorgelegt. AnschlieRend wird der

Mastermix auf Eis wie folgt pipettiert:

Fur n+1

Steriles H,O 32 ul
10x PCR Puffer (-MgCly,) 5 ul
50 mM MgCl, 1,5ul
10 mM dNTP 1l
10 uM Primer Sense 2,5 ul
10 puM Primer Antisense 2,5 ul

5 U/ul Tag DNA Polymerase 0,3 ul

und auf die entsprechenden Reaktionsgeféalie verteilt; das Gesamtreaktionsvolumen von
50 ul wird kurz gevortext und runterzentrifugiert, bevor die Reaktion im Thermocycler mit

folgendem Programm:

Denaturierung 94 °C 3 Minuten 1x

23 Zyklen (3-Actin)/ 30 Zyklen (MMP1,2,3,9)

Zyklen:
Denaturierung 94 °C 45 Sekunden
Primer-Annealing 56 °C 30 Sekunden
Elongation 72 °C 1,5 Minuten
Elongation 72 °C 10 Minuten 1x

gestartet wird. Die durch die PCR erhaltenen DNA Amplifikate werden entweder bei 20

°C eingefroren oder direkt auf ein Agarose-Gel aufgetragen.

3.2.5. Agarose- Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung der amplifizierten cDNA

Fragmente. Hierzu wird eine elektrische Spannung angelegt. Die cDNA-Fragmente
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wandern entsprechend ihrer Gro3e, Ladung und der angelegten Spannung weit bzw.
weniger weit. Zur Langenidentifizierung der amplifizierten cDNA-Fragmente wird eine
Basenpaarleiter aufgetragen, in der sich DNA-Fragmente bekannter Grél3e befinden.

Es wird ein 1,2 % Agarose-Gel hergestellt, das mit 0,33 pg/ml Ethidiumbromid, einem
Fluoreszenzfarbstoff, versetzt wird.

Das Agarose-Gel wird mit 0,5 x TBE Puffer in der Elektrophoresekammer bedeckt. Die
Proben, die zuvor mit Probenpuffer versetzt wurden, werden in die Geltaschen
aufgetragen. Das aufgetragene Probenvolumen umfasst zwischen 25-30 pul. In eine
weitere Geltasche werden 10 pl der 100 bp DNA-Leiter zur Grél3enidentifizierung der
amplifizierten DNA Fragmente aufgetragen. Es wird eine Stromstarke von 70 mA
angelegt, die solange angelegt bleibt, bis die Probenfront den unteren Gelrand erreicht
hat. Das Ergebnis wird fotografisch festhalten. Durch die Anregung mit UV Licht bei 254
nm des in der DNA eingelagerten Ethidiumbromids konnen die amplifizierten cDNA
Fragmente sichtbar gemacht und fotografisch dargestellt werden.

Mit Hilfe des RFLP-Scan, einem Computer Programm, wird eine semiquantitative
Auswertung der dargestellten Banden vorgenommen, wobei eine Messung der
optischen Dichte der Banden stattfindet. Es wird der Quotient aus der Probenbande und

der 3-Actin Bande, die zur Kontrolle dient, gebildet.

Agarose-Gel 1,2 %

Agarose 1,29

TBE 0,5x 100 ml
Ethidiumbromid-Stammlésung(10mg/ml) 0,33 pg/ul

5x TBE-Puffer

Tris 54,9¢g
Borsaure 27,59
EDTA 4,659

Mit bidestilliertem Wasser auf 1000 ml auffullen

0,5x TBE-Puffer

1:10 verdiinnt mit bidestiliertem Wasser
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1 % Ethidiumbromid-Ldsung
Ethidiumbromid 1 % (w/v)
Bidestilliertes Wasser

Probenpuffer
Ficoll 400 1,5¢g 15 % (w/v)
1 %(w/v) Bromphenolblau-L6sung 2,5 ml 0,25 % (w/v)

5x TBE 1 ml 0,5x

Mit bidestiliertem Wasser auf 10 ml auffillen

3.2.6. Zymographie

Die Zymographie ist eine elektrophoretische Technik, mit der die Aktivitdt von MMPs
dargestellt werden kann. Es wird Substrat (hier wird Gelatine verwendet) im Gel
verankert. Die MMPs werden mit SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat)
denaturiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der sich anschlielenden
Renaturierung mit einem nicht ionischen Detergenz, wie z.B. Triton X-100, wird das Gel
in einer Pufferlésung zur Aktivierung der MMPs inkubiert. Die im Gel enthaltene Gelatine
wird durch die MMPs degradiert. Diese Zonen erscheinen nach Farbung mit Coomassie
Blau transparent, im Gegensatz zum Rest des Gels, in dem die Gelatine nicht degradiert
wurde.

Die bei -80 °C eingefrorenen Proben werden langsam auf Eis aufgetaut und
durchmischt. Die Proben werden 1:1 mit einem Puffer nach Laemmli versetzt. Es
werden 20 upl auf ein 10 % Gelatine-Gel aufgetragen, das in einer mit 1x
Elektrodenpuffer gefillten Elektrophorese Kammer eingespannt ist. Die Laufzeit des
Gels betragt 90 Minuten bei 125 V konstant und 35 mA.

Nach Beendigung der Laufzeit wird das Gel mit Renaturierungspuffer, zur Entfernung
des SDS und Entfaltung der Enzyme, auf einem Plattentaumler fir 30 Minuten inkubiert.
Zur Entfernung des Renaturierungs-Puffers schliel3t sich ein Waschschritt mit
destilliertem Wasser fur 30 Minuten an. Dieser Schritt wird 2 x wiederholt.

Nach Beendigung der Waschung wird das Gel in einen verschlieBbaren Behélter

Uberfuihrt. Dieser enthalt Entwicklungs-Puffer zur Optimierung der Umgebungs- und
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Aktivierungsbedingungen der im Gel aufgetragenen MMPs. Die Inkubationszeit betragt 3
Stunden bei 37 °C. Zur Entfernung des Developing-Puffers wird das Gel nach
Beendigung der Inkubationszeit 10 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen.
Anschliel3end wird das Gel in eine 0,5 % Coomassie Blue Lésung uberfihrt und fur 10
Sekunden in der Mikrowelle bei 470 Watt erwarmt. Dies dient zur besseren Einlagerung
der Farbelosung an die im Gel enthaltene Gelatine. Die Inkubationszeit in der
Farbelosung nach Erwdrmung betrdgt 10 Minuten. Dieser Vorgang wird nach
Beendigung der Inkubationszeit mit Entfarbelésung wiederholt, wodurch es zu einer
Auswaschung der Coomassie Blue Lésung an den Banden kommt, an denen von den in
den Proben enthaltenen MMPs die Gelatine abgebaut wurde.

Das Ergebnis ist ein blau gefarbtes Gel da, wo die Coomassie Blue L6sung sich an die
Gelatine angelagert hat und mit weil3en Banden da, wo die Gelatine von den MMPs
abgebaut wurde.

Das Gel wird auf einem Weillichttisch fotografiert, so dass ein Foto, auf dem das Gel
weild und die Banden schwarz dargestellt sind, entsteht. Dieser Schritt ist
Voraussetzung, fir die anschlieliende semiquantitative Auswertung der Banden mit Hilfe
eines Computerprogramms, des RFLP-Scan. Hierbei wird die optische Dichte der
Banden gemessen und der Quotient aus der optischen Dichte der Kontrollbande und der

der Probenbande gebildet

Elektrodenpuffer 5x

Tris (125mM) 159

Glycin (7,2 %) 729

SDS (0,5 %) 59

Agua dest. auf 1000 ml auffillen

Der Elektrodenpuffer wird vor Gebrauch 1:5 mit Aqua dest. verdinnt.

Laemli-Puffer 2x

Tris-HCL 63 mM 2,5 ml einer 0,5 M L6sung
Glycerol 10 % 2ml
SDS2 % 4 ml einer 10 % LAsung

Bromphenol-Blau 0,0025 % 0,5 ml einer 0,1 % LAsung
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Aqua dest. auf 10 ml auffullen

Der Laemli-Puffer wird 1:1 mit der im Gel aufzutragenden Probe verdinnt.

Renaturierungs-Puffer 5x
Triton-X 100, 35 % (w/v) in H,O 67,59
Aqua dest. auf 500 ml auffullen

Der Puffer wird vor Benutzung 1:5 mit Aqua dest. verdinnt.

Entwicklungs-Puffer 10x

Aqua dest. 400 ml

Tris Base 30,29

6 M HCL 33ml

NacCl 58,59

CaClys 2H,0 3,79

Brij 109

Agua dest. auf 500 ml aufftllen

pH-Wert messen und mit 20% NaOH auf 7,6 einstellen
Fur die Zymographie wird der Puffer 1:10 mit Aqua dest. verdinnt.

3.2.7. Statistik

RFLP-Scan
Das Programm wird zur semiquantitativen Berechnung der PCR und Zymographie

Banden auf den Agarose-/ Gelatinegelen verwendet.

GraphPad Prism 5

Das Programm GraphPad Prism wird fir die statistische Auswertung benutzt.

Die Signifikanz wird mit dem gepaarten t-Test und one way ANOVA ebenfalls mit

Hilfe von GraphPad Prism 5 bestimmt. Es werden nur Mittelwerte in den grafischen
Darstellungen verwendet, die mit Hilfe des Progamms GraphPad Prism 5 erstellt

werden. Die Signifikanz wird fir ein p<0,05 festgelegt.
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4, Ergebnisse

4.1. Basisexpression der MMPs

Bevor der Frage nach einer mdglichen Regulation der MMPs in Lungenfibroblasten
nachgegangen werden konnte, wurde zunachst untersucht, welche MMP-Isoenzyme in
humanen Lungenfibroblasten exprimiert werden. Die vorliegenden Untersuchungen
wurden an der Zelllinie MRC5, die sich in zahlreichen friheren Untersuchungen des
hiesigen Labors als priméren Zellen sehr ahnlich erwiesen haben (Haag et al., 2008;
Matthiesen et al., 2006), durchgefinhrt.

Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass in MRC5 Zellen die Isoenzyme MMP1,
MMP2 und MMP3 deutlich exprimiert werden, wahrend Transkripte fir MMP9 nicht
dedektierbar waren (Abb. 10). Auch nach einer Kultivierung der Zellen mit TGF-$
(5ng/ml fur 24 Stunden) oder mit den Muskarinrezeptoragonisten Carbachol oder
Oxotremorin (jeweils 10 pg fur 24 Stunden) blieb die MMP9 undedektierbar, d. h. eine
Induktion der Expression konnte durch diese Stimuli nicht erzielt werden (Abb. 11).

In weiteren Versuchen mit DNAse Verdau wahrend der RNA Praparation, um eine
Verunreinigung mit DNA auszuschlie3en, konnte ebenfalls keine Expression auf mRNA
Ebene nachgewiesen werden.

Das vorliegende Ergebnis weist darauf hin, dass keine mRNA Expression der MMP9 in

humanen Lungenfibroblasten der Zelllinie MRC5 stattfindet.
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Abb.10: RT-PCR Analyse zur Expression der MMP1, MMP2, MMP3 und MMP9 in humanen
MRC5 Lungenfibroblasten. MRC5 Zellen wurden bei 37 C°, einem 5 % CO, Gehalt mit einem
10% FKS-Medium bis zu einer Konfluenz von 90% inkubiert. Nach anschlieRender Zelllyse und
RNA Praparation wurden RT-PCR Analyse mit Primerpaaren, die spezifisch fur die jeweilige
MMP-Isoform waren, durchgefihrt (30 Zyklen). Die Qualitdt der cDNA wurde durch
Amplifizierung von B-Aktin  kontrolliert. Die Amplifikate wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. In der Abbildung sind repréasentative Gele dargestellt.
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Abb. 11: Wirkung von Transforming Growth Factor 1 (TGF-8 und muskarinischen Agonisten auf
die mRNA Expression von MMP9 in MRC-5 Lungenfibroblasten. Nach Aussaat von 600000
Zellen erfolgte eine 24-stlindige Kulturphase mit FKS haltigem (10%) Medium. Danach folgte ein
Wechsel auf FKS-freies Medium und 4 Stunden danach eine weitere Kultur in Ab- oder
Anwesenheit der Testsubstanz (TGF-f 5 ng/ml, Carbachol 10 uM oder Oxotremorin 10 pM) fir
weitere 24 Stunden. Nach anschlieRender Zelllyse und Préparation der mRNA wurden RT-PCR
Analysen wie in Abb. 10 beschrieben durchgefihrt. Dargestellt ist ein reprasentatives Gel einer
Serie von Experimenten mit n = 3 (Negativkontrolle = PCR ohne Zugabe von spezifischer
cDNA).

4.2. Einfluss von cholinergen Agonisten und Antagon isten auf die
MRNA-Expression und Enzymaktivitat der MMPs

Zur Prifung einer mdglichen cholinergen Beeinflussung der Expression von MMPs
wurde eine Versuchsreihe mit Carbachol, einem Agonisten an muscarinischen und
nicotinischen Rezeptoren, Oxotremorin, einem Agonisten an muscarinischen
Rezeptoren und Tiotropium einem Antagonisten an muscarinischen Rezeptoren
durchgefuhrt.

Hierbei zeigte sich, dass weder die mMRNA Expression von MMP1, noch die von MMP3
durch eine 24 stiindige Exposition mit diesen Pharmaka beeinflusst wurde (MMP1, Abb.
12A, MMP3, Abb. 12B). Weiterhin blieb auch die mRNA Expression von MMP2, in
Anwesenheit dieser cholinergen Testsubstanzen unbeeinflusst (Abb. 12C). Auch auf
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Ebene der Enzymaktivitat (MMP2, Abb. 13) konnte keine Wirkung der cholinergen
Agonisten oder Antagonisten bei einer 24-stindigen Kulturphase nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Wirkung von Carbachol (Carb.), Oxotremorin (Oxo.) und/oder Tiotropium (Tio.) auf die
mRNA Expression von MMP1 (12A), MMP3 (12B) bzw. MMP2 (12C) in MRC-5
Lungenfibroblasten. Nach Aussaat von 600000 Zellen erfolgte eine 24 stiindige Kulturphase mit
FKS haltigem (10%) Medium. Danach folgte ein Wechsel auf FKS-freies Medium und 4 Stunden
spater eine weitere Kultur in Ab- oder Anwesenheit der Testsubstanzen in den angegebenen
Konzentrationen fir weitere 24 Stunden. Nach anschlieBender Zelllyse und Praparation der
MRNA wurden RT-PCR Analysen wie in Abb. 10 beschrieben durchgefiihrt Die Expression ist

ausgedrickt als % der Kontrolle der jeweiligen Zellpraparation. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM von n = 6 Experimenten.
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Abb. 13: Wirkung von Carbachol und Oxotremorin auf die Enzymaktivitat von MMP2 in MRC-5
Lungenfibroblasten. Nach Aussaat von 600000 Zellen erfolgte eine 24 stiindige Kulturphase mit
FKS haltigem (10%) Medium. Danach folgte ein Wechsel auf FKS-freies Medium und 4 Stunden
danach eine weitere Kulturphase in Ab- oder Anwesenheit der Testsubstanzen in den
angegebenen Konzentrationen fur weitere 24 Stunden. Es erfolgte die Abnahme des Mediums,
in welches die MMPs sezerniert wurden mit anschlieBender SDS-Gelelektrophorese zur
Aktivitatsbestimmung der MMPs. Nach elektrophoretischer Auftrennung erfolgte die
Auswaschung des im Gel enthaltenen SDS mit anschlieBender Inkubation mit
Entwicklungspuffer bei 37 °C, nach erneuter Entfernung des Entwicklungspuffers erfolgte die
Farbung des Gels zur Darstellung der Enzymaktivitdét durch Abbau der im Gel enthaltenen
Gelatine, mit 0,5 % Coomassie-Blaulésung. Die Enzymaktivitat ist ausgedrickt als % der
Kontrolle der jeweiligen Enzymaktivitat im Medium. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3
Experimenten.

Interessanterweise war nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden mit der relativ hohen
Konzentration von 100 nM Tiotropium eine geringe, aber signifikante Abnahme der
Enzymaktivitat der MMP2 um ca. 15 % zu beobachten. Bei einer Konzentration von 1
nM Tiotropium war kein signifikanter Effekt zu beobachten (Abb. 14). Der Effekt einer
langen Exposition von Tiotropium in hoher Konzentration zeigt sich nur auf Ebene der
Enzymaktivitat (Abb. 14). Auf Expressionsebene war dagegen kein Effekt einer langen
Exposition von Tiotropium in hoher Konzentration (100 nM) zu beobachten (Abb. 15).
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Abb. 14: Wirkung von Tiotropium 1 nM und 100 nM auf die Enzymaktivitat von MMP2 in MRC-5
Lungenfibroblasten bei einer 48-stiindigen Kulturphase in Analogie zu Abb. 13. Dargestellt sind

Mittelwerte + SEM von n = 4 Experimenten, Signifikanz als Unterschied zur Kontrolle (KT) (* p <
0,05).
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Abb. 15: Wirkung von Tiotropium 1 nM und 100 nM auf die mRNA Expression von MMP3 in
MRC-5 Lungenfibroblasten bei einer 48 stindigen Kulturphase in Analogie zu Abb.12.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 4 Experimenten.
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Um die Spezifitat der Hemmwirkung, die bei 48-stindiger Exposition von 100 nM
Tiotropium beobachtet wurde zu Uberprifen, wurde auch die Wirkung des cholinergen
Agonisten Crabachol allein du in Interaktion mit dem Antagonisten Tiotropium in einem
48-stindigen Protokoll auf die Enzymaktivitat der MMP2 untersucht. Carbachol allein
zeigt keine Wirkung und die Hemmwirkung von Tiotropium blieb selbst in Anwesenheit
einer hohen Konzentration von 20 pM  Crabachol unverdndert bestehen,
Beobachtungen, die dagegen sprechen, dass die Hemmwirkung von Tiotropium Folge
einer spezifischen Blockade von Muskarinrezeptoren ist (Abb. 16 und 17).

1 2 3 4 5 6

MMP2

Abb. 16: Zymographie zur Enzymaktivitdt der MMP2 in humanen MRC-5 Lungenfibroblasten
nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit Darstellung der entstandenen Bande durch negativ
Coomassie Blue Farbung. Versuchsaufbau und Versuchsdurchfihrung analog zu Abb.13 mit
einer 48 stindigen Kulturphase.

1 = Kontrolle, 2 = Carbachol 10 uM, 3 = Carbachol 20 uM, 4 = Tiotropium 100 nM, 5 =
Tiotropium 100 nM + Carbachol 10 uM, 6 = Tiotropium 100 nM + Carbachol 20 pM.
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Abb. 17: Wirkung von Carbachol (Carb.) und/ oder Tiotropium (Tio.) auf die Enzymaktivitat von
MMP2 in MRC-5 Lungenfibroblasten bei einer 48 stiindigen Kulturphase. Versuchsaufbau und
Versuchsdurchfiihrung analog zu Abb. 13. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3
Experimenten. Signifikanz der Unterschiede zur Kontrolle (KT), * p < 0,05.

Auch die mRNA Expression der MMP3 zeigte unter Verlangerung der Inkubationszeit

und Erhéhung der Carbachol Konzentration keine signifikante Anderung (Abb. 18).
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Abb. 18: Wirkung von Carbachol (Carb.) und/ oder Tiotropium (Tio.) auf die mMRNA Expression
von MMP3 in MRC-5 Lungenfibroblasten bei 48 stiindigen Kulturphase. Versuchsaufbau und
Versuchsdurchfuihrung erfolgte analog zu Abb. 12.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3 Experimenten.

4.3. Wirkung von TGF- B auf die mRNA-Expression und
Enzymaktivitat der MMPs

TGF-B3, ein profibrotisches Protein, spielt eine regulatorische Schlisselrolle im Aufbau
und Remodelling der EZM. Cholinerge Mechanismen spielen eine zentrale Rolle bei
Remodelling Prozessen in der Lunge. Wie bereits mehrfach nachgewiesen wurde,
fordert TGF-B die Synthese der MMPs (Asano, 2010). Die vorliegenden Ergebnisse
stellen den Einfluss auf die mRNA Expression der MMP1, MMP2 und MMP3 und
Enzymaktivitat der MMP2 von TGF-B 5 ng/ml in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
dar.
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Eine Inkubationszeit von 24 Stunden mit TGF-B 5 ng/ml hat weder einen signifikanten
Einfluss auf die mRNA Expression der MMP1, MMP2 oder MMP3 (Abb. 19), noch auf
die Enzymaktivitat der MMP2 (Abb. 20).
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Abb. 19: Wirkung von TGF-B auf die mMRNA Expression von MMP1, MMP2 und MMP3 in MRC-
5 Lungenfibroblasten bei einer 24 stiindigen Kulturphase analog zu Abb. 12. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM von n = 5 Experimenten.
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Abb. 20: Wirkung von TGF-B auf die Enzymaktivitdt von MMP2 in MRC-5 Lungenfibroblasten

bei einer 24 und 48 stindigen Kulturphase analog zu Abb. 13. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM von n = 3 Experimenten (* p = 0,007).

Jedoch konnte durch eine Verlangerung der Inkubationszeit auf 48 Stunden ein
signifikante Steigerung der Enzymaktivitait der MMP2 (p = 0,007, Abb. 20) der
beobachtet werden. Dieser Effekt, eine signifikante Steigerung um ca. 73 %, bei einer
ebenfalls 48 stiindigen Kulturphase, wurde auch bei der mRNA Expression der MMP3 (p
= 0,03) nachgewiesen (nicht dargestellter Befund).
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4.4, Cholinerge Expression und Enzymaktivitat unter Stimulation
mit TGF-

In weiteren Untersuchungen wurde durch Inkubation mit TGF-B kein signifikanter
Trigger, weder auf eine tber cholinerge Mechanismen vermittelte mRNA Expression der
MMP3 (Abb. 21) noch auf die Enzymaktivitat der MMP2 (Abb. 22), gefunden.
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Abb. 21: Wirkung von TGF-B, Carbachol (Carb.), Oxotremorin (Oxo.) und/ oder TGF-f auf die
MRNA Expression von MMP3 in MRC-5 Lungenfibroblasten bei einer 48 stiindigen Kulturphase
in Analogie zu Abb. 12.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3 Experimenten.
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Abb. 22: Wirkung von TGF-B, Carbachol (Carb.), Oxotremorin (Oxo.) und/ oder TGF-f auf die

Enzymaktivitdit von MMP2 in MRC-5 Lungenfibroblasten bei einer 48 stiindigen Kulturphase in
Analogie zu Abb. 13.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3 Experimenten.

4.5. Wirkung von Butaprost und Isoprenalin auf mRNA Expression
und Enzymaktivitat

In weiteren Referenzen wurde der Einfluss von Butaprost, einem Agonisten am
Prostaglandin E; Rezeptor, auf die mRNA Expression der MMP3 und die Enzymaktivitat
der MMP2 bei einer Inkubationszeit von 48 Stunden untersucht, sowie der Effekt von
Isoprenalin, einem Agonisten an (3-Rezeptoren.

Ein signifikanter Einfluss auf die mRNA Expression der MMP3 unter Butaprost und

Isoprenalin war nicht nachzuweisen (Abb.23).
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Abb. 23: Wirkung von Butaprost und Isoprenalin auf die mMRNA Expression von MMP3 in MRC-5
Lungenfibroblasten bei einer 48 stiindigen Kulturphase in Analogie zu Abb. 12.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3 Experimenten.

Es zeigte sich aber eine signifikante Hemmung der Enzymaktivitdt der MMP2 (Mittelwert
= 80%, p = 0,002) unter Butaprost, nicht jedoch unter Isoprenalin (Abb. 24).
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Abb. 24: Wirkung von Butaprost und Isoprenalin auf die Enzymaktivitat von MMP2 (** p = 0,002)
in MRC-5 Lungenfibroblasten bei einer 48 stiindigen Kulturphase in Analogie zu Abb. 13.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n = 3 Experimenten.
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5. Diskussion

Anticholinergika sind ein wesentliches Element in der Behandlung der COPD, wobei das
langwirksame Tiotropium sich gegenidber dem kurzwirksame Ipatropium in der
Dauerbehandlung als Uberlegen erwiesen hat. In zahlreichen Studien wurde
nachgewiesen, dass Tiotropium neben einer akuten bronchilatierenden Wirkung auch
einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf von COPD-Patienten zeigt (Anzueto et
al., 2005; Casaburi et al., 2002; Tashkin und Kesten, 2003; Vincken et al., 2002) was
eine therapeutische Wirksamkeit der Anticholinergika tber die Bronchodilatation hinaus
vermuten lasst. Da strukturelle Umbauprozesse (auch als “Remodelling” bezeichnet),
bei denen Fibrosierungen insbesondere der kleinen Atemwege im Vordergrund stehen
(Hogg et al., 2004; Jeffery, 2004; Molfino und Jeffery, 2007), wesentlich den
Langzeitverlauf der COPD-Erkrankung bestimmen, tat sich daher die Frage auf, ob
Lungenfibroblasten einem cholinergen Einfluss unterliegen und ob Utber diesen pro-
fibrotische Prozesse gefordert werden (Racke et al., 2008).

Frihere Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe zeigten dann in der Tat, dass
Lungenfibroblasten Muskarinrzeptoren vom M2 Subtyp exprimieren und dass Uber diese
sowohl deren Proliferation (Matthiesen et al., 2006) als auch Kollagensynthese (Haag et
al., 2008) gesteigert werden kann. fir Remodellingprozesse verantwortlich (Matthiesen
et al., 2006).

Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Pathogenese der COPD ist die chronische
Inflammation, bei der ebenfalls cholinerge Mechanismen beteiligt zu sein scheinen, die
durch Anticholinergika gedrosselt werden kénnen (Hogg et al., 2004).

Auch MMPs sind in zahlreiche Prozesse im Rahmen der Pathogenese der COPD
involviert (Racke et al., 2008). In zahlreichen Studien bei Patienten mit COPD wurden im
Sputum erhéhte Level an MMP1, -2 und 9 sezernierenden inflammatorischen Zellen, wie
z. B. neutrophile Granulozyten und Makrophagen, nachgewiesen (Belvisi und Bottomley,
2003). Eine Uberexpression von MMPs durch Lungenfibroblasten fiihrt zu einer
Gewebedestruktion mit einer entsprechenden Inflammation (Martin-Chouly et al., 2004).
Weiterhin kbnnen MMPs durch ihre enzymatische Aktivitat strukturelle Veranderungen in

der Lunge herbeifiihren (Srivastava et al., 2007). Sowohl! die Uberexpression als auch
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die direkten Effekte der MMPs auf die Lungenstruktur tragen wesentlich zur
Pathogenese der COPD bei.

Aufgrund der Bedeutung des Remodellings der extrazellularen Matrix, sowie des
Einflusses der MMPs, besteht ein grof3es Interesse an der Nutzung der MMPs als
therapeutisches Ziel (Anzueto et al., 2005).

In Anbetracht dessen und der zentralen Rolle des Atemwegsremodellings in der
Pathogenese der COPD, wurde die vorliegende Arbeit unter der Fragestellung
durchgefuhrt, ob cholinerge Mechanismen zu einer Beeinflussung der Expression
und/oder der Enzymaktivitat von MMPs in humanen Lungenfibroblasten fihren.

Zwar liegen bereits Studien zur Expression von MMPs in inflammatorischen Zellen vor,
allerdings wurde bisher nicht untersucht, ob MMPs uberhaupt in humanen MRC5
Lungenfibroblasten exprimiert werden (Baraldo et al., 2007; Belvisi und Bottomley,
2003). Aus diesem Grund musste vor Untersuchung der cholinergen
Regulationsmechanismen die Expression der MMPs in dieser Zelllinie mittels PCR in
einem ersten Versuchsteil bestimmt werden.

Hiermit wurde eine Expression der MMP1, -2 und -3, nicht jedoch der MMP9 in
humanen MRC5 Lungenfibroblasten gefunden. Diese Ergebnisse sind kontrar zu einer
Untersuchung im Rattenmodell, in der sowohl eine Expression der MMP2 als auch der
MMP9 nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnte hierbei ein Einfluss auf
pulmonale Remodellingprozesse der Ratte belegt werden (Li et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte auch in weiteren Versuchen an humanen MRC5
Lungenfibroblasten weder unter cholinerger Stimulation, noch unter Stimulation mit
TGF-83, eine Expression der MMP9 nachgewiesen werden.

Daher ist als erstes Teilergebnis festzuhalten, dass humane MRC5 Lungenfibroblasten
zwar MMP1, -2 und -3 exprimieren, jedoch nicht die MMP9. An dieser Stelle ist der
Unterschied zu anderen Zellen, die in die Pathogenese der COPD involviert sind,
hervorzuheben: Die MMP9 wird durch inflammatorische Zellen wie neutrophile
Granulozyten und Makrophagen sowie Epithelzellen exprimiert, nicht jedoch in humanen
MRC5 Lungenfibroblasten (Demedts et al., 2005).

Wie bereits erwahnt, spielen nicht nur die MMP Expression, sondern auch cholinerg
induzierte Remodellingprozesse in humanen Lungenfibroblasten eine wichtige Rolle in

der Pathogenese chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen. Aus diesem Grund
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wurde, nach der Erbringung des Expressionsnachweises fur die MMP1, -2 und -3 in
humanen MRC5 Lungenfibroblasten, im zweiten Versuchsteil dieser Arbeit fur diese
Enzyme die cholinerge Regulation untersucht. Hierbei musste zwischen einer
Regulation auf Ebene der mRNA Expression und auf Ebene der Enzymaktivitat
differenziert werden.

Die Regulation der mRNA Expression wurde mittels PCR nach Inkubation mit
cholinergen Agonisten und Antagonisten untersucht. Zu diesem Zweck wurde der
Versuchsaufbau zunachst mittels TGF- und MMP3 lberprift, fur die bekannt sind, dass
TGF-B zu einer Hochregulation der MMP3 Expression fihrt. Dieser Zusammenhang
konnte in der vorliegenden Arbeit bestéatigt und damit der Versuchsaufbau validiert
werden. Da zum Untersuchungszeitpunkt keine Daten zur Beeinflussung der MMP1 und
-2 durch TGF-B vorlagen, wurde auch dieser Zusammenhang untersucht, jedoch konnte
hier weder fur die MMP1, noch fur die MMP2 eine Beeinflussung der Expression durch
TGF-B gefunden werden. Trotzdem wird durch die Hochregulation der MMP3 die These
untermauert, dass im Rahmen einer chronischen Entziindungsreaktion wie bei einer
COPD mit einer erhohten Freisetzung von Zytokinen wie z. B. TGF-B, die daraufhin
vermehrt exprimierte MMP3 in humanen MRC5 Lungenfibroblasten in
Remodellingprozesse involviert ist (Martin-Chouly et al., 2004).

In der vorliegenden Untersuchung konnte fiir keine der untersuchten MMPs eine
signifikante Beeinflussung der mRNA Expression durch cholinerge oder anticholinerge
Einflisse gefunden werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Expressionsebene der MMPs kein direktes Ziel fir Anticholinergika wie z. B. Tiotropium
darstellt. Interessanterweise konnte in einer neueren Arbeit gezeigt werden, dass die
nach einer Stimulation mit TGF-B erhdhte MMP Expression dennoch durch Tiotropium
herunterreguliert werden kann (Asano, 2010).

Um im nachsten Schritt die Enzymaktivitdt zu untersuchen, erfolgte zunachst eine
Validierung des Zymographie-Versuchsaufbaus durch eine Versuchsreihe mit TGF-f3
und MMP2, fur die vorbeschrieben sind, dass TGF-B die Enzymaktivitat der MMP2
steigert (Eickelberg et al.,, 1999; Hu et al., 2006). Durch eine Bestatigung dieses
Ergebnisses wurde in dieser Untersuchung eine adéquate Funktionsweise des

Versuchsaufbaus sichergestellt.
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In den weiteren Versuchen zeigte sich unter cholinerger Stimulation oder Hemmung kein
Einfluss auf die mittels Zymographie gemessene Enzymaktivitat der MMPs.

Primér erscheint es paradox, ohne Nachweis einer cholinergen Regulation weder auf
Expressions- noch auf Enzymebene weitere Versuchsreihen in Abh&ngigkeit von der
Inkubationszeit mit einem cholinergen Antagonisten durchzufiihren. Jedoch zeigte sich
interessanterweise unter einer verlangerten Inkubationszeit eine signifikante Hemmung
der Enzymaktivitdt der MMP2 durch Tiotropium 100 nM. In weiteren Versuchen mit einer
Erniedrigung der Konzentration auf 1 nM liel3 sich dieser Effekt allerdings nicht
reproduzieren. Daher ist von einem unspezifischen Effekt auszugehen. L&age ein
spezifischer Effekt vor, misste eine weitere Hemmung der Enzymaktivitat der MMP2
unter Tiotropium 1 nM nachweisbar gewesen sein, denn die Tiotropium-Konzentration,
bei der die Halfte aller Muscarinrezeptoren besetzt ist, liegt fur den M;-Rezeptoren bei
0,041 nM, fur den M,-Rezeptoren bei 0,021 nM und fur den M3z-Rezeptoren bei 0,014
nM (Racke, 2006). Dieses lag jeweils deutlich unter den verwendeten Konzentrationen,
so dass von einer Rezeptorsattigung auszugehen war.

Es gibt zahlreiche Hinweise, dass diverse Zellpopulationen wie z. B. humane
Epithelzellen in den Atemwegen, aul3erhalb des cholinergen neuronalen Netzwerke
parakrin Acetylcholin synthetisieren und freisetzten (Wessler und Kirkpatrick, 2008). Da
humane Lungenfibroblasten als nichtneuronale Zellen sowohl Muscarin-, als auch
Nicotinrezeptoren exprimieren (Matthiesen et al., 2006), konnte mit der Versuchsreihe
mit cholinergen Antagonisten geklart werden, ob fur Carbachol und Oxotremorin
parakrine, nichtneuronale Regulationsmechanismen auf Expressions- oder Enzymebene
vorliegen. Durch diese beiden Substanzen wurde in der vorliegenden Arbeit unter hoher
Konzentration ein hemmender Effekt auf die MMP2 Enzymaktivitat festgestellt, der
allerdings nach einer Konzentrationsdnderung der Testsubstanzen nicht mehr
nachweisbar war. Aus diesem Grund ist von einem unspezifischen Effekt auszugehen.
Damit liegen keine parakrinen, cholinergen Effekte auf die MMP2 Enzymaktivitat vor.

Die vorliegenden Versuchsreinen wurden in vitro an humanen MRC5
Lungenfibroblasten durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Untersuchungen mit
Modellcharakter, deren Ubertragbarkeit auf in vivo Bedingungen fraglich ist. Allerdings
konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass cholinerge

Regulationsmechanismen in humanen MRC5 Lungenfibroblasten stellvertretend als
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Modell fur primare humane Lungenfibroblasten genommen werden kdnnen, da sie sich
in zahlreichen Untersuchungen primaren humanen Lungenfibroblasten als sehr &hnlich
erwiesen haben (Matthiesen et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis der Expression der MMP1, -2 und -3 in
humanen MRC5 Lungenfibroblasten erbracht und ihre cholinergen
Regulationsmechanismen auf Expression- und Enzymaktivitatsebene untersucht. Wie
gezeigt wurde, unterliegt weder die Regulation der mRNA Expression, noch die
Enzymaktivitat der MMP1, -2 und -3, cholinergen Einflissen. Da keine cholinergen,
agonistischen Effekte auf die mRNA Expression oder Enzymaktivitdit der MMPs
gefunden wurden, sind Versuchsreihen mit dem an Muscarinrezeptoren wirkenden
Antagonisten Tiotropium in Abhangigkeit von der Inkubationszeit durchgefuhrt worden,
um nichtneuronale Effekte auszuschliel3en. Damit konnte nachgewiesen werden, dass
auch kein signifikanter nichtneuronal vermittelter Einfluss auf die mRNA Expression und
die Enzymaktivitat der MMP1, -2 und -3 vorliegt.

Abschliel3end ist zu folgern, dass cholinerge Mechanismen zwar Uber verschiedene
Mechanismen pro-fibrotische Prozesse in den Atemwegen fordern kénnen, dass die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aber keine Hinweise erbrachten, dass cholinerge
Mechanismen auch an der Regulation der Expression und Aktivitatt von MMPs in
humanen Lungenfibroblasten beteiligt sind .
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6. Zusammenfassung

Remodellingprozesse sind wesentliche Mechanismen in der Pathogenese der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung. Einen wesentlichen Mechanismus stellt die
Fibrosierung dar, die Uiber cholinerge Rezeptoren in humanen MRC5 Lungenfibroblasten
vermittelt wird. Weitere Remodellingmechanismen unterliegen dem Einfluss von MMPs
in inflammatorischen Zellen im Rahmen eines Um- und Abbaus der extrazellularen
Matrix. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob MMPs in humanen MRC5
Lungenfibroblasten auf mRNA Expressionsebene und Enzymaktivitatsebene cholinerg
reguliert werden.

Zunachst wurde hierfur die Expression der MMP1, -2 und -3 in humanen MRC5
Lungenfibroblasten bestatigt und gezeigt, dass die MMP9 in diesen Zellen nicht
exprimiert wird.

Im nachsten Versuchsabschnitt wurde die cholinerge Regulation zunachst auf mRNA
Expressionsebene untersucht. Hier konnte kein Einfluss cholinerger Mechanismen auf
die MMP Expression gefunden werden. Daraufhin erfolgte die Untersuchung der
Enzymaktivitatsebene, bei der ebenfalls kein spezifischer Einfluss durch cholinerge
Mechanismen gezeigt werden konnte. Allerdings war ein unspezifischer anticholinerger
Effekt auf die Enzymaktivitdit der MMP2 nachweisbar, der auf eine nichtneuronalen
Aktivitat zurickzufiihren war. Ein in der Literatur beschriebener Effekt unter TGF-f auf
die MMPs konnte insofern spezifiziert werden, als dass sowohl eine Induktion der mRNA
Expression, als auch der Enzymaktivitdt nachzuweisen war.

Durch die vorliegende Untersuchung erscheint es unwahrscheinlich, dass die Uber
Tiotropium als Anticholinergikum vermittelte Regulation der MMP1, -2 und -3 in
humanen Lungenfibroblasten einen sinnvollen therapeutischen Ansatz zur Modulation
von Remodellingprozessen bei COPD-Patienten darstellt. Dennoch ist es nicht
ausgeschlossen, dass Anticholinergika die MMP Regulation Uber andere, in der
Pathogenese der COPD involvierte Zellpopulationen wie z. B. neutrophile Granulozyten

oder Epithelzellen, beeinflusst. Dieses sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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