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. RESUMEN

La Fibrosis Pulmonar Idiopética (FPI) esta caracterizada por
proliferacion de fibroblastos y acumulacion de matriz extracelular. Algunas
metaloproteinasas de matriz (MMPs) secretadas como la MMP-2, estan muy
sobre-reguladas en pulmones con FPIl. Las MMPs asociadas a membrana
(MT-MMPs) junto con algunos inhibidores tisulares de metaloproteinasas
(TIMPs), participan en la activacion de la pro-MMP2, sin embargo, estas no
han sido analizadas en FPI. Las MT-MMPs con dominio transmembranal tipo
I: las MT1-, MT2-, MT3- y MT5-MMP, asi como los TIMPs 1, 2, 3y 4, fueron
analizadas por PCR en tiempo real e inmunohistoquimica en FPI y pulmones
normales. La MMP-2 fue también inmunolocalizada y evaluada por
zimografia de gelatina en fluidos de lavados bronquioalveolares (LBA).
Adicionalmente, las MT-MMPs vy los cuatro TIMPs fueron examinadas por
PCR en tiempo real (PCRtr) en fibroblastos estimulados con factor de
crecimiento transformante beta (TGF-b) 1 e interferon gamma (IFN-g). La
MT1-MMP fue la que se expresd en mayor cantidad, seguida por la MT2-y
la MT5-MMP, y una expresion moderada de MT3-MMP. Con respecto a su
localizacion, las MT1- y MT2-MMP fueron encontradas en células epiteliales
alveolares; la MT3-MMP en fibroblastos, dentro de focos de fibroblastos y
células epiteliales alveolares, y la MT5-MMP en células epiteliales
bronquiolares basales y en areas de metaplasia escamosa. La MMP-2 fue

localizada en células epiteliales bronquiolares basales y fibroblastos, y la



enzima activa, se observo incrementada en fluidos de LBA. El TIMP-3 fue
localizado en lamina elastica, células endoteliales y fibroblastos ubicados
dentro de los sitios denominados focos de fibroblastos. En fibroblastos de
pulmén, TGF-b1l induce una sobre-regulacion muy fuerte en la MT3-MMP y
el TIMP-3 tanto a nivel de gene como de proteina. Este efecto fue bloqueado
por genisteina, un inhibidor de proteinas cinasas de tirosina y parcialmente
reprimido por SB203580 un inhibidor de la p38 MAPK. El IFN-g no tuvo
ningun efecto. Las MT-MMP tipo | son expresadas en FPI, en los mismos
tipos celulares que MMP2; en su mayoria por diferentes tipos de células
epiteliales, las cuales son un componente clave en la remodelacion
aberrante del micro-ambiente pulmonar. De manera interesante, la MT3-
MMP y TIMP-3 que fueron encontradas en focos de fibroblastos, también se
encontraron sobre-reguladas in vitro por TGF- b1, un potente mediador pro-

fibrético.



II. ABSTRACT

The Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is characterized by fibroblast
proliferation and extracelular matrix accumulation. Some secreted matrix
metalloproteinases (MMPs) as the MMP-2 are highly up-regulated in IPF
lungs. The Membrane Type MMPs (MT-MMPs) together with some Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPSs), participate in the activation of the
pro-MMP2. However, they have not been examined in IPF. Type |
transmembrane MT-MMPs, MT1 -, MT2 -, MT3 - and MT5-MMP, as well
TIMPs 1, 2, 3 and 4, were analyzed by reattime PCR and
immunohistochemistry in IPF and normal lungs. The MMP2 was also
immunolocalized and evaluated by gelatin zymography in bronchoalveolar
lavage (BAL). Additionally, the MT-MMPs and the four TIMPs were examined
by real time-PCR in lung fibroblasts stimulated with Transforming growth

factor beta (TGF-b)1 and Interferon gamma (IFN-g). MT1-MMP, was the most

highly expressed followed by MT2 - and MT5-MMP, and a moderate
expression of MT3-MMP. Regarding their localization, MT1 - and MT2-MMP
were found in alveolar epithelial cells, MT3-MMP in fibroblasts from
fibroblastic foci and alveolar epithelial cells and the MT5-MMP in basal
bronchiolar epithelial cells and in areas of squamous metaplasia. MMP2 was
localized in alveolar and basal bronchiolar epithelial cells and fibroblasts, and
increased active enzyme was observed in BAL fluids. TIMP-3 was observed
in elastic lamina, endothelial cells and fibroblasts which were present in the

fibroblastic foci. In lung fibroblasts, TGF-b1 induced a strong upregulation of



MT3-MMP and TIMP-3, both at the gene and protein level. This effect was
blocked by genistein, a protein tyrosin kinases inhibitor and partially
repressed by SB203580 a p38 MAPK inhibitor. IFN-g had no effect. Type |
MT-MMP are expressed in IPF, in the same cell types as MMP2. Mostly by
different types of epithelial cells a pivotal component in the aberrant
remodeling of the lung microenviroment. Interestingly MT3-MMP and TIMP-3

were found in fibroblastic foci and they were upregulated in vitro by TGF-b1 a

potent profibrotic mediator.



l1l. INTRODUCCION.

3.1 MATRIZ EXTRACELULAR.

La matriz extracelular (MEC) determina la histoarquitectura
especifica de cada 6rgano e interactia con las células dandoles andamiaje
mecanico y a la vez ejerciendo un efecto determinante sobre diversas
funciones celulares como por ejemplo la proliferacién, la diferenciacion, la
migracion y la muerte celular.

La MEC esta conformada por una gran variedad de moléculas las cuales
interaccionan entre si generando una estructura tridimensional a la cual las
células se adhieren, ya sea por receptores especificos o por ligandos. Las
macromoléculas que constituyen la MEC incluyen, entre otras, a la familia de
las colagenas que son las responsables de la resistencia mecanica de los
tejidos conjuntivos, la elastina que le confiere cualidades de flexibilidad y
elasticidad, proteinas de adhesion como fibronectinas y lamininas, y los
proteoglicanos que son esenciales para la adhesividad (1).

La MEC no es estética, por el contrario, existe una remodelacion constante
de la misma, lo cual implica tanto la sintesis de las moléculas de matriz,
como la degradacion por proteasas especificas como las metaloproteasas
de matriz (MMPs) (2-3). Esta degradacion de la MEC es un importante
evento en el desarrollo, morfogénesis y reparacion tisular y esta finamente

regulada en estos procesos fisiologicos. Por el contrario, una remodelacién



desequilibrada de la MEC se ha asociado con diferentes procesos
patologicos.

El conocimiento relacionado con el ndmero y tipo de moléculas que
constituyen la matriz y las funciones que desempefian en condiciones
fisioldgicas, asi como su papel en algunas enfermedades hereditarias o
adquiridas ha aumentado en los ultimos afios. Actualmente se conoce que la
artritis reumatoide, la cirrosis hepatica, la fibrosis pulmonar, la invasividad de
algunos canceres, el dafio pulmonar agudo, y la ateroesclerosis entre otras,
representan condiciones patoldgicas en las cuales existen alteraciones tanto

celulares como de diferentes moléculas de la MEC (3).

3.2 METALOPROTEASAS DE MATRIZ (MMPS).

Las proteasas se clasifican con base a los siguientes tres
criterios: 1) tipo de reaccidon que catalizan, 2) naturaleza quimica cel sitio
catalitico y 3) relacion evolutiva con respecto a su estructura. Ademas
dependiendo de su sitio de accién se dividen en dos grandes grupos:
exopeptidasas y endopeptidasas.

Las endopeptidasas se caracterizan porque su accion catalitica es sobre
enlaces peptidicos en regiones internas de la cadena polipeptidica, lejos de
los grupos amino o carboxilo terminal. Dependiendo de los grupos
funcionales del sitio activo las endopeptidasas se subdividen en proteasas

de serina, de aspartato, de cisteina y metaloproteasas.



Adicionalmente, tomando en consideracion los dominios estructurales, las
proteasas se clasifican en diferentes familias, y se subdivididen en “clanes”
agrupando a las proteasas que han divergido de un ancestro comun (4).

La familia de las MMPs comprenden 25 diferentes miembros, que en el caso
de los humanos estan representados por 24 productos génicos y 23
enzimas (Tabla 1). Las MMPs son enzimas secretadas o que estan ancladas
a la superficie celular, de estda manera su actividad catalitica queda
confinada a la superficie celular o al espacio extracelular. Para ser
clasificada como una MMP, una proteina necesita tener al menos dos
dominios conservados:

- pro-dominio: tipicamente de 80 aminoacidos y con una secuencia
consenso PRCXXPD (donde X denota cualquier aminoacido). La
excepcion a la regla es la MMP-23, en la cual el residuo de cisteina
esta ubicado en una secuencia de aminoacidos distinta.

- Dominio catalitico: tiene aproximadamente 170 aminoacidos y
contiene un sitio activo, Zn**, que se une a tres histidinas
conservadas en la secuencia HEXXHXXGXXHS/TXXXXXM, también
contiene una metionina conservada en el lado carboxilo del sitio de
union al zinc. En el estado inactivo, el residuo conservado de cisteina
en el pro-dominio provee el cuarto sitio de coordinacion para el i6n
zinc, y la ruptura de este puente es necesaria para la actividad de la

enzima.



TABLA 1

Clasificacion
MMP-1

MMP-2
MMP-3

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10
MMP-11
MMP-12
MMP-13

MMP-14

MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-18
MMP-19
MMP-20
MMP-21
MMP-22
MMP-23
MMP-24
MMP-25
MMP-26
MMP-27
MMP-28

Cl asi fi caci 6n
encuentran MVP-4,

Nombre comun
Colagenasa 1

Gelatinasa A
Estromelisina 1

Matrilisina 1

Colagenasa 2

Gelatinasa B

Estromelisina 2
Estromelisina 3
Metaloelastasa

Colagenasa 3

MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP

MT4-MMP
Colagenasa 4*

Enamelisina
CA-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

Matrilisina 2

Epilisina

de |as

MWPs.
MVWP-5 0o MWP-6,

Otros nombres
Colagenasa intersticial

Gelatinasa de 72 kDa

Transina 1

PUMP

Colagenasa de
neutrofilos
Gelatinasa de 92 kDa

Transina 2

Colagenasa de rata

Leucolisina

Dentro de esta
| as cuales se clonaron en

Sustratos
Colagenas fibrilares tipo
Iyl
CCL7, CXCL12
E-cadherina, laminina,
colagena tipo 1V, TGF-b
latente
Pro-a-defensinas,
ligando FAS, pro TNF-a,
Sindecan 1, E-
cadherina, elastina
CXCL5 de ratén

al-antiproteinasa, TGF-
bl latente, VEGF
latente, Fibrina,
Proteoglicano NG2
No determinado
No determinado
TNF-a latente
Colagenas fibrilares tipo
Lyl
proMMP-2, coldgenas
fibrilares, fibrina,
sindecan 1, subunidad
a2 de laminina 5
Fibrina
Fibrina y sindecan 1
No determinado

No determinado
Amelogenina
No determinado
No determinado
No determinado
No determinado
No determinado
No determinado
No determinado
No determinado

tabla no se

otras especies y fueron redundantes en hunmano (en realidad,

estas eran MW-2 6 MWP-3).

*Col agenasa 4 fue aislada de

Xenopus y su hondl ogo en maniferos no se ha encontrado.



Ademas de estos dominios, existen otros mas especificos:

- Dominio tipo hemopexina: Este dominio se encuentra hacia el
carboxilo terminal (aproximadamente 210 aminoacidos). En el caso
de las colagenasas, éste dominio es indispensable para el corte de la
triple hélice de las colagenas intersticiales.

- Sitio de activacion por furinas: La MMP11, las MT-MMPs, la Xenopus
MMP y la MMP-23 tienen una secuencia RX/RKR en el extremo
carboxilo terminal del propéptido que se asocia con el procesamiento
intracelular de estas proenzimas por convertasas de tipo furina.

- Dominio de unién a gelatina: Este dominio contiene tres modulos tipo
fibronectina (también conocidos como méddulos fibronectina tipo 1) y
estan presentes en el dominio catalitico tanto de MMP-2 como de
MMP-9.

- Dominios transmembranales: los cuales tienen la funcion de unir a las
MT-MMPs a la membrana celular. Existen tres tipos: dominio
transmembranal tipo I, tipo I 'y dominio de unién por
glicosilfosfstidilinositol (GPI) que se explicaran mas adelante.

- Dominio “conjunto de cisteina” y tipo inmunoglobulina-C2: ambos se
encuentran en la MMP-23. El primero se encuentra en el dominio

catalitico y consiste de dos cisteinas que se encuentran dentro de la



- secuencia CLVSAVHHC y que al parecer forman un puente disulfuro;
el dominio tipo inmunoglobulina se encuentra en el extremo carboxilo
terminal, con la ausencia del dominio tipo hemopexina. En ambos
casos se desconoce la funcion, aunque se postula que sirven para
darle especificidad a la enzima en cuanto a afinidad a ciertos

sustratos y susceptibilidad hacia algunos inhibidores (figura 1).

La presencia de estos dominios y la afinidad por sustratos, ha dado pie a la
siguiente clasificacion de la familia de las MMPs:

Matrilisinas: Poseen los dominios bésicos de las MMPs (pro-dominio y
dominio catalitico). La Matrilisina-1 (MMP-7) y la Matrilisina-2 (MMP-26),
también llamada endometasa, se encuentran en este subgrupo. Ademas de
degradar componentes de la MEC, la Matrilisina-1 procesa moléculas de
superficie celular como las Pro-a-defensinas, el Ligando de FAS, el pro-TNF-
a y la E-cadherina (5-6).

Colagenasas: Se encuentran en este grupo cuatro miembros, la colagenasa-
1 (MMP-1), la colagenasa-2 (MMP-8), la colagenasa-3 (MMP-13) y la
colagenasa-4 (MMP-18, encontrada en Xenopus). La caracteristica principal
de estas enzimas es su capacidad de cortar coldgenas intersticiales I, Il y llI
en un sitio especifico del amino terminal (a tres cuartas partes del carboxilo
terminal) (7-8). También tienen la capacidad de procesar a otras moléculas

tanto de la MEC como de sitios ajenos a ella.
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Figura 1. Estructura de |los domnios de |las MWs. PS, péptido sefial;
Pr, propéptido; Fr, domnio tipo Furina;, TM doninio transnenbranal;
CC, col a citopl asm ca; GPl, uni 6n a menbr ana por
glicosilfosfatidilinositol; C5, dom nio senejante a col 4gena tipo V,
Fn, domnio senejante a fibronectina; Cys, domnio “conjunto de
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tiol (el cual forma el sitio de coordinaci6n con el zinc [Zn2+] para
que la enzim se mantenga inactiva). Al grupo a) pertenecen |as MVPs
1, 3, 8, 10, 12, 13, 18, 19, 20, 22y 27; b) MWPs 7 y 26; c) Mws 11

y 28; d) TM MwPs 14, 15, 16 y 24, y GPl: MWws 17 y 25; e) MWPs 2 vy
9; f) MWP-23.



Gelatinasas: La Gelatinasa A (MMP-2) y la Gelatinasa B (MMP-9) son los
miembros de este subgrupo. Se les llama de esta manera debido a su
capacidad para procesar a la colagena desnaturalizada (gelatina). Estas
enzimas tienen tres inserciones de dominios fibronectina tipo 1l en el
dominio catalitico, los cuales se unen a gelatina, colagena y laminina (9). La
MMP-2 digiere colagenas tipo I, Il y Ill aunque con baja afinidad, mientras
que la MMP-9 no es capaz de hacerlo (10-11), ambas digieren colagena
tipo IV caracteristica de membranas basales. Aunque el raton knockout de
la MMP-2 se desarrolla sin anormalidades aparentes, las mutaciones en la
MMP-2 humana, que dan como resultado la ausencia de la enzima activa,
esta ligada a una forma autosémica recesiva de osteolisis multicéntrica, una
alteracion genética rara que causa destruccion y reabsorcion de los huesos
afectados (12), lo cual sugiere que MMP-2 en humanos es importante para
la osteogénesis.

Estromelisinas: Tanto la estromelisina 1 (MMP-3) como la estromelisina-2
(MMP-10) tienen especificidad similar de sustratos. Ambas procesan
componentes de la MEC, pero la MMP-3 tiene la capacidad de activar las
proenzimas de algunas MMPs, por ejemplo su accion sobre la MMP-1
parcialmente procesada es critica para la generacion de la enzima
totalmente activa (13). La estromelisina-3 (MMP-11) tiene una estructura y
afinidad a sustratos diferentes de los otros dos miembros y por ello se le

agrupa frecuentemente en un grupo denominado “otras MMPs”.



Metaloproteinasas asociadas a membrana (MT-MMPs): Son seis los
miembros que pertenecen a este subgrupo; cuatro son proteinas
transmembranales tipo | (MMP-14, MMP-15, MMP-16 y MMP-24) y dos son
proteinas ancladas por glicosilfosfatidilinositol (-GPF, MMP-17 y MMP-25).
Con la excepcion de la MT4-MMP, todas son capaces de activar a la
proMMP-2. También tienen la capacidad de degradar componentes de la
MEC y la MT1-MMP tiene actividad colagenolitica sobre colagenas tipo I, Il y
Il (14). Mas adelante se hara una revision mayor sobre esta subfamilia de
MMPs.

Otras MMPs: Siete MMPs no han podido ser clasificadas en alguno de los
subgrupos anteriores. Estas enzimas incluyen a la metaloelastasa (MMP-12)
ampliamente expresada en macréfagos (15) esencial en la migracién de los
mismos (16). La MMP-19 que fue clonada en cDNA de higado (17), y como
un autoantigeno derivado de células-T de pacientes con artritis reumatoide
(18). La enamelisina (MMP-20), que digiere amelogenina y que esti
localizada principalmente en el esmalte de los dientes recién formados. La
enfermedad amelogénesis imperfecta es una alteracién genética causada
por formacién defectuosa del esmalte, y es debida a mutaciones en sitios de
corte de MMP-20 (19). La MMP-22 fue clonada inicialmente de fibroblastos
de pollo (20), y un homodlogo humano fue identificado en la base de
secuencias EST. La funcion de esta enzima es desconocida. La MMP-23
también llamada CA-MMP es expresada principalmente en tejidos

reproductivos (21). Esta enzima carece del interruptor de cisteina en el



prodominio, también carece de dominio tipo hemopexina; en contraparte,
tiene un dominio rico en cisteina y un dominio tipo inmunoglobulina. Se ha
propuesto a esta enzima como una proteina de membrana tipo Il con la
parte transmembranal en la parte amino terminal del propéptido. Debido a
que tiene un sitio de reconocimiento tipo furina en el propéptido, es
procesada en el aparato de Golgi y liberada como una enzima activa en el
espacio extracelular (22). El dltimo miembro que se afiadid a la familia de
las MMPs es la epilisihna o MMP-28, expresada principalmente en
queratinocitos (23-24). Los patrones de expresion en piel dafiada e

intacta sugieren que la MMP-28 puede funcionar en la hemostasis tisular y

en cicatrizacion (23-25).

3.2.1 Regulacion de la actividad de las MMPs.

La actividad catalitica de las MMPs es regulada en cuatro
diferentes niveles: a) expresion génica, b) compartimentalizacion
(acumulacién pericelular de enzimas), c) activacion de la pro-enzima y d)
inactivacion 0 inhibicién; la actividad también es dependiente de la
disponibilidad y afinidad por el sustrato.

La mayoria de las MMPs se expresan en niveles no detectables en
condiciones basales normales y son inducibles por diversos factores de
crecimiento, quimiocinas y/o citocinas. La transcripcion de cada MMP se
regula independientemente y cada tipo celular tiene un fenotipo proteolitico

en respuesta a estimulos variados. La misma MMP puede ser



transcripcionalmente inducida o reprimida por diferentes agentes
dependiendo del tipo celular o de las condiciones normales o patoldgicas
como en el caso de células tumorales o células epitelilales en procesos
aberrantes como la FPI. En este contexto, se puede sefalar que la
expresion de las MMPs es célula y tejido especifica, y temporalmente
variable (26).

La compartimentalizacion (donde y como una MMP es liberada y retenida)
es igualmente un mecanismo importante para regular la especificidad de la
protedlisis tanto como la afinidad de la interaccion enzima-sustrato. Un
concepto importante es que las células no liberan proteasas
indiscriminadamente. Las MMPs solubles son susceptibles de anclarse a la
membrana, manteniendo una concentracion alta de enzima localmente vy
dirigiendo su actividad catalitica hacia sustratos especificos en
el espacio pericelular. Como ejemplos se encuentran la unién de la MMP-2
a aybs-integrina (27), la MMP-1 a ajbs-integrina (27-28), la MMP-9 al CD44
(29) y la MMP-7 a los proteoglicanos de superficie (30-31).

Otro aspecto importante de regulacion incluye la activacion de zimdgenos.
Las MMPs que se activan extracelularmente, se mantienen en estado latente
por la interaccidon entre el grupo tiol del residuo de cisteina en el prodominio
y el i6n zinc del dominio catalitico y pasan al estado activo mediante la
ruptura de esta interaccion, la cual puede realizarse por proteolisis del
prodominio 6 por modificacion del grupo tiol de la cisteina. Por otro lado, hay

MMPs que se activan intracelularmente por accion sobre una secuencia



blanco para convertasas de pro-enzimas o furinas. El mecanismo de
activacion mas descrito para las MMPs por una via diferente de las furinas

es la activacion de la proMMP-2 por la MT1-MMP activa.

3.3 METALOPROTEINASAS ASOCIADAS A MEMBRANA (MT-MMPs).

Las MT-MMPs son una subfamilia de las MMPs como ya se
habia mencionado anteriormente; desde la clonacion del primer miembro
(MT1-MMP) en 1994, se han identificado cinco miembros adicionales (MT2-,
MT3-, MT4-, MT5- y MT6-MMP) (32-39). Las MT1-, MT2-, MT3- y MT4-MMP
fueron clonadas utilizando iniciadores degenerados disefiados hacia
dominios bien caracterizados de MMPs. Las otras fueron clonadas en
base al examen de secuencias EST (del inglés Expressed Sequence Tags)
con homologia tipo MMP 6 de datos recopilados de proyectos de
secuenciacion gendomica. Las MT-MMP se expresan de manera diferencial
en muchos tejidos y en general, se han utilizado los siguientes criterios para
identificarlas y definirlas:

a) homologia en secuencia y estructura con la MT1-MMP, b) localizacién
en la membrana celular, ¢) activacion especifica de la proMMP-2 in
vitro y d) distincion especifica por el TIMP-2. Aunque algunas de las
MT-MMPs no reunen todos los criterios mencionados y tienen
algunas caracteristicas adicionales, estos criterios ayudan a

determinar a esta subfamilia de las MMPs.



3.3.1 Estructura

Estructuralmente, las MT-MMPs son similares a las MMPs
en sus dominios basicos: tienen secuencia sefial, un dominio propeptidico,
un dominio catalitico con su sitio de unidon al zinc y un dominio tipo
hemopexina. Ademas de estos dominios, las MT-MMPs poseen tres
secuencias de insercion (Sk1, Sk2 y SE3); la primera (SFH1) es el sitio de
activacion por furinas el cual es casi exclusivo de este grupo y se encuentra
en el carboxilo terminal del dominio propeptidico y el amino terminal del
dominio catalitico (Figura 1). Este sitio puede ser activado
proteoliticamente por convertasas tipo furina u otras convertasas de
proproteinas (40). La SIF2 esta localizada en el dominio catalitico y difiere
entre las MT-MMPs. La Sk3 es la que contiene los dominios
transmembranal y citoplasmico y también difiere entre las MT-MMPs. Una
distincion adicional entre las MT-MMPs es que MT4- y MT6-MMP han
mostrado anclarse a la membrana por GPI, mientras que las otras tienen su
dominio transmembranal y su cola citoplasmica (41-42). En adelante, estas

secuencias las denominaré motivos.

3.3.2 Relacion estructura-funcion.

Motivo SI-1. Este motivo puede desempefiar un papel en la activacién de
las MT-MMPs. Parece que la MT1-MMP puede ser activada intra o
extracelular via una ruta convertasa dependiente 6 independiente (40, 43).
El mecanismo de activacion de MT1-MMP puede ser especifico para cada

tipo celular (40). Algunos reportes corroboran que el motivo Skl es



necesario para el procesamiento de MT1-MMP (44) y la activacion de
proMMP-2, mientras que otros reportes indican procesamiento
independiente de furinas y activacion de MT1-MMP en la membrana de
manera extracelular (40, 43, 45-46). Existe ademas una secuencia de cinco
aminoacidos que se encuentra en el dominio propeptidico hacia el amino
terminal que puede ser esencial para la funciébn de la enzima (46). La
evidencia de Cao y colaboradores demostrd que esta secuencia cercana al
motivo Sk1 puede funcionar manteniendo la conformacion de la proteina, la
cual funcionaria como una chaperona molecular (43). Utilizando
células CO0S-1 y comparando células silvestres con mutantes con
ausencia del propéptido, o la fraccion de cinco aminoacidos cercanos al
motivo SF1 de la MT1-MMP, se obtuvo evidencia de que el prodominio es
requerido para la activacion y localizacion de la enzima. Al realizar co-
transfeccion del prodominio con cDNA de MT1-MMP sin el prodominio, se
observé reconstitucion de la funcion, pero no al 100% del silvestre (medido
por activacion de proMMP-2).

Motivo IS-2. Este motivo puede desempefiar un papel muy importante en la
activacion de proMMP-2 por las MT-MMPs. La activacion de proMMP-2 por
MT1-MMP activa ocurre en la superficie de la célula y, como se menciona
anteriormente, la activacion de proMMP-2 ha sido utilizada para caracterizar
a las otras MT-MMPs. Parece que, mientras la MT2-MMP asociada a las
células de ratén activa a la proMMP-2, la MT2-MMP humana no lo hace.

Paradojicamente, la MT2-MMP humana, soluble y recombinante, ha



mostrado activar proMMP-2 asi como degradar componentes de la matriz
(47-48). La sustitucion de dos aminoacidos dentro del motivo SI2 de la
secuencia de humano con la secuencia de raton, restaura la activacion de
proMMP-2 mediada por la unibn a membrana celular en una quimera
ratdbn/humano (49). Utilizando esta proteina quimérica de ratén/humano, se
demostré que el requisito de aminoacidos necesario para la activacion de
proMMP-2, reside entre el residuo 155 y el 271de la MT2-MMP. Basados en
estos estudios, Miyamori y colaboradores (49), sugieren que el motivo Sk2
puede tener un potencial papel en la activacion en la superficie celular de
MT2-MMP.

Motivo SI-3. Abarca la parte transmembranal y la cola citoplasmica y es
requerido para localizacién celular en “invadipodios” (estructuras que se
forman como invaginaciones de la membrana celular) (50), aunque un
reporte sugiere que la valina carboxilo terminal, en el carboxilo
terminal citopldsmico es necesaria para el trafico correcto (51). En otro
reporte utilizaron mutantes de la MT1-MMP carentes del carboxilo terminal y
concluyeron que la valina y los cinco amino&cidos adyacentes no intervienen
en la localizacion; sin embargo, el corte adicional de 10 a 11 aminoéacidos de
la cola citoplasmica afecta la localizacion de MT1-MMP a la membrana (52).
Existen tres sitios potenciales de fosforilacion dentro de la cola citoplasmica
de la MT1-MMP, localizados en Thr567, Tyr573 y Ser577. La Ser577 fue
incluida en mutantes con pérdidas y no tuvo efecto sobre la localizacion de

la MT1-MMP; sin embargo, los otros sitios fueron incluidos en las mutantes y



estos si afectaron la localizacion de la MT1-MMP a la membrana plasmética
(53). Posiblemente en el futuro, se obtendran experimentos que analicen el
papel de la cola citoplasmica en procesos de sefalizacion. El analisis de la
secuencia de aminoacidos muestra que las MT4- y MT6-MMP difieren en el
motivo Sk3. Ademds, se ha demostrado que ambas enzimas se adhieren a

la membrana plasmatica mediante anclaje por GPI (41-42).

3.3.3 Funcion.

El desarrollo del ratén knockout de la MT1-MMP ha ayudado
a elucidar el papel potencial de esta enzima durante el desarrollo,
morfogénesis tisular y angiogénesis. Los ratones deficientes en MT1-MMP
mueren a las tres semanas de edad cuando se crian en una cepa
consanguinea 0 entre 50 y 90 dias utilizando una cepa no-consanguinea
(53-54). ElI ratbn muestra severas anormalidades en el desarrollo
esquelético y ausencia de respuesta angiogénica a la aplicacion del bFGF
en ensayos de angiogénesis corneal. Ademas, es deficiente en la activacion
de la proMMP-2 (54). Existe evidencia adicional en las funciones que
involucran a la MT1-MMP en procesos de neovascularizacion (55-56).
Por otro lado, el raton knockout de la MT5-MMP nace sin anormalidades
morfologicas evidentes y sin defectos histologicos aparentes en el sistema
nervioso. Sin embargo, el ratbn MT5-MMP -/~ no desarrolla dolor
neuropdético y la ausencia de dicho dolor es ocasionado por un defecto en el

sistema nervioso. Este estudio fue realizado, comparando ratones silvestres



con knockout. A ambos, se les realizé la ligacion del nervio siatico, lo cual es
denominado como allodynia mecénica. Posterior a dicho estimulo, sucedi6 lo
siguiente: a) en el ratdn silvestre se indujo la reorganizacion estructural de
las fibras nerviosas en la espina dorsal, gracias a la plasticidad de las
neuronas dafiadas y b) en el raton MT5-MMP -/- no sucede dicha
reorganizacion; por esta razon, los autores sugieren que la MT5-MMP
desempefia un papel importante en la progresion de esta patologia,

posiblemente participando en la plasticidad neuronal (57).

3.3.4 Activacién de proMMP-2.

Mucho es el trabajo que se ha realizado en relacion a la
activacion de la proMMP-2 por la MT1-MMP desde que se clonG este
receptor de la MMP-2. La proMMP-2 se ha detectado en la superficie celular
teniendo interaccion con el TIMP-2 wunido a la MT1-MMP. Los modelos
describen que la proMMP-2 se ha unido en una proximidad cercana a TIMP-
2 libre y MT1-MMP activa, y es activada mediante un proceso de dos pasos
(Figura 2). Imai y colaboradores demostraron que la MT1-MMP es secretada
en complejo con TIMP-2 (58), y también mostraron por primera vez que la
MT1-MMP tiene actividad gelatinolitica por si misma. A partir de estos
estudios se realizaron una serie de investigaciones encaminadas a
comprender mejor este mecanismo y su interaccion con el complejo MT1-

MMP/TIMP-2. Se demostro que el carboxilo terminal del TIMP-2 une al
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Figura 2. Mdelo de activacion de proMWw2. Este proceso se realiza
por la formaci6n de un conplejo trinolecular formado por MI1l- MVP,
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internedia por una MIl-MW activa que se encuentra adyacente. El
segundo estado de procesamiento que resulta en la form

conpl etanente activa, involucra un evento autocatalitico.



dominio tipo hemopexina de la MMP-2 (59), mientras que el TIMP-2 se une
al dominio catalitico de la MT1-MMP (60). Otros experimentos utilizando
mutantes de cDNA vy lineas celulares derivadas de ratones TIMP-2 -/-,
mostraron que la activacion de la proMMP-2 por la MT1-MMP requiere
TIMP-2 in vivo e in vitro (61-62). La ausencia del TIMP-2 da como resultado
un procesamiento rapido de la MT1-MMP a una forma inactiva de 44 kDa
(63), la cual se acumula en la superficie celular como un producto de
degradaciéon (59). Por lo tanto, el TIMP-2 también regula la cantidad de la
MT1-MMP activa sobre la superficie celular (63).

Se ha demostrado que la MT1-MMP unida al TIMP-2 en complejo resulta en
decremento en el recambio autocatalitico intermolecular

de la MT1-MMP activa (57 kDa) y resulta en acumulacion de la forma activa
en la superficie celular (61). EI TIMP-2 se une a la superficie celular, donde
se internaliza y se degrada, y esto es dependiente de la MT1-MMP (64).
Aunqgue las mutantes de la MT1-MMP sin el carboxilo terminal pueden llegar
a activar a la proMMP-2 (65), el dominio transmembranal con la cola
citoplasmica es necesario para su localizacion en la membrana (50, 52).
Una vez que la MT1-MMP se une al TIMP-2 y activa la MMP-2, la MT1-MMP

es autocataliticamente procesada a una forma inactiva de 44 kDa (64).

3.3.5 Proteolisis de otros sustratos.
Las MT1-, MT2- y MT3-MMP muestran actividad proteolitica

in vitro sobre un amplio rango de moléculas incluyendo a la fibronectina, la



vitronectina, la laminina, la tenascina, los proteoglicanos, las colagenas y
otras moléculas de MEC (47, 58, 65, 66). Ademas de la activacion de
proMMP-2, en estudios realizados con recombinantes sin el dominio
transmembranal, se observd el procesamiento de la colagenasa 3. La
importancia de este hallazgo es que las MT-MMPs pueden ser capaces de
mediar la activacion de varias MMPs, lo cual podria ser de suma importancia
ya que esto organizaria una degradacién de la MEC circundante sin la
necesidad de la MMP-2. La MT4-MMP es Unica por su incapacidad para
activar a la MMP-2. Esta es mas susceptible a la inhibicion por el TIMP-1
que por el TIMP-2. La incapacidad de activar la MMP-2 no se debe a
ausencia de actividad catalitica (67). Los sustratos proteoliticos para la MT4-
MMP también difieren comparandola con las otras MT-MMPs. La MT4-MMP
tiene actividad hacia fibrindgeno, fibrina y TNF-a recombinante (61, 67). La
idea de que la MT4-MMP puede tener actividad de convertasa de TNF-a es
apoyada por datos de células co-transfectadas con la MT4-MMP y el

proTNF-a, en las cuales fue mostrado que la MT4-MMP promueve el corte

de TNF-a.

3.4 INHIBIDORES TISULARES DE METALOPROTEINASAS (TIMPSs).

Un nivel adicional de regulacion de las MMPs es la inhibicion de
la enzima activa por inhibidores tisulares llamados TIMPs (del inglés Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases). Los TIMPs son inhibidores especificos que

se unen a las MMPs en estequiometria 1:1. Los miembros identificados en



vertebrados son 4 y su expresion es regulada durante el desarrollo y la
remodelacion tisular (68). Los TIMPs tienen pesos moleculares que van de
21 a 3 kDa y son glicosilados de manera variable. Tienen seis puentes
disulfuro y contienen tres asas en su dominio amino terminal y un sub-
dominio C con tres asas que interactian entre si. El plegamiento en el
dominio amino terminal como una unidad separada permite la inhibicion de
MMPs (69), pero ademas el sub-dominio C interacciona con el dominio
catalitico de algunas MMPs y con el dominio tipo hemopexina de la MMP-2y
la MMP-9 (68). Los TIMPs son proteinas secretadas pero pueden localizarse
en la superficie celular en asociacién con proteinas unidas a membrana; por
ejemplo, el TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4 pueden unirse a la MT1-MMP.
Unicamente el TIMP-3 es captado por la MEC, ya que se une a
proteoglicanos que contienen heparan-sulfato y posiblemente a
proteoglicanos que contienen condroitin-sulfato (70). Los TIMPs, ademas de
inhibir MMPs, son capaces de inhibir algunos miembros de la familia de las
ADAMs (A Disintegrin Metalloproteinases); el TIMP-3 inhibe ADAM-12 y
ADAM-17 y las enzimas que degradan agrecano ADAM-TS4 y ADAM-TS5, y

el TIMP-1 inhibe ADAM-10 (71-73).

3.4.1 Algunos efectos bioldgicos de TIMPs.
El TIMP-1 se une a la superficie celular de células de cancer
de mama MCF-7 (74) y es traslocado al nacleo, aunque no se ha identificado

gue funcion ejerce ahi. Previamente habia sido demostrada la acumulacion



de TIMP-1 en el ndcleo de fibroblastos gingivales en la fase S del ciclo
celular (75).

Se cree que el TIMP-2 actlua a través de receptores especificos con alta
afinidad que se encuentran ligados a rutas de sefalizacion de proteinas G y
CAMP (76). Cuando TIMP-2 se encuentra reducido y alquilado, es
mitogénico; una mutante con un residuo alanina adicional en el amino
terminal, reducida y alquilada, provoca que TIMP-2 no pueda inhibir MMPs,
pero promueve crecimiento en fibroblastos, lo cual implica un papel diferente
del de la inhibicion (77).

Los TIMPs también tienen efectos divergentes sobre la muerte celular
programada. En lineas celulares del linfoma de Burkitt, la elevada expresion
del TIMP-1 correlaciona con la expresion incrementada de marcadores de
sobrevivencia, y el TIMP-1 confiere resistencia a apoptosis (de forma
dependiente e independiente del ligando de Fas)(78). Por el contrario, el
TIMP-2 puede promover apoptosis in vivo en un modelo de cancer
colorectal, pero protege a las células de melanoma B16 de apoptosis (79-
80). Altos niveles del TIMP-3 promueven apoptosis en muchos tipos
celulares in vivo e in vitro y este efecto esta asociado con la modulacién de
un receptor de muerte (81-86). No es claro si la apoptosis inducida por
TIMP-3 tiene algun papel fisioldgico. En el desarrollo normal existen altos
niveles de expresion del TIMP-3 y ocurren en células deciduales uterinas
durante la implantacion del embrion; esto ha sido ligado a la

sobrevivencia de estas células diferenciadas (87). El TIMP-4 también puede



participar en el proceso apoptético en fibroblastos de corazén
transformados, pero inhibe apoptosis en células de cancer de mama
humano in vitro, tumores de mama in vivo; cuando el TIMP-4 se sobre-
expresa puede participar como un promotor tumoral. Como se  puede
observar, los TIMPs tienen efectos biolégicos diferentes y en ocasiones
opuestos. Esto complica su uso futuro en algun tipo de terapia y por ello es

importante estudiarlos, para comprender dichos efectos.

3.5 FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA (FPI).

La fibrosis pulmonar es la ruta final comun para un diverso
conjunto de desordenes pulmonares conocidos como enfermedades
pulmonares intersticiales (EPI). Algunas de estas enfermedades son de
etiologia conocida como es la exposicibn a particulas organicas o
inorganicas (neumonitis por hipersensibilidad y asbestosis,
respectivamente), las inducidas por drogas o las asociadas a enfermedades
colageno vasculares como la artritis reumatoide (88). Sin embargo cerca de
la mitad de las EPI son de etiologia desconocida y son clasificadas en la
actualidad como neumonias intersticiales idiopaticas (89). De estas
enfermedades, una de las mas comunes y quiza la mas agresiva es la
Fibrosis Pulmonar Idiopatica (88), la cual es una alteracion pulmonar
cronica, progresiva y, generalmente letal, de etiologia desconocida.

Los pacientes con FPI tienen generalmente entre 50 y 70 afios en el

momento del diagndstico. Dos tercios de ellos son mayores de 60 afios y



segun las estadisticas, los hombres tienen el doble de susceptibilidad de
contraer la enfermedad que las mujeres. Se caracteriza por un dafo inicial
en el epitelio alveolar, activacion y proliferaciéon de fibroblastos y
acumulacion de la MEC, dando como resultado una distorsion irreversible de
la arquitectura pulmonar, imposibilitando el proceso respiratorio (90).

Selman, y Pardo han propuesto que la FPlI es una enfermedad epitelial-
fibroblastica, es decir, una alteracién fibroproliferativa, precedida por
activacion de células epiteliales alveolares (88, 90). Ellos sugieren que los
sitios primarios de dafio son los llamados focos de fibroblastos (regiones de
proliferacion de fibroblastos). Estos pequefios agregados de
fibroblastos/miofibroblastos proliferativos constituyen sitios microscopicos
multiples, de constante dafio y activacion epitelial alveolar, con fibrosis
envolvente. En otras palabras, ellos postulan que en FPI, un dafio y
activacion inicial de células epiteliales induce proliferacion y migracion de
fibroblastos, ademas de cambios fenotipicos en fibroblastos (a
miofibroblastos). Posteriormente, los miofibroblastos pueden provocar
ruptura de membranas basales y apoptosis de células epiteliales alveolares,
perpetuando el dafio e impidiendo una re-epitelizacion apropiada. El
resultado final es el deposito excesivo de la MEC con la destruccion de
unidades alveolo-capilares y la formacién de pequefas areas de fibrosis, a

las que en conjunto se les denomina “panal de abeja” (88, 90).



3.5.1 MMPs en FPI.

El papel que desempeiian las MMPs en la FPI ha sido
estudiado ampliamente en nuestro laboratorio (91-93).
Se ha sugerido que las gelatinasas Ay B (MMP-2 y MMP-9) desempefian un
papel importante en la degradacion de membranas basales ya que son
capaces de degradar diferentes componentes de la misma, principalmente
colagena tipo IV. Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado
que en FPI, las gelatinasas son sintetizadas por miofibroblastos
subepiteliales, coincidiendo en algunas areas con membrana basal alveolar
desnuda. Estos hallazgos sugieren que los miofibroblastos desempefian un
papel en la degradacion de la membrana basal, facilitando su migracion en
los espacios alveolares (90, 91).
Los mayores activadores fisiologicos de la pro-MMP2 son los miembros de
las metaloproteinasas transmembranales de tipo | a través de interacciones
complejas con los TIMPs. En este contexto es importante recalcar que por
analisis de microarreglos se ha demostrado que la MMP-2 esta fuertemente
sobre regulada pulmones de FPI y la forma activa estd generalmente
aumentada en los fluidos de lavado bronquioalveolar [92-93].
En virtud de que la activacion de la gelatinasa A requiere la participacion de
las MT-MMPs y de los TIMPs para su activacion, el objetivo de este trabajo
fue analizar la expresion y localizacion de las cuatro metaloproteasas de
membrana tipo I: MT1-, MT2-, MT3-, y MT5-MMP que son capaces de

activar la proMMP2 y asociar su localizacion con la de la MMP-2. En el



mismo sentido se analizé la expresion y localizacion de los cuatro TIMPS.
Adicionalmente, se analiz6 si estas MT-MMPs y los TIMPs estan
diferentemente regulados en fibroblastos pulmonares tanto en condiciones
basales como al ser estimulados con el factor de crecimiento transformante

beta (TGF b), un potente mediador profibrégenico y con interferon gama

(IFN g), un mediador antifibrogénico (94).



IV. MATERIAL Y METODOS.

4. Poblacién de estudio.

La biopsias de pacientes de FPI se obtuvieron en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y el proyecto fue aprobado
por su comité ético con consentimiento escrito de los pacientes. El
diagnédstico de IPF se baso en el consenso de la Sociedad Americana de
Torax y de la Sociedad Europea Respiratoria (ATS/ERS) confirmada por
biopsia pulmonar a cielo abierto (95). Las muestras de pulmén normal
(controles) se obtuvieron de biopsias de pulmén de pacientes, a los que se
realiz6 una lobectomia para la remocion de tumores pulmonares primarios.
El fragmento pulmonar que se utilizé para la obtencion de fibroblastos fue
tomado de tejido sin evidencia histolégica de enfermedad y considerado
como normal. Adicionalmente se adquirieron 2 muestras de RNA de pulmédn

normal (Ambion, Austin TX; Stratagene, La Jolla CA).

4.2 Obtencion de fibroblastos.

Los fibroblastos de pulmén fibrotico (FPI) y de pulmén
normal se aislaron por tratamiento enzimatico con Tripsina-EDTA (Tripsina-
EDTA [1X] 0.5 g de tripsina porcina 'y 0.2 g EDTA, SIGMA) a 37°C, 20 min
(106). Posteriormente los fibroblastos se sembraron en cajas Falcon

(COSTAR Cambridge MA) de 25 cm? con medio F-12K (Invitrogene,



Carlsbad CA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (10% SFB),
100 miml de penicilina, y 100 mg/ml

de estreptomicina. Los fibroblastos (pasajes 5 a 8) se plaguearon en cajas
de 9.6 cm? de superficie (COSTAR Cambridge MA), en medio F-12K/ 10%
SFB y cuando alcanzaron confluencia se cultivaron con medio libre de suero
por 24 horas y se estimularon con TGF-b1 a una concentracion de 5 ng/ml 6
1000 U/ml de Interferon g(IFN-g). Adicionalmente, los fibroblastos
estimulados con TGF-bl fueron pre-tratados con varios inhibidores:
genisteina (50 mM) (inhibidor de protein cinasas), SB203580 (10 V)
(inhibidor de p38 MAPK) y PD98059 (40 nmM) (inhibidor de MEK-1/2)

(Calbiochem-Novabiochem, San Diego CA) .

4.3 Extraccion de RNA y transcripcion reversa.

El RNA fue extraido de biopsias y de células de pulmén por
la técnica de TRIzol Reagent (Invitrogene, Carlsbad CA), siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. EI RNA total extraido de biopsias y
fibroblastos humanos fue utilizado para RT-PCR (Advantage RT-for-PCR Kkit,
BD Biosciences, Palo Alto CA). Un microgramo de RNA total fue transcrito
de manera reversa en las siguientes condiciones: hexameros al azar, 20
pmol; buffer de reaccion 5X, 1x (50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 75 mM KCI, 3 mM
MgCl); mezcla de desoxinucleotidos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP,

dTTP), 0.5 mM cada uno; inhibidor de RNAsas, 1 U/ni; transcriptasa reversa

MMLYV, 200 U/ng de RNA. El cDNA fue sintetizado a 42°C por 1 hora e



incubado posteriormente a 94°C durante 5 minutos. Cabe mencionar que
todas las muestras de RNA fueron pre-tratadas con DNAsa |, grado de
amplificacion antes de iniciar el protocolo de transcripcién reversa, y de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogene, Carlsbad CA). El

cDNA se guardd a— 20 °C hasta su uso en PCR.

4.4 PCR en tiempo real.

Para las reacciones de PCR, se diseiaron iniciadores
especificos y sondas fluorogénicas para las MT-MMPs 1-6 y los cuatro
TIMPs, usando el software Primer Express 1.0 (PE Applied Biosystems) y
sintetizados por PE Applied Biosystems. Como control contra amplificacion
de DNA gendmico, los primers fueron disefiados en una region cercana a la
union intron/exén. EI  gene para RNA 18s se utilizé como un control
endogeno, para ajustar las diferencias en la cantidad de RNA total en cada
muestra; Los primers y la sonda de rRNA 18s fueron adquiridos de PE
Applied Biosystems. Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando el
termociclador ABI Prism 7700 Sequence Detection System (PE Applied
Biosystem), utilizando el protocolo del proveedor. Cada reaccion fue
realizada en 25 nl y conteniendo el equivalente de 5 ng de RNA transcrito de
manera reversa (1 ng de RNA para analisis de 18s), 50% de TagMan 2x
PCR Master Mix (PE Applied Biosystems), 100 nM de los primers sense y

antisense y 200 nM de sonda. Las condiciones para la reaccion de PCR



fueron de 2 min. a 50°C, 10 min. a 95°C y posteriormente 40 ciclos, cada
uno de 15 seg. a 95°C y 1 min. a 60°C.

Para determinar los niveles relativos de RNA en las muestras, se prepararon
curvas estandar para la reaccion de PCR utilizando el cDNA de una de las
muestras y diluyendo de manera serial 2 veces, cubriendo un rango
equivalente a 20-0.625 ng de RNA (para analisis del 18s, el rango fue de 4 a
0.125 ng). Conociendo la secuencia y la longitud del RNA sintetizado, el
peso molecular de cada RNA se calcul6 y se determind el nimero de
moléculas sintetizadas. Se prepararon diluciones seriales de diez veces de
cDNA cubriendo un rango de concentraciones equivalentes desde 10%°
copias de RNA a el equivalente de 10! copias de RNA. Estas diluciones
fueron sujetas a PCR en tiempo real. Durante cada ciclo de PCR, la sonda
fluorogénica fue digerida por la actividad endonucleasa de la polimerasa,
generando una sefal fluorescente; la cantidad de fluorescencia fue
proporcional a la cantidad de cDNA amplificado. El ABI Prism 7700 mide los
cambios de fluorescencia ciclo a ciclo en cada muestra y genera un perfil
cinético de la amplificacion de DNA en 40 ciclos de reaccién de PCR. El
namero de ciclos (llamado ciclo umbral o Ct) en el cual la amplificacion entra
a la fase exponencial, fue determinado y este numero fue utilizado como un
indicador de la cantidad de RNA blanco en cada tejido; asi, un valor de Ct
bajo, indica una alta cantidad de RNA inicial. Se prepararon las curvas
estandar relativas para Ct versus el inverso de RNA y se determinaron los

niveles relativos de RNA inicial en cada muestra.



4.5 Western blot.

Los medios condicionados de fibroblastos y fibroblastos
lisados sin estimular y estimulados con el TGF-b asi como de los inhibidores
sefialados con anterioridad se usaron para la determinacién de los TIMPs y
las MT-MMPs respectivamente. Para la p38 y las ERK 1 y 2, los fibroblastos
en medio libre de suero se estimularon con el TGF-b a diferentes intervalos
de tiempo (0, 15, 30, 60 min, 3, 6 y 24 horas); al término del estimulo, se
descarté el medio condicionado y se afiadieron 50 m de buffer (PhosphoSafe
Extraction Reagent, Novagen WI USA), raspando el pozo. Un total de 30 ny
de proteina por muestra fueron sometidos a electroforesis (ERK 1-2, p38 'y
MT3-MMP) en gel de poliacrilamida de 1.5 mm de espesor al 12% (para el
TIMP-3 y las ERK 1-2) 6 al 8.5% (para la MT3-MMP y la p38) en condiciones
desnaturalizantes a 120 volts. Los geles fueron transferidos a una
membrana PVDF (Invitrogene, Carlsbad CA) en camara humeda (BIORAD)
durante 1 hora 30 minutos a 60 volts. La membrana fue bloqueada en
solucién blogueadora (leche descremada al 5%/TBS-T) por 2 horas y
posteriormente se incubo con los anticuerpos correspondientes anti-TIMP-3,
anti-MT3-MMP, anti-p38 (forma total 6 fosforilada [Chemicon, Temecula CA])
0 anti ERK 1-2 (Forma total 6 fosforilada [Calbiochem-Novabiochem, San
Diego CA]), de acuerdo a las instrucciones del proveedor, durante toda la
noche. Posteriormente, se lavé la membrana con amortiguador TBS-T, se
incubé con un anticuerpo secundario anti-raton (TIMP-3) & anti-conejo

(MT3-MMP, p38, ERK 1-2 [Chemicon, Temecula CA]) a una



concentracion de 1:7500 vy finalmente se hizo el revelado con el kit

Chemilucent (Chemicon, Temecula CA) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

4.6 Zimografia de lavado bronquioalveolar (LBA).

El LBA fue realizado utilizando un broncoscopio de fibra
Optica y flexible, en pacientes o individuos control, bajo anestesia local.
Alicuotas de los sobrenadantes de LBA conteniendo 10 ng de proteina
fueron analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) al 85% conteniendo 1 mg/ml de gelatina y heparina en una
concentracion final de 0.3 mg/ml. Después de la electroforesis, los geles se
colocaron en una solucién de Tritbn X-100 (dos veces por 15 minutos), se
lavaron abundantemente con agua y se incubaron toda la noche a 37°C en
glicina 100 mM pH 8.0, con CaCk 10 mM y ZnCl, 50 mM. Los geles se
tineron con azul de Coomassie R-250 al 1% en isopropanol al 25% y acido
acetico y se destifieron en una solucion de acido acetico al 7.5% y metanol
al 5%. Las zonas de actividad enzimatica se observaron como bandas claras

contra un fondo azul.

4.7 Inmunohistoquimica.
Secciones de tejido fueron desparafinadas, rehidratadas y

blogueadas con H;O, al 0.45% en metanol por 30 minutos seguido por



suero normal diluido 1:100 en PBS por 20 minutos. Antes de la reaccién
inmune, se realiz6 la recuperacion del antigeno con amortiguador de
citratos 0.1M pH 6.0.

Los anticuerpos fueron obtenidos de Calbiochem (San Diego, California)
para la MT1-MMP, la MT2-MMP; Chemicon (Temecula CA) para la MT3-
MMP y Triple Point Biologics (Portland, OR) para la MT5-MMP, y fueron
aplicados e incubados a 4°C toda la noche. Un anticuerpo anti-
inmunoglobulina acoplado con biotina fue colocado antes del anticuerpo
conjugado estreptavidina-peroxidasa (Biogenex, San Ramoén, CA) y fue
utilizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El sustrato utilizado
fue 3-amino-9-etilcarbazol (Biogenex) en amortiguador de acetato
conteniendo 0.05% de H,O,. Las secciones fueron contratefiidas con
hematoxilina. El anticuerpo primario fue reemplazado por suero no inmune

en algunas laminillas como control negativo.



V. Resultados

5.1 Expresion de MT-MMPs en pulmones normales y con FPI.

Se analiz6 por PCRiItr, el nivel de la expresion de las cuatro
MT-MMPs de tipo I, en tejidos de pacientes con FPl y en muestras de RNA
comercial obtenidas de pulmén humano. Se considerd el ciclo umbral (Ct)
para clasificar el nivel de la expresion génica como muy alta (Ct < 25), alta
(Ct = 26-30), moderada (Ct = 31-35), baja (Ct = 36-39) o0 no detectada (Ct =
40) [95]. Mediante este andlisis, se encontro que la MT-MMP mas altamente
expresada tanto en los pulmones control y con FPI fue la MT1-MMP,
seguida por una alta expresion de MT2- y MT5-MMP, y una moderada
expresion de MT3- MMP. Los niveles de las enzimas no mostraron

diferencias significativas entre pulmones control y patolégicos (Figura 3).

5.2 Inmunohistoquimica de MT-MMPs

La localizacion cellular de MT1-, MT2-, MT3-, y MT5-MMP
se examind por inmunohistoquimica. Como se ilustra en la figura 4, la MT1-
y la MT2-MMP se localizaron primariamente en células del epitelio alveolar
hiperplastico e hipertréfico (paneles A y B). Adicionalmente la MT1-MMP
se observd también en células endoteliales. La proteina MT3-MMP

inmunoreactiva se encontré fundamentalmente expresada en
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Figura 3. Nivel de expresion de Mri-, Mr2, MI3- y MI5-MWP
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de MI3-Mw (40X). Panel D: neunpbcitos tipo 2 hiperpléasicos,
fuertenente tefidos conanticuerpo anti-M3-MW (40X). Recuadro:
células endoteliales positivas. Paneles E and F: pul nobnes con FPI
anal i zados para MI5-MW. Células epiteliales bronquiolares basales
(E) y células epiteliales alveolares (F) nmuestran una tinciodn

i ntensa (40X).



fibroblastos de focos fibroblasticos y en células alveolares epiteliales
que se encuentran sobre estos focos (panel c). También se observé en
neumocitos tipo Il (panel D) y Algunas células endoteliales de pequefios
capilares (recuadro D). La MT5-MMP inmunorreactiva se detecto
primariamente en células epiteliales bronquiolares basales (panel E), y en
algunas areas que sugieren metaplasia descamativa temprana (panel F). En
los epitelios de pulmén normal las MT-MMPs fueron apenas detectables

como se ejemplifica para la MT1-MMP en el panel G.

5.3 Inmunolocalizacién de MMP2 y actividad gelatinoliticaen LBA.

Como las MT-MMPs transmembranales tipo | pueden activar
la pro-MMP-2 se procedié a inmunolocalizarla en las secciones de pulmones
de FPI donde estas MT-MMPs fueron positivas. Como se muestra en la
figura 5 la MMP-2 inmunoreactiva se encontré en las células del epitelio
alveolar (panel A), en focos de fibroblastos (panel B), y en células epiteliales
bronquiolares (paneles C y D). Los pulmones normales fueron generalmente
negativos (panel E), aunque ocasionalmente algunos macréfagos alveolares
se tifieron. Para evaluar la actividad gelatinolitica de MMP-2 en LBA de los
pacientes con FPI y de sujetos normales, alicuotas del fluido de LBA fueron
analizadas por zimografia usando gelatina como sustrato (Figura 5F). Como
se observa, las muestras de LBA normal muestran poca actividad en las

bandas que corresponden a la actividad de proMMP-2 y proMMP-9, mientras



0. A
3 - J.._ » R
-
LY Hh ;
T y A
e L 'y ! .
A iR
.-_.-. o ;
g =
H T x £
.q.-.-l.u‘_ & :
|-.1 .
-
¥ » . e
: o g
. \ i
rg o e
. R .
- _...\___v.n. e T Sl




Figura 5: Localizacio6n y actividad de MVW2 en pul nones con FPI. MWP2
i nnunorreactiva fue observada en células epiteliales alveolares
(panel A), en fibroblastos ubicados en |os denom nados focos de
fibroblastos (panel B), y células epiteliales (paneles Cy D). Pane
E: Pulnones normales fueron generalnente negativos. Panel F:
zi mograma nostrando | a actividad gelatinolitica en | avados bronqui o-
al veol ares de pacientes con FPI 'y controles. Las bandas con

actividad intensa de MWP-2 y MVP-9 son observadas en FPI



gue las muestras de FPI exhiben un claro incremento de la actividad de
proMMP-2 y proMMP-9, asi como la forma activada de ambas enzimas

(Figura 5F).

5.4 Expresion de MT-MMPs por fibroblastos in vitro.

Se examinaron los niveles de expresion de las 4 MT-MMPs
tipo | por PCR en tiempo real (PCRtr) en lineas primarias de fibroblastos de
pulmén normal y de fibroblastos de pulmén con FPI.

Usando el ciclo umbral para clasificar la expresion de las MT-MMPs
observamos que la expresion de la MT1-MMP fue muy alta; mientras que las
de MT2-, MT3- y MT5- fueron altas. No se encontraron diferencias
significativas en la expresion de las MT-MMPs entre fibroblastos derivados
de pulmdn normal o de pulmones con FPI.

Posteriormente se analizé el efecto del TGF-b1, un mediador pro-fibrético y

de IFN-g sobre la expresion de las MT-MMPs. Como se muestra en la

Figura 6 tanto en fibroblastos derivados de pulmén normal como en los de

FPI la MT3-MMP fue altamente sobre-regulada por el TGF-b1l. El estimulo
con el IFN-gno mostré ningun efecto sobre la expresion de las MT-MMPs.
Como algunas de las acciones biologicas del TGF-b1 son mediadas por la

activacion de rutas de sefalizacion de las MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases), se decidié evaluar el papel potencial de éstas en la induccion de

MT3- MMP por TGF-b1l, analizando el efecto de este factor sobre la
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Figura 6. Efecto de TGF-b e IFN-g en la expresion de |os genes de
las MI-MVPs tipo | por fibroblastos. Las células fueron tratadas con
TGF-b(5 ng/mM, barras blancas) e IFN-gJ 1000 U nm, barras oscuras)
y la expresiéon de las MIi-, Mr2-, MI3- y MI5-MWPs fue determn nada
por PCR en tienpo real. Las barras representan la nedia de la
desvi aci 6n est A&ndar de dos experinentos independi entes realizados en
3 cultivos primarios normales y dos fibroéticos. Los resultados son
expresados cono el nunero de veces que se incrementa |a expresién en

conparaci 6n con las células sin tratar.
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Figura 7.Fibroblastos de pul ndbn humano normal fueron incubados con
TG-bl (5 ng/m) desde 15 ninutos a 24 horas. Un resultado
representativo de dos experinmentos es ilustrado. Los paneles
superiores nuestran la fosforilacion de la p38 MAPK asi conmp p38
contenida en total en los extractos celulares, y esto fue
determinado por western blot. El panel inferior nuestra Ila
fosforilaci6on de ERK 1/2 MAPK y las ERK 1/2 de extractos celul ares
en total. Las graficas nuestran la cuantificaci6n densitonétrica de
la fosforilacién tanto de p38 comb de ERK 2 en diferentes tienpos.
Cada barra representa el valor pronedi o obteni do de dos experi nentos

i ndependi ent es.



fosforilacion de la p38 y las ERK. Como se muestra en la figura 7, se
comprueba que el TGF-[b1 incrementa la fosforilacion de la p38 MAPK vy lo
hace a los 15 minutos de estimulo y permanece fosforilada hasta las 24
horas. No se observaron cambios en la cantidad total de la p38 MAPK.
Después del estimulo con TGF-bl, la fosforilacion de las ERK 1/2 se
incrementd desde los 15 hasta los 60 minutos, declinando
posteriormente. No fueron observados cambios en la proteina total de las
ERK 1/2. Tanto en los fibroblastos de pulmén normal como en los de FPI la
accion del TGF-b1l fue inhibida por genisteina (inhibidor de cinasas de
tirosina), parcialmente bloqueada por el SB203580 (inhibidor de p38
MAPK), mientras que el PD98059 (inhibidor de MKK1/2) no tuvo ningun
efecto (Figura 8 panel superior).

El efecto del TGF-b1l se corroboré a nivel proteina. Como se ilustra en la
figura 8 panel inferior el andlisis por western blot de los lisados de
fibroblastos no estimulados muestran la presencia de una forma de bajo
peso molecular (~25-30 kDa) de la MT3-MMP. Esta forma truncada
aumento en los fibroblastos estimulados con el TGF-b. Adicionalmente, en
los fibroblastos estimulados con el TGF-b se observaron formas de mas alto
peso molecular (~50-65 kDa) que probablemente corresponden a la enzima

completa.
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Figura 8. Efecto del TG b en | a expresi 6n del gene y de la proteina
de la MI3-MwP por fibroblastos. Panel superior: Las células fueron
tratadas con 5 ng/m de TG--bl solo o después del pre-tratamento
con |os inhibidores Genisteina (GE; 50 nM; inhibidor de MEK,
PD98059 (PD; 40 nM; SB203580, inhibidor de p38 MAPK, (SB; 10 nM.

Las barras representan la media + de la desviacion estandar de dos



experimentos independientes en tres cultivos primarios de células
normal es. Los resultados son expresados conmb un porcentaje del
i ncrement o con respecto a las células sin tratanmiento. Panel
inferior: Wstern blot que nuestra un increnento de |la MI3- MWP

i nmunorreactiva en |isados celulares obtenidos de fibroblastos no
estimulados (C) y estinulados con TGF-b. El prinmer carril muestra
una fracci 6n reconbi nante del domnio catalitico de la MI3- MWP. Los

pesos nol ecul ares se indican a |la izquierda.
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Figura 9. Nivel de expresiodon de los TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4

determnado por PCR en tienmpo real, en pulnones normales vy
fibréticos. Los valores de | as ordenadas son niveles relativos de |la
expresi 6n géni ca conparados con el gen constitutivo de rRNA 18s. Los
val ores son arbitrarios y no pueden ser comparados entre diferentes
genes. Cada barra representa |la nedia + su desviacion estandar de 2

pul nones normales y 4 con FPI



5.5 Expresion de TIMPs en pulmones normales y con FPI.

Utilizando la misma metodologia de PCRtr para los TIMPs, se encontré que
TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 mostraron muy altos niveles de expresion,
seguidos de TIMP-4 con un nivel de expresion moderado. Cuando
comparamos el nivel de TIMP-3 en pulmones normales y fibroticos, se

muestra una tendencia al incremento en las muestras patoldgicas (figura 9).

5.6 Inmunohistoquimica para el TIMP-3

Debido a que el TIMP-3 muestra una tendencia al
incremento en pulmones con FPI, se decidi6 evaluar su localizacion en
pulmén por la técnica de inmunohistoquimica. EI TIMP-3 inmunorreactivo fue
revelado en fibroblastos presentes en focos de fibroblastos asi como en
algunas células endoteliales. También fue detectado en la MEC,
principalmente en lamina elastica alrededor de vasos de diferente calibre. El
TIMP-3 no fue detectado en pulmones normales como se muestra en la

figura 10.

5.7 Expresion de los TIMPs por fibroblastos in vitro.

Al encontrar la presencia del TIMP-3 en fibroblastos de

pulmon, se realizo un andlisis para determinar el nivel de expresion de este
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Figura 10. Localizaci6n del TIMP-3 en pul nobnes con FPI y control es.
El TIMP-3 innmunorreactivo fue revelado con 3-am no-9-etil-carbazol y
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Pul mdn control que no muestra tincion. Panel E: seccién de control
negativo de pulnmdn con FPI en el cual el anticuerpo primario fue

omtido (40X).
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Figura 11. Efecto del TGF-b y el IFN-g en |l a expresién de |os genes
de los TIMPs por fibroblastos. Las células fueron tratadas con TGF-
b(5 ng/m, barras blancas) e IFN-g(1000 U m, barras oscuras) y la
expresion de los TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4 fue determ nada por
PCR en tienpo real. Las barras representan la nedia + |a desviacion
est &ndar de dos experinentos independi entes realizados en 3 cultivos
primarios nornmales y dos fibréticos. Los resultados son expresados
comp el ndnero de veces que se incrementa la expresion en

conparaci 6n con las células sin tratar.



inhibidor en cultivos primarios. PCRtr revel6 muy alta expresion de los TIMP-
1, -2 y -3 en fibroblastos de pulmén, mientras que TIMP-4 tuvo
unamoderada expresion. No fueron encontradas diferencias entre las lineas
de cultivos primarios normales y las fibroticos. Cuando se evaluo la
regulacion de los TIMPs por TGF-bl (figura 11), esté incremento
consistentemente la expresion de TIMP-3 (aproximadamente 4 veces tanto
en lineas de pulmén normal vy fibrético). Este efecto no fue observado con
los otros TIMPs. En un experimento curso-temporal, losfibroblastos tratados
con TGF-b1l resultaron en una sobre-regulacion tiempo -dependiente del
mRNA TIMP-3, la cual inicié a las 3 horas y la mas alta expresion fue a las

12 horas (figura 12a). No se observaron diferencias al estimular con IFN-g.

El inhibidor de cinasas de tirosina, genisteina, elimina el efecto de sobre-
expresion de TIMP-3 por TGF-b1, mientras que el inhibidor de la MAPK p38,

SB203580, lo inhibe parcialmente. El inhibidor de la via de MEK, PD98059

no tuvo efecto (Figura 12a).

Para indagar si el mRNA fue traducido en su correspondiente proteina al
igual que MT3-MMP, se realiz6 un analisis por Western blot realizado con
medio condicionado después de 24 horas de estimulacion con TGF-[1. El
anticuerpo contra TIMP-3 revel6 2 bandas como en la proteina recombinante
gue se utilizd como control (figura 12b). Una densitometria de dicho western,
muestra que el resultado es muy semejante a lo observado a nivel de mRNA

(figura 12c).



(@)

O TGFb o GE oPD ose
TIMP-3/18s © 7 I
(nimero de :
veces | :
sobre el
control)

3 12 24 horas
(b)
1 2 3 4 5 6 7
- -
- — -

(c)
Densitometria western blot TIMP-3

w 12
8 10 |
2 8
©
n 6
(4]
T 4
= 2
: [] M

0

control  TGF-b Gen PD SB CHX
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desvi aci 6n estandar de dos experinmentos independientes en tres
cultivos primrios de células normales. Los resul t ados son
expr esados conb un porcentaje del increnmento con respecto a |as
células sin tratamento. b) Wstern blot que muestra un increnento
del TIMP-3 innunorreactiva en nedios condicionados de fibrobl astos
no estinulados (2) y estinulados con TG-b (3);Las células fueron
tratadas con 5 ng/m de TG--bl después del pre-tratanmento con |os
i nhi bi dores Genisteina (4); inhibidor de MEK, PD98059 (5); inhibidor
de p38 MAPK, SB203580 (6) y por ultino cicloheximda (7). El prinmer
carril nmuestra una prot ei na reconbi nant e del TI MP- 3. (c)
densitonetria de la nenbrana nostrada, |os valores son unidades

arbitrari as.






VI. DISCUSION.

6.1 MMP-2 en FPI.

La FPlI es wuna enfermedad cronica y progresiva
caracterizada por una remodelacion tisular aberrante en la cual, las
evidencias sugieren que las MMPs y los TIMPs pueden desempeiiar un
papel importante (26, 92-99). La MMP-2 generalmente se incrementa en
pulmones con FPI, lo cual confirmamos en este estudio. Asi, los fluidos de
LBA de pacientes con FPI muestran un notable incremento de la proMMP-2,

asi como de la enzima activa al comparar con los controles.

De manera importante, como todas las MMPs, la MMP-2 es sintetizada
como un zimégeno y los principales activadores fisiologicos de esta
proenzima son los miembros de la subfamilia de las MT-MMPs. La MMP-2
es activada en la superficie celular a través de un mecanismo que involucra
a las MT-MMPs tipo | y TIMPs especificos (100-101). Es importante
mencionar que ademas de su funcion como activadores de la pro-MMP-2,
las MT-MMPs constituyen un grupo de MMP unidas a membrana que son
mediadores centrales de eventos de superficie celular a través de la

conversién proteolitica de las proteinas en el medio extracelular.

6.2 Las MT-MMPs tipo | son expresadas en pulmon.

Estas enzimas son sobre-expresadas en casi todos lo tipos

de canceres estudiados en humanos y su expresion ha sido asociada con



parametros malignos. Consistente con su alta expresion en tumores, se ha
demostrado que las MT-MMPs son criticas al promover migracion celular,
invasion y angiogénesis (100-102). Con la excepciéon de la MMP-14 (MT1-
MMP) que fue evaluada previamente por inmunohistoquimica, las otras MT-
MMPs no habian sido examinadas en FPI (26, 92). En el presente estudio
se analizé la expresion de las cuatro MT-MMPs tipo | y los cuatro TIMPs en
tejido pulmonar normal y en tejido pulmonar con FPI. Ademas, también se
analiz6 su expresion en fibroblastos de pulmén y su regulacion

transcripcional por el TGF-bl, un fuerte factor profibrético e IFN-g, un

mediador antifibrogénico. Nuestros resultados indican que la MT1-MMP fue
la MT-MMP mayormente expresada en pulmones y en fibroblastos humanos.
No se notaron diferencias entre pulmones normales y pulmones con FPI por
PCRtr; la MT2- y MT5-MMP muestran un nivel de expresion alto, mientras
gue la MT3-MMP presenta moderada expresion. En contraste a los
miembros secretados de la familia de las MMPs, los mMRNAs de las seis MT-
MMPs son detectables en muchos gjidos (103). Aunque no se encontraron
diferencias en los niveles de expresion génica entre pulmones normales y
con FPI, las cuatro MT-MMPs tipo | fueron claramente identificadas en
pulmones con FPI por la técnica de inmunohistoquimica, mientras que no se
detectaron en pulmones normales. Poco es conocido sobre la regulacion
post-transcripcional en estas enzimas, pero considerando que son enzimas
unidas a membrana, se ha propuesto que la regulacion es realizada por

procesos de corte autocatalitico y no-autocatalitico del ectodominio, ademas



de internalizacion, lo cual determinaria el nivel de la enzima madura sobre la

superficie (104-105).

6.3 MT3-y MT5-MMP se localizan principalmente en células epiteliales.
En FPI, las cuatro MT-MMPs tipo | fueron localizadas en células epiteliales,

tanto en el epitelio plano como en hiperplasico. Las células epiteliales
danadas/activadas realizan un papel clave en la patogénesis por FPI,
debido a que sintetizan muchas de las citocinas y factores de crecimiento
responsables para la migracion de fibroblastos y su activacion vy
diferenciacion a miofibroblastos (94). De manera interesante, la MT5-MMP
fue detectada en células epiteliales bronquiolares basales (progenitoras) y

en algunas areas mostrando metaplasia escamosa temprana.

Ademéas de estar en células epiteliales alveolares, la MT3-MMP fue
encontrada en fibroblastos, dentro de los llamados focos de fibroblastos y en
células endoteliales. Se ha reportado que la MT3-MMP (MMP16) se
incrementa en varias condiciones patologicas, incluyendo crecimiento de
tumores primarios y metastasicos, artritis reumatoide y células de musculo
liso vascular después de dafio (106-108). La expresion de MT3-MMP en
estas células se incrementa después del tratamiento con factor de
crecimiento derivado de plaquetas o fibronectina. De manera adicional, se
ha propuesto que MT3-MMP tiene un papel importante en la induccion de

angiogénesis en células endoteliales de tejido endometrial (109). Sin



embargo, una de las funciones mejor establecidas para las MT-MMPs tipo |,
es su capacidad de activar a la proMMP-2 (36,110). En este contexto, es
importante el hallazgo de que la MMP-2 estuvo presente de igual manera, en
células epiteliales alveolares y basales bronquiolares y que coincida con la

localizacion de las MT-MMPs tipo | en pulmones fibroticos.

Estudios realizados con la MT3-MMP sin dominio transmembranal ha
mostrado que la enzima truncada corta una variedad de componentes de la
MEC, incluyendo colagena tipo Il (108). Un importante mecanismo para
controlar la actividad de las MT-MMPs en el espacio pericelular es mediado
por la accion de los TIMPs. Sin embargo, contrario a las MMPs solubles,
las cuales son casi igualmente inhibidas por todos los TIMPs (100-101), las
MT-MMPs son altamente selectivas en sus interacciones con estos
inhibidores. Por ejemplo, las MT-MMPs tipo | son pobremente inhibidas por
el TIMP-1 pero son inhibidas eficientemente por TIMP-2, -3y —4. El papel de
los TIMPs en la activacion de la proMMP-2, varia dependiendo de la MT-
MMP (111). Asi, los TIMPs no solo actdan inhibiendo la catalisis, sino que
también tienen profundos efectos en el recambio de MT-MMPs
(procesamiento e internalizacion), lo cual eventualmente regula la

concentracion de MT-MMPs maduras sobre la superficie celular.



6.4 TIMP-3 selocaliza en focos de fibroblastos en FPI.

En cuanto a los TIMPs, el TIMP-3 junto con el TIMP-1 tuvo un
nivel de expresibn muy alto en pulmones seguido por el TIMP-2. Sin
embargo, la expresion del TIMP-3 muestra una tendencia a incrementarse
en FPI comparado con pulmones normales, aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas, probablemente porque el numero de
muestras es pequefio. Aunque en un estudio previo, utlizando PCR
convencional, se encontr6 que los TIMPs estaban incrementados en
fibroblastos de FPI comparados con los obtenidos de pulmones normales
(112), en este estudio no se pudo confirmar este hallazgo. Esta
discrepancia puede deberse a que ahora se utilizd un método cuantitativo.
En este estudio mostramos por primera vez que el TIMP-3 esta localizado en
fibroblastos, presentes en los focos de fibroblastos de pulmén con FPI asi
como en células endoteliales. Como se menciond anteriormente, los focos
de fibroblastos/miofibroblastos son considerados como sitios activos de
fibrogénesis durante el desarrollo de la FPI, pero las razones por las que
esto resulta en un depdsito aberrante e irreversible de la MEC se
desconoce. La expresion de inhibidores potentes de MMPs como el TIMP-3,
sugiere que este inhibidor pueda estar implicado en un microambiente poco
degradativo, lo cual caracteriza a estos focos. Como evidencia de un papel
pro-fibrético para el TIMP-3, se ha observado que los ratones “knockout” de

este inhibidor muestran alargamiento espontaneo de los espacios aéreos en



el pulmén y que los animales de edad avanzada muestran una cantidad

reducida de colagena en pulmon (113).

6.5 El TIMP-3y la MT3-MMP co-localizan en focos de fibroblastos.

De manera interesante, se encontré6 que el TIMP-3 y la MT3-MMP se
localizan en pulmones con FPI en fibroblastos de focos de
fibroblastos/miofibroblastos y en células endoteliales; los focos de
fibroblastos son considerados sitios activos de fibrogénesis, lo cual sugiere
gue pudieran estar cercanamente relacionados en FPI. También es
interesante que, el TIMP-3 es un potente inhibidor de angiogénesis que
bloguea la union del Factor de Crecimiento vascular Endotelial (Vascular
Endotelial Growth Factor, VEGF) a su receptor (receptor VEGF-2),
propiedad que se ha observado ser independiente de su actividad inhibitoria
de MMPs (114). Ademas de esto, recientemente se ha demostrado que los
capilares estan virtualmente ausentes en los focos de fibroblastos,
sugiriendo que este proceso puede ser relevante para fibrogénesis (115-
116). Asi, la expresion del TIMP-3 angiostatico por fibroblastos de estos
focos de fibroblastos, como se demuestra en este estudio podria
desempefiar un papel en la ausencia de capilares , lo cual caracteriza a
estos focos. ElI TIMP-3 también fue encontrado unido a la MEC,
primariamente a la lamina elastica alrededor de los vasos. El TIMP-3 se

encuentra asociado con la MEC por medio de glicosaminoglicanos



sulfatados, especialmente heparan sulfato (117). Quiza debido a su
proximidad a la membrana, se ha reportado que TIMP-3 puede inhibir mas
eficientemente a proteasas asociadas a membrana, incluyendo MT-MMPs
(118) y miembros de las ADAMs (A Disintegrin Metalloproteinases) (119),
incluyendo la enzima convertidora del factor de necrosis tumoral alfa (TACE;
ADAM 17). En el caso especifico de las MT-MMPs, estudios de cinética de
inhibicion muestran que el TIMP-3 es un inhibidor de alta afinidad para la
MT3-MMP cuando se compara con la MT1-MMP; actualmente ha sido
propuesto que de los miembros de la familia de los TIMPs, el TIMP-3 es el
candidato con mas posibilidades para inhibir MT3-MMP bajo condiciones

fisiologicas (118).

6.6 La MT3-MMP y el TIMP-3 se sobre-expresan por accion del TGF-b

en fibroblastos de pulmén.

Observando que los fibroblastos de pulmén presentaron una alta expresion
de la MT3-MMP, con respecto al tejido que muestra una moderada
expresion, este dato sugiere que las células que elaboran principalmente
esta enzima son justamente los fibroblastos. Como el TGF-bl es un
mediador de fibrogénesis critico en FPI, se analiz6 su efecto sobre la
expresion de MT-MMPs y TIMPs en fibroblastos de pulmon. Asi, los

fibroblastos de pulmén estimulados con el TGF-b1 revelaron incremento en

la expresion tanto de la MT3-MMP como del TIMP-3. Esto no ha sido



descrito en la literatura, solo existe el antecedente de que células
epiteliales de pulmén (en particular neumocitos tipo Il de humano y una linea
celular llamada A549), sobre-expresan al TIMP-3 bajo el estimulo de TGF-b
(120), lo wal fue corroborado en este estudio (datos no mostrados) para la
linea A549. Tanto en células epiteliales como en los fibroblastos analizados,
existe un nivel de expresion alto en células sin ningun estimulo, por lo que
estos datos nos indican que TGF-b puede desempefiar un papel relevante
en la regulacion de la MT3-MMP vy el TIMP-3 en pulmon, sabiendo que este
factor de crecimiento ejerce un papel fundamental en la fibrosis. Ademas,
tanto para el TIMP-3 como para la MT3-MMP se encontré en los fibroblastos
que la expresidbn de ambos fue consistente y significativamente sobre-
regulada por TGF-bl tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteina.
Resultados similares han sido reportados en condrocitos (121) donde TGF-
bl también incrementa la expresion del gene de TIMP-3. El grado de
similitud en la inhibicion por cicloheximida para TIMP-3, tanto a nivel de
MRNA como de proteina, sugiere que la inhibicidén ejerce su efecto a niveles

pre-traduccionales (figura 12b, carril 7).

6.7 La sobre-expresion de TIMP-3 por TGF-b podria estar mediada por

la via de sefalizacion de p38 MAPK.

El conocimiento detallado de los genes blanco de TGF-b y los mecanismos

de sefializacion molecular involucrados en la induccién de dichos genes es



de profundo interés, ya que la alteracion de alguna via de sefalizacion
podria revertir la patologia y en un futuro se emplearia como una terapia.
Esta documentado que TGF-b puede activar diferentes vias de sefializacion,
entre las cuales se encuentran las diferentes cascadas MAPK ( del inglés
Mitogen-Activated Protein Kinases). Estas proteinas que son susceptibles
de fosforilarse se clasifican en cuatro grupos: 1) ERK (extracellular signal-
regulated kinases), 2) p38MAPK, 3) JNK (c-Jun Nterminal kinase) y 4) Big
MAPK, también conocida como ERK5. Los mecanismos de activacion de

estas vias por TGF-b estan pobremente caracterizados. La genisteina es un

inhibidor de la fosforilacion de receptores con actividad sobre los residuos de
Tyr. Para investigar una posible regulacion diferencial de TGF-b1 sobre la
induccion de la MT3-MMP y el TIMP-3 se utiliz6 a la genisteina, lo cual
resultd en supresion de la expresion alcanzada con el TGF-b, indicando que
cinasas de tirosina se encuentran implicadas en este proceso. No es claro si
el efecto primario de la genisteina es sobre p38 MAPK (porque la
fosforilacion del residuo Tyr en el motivo Thr-Gly-Tyr del asa de activacion
de p38, pudiera encontrarse asociada con la inhibicion), o sobre otras
enzimas que pudieran regular la activacion de p38 MAPK por encontrarse
directamente rio arriba de esta; aunque los resultados obtenidos muestran
que el bloqueo especifico de p38 por SB203580 es critico en la regulacién
del gene del TIMP-3, el hecho de encontrar una actividad parcial de fosfo-
p38 en el pre-tratamiento con la genisteina (datos no mostrados) pudiera

indicar que la afinidad de este farmaco es menor hacia p38 (en el caso de



gue esta fuera uno de sus blancos) 6 que existen dos vias para fosforilar
dicha enzima; se necesitan estudios adicionales para comprobar esta
hipétesis. Como ya se comentd, SB203580 que es el inhibidor especifico de
la MAPK p38, inhibe el efecto del TGF-b; la activacion de esta via es
realizada por varias MAPKKK (del inglés Mitogen Activated Protein Kinase
Kinase Kinase); TAK-1 (de sus siglas en inglés TGF-b activated kinase-1)
podria activar a p38 a través de MKK-3/MKK®6. La relacién del TGF-b con la
via de p38 es fuertemente apoyada por la fosforilacion que ocurre en esta
dltima, al estimular a las células con esta citosina. Por otro lado, PD98059
gue es un inhibidor de MKK-1/2, que participa en la via metabdlica de ERK-
1/2, no tuvo efecto alguno, y aunque el estimulo del TGF-b provoca
fosforilacion de estas cinasas, los datos indican que esta via no se
encuentra involucrada en la sobre-expresion de los genes analizados. Asi,
estos datos sugieren que la inducciéon de la MT3-MMP vy el TIMP-3 por
TGF-b1 es mediada a través de la fosforilacién en residuos Tyr y también
sugieren que este efecto es mediado a través de la ruta de transduccion de
sefiales (al menos parcialmente) de la MAPK p38 y no por la ruta de las
cinasas ERK 1/2. Ademés de estas vias, TGF-b posee dos receptores (tipo |
y tipo Il) que son activados en residuos de ser y thr en sus dominios
citoplasmicos, estos a su vez activan a las proteinas SMADs y esta via
puede activar o inhibir la sefalizacion por este factor de crecimiento. Un
experimento adicional (no mostrado), indica que la sobre-expresion del

TIMP-3 por TGF-b fue inhibida, al igual que con SB203580, por un farmaco



gue bloguea la fosforilacion del receptor | de TGF-b (TBRI). Este dato
sugiere fuertemente que existe una interaccion entre la via clasica de TGF-b

y la via de p38. Sera interesante examinar si la expresion de MT3-MMP es
mediada también por dicha via clasica y sus posibles interacciones, donde

ciertos pasos involucran fosforilacion de residuos Ser/Thry Tyr (122-125).



VII. CONCLUSION.

Los resultados obtenidos confirman que existe expresion de las MT-MMPs
tipo | y TIMPs en pulmones normales vy fibréticos, y también en fibroblastos.
Dicha expresion es diferencial y en fibroblastos, TGF-b incrementa la
expresion de MT3-MMP y TIMP-3. La presencia de estas moléculas en
tejidos de pulmén con FPI sugiere que la MT3-MMP y el TIMP-3 participan
en la remodelacion tisular aberrante que caracteriza a la FPI y confirman que
las células epiteliales regenerativas y los fibroblastos de los focos de

fibroblastos estan participando activamente en este proceso.
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Membrane type-matrix metalloproteinases in idiopathic pulmonary fibrosis
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Abstract. Background: 1diopathic pulmonary fibrosis (IPF) is characterized by fibroblast expansion and extracel-
lular matrix accumulation. Some secreted matrix metalloproteinases (MMPs) as MMP?2 are highly upregulated in
IPF lungs. Membrane-type (MT)-MMPs participate in the activation of pro-MMP2. However, they have not been
examined in IPF. Methods: Type I transmembrane MT-MMPs, MT1, MT2, MT3, and MT5-MMP were analyzed
by real-time PCR and immunohistochemistry in IPF and normal lungs. MMP-2 was also immunolocalized and
evaluated by gelatin zymography in BAL fluids. Additionally, the MT-MMPs were examined by real time PCR in
lung fibroblasts stimulated with TGF-f1 and IFN-y. Results: MT1-MMP, was the most highly expressed followed
by MT2- and MT5-MMP, and a moderate expression of MT3-MMP. Regarding their localization, MT1- and MT2-
MMPs were found in alveolar epithelial cells, MT3-MMP in fibroblasts from fibroblastic foci and alveolar epithe-
lial cells and MT5-MMP in basal bronchiolar epithelial cells and in areas of squamous metaplasia. MMP2 was
localized in alveolar and basal bronchiolar epithelial cells and fibroblasts, and increased active enzyme was
observed in BAL fluids. In lung fibroblasts, TGF-B1 induced a strong upregulation of MT3-MMP, both at the gene
and protein level. This effect was blocked by genistein, a protein tyrosin kinase inhibitor and partially repressed
by SB203580 a p38 MAP kinase inhibitor. IFN-y had no effect. Conclusions: MT-MMPs are expressed in IPF, in
the same cell types as MMP2. Mostly by different types of epithelial cells a pivotal component in the aberrant
remodeling of the lung microenvironment. Interestingly MT3-MMP that was found in fibroblastic foci was upreg-
ulated in vitro by TGF-B1 a potent profibrotic mediator. (Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung Dis 2006, 23: XX-XX)
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a complex
disease of unknown etiology which produces a pro-
gressive and irreversible destruction of the lung
parenchyma leading ultimately to death from respirato-
ry failure. The sequence of the pathogenic mechanisms
has not been elucidated but seems to include cyclic
injuries and activation of the alveolar epithelium,
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fibroblast/myofibroblast expansion, and an exaggerat-
ed extracellular matrix (ECM) accumulation [1-3].

Several members of the matrix metalloproteinas-
es (MMPs) family have been shown to participate in
the aberrant ECM remodeling observed in IPF lungs
[4-7]. However, these studies have focused on secret-
ed MMPs such as the gelatinases, the collagenases or
matrilysin.

The human MMP family comprises 24 distinct
proteolytic members that once activated are able to
selectively degrade a wide spectrum of both ECM
and non-matrix substrates [8]. Among them, the
membrane type-MMPs (MT-MMPs) constitute a sub-
family of plasma membrane-tethered MMPs that con-
sist of six members. On the basis of their attachment
to the plasma membrane, they can be classified as
type I transmembrane enzymes which include: MT1-
, MT2-, MT3-, and MT5-MMP and two glyco-
sylphosphatidylinositol-anchored enzymes: MT4-
and MT6-MMP [8-10]. Type I transmembrane MT-
MMPs have a short cytoplasmic tail involved in the
regulation of intracellular trafficking and activity of
these proteases. By contrast GPI-anchored MT4- and
MT6-MMP lack transmembrane and intracellular
domains.

Membrane-anchoring confers to MT-MMPs a
unique and complex array of regulatory processes
that allow cells to control surface proteolytic events
and it has been the focus of considerably research in
recent years [9-11]. MT-MMPs are effective extracel-
lular matrix-degrading endopeptidases that exhibit a
broad spectrum of substrate affinity. It has been
recently demonstrated that MT1-MMP is more effi-
cient at processing triple-helical structures from fibri-
lar collagens than MMP1, suggesting an important
role in ECM turnover [12].

Importantly, the major physiological activators
of pro-MMP2 are the members of the type I trans-
membrane enzymes through complex interactions
with TIMPs [10]. In this context, it is relevant to indi-
cate that by oligonucleotide microarrays MMP2 gene
expression has been found strongly upregulated [7] in
IPF tissues and the active form is usually increased in
bronchoalveolar lavage fluids [6].

However, with the exception of MT1-MMP
there have been no studies on the expression and/or
function of MT-MMPs in fibrotic lungs [6]. In this
study we explored the expression and localization of

the four transmembrane-type enzymes, MT1-, MT2-,
MT3-, and MT5-MMP that are known to activate
proMMP2 and associate their localization with that of
MMP2. Additionally, in order to analyze if the tran-
scription of these MT-MMPs is differentially regulat-
ed in lung fibroblasts we analyzed their expression
under basal conditions and after the stimulation with
transforming growth factor beta (TGF-PB), a strong
profibrogenic mediator and interferon-gamma (IFN-
v) an antifibrogenic mediator [1-3].

Material and methods

Lung samples from six IPF patients of the National Insti-
tute of Respiratory Diseases, Mexico were taken by open lung
biopsy. Four were used for real time PCR studies and two for
obtaining fibroblasts. The project was approved by the Ethics
Committee, and informed consent was obtained from all sub-
jects. Diagnosis of IPF was based on the ATS/ERS consensus
and confirmed by open lung biopsy showing typical microscop-
ic findings consistent with usual interstitial pneumonia [13].
Normal lungs from individuals who died of non-lung causes
were utilized for immunohistochemistry. For real-time PCR,
RNA from normal lungs was purchased from Stratagene (La
Jolla, CA), and Ambion (Austin, TX).

Bronchoalveolar lavage zymography

BAL was performed as previously described [14] using
flexible fiberoptic bronchoscopy under local anesthesia.
Aliquots of BAL supernatants containing 10 pg of protein were
analyzed by SDS-PAGE gels (8.5%) containing gelatin (1
mg/ml) and a final concentration of 0.3 mg/ml heparin [6]. Con-
trol samples were obtained from healthy volunteers.

Fibroblast culture

Primary human lung fibroblasts were derived from IPF
lungs (n = 2) and from patients undergoing removal of a lung
tumor without histological evidence of disease (n = 3) [15].
These control fibroblasts were obtained from one smoker and
two non-smoker subjects. None of the patients had evidence of
chronic obstructive pulmonary disease. At passages 5-8, fibrob-
lasts were plated on 100-mm dishes, serum-starved overnight
and stimulated with 5 ng/ml TGF-f alone or 1000 U/ml of IFN-
v. In addition TGF-f stimulated fibroblasts were pretreated with
various inhibitors: genistein (50 uM), SB203580 (10 uM), and
PD98059 (40 uM) (Calbiochem-Novabiochem, San Diego
CA).

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was isolated from lung tissue biopsies or
lysates according to the instructions provided with the Trizol
Reagent (Invitrogen, Carlsbad CA). Reverse transcription (RT)
reactions contained 0.25 or 1 pg of total RNA, 4x PCR buffer
(Invitrogen), 1 mM deoxynucleotide triphospates dATP, dGTP,
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dCTP and dTTP (Roche), 40 units Rnasin Rnase Inhibitor
(Promega), 2 ul DTT (Invitrogen), 100 pmol of random hexam-
er oligodeoxynucleotides (Promega) and 200 units of reverse
transcriptase (Super Script II RNase H Reverse Transcriptase
Invitrogen), in a final reaction volume of 20 pl.

Real-time PCR

For PCR reactions, specific primers and fluorogenic
probes for all human MT-MMPs genes were designed as previ-
ously reported [16]. The 18S rRNA gene was used as an
endogenous control to normalize for differences in the amount
of total RNA in each sample; 18S rRNA primers and probe were
purchased from PE Applied Biosystems.

Each PCR reaction contained: 8.33 ul Taq Man Universal
PCR master mix No AmpErase, 200 nM forward primer, 200
nM reverse primer, 100 nM probe and water for a total reaction
volume of 25 pl. PCR reactions were carried out in a ABI
PRISM 7700 Sequence Detection System.

Standard curves were prepared for the genes and the 18S
rRNA by serial dilutions. The relative quantity of the experi-
mental samples was determined from the standard curve and
divided by the quantity of endogenous control. The cycle num-
ber (termed cycle threshold, or CT) at which amplification
entered the exponential phase was determined and this number
was used as an indicator of the amount of target RNA in each
tissue. A lower CT indicates a higher quantity of starting RNA
[16].

Western blot

Lung fibroblasts serum-starved overnight non-stimulated
or with 5 ng/ml TGF-P were rinsed with were lysed in 250 pl of
RIPA buffer [S0 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.25% sodi-
um deoxycholate, 0.1% NP40, 10 uM leupeptin, 0.1 pM 5-p-
amidinophylmethanesulfonyl fluoride, and 1 uM aprotinin]
supplemented with 10 mM of EDTA to protect the active forms
of MT3-MMP from degradation. The lysates were centrifuged
at 300 X g at 4 °C for 30 min to remove cell debris. Samples
were mixed with Laemmli sample buffer and electrophoresed
on 12% SDS-polyacrilamide gels. Proteins were transfered to
nitrocellulose filters at 15 V for 20 min using semi-dry transfer
cell (BioRad). Non-specific sites were blocked overnight with
4% (w/v) non-fat dried milk in PBS. MT3-MMP recombinant
catalytic domain (Chemicon, Temecula CA) was used as posi-
tive control. Membranes were incubated with anti human MT3-
MMP rabbit IgG (10 pg/ml; Chemicon, Temecula CA). Reac-
tion with secondary antibody conjugated to peroxidase was for
1 h at room temperature. Finally, the filters were developed with
the a chemiluminiscence detection system (ChemiLucent™;
Chemicon, Temecula CA) according to the instructions of the
manufacturer using Radiograph film (Hyperfilm, Amersham).

Immunohistochemistry

Tissue sections were treated as previously described [6,
14]. The following antibodies were used: Mouse anti MT1-
MMP/MMP14 and anti MT2-MMP/MMP15 antibodies (10
pg/ml; Calbiochem-Novabiochem International Cambridge,
MA); rabbit anti MT3-MMP/MMP16 (20 pug/ml; Chemicon,
Temecula CA) and anti-MT5-MMP/MMP24 (20 pg/ml; Triple
Point Biologics Inc, Portland OR). Mouse anti-MMP2 (10

ug/ml) was kindly donated by Rafael Fridman (Wayne State
University Detroit MI). The sections were counterstained with
hematoxylin. The primary antibody was replaced by non-
immune serum for negative control slides.

Results
MT-MMPs in IPF lungs

By real time PCR we used the cycle threshold to
classify the gene expression as either very high (CT <
25), high (CT = 26-30), moderate (CT = 31-35), low
(CT = 36-39), or not detected (CT = 40). With this
approach, we found that the most highly expressed
MT-MMP in control and IPF lungs was MTI-MMP,
followed with a high expression of M72- and MT5-
MMPs, and a moderate expression of MT3-MMP. The
expression levels of the enzymes did not show signif-
icant statistical differences among control and patho-
logic lungs (Fig. I).

Cell localization of MT1-, MT2-, MT3-, and
MT5-MMP was examined by immunohistochemistry.
As illustrated in Figure 2, MT1- and MT2-MMPs
were primarily located in hyperplastic and hyper-
trophic alveolar epithelial cells (panels A and B). In
addition, MT1-MMP was also observed in endothelial
cells. MT3-MMP immunoreactive protein was found
in IPF mainly expressed by fibroblasts in fibroblastic
foci as well as by alveolar epithelial cells lining these
foci (panel C). Also hyperplastic type Il pneumocytes
(panel D) and some endothelial cells in small capillar-
ies were positively stained (D inset). Immunoreactive
MT5-MMP was noticed primarily in basal bronchio-
lar epithelial cells (panel E), and also in some areas
suggestive of early squamous metaplasia (panel F). In
normal lungs MT-MMPs were barely detected as
exemplified with MT1-MMP in panel G.

Immunolocalization of MMP2 and BAL fluid
gelatinolytic activity

As type I transmembrane MT-MMPs may acti-
vate pro MMP2 we decided to immunolocalize it in
IPF lung sections where these MT-MMPs were posi-
tive. As shown in Figure 3, immunoreactive MMP2
was found in alveolar epithelial cells (panel A), in
fibroblasts foci (panel B), and in bronchiolar epithe-
lial cells (panels C and D). Normal lungs were usual-
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Fig. 1. MT1-, MT2-, MT3- and MT5-MMPs gene expression by real time PCR in normal and IPF lungs.
Values on the ordinate are relative levels of gene expression compared with the expression of 18S rRNA. The values are arbitrary and cannot be com-
pared between different genes. Each bar represents the mean + SD of 4 IPF and 2 normal lungs.

ly negative (panel E), although occasionally, isolated
alveolar macrophages were stained.

In order to evaluate MMP-2 gelatinolytic activi-
ty, aliquots of lavage fluid from the same IPF patients
were analyzed by gelatin substrate gel zymography.
A representative gelatin zymogram comparing IPF
BAL fluid with that from normal subjects is shown in
Figure 3F. BAL normal samples (C) showed weak
bands of pro-MMP2 and pro-MMP9 activities. IPF
samples exhibited a clear increase of pro MMP9 and
pro MMP?2 activities as well as the activated forms of
both enzymes.

MTs-MMP expression in isolated lung
fibroblasts

We examined the expression levels of the four
transmembrane MT-MMPs by real time PCR in three
normal lung derived fibroblasts and two IPF derived
fibroblasts. MTI-MMP was the most highly

expressed followed by MT2, MT3, and MT5-MMPs
that presented a high expression. No differences were
noticed between normal and IPF fibroblasts (not
shown). We then analyzed the effect of TGF-B1 and
IFNy on MT-MMPs expression (Fig. 4). In both nor-
mal and IPF lung fibroblasts MT3-MMP was strong-
ly upregulated (4-fold over control) by TGF-B1. IFNy
had no effect on MT-MMPs expression. In both, nor-
mal and IPF fibroblasts TGF-B1 stimulation was
inhibited by genistein, partially blocked by
SB203580, while PD98059 had no effect (Fig. 5
upper panel). The effect of TGF-f1 was corroborated
at the protein level. As illustrated in Figure 5B lower
panel, Western blot analysis of the lysates of non-
stimulated fibroblasts showed the presence of a low
molecular form (~25-30 kDa) of MT3-MMP. This
truncated form increased in fibroblasts stimulated
with TGF B. Additionally, TGF B stimulated fibrob-
lasts showed higher molecular forms (~50-65 kDa)
probably corresponding to the complete enzyme.
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Fig. 2. Localization of MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP and MT5-MMP in IPF lungs.

Immunoreactive proteins were revealed with 3-amino-9-ethyl-carbazole and samples were counterstained with hematoxylin. Panels A and B: Intense
epithelial staining of MT1-MMP and MT2-MMP in IPF lungs (original magnification, 40X). Panel C: IPF tissue exhibiting fibroblast and alveolar
epithelial staining MT3-MMP (40X). Panel D: Hyperplastic type 2 pneumocytes strongly stained with MT3-MMP antibody (40X). Inset: Positive
endothelial cells. Panels E and F: IPF lungs analyzed for MT5-MMP. Basal bronchiolar epithelial cells (E) and alveolar epithelial cells (F) show
strong staining (40X). Panel C: Control lung for MT1-MMP showing no staining (40X). Panel H: Negative control section from IPF lung in which

the primary antibody was omitted (40X).

Discussion

IPF is a chronic and progressive disease charac-
terized by an aberrant tissue remodeling in which a
growing body of evidence suggests that MMPs may
play a role [4-7, 17]. Among others, MMP2 (gelati-
nase A) is usually increased in IPF lungs as we con-
firmed in this study. Thus, lavage fluids from IPF
lungs showed a noteworthy increase of pro-MMP2
and relevant to this study of the active form of the
enzyme as compared to controls.

MMP2 is synthesized, like all MMPs, as an inac-

tive zymogen that is activated at the cell surface
through a trimolecular complex involving the type I
transmembrane MT-MMPs and specific TIMPs [9,
10].

Research on MT-MMPs in disease has been
focused to few disorders, primarily on cancer and
their expression has been associated with malignant
parameters. Consistent with their high expression in
tumors, it has been demonstrated that MT-MMPs are
critical in promoting cell migration, invasion, and
angiogenesis [9, 10, 18-20].

In IPF lungs, with the exception of MT1-MMP,
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Fig. 3. Localization and activity of MMP2 in IPF lungs.

Immunoreactive MMP2 was observed in alveolar epithelial cells (panel A), fibroblasts in fibroblastic foci (panel B), bronchiolar epithelial cells (pan-
els C and D). Panel E: Normal lungs were usually negative. Panel F: Zymogram showing gelatinolytic activities in bronchoalveolar lavage of IPF
patients and controls. Intense bands of MMP2 and MMP9 activities are observed in IPF.

other MT-MMPs had not been previously examined
[6, 17]. In the present study we analyzed the expres-
sion at the transcriptional level in vivo and the local-
ization of the four transmembrane MT-MMPs pro-
teins as well as of MMP2. In addition, we analyzed
MT-MMPs expression in lung fibroblasts and their
transcriptional regulation by TGF-B and IFNY in vit-
ro.

We found a differential expression of the MT-
MMPs in the lungs. Our results indicate that in both
normal lung tissues as well as in IPF, MT1-MMP was
the most highly expressed followed by MT2- and
MTS5- and lastly by MT3-MMP with a moderate
expression.

In contrast to most secreted members of the
MMP family the mRNAs for the six MT-MMPs are
detectable in the extracts of many tissues [10]. In this
study no differences were noticed among normal and
IPF lungs at the transcriptional level as analyzed by
real time PCR. This finding is supported by our
recent cDNA microarray study in which all the
genome was analyzed in IPF lungs (Selman et a/ sub-
mitted). Despite that no differences were found at
gene expression levels among normal and IPF lungs,
the immunoreactive proteins for MT1, MT2, MT3,
and MT5-MMPs were clearly identified in IPF lungs,
while they were barely detected in normal lungs.

Little is known about the posttranscriptional reg-
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Fig. 4. Effect of TGF-B and IFNy on MT-MMPs gene expression by fibroblasts.
Cells were treated with TGF-B (white bars) and IFNy (dark bars) and MT1, MT2, MT3 and MT5-MMPs expression was determined by real-time
PCR. Bars represent mean + SD from two independent experiments performed in three normal and two fibrotic cell lines. Results are expressed as

fold increase compared to untreated cells.

ulation of these enzymes but considering that the M T-
MMPs are membrane-bound enzymes, it has been
proposed that processing, autocatalytic and non-auto-
catalytic ectodomain shedding and internalization,
eventually determines the level of mature enzyme on
the cell surface [11, 21].

In IPF we found that all the four MT-MMPs
studied were expressed by alveolar epithelial cells,
either in hyperplastic or flattened epithelium.
Injured/activated epithelial cells play a central role in
the pathogenesis of IPF, and actually, they synthesize
most of the key cytokines and growth factors respon-
sible for the fibroblasts migration, activation and dif-
ferentiation to myofibroblasts [3]. Interestingly,
MT5-MMP was also detected in basal (progenitor)
bronchiolar epithelial cells and in some areas show-
ing early squamous metaplasia.

In addition to alveolar epithelial cells, MT3-
MMP was also found in fibroblasts from fibroblastic
foci and in endothelial cells. MT3-MMP (MMP16)
has been reported to be increased in several patholog-
ical conditions, including primary and metastatic

tumor growth, rheumatoid arthritis, and vascular
smooth muscle cells after injury [22-24]. Expression
of MT3-MMP in these cells increased after treatment
with platelet-derived growth factor or fibronectin.
Additionally, it has been proposed that MT3-MMP
plays an important role inducing angiogenesis in the
endometrial tissue [25].

One of the best established functions for MT-
MMP is its ability to activate pro-MMP2. In this con-
text, it is important our finding that MMP2 was sim-
ilarly present in IPF lungs as the different MT-MMPs
in alveolar and bronchiolar epithelial cells, and in
fibroblasts foci.

A major mechanism for controlling MT-MMP
activity in the pericellular space is mediated by the
action of tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs). However, as opposed to soluble MMPs,
which are almost equally inhibited by all TIMPs, the
MT-MMPs are highly selective for TIMP interactions
[9, 10, 26].

Regarding lung fibroblasts it was interesting that
MT3-MMP presented a high expression compared to
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Fig. 5. Effect of TGF-B on MT3-MMP gene and protein expression by fibroblasts. Upper panel: Cells were treated with 5 ng/ml TGF-f3 alone or after
pretreatment with the inhibitors, genistein (GE), MEK inhibitor PD98059 (PD), and p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (SB). Bars represent mean
+ SD from two independent experiments performed in three normal cell lines. Results are expressed as percent increase compared to untreated cells.
Lower panel: Western blot demonstrating an increase of immunoreactive MT3-MMP in lysates obtained from non-stimulated (C) and TGFf stimu-
lated fibroblasts. First line shows recombinant catalytic domain of MT3-MMP. Molecular weight markers are indicated at the left.

a moderate one in whole lung tissue, suggesting that fibroblasts, revealed increased expression of MT3-
the main source of this enzyme in IPF are the fibrob- MMP. This effect was corroborated at the protein lev-
lasts. Since TGF-f is a critical mediator of fibrogen- el where it was observed an increase of a low molec-
esis in IPF we analyzed its effect on MT-MMPs ular form consistent with a truncation at the C-termi-

expression by lung fibroblasts. TGF-B stimulated nal end as it has been previously described [27].
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To further define the differential regulation of
TGF-B on the induction of these molecules, we deter-
mined that genistein, a protein tyrosine kinase
inhibitor abolished this effect, while SB203580, a
p38 MAPK inhibitor, partially inhibited it. Thus,
these data strongly indicate that TGF-B-induced
MT3-MMPs is mediated through phosphorylation on
tyrosine residues. In summary, our findings suggest
that type I transmembrane MT-MMPs are implicated
in IPF remodeling, and that additional to pro-MMP2
activation they might participate in other processes
that need further exploration. However, with the
exception of MT1-MMP, knowledge of the function
roles of other MT-MMPs is very limited. It is impor-
tant to emphasize that beside to their zymogen activa-
tion function MT-MMPs constitute a distinctive
group of membrane-bound MMPs that are central
mediators of cell surface events through proteolytic
conversion of the proteins in the extracellular milieu.
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EXPRESSED IN FIBROBLASTIC FOCI IN VIVO IN IDIOPATHIC
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O Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is characterized by fibroblast expansion and extracellular
matrix accumulation. However, the mechanisms involved in matrix remodeling have not been
elucidated. In this study, the authors aimed to evaluate the expression of the tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases (TIMPs) in human fibroblasts and whole tissues from IPF and normal lungs. They
also determined the role of mitogen-activated protein kinase (MAPK) in TIMP3 expression. TIMPI,
TIMP2, and TIMP3 were highly expressed in lung fibroblasts. Transforming growth factor (TGF)-
B 1, a profibrotic mediator;, induced strong up-regulation of TIMP3 at the mRNA and protein levels.
The authors examined whether the MAPK pathway was involved in TGI-f1-induced TIMP3
expression. TGI-B1 induced the phosphorylation of p38 and extracellular signal-regulated kinase
(ERK)1/ 2. Biochemical blockade of p38 by SB203580, but not of the ERK MAPK pathway, inhibited
the effect of this factor. The effect was also blocked by the tyrosine kinase inhibitor genistein and by antag-
onizing TGF-B 1 receptor type I (activin-linked kinase [ALK5]). In IPF tissues TIMP3 gene expression
was significantly increased and the protein was localized to fibroblastic foci and extracellular matrix.
Our findings suggest that TGI-f 1—induced TIMP3 may be an important mediator in lung fibrogenesis.
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive and usually lethal lung
disorder characterized by fibroblast proliferation and abnormal accumu-
lation of extracellular matrix (ECM) [1]. An important morphologic
feature in this disorder is the presence of fibroblastic/myofibroblastic
foci, which are widely dispersed throughout the lung parenchyma [2].
These foci seem to represent microscopic zones of acute lung injury
where fibroblasts migrate, proliferate, differentiate into myofibroblasts,
and contribute to the exaggerated deposit of ECM molecules in the lung
parenchyma.

Lung remodeling is a complex process involving a number of molecu-
lar and cellular factors. Several studies have suggested the active partici-
pation of different members of the family of matrix metalloproteinases
(MMPs) in the aberrant ECM remodeling observed in IPF lungs [3-6].
Importantly, activated MMPs can be inhibited by interaction with tissue-
specific inhibitors, namely the tissue inhibitors of matrix metalloprotei-
nases (TIMPs). The four members of this family, TIMP1 to TIMP4, have
in common their matrix metalloproteinases inhibitory action; however,
they differ in some other properties such as pro-MMP activation, cell
growth, and cell survival-promoting activity, matrix binding, inhibition of
angiogenesis, and induction of apoptosis. Thus, TIMP1 and TIMP2 have
cell growth—promoting and antiapoptotic activities, whereas TIMP3 shows
proapoptotic activity [7-9].

The balance between MMPs and TIMPs has been implicated in both
normal and pathological events, including wound healing and tissue remod-
eling. However, studies regarding the role of TIMPs in human lung
fibrosis including IPF are scanty. It has been suggested that TIMP1 plays
a pivotal role in animal models. For example, transient exposure to active
transforming growth factor (TGF)-Bl induced severe lung fibrosis in
C57BL/6 mice compared with Balb/c mice, which was primarily due to a
considerable up-regulation of TIMP1 in the lungs of the susceptible mice
[10]. Likewise, protection against silica-induced lung fibrosis in mice
deficient in tumor necrosis factor alpha (TNF-a) receptors was associated
with a decreased expression of TIMP1 [11]. Similar results have also been
reported also in a rat model of pulmonary fibrosis induced by paraquat
plus hyperoxia [12].

In this study, we used real-time polymerase chain reaction (PCR) to
examine the expression of the 4 TIMPs in fibroblasts derived from nor-
mal and IPF lungs under basal conditions, and after stimulation with
TGF-B1, a strong profibrotic factor [1], and interferon-gamma (IFN-y),
an antifibrotic mediator [13]. We also evaluated mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signaling for TIMP3 TGF-B induction. In addition, we
determined the gene expression of the 4 TIMPs in vivo in human normal
and IPF lungs.
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MATERIAL AND METHODS

The project was approved by the Ethics Committee, and informed con-
sent was obtained from all subjects. Diagnosis of IPF was based on the
American Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) con-
sensus and confirmed by open lung biopsy showing typical microscopic
findings consistent with usual interstitial pneumonia [2].

Fibroblast Culture

Primary human lung fibroblasts were derived from IPF lungs (n = 2)
and from normal lungs (n = 3). The later were obtained from patients
undergoing removal of a lung tumor without histological evidence of dis-
ease [14]. At passages 5 to 8, fibroblasts were plated on 100-mm dishes,
serum-starved overnight, and stimulated with 5ng/mL TGF-B1, a powerful
profibrotic mediator [1], or with 1000 U/mL of IFN-y, an antifibrotic cyto-
kine [13]. Additionally, TGF-B1 stimulated fibroblasts were pretreated with
various inhibitors: 50 uM genistein (protein tyrosine kinase inhibitor),
10puM SB203580 (p38 MAPK inhibitor), 40 puM PD98059 (inhibitor of
MEK1/2) (Calbiochem-Novabiochem, San Diego, CA), and 10 uM TGF-B
receptor type I (activin-linked kinase [ALK5]) inhibitor.

RNA Isolation and Reverse Transcription

Total RNA was isolated from fibroblast lysates, according to the instruc-
tions provided with the Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). Each
reaction was preincubated with random hexamer oligodeoxynucleotides
at 70°C for 10 minutes and the reverse transcription reaction was per-
formed at 42°C for 60 minutes. Reverse transcription (RT) reactions, in a
final volume of 20 pL, contained 0.25 or 1 pg of total RNA, 4x PCR buffer
(Invitrogen), 1 mM deoxynucleotide triphospates dATP, dGTP, dCTP, and
dTTP (Roche), 40 units Rnasin Rnase Inhibitor (Promega), 2 pL. dithio-
threitol (DTT) (Invitrogen), 100 pmol of random hexamer oligodeoxynu-
cleotides (Promega), and 200 units of reverse transcriptase (Super Script
IT RNase H Reverse Transcriptase; Invitrogen). Samples were then stored
at —20°C until used for real-time PCR.

Real-Time PCR for RNA from Cultured Fibroblasts

For PCR reactions, specific primers and fluorogenic probes for all
human TIMP genes were designed as previously reported [15]. The 18S
rRNA gene was used as an endogenous control to normalize for differences
in the amount of total RNA in each sample; 18S rRNA primers and probe
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were purchased from PE Applied Biosystems. Each PCR reaction contained
8.33 uL. Taqg Man Universal PCR master mix No AmpErase, 200 nM forward
primer, 200 nM reverse primer, 100 nM probe, and water for a total reaction
volume of 25 ul.. PCR reactions were carried out in a ABI PRISM 7700
Sequence Detection System.

Standard curves were prepared for the genes and the 18S rRNA by
serial dilutions. The relative quantity of the experimental samples was
determined from the standard curve and divided by the quantity of
endogenous control. The cycle number (termed cycle threshold or Ct) at
which amplification entered the exponential phase was determined and
this number was used as an indicator of the amount of target RNA in each
tissue. A lower Ct indicates a higher quantity of starting RNA [15].

Western Blot

Fibroblasts were harvested, washed, and homogenized using sonication.
For immunoblot analysis of phosphorylated proteins the cells were lysed
with phosphosafe extraction reagent (Novagen, WI) using proteases inhibi-
tors (protease inhibitor cocktail Sep V, EDTA-free; Calbiochem). Aliquots
were subjected to sodium dodecyl sulfate (SDS) gel electrophoresis and
transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond ECL, Amersham Phar-
macia Biotech, UK). Membranes were treated with anti p38a MAPK, and
anti-phospho-p38 MAPK rabbit antibodies (Chemicon, Temecula, CA), anti-
ERK1/2 MAPK, and anti-phospho ERK1/2 MAPK rabbit antibodies (Calbio-
chem, La Jolla, CA), or anti-human TIMP3 mouse immunoglobulin G (IgG)
(Chemicon, Temecula, CA), as previously described [16]. Bands were quan-
titated by densitometric scanning using a digital photographic system (DC
120 digital Kodak) and the Kodak digitalis Science DCI software.

RNA Isolation from Lung Tissues and DNA Microarray Analysis

RNA was extracted from frozen lung tissues of 10 IPF patients and 6
controls using TRIzol reagent and protocols (Invitrogen). The resulting
total RNA was converted into biotinylated cRNA using standard protocols
and the Superscript Choice system for cDNA generation (Invitrogen)
and the T7 MegaScript system (Ambion, Austin, TX) for labeled cRNA gen-
eration. The labeled cRNA was hybridized to a custom Affymetrix oligonu-
cleotide DNA microarray using standard Affymetrix protocols [17]. The
custom array, Hu03, contains 59,619 probesets representing an estimated
46,000 gene clusters. Statistical analyses were performed using ScoreGenes
software package (http://compbio.cs.huji.ac.il/scoregenes/). For data
mining and visualization we used Genomica (http://genomica.weizmann.
ac.il/) and Spotfire Decision Site 8.0 (Spotfire, Goteborg, Sweden). The
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general approach to analysis has been outlined by us [18, 19]. Only tran-
scripts that had an Entrez Gene annotation were included in the analysis.

Immunohistochemistry

Tissue sections from IPF and controls were treated as previously described
[5]. Mouse anti-human TIMP3 (20 pg/mL) (Calbiochem, La Jolla, CA) was
applied and samples were incubated at 4°C overnight. A secondary biotiny-
lated anti-immunoglobulin followed by horseradish peroxidase—conjugated
streptavidin (BioGenex, San Ramon CA) was used according to manu-
facturer’s instructions. 3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC; BioGenex) in acetate
buffer containing 0.05% HsOs was used as substrate. The sections were
counterstained with hematoxylin. The primary antibody was replaced by
nonimmune serum for negative-control slides.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean £ SD. To determine significant differ-
ences a 2-way analysis of variance (ANOVA) and the Mann-Whitney U test
was employed. For microarray analysis the Student ¢ test, was applied.

RESULTS
TIMP Expression by Fibroblasts In Vitro

Expression levels were classified according to the Ct of each gene
as: very high (Ct<25), high (Ct = 26-30), moderate (Ct = 31-35), low
(Ct = 36-39), or not detected (Ct = 40). Under basal conditions normal
and IPF lung fibroblasts revealed, using quantitative real-time PCR, very
high expression of TIMP1, TIMP2, and TIMP3, whereas TIMP4 had a mod-
erate expression. No differences were observed between IPF and normal
cell lines (Table 1). We then evaluated the regulation of TIMPs in normal
and IPF fibroblasts by TGF-B1 and IFN-y (Figure 1). TGF-f1 induced a

TABLE 1 Cycle Threshold (Ct) Values of TIMPs in Lung Fibroblasts under Basal Conditions

TIMP1 TIMP2 TIMP3 TIMP4 18s
N1 21.91 21.37 22.42 31.78 14.14
N2 23.6 23.08 23.8 31.18 14.24
N3 22.62 22.13 22.31 31.91 14.07
IPF1 23.76 23.22 23.58 31.54 14.94
IPF2 22.74 22.28 22.37 31.41 14.77

N = normal; IPF = idiopathic pulmonary fibrosis.
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FIGURE 1 Effect of TGF-p and INF-y on TIMP gene expression by fibroblasts. Cells were treated with
5ng/mL TGF-B or 1000 U/mL IFN-y and the expression of TIMP1, TIMP2, TIMP3, and TIMP4 was
determined by real-time PCR in three normal (N) and two fibrotic cell lines (IPF). Values show the
mean + SD of 3 experiments and represent the percentage increase in expression relative to the vehicle
control. Grey bars show the effect of TGF-f and white bars the effect of IFN-y. *P <.01; **P <.05.

statistically significant increase of TIMP3 (90% to 600% over control,
P <.01), whereas the source of the fibroblast (IPF or normal) had no effect
(P =.32). TGF-B induced a lower but also significant increase of TIMP1
(40% to 70% over control, P<.05). No differences were observed among
the normal and the IPF-derived fibroblasts. No significant effect was
observed on TIMP2 and TIMP4 expression. IFN-y had no effect on TIMPs
expression (Figure 1).

Activation of p38 and ERK1/2 in Lung Fibroblasts by TGF-p1

Some of the biological actions of TGF-B1 are mediated by activation of
MAPK signaling pathways. We evaluated the potential role of MAPKs on
TGF-Bl-induced TIMP3 expression by analyzing the effect of this factor
on the phosphorylation of p38 and ERK. As exemplified in Figure 2 for nor-
mal lung fibroblasts, TGF-B1 increased the phosphorylation of p38 MAPK
at 15 minutes of stimulation, which remained phosphorylated for 24 hours.
No changes were observed in the total amount of p38 MAPK. After stimu-
lation with TGF-f1, ERK1/2 phosphorylation increased from 15 minutes
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FIGURE 2 MAPK pathway activation by TGF-f1. Human normal lung fibroblasts were incubated with
TGF-B1 for 15 minutes to 24 hours. A representative result of 2 experiments is illustrated. Upper panel
shows phosphorylation of p38 MAPK as well as total p38 from cellular extracts as determined by Western
blot. Bottom panel shows phosphorylation of ERK1/2 MAPK and total ERK1/2 from cellular extracts.
Bar graphs show the densitometric quantitation of p38 and ERK2 phosphorylation at the various time
points. Each bar represents the average value obtained from 2 independent experiments.

until 60 minutes, declining thereafter. No changes in total ERK 1/2 pro-
teins were observed.

We examined the effect of inhibiting the different MAPK routes on
TGF-Bl-induced TIMP3 expression in 1 normal and 1 IPF-derived cell line.
Preincubation of fibroblasts with SB203580, a specific inhibitor of p38
MAPK, significantly reduced TGF-Bl-induced TIMP3 expression (P <.05;
Figure 3A and B). By contrast, PD98059, an ERK1/2 MAPK route inhibitor,
failed to inhibit TGF-Bl-induced TIMP3 mRNA expression (Figure 3A).
Additionally, the protein tyrosine kinase inhibitor genistein also abolished
TGF-B1 effect at 3, 12, and 24 hours (P <.001). The inhibition of signaling
of type I serine/threonine kinase receptor for TGF-f superfamily (ALK5)
blocked the effect of this mediator on TIMP3 expression (Figure 3B).

To investigate if the RNA was translated into the corresponding protein,
Western immunoblot analysis was performed in conditioned medium after
24 hours of TGF-B1 stimulation. As illustrated in Figure 4A, both IPF and
normal lung fibroblasts produced TIMP3 under basal conditions. TGF-p1
induced an up-regulation of the protein and, as shown at the RNA level,
genistein inhibited induction of the TIMP3 by TGF-, whereas SB203580
partially inhibited it and PD98059 had no effect (Figure 4B).
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FIGURE 3 Effect of TGF- on TIMP-3 gene expression by fibroblasts. (4) Time course shows the effect
of 5ng/mL TGF- alone or after pretreatment with the inhibitors, genistein (GE), MEK inhibitor
PD98059(PD), and p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (SB). Results represent mean £ SD from
1 normal and 1 IPF cell line by triplicate. *P <.001; **P <.05 with respect to TGF-B1 alone. (B) Time
course shows the effect of 5ng/mL TGF-p alone or after pretreatment with p38 MAP kinase inhibitor
SB203580 (SB) and TGF-B receptor type I (activin-linked kinase [ALK5]) inhibitor.

The Gene Expression of TIMP1 and TIMP3 is Up-Regulated
in IPF Lungs

Using oligonucleotide microarrays we compared the global gene
expression profiles of 6 normal human lungs and 10 IPF lungs, and we ana-
lyzed the expression of the 4 TIMPs. As illustrated in Figure 5, a significant
increase of TIMP1 and TIMP3 gene expression was observed in IPF lungs
compared to the controls (Student ¢ test, TIMP1 P = .00018 and TIMP3
P = .015), whereas no changes were observed in TIMP2 and TIMP4.
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FIGURE 4 Effect of TGF-B on TIMP3 protein expression by fibroblasts. (A) Western blot performed in
conditioned medium from 2 normal and 2 IPF fibroblast cell-lines. (B) Western blot performed in con-
ditioned medium from cells stimulated 24 hours with 5ng/mL TGF-B alone or after pretreatment with
genistein (GE), MEK inhibitor PD98059(PD), and p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (SB). Recombi-
nant TIMP3 is shown in lane 1. Bar graphs represent the densitometric quantitation of TIMP3 under
basal conditions (A) and after TGF-B alone or with inhibitors (B). Each bar represents the average value
obtained from 2 independent experiments.
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FIGURE 5 TIMPs expression levels by microarray analysis from controls and IPF lungs. Total RNA was
used to generate double-stranded cDNA and biotin-labeled cRNA. The labeled cRNA was hybridized to
a custom Affymetrix oligonucleotide DNA microarray using standard Affymetrix protocols. The
expression levels for each gene were normalized to the geometric mean of all the samples for each gene.
Increased genes are shown in progressively brighter shades of yellow, and decreased genes are shown in
progressively darker shades of blue. Genes shown in gray are not different between the groups. TIMP1
(5.1fold) and TIMP3 (1.3-fold) were significantly increased (¢ test).

TIMP3-Immunoreactive Protein in IPF Lungs

Because TIMP3 was strongly induced in lung fibroblasts by TGF-B1 and
was up-regulated in IPF lungs, we determined pulmonary localization of
TIMP3 by immunohistochemical staining. As illustrated in Figure 6, TIMP3
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FIGURE 6 Localization of TIMP3 in IPF and normal lungs. Immunoreactive TIMP3 was revealed with
3-amino-9-ethylcarbazole and samples were counterstained with hematoxylin. (A) Positive fibroblasts
in a fibroblast focus. (B) Endothelial cells from capillaries. (C) Normal lung showing no staining.
(D) Negative-control section from IPF lung in which the primary antibody was omitted (40x).

was revealed in many fibroblasts, which were present in the fibroblastic foci
as well as in some endothelial cells (Figure 6A and B). Likewise, the inhibi-
tor was widely observed in the extracellular matrix mainly on elastic lamina
surrounding median and large vessels (not shown). TIMP3 was not
detected in normal lungs, as shown in Figure 6C.

DISCUSSION

IPF is a chronic and progressive disease characterized by dysregulated
repair process and aberrant tissue remodeling [20]. A variety of alterations
in the alveolar microenvironment have been described, including imbal-
ances in the production of mediators such as chemokines, cytokines,
growth factors, and eicosanoids. Likewise, a growing body of evidence sug-
gests that MMPs and TIMPs may also play a role [3-6, 9]. Fibroblasts play a
central role in the maintenance of extracellular matrix in the normal lung,
in the wound healing response, and in the fibrotic remodeling after injury.
In IPF, fibroblasts and myofibroblasts constitute the so called fibroblastic
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foci, which are often localized at the “leading edge” of normal and fibrotic
lung and secrete most of the fibrotic matrix proteins.

In the present study we determined the quantitative gene expression of
the 4 TIMPs in lung tissues as well as by IPF and normal lung derived fibro-
blasts. In a previous study we found that the expression of TIMPs under
basal conditions was increased in IPF fibroblasts compared with those
obtained from normal lungs. However, in the present study we found no
differences in TIMPs expression [21]. This discrepancy may be partially
attributed to the methodological approach. In the present study
TIMPs/18S RNA ratio was analyzed by real time PCR whereas in the pre-
vious one TIMPs were analyzed by conventional PCR. Additionally, differ-
ent fibroblast cell lines were used in the 2 studies. Heterogeneity of lung
fibroblasts has been largely documented for other properties [21-23].
Nevertheless, the principal aim of this study was to explore the effect of
TGF-B, a strong profibrotic factor, and IFN-y, an antifibrogenic mediator,
on TIMP expression by lung fibroblasts. IFN-y down-regulates the over-
expression of TGF-B, and subsequently of procollagen expression, leading
to decreased collagen content [24, 25]. Our results showed that IFN-y had
no effect on TIMP expression. By contrast, TGF-B—stimulated fibroblasts
revealed a moderate increase in TIMP1 expression and a consistent and
high increase of TIMP3. Because the effect of TGF-B on TIMP1 has been
already documented [8, 26], we examined the differential regulation of
TGF-B on the induction of TIMP3. Treatment of human lung fibroblasts
with TGF-B1 resulted in a rapid activation of p38 and ERK1/2. The inhi-
bition of p38 MAPK by SB203580 decreased TIMP3 expression, whereas
PD98059, which is an inhibitor of MEK1/2 and the main route of ERK1/2
activation, had no effect. The p38 MAPK is activated primarily by the MAPK
kinases, M6 MEK3/6, via dual phosphorylation at threonine 180 and tyro-
sine 182 in the activation loop of the protein. Activated p38 can then acti-
vate transcription factors through direct phosphorylation [27]. Similar
results have been reported in chondrocytes in which TGF-f also increased
TIMP3 gene expression. Likewise, this up-regulation can also be blocked by
genistein, suggesting partial similarities in the induction mechanisms [28].
Thus, these data strongly indicate that TGF-B-induced TIMP3 is mediated
through phosphorylation on tyrosine residues. Additionally, blocking ALK5
resulted in inhibition of TIMP3 expression. TGF-B transduces signals
through two distinct serine/threonine kinase receptors, termed type I
and type II [29]. Upon activation by type II receptors, type I receptor
ALKs transduce intracellular signals through various proteins, of which
Smad proteins are the major signaling molecules for TGF- superfamily
proteins [29].

Theoretically, overexpression of TIMPs favors local ECM accumulation
because they are the natural inhibitors of matrix metalloproteinases.
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Actually, experimental models of lung fibrosis show that in the initial
stages, TIMP1 is highly up-regulated and appears to be associated with
the fibrotic response [10-12].

Global gene expression in IPF lungs has revealed that some matrix
metalloproteinases are highly expressed although TIMPs did not appear
among the most elevated genes [6]. Using our microarray data [17] we
have confirmed the strong expression of several MMPs; however, as shown
in this work, TIMP1 and TIMP3 were significantly increased in IPF lungs.

In this study we have demonstrated for the first time that TIMP3 is loca-
lized in IPF lungs fibroblasts from fibroblastic foci as well as in endothelial
cells. Fibroblastic/myofibroblastic foci are considered to be the active sites
of fibrogenesis during the development of IPF, but the reasons why they
result in the irreversible formation of scars and honeycomb remodeling
have not been elucidated. The expression of strong inhibitors of MMPs,
such as TIMP3, suggests that this inhibitor may be implicated in the low
degradative microenvironment that seems to characterize these foci. In
support of a profibrotic role for TIMP3, it has been shown that the homo-
zygous TIMP-3—null animals develop spontaneous airspace enlargement in
the lung, and aged animals show reduced lung collagen [30].

Additionally, TIMP3 is a potent inhibitor of angiogenesis that blocks
the binding of vascular endothelial growth factor (VEGF) to VEGF
receptor-2; this effect seems to be independent of its MMP-inhibitory
activity [31]. The identification of TIMP3 mutation in Sorsby fundus
dystrophy, a macular degenerative disease with submacular choroidal
neovascularization, also supports a role of TIMP3 in the inhibition of angio-
genesis [32]. Importantly, it has been recently demonstrated that capillaries
are virtually absent in the fibroblastic foci, suggesting that this process can
be relevant for fibrogenesis [33, 34]. Thus, the expression of the angiostatic
TIMP3 by fibroblasts from these fibroblastic foci, as demonstrated in this
study, might play a role in the absence of capillaries that seems to charac-
terize these foci.

TIMP3 was also found bound to the ECM, primarily to the elastic lam-
ina surrounding the vessels. TIMP3 is associated with the ECM through sul-
fated glycosaminoglycans, especially heparan sulphate [35]. Perhaps, owing
to its membrane-bound proximity, TIMP3 has been reported to inhibit
membrane-associated proteases more potently than other TIMPs. These
include the MT-MMPs and members of the disintegrin and metalloprotei-
nases family (ADAM) [36], such as TNF-a—converting enzyme (TACE;
ADAM17). TIMP3 appears to be a more potent inhibitor of MMP9 than
other TIMPs and it is a high affinity inhibitor of MT3-MMP [8, 37]. In sum-
mary, our findings indicate that the expression of TIMP3 by lung fibroblasts
is strongly up-regulated by TGF-B and that it is significantly increased
in IPF tissues. In this disorder, TIMP3 is localized in the fibroblastic
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foci, endothelial cells, and ECM, suggesting that it may be an
important mediator of the aberrant lung remodeling that characterizes this
disease.
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