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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einteilung

Bei physiologischen wie pathologischen Prozessen unseres Organismus sind
regulierte Auf-, Um- und Abbauprozesse extrazellularer Proteine und die daflr
notwendigen Enzyme, die Proteasen, von essentieller Bedeutung. Funktionsbereiche
dieser Enzyme kénnen umschriebene Wundheilungs- oder Inflammationsprozesse
sein. Zahlreiche Vorgange, die eine gesteigerte Mobilisierung von Zellen erfordern,
werden von Proteasesystemen beeinflusst und reguliert. Hierzu zahlen die Anheftung
zirkulierender Entziindungszellen am Gefallwandendothel und die so erst mdgliche
Migration aus dem intra-/ in den extravaskularen Raum im Rahmen entzindlicher
Prozesse. Die Auswanderung maligner Zellen aus dem Gefal3system und
Einwanderung in Sekundargewebe im Rahmen der Tumorzellmetastasierung sowie
das Einsprossen neuer GefalRendothelzellen und Fibroblasten wahrend der
Angiogenese sind weitere Beispiele. Auch in GefalBwandprozessen wie
Arteriosklerose und Neointimabildung finden kontinuierliche Umbauvorgange statt,
welche zur Einlagerung fibrotischen Materials, sowie zur Migration glatter
Muskelzellen innerhalb der GefaBwand fuhren.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit einem spezifischen perizellularen Matrix-
Proteolysesystem, dem Urokinase-System (uPA= urokinase type plasminogen
activator), welches Einfluss auf zahlreiche der oben genannten Prozesse nimmt. Erst
durch das zunehmende Wissen um Funktion und Regulation dieses
Proteolysesystems konnen Moglichkeiten der diagnostischen und therapeutischen
Nutzung etabliert werden. Da uPA mit anderen Proteolysesystemen in
Wechselwirkung tritt, soll kurz auf die prinzipiellen Unterschiede von Proteasen
eingegangen werden.

Man unterscheidet Proteasen nach ihrem Vorkommen:

a) Extrazellulare Proteasen, welche im Plasma oder der extrazellularen Matrix zu
finden sind, z.B. Proteasen des Gerinnungs-, Fibrinolyse- und Komplementsystems
sowie Matrix-Metalloproteinasen (MMP);

b) Intrazellulare Proteasen, welche z.B. in Lysosomen (Kathepsin B,D) oder als

Signalpeptidasen/-proteasen vorkommen.
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Nach dem Ort des proteolytischen Angriffspunktes wird weiterhin unterschieden
zwischen Exopeptidasen, welche Aminosaurereste am Ende einer Peptidkette
abspalten, und Endopeptidasen, welche an fur das entsprechende Enzym
spezifischen Stellen innerhalb einer Peptidkette angreifen.

FiUr die perizellulare Proteolyse sind Serinproteasesysteme wie das Plasminogen-
und das Urokinase-System von Bedeutung. Die beiden Systeme sind funktionell eng
miteinander verknUpft, wie in Abschnitt 1.2 erortert werden wird. Eine weitere grol3e
Gruppe extrazellularer Proteasen sind die Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche
ihren Namen dem Zink-abhangigen aktiven Zentrum verdanken. Die MMPs haben im
Gegensatz zum Plasminogensystem die Besonderheit, dass ihr Wirkungsspektrum

eingeschrankt ist auf das jeweils spezifische Matrix-/Faserprotein (siehe Tab.1).

Proteasesystem Katalytische Triade Bsp. (extra-/intrazellular)

Serinproteasen Serin, Histidin, Plasmin, uPA, tPA (extraz.)

Asparaginsaure

Cysteinproteasen Cystein Kathepsin B (intraz.)
Aspartatproteasen Asparaginsaure Kathepsin D (intraz.)
Matrix-Metalloproteinasen |Zink Kollagenasen, Elastasen,
(MMPs) Gelatinasen, Stromelysine

(extrazellular)

Tabelle 1: Ubersicht beteiligter Proteolysesysteme im Rahmen extrazellularer Matrix-

Umbauprozesse.

1.2 Das Plasminogen-aktivierende System

1.2.1 Bildung von Plasminogen und Plasmin

Plasminogen ist ein 80 kD grolRes Plasmaprotein, welches vorwiegend in der Leber
synthetisiert wird und zur Gruppe der ap-Plasmaglobuline gehort. Es stellt die
inaktive Vorstufe der Serinprotease Plasmin dar und wird u.a. bei Infektionen ahnlich

dem Fibrinogen als Akut-Phase-Protein vermehrt produziert.
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Die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin erfolgt durch Plasminogenaktivatoren,
welche vom Organismus selbst hergestellt werden. Dabei ist der tissue-type
plasminogen activator (t-PA) fur die intravasale, und der urokinase-type plasminogen
activator (uPA=Urokinase) fur die extravasale Plasminfreisetzung verantwortlich.
Alternativ, wenngleich von untergeordneter Bedeutung, kann aktivierter
Gerinnungsfaktor Xlla in Anwesenheit von Proaktivatoren wie Prakallikrein, Kallikrein
und hochmolekularem Kininogen (HK) Plasmin freisetzen. Faktor Xlla sowie seine
Profaktoren gehdéren zum intrinsischen System der Plasminbildung, die
Gewebeaktivatoren wie t-PA und uPA zum extrinsischen System (siehe Schema 1)
(Chavakis et al., 2003). Die weiteren Ausfuhrungen werden sich primar mit dem

extrinsisches System befassen.

Intrinsisches System

Faktor Xlla/ HK, Kallikrein intravaskulare Funktionen (Fibrinolyse)
Plasminogen » Plasmin
t-PA intravaskulare Funktionen (Fibrinolyse)
uPA extravaskulare Funktion (u.a. ECM- Lyse)

Extrinsisches System

Schema 1: Schematische Darstellung der Plasminogenaktivierungs-Systeme.

Das von vaskularen Endothelzellen synthetisierte und sezernierte t-PA ist ein ca. 70
kD groRes Glykoprotein, dessen Freisetzung u.a. von Thrombin reguliert wird. Fur
die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch t-PA ist die intravasale Bindung
von Plasminogen an Fibrin notwendig. t-PA bildet mit Plasminogen und Fibrin einen
ternaren Komplex, und fokussiert so die Plasminwirkung im intravasalen Raum
spezifisch auf fibrinolytische Prozesse.

uPA hingegen kann seine proteolytische Aktivitat im Unterschied zu t-PA auch
unabhangig von einer Plasminogenbindung an Fibrin entfalten. Somit ist das

Urokinase-System vor allem fir die extravasale Bildung von Plasmin von Bedeutung

8
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560 und

(sieche Schema 1). Der Angriffspunkt von uPA befindet sich zwischen Arg
Val®®' des Plasminogens. Das so freigesetzte Plasmin kann, Annexin,-Rezeptor
gebunden, wiederum das Proenzym der Urokinase aktivieren, womit sich die

Proteolysekaskade der oberflachengebundenen Plasminbildung selbst verstarkt.

1.2.2 Intra- und extravaskulare Funktionen des Plasmins

Plasmin zahlt wie seine Aktivatoren zu den Serinproteasen. Seine intravaskulare
Bedeutung besteht vor allem in der geregelte Aktivierung fibrinolytischer Prozesse.
Hier sorgt Plasmin fur die Spaltung von Fibrin und Fibrinogen und verhindert somit
eine unkontrollierte Fibrinvernetzung und Thrombusbildung. Zusatzlich entstehen
Fibrinogenspaltprodukte, welche u.a. diagnostischen Wert in der Fruhphase der
disseminierten intravasalen Gerinnung z.B. im Rahmen septischer Krankheitsbilder
haben.

Plasmin hat jedoch im Gegensatz zu seinen spezifischen Aktivatoren t-PA und u-PA
ein noch weitaus groReres Substratspektrum extrazellularer Matrixproteine wie
Laminine, Fibronektine und Proteoglykane (Ellis et al., 1991, van Leeuwen et al.,
1996). Die Degradierung stabilerer Matrixproteine, wie z.B. Kollagen, ist Uber einen
enzymatischen Zwischenschritt ebenfalls durch Plasmin beeinflussbar, da Plasmin
die Matrix-Metalloproteinasen MMP-1, MMP-3 und MMP-9 sowie Elastasen aus der
inaktiven Vorstufe in die aktive Protease spalten kann (van Leeuwen et al., 1996).
Auch das Proenzym des Plasminogenaktivators uPA gehort, wie in 1.2.1
beschrieben, zu den Substraten von Plasmin. Die einkettige Pro-Urokinase, auch
single-chain uPA (sc-uPA) genannt, wird durch Plasmin in die aktive, hochmolekulare
Form (high-molecular weight-uPA/ HMW-uPA) gespalten und dadurch aktiviert. Dies
trifft auch zu, wenn sc-uPA an seinen Rezeptor gebunden an der Zelloberflache
vorliegt. HMW-uPA fordert wiederum die zellgebundene Plasminaktivierung. Dieser
Mechanismus hat vor allem fur Zellmigrationsprozesse besondere Bedeutung, da
hier eine Fokussierung proteolytischer Aktivitat auf gezielte Bereiche der
Zelloberflache notwendig ist.

Durch Plasmin-abhangige Degradierung extrazellularer Matrixbestandteile kommt es
aullerdem  zur Freisetzung und somit  Aktivierung  matrixgebundener
Wachstumsfaktoren wie fibroblast growth factor (FGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF) oder transforming growth factor-p (TGF-B) (Pedrozo et al., 1999;

9
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Whitelock et al., 1996; Park et al., 1993). Die folgende Abb.1 fasst die vielseitigen

Funktionen des Plasminogen-Urokinasesystems zusammen.

Extrazellular —
Aktivierung
uPA
-« ———_
UPA Abbau
Rezeptor : UPA ...................... >
Intrazellular
asminoaen
Plasminogen
/ Annexin,- <+ Laminin
Rezeptor ) .
P ST T CE—— » Fibronektin
Proteoglykane
%o- Freisetzung
MMP von
MMP ......................... » Kollaqen —_— VEGF
bFGF
inaktive TGF-B
Elastase
aktlve ...................... » E|aStIn
Elastase

Abb. 1. Darstellung uPA-vermittelter  Plasmin-Aktivierung und daraus resultierender

Proteolysekaskaden.

Die Bildung von Plasmin kann somit sowohl durch direkte proteolytische
Matrixdegradierung wie auch indirekt durch die Aktivierung weiterer
Proteolysesysteme wie MMPs und Elastasen eine weitreichende Wirkung haben.
Dementsprechend erhalten Plasminogen-aktivierende Systeme einen
entscheidenden Stellenwert in der Regulation des extrazellularen Matrixumbaus und

der damit verbundenen physiologischen und pathologischen Vorgange.

10
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1.2.3 Requlation der Plasminaktivitat

Sowohl intravaskular wie auch extravaskular hatte eine ungehemmte Proteolyse
ungewinschte Folgen, sodass der Organismus Mechanismen zur Kontrolle der
Plasminaktivitdt entwickelt hat. Dies kann a) Uber Regulation der
Plasminogenaktivatoren und b) durch eine direkte Interaktion von Plasmin mit einem
Inhibitor geschehen. Eine weitere Moglichkeit ist c¢) die Klarung von

Plasminogenaktivatoren aus der Zirkulation.

a) Die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAls) binden und inaktivieren t-PA und
uPA, was folglich zu einer verminderten Plasminbildung fuhrt. Bekannt sind PAI-1,
PAI-2 und PAI-3, wobei PAI-1 das wohl am besten untersuchte Enzym darstellt. Es
wird von zahlreichen Zelltypen synthetisiert und ist in hohen Konzentrationen auch in
der extrazellularen Matrix, gebunden an Vitronektin oder Heparansulfate zu finden
(Okumura et al., 2002). Die Protease Nexin-1 (auch PAI-4 genannt) bildet sowohl
direkt mit Plasmin, aber auch mit Thrombin, t-PA und uPA einen Komplex und fuhrt
dadurch ebenfalls zur Inaktivierung der Enzyme (Anan et al., 2003; Rossignol et al.,
2004). Daher kann die Protease Nexin-1 gleichzeitig zwei Mechanismen der

Plasmindeaktivierung nutzen.

b) ao-Antiplasmin und oaz-Makroglobulin  sind hochmolekulare Plasmaproteine,
welche durch eine Komplexbildung mit intravasalem Plasmin dessen proteolytische
Aktivitat hemmen. Differenziert werden muss hier zwischen frei im Plasma
vorliegendem und Fibrin-gebundenem Plasmin.

Innerhalb eines Thrombus ist Plasminogen und folglich auch Plasmin im Komplex mit
Fibrinogen und t-PA konzentriert, sodass die Plasminbildung lokal aufrechterhalten
wird. Die Konzentration der inaktivierenden Globuline ist zudem im Thrombus im
Vergleich zum umgebenden Plasma gering, sodass deren Wirkung kaum zum
Tragen kommt. Intravasal fokussiert sich die Plasminaktivitat demnach auf den Ort
des fibrinolytischen Geschehens, wo sie bendtigt wird. Ist der Thrombus dann geldst
und liegt Plasmin frei im Plasma vor, kann es zlgig von oben genannten Globulinen
gebunden und inaktiviert werden.

Betont werden muss, dass an seinen Rezeptor zellgebundenes Plasmin nicht mehr

mit a2 -Antiplasmin oder o, -Makroglobulin interagieren kann (Ellis et al., 1991). Somit

11
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ist dieser Weg der Plasmininaktivierung nur intravasal suffizient, wo Plasmin
ungebunden vorliegt. Im extravaskularen Gewebe ist er nur eingeschrankt wirksam.

Wenngleich von untergeordneter Bedeutung soll der Einfluss von Antithrombin kurz
aufgefiihrt werden. Das Plasmaprotein hat durch die Inaktivierung von Thrombin
einerseits gerinnungshemmende Wirkung, da die Thrombin-abhangige Fibrinbildung
gestoppt wird. Andererseits kommt es Uber die parallele Deaktivierung von Faktor
Xlla sekundar auch zu einer verminderten Plasminbildung, wodurch die intravasale
Fibrinolyse ebenfalls gehemmt wird. Somit ist eine Regulation zwischen Fibrinbildung

und parallel dazu ablaufender Fibrinolyse gewahrleistet.

c) Durch Bindung von uPA und t-PA Uber Oligosaccharidseitenketten an Mannose-
Rezeptoren werden die Proteasen der Zirkulation entzogen (Smedsrod et al., 1988).

Zusatzlich kann der Komplex aus rezeptorgebundenen Plasminogenaktivatoren wie
uPA mit einem Plasminogenaktivatorinhibitor (PAl), tUber ein Internalisationssystem
in die Zelle aufgenommen werden (siehe Abb.2). Fur die PAI-uPA/ uPA-Rezeptor
(uPAR)-Interaktion ist der Internalisationkomplex mit dem LDL-Rezeptor assoziierten
Protein (LRP), auch a,-Makroglobulinrezeptor genannt, bekannt (Conese et al.,
1995; Webb et al., 1999). Der gesamte Komplex wird in die Zelle internalisiert,
wodurch die Expression des aktiven Plasminogenaktivators uPA dezimiert wird. Dies
fuhrt zu einer verminderten, zellgebundenen Plasminbildung. Aul3erdem hat dieser
Klarungsmechanismus fur die Funktion des Plasminogenaktivators und seines

Rezeptors selbst Bedeutung, wie im weiteren Verlauf noch erértert werden wird.

Eine Zusammenfassung der genannten Regulationsmdglichkeiten geben Tabelle 2
und Abbildung 2 wieder.

Plasminogenaktivator- Plasmininaktivatoren | Internalisierungsprotein
Inhibitoren (PAISs)

PAI-1 a2 -Antiplasmin LDL-Rezeptor assoz. Protein
PAI-2 a2 -Makroglobulin = ap-Makroglobulinrezeptor
PAI-3

PAI-4/Protease Nexin-1

Tabelle 2: Ubersicht méglicher Plasmininaktivierungsprozesse.
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Extrazellular

LDL-
Rezeptor

Intrazellular
Plasminogen
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Rezeptor

4,:
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Aktivierung —»

Hemmung I

en

Thrombus/
Fibrin/-ogen

Plasmin

Freies
Plasmin

" . 1
) : UPA@
+ .
| RP-PAI-1 Gt’ Plasmin
$$IPA/UPAR t-PA
| 3 5
Plasminogen PAI- 1
I E_qur
l pry
I
i I
Plasmin I
: a-Antiplasmin 38>
I az-Makroglobulin
! e
: |
: I
L ntavasal
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Proteoglykane

........ > Kollagen

Elastin

Freisetzung
von

VEGF
bFGF
TGF-B

Abb. 2: Ubersicht von Regulationsmechanismen der Plasminaktivitat. Die Ubergange zwischen den

primér intravasal und primar extravasal ablaufenden Regulationswegen sind in vivo flie3end.

Bereits durch die weitreichenden Funktionen des Plasmin-Proteasesystems erhalten

auch seine Aktivatoren erhebliche Bedeutung. Vertieft eingegangen wird im

Folgenden auf das uPA-System, welches neben der Plasmin-aktivierenden Wirkung

eigenstandigen Funktionen besitzt. Diese besser zu beleuchten und zu verstehen ist

Ziel dieser Arbeit.
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1.3 Das Urokinase-/ Urokinaserezeptor (UPA-/uPAR)-System

1.3.1 Aufbau des Urokinasemolekiils

Die Serinprotease Urokinase wurde bereits als wichtiger Gewebeaktivator des
Plasmins genannt. Sie hat ein Molekulargewicht von 50kD und besteht aus einer
Peptidkette von 411 Aminosauren (AS), welche sich in drei Abschnitte faltet (siehe
Abb.3). Die N-terminale, sog. Wachstumsfaktor-ahnliche/ growth-factor-like Doméne
(GFD) zeigt starke Ahnlichkeit zu der des epidermalen Wachstumsfaktors und ist fiir
die Bindungsfahigkeit von Urokinase an ihren Rezeptor uPAR notwendig (Appella et
al., 1987). Die sich anschlieRende Sequenz beinhaltet eine Peptidkette mit
charakteristischer Kringel-Form und wird daher auch ,kringle-Domane® genannt. Sie
enthalt insbesondere die Bindungsstelle fir PAI-1 (Stephens et al., 1992). GFD und
die kringle-Domane bilden zusammen das aminoterminale Fragment (ATF), welches
aus AS 1-135 bestenht.

Am C-terminalen Ende des Peptids schlief3t sich die katalytische Einheit von uPA an,
welche die flr Serinproteasen typische Aminosauretriade Hiszos, ASp2ss, Sersss
beinhaltet (Stepanova et al., 2002). Die einzelnen Abschnitte erhalten ihre rdumliche
Struktur durch Disulfidbrickenbindungen, wovon in der GFD und kringle-Domane
jeweils drei, in der Proteaseeinheit insgsamt sechs zu finden sind.

Wie in Abb. 3 zu erkennen, kann das uPA-Molekul demnach in zwei Hauptbereiche
eingeteilt werden; das aminoterminale Fragment, welches zwar die
Rezeptorbindungsdoméne besitzt, jedoch proteolytisch inaktiv ist, und die C-

terminale Proteaseeinheit, welche keine Rezeptorinteraktion mehr eingehen konnte.

1.3.2 Aktivierung der Urokinase

Urokinase wird als inaktives Zymogen in der einkettigen, sogenannten single-chain
Version bestehend aus GFD, Kringelsequenz, einem Verbindungsstlick, dem sog.
connecting peptide (CP) aus 22 Aminosauren, und der Proteaseeinheit von
zahlreichen Zellen wie Endo-/ Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten,
Monozyten/ Makrophagen und vor allem Tumorzellen synthetisiert (Tkachuk et al.,
1996; Clowes et al., 1990; Eaton et al., 1984).
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Abb. 3: Aminosduresequenz des Urokinasemolekiils mit Darstellung der einzelnen
Funktionsbereiche. Die mit einem Stern Hﬁ versehenen AS sind Bestandteil der katalytischen Triade
der Proteaseeinheit. Der Pfeil an Stelle AS;sg markiert den Angriffspunkt der uPA-aktivierenden

Enzyme, an Stelle AS 156 den Angriffspunkt von Thrombin.

Durch die Spaltung der Peptidkette an Stelle Lysqss wird uPA in die Zweikettenform,
oder auch sogenannten two-chain-/ bzw. high-molecular-weight (HMW)-Form
konvertiert, erst dann ist uPA proteolytisch aktiv. Genau genommen weist auch die
einkettige Form von uPA eine minimale katalytische Aktivitat auf, welche jedoch um
ein Vielfaches geringer ist, als die der aktivierten Urokinase (Lijnen et al., 1990). Die
Spaltung von uPA durch gerichtete Proteolyse an Lysisg kann durch das Substrat
Plasmin aber auch durch Kallikrein und Faktor Xlla erfolgen (Ichinose et al., 1986).
Hierbei fallt auf, dass F Xlla und Kallikrein als intravasale Profaktoren sowohl in die
Plasminbildung direkt einwirken, aber auch indirekt Uber die Aktivierung von uPA die
Plasminaktivitat beeinflussen. Umgekehrt stehen Plasmin und uPA in enger

Wechselwirkung, da das jeweils aktive Enzym die Protease aktiviert, fur die es selbst
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Substrat ist (Schema 2). Diese Aktivierungskaskade spielt vor allem fir extravasal

ablaufende proteolytische Prozesse eine entscheidende Rolle.

Faktor Xlla/ Kallikrein

l

Plasminogen » Plasmin
uPA /:v sc-uPA

|

Faktor Xlla/ Kallikrein

Schema 2: Potenzierungsweg der Plasmin- und Urokinaseaktivierung.

Nach Plasmin-induzierter Proteolyse des inaktiven einkettigen Urokinasemolekuls
(Abb. 4a) kommen in vivo die in Abb. 4 b-d schematisch dargestellten Spaltprodukte
von uPA vor. Zunachst das aktive high-molecular-weight-uPA, gespalten in eine A-
und B-Kette, in der AS-Sequenz jedoch unverandert. Das ebenfalls aktive low-
molecular-weight-(LMW)uPA entsteht nach Abspaltung der
Rezeptorbindungsdomane (Abb. 4c), besitzt demnach noch eine aktive katalytische
Einheit, jedoch keine Bindungsfahigkeit zum Rezeptor mehr. Das amino-terminale
Fragment (ATF, Abb. 4d) hingegen kann zwar an seinen Rezeptor binden, jedoch
keinerlei proteolytische Aktivitat mehr aufweisen (Poliakov et al., 2001), da die
katalytische Einheit fehlt (siehe auch Abb.3).

a) inaktive einkettige Form (sc-uPA)

GFD Kringle CP Serinprotease COOH
AS 1-48 49- 135 136-158 159- 411

b) aktive hochmolekulare Form (HMW-uPA)

GFD Krinale CP Serinprotease COOH

A- Kette 1-135 \ , B- Kette 159-411
~ _S_S -
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c) aktive niedermolekulare (LMW)-Form

CP Serinprotease COOH
T T

‘.ss-’

AS 159-411

d) inaktives aminoterminales Fragment (ATF)

GFD Krinale
AS 1-48 49- 135

Abb. 4a-d: Schematische Darstellung der biologisch bedeutsamen Sequenzen des uPA-Peptides. Die
Bezeichnung aktiv/ inaktiv bezieht sich ausschlie3lich auf die proteolytische Aktivitat. GFD= growth-

factor domain, Kringle= Kringeldoméane, CP= connecting peptide.

Thrombin ist ebenfalls fahig, Urokinase zu spalten. Allerdings geschieht dies an
Stelle Argiss (Abb.3), wodurch eine Zweikettenform entsteht, die proteolytisch inaktiv
ist (Braat et al.,, 1999). Somit stellt die Thrombin-abhangige Proteolyse von uPA

einen Inaktivierungsprozess dar.

1.3.3 Substrate der Urokinase

Wie bereits ausgefuhrt ist eines der hauptsachlichen Substrate der aktiven Urokinase
die Protease Plasminogen. Die Bindung von uPA an seinen spezifischen Rezeptor
UPAR erhoht die Affinitat der Urokinase zu Plasminogen (Quax et al., 1991), sodass
hieriber die Plasminbildung und damit die proteolytische Aktivitat auf ausgewahlte
Bereiche der Zelloberflache konzentriert werden kann, wo uPA gebunden an seinen
Rezeptor in rdumlicher Nahe zu Plasminogen vorliegt.

Der Urokinase-Rezeptor wird durch seinen Liganden uPA aber nicht nur gebunden,
sondern dient selbst als Substrat des aktiven Enzyms (Hoyer- Hansen et al., 1992).
Die sensible Region befindet sich zwischen zwei Proteindomanen des Rezeptors,
der sog. Domane 1 und 2 (siehe Abb. 5). Nach uPA-abhangiger Proteolyse des
eigenen Rezeptors, wird eine Verbindungssequenz zwischen Domane 1 und 2 des
Rezeptors freigesetzt, welches auch Peptid 88-94 genannt wird und die AS-Sequenz
SRSRYLE besitzt. Dieses Peptid soll fur verschiedene zellulare Funktionen

verantwortlich sein, worauf im Verlauf noch naher eingegangen werden wird.
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1.3.4 Der Urokinase-Rezeptor (UPAR)

1985 wurde erstmals Uber einen spezifischen Zellmembranrezeptor flr uPA berichtet
(Vasalli et al., 1985; Stoppelli et al., 1985), welcher als uPAR/ CD 87 identifiziert
wurde und mit dem sogenannten macrophage differentiation antigen Mo3 identisch
war (Min et al., 1992; Todd et al., 1995).

Das uPAR-Gen liegt auf Chromosom 19913 (Berglum et al., 1992) und kodiert ein
Protein aus 335 AS, welches nach posttranslationeller Prozessierung und
Verknupfung mit einem COOH-terminal gebundenen Lipidanker noch 283 AS mit
einem Molekulargewicht von 40-60kD umfasst (Ploug et al.,, 1991; Roldan et al.,
1990). Die Variationen des Molekulargewichtes beruhen auf unterschiedlichen
Glykosylierungszustanden des Proteins und zeigen dementsprechend in
elektrophoretischen Auftrennungen ein uneinheitlich breites Muster (Behrendt et al.,
1990), welches in den Ergebnissen dieser Arbeit noch gezeigt werden wird. Der
Rezeptor gehort aufgrund seiner strukturellen Verwandtschaft zur Gruppe der Ly-6/
snake venom Proteine und besitzt drei extrazellulare homologe Domanen (Abb. 5).
Bedingt durch die Anordnung der Cysteine in der Peptidkette zeigen diese ein ganz
bestimmtes Muster von finf Disulfidbriicken, welches in den Domanen 2 und 3
identisch ist. Domane 1 enthalt dagegen nur die ersten vier S-S-Bricken (Abb. 5).
Diese Domane ist von besonderer Wichtigkeit, da hier die Bindungsstellen fur
Liganden des Urokinaserezeptors liegen.

Das beschriebene Disulfidbriickenmuster wurde in Neurotoxinen von Schlangen
gefunden, wodurch die oben genannte Bezeichnung ,snake venom®“ Proteine
zustande kam (Ploug et al., 1993, 1994).

Mittlerweile ist bekannt, dass uPAR auf unterschiedlichsten Zelltypen wie
Leukozyten, Endothel-/ Epithelzellen, glatten vaskularen Muskelzellen und
zahlreichen Tumorzellarten zu finden ist (Blasi et al., 1988; Nakata et al., 1998;
Hildenbrand et al., 1998; Dubuisson et al., 2000). Hierbei fallt auf, dass Gefalizellen
ebenso wie auch Organ-/ Stromazellen den Urokinaserezeptoren exprimieren, was

bereits eine gewisse Multifunktionalitat des Rezeptors vermuten Iasst.
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09,
Chymotrypsin gﬁ’ 6
uPA Trypsin
yp & M)

Doméane 2
AS 95- 176

Domane 3

Domane 1 AS 194- 283
AS 1- 87

P> = Glykosylierungsstelle

|> = mdglicher Glykosylierungsstellen 283

......... = Grenzen der Domanen T
GPI-

nker

Abb. 5:. Aufbau des uPAR-Molekiils. Dargestellt ist die AS-Sequenz mit Markierung der drei
homologen extrazellularen Domaénen, jeweils mit Angabe der Aminosdureanzahl sowie der
Disulfidbindungen. Am  COOH-terminalen Ende der Peptidkette schliet sich der
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an. Typische Glykosylierungsstellen und die Angriffspunkte
der Proteasen Trypsin und Chymotrypsin sowie die Peptidsequenz 88-94 zwischen Doméne 1 und 2
sind hervorgehoben.

Wie in Abb. 5 ersichtlich befinden sich zwischen den Domanen 1 und 2, sowie
zwischen Domane 2 wund 3 kurze AS-Ketten, welche den eigentlichen
Proteindomanen nicht zugeordnet sind. Der AS-Sequenz 88-94 steht eine besondere
Bedeutung zu, da sich in diesem Abschnitt mehrere Angriffspunkte fur verschiedene
Proteasen wie Trypsin, Chymotrypsin und auch uPA befinden. Durch spezifische

Proteolyse kann demnach das bereits in 1.3.3 beschriebene Peptid 88-94 aus dem
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Rezeptorprotein ausgeschnitten werden, wobei die Liganden-bindende Domane 1
von dem Gesamtprotein abgespalten wird und der sog. D2/D3-uPAR-Komplex ubrig
bleibt.

Liganden des uPAR sind sowohl die inaktive einkettige Variante wie auch die aktive
hochmolekulare Form der Urokinase, welche an Domane 1 des Urokinaserezeptors
binden. Interessanterweise stellt auch das Matrixprotein Vitronektin einen
Bindungspartner fur den Urokinaserezeptor dar, woflr ebenfalls Domane 1 des
Rezeptors die Bindungsstelle beinhaltet (Behrendt et al.,, 1991). Diese Eigenschaft
lasst eine Bedeutung von uPAR als Adhasionspartner fir Zell-Matrix-Interaktionen
bereits vermuten.

Ein weiterer Ligand fur uPAR ist die Kinin-freie, hochmolekulare Form von Kininogen
(HMW-Kininogen, Hk,) (Chavakis et al., 2002). Dieses entsteht nach Kallikrein-
abhangiger Abspaltung des Vasodilatators Bradykinin aus Kininogen. Hk, und
Vitronektin kompetieren als Bindungspartner fur uPAR, sodass in Anwesenheit von
hochmolekularem Kininogen keine uPAR-Vitronektin-Interaktion maoglich ist und Hk,

als antiadhasiver Faktor interpretiert werden muss.

uPA > Plasminaktivierung, zellulare Funktionen

uPAR- Bindung—— VN —» Zell-Matrixadhasionsprozesse

HKa — Hemmung der VN-uPAR-Interaktion,

Regulation von Adhasionsprozessen
Schema 3: uPAR-Ligand-Interaktion und entsprechende Funktionen.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Affinitat des
kompletten Rezeptors fur seine Liganden um ein Vielfaches hoher ist, als die
Bindungskapazitat der Domane 1 alleine, sodass fur eine effektive Ligand-
Rezeptorinteraktion der intakte uPAR mit allen drei Domanen notwendig zu sein
scheint (Ploug et al., 1994; Behrendt et al., 1996; Bdeir et al., 2000; Liang et al.,
2001). Inwiefern die Domanen 2 und 3 allerdings die Affinitat des Rezeptors zu

seinen Liganden verandern, ist noch nicht vollends geklart. Ausnahme ist die
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Bindungsfahigkeit von uPAR zu Hk,, da auch nach Abspaltung der Domane 1 des
Rezeptor der D2/D3-uPAR-Komplex interessanterweise eine unbeeintrachtigte Hk,-
Bindungsfahigkeit aufweist (Chavakis et al., 2000).

Ein wichtiges Charakteristikum des Urokinaserezeptors ist seine Verankerung in der
Zellmembran, welche aus einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Lipidanker am
COOH-Terminus des Proteins besteht (Abb. 6). Damit ist die Position des Rezeptors
im auleren Blatt der Doppellipidmembran einer Zelle lokalisiert; eine
transmembranare Rezeptordomane bis in den Zytosolraum fehlt (Ploug et al., 1991).
Durch eine Glycosylphosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PLC) kann die
Proteineinheit des uPAR am COOH-Terminus von dem GPI-Anker getrennt werden.
So entsteht eine 16sliche Form des uPA-Rezeptors (soluble uPAR= suPAR), welcher

der GPI-Anker fehlt, bei jedoch erhaltener Ligandenbindungsfahigkeit.

Angriffspunkt der PLC zur Abspaltung

UPAR- *  der Proteineinheit vom GPI-Anker.
Protein

I

Y
HH

Abb. 6: Struktur des GPI-Ankers mit charakteristischer Verankerung im &ufReren Blatt einer
Doppellipidmembran. Markiert ist ebenso die Angriffsstelle der Phospholipase C, welche den GPI-

Anker von der Proteineinheit I16sen kann.

Uber mdgliche spezifische Funktionen des Lipidankers wird derzeit noch intensiv

diskutiert. Durch die GPI-Verankerung wird eine relativ hohe laterale Mobilitat des
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Rezeptors in der Zellmembran erreicht. Andererseits weil3 man von der Bildung
besonders Lipid- und Cholesterin-reicher Inseln und Signalosomen innerhalb einer
Zellmembran, wo es zu Kontakten intra-und transmembranarer Proteine/ Rezeptoren
mit intrazellularen Signalproteinen kommen kann. Sphingolipide, Ganglioside aber
auch GPl-verankerte Proteine sind haufig Bestandteil dieser sog. lipid rafts (Harder
et al.,, 1997; Simons et al., 2000) sodass die Akkumulation des uPAR in solchen
Lipidinseln fur die Funktionsfahigkeit von Bedeutung sein mag.

1.4 Zellulédre Funktionen des uPA-/uPAR-Systems

1.4.1 uPA-/UPAR-Expression

Bislang fokussierte sich die Beschreibung des uPA-/uPAR-Systems primar auf die

Proteolyseaktivitdt und Plasmin-Regulation. Die ausgepragte Zellvielfalt, auf welcher
der Urokinaserezeptor zu finden ist, l1asst jedoch vielseitige Funktionen des Systems
vermuten.

Passend dazu zeigte sich eine Uberexpression von uPA und uPAR in Regionen
verstarkter Umbauprozesse wie entzindlichen Geweben, atherosklerotischen
Plaques, in Wundheilungsprozessen, aber auch in Tumorgeweben (Andreasen et al.,
2000). Ursachliche beteiligt daran sind inflammatorische Mediatoren wie TNF-a, IL-1
und IL-8 (Feliciani et al., 2003; Han et al., 2002). Aber auch hypoxisches Milieu sowie
der Einfluss von Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF verstarken die Expression von
uPA und seinem Rezeptor (Kroon et al., 1999, 2000).

Untersuchungen an Tumorzelllinien, u.a. Mamma-, Prostata-, Coloncarcinomzellen,
aber auch vaskularen glatten Muskelzellen und Monozyten zeigten, dass der
Urokinaserezeptor besonders an Zellauslaufern verstarkt exprimiert wird, welche in
Kontakt mit benachbarten Zellen oder der extrazellularer Matrix stehen (Blasi et
al.,1988; Stephens et al., 1989; Pollanen et al., 1988; Andreasen et al., 1997). Diese
Kontakte spielen fur Prozesse wie Zelladhasion und Migration eine wichtige Rolle,
sodass fur das uPA-/uPAR-System eine Beteiligung an diesen Funktionen postuliert
wurde. Zunachst sah man in dieser Fokussierung nur die Konzentrierung
proteolytischer Aktivitat an den FuRchenauslaufern (Plasmopodien) der Zellen.
Immunoprazipitationen und immunhistochemische Farbungen ergaben jedoch

mehrfach eine Colokalisation von uPAR und Zelladhasionsproteinen, wie den
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Integrinen. So wuchs der Gedanke, das uPA-/uPAR-System koénnte eigene,
spezifische Funktionen haben, welche unabhangig vom Plasminsystem und der

proteolytischen Aktivitat des Urokinasesystems sind.

1.4.2 uPAR und Zelladhasion

Durch den  Nachweis der Kolokalisationen  zwischen @ uPAR  und
Zelladhasionsproteinen wurde eine regulatorische Wirkung des uPAR auf
Adhasionsprozesse, insbesondere auf Integrinfunktionen postuliert, welche hier
naher erortert werden soll.

Integrine sind transmembranar verankerte Membranproteine, welche aus zwei
Untereinheiten, einer a-und einer B-Kette bestehen, und in obligater Gegenwart
divalenter Kationen wie Ca?*, Mg, Mn%*, Zn®* mit hoher Spezifitat an extrazellulare
Matrixproteine (Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin, Laminin, Kollagen, VWF u.a.)
aber auch Zellmembranrezeptoren, spezifischen Proteinen der Immunglobulinfamilie
(intercellular adhesion molecules; ICAMs) binden. Somit sind Integrine essentiell fur
Zell-Matrix- wie auch Zell-Zell-Interaktionen. Die Bindung von Integrinen an die
entsprechenden Matrixproteinen ist typischerweise abhangig von einer RGD-
(Arginin-Glycin-Glutamat) Sequenz auf den entsprechenden Bindungsproteinen.
Durch die intrazellulare Domane stehen Integrine in direkter Verbindung zu
zytoskelettaren Proteinen wie Talin, Vinculin oder Aktin (Abb. 7). Sie kodnnen
aullerdem in der Zellmembran untereinander wie auch mit zahlreichen anderen
Membranproteinen wie Caveolin, IAP (integrin associated protein), TMy (four-
transmembrane receptor) akkumulieren (Giancotti et al., 2000) und somit an der
Bildung von Adhasionskomplexen beteiligt sein.

Abbildung 7 stellt schematisch einen Integrinfunktionskomplex dar.

Uber die B-Untereinheit, welche eine gréRere intrazellulare Domane besitzt
kommunizieren Integrine u.a. mit Talin, welches wiederum Kontakt zu Vinculin und
Aktin herstellt. Inbesondere Vinculin kann zusatzlich Signalproteine an sich binden,
sodass Uber veranderte Integrin-Zytoskelettverknupfungen Wirkungen auf die
intrazellulare Signalweiterleitung entstehen. Dabei sind sowohl outside-in Signalwege
nach Integrin-Ligand-Interaktion moglich, wie auch inside-out vermittelte
Veranderungen der Integrin-Affinitdt zu ihren Liganden nach intrazellularen

Veranderungen des Zytoskeletts.
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Integrine Integrine
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extrazellular

Plasmamembran

intrazellular
Vinculin

Talin

Downstream- Signalling

Abb. 7: Beispielhafte Darstellung einer Integrinverankerung in der Zellmembran mit entsprechender
Verbindung zu intrazelluldren Zytoskelettproteinen.

Durch Integrine wird unter anderem das Haften von Leukozyten an den
Endothelzellen vermittelt, bevor sie in entziindliche Gewebe einwandern. Die
Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten im Rahmen von Koagulationsprozessen
ist ebenfalls ein Integrin-vermittelter Prozess und fuhrt zu Veranderungen des
Zytoskeletts wie auch zur Aktivierung von Signaltransduktionsprozessen.
Insbesondere Signalpeptide aus der Gruppe der src-Kinasen, aber auch G-Protein-
vermittelte Signalkaskaden konnen Integrin-vermittelt aktiviert werden (Newham et
al., 1996; Giancotti, 2000; Schlaepfer et al., 1998).

Insgesamt ist die Regulation von Integrinfunktionen bislang nur teilweise verstanden.
uPAR wurde in Assoziation mit B1-, B2-, B3- und Bs-Integrinen (Yebra et al., 1999;
Carriero et al., 1999) auf Zellmembranen identifiziert und kann auf noch nicht ganz
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geklarte Weise die Bindungsfahigkeit der Integrine zu ihren Liganden verandern und
deren Funktionsfahigkeit beeinflussen (Nguyen et al., 1999). So beschrieben May et
al. 2000 und Zhang et al. 2003 die notwendige Interaktion zwischen dem [(,-Integrin
Mac-1 (CD11b/CD18; macrophage antigen-1) und uPAR fur den Aufbau einer
stabilen Bindung von Monozyten auf Endothelzellen (Zell-Zell-Interaktion), bzw. von
Epithelzellen auf Fibrinogen (Zell-Matrix-Interaktion). Da B2-Integrine auf Leukozyten
uberwiegen, ist die Regulation ihres Aktivitatszustandes ein essentieller Schritt fur
die Rekrutierung von Leukozyten in entzindliche Gewebe.

Simon et al. beschrieben 2000 die Identifikation einer direkten Bindungsstelle von
uPAR mit B4- und B2-Integrinen, welche als sog. peptide 25 der Aminosauresequenz
424-440 der CD11b-Domane von Mac-1 entsprach. Eine I6sliche Form des peptide
25 vermochte kompetetiv die Assoziation von B4-Integrinen und uPAR zu verhindern.
Postuliert man uPAR als direkten Integrinliganden, so ist vorstellbar, dass er sowohl
in cis-Konfiguration in die Integrinfunktion der Rezeptor-exprimierenden Zelle
eingreift, aber auch in trans-Konfiguration mit Integrinen benachbarter Zellen eine
Bindung eingehen kann und somit an Zell-Matrix-, wie auch an Zell-Zellinteraktionen
beteiligt ist.

UPAR exprimierende Zellen zeigen aul3erdem eine vermehrte Bindung an Vitronektin
(VN). Dieses Matrixprotein, welches als monomere Form im Plasma aber vor allem
als multimere oder auch denaturierte, gedffnete Form vermehrt extravaskular in
Inflammationsgeweben wie auch bei Wundheilungsprozessen zu finden ist, stellte
sich als direkter Bindungspartner des Urokinaserezeptors heraus (Wei et al., 1994;
Kanse et al., 1996). Die Bindungsdomane fur Vitronektin befindet sich ebenso wie fur
uPA in Domane 1 des uPA-Rezeptors, kompetiert jedoch nicht mit selbiger. Vielmehr
zeigen uPA-stimulierte Zellen mitunter eine erhohte Affinitat zu VN. Umgekehrt
befindet sich die Bindungsstelle fir uPAR in der N-terminal gelegenen sog.
Somatomedin B (SMB)-Domane von Vitronektin und ist abhangig von spezifisch
sulfatierten Tyrosinresten (Okumura et al., 2002).

Die Integrinbindungstelle auf Vitronektin enthalt als Pendant eine RGD-Sequenz und
entspricht somit einer typischen Integrin-Matrixbindung, welche auf die Anwesenheit
divalenter Kationen angewiesen ist. Beide Vitronektinbindungsareale stehen jedoch
nicht in Wechselwirkung miteinander, sondern scheinen interessanterweise vollig

unabhangig voneinander vorzuliegen.
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Ebenfalls in der SMB-Domane von Vitronektin befindet sich allerdings eine
Bindungsstelle fur PAI-1, sodass es zur kompetetiven Hemmung der uPAR-
Vitronektin-Interaktion in Gegenwart von PAI-1 kommt, was einen antiadhasiven
Regulationsmechanismus darstellt. In 1.3.4 wurde hochmolekulares Kininogen (Hka)
bereits als Ligand von uPAR beschrieben, welcher die VN-uPAR-Interaktion stort und
somit ebenfalls anti-adhasiv wirkt. Vitronektin selbst kann Uber seine N-terminale
SMB-Domane HK, binden und dadurch PAI-1 aus der VN-Interaktion l6sen. Somit
bedingt das Vorliegen von HK, die Prasenz zweier andiadhasiver Faktoren, HK,
selbst sowie PAI-1, und fuhrt gleichzeitig durch die Freisetzung von PAI-1 zur

Hemmung von uPA.

- PAI- 1

itronektin

Abb. 8: Antiadhasive Funktion von PAI-1 und HKa bei der uPAR-VN-Interaktion.

Es wird deutlich, dass das uPA-/JuPAR-System auf komplexe Weise in
Zelladhasionsprozesse einzugreifen vermag und an deren Regulation wesentlich

beteiligt ist.
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1.4.3 uPAR und Zellmigration

Die Regulation von Zelladhasionsprozessen ist eng verknupft mit dem Ausmal an
mdglicher Zellmobilitat, sodass in weiteren Studien der Einfluss des uPA-/uPAR-
Systems auf Zellmigrations- und Proliferationsgeschehen untersucht wurde.

Das Ausmald der Motilitat und/oder Proliferation zahlreicher Tumorzelllinien zeigte
sich in vitro durch eine Aktivierung des uPA-/uPAR-Systems beeinflusst (Mc Donald
et al., 1998; Nakata et al., 1998). Interessanterweise wird eine verstarkte Expression
von UPAR spezifisch auf entarteten Zellen im Vergleich zum Ursprungsgewebe eines
Tumors gefunden, was eine Eigenschaft eines besonders invasiven Phanotyps einer
Tumorzelle zu sein scheint (Fisher et al., 2000).

Initial wurde die motilitatssteigernde Wirkung der uPA-/uPAR-Interaktion primar
durch den Plasmin-aktivierenden Effekt und die fokussierte Preoteolyse durch
gegenseitige Wechselwirkung des Plasmin- und uPA-Systems erklart. Mukhina et al.
postulierten 2000 jedoch eine rein chemotaktische Wirkung der Kringeldoméane von
uPA auf humane epitheliale Nierenzellen (HEK293). In einer weiteren Arbeit der
gleichen Autoren wurde diese Wirkung wiederum der GFD zugeschrieben, sodass
die Ergebnisse bezlglich des genauen Regulationsmechanismus fraglich bleiben.
Kanse et al. konnten bereits 1997 eine proliferationssteigernde Wirkung von uPA auf
glatte GefalRmuskelzellen (VSMC) zeigen. Dieser Zelltyp spielt v.a. bei entzindlichen
GefalRwandprozessen wie der Entwicklung atherosklerotischer Plaques,
Neointimabildung und postinterventioneller Restenose eine Rolle. Es kommt zur
vermehrten Einwanderung und Proliferation der VSMC in die Intima, sowie zur
Akkumulation von Entzindungszellen, welche wiederum chemotaktisch wirkende
Entzindungsmediatoren wie IL-1 und TNF-a freisetzen kdnnen (Ross et al., 1993).
Die Beteiligung des uPA-/uPAR-Systems an Zellmobilitats- und —zyklusprozessen
weist Funktionen auf, die unabhangig von der proteolytischen Aktivitat sind.

Eine zentrale Frage dabei ist jedoch, wie der Mechanismus der
Informationsvermittiung in die Zelle nach uPA-Bindung an seinen Rezeptor
funktionieren soll, da uPAR keine transmembranare Doméane besitzt.

Eine interessante These wurde von der Arbeitsgruppe des Francesco Blasi
postuliert.  Eine  durch  uPA-Bindung an seinen Rezeptor initiierte
Konformationsanderung des uPA-/uPAR-Komplexes sollte die Freilegung eines

Adapter-bindenden Neoepitops hervorrufen. Unterstitzung fand diese These, als
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Resnati et al. 1996 einen chemotaktischen Effekt einer proteolytisch veranderten
I6slichen uPAR-Form auf humane Monozyten beschrieben. Nach proteolytischer
Abspaltung von Domane 1 des uPA-Rezeptors durch Urokinase selbst, Trypsin oder
Chymotrypsin wird die Verbindungssequenz zwischen Domane 1 und 2, das bereits
beschriebene peptide 88-94 exprimiert. Dieses Peptid wurde neben seiner moglichen
chemotaktischen Wirkung auch als Induktor von Signalaktivierungskaskaden sowie
als moglicher Ligand des G-Protein gekoppelten FMLP-Rezeptors beschrieben
(Resnati et al., 1996; Fazioli et al., 1997; Sidenius et al., 2002).

Insgesamt ist die Suche nach einem moglichen und notwendigen Adapterprotein
aulerst interessant und erscheint eine logische Konsequenz der fehlenden Zytosol-
Verbindung des Urokinaserezeptors zu sein. Da die Untersuchungen uber das
Urokinasesystem bereits mehrfach gezeigt haben, dass eine relative Zellspezifitat
der Ergebnisse vorzuliegen scheint, bleibt jedoch die Frage, inwiefern sich die

Ergebnisse von Resnati und Blasi et al. auf andere Zellmodelle tbertragen lassen.

1.4.4 uPAR und Signalaktivierung

Unbeachtet der noch ungelésten Frage, wie eine Signalaktivierung Uber die Ligand-
uPAR-Interaktion vonstatten gehen kann, steht mittlerweile aul3er Frage, dass sie
dennoch funktioniert. Zum einen, weil die Regulation von Zelladhasion, -migration
und -proliferation einen komplexen Mechanismus darstellt, an welchem intrazellulare
Signalaktivierungskaskaden beteiligt sein missen (Gyetko et al., 1999; Ribatti et al.,
1999). Zum anderen, weil mittlerweile zahlreiche Publikationen vorhanden sind, die
dies belegen (siehe auch Tab.3, S.29). Chiardonna et al. konnten 1999 eine p56/59
(hck)-abhangige Regulation von myelomonozytarer Adhasion versus Motilitat in
uUPAR stimulierten Zellen zeigen. Eine Reihe uPA inkubierter Zellen (VSMC,
Tumorzellen, Monozyten) weisen aufderdem zytoskelettale Veranderungen im Sinne
von Filopodienbildung auf, was eine Wirkung jenseits der proteolytischen Aktivitat
voraussetzt. Vice versa konnen Reorganisationsprozesse des Zytoskeletts zur
vermehrten Expression des uPA-Gens fuhren (Irigoyen et al., 1999), was eine
Vernetzung des uPA-/uPAR-Systems mit Zellmaotilitat und Signalaktivierung zeigt.

In  Immunoprazipitationsversuchen wurde die Assoziation von uPAR und
Signalproteinen wie Src-Kinasen und Proteinen der JAK/STAT-Familie deutlich

(Dumler et al., 1998). Ebenso konnte die direkte Aktivierung von Erk (extracellular
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regulated kinase)/MAPK (mitogen activated protein kinase) oder kleinen GTPasen
wie Rac/Rho in verschiedenen Zelltypen, u.a. Mammacarcinomzellen, Fibroblasen,
Endothelzellen und VSMC, initiiert werden (Kjaller et al., 2001; Nguyen et al., 2000;
Dumler et al., 1998; Kanse et al 1997).

Sighalkomponenten in uPA-/JuUPAR- oder uPA-/uPAR-Inteqgrin Komplexen

Signalproteine Zelltyp Funktion Referenzen
FAK-Cas-Paxillin LNCaP, EC Migration 1,2
FAK, Src, ERK MCF-7, HEK293 Adhasion, Migration 3,4
PKC&-ERK PC12 Differenzierung 5
Ras-ERK MCF-7(uPAR) Migration 6
Src-Shc-SOS-,Ras-Mek-ERK  MCF-7 Migration 3
Mek-ERK MCF-7, HEK 293 Adhasion, Migration, Tumorwachstum 4,6,7,8
Mek-ERK-MLCK MCEF-7(uPAR) Migration 6
Mek-ERK VSMC Proliferation 15
Hck-fgr ua37r Chemotaxis, Adhasion, Differenzierung 9,10
Hck-Gggy THP-1, VSMC Chemotaxis, Differenzierung 10,11
Hck-ERK/p38 HT-1080 PAI-2 Expression, c-fos 12
P38 HT 1080, Hep3 PAI-2 Expression, c-fos, Tumorwachstum 12,7
Jak/Stat family VSMC, EC Transkription, DNA- Synthese 13,14
Caveolin THP Adhasion 4
PI-3K, Tyk2, RhoA VSMC Migration 16
PI-3K, G; PLC, Ca/CalmK VSMC Migration 17

Tabelle 3: Ubersicht uPAR-aktivierter Signalkomponenten. Teilweise entnommen aus Ossowski L et

al., Curr Opin Cell Biol 2000 mit eigenen Erganzungen.

Ergadnzungen zu Tabelle 3:

Zellen: EC=Endothelzellen; HEK 293=human epithelial kidney; Hep3=human squamdses Carcinom;
HT1080=humanes Fibrosarkom; LNCaP=humanes Prostatacarcinom; MCF-7=humanes
Mammacarcinom; MCF-7(uPAR) mit uPAR-Uberexpression; PC12=Phochromozytom; THP-
1=humane Monozyten; U937=humane Myelomonozyten; VSMC=vaskulare glatte Gefallmuskelzellen.
Referenzen: 1 Tang et al., 1998; 2 Yebra et al., 1999; 3 Nguyen et al., 2000; 4 Wei et al., 1999;

5 Farias- Eisner et al., 2000; 6Nguyen et al., 1999; 7 Aguirre Ghiso et al., 1999; 8 Chapman et al.,
1999; 9 Chiardonna et al., 1999; 10 Fazioli et al., 1997; 11 Degryse et al., 1999; 12 Blasi et al., 1999;
13 Koshelnik et al., 1997; 14 Dumler et al., 1998, 15 Kanse et al., 1997; 16 Kiian et al., 2003;

17 Petzinger et al., 2001.
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Die in 1.4.3 beschriebene These eines notwendigen Adapterproteins zur Vermittlung
uPAR-abhangiger zellularer Funktionen kann auch auf die entsprechend
notwendigen Signalaktivierungsvorgange wie 2nd-messenger-Aktivierung oder
Phosphorylierungsprozesse Ubertragen werden. Neben der noch fraglichen Funktion
des  beschriecbenen Peptids 88-94 werden als mogliche  Adapter
Transmembranproteine wie Integrine, LRP und Caveolin diskutiert, da hier eine
direkte Assoziation mit uPA-/uPAR beschrieben ist.

Die Bedeutung von Caveolin fur die Bi-Integrin vermittelte, uPAR-abhangige
Signalaktivierung wurde 1999 von Chapman et al. und Wei et al. nachgewiesen,
sodass dieses Protein kurz beschrieben werden soll. Caveolin ist ein ca. 21kD
schweres Membranprotein, welches die Fahigkeit besitzt, Cholesterin sowie
unterschiedliche Signalproteine, darunter c-Src und G-Proteine, zu binden (Okamoto
et al.,, 1998; Parton et al., 1996). Es besitzt eine sog. ,scaffolding domain®, welche
die Einbettung in die Plasmamembran vermittelt und fur die Bildung von Homo-
Oligomeren verantwortlich ist. Dadurch formieren sich Caveolin- und Cholesterin-
reiche Mikrodomanen in der Membran, welche Caveolae (= Gribchen) genannt
werden. GPIl-verankerte Proteine, wie der Urokinaserezeptor eines ist, neigen zur
Akkumulation in lipidreichen Membraninseln. Dies konnte die raumliche Assoziation
von UPAR mit Caveolin vereinfachen und auf eine funktionelle Bedeutung des GPI-
Ankers hinweisen.

Allerdings koénnen auch Zellen, die kein Caveolin exprimieren, lipidreiche
Membrandomanen, sog. lipid rafts bilden, sodass diese von typischen Caveolae
unterschieden werden mussen (Simons et al., 2000).

Diese Lipiddomanen spielen ebenfalls fur zahlreiche Signalaktivierungsprozesse eine
Rolle (Horejsi et al., 1999; Harder et al., 1997). Im Hinblick auf die Konzentration von
Cholesterin und Sphingolipiden sowie beteiligten Membranproteinen und Rezeptoren
sind Caveolae und lipid rafts zwar ahnlich, allerdings gab es immer wieder
Diskrepanzen bezuglich der Organisation GPl-verankerter Proteine in diesen
lipidreichen Membraninseln (Schnitzer et al., 1995). Caveolin darf dennoch als
attraktive Mdglichkeit eines Adapterproteins flr die Bs-Integrin-vermittelte, uPAR-
abhangige Zelladhasion und die notwendige Signalaktivierung betrachtet werden.
Letztendlich hat sich immer wieder bestatigt, dass uPA-/uPAR-vermittelte zellulare
Funktionen einschliel3lich der notwendigen Signalprozesse eine hohe Zellspezifitat

aufweisen, sodass die Aktivierungskaskaden einer Zelllinie und die daraufhin
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folgenden Effekte nicht ohne weiteres auf eine andere Zellart Gbertragen werden
konnen. Dies kann auch bedeuten, dass unterschiedliche Zellarten unterschiedliche
Adapterproteine verwenden, sodass die Antwort wahrscheinlich nicht in einem
universellen Protein zu suchen ist, sondern immer auf die besonderen Funktionen
der jeweiligen Zelle bezogen werden muss.

In Abb. 9 werden die beschriebenen zellularen Funtkionen des uPA-uPAR-Systems
abschlie3end schematisch zusammengefasst.

uPA Vitronektin

uPAR 2. Adhasion

-~ Integrine
1. Plasminogen- '~
aktivierung/ \
Proteolyse

N PAI-1
3. Signalaktivierung — 7 PAI-4/PN1

Migration/ Proliferation

4. Internalisation/
Regulation

Abb. 9: Schematische Darstellung zellularer Funktionen des uPA-uPAR-Systems.
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1.5 Fragestellungen dieser Arbeit

Wie Kapitel 1 gezeigt hat, sind die Funktionen des uPA-/uPAR-Systems vielfaltig und
dennoch nur begrenzt untersucht und verstanden. Von besonderem Interesse
erscheinen die zellularen Funktionen der Zelladhasion und -migration und die damit
verbundenen Signalkaskaden. Dabei ist die Fahigkeit des uPAR, neben uPA und
Kininogen auch Vitronektin als extrazellulares Matrixprotein direkt binden zu kdnnen,
eine Besonderheit  dieses Rezeptors. Da es sogar zusatzliche
Regulationsmoglichkeiten und spezifische anti-adhasive Faktoren gibt, erscheint
diese Bindungsfahigkeit Teil eines komplexen Adhasions-Regulator-Systems zu sein.
Das Verstandnis dieses Systems ist Ziel der ersten Fragestellung der vorliegenden
Arbeit:

1.) Wie funktioniert uPAR-vermittelte Zelladh&sion insbesondere auf Vitronektin?
Liegt hierbei nur eine semistabile Bindung vor, oder kann uPAR als eigenstandiges
Adhasionsmolektl dienen, Komplexe mit zytoskelettalen Proteinen bilden und somit
eine stabile Zell-Matrixinteraktion vermitteln? Ist fir die Ausbildung solch eines
Adhéasionskomplexes die Anwesenheit von Integrinen erforderlich oder spielt
vielmehr die typische Membranintegration des uPA-Rezeptors mit seinem GPI-Anker

eine Rolle in uPAR-abhéngiger Formation von Adhasionskomplexen?

Regulierte Zelladhasionsprozesse sind meist die Grundvoraussetzung flur zellulare
Migration, da nur so die notwendige Balance zwischen ausreichender Fixierung und
Mobilisierung einer Zelle erreicht werden kann.

Durch Stimulation glatter Muskelzellen mit uPA konnte eine vermehrte Proliferation
und Migrationsfahigkeit der Zellen erreicht werden; wohlgemerkt sind beide
Funktionen essentielle Reaktionen im Rahmen gefal3pathologischer Prozesse. Die
Aufklarung der Frage, wie das uPA-/uPAR-System Zellmigration beeinflusst, ist der

zweiten Fragestellung dieser Arbeit gewidmet.

2.) Wie funktioniert uPAR-vermittelte Migration glatter GefaBmuskelzellen, wenn man
postuliert, dass die Wirkung nicht ausschlief3lich auf eine vermehrte Plasminaktivitat
zuruckzufihren ist? Welche spezifischen, signalaktivierenden Prozesse sind an

uPAR-vermittelter Zell-Migration beteiligt?
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2 Material & Methoden

2.1 Reagenzien

Antikorper (monoklonal (mAB), polyklonal (pAB)):

Anti- human-uPAR (pAB) Dr. D. Cines (Pensylvania, Philadelphia, USA)
Anti- B4-Integrin/ CD 29 (M106, mAB) Santa Cruz (Heidelberg, D)

Anti- B4-Integrin /CD 29 (K20, mAB) Dako (Hamburg, D)

Anti- B,-Integrin/ CD 18 (CTB104, mAB) Santa Cruz (Heidelberg, D)

Anti- B,-Integrin (Game 46, mAB) Pharmingen (Hamburg, D)

Anti- c-Src (SRC-2, pAB Kaninchen) Santa Cruz (Heidelberg, D)

Anti- G(ia) (pAB Kaninchen) Santa Cruz (Heidelberg, D)

Anti- Talin (C-20, pAB Ziege) Santa Cruz (Heidelberg, D)

Anti- Aktin (mAB) Sigma (Taufkirchen, D)

Anti- Vinculin (mAB) Sigma (Taufkirchen, D)

Anti- Zytokeratin (PCK-26, mAB) Sigma (Taufkirchen, D)

Anti- MAPK (pAB, Kaninchen) Biotech (USA)

Anti- LRP (pAB) Dr. T. Wilnow (Max- Delbrueck- Centre, Berlin, D)
Anti- Phosphotyrosin (Py20, mAB) Transduction Laboratories (Heidelberg, D)
Anti- Phospho-MAPK p42/p44 (mAB) Cell Signalling Technology (Frankfurt/M, D)

Anti- Phospho-Akt/PKB (pAB, Kaninchen) Cell Signalling Technology (Frankfurt/M, D)

Peptide:

Amino-terminales Fragment (ATF, AS 1-135)) American Diagnostica (Heidelberg, D)
High-molecular-weight uPA (HMW) American Diagnostica (Heidelberg, D)
Fibronektin und Kollagen 1 Sigma (Taufkirchen, D)

Peptide 88-94 (SRSRYLE) MWG Biotech (Ebersburg, D)

P 25 (AESTYHHLSLGYMYTLN)* MWG Biotech (Ebersburg, D)

*(Reinigung mittels High performance liquid Chromatographie, Charakterisierung durch MALDI-TOF
(matrix-assistend laser desorption/ ionisation time of flight analysis) Arbeitsgruppe M. Linder,

Biochemisches Institut, JLU- Giessen, D)

PDGFbb (Platelet derived growth factor) R&D Systems (Wiesbaden, D)
RAP (receptor associated protein) Dr. T. Wilnow (Max- Delbrueck- Centre, Berlin, D)
Soluble uPAR (suPAR, l6slicher uPAR) Dr. N. Behrendt, G. Hoyer- Hansen (Finsen

Laboratory, Copenhagen, Danemark)
Vitronektin Isolation und Saulenaufreinigung Biochemisches
Institut, JLU- Giessen, D
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Inhibitoren/ Pharmaka

Wirkung

Herkunft:

A23

BAPTA/AM
6-Benz-cAMP
Cholesteroloxidase
DMS

Forskolin

KN62

Ly 294002, Wortmannin
MBCD

PD 098059
u73122

Pertussistoxin

Calcium lonophore
intrazellularer Ca**-Chelator
membranpermeables cAMP-Analogon
Zerstoérung von Lipiddomanen
Hemmung der Sphingosinkinase
Stimulator der Adenylatcyclase
Hemmung der Ca/ CalmK Il
Hemmung der PI-3K

Zerstérung von Lipiddomanen
Hemmung der MAPK

Hemmung der PLC B,y

Hemmung von G- Proteinen

Zellkulturmedien/ Bedarfmaterial:

ECL

PVDF-Membranen (Elektrophorese)
Antibiotika (Penicillin, Streptomycin)

G418 (Geneticin)

PVPF-Membranen (Migrationsassays)

DMEM

Fetales Kalberserum (FKS)
Glutamat

Iscove’s DMEM

RPMI 1640
Zellkulturplatten
Maus-Interleukin-3

2.2 Zellkultur

Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)

Sigma (Taufkirchen, D)

Amersham Pharmacia (Freiburg, D)

Amersham Pharmacia (Freiburg, D)
Calbiochem (Heidelberg, D)

Calbiochem (Heidelberg, D)

GIBCO (Eggenstein, D)
GIBCO (Eggenstein, D)
GIBCO (Eggenstein, D)
GIBCO (Eggenstein, D)
GIBCO (Eggenstein, D)

Corning-Costar/ Whatman (Bodenheim, D)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Stratham Biotech (Hannover, D)

Maus-Pra-B Lymphozytenlinie (BAF3) sowie humane epitheliale Nierenzellen (HEK

293: human epithelial kidney cells) stammen von ATCC (Rockville, MD); humane

vaskulare glatte Muskelzellen (human vascular smooth muscle cells: HVSMC)

wurden zuvor von PD S. Kanse mittels Explant-Methode isoliert und durch SMC-a-

Actin-Farbung charakterisiert. Murine vaskulare glatte Muskelzellen (MVSMC) von
Wildtyp- und uPAR-knockout Mausen (MVSMC -/-) wurden freundlicherweise von Dr.

Roger Lijnen (Universtiy of Leuven, Belgien) zur Verfligung gestellt.
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Die Kultivierung der BAF3 Zellen erfolgte in RPMI-1640 Suspension, supplementiert
mit Maus-Interleukin-3 2ng/ml, fetalem Kalberserum (FKS) 10% (vol/vol), Penicillin
100 U/ml und Streptomycin 100 pg/ml. Die Zellkulturteilung erfolgte 1-2x/ Woche im
Verhaltnis 1:10. HEK293 und HVSMC wurden in DMEM Suspension, supplementiert
mit FKS 10% (vol/vol), Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 pupg/ml und
Natriumpyruvat 1% (wt/vol) kultiviert. Die Teilung der HVSMC-Kulturen erfolgte 1x/
Woche im Verhaltnis 1:3, fur HEK293 1x/ Woche 1:10. Die MVSMC Kultur enthielt
Iscoves DMEM Suspension mit Zusatzen wie oben beschrieben, die Kulturteilung
erfolgte hier im Verhaltnis 1:10 1x/ Woche. Die uPAR-transfizierten BAF3 und
HEK293 Zellen erhielten zur Selektionierung zusatzlich G418 (Geneticin), um
weiterhin die Reinheit der transformierten Kulturen zu gewahrleisten. Die
Transfektionen der entsprechenden Zellen erfolgte mittels Elektroporation (Biorad,
Mianchen, Deutschland), Charakterisierung der Rezeptorexpression mittels
fluorescens associated cell sorting (FACS)-Analyse (unter freundlicher Mitwirkung
von T. Schmidt-Wall).

2.3 Zelladh&sionsassay

Kulturplatten mit 96 Vertiefungen (wells) wurden mit Vitronektin (VN) 2 ug/ml,
Fibronektin (FN) 10 ng/ml, Fibrinogen (Fbg) 10 ug/ml oder BSA (bovine serum
albumin) als Kontrolle der unspezifischen Bindung uber Nacht bei 4°C beschichtet
und mit BSA 3% (wt/vol) fir 1h bei Raumtemperatur (RT) geblockt.

BAF3 und HEK293 Zellen wurden in Serum-freiem Medium gewaschen und in einer
Konzentration von 1x10° (BAF3), respektive 5x10* (HEK293) Zellen/ Well fur 1h bei
37°C inkubiert. Bei den jeweiligen Versuchen wurden entsprechende Testsubstanzen
hinzugeflgt. Nach einer Stunde Inkubation wurden die nicht adharenten Zellen mit
Serum-freiem Medium abgewaschen, die adharenten Zellen mit Methanol-Aceton 1:1
fixiert und mit Crystal-Violet fur 1h gefarbt. Danach wurde die Uberschissige
Farbsubstanz im Wasserbad ausgewaschen, sodass nur die angefarbten Zellen auf
den Platten zurlckblieben. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels
densitometrischer Messung im Elisa-Reader bei 590nm; aquivalent behandelte Wells

ohne Zellen wurden als Nullabgleich verwendet.
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Alle Versuche wurden in mehrfachen Ansatzen (N= Anzahl der einzelnen
Versuchsansatze) mit Well-Triplikaten durchgefuhrt. Aus den jeweils 3 identischen

Wells wurde ein Mittelwert/VVersuchsansatz berechnet.

2.4 Praparation der Detergenz- unléslichen Adhasionskomplexe
(detergent-insoluble-adhesion-patch=DIAP)

Zellkulturplatten (10cm &) wurden mit VN 2 ug/ml, FN 10 ng/ml oder Fbg 10 pg/ml in
PBS uber Nacht bei 4°C beschichtet, danach mit 3% (wt/vol) BSA in PBS fur 1h bei
Raumtemperatur geblockt. BAF3 oder HEK293 Zellen wurden behandelt wie flr
(ibliche Adhasionsassays (s.0.) und in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ Platte
fur 1h bei 37°C inkubiert. Die nicht adharenten Zellen wurden danach mit Serum-
freiem Medium abgewaschen. Jeweils eine separate Platte wurde mit Trypsin
behandelt, um die Anzahl der adharenten Zellen auf den verschiedenen Substraten
durch maschinelle Zellzahlung ermitteln zu kdnnen. Bei den ubrigen Platten wurden
die adharenten Zellen mit 1% (wt/vol) Triton X 100 in PBS fur 1h bei 4°C unter
Schwenken behandelt. Der erhaltene Uberstand wurde abpipettiert und mit 13.000 g
bei 4°C 15 min. zentrifugiert, woraufhin ein Detergenz-l6slicher Uberstand (S=
Supernatent), sowie ein unlosliches Pellet (P= Pellet) erhalten wurde. Die
behandelten Platten wurden jeweils 2x mit 1% Triton X 100 in PBS sowie 1x mit
reinem PBS gewaschen, um nicht adharentes Material zu entfernen, sodass auf den
Platten nur noch eine Detergenz-unlésliche, an das entsprechende Matrixprotein
gebundene Fraktion zurlickblieb, welche detergent-insoluble-adhesion-patch (DIAP)
genannt wurde (siehe Abb. 10). Um die Bedeutung der Lipiddoméanen zu verifizieren,
wurde in manchen Experimenten anstelle der Triton X 100-Lyse der Platten das
Losungsmittel N-Octylglucosid (Na,CO3; 0,1M, pH 11,5) verwendet, welches bis auf
zytoskelettare Anteile alle Bestandteile 16st.

Uberstand, Pellet sowie die Platten mit den noch gebundenen DIAPs wurden mit 4%
(wt/vol) Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) behandelt und die Fraktionen anschliel3end im
kochenden Wasserbad fur einige Minuten erhitzt. Die nachfolgende Identifikation der

isolierten Proteine erfolgte mittels Western-Blot-Analyse.

36



Material & Methoden

1. Beschichtung von 10cm
@ Zellkulturplatten
VN/ hFbg flir BAF3
VN/ FN fur HEK293

Integrin

Zytoskelett Sa< ' !UPAR
2. Zelladdition fiir 1h bei

37°C zur Adhasion 1

3. 1% Triton X 100 Lysat

4. Zentrifugation des Uberstandes und
Erhalt der Fraktionen:

a) Léslicher Uberstand= S

b) Unldsliches, nicht adharentes
Material als Pellet = P

c) Detergenz-unldsliche, auf der
Platte haftende Fraktion DIAP

DIAP
5. Waschen der Platten mit Triton X 100 und PBS. !; s
Lyse aller drei Fraktionen mit SDS-Puffer und
Proteinidentifizierung im Western-Blot. L Matrix |

Abb. 10: Isolierung der Detergenz-unléslichen uPAR-Adhédsionskomplexe (detaillierte Beschreibung
siehe Text 2.4).
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2.5 Western-Blot-Analyse/ Signalaktivierung

Die Volumina der oben beschriebenen Fraktionen Uberstand (S), Pellet (P) und
Detergenz-unléslicher Adhasionskomplex (DIAP) wurden entsprechend der
ermittelten Zellzahl adharenter Zellen auf den verschiedenen Substraten angepasst,
um fehlerhafte Aussagen aufgrund unterschiedlich guter Adhasivitat auf den zu
vergleichenden Substraten zu vermeiden. Die Proteinauftrennung erfolgte im 10%
(wt/vol) Polyacrylamidgel. Anschliefend wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran geblottet, die Membranen mit 5% (wt/vol) Milchpulver (skim-milk-powder=
SMP) und 0,1% (wt/vol) Tween 20 in PBS geblockt und mit den entsprechenden
primaren IgG-Antikorpern Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach grindlichem Waschen
mit PBS und nachfolgender Behandlung mit sekundaren horseradish-Peroxidase-
gekoppelten Antikérpern (Dianova, Hamburg, D) Uber 1h bei RT konnten die

Proteinbanden mittels ECL detektiert werden.

FiUr die Signalaktivierungsanalysen der HYSMC wurden die Zellen zunachst 24h in
Serum-freiem Medium bei 37°C inkubiert, um Einflisse von Serumbestandteilen auf
die Signalaktivierung auszuschlie®en. Der notwendige Mediumwechsel mit dem Ziel
der Volumenreduktion erfolgte 3 Stunden vor der weiteren Behandlung der Zellen.
Danach wurden die Zellen mit entsprechenden Reagenzien uber 15 min. bei 37°C
stimuliert. Fur die Spezifizierung der in der Signalkette beteiligten Prozesse wurden
entsprechende Inhibitoren/ Reagenzien eingesetzt, mit welchen die Zellen 30 min.
vor der Stimulation inkubiert wurden.

Die Zelllyse wurde anschlielfiend mit 1x SDS-Sample Puffer mit 1 mM Orthovanadate
fur 1h bei Raumtemperatur durchgefihrt, das gewonnene Material im kochenden
Wasserbad erhitzt und wie oben beschrieben mittels Western-Blot-Analyse

untersucht.
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2.6 Zellmigrationsassay

Die Chemotaxis der HYSMC sowie MVSMS wurde mittels des modifizierten Boyden-
Chamber-Assays getestet (siehe Abb. 11). Hierbei werden die stimulierenden
Substanzen in die unteren Kammern gefillt, die Zellsuspensionen in die oberen.
Obere und untere Kammern werden durch eine Dichtungsschicht sowie eine
spezielle PVPF-Filtermembran (Nucleopore) getrennt (siehe Abb. 12), welche 8 um
grolde Poren besitzt und in diesem Fall mit 100 ug/ml Kollagen 1 in PBS Uber Nacht
bei 4°C beschichtet wurde.

Die in Kultur befindlichen Zellen wurden trypsinisiert, in Serum-freiem Medium
gewaschen, danach in Promocell Medium mit 0,2% (vol/vol) FKS resuspendiert und
in einer Konzentration von 1,5x10* Zellen/ Well in die oberen Kammern gefiillt. Wie
im Ergebniskapitel zu sehen, wurden die Zellen teilweise mit Antikorpern, Inhibitoren
oder anderen Reagenzien vorbehandelt, bevor sie in dem Migrationsassay getestet
wurden.

Die befullten Migrationskammern wurden 3h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die
Oberseite der Membran von den nicht-migrierten Zellen gereinigt, die Membranen
mit den auf der Unterseite haftenden, migrierten Zellen in eiskaltem Methanol-
Aceton 1:1 fur 15 min. fixiert, mit Crystal Violet fur weitere 30 min. gefarbt und
danach im Wasserbad ausgewaschen. Die Auswertung erfolgte initial mittels

Zellzahlung unter dem Mikroskop und im Verlauf mittels densitometrischer

Auswertung der gefarbten Membranareale durch Scion image software (NIH,
Bethesda Maryland).

Abb. 11: 48-well Boyden-
Chamber-Chemotaxiskammer.
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1. Fullen der unteren Kammern mit chemotaktischen Testsubstanzen und

Auflegen von Membran und Dichtung.
Dabei ist peinlich darauf zu achten, dass sich keine Lufteinschllsse bilden.

Obere Kammer

2. Auflegen und fixieren der oberen Kammer mit Schrauben ,
Fullen der oberen Kammer mit Zellsuspension, danach Inkubation.

Zellsuspension
< Obere Kammer

Beschichtete Membran

<+— Untere Kammer

3. Entfernen der oberen Kammer, vorsichtiges Abheben der Membran,
Wenden und Saubern der Membranoberseite von nicht-adhasiven
Zellen Uber sog. Cell-Scraper.

Dabei ist darauf zu achten, dass die zu reinigende Membranoberseite
immer feucht bleibt, da die Zellen sonst haften bleiben.

~~

4. Fixieren und Farben der Membran.
5. Einbetten der gefarbten Membran zwischen zwei Objekttragern.

Abb. 12: Migrationsassay in der modifizierten Boyden-Chamber-Migrationskammer.
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2.7 Anmerkung zur statistischen Auswertung

Versuchsaufbau und Durchfihrung wurden in den jeweiligen Kapiteln bereits
dargestellt, verdeutlicht werden soll hier noch einmal, dass in allen
Versuchsansatzen der Adhasions- und Migrationsassays die Zellbehandlung in
Dreiergruppen erfolgt (Triplets), sodass fur jeden Ansatz bereits ein Mittelwert aus
drei Einzelwerten erhoben werden konnte. Die Angabe N=x beschreibt die Anzahl
der jeweils identisch durchgefuhrten Ansatze. Die dargestellten Mittelwerte sind als
Balken- oder Kurvengraphen dargestellt mit Angaben des SEM (standart error of
means). Die statistische Auswertung der Daten der Migrationsassays erfolgte
freundlicherweise gemeinsam mit dem Institut fur medizinische Informatik unter
Leitung von Dr. Bddeker und federfuhrend durch Hr. Helge Hudel. Analysiert wurden
die Daten zusatzlich mittels des Wilcoxon-Score und Kruskal-Wallis-Test flir multiple

Variablen.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktion von uPAR in Zelladhdsionsprozessen

3.1.1 uPAR-vermittelte Zelladhasion auf Vitronektin (VN)

In der Einleitung wurde ausfuhrlich darauf eingegangen, dass uPAR einerseits mit
Integrinen interagieren und deren Funktion regulieren kann, andererseits aber auch
das Matrixprotein Vitronektin direkt bindet. Um den Mechanismus uPAR-vermittelter
Adhasionsfahigkeit von Zellen auf Vitronektin naher zu untersuchen, wurden BAF3
Zellen, eine pra-B-Lymphozytenlinie aus der Maus, sowie HEK293, humane
epitheliale Nierenzellen verwendet. Beide Zelllinien besitzen in ihrer Wildtyp (wt)-Form
keinen Urokinaserezeptor und wurden fur die Untersuchungen mit humanem
Urokinaserezeptor transfiziert, sodass eine Suspensionszelllinie (BAF3) sowie eine
adharent wachsende Zelllinie (HEK293) fur die Untersuchungen zur Verfliigung stand.
In bereits zuvor durchgefuhrten Studien war das Integrinexpressionsmuster der Zellen

untersucht worden, worltber Tabelle 4 Auskunft gibt.

BAF3 HEK293 |Integrine Bindungsmatrix
B1-Integrine: Fibrinogen, Fibronektin,
+ - aaP Kollagen,
+ - VLA-4 (0u4B1) VCAM-1
+ + - VLA-5 (asP1)
) . - o Vitronektin, Fibronektin
B2-Integrine: Fibrinogen, ICAM’s
+ - LFA-1 (CD18/CD11; . p32)
(+) - MAC-1 (CD18/CD11b; (amB2)
Bs-Integrine:
- + - a3 Vitronektin, Fibronektin

Tabelle 4: Zusammenfassung der Integrinexpressionsmuster von BAF3- und HEK293-Zellen.
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Hervorzuheben ist, dass BAF3 Zellen die fur Leukozyten typischen [B»-Integrine
exprimieren, welche an Fibrinogen oder interzellulare Adhasionsmolekile (ICAMs)
binden konnen. MAC-1 (CD18/CD11b), auch amB2 genannt, fur welches eine
Interaktion mit dem uPA-Rezeptor angenommen wird, konnte auf BAF3 Zellen nur in
sehr geringem Ausmal gefunden werden. Auffallig hierbei war, dass wt-BAF3 Zellen
keine Integrine exprimieren, welche als direkte Rezeptoren fur Vitronektin fungieren
konnen, wie z.B. a,f4 oder a,f3. HEK293 zeigten vor allem [(+-Integrine sowie die
Vitronektin bindenden Integrine a,$1 und a,Bs.

Zunachst wurden mit den wt- wie den uPAR-transfizierten Zellen in vitro
Adhasionstests durchgefuhrt, um deren Bindungsfahigkeit auf Vitronektin (VN) versus
Fibronektin (FN) und Fibrinogen (Fbg) zu untersuchen. Bezuglich der FN- und Fbg-
Bindung bestand kein Unterschied zwischen wt- und uPAR-Zellen. Demnach hatte die
Transfektionsprozedur selbst keinen nachteiligen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit
der Zellen gehabt. Die Adhasion beider Zellarten wurde auf FN bzw. Fbg durch den
Einfluss von EDTA gehemmt (Abb. 13A/B, schwarze Balken), was als Nachweis der
Integrinabhangigkeit gewertet wird, da die notwendigen divalenten Kationen durch
EDTA gebunden werden.

Auf VN konnte aufgrund des beschriebenen Integrinspektrums wie erwartet fur die wt-
BAF3 Zellen keine spezifische Bindung beobachtet werden. uPAR-transfizierte Zellen
hingegen zeigten eine starke Adhasion auf VN-beschichteter Matrix, welche zudem
nach Hinzugabe von EDTA unbeeintrachtigt blieb (Abb. 13C). Diese Bindung musste
demnach auf einer direkten Interaktion zwischen VN und dem uPA-Rezeptor beruhen.
Bezuglich der HEK293 Zelladhasion war zunachst kein Unterschied zwischen wt- und
uPAR-Zellen auf FN- oder VN-beschichteten Platten zu erkennen, was aufgrund der
Integrinexpression zu erwarten war. Die Zugabe von 10mM EDTA reduzierte sowohl
bei wt- wie auch transfizierten Zellen die Adhasion auf FN deutlich (Abb. 13B). Auf VN
beschichteten Platten hingegen traf diese Beobachtung ausschlieRlich fiur die wt-
Zellen zu, wahrend die HEK293 (uPAR+) Zellen ihre Adhasionsfahigkeit behielten
(Abb.13D).
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Abb. 13 A/B: Zelladhésion der BAF3 Zellen auf Fbg (A) und der HEK293 Zellen auf FN (B). wt- und
UPAR-transfizierte Zellen wurden im Adhé&sionsassay in Abwesenheit (graue Balken) oder Anwesenheit
von 10mM EDTA (schwarze Balken) getestet. BAF3 Zellen zeigten vergleichbare Ergebnisse auf FN
und Fbg. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM, N=3.
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Abb. 13 C/D: uPAR-abhéngige Zelladhdsion auf VN: wt- und uPAR-transfizierte Zellen wurden im
Adhésionsassay in Abwesenheit (graue Balken) oder Anwesenheit von 10mM EDTA (schwarze Balken)
getestet. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM, N=3.
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3.1.2 Die Bedeutung von Membranlipiddoméanen fir die uPAR-VN-Interaktion

Die oben gezeigten Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass fur die
Interaktion von uPAR mit VN keine aktiven Integrine notwendig sind. Fraglich ist
jedoch, ob uPAR aufgrund seiner fehlenden Verbindung zum intrazellularen Raum
tatsachlich eine feste, zytoskelettar verankerte Bindung vermitteln kann, oder ob
Integrine zumindest als Adapterproteine notwendig sind.

In jedem Falle erscheint eine Akkumulation von uPAR mit weiteren Membranproteinen
und zytoskelettaren Bestandteilen notwendig. Ein solcher Kontaktort kdnnten
Caveolae oder lipid rafts sein, wie in 1.4.4 beschrieben, sodass im Folgenden
untersucht wurde, ob uPAR unter funktionellen Bedingungen tatsachlich in solchen
Membrandomanen akkumuliert und ob dies eine Voraussetzung fir uPAR-abhangige
Zelladhasion auf VN sein kann.

Zur Isolierung der lipid rafts bedarf es einer Lyse mit Triton X 100 (Brown et al., 1992),
welches selbige nicht zerstoren kann, aber Detergenz-losliche Bestandteile aus der
Membran und dem intrazellularen Raum entfernt. Wir entwickelten eine kombinierte
Methode, bestehend aus einem Adhasionsassay und anschlielfender Triton X 100-
Lyse wie in 2.4 beschrieben. Bei der durchgefuhrten Isolationsmethode erhalt man
drei Fraktionen: einen Uberstand, welcher nach Zentrifugation eine l6sliche Fraktion
(Supernatent=S) und ein unldsliches Pellet (P) ergibt, und die unldsliche, adharente
Fraktion auf der beschichteten Matrix, genannt ,detergent insoluble adhesion patch®
(DIAP) (Abb. 10, S. 37). Trifft die These zu, dass uPAR sich in lipid rafts formiert und
dies fur die Vermittlung der Adhasion bedeutend ist, so sollte der Rezeptor spezifisch
nach Zelladhasion auf VN in der DIAP-Fraktion zu finden sein, nicht jedoch nach
Zelladhasion auf einem anderen Matrixprotein.

Um die Integrin-vermittelte Adhasion auf VN, welche in uPAR-transfizierten HEK293
Zellen parallel zur uPAR-vermittelten VN-Bindung stattfindet, auszuschalten, wurde
auch in diesen Zelladhasionsassays EDTA addiert. In beiden Zellarten zeigte sich
nach Adhasion auf VN eine deutliche Akkumulation von uPAR in den Detergenz-
unléslichen Adhasionskomplexen, wohingegen dies nach Kontakt mit anderen
Matrixproteinen zu einem deutlich geringeren Ausmal bzw. gar nicht zu beobachten
war. Die Anwesenheit von EDTA hatte bei beiden Zellarten keinen Einfluss auf die

Akkumulation des Urokinaserezeptors in den DIAPs (Abb.14).
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A: HEK293 uPAR
VN VN+ EDTA FN

S P DIAP S P DIAP S P DIAP

34 55kD

uPAR —
—>
Zytokeratin 50kD
B: BAF3 uPAR
VN VN+ EDTA Fbg
P DIAP DIAP S P DIAP
uPAR _’. . . . . - 55kD
Zytokeratln—> h ; : - e P—' _ﬁ 50kD

Abb. 14: Western-Blot Analyse der verschiedenen Fraktionen nach Zelladhdsion von uPAR-
transfizierten HEK293 (A) und BAF3 (B) Zellen auf VN, FN und Fbg. Zytokeratin ist ein
Zytoskelettprotein, welches als Kontrollmarker verwendet wurde, da es hédufig in Detergenz-unléslichen
Fraktionen identifiziert wird. Bezliglich BAF3 uPAR-Zellen ergaben die Untersuchungen auf FN und Fbg
erneut vergleichbare Ergebnisse.

Um zu kontrollieren, ob nach Triton X 100-Lyse tatsachlich funktionell wirksame
Lipiddomanen untersucht werden konnten, wurde im gleichen Versuchsaufbau
anstelle der Triton X 100-Behandlung eine N-Octylglucoside-Lyse durchgefihrt. Diese
fuhrt zur Zerstérung der Membranlipiddomanen, sodass in den Pellet- und DIAP-
Fraktionen keine Proteindetektion mehr zu finden sein durfte. Bereits makroskopisch
war nach der Behandlung mit N-Octylglucoside in diesen Fraktionen keine
Proteinmenge mehr sichtbar, und auch die Western-Blot-Analyse bestatigte diese
Beobachtung (Abb. 15).
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A: HEK293 uPAR

Triton X 100 N-Octylglucosid
DIAP DIAP
55kD
ST e
B: BAF3 uPAR
Triton X 100 N-Octylglucosid
P DIAP DIAP

uPAR —* . . . 55kD

Abb. 15: Zelladhdsion uPAR-transfizierter HEK293 (A) und BAF3 (B) Zellen jeweils auf VN mit
anschlieBender Triton X 100-Lyse der adhdrenten Zellen wie beschrieben oder N-Octylglucosid-Lyse.
AnschlieBend wurde jeweils eine SDS-Lyse und uPAR-Detektion im Western-Blot durchgefiihrt.

3.1.3 Komponenten des uPAR-abhangigen Adhasionskomplexes

Um mehr Uber den Aufbau der Adhasionskomplexe zu erfahren, wurden die Proben
auch auf weitere Proteine untersucht, welche in Zelladhasionsprozessen haufig eine
Rolle spielen.

Talin ist ein 270 kD groRRes Zytoplasmaprotein, welches mit seiner Kopfdomane in
direkten Kontakt mit B-Ketten von Integrinen treten kann, mit seiner Schwanzdoméane
Vinculin und Aktin bindet und so eine Bricke von Integrinen zu Zytoskelettelementen
herstellt (Calderwood et al., 1999). Vinculin (135 kD) wiederum bindet das Protein
Paxillin und vermittelt dariber die Verbindung zu Src-Kinasen, kann aber selbst auch
die focal adhesion kinase (FAK) aktivieren, welche fur Zytoskelettveranderungen wie
die Formation von Zellauslaufern verantwortlich ist (Giancotti et al., 2000).

FAK und c-Src-Kinase stellen zwei in Integrin-aktivierter Signaltransduktion bekannte
Proteine dar und kdnnen weitere downstream-Mechanismen wie die Aktivierung der

mitogen activated protein kinase (MAPK) hervorrufen. Auch eine Assoziation von G-
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Protein gekoppelten Rezeptoren mit 7-Transmembranrezeptoren oder Proteinkinase C
kann einen Adhasions-vermittelten Signalweg darstellen, sodass diese Proteine auch
eine Rolle in uPAR-vermittelter Adhasion auf VN spielen konnten.

Wie in 1.4.4 beschrieben, wurde auch das Membranprotein Caveolin in uPAR-
abhangiger Integrinregulation und Signalaktivierung identifiziert. Nach den bislang
vorliegenden Erkenntnissen dieser Arbeit kdme demnach auch Caveolin als
Bestandteil uPAR-abhangiger Adhasionskomplexe in Betracht, was im Folgenden

untersucht wurde.

A: HEK293 uPAR

VN VN+EDTA FN

S P DIAP S P DIAP S P DIAP

Vinculin _, e W .. .. .. . 135D

. LB L LRt

Gia | Hn.-li: b : "-' :
_'ﬁﬁ - e g s 45kD

Bi-Integrin > S — e 120kD
Talin _, s e —— 270kD

Caveolin _,g a— = 21kD

Abb. 16A: Western-Blot-Analyse der verschiedenen Fraktionen nach Adhé&sion von uPAR-transfizierten
HEK293 Zellen auf VN (+/- 10mM EDTA) und FN.
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Die Ergebnisse bezlglich der HEK293 (uPAR+) Zellen zeigen ein deutlich starkeres
Signal fur die Zytoskelettproteine Vinculin und Aktin in der DIAP- Fraktion nach uPAR-
vermittelter Adhasion auf VN (+EDTA) im Vergleich zu Integrin-vermittelter Adhasion.
Auch Signalproteine wie c-Src und G, konnten nachgewiesen werden, was auf eine
Assoziation von uPAR, zytoskelettaren Bestandteilen und Signalproteinen in den flr
die uPAR-vermittelte Adhasion auf VN wichtigen Lipiddomanen schliel3en lasst (Abb.
16a). Hingegen konnten weder [+-Integrine noch deren Bindungsprotein Talin
detektiert werden. Caveolin ist in HEK293-Zellen zwar vorhanden, scheint aber fur die

uPAR-vermittelten Adhasionskomplexe dieser Zellen keine Rolle zu spielen.

B: BAF3 uPAR

VN VN+EDTA FN

P DIAP S P DIAP P DIAP

a. - o -.m

e 135kD

Vinculin

Aktin ¥ _— e 55kD
- Sre i - 70kD
G-ia i . 45kD
Talin ‘ 270kD

Abb. 16B: Western-Blot-Analyse der verschiedenen Fraktionen nach Adhé&sion von uPAR-transfizierten
BAF3 Zellen auf VN (+/- EDTA) und FN.
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Uberraschenderweise ergab sich in den identischen Versuchen mit der transfizierten
Suspensionszelllinie BAF3 (uPAR+) ein differentes Bild. Hier konnten in den
formierten Adhasionskomplexen keine zytoskelettaren Proteine nachgewiesen
werden, allerdings war eine leichte Bande des Signalproteins c-Src zu erkennen. Mit
den zur Verfigung stehenden B+-Integrinantikdrpern konnte auch kein Nachweis der
entsprechenden Integrine in keiner Fraktion erzielt werden. Caveolin wurde in der
Versuchsanordnung der Abb. 16B nicht getestet, da BAF3 Zellen kein Caveolin
besitzen.

Insbesondere um die Ergebnisse bez. der BAF3 Zellen weiter verifizieren zu konnen,
wurde zusatzlich die Methode der immunhistochemischen Farbung und konfokalen
Lasermikroskopie zu Hilfe genommen. Die Behandlung der Zellen erfolgte gemaf der
Isolierungsmethode zur Untersuchung uPAR-abhangiger DIAPs. Nach Triton X 100-
Lyse erfolgte jedoch keine SDS-Lyse der Platten, sondern die entsprechenden

Immunfarbungen.

A

uPA

VN

FN

Abb. 17A: Immunhistochemische Férbung der Adhdsionskomplexe nach Adhé&sion von BAF3 uPAR(+)
Zellen auf VN und FN sowie anschlieBender Triton X 100-Lyse und Préparation der DIAPs. Die Zellen
wurden zusétzlich mit uPA (50nM) far 30 min. vorinkubiert. Die Durchfiihrung der Immunférbungen
sowie die Aufnahmen des Lasermikroskops wurden freundlicherweise von Fr. Dr. Karin Hersemeyer
durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt.
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B

VLA (B1-Integrin)

VN

FN

Abb. 17B: uPAR- und B;-Integrinverteilung in den Adhésionskomplexen nach Zelladhdsion der BAF3
UPAR(+) Zellen auf VN und FN, anschliel3ender Triton X 100-Lyse und DIAP-Préparation.

Die Immunfarbungen reproduzierten zunachst die Ergebnisse der Western-Blot-
Untersuchungen und zeigten die Akkumulation von uPAR in DIAPs nach Zelladhasion
auf VN im Unterschied zu FN. Auch der Ligand uPA, welcher normalerweise gelost
vorkommt, wird nach Bindung an seinen Rezeptor stabil in den Adhasionskomplex
inkorporiert (Abb. 17A).

B+-Integrine konnten nach der Praparation der DIAPs dort nicht angefarbt werden,
weder nach Adhasion der Zellen auf VN noch auf FN (Abb. 17B).

Dies sagt aus, dass Integrin-vermittelte Zelladhasion der BAF3 Zellen hier auf
Fibronektin (FN) im Gegensatz zur uPAR-vermittelten Adhasion auf Vitronektin (VN)
nicht auf die Formation von lipidreichen Microdomanen angewiesen ist, sondern
unabhangig davon funktioniert.

Die konfokale Lasermikroskopie gab zusatzliche die Moglichkeit, die Akkumulation von
uPAR und Zytoskelettbestandteilen sowie Signalproteinen im aktiven Zustand der
Adhasion darzustellen. Die Zellen wurden gemal} eines Adhasionsassays behandelt,
danach jedoch keiner Triton X 100-Lyse unterzogen, sonder fixiert und gefarbt (Abb.
17C-E).
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C VLA (B+-Integrin)

Top

Middle

Abb. 17C: Konfokale Lasermikroskopie der BAF3 uPAR(+) Zellen nach Adhé&sion auf VN. Top/ Middle/
Boftom beschreiben die dargestellten Zellebenen. Bottom entspricht der Beriihrungsebene von Zelle

und adhésiver Matrix.

D uPAR Aktin Phosphotyrosin

Top

Middle

Bottom

Abb. 17D: Konfokale Lasermikroskopie der BAF3 uPAR(+) Zellen nach Adhésion auf VN, Darstellung

der Colokalisation von uPAR, Aktin und Phosphotyrosin in den Kontaktbereichen zwischen Zelle und

Matrix.

53



Ergebnisse

E uPAR Aktin Phosphotyrosin

Top

Middle

Bottom

Abb. 17E: Konfokale Lasermikroskopie nach Adh&sion der BAF3 uPAR(+) Zellen auf FN. Die

eindeutigen Adhésionszonen sind hier im Vergleich zu VN-Bindung nicht mehr zu sehen.

Abb. 17C+D zeigen die Konzentration des uPAR in den Kontaktzonen von Zelle und
Matrix (Bottom) nach Adhasion auf Vitronektin. Ein nahezu identisches
Verteilungsmuster konnte in der Aktinfarbung gesehen werden, was auf eine
Colokalisation von uPAR und Aktin hinweist. Ebenso in der Kontaktzone konzentriert
farbte sich Phosphotyrosin, als Hinweis auf vorhandene Phosphorylierungs-/
Signalaktivierungsprozesse innerhalb der Adhasionsareale. Nach Bindung der Zellen
auf Fibronektin (Abb. 17E) war keine entsprechende Konzentration von uPAR mit
Aktin oder Phosphotyrosin sichtbar. B+-Integrine sind zwar auf den Zellen vorhanden,
zeigten jedoch keine Colokalisation mit uPAR (Abb. 17C).

Zusammengefasst lasst sich fur die Fragestellung 1 aus den vorgestellten
Ergebnissen schlussfolgern: uPAR-abhangige Adhasion auf VN ist nicht Integrin-
abhangig. Es findet keine Assoziation von uPAR und Integrinen, jedoch eine
Komplexbildung mit zytoskelettaren Bestandteilen wie Aktin und Vinculin statt.
Essentiell dafur ist die Ausbildung der DIAPs, in denen uPAR mit seinem GPI-Anker
akkumuliert. Auch lasst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass Signalaktivierungs-
und Phosphorylierungsprozesse unter Beteiligung von G-Proteinen und Src-Kinasen

an der uPAR- vermittelten Zelladhasion auf VN beteiligt sind.
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3.2 Funktion von uPAR in Migration & Signalaktivierung in humanen glatten
GefaBmuskelzellen (HVSMC)

3.2.1 Proteolyse-unabhangige, uPAR-vermittelte Migration der HVSMC

Eine weitere zellulare Funktion, welche einerseits von regulierten Anhaftungs- und
Losungsvorgangen einer Zelle abhangt, und andererseits mit Chemotaxis und
Proteolysevorgangen in Verbindung steht, ist die Zellmigration. Da insbesondere
glatte GefaBmuskelzellen eine entscheidende Rolle in physiologischen wie
pathologischen GefalRwandprozessen haben, fokussierte sich unser Interesse im
Folgenden auf die Bedeutung des uPA-/uPAR-Systems fur die Migrationsfahigkeit
dieser Zellen. Gut bekannt ist der Effekt von PDGF (platelet derived growth factor),
welcher sowohl chemotaktisch wie auch mitogen auf glatte Gefalimuskelzellen wirkt
(Heldin et al., 1999). Daher wurde PDGF in dieser Arbeit als positive Kontrolle im

Vergleich zur Wirkung der Urokinase verwendet.
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Abb. 18: Dosiswirkungskurve von uPA auf die Migration der HYSMC.
Als Positivkontrolle diente PDGFbb (10ng/ml), als Negativkontrolle (Kontrolle) das verwendete
Versuchsmedium (Promocell+ 0,2% FKS). Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N= 8.

Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des proteolytisch aktiven
HMW-uPA sowie des proteolytisch inaktiven amino-terminalen Fragments (ATF)
stimuliert (Abb. 18), um den Einfluss der Proteolysefahigkeit sowie die Dosis der
hdchstmdglichen Wirkung ermitteln zu koénnen. Beide uPA-Formen zeigten eine

nahezu identische chemotaktische Wirkung auf die glatten Muskelzellen.
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Im nachsten Schritt erfolgte der Nachweis der Rezeptorabhangigkeit uPA-
stimulierter HVSMC-Migration, indem die Zellen vor der Stimulation mit einem
uPAR-blockierenden Antikorper behandelt wurden (Abb. 19).
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Abb. 19: Migration der HVSMC nach uPAR-Blockade. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen eines polyklonalen anti-uPAR Antikbrpers oder mit einem polyklonalen
Kontrollantikérper= 19G (25ug/ml) fiir 30 min. vorinkubiert. Die Stimulation erfolgte mit PDGFbb
(10ng/ml) und uPA (100nM), die Negativkontrolle mit Versuchsmedium wie beschrieben. Die
Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=3.

Die uPA-stimulierte Zellmigration konnte nach Behandlung mit dem uPAR-
spezifischen Antikorper dosisabhangig reduziert werden, wohingegen die
Migrationsraten der unstimulierten Zellen sowie der PDGF-inkubierten Zellen nicht
von dem uPAR-Antikorper beeinflusst wurden.

Der polyklonale Kontrollantikérper (IgG) hatte in der verwendeten Konzentration von
25 ug/ml ebenfalls keinen Einfluss auf die Migrationsfahigkeit der Zellen, sodass ein
unspezifischer Effekt durch die Behandlung mit einem Immunglobulin
ausgeschlossen ist.

Als zusatzliche Kontrolle der uPAR-Abhangigkeit uPA-vermittelter Zellmigration
wurde ein Migrationsassay mit glatten vaskularen Muskelzellen aus uPAR-
knockout-Mausen (MVSMC-/-) durchgefuhrt (Abb. 20). In diesem Versuch wurde die

proteolytisch aktive uPA-Form verwendet, sodass gleichzeitig eine Aussage uUber
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den Proteolyseeinfluss auf die Zellmigration dieser Zellen unter den zugrunde
liegenden Versuchsbedingungen gemacht werden kann.

Die Stimulation mit Urokinase zeigte keinen Effekt. Dieser Beobachtung liegt keine
prinzipielle Unfahigkeit der Zellen zur Migration zu Grunde, da die Positivkontrolle
PDGFbb eine deutliche Zellwanderung verursachte. Vielmehr zeigt es, dass uPA
tatsachlich der Anwesenheit seines spezifischen Rezeptors bedarf, welcher den
knockout-Mauszellen fehlt. Auch die Verwendung des proteolytisch aktiven uPA
(HMW) steigerte die Migrationsfahigkeit der Zellen nicht, was eine Verfalschung der

Ergebnisse durch unspezifische Proteolyse ausschlief3t.
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Abb. 20: MVSMC-/- Migration nach Stimulation mit verschiedenen HMW-uPA- Konzentrationen,
PDGFbb oder Kontrollmedium. Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=3.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation der HVSMC mit uPA zu einem 3-4-
fachen, im Vergleich nach Stimulation mit PDGFbb zu einem 5-6-fachen Anstieg der
Zellmigration fuhrt. Die proteolytische Aktivitat der Urokinase wird fur den
chemotaktischen Effekt jedoch nicht bendtigt, da aquivalente Konzentrationen des
HMW-uPA wie des ATF einen identischen Effekt zeigen (Abb. 18). In weiteren, hier
nicht graphisch dargestellten Versuchen wurde ebenfalls deutlich, dass auch in
Anwesenheit der Proteinaseinhibitoren PAI-1 und PN-1 keine Inhibition der uPA-

vermittelten Migration auftritt.
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Die Behandlung der Zellen mit uPAR-blockierenden Antikérpern zeigte eine
dosisabhangige Hemmung der Zellmigration spezifisch nach Stimulation mit uPA,
wahrend ein Kontrollantikorper keine Wirkung hatte (Abb. 19). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit einer Ligand-Rezeptorinteraktion fur die Vermittlung der
chemotaktischen Wirkung der Urokinase. AulRerdem konnten Gefalmuskelzellen
aus UPAR-knockout-Mausen (MVSMC-/-) zwar durch PDGFbb nicht aber durch uPA
zur Migration stimuliert werden (Abb. 20).

In hier nicht graphisch dargestellten Versuchen fuhrte die parallele Stimulation der
Zellen mit uPA und einer léslichen Form des uPA-Rezeptors (suPAR) zu einer
Hemmung der chemotaktischen Wirkung von uPA, was auf die vorzeitige Blockade
der Rezeptor-bindenden growth-factor-like domain in uPA durch den I8slichen
Rezeptor zurtckzufuhren ist. Folglich konnte uPA keine Verbindung mehr mit dem
Zelloberflachen-exprimierten Rezeptor eingehen. Dies zeigte erneut die
Notwendigkeit der Bindung von uPA an seinen spezifischen Rezeptor, und
verdeutlicht, dass der Komplex aus suPAR und uPA zu einer Hemmung der
Migration fuhrt und selbst keine chemotaktische Wirkung auf HVSMC aufweist.

3.2.2 uPA-induzierte Signalaktivierung in HYSMC

Wenn allein die Ligand-Rezeptor-Interaktion von uPA mit uPAR ohne Mithilfe der
Proteolysefahigkeit zur Zellmigration fuhren kann, missen Signalprozesse innerhalb
der Zelle beteiligt sein. Welche dabei fur die Wirkung auf die HVSMC verantwortlich
sind, galt es im Folgenden zu beleuchten.

In gesunden Zellen wie aber auch in zahlreichen Tumorzelllinien stellt die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs einen Beitrag zur mitotischen und migratorischen
Aktivitat dar. Uber die Aktivierung des MAPK/ERK1/2-Signalweges werden
Prozesse wie Genexpression und Aktivierung von Calcium/ Calmodulinkinasen wie
der Myosin-Light-Chain-Kinase (MLCK) initiilert, welche fur Veranderungen des
Zytoskeletts im Sinne der Polymerisierung von Aktinflamenten verantwortlich sind.
Die Aktivierung der ERK1/2 erfolgt haufig Uber sog. kleine GTPasen wie Ras und
Raf. Ngyuen et al. publizierten 1999 einen uPAR- und Integrin-vermittelten Einfluss
der ERK1/2 auf die Migration der Mammakarzinomzellreihe MCF-7 wie auch der
Fibrosarkomzelllinie HT1080, sodass auch in HVSMC eine Beteiligung dieses

Signalweges vermutet wurde.
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Eine weitere attraktive Mdglichkeit ware die Aktivierung der PI-3 Kinase (p85/p110).
Diese fuhrt zum einen zur Phosphorylierung von Phosphatidylinositol(4,5)-
diphosphat (PtdIns(4,5)-P2) zu PtdIns(3,4,5)-P3, wie auch zur Aktivierung von Akt/
PKB durch spezifische Phosphorylierung. Akt/ PKB hat Einfluss auf die Expression
von Apoptose-induzierenden Signalproteinen und somit regulierende Funktion fur
den Ablauf des Zellzyklus. Uber die Aktivierung der PI-3 Kinase wird aber auch die
Formation von Fokalkontakten beeinflusst. Vice versa konnen
Zytoskelettveranderungen den Aktivierungszustand der PIl-3 Kinase modulieren
(Greenwood et al., 2000). G-Protein vermittelte Signalwege kdénnen ebenso eine
Rolle spielen. In Kapitel 3.1 war bereits eine Beteiligung inhibitorischer G-Proteine
an uPAR-abhéangiger Zelladhdsion beschrieben worden. Uber die Aktivierung der
Phospholipase C kommt es zudem zur Bildung des second messangers Inositol-
(1,4,5)-trisphosphat (InsP3), welcher bekanntermallen Calcium aus intrazellularen
Speichern freisetzt. Eine intrazellulare Calciumerhdéhung beglnstigt wiederum die
Aktivierung von Calcium-/Calmodulinkinasen. Abb. 21 gibt einen Uberblick Uber
Signalkaskaden, welche an uPA-/uPAR-abhangiger Migration der HYSMC beteiligt

sein konnten.
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Abb. 21: Schematische Vorstellung moglicher, an uPAR-vermittelter Migration beteiligter
Signalkaskaden. Aktivierung. # , Hemmung; —‘
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Um eine mdgliche Aktivierung der ERK1/2 sowie der PI-3K in uPA stimulierten
HVSMC zu untersuchen, wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen
von uPA Uber einen Zeitraum von 3-120 min. stimuliert. AnschlieRend erfolgte der
Expressionsnachweis der Aktivierungsprodukte; fur ERK1/2 die MAPK p42/p44, fur
PI1-3K entsprechend phosphorylierte Akt/PKB (P-Akt), im Western-Blot. Flr beide
Signalwege ist eine Aktivierung durch PDGF beschrieben (Heldin et al.,, 1999),
sodass auch in diesen Versuchen PDGFbb als Positivkontrolle, unstimulierte Zellen

als Negativkontrolle dienten.
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Abb. 22A: Zeit-und Dosisabhéngigkeit der ERK1/2 Aktivierung in HVSMC.
Stimulation der Zellen mit HMW-uPA (50nM) liber unterschiedliche Zeitrdume (3-120 min.), sowie mit
HMW-/ ATF-uPA (12,5-100nM) (iber jeweils 15 min..

Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Aktivierung der ERK 1/2 in einer dosis- und
zeitabhangigen Weise. Die maximale Aktivierung der Zellen wurde nach Stimulation
mit 50-100nM uPA Uber eine Dauer von 15 min. erzielt. Hierbei hatte die
proteolytische Aktivitat der Urokinase keinen Einfluss auf die Signalaktivierung, da
die HMW-Variante ebenso wie die ATF-Form von uPA identische Resultate ergaben
(Abb. 22A).
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Abb. 22B: Zeit-und Dosisabhéngigkeit der PI-3K Aktivierung in HVYSMC. Stimulation der Zellen mit
HMW-uPA (50nM) (ber unterschiedliche Zeitrdume (3-120 min.), sowie mit HMW-/ ATF-uPA (12,5-
100nM) lber jeweils 15 min.

Ebenso konnte eine Zeit- und Dosisabhangigkeit der uPA-stimulierten Aktivierung
der PI-3K gezeigt werden, wobei sich die katalytisch aktive und inaktive uPA-Form in
ihrer Wirksamkeit erneut identisch zeigten (Abb. 22B). Nachdem fir beide
Signalwege das Stimulationsmaximum mit einer Konzentration von 50-100nM uPA
Uber 15 min. erreicht werden konnte, wurden diese Konditionen fir die weiteren
Untersuchungen verwendet.

Die Aktivierungsversuche wurden auch in kombinierter Anwesenheit von uPA und
SsuPAR durchgefuhrt, wodurch eine Hemmung der uPA-vermittelten Akt-
Phosphorylierung auftrat, jedoch keine Wirkung auf die Aktivierung der ERK1/2
verzeichnet werden konnte (Daten nicht graphisch dargestellt). Kanse et al. hatten
2001 die Existenz eines neuen, zusatzlichen Urokinase-bindenden Rezeptors auf
glatten GefalRmuskelzellen postuliert, da VSMC-Proliferation aus uPAR-knockout-
Mausen durch uPA induziert werden konnte. Passend dazu zeigten
Stimulationsversuche der gleichen Zellen eine deutliche dosisabhangige Aktivierung
der ERK1/2 nach Stimulation mit uPA, jedoch keine Phosphorylierung der Akt/PKB.
Die Aktivierung der MAPK in VSMC via Urokinase scheint somit einem anderen
Mechanismus als der uPA-uPAR-Interaktion zu folgen, da MVSMC-/- Zellen keinen
uPAR exprimieren und dennoch Uber uPA stimulierbar waren. Diese Ergebnisse

stellen allerdings die Bedeutung der MAPK-Aktivierung flr die uPAR-vermittelte
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Migration der HVSMC in Frage, sodass im Folgenden der Einfluss

pharmakologischer Inhibitoren auf die uPA-induzierte Migration getestet wurde.

3.2.3 Beteiligte Signalwege der uPAR-vermittelten Zellmigration

Der MAPK-Inhibitor PD098059 ist ein spezifischer ERK1/2 Inhibitor, dessen
wirksame Konzentration mit 10-50 uM angegeben wird; eine Apoptose induzierende
Wirkung wurde nicht beschrieben. Gleiches gilt auch fur den PI-3K-Inhibitor
Ly294002, welcher an der ATP-Bindungsstelle der PI-3K angreift. Wortmannin, ein
weiterer PI-3K-, aber auch PI-4K-Inhibitor wurde in einigen Experimenten parallel
verwendet und zeigte prinzipiell gleiche Effekte wie Ly294002. Aufgrund seiner
geringeren Stabilitat beschrankten wir uns im Verlauf jedoch primar auf Ly294002.

Zunachst wurde die Wirksamkeit der Inhibitoren auf die Hemmung der
Substratphosphorylierung untersucht. Wie in Abb. 23 dargestellt, reduzierte der
ERK1/2 Inhibitor PD098059 die Phosphorylierung der MAPK p42/p44 in einer
Konzentration von 10uM bis auf Kontrollniveau, bei 50uM war keinerlei
Phosphorylierung mehr nachweisbar. Hingegen konnte der PI-3K-Inhibitor Ly294002
die Aktivierung der ERK1/2 nicht beeinflussen, sehr wohl aber die Phosphorylierung
der Akt/PKB in konzentrationsabhangiger Weise mit einem Wirkungsmaximum von
10uM. PD 098059 hatte keinerlei Einfluss auf die Aktivitat der PI-3K. Die Ergebnisse
zeigen einerseits die Spezifitdt der Inhibitoren, andererseits verdeutlichen sie aber

auch die Unabhangigkeit der beiden Signalwege voneinander.
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Abb. 23: Wirksamkeitsnachweis und Dosiskontrolle der Inhibitoren Ly294002 und PD098059. Die
Zellen wurden 30 min. vor Stimulation mit uPA (100nM) mit den angegebenen Konzentrationen der

Inhibitoren préainkubiert und der Effekt der Inhibitoren auf beide Signalwege untersucht.
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Beide Inhibitoren wurden nach Nachweis ihrer Wirksamkeit in uPA-stimulierter
Migration getestet. Daflir wurden die Zellen jeweils 30 min. vor Beginn des

Migrationsassays mit 10 yM bzw. 50 yM PD098059 oder mit 10 pyM Ly294002
prainkubiert.

A

w b
() B ]
1 )

30 4

EPD 098059 ( 0 uM)
EPD 098059 (10 uM)
CIPD 098059 (50 uM)

Zellmigration (OD)
= N D
g O O

-
g O
1 1

I &

Kontrolle uPA PDGFbb

o
1

Abb. 24A: Einfluss des MAPK-Inhibitors PD098059 auf die Migration der HYVSMC.
Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen des Inhibitors PD098059 fir 30 min.
préinkubiert. Die Stimulation erfolgte danach mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb (10ng/ml), als

Negativkontrolle (Kontrolle) diente Versuchsmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM,
N=8.

Wie in Abb. 24A dargestellt hatte die Behandlung der HVYSMC mit dem MAPK-
Inhibitor PD098059 keinen Einfluss auf uPA- oder PDGF-vermittelte Migration,
obwohl mit aquivalenten Dosen des Inhibitors in den Western-Blot-Analysen eine
deutliche Inhibition des Signalweges zu erreichen war.

Die Ergebnisse in Abb. 24B hingegen zeigen eine deutliche Hemmung der
Zellmigration nach Inkubation der Zellen mit dem PI-3K-Inhibitor. Der starkste Effekt
wurde hierbei fur die uPA-induzierte Zellmigration verzeichnet. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieRen, dass die uPAR-vermittelte Migration von HVYSMC die uPA-
induzierte Aktivierung der PI-3K bendtigt, jedoch unabhangig von der Aktivierung der
ERK1/2 ablauft.
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Abb. 24B: Einfluss des PI-3K Inhibitor Ly294002 auf die Migration der HYSMC.

Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen des Inhibitors Ly294002 fir 30 min.
préainkubiert. Die Stimulation erfolgte danach mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb (10ng/ml), als
Negativkontrolle (Kontrolle) diente Versuchsmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM,
N=9.

Ein weiterer, fir Zellmigration typischer Signalweg ist die G-Proteine vermittelte
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) (siehe auch Abb. 21, S. 59), wodurch es
iber den Anstieg des Inositol-1,4,5-triphosphat (InsPs) zur intrazellulare Ca?*-
Erhéhung kommt, die wiederum fiir die Aktivierung verschiedener Ca®'/
Calmodulinkinasen notwendig ist. Ca?*/Calmodulinkinasen, z.B. Myosin-Light-Chain-
Kinase (MLCK) oder Ca**/Calmodulinkinase Il (Ca/CalmKIll), verandern durch
Phosphorylierung der Myosinseitenketten deren Kontraktionszustand und haben
essentielle Bedeutung fur die Zellmotilitat. Da bereits eine Beteiligung G-Protein-
abhangiger Migration in anderen Zellen, sowie der Nachweis von Gj, in uPAR-
vermittelter Zelladhasion auf Vitronektin beschrieben wurde, lag die Vermutung einer
Beteiligung an uPAR-vermittelter Migration der HVSMC nahe, sodass der Einfluss

von Pertussistoxin auf selbige untersucht wurde.
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Abb. 25: Einfluss von Pertussistoxin auf die Migration der HYSMC.
Die Zellen wurden 16h mit unterschiedlichen Konzentrationen Pertussistoxin (1-100ng/mi)
vorinkubiert. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit HMW-uPA (100nM) oder PGDFbb (10ng/ml), die

Negativkontrolle mit Versuchsmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=9.

Pertussistoxin flihrte zu einer dosisabhangigen Hemmung uPAR-vermittelter
Zellmigration, hingegen blieben die basale wie auch die PDGFbb-stimulierte
Migration unbeeintrachtigt (Abb. 25). Eine Beteiligung inhibitorischer G-Proteine
spezifisch in uPA-/ uPAR-abhangiger HVSMC-Migration konnte somit nachgewiesen
werden. Um dieses Ergebnis zu untermauern, wurde der Einfluss mdglicher
downstream-Wege inhibitorischer G-Protein, wie die Aktivierung der PLC mit Folge
einer intrazelluldren Ca?-Erhdéhung, auf die Motilitat der GefaRmuskelzellen
untersucht. Die Behandlung der HVSMC mit dem PLCp/y-Inhibitor U73122 sowie
dem membranpermeierenden Calcium-Chelator BAPTA/AM flhrte jeweils zu einer
konzentrationsabhangige Hemmung sowohl der uPA-, wie auch der PDGFbb-
stimulierten Zellmigration (Abb. 26A/B). Identischen Effekt hatte der Einsatz des
Calcium-lonophor A23 in einer Konzentration von 1-10uM (Daten nicht graphisch
dargestellt).

Beide Stimulationswege, sowohl uPA wie auch PDGF sind demnach angewiesen
auf eine intrazellulare Calciumerhohung als Voraussetzung der Zellmotilitat. Die
Initiierung Uber den uPA-Rezeptor erfolgt jedoch in G-Protein-abhangiger Weise. Fur

den PDGF-Rezeptor ist ein Tyrosinkinaseweg bekannt.
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Abb. 26A: Einfluss des PLC-Inhibitors U73122 auf die Migration der HVYSMC.

Die Préinkubation der Zellen erfolgte mit den angegebenen Konzentrationen des PLC-Inhibitors
U73122 fir 30 min., die Stimulation mit HMW-uPA (100nM) oder PGDFbb (10ng/mi). Als
Negativkontrolle diente Versuchsmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=4.
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Abb. 26B: Einfluss des Calcium-Chelator BAPTA/AM auf die Migration der H/SMC.

Die Préinkubation der Zellen erfolgte mit BAPTA/AM fiir 30 min., die Stimulation mit ATF-uPA
(100nM) oder PDGFbb (10ng/ml). Als Negativkontrolle diente Versuchsmedium. Da BAPTA/AM das
Lésungsmittel DMSO enthélt, wurde allen Zellen wéhrend der Préinkubtion eine, der héchsten
verwendeten BAPTA/AM Konzentration identische DMSO-Menge beigefligt, um einen unspezifischen

Effekt des Lésungsmittels auszuschlie3en. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=4.
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Neben der Aktivierung der PLC-B ist ein weiteres Target G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren die Synthese des 2nd messengers cAMP Uber die Regulation der
Adenylatcyclaseaktivitat. Pertussistoxin fuhrt Gber die ADP-Ribosylierung der a-
Einheit inhibitorischer G-Proteine zur unwiderrufichen Hemmung derselben,
wodurch die inhibitorische Wirkung des Giq auf die Adenylatcyclase (AdCyc) entfallt
und es zum intrazellularen cAMP-Anstieg kommt. Ob auch dieser Mechanismus bei
der uPAR-vermittelten, fur die Migration der HVYSMC notwendigen Signalaktivierung
eine Rolle spielt, wurde mittels weiterer pharmakologischer Komponenten getestet.

Forskolin, urspringlich eine Substanz aus der indischen Pflanze Coleus forskoli,
kann direkt am katalytischen Zentrum der Adenylatcyclase angreifen und diese

aktivieren,  woraufhin es zum intrazellularen = cAMP-Anstieg  kommt.
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Abb. 27: Einfluss des AdCyc-Stimulators Forskolin auf die Migration der HYSMC.

Die Préinkubation der Zellen erfolgte mit den angegebenen Konzentrationen Forskolin fiir 30 min., die
Stimulation mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb (10ng/mli). Als Negativkontrolle diente
Versuchmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=3.

Die Behandlung der Zellen mit Forskolin bewirkte eine dosisabhangige Hemmung
der uPA- wie auch der PDGF-induzierten Migration, ohne die unstimulierten
Kontrollzellen zu beeinflussen (Abb. 27). Versuche mit einer membranpermeablen
cAMP-Form (6Benz-cAMP) ergaben vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht
graphisch dargestellt), sodass der Aktivitdtszustand der Adenylatcyclase flr beide

Stimulationswege von Bedeutung zu sein scheint.
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Wie koénnten die bislang identifizierten Signalwege nun ineinander greifen? Ein
Einfluss der aktivierten Signalkaskade uber G-Proteine, cAMP und PLC auf die
Aktivierung der PI-3 Kinase ware sowohl outside in, wie auch sekundar inside out
Uber die erfolgten zytoskelettaren Veranderungen denkbar, sodass im nachsten
Schritt der Einfluss von Pertussistoxin und dem PLC-Inhibitor U73122 auf die
Phosphorylierung der Akt/PKB und demnach die Aktivierung der PI-3K untersucht

wurde.
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Abb. 28A/B: Einfluss von Pertussistoxin (A) und U73122 (B) auf die PI-3K-Aktivierung in HYSMC.
Die Préinkubation der HVSMC erfolgte entweder mit PTX (1-100ng/ml) tber 16h oder mit U73122
(1,25-5uM) (ber 30 min.. Stimuliert wurden die Zellen mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb
(10ng/ml) iber 15 min., als Negativkontrolle diente Versuchsmedium. Nachgewiesen wurde dann
phosphorylierte Akt/PKB als Substrat aktivierter PI-3K im Western-Blot.

Beide Substanzen hatten keinen erkennbaren Einfluss auf die Aktivierung der PI-3K
(Abb. 28), obwohl die hier eingesetzten Konzentrationen von PTX und U73122 im
Migrationsassay bereits eine starke Hemmung der Zellmotilitat bewirken konnten.
Die Interpretation der oben dargestellten Ergebnisse ergibt demnach die
Schlussfolgerung, dass Gi-Protein- sowie PI-3K-abhangige Signalwege parallel und
voneinander unabhangig aktiviert werden, aber beide zur uPAR-vermittelten
Migration der HYSMC beitragen.
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3.2.4 Rolle von Lipiddomanen in uPAR-vermittelter Zellmigration

Die Untersuchungen bezuglich uPAR-vermittelter Adhasion beruhten auf der
Voraussetzung einer Konzentration des GPl-verankerten Rezeptors in
Lipiddomanen. Selbiges kann man auch fir die, zur Zellmigration fuhrende
Signalaktivierung via uPAR, postulieren. Daher wurde der Einfluss von Substanzen,
welche die Formierung von Membranlipiddomanen storen, Cholesteroloxidase
(CholOx) und B-Methylcyclodextrin (MBCD), auf die Migration der HVSMC
untersucht.

25 -
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Abb. 29: Einfluss von MBCD auf die Migration der HVYSMC.

Die Préinkubation der Zellen erfolgte mit den angegebenen Konzentrationen MBCD fiir 30 min., die
Stimulation mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb (10ng/ml). Als Negativkontrolle diente
Versuchsmedium. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +/- SEM, N=3.

Die Zerstoérung der Lipiddomanen durch MBCD (Abb. 29) fihrte in PDGFbb- wie
uPA-stimulierter  Zellmigration zu einer deutlichen Hemmung, sodass
interessanterweise die Colokalisation von beiden Rezeptoren in lipidreichen
Membrandomanen flr die migrationsvermittelnde Signalaktivierung notwendig zu
sein scheint. Die Versuche mit Cholesteroloxidase ergaben vergleichbare

Ergebnisse und sind hier nicht mehr isoliert graphisch dargestellit.
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Wenn fiur beide Stimulatoren, uPA und PDGFbb, die chemotaktische Wirkung auf
HVSMC u.a. von einer Aktivierung der PI-3K abhangt, aber auch von einer
Akkumulation der entsprechenden Rezeptoren in lipidreichen Membrandomanen, so
postulierten wir einen negativen Effekt von MBCD oder/und Cholesteroloxidase auf

die Phosphorylierung von Akt.

A
CholOx(U/ml) - - 01 1 10 - 01 1 10
uPA (nM) - 100 100 100 100 - - ..

PDGF (ng/ml) - - - - 10 10 10 10
P-Akt —> T — o — e (T R

B
MBCD (mM) - - 0.2 2 20 - 0.2 2 20
uPA (nM) - 100 100 100 100 - - - -

PDGF (na/ml) - - 10 10 10 10

P-Akt —> gt o e - e e

Abb. 30A/B: Einfluss von CholOx (A) und MBCD (B) auf die Phosphorylierung von Akt/PKB.

Die Préinkubation der Zellen erfolgte mit den angegebenen Konzentrationen von CholOx (0,1-10
U/ml) oder MBCD (0,2-20 mM) fiir 30 min., die Stimulation mit HMW-uPA (100nM) oder PDGFbb
(10ng/ml) iiber 15 min. Als Negativkontrolle diente Versuchsmedium.

Die entsprechende Western-Blot-Analyse ergab eine dosisabhangige Reduktion der
Akt-Phosphorylierung nach Prainkubation der Zellen mit beiden Substanzen.
Allerdings zeigte insbesondere die Behandlung der Zellen mit MBCD einen deutlich
ausgepragteren Effekt auf uPA-stimulierte Phosphorylierung im Vergleich zu PDGF.
Diesbezuglich passen die deutliche Hemmung uPAR-abhangiger Migration durch
den PI-3K Inhibitor Ly294002 (Abb. 24B, S.63) mit dem Einfluss von MBCD auf
uPA-stimulierte Migration und Akt-Phosphorylierung Uberein. Hingegen scheint die
Zerstorung von lipidreichen Mikrodomanen zwar auch einen ausgepragten Effekt auf
PDGF-stimulierte Zellmigration zu haben, dieser ist nach oben dargestellten

Ergebnissen jedoch nicht primar auf eine Hemmung der PI-3K-Aktivitat
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zuruckzufihren. Insgesamt scheint diese fur PDGF-vermittelte Zellmigration nicht in
selbem Malke wichtig, wie fir das uPA-/uUPAR- System (Vergleiche Abb.24).

Zum Ende des Ergebnisteils lasst sich bezuglich der zweiten Fragestellung der
Arbeit zusammenfassen, dass uPAR-vermittelte Migration humaner glatter
Muskelzellen abhangig von der Bindung des Liganden uPA an seinen Rezeptor,
jedoch unabhangig von der proteolytischen Aktivitat der Protease ist.

Die Ligand-Rezeptorassoziation fuhrt zur  Aktivierung unterschiedlicher
Signalkaskaden, welche mitunter parallel und unabhangig voneinander stimuliert
werden. Involviert sind Gi-Proteine, mit ihren downstream-Komponenten der PLC
und Adenylatcyclase. Eine intrazellulare Calciumerhohung ist dabei anscheinend
essentiell, vice verca wirkt sich eine intracellulare cAMP-Erh6hung negativ auf die
Migrationsfahigkeit der Zellen aus.

Die Aktivierung der PI-3K ist ebenfalls essentiell fur uPAR-vermittelte HVSMC-
Migration. Die entscheidende Voraussetzung flir uPAR-abhangige Signalaktivierung
und daraus resultierende Zellmotilitat ist hierbei die Konzentration des Rezeptors in

lipidreichen Membranmicrodomanen.
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4 Diskussion

4.1 uPAR als Regulator von Zelladhdasionsprozessen

4.1.1 Interpretation der Ergebnisse

Das Verstandnis von Zell-Matrixadhasionsprozessen basierte lange Zeit auf der
Interaktion von Matrixbestandteilen mit ihren spezifischen Adhasionsproteinen, den
Integrinen. In den letzten zehn Jahren hat die Bedeutung des Urokinsaserezeptors
als zusatzlicher Regulator von Integrinfunktionen dieses Bild jedoch modifiziert (May
et al. 1998, Wei et al. 1999, Simon et al. 2000, Degryse et al. 2005 u.w.). Die
Identifikation von uPAR als direkten Vitronektin-Bindungspartner warf zusatzliche
Moglichkeiten aber auch zahlreiche Fragen auf.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Zelladhasion auf Vitronektin mit uPAR
als direktem Bindungspartner fir das Matrixprotein einen stabilen Kontakt zwischen
Zelle und Matrix herstellen kann. Diese Bindung war unabhangig von jedweder
Integrinaktivitat, aber abhangig von der Akkumulation des uPAR in Detergenz-
unloslichen Adhasionskomplexen (DIAPSs).

Nach bisherigem Kenntnisstand und den Ergebnissen dieser Arbeit kommen

demnach prinzipiell drei Mdglichkeiten der Zelladhasion auf Vitronektin in Betracht.

A) Integrin-vermittelt B) Integrin-vermittelt C) uPAR-vermittelt
uPAR- reguliert Integrin-unabhangig

] Integrine
Integrine

VITRONEKTIN

Abb. 31: Moglichkeiten zellularer Adhésion auf Vitronektin.
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Die weitere Untersuchung der uPAR-spezifischen Adhasionskomplexe ergab das
Fehlen jeglicher Integrine, sodass die Frage, ob Integrine unabhangig von ihrem
Aktivitatszustand nicht trotzdem als Adapterproteine zwischen uPAR und
intrazellularen Zytoskelettverankerungen fungieren, in diesem Fall verneint werden
musste.

Essentiell fur die Formation  Detergenz-unloslicher  uPAR-abhanginger
Adhasionskomplexe (DIAPs) auf VN war die Konzentration des GPIl-verankerten
UPAR in lipidreichen Microdomanen. Zerstorte man diese Domanen, wie mit N-
Octylglucosid geschehen, so verblieb lediglich ein minimaler uPAR-Rest an VN
gebunden, welcher als unspezifisches Artefakt interpretiert wurde (HEK293 uPAR(+),
Kapitel 3.1.2). Kurz eingegangen werden soll an dieser Stelle auf die uPAR-
Verteilung innerhalb der unterschiedlichen Fraktionen im Rahmen der DIAP-
Praparation.

Nach Adhasion beider Zellarten auf VN war der uberwiegende uPAR-Anteil in den
DIAPs sowie im Idslichen Uberstand (S) zu finden und deutlich geringer in der
unloslichen Pellet-Fraktion (P). Die uPAR-VN-Interaktion ist demnach ein aktiver
Prozess, fur welchen uPAR in die Adhasionskomplexe rekrutiert werden muss. Der
nicht in den Lipiddomanen befindliche uPAR, welcher sich z.B. in Umbauprozessen
im Zytosol befindet, wurde dementsprechend in der lysierten Fraktion detektiert.
Nach Integrin-abhangiger Zelladhdsion auf einem anderen Matrixprotein (FN, Fbg)
konzentrierte sich uPAR einerseits wie gehabt in der lI6slichen Fraktion (S),
andererseits aber starker im unloslichen aber nicht adharierenden Pellet. Dies spricht
dafur, dass uPAR in gewissem Malde immer in lipidreichen Microdomanen zu finden
ist. Erst durch den Kontakt zum Substrat VN wird dieser uPAR-Anteil aber aktiviert,
sodass es zur Bildung von Adhasionskomplexen kommt und so die Umverteilung des
uPAR-Anteils aus der Pellet- in die DIAP-Fraktion sichtbar wurde.

Wenngleich noch nicht geklart ist, wie die Kontaktmechanismen genau funktionieren,
konnten in Kapitel 3.1.3 weitere Bestandteile des uPAR-abhangigen
Adhasionskomplexes charakterisiert werden. Hierzu gehdrten intrazellulare
Fokalkontaktproteinen wie Vinculin und Aktin, wohingegen z.B. Talin als typisches
Integrin-bindendes Protein fehlte. Signalproteine wie Gi,, c-Src oder das Substrat
Phosphotyrosin konnten ebenfalls detektiert werden. Dies unterstreicht die
individuelle Funktionalitat des uPAR-Adhasionskomplexes, uUber den es durch

intrazellulare Signalprozesse und zytoskelettalen Umbau zur stabilen Zelladhasion
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kommt. Allerdings bestand ein Unterschied zwischen HEK293 und BAF3 Zellen. In
den Untersuchungen der DIAPs nach BAF3 uPAR(+)-Adhasion auf VN konnte neben
UPAR lediglich ein geringer Nachweis von c-Src erbracht werden, hingegen bei
HEK293 (uPAR+) Zellen Vinculin, Aktin, Gj, und c-Src. Eine Erklarung kdnnte in den
Unterschieden zwischen Adharent- und Suspensionszelllinie zu finden sein, mit
Nachweisproblemen zu geringer Proteinmengen zytoskelettarer Bestandteile in den
BAF3 Zellen. Die durchgeflihrten immunhistochemischen Farbungen sowie die
Lasermikroskopie schienen diesbezuglich sensitiver zu sein. Dort war eine deutliche
Colokalisation von uPAR mit Aktin und Phosphotyrosin nach BAF3 (uPAR+)
Adhasion auf VN sichtbar.

Abb. 32 zeigt schematisch einen moglichen uPAR-Adhasionskomplex.

VITRONEKTIN

extrazellular

Integrine

Lioid rafts

e AAR e

‘ukAN

(r(

Plasmamembran
/

Talin

intrazellular

Downstream-Signalling
via G-Proteine/ Src-Kinasen

Abb. 32: Schematische Darstellung einer moglichen Formation im uPAR-Adh&sionskomplex nach

VN-Bindung, wobei Integrine NICHT Bestandteil innerhalb der Lipiddomé&nen sind.
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4.1.2 Frage nach uPAR- assoziierten Adapterproteinen

Eine Beteiligung von Adapterproteinen an der Verbindung des uPA-Rezeptors mit
zytoskelettaren Bestandteilen ist wahrscheinlich, konnte aber im Rahmen dieser
Arbeit weder ausgeschlossen noch bewiesen werden. Flir andere GPIl-verankerte
Proteine gilt eine ahnliche Problematik.

Beispielsweise wurde fur die T-Zellrezeptoraktivierung das sog. linker for activation of
T cells (LAT)-Protein (Simons et al., 2000) und fur den IL-6 Rezeptor gp130
identifiziert (Chow et al., 2001). Uber gp130 wird unter anderem c-Src und der
Signalweg der JAK/STAT-Proteine aktiviert. Da auch in den DIAP-Praparationen
beider Zelllinien ein Nachweis von c-Src erbracht werden konnte und Koshelnik et al.
bereits 1997 eine Assoziation von uPAR mit gp130 beschrieb, ware gp130 prinzipiell
ein mogliches Adapterprotein. Allerdings exprimieren BAF3 Zellen kein gp130 und
zeigten nach Transfektion mit dem Urokinaserezeptor dennoch eine deutliche uPAR-
vermittelte Adhasion auf VN, sodass diese Moglichkeit in den hier getesteten Zellen
keine Rolle spielen konnte. Auch Caveolin wurde in Assoziation mit B4-Integrinen,
Src-Kinasen und uPAR identifiziert (Wei et al., 1999; Chapman et al., 1999) und stellt
insofern eine attraktive Adaptermdglichkeit fur die uPAR-vermittelten Adhasion dar.
BAF3 Zellen exprimieren jedoch auch Caveolin nicht und HEK293 Zellen nur in
geringem MalRe. Dennoch zeigten beide Zellarten eine stabile uPAR-vermittelte
Adhasion auf Vitronektin. Schliel3lich konnte Caveolin zwar in der Detergenz-
|6slichen Fraktion, nicht jedoch in den DIAPs der HEK293 Zellen detektiert werden,
was gegen eine Adapterfunktion von Caveolin in diesen Zellen spricht. Erste
Versuche der biochemischen Darstellung uPAR-assoziierter Proteine in den
Adhasionskomplexen mittels 2D-Gel-Elektrophorese (unter freundlicher Mitwirkung
der Arbeitsgruppe Linder, Biochemisches Institut Giel3en) zeigten eine gro3e Anzahl
von Proteinen. Nach einer 2005 erschienenen Publikation von de Hoog et al. konnten
in Fokalkontakten 280 verschiedene Proteine detektiert werden, sodass die
Vorstellung besteht, dass uPAR in seinen Lipiddomanen &hnlich komplexe
Strukturen formiert. Die Identifizierung der beteiligten Proteine verspricht, interessant

zu werden, steht jedoch noch aus.
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4.1.3 Bedeutung uPAR-requlierter Adhésion in vivo

In der Literatur bestehen zahlreiche Daten Uber die Bedeutung des uPA-Rezeptors
bezlglich seiner Integrinfunktion-regulierenden Fahigkeit, und lange Zeit galt dies als
einzige Moglichkeit uPAR-regulierter Zelladhasion. Die postulierte direkte Bindung
von UPAR an 31- und B2-Integrine stellt einen Mechanismus dar, wie uPAR zusatzlich
Zell-Matrix-, und Zell-Zellkontakte modulieren kann (Tarui et al., 2001).

Insbesondere die direkt mogliche uPAR-VN-Interaktion scheint jedoch von
Bedeutung. Hierfur weist das Urokinase-System einen eigenstandigen
Regulationsmechanismus auf, indem PAI-1 mit seiner VN-bindenden Fahigkeit die
uPAR-vermittelte VN-Adhasion hemmen kann. Auch Ioslicher uPAR (suPAR) konnte
diese Funktion Ubernehmen, d.h. ob eine Bindung der uPAR-exprimierenden Zelle
an VN stattfinden kann hangt nicht nur vom Ausmal® der Expression ab, sondern
auch von der Gegenwart und Sekretion I6slichen uPARs und PAI-1. Vitronektin wird
u.a. in inflammatorischen Geweben und bei Wundheilungsprozessen vermehrt
synthetisiert, sodass Uuber uPAR Zellen auch unter Bedingungen, die keine Adhasion
Uber Integrine zulassen an einer Vitronektin-Matrix adharieren konnten.

Fur die Adhasion von Tumorzellen kann ein ahnlicher Mechanismus postuliert
werden. In vielen Tumorgeweben kommt VN vermehrt vor, sodass bei
entsprechender Expression des uPA-Rezeptors eine Stabilisierung von Tumorzellen
in VN-reichem Gewebe die Folge sein kdnnte. Zum anderen gilt die Adhasion von in
der Blutbahn befindlichen Tumorzellen als initialer Schritt zu deren Einwanderung in
weitere Organe, sodass die Hemmung dieses Schrittes ein mogliches Target einer
Therapie darstellen kdonnte. Fur diesen Fall ist die Erkenntnis, dass Zelladhasion
nicht nur Uber Integrininteraktionen, sondern auch Uber uPAR an Vitronektin
stattfindet, von Bedeutung. Mit der Interaktionshemmung von uPAR mit VN aber
auch von uPAR mit weiteren Integrinen konnte gleich auf zweierlei Weise die
Adhasionsfahigkeit der Zellen vermindert werden, da sowohl die direkte Bindung, als
auch der regulatorische Einfluss von uPAR auf Integrine beeintrachtigt ware.

Die stimulierende Wirkung inflammatorischer Zytokine auf die uPAR-Expression ist
ebenfalls interessant. In atherosklerosen Plaques befindliche Schaumzellen
sezernieren Zytokine wie IL-1, TNF-a und auch uPA, welche u.a. zur vermehrten
Expression des uPA-Rezeptors fihren (Feliciani et al., 2003; Han et al., 2002) und

chemotaktische Wirkung auf die Lymphozyten ausiben, sodass die Einwanderung
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von Lymphozyten und Makrophagen in die Gefallwand stimuliert wird. Dort kbnnen
diese ggf. durch direkte uPAR-VN Bindung in den adhasiven Status gebracht werden
und zum Wachstum des atherosklerotischen Plaque beitragen, ihrerseits wiederum
Zytokine oder Chemokine sezernieren und einen pathologischen Kreislauf aufrecht
erhalten. Zum anderen wirkt uPA direkt chemotaktisch auf glatte GefalRmuskelzellen,
was ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde und im Folgenden
diskutiert wird.

4.2 uPAR als Regulator von Zellmigrationsprozessen

4.2.1 Interpretation der Ergebnisse

In Kapitel 3.2.1 konnte gezeigt werden, dass Uber die uPA-uPAR Interaktion in vitro
eine 3-4-fache Steigerung der Migration humaner GefaBmuskelzellen (HVSMC) in
dosisabhangiger aber proteolyseunabhangiger Weise initiiert werden kann. Diese
Wirkung war eindeutig abhangig von einer Bindung an den spezifischen uPA-
Rezeptor, da sowohl uPAR-spezifische Antikorper wie auch suPAR diesen Effekt
hemmen konnten, andererseits VSMC von uPAR-knockout-Mausen keine Migration
nach uPA-Stimulation aufwiesen. Dieser Nachweis erschien deshalb sehr wichtig, da
in vorherigen Arbeiten eine uPA-stimulierte aber anscheinend uPAR-unabhangige
Proliferation sowie Aktivierung der ERK1/2 von VSMC aus uPAR-knockout-Mausen
beschrieben worden war (Kanse et al. 1997; 2001).

Die Hemmung der Migration durch suPAR muss kontrovers diskutiert werden.
Einerseits erscheint der Mechanismus klar, da suPAR Urokinase bindet und selbige
somit nicht mehr fir den membranstandigen Rezeptor zur Verfugung steht.
Andererseits wird postuliert, dass durch uPA-abhangige Proteolyse des Rezeptors
die chemotaktisch aktive Aminosauresequenz 88-94 zwischen Domane 1 und 2 des
UPAR exprimiert wird. Auch die bereits beschriebenen Daten in der Literatur klingen
diesbezuglich vielversprechend in Bezug auf die Suche nach einem Adapter-
bindenden Neoepitop, als welches das Peptid 88-94 dienen soll. Zu Beginn meiner
Arbeit zu diesem Thema wurde das Peptid in zahlreichen Migrationsassays getestet,
ohne jedoch eine chemotaktische Wirkung auf die HYSMC ausiben zu kdnnen. In

Zusammenschau mit dem inhibitorischen Effekt von suPAR scheint der beschriebene
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Mechanismus demnach in diesen Zellen nicht zuzutreffen, was ein weiteres Beispiel

der ausgepragten Zellspezifitat uPAR-abhangiger Mechanismen darstellt.

4.2.2 uPAR-requlierte Zellmigration in Gefallwand- und Entziindungsprozessen in

Vivo

Insbesondere GefalRwandprozesse wie Atherosklerose und Restenosierung nach
Angiodilatation wurden bereits mehrfach in Bezug auf die Untersuchungen an
HVSMC betont. Im Rahmen dieser komplexen Vorgange kommt es u.a. Uber
inflammatorische Zytokine einerseits zur vermehrten Expression des uPAR (siehe
4.1.3), andererseits zur Aktivierung von Gefaldimuskelzellen und Fibroblasten, welche
aus dem ruhenden in den sekretorischen, proliferierenden Typ Ubergehen. Dies fuhrt
zur vermehrten Ansprechbarkeit fur Mediatoren wie PDGF aber auch uPA, welche
beide zur Proliferation der GefaBmuskelzellen wie auch zur Migration beitragen, wie
diese Arbeit gezeigt hat. Auch wenn die vorgestellten Daten eine chemotaktische
Wirkung der Urokinase ohne katalytische Aktivitat beweisen, wird die gerichtete
proteolytische Wirkung des uPA-Systems Uber die Aktivierung von Plasminogen zu
Plasmin in vivo seine gerechtfertigte Bedeutung haben. Darauf weisen Daten hin,
welche eine Reduktion der Atheroskleroseplaquebildung in uPA-knockout Mausen
zeigen (Carmeliet et al., 1998). Interessanterweise trifft dies nicht fur uPA-Rezeptor
knockout Mause zu (Carmeliet et al., 1998).

Diese Beobachtung scheint die Notwenigkeit des uPAR fur die Invasion der HYSMC
in die Neointima in Frage zu stellen. Man kann aber auch argumentieren, dass
andere migrationsfordernde Mechanismen den Ausfall des uPA-Rezeptors
kompensieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde PDGFbb im Vergleich zu uPA
eingesetzt und zeigte ein noch starkeres chemotaktisches Potential, als Uber den
uPA-uPAR-Weg erreicht werden konnte. Es gibt jedoch keine Information in der
Literatur, ob z.B. nach Ausschalten des PDGF-Einflusses in uPAR-knockout M&usen
verglichen mit uPAR postiven Mausen nicht doch eine Reduktion atheroskleréser
Veranderungen zu beobachten ware.

Allerdings ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren wie PDGF oder bFGF mit dem uPA-
uPAR-System in Wechselwirkung treten kdnnen (Padro et al., 2002). PDGF wie auch
bFGF stimulierten die Sekretion von uPA in HVSMC; vice versa zeigte sich eine

verminderte Proliferation der Zellen nach Stimulation mit PDGF oder bFGF, wenn
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zuvor die Wirkung von uPA gehemmt wurde, was auf eine uPA-abhangige
Expression der Wachstumsfaktoren schlieRen lasst. Wie bereits schon von Kanse et
al. 2001 beschrieben, war eine uPA-Rezeptor Interaktion fur die mitogene Wirkung
von uPA nicht notwendig. Die Autoren flhrten es in dem Falle auf eine primar
vermittelnde  Funktion der Urokinase fir die Wachstumsfaktor-induzierte
Proliferationssteigerung zurack. In vivo kann dieser Mechanismus zur Potenzierung
sowohl der uPA- wie auch der Wachstumsfaktorwirkung auf die Einwanderung und
Proliferation der HYSMC in die Neointima fuhren.

Abb. 33 stellt schematisch Einflussmoglichkeiten und Wechselwirkungen des uPA-

UPAR-Systems in Gefallwandveranderung dar.

Leukozyten

Thrombozyten

Endothelzellen

Schaumzelle
INTIMA ECM/ VN ﬂ

Zytokine .
= F

Abb. 33: Einflussmdglichkeiten des uPA-uPAR-Systems: 1. Leukozytenadhdsion am Endothel, 2.

Glatte GefaiBmuskelzellen

Invasion der Leukozyten/ Monozyten in die GefaBwand und 3. Stabilisierung/ Anhaftung am VN
innerhalb der inflammatorischen GefalBwand. 4. Durch sezernierte Zytokine einerseits Chemotaxis der
SMC, andererseits Hochregulation der uPAR-Expression und uPA-Sekretion. Damit 5. gesteigerte
chemotaktische Wirkung des uPA auf die SMC. 6. Wechselwirkung zwischen uPA und weiteren
Chemotaxinen und Mediatoren wie PDGF, bFGF.
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Bezuglich chronischer Gefallwandveranderungen muss auch an eine mdogliche
Beteilung des uPA-uPAR-Systems in der Pathogenes von vaskulitischen
Krankheitsbildern gedacht werden. Diesbezuglich ist eine der haufigsten chronischen
Erkrankungen unserer Gesellschaft der Diabetes mellitus. Bekannt ist bereits, dass
dabei akkumulierende reaktive Sauerstoffspezies ROS (reactive oxygen species) die
Expression von uPAR im retinalen Gewebe erhohen (El- Remessy et al., 2003). Im
Hinblick auf die beschriebene Wirkung von uPA auf HVSMC ware daher eine
interessante Fragestellung, ob eine Uber ROS oder AGE's (advanced glycosylated
endproducts) induzierte Expression von uPA und uPAR zur Pathogenese der
diabetischen Mikro- und Makrovaskulopathie beitragt. Eine Beeinflussung der
Migration und Proliferation glatter Gefallmuskelzellen wirde somit therapeutische
Optionen zur Behandlung der chronische Gefalinflammation, welche beim Diabetes
mellitus die Hauptursache zahlreicher Folgeerkrankungen darstellt, beinhalten.
Abgesehen vom uPA-Einfluss auf HVSMC, wird auch die Motilitat anderer Zellen
durch das uPA-uPAR-System reguliert.

In vivo Versuche an uPA- wie auch uPAR-knockout-Mausen ergaben eine
eingeschrankte Invasionsfahigkeit von Entziindungszellen in die Bauchhohle nach
intraperitonealer Injektion eines entzindlichen Agens (May et al., 1998). Die
Anwesenheit von uPAR auf Monozyten ist dabei verantwortlich fur einen entweder
adhasiven oder migratorischen Phanotyp der Zellen und somit maf3gebend fur die
Einwanderungsfahigkeit in das Inflammationsgewebe (Chiaradonna et al., 1999). Die
UPAR-Expression auf Monozyten kann in vitro zudem durch die Anwesenheit
bakterieller Endotoxine wie auch monozytarer Chemokine gesteigert werden
(Dekkers et al., 2000; Nakayama et al., 2002), wodurch sich der Aktivierungszustand
der Monozyten im Entzindungsgeschehen eigenstandig zu regulieren scheint.

Im humanen System lasst sich diese Beobachtung anhand von Untersuchungen an
Patienten, welche an paroxysmaler, nocturaler Hamoglobinurie (PNH) leiden
bestatigen. Bei dieser Erkrankung besteht eine Unfahigkeit der Synthese GPI-
verankerter Proteine. Diese Patienten leiden u.a. an hartnackigen bakteriellen
Infektionen und zeigen auch in Komplement-unabhangiger Umgebung eine
eingeschrankte Migrationsfahigkeit neutrophiler Granulozyten in vitro (Pedersen et
al., 1996). Als Erklarung der Pathogenese muss hierbei noch berucksichtigt werden,

dass auch T-Zellrezeptoren und einige Komplement-Faktoren GPIl-verankerte
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Proteine sind, und das Fehlen selbiger in vivo ebenfalls zur Genese entzindlicher
Erkrankungen beitragt.

Auch bei chronisch entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis/
Osteoarthritis wird eine vermehrte Expression des uPA-uPAR-Systems wie auch
eine Colokalisation desselbigen mit Matrix-Metalloproteinasen beschrieben (Busso et
al., 1997; Schwab et al.,, 2004), sodass auch hier ein Fortschreiten des
Entzindungsprozesses durch den Adhasions- und Migrations-regulierenden Einfluss
auf Leukozyten, wie auch durch die direkte Matrix-degenerierende Wirkung des uPA-
UPAR-Systems zustande kommt. Zusatzlich beschrieben Apparailly et al. 2002 einen
Angiogenese-fordernden Einfluss des uPA-uPAR-Systems in experimenteller

Arthritis, welcher zur Unterhaltung der chronischen Entzindungsreaktion beitragt.

4.2.3 uPA-/uPAR und Cancerogenese

Wenngleich dieses Thema nicht direkten Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit
nimmt, ist es dennoch so wichtig, dass es erwahnt werden soll. Die Invasivitat und
Malignitat mehrerer Tumorzellarten wurde schon mehrfach auf das Ausmal der
UPAR-Expression zurickgefuhrt (Mc Donald et al.,, 1998; Nakata et al., 1998) und
interessanterweise fehlt diese bei vielen gesunden Organzellen vor der malignen
Entartung. Somit scheint der Weg von der uPAR-armen zur uPAR-reichen
Expression ein Schritt der malignen Entartung darzustellen. Berlcksichtigt man, dass
entzundliche Mediatoren und Stressfaktoren die Regulation der uPAR-Expression
beeinflussen, konnte man schlussfolgern, dass dies ein moglicher Mechanismus ist,
der den Schritt vom chronisch entzindlichen Gewebe zum entarteten Gewebe
unterstutzt.

Rother et al. konnten 2004 in diesem Zusammenhang zeigen, dass die Aktivierung
des Tumorsuppressorgens p53, welchem eine Beteiligung in der Genese von
Mamma-, Bronchus- und Colonkarzinomen zugeschrieben wird, zu einer
Herabregulation der uPAR-Expression fuhrt. Umgekehrt ist dementsprechend
vorstellbar, dass aus der Mutation des p53-Gens und daraus folgender
Funktionsunfahigkeit eine vermehrte uPAR-Expression resultiert. Die wiederum
charakterisiert den invasiven Phanotyp der Zellen und kénnte einen Aspekt der

malignen Entartung bei Tumorsupressorgenmutationen darstellen.
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Nicht nur bezlglich seiner direkten Wirkung auf Tumorzellen nimmt das uPA-uPAR-
System Einfluss auf maligne Prozesse. Es gibt mehrfach Hinweise, dass die Tumor-
induzierte Angiogenese uUber uPA unterstiutzt wird, sodass hier ein weiterer
Mechanismus des Tumorwachstums und der Metastasierung vorliegt (Rabbani et al.,
1998).

Es wird deutlich, dass das Urokinase-System zahlreiche Bezuge zu und starken
Einfluss in Bereiche nimmt, in denen Zelladhasions-, proliferations- und
migrationsprozesse eine entscheidende Rolle spielen. Gerade im Hinblick auf die
zunehmenden Beweise der Multifunktionalitat des uPA-Rezeptors und seiner
Liganden ist die Aufklarung und das Verstandnis dieses Systems auf zellularer

Ebene von grofRer Bedeutung, wozu diese Arbeit beitragen mdchte.

4.3 uPAR als Initiator von Signaltransduktionsprozessen

4.3.1 Interpretation der Ergebnisse

Fur die Vermittlung komplexer zellularer Vorgange wie Adhasion und Migration ist die
Aktivierung intrazellularer Signalprozesse erforderlich. Die Zelle muss Form und
Zytoskelett verandern, Membrankomplexe und Lipiddomanen formieren und ihren
Stoffwechsel auf die neuen Anforderungen ausrichten. In Kapitel 3.1.3 wurde
beschrieben, dass eine uPAR-vermittelte Adhasion auf Vitronektin G;-Proteine und c-
Src in einen funktionellen Komplex mit uPAR und zytoskelettaren Proteinen bringt.
Diese Daten gehen konform mit weiteren Veroffentlichungen, in denen uPAR-
regulierte Zelladhasion mit einer Aktivierung von Src-Kinasen (Bohuslav et al., 1995;
Chiaradonna et al., 1999) und auch einer Assoziation mit Caveolin (Wei et al., 1999)
einhergeht. Im Unterschied zu den hier dargestellten Ergebnissen wurde die
Aktivierung der Src-Kinasen zwar durch uPAR reguliert aber primar durch Integrine
vermittelt, sodass keine direkte Assoziation von uPAR und Src-kinasen postuliert
wurde. Diese Arbeit zeigt aber, dass auch Integrin-unabhangig eine Komplexbildung
von uPAR mit c-Src wie auch mit Gi-Proteinen stattfinden kann, welche die
Akkumulation von uPAR in lipidreichen Membrandomanen als funktionelle Einheit

voraussetzt.
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In glatten Muskelzellen fihrte die Stimulation mit uPA zu einer dosisabhangigen
Aktivierung der ERK1/2 sowie der PI-3 Kinase (Kapitel 3.2.2). Die uPAR-
Abhangigkeit der MAPK-Aktivierung ist jedoch fraglich, da interessanterweise auch
VSMC aus uPAR-knockout-Mausen diese zeigen (Kanse et al., 1997), wohingegen
dies fur die PI-3 Kinase nicht zutrifft. Passend zu dieser Beobachtung spielte in
Kapitel 3.2.3 die Aktivierung der ERK 1/2 fur uPAR-abhangige HVSMC-Migration
keine Rolle. Hingegen fuhrte die Inhibition der PI-3 Kinase sowohl zu einer
Phosphorylierungshemmung des Substrats Akt/PKB im Western-Blot wie auch zu
einer dosisabhangig reduzierten Zellmigration.

Die Beteiligung inhibitorischer G-Proteinen konnte spezifisch flr uPA-stimulierte
HVSMC-Migration nachgewiesen werden. Mogliche downstream-Signale von Gj-
Proteinen wie die Aktivierung der PLC oder die Hemmung der Adenylatcyclase
(AdCyc) zeigten Einfluss auf uPA- wie auch PDGF-stimulierte Zell-Migration.

Wie in 3.2.3. beschrieben, ware eine gegenseitige Beeinflussung des Gj-Protein-
gekoppelten Signalweges mit einer PI-3 Kinase-Aktivierung denkbar. Allerdings
hatten sowohl Pertussistoxin, wie auch der PLC-Inhibitor keinen Einfluss auf die Akt-
Phosphorylierung als Nachweis der PI-3 Kinase-Aktivitat.

Uber den Urokinase-Rezeptor werden demnach mehrere Signalkaskaden parallel
aktiviert, welche zur Migration der HVSMC in Proteolyse-unabhangiger Weise

fuhren konnen.

4.3.2 Mogliche Signalkaskaden uPAR-abhéngiger HYSMC-Migration

Dieser Abschnitt mochte anhand der erhobenen Ergebnisse sowie bereits
publizierter Daten einige mogliche Signalkaskaden skizzieren.

uPAR-spezifisch war die Aktivierung von Gi-Proteinen, welche zur Hemmung der
cAMP-Synthese und Aktivierung der PLC mit Bildung der 2nd messenger
Diacylglycerin (DAG) und Inositol (1,4,5)-triphosphat (InsPs) fuhrt. Die Aktivierung der
PLC kann dabei entweder Uber die a-Untereinheit des G-Proteins, oder Uber eine
PLC-aktivierende Funktion der By-Einheit erfolgen (Tomura et al., 1997). Da sowohl
ein Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration wie auch die Hemmung der PLC
einen Effekt auf die uPA-stimulierten HVSMC ausubten, ware denkbar, dass Uber die
a-Untereinheit des Gi-Proteins die Inhibition der Adenylatcyclase reguliert wird, und

es Uber die By-Untereinheit zur Aktivierung der PLC mit nachfolgendem Anstieg von
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InsP; kommt. Konsequenz daraus ware eine intrazelluldre Ca?*-Erhéhung, welche
die Vorraussetzung fiir die Aktivierung Ca®*-abhangiger Kinasen darstellt. Nguyen et
al. hatten 1999 eine Beteiligung der Myosin-Light-Chain-Kinase (MLCK) an uPAR-
vermittelten Signaltransduktion publiziert. Es war damit vorstellbar, dass auch in
HVSMC eine Aktivierung derselben erfolgt. Der im Rahmen dieser Arbeit in
Migrationsassays getestete spezifische MLCK-Inhibitor ML-7 konnte jedoch keine
reproduzierbare Hemmung der Migration hervorrufen, wohingegen der
Ca/Calmodulin-Kinasell Inhibitor KN62 in einer Konzentration von 1-10uM eine
dosisabhangige Wirkung auf PDGF wie uPA- induzierte HVSMC-Migration zeigte
(Daten nicht graphisch dargestellt). Bei Ausbleiben des intrazellularen Ca®*-Anstiegs
kommt es jedenfalls zu einer generellen Motilitatseinschrankung der Zellen, sodass
von einer Beteiligung Ca®"-abhangiger Ca/Calmodulinkinasen fiir beide
Induktionswege ausgegangen werden kann.

Uber die Aktivierung der Phospholipase C und Bildung des 2nd messengers
Diacylglycerin (DAG), wird die membranstandigen Proteinkinase C reguliert. Busso
et al. publizierten bereits 1994 die Beteiligung der PKC an uPAR-vermittelter
Signaltransduktion in Epithelzellen. In HYSMC konnte jedoch kein spezifischer Effekt
auf die uPAR-vermittelte Migration durch PKC-Inhibition verzeichnet werden (Daten
nicht graphisch dargestellt), was erneut die Zellspezifitat der beteiligten
Signalkaskaden unterstreicht

Fraglich ist, welchen inhibitorischen Einfluss eine hohe cAMP-Konzentration auf die
Motilitat der glatten GefalRmuskelzellen haben konnte? Eine Moglichkeit wurde von
Mouaward et al. 2004 fur die Wirkung des atrialen natriuretischen Peptides
beschrieben, nach dessen Rezeptorinteraktion es in VSMC zur Pertussistoxin-
sensitiven Inhibition der AdCyc und Aktivierung der PLC kam. cAMP flihrte in diesem
Fall zur verminderten Synthese des PLC-Produktes InsP3; und somit zum Ausbleiben
des intrazellularen Ca?* -Anstiegs.

Die Aktivierung der PI-3K ist ebenfalls essentiell fur die uPAR-vermittelte HVSMC-
Migration, jedoch unabhangig vom Funktionszustand der G;-Proteine oder der PLC,
wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Es scheint also keine inside out—
Aktivierung der PI-3K Uber die zytoskelettaren Veranderungen vorzuliegen, sondern
vielmehr sind diese erst Folge der PI-3K-Aktivitat. Wie kdnnte man selbige erklaren?

Ein Produkt der PI-3K ist das PtdIns (3,4,5)-P3, welches durch Phosphorylierung von

Ptdins(4,5)-P» entsteht. Letzteres kann direkt an Fokalkontaktproteine wie Vinculin,
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Talin und a-Aktinin binden, wodurch es zur Stabilisierung von Adhasionskomplexen
kommt (Heraud et al., 1998; Fukami et al., 1992; Gilmore et al., 1996). Die Bindung
von Ptdins (3,4,5)-P3 an a-Aktinin fuhrt jedoch zu einer Umstrukturierung der
Fokalkontaktkomplexe. Es kommt zur Dissoziation von a-Aktinin und Vinculin,
wohingegen Talin und Paxillin im Adhasionskomplex verbleiben. Die aktivierten
Signalkaskaden bedingen einen weniger adhasiven und eher mobilen Phanotyp der
Zelle, wie es fur Fibroblasten beschrieben wurde (Greenwood et al., 2000).

Kiian et al. publizierten 2003 aufl’erdem eine PI-3K abhangige RhoA-Aktivierung
nach VSMC-Stimulation mittels uPA, welche zur Phosphorylierung von Ca/
Calmodulinkinasen fuhrte. Die Aktivierung der PI-3K ware demnach einerseits fur die
Regulation der Matrix-Bindung, in diesem Fall Kollagen |, zustandig. Andererseits
gemeinsam mit aber unabhangig von stimulierten Gi-Proteinen und den oben
beschriebenen Signalwegen fur die aktive Kontraktilitat und Motilitat der Zelle

verantwortlich. Abb. 34 stellt schematisch einen moglichen uPAR-Signalkomplex dar.
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Abb. 34: Modell der an uPAR-vermittelten HYSMC-Migration beteiligten Signalkaskade.
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Wenngleich die Aktivierung der ERK1/2 fur die hier verwendeten humanen glatten
Muskelzellen keine Bedeutung in uPAR-vermittelter Migration hatte, so darf nicht
verschwiegen werden, dass dies in anderen Zelltypen sehr wohl der Fall ist.
Interessanterweise trifft dies fur mehrere Tumorzellarten zu, wie z.B. MCF-7
(Mammakarzinomzellen), HCT116 (Colonkarzinomzellen) und humane
Melanomzellen (Ahmed et al., 2003; D Alessio et al., 2004). Zusatzlich induziert die
aktivierte ERK1/2 eine vermehrte Expression von uPAR in Mammakarzinom-,
Melanom- sowie Prostatakarzinomzellen (Trisciuoglio et al., 2004; Lee et al., 2004).
Auf die ausgepragte Zellspezifitat von uPA-uPAR-Wirkungen wurde zwar bereits
mehrfach hingewiesen, dennoch ist auffallig, dass es sich in diesem Fall um grofl3e
Gruppen maligner Zellen handelt. Spannend ware demnach die Frage nach einer

moglichen uPA-uPAR-vermittelten, Tumorzell-typische Signalaktivierung.

4.3.3 Rolle des GPI-Ankers in uPAR-vermittelter Migration und Signalaktivierung

Far die Vermittlung zellularer Funktionen wie uPAR-abhangiger Adhasion, Migration
und Signalaktivierung wurde im Rahmen dieser Arbeit die notwendige Akkumulation
des Rezeptors in Lipidmembrandomanen gezeigt. Eine Zerstorung selbiger durch
MBCD und Cholesteroloxidase fuhrte entsprechend zum zellularen Funktionsverlust
und nachgewiesener Hemmung der HVSMC-Migration nach Stimulation mit uPA
aber auch PDGFbb (Abb. 29). Aullerdem wurde die uPA- wie auch die PDGFbb-
stimulierte Akt-Phosphorylierung durch beide Substanzen negativ beeinflusst (Abb.
30A/B), was eine notwendige Akkumulation beider Rezeptoren in lipidreichen
Membrandomanen fur die Aktivierung der PI-3 Kinase bedeutet. Als Voraussetzung
der Konzentration des uPA-Rezeptors in Lipidmembrandomanen wurde seine
Membranbindung mittels GPI-Anker interpretiert. Bezuglich der PDGFbb-abhangigen
Migration und Signalaktivierung bleibt diese Frage zum aktuellen Zeitpunkt
spannend, aber unbeantwortet.

An einen unspezifischen, Zell-toxischen Einfluss der Substanzen muss natirlich
auch gedacht werden. Allerdings zeigten die Kontrollzellen, welche gleichsinnig
behandelt waren, keine Beeintrachtigung. Auch die Mikroskopie der Zellen nach
Behandlung mit MBCD oder CholOx in den angegebenen Konzentrationen war nicht

hinweisend auf eine Beeintrachtigung der Zellvitalitat im Sinne von Vakuolenbildung
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oder sichtbarem Zelldedritus. Allerdings wurden keine Kontrollen spezifischer

Apoptosemarker durchgefuhrt.

4.3.4 uPAR und mogliche Adapterproteine der Signalaktivierung

Eine bereits mehrfach angesprochene Problematik ist die Frage, wie uPAR ohne
eine direkte Verbindung zum intrazellularen Raum Signalaktivierungsprozesse
vermitteln kann. Auch fur die uPAR-abhangige Migration gibt es noch keinen
einheitlichen Konsens.

Integrine oder das LDL-receptor related protein (LRP) k&dmen potentiell in Frage.
Insbesondere fur B+-Integrinen wird eine direkte Assoziation mit uPAR beschrieben,
welche durch das sog. Peptid 25 unterbunden werden kann (Simon et al., 2000). Das
entsprechende Peptid wurde demnach in unseren Migrationsassays eingesetzt
(eigens erhobene Daten, nicht graphisch dargestellt), um mogliche Auswirkungen
einer postulierten Integrin-uPAR-Dissoziation zu erkennen. Die Prainkubation der
HVSMC mit P25 flhrte zu einer ausgepragten generellen, unspezifischen
Migrationshemmung jeglicher stimulierter wie auch unstimulierter Zellen. Demnach
scheint dieses Peptid entweder einen unspezifischen Einfluss auf die Zellmotilitat zu
haben. Oder es kommt Uber die beeintrachtigte Integrinfunktion zur verminderten
Zellhaftung auf der Kollagen-Matrix der Migrationsmembran und somit zu
schlechteren Voraussetzungen fir die Durchwanderung.

Bezlglich einer Adapterfunktion des LDL-receptor related protein ergab die
Behandlung der HYSMC mit LRP-Antikorpern oder dem receptor associated protein
(RAP), welches die Bindung von uPA-uPAR an LRP hemmen kann, keinen Einfluss
auf uPAR-vermittelte Migration (eigens erhobene Daten, nicht graphisch dargestellt).
Eine Adapterfunktion von B4-Integrinen oder LRP fir uPAR-vermittelte HVSMC-
Migration und die entsprechende Signalaktivierung ist demnach unwahrscheinlich.
Eine physiologische Bedeutung des LRP auf die uPAR-vermittelte Zellmigration
durch die Rezeptorexpression-regulierende Wirkung ist dennoch in vivo nicht
auszuschlief3en. Gilardoni et al. beobachteten 2003 eine Korrelation zwischen der
verminderte Expression von LRP in Prostatakarzinomzellen und einem hoheren
Malignitatsgrad der Zellen. Aktuelle Studien beschrieben die Existenz eines weiteren
Mitglieds der LDL-Rezeptorfamilie, LR11, in VSMC, welches die Expression von

uPAR forderte, mit uPAR auf der Zelloberflache colokalisierte und die Internalisation
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mittels LRP verhinderte. LR11-Hemmung flhrte in vivo zu einer deutlichen
Reduktion der Intimaproliferation (Zhu et al., 2004) im Rahmen atherosklerotischer
Prozesse, was auf die funktionelle Bedeutung uPAR-Expression regulierender
Mechanismen in vivo hinweist.

Da Uber die Aktivierung inhibitorischer G-Proteine Verbindungen zu
unterschiedlichen downstream-Systemen nachgewiesen sind, erschien auch das mit
Gi-Proteinen in Verbindung stehende endotheliale ,differentiation gene“ Protein
(EDG-1) eine attraktive Moglichkeit fur vermutete Interaktionen mit uPAR. Es weist
als Ligand Sphingosin-1-Phosphat (S1P) auf (Spiegel et al., 2000). S1P ist ein
bioaktives Lipid, welches aus Sphingomyelin tGber Ceramide und Sphingosin nach
Phosphorylierung an C1 durch die Sphingosinkinase (SphK) entsteht, sowohl extra-
wie auch intrazellular vorkommt und aus Thrombozyten freigesetzt werden kann
(Yatomi et al., 1995; Stunff et al., 2004). Uber S1P und die Aktivierung von EDG-1
werden zahlreiche Signalprozesse initiiert, welche in Funktionen wie Zellmigration
und —proliferation eingreifen. Zudem wird eine regulierende Bedeutung fur die
Entstehung atherosklerotischer Lasionen diskutiert (Xu et al.,, 2004). Glatte
GefalRmuskelzellen exprimieren sowohl EDG-1 wie zu einem gréReren Anteil auch
EDG-5 (Ryu et al.,, 2002), welche beide G;i-Protein gekoppelt sind, jedoch
unterschiedliche Wirkungen auf die Zellmigration ausuben. Erste EDG-1 sense-
antisense Versuche der HYSMC ergaben jedoch keinen Einfluss auf uPA-induzierte
Zellmigration (eigens erhobene Daten, nicht graphisch dargestellt), was entweder auf
eine fehlende Adapterfunktion oder noch nicht naher spezifizierte Wechselwirkungen
der beiden EDG-Proteine zuruckgefuhrt werden konnte. Hingegen vermochte D-
erythro-N,N-dimethylspingosine (DMS), ein Inhibitor der Sphingosin-1-P-Kinase,
sowohl uPA- wie auch PDGF-stimulierte Zellmigration zu hemmen (eigens erhobene
Daten, nicht graphisch dargestellt).

Bezlglich einer Wechselwirkung zwischen PDGF und S1P werden die bereits
vorhandenen Daten in der Literatur kontrovers diskutiert. Beschrieben ist einerseits
eine Transaktivierung/Posphorylierung des PDGF-Rezeptors nach S1P-EDG-1
Interaktion in VSMC (Tanimoto et al., 2004), sowie eine PDGF-induzierte Aktivierung
der SphK mit nachfolgendem Anstieg des intrazellularen S1P (Hobson et al., 2001).
Andererseits wird die notwendige Gegenwart des EDG-1/Gi-Protein-gekoppelten
Rezeptors fur die Vermittlung PDGF-induzierter VSMC-Migration dementiert (Kluk et

al., 2003). Diese Daten gehen mit den Ergebnissen dieser Arbeit konform, die eine
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Abhangigkeit der HVSMC-Migration von Gi-Proteinen nur in uPA- nicht aber in
PDGF-abhangiger Weise beobachten konnte. Die Inhibition der intrazellularen S1P-
Synthese nahm jedoch Einfluss auf uPA- wie PDGF-stimulierte Chemotaxis. Da S1P
prinzipiell auch intrazellular in Abwesenheit von EDG-1 regulatorische Funktion als
2nd messenger Ubernehmen kann (Saba et al.,, 2004), ware dies nach den
Beobachtungen dieser Arbeit auch fur uPA-stimulierte HVSMC-Funktionen denkbar.
Bezlglich der uPAR-EDG-1/S1P-Interaktion gibt es bislang nur sehr sparliche Daten
in der Literatur, sodass dies ein interessantes Feld fur weitere Untersuchungen
darstellt.

Wie kdnnte uPAR Uberhaupt mit einem madglichen Adapter in Verbindung treten?
Postuliert wird als Grundprinzip eine durch uPA-Bindung an seinen Rezeptor
hervorgerufene Konformationsanderung, wodurch Epitope des Proteinkomplexes
freigelegt wurden, die wiederum als Liganden flr Adapterproteine dienen konnten.
Die Verbindungsregion zwischen Domane 1 und 2 des uPA-Rezeptors, das Peptid
88-94 (SRSRYLE) erwies sich als chemotaktisch fur THP-1 Zellen (Resnati und
Fazioli et al.,1996 und 1997), ebenso wie der I6sliche, mit Chymotrypsin behandelte
uPA-Rezeptor. Allerdings war die HVSMC-Migration in unseren Untersuchungen
weder durch Peptid 88-94 noch durch den proteolytisch veranderten suPAR positiv
beeinflussbar. Auch konnte kein kompetitiver Effekt des Peptide 88-94 auf uPA-
stimulierte  HVSMC-Migration beobachtet werden, sodass dieser Mechanismus
ebenfalls einer Zellspezifitat zu unterliegen scheint. Welche weiteren potentiellen
Neoliganden ggf. nach der Ligand-Rezeptorinteraktion exprimiert werden, ist derzeit
noch nicht geklart.

Festzustehen scheint die notwendige Akkumulation des uPAR in Lipiddomanen der
Zellmembran, wie in dieser Arbeit fur die uPAR-vermittelte Adhasion, Migration und
Signalaktivierung gezeigt werden konnte. In den komplexen Domanen postuliert man
die Kontaktbildung mit den maoglichen Adapterproteinen und ggf. auch eine
Clusterbildung des uPA-Rezeptors. Fur einige Membranproteinrezeptoren, wie z.B.
Integrine oder Immunglobulinrezeptoren, ist die Komplexbildung Voraussetzung fir
weitere  Aktivierungsprozesse. Auch uPAR weist Interaktionsstellen fir
Dimerisierungsprozesse auf (Liang et al., 2001), sodass die Akkumulation mehrerer
uPAR-Molekule gemeinsam mit moglichen transmembrandren Adapter- und
Signalproteinen in den lipid rafts als Grundprinzip der uPAR-vermittelten

Signalaktivierung gesehen werden kann.
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4.4 Diagnostische und therapeutische Optionen

Das uPA-/uPAR-System hat sich einmal mehr als multifunktionelles

Regulationssystem bewiesen. Die vielfaltigen Interaktionen in inflammatorischen,
vaskularen und malignen Prozessen geben Anlass zur Suche nach seinem
diagnostischen und therapeutischen Nutzen. In der Tat konnte inzwischen eine
suPAR-Konzentration verschiedender

Korrelation der Korperflissigkeiten von

Tumorpatienten mit dem Schweregrad des Tumorwachstums und/oder der

Metastasierung, sowie der Uberlebensrate mit und ohne Therapie aufgestellt werden.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iber bisher verdffentlichte Daten.

Diagn. Marker Tumor Korrelation Referenz

suPAR (Plasma) AML Ansprechen der Chemoth. Mustojoki S, 2000
suPAR’ (Plasma) AML, ALL Ansprechen der Chemoth Mustojoki S, 1999
uPA Antigen' (Plasma) # # #

SuUPAR? (Serum) Colorektales CA Mortalitat® Hogdall CK, 2002
PAI-12 (Serum) # Mortalitat® #

suPAR? (Plasma) Colorektales CA Mortalitat® Stephens RW, 1999

suPAR? (Serum)

suPAR

Mammacarcinom

Multiples Myelom

suPAR’, uPA'(Plasma) Multiples Myelom

suPAR’ (Serum)
SuPAR? (Plasma)

suPAR (Serum)
D1-/ D2D3uPAR(Urin)
suPAR’ (Serum/CSF)

SUPAR' (Serum)
suPAR’ (Plasma)
suPAR? (Plasma)

Nicht-/Kleinzelliges
Bronchial CA

Ovarialcarcinom

Endometrium-/Cervix CA

Ovarial CA
#

Paraneoplastisches S.

Cancertse Meningitis
Prostata CA
Rektales Carcinom
Schleimzell CA

Mortalitat® unabhangig von
LK-Status und Tumorgrofle
Primartumormasse
Tumorprogress, Ansprechen
der Chemotherapie
Primartumor

Primartumor

Mortalitat® ,FIGO- Stadium
FIGO- Stadium
Primartumormasse
Primartumormasse

Ausmal der Erkrankung/
cerebrale Schrankenstérung
Malignitat/ Mortalitat
Mortalitat’

Primartumormasse

Riisbro R, 2002
#
Rigolin GM, 2003
Luo LH, 2003
#
Cobos E, 2003
#
Riisbro R, 2001
#
Sier CF, 2004
#
Garcia-Monco J, 2002
#
Mc Cabe NP, 2000
Fernebro E, 2001
Schmitt M, 1999

Tabelle 4: Ubersicht diagnostischer Verwendung von Komponenten des Urokinase- Systems.

Erklarung der Hochzahlen: 1= pratherapeutisch (nicht naher spezifiziert), 2= praoperativ,

3= postoperativ
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Die Akzeptanz und der Einsatz von suPAR als Tumormarker und prognostischer
Faktor ist bislang noch auf klinische Studien beschrankt, die Uberzeugenden Daten
sprechen jedoch fur eine zunehmende Anerkennung und Nutzung auch im klinischen
Alltag. In den oben aufgeflhrten Studien konnte bereits mehrfach das Tumorgewebe
als Ursprung der vermehrten suPAR-Synthese identifiziert werden. Welche
Bedeutung dieser Mechanismus hat, wird derzeit noch diskutiert. Eine
Uberexpression von suPAR im Mammacarzinomgewebe konnte das Wachstum des
Primartumors wie auch das Ausmal der Lungenmetastasierung hemmen (Kruger et
al., 2000), was durch eine Kompetition des oberflachenexprimierten uPAR durch
suPAR und Bindung des freien uPA an suPAR erklart wurde. Die Beobachtung der
hier vorliegenden Arbeit gehen mit dieser Interpretation konform, da auch uPA-
stimulierte  HVSMC-Migration durch suPAR gehemmt werden konnte. Neuere
Studien  postulieren sogar eine direkte, uPA-unabhangige Hemmung
Tumorwachstum-férdernder Signalprozesse durch suPAR (Jo et al., 2003). Wird
suPAR aber proteolytisch zwischen Domane 1 und 2 gespalten, sodass die
vermeintlich chemotaktisch wirksame Verbindungssequenz exprimiert wird, konnten
hohe suPAR-Konzentrationen andererseits Tumorwachstum- und Angiogenese-
fordernd wirken. Es ergibt sich daher die Frage, ob die vermehrte intravasale suPAR-
Konzentration einen Abstolungsmechanismus der Tumorzellen darstellt, um die
uPA-Wirkung innerhalb des Tumorgewebes zu aktivieren, oder stellt sie einen
zusatzlichen Versuch der Zellen dar, weitere Tumorzellen z.B. aus dem Primartumor
zu rekrutieren?

Chavakis et al. beobachteten 2001, dass vaskulare Endothel- und glatte
Muskelzellen suPAR primar in den basolateralen Raum abgeben, wo es in der
GefalRwand akkumuliert, wahrend membrangebundener GPI-uPAR vorwiegend an
der apikalen Zellseite exprimiert wird. Bezogen auf maligne entartete Zellen musste
dieser Mechanismus umgekehrt worden sein. Gemeinsam mit der Beobachtung,
dass suPAR in Tumorgeweben das Zellwachstum sowie die Tumor-induzierte
Angiogenese hemmt, wirde man die Ausschleusung von suPAR in den intravasalen
Raum als tumorférdernd interpretieren. Hierzu passt auch die Beobachtung, dass die
proteolytische Wirkung von uPA auf die Verbingungsregion D1-D2 des uPA-
Rezeptors der Anwesenheit des GPIl-Ankers bedarf, welcher suPAR fehlt (Hoyer-
Hansen et al., 2001). Dies bedeutet, dass eine Aktivierung von freiem suPAR zu dem

moglicherweise  chemotaktisch  wirksamen  D2-D3-Fragment  durch  uPA
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unwahrscheinlich ist, sodass die uPA-neutralisierende Wirkung durch die
Anwesenheit von suPAR vorherrscht, was innerhalb des Tumorgewebes
antiproliferativ und antiinvasiv wirksam ware. Die Ergebnisse lassen die Vermutung
zu, dass die Umkehrung der polarisierten suPAR-Expression einen Vorgang im
Rahmen von Tumorwachstum und Metastasierung darstellen und so die Hemmung

dieses Vorgangs therapeutisch genutzt werden konnte.

Insgesamt  bietet das uPA-/uPAR-System zahlreiche Moglichkeiten der
therapeutischen und diagnostischen Intervention. Die Tatsache, dass dieses
Proteolysesystem keine lebensnotwendigen Vorgange ausflhrt, wie man an der
prinzipiell normalen Entwicklung von uPA- oder uPAR-knockout-Mausen sehen kann,
ist dabei nur positiv zu bewerten. So verspricht das Ausschalten des uPA-/uPAR-
Systems eine wesentlich mindere toxische Wirkung auf den Gesamtorganismus als
z.B. der Einsatz zytotoxische Substanzen im Rahmen einer Chemotherapie.
Inzwischen gibt es verschiedene Ansatzpunkte, welche den therapeutischen Nutzen
in einer Hemmung des Proteolysesystems untersuchen (Mazar et al., 2001).

Die uPA-/ uPAR- Interaktionshemmung durch suPAR oder zyklische Peptide, welche
die Bindungsstellen von uPA oder uPAR blockieren wurde bereits klinisch getestet
(Guthaus et al., 2002). Die Hemmung der Interaktion von uPAR und Integrinen mit
entsprechenden Peptiden oder Antikdrpern spielt vor allem fur die uPAR-regulierte
Zelladhasion eine Rolle. Hierbei ist die Erkenntnis, dass die uPAR-Zelladhasion auf
Vitronektin Integrin-unabhangig erfolgen kann, von Bedeutung, da Uber eine
Ausschaltung von uPAR gleich zwei, fur die Zelladhasion notwendige Mechanismen,
beeinflusst werden konnten, wahrend dies mit Integrininhibitoren nicht moglich ware.

Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt ist die Regulation der uPAR-Expression,
welche z.B. durch bestimmte Antibiotikaklassen wie Geldanamycine beeinflusst
werden kann (Webb et al., 2000).

Bezuglich pathologischer Gefallwandprozesse sind die bisher verfligbaren Daten der
Literatur nicht ganz eindeutig. Wie bereits geschildert, schien einerseits die Genese
atherosklerotischer Veranderungen in uPAR-knockout-Mausen nicht signifikant
beeintrachtigt. Andererseits ergab sich jedoch eine Korrelation zwischen dem
Ausmald der uPAR-Expression in atherosklerotischen Plaques und dem

Schweregrad der GefalRerkrankung (Steins et al., 2004). Interaktionen zwischen dem
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uPA-/uPAR-System und kardiovaskularen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus,
arterieller Hypertonie, Nikotinabusus oder Hypercholesterinamie wurden bislang
ebenfalls nur sparlich beschrieben. Allerdings gibt es Hinweise, dass die Expression
von UPAR sowie die Migration der HVSMC in verletzten Gefallen, wie z.B. nach
Ballondilatationen oder auch nach arteriovenosen Bypassoperationen, durch den
pulsatilen Einfluss des Blutdrucks gesteigert wird (Redmond et al., 1999).

Das Fazit all dieser Uberlegungen ist, dass eine Hemmung des uPA-/uPAR-
Proteolysesystems, ggf. auch durch suPAR einen therapeutischen Nutzen in
chronisch inflammatorischen Systemerkrankungen oder Vaskulitiden haben kdnnte.
Alle bisher bekannten Daten sprechen flir einen gefal3protektiven Effekt. Auch in
dieser Arbeit konnte der Einfluss des uPA-/uPAR-Systems auf mehrere
pathophysiologische Prozesse gezeigt werden, sodass weitere klinische Studien
notwendig sein werden, um die Bedeutsamkeit der in vitro Daten auch fir den
Patienten beurteilen zu konnen. Auch wenn derzeit die Vielzahl von Untersuchungen
im Bereich der Erforschung maligner Erkrankungen zu liegen scheint, sollte die
Tragweite des Verstandnisses und der Regulation von Gefalwandprozessen nicht

unterschatzt werden, wozu diese Arbeit einen Beitrag leisten mochte.
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5 Zusammenfassung

Das uPA-/uPAR-System stellt ein multifunktionelles Proteasesystem dar, welches
zellulare Funktionen wie Zelladhasion, -migration und Signalaktivierungsprozesse
reguliert. Somit nimmt es Einfluss auf Inflammationsprozesse, Gefallerkrankungen
und Karzinomleiden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Bedeutung des
Urokinaserezeptors (UPAR) flr die Zelladhasion nicht nur in der Regulation von
Integrinen liegt, sondern in seiner direkten Wechselwirkung mit dem Matrixprotein
Vitronektin. Uber die Bindung von uPAR an Vitronektin werden stabile
Adhasionskomplexe gebildet, die die Akkumulation beteiligter intra- und
extrazellularer Proteine wie Vinculin und Aktin, sowie Signalproteine wie Src-Kinasen
und inhibitorischen G-Proteinen in Lipiddomanen bedingen. Eine Beteiligung von
Integrinen an der uPAR-vermittelten Zelladhasion auf Vitronektin konnte in den
isolierten Adhasionskomplexen (DIAPs) nicht gefunden werden. Die uPAR-
abhangige Formation dieser neu beschriebenen DIAPs stellt einen eigenstandigen,
uPAR-spezifischen Mechanismus der Zell-Matrix-Interaktion dar.

Bezlglich uPA-/uPAR-vermittelter Zellmigration, in dieser Arbeit an glatten
Gefallmuskelzellen  untersucht, konnte die Notwendigkeit der Ligand-
Rezeptorinteraktion nachgewiesen werden, wobei die proteolytische Aktivitat der
Urokinase flir eine Steigerung der Zellmotilitdt nicht erforderlich war. Die
chemotaktische Wirkung von uPA beruhte vielmehr auf der parallelen Aktivierung
mehrerer, zellspezifischer Signalkaskaden. Hieran beteiligt sind inhibitorische G-
Proteine, welche eine Hemmung der Adenylatcyclase und Aktivierung der
Phospholipase C bedingen. Die dadurch erzeugte Erhéhung der intrazelluldren Ca**-
Konzentration filhrte zur Aktivierung von Ca®‘/Calmodulinkinasen. Parallel und
unabhangig von diesem Signalweg resultierte die Hemmung der PI-3K in einer
deutlichen Reduktion uPA-/uPAR-vermittelten Zellmigration, wohingegen der ERK
1/2- Signalweg keinerlei Einfluss hatte. Eine Behandlung der Zellen mit Lipid raft-
dissoziierenden Substanzen wie Methyl-B-cyclodextrin resultierte in Zellarrest.
Demnach setzt die uPA-stimulierte Migration mit Aktivierung der entsprechenden
Signalkaskaden ebenso wie uPAR-abhangige DIAP-Formation die Akkumulation des
Rezeptors in Lipiddomanen voraus. Die Uber den GPI-Anker vermittelte
Konzentration des Rezeptors in Lipid raft-Membranmicrodomanen ist folglich

essentieller Bestandteil des multifunktionellen uPA-/uPAR-Systems.
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5 Summary

The urokinase plasminogen activator system serves as a multifunctional protease
system and plays a role in different cellular functions such as cell adhesion, migration
and signal transduction. Thereby it may influence a number of pathological and
physiological functions related to the vascular system. This study provided evidence
for the integrin-independent but uPAR-dependent cell adhesion on the matrix protein
vitronectin, which serves as a direct binding partner for uPAR. uPAR accumulates in
lipid rafts together with putative adaptor molecules as well as with cytoskeletal
components such as vinculin and actin, and signaling proteins like Src-kinases and
Gi-proteins. Integrins could not be found in these “detergent insoluble adhesion
patches (DIAPs), indicating that the presence of uPAR in lipid rafts does not require
integrin-clustering. Thus, uPAR-dependent cell-adhesion on vitronectin represents a
mechanism distinct from usual integrin-dependent cell-matrix interaction.

Referring to uPA-stimulated migration of human vascular smooth muscle cells
(HVSMC) the chemotactic response was not due to proteolytic activity, since the
active as well as the catalytically inactive uPA showed a similar effect on cell
migration, but it required ligand-receptor binding to uPAR. Furthermore, the
chemotactic response after stimulation with uPA was dependent on the activation of
different signalling pathways. These included the activation of inhibitory G-proteins,
implicating the inhibition of adenylylcyclase as well as the activation of phospholipase
C and thus an intracellular increase of Ca?*, which is necessary for activation of Ca/
calmodulin kinases. The activation of PI-3K was equally important for uPA-/ uPAR-
mediated HYSMC migration, but was independent of the G-protein pathway, whereas
activation of the ERK 1/2 had no influence on uPA-induced migration. As described
before uPAR-mediated cell adhesion on vitronectin, HVSMC migration and
signaltransduction depended on uPAR accumulation in lipid rafts, since cholesterol
depleting agents such as methyl-B-cyclodextrin completely abolished the stimulating
effect. The presented results contribute to a better mechanistic understanding of how
the uPA-/ uPAR-system regulates cellular functions such as cell adhesion, -migration

and signalling.
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