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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signalverarbeitung der Zelle

Der Informationsaustausch zwischen Zellen bzw. vielzelligen Organismen und ihrer Umwelt
geschieht in Form von Konzentrationsédnderungen extrazellularer, chemischer Signalmolekile oder
durch physikalische Signale, die an die Zellen weitergegeben werden.

Solche Botenstoffe kénnen lonen und gréRere Molekile sein. Diese kdnnen nicht ungehindert in
das Zellinnere diffundieren, da die Zellen von einer semipermeablen Membran umgeben sind. Je
nach Molekdlart passieren sie stattdessen die Zellmembran entweder durch die flr jeden Zelltyp
charakteristischen aktiven bzw. passiven Transportsysteme und wirken direkt im Inneren der Zelle,
oder sie geben durch Andocken an spezielle membrangebundene Rezeptoren ihr Signal ins Innere
der Zelle weiter. Durch die Interaktion eines solchen Liganden mit seinem membrangebundenen
Rezeptor kommt es zu einer Konformationsédnderung des Rezeptorproteins und damit zum Ablaufen
einer Reaktionskaskade im Inneren der Zelle. Im Gegensatz zu diesen Membranrezeptoren sind die
Rezeptoren der lipophilen Signalstoffe (z.B. der Steroidhormone) intrazellular lokalisiert.

Beziiglich der Struktur des membrangebundenen Rezeptorproteins sowie der ausgeldsten
Signaliibertragung unterscheidet man Rezeptorsysteme, die aus einer einzigen strukturellen Einheit
bestehen (wie z.B. der intrinsische Insulin-Rezeptor oder die rezeptorassoziierten Liganden-
gesteuerten lonenkanéle, wie z.B. der nikotinische Acytylcholin Rezeptor), und Rezeptorsysteme,
die funktionell aus drei separaten Komponenten bestehen (z.B. die Proteinase aktivierbaren
Rezeptoren 1 und 2). Dieser zuletzt genannte Rezeptortyp stellt die groRte Gruppe der
Membranrezeptoren dar. Sie besitzen eine heptahelikale Struktur und koppeln Uber ein
heterotrimeres Guaninnukleotid bindendes Protein (G-Protein) an einen Effektor. Bislang sind mehr
als 800 dieser G-Protein gekoppelten Rezeptoren bekannt und charakterisiert, zu denen
beispielsweise Rezeptoren flr Neurotransmitter (muskarinische Acetylcholinrezeptoren, adrenerge
Rezeptoren), biogene Amine, Peptid- und Glykoproteinhormone aber auch Rezeptoren flr Licht
und Geruchsstoffe gehoren. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden konnten fiir die meisten
Liganden verschiedene Rezeptorsubtypen identifiziert werden, welche pharmakologisch
unterschieden werden konnen [1-5]. Die Signaltransduktion tber G-Protein gekoppelte Rezeptoren

ist fir viele physiologische und pharmakologische Prozesse von entscheidender Bedeutung.
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1 Einleitung

1.1.1 Serinproteinasen

Serinproteinasen bilden eine Familie aus proteolytischen Enzymen, deren charakteristisches
Merkmal eine katalytische Triade aus Serin, Histidin und Asparaginsdure darstellt. Diese
Aminoséurereste haben die Fahigkeit, Peptidbindungen zu hydrolysieren [6, 7]. Aktiviert werden
die inaktiven Vorstufen der Serinproteinasen (Zymogene) durch einen Prozess der limitierten
Proteolyse [5, 7-9].

Serinproteinasen kommen ubiquitér in Prokaryonten und Eukaryonten vor und wirken mit bei
Homdoostase, Fibrinolyse, Blutgerinnung und Proteinverdau. Entgegen der traditionellen Ansicht,
dass ihre eigentliche Funktion der Abbau extrazelluldrer Proteine ist, weill man heute, dass
bestimmte Serinproteinasen zusatzlich die Funktion von Signalmolekilen innehaben und G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) durch Proteolyse aktivieren [10]. Zur Familie der GPCRs gehdren
die Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 bis 4 [11-14].

Der Mechanismus der Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren durch Proteolyse verlduft fur
alle Serinproteinasen gleich [11]. Die Proteinasen schneiden an einer spezifischen Stelle innerhalb
des extrazelluldr gelegenen Aminoterminus des Rezeptors. Dadurch wird ein neuer Aminoterminus
freigelegt, welcher als spezieller Ligand an die konservierte Region der zweiten extrazellularen

Schleife des geschnittenen Rezeptors bindet und zur Aktivierung des Rezeptors fuhrt (Abb. 1-1).

A Proteolyse des GPCR B Bindung des Liganden an
durch eine Serinproteinase die konservierte Region und
Aktivierung des Rezeptors

—

Abb. 1-1: Mechanismus der Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCRs)

[modifiziert nach 11].
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1 Einleitung

Die im Rahmen dieser Arbeit zu beschreibenden Serinproteinasen Thrombin und Faktor Xa sind
Bestandteile der Blutgerinnungskaskade. Ihre dortigen Funktionen sowie die Rolle, die aktiviertes

Protein C (APC) im Zusammenhang mit der Blutgerinnung spielt, sind in Abbildung 1-2 dargestellt.

| TE | | FVII |

TF/FVIIa

m—»m

FVIIIa
— 'I' —
:_ PS [FX] —» [FXa ]
PC ——» APC
Thrombin I _ _PS _ _ _ _ —dFva
Thrombomodulin ! .
EPCR Prothrombin ——— Thrombin

Fibrinogen ——» Fibrin

Abb. 1-2: Vereinfachte schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade im Zusammenhang

mit der Wirkung von aktiviertem Protein C (APC).
Das klassische Modell der Blutgerinnung setzt sich aus einer Kaskade aktivierender Reaktionen zusammen.
Jeder Schritt beinhaltet die Aktivierung eines Zymogens durch Proteolyse. Kommt es zu einem vaskuléren
Defekt, interagiert der membrangebundene Rezeptor TF (Tissue Factor) mit dem im Blut in niedrigen
Konzentrationen zirkulierenden Faktor VII (FVII). Der gebildete Komplex aus TF und FVlla flhrt entweder
direkt (extrinsischer Weg) zur Aktivierung von Faktor X (FX), oder es wird erst der Faktor IX (FIX)
aktiviert und dieser aktiviert daraufhin Faktor X (intrinsischer Weg). Mit Hilfe des Kofaktors Va (FVa)
verwandelt Faktor Xa Prothrombin in Thrombin und es resultiert eine Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin (Thrombusbildung). TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) kann die Blutgerinnungskaskade
hemmen. Die ,,Feedback” Regulation der Kaskade wird vermittelt durch die Faktoren VIlla, 1Xa und Xla.
Protein C (PC) wird durch einen Komplex bestehend aus Thrombomodulin (TM), Thrombin und dem EPC
Rezeptor zu APC aktiviert. Aktiviertes Protein C inaktiviert mit Hilfe des Kofaktors Protein S durch
Proteolyse die Faktoren Va (Kofaktor flr die Faktor Xa vermittelte Thrombin Bildung) und Vllla (Kofaktor
fiir die TF/FVIlla abhdngige Faktor IXa Bildung) und hemmt dadurch die Thrombin Bildung [modifiziert
nach 15].
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1 Einleitung

1.1.1.1 Aktiviertes Protein C

Aktiviertes Protein C (APC) ist eine Serinproteinase, die durch die Aktivierung des Vitamin K
abhéangigen Protein C (PC) entsteht [16]. An Thrombomodulin (ein Oberflachenprotein des
Endothels) gebundenes Thrombin aktiviert PC zu APC [17].

Der endotheliale Protein C-Rezeptor (EPCR), der nach Meinung einiger Autoren tberwiegend von
Endothelzellen der groRen Blutgefalie exprimiert wird (auch im sinusoidalen Endothel der Leber
und der Milz), aber auch auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten zu finden ist, gehort zu
dem Typ 1 der Transmembranaren Proteine [18-21]. Andere Autoren vertreten die Meinung, dass
der EPC Rezeptor im mikrovasculdaren Endothel anzutreffen ist [22]. Der EPC Rezeptor ist beteiligt
an der Aktivierung von PC zu APC. PC bindet an den EPCR und wird so dem Thrombin-
Thrombomodulin Komplex présentiert [23].

Ein wichtiger Rezeptor fiir die Signaltransduktion von APC ist der G-Protein gekoppelte Proteinase
aktivierbare Rezeptor 1 (PAR 1). APC induziert die Expression protektiver Gene in Endothelzellen
mittels PAR 1 in Abh&ngigkeit von der Bindung an EPCR [24, 25]. Dabei ist bisher nicht bekannt,
wie APC antiinflammatorische Effekte lber den Proteinase aktivierbaren Rezeptor 1 steuert,
obwohl Thrombin (ber denselben Rezeptor proinflammatorische Wirkungen hervorruft [26]. In
heterologen Expressionssystemen ist auch die Aktivierung des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 2
(PAR 2) durch APC beobachtet worden. In endothelialen Zellen dagegen verlduft die
Signaltransduktion des APC-EPCR Komplexes tiberwiegend (iber den PAR 1 Rezeptor [21, 24, 27].
Seit kurzem wird eine EPCR-PAR 1-Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor abhédngige (S1P1)
Kostimulation zur Forderung der Endothelzell-Integritat diskutiert. Dabei wird vermutet, dass APC
uber die Aktivierung von EPCR und PAR 1 die Sphingosin-Kinase-1 (SK1)-Aktivitét steigert und
dadurch vermehrt Sphingosin-1-Phosphat (S1P) gebildet wird. Dieses ruft durch eine Bindung an
den Spingosin-1-Phosphat-Rezeptor protektive Effekte am Endothel hervor [28, 29].

APC wirkt zum Teil zusammen mit Protein S antikoagulativ, profibrinolytisch,
antiinflammatorisch, antiapoptotisch und zytoprotektiv (vergleiche auch Tabelle. 1-1) [25, 28, 30,
31]. Eingesetzt wird rekombinantes humanes APC (rhAPC, Xigris®, Eli Lilly, Indianapolis) zur
Therapie der schweren Sepsis (PROWESS-Studie, Protein C Worldwide Evaluation in Severe
Sepsis) [32]. Die normale Plasmakonzentration von PC beim Menschen betragt 4 pg/ml, die
Konzentration von APC beim gesunden Menschen 2,3 ng/ml [33-41]. Die therapeutische Dosis von
rhAPC in klinischen Studien am Menschen betragt 24 pg/kg/h [32]. Im Tierversuch mdissen
aufgrund der Speziesunterschiede hohere Dosen eingesetzt werden (ca. 100 pg/kg bis 2 mg/kg) [42,
43].
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1 Einleitung

1 Tethered ligand
APC

6
[

Thrombin U
™ > U > :>
A NaNaNe Nl oy ada
EPCR vy vy Uy
PAR 1 '
Signaltransduktion
Abb. 1-3: Aktivierung des Protein C sowie des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1 durch

aktiviertes Protein C.
Thrombomodulin (TM) reichert niedrige Konzentrationen von Thrombin auf der Oberflaiche von
Endothelzellen an. Endothelialer Protein C Rezeptor (EPCR) bindet Protein C (PC) und Thrombin wandelt
PC proteolytisch in aktiviertes Protein C (APC) um. An EPCR gebundenes APC aktiviert den Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 1 (PAR 1) [modifiziert nach 11].
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1 Einleitung

Tabelle 1-1:  APC-Wirkungen im Uberblick.

Wirkung

Mechanismus

Literatur

Antikoagulativ

Proteolytische Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla (vergleiche
Abb. 1-2)

15, 17

Profibrinolytisch

Inaktivierung von PAI-1;

Hemmung der Bildung von Thrombin (siehe
antikoagulativer Effekt); Hemmung der
Bildung von TAFI (Plasma-
Procarboxypeptidase B);

t-PA (tissue-Plasminogen Aktivator)-induzierte
Lyse des Fibrinnetzes

31, 38, 44-46

Antiinflammatorisch

Indirekt: Durch Hemmung der
Thrombinbildung Minderung der durch
Thrombin induzierten proinflammatorischen
Aktivitaten, z.B. Chemotaxis von Monozyten
und Neutrophilen

Direkte: Hemmung der Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie z.B.
Tumor-Nekrose-Faktor-o., Hemmung der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (NF-

kB) nach Endotoxin-Stimulation

47-54

Antiapoptotisch

Suppression der proapoptotischen Gene
Calreticulin und TRMP-2, Forderung der
Expression antiapoptotisch wirkender Gene
(Bcl-2, Inhibitor of Apoptosis)

54

Zytoprotektiv

Membranstabilisierung durch noch nicht
vollstandig geklarten Mechanismus:
Aktivierung von EPCR und PAR 1,

Transaktivierung von S1P1?

25, 28,55
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1.1.1.2 Thrombin

Thrombin, das Schlisselenzym der Gerinnungskaskade, besitzt sowohl enzymatische
(Serinproteinase) als auch hormonartige Eigenschaften [10]. Es wird bei Schadigung von
GefaBwénden durch den extrinsischen Weg der Blutgerinnung gebildet und entsteht tGberwiegend
an der Oberflache zirkulierender Blutplattchen nach proteolytischer Aktivierung aus dem
Prothrombokinasekomplex (vergleiche Abb. 1-2).

Die primére Aufgabe des Thrombins besteht darin, l6sliches Fibrinogen in unldsliche
Fibrinmonomere umzuwandeln. Gleichzeitig kénnen auch zirkulierende Thrombozyten aktiviert
werden, die mit der Fibrinmatrix das Blutgerinnsel bilden. Dieses inkorporiert auch proteolytisch
aktives Thrombin und schitzt es damit vor I6slichen Plasmainhibitoren. Wéhrend der Thrombolyse
wird das Blutgerinnsel durch fibrinolytische Enzyme aufgeldst, wobei aktives Thrombin freigesetzt
wird. Die zellularen Effekte von Thrombin sind nicht nur auf Thrombozyten beschrankt, sondern
lassen sich auch bei anderen Zellen nachweisen [10]. So reguliert Thrombin inflammatorische
Prozesse in Leukozyten und Makrophagen [56] und kann mitogene Effekte in Lymphozyten [57],
mesenchymalen Zellen [58], Fibroblasten [59] und glatten Muskelzellen [60] auslésen [61-63].
Demzufolge tragt die Wachstumsstimulation durch Thrombin wahrend Wundheilung,
inflammatorischen Prozessen oder Infektionen mit zur Pathogenitat von Atherosklerose, Vaskulitis
und Hyperplasie nach Gefdlwandverletzungen bei. In Endothelzellen verursacht Thrombin
Verénderungen der Zellform und steigert die Zellpermeabilitat innerhalb der Endothelzellschicht [7,
55, 64].

Thrombin aktiviert die auf Endothelzellen vorkommenden Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1
und 3 (PAR 1 und PAR 3). Der ebenfalls auf dem Endothel vorkommende Proteinase aktivierbare
Rezeptor 2 (PAR 2) kann nicht durch Thrombin aktiviert werden. Der durch Thrombin aktivierte
Rezeptor PAR 3 kann in der Funktion eines Kofaktors den Proteinase aktivierbaren Rezeptor 4
(PAR 4) aktivieren (Abb. 1-4) [11].
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A\ Bindung der Proteinase an PARs E=1 Tethered ligand
. O Hirudin ahnliche Thrombin
Thrombin )
Bindestelle

(AN V/::> NN AN \/):>\) - O )
PAR 1 ]

PAR 3

B Bindung der Proteinase an PAR Kofaktoren Signaltransduktion

Thrombin@
aNa¥a @L
N\ N N\

v U U
PAR 3

><
|

_ ) Signaltransduktion
C Intermolekulares Signaling an PARs

—]/— <

aye
PAR2 VY < S o JPAR1

Signaltransduktion

Abb. 1-4: Mechanismus der Aktivierung der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 bis 4.

A: Zweistufige Aktivierung der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 3 (PAR 1 und PAR 3) durch
Thrombin (z.B in Endothelzellen des Menschen): Im ersten Schritt bindet Thrombin an die Hirudin &hnliche
Domane, im zweiten Schritt schneidet Thrombin den PAR 1 bzw. PAR 3 im aminoterminalen Bereich und
legt den neuen Aminoterminus frei (so genannter Tethered Ligand), welcher den PAR 1 bzw. PAR 3
aktiviert. B: PAR 3 ist ein Kofaktor fir PAR 4 in Blutplattchen. Thrombin bindet an PAR 3. Dieser
vermittelt jedoch in Mause-Blutplattchen keine Signaltransduktion. Durch Rezeptortransaktivierung wird
PAR 4 aktiviert und es kommt zur Signaltransduktion via PAR 4. C: In endothelialen Zellen z. B. des
Menschen kann der aktivierte PAR 1 den PAR 2 aktivieren [modifiziert nach 11].
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1.1.1.3 Faktor Xa

Die Serinproteinase Faktor X wird im Verlauf der Blutgerinnungskaskade (extrinsische bzw.
intrinsische Blutgerinnung) durch einen Komplex aus Tissue factor (TF) und Faktor VIla mittels
Proteolyse in Faktor Xa umgewandelt (vergleiche auch Abb. 1-2). Faktor Xa wandelt daraufhin
zusammen mit dem Faktor Va Prothrombin in Thrombin um [65].

In Endothelzellen aktiviert Faktor Xa die Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 und wirkt auf
die Endothelzellschicht protektiv. Dies wurde in einem in vitro Permeabiltatstest an HUVECs
ermittelt. Dabei reduzierte die Vorinkubation mit Faktor Xa die Thrombin vermittelte
Hyperpermeabilitat der HUVEC-Zellschicht. Blockade der Rezeptoren PAR 1 und PAR 2 mit den
jeweiligen Antikorpern sowie Vorstimulation mit Faktor Xa und nachfolgende Thrombin-
Stimulation ergaben eine vollstdndige Hemmung des protektiven Effektes erst bei Blockade beider
Rezeptoren gleichzeitig [66]. Andere Ergebnisse zeigen, dass Faktor Xa die Freisetzung von
Cytokinen [67, 68] und Adhasionsmolekilen [68] sowie Proliferation [69] und endothelabhangige
Vasorelaxation [70] bewirkt. Diskutiert wird eine Beteiligung der an der Blutgerinnung ,,upstream®
vom Thrombin vorkommenden Proteinasen an der Pathogenese des ,septischen Schocks*
unabhéngig von der Thrombin Bildung [71, 72]. Loslicher Faktor Xa aktiviert die beiden Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 nur schwach. Ist der Faktor Xa dagegen in einem Komplex
zusammen mit Tissue Factor und Faktor VIla gebunden, kommt es zu einer effizienten Aktivierung
von PAR 1 und PAR 2 [11, 73, 74].

Der Komplex aus Tissue Factor und Faktor Vlla (vergleiche Abb.1-5) aktiviert PAR 2 wesentlich
weniger effizient als der Komplex aus TF, Faktor V1la und Faktor Xa. Weitere Versuche ergaben,
dass die Signaltransduktion des Faktors Xa in Endothelzellen tberwiegend Uber den Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 2 verlduft, in Fibroblasten tGberwiegend tber den Proteinase aktivierbaren
Rezeptor 1 [11]. Dabei wird der Faktor Xa auf der Endothelzellmembran angereichert durch seinen
Kofaktor Effektor Proteinase Rezeptor-1 (EPR-1) und aktiviert dort selektiv den Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 2 [75]. Desweiteren wurde festgestellt, dass der Faktor Xa in Endothelzellen
ebenfalls eine Signaltransduktion (ber den Proteinase aktivierbaren Rezeptor 4 bewirkt [72, 76].
Zusammengefasst ist im Moment noch nicht klar, inwieweit die Signaltransduktionen von Faktor

Xa an den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren eine physiologische Rolle spielen [66].
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Abb. 1-5: Mechanismus der Aktivierung der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2

durch Faktor Xa.
Tissue factor (TF) bindet Faktor Vlla an der Zelloberflache und aktiviert die Proteinase aktivierbaren
Rezeptoren 1 und 2 (PAR 1 und PAR 2). Ein ternérer (aus drei Grundeinheiten bestehender) Komplex aus
TF, Faktor V1la und Faktor Xa aktiviert die Rezeptoren PAR 1 und PAR 2 effizienter [modifiziert nach 11].

1.1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRS)

Viele Botenstoffe wie Hormone, Neurotransmitter, Peptide und Wachstumsfaktoren sind nicht
membranpermeabel und vermitteln ihre  Signalwirkung Uber spezifische, integrale
Membranoberflachenmolekiile, sogenannte Rezeptoren, in das Zellinnere.

Die groRte Familie der Oberflachenrezeptoren bilden mit ber 1000 Mitgliedern die G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Sie sind allesamt heptahelikale Transmembranproteine und
kénnen aufgrund ihrer Sequenzhomologien in finf Klassen (Rhodopsin &hnliche, Sekretin ahnliche,
metatrope Glutamatrezeptoren, Pheromon Rezeptoren, cAMP-Rezeptoren) untergliedert werden,
welche wiederum zahlreiche Subfamilien beinhalten [77]. Alle GPCRs bestehen aus einem
extrazellularen N-terminalen Segment, sieben hydrophoben Transmembrandoménen, drei
extrazellularen und drei intrazellularen Schleifen und einem intrazelluldren C-terminalen Segment
[2, 78, 79].
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1.1.2.1 Aktivierung von GPCRs

Abhangig von der Art des Agonisten erfolgt bei den meisten Rezeptoren die Bindung an die
extrazellularen oder transmembrandren Doménen des GPCRs, was zu einer Konformationsanderung
fihrt, die auf einer relativen Bewegung der Transmembranhelices zueinander basiert. Dadurch
verandert sich die cytoplasmatische Oberfliche der GPCRs und die im inaktiven Zustand
verdeckten Bindungsstellen flr heterotrimere G-Proteine werden exponiert [80-82]. Der Rezeptor
kann jetzt als GTP-Austauschfaktor (GEF) fur das gebundene heterotrimere G-Protein fungieren.
Fur viele GPCRs konnte nachgewiesen werden, dass sie sich bereits in Abwesenheit eines
Agonisten in einem Gleichgewicht zwischen inaktivem und aktivem Zustand befinden. Die
Bindung des Agonisten verschiebt dann das Gleichgewicht in Richtung des aktiven Zustands [79,
83-87].

1.1.2.2 Spezifitat der GPCRs

Viele GPCRs zeigen eine Spezifitat bezlglich ihrer Fahigkeit, verschiedene G-Protein Familien zu
aktivieren. So aktivieren z.B. viele Ga. 12/13- und einige Ga i/0-gekoppelte Rezeptoren auch Ga.
g/11 Proteine [88-90]. Dies fuhrt zur Auslésung komplexer Signalkaskaden in den Zellen.

In der vorliegenden Arbeit stehen insbesondere die Signalubertragungen der Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 nach Stimulation mit den Serinproteinasen rhAPC, Thrombin und
Faktor Xa im Mittelpunkt.

1.1.2.3 Proteinase aktivierbare Rezeptoren (PARS)

Die durch Serinproteinasen aktivierbaren G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) werden
aufgrund ihres Aktivierungsmechanismus in die Urokinase Rezeptoren und die Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren unterteilt [7].

Das Saugetiergenom enthalt die Information fiir vier Proteinase aktivierbare Rezeptoren (PAR 1 bis
PAR 4). Der Mechanismus der Aktivierung der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren ist nicht
derselbe wie bei den ,klassischen“ Rezeptoren (z.B. dem Insulinrezeptor). Bei den Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren ist der den Rezeptor aktivierende spezifische Ligand (Tethered ligand)
Teil des Rezeptors und der Agonist eine relativ unspezifische Serinproteinase [7] (vergleiche auch
1.1.1). Thrombin und Trypsin aktivieren humane Proteinase aktivierbare Rezeptoren 1, 3 und 4 [7,
9la-c, 92]. In humanen Endothelzellen kann der Proteinase aktivierbare Rezeptor 1 durch APC in

Gegenwart des Kofaktors EPCR aktiviert werden. In heterologen Expressionssystemen (z.B.
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Zellkulturen und bakterielle bzw. virale Expressionssysteme) ist auch die Aktivierung des PAR 2
durch APC-EPCR [27] festgestellt worden. PAR 2 wird ebenfalls aktiviert durch Mastzelltryptase,
Faktor Xa, Acrosin, Gingipain und neuronale Serinproteinasen, nicht jedoch durch Thrombin [7,
92]. Alle vier Proteinase aktivierbaren Rezeptoren kdnnen durch den Faktor Xa aktiviert werden
(Tabelle 1-2) [7, 11, 76, 92].

Weitere Studien ergaben, dass das Auslésen und die Termination des Rezeptorsignals auch
gesteuert werden durch das sogenannte Rezeptor ,.trafficking* aus intrazellularen Speichern sowie
durch die Anwesenheit bestimmter G-Proteine und G-Protein gekoppelte Rezeptor Kinasen (GRKS)
[7,11].

Fur PAR 1, PAR 2 und PAR 4 wurden spezielle PAR aktivierende Peptide (PAR-APS) entwickelt,
deren Sequenzen denen des sogenannten tethered ligand entsprechen, und die als selektive Rezeptor
Agonisten fungieren [7, 11, 93, 94]. Dabei ist fur das PAR 1-AP bekannt, dass es ebenfalls PAR 2

aktiviert, das PAR 2-AP dagegen soll keine anderen PARs aktivieren [7].

Tabelle 1-2:

(h = human, m = mouse) [modifiziert nach 6 und 11].

Ausgewdhlte Eigenschaften der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren

Eigenschaften | PAR1 PAR 2 PAR 3 PAR 4
Aktivierende Thrombin Trypsin Thrombin Thrombin
Serinproteinasen | Faktor Xa Tryptase Trypsin Trypsin
APC Faktor Vlla Faktor Xa Faktor Xa
Trypsin Faktor Xa
APC
Acrosin
Gingipain
Neuronale Serin
Proteinasen
PAR- TFLLRN SLIGKV Keine GYPGQV
aktivierende SFLLRN AYPGKF
Peptide
Lokalisierung Thrombozyten (h) | Endothel Thrombozyten(m) | Thrombozyten (h)
Endothel Epithel Endothel Endothel
Epithel Fibroblasten Myozyten Myozyten
Fibroblasten Myozyten Neuronen Astrozyten
Myozyten Neuronen Astrozyten
Neuronen Astrozyten
Astrozyten
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1.1.3 Guaninnukleotid bindende Proteine (G-Proteine)

Guaninnukleotid  bindende  Proteine  (G-Proteine) sind zentrale  Mediatoren  vieler
Signallbertragungswege in ein- und vielzelligen Organismen. Sie kdnnen aufgrund ihrer

Quartdrstruktur in heterotrimere und monomere G-Proteine unterteilt werden [95].

1.1.3.1 Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine stellen wie auch die monomeren G-Proteine molekulare Schalter dar, die
aktiv oder inaktiv sein kdnnen [96]. Im Gegensatz zu den monomeren G-Proteinen bestehen sie aus
drei verschiedenen Polypeptiden (a-, B- und y-Untereinheit) und liegen je nach Aktivierungszustand
als undissoziiertes Trimer (apy) oder freie GTP-gebundene o-Untereinheit und By-Dimer vor.
Bislang wurden 16 kodierende Ga-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht zwischen 39 und 46
kDa identifiziert, die sich aufgrund ihrer Aminosdurensequenz und ihrer Funktion in vier Klassen
unterteilen lassen: Ga s, Ga. i/0, Ga /11 und Ga 12/13 [97-99]. Daneben wurden funf verschiedene
GpB-Untereinheiten (35-36 kDa) und 14 Gy-Untereinheiten (ca. 8 kDa) identifiziert [99, 100]. Die B-
und y-Untereinheit bilden zusammen stabile, nicht kovalente Komplexe und stellen eine
funktionelle Einheit dar. Wie die monomeren G-Proteine sind auch die heterotrimeren G-Proteine
das Angriffsziel bakterieller Toxine. Wéhrend z.B. das Pertussis Toxin (PTX) des Keuchhusten
auslosenden Erregers Bordetella pertussis die Aktivierung von Ga i/o-Proteinen verhindert, kommt
es durch das Cholera Toxin von Vibrio cholerae zu einer Daueraktivierung von Gao. s Proteinen.
Beide Toxine ADPribosylieren die jeweiligen a-Untereinheiten an einer spezifischen Aminosdure

(Cystein im Falle des PTX, Arginin beim Cholera Toxin).

1.1.3.2 Regulation der Aktivitat heterotrimerer G-Proteine

Im inaktiven Zustand bindet das heterotrimere G-Protein an die entsprechenden G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Vergleichbar mit den monomeren G-Proteinen ist in diesem
Aktivierungzustand ein GDP/Magnesium-Komplex in der Nukleotidbindetasche der Ga-
Untereinheit gebunden. Die Bindung eines Rezeptoragonisten an seinen Rezeptor bewirkt, tiber eine
Konformationsédnderung des Rezeptors, eine Konformationsanderung des G-Proteins. Dies fiihrt
zum Austausch des GDPs durch GTP in der Ga-Untereinheit. Dadurch zerféllt das Trimer in die
GTP-tragende a-Untereinheit und das By-Dimer. Sowohl die a-Untereinheit als auch das By-Dimer
kdnnen anschlieBend unabhéngig voneinander an spezifische Effektoren binden und deren Aktivitat

steuern [100]. Die Aktivierung der Effektorsysteme halt solange an, wie die Assoziation mit
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Go—GTP besteht. Durch die intrinsische GTPase-Aktivitdit der Ga—Untereinheit wird das
gebundene GTP zu GDP und freiem Phosphat hydrolysiert und es kommt zur Reassoziation der
GDP-tragenden o-Untereinheit mit dem Gpy-Dimer. Der trimere G-Protein Komplex ist nun flr
eine neue Aktivierung bereit [101].

Urspriinglich wurde angenommen, dass die Dauer der Aktivierung von nur zwei Faktoren moduliert
wird: 1) Der intrinsischen GTP-Hydrolyserate von Ga selbst und 2) der durch bestimmte Ga-
Effektoren, wie z.B. PLC-B induzierten Beschleunigung dieser Hydrolyserate [102]. Heute weil}
man jedoch, dass die GTPase-Aktivitat zusétzlich durch eine Familie GAPs (GTPase Accelerating
Proteins) fir Ga-Untereinheiten, den ,,Regulators of G-Protein Signaling” [103-106] reguliert wird,

welche nachfolgend eingehender beschrieben werden.

1.1.3.3 Regulators of G Protein Signaling (RGS)

Erste Hinweise darauf, dass der G-Protein Zyklus durch extrinsische Faktoren kontrolliert wird,
beruhten auf der Beobachtung, dass in Hefe das Zellzyklusprotein SST2 die Signale heterotrimerer
G-Proteine negativ regulierte [107, 108]. Verschiedenen Arbeitsgruppen gelang es, andere Proteine
mit &hnlicher Funktion aus Clostridium elegans und Saugetierzellen zu isolieren, die aufgrund ihrer
Fahigkeit, Signale unterschiedlicher heterotrimerer G-Proteine abzuschwéchen, als ,,Regulators of
G Protein Signaling” (RGS) bezeichnet wurden [104, 105, 109]. All diese Proteine besitzen eine,
manche auch mehrere, ca. 125 Aminosduren groRe ,,RGS-Doménen®, bzw. eine RGS-ahnliche
Domane. Bisher konnten 37 verschiedene RGS und RGS &hnliche Proteine identifiziert werden
[106, 110, 111]. Diese lassen sich in 8 Unterfamilien einteilen (RZ, R4, R7, R12, RA, GEF, GRK,
SNX) [112].

Wahrend die GAP-Proteine fir die Hydrolyse des GTPs monomerer GTPasen biologisch essentiell
sind, beschleunigen RGS-Proteine lediglich modulatorisch die intrinsische Hydrolyseaktivitat der
heterotrimeren G-Proteine. Dabei binden sie an die GTP-gebundene a- Untereinheit, besitzen aber
die groRte Affinitdt zum im Ubergangszustand befindlichen Ga-Protein wihrend der Hydrolyse
[113, 114]. Die RGS-Proteine interagieren dabei mit den ,,Switch-Regionen* | bis Ill der o-
Untereinheit [115, 116] und beschleunigen die intrinsische GTPase-Aktivitat um das 300 fache
[117]. Als GAPs spielen die RGS-Proteine somit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Dauer
und der Starke der Signalubertragung.

Allerdings ist das vermutlich nicht ihre einzige Aufgabe, da viele RGS-Proteine GAP-unabhéngige
Funktionen haben, die die Signale von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und nicht
GPCRs beeinflussen, wie z.B. Effektorregulation oder selbst als Effektor zu agieren [118]. Manche
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RGS-Proteine weisen deshalb vermutlich auch nur sehr schwache GAP-Aktivitat auf [96, 109, 119].
Im Rahmen der folgenden Untersuchungen wurden die GAPs RGS 2 und LSC verwendet. RGS 2
ist ein spezifisches GAP fir Ga. g/11-Proteine, LSC hemmt spezifisch die Signaltransduktion ber
Ga 12/13[120, 121].

1.1.3.4 Monomere GTP bindende Proteine (G-Proteine)

Die Familie der monomeren G-Proteine wird auch als ,,Ras-Superfamilie® bezeichnet. Sie umfasst
bezogen auf den Menschen mehr als 150 Mitglieder und l&sst sich anhand der Primérsequenz und
der physiologischen Funktion in funf Familien (Arf, Rab, Ran, Rho, Ras) unterteilen [122, 123].
Die physiologische Funktion der zahlreichen Mitglieder der Arf- (ADP-ribosylation factor) und
Rab-Familie (Ras-like proteins in brain) liegt in der Regulation des intrazellularen Transportes von
Vesikeln zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten [124]. Das Ran-Protein (Ras-like
nuklear) wird fir die Steuerung des Transportes von Proteinen und RNA in den Zellkern benétigt
[125]. Die Proteine der Ras-Familie (Ras sarcoma) sind an der Kontrolle des Zellwachstums, der
Zelldifferenzierung und der Apoptose beteiligt [126]. Die Familie der Rho-GTPasen (Ras
homologous) sind zentrale Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts, des Zell-Zyklus und der

Gentranskription [127]. Sie werden im folgenden Kapitel eingehender besprochen.

1.1.3.5 Rho-GTPasen

Die bisher bekannten 25 Vertreter der Rho-Familie lassen sich in sechs Unterfamilien (RhoA
ahnliche, Rnd, Cdc42 ahnliche, Racl &hnliche, RhoBTB, Miro) und einige wenige nicht
einzuordnende Proteine einteilen [128-133]. Sie ({bernehmen zellphysiologisch wichtige
Funktionen, wie z.B. Zellmigration, Chemotaxis, Phago- und Pinocytose, Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhésion, Regulation des Zellzyklus, Apoptose und Gentranskription [134, 135-137]. Eine
weitere wichtige Rolle spielen Rho-GTPasen fur die Pathogenese bestimmter bakterieller
Erkrankungen. Die Erreger exprimieren bakterielle Toxine, welche die Aktivitat verschiedener Rho-
GTPasen beeinflussen. Toxine, wie die Zytotoxine A/B des Diarrhd-verursachenden Bakteriums
Clostridium difficile oder das lethale Toxin des entzlindungsauslésenden Bakteriums Clostridium
sordellii, glykosylieren und inaktivieren relativ unspezifisch verschiedene Rho-GTPasen, z.B.
RhoA, Racl und Cdc42 [138-144]. Neben ihrer Bedeutung fiir die Pathogenese von bakteriellen
Erkrankungen haben die verschiedenen Toxine auch als molekulare Werkzeuge zum Verstandnis

der einzelnen Rho-GTPasen fur die unterschiedlichen zelluldren Vorgdnge beigetragen. Dazu
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gehort auch die C3 ADP-Ribosyltransferase des Botulismus auslésenden Bakteriums Clostridium
botulinum, das spezifisch Rho(A-C) inaktiviert [145].

1.1.3.6 Funktionen von RhoA und Racl

Eine Aktivierung von RhoA in der sogenannten ,, Tail-Region“ der Zelle I6st das Nachziehen des
Zellkorpers wahrend der Migration aus [146]. Die durch RhoA induzierten Stressfasern sind Biindel
von Aktin-Filamenten, die unter anderem Myosin Il enthalten. Diese Filamente durchspannen die
Zelle und verbinden sie mit der extrazellularen Matrix durch sogenannte ,,fokale Adh&sionspunkte®
[147]. Stressfasern bilden sich z.B. aus, wenn aktiviertes RhoA die Rho-assoziierte Kinase (ROCK)
aktiviert und diese dann die leichte Kette des Myosin (MLC) phosphoryliert. Gleichzeitig inhibiert
ROCK die MLC-Phosphatase und verhindert dadurch die Dephosphorylierung von Phospho-MLC.
Aktiviertes RhoA reguliert auf diese Weise die Kontraktilitat der Actin/Myosin-enthaltenden
Stressfasern und ermdglicht die gerichtete Migration [148, 149].

Neben der Regulation der Zytoskelettausbildung erfiillen Rho-GTPasen auch Aufgaben bei der
Kontrolle der Gentranskription. Rho-Proteine aktivieren den Transkriptionsfaktor ,,Serum Response
Factor” (SRF) [150, 151], der anschlieBend mit dem ,,Ternary Complex Factor” (TCF) und der
Promotor-Regulatorsequenz ,,Serum Response Element” (SRE) einen Komplex bildet und dadurch
die Transkription bestimmter Gene stimuliert. Weitere Effektoren, die von RhoA beeinflusst
werden, sind z.B. L-Typ Ca**-Kanile und K*-Kanale [152, 153].

Die Aktivierung von Rac(1-3) induziert durch Aktin-Polymerisation in der Zellperipherie die
Bildung von sogenannten ,,membrane ruffles”, auch als ,,Lamellipodien* bezeichnet, die sich am in
Migrationsrichtung befindlichen Ende der Zellen bilden [154]. Ein weiterer Effektor von
aktiviertem Rac ist die ,p21-aktivierte-Kinase“ (PAK), deren Aktivierung ebenfalls zur Bildung
von Lamellipodien fiihrt [155], aber gleichzeitig auch die Aufhebung von RhoA-bedingten
Stressfasern und fokalen Adhdsionspunkten an der Zellfront auslést [156].

Rho GTPasen binden mit hoher Affinitit GDP sowie GTP wobei sie in Abhédngigkeit vom
gebundenen Nukleotid ihre Konformation dndern. Dieser GDP/GTP-Zyklus wird hauptséchlich von
drei Proteinklassen reguliert: Die Guaninnukleotid Austauschfaktoren (GEFs) fordern die Bildung
des aktiven GTP gebundenen Zustandes [157], die GTPase aktivierenden Proteine (GAPS)
verstarken die GTP-Hydrolyse [158a] und Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs)
fordern den inaktiven GDP gebundenen Zustand [158b].
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1.1.4 Intrazellulare Effekte nach Stimulation der PARs 1 und 2

Nach Aktivierung und damit einhergehender Konformationsédnderung des Proteinase aktivierbaren
Rezeptors (vergleiche auch 1.1.2.1) werden im weiteren Verlauf der Signallbertragung
verschiedene heterotrimere G-Proteine aktiviert (vergleiche auch 1.1.3.1). Dabei wurde die
Hypothese aufgestellt [93], dass verschiedene Liganden an ein und demselben Rezeptor
unterschiedliche  Konformationen bewirken, die wiederum selektiv zur Aktivierung
unterschiedlicher G-Proteine fiihren. Ein Beispiel fur ein PAR spezifisches ,,signaling” ist die
Aktivierung des PAR 2 durch Tryptase-induzierte Glykosylierung [159, 160]. Andere Autoren
stellen die Vermutung auf, dass der Grad der Rezeptoraktivierung wichtig ist fir bestimmte
Zellantworten. Aktiviertes Protein C und Thrombin aktivieren proteolytisch den Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 1 und l6sen an ein und demselben Rezeptor sowohl antiinflammatorische als
auch proinflammatorische Effekte aus. Niedrige Thrombin- und hohe APC-Konzentrationen kdnnen
diese Effekte umkehren [161a].

Eine wichtige Rolle am Proteinase aktivierbaren Rezeptor 1 spielt die Signaltransduktion Gber das
heterotrimere G-Protein Ga. /11 [11] (Abb. 1-6). Untersuchungen in Fibroblasten zeigten, dass die
Signaltransduktion von Thrombin nach Mikroinjektion von Antikdrpern gegen Go /11 gehemmt
wurde [11]. Ga g/11 aktiviert die Phospholipase Cp, was wiederum zur Bildung von Inositol-3-
Phospat (InsP3) und Diacylglycerol (DAG) aus Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat fuhrt. InsP;
mobilisiert intrazelluldres Kalzium, welches unter anderem zusammen mit DAG die Proteinkinase
C (PKC) aktiviert [11, 162]. Calcium aktiviert ebenfalls Calmodulin, welches wiederum
Calmodulin-abhéngige Kinasen aktiviert, die zu einer Stimulation des ,,Serum Response Factors*
(SRF) beitragen. Viele mitogene Signalkaskaden enden in einer Aktivierung des SRF. Dieser ist
verantwortlich fur die Aktivierung des Promotors ,,Serum Response Element” (SRE) und damit flr
die Einleitung der Gentranskription [94].

Kalzium und PKC aktivieren zahlreiche Signalwege, unter anderem die mitogen aktivierbaren
Proteinkinasen (MAPK) [7, 11]. Die Aktivierung der MAPKSs spielt eine wichtige Rolle in der
Vermittlung Thrombin induzierter Effekte in Endothelzellen. Sie beeinflussen die Produktion von
Cytokinen, Chemokinen und die Expression von Zelladhasionsmolekiilen [7, 163].

In Endothelzellen kénnen alle drei Go-Subfamilien (Ga g, Ga 12/13, Ga i/0) nach Thrombin
induzierter PAR 1-Aktivierung eine Stimulation der MAP-Kinase-Aktivitdt bewirken [94].
Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass induziert durch Thrombin und das PAR-1 aktivierende
Peptid TFLLRNPNDK das Go g-Protein sowie das G Py-Dimer verantwortlich sind flr die
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Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«B und die Transkription von Interzellularem
Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1) in Endothelzellen [7].

Im Gegensatz zur Signaltransduktion von PAR 1 uber Go q ist noch wenig bekannt ber die
Regulation der endothelialen Zellpermeabilitat vermittelt durch die heterotrimeren G-Proteine Ga
12/13 ,,downstream® des aktivierten PAR 1 [162]. An verschiedenen Zelltypen durchgefiihrte
Studien weisen darauf hin, dass die Uberexpression von dominant-aktiven Go. 12/13-Mutanten
durch p115RhoGEF (Guanine Nucleotid Exchange Factor) zur Aktivierung von RhoA fiihren [11,
162, 164]. Die Go. 12/13 induzierte RhoA-Aktivierung erfordert die Proteinkinase Ca-abhéngige
Phosphorylierung von p115RhoGEF [162]. Diese Untersuchungen legen folglich nahe, das RhoA
ein zentraler ,,Downstream-Effektor* fir die Signalwege Uber Ga. g und Ga 12/13 ist, und damit
einen wichtigen Mechanismus in der Thrombin induzierten Steigerung der Endothelzell
permeabilitat darstellt [11, 162]. Dabei agiert Rho wie ein molekularer Schalter. Es induziert auf
extrazellulare Signale hin Anderungen in der Organisation des Actin-Cytoskeletts sowie der
Gentranskription und bewirkt eine Vielzahl biologischer Antworten, wie z.B. Morphogenese,
Zellmigration und Chemotaxis [55].

Das RhoA-signaling ist abhéngig von einer groRen Anzahl von RhoA-Effektorproteinen, die mit
RhoA interagieren und so Signale in der Zelle vermitteln. Zu diesen Effektorproteinen gehort die
Familie der Rho-assoziierten Kinasen (ROCK). Sie sind unter anderem beteiligt an den RhoA
induzierten Anderungen des Zytoskeletts [165].

Untersuchungen in HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) zeigten, dass PAR 1-
Aktivatoren zur Bildung von Stressfasern, zur Anh&ufung von kortikalem Aktin und zum Abrunden
der Zellen fuhrten [166]. Die Hemmung von Rho flihrte dabei teilweise zum Abschwéchen der
»Zellabrundung®, Rac 1 dagegen blockte die Thrombin Wirkung komplett. Dies deutet darauf hin,
dass eine Aktivierung von Rho Auswirkungen auf die Endothelzellbarriere hat, wohingegen eine
Thrombin induzierte Rac-Aktivierung zu einer Wiederherstellung des Zytoskeletts fuhrt [11].
Ebenfalls wurde gezeigt, dass die Aktivierung von PAR 1 zu einer verzogerten Aktivierung der
RhoGTPase CDC42 fiihrte (vergleiche auch 1.1.3.5). Dies deutet auf einen ProzeR der
kompensatorischen Wiederherstellung der durch Thrombin erhéhten Endothelzell-Permeabilitat hin
[161b].

Beschrieben ist eine Aktivierung der Ga i/o-Familie heterotrimerer G-Proteine durch den PAR 1
mit anschlielender Hemmung der Adenylatzyklase-Aktivitat (AC) [167]. Dabei soll die Hemmung

von Gai durch Pertussis-Toxin vor der Thrombin induzierten Steigerung der
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Endothelzellpermeabilitdt schitzen [168]. Zur Starkung der Zellbarriere ist ebenfalls die
Aktivierung von Ga i durch den Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor (S1P-Rezeptor) erforderlich.
Dabei ist der Zusammenhang zur Thrombin induzierten Steigerung der Permeabilitat der
Endothelzellmembran weitestgehend ungeklart [169, 170].

Durch den PAR 1 aktivierte G By-Dimere kurbeln wiederum viele andere Signalwege an, z.B.
filhren sie zur Aktivierung der Phosphatidylinositol (P1) 3-Kinase und bewirken Anderungen des
Zytoskeletts, der Zellmotilitat, der Uberlebensdauer der Zellen sowie der Mitogenese [11].

Neuere Untersuchungen zeigen eine Beteiligung des Faktors Xa an der Signaltransduktion ber den
PAR 1 [24, 69, 72, 171]. Faktor Xa wird gebildet nach vaskularen Defekten und innerhalb des
Entziindungsgeschehens aus dem Tissue Factor (TF) und Faktor Vlla (FVIla)-Komplex (vergleiche
auch Punkt 1.1.1.3). In HeLa-Zellen wurden eine Faktor Xa induzierte Aktivierung von NFkB, die
Phosphorylierung der MAP-Kinase, die Induktion der Genexpression sowie eine
Kalziumfreisetzung festgestellt [74, 171]. Hemmstudien mit spezifischen Antikorpern lieen den
Schluss zu, dass Faktor Xa Gber den PAR 1 wirkt [74]. Ebenfalls wurde eine Aktivierung des PAR
2 durch Faktor Xa beschrieben [28, 72, 171]. In dem Zusammenhang wurde die Hypothese
aufgestellt, dass dem PAR 2, wie auch dem PAR 1, zwar eine bedeutende Rolle im
Entzindungsgeschehen zukommt, aber auch protektive, die Endothelzellmembran schitzende
Effekte durch ihn vermittelt werden [28].
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Abb. 1-6: Schematische Darstellung der durch den PAR 1 ausldsbaren Signaltransduktionswege.
(Ga q, Ga 12/13, Ga. i = Heterotrimere G Proteine; PLC3 = Phospholipase CB; DAG = Diacylglycerol;
IP; = Inositol-3-Phosphat; PKC = Proteinkinase C; GEF = Guaninnukleotid Exchange Factor; SRF = Serum
Response Factor; Src = Kinase; AC = Adenylatzyklase; MLC = Myosin Light Chain; GAP = GTPase
Accelerating Protein; ROCK = Rho gekoppelte Kinase; MAPK = Mitogen Aktivierbare Proteinkinase;
GDI = Guaninnukleotid-Austauschinhibitoren; CaM = Calmodulin; ERK 1/2 = Extracellular Regulated
Kinases 1 und 2; p38 = p38-Kinase)
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Vergleichende Untersuchungen bezlgliche der Signaltransduktion von humanem PAR 1 und
humanem PAR 2 ergaben, dass, obwohl sie eine signifikante Sequenzhomologie (35 %) aufweisen,
ihr Signalvermégen unterschiedlich ist [93]. Zur Zeit ist noch wenig tber die Signalmechanismen
des PAR 2 bekannt [10, 11, 61, 65, 93] (Abb. 1-7). PAR 2-Aktivatoren stimulieren die Bildung des
sekundaren Botenstoffs Inositol-3-Phosphat (IP3) und die Mobilisierung von Kalzium Uber das
heterotrimere G-Protein Ga. q11 [11]. Mdglicherweise fuhrt die Aktivierung von Ga. i und Ga g
wiederum zur Aktivierung der Phospholipase-C, der Proteinkinase-C sowie der MAP-Kinase. Dies
wirde wiederum eine Vielzahl von Signalwegen erdffnen [7]. Desweiteren wurde eine mdgliche
Beteiligung von PAR 2 an der Aktivierung von RhoA in HUVEC beschrieben [172]. Neuere
Untersuchungen zeigen eine Aktivierung von nicht-G Protein-Effektoren wie z.B. Arrestine durch
den PAR 2-Rezeptor. Diese fuhren wiederum zu einer Aktivierung von ,,Extracellular Regulated
Kinases 1, 2 (ERK 1,2) [161a].

Weitere Untersuchungen an der endothelialen Zellinie HMEC-1 und an HUVECs haben ergeben,
dass die Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 mit den jeweiligen PAR-
aktivierenden Peptiden eine intrazellulare Kalzium Ausschittung bewirken. Eine gesteigerte
Endothelzellpermeabilitdt sowie die Bildung von Aktin Stressfasern ergab jedoch nur die
Stimulation des PAR 1 Rezeptors sowohl nach Stimulation mit Thrombin als auch nach Stimulation
mit dem PAR 1-aktivierenden Peptid [92, 93]. Dabei wird die Veranderung der Zellpermeabilitét
durch die Aktivierung von Ga 12/13 bewirkt, die Veranderung des Kalziumhaushaltes der Zelle
durch Ga . Das legte die Vermutung nahe, dass der Unterschied zwischen der PAR 1- und der
PAR 2-Aktivierung in der F&higkeit besteht, Ga. q bzw. Ga 12/13 zu aktivieren [93]. Die PAR 1-
vermittelte Steigerung der Zellpermeabilitét ist abh&ngig von der Rho-Aktivierung, so dass weiter
geschlussfolgert wurde, dass der Unterschied zwischen der PAR 1- und der PAR 2-Aktivierung in
der Fahigkeit bzw. Unféhigkeit liegt, die Rho-GTPase und nicht Racl zu aktivieren [28, 93].

Die Hemmung des gebildeten Chelat-Kalziums in HMEC-1-Zellen sowie die Hemmung von Ga i/0
zeigten keine Auswirkungen auf die Zellpermeabilitat [93]. Andere Zellsysteme zeigten eine
gesteigerte Zellpermeabilitdt durch Kalzium Mobilisation [64, 92]. Diese Unterschiede der
Kalziumwirkungen in den verschiedenen Zellsystemen konnen durch die unterschiedlichen
»Myosin Light Chain“(MLC) Phosphorylierungen begriindet werden. Die Phosphorylierung der
»Myosin Light Chains* erfolgt durch die MLC-Kinase (bzw. ROCK) und induziert die Kontraktion
der Endothelzellen. Die MLC-Kinase kann durch gebildetes Chelat-Kalzium aktiviert werden [173,
174]. Durch die Aktivierung von Rho kdme es zu einer Inaktivierung der MLC-Phosphatasen und
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somit bliebe die Phosphorylierung der MLC bestehen, der Signalweg bliebe Kalzium-unabhéangig
[92, 175, 176]. Die Mobilisierung von Kalzium durch die Ga g-aktivierte Phospholipase C-f ist
unabhangig von Ga 12/13 und Ga i/o [93].

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Behandlung von PAR 2-transfizierten Zellen und
Enterozyten mit Pertussis Toxin keine Hemmung der Signaltransduktionen ergab. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass es zu keiner Aktivierung von Ga i-Proteinen durch den PAR 2-Rezeptor
kommt [177].

Aktiviertes Protein C (APC) bewirkt in HUVECs eine gesteigerte Kalzium-Mobilisierung, die
Aktivierung von ERK 1 und 2 (Extracellular Signal Regulated Kinases 1/2) sowie die Expression
von antiinflammatorischen und antiapoptotischen Genen [178]. Neuere Versuchsergebnisse
schreiben dem aktivierten Protein C bei Aktivierung des PAR 1-Rezeptors ber eine Aktivierung
von Racl zellprotektive Effekte zu [29]. Dabei sollen sowohl APC als auch auch geringe
Konzentrationen von Thrombin eine Transaktivierung des Sphingosin-1-Phosphat Rezeptors (S1P-
Rezeptor) bewirken [28, 29]. Ebenfalls soll eine Transaktivierung des S1P-Rezeptors durch den
PAR 2-Rezeptor und damit einhergehend ein Schutz der Zellmembran méglich sein [28].

Ebenfalls wurde bei Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 eine APC-EPCR
induzierte Phosphorylierung der ,,Mitogen aktivierten Protein Kinase* (MAPK) beobachtet. Diese
MAPK-Phosphorylierung findet auch bei Stimulation der Proteinase-aktivierbaren Rezeptoren 1
und 2 mit anderen Aktivatoren statt [24].
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Immunmodulation, Entziindung, Mitogenese, Sekretion, Rezeptortransaktivierung

Abb. 1-7: Schematische Darstellung der durch den PAR 2 ausldsbaren Signaltransduktionswege.

(Arr = Arrestine; ERK 1/2 = Extracellular Regulated Kinases 1 und 2; Ga q , Ga 12/13,
Ga i = Heterotrimere G Proteine; PLCP
Phosphat; PKC = Proteinkinase C; GEF

Phospholipase CB; DAG = Diacylglycerol; IP; = Inositol-3-
Guaninnukleotid Exchange Factor; SRF = Serum Response

Factor; c-Jun = Transriptionsfaktoren; Src, INK, MEK = Kinasen; MAPK = Mitogen aktivierbare Protein
Kinase; p38 = p38-Kinase)
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1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die Steigerung der vaskularen Membranpermeabilitét spielt im Sepsisgeschehen eine Schliisselrolle
[66, 72]. Dabei sind Blutgerinnung und Entziindungsgeschehen eng verknipft mit der
Signaltransduktion proinflammatorisch wirkender Serinproteinasen wie z.B. Thrombin und Faktor
Xa Uber Proteinase aktivierbare Rezeptoren [66, 74, 75, 93, 144, 166, 179]. Kontrovers diskutiert
werden im Gegensatz dazu die durch aktiviertes Protein C vermittelten ,,membranprotektiven*
Wirkungen [24-27, 29, 180-184]. Diese Zellmembran schiitzenden Effekte sollen durch Aktivierung
derselben Proteinase aktivierbaren Rezeptoren induziert werden, die sonst proinflammatorische
membrandestruktive ~ Wirkungen  vermitteln  [24, 26, 55, 185]. Dabei sind die
Signaltransduktionsmechanismen der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren bisher nicht vollstandig
aufgeklart [161a].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Untersuchungen sollen einen Beitrag leisten
zur Aufklarung dieser proinflammatorischen, membrandestruktiven versus antiinflammatorischen,
membranprotektiven Wirkungen an Proteinase aktivierbaren Rezeptoren. Dabei bestand nach
Etablierung des ,,Serum Response Element* (SRE) abhé&ngigen Luciferase Assays in HEKTsA201-
Zellen das Hauptziel darin, die dem aktivierten Protein C zugeschriebenen protektiven Effekte
néher zu untersuchen. Dazu wurden unter gleichbleibenden Versuchsbedingungen im SRE
abhangigen Luciferase Assay in HEKTsA201-Zellen die Auswirkungen der Kostimulationen von
rhAPC mit jeweils Thrombin und Faktor Xa an den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2
sowie im Vergleich dazu die Effekte der Vorstimulation mit rhAPC auf die Nachstimulation jeweils
mit Thrombin und Faktor Xa ermittelt.

Im Folgenden sollten die aus diesen Versuchen hervorgegangenen Ergebnisse auf molekularer
Ebene erklart werden. Dazu wurden wiederum unter gleichbleibenden Versuchsbedingungen im
Luciferase Assay die Auswirkungen der Stimulation der HEKTsA201-Zellen jeweils mit den
Serinproteinasen rhAPC, Thrombin und Faktor Xa auf die Signaltransduktion in HEKTsA201-
Zellen untersucht. Dabei standen speziell die Auswirkungen der Hemmung der heterotrimeren G-
Proteine Ga , Ga 12/13, Ga i sowie die Hemmung von Rho bzw. der Rho assoziierten Kinase
(ROCK) im Mittelpunkt.
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2 Materialien

2.1 Reagenzien

Die verwendeten Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck
(Darmstadt, Deutschland), Invitrogen (Carlsbad, USA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und Roth

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Inhibitoren

PTX (Pertussis Toxin, Bordetella pertussis), Kat.-Nr. 516561 Calbiochem,
Schwalbach, Deutschland

Refludan® (rekombinantes humanes Lepirudin) Pharmion Ltd.,

Windsor, Grof3britannien
RhoAssociated Protein Kinase Inhibitor Y-27632, Kat.-Nr. 688000 Calbiochem,

Schwalbach, Deutschland
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA

Agonisten
Coagulation Factor Xa, Human Plasma, Kat.-Nr. 233526 Calbiochem,

Schwalbach, Deutschland
Histamin, Kat.-Nr. H-7125 Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
PAR 1-Agonist, TFLLRNPNDK-NH2 Serva,

Heidelberg, Deutschland
PAR 2-Agonist, SLIGKV-OH, Kat.-Nr. H-5042 Bachem,

Bubendorf, Schweiz
Rekombinantes humanes Aktiviertes Protein C Eli Lilly,

Indianapolis, USA
Thrombin, Human Plasma, Kat.-Nr. 605195 Calbiochem,

Schwalbach, Deutschland
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Transfektionsreagenzien

Polyfect® 2000

Sonstige Reagenzien

Bovines Serum Albumin (20 mg), Kat.-Nr. 10711454001

dNTP-Mix (10 mM), Kat.-Nr. 18427-013

100 bp DNA Ladder, Kat.-Nr. 15628-019

Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, Kat.-Nr. 17-5132-01

HZODEPC, Kat.-Nr. A2864

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (IPTG), Kat.-Nr. 37-2020

Milchpulver, Kat.-Nr. T145.1

Antikorper

Priméarantikorper:
Anti-RhoA-Antikdrper

Par-2 (SAM 11), Kat.-Nr. sc-13504

Rabbit anti-EPCR

Thrombin-R (ATAP2), Kat.-Nr. sc-13503

Qiagen,
Hilden, Deutschland

Hoffmann-La Roche,
Basel, Schweiz
Invitrogen,

Carlsbad, USA
Invitrogen,

Carlsbad, USA
Amersham,

Freiburg, Deutschland
AppliChem,
Darmstadt, Deutschland
PEQLab,

Erlangen, Deutschland
Roth,

Karlsruhe, Deutschland

Santa Cruz,

Santa Cruz, USA
Santa Cruz,

Santa Cruz, USA
Zymed,

San Francisco, USA
Santa Cruz,

Santa Cruz, USA
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Sekundarantikdrper

Anti-Mouse Ig, Kat.-Nr. NXA931

Amersham,

Freiburg, Deutschland

Enzyme
AMV Reverse Transkriptase (des“Avian Myeloblastosis Virus*) Hoffmann-La Roche,
Basel, Schweiz
Restriktionsenzyme NEB,
Ipswich, USA

Taq DNA Polymerase

2.2 Plasmide

EFC3

PRL-TK
PSRE.L

pEF-BOS

pCMV6-XL5, PAR 1
pcDNA3S.1, PAR 2

pcDNA3.1, EDG1

PCMVTag 3B, LSC
PET-19b, RGS2

Hoffmann-La Roche,

Basel, Schweiz

von A. Hall (University College London,
GroRbritannien) zur Verfugung gestellt
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

von J. Mao, D. Wu (Universitit Rochester,
USA) zur Verfugung gestellt

von K. Fukudome (Saga Medical School, Japan)
zur Verfugung gestellt

OriGene, Rockville, USA

UMR cDNA Resource Center, Miner Circle
Rolla, USA

UMR cDNA Resource Center, Miner Circle
Rolla, USA

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

von S. P. Heximer (Washington University
School of Medicine, St. Louis, USA) zur
Verfligung gestellt
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2.3 Genspezifische Primer

c-DNA-Synthese p(dt)15, Kat.-Nr. 10814270001 Hoffmann-La Roche,

Basel, Schweiz
Nachfolgende Primer wurden bei der Firma Applera (Norwalk, USA) bezogen:

GAPDH: Sense Primer: 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3°
Antisense Primer: 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3
PAR 1: Sense Primer: 5-CAG TTT GGG TCT GAATTG TGT CG-3°
Antisense Primer: 5°-TGC ACG AGC TTATGC TGC TGA C-3°
PAR 2: Sense Primer: 5'-TGG ATG AGT TTT CTG CAT CTG TCC-3
Antisense Primer: 5°-CGT "GAT GTT CAG GGC AGG AAT G-3°
EPCR: Sense Primer: 5-ATG TCT TCT TCG AAG TGG CTG-3
Antisense Primer: 5°-GAG TGC GGT TGT AGG CAT TG-3°

2.4 Bakterien

XL1-Blue Electroporation-Competent Cells, Kat.-Nr.200228 Stratagene,

Amsterdam, Niederlande

2.5 Zellen

HEKTsA201 aus HEK293-Zellen (Human Embryonic Kidney Cells) gewonnen, die stabil
transfiziert wurden mit dem SV40-large-T-Antigen.

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells (Ethikkommission der

Medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg, Ethikantrag-
Nr.: 109/2005)
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2.6 Reagenzien fur die Zellkultur

Amphotericin B, Kat.-Nr. C-42040
Dispase-2-Losung, Kat.-Nr. 29582

DMSO, Kat.-Nr. D2650

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Kat.-Nr. D6546
Endothelial Cell Growth Medium, Kat.-Nr. C-22110
Fotales Kalberserum (FCS), Kat.-Nr. S0115/880F
Gentamycin, Kat.-Nr. C-42060

Glycerol, Kat.-Nr. 15514-011

Kollagen Typ |, rat tail, Kat.-Nr. 08-115
L-Glutamin, Kat.-Nr. G7513

PBS, Kat.-Nr. D5652

Penicillin-Streptomycin, Kat.-Nr. P4333
Supplement Pack, Kat.-Nr. C-39210

Trypsin-EDTA, Kat.-Nr. T3924

PromocCell,

Heidelberg, Deutschland
Hoffmann La Roche,
Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
PromoCell,

Heidelberg, Deutschland
Biochrom AG,

Berlin, Deutschland
PromoCell,

Heidelberg, Deutschland
Invitrogen,

Carlsbad, USA

Upstate,

Billerica, USA
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
PromocCell,

Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
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2.7

LB-M

Reagenzien fur die Bakterienkultur

edium (Luria Broth Base Medium) aus:
10 g Trypton, Pancreatic Digest of Casein, Kat.-Nr. 212705

Firma BD (Schwechat, Osterreich)
5 g Hefeextrakt, Extract of Autolysed Yeast Cells, Kat.-Nr. 211705

Firma BD (Schwechat, Osterreich)
5 g NaCl, 58,44 g/Mol, Kat.-Nr. 1064041000

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Ad 1 Liter Aqua dest, Kat.-Nr. D-55671

Delta Select (Dreieich, Deutschland)
200 pl Ampicillin, Kat.-Nr. A5354

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

LB (Luria Broth Base Medium)-Agarplatten aus:

S.0.C.

15 g Agarose, Kat.-Nr. 15510-027
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
ad 1 Liter LB-Medium

(Super Optimal Broth)-Medium aus:
2 g Trypton, Kat.-Nr. 211705

Firma BD (Schwechat, Osterreich)
0,5 % Hefeextrakt, Kat.-Nr. 211705

Firma BD (Schwechat, Osterreich)
10 mM NacCl, Kat.-Nr. 310166-1KG

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

10 mM MgCI2, Kat.-Nr. 208337-100G Sigma-Aldrich
10 mM MgSO, Kat.-Nr.: M-9397 Sigma-Aldrich
20 mM Glucose, Kat.-Nr. 310816-250MG Sigma-Aldrich
Ad 100 ml a.d.

sterilfiltriert
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2.8 Puffer

50 x TAE-Puffer, Kat.-Nr. A1691 AppliChem,

Darmstadt, Deutschland
NuPAGE® MOPS SDS Buffer Kit (fur Bis-Tris Gels), Kat.-Nr. NPO050 Invitrogen,

Carlsbad, USA

2.9 Gele
Bis-Tris-Gel (12 %), Kat.-Nr. NP0341BOX Invitrogen,
Carlsbad, USA

Bis-Tris-Gel (4 — 12 %), Kat.-Nr. NP0321BOX Invitrogen
NuPage®, Kat.-Nr. NP0341BOX Invitrogen
Gel 2 % aus:

e 29g Agarose

e 100ml TAE (1x)

o 5ul UltraPure Ethidium Bromide , Kat.-Nr. 15585-011 Invitrogen

2.10Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Glas- und Plastikwaren wurden von den Firmen Qiagen (Hilden, Deutschland),
Perkin Elmer (Waltham, USA), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland), Nunc (Wiesbaden, Deutschland) und Eppendorf (Hamburg, Deutschland) bezogen.

2.11Gerate
Blotkammer BIO-RAD,

Miinchen, Deutschland
Elektrophoresekammer PEQLab,

Erlangen, Deutschland
Elektrophoresegerét Axon,

Kaiserslautern, Deutschland
ELISA Reader (Genesis Light) Labsystems,
Quickborn, Deutschland
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EXcell Sure Lock Electrophoresis Cell

Electrophoresis Power Supply

Gene-Pulser 11

INTAS GDS®

Luminoskan Ascent

Magnetrihrer

Mikroskop, Leica DM IL

Mikrowelle

PCR Thermocycler

Photometer Ultrospec 2000

Prazitherm-Warmetisch

RC Multiskan (,,Genesis Light™)

Schittler

Schittelwasserbad

Sterile Arbeitsbank, HERAsafe

Thermoschuttler

Novex,

Mandelbachtal, Deutschland

Amersham,

Little Chalfont, GroRRbritannien

BIO-RAD,

Miinchen, Deutschland
INTAS,

Hamburg, Deutschland
Labsystems,

Quickborn, Deutschland
Janke und Kunke GmbH,
Staufen, Deutschland
Leica,

Bensheim, Deutschland
Sharp,

Hamburg, Deutschland
BIO-RAD,

Miinchen, Deutschland
Pharmacia,

Ratingen, Deutschland
Stork Tronic,

Stuttgart, Deutschland
Labsystems,
Quickborn, Deutschland
IKA- Labortechnik,
Staufen, Deutschland
GFL,

Burgwedel, Deutschland
Heraeus,

Hanau, Deutschland
Braun,

Tuttlingen, Deutschland
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Vortex-Genie 2

Zellkulturinkubator, HERAcell

Zentrifuge

2.12Kommerziell erhaltliche Kits

Dual Glo™ Luciferase Assay System, 100 ml, Kat.-Nr. E2940,

Scientific Industries,
Bohemia, USA
Heraeus,

Hanau, Deutschland
Heraeus,

Hanau, Deutschland

Promega,

Mannheim, Deutschland

ECL Advance Western Blotting Detection Kit, Kat.-Nr. RPN2135 Amersham,

G-Lisa™ RhoA Activation Assay, Kat.-Nr. BK124

Plas/mini Isolation Spin Kit, Kat.-Nr. A5172

Plas/midi Isolation Spin Kit, Kat.-Nr. A5182

RNeasy Mini Kit (250), Kat.-Nr. 74106

RNeasy Midi Kit (50), Kat.-Nr. 74110

2.13Spezielle Software

AIDA Software®

Ascent Software® for Luminoskan Ascent V 2.6

GraphPad Instat®
GraphPad Prism®

INTAS GDS® Gel Dokumentationssystem

Microsoft® Office Paket 2003

Little Chalfont, GroRbritannien
Cytoskeleton,

Denver, USA
AppliChem,

Darmstadt, Deutschland
AppliChem,

Darmstadt, Deutschland
Qiagen,

Hilden, Deutschland
Qiagen,

Hilden, Deutschland

Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland

Labsystems, Quickborn, Deutschland

GraphPad Software,Inc., San Diego, USA
GraphPad Software,Inc., San Diego, USA
INTAS, Hamburg, Deutschland
Microsoft GmbH, Unterschleil3heim,

Deutschland

SPSS (Statistical Package For The Social Science SPSS Software GmbH, Miinchen, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Gewinnung der Plasmide

Die fur die nachfolgenden Versuche benétigten Plasmide wurden mittels Elektrotransformation in
elektrokompetente Bakterien (XL-1 Blue Electroporation Competent Cells) eingebracht und sind
von diesen wahrend ihrer kulturellen Anzucht vervielfaltigt worden.

Die anschliessenden Schritte dienten der Plasmidgewinnung (Plas/mini-Isolation, Plas/midi-
Isolation) und Reinigung sowie deren Verifizierung mittels Restriktionsverdau durch
Restriktionsendonukleasen mit anschliessender Agarosegel-Elektrophorese. Elektroporierte und
transformierte Bakterien wurden bei -80°C bevorratet. Die Konzentration der gewonnenen Plasmide

ist absorptionsspektrometrisch ermittelt worden. Die Plasmide wurden bei -20°C eingefroren.

Elution der DNA

Die kommerziell erhdltliche Plasmid-DNA wurde in 100 pl Tris Elution Solution gel6st und bei
37°C unter Schitteln fir dreiBig Minuten inkubiert. Pro Ansatz wurden jeweils 2 ul DNA-L6sung
auf Eis gestellt. Die restliche DNA-L6sung wurde bei -20°C eingefroren.

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Mit einer Einzelkolonie E. coli XL1 Blue (Fa. Stratagene) wurde zunachst eine Ubernachtkultur in
4 ml LB-Medium angeimpft. Am néchsten Tag wurden zu 50 ml LB-Medium 0,5 ml der
Ubernachtkultur gegeben und bis zu einer OD 600 zwischen 0,4 und 0,6 schiittelnd inkubiert (37°C,
230 rpm). AnschlieRend wurden die Bakterien fur 15 min auf Eis gestellt und danach fur 10 min bei
3000 x g und 4°C abzentrifugiert. Alle folgenden Arbeiten wurden auf Eis und bei 4°C im
Kihlraum durchgefuhrt. Die Bakterien wurden zweimal in eiskaltem Aqua dest. resuspendiert,
zentrifugiert und abschlieBend in 200 pl 20%igem Glycerin aufgenommen. Die elektrokompetenten
Bakterien wurden zu je 50 pl aliquotiert und sofort verwendet oder bis zum spéteren Gebrauch bei
-80°C eingefroren.
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Elektrotransformation in elektrokompetente Bakterien

Vorbereitung der Elektroporation:

Die bei -80°C eingefrorenen Bakterien wurden kurz vor ihrer Elektroporation auf Eis aufgetaut.
Spezielle Elektroporationskiivetten (diese sind an zwei gegeniberliegenden Seiten mit dinnen
Plattenelektroden ausgekleidet, Elektrodenabstand 2 mm, Fa. PEQLab) wurden mit HCI, NaOH und
H,0 gespult, 10 Minuten unter eine UV-Lampe gestellt, um mogliche in den Kivetten enthaltene
Fremd DNA zu entfernen, und auf Eis gestellt. Pro Ansatz wurden 200 pl S.O.C. (Super Optimal
Broth)-Medium bei 37°C aufgewarmt.

Durchfiihrung der Elektroporation:

Zur vorbereiteten DNA-L6sung wurden pro Ansatz 50 ul Bakterienlosung hinzugefugt, mit der
Pipette vermischt und in die vorbereitete Elektroporationkiivette gegeben. Mit gelockertem Deckel
wurde die Kivette in den Kuvettenschlitten des Gene Pulser Il gesetzt. Die Bakterienzellen wurden
einem kurzen elektrischen Impuls mit 2,5 kV ausgesetzt, der Poren in der Zellmembran entstehen
lieR. Diese wurde dadurch kurzfristig permeabilisiert, und die DNA-Molekile konnten aus der
Losung in das Innere der Bakterienzelle gelangen. Der Transformationssansatz wurde sofort mit
S.0.C.-Medium versorgt und fur 15 Minuten bei 37°C unter Schitteln inkubiert.

Ausplattieren der Bakterien

Giessen der LB-Selektionsplatten:

Pro Transformationsansatz wurden zwei Petrischalen vorbereitet:

Die Herstellung des LB-Mediums erfolgte aus 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 5 g NaCl (ad
1000ml H,O) und wurde dann zwei bis vier Stunden autoklaviert. Fertiges LB-Medium wurde bei -
4°C gelagert. Nun wurden 2,8 g Agarose und 200 ml LB-Medium in einen Erlenmeyerkolben
gegeben, einige Male in der Mikrowelle aufgekocht, mit 200 pul Ampicillin (je nach Resistenzlage
des Plasmids) versetzt und auf den Petrischalen verteilt. Diese wurden nach Auskihlen bei 4°C
gelagert.

Ausstreichen der Bakterien auf LB-Selektionsplatten

Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurde auf die erste Petrischale von zweien 10 pl der
Bakterienlosung, auf die zweite Petrischale wurde der Rest der Bakterienlésung aufgetragen. Nach
Gebrauch wurden die Pasteurpipetten abgeflammt und verworfen. Die Agarplatten wurden fiir 12
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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Uberfuhren der Bakterienkolonien in Flussig LB Medium

Vorbereitung fir die Plas/mini Isolation:

Pro Petrischale wurden vier Falcon Roéhrchen jeweils mit 5 ml LB-Medium und 100 pg/mi
Ampicillin bestlckt. Mit gelben Pipettenspitzen wurden einzelne Bakterien-Kolonien (von mittlerer
GroRe) vom Agar abgenommen und mitsamt der Pipettenspitze in das Flissigmedium berfihrt
(pro Falcon Roéhrchen eine Kolonie). Daraufhin wurden die Bakterien tGber Nacht bei 37°C im
Thermoschttler (230 rpm) inkubiert.

Plas/mini Isolation Spin-kit

Dieser kommerziell erhéltliche Kit basiert auf der Fahigkeit von DNA, in der Gegenwart hoher
Konzentrationen chaotropischer Salze auf Silikat-Oberflachen zu adsorbieren. Die DNA wird in
alkalischem Lysepuffer gelést, der Uberstand mit enthaltener DNA in eine Saule mit Filter geladen.
Durch Zentrifugation wird die DNA auf der Silikat-Oberflache des Filters adsorbiert, Fremdstoffe
passieren den Filter ohne zu adsorbieren. Nun wird die DNA gewaschen und in sterilem H,O gel6st.
Im ersten Schritt wurde aus der Ubernacht-Bakterienkultur mittels Zentrifugation ein Zellpellet
gewonnen. Dieses wurde in 200 pl Resuspension Solution (ACL1) geldst. Nun wurde die Alkaline
Lysis Solution (ACL2) zugegeben, das Falcon Réhrchen mehrere Male vorsichtig geschwenkt und
fir drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im ndchsten Schritt wurden 400 pl
Neutralization/Binding Solution (ACGL3) zugegeben und das Falcon Rdéhrchen wiederum
mehrmals geschwenkt. Es folgte die Zentrifugation bei 3000 rpm fur 10 Minuten. Die DNA befand
sich nun im Uberstand, der in die Saule geladen wurde. Es folgte die Zentrifugation der Séule (in
einem ZentrifugationsgefaR) fur 1 Minute bei 3000 rpm. Bei diesem Schritt blieb die DNA auf der
Silikat-Oberflache des Filters haften. Das Filtrat wurde entfernt und nach Zugabe von 500 ul First
Wash Solution (ACW) auf den Filter wurde erneut fir 1 Minute zentrifugiert (3000 rpm).
Wiederum wurde das Filtrat entfernt und es folgte ein zweiter Waschschritt mit der Second Wash
Solution (AC1, 700 ul) mit anschliessender Zentrifugation fir 1 Minute bei 3000 rpm. Um die
DNA nun aus dem Filter herauszuldsen, wurde die Sdule in ein neues Zentrifugationsgefa gestellt,
mit 60 pl sterilem H,O bestlickt und 3 Minuten inkubiert. Die Saule wurde entfernt, die DNA
befand sich nun im Filtrat. Das Einfrieren der Plasmide erfolgte bei -20°C.
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Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsaureldsungen erfolgte in einer Quartzkivette in einem
Volumen von 100 pl im Photometer Ultrospec 2000 (Fa. Pharmacia Biotech) bei 260 nm gegen eine
Leerprobe. Die Menge der ultravioletten Strahlung, die von einer DNA-L6sung absorbiert wird, ist
ihrem DNA-Gehalt direkt proportional. Die Purin- und Pyrimidinringe der Nukleinsaurebasen
zeigen nach Anregung mit UV-Licht bei 260 nm eine maximale Absorption. Bei dieser Wellenlange
entspricht ein Absorptionswert von 1,0 bei einer Schichtdicke von 1 cm einer Konzentration von
50ug/ml doppelstrangige DNA. Das Verhéltnis der Absorptionswerte bei 230, 260 und 280 nm
erlaubt auBerdem eine Aussage Uber die Reinheit der DNA-Préparation. Fur eine ausreichende
Reinheit der gemessenen Nukleinsdauren galten folgende Richtwerte:

E260/E280 =1,8

E260/E230 = 2,2

Verifizierung der hergestellten Plasmide

Die Plasmide wurden mit Restriktionsendonukleasen geschnitten (vergleiche Tabelle 3-1). Diese
bauen DNA-Molekiile ab, indem sie die Phosphodiesterbindungen zwischen den Nukleotiden eines
DNA-Stranges spalten. Da diese Enzyme die Phosphodiesterbindungen im Inneren eines DNA-
Molekdils spalten, nennt man sie Endonukleasen. Fir jedes Enzym gibt es eine bestimmte
palindromische Erkennungssequenz, an der es die DNA spaltet. Einige Enzyme spalten beide DNA-
Strange in der Mitte der Erkennungssequenz, so dass glatte Enden (blunt ends) entstehen, andere
Restriktionsendonukleasen spalten dagegen die DNA-Strdnge so, dass die entstehenden DNA-
Fragmente an ihren Enden kurze tberstehende Einzelstrangabschnitte besitzen, die man als klebrige

Enden (sticky ends) bezeichnet.
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Tabelle 3-1:  Auflistung der mittels Restriktionsendonukleasen gespaltenen Plasmide, sowie der
palindromischen DNA-Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen mit

enthaltenen Schnittstellen.

Plasmide Restriktions- Erkennungssequenz
endonuklease

PAR 1, pPCMV6-XL5, 8370bp | Not | 5°..GC|GGCCGC...3'
3...CGCCGG|CG...5'

PAR 2, pcDNA 3.1,54280p | Pstl 5...CTGCA|G...3
3...GJACGTC...5'

EPCR, pEF-BOS, 5685bp Xbal 5. T|CTAGA...3
3...AGATC/|T...5

EPCR, pEF-BOS, 5685bp BstX1 5.CCANNNNN|NTGG...3
3..GGTN|NNNNNACC..5

Zu analytischen Zwecken wurde 1 bis 3 pug DNA (20 pl Ansatz) mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen geschnitten. 1 bis 10 U Restriktionsenzym pro 1 pug DNA wurden fiir 1
bis 3 h in dem vom Hersteller angegebenen Reaktionspuffer bei geeigneter Reaktionstemperatur
inkubiert. Zur Vorbereitung fir die nachfolgende Agarosegel-Elektrophorese wurden 5 ul farbiger

Elektrophorese Laufpuffer zugegeben.

DNA Gelelektrophorese

DNA-Fragmente mit einer Grofie von 100 bis 10.000 bp kénnen in der Agarosegelelektrophorese
[186] aufgetrennt werden. Nukleinsduren (DNA) sind aufgrund ihrer Phosphatgruppen ionisiert,
und die Polydesoxynukleotide liegen als Polyanionen vor. Sie wandern daher bei der
Elektrophorese von der Kathode zur Anode. In der Gelelektrophorese werden die DNA-Molekiile
nach ihrer GrolRe aufgetrennt, d.h. die kleinsten DNA-Fragmente wandern am schnellsten und die
groRten DNA-Fragmente am langsamsten zur positiven Elektrode. Die Elektrophorese wurde
solange durchgefiihrt, bis der im Ladepuffer enthaltene Farbstoffmarker (Bromphenolblau) die
erforderliche Trennstrecke zuriickgelegt hatte. Das zum Agarosegel hinzugefiuigte Ethidiumbromid
interkaliert zwischen zwei benachbarten Basenpaaren der DNA, die dadurch teilweise entwunden
und gedehnt wird. Nach Anregung mit UV-Licht der Wellenldngen 254, 302 oder 366 nm
(Geldokumentationssystem  Alpha Imager 2200, Fa. Alpha-Innotech) fluoresziert der
Ethidiumbromid-Nukleinsdure-Komplex im sichtbaren Bereich (500 bis 590 nm) als rot-orange

leuchtende Bande.
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Giessen eines 1%igen Gels fur die DNA Gelelektrophorese:

In einem Erlenmeyerkolben wurden 1,5 g Agarose und 150 ml 1x TAE-Puffer mehrmals in einer
Mikrowelle aufgekocht, bis eine klare Ldsung entstanden war. Diese wurde daraufhin unter
flieRendem Wasser auf 50 bis 60°C abgekihlt, mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt und in die
vorbereitete Gelkammer (mit eingespanntem Probenkamm) gegossen. Die Aushdartung dauerte ca.
30 Minuten.

Durchfuhrung der Agarosegelelektrophorese:

Das fertig ausgehartete Gel wurde zusammen mit 1x TAE-Puffer in die Elektrophorese-Kammer
gegeben. Die Proben (25 pl des oben hergestellten Ansatzes fiir den Restriktionsverdau) und der
DNA GroRenstandard (100 bp DNA-Ladder, 1 pg/ul, mit farbigem Elektrophorese-Laufpuffer
versetzt) wurden jeweils in eine Probentasche (slot) aufgetragen. Die DNA wurde je nach Gréle
des Gels fiir 1 bzw. 2 Stunden bei einer Gleichspannung von 120 Volt aufgetrennt. Die unter UV-
Licht sichtbaren Banden wurden mit dem Geldokumentationssystem Alpha Imager 2200 (Fa.

Alpha-Innotech) elektronisch gespeichert und zur Verifizierung mit den StandardgréRen verglichen.

Plas/midi Isolation Spin-Kit

Vorbereitung fur den Plas/midi Isolation Spin-Kit:

Um fir nachfolgende Experimente groBere Mengen Plasmid DNA zu gewinnen, wurde nach
Verifizierung der in der Plas/mini Isolation gewonnenen Plasmide mittels Restriktionsverdau durch
Restriktionsendonukleasen eine Plas/midi Isolation durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde eine
Bakterienkultur aus 200 ml LB-Medium, 200 pl Bakteriensuspension (Die Bakteriensuspension
stammte aus oben beschriebener Pla/mini Isolation, sie war bei -80°C eingefroren) und 200 pl
Ampicillin hergestellt und fir 12 Stunden bei 37°C inkubiert.

Das Prinzip des kommerziell erhdltlichen Plas/midi Isolation Spin-Kits beruht auf der Fahigkeit der
Plasmid-DNA, zu 99% an spezielle lonenaustausch-Membranen zu binden. Kontaminationen
passieren die Membranen ungehindert, ohne adsorbiert zu werden. In den folgenden
Arbeitsschritten wird die Plasmid DNA gewaschen, durch eine hochkonzentrierte lonenlésung
eluiert, von tberschussigen Salzen befreit, durch Prazipitation konzentriert und in H,O gelost.

Die Ubernacht-Bakterienkultur wurde zentrifugiert und das entstandene Pellet in 5 ml Resuspension
Solution (ACL1) resuspendiert. Nach Zugabe von 5 ml Alkaline Lysis Solution (ACL2) wurde das
Zelllysat vorsichtig geschwenkt und drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses war jetzt

von Klarer und durchsichtiger Farbe. Nun wurden 5 ml Neutralization Solution (ACL3) hinzugefugt
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und vorsichtig geschwenkt. Dadurch kam es zu einer massiven Ausfallung von SDS-Salzen,
chromosomaler DNA und Proteinen. Im AnschluR wurde die Lésung auf einen Filter gegeben, der
in einem 50 ml Falcon Roéhrchen plaziert war, und bei 2500 bis 3000 rpm fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Das klare Filtrat wurde im ndchsten Schritt in eine Sdule gegeben, die eine
lonenaustausch-Membran enthielt. Das Filtrat passierte diese Membran durch Schwerkraft.
AnschlieBend wurde die lonenaustausch-Membran mit daran gebundener DNA mit 20 ml der Wash
Solution (ACK2) gewaschen, um Verunreinigungen wie z.B. Proteinreste zu entfernen. Die Saule
wurde in ein neues Falcon Rohrchen gestellt und die DNA mittels Elution Solution (ACK3), die die
Membran durch Schwerkraft passierte, von der lonenaustausch-Membran gel6st. Zum fertigen
Eluat mit enthaltener Plasmid-DNA wurden 25ul Precipitation Enhancer (dieser macht das Pellet
durch blauliche Anfarbung sichtbar) und 5 ml Isopropanol gegeben. Die DNA-LOsung wurde
gemischt und bei 15.000 x g fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen, das Pellet mit 2 ml 70%igem Ethanol gewaschen und noch mal bei 15.000 x g fur 15
Minuten zentrifugiert. Wiederum wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet in
400 pl H,O gelost. Die Plasmid-Konzentration wurde absorptionsspektrometrisch gemessen. Das

Einfrieren der Plasmide erfolgte bei -20°C.

Kryokonservierung von Bakterien
Fir die Lagerung von Bakterien bei -80°C wurden 500 pl einer Bakterien Ubernachtkultur mit

500ul 50 %igem Glycerin versetzt.

3.1.2 RNA Aufbereitung

Die Genexpression in HEKTsA201-Zellen wurde mittels RNA-Isolierung, Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenrektion und anschliessender Tag-Polymerase-Kettenrektion uberprift. Die
Auswertung erfolgte im Geldokumentationssystem Alpha Imager 2200.

RNA Isolierung

Zur lsolation von Gesamt RNA wurden 3-10 x 10° Zellen verwendet. Die Gesamt-RNA wurde
unter Verwendung des ,,RNeasy Mini Kit“ (Fa. Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.
Dabei wurden die Zellen zuerst in einem denaturierenden Guanidinthiocyanat-enthaltenden Puffer
lysiert (dieser Puffer inaktiviert RNAsen) und mittels , QlAshredder-Saulen* (Fa. Qiagen)
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homogenisiert. AnschlieBend wurde RNA, die groRer als 200 bp war, an eine Siliziummatrix
gebunden, gewaschen und mit RNase-freiem H,O eluiert. Die Konzentration der isolierten RNA
wurde anschlieBend photometrisch bestimmt und die Integritat der RNA Uber ein RNA-Agarosegel
bestétigt.

HEKTsA201-Zellen wurden in 6 cm-Schalen kultiviert und mit Polyfect® Transfection Reagent
transfiziert (vergleiche auch 3.3.3). Pro Schale mit HEKTsA201-Zellen wurden 350 ul Pufferlésung
(RLT mit beta-Mercaptoethanol versetzt) zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellscraper
abgeschabt und resuspendiert. Das Lysat wurde in eine ,,Qiashredder Sdule* Gberfuhrt und fir zwei
Minuten bei 9000 x g zentrifugiert. Die Zugabe von 1 Vol. (350 ul) 70 %igem Ethanol lie} die
RNA ausféllen. Nun wurde die Losung in eine ,,RNeasy-Mini-Saule* Gberflhrt, 15 s bei 9000 x g
zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Es folgte die Zugabe von 700 ul RW1-Puffer und erneutes
Zentrifugieren (15 s, 9000 x g). Wiederum wurde das Filtrat verworfen. Die Sdaule wurde in ein
neues Zentrifugationsrohrchen Gberfiihrt und nach Zugabe von 500 ul RPE-Puffer wurde nochmals
15 s bei 9000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Dieser letzte Waschschritt wurde
nochmals wiederholt (2 min, 9000 x g), die Sdule in ein neues Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt
und nochmals fur 1 min bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die
RNA in 30 pl H2Opepc eluiert (Zentrifugation fur 1 min, 9000 x g).

Reverse Transkription

Bei der Amplifikation von DNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden spezifische
DNA-Polymerasen verwendet, welche DNA-abh&ngig sind, d.h. sie sind nicht in der Lage, RNA zu
amplifizieren. Daher wird zunéchst eine Reverse Transkriptase (Rt) eingesetzt. Sie ist eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, mit deren Hilfe RNA in cDNA umgeschrieben werden kann. Die
cDNA kann im AnschluB als Ausgangsprodukt in einer PCR verwendet werden, um spezifische
Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. Die Produkte der Rt-PCR lassen sich in einem Agarosegel
(mit Ethidiumbromid) auftrennen und im Geldokumentationssystem Alpha Imager 2200 mittels
UV-Licht auswerten.

Zur Initiation der DNA-Synthese wurde ein Oligo-d(t)-Primer verwendet, welcher komplementér
zum Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der mRNA war. Im zweiten Schritt wurde ein genspezifischer
Primer eingesetzt. Die mittels der RNA Isolierung gewonnene RNA wurde mit H;Opgpc auf
0,5ug/ul verdinnt in einem Volumen von 6 ul aufgenommen und auf Eis gestellt. In PCR-Tubes
(auf Eis) wurden pro Ansatz 6 pl 25 uM p(dT)1s-Primer vorgelegt, dazugegeben wurden jeweils die
6 Ul RNA-LOsung (3 pg). Die Proben wurden homogenisiert und abzentrifugiert. Das erste Rt-
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Programm wurde gestartet (4 min, 72°C, PCR-Thermocycler) und die Proben in die Maschine
gestellt, sobald der Deckel eine Temperatur von 100°C und der Block eine Temperatur von 72°C

erreicht hatte (HeiRstart). Fir den zweiten Teil der Rt wurde folgender Reaktionsansatz auf Eis

hergestellt:
e 203l H,Opepc
e 90ul 5 x RT Puffer
o 1yl dNTP Mix (220 uM Endkonzentration)
o 23ul RNAse Out (92 U/Reaktion)
e 045yl BSA (100 ng/ul Endkonzentration)
e 0,6ul AMV (Avian Myeloblastosis Virus)

Je 33 pl dieses Ansatzes wurden zu den Proben aus der ersten Rt hinzu gegeben, homogenisiert und
das zweite Rt-Programm wurde gestartet (Heil3start, Transkription: 90 min bei 42°C,
Denaturierung: 10 min bei 94°C). Die Proben konnten direkt fiir eine Tag-Polymerase-PCR

verwendet oder bei -20°C gelagert werden.

3.1.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wird eingesetzt, um einen kurzen, genau definierten Teil eines DNA-Stranges zu
amplifizieren. Im ersten Schritt (Initialisierung/Denaturierung) wird die doppelstrangige DNA auf
94 -96°C erhitzt, um die Strange zu trennen. Dabei werden die Wasserstoffbriickenbindungen, die
die beiden DNA-Strdnge zusammenhalten, aufgebrochen. Im zweiten Schritt (Annealing) kommt es
bei einer bestimmten Primer spezifischen Temperatur zur Anlagerung der Primer an die einzelnen
DNA-Strange. Im dritten Schritt (Elongation) fullt die DNA-Polymerase die fehlenden Strdnge mit
freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3"-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA.-
Strang. Die Temperatur hangt von der verwendeten DNA Polymerase ab. Mit steigender Zyklenzahl
kommt es zu einem exponentiellen Anstieg der gewiinschten DNA-Menge (vergleiche Tabellen 3-2
bis 3-6). Im Anschluf} wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel kontrolliert. Das PCR-
Gemisch kann bei 4°C ca. zwei Wochen gelagert werden.
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Durchfuhrung der PCR:
PCR-Reaktionsansatz mit Tag Polymerase:
e 39l H20pepc
o 1yl dNTP Mix (Endkonzentration 200 M)
o 2ul Primer (Endkonzentration 300 nM)
e 5ul 10 x PCR Puffer
e 05l BSA (Endkonzentration 100 ng/ul)
o 05l Taq Polymerase

Die Reaktionsansatze wurden auf Eis pipettiert. 48 ul des Reaktionsansatzes wurden zu 2 pl
vorgelegter Rt cDNA (entsprechen 134 ng Gesamt-RNA aus RT) hinzugefligt, homogenisiert, und
in den auf 94°C Blocktemperatur vorgeheizten PCR-Thermocycler gestellt (Heil3start).

Tabelle 3-2:  PCR-Programm fir die Tag DNA-Polymerase und PAR 1.

Zyklus Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 5 min 94 °C 1x

Denaturierung 30s 94 °C

Anlagerung 30s 55°C 25-30 x
Verléangerung 45s 72°C

Finale Verldngerung | 5 min 72°C 1x

Kihlung unendlich 4°C
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Tabelle 3-3:  PCR-Programm fir die Tag-DNA-Polymerase und GAPDH.

Zyklus Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 5 min 94 °C 1x

Denaturierung 30s 94 °C

Anlagerung 60 s 55°C 25 X

Verlangerung 120s 72 °C

Finale Verlangerung | 5 min 72°C 1x

Kihlung unendlich 4°C

Tabelle 3-4:  PCR-Programm fur die Tag-DNA-Polymerase und PAR 2.

Zyklus Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 5 min 94 °C 1x

Denaturierung 60 s 94 °C

Anlagerung 60 s 55°C 22-24 x
Verléangerung 60s 72°C

Finale Verldngerung | 5 min 72°C 1x

Kihlung unendlich 4°C

Tabelle 3-5: PCR-Programm fir die Tag-DNA-Polymerase und S1P1.

Zyklus Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 5 min 94 °C 1x

Denaturierung 455 94 °C

Anlagerung 45s 69 °C 33 x

Verlangerung 45s 72°C

Finale Verlangerung | 5 min 72°C 1x

Kuhlung unendlich 4°C
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Tabelle 3-6: PCR-Programm fir die Tag-DNA-Polymerase und EPCR.

Zyklus Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale 9 min 95°C 1x
Denaturierung

Denaturierung 30s 95 °C 2 X
Anlagerung 30s 66 °C

Verlangerung 40 s 72°C

Denaturierung 30s 95°C 2 X
Anlagerung 30s 64 °C

Verlangerung 40s 72 °C

Denaturierung 30s 95 °C 2 X
Anlagerung 30s 62 °C

Verlangerung 40s 72°C

Denaturierung 30s 95°C 2 X
Anlagerung 30s 60 °C

Verlangerung 40s 72°C

Denaturierung 30s 95°C 22-26 X
Anlagerung 30s 58 °C

Verlangerung 40s 72°C

Finale Verlangerung | 7 min 72°C 1x
Kihlung unendlich 4°C
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Proteingewinnung fur die SDS-Page

Fur die Proteingewinnung wurden HUVEC in Zellkulturschalen (@ 6 cm) nach Abnahme des
Kulturmediums mit Lysepuffer behandelt. Die Proben wurden in ein Eppendorf-Gefa tberfiihrt
und flnfmal fir 10 s mit Ultraschall (30 Hz) homogenisiert. Die Zelltrimmer wurden bei 4°C und
16000 x g fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend gleich verarbeitet oder in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grof3e im elektrischen Feld wurde die diskontinuierliche
SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt [187, 188]. Dazu wurde 10 bis 50 pg
Protein in 1xSDS-PAGE Probenpuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Je nach
Molekulargewicht des nachzuweisenden Proteins variierte der prozentuale Anteil der Acrylamid-
Bisacrylamid-Losung des Trenngels von 7 bis 15 %. Die Sammelgele hatten eine konstante
Acrylamid-Bisacrylamid Konzentration von 5 %. Die vertikale Gelelektrophorese wurde bei 200 V
in einer Mini-Gelapparatur (Protean Il, Biorad) durchgefuhrt. Diese Kammer wurde mit 1xSDS-
Laufpuffer gefiillt. Als Molekulargewichtsstandard wurde der ,,Roti-Mark Standard“ der Firma
Roth verwendet. An die SDS-PAGE schloss sich ein Western Blot (siehe 3.2.3) an.

10 x SDS-Laufpuffer: 4 x SDS-PAGE Probenpuffer:
e 250 mM Tris e 50% Glycerin
e 25M Glycin e 10% -Mercaptoethanol
e 1% SDS e /5% SDS

e 300 mM Tris pH 6,8
e 025% Bromphenolblau

Die fertige L6sung wurde vor der Verwendung

durch einen Papierfilter filtriert.
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3.2.3 Western-Blot

Mit Hilfe des Western-Blots konnen durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine qualitativ und
quantitativ nachgewiesen, sowie deren GroRe naherungsweise bestimmt werden. Die Proteine
werden dabei positionsgenau elektrophoretisch auf eine Membran transferiert und immunochemisch
mittels spezifischer Antikorper detektiert.

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Fa. Schleicher & Schuell) fand in einer
mit Western-Blot-Puffer gefillten Blotkammer der Firma BIO-RAD im Nassblotverfahren statt.
Die Transferzeit betrug 60 bis 105 min bei 100 V. Nach Abschluss des Transfers wurden die
Proteine mit einer 0,2 %igen Ponceau S-L6sung angefarbt. Uberschiissige Ponceau S-Losung wurde
mit H,O abgespilt. AnschlieBend wurde die Membran mit TBST-Puffer (Tris-Buffered Saline
Tween-20) entfarbt und die freien Bindungsstellen der Membran fur 60 min mit ,,Roti-Block* der
Firma Roth blockiert. Danach wurde die Membran 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Die
Inkubation mit dem spezifischen Primdrantikorper in TBST-Puffer erfolgte entsprechend den in
Tab. 3-7 angegebenen Bedingungen. Anschliefend wurde die Membran dreimal 10 min in TBST-
Puffer gewaschen. Der entsprechende Sekundarantikorper (Tabelle 3-7) wurde in TBST-Puffer
verdunnt und fur 45 min bei RT mit der Membran inkubiert. Nach drei weiteren 10-mindtigen
Waschschritten wurden die  Primér-Sekundar-Antikorperkomplexe  tber die an die
Sekundarantikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase mit dem Chemilumineszenz-Substrat ,,Lumi-
Light Plus“ der Firma Roche nachgewiesen. Die Signale wurden mit einem

Geldokumentationssystem (Fa. Alpha-Innotech) ausgewertet.

Tabelle 3-7:  Primar- und Sekundéarantikérper (h = human, r = Ratte, m = Maus, UN = (iber Nacht).

Priméarantikorper Spezies Konzentration | Bedingungen | Sekundarantikérper
Anti-RhoA m, r, h 1 pg/ml UN, 4 °C Maus (1:10°000)
Par-2 (Sam1l) m,r,h 1-3 pg/mi UN, 4 °C Maus (1:10°000)
Anti-EPCR h 1-3 pg/ml UN, 4 °C Kaninchen (1:80°000)
ThrombinR (ATAP2) h,r 1-2 pg/ml UN, 4 °C Kaninchen (1:80°000)
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Puffer und Losungen flr den Western-Blot:

WB-Puffer: Ponceau S-Lésung:
e 50mM Tris e 5% Essigsdure
e 400 mM Glycin e 0,2% Ponceau S
e 20% Methanol

TBST-Puffer:
e 100 mM TrispH 7,4
e 15M NaCl
e 0,1% Tween 20

3.2.4 Densitometrie

Die Auswertung der Bandenintensitat aus dem Pulldown Assay (siehe 3.3.6) bzw. Western-Blot
erfolgte mittels Densitometrie. Daflr wurde das Computerprogramm AIDA verwendet. Die Banden
des aktivierten RhoA wurden dabei in Verhaltnis zu den Banden des gesamten RhoA gesetzt. Die

gebildete Ratio wurde fur die Auswertung herangezogen.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Zellkultur

Verwendet wurden HEKTsA201-Zellen (aus HEK293-Zellen, Human Embryonic Kidney Cells)
gewonnen, die stabil transfiziert wurden mit dem SV40-large-T-Antigen und HUVECs (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells). Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in
einer HeraSafe Werkbank (Fa. Heraeus) durchgefiihrt. Die verwendeten Materialien und Lésungen
wurden steril bezogen oder vor Gebrauch autoklaviert. Die Zellkulturen wurden in Brutschranken
(HeraCell, Fa. Heraeus) in wasserdampfgesattigter Atmosphédre bei 37°C und 5% CO;
(HEKTsA201-Zellen, HUVEC) kultiviert.
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Fir HEKTsA201-Zellen wurde als Wachstumsmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Fa. Sigma-Aldrich) verwendet, das mit 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin,
2mM L-Glutamin und 10 % fetalem Kalberserum (FCS) (DMEkomp-Medium) versetzt wurde. Flr
die Transfektion der HEKTsA201-Zellen wurde ein Serum reduziertes DME-Medium mit 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 0,5 % FCS eingesetzt (DMEred-
Medium). Fir die Auswertung des Luciferase Assays im Luminoscan Ascent (Fa. Labsystems)
wurde DME-Medium ohne Zusdtze verwendet.

Fur die HUVECs wurde als Wachstumsmedium Endothelial Cell Growth Medium (Fa. PromoCell)
verwendet. Dem Medium wurden folgende Bestandteile, enthalten im ,,Supplement Pack* (Fa.
PromoCell), zugesetzt (Endothelial Cell Growth Medium- komplett): 2 % FCS, 1ug/mi
Hydrocortison, 0,1 ng/ml hEGF (human Endothelial Growth Factor), 1 ng/ml hbFGF (human basic
Fibroblast Growth Factor), ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement) zusammen mit Heparin in
einer finalen Konzentration von 0,4 %. Desweiteren wurden 5 ng/ml Amphotericin B und 50 pg/ml
Gentamycin zugesetzt. 24 Stunden vor jedem Experiment wurde das Kulturmedium von den
konfluent in Multi-Loch-Platten bzw. Petrischalen gewachsenen HUVECs abgesaugt und einmal
mit Endothelzell-Kulturmedium, welches die oben angefiihrten Zusdtze mit Ausnahme von
Hydrocortison enthielt, gewaschen. Danach wurden die HUVECs bis zum Experiment in diesem
cortisonfreien Medium belassen (Cortison wiirde das Ergebnis verfélschen). Unmittelbar vor dem
Experiment wurde das cortisonfreie Medium durch ein Medium ersetzt, welches keine
Wachstumsfaktoren und kein FCS, sondern lediglich die bereits aufgefiihrten Antibiotika enthielt,
um Storeffekte der Wachstumsfaktoren bzw. des FCS auszuschliel3en.

Zellen isolieren, kultivieren und passagieren

HEKTsA201-Zellen:

Je nach Bedarf wurde eine bestimmte Anzahl an 10-cm-Schalen (Fa. Nunc) ca. 20 Minuten mit
Collagen Type | (ca. 3 ml pro Schale, 1:100 in kaltem PBS verdunnt) beschichtet. Das Medium
einer konfluent (gesplittet wurde bei Konfluenz alle zwei bis drei Tage) mit HEKTsA201-Zellen
bewachsenen 10-cm-Schale wurde abgenommen, verworfen und die Zellen wurden mit ca. 5 ml
PBS (auf 37°C angewarmt) funf Minuten im Brutschrank gewaschen. Nach Entfernen des PBS
wurde, um die Zellen vom Schalenboden abzul6sen, fir drei Minuten auf 37°C angewarmtes
Trypsin-EDTA (3 ml) hinzugegeben und im Brutschrank inkubiert. Zum Abstoppen der
Enzymaktivitdt wurden 5 ml DMEkomp-Medium zugefuigt. Dann wurden die Zellen in ein 50 ml

Falcon RoOhrchen (berfiihrt, das Medium ca. 5 Minuten bei 1000 U/min abzentrifugiert, der
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Uberstand verworfen und die Zellen in 10 ml DMEkomp-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden

daraufhin im Verhaltnis 1:10 gesplittet.

HUVECs:

Zellisolierung und Erstellung einer Priméarkultur:

HUVECs wurden nach der Methode von Jaffe et al. [189] aus der Vena umbilicalis menschlicher
Nabelschniure isoliert. Die Nabelschnire wurden von der Klinik fur Gynéakologie des
Universitatsklinikums Mannheim bereitgestellt (Ethikantrag-Nr.: 109/2005). Die Préparation
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Nabelschnur wurde &uRerlich mit 70 %igem Alkohol
gesdubert und beide Enden mit einem Skalpell gekirzt. In jedes der dadurch entstandenen glatten
Enden der Vena umbilicalis wurde ein Dreiwegehahn eingefuhrt, der mit jeweils einem Kabelbinder
befestigt wurde. Die Vene wurde nun mehrmals mit steriler kalzium- und magnesiumfreier
phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS) gespult, bis sdmtliche Blutreste
entfernt waren. Als néchstes wurde die Vene mit erwarmter Dispase-11-Enzymlésung gefillt, um
die Endothelzellen von der Intimaschicht der Gefalwand abzulésen (vorsichtiges Massieren der
Vene verstarkte diesen Effekt noch). Nach einer Inkubationszeit von ca. 40 Minuten bei 37 °C
(Brutschrank) wurde die Dispaselosung mit darin enthaltenen Zellen in einen sterilen
Zentrifugationsfalcon Gberfihrt. Durch Nachspulen mit Endothelzell-Kulturmedium, das 2 % FCS
enthielt, konnte die Ausbeute an Zellen erhdht werden. Die Zellsuspension wurde bei 1500 U/min
zentrifugiert, wobei sich die Endothelzellen als Pellet absetzten. Dieses wurde nach Abnahme und
Verwerfen des Uberstandes in Endothelzell-Kulturmedium resuspendiert und in mit Gelatine
beschichtete Kulturflaschen Uberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank. Nach 24h
wuchsen die Endothelzellen auf der Gelatineschicht adhdarent, so dass durch einen Mediumwechsel
die noch verbliebenen Erythrozyten und andere nicht adhédrente Zellen des peripheren Blutes

entfernt werden konnten.

Kultivieren und Passagieren von HUVECs:

Die Endothelzellen wurden routineméRig in Endothelzell-Kulturmedium in einer mit Gelatine
beschichteten 75-cm’-Kulturflasche angeziichtet. Das Medium der adharent wachsenden Zellen
wurde spéatestens alle drei Tage gewechselt. Waren die Endothelzellen konfluent gewachsen, so
wurden sie mit Hilfe von Trypsin-EDTA-L6sung passagiert: Zundchst wurde das Kulturmedium
abgesaugt und die Zellen mit 10 ml angewarmter PBS-Ldsung gewaschen. Nach Abnahme des PBS

und Zugabe von 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung wurden die Zellen unter stdndiger mikroskopischer
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Kontrolle fir zwei bis vier Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis ein Abrunden und
Ablosen der Endothelzellen erkennbar war. Gestoppt wurde dieser enzymatische Vorgang durch
Zugabe von Endothelzell-Kulturmedium. Das im Kulturmedium enthaltene FCS inaktiviert Trypsin.
Zum Zentrifugieren wurde die Endothelzell-Suspension in ein steriles 50 ml-Falcon-Plastikréhrchen
transferiert und fiir 5 Minuten bei 1000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und verworfen, das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert, und die Zellen in mit 2 %iger

Gelatine beschichteten Petrischalen oder Multi-Loch-Platten im Verhaltnis 1:4 bis 1:8 verdiinnt.

Zellen einfrieren und auftauen

HEKTsA201-Zellen:

Zum Einfrieren wurden die Zellen einer @10 cm Zellkulturschale trypsiniert, das Pellet in 2 ml
Einfriermedium (100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 10%
DMSO) aufgenommen und anschlieBend bei -80°C gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurden
20ml DMEkomp-Medium in einer Zellkulturflasche (75 mm?) auf RT erwarmt. Das Kryorshrchen

mit den eingefrorenen Zellen wurde in der Hand erwarmt und zugig in die Kulturflasche Gberfihrt.

HUVECs:

Beim Einfrieren wurde zundchst wie beim Passagieren der HUVECSs vorgegangen. Das nach dem
Zentrifugieren gewonnene Zellpellet wurde dann in Endothelzell-Kulturmedium-komplett mit 20 %
FCS unter Zusatz von 10 % DMSO resuspendiert und in 2ml-Kryoréhrchen tberfuhrt. Nach einer
Stunde auf Eis konnten die Zellen weiter auf -20 °C heruntergekihlt werden. Nach mehreren Tagen
wurden die Zellen dann bei -80 °C eingefroren, wo sie mehrere Monate aufbewahrt werden
konnten. Das Auftauen der einzelnen Roéhrchen geschah mdglichst schnell in 37 °C warmem
Wasserbad. Die DMSO-Zellsuspension wurde abzentrifugiert, die Zellen im angewérmten

Kulturmedium resuspendiert und in gelatinebeschichtete Kulturflaschen Gberfunhrt.

3.3.2 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in HEKTsA201-Zellen

Die HEKTsA201-Zellen wurden mit dem polykationischen Transfektionsreagenz Polyfect® (Fa.
Qiagen) transfiziert. Durch Bindung der negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-Molekiils an
die positiv geladenen Aminogruppen, den sog. Dendrimeren, bildet sich ein aktivierter Komplex.

Der Komplex besitzt eine insgesamt positive Ladung und bindet so an die negativ geladenen
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Oberflachenrezeptoren der Zellen, was zu einer endozytotischen Aufnahme der DNA in die Zelle
fuhrt. Die Zellen wurden entweder 24 h nach dem Ausséhen auf Zellkulturschalen (@10cm) oder
gleichzeitig mit dem Aussahen der Zellen (,,Reverse Transfektion®) transfiziert. Daflir wurde die zu
transfizierende Plasmid-DNA mit dem Transfektionsreagenz nach Angaben des Herstellers
gemischt (Tabelle 3-8) und fir 10 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium auf den
Zellen durch DMEred-Medium ersetzt oder die geernteten Zellen direkt in DMEred-Medium
ausgesat. AnschlieRend wurden die gebildeten DNA-Transfektionsreagenz-Komplexe hinzugefugt.
Die Zelldichte betrug ca. 80-90 %. Nach 48 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen weiter

verwendet.

Tabelle 3-8:  Polyfect®-Transfektionsreagenz und dessen Anwendung.

Transfektionsreagenz | SchalengréBe | Zellen Menge TR | Menge DNA

(TR) (ohne Leervektor)

Polyfect® @ 6cm HEKTsA201 40 pl 4 ug
96-Well-Platte 10 pul 0,1 ug
48-Well-Platte 2,5 ul 0,25 ug

3.3.3 Transfektion von HEKTsA201-Zellen fir die PCR

Konfluent auf 6-cm-Zellkulturschalen gewachsene HEKTsA201-Zellen wurden mit insgesamt 8 g
Plasmid-DNA (in 150 pul DMEred-Medium) transfiziert. Davon bestanden 4 pg aus Rezeptor-
codierender Plasmid-DNA und 4 pg aus sogenannten Leervektoren (pcDNA-ZEOQO). Als nicht
transfizierte Kontrollen dienten HEKTsA201-Zellen, die nur mit Leervektoren pcDNA-ZEO (8 Q)
transfiziert wurden. Inkubiert wurde im Brutschrank fur 48 Stunden.

Die Negativkontrollen beinhalteten statt DNA ein entsprechendes Volumen an Wasser. Um das
Gelingen der RT-PCR zu kontrollieren, wurde das House-Keeping Gen Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mitgefiihrt. Mit konfluent gewachsenen unbehandelten
HUVEC wurde eine Reverse Transkription durchgefihrt. Diese Probe wurde als Positivkontrolle
fur die folgende Polymerase Kettenreaktion verwendet. Zusétzlich wurde jede der transfizierten
Proben doppelt angesetzt, um die optimale Zyklenzahl zur Darstellung jedes einzelnen Vektors

herauszufinden.
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3.3.4 Luciferase Assay

Mit Hilfe des ,,Dual Glo ™ Luciferase Assay System“ der Firma Promega [190, 191] wurde die
Aktivierung des ,,Serum Response Factor* (SRF), welcher an die Promotor-Regulatorsequenz
»oerum Response Element” (SRE) bindet und damit die Transkription von Genen stimuliert,
untersucht. Dabei wurde die Bildung der Glihwirmchen (Firefly-)-Luciferase (Photinus pyralis) als
MaR fir die Induktion der SRF-abhdngigen Gentranskription verwendet. Diese Luciferase wird von
dem pSRE.L-Plasmid (Dr. J. Mao, Dr. D. Wu, University of Rochester, Rochester, NewYork, USA)
kodiert. Als Kontrollvektor wurde das pRL.TK-Plasmid (Fa. Promega) verwendet, welches den
Herpes Simplex Virus Thymidin-Kinase-Promotor (HSV TK) besitzt, der fur eine schwache, aber
konstitutive Expression der Renilla-Luciferase (Renilla reniformis) sorgt. Beide Enzyme erzeugen
ein Biolumineszenzsignal, kdnnen aber durch Verwendung unterschiedlicher Substrate in einer
Probe unabhéngig voneinander detektiert werden. Das Substrat der Photinus pyralis-Luciferase ist
Luciferin und das der Renilla reniformis-Luciferase ist Coelenteracin. Die Kotransfektion beider
Plasmide ermdglichte eine interne Kontrolle der Transfektionseffizienz und Minimierung von
Messfehlern (Abb. 3-1).
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung des Luciferase Assay Prinzips.

Durch Transfektion gelangen die Plasmide pSRE.L (Firefly-Luciferase), pRL.TK (Renilla-Luciferase) sowie
ein Plasmid, das die Kodierung fir den zu untersuchenden Rezeptor enthdlt, in den Kern der Zelle. Dort
kommt es, eingeleitet durch einen Transkriptionsfaktor, zur Expression des zu untersuchenden Rezeptors.
Dieser wird in die Zytoplasmamembran der Zelle eingebaut (1) und nimmt dort seine Funktion auf. Nach
Andocken eines spezifischen Liganden an den Rezeptor (2) wird eine Signaltransduktionskaskade im
Inneren der Zelle ,,in Gang gesetzt (3), die nach Durchlaufen mehrerer zum Teil ungeklarter Schritte in
einer Aktivierung des Serum Response Factor (SRF) miindet. Dieser transloziert in den Kern (4) und bindet
an die Promotor-Regulatorsequenzen ,,Serum Response Element* und stimuliert die Transkription der Firefly
Luciferase (5). Die Renilla Luciferase wird konstitutiv gebildet (6). Nach Lyse der Zellen und nacheinander
erfolgender Zugabe des fir jedes Enzym spezifischen Substrates (Luciferin und Coelenteracin) kdnnen die

entstehenden Biolumineszenzsignale jeweils im Luminoskan Ascent (Fa. Labsystems) gemessen werden.
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Insgesamt stand bei der 96-Well-Zellkulturplatte eine Gesamtmenge von 125 ng DNA zur
Transfektion pro Well zur Verfligung, einschlielich 3,6 ng pRL-TK und 21,4 ng pSRE.L. Die
Gesamtmenge an DNA von 125 ng wurde gegebenenfalls durch Zugabe von Leer-Plasmiden
erreicht. Nach der Transfektion wurden die HEKTsA201-Zellen fiir 48 h (bis zur Auswertung) bei
37°C im Brutschrank inkubiert. 12 bis 15 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen stimuliert.
Zur Durchfiihrung des Luciferase Assays wurden konfluent gewachsene HEKTsA201-Zellen
benotigt. Eine 10 cm- Schale reichte zum Bestlicken von ca. drei 96-Well-Kulturplatten aus. Die
96-Well-Kulturplatten wurden mit Collagen-Typ-1 (Verdiinnung 1:100 in kaltem PBS, 100 pl pro
well) 20 bis 30 Minuten vorbehandelt. Die zu transfizierenden Plasmide (vergleiche 3.1.1) wurden
in DMEred-Kulturmedium verdinnt (25 ng pro Plasmid). Nach Abnahme des Mediums von den
Zellen wurden diese mit 10 ml angewarmter Phosphate Buffered Saline (PBS) ca. 5 Minuten im
Brutschrank bei 37°C gewaschen. Das PBS wurde abgenommen und zugegeben wurden 3 ml
Trypsin-EDTA fur drei Minuten (im Brutschrank), um die Zellen vom Boden der Petrischale
abzulésen. Nun wurden zum Inaktivieren des Trypsins 10 ml DMEred-Kulturmedium zugefugt und
die Zellsuspension 3 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert. Nach vorsichtiger Abnahme des
Uberstandes wurde das Zellpellet mit 30 ml DMEred-Kulturmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde bis zum Gebrauch im Brutschrank bei 37 °C belassen. Fir die nun folgende
Transfektion der Zellen wurde das Collagen von den 96-Well-Platten abgesaugt und die Plasmide
nach einer vorher festgelegten Plattenbelegung in die Wells pipettiert. Pro Well wurden 10 pl Luci-
Mix (hergestellt aus 60 pg pSRE.L und 10 pg PRL.TK ad 700 pl sterilem a.d.) entsprechend einer
Plasmidmenge von 25 ng und 10 pl Polyfect® Transfektionsreagenz zugefugt. Die Platte wurde
vorsichtig geschwenkt und die Plasmid Losung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden pro Well 100 pl der Zellsuspension zugegeben. Die 96-Well-Kulturplatte
wurde vorsichtig geschwenkt und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 12 bis 15 Stunden nach der
Transfektion folgte die Stimulation der Zellen mit Agonisten und/oder die Zugabe von Inhibitoren.
Verdunnt wurden diese mit DMEred-Kulturmedium. Die Konzentration der Agonisten (Inhibitoren)
und die Stimulationsdauer variierten innerhalb der verschiedenen Versuchsprotokolle. Inkubiert
wurde weiterhin bis zur Auswertung im Brutschrank. Fir die Messung (48 h nach Transfektion)
wurde das Medium von der 96-Well-Platte abgenommen und zugegeben wurden 25 pl DME-
Kulturmedium ohne Zusédtze (um Mellungenauigkeiten zu minimieren) sowie 25 ul Dual Glo
(Gluhwirmchen-Luciferase, nach Herstellerangaben aliquotiert). Inkubiert wurde 10 Minuten auf
dem Schdttler (Lyse der Zellen). Es folgte ein Umpipettieren des Zell-Lysats in eine spezielle flr

die Messung im Luminoskan Ascent (Fa. Labsystems) geeignete 96-Well-Platte und die erste
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Messung. Dabei wurde das entstandene Lichtsignal finf Sekunden lang gemessen. Im Anschluf3 an
diese erste Messung wurden 25 ul der Substrat-Stop & Glo-Buffer-Lésung (Renilla-Luciferase,
nach Herstellerangaben aliquotiert) pro Well zugegeben, und es folgte wiederum eine funf
Sekunden lange Messung des entstandenen Lichtsignals. Die Daten wurden gespeichert und

ausgewertet.

3.3.5 Herstellung von Sepharose-gekoppelten Pulldown GST-Fusions-Proteinen

Zur Herstellung von Glutathion-Sepharose-gekoppelten (Fa. GE Healthcare) rekombinanten GST-
Fusionsproteinen wurde die Rho-Bindedomane von Rhotekin in pGEX-Plasmiden verwendet. Diese
Vektoren kodieren fir die entsprechende Proteindomdne, zusammen mit einem Glutathion-S-
Transferase-Fusionsanteil. Von jeweils 4 ml (100 pg/ml Ampicillin) Gber Nacht Kultur (E. coli
Rosetta mit jeweils dem entsprechenden Konstrukt) wurde 1 ml zum Animpfen von 100 ml 2 x YT-
Medium (Yeast Trypton, 100 pg/ml Ampicillin) verwendet. Bei 37°C und 230 rpm wurden die
Bakterien bis zu einer OD600 von 0,5 bis 0,7 im Inkubationsschttler herangezogen. AnschlieRend
wurde die Proteinsynthese mit 100 ul 1M IPTG (Isopropyl--D-thiogalactopyranoside) fur 1 h
induziert (25°C, 300 rpm). Dann wurden die Bakterien bei 4°C bei 3000 x g fir 10 min
abzentrifugiert. Im ndchsten Schritt wurden die Bakterien in 10 ml kaltem PBS resuspendiert und
fur finfmal 30 s mit Ultraschall (60 Hz) lysiert. Die Zelltrimmer wurden durch eine Zentrifugation
fir 10 min bei 16.000 x g und 4°C pelletiert. Zur Herstellung von ,,GST-Rhotekin*-Sepharose
wurde der Uberstand zu 300 pl Glutathion-Sepharose (Fa. Amersham), welche zuvor zweimal mit
kaltem PBS gewaschen wurden, gegeben und fiir 45 min auf Eis wippend inkubiert. Danach wurden
die Glutathion-Sepharose und die Magnetpartikel zweimal mit kaltem PBS gewaschen und jeweils
ein gleichgroBes Volumen PBS (ber den Glutathion-Sepharose-Partikeln stehen gelassen. Im
Anschluss erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung und die Glutathion-Sepharose-Partikel

wurden jeweils in 50 pg Aliquots mit zusétzlich 100 pl Beads-Einfrierpuffer bei -60°C eingelagert.

65/172



3 Methoden

Beads-Einfrierpuffer 2 X YT-Medium
e 50mM TrispH 7,5 e 16¢g Bacto Trypton
e 05% Triton X-100 e 10g Bacto Yeast
e 150 mM NaCl e 5¢ NaCl
e 5mM MgCl,
e 1mM DTT Auf 1 Litera.d., pH=7,5
e 0,1mM PMSF
e 10% Glycerin

3.3.6 Pulldown Assay

Im Pulldown Assay lassen sich die kleinen RhoA GTPasen im aktivierten, GTP-gebundenen
Zustand nachweisen [192, 193]. Dabei bindet aktiviertes RhoA mit hoher Affinitadt an die Rho-
Bindedoméne von Rhotekin.

Fiir den Pulldown Assay wurden 3 bis 15x10° Zellen (HEK TsA201) auf Zellkulturschalen (@ 6 cm
oder 15 cm) ausgeséat und entsprechend transfiziert. HUVEC wurden auf 6 cm-Schalen ausgesat und
bis zur Konfluenz kultiviert. Die Durchfuhrung des Pulldown Assays begann mit der Stimulation
der Zellen durch einen Agonisten oder Inibitor. Die Inhibitoren wurden flr eine bestimmte Zeit zu
dem Wachstumsmedium dazugegeben. Die Agonisten-Stimulation fand unmittelbar vor der
Durchfiihrung des Pulldown Assays statt (z.B. Stimulation mit Thrombin in der Konzentration
250U/ml fir 1 Minute). Dazu wurden die Zellkulturschalen mit den Zellen auf einen 37° C-
Warmetisch (Prézitherm, Fa. Storktronic) gestellt und fur die angegebenen Zeiten mit einem
Agonisten stimuliert. Das Medium wurde restlos entfernt und die Zellkulturschalen sofort auf Eis
gestellt. Alle weiteren Schritte fanden im Kihlraum bei 4 °C und auf Eis statt. Nach Zugabe von
500 pl eiskaltem GST-Fish-Puffer wurden die Zellen abgeschabt und das Homogenat in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal dberfihrt. Anschlieend wurden 50 pg der Rhotekin-gebundenen Glutathion-
Sepharose in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} Uberfuhrt. Nach einem Zentrifugationsschritt (16.000 x g,
1min, 4°C) wurden 80 pl Lysat fur die spatere Beladungskontrolle abgenommen. Das restliche
Lysat wurde zu den Glutathion-Sepharose-Partikeln pipettiert und 60 min auf Eis Uber Kopf
schittelnd inkubiert. AnschlieRend wurde das aktivierte RhoA an der Glutathion-Sepharose mit
dem Lysat in ein neues ReaktionsgefaR tberflhrt. Die Sepharose wurde jeweils zweimal mit 1 ml

GST-Fish-Puffer gewaschen, bevor ein Volumen GST-Fish-Puffer Gber der Glutathion Sepharose
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stehen gelassen wurde. Anschlielend wurden die Proben mit der entsprechenden Menge 4xSDS-
Pulldown Probenpuffer versetzt, bei 95 °C fur 5 min aufgekocht und mittels SDS-PAGE und

Immunoblot (vergleiche 3.2) analysiert.

Puffer fur den Pulldown-Assay:

GST-Fish-Puffer: 4xSDS-Pulldown Probenpuffer
e 50mM Tris e 10% [-Mercaptoethanol
e 150 mM NaCl o 75% SDS
e 4AmM MgCl, e 300 mM Tris pH 6,8
e 10% Glycerin e 0,25% Bromphenolblau
e 01% TritonX-100

Die fertige Losung wurde durch einen
Papierfilter filtriert.

3.3.7 G-Lisa

Der G-Lisa ist eine Weiterentwicklung des Pulldown Assays (vergleiche 3.3.6) und soll dem
Benutzer in einem vereinfachten Verfahren (in Kit-Form) die Bestimmung des MaRes der RhoA-
Aktivierung erlauben. Wie auch beim Pulldown Assay lassen sich die kleinen RhoA GTPasen im
aktivierten, GTP-gebundenen Zustand nachweisen.

Im G-Lisa Assay werden 96-Well-Platten verwendet, deren Boden mit RBD (rho binding domain)
beschichtet sind. An diese binden RhoA GTPasen (aus einem Zelllysat) mit hoher Affinitat wahrend
das inaktive GDP gebundene RhoA nicht bindet. Das gebundene aktive RhoA wird mit einem
spezifischen Antikorper markiert, dieser wiederum mit einem zweiten Meerrettichperoxidase
(HRP)-konjugierten Antikorper. Das daraus resultierende Signal wird bei 490 nm Wellenlange im
ELISA Reader als optische Dichte bestimmt. Dabei wird der Grad der RhoA-Aktivierung ermittelt

durch den Vergleich aktivierter Zelllysate mit nicht aktivierten Zelllysaten.

Der Assay wurde nach Herstelleranweisung durchgefunhrt:

Die Zellen (HEKTsA201-Zellen, HUVEC) wurden in 6-Well-Kulturplatten ausgesét, am Abend vor
dem Versuch in Serum freies Medium berfuhrt und je nach Versuchsprotokoll stimuliert. Direkt
nach der Stimulation wurde die 6-Well-Kulturplatte auf Eis gestellt, das Medium von den Zellen

abgezogen und die Zellen wurden mit eiskalter PBS (1x) einmal gewaschen. Dieses wurde sofort
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und grindlich wieder entfernt und die Zellen wurden daraufhin mit eiskaltem Lysis Buffer (100 pl)
behandelt und mit einem Zellscraper geerntet. Das Lysat wurde in auf Eis stehende Eppendorf-
Reaktionsgeféale tberfuhrt. Fir die folgende Proteinmessung wurden 10 ul Zelllysat pro Probe und
pro Well in einer 96-Well-Platte vorgelegt. Hinzugefiigt wurden dann pro well 300 pl Precision Red
Advanced Protein Assay Reagent. Inkubiert wurde flr eine Minute bei Raumtemperatur. Die
Messung erfolgte bei 600 nm im ELISA-Reader (,,Genesis Light*, Fa. Labsystems). Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte nach folgender Formel: (OD Zelllysat - OD Blank) x
3 = Proteinkonzentration (mg/ml). Dabei lag die optimale Konzentration bei 0,4 — 2,0 mg/ml. Im
néchsten Schritt wurden 35 pl Binding Buffer in Eppendorf-Reaktionsgefalen auf Eis vorgelegt,
dazugegeben wurden 35 pl in Lysis Buffer geloste Probe aus dem Zelllysat. Es wurden eine Blank-
Probe (aus 70 pl Binding Buffer und 70 pl Lysis Buffer) und eine Rho-Kontrolle (aus 12 pl Rho-
Kontroll-Protein, 48 ul Lysis Buffer und 60 ul Binding Buffer) mitgefihrt. In eine 96-Well-Platte
mit entsprechender Anzahl von Strips wurden 100 pl eiskaltes Aqua dest. pro Well pipettiert, zwei
Minuten inkubiert und dann wieder abgenommen. In die Wells wurden 50 ul der Proben bzw.
Blank - und Rho-Kontrolle gegeben und fur 30 Minuten im Kiuhlschrank geschittelt. Es folgten
zwei Waschschritte mit 200 pul Wash Buffer pro Well, dann wurden 200 pl Antigen Presenting
Buffer in jedes Well gegeben, fir zwei Minuten inkubiert und dreimal gewaschen. Im néchsten
Schritt wurden erst 50 pl Primérantikérper (1:250 in Antikorper Dilution Buffer geldst) zugeflgt
und fir 45 Minuten inkubiert, dann folgte die Zugabe des Sekundéarantikdrpers (50 ul, 1:62,5) und
nochmalige Inkubation fiir 45 Minuten. Es folgten drei Waschschritte und die Zugabe von HRP
Detection Reagent (50 ul pro Well, aus Reagent A und Reagent B, 1:1). Inkubiert wurde 15
Minuten bei 37 °C im Brutschrank. Die Zugabe von HRP Stop Buffer (50 ul pro Well) stoppte die
Reaktion. Gemessen wurde die Optische Dichte im ELISA-Reader (,,Genesis Light*, Labsystems)
bei 490 nm Wellenlénge.
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3.4 Statistische Auswertung

Die Statistikauswertung wurde mit den Programmen GraphPad Instat®, Version 3.01 (Graphpad
Software INC., San Diego, USA) sowie SPSS (Statistical Package For The Social Science, SPSS
Software GmbH, Minchen) durchgefiihrt. Die Abbildungen im Kapitel Ergebnisse wurden unter
Verwendung von Microsoft® Office Excel 2003 und GraphPad Prism®, Version 4 (GraphPad
Software INC., San Diego, USA) angefertigt. Sofern nicht anders angegeben, zeigen die
Abbildungen jeweils ein reprasentatives Experiment aus einer Gesamtzahl von mindestens drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Einzelmessungen. (n = 3). Die Daten sind, wie jeweils
in der Legende angegeben, dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (SD). Die Daten
wurden mit dem Kolmogorov — Smirnov - Test auf Normalverteilung untersucht. Die Behandlungen
wurden mit einer Varianzanalyse (Analysis of Variance — ANOVA) mit nachfolgendem auf das
jeweilige Experiment passenden post hoc Test (nach Tukey — Kramer, Dunnett, Bonforri)

miteinander verglichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung der Genkonstrukte pCMV6-XL5, pcDNA 3.1 und
PEF-BOS

4.1.1 Zellmorphologie von HEKTsA201-Zellen

Die Abbildung 4-1 zeigt im Phasenkontrast — Mikroskop fotografierte konfluent gewachsene
HEKTsA201-Zellen (gewonnen aus HEK293 - Zellen, Human Embryonic Kidney Cells) der
Passage 8 in 400facher VergroRerung. Fur die Experimente wurden Zellen der Passagen 1 bis 25
verwendet. Die einschichtig auf Kollagen gewachsenen Zellen zeigen das typische Relief konfluent

gewachsener Zellen.

Abb. 4-1: HEKTsA201-Zellen der Passage 8.
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4.1.2 Ergebnisse aus der Plasmidgewinnung

Die im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchenden, auf kommerziell erhéltlichen Plasmiden codierten
Rezeptoren (PAR 1, PAR 2, EPCR) wurden, wie im Kapitel Methoden unter Punkt 3.1.1
beschrieben, mittels Elektrotransformation in elektrokompetente Bakterien eingeschleust, von
diesen vervielfaltigt und mittels Plas/mini Isolation zuriickgewonnen.

Um zu kontrollieren, ob nach der Elektrotransformation Plasmide in den Zellen vorhanden waren,
wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt (Abb. 4-2).

Zur weiteren Verifizierung der Plasmide erfolgte ein Restriktionsverdau mit anschlieRender
Agarosegelelektrophorese (Tabelle 4-1 und Abb. 4-3 bis 4-5).

Tabelle 4-1:  Auflistung der verwendeten Plasmide, deren Lange Basenpaaren (bp), die
dazugehorigen Restriktionsenzyme und die Lange der nach dem Restriktionsverdau

entstandenen Fragmente in Basenpaaren (bp).

Plasmide Lange der Restriktionsenzyme Lange der Fragmente (bp)
Plasmide (bp)

PAR 1 8370 Not | 4500/ 3870

(PCMV6-XL5)

PAR 2 5428 Pst 1 4138/ 2460

(pcDNA 3.1)

EPCR 5685 Xba | 4250/991/ 444

(PEF-BOS) BstX | 4340 / 1345
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Proben:
1 2 3 4  Marker 5 6 7 8

Zirkulare

/ Plasmid-DNA

Lineare
-4—— Plasmid-DNA

e - e

ca. 5428 bp
\ Supercoiled

Plasmid-DNA

Abb. 4-2: Ergebnis der Agarosegelelektrophorese nach Plas/mini Isolation am Beispiel des den
PAR 2 codierenden Plasmids pcDNA 3.1.

In der Gelelektrophorese wanderten die polyanionischen DNA-Molekiile von der Kathode zur Anode und

wurden der GrolRe nach aufgetrennt. Die kleinsten DNA-Molekiile, in diesem Fall die supercoiled Plasmid-

DNA (supercoiled DNA ist ein Synonym flr ein geschlossenes, ringférmiges DNA-Molekil, welches

extrem gepackt als spiralisierte Helix vorliegt), wanderte am weitesten in Richtung Anode, gefolgt von

linearen Plasmid-Fragmenten. Zirkuldre Plasmid-DNA legte die kiirzeste Strecke zuriick.

1 Marker

Fragment 1:
ca. 4500 bp

Fragment 2: /

ca. 3870 bp

Abb. 4-3: Ergebnis der Agarosegelelektrophorese nach Plas/mini Isolation des den PAR 1
codierenden Plasmids pCMV-XL5 mit anschliefendem Restriktionsverdau durch
Not I.
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Proben:
Marker 1 2
Fragment 1:
A | ca. 4138 bp
\ Fragment 2:
ca. 2460 bp
Abb. 4-4: Ergebnis der Agarosegelelektrophorese nach Plas/mini Isolation des den PAR 2
codierenden Plasmids pCMV-XL5 mit anschliessendem Restriktionsverdau durch
Pst I. Aufgetragen wurden zwei identische Proben.
Proben: Marker 1 2
Xba | BstX |
Fragment 1.
ca. 4250 bp [ T
\ Fragment 1.
ca. 4340 bp
Fragment 2:
I
ca. 991 bp Fragment 2:
ca. 1345 bp
Fragment 3: —
ca. 444 bp
Abb. 4-5: Ergebnis der Agarosegelelektrophorese nach Plas/mini Isolation des den EPC Rezeptor

codierenden Plasmids pEF-Bos mit anschlieBenden Restriktionsverdaus durch XbA |
und PstX I.
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Nachdem die Plasmide identifiziert waren, wurden im ndchsten Schritt mittels Plas/midi Isolation
(vergleiche auch 3.1.1) fir die nachfolgenden Experimente erforderliche gréf3ere Plasmidmengen
hergestellt mit dem einen Ziel, durch Transfektion dieser Plasmide in HEKTsA201-Zellen und
nachfolgender Polymerase Kettenreaktion nachzuweisen, dass die auf den Plasmiden codierten
Rezeptoren von den Zellen exprimiert werden, sowie mit dem anderen Ziel, in den nachfolgenden
Luciferase Assays die Auswirkungen der Stimulation der Zellen mit rhAPC, Thrombin und Faktor

Xa auf die Signaltransduktion in der Zelle zu untersuchen.

4.1.3 Ergebnisse aus der Polymerase Kettenreaktion

Um nachzuweisen, dass mit den Plasmiden pCMV6-XL5, pcDNA 3.1 und pEF-BOS transfizierte
HEKTsA201-Zellen die auf den Plasmiden codierten Rezeptoren PAR 1, PAR 2 und EPCR
exprimieren, wurde eine Reverse-Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (Rt PCR; vergleiche
auch 3.1.2) durchgefuhrt. Die Abbildungen 4-6 und 4-7 zeigen ein reprasentatives Ergebnis einer Rt
PCR. Dabei zeigt jedes rezeptorspezifische Expressionsprodukt eine spezielle Bande, die fur das
verwendete Primer-Paar charakteristisch ist. Das Gelingen der Rt PCR konnte dadurch
nachgewiesen werden, dass das House-Keeping Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) in allen dafiir vorgesehenen Proben mit Ausnahme der Negativkontrolle als
Expressionsprodukt der HEKTsA201-Zellen dargestellt werden konnte.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die in die HEKTsA201-Zellen transfizierten
Plasmide (pCMV6-XL5, pcDNA 3.1 und pEF-BOS) in diesen Zellen zur Expression der
Rezeptoren PAR 1, PAR 2 und EPCR fihrten. Ebenfalls exprimierten die nicht transfizierten
HEKTsA201-Zellen diese Rezeptoren in geringerem MaRe, was aus der schwacheren
Bandenintensitat im Vergleich zu den Banden der transfizierten HEKTsA201-Zellen bei jeweils
gleicher Rt-PCR Zyklenzahl deutlich wird. Die DNA freien Negativkontrollen zeigten keine
Banden. Eine Abnahme der Rt PCR Zyklenzahl fiihrte bei allen transfizierten Rezeptoren zu einer
Abnahme der Bandenintensitat. Beim PAR 2 war bei einer Rt PCR Zyklenzahl von 22 bei den nicht
transfizierten HEKTsA201-Zellen keine Bande mehr darstellbar.
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Abb. 4-6: Dargestellt ist das Ergebnis einer Rt PCR.

Die Rezeptoren PAR 1, PAR 2, EPCR und S1P1 wurden in HEKTsA201-Zellen transfiziert. Es wurden
GAPDH-, PAR 1- und PAR 2-spezifische Primer verwendet. Angegeben sind die verwendeten Rt PCR
Zyklenzahlen sowie die Lange der Expressionsprodukte in Basenpaaren (bp).

Jede Bande stellt ein rezeptorspezifisches Expressionsprodukt dar. Verglichen werden die
Expressionsprodukte der mit dem jeweiligen Rezeptor transfizierten HEKTsA201-Zellen mit denen nicht
transfizierter HEKTsA201-Zellen (d.h. nur mit dem Leervektor pcDNA-ZEO transfiziert) sowie mit der
Negativkontrolle. Desweiteren sind fur jeden transfizierten Rezeptor zwei Expressionsprodukte dargestellt,
die unterschiedliche Zyklenzahlen durchlaufen haben (das zweite Expressionsprodukt des PAR 2 ist in

Abb. 4-7 dargestellt).
(N-K .= Negativkontrolle, P-K. = Positivkontrolle, @ = nicht transfizierte HEKTsA201-Zellen)
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Produkt

(bp) 491 141 141
Zyklen

" 22 26 22
Primer Par2 EPCR EPCR

Vektor | Par2 | N-K. (%} EPCR| N-K. & |EPCR| N-K. %)
Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

=
-

it

Abb. 4-7: Dargestellt ist das Ergebnis einer Rt PCR.

Die Rezeptoren PAR 2 und EPCR wurden in HEKTsA201-Zellen transfiziert. Es wurden PAR 2- und
EPCR-spezifische Primer verwendet. Angegeben sind die verwendeten Rt PCR Zyklenzahlen sowie die
Lé&nge der Expressionsprodukte in Basenpaaren (bp).

Jede Bande stellt ein rezeptorspezifisches Expressionsprodukt dar. Verglichen werden die
Expressionsprodukte der mit dem jeweiligen Rezeptor transfizierten HEKTsA201-Zellen mit denen nicht
transfizierter HEKTsA201-Zellen (d.h. nur mit dem Leervektor pcDNA-ZEO transfizierte) sowie mit der
Negativkontrolle. Desweiteren sind fir den EPC Rezeptor zwei Expressionsprodukte dargestellt, die
unterschiedliche Zyklenzahlen durchlaufen haben (das erste Expressionsprodukt des PAR 2 ist in
Abb. 4-6 dargestellt).

(N-K .= Negativkontrolle, P-K. = Positivkontrolle, @ = nicht transfizierte HEKTsA201-Zellen)
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4.2 Etablierung des Luciferase Assays

4.2.1 Transfektion eines den Histamin-Rezeptor codierenden Genkonstrukts

Fur diesen ,,Luciferase Assay Testlauf” schien der Histamin-Rezeptor am geeignetsten zu sein, da
dieser naturlicherweise in den HEKTsA201-Zellen nicht vorkommt und Histamin auch keine der
anderen natlrlicherweise in HEKTsA201-Zellen vorkommenden Rezeptoren aktiviert. Somit war
ein falsch positives Luciferase Ergebnis ausgeschlossen. Das Ziel des ,,Testlaufes” war, nach
erfolgter Transfektion der HEKTsA201-Zellen mit dem Plasmid, das den Histamin-Rezeptor
codiert (vergleiche auch 3.3.2), und anschlielendem Luciferase Assay (siehe auch 3.3.4), eine
Erhéhung des Serum Response Factors und damit im weiteren Verlauf nach Zugabe der Luciferase-
Substrate ein Biolumineszenz Signal zu erhalten (Abb. 3-1).

Die Abbildung 4-8 zeigt einen signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitdt nach Histamin-

Stimulation (180,62 £ 0,4) gegeniiber der untransfizierten und unstimulierten Kontrolle (1,0 £ 0,1).
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Abb. 4-8: Ermittlung der Luciferase Aktivitat nach Stimulation mit Histamin (100 uM).
HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit dem Plasmid, das den Histamin-Rezeptor
kodiert (25 ng), transfiziert. Die Stimulationszeit betrug 20 Stunden. Dargestellt sind normierte Mittelwerte
(Um die Versuchswerte vergleichbar zu machen, wurde der erste Kontrollwert gleich eins gesetzt. Alle
weiteren Werte wurden durch diesen Kontrollwert dividiert.) £ SD aus einem Experiment mit jeweils zwei
Einzelmesspunkten versus Kontrolle (mit dem Histamin-Rezeptor transfizierte nicht stimulierte
HEKTsA201-Zellen).

77/172



4 Ergebnisse

4.2.2 Nachweis der Expression von PAR 1 und 2 durch selektive PAR Agonisten

Nachdem der ,,Luciferase Assay Testlauf* positiv verlaufen war, bestand der nachste Schritt darin,
die Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 auf Vorhandensein und Funktion zu Uberprifen.
Um das Vorhandensein der Rezeptoren nachzuweisen, wurden diese in HEKTsA201-Zellen
transfiziert (siehe 3.3.2) und die Zellen mit den selektiven Proteinase aktivierbaren Rezeptor
Agonisten TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH stimuliert (Abb. 4-9 und 4-10). Der néchste
Schritt beinhaltete die Uberpriifung der Spezifitat der PAR-Agonisten. Dazu wurden wiederum die
Plasmide pCMV6-XL5 und pcDNA 3.1 in HEKTsA201-Zellen transfiziert. Nachfolgend wurden
jeweils beide Rezeptoren mit TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH stimuliert (Abb. 4-11).
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Abb. 4-9: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit
TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit dem Plasmid PAR 1 (50 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD

aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit dem zu untersuchenden Plasmid transfizierte

nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) angegeben.
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Abb. 4-10: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

SLIGKV-OH (200 pM).
Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit dem Plasmid PAR 2 (25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD
aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.
Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit dem jeweiligen zu untersuchenden Plasmid

transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) angegeben.
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Abb. 4-11: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

TFLLRNPNDK-NH2 (100 pM) und SLIGKV-OH (200 uM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (50 ng), PAR 1 (50 ng) + EPCR (25 ng), PAR 2 (25 ng) und
PAR 2 (25 ng) + EPCR (25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD aus einem
représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden
Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit SLIGKV-OH
(200 uM) oder TFLLRNPNDK-NH2 (100 pM) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Aus den Abbildungen 4-9 und 4-10 wird deutlich, dass die beiden PAR-Agonisten TFLLRNPNDK-
NH2 und SLIGKV-OH an ihren jeweils zugehdrigen Rezeptoren zu signifikanten Erhéhungen der
Luciferase Aktivitaten gegentber den transfizierten unstimulierten Kontrollen fiihrten.

Die Abbildung 4-11 zeigt, dass der PAR 1-Agonist TFLLRNPNDK-NH2 nicht nur an seinem
spezifischen Rezeptor zu einer signifikanten Erhéhung der Luciferase Aktivitdt gegenuber der
Kontrolle flhrte, sondern ebenfalls durch Stimulation des PAR 2 die Luciferase Aktivitat
signifikant gegentiber der Kontrolle ansteigen lieR. Der PAR 2-Agonist SLIGKV-OH dagegen
erhohte die Luciferase Aktivitat gegentiber der Kontrolle signifikant nur an seinem spezifischen
Rezeptor.

Die Stimulation von untransfizierten HEKTsA201-Zellen mit TFLLRNPNDK-NH2 bzw. SLIGKV-
OH flhrte zu keiner signifikanten Erhohung Luciferase Aktivitét (nicht abgebildet).

4.2.3 Uberprufung der Funktion von rhAPC

Zur Uberpriifung der Funktion von rhAPC an den Rezeptoren PAR 1 und EPCR wurden diese
getrennt und zusammen in HEKTsA201-Zellen transfiziert (Abb. 4-12).

Die HEKTsA-Zellen, fur die eine Stimulation mit rhAPC vorgesehen war, wurden vorher einer
Behandlung mit rekombinant hergestelltem Hirudin (Refludan®) unterzogen. Dieses sollte
maoglicherweise in vitro vorkommendes Thrombin inaktivieren. Somit wurde eine zusatzliche
Thombin Wirkung ausgeschlossen, die das Luciferase Ergebnis moglicherweise verfalscht hatte. Im
Vergleich dazu wurden zur selben Zeit und zu gleichen Versuchsbedingungen nicht transfizierte
HEKTsA201-Zellen stimuliert.
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Abb. 4-12: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

Thrombin (1 U/ml), TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM) und rhAPC (10 pg/ml,
Vorbehandlung der Zellen mit Refludan® in der Konzentration 5 pg/ml).
Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng), EPCR (25 ng) und PAR 1+ EPCR (jeweils 25 ng)
transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem Experiment mit jeweils zwei
Einzelmesspunkten versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht
stimulierte HEKTsA201-Zellen).

RhAPC (Abb. 4-12) flihrte zu geringfligigen Steigerungen der Luciferase Aktivitaten gegeniber den
jeweiligen Kontrollen am PAR 1- Rezeptor bzw. PAR 1 + EPC Rezeptor, nicht jedoch am EPCR
alleine. Es war aufgrund der geringen Anzahl der Einzelmesspunkte nicht moglich, fir dieses
Experiment Signifikanzen zu bestimmen. Da die Luciferase Aktivitaten der nicht transfizierten und
transfizierten HEKTsA201-Zellen im Vergleich kaum Unterschiede aufwiesen, sollte dieses
Experiment vorsichtig bewertet werden.

Trotzdem deutet dieses Experiment zumindest an, dass rhAPC, Thrombin und TFLLRNPNDK-
NH2 an PAR 1 bzw. PAR 1 in Kombination mit EPCR in HEKTsA201-Zellen einen Anstieg der

Luciferase Aktivitat bewirkten.

82/172



4 Ergebnisse

4.2.4 Wirkung von rhAPC an PAR 1 und 2 mit und ohne EPCR

Im folgenden Experiment sollte die Wirkung von rhAPC jeweils einzeln an den Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 sowie in Kombination mit dem EPC Rezeptor untersucht werden
(Abb. 4-13). Dafir wurde ein Teil der HEKTsA201-Zellen mit den Proteinase aktivierbaren
Rezeptoren 1 und 2 alleine, der andere Teil in Kombination mit dem EPC Rezeptor transfiziert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit rhAPC stimuliert.

| Kontrolle rhAPC (10ug/ml)

30 ~
25 n *k%
(@]
% *kk *kk
5 20 -
E *%k%
w
S 15 -
©
Q2
S 10 -
-
[ n.s.
5 -
n.s. n.s n.s.
n.s n.s.
o | wmy, Wy W) w7 —Z
fod — o N o N N
=N © © ©
o o S
f_> % o L o L E o o
S c — S _ = 8
= — —_ © ('TS
& & o o
Plasmide
Abb. 4-13: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

rhAPC (10 pg/ml).
Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng), PAR 2 (25 ng), EPCR (25 ng) und mit verschiedenen
Kombinationen dieser Plasmide (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD
aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.
Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden
transfizierte nicht stimulierteHEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit rhAPC (10 pg/ml)
stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.

83/172



4 Ergebnisse

RhAPC (Abb 4-13) fuhrte an PAR 1 und an PAR 1 in Kombination mit dem EPC Rezeptor sowie
an PAR 2 zu keinem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitdt gegeniiber den Kontrollen.
Jedoch kam es zu einem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat nach Stimulation des PAR 2
in Kombination mit dem EPC Rezeptor sowohl gegentber der Kontrolle (0,9 + 0,1, rhAPC an PAR
2 + EPCR: 15,2 £ 2,8, p < 0,001) als auch gegeniiber der Stimulation des PAR 2-Rezeptors alleine
(1,7+0,1, p<0,001).

Die Stimulation der Kombination aus den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 durch
rhAPC fuhrte zu keinem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat gegenuber der Kontrolle.
Erst die Kombination aus PAR 1, PAR 2 und EPCR liel3 die Luciferase Aktivitat signifikant
ansteigen (19,9 £ 1,5, p < 0,001) sowohl gegentiber der Kontrolle (1,2 + 0,1) als auch im Vergleich
zur alleinigen Stimulation von PAR 1 + PAR 2 (1,6 £ 0,2, p < 0,001) mit rhAPC.

Die Stimulation der nicht transfizierten Zellen mit rhAPC zeigte keine signifikante Erhdhung der
Luciferase Aktivitat gegenuber der Kontrolle.

Insgesamt schien also die Stimulation der Kombination eines Proteinase aktivierbaren Rezeptors
mit dem EPC Rezeptor, mit Ausnahme der Stimulation des PAR 1 und der Rezeptorkombination
PAR 1 + EPCR, zu einem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat zu fuhren. Um diese
Hypothese noch einmal zu Gberprifen, und um evtl. Fehler beim Versuchsablauf auszuschlieRen,
wurde der Versuch mit den Rezeptoren PAR 1 und PAR 1 + EPCR wiederholt (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit
rhAPC (10 pg/ml).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng) und PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert.
Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD aus einem représentativen Experiment mit jeweils vier
Einzelmesspunkten. Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu
untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten
und mit rhAPC (10 pg/ml) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.

Die Stimulation mit rhAPC fiihrte an PAR 1 alleine zu keinem signifikanten Anstieg der Luciferase
Aktivitat, die Stimulation von PAR 1 + EPCR mit rhAPC dagegen ergab in diesem Experiment im
Gegensatz zum vorherigen Versuch (vergleiche Abb. 4-13) einen signifikanten Anstieg der
Luciferase Aktivitat (3,4 £ 0,2, p< 0,001) gegeniiber der Kontrolle (1,8 + 0,5). Mdaglicherweise ist
der fehlende Anstieg der Luciferase Aktivitat nach Stimulation der Rezeptorkombination PAR 1 +
EPCR mit rhAPC im Experiment der Abbildung 4-13 durch Fehler im Versuchsablauf zu erklaren.
Signifikant war ebenfalls der Unterschied der Luciferase Aktivitdten nach Stimulation von PAR 1
im Vergleich zu PAR 1 + EPCR mit rhAPC.
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4.2.5 Wirkung von Thrombin an PAR 1 und 2 mit und ohne EPCR

Im néchsten Schritt und in Anlehnung an Punkt 4.2.4 sollte nun die Wirkung von Thrombin sowohl
an den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 alleine als auch in Kombination mit dem EPC
Rezeptor untersucht werden. Daflir wurde wiederum ein Teil der HEKTsA201-Zellen mit den
Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 alleine, der andere Teil in Kombination mit EPC
Rezeptor transfiziert. Nachfolgend wurde mit Thrombin stimuliert (Abb. 4-15).
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Abb. 4-15: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit
Thrombin (1 U/ml).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng), PAR 2 (25 ng), EPCR (25 ng) und mit verschiedenen

Kombinationen dieser Plasmide (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD

aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit Thrombin

(12 U/ml) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Thrombin (Abb. 4-15) fuhrte an PAR 1 sowie an der Rezeptorkombination PAR 1 + EPCR (3,1
0,3, p <0,01; 32 £0,3, p < 0,01) zu einem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat
gegenlber der jeweiligen Kontrolle (1,1 = 0,1 und 1,3 + 0,1). Der Vergleich der Luciferase
Aktivitat an PAR 1 mit der an PAR 1 + EPCR zeigte keinen signifikanten Unterschied. An PAR 2
bzw. PAR 2 + EPCR traten nach Stimulation mit Thrombin keine signifikanten Erhéhungen der
Luciferase Aktivitdten auf (vergleiche auch Punkt 4.4.1, Abb. 4-40). Bei der Stimulation beider
Proteinase aktivierbaren Rezeptoren gemeinsam bzw. in Kombination mit EPCR kam es nach
Stimulation mit Thrombin zu einem signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat gegeniiber der
jeweiligen Kontrolle. Die Stimulation der nicht transfizierten Zellen mit Thrombin ergab keine
signifikante Erhohung der Luciferase Aktivitat gegentber der Kontrolle.

Unsere Experimente lassen den Schluss zu, dass Thrombin Uber den Proteinase aktivierbaren
Rezeptor 1 wirkt, jedoch nicht Gber PAR 2. EPCR scheint bei der Thrombin vermittelten
Signaltransduktion keine Rolle zu spielen.

4.2.6 Zeit- und Dosisabhangigkeiten

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollten die Auswirkungen steigender
Stimulationszeiten sowie Dosierungen der spezifischen PAR-Agonisten und der Serinproteinasen
rhAPC, Thrombin und Faktor Xa auf die Luciferase Aktivitat untersucht werden. Dazu wurden
HEKTsA201-Zellen je nach Versuchsprotokoll mit den Rezeptoren PAR 1, PAR 2 und EPCR

transfiziert und stimuliert.

4.2.6.1 rhAPC an PAR 2 und EPCR

Die folgenden Versuche (Abb. 4-16 und 4-17) zeigten eine dosisabhangige Steigerung der
Luciferase Aktivitaten durch rhAPC an der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR in HEKTsA201-
Zellen. Die Abbildung 4-16 zeigt zusétzlich zur Dosisabhangigkeit noch eine Zeitabhangigkeit.
Dabei korrelierten langere Stimulationszeiten mit héheren Luciferase Aktivitaten. Untermauert
wurde diese Zeitabhangigkeit der Stimulation mit rhAPC an PAR 2 + EPCR mit dem folgenden
Versuch (Abb. 4-18). Hier blieben die Luciferase Aktivitaten bis zu einer Stimulationszeit von 60
Minuten ungefahr gleich hoch. Nach einer Stimulationszeit von 20 Stunden war die Luciferase

Aktivitat im Vergleich zu den kurzen Stimulationszeiten (60 min) signifikant erhéht. Die Abbildung
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4-17 zeigt eine Sattigungskurve, die nach Stimulation der Rezeptorkombination PAR 2 und EPCR
mit rhAPC entstanden ist. Die EC 50 betragt 0,5541 pg/ml [IQR: 0,2086 bis 1,472 pg/mi].
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Abb. 4-16: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

rhAPC in verschiedenen Konzentrationen.

Stimuliert wurde fur 1 Stunde, 3 Stunden und 20 Stunden. Nach der Stimulation wurde das Medium mit
enthaltenem Agonisten abgenommen und durch DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen
wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 (25 ng) + EPCR (25 ng) transfiziert.
Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus einem repréasentativen Experiment mit jeweils drei
Einzelmesspunkten Die Signifikanz ist mit *p < 0,05 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen
zu untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus
transfizierten, mit rhAPC in verschiedenen Konzentrationen unterschiedlich lang stimulierten
HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-17: Sattigungskurve — Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle
nach Stimulation mit rhAPC in steigenden Konzentrationen.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 (25 ng) + EPCR (25 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-18: Zeitabhéngige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml).

Nach der Stimulation mit rhAPC wurde das Medium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen

und durch DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit

den Plasmiden PAR 2 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus

einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu

untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) dargestellt, sowie zweitens

mit ***p < 0.001 im Vergleich unterschiedlicher Stimulationszeiten der mit rhAPC stimulierten

HEKTsA201-Zellen zueinander.
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4.2.6.2 rhAPC an PAR 1 und EPCR

Die Abbildungen 4-19 bis 4-21 zeigen die dosis- und zeitabhangigen Wirkungen von rhAPC an der
Rezeptorkombination PAR 1 und EPCR (in der Abbildung 4-21 auch im Vergleich zur Stimulation
des PAR 1 alleine). Die EC 50 betrégt 0,3312 pg/ml [IQR: 0,2198 bis 0,4990 pg/ml]. Dabei stiegen
insgesamt die Luciferase Aktivitaten in HEKTsA201-Zellen dosis- und zeitabhangig. Im Vergleich
zur Stimulation der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR mit rhAPC (vergleiche auch 4.2.6.1)
fielen die Luciferase Aktivitdten niedriger aus.
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Abb. 4-19: Sattigungskurve — Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle
nach Stimulation mit rhAPC in steigenden Konzentrationen.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng) + EPCR (25 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-20: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitét als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml).

Nach der Stimulation wurde das Medium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen und durch
DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den
Plasmiden PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus
einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen
zu untersuchenden Plasmiden transfizierte nichtstimulierte HEKTsA201-Zellen) dargestellt, sowie zweitens
mit n.s. im Vergleich unterschiedlicher Stimulationszeiten der mit rhAPC stimulierten HEKTsA201-Zellen

zueinander.
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Abb. 4-21: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml).

Stimuliert wurde 13 h, 18 h, 24 h und 25,5 h lang (Minuszeichen vor den Stimulationszeiten in der

Abbildung bedeuten Stimulationszeiten in Stunden bis zur Auswertung bei T = 48 h nach Transfektion der

Zellen). HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng) und

PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem

reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit rhAPC

(10ug/ml) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.2.6.3 Thrombin an PAR 2 und EPCR

Abbildung 4-22 zeigt die zeitabh&ngige Ermittlung der Luciferase Aktivitat nach Stimulation der
Rezeptorkombination PAR 2 und EPCR mit Thrombin. Insgesamt kam es bei keiner der

ausgewahlten Stimulationszeiten zu einer signifikanten Erhéhung der Luciferase Aktivitéat.
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Abb. 4-22: Zeitabhéngige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit Thrombin (1 U/ml).

Nach der Stimulation wurde das Medium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen und durch
DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den
Plasmiden PAR 2 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus
einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit n.s. versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden
transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) angegeben, sowie zweitens mit n.s. im Vergleich

unterschiedlicher Stimulationszeiten der mit Thrombin stimulierten HEKTsA201-Zellen zueinander.
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4.2.6.4 Thrombin an PAR 1 und EPCR

Die Abbildungen 4-23 bis 4-25 zeigen die dosis- und zeitabhéngigen Steigerungen der Luciferase
Aktivitdten nach Thrombin Stimulation des PAR 1 alleine bzw. des PAR 1 in Kombination mit
EPCR. Dabei hatte der EPC Rezeptor keinen EinfluR auf die Luciferase Aktivitaten (vergleiche
auch 4.2.5). Die EC 50 betragt 14,03 U/ml [IQR: 6,403 bis 30,74 U/ml]. Unsere Experimente
ergaben keine Sattigung nach Thrombin Stimulation.
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Abb. 4-23: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

Thrombin in verschiedenen Konzentrationen.
Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit dem Plasmid PAR 1 (50 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-24: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit Thrombin (1 U/ml).

Nach der Stimulation wurde das Medium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen und durch
DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den
Plasmiden PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus
einem repréasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen
zu untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) angegeben, sowie zweitens
im Vergleich unterschiedlicher Stimulationszeiten der mit Thrombin stimulierten HEKTsA201-Zellen

zueinander.
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Abb. 4-25: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit Thrombin (1 U/ml).

Stimuliert wurde 13 h, 18 h, 24 h und 25,5 h lang (Minuszeichen vor den Stimulationszeiten in der
Abbildung bedeuten Stimulationszeiten in Stunden bis zur Auswertung bei T = 48 h nach Transfektion der
Zellen). HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng) und
PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem
reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden
transfizierte nicht stimulierteHEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit Thrombin (1 U/ml)

stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.2.6.5 SLIGKV-OH an PAR 2 und EPCR

SLIGKV-OH fiihrte zu dosis- und zeitabhangigen Steigerungen der Luciferase Aktivitaten an PAR
2 in HEKTsA201-Zellen (Abb. 4-26, 4-27). Dabei hatte der EPC Rezeptor keinen EinfluR auf die
Luciferase Aktivitaten. Die EC 50 betrégt 308,9 uM [IQR: 262,7 bis 363,2 uM].
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Abb. 4-26: Sattigungskurve; Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit SLIGKV-OH in verschiedenen Konzentrationen.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit dem Plasmid PAR 2 (25 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-27: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit SLIGKV-OH (200 pM).

Nach der Stimulation wurde dasMedium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen und durch

DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den

Plasmiden PAR 2 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus

einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierteHEKTsA201-Zellen) angegeben, sowie zweitens im Vergleich

unterschiedlicher Stimulationszeiten der mit SLIGKV-OH stimulierten HEKTsA201-Zellen zueinander.
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4.2.6.6 TFLLRNPNDK-NH2 an PAR 1 und EPCR

Die Abbildungen 4-28 bis 4-30 zeigen die dosis- bzw. zeitabhangigen Steigerungen der Luciferase
Aktivitdten nach Stimulation des PAR 1 alleine bzw. in Kombination mit dem EPC Rezeptor mit
TFLLRNPNDK-NH2. Dabei hatte der EPCR keine Auswirkungen auf die Luciferase Aktivitaten.
Die EC 50 betragt 48,22 uM [IQR: 31,24 bis 74,45 uM].
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Abb. 4-28: Sattigungskurve; Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit TFLLRNPNDK-NH2 in verschiedenen Konzentrationen.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit dem Plasmid PAR 1 (50 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-29: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitét als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit TFELLRNPNDK-NH2 (100 pM).

Nach der Stimulation wurde das Medium mit enthaltenem Agonisten von den Zellen abgezogen und durch

DMEMred (0,5 % FCS) ersetzt. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den

Plasmiden PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus

einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist erstens mit *p < 0,05 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu

untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) angegeben, sowie zweitens im

Vergleich  unterschiedlicher  Stimulationszeiten der mit TFLLRNPNDK-NH2 stimulierten

HEKTsA201-Zellen zueinander.
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Abb. 4-30: Zeitabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitét als Vielfaches der Kontrolle nach
Stimulation mit TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM).

Stimuliert wurde 13 h, 18 h, 24 h und 25,5 h lang (Minuszeichen vor den Stimulationszeiten in der

Abbildung bedeuten Stimulationszeiten in Stunden bis zur Auswertung bei T = 48 h nach Transfektion der

Zellen). HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (25 ng) und

PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD aus einem

reprasentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit

TFLLRNPNDK-NH2 stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.2.6.7 Faktor Xaan PAR 1 und PAR 2

Die Abbildungen 4-31 und 4-32 stellen die dosisabhéngigen Wirkungen von Faktor Xa an den
Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 dar. Die EC 50 betragt fir den PAR 1 Rezeptor 28,75
UM [IQR: 15,29 bis 54,05 uM] und fir den PAR 2 Rezeptor 59,25 uM [IQR: 22,95 bis 153,0 uM].
Faktor Xa bewirkte sowohl an PAR 1 als auch an PAR 2 dosisabhdngige Steigerungen der
Luciferase Aktivitaten. Allerdings wurde eine S&ttigung in unseren Versuchen nicht erreicht.
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Abb. 4-31: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit
Faktor Xa in verschiedenen Konzentrationen.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit dem Plasmid PAR 1 (50 ng) transfiziert (n = 3).
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Abb. 4-32: Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach Stimulation mit

Faktor Xa in verschiedenen Konzentrationen.
Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit dem Plasmid PAR 2 (25 ng) transfiziert (n = 3).
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4.3 Additive Effekte der Agonisten

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Kostimulationen von rhAPC mit
Thrombin und Faktor Xa Einfluf auf die Luciferase Aktivitdten der HEKTsA201-Zellen hatten.
Dazu wurden in einem ersten Versuch Kostimulationen sowohl mit rhAPC und Thrombin als auch
mit rhAPC und Faktor Xa an den Rezeptorkombinationen PAR 1 + EPCR, PAR 2 + EPCR und
PAR 1 + PAR 2 + EPCR durchgefiihrt. Die anschlieenden Experimente sollten Aufschluss dartiber
geben, inwieweit sich die Vorstimulation mit rhAPC und Nachstimulation mit Faktor Xa auf die
Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen im Vergleich zu den Kostimulationen beider Agonisten

auswirkt. Stimuliert wurde dabei die Rezeptorkombination PAR 2 und EPCR.

4.3.1 Kostimulation von rhAPC mit Thrombin

Fur die Kostimulationen wurden HEKTsA201-Zellen mit den Rezeptorkombinationen PAR 1 +
EPCR (Abb. 4-33) und PAR 1 + PAR 2 + EPCR (Abb. 4-34) transfiziert. Stimuliert wurde mit
rhAPC und Thrombin. RhAPC und Thrombin fiihrten in beiden Versuchen jeweils einzeln sowie in
Kostimulation zu dosisabhdngigen Steigerungen der Luciferase Aktivitdten in HEKTsA201-Zellen.
Die Kostimulationen von rhAPC mit Thrombin ergaben signifikant hohere Luciferase Aktivitaten
als die jeweiligen Einzelstimulationen und wirkten damit additiv. Zum Beispiel (Abb. 4-33) zeigte
der Vergleich der alleinigen rhAPC-Wirkung in der Konzentration 0,2 pg/ml mit der Kostimulation
Thrombin (1,0 U/ml) und rhAPC (0,2 pg/ml) einen signifikanten Anstieg der Luciferase Aktivitat
zugunsten der Kostimulation (rhAPC 0,2 pg/ml: 1,5 £ 0,1, Thrombin 1,0 U/ml + rhAPC 0,2 pg/ml:
2,6 £ 0,1, p <0,001). Insgesamt wurden die hochsten Luciferase Aktivitaten in Kombination mit
dem PAR 2 erzielt.
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Abb. 4-33: Dosisabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Kostimulation mit Thrombin und rhAPC.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 + EPCR (50 bzw. 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte

Mittelwerte + SD aus einem représentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu

untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten,

mit rhAPC bzw. Thrombin (verschiedenen Konzentrationen) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-34: Dosisabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Kostimulation mit Thrombin und rhAPC.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (50 ng) + PAR 2 (25 ng) + EPCR (25 ng) transfiziert.
Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils drei
Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden
Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit rhAPC bzw.

Thrombin (verschiedenen Konzentrationen) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.3.2 Kostimulation von rhAPC mit Faktor Xa

Fur diese Kostimulationen wurden HEKTsA201-Zellen mit den Rezeptorkombinationen PAR 1 +
EPCR (Abb. 4-35), PAR 2 + EPCR (Abb. 4-36) und PAR 1 + PAR 2 + EPCR (Abb. 4-37)
transfiziert. Stimuliert wurde mit rhAPC und mit Faktor Xa. Die Kostimulationen von rhAPC mit
Faktor Xa fihrten in unseren Experimenten zu dosisabhéngigen Steigerungen der Luciferase
Aktivitdten. Sie ergaben signifikant hohere Luciferase Aktivitdten als die jeweiligen
Einzelstimulationen mit rhAPC bzw. Faktor Xa und wirkten damit additiv. Zum Beispiel flhrten
die alleinigen Stimulationen mit Faktor Xa (Abb. 4-37) in den Konzentrationen 25 nM und 100 nM
zu keinen signifikanten Erhohungen der Luciferase Aktivitdten gegenuber der jeweiligen
transfizierten nicht stimulierten Kontrolle. Erst die Kostimulation von Faktor Xa 100 nM mit
rhAPC 0,2 pg/ml fihrte zu einer signifikanten Erhéhung der Luciferase Aktivitat im Vergleich zur
Kontrolle (Kontrolle: 1,1 £ 0,3, rhAPC 0,2 pg/ml + Faktor Xa 100 nM: 13,4 + 14, p < 0,001).
Dabei wurden insgesamt die hochsten Luciferase Aktivitdten in Kombination mit dem PAR 2

erzielt.
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Abb. 4-35: Dosisabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach
Kostimulation mit Faktor Xa und rhAPC.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 + EPCR (50 bzw. 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte

Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden

transfizierte nichtstimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit rhAPC bzw. Faktor Xa

(in verschiedenen Konzentrationen) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-36: Dosisabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat nach Kostimulation mit Faktor Xa
und rhAPC.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor

der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte

Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit rhAPC bzw.

Faktor Xa (in verschiedenen Konzentrationen) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-37: Dosisabhangige Ermittlung der Luciferase Aktivitat als Vielfaches der Kontrolle nach

Kostimulation mit Faktor Xa und rhAPC.

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit denPlasmiden PAR 1, PAR 2 und EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind

normierte Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu

untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten,

mit rhAPC bzw. Faktor Xa (in verschiedenen Konzentrationen) stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.3.3 Zeitabhangige Vor- bzw. Kostimulationen mit rhAPC und Faktor Xa

Im folgenden Experiment (Abb. 4-38) sollte untersucht werden, wie sich Vor- bzw. Kostimulation
mit rhAPC auf die Stimulation der HEKTsA201-Zellen mit Faktor Xa auswirken. HEKTsA201-
Zellen wurden dazu mit der Rezeptorkombination PAR 2 und EPCR transfiziert. Zum Vergleich
wurde sowohl mit rhAPC bzw. Faktor Xa alleine stimuliert, als auch kostimuliert, sowie mit rhAPC
vorstimuliert (Mediumwechsel) und mit Faktor Xa nachstimuliert.

Die Kostimulationen von rhAPC mit Faktor Xa fiihrten unabhdngig von der Stimulationsdauer und
dosisabhédngig zu signifikanten Steigerungen der Luciferase Aktivitaten und damit zu additiven
Wirkungen an der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR in HEKTsA201-Zellen. So ergab der
Vergleich zwischen alleiniger Stimulation mit rhAPC (0,2 pg/ml und 1,0 pg/ml) von T = -8 h, -4 h,
-2 h bis T = 20 h und der Stimulation mit rhAPC (0,2 pg/ml und 1,0 pg/ml) von T =-8 h, -4 h, -2 h
bis T = 20 h mit Zugabe von Faktor Xa (25 nM) bei T = 0 h bis T = 20 h (Kostimulation)
signifikante Erhéhungen der Luciferase Aktivitdten zugunsten der Kostimulationen. Ebenfalls
fuhrten die Vorstimulationen mit rhAPC (0,2 pug/ml und 1,0 pg/ml) von T =-8 h, -4 h, -2 h bisT =0
h (Mediumwechsel) und anschliefende Nachstimulationen mit Faktor Xavon T =0 h bis T=20h
zu signifikanten Erhéhungen der Luciferase Aktivitaten gegeniber den alleinigen Stimulationen mit
rhAPCvon T=-8h,-4h,-2hbisT=20h.

112/172



4 Ergebnisse
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Abb. 4-38: Ermittlung der Luciferase Aktivitat durch alleinige Stimulation mit rhAPC (0,2 pg/ml,

1,0 pg/ml) bzw. Faktor Xa (25 nM), Kostimulation beider Agonisten sowie

Vorstimulation mit rhAPC und Nachstimulation mit Faktor Xa.
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Legende zu Abb. 4-38:

In diesem Experiment wurde mit Faktor Xa und rhAPC in verschiedenen Kombinationen zu verschiedenen
Zeitpunkten stimuliert. Bei T = 0 h wurde das Medium (DMEMred 0,5 % FCS) gewechselt. Die Auswertung
erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA-Zellen wurden 48 h vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 und
EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD aus einem représentativen
Experiment mit jeweils sechs Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu
untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten,
mit rhAPC (0,2 pg/ml und 1,0 pg/ml) und/oder Faktor Xa (25 nM) stimulierten HEKTsA201-Zellen

angegeben.
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4.4 Erklarung fur die additiven Effekte der Agonisten

Zur weiteren Abklarung der unter Punkt 4.3 beschriebenen additiven Effekte wurden in den
folgenden Experimenten die molekularen Abl&ufe in der Zelle untersucht, die nach Stimulation der
Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 in Kombination mit dem EPC Rezeptor durch die
Serinproteinasen rhAPC, Thrombin, Faktor Xa sowie durch die spezifischen PAR-Agonisten
TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH in Gang gesetzt wurden. Dazu wurden nach
Rezeptorstimulation  systematisch G-Proteine und Rho bzw. ROCK im Ablauf der
Signaltransduktionskaskade gehemmt (Tabelle 4-2, Abb. 4-39).

Die erfolgreiche oder nicht erfolgreiche Hemmung der Luciferase Aktivitat lieR letztendlich

Schlisse Uber die Beteiligung des gehemmten Proteins an der Signaltransduktionskaskade zu.

Tabelle 4-2:  Auflistung der verwendeten Inhibitoren, deren Eigenschaften sowie Angriffspunkte der

Hemmung (GAP = GTPase Accelerating Protein).

Inhibitor Eigenschaft Hemmung
LSC-Plasmid Codiert das GAP LSC Ga 12/13
RGS2-Plasmid Codiert das GAP RGS2 Gaq/11
PTX Pertussis Toxin des Gailo

Keuchhusten-ausldsenden
Erregers Bordetella pertussis

EFC3-Plasmid codiert die C3-ADP- Inaktivierung von Rho (A-C)
Ribosyltransferase des
Botulismus auslésenden
Bakteriums Clostridium
botulinum

Y-27632 Rho Associated Protein Kinase
(ROCK) - Hemmer
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Agonist

i

PAR

Abb. 4-39: Schematische Darstellung der Hemmung der G-Proteine und Rho bzw. ROCK in der
Signaltransduktionskaskade der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2.
Die Aktivierung der Rezeptorkombinationen PAR 1 + EPCR bzw. PAR 2 + EPCR durch die jeweiligen
Agonisten Thrombin, rhAPC, Faktor Xa, TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH flhrt zur
Konformationsédnderung des Rezeptors und damit zur Konformationsédnderung des im inaktiven Zustand an
den Rezeptor gebundenen heterotrimeren G-Proteins. Es kommt zum Austausch des an der Go-Untereinheit
gebundenen GDPs durch GTP. Das Trimer zerféllt in die GTP-tragende G a-Untereinheit und das fy-Dimer.
Sowohl die a-Untereinheit als auch das By-Dimer kdnnen anschlieBend unabhdngig voneinander an
spezifische Effektoren binden und deren Aktivitat steuern.
(AC = Adenylatcyklase; GEFs = Guaninnukleotid Exchange Factors; PLC = Phospholipase C ; SRF =
Serum Response Factor; RhoA Protein; ROCK = Rho abhangige Kinase)
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4.4.1 Hemmung von Ga. 12/13

Die Ga 12/13-Untereinheit sollte in den folgenden Experimenten durch das GTPase Accelerating
Protein (GAP) LSC gehemmt werden (Abb. 4-40 bis 4-48).

Die Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 fihrte im Wesentlichen
unabhangig vom verwendeten Agonisten in HEKTsA201-Zellen zu einer Signaltransduktion tber
Ga 12/13. Die Transfektion von LSC ergab in unseren Experimenten mit Ausnahme der
Stimulation der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR mit Thrombin (Abb. 4-40, vergleiche auch
Punkt 4.2.5) eine dosisabhangige Hemmung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen.
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Abb. 4-40
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Legende zu den Abb. 4-40 bis 4-44:

Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit Thrombin (1 U/ml),
rhAPC (10 pg/ml), TFELLRNPNDK-NH2 (100 pM), Faktor Xa (50 nM) oder SLIGKV-OH (200 pM).
Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 (50 ng) + EPCR (25 ng) und LSC in verschiedenen
Konzentrationen transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen
Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden
Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit dem

jeweiligem Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-48

Legende zu den Abb. 4-45 bis 4-48:

Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit Thrombin (1 U/ml),
rhAPC (10 pg/ml), TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM) oder Faktor Xa (50 nM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (50 ng) + EPCR (25 ng) und LSC in verschiedenen
Konzentrationen transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen
Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden
Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit dem

jeweiligem Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.4.2 Hemmung von Ga g/11

In den folgenden Versuchen sollte die Ga g/11-Untereinheit durch das GTPase Accelerating
Protein (GAP) RGS2 gehemmt werden (Abb. 4-49 bis 4-55).

Die Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 fihrte im Wesentlichen
unabhangig vom verwendeten Agonisten in HEKTsA201-Zellen zu einer Signaltransduktion tber
Ga g/11. Die Transfektion von RGS2 ergab in unseren Experimenten eine dosisabhéngige
Hemmung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen.
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Legende zu den Abb. 4-49 bis 4-51:
Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml),

Faktor Xa (50 nM) oder SLIGKV-OH (200 uM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 (50 ng) + EPCR (25 ng) und RGS2 in verschiedenen
Konzentrationen transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus einem reprasentativen
Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu
untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten

und mit dem jeweiligem Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Legende zu den Abb. 4-52 bis 4-55:

Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit Thrombin (1 U/ml),
rhAPC (10 pg/ml), TFLLRNPNDK-NH2 (100 pM) oder Faktor Xa (50 nM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (50 ng) + EPCR (25 ng) und RGS2 in verschiedenen
Konzentrationen transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus einem reprasentativen
Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu
untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten

und mit dem jeweiligen Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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4.4.3 Hemmung von Ga 12/13 in Kombination mit Ga g/11

In den folgenden Experimenten sollten die Auswirkungen der kombinierten Hemmung der
Untereinheiten Ga 12/13 und Ga /11 durch die GTPase Accelerating Proteine LSC und RGS2 im
Vergleich zur alleinigen Hemmung mit LSC bzw. RGS2 auf die Luciferase Aktivitat in
HEKTsA201-Zellen untersucht werden (Abb. 4-56 bis 4-60). Dabei ergab bei allen Experimenten
die Kombination aus LSC + RGS2 die niedrigsten Luciferase Aktivitaten.

Der Vergleich der Einzelhnemmungen zeigte signifikant niedrigere Luciferase Aktivitaten nach
Stimulation der mit LSC- behandelten Zellen als nach Stimulation der mit RGS2-behandelten
Zellen. Insgesamt fiihrte die Stimulation der Rezeptoren PAR 1 und PAR 2 im Wesentlichen

unabhangig vom verwendeten Agonisten zur Signaltransduktion tiber Ga 12/13 und schwacher tber

G a g/11.
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Abb. 4-56: Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml).

128/172



4 Ergebnisse
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Abb. 4-57: Stimulation mit Faktor Xa (50 nM).

Legende zu den Abb. 4-56 und 4-57: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach

Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml) oder Faktor Xa (50 nM).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stiindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 2 (50 ng) + EPCR (25 ng), LSC (5ng, 10ng), RGS2 (5ng, 10ng)
und LSC + RGS2 (5ng, 10ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte £ SD aus einem

reprasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit ** p < 0,01 und *** p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu
untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) sowie versus transfizierten

(PAR 2 + EPCR, LSC und / oder RGS2) und mit rhAPC (10 pg/ml) bzw. Faktor Xa (50nM) stimulierten

HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-60:  Stimulation mit Thrombin (1 U/ml).

Legende zu den Abb. 4-58 bis 4-60: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach
Stimulation mit rhAPC (10 pg/ml), Faktor Xa (50 nM) oder Thrombin (1 U/ml).

Die Auswertung erfolgte nach 20 stindiger Stimulationszeit. HEKTsA201-Zellen wurden 48 Stunden vor
der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 (50 ng) + EPCR (25 ng), LSC (5ng, 10ng), RGS2 (5ng, 10ng)
und LSC + RGS2 (5ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte = SD aus einem reprasentativen
Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten. Die Signifikanz ist mit *** p < 0.001 versus Kontrolle (mit
den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen) sowie
versus transfizierten (PAR 1 + EPCR, LSC und / oder RGS2) und mit jeweiligem Agonisten stimulierten
HEKTsA201-Zellen angegeben.

131/172



4 Ergebnisse

4.4.4 Hemmung von Ga i/o

Die folgenden Versuche beschéftigten sich mit der Hemmung der Ga i/o-Untereinheit. Sdmtliche
durchgefiihrten Experimente ergaben keine signifikanten Unterschiede der Luciferase Aktivitaten
der mit PTX vorbehandelten Zellen im Vergleich zu den Zellen, die nicht mit PTX vorbehandelt
waren. Beispielhaft aufgefihrt (Abb. 4-61) ist hier die Stimulation der Rezeptoren PAR 1 + EPCR
mit rhAPC. Insgesamt lieB sich in unseren Experimenten keine Beteiligung von Ga i/0 an der

Signaltransduktion nach Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 nachweisen.
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2
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Plasmide

Abb. 4-61: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit
rhAPC (10 pg/ml).

Bei T = - 8 h wurden die HEKTsA201-Zellen mit Pertussis-Toxin behandelt. Dieses wurde wahrend der
Stimulation auf den Zellen belassen. Die Auswertung erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA201-Zellen wurden 24
Stunden vor der Auswertung mit den Plasmiden PAR 1 + EPCR (jeweils 25 ng) transfiziert. Dargestellt
sind normierte Mittelwerte + SD aus einem représentativen Experiment mit jeweils vier Einzelmesspunkten.
Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden
transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten und mit rhAPC (10 pg/ml)
stimulierten HEKTsA201-Zellen (mit bzw. ohne PTX-Vorbehandlung) angegeben.
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4.45 Nachweis von RhoA

Vor der eigentlichen Hemmung von RhoA zur weiteren Untersuchung der Signaltransduktion in
HEKTsA201-Zellen sollte in den folgenden Experimenten anhand der Stimulation von HUVEC
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) der Nachweis flr die Beteiligung von RhoA an den
Signaltransduktionskaskaden der Rezeptoren PAR 1, PAR 2 und EPCR (nach Stimulation mit
rhAPC und Thrombin) erbracht werden (Abb. 4-62 und 4-63 a, b). In HUVECs sind die Rezeptoren
PAR 1, PAR 2 und EPCR natrlicherweise vorhanden. Als Nachweismethoden dienten der G-Lisa
(vergleiche auch Punkt 3.3.7) und der Pulldown Assay (siehe auch Punkt 3.3.6).

Thrombin zeigte schon nach 1 Minute Inkubationszeit (Abb. 4-62) im G-Lisa ein
Aktivitdtsmaximum der RhoA Aktivierung, rhAPC dagegen erst nach 6 Minuten Inkubationszeit.
Danach fielen firr beide Agonisten die Werte stetig ab. Die Stimulation mit rhAPC erbrachte
insgesamt niedrigere OD-Werte als die Stimulation mit Thrombin.

Das Ergebnis des Pulldown Assays (Abb. 4-63a und Abb. 4.-63b) bestétigte das aus dem G-Lisa
gewonnene Ergebnis. Thrombin erreichte sein Maximum der RhoA Aktivierung auch im Pulldown

Assay nach ca. 1 Minute Stimulationszeit. Danach sanken die Werte stetig ab.
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Abb. 4-62: Zeitabhangige Darstellung der RhoA-Aktivierung in Human Umbilical Vein
Endothelial cells (HUVEC).

Konfluent auf 6-well-Kulturplatten kultivierte HUVECs wurden mit den Agonisten Thrombin (1 U/ml), und

rhAPC (10 pg/ml) stimuliert. Ermittelt wurde die Optische Dichte bei 490 nm (n = 3).

(OD = Optische Dichte, nm = Nanometer)
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Stimulation (min):
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Abb. 4-63 a:  Aktiviertes RhoA-GTP (oben) und RhoA-gesamt (unten) nach Western-Blot.
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Abb. 4-63 b: Zeitabh&ngige RhoA Aktivierung (iber basal) in HUVEC.

Konfluent auf 6-cm-Schalen kultivierte HUVECs wurden mit Thrombin (1 U/ml) stimuliert. Im Anschluss
an den Pulldown Assay wurde ein Western-Blot zum Nachweis von RhoA durchgefihrt.

Die densitometrisch ausgewerteten Daten fir aktiviertes RhoA und RhoA-gesamt wurden ins Verhaltnis

gesetzt und grafisch dargestellt (n = 3).

135/172



4 Ergebnisse

4.4.6 Hemmung von Rho / ROCK

Die folgenden Experimente sollten Aufschluss dartiber geben, inwieweit sich eine Hemmung von
Rho durch die C3-ADP-Ribosyltransferase des Botulismus auslésenden Bakteriums Clostridium
botulinum (codiert auf dem EFC3-Plasmid) auf die Luciferase Aktivitdt von HEKTsA201-Zellen
auswirkt (Abb. 4-64 und 4-65). Um die Beteiligung der Rho -abhangigen Kinase (ROCK) an der
Signaltransduktion Proteinase aktivierbarer Rezeptoren naher zu untersuchen, wurde in den
folgenden Experimenten die ROCK mittels Y-27632 gehemmt und die Auswirkungen auf die
Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen untersucht (Abb. 4-66 und 4-67). Die Abbildungen 4-
64 und 4-65 zeigen, dass EFC3 die Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen fast vollstandig
hemmte (z.B. rhAPC an PAR 2 + EPCR ohne EFC3: 67,5 £ 6,6, rhAPC an PAR 2 + EPCR mit
EFC3: 0,8 + 0,1, p < 0,001). Y-27632 (Abb. 4-66 und 4-67) fuhrte in beiden Versuchen zu
signifikanten Verringerungen der Luciferase Aktivitaten. Insgesamt zeigen unsere Experimente,
dass die Signaltransduktionen der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 unabhdngig vom

verwendeten Agonisten unter Beteiligung von Rho und schwacher tber ROCK verlaufen.
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Abb. 4-64: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit
rhAPC (10 pg/ml), Faktor Xa (50 nM) und SLIGKV-OH (200 pM).
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Legende zu Abb. 4-64:

Die Auswertung erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA201-Zellen wurden 24 Stunden vor der Auswertung mit den
Plasmiden PAR 2 (25 ng) + EPCR (25 ng) und EFC3 (25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte
Mittelwerte + SD aus einem reprasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden Plasmiden
transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten (mit und ohne EFC3) und den

jeweiligen Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-65: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit
rhAPC (10 pg/ml), Faktor Xa (50 nM), Thrombin (1 U/ml) und TFLLRNPNDK-NH2
(100 pM).

Die Auswertung erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA201-Zellen wurden 24 Stunden vor der Auswertung mit den

Plasmiden PAR 1 (50 ng) + EPCR (25 ng) und EFC3 (25 ng) transfiziert.

Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus einem représentativen Experiment mit jeweils drei

Einzelmesspunkten. Die Signifikanz ist mit ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu

untersuchenden Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten

(mit und ohne EFC3) und den jeweiligen Agonisten stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-66: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit
TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM) sowie Vorbehandlung der Zellen mit Y-27632 (30 uM)
und nachfolgend Stimulation mit TFLLRNPNDK-NH2.

Die Auswertung erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA-Zellen wurden 24 Stunden vor der Auswertung mit den

Plasmiden PAR 1 (25 ng) und EPCR (25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus

einem repréasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit **p < 0,01 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit

TFLLRNPNDK-NH2 und Y-27632 + TFLLRNPNDK-NH2 stimulierten HEKTsA201-Zellen angegeben.
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Abb. 4-67: Ermittlung der Luciferase Aktivitat in HEKTsA201-Zellen nach Stimulation mit
TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM), Thrombin (1 U/ml), rhAPC (10 pg/ml), Faktor Xa (50
nM) und SLIGKV-OH (200 uM) sowie Vorbehandlung der Zellen mit Y-27632 (30 uM)
und nachfolgend Stimulation mit TFLLRNPNDK-NH2 (100 uM), Thrombin (1 U/ml),
rhAPC (10 pg/ml), Faktor Xa (50 nM) und SLIGKV-OH (200 uM).

Die Auswertung erfolgte bei T = 20 h. HEKTsA-Zellen wurden 24 Stunden vor der Auswertung mit den

Plasmiden PAR 2 (50 ng) und EPCR (25 ng) transfiziert. Dargestellt sind normierte Mittelwerte + SD aus

einem repréasentativen Experiment mit jeweils drei Einzelmesspunkten.

Die Signifikanz ist mit *p < 0,05 und ***p < 0.001 versus Kontrolle (mit den jeweiligen zu untersuchenden

Plasmiden transfizierte nicht stimulierte HEKTsA201-Zellen), sowie versus transfizierten, mit den

jeweiligen Agonisten und mit den jeweilige Agonisten + Y-27632 stimulierten HEKTsA201-Zellen

angegeben.
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5 Diskussion

5.1 Etablierung

5.1.1 Luciferase Assay

Der Luciferase Assay (vergleiche auch 3.3.4) ist eine gangige Methode, um Genexpression zu
quantifizieren [190, 191]. Ublicherweise folgt der Luciferase Assay nach Transfektion einer
Zelllinie mit bestimmten zu untersuchenden Expressionsvektoren, die unter anderem das Luciferase
Gen mit enthaltener spezifischer Promotorsequenz beinhalten. Die Transkriptionsaktivitat dieses
Promotors kann bestimmt werden durch Quantifizierung der Lichtmenge, die durch die Luciferase
induzierte enzymatische Reaktion freigesetzt wird. Der Einsatz eines zweiten Luciferase Gens dient
der Normalisierung der Werte [190].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ,,Serum Response Element* (SRE) abhéngiger Luciferase
Assay verwendet. SRE basierende Reporter Gen Assays wurden bisher erfolgreich eingesetzt bei
der Ermittlung der Aktivitdt von GPCRs (G-Protein Coupled Receptors) wie z.B. des
muscarinergen M1-Rezeptors und des al-adrenergen Rezeptors [194, 195]. Andere
Veroffentlichungen berichten von einer Aktivierung Promotor spezifischer Elemente, wie z.B. AP-
1, c-fos und Egr-1, durch Thrombin [196-199].

Mittels Luciferase Assay war es moglich, quantitativ die Aktivierung des ,,Serum Response
Element* nach Transfektion der HEKTsA201-Zellen mit den zu untersuchenden Genkonstrukten
und darauf folgenden unterschiedlichen Stimulationen bzw. Hemmungen zu bestimmen. Von der
Aktivitdt des SRE konnte damit indirekt auf das MaRR der RhoA-Aktivitat geschlossen werden.
RhoA induziert unter anderem Anderungen des Cytoskeletts, die mit der Steigerung der
Membranpermeabilitit einhergehen und aktiviert die Gentranskription [55]. Da mit dieser Methode
der Rho Nachweis nur indirekt erbracht wird, wurden im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich
Experimente zum direkten Nachweis von RhoA durchgefiihrt. Mittels Pulldown Assay und G-Lisa
wurde aktiviertes, d.h. GTP-gebundenes RhoA direkt nachgewiesen (vergleiche auch 3.3.6 und
3.3.7).

Der SRE abhéngige Luciferase Assay wurde bereits friher zur pharmakologischen
Charakterisierung Proteinase aktivierbarer Rezeptoren eingesetzt [94]. Dabei wurden, wie auch im
Rahmen dieser Arbeit, die Auswirkungen der Hemmung bestimmter Proteine im Ablauf der

Signaltransduktionskaskaden Proteinase aktivierbarer Rezeptoren auf die Aktivitait des SRE
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ermittelt. Zukunftig soll der Luciferase Assay auch vermehrt zur Austestung Proteinase

aktivierbarer Rezeptor Antagonisten eingesetzt werden, da er eine ,,robuste Methode* darstellt [94].

5.1.2 Luciferase Assay — Testlauf

Unsere Ergebnisse (vergleiche Abb. 4-8) zeigen einen signifikanten Anstieg der SRE Aktivitat nach
Stimulation mit Histamin. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass es im Rahmen des SRE
abhangigen Luciferase Assays im Verlauf der Histamin Rezeptor Signaltransduktionskaskade in
HEKTsA201-Zellen zu einem Anstieg der Rho Aktivitat kam. Schon in friheren Untersuchungen
wurden die Auswirkungen der Stimulation mit Histamin auf die Funktion der Endothelzellbarriere
von HUVECs mittels Transendothelial Electrical Resistance (TER) untersucht. Es wurde eine
Steigerung der Permeabilitat der Endothelzellbarriere durch Histamin festgestellt, die jedoch durch
eine Hemmung von RhoA mit C3-Transferase nicht unterbunden werden konnte [200]. Der positive

Verlauf dieses Tests gab ,,grtines Licht“ fiir die nachfolgenden Versuche.

5.1.3 Selektive PAR Agonisten aktivieren die PARs 1 und 2

Die Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 mit den jeweiligen selektiven
Agonisten (wir haben synthetische Peptide verwendet, vergleiche auch Abb. 4-9 und 4-10) fihrte in
unseren Versuchen zu signifikanten Steigerungen der Luciferase Aktivitaten. In zahlreichen
Publikationen ist der Nachweis Proteinase aktivierbarer Rezeptoren durch synthetische Peptide
beschrieben [93, 94]. Diese bestehen entweder aus sechs Aminosaureresten oder stellen ein
komplettes Abbild der sogenannten tethered ligand domain dar [7, 11].

Unsere Experimente ergaben weiterhin, dass das PAR 1 spezifische Peptid nicht nur am Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 1 zu signifikanten Erhdhungen der Luciferase-Aktivitaten fiihrte, sondern
auch am Proteinase aktivierbaren Rezeptor 2 (vergleiche auch Abb. 4-11). Umgekehrt fihrte die
Stimulation des PAR 1 mit dem PAR 2-spezifischen Agonisten zu keiner signifikanten Erhéhung
der Luciferase Aktivitat. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen anderer Autoren [201,
202]. Die zusétzliche Transfektion des Endothelialen Protein C Rezeptors &nderte dieses Ergebnis
nicht, da EPCR nur als Kofaktor flr die Wirkung von Protein C bzw. aktiviertem Protein C bekannt

und als solcher in der Literatur beschrieben ist [21].
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5.1.4 Nur EPCR gebundenes rhAPC aktiviert effizient die PARs 1 und 2

Unsere Ergebnisse zeigen (vergleiche Abb. 4-13 und Abb. 4-14), dass die Stimulation der
Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 bzw. 2 in Kombination mit dem EPC Rezeptor mit rhAPC zu
signifikanten Erhéhungen der Luciferase Aktivitaten fuhrten. Im Gegensatz dazu ergaben die
Stimulationen mit rhAPC ohne Beteiligung von EPCR keine signifikanten Erhéhungen der
Luciferase Aktivitaten. Andere Autoren veroffentlichten dhnliche Ergebnisse nach Experimenten an
PAR 1-defizienten Fibroblasten [24]. Diese zeigten erst Aktivitaten im Egr-1 abhéngigen Luciferase
Assay nach Koexpression von PAR 1 mit EPCR. Andere Publikationen zeigen entsprechende
Resultate im Zusammenhang mit dem PAR 2-Rezeptor. Auch hier wurden in Fibroblasten der PAR
2 bzw. der EPC Rezeptor jeweils alleine stimuliert sowie eine Koexpression aus PAR 2 mit einer
EPCR Mutante, die nicht in der Lage war, APC zu binden. Alle drei Stimulationen zeigten keine
Aktivitaten im Luciferase Assay [203]. Unsere Ergebnisse sowie die Ergebnisse anderer Autoren
zeigen also, dass nur EPCR gebundenes APC effektiv Proteinase aktivierbare Rezeptoren aktivieren
kann. Dabei konnen in heterologen Expressionssystemen (z.B in Zellkulturen und bakteriellen bzw.
viralen Expressionssystemen) sowohl der PAR 1 als auch der PAR 2 durch EPCR gebundenes APC
aktiviert werden [24, 26, 180, 181, 183].

Die Stimulationen der Rezeptorkombination PAR 1 + PAR 2 + EPCR mit rhAPC (vergleiche auch
Abb. 4-13) erbrachten die signifikant hochsten Luciferase Aktivitaten. Die Rezeptoren scheinen
sich dabei gegenseitig in ihrer Wirkung zu verstérken.

In Endothelzellen (Priméarkulturen) soll das rhAPC-EPCR signaling nur Uber den Proteinase
aktivierbaren Rezeptor 1 vermittelt werden [27]. Dabei wurde die APC-EPCR induzierte
Aktivierung des PAR 1 in HUVECs durch die Blockade des EPC Rezeptors mit spezifischen
Antikdrpern gehemmt [185]. Die Blockade einer méglichen Thrombin induzierten Aktivierung des
PAR 1-Rezeptors an der Zelloberflache in Experimenten, die die Kostimulation mit aktiviertem
Protein C in vitro untersuchen, ist vielfach in Publikationen beschrieben [24, 26, 182, 185]. Unsere
Experimente zeigten nur einen geringen Anstieg der Luciferase Aktivitidten in HEKTsA201-Zellen
nach Stimulation mit rhAPC und Vorbehandlung mit Refludan® (vergleiche auch Abb. 4-12).
Vergleichend zur rhAPC Wirkung wurde in diesen Experimenten ebenfalls mit Thrombin und dem
synthetischen Peptid TFLLRNPNDK-NH2 stimuliert, die beide zu Erhéhungen der Luciferase
Aktivitaten an den Rezeptoren PAR 1 sowie PAR 1 + EPCR flihrten. Insgesamt handelt es sich um
ein nicht-reprasentatives Experiment. Signifikanzen konnten aufgrund der mit n = 2 sehr niedrigen
Probenanzahl nicht berechnet werden. Die niedrigen Luciferase Aktivitdten bei Stimulation der
Rezeptorkombination PAR 1 + EPCR mit rhAPC sind vielleicht durch Fehler im Versuchsablauf
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(z.B. Verwendung ,,zu alter* Zellen oder falsche rhAPC Konzentration) entstanden. Dass die
Stimulation des EPC Rezeptors mit Thrombin, rhAPC und TFLLRNPNDK-NH2 kaum
Auswirkungen auf die SRE vermittelten Luciferase Aktivitaten hatte, deckt sich jedoch mit den
Resultaten anderer Autoren. Diese fiihrten einen Egr-1 abhangigen Luciferase Assay an PAR 1-
defizienten Fibroblasten durch, die mit dem EPC Rezeptor transfiziert wurden. Stimulationen mit
Thrombin, rhAPC sowie TFLLRNPNDK-NH2 ergaben keine signifikanten Erhéhungen der
Luciferase Aktivitaten [24].

5.1.5 Thrombin aktiviert den PAR 1 unabhéngig vom EPC Rezeptor

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Thrombin in mit PAR 1 transfizierten HEKTsA201-Zellen die SRE
abhangige Luciferase Aktivitat signifikant steigerte (vergleiche Abb. 4-15). Dabei hatte die
zusétzliche Transfektion des EPC Rezeptors keine Auswirkungen auf die Hohe der Luciferase
Aktivitat. Die Stimulation der Rezeptoren PAR 2 bzw. PAR 2 + EPCR mit Thrombin ergab keine
signifikanten Erhohungen der Luciferase Aktivitéten.

Die Aktivierung des PAR 1 durch Thrombin ist mittlerweile ebenso gesichert wie die Annahme,
dass Thrombin den PAR 2 nicht aktiviert [93, 162, 179]. Die Humane Keratozyten Zellinie HaCaT
exprimiert den PAR 2. Stimulation mit Thrombin ergab keine signifikante Steigerung der TR3-
Expression [179]. Ist ein Teil der PAR 1 z.B. durch Antagonisten gehemmt, kann es zu einer
Kreuzaktivierung des PAR 2 durch nicht blockierte PAR 1 kommen. Die Aktivierung des PAR 2
erfolgt in diesem Fall ebenfalls tber den tethered ligand Mechanismus. Dieser Weg funktioniert
umgekehrt jedoch nicht [202, 204]. Da in vivo in den meisten Zellgeweben unterschiedliche
Proteinase aktivierbare Rezeptoren vorkommen, wird die Diversitat der
Signaltransduktionsmechanismen ausgelést durch PARs auch durch diese Mdoglichkeit der
Kreuzaktivierungen bestimmt [179]. Stimulation des in Fibroblasten transfizierten Genkonstrukts
PAR 1 + EPCR mit Thrombin erbrachte im Vergleich zur Stimulation mit einem PAR 1-EPCR
S221-Genkonstrukts (enthalt statt Cys?* Ser??!) keine signifikanten Unterschiede in der Egr-1
vermittelten Luciferase Aktivitat [24]. Das lasst auch im Hinblick auf unsere Versuchsergebnisse
den Schluss zu, dass EPCR auch nach Verdnderung einer flir das rezeptorspezifische signaling

wichtigen Aminosaure, keinen Einfluss auf das Thrombin induzierte PAR 1 signaling hat.
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5.1.6 Zeit-und Dosisabhangigkeiten

Unsere Ergebnisse zeigen, dass rhAPC, Thrombin und Faktor Xa dosis- und zeitabhdngig zu
Steigerungen der Luciferase Aktivitaten in HEKTsA201-Zellen fuhrten (vergleiche auch Abb. 4-16
bis 4-32).

Schon in friheren Veroffentlichungen wurden in HMEC-1 Zellen mittels Transendothelial
Electrical Resistance (TER) zur Messung der Zellmembranpermeabilitdt und FlexStation zur real
time Erfassung der intrazelluldaren Kalzium Mobilisierung Vergleiche gezogen zwischen der EC50
von Thrombin und verschiedenen PAR 1 spezifischen Peptiden. Dabei ergaben sich fir Thrombin
EC50 Werte von 0,1 nM (TER) und 1,7 nM ([Ca2+]). H6here EC50 Werte erzielten dagegen
TFLLRNPNDK-NH2 (TER: 900 nM, [Ca?*]: 400 nM) und ein spezifisches den PAR 1 und PAR 2
Rezeptor aktivierendes Peptid SFLLRN-CONH2 (TER: 800 nM, [Ca®*]: 2000 nM). Es wurde
daraufhin von den Autoren auf einen charakteristischen intramolekularen Aktivierungs-
mechanismus bezlglich der PAR Aktivierung geschlossen [93]. Im Vergleich dazu wurde in
unseren Versuchen mit TFLLRNPNDK-NH2 (PAR 1 spezifisch) im Luciferase Assay in
HEKTsA201-Zellen eine deutlich hohere EC50 von 48.220 nM bestimmt (vergleiche auch
Abb. 4-28), ebenso fir SLIGKV-0OH (PAR 2 spezifisch; vergleiche auch Abb. 4-26) eine EC50 von
308.900 nM. Der von uns im Luciferase Assay ermittelte EC50 Wert fir Thrombin betrégt 375 nM
und liegt damit ebenfalls deutlich tber den von anderen Autoren ermittelten Werten. Der Vergleich
der von uns im Luciferase Assay ermittelten EC50 Werte mit denen anderer Autoren sollte jedoch
kritisch betrachtet werden, da unterschiedliche Zellsysteme verwendet wurden und die
Versuchsbedingungen abweichen. Weitere Publikationen geben fur Thrombin pEC50 Werte (Dieser
berechnet sich aus dem EC50 Wert durch das Negative des Zehnerlogarithmus der Konzentration in
nM) von 10,5 an, ermittelt im SRE abhéngigen Luciferase Assay in transfizierten COS-7 Zellen.
Diese Autoren fanden heraus, dass die mit den PAR 1 spezifischen Peptiden SFLLR und G721-40
induzierte Luciferase Aktivitdt biphasisch war und fuhrten dies auf die Beteiligung
unterschiedlicher heterotrimerer G-Proteine an der Signaltransduktion zurlick [94]. Die von diesen
Autoren ermittelten pEC50 Werte liegen fir SFLLR bei 7,02 und 4,92 (High and Low) und sind
damit im Vergleich zur Thrombin Wirkung ca. 3000fach schwacher beziiglich der Induktion der
Luciferase Aktivitat. Weitere Publikationen schreiben dem Thrombin (im Permeability Assay
ermittelt) membrandestabilisierende Effekte in HUVECSs zu in Konzentrationen, die héher als eine
berechnete  EC50 von 50 pM liegen. In niedrigeren Konzentrationen soll Thrombin
membranschitzend wirken [28, 205, 206].
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Ergebnisse zur dosis- und zeitabh&ngigen Stimulation mit rhAPC wurden schon in friheren
Publikationen an HPAEC Zellen (Human Pulmonary Artery Endothelial Cells) bezuglich der MLC
(Myosin Light Chain) Phosphorylierung beschrieben. Dort wurde schon nach 5 minutiger
Stimulationszeit mit rhAPC (1,0 pg/ml) ein Stimulationsmaximum erreicht [29]. Andere
Verdffentlichungen stellen ebenfalls eine dosisabhangige APC Wirkung beziiglich des [Ca®']
signalings in BECs (Brain microvascular endothelial cells) dar. Dabei wurde eine EC50 von
0,23nM berechnet [207]. Die Ergebnisse unserer Stimulationen mit rhAPC im Luciferase Assay in
HEKTsA201 Zellen ergaben eine EC50 von 10 nM an der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR
(vergleiche auch Abb. 4-17) und 6 nM an den Rezeptoren PAR 1 + EPCR (vergleiche auch Abb. 4-
19) und lagen damit deutlich hoher.

Dass Faktor Xa die Fahigkeit hat, die Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 zu aktivieren, ist
vielfach beschrieben [73, 75, 171]. Dafir mussten in vitro hohe Konzentrationen an Faktor Xa (ca.
10 nM) eingesetzt werden [74]. Die EC50 Werte fiur das Faktor Xa signaling in PAR transfizierten
Fibroblasten und endothelialen Zellen wurden in diversen Publikationen verdffentlicht und stimmen
grofRtenteils Uberein [68-70, 72, 208]. Messungen bezuglich des relaxierenden Effekts, den Faktor
Xa auf Aortenzellen der Ratte ausiibte, ergaben einen EC50 Wert von 16 nM (im Vergleich dazu
betrug der EC50 Wert fir Thrombin 3 nM) [70]. Aus Experimenten zur Ermittlung der Egrl mRNA
Induktion durch Faktor Xa in HaCaT Zellen wurde ein EC50 Wert von 13 nM bestimmt [209].
Dagegen ergaben unsere Versuche aus den Luciferase Assays in HEKTsA201-Zellen wesentlich
hohere EC50 Werte fur die Stimulation der Rezeptoren PAR 1 und PAR 2 mit Faktor Xa von
28.750 nM und 59.250 nM (vergleiche auch Abb. 4-31 und 4-32).

Insgesamt liegen die von uns im Luciferase Assay ermittelten EC50 Werte fur die Stimulation der
Rezeptoren PAR 1, PAR 2 und EPCR mit rhAPC, Thrombin und Faktor Xa deutlich tber den in der
Literatur angegebenen Werten. Dies kdnnte durch eine niedrige Rezeptorexpressionsrate auf den
HEKTsA201-Zellen begriindet sein. Mdglicherweise kommen diese Unterschiede in den EC50
Werten aber auch dadurch zustande, dass unterschiedliche Zellsysteme verwendet wurden und die
Versuchsprotokolle und Experimente abweichen. Deshalb ist der Vergleich der von uns ermittelten
EC50 Werte mit den EC50 Werten anderer Publikationen kritisch zu hinterfragen.
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5.2 Additive Effekte der Agonisten

Defekte des antikoagulativ wirkenden APC [210] kdnnen Risikofaktoren fiir die Entstehung von
Venenthrombosen sein [15]. Schon Anfang der 80iger Jahre wurde in Tierversuchen an Hunden
gezeigt, dass sich eine gezielte, die APC Produktion anregende Thrombingabe, vor einer Infusion
mit Endotoxinen giinstig auf die Uberlebensrate auswirkte [211]. An mit Escherichia coli
infizierten Affen durchgefiihrte Tierversuche zeigten eine Verbesserung der Uberlebensrate nach
direkter Infusion mit APC [212].

Nach den positiven Ergebnissen aus der PROWESS Studie (Protein C Worldwide Evaluation in
Severe Sepsis), die zeigten, dass APC die Mortalitat bei schwerer Sepsis reduzierte, wurden dem
APC neben den antikoagulativen auch antiinflammatorische Wirkungen zugeschrieben [32].
Zahlreiche durchgefiihrte in vitro Studien bezliglich der APC Wirkungsmechanismen schlugen
einen protektiven intrazelluléren Signaltransduktionsmechanismus vor [24-27, 29, 54, 55, 93, 180-
183]. Dabei ist der genaue Mechanismus der Signalvermittlung antiinflammatorischer Effekte durch
rhAPC bisher unbekannt [161a, 213, 214]. Seit kurzem wird der Schutzeffekt des APC im
Zusammenhang mit der Sepsis in Frage gestellt, da es scheinbar nur in einer bestimmten
Patientengruppe (Patienten mit schwerer Sepsis) zu protektiven Wirkungen kommt, und weil einige
in vitro ermittelten Eigenschaften von APC in vivo nicht nachweisbar waren. In vivo wurden bisher
nur der antikoagulative Effekt des APC sowie eine APC induzierte Interleukin-6 Verminderung
(PROWESS) bewiesen. Inwieweit die APC induzierte Signaltransduktion in vivo eine Rolle spielt,
bedarf weiterer Untersuchungen [15].

Obwonhl die Ubertragbarkeit von Resultaten der in vitro Studien nicht ohne weiteres auf klinische
Studien moglich ist, sind Zellkulturuntersuchungen dennoch unerlésslich, um erste Hinweise auf die

molekularen Wirkungsmechanismen einer Substanz zu bekommen.

5.2.1 RhAPC und Thrombin wirken additiv

Die Kostimulationen von rhAPC mit Thrombin ergaben signifikante Steigerungen der Luciferase
Aktivitaten an den Rezeptoren PAR 1 + EPCR bzw. PAR 1 + PAR 2 + EPCR in HEKTsA201-
Zellen und wirkten damit additiv (vergleiche auch Abb. 4-33 und 4-34). Zur Zeit ist noch nicht
geklart, wie APC uber die Aktivierung des PAR 1 Rezeptors antiinflammatorisch wirken kann,
obwohl doch Thrombin mittels Aktivierung desselben Rezeptors proinflammatorisch wirksam ist

[93]. Neuere in vitro Studien vergleichen die Kinetik der APC induzierten Aktivierung des
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Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1 mit der Thrombin induzierten Aktivierung und kommen zu
dem Schluss, dass APC ausreichend hoch konzentriert den PAR 1 Rezeptor aktiviert. Dabei
aktivierte APC den PAR 1 Rezeptor jedoch 10° bis 10*fach schwacher als Thrombin [26]. Eine
ausreichende Aktivierung des PAR 1 Rezeptors in vitro wurde beobachtet bei einer APC
Konzentration von 10 bis 100 nM. Diese Konzentration liegt aber deutlich tiber der endogenen APC
Konzentration in vivo [185]. Die in der PROWESS Studie ermittelte mittlere Plasma APC
Konzentration bei Patienten mit schwerer Sepsis betrug 45 ng/ml (0,9 nM) und liegt damit
unterhalb der fir die Aktivierung des PAR 1-Rezeptors erforderlichen Konzentration [32]. Dabei ist
zu beachten, dass die Kinetiken der PAR 1 Aktivierung in vitro ermittelt worden sind, ohne
Interaktionen wie z.B. durch Proteinase Inhibitoren zu beriicksichtigen.

Unsere in vitro Experimente wurden mit APC Konzentrationen von 0,2 pug/ml (4 nM) und 1,0
pug/ml (20 nM) durchgefuhrt und liegen damit ebenfalls Gber den in der PROWESS Studie an Sepsis
Patienten ermittelten Werten. Unsere Ergebnisse aus den Kostimulationen mit rhAPC und
Thrombin im SRE abhéngigen Luciferas Assay in HEKTsA201-Zellen deuten darauf hin, dass
rhAPC nicht zu einer Reduzierung bzw. Abschwachung der Thrombin Wirkung in transfizierten
HEKTsA201-Zellen fihrt, sondern im Gegenteil eine Addition bzw. Verstarkung der Effekte
bewirkt. Diese Effekte steigen mit zunehmender APC Konzentration und scheinen sich in
Anwesenheit des PAR 2 Rezeptors noch einmal deutlich zu verstarken (vergleiche auch 5.1.4).
Unsere Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Autoren, die zeigen, dass APC
in vitro inflammatorische Wirkungen dampft sowie vor Apoptose schiitzt [210].
Genexpressionsstudien in Endothelzellen zeigten, dass, obwohl einige Gene im selben Male von
Thrombin und APC induziert wurden, Thrombin deutlich stérker proinflammatorische Mediatoren
wie IL6 und IL8 sowie Tissue Factor aktivierte. APC dagegen regulierte die mMRNA Level einiger
proinflammatorischer sowie proapoptotischer Proteine wie z.B. das Tumorsuppressor Protein p53
und Thrombospondin-1 herunter [26]. Diese Experimente zeigen die Gegensétzlichkeit der APC
bzw. Thrombin vermittelten Wirkungen, obwohl beide Agonisten in gleicher Konzentration (10
nM) eingesetzt wurden.

Neuere Untersuchungen [28] stellen die Vermutung auf, dass APC protektive Effekte unter
Beteiligung der Sphingosin-Kinase-1 bzw. Uber den S1P1-Rezeptor (Sphingosin-1-Phosphat
Rezeptor) unter Beteiligung von Racl vermittelt (vergleiche Abb. 5-1). Dies konnte moglicherweise
ein Grund dafur sein, dass wir bei unseren Kostimulationen keine protektiven Wirkungen des
rhAPC feststellen konnten, da der S1P1-Rezeptor nicht naturlicherweise in HEKTsA201-Zellen

vorkommt und von uns auch nicht zuséatzlich in die Zellen transfiziert wurde.
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Die Vorstimulation menschlicher Endothelzellen aus der Lunge mit APC (1 pg/ml) fir 1 bis 4
Stunden reduzierte die Thrombin induzierte membrandestabilisierende Wirkung (ermittelt durch
Transendothelial Electrical Resistance [29]. Ebenfalls sollen niedrige Thrombinkonzentrationen im
Gegensatz zu hohen Konzentrationen, die als Ausldser fir die Schadigung der Endothelzellbarriere
gesehen werden, dem Schutz der Endothelzellmembran dienen [28]. In unseren Experimenten
ergaben die Stimulationen mit niedrigen Thrombin Konzentrationen (0,01 U/ml und 0,1 U/ml)
geringfugige bis keine Erhdhungen der Luciferase Aktivitaten. Dagegen bewirkten unphysiologisch
hohe rhAPC Konzentrationen (1,0 pg/ml) eine hohe Luciferase Aktivitat und damit einhergehend
eine gesteigerte RhoA Aktivitdt. In der Literatur werden hohe APC Konzentrationen mit einer
membrandestruktiven Wirkung in Verbindung gebracht. Daraus wurde geschlossen, dass der Grad
der Aktivierung des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1 entscheidend ist fur die unterschiedlichen
zellul&ren Effekte [28].

Neue Studien stellen die Hypothese auf, dass in Endothelzellen die fur die Protein C Wirkung (via
Thrombomodulin und EPCR) bzw. fir das APC signaling (via EPCR und PAR 1) entscheidenden
Rezeptoren in vivo kolokalisiert sind in sogenannten membrane lipid rafts. Thrombin kénne somit

endogenes APC effektiv in Richtung protektives Zell signaling lenken [215].
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Abb. 5-1: Die ,,Doppelrolle des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1.

Das Proteinase aktivierbare Rezeptor 1 (PAR 1) induzierte signaling der pro- und antikoagulativ wirksamen
Proteinasen APC und Thrombin kann gegenteilige Effekte auf die Integritit der Endothelzellbarriere haben.
Der Schutz der Endothelzellmembran durch APC oder niedrige Thrombin Konzentrationen wird vermittelt
durch die Spingosin-1-Kinase (SK1) Aktivitdt und Transaktivierung des Sphingosin-1-Phosphat Rezeptors
(S1P1). (DMS = Dimethylsulfat; DHS = Dihydroxysulfat) [modifiziert nach 28]
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5.2.2 RhAPC und Faktor Xa wirken additiv

Unsere Ergebnisse aus den Luciferase Assays zeigen, dass in HEKTsA201-Zellen an den
Rezeptoren PAR 1 + EPCR, PAR 2 + EPCR und PAR 1 + PAR 2 + EPCR die Agonisten Faktor Xa
und rhAPC in Kostimulation dosisabhéngig additiv wirken (vergleiche auch Abb. 4-35 bis 4-37).
Ebenfalls konnten wir an der Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR zeigen, dass Faktor Xa in
Kombination mit rhAPC unabhéngig von der Stimulationsdauer dosisabhéngig additiv wirkt
(vergleiche auch Abb. 4-38). Dabei wurden die hdchsten Luciferase Aktivitaten bei Stimulation der
Rezeptorkombination PAR 1 + PAR 2 + EPCR erzielt.

Es ist seit langerem bekannt, das Faktor Xa in vitro die Rezeptoren PAR 1 und PAR 2 aktiviert [11,
72, 74, 171] und dabei von Thrombin unabh&ngig proinflammatorisch wirkt (Induktion von
Cytokinen und Adhédsionsmolekilen in Endothelzellen, NFkB-Induktion in HeLa-Zellen,
Proliferation glatter Muskelzellen) [68, 171, 208, 216, 217]. Die protektiven Wirkungen von rhAPC
in HUVECs durch eine mogliche S1P1-Rezeptor-Transaktivierung wurden bereits ausfiihrlich
diskutiert (vergleiche 5.2.1) [28]. Die additiven Effekte, die in unseren Versuchen beobachtet
wurden, sind moglicherweise wiederum dadurch entstanden, dass der protektiv wirkende S1P1
Rezeptor nicht vorhanden war. Dabei traten in unseren Experimenten die hdchsten Luciferase
Aktivitaten und damit die starksten additiven Effekte an der Rezeptorkombination PAR 1 + PAR 2
+ EPCR auf (siehe auch 5.2.1). Andere Autoren berichten von einer membrandestruktiven Wirkung
des supraphysiologisch konzentrierten APC [28]. Unsere Ergebnisse zeigen unter anderem
signifikante  Erhohungen der Luciferase  Aktivitditen nach  Einzelstimulationen  mit
supraphysiologischen rhAPC Konzentrationen. In vielen in vitro Studien, wie auch in unseren
Experimenten, wurde Faktor Xa in den Konzentrationen 20 bis 100 nM eingesetzt. In diesen
Konzentrationen wurden auch die proinflammatorischen Wirkungen beobachtet [68, 208, 216, 217].
Diese Beobachtungen decken sich mit unseren Ergebnissen. Eingesetzt haben wir Faktor Xa in den
Konzentrationen 25 nM und 100 nM. Sowohl die Einzelstimulationen mit Faktor Xa in diesen
Konzentrationen, als auch die Kombinationen mit den supraphysiologischen rhAPC
Konzentrationen ergaben signifikante Steigerungen der Luciferase Aktivitaten in HEKTsA201-
Zellen, die mit den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und/oder 2 (in Kombination mit dem EPC
Rezeptor) transfiziert worden waren. Dabei ist im Moment unbekannt, ob in vivo uUbliche
Konzentrationen des Faktor Xa (Die Plasmakonzentration betragt 1,8 bis 12,63 nM) ausreichen, um

den Proteinase aktivierbaren Rezeptor 1 in vivo zu aktivieren [66].
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Neuere Ergebnisse schreiben dem Faktor Xa neben seiner proinflammatorischen Wirkung ebenfalls
endothelmembranprotektive Wirkungen zu. Permeabilitats Assays an EA.hy926-Zellen ergaben,
dass Faktor Xa in der Konzentration 5 nM Endothelzellmembran protektiv wirkte [66]. Weitere
Permeabilitats Assays an EA.hy926-Zellen deuteten bei Stimulation mit Faktor Xa (50 nM)
und/oder APC (20 nM) und anschlieRender Nachstimulation mit niedrig konzentriertem Thrombin
(40 pM) auf eine Schutzwirkung, vermittelt durch APC und Faktor Xa, hin, obwohl diese hoch
konzentriert eingesetzt wurden. Dabei wurden im Gegensatz zu unseren Ergebnissen aus den
Luciferase Assays keine additiven Effekte bei Kostimulation von rhAPC mit Faktor Xa in diesem
Fall beztglich der Membranpermeabilitat beobachtet [66].

Aus diesen und weiteren Experimenten, in denen unter anderem der PAR 1-Rezeptor in EA.hy926-
Zellen mit Antikoérpern gehemmt wurde, schlussfolgerte man, dass Faktor Xa tber beide Proteinase
aktivierbaren Rezeptoren (PAR 1 und PAR 2) den Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor aktivieren und
somit membranprotektiv wirken kann [28, 29, 66].

5.3 Signaltransduktion

Die folgenden Untersuchungen dienten der néheren Charakterisierung der in den Zellen
ablaufenden Signaltransduktionswege nach Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren mit
den Serinproteinasen Faktor Xa, Thrombin und rhAPC. Im Mittelpunkt der Experimente stand
dabei die n&here Darstellung der heterotrimeren G-Proteine Ga 12/13, Ga /11 und Ga i sowie der
Rho GTPase RhoA bzw. der Rho abhdngigen Kinase ROCK.

In verschiedenen Zelltypen kénnen unterschiedliche Rezeptor G-Protein Kombinationen auftreten,
was eine Interpretation der Signaltransduktionswege schwierig macht [94]. Alle unsere
Experimente wurden zur besseren Vergleichbarkeit in HEKTsA201-Zellen durchgefiihrt. Die zu
untersuchenden Rezeptoren kommen natirlicherweise in diesen Zellen in zu vernachlassigender
Menge vor und wurden je nach Versuchsanforderung in die Zellen transfiziert, so dass eventuell

storende Interaktionen mit anderen Rezeptoren auszuschlielRen waren.

Wir konnten in unseren Versuchen keine Hemmung von Ga. i durch Pertussis Toxin (100 ng/ml)
nach Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren (in Kombination mit dem EPC Rezeptor)
mit Thrombin, Faktor Xa und rhAPC sowie mit den rezeptorspezifischen Agonsten
TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH nachweisen (vergleiche 4.4.4 und Abb. 4-61). Uber eine
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Beteiligung von Ga i an der Signaltransduktion Proteinase aktivierbarer Rezeptoren wird
kontrovers diskutiert. Versuche mit Pertussis Toxin (20 ng/ml) an COS-7-Zellen ergaben keine
Hemmung der SFLLR induzierten Luciferase Aktivitdt [94]. Daraufhin wurde die Vermutung
geéulert, dass Ga. i/0-Proteine nicht an der PAR 1 induzierten SRE Aktivierung beteiligt sind.

Ahnliche Ergebnisse zeigten Experimente an endothelialen HMEC-1-Zellen. Die Behandlung mit
Pertussis Toxin (0,1 pg/ml) und nachfolgende Stimulation mit Thrombin hatte keine Auswirkung
auf die Transendothelial Electrical Resistance [93]. Andere Autoren berichten dagegen von einer
Hemmung der Thrombin induzierten Steigerung der Membranpermeabilitat in Endothelzellen durch
Hemmung von Ga i mit Pertussis Toxin [168]. Die Aktivierung des Proteinase aktivierbaren
Rezeptors 1 in Fibroblasten hemmt die cCAMP-Bildung Pertussis Toxin sensitiv. Daraufhin wurde
die Beteiligung eines G i é&hnlichen Proteins an der PAR 1 induzierten Signalvermittlung
vorgeschlagen [218]. Die Thrombin vermittelte Hemmung der Adenylatcyclase wurde von einigen
Autoren in Verbindung gebracht mit einer PAR 1 Rezeptor induzierten G i2 Aktivierung [219, 220].
Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Behandlung von PAR 2 transfizierten Zellen und
Enterozyten mit Pertussis Toxin keine Hemmung der Signaltransduktionen ergab. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass es zu keiner Aktivierung von Ga i-Proteinen durch den PAR 2-Rezeptor
kommt [177]. Andere Veroffentlichungen beschreiben ein PTX sensitives Ca®* signaling in
Xenopus Oozyten induziert duch Trypsin. Aus diesen Ergebnissen wurde auf einen Go 0 / Ga i

abhangigen Signaltransduktionsmechanismus ahnlich dem des PAR 1-Rezeptors geschlossen [221].

Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die dosisabhangige Hemmung von Ga. 12/13 durch LSC
nach Stimulation sowohl des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1 als auch des Proteinase
aktivierbaren Rezeptors 2 in Kombination mit dem EPC Rezeptor mit den Serinproteinasen
Thrombin, rhAPC und Faktor Xa sowie mit den synthetischen Peptiden TFLLRNPNDK-NH2 und
SLIGKV-OH zu signifikanten Verringerungen der SRE abh&ngigen Luciferase Aktivitaten fuhrt
(vergleiche Abb. 4-41 bis 4-48). Dies deutet auf eine Beteiligung von Go 12/13 an der
Signaltransduktion beider Proteinase aktivierbarer Rezeptoren hin. Der Proteinase aktivierbare
Rezeptor 2 wird durch Thrombin nicht aktiviert (vergleiche Abb. 4-40) [222]. Die Stimulation der
Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR in Verbindung mit dem LSC Plasmid in verschiedenen
Konzentrationen zeigte aus diesem Grund keine Steigerungen der SRE abhédngigen Luciferase
Aktivitaten in HEKTsA201-Zellen (vergleiche auch 5.1.5).

Die Beteiligung von Ga 12/13 an der Signaltransduktion des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 1

wurde bereits in friheren Publikationen beschrieben. Die Aktivierung des PAR 1 Rezeptors in
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Thrombozyten fuhrte zu einer vermehrten Inkorporation des photoreaktiven GTP Analogons
[0-¥ P] GTP Azidoanilid in immunoprazipitierte Ga. 12 - und Go. 13 - Proteine. Diese Ergebnisse
fiihrten zu der Annahme, dass der PAR 1 Rezeptor die heterotrimeren G Proteine Goe 12 und Ga 13
aktiviert [223]. Auch verhinderte die Injektion von Antikorpern gegen Go 12 die Thrombin
induzierte DNA-Synthese in 1321N1 Astrozyten [224]. Ob und in welcher Funktion Ga 12/13 eine
Rolle in der PAR 2 vermittelten Signaltransduktion spielt, ist bis heute unklar [7, 11, 161a, 225].

Die Hemmung der Signaltransduktion der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 durch RGS2
ergaben signifikante Verringerungen der SRE abhédngigen Luciferase Aktivitdten nach Stimulation
mit den Serinproteinasen Thrombin, rhAPC und Faktor Xa sowie mit den PAR-spezifischen
synthetischen Peptiden TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH in HEKTsA201-Zellen. Diese
Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung des heterotrimeren G-Proteins Go ¢/11 an der
Signaltransduktion Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 im SRE abhédngigen Luciferase
Assay schlielBen (vergleiche auch Abb. 4-49 bis 4-55). Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit
den Veroffentlichungen anderer Autoren. Die Ermittlung der SRE abhédngigen Luciferase
Aktivitaten nach Stimulation von COS-7-Zellen mit SFLLR ergab signifikante Verringerungen der
Luciferase Aktivitaten nach Uberexpression von RGS2 [94]. Mikroinjektion von Antikérpern gegen
Ga g/11 in CCL-39-Zellen hemmte die PAR 1-vermittelte Kalzium-Mobilisierung [226]. Dieselben
Antikdrper hemmten die GTPase Aktivitdt in Thrombin stimulierten Thrombozyten-Membranen
[227]. In aus transgenen, G q defizienten Mausen gewonnenen Thombozyten, war die Thrombin-
stimulierte Phosphatidylinositol Hydrolyse gehemmt [228]. Eine direkte Interaktion zwischen PAR
1 und G g/11 sowie G i2 wurde durch Immunoprazipitation in Thrombin stimulierten menschlichen
Neuroblastom SH-EP-Zellen dargestellt [229].

Uber die Signaltransduktion des PAR 2-Rezeptors ist ebenso wie lber eine evtl. Beteiligung des
heterotrimeren G Proteins Ga ql11 bislang noch wenig bekannt [10, 11, 61, 65, 93]. Es ist bekannt,
dass Trypsin und PAR 2 Rezeptor spezifische Peptide die [3H] IP- und Ca #* Bildung in zahlreichen
Zelllinien stimulieren. Dies deutet auf eine Beteiligung von G ¢g/11 bzw. Phospholipase C
Isoformen an der Signaltransduktion des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 2 hin [11, 61].

Die Koexpression von LSC mit RGS2 in HEKTsA201-Zellen zeigte eine signifikante, annéhernd
vollstandige Hemmung der Luciferase Aktivitdt im Vergleich zu den Einzeltransfektionen mit
jeweils LSC bzw. RGS2 nach Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 mit
Thrombin, rhAPC und Faktor Xa (vergleiche auch Abb. 4-56 bis 4-60). Das gibt Anlass zu der
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Vermutung, dass der Uberwiegende Teil der Signalverarbeitung der Proteinase aktivierbaren
Rezeptoren 1 und 2 Ga ¢/11- Go 12/13 vermittelt ist. Diese Vermutung wird in anderen
Verdffentlichungen bestatigt. Dabei ergab die kombinierte Uberexpression von RGS2 und
RhoT19N (hemmt RhoA) eine nahezu komplette Hemmung der Luciferase Aktivitat. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass der tberwiegende Anteil der Signaltransduktion des PAR 1-Rezeptors uber
Ga g bzw. Ga 12/13-Rho verlauft [94].

Sowohl die Aktivierung der Go 12/13-Subfamilie durch den PAR 1-Rezeptor als auch
infolgedessen die Aktivierung des SRE (Serum Response Element) durch RhoA sind hinlénglich
bekannt [61, 197] und werden durch unsere Ergebnisse untermauert. Diese zeigten im G-Lisa ein
Maximum der RhoA Aktivierung in HUVEC nach Stimulation mit Thrombin (1 U/ml) schon nach
ca. 1 Minute (vergleiche auch Abb. 4-62). Im Pulldown Assay wurden diese Ergebnisse bestatigt
(siehe auch Abb. 4-63a und b). Andere Autoren verdffentlichten dhnliche Ergebnisse, die aus
Pulldown Assays in HUVECs gewonnen wurden [172]. Dabei ergab die Stimulation der HUVECs
sowohl mit PAR 1 - als auch mit PAR 2 - spezifischen Peptiden einen deutlichen Anstieg der
RhoA-Aktivitat. Andere Veroffentlichungen beschreiben die Aktivierung von Rho GTP nach
Stimulation von HUVEC mit PAR 1-spezifischem Peptid als stark, hingegen nach Stimulation mit
PAR 2-spezifischem Peptid als schwach [92].

Die Uberexpression von EFC3 ergab signifikante vollstindige Hemmungen der Luciferase
Aktivitaten nach Stimulation der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 in Kombination mit
dem EPC Rezeptor mit den Serinproteinasen Thrombin, rhAPC und Faktor Xa sowie mit
TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH (vergleiche auch Abb. 4-64 und 4-65). Diese Ergebnisse
lassen den Schluss zu, dass die Signalvermittlung beider Proteinase aktivierbarer Rezeptoren im
SRE abhéngigen Luciferase Assay Rho vermittelt ist. Bestatigt werden unsere Ergebnisse durch
andere Publikationen, die eine Hemmung der SFLLR induzierten SRE abh&ngigen Luciferase
Aktivitat nach Uberexpression einer dominant negativen Form von RhoA (RhoT19N) in COS-7-
Zellen beschreiben [94]. Versuche mit dem C3-Transferase Toxin aus Clostridium botulinum
(hemmt RhoA-C) an Endothelzellen ergaben eine Hemmung der Thrombin induzierten Steigerung
der Membranpermeabilitat [200]. Weitere Veroffentlichungen beschreiben eine Rho GTP bzw. Rho
Kinase abhéngige PAR 1-vermittelte Steigerung der Membranpermeabilitat in Endothelzellen [92,
93, 172].

Ein ,,downstream* Effektor von RhoA ist die RhoAbhangige Kinase ROCK [165]. Die Hemmung
dieser Kinase durch Y-27632 (10 uM) in COS-7-Zellen flhrte nach der Beschreibung einiger
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Autoren zu einem fast vollstdndigen Absinken der SRE abh&ngigen Luciferase Aktivitdt nach
Stimulation mit SFLLR. [94]. Dabei wurde diese Hemmung als vergleichbar mit der bei Einsatz des
dominant negativen Rho beschrieben. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Rho vermittelte SRE
Aktivierung durch SFLLRN vollstdndig abhangig ist von ROCK [94]. In unseren Versuchen ergab
die Stimulation der mit der Rezeptorkombination PAR 1 + EPCR transfizierten und mit Y-27632
(30 uM) vorbehandelten HEKTsA201-Zellen mit TFLLRNPNDK-NH2 eine signifikante
Verringerung der Luciferase Aktivitdt (vergleiche Abb. 4-66). Die Stimulation der
Rezeptorkombination PAR 2 + EPCR mit rhAPC und SLIGKV-OH fiihrte ebenfalls nach
Behandlung der Zellen mit Y-27632 zu signifikanten Abnahmen der Luciferase Aktivitaten
(vergleiche Abb. 4-67). Dabei ergab keiner unserer Versuche eine komplette Hemmung der
Luciferase Aktivitait nach Behandlung der HEKTsA201-Zellen mit Y-27632. Das legt die
Vermutung nahe, dass die Signaltransduktion der Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2 in
HEKTsA201-Zellen zu einem gewissen Teil RhoA/ROCK vermittelt ist, dass jedoch die
Aktivierung des SRF zum Teil auch direkt durch RhoA erfolgt. Andere Autoren berichten ebenfalls
von einer reduzierten SRF abhéngigen Promotor Aktivitat nach Behandlung der Zellen mit Y-27632
(10 uM) [151]. Experimente mit Y-27632 (10 uM) an NIH3T3-Zellen (menschliche colorektale
Tumorzellinie) zeigten keine Hemmung der SRE Aktivierung im RNAse Protection Assay [230].
Die Behandlung von HUVECs mit TcdB Toxin, das selektiv die kleinen GTPasen Rho, Rac und
CDC42 hemmt, ergab eine ausgepragte Hemmung der PAR 2- und PAR 1-vermittelten Exozytose
nach Stimulation mit PAR 1- bzw. PAR 2-spezifischen Peptiden [92]. Aus diesen Ergebnissen
wurde geschlossen, dass Rho GTPasen eine wichtige Rolle in der PAR vermittelten Exozytose
spielen. Die Behandlung der HUVECs mit dem C3-Exotoxin erbrachte jedoch keine Hemmung der
PAR 2-Peptid vermittelten Exozytose. Auch die Hemmung der Rho Kinase ROCK mit Y-27632
(10 uM) bzw. H-7 funktionierte nicht. Im Gegensatz dazu bewirkte die Behandlung der HUVECs
(10 pM) mit Y-27632 und Stimulation mit PAR 1 spezifischem Peptid eine markante
Abschwachung der Zellpermeabilitdt. Diese Daten weisen darauf hin, dass die PAR vermittelte
Exocytose RhoGTPase unabhangig ist. Flr die TcdB Toxin verursachte Hemmung miissen andere
Mitglieder der Rho GTPase Familie (z.B Cdc42) verantwortlich sein [92].
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6.1 Zusammenfassung

Die Serinproteinasen a) aktiviertes Protein C (APC), b) Thrombin und c) Faktor Xa kommen
ubiquitér in Prokaryonten und Eukaryonten vor und wirken mit bei der Homd@ostase, der
Fibrinolyse, der Blutgerinnung und beim Proteinverdau. Desweiteren spielen sie eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung der G-Protein gekoppelten Proteinase aktivierbaren Rezeptoren.

Nach den positiven Ergebnissen aus der PROWESS Studie (Protein C Worldwide Evaluation in
Severe Sepsis), die zeigten, dass APC die Mortalitat bei schwerer Sepsis reduzierte, wurden dem
APC neben den antigoagulativen auch antiinflammatorische Wirkungen zugeschrieben. Diese
direkten antiinflammatorischen Wirkungen des APC wurden bisher jedoch nur in vitro
nachgewiesen. Neuere Studien zweifeln diese protektiven Wirkungen an. Demgegeniiber wirken
Thrombin, als Schlusselenzym der Gerinnungskaskade, und Faktor Xa, ebenfalls ein wichtiger
Bestandteil der Blutgerinnung, proinflammatorisch und prokoagulativ. Dabei ist bisher nicht
bekannt, wie APC antiinflammatorische Effekte lber den Proteinase aktivierbaren Rezeptor 1
(PARL1) steuert, wahrend Thrombin bzw. Faktor Xa tber denselben Rezeptor proinflammatorische
Wirkungen hervorrufen. Uber eine Beteiligung des Proteinase aktivierbaren Rezeptors 2 (PAR 2)
bzw. des Sphingosin-1-Phosphat Rezeptors (S1P1) an diesen ,protektiven versus destruktiven*
Effekten ist bisher ebenfalls wenig bekannt. Die weitere Erforschung und Aufklarung dieser
molekularen Wirkungsmechanismen ist von groller Bedeutung flr das pathophysiologische
Verstandnis des Sepsisgeschehens und damit einhergehend fir die Therapie der Sepsis.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten nach Etablierung des SRE abhéngigen Luciferase
Assays die bisher bekannten molekularen Mechanismen der APC-, Thrombin- bzw. Faktor Xa-
Wirkungen in HEKTsA201-Zellen nachgestellt bzw. neue Mechanismen und mdgliche
Unterschiede in der molekularen Wirkungsweise aufgedeckt werden. Das Hauptaugenmerk war
dabei auf die heterotrimeren G-Proteine Ga. 12/13, Ga ¢/11 und Ga i sowie auf die Rho GTPase
Rho bzw. die Rho abhangige Kinase ROCK gerichtet.

In unseren Versuchen konnten wir in mit den Proteinase aktivierbaren Rezeptoren 1 und 2
transfizierten HEKTsA201-Zellen dosis- und zeitabhangige Steigerungen der Luciferase Aktivitaten
durch die Serinproteinasen rhAPC, Thrombin und Faktor Xa sowie durch die PAR aktivierenden
Peptide TFLLRNPNDK-NH2 und SLIGKV-OH feststellen.
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Die Kostimulationen von rhAPC mit Thrombin bzw. Faktor Xa im Luciferase Assay an
HEKTsA201-Zellen ergaben im Gegensatz zur bisher in der Literatur vertretenen Meinung der
protektiven APC Wirkung dosisabhéngige und zeitunabhangige ,,additive Effekte* der Agonisten.
Bezuglich des Rezeptor signalings konnten im Rahmen dieser Arbeit im Luciferase-Assay an
HEKTsA201-Zellen keine Unterschiede von APC gegenuiber Thrombin bzw. Faktor Xa aufgedeckt
werden. Die verschiedenen Experimente zur Hemmung der jeweiligen heterotrimeren G-Proteine
bzw. Rho/ROCK ergaben, dass die Serinproteinasen rhAPC, Thrombin und Faktor Xa Uber Ga
12/13, Ga g/11 und Rho/ROCK wirken, nicht jedoch uber Ga .

Weitere in vitro bzw. in vivo Untersuchungen beztglich einer ,,protektiven APC Wirkung* missen

klaren, ob die hier vorgeschlagenen Mechanismen in vivo bedeutsam sind.

6.2 Summary

The serine proteinases a) APC, b) Thrombin and c) Faktor Xa can be found ubiquitous in
prokaryotes and eukaryotes and exert distinct functions in homeostasis, fibrinolysis, blood
coagulation and protein digest. Furthermore APC, Thrombin and Faktor Xa play an important role
by activating G-Protein coupled Proteinase Activated Receptors.

After it has been shown within the PROWESS-Study (Protein C Worldwide Evaluation in Severe
Sepsis) that APC decreases the mortality of severe sepsis, APC was characterized as not only anti-
coagulant but as also anti-inflammatory. However, direct anti-inflammatory properties of APC were
only shown in vitro. Recent studies challenge these anti-inflammatory effects of APC. In contrast to
these protective properties of APC the properties of both Thrombin and Factor Xa as important key
enzymes in the blood coagulation cascade are pro-inflammatory and pro-coagulant. It is not known
how APC exerts anti-inflammatory effects through the Proteinase Activated Receptor 1, while
Thrombin and Factor Xa exert pro-inflammatory properties through the same receptor. Furthermore
the significance of Proteinase Activated Receptor 2 as well as Sphingosin-1-Phosphate Receptor in
this “protective versus destructive’ process is also not known.

Further investigation and enlightenment of these molecular functions are very important to

understand the pathophysiological pathways in sepsis and sepsis treatment.
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After the establishment of a SRE constrained Luciferase Assay the focus of this study was to
identify molecular mechanisms of APC, Thrombin and Factor Xa on HEKTsA201 cells and to
show possible differences in the signaling pathways. The main focus was dedicated to the
heterotrimeric G proteins Ga12/13, Ga /11 and Ga i as well as to Rho GTPase Rho and the Rho
associated Kinase ROCK.

In the present experiments it was shown that Proteinase Activated Receptors 1 and 2 transfected
HEKTsA201 cells increase Luciferase activity time- and dose-dependently by stimulation with the
serine proteinases rhAPC, Thrombin, Factor Xa and the PAR-activating peptides TFLLRNPNDK-
NH2 and SLIGKV-OH. This is in contradiction to the opinion represented in the literature about
APC acting as an only protective agent. We could show dose-dependent, but time-independent
additive effects of these agonists.

With respect to the receptor signaling no functional differences between the respective serine
proteinases were found. In several heterorimeric G protein and Rho/ROCK restrain tests it was
shown that the serine proteinases rhAPC, Thrombin and Factor Xa promote signaling through
Gal12/13, Ga g/11 und Rho/ROCK, while Ga i signaling was not involved.

Further in vitro and in vivo research concerning the protective properties of APC are needed to

clarify the in vivo relevance of these proposed pathways.
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