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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Atherosklerose

Die Folgeerkrankungen der Atherosklerose wie Herzinfarkt, Schlaganfall und
periphere Durchblutungsstérungen (arterielle Verschlusskrankheit, AVK) stehen als
Todesursachen in den Industrienationen an erster Stelle. Die kardiovaskularen
Risikofaktoren fiir die Ausbildung von Atherosklerose sind bekannt und umfassen unter
anderem Nikotinkonsum, Hypertonie, Ubergewicht, Hyperlipoproteindmie und Diabetes
mellitus. Der genaue Entstehungsmechanismus atherosklerotischer Veranderungen
hingegen ist nicht vollstandig aufgeklart. Lange Zeit wurde die Akkumulation von
Lipiden in der Gefallwand der Pathogenese zugrunde gelegt. Seit einigen Jahrzehnten
betrachtet man die Erkrankung jedoch als deutlich komplexeren Prozess, der

wesentlich durch eine lokale Entziindungsreaktion in der GefaRwand charakterisiert ist.

Zur Entstehung der Atherosklerose hat sich die ,Response-to-Injury“-Theorie
etabliert, nach der am Beginn der Atherosklerose eine Lasion der endothelialen
inneren Arterienwand (Intima) steht (Ross and Glomset, 1976a; Ross and Glomset,
1976b). Diese Theorie wurde inzwischen dahingehend modifiziert, dass eine
Beschadigung nicht zwingend vorhanden sein muss. Neben der anatomischen
Integritat spielt der funktionelle Zustand des Endothels eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung vaskularer Erkrankungen. In der Atherosklerose geht man demzufolge von
einem Funktionsverlust aus, der als endotheliale Dysfunktion bezeichnet wird (Ross,
1999a).

Die endotheliale Dysfunktion zeichnet sich durch eine erhéhte Permeabilitdt fir
Lipoproteine und andere plasmatische Stoffe aus. Infolgedessen kommt es zur
verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen wie E-Selektin und ICAM-1
(interzellulares Adhasionsmolekiil-1) an der endothelialen Zelloberflache (van der Wal
et al.,, 1992). Dies bewirkt zuerst den temporaren Kontakt (,Andocken“ und ,Rollen®)
und dann das feste Anhaften (,Adh&sion“) von Blutzellen wie Monozyten und T-
Lymphozyten an das Endothel. Im weiteren Verlauf infiltrieren vor allem Monozyten
den subendothelialen Raum, was wesentlich durch das Chemokin Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) gesteuert wird (Libby, 2002; Reckless et al., 1999)
(Abb. 1).
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Abb. 1. Folgen der endothelialen Dysfunktion

Die frihesten Veranderungen, die der Bildung von atherosklerotischen Lasionen
vorangehen, finden im Endothel statt. Dabei kommt es zu einer erhdhten endothelialen
Permeabilitat fir Lipoproteine und andere Plasmastoffe, was zur gesteigerten Expression
von Adhasionsmolekiilen und damit zum Anhaften und Einwandern von Leukozyten in
den subendothelialen Raum fiihrt (nach Ross, 1999a).

Die einwandernden Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen, nehmen
oxidiertes low density-Lipoprotein (LDL) auf und werden dadurch zu Schaumzellen,
den charakteristischen Zellen der atherosklerotischen Plaque (Libby, 2002). Diese
Schaumzellen bilden das histopathologische Korrelat der friihen atherosklerotischen

Lasion, die so genannte Fettstreifenlasion (fatty streak) (Abb. 2).

F

o)

Migration
glatter Lipid- Entziindung Plattchen- Eintritt von
Muskelz. akkumulation aggregation Leukozyten

Abb. 2. Friihe atherosklerotische Plaque (fatty streak)

Lipidbeladene Monozyten und Makrophagen (Schaumzellen) sowie T-Lymphozyten
infiltrieren die GefadBwand. Glatte Muskelzellen migrieren aus der Media in die Intima.
Eine lokale Entziindungsreaktion begleitet den atherosklerotischen Prozess (nach Ross,
1999a).
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Wahrend dieses Prozesses sezernieren die eingewanderten Leukozyten
Wachstumsfaktoren und Zytokine (Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukine) und
verursachen dadurch eine Entzindungsreaktion, die im weiteren Verlauf auf tiefere
Bereiche der Gefallwand Ubergreifen kann. Zum einen konvertieren dadurch die
glatten Muskelzellen der medialen GefalRwand vom kontraktilen zum synthetischen
Phanotyp, was zur Migration in die Intima, zur verstarkten Proliferation und zur Bildung
extrazellularer Matrix fuhrt. Folge ist ein allmahlicher Gewebeumbau, der in der
Entstehung einer bindegewebeartigen Kappe resultiert, die im Inneren einen Lipidkern
aufweist (,atherosklerotische Plaque®) (Libby, 2002). Zum anderen regen die
infiltrierenden Leukozyten andere Leukozyten sowie Endothelzellen zur vermehrten
Expression von Adhasionsmolekilen und zur Ausschittung weiterer Zytokine und
Chemokine an (Krishnaswamy et al., 1999). Uber diese positive Riickkopplung wird der

chronisch inflammatorische Prozess in Gang gehalten.

In diesem Zusammenhang wird auch zunehmend die Bedeutung von systemischen
Entzindungsmarkern untersucht. Klinische Studien zeigen erhdhte Plasmaspiegel von
Entziindungsmarkern wie Makrophagen koloniestimulierendem Faktor (MCSF),
Interleukin-1B (IL-1pB), Interleukin-6 (IL-6) und C-reaktivem Protein (CRP) bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung im Vergleich zu gesunden Probanden und verdeutlichen
damit die klinische Relevanz des atherosklerotischen Entziindungsprozesses
(Ikonomidis et al., 1999; Tashiro et al., 1997).

Wahrend Schaumzellen und T-Lymphozyten in der Gefallwand akkumulieren und
apoptotische Zellen und Lipide einen nekrotischen Kern bilden, wandern weitere glatte
Muskelzellen ein und bilden zusammen mit extrazellularer Matrix eine fibrése Kappe,
die die atherosklerotische Plaque vom zirkulierenden Blutstrom trennt und Ursache fir
ein verengtes Gefalllumen ist (Ross, 1999b). Wird die stabile Plaque instabil, zum
Beispiel durch den Abbau extrazellularer Matrix durch Matrixmetalloproteasen, kommt
es zur Ausdiunnung der fibrdsen Kappe, was schliellich durch die Scherkrafte des
Blutstroms eine Plaqueruptur bewirken kann (Libby, 2001). Dadurch kommt der
thrombogene Lipidkern der Plaque in Kontakt mit zirkulierendem Blut, was durch die
Aktivierung der Blutgerinnung eine Thrombusformation mit der Ausbildung eines

akuten Koronarsyndroms zur Folge hat.
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1.2 Tissue Factor und Hadmostase

Zusatzlich zur Mdglichkeit einer Plaqueruptur wird durch die pathophysiologische
Expression von Tissue Factor (TF) in Schaumzellen, Endothelzellen und glatten
Muskelzellen ein prothrombotisches Umfeld geschaffen (Camerer et al., 1996a; Ghrib
et al., 2002; Gorlach et al., 2000; Schecter et al., 1997; Schonbeck et al., 2000; Weis et
al.,, 1991; Wilcox et al.,, 1989). TF ist der Hauptinitiator der extrinsischen
Gerinnungskaskade nach Gewebsverletzung und wird in hohem Male in den
atherosklerotischen Plaques und den arteriellen Thrombi exprimiert und tragt damit zur
Atherothrombose bei (Kato et al., 1996; Marmur et al., 1996; Moons et al., 2002).

TF, ein transmembranes Glykoprotein, ist der zellulare Oberflachenrezeptor fir den
plasmatischen Gerinnungsfaktor VII/VIla (FVII/FVIIa). In Gegenwart von Kalziumionen
und Phospholipiden bindet TF das Zymogen FVII bzw. die aktivierte Serinprotease
FVlla (Ruf et al., 1991; Sabharwal et al., 1995). Der TF/FVlla-Komplex aktiviert in der
Folge die Gerinnungsfaktoren IX und X zu FIXa und FXa, wobei FIXa ebenfalls FX zu
FXa konvertiert. Faktor Xa aktiviert Prothrombin (FIl) zu Thrombin (Flla), was
wiederum die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin katalysiert und schlieRlich in der

Bildung eines unldslichen Fibrinpolymers (Blutgerinnsel) resultiert (siehe Abb. 3).

Gewebsverletzung Kontaktaktivierung

} |
TF-Freisetzung — X
| L
Vil — X
\l
ll «— X Fibrinogen
(G

|

/” Fibrinmonomere

|

18sliches
/ Fibrinpolymer
XMl —> > l
unldsliches

Fibrinpolymer

Abb. 3. Vereinfachtes Schema der Blutgerinnungskaskade

Tissue Factor (TF) steht als Hauptinitiator der extrinsischen Gerinnung (exogenes
System) am Anfang der Gerinnungskaskade, die nach Exposition von TF durch
Gewebsverletzung initiiert wird. 1l: Prothrombin, lla: Thrombin
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Konstitutiv wird TF ausschlieBlich in extra- und perivaskularen Zellen der
GefalRaullenwand, wie Fibroblasten und Perizyten, exprimiert. Erst in Folge einer
Gefalverletzung oder unter pathologischen Bedingungen kommt TF mit dem
zirkulierenden Blut in Verbindung. Wichtigster Inhibitor der Blutgerinnung ist
Antithrombin 1ll, das vor allem FXa und Thrombin hemmt (High, 1988). Die erste Phase
der Gerinnung reguliert Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), der zum grofiten Teil
endothelial exprimiert wird (Bajaj et al., 1990). TFPI bindet FXa und inhibiert danach
Uber die Bildung eines quaterndren Komplexes die enzymatische Aktivitat des
TF/FVlla-Komplexes (Girard et al., 1989).

1.3 Protease-aktivierte Rezeptoren

1.3.1 Struktur, Aktivierungsmechanismus und Regulation

Die Faktoren der Gerinnungskaskade spielen in der Atherosklerose eine
wesentliche Rolle. Zum einen erwachst diese Bedeutung aus ihrer hamostatischen
Wirkung, die die Fibrinablagerung in der atherosklerotischen GefalRwand zur Folge hat.
Zum anderen induzieren die Serinproteasen des Gerinnungssystems intrazellulare
Signaltransduktion in verschiedenen vaskularen Zellen, was Uber die Aktivierung von
spezifischen Oberflachenrezeptoren, den Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR),

vermittelt wird.

PAR umfassen eine Familie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren aus sieben
transmembranen Helices, die durch Serinproteasen irreversibel aktiviert werden
(Coughlin, 2000). Die Rezeptoren zeichnen sich durch einen besonderen
Aktivierungsmechanismus aus: PAR werden an einer spezifischen Stelle innerhalb
ihres extrazellularen N-Terminus proteolysiert, wodurch ein neuer N-Terminus entsteht,
der als ,rezeptorgebundener® Ligand fungiert (tethered ligand). Sechs oder mehr
spezifische Aminosaurereste des neugeschaffenen N-Terminus interagieren mit der
zweiten extrazellularen Schleife des Rezeptors und triggern vermutlich eine
Konformationsdnderung des Rezeptors (Dery et al., 1998; Lerner et al., 1996). Dies
resultiert im jeweils gebundenen heterotrimeren G-Protein in einem Austausch von
Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) und in einer
Dissoziation in die a- und B-/y-Untereinheit, wodurch intrazelluldre Signalkaskaden
initiiert werden (Coughlin, 2000; Dery et al.,, 1998; Grand et al.,, 1996). Dieser
proteolytische Aktivierungsmechanismus kann durch synthetische agonistische Peptide
(AP) umgangen werden, die der Sequenz des neugeschaffenen N-Terminus
entsprechen (Coughlin, 2000) (siehe Abb. 4).
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proteolytische Aktivierung

angebundener Ligand

extrazellular

T™1 T™7

intrazellular

@ COOH

Signaltransduktion

Abb. 4. Schema des Aktivierungsmechanismus der Protease-aktivierten
Rezeptoren

Durch N-terminale proteolytische Spaltung entsteht ein neuer N-Terminus, der als
»-angebundener Ligand“ dient (Rechteck). Dieser bindet Uber die zweite extrazellulare
Schleife (gestrichelt) an den Rezeptor und induziert die intrazelluldre Signaltransduktion
Uber ein G-Protein. Synthetische Peptide, die dem neuen N-Terminus entsprechen
(Peptid-Agonist), sind in der Lage, den Rezeptor Proteolyse-unabhangig zu aktivieren.
TM: Transmembrandomane

PAR werden aufgrund ihres besonderen proteolytischen Aktivierungsmechanismus
auf verschiedene Arten reguliert. Sie kdnnen durch mehrere Proteasen geschnitten
werden und die proteolytische Spaltung des Rezeptors muss nicht notwendigerweise
zur Aktivierung des Rezeptors fiihren. Ganz im Gegenteil kann eine Spaltung an einer
Stelle, die den angebundenen Liganden komplett entfernt, dazu fihren, dass PAR auf
die nachfolgende Proteolyse eines Agonisten nicht mehr reagieren kdnnen (Steinberg,
2005). Abgesehen davon existieren Mechanismen zur Beendigung der
Signaltransduktion, die denen anderer G-Protein gekoppelter Rezeptoren gleichen, wie
Desensitivierung durch Phosphorylierung an Serin-/Threoninresten der
zytoplasmatischen Doméane oder Internalisierung des Rezeptors mit anschlieRender
lysosomaler Degradierung (Bohm et al., 1996a; laccarino et al., 1998; Ishii et al., 1994;

Tiruppathi et al., 2000). Als Mechanismen der Resensitivierung wurden die
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Mobilisierung von Proteinspeichern aus dem Golgi-Apparat und die Neusynthese der

Rezeptoren beschrieben (Béhm et al., 1996a).

1.3.2 Klassifizierung und Genetik

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden vier PAR identifiziert: PAR-1 bis -4. PAR-1 und
PAR-4 werden durch Thrombin und Trypsin aktiviert, PAR-3 nur durch Thrombin und
PAR-2 wird durch Trypsin und Mastzell-Tryptase aktiviert (Connolly et al., 1996;
Ishihara et al.,, 1997; Kahn et al., 1998b; Molino et al.,, 1997a; Nystedt et al., 1994;
Rasmussen et al., 1991; Vouret-Craviari et al., 1995; Vu et al., 1991; Xu et al., 1998).

Die fir PAR-1, -2 und -3 kodierenden Gene finden sich in allen untersuchten
Organismen kolokalisiert auf demselben Genlokus, was auf einen gemeinsamen
genetischen Ursprung hindeutet (Guyonnet Duperat et al., 1998; Kahn et al., 1998a).
Beim Menschen liegen die PAR-1-, PAR-2- und PAR-3-Gene nahe beieinander auf
Chromosom 5g13, wohingegen PAR-4 auf 19p12 lokalisiert ist (Kahn et al., 1998a; Xu
et al.,, 1998). Alle vier Subtypen weisen eine identische Genstruktur aus zwei Exons
auf, die durch ein einzelnes langes Intron unterbrochen werden (Cupit et al., 1999;
Kahn et al., 1998a). Dabei kodiert das erste Exon fur die 5’-untranslatierte Region, das
Startcodon und ein Signalpeptid, wohingegen das zweite Exon flr das Rezeptorprotein
und die 3’-untranslatierte Region kodiert (Kahn et al., 1998a).

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht Uber die unterschiedlichen Charakteristika der vier
bislang bekannten PAR.
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Charakteristika | PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
der PAR
Aktivierende Thrombin Trypsin (1 nM) Thrombin Thrombin (5 nM)
Proteasen (50 pM) Tryptase (1 nM) (0,2 nM) Trypsin (1 nM)
(EC50)
Weitere Trypsin FXa Plasmin
bekannte TF/FVlla TF/FVlla
aktivierende FXa MT-SP1/Matriptase
Proteasen Bakterielle
Proteasen

Inaktivierende | Cathepsin G Cathepsin G
Proteasen Plasmin Plasmin

Proteinase 3 Proteinase 3

Elastase Elastase
Schnittstelle LDPRISFLLRN | SKGRISLIGKV LPIKITFRGAP | PAPRIYPGQV
Agonistische SFLLRN SLIGKV unbekannt GYPGKF
Peptide
Antagonisten BMS-200261

RWJ-56110
Chromoso- 5913 5913 5913 19p12
male
Lokalisation

Tabelle 1. Charakteristika der PAR

Uberblick (ber

aktivierende und

inaktivierende Proteasen der

einzelnen PAR,

proteolytische Schnittstellen jedes PAR, bekannte Peptid-Agonisten, aktuell verfligbare

Antagonisten

1.3.3 PAR-2

und chromosomale Lokalisation des
Ubernommen nach O'Brien et al., 2001; Steinberg, 2005).

jeweiligen

PAR (modifiziert

PAR-2 wurde als zweites Mitglied der PAR-Familie 1994 kloniert und stellt
inzwischen den einzigen PAR dar, der nicht durch Thrombin aktiviert wird (Béhm et al.,
1996b; Nystedt et al., 1995a; Nystedt et al., 1994; Nystedt et al., 1995b). Der Rezeptor

besteht aus 397 Aminosauren (AS) und weist die flir PAR typische Struktur aus sieben

transmembranen Helices sowie ein N-terminales hydrophobes Signalpeptid, das

wahrscheinlich zwischen Thr25 und lle26 abgespalten wird, auf (B6hm et al., 1996b).

Die Expression von PAR-2 wurde in der Vaskulatur, im gastrointestinalen Trakt, in
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der Haut, in der Lunge, im Gehirn, in der Prostata und im Uterus nachgewiesen
(D'Andrea et al., 1998; Nystedt et al., 1995a; Nystedt et al., 1994). Entsprechend
wurden physiologische Wirkungen von PAR-2 im kardiovaskularen und
gastrointestinalen System, in der Haut, im Atmungssystem und in peripheren Nerven
beschrieben (Cocks et al., 1999; Damiano et al., 1999a; Derian et al., 1997; Kawabata,
2002; Vergnolle et al., 2001).

Im Vergleich zu PAR-1-defizienten Mausen, die zu 50% embryonal letal aufgrund
fehlerhafter Gefalkentwicklung sind, entwickeln sich PAR-2-defiziente Mause normal
(Damiano et al., 1999a; Darrow et al., 1996). Dies kann seine Ursache in funktionellen
Redundanzen oder einem moglichen Wechselwirken der PAR untereinander haben.
Eine eindeutige Aussage zur Funktion von PAR-2 lasst sich daher auf der Basis von

Genablationsstudien nicht treffen.

1.3.3.1 PAR-2-aktivierende Proteasen

PAR-2 wird durch Trypsin aktiviert, wobei die proteolytische Spaltung des humanen
Rezeptors zwischen Arg36 und Ser37 stattfindet und Trypsin PAR-2 nur an dieser
Stelle aktivieren kann (Alm et al., 2000; Nystedt et al., 1994). Die Dipeptidsequenz
Ser37-Leu38 scheint dabei eine Hauptrolle bei der Aktivierung zu spielen (Al-Ani et al.,
2004). Trypsin kann PAR-2 im Verdauungstrakt aktivieren, aber in allen anderen
Geweben erscheint Trypsin aufgrund seiner gastrointestinalen Expression als PAR-2-
Agonist unwahrscheinlich. Die Suche nach physiologischen Liganden von PAR-2 fuhrte
zur ldentifizierung der Serinprotease Mastzell-Tryptase, wobei der Glykosylie-
rungszustand von PAR-2 an Asn30 eine wichtige Rolle bei seiner Sensitivitat
gegenlber Mastzell-Tryptase zu spielen scheint (Alm et al.,, 2000; Compton et al.,
2002; Corvera et al.,, 1997; Mirza et al., 1997). Dies konnte die Varianzen in der
Effizienz erklaren, die bei PAR-2-Aktivierung durch Tryptase zu beobachten sind
(Huang et al., 2001; Molino et al., 1997a; Schechter et al., 1998; Steinhoff et al., 2000).

Weitere bekannte Liganden fir PAR-2 sind Gerinnungsfaktoren, wie Faktor Xa
(FXa) und der Komplex aus TF und FVlla bzw. der ternare Komplex aus TF, FVIla und
FX (Camerer et al., 2000b; Koo et al., 2002). Viele PAR-2-Agonisten, wie zum Beispiel
FXa, TF/FVlla oder Trypsin, koénnen allerdings sowohl PAR-2 als auch PAR-1
aktivieren und sind somit keine selektiven Aktivatoren des Rezeptors (Alm et al., 2000;
Camerer et al., 2000b; Molino et al., 1997b; Nystedt et al., 1994; Parry et al., 1996;
Vouret-Craviari et al., 1995; Xu et al., 1998).



Einleitung 10

Eine membrangebundene Serinprotease, deren Substratspezifitat zu PAR-2 mittels
positional scanning synthetic combinatorial library (PS-SCL) und Substrat-
Phagendisplay festgestellt wurde, ist die erst vor einigen Jahren identifizierte
Matriptase/membrane-type serine protease 1 (MT-SP1), die vor allem aufgrund ihrer
ahnlichen Gewebeverteilung einen interessanten Liganden fir PAR-2 darstellt
(Takeuchi et al., 1999).

1.3.3.2 PAR-2im kardiovaskularen System
PAR-2 ist - anders als PAR-1, PAR-3 und PAR-4 - nicht an der Thrombin-

induzierten Plattchenaktivierung beteiligt und wird auch als einziger PAR nicht in
Thrombozyten exprimiert (Chung et al., 2002; Kahn et al., 1999; Mackie et al., 2002;
Nakanishi-Matsui et al., 2000). Unabhangig davon wird PAR-2 eine wichtige Rolle im
kardiovaskularen System zugedacht, so dass im Folgenden auf die Expression und
Funktion von PAR-2 in der Vaskulatur eingegangen werden soll (Hirano and Kanaide,
2003; Maree and Fitzgerald, 2002; Steinberg, 2005).

1.3.3.2.1 PAR-2-Expression in der Vaskulatur

PAR-2 wird in zahlreichen hochvaskularisierten Organen wie Niere, Darm und
Magen im Menschen und in anderen Spezies exprimiert (Nystedt et al., 1994; Nystedt
et al., 1995b). Innerhalb der Blutgefale ist PAR-2 in Endothelzellen und glatten
Muskelzellen lokalisiert (D'Andrea et al., 1998; Hwa et al., 1996; Mirza et al., 1996;
Molino et al., 1998; Molino et al., 1997b; Nystedt et al., 1994). Zudem wurde PAR-2 bei
neugeborenen Ratten in den Kardiomyozyten nachgewiesen (Sabri et al., 2000). Es ist
dabei nicht selten, dass mehr als ein Vertreter der PAR-Familie im gleichen Zelltyp
vorhanden ist. So exprimieren humane Endothelzellen PAR-2, PAR-1 und PAR-3 (Chi
et al., 2001; Mirza et al., 1996; Nystedt et al., 1996; O'Brien et al., 2000; Schmidt et al.,
1998). Des Weiteren wird PAR-2 in Blutzellen wie eosinophilen und neutrophilen

Granulozyten exprimiert (Howells et al., 1997; Miike et al., 2001).

Aktuelle Daten beschreiben die pathophysiologische Expression von PAR-2 in
humanen koronaren atherosklerotischen Lasionen und deuten darauf hin, dass PAR-2
Signalwege nach Gefallverletzung regulieren kénnte (Napoli et al., 2004). Dies lieferte
erstmalig einen Hinweis auf die potenzielle Bedeutung von PAR-2 bei

atherosklerotischen Veranderungen der Gefal3wand.



Einleitung 11

1.3.3.2.2 Funktionelle Bedeutung von PAR-2 im kardiovaskularen System

PAR-2 spielt, ebenso wie PAR-1, eine Rolle bei der Regulation des Gefalitonus,
wobei die Relaxation des Endothels die am haufigsten beschriebene PAR-2-Wirkung
ist (Cicala et al., 1999; Damiano et al., 1999a; Hamilton et al., 1998; McLean et al.,
2002; Sobey et al., 1999).

Abgesehen davon wird PAR-2 eine Rolle bei Verletzungen bzw. bei der
anschlielenden Wundheilung zugeschrieben. In Ratten wird nach Karotisverletzung
durch einen Ballonkatheter die PAR-2-Expression induziert (Damiano et al., 1999b).
Die erhéhte PAR-2-Expression in proliferierenden glatten Muskelzellen der Neointima
nach Karotisverletzung lasst vermuten, dass PAR-2 zur Wundheilung beitragt, da
Wundheilung neben Entziindungsreaktion und Angiogenese eine gesteigerte
Proliferation voraussetzt (Damiano et al., 1999b). Tatsachlich stimulieren PAR-2-
Agonisten wie Trypsin, Tryptase, FXa oder Peptid-Agonisten die Proliferation von
kultivierten humanen aortalen oder arteriellen glatten Muskelzellen - eine Wirkung, die
in humanen Endothelzellen bestatigt wurde (Bono et al., 1997; Bretschneider et al.,
1999; Koo et al., 2002; Mirza et al., 1996).

In vaskularen Entziindungsprozessen nimmt PAR-2 eine bedeutende Position ein.
Die Expression von PAR-2 wird in humanen Endothelzellen durch proinflammatorische
Zytokine wie TNF-o und IL-1a. sowie durch Lipopolysaccharide (LPS) hochreguliert,
was die Beteiligung von PAR-2 an der akuten Entzindungsreaktion deutlich macht
(Nystedt et al., 1996). Die diffuse Verteilung von PAR-2 Uber Zellen aus verschiedenen
Organsystemen weist auf eine Bedeutung in sowohl lokalen als auch systemischen
Entziindungsprozessen hin. Die PAR-2-Aktivierung spielt eine Rolle bei der
Leukozytenrekrutierung, beim Rollen und der anschlieRenden Adharenz an die
GefaBwand (Lindner et al., 2000; Vergnolle, 1999). Im Rattenmodell kommt es nach
Applikation von PAR-2-Agonisten zur Entstehung von Odemen und zur Infiltration von
Granulozyten (Vergnolle et al., 1999). Bedenkt man, dass PAR-2 durch bestimmte
Gerinnungsfaktoren aktivierbar ist, so wird deutlich, dass PAR-2 zur oft genannten
Verbindung zwischen Aktivierung der Gerinnungskaskade und Entzindung beitragen
konnte (Dugina et al., 2002; Welty-Wolf et al., 2001).

1.3.3.3 PAR-2-vermittelte Signaltransduktion

Die Aktivierung von PAR-2 induziert unterschiedliche zellulare Effekte. Beschrieben

wurden Wirkungen auf die Zellproliferation, auf die Differenzierung und auf die
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Freisetzung von Mediatoren wie IL-6, Granulozyten Makrophagen Kkolonie-
stimulierendem Faktor (GM-CSF), Eotaxin und Matrixmetalloproteinase 9 (Akers et al.,
2000; Mirza et al., 1996; Smith et al., 2004; Vliagoftis et al., 2001; Vliagoftis et al.,
2000; Wakita et al., 1997).

Die intrazellularen Signalwege, die durch PAR-2 vermittelt werden, sind nicht
vollstandig charakterisiert. PAR-2 vermittelt die Aktivierung von Phospholipase C (PLC)
und verschiedenen sekundaren Botenstoffen wie Inositol 1,4,5-Trisphosphat (IP3) und
Diazylglyzerol (DAG) in Abhangigkeit von Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen. Diese
Vorgange triggern die Mobilisierung von Kalziumstrémen und die Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) (Bohm et al.,, 1996a; Kaufmann et al., 1998; Molino et al.,
1997a; Molino et al., 1997b; Schultheiss et al., 1997). Bekannte PKC-Isoformen, die
PAR-2-vermittelt aktiviert werden, sind zum Beispiel PKCe oder PKCa (Ahamed and
Ruf, 2004; Myatt and Hill, 2005; Oshiro et al., 2004). Beschrieben wurde aulRerdem
eine G-Protein-abhangige Aktivierung der SH2-homologen Protein-Tyrosinphos-
phatase (SHP2) nach PAR-2-Aktivierung (Yu et al., 1997).

Zusatzlich existieren Signalwege, die die Aktivierung von Kinasen beinhalten und
inflammatorische Antworten vermitteln kdnnen (Kawao et al., 2005; Koo et al., 2002).
So gibt es Daten Uber eine PAR-2-mediierte Aktivierung der p42/44-Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK), die PKC-unabhangig zu sein scheint. Auf der anderen Seite
wurde eine zumindest zum Teil PKC-abhangige Aktivierung der c-Jun N-terminalen
Kinase (JNK) und p38-MAPK beschrieben (Kanke et al., 2001; Kanke et al., 2005).
Dieser Signalweg beinhaltete die Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuklearer
Faktor kB (NF-xB) und seiner stromaufwarts geschalteten regulierenden Kinase [«B
Kinase (IKK). Frihere Studien zeigten im Gegensatz dazu, dass PAR-2 in aortalen
glatten Muskelzellen der Ratte eine selektive Aktivierung von p38, nicht aber von JNK
vermittelt (Belham et al., 1996).

Diese Daten lassen vermuten, dass PAR-2 =zelluldre Antworten durch die
Aktivierung verschiedener Kinasen-Signalwege wie p42/44, JNK, p38 oder IKK
zelltypspezifisch vermittelt und impliziert, dass unterschiedliche PKC-Subtypen

regulierende Funktionen innehaben.
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1.4 PAR-2-Aktivierung durch den TF/FVIla-Komplex

PAR-2 wird durch verschiedene Proteasen aktiviert, wobei hier unter anderem
Gerinnungsfaktor Vlla im Komplex mit seinem Rezeptor Tissue Factor angenommen
wird (Camerer et al., 2000b; Marutsuka et al., 2002).

1.4.1 Tissue Factor

Der Transmembranrezeptor Tissue Factor (TF) ist nach Interaktion mit seinem
Liganden FVlla der Hauptausldser der extrinsischen Gerinnung. Abgesehen von dieser
hamostatischen Funktion wird TF mit verschiedenen pathophysiologischen Prozessen
in Verbindung gebracht (Mackman, 2004; Pendurthi and Rao, 2002; Ruf and Mueller,
1996). Die Inaktivierung von TF im Mausmodell hat einen embryonal letalen Phanotyp
aufgrund defizienter BlutgefaRentwicklung des Dottersacks zur Folge (Carmeliet et al.,
1996). Im Gegensatz dazu beeintrachtigt die FVII-Defizienz die normale embryonale
Entwicklung nicht, auch wenn perinatale schwere Blutungen zum Tod filhren (Rosen et
al., 1997). TF kdnnte daher unabhangig von der Fibrinbildung zur Embryogenese
beitragen. Auch die Struktur eines Klasse Il Zytokinrezeptors deutet darauf hin, dass
TF als ,echter® Rezeptor wirksam ist, der - neben seiner Funktion als Ausldser der

Gerinnung - intrazellulare Signaltransduktion vermittelt (Bazan, 1990).

In zahlreichen in vivo- und ex vivo-Studien wurden Wirkungen von TF auf
verschiedene biologische Prozesse wie Inflammation, Angiogenese, embryonale
Vaskularisierung und Tumormetastasierung beschrieben, die das wachsende Interesse
an einer TF-vermittelten Signaltransduktion begriinden (Bromberg et al., 1995;
Bromberg et al., 1999; Carmeliet et al., 1996; Erlich et al., 1999; Koomagi and Volm,
1998; Mueller and Ruf, 1998; Ruf and Mueller, 1996; Watanabe et al., 1999).

1.4.2 TF/FVlla-induzierte Signaltransduktion - Rolle von PAR-2

Der Komplex aus TF und FVlla induziert intrazellulare Signale, die Kalziumstréme
mobilisieren und MAPK aktivieren (Camerer et al., 1996a; Poulsen et al., 1998;
Rottingen et al., 1995; Sorensen et al., 1999). Um zu untersuchen, wie die TF/FVlla-
induzierte Signaltransduktion zu pathophysiologischen Veranderungen beitragen
konnte, wurde die Regulation der Genexpression untersucht (Camerer et al., 2000a;
Pendurthi et al., 2000; Pendurthi et al., 1997). Die Analyse spezifischer Transkripte
zeigte dabei unter anderem eine verstarkte Expression des Urokinase Plasminogen-

Aktivator-Rezeptors (UPAR), des Transkriptionsfaktors early growth response 1 (egr-1)



Einleitung 14

und des Zytokins Interleukin-8 (IL-8) nach FVlla-Stimulation TF-exprimierender Zellen
wie Fibroblasten, Tumorzellen oder Keratinozyten (Camerer et al., 1999; Taniguchi et
al., 1998; Wang et al., 2002).

Da die untersuchten TF/FVlla-induzierten Signalkaskaden katalytisch aktiven FVlla
voraussetzten und unabhangig von der zytoplasmatischen Domane von TF waren,
vermuteten Camerer und Kollegen, dass die durch FVlla ausgelésten Kalziumstrome
durch einen PAR vermittelt werden und gingen von TF als ,Andockstation” flir FVlla
aus (Camerer et al., 1996b). Bis vor kurzem war unklar, ob einer der vier bekannten

oder ein neuer PAR die Signale ins Innere der Zelle transduziert.

Nachfolgende Versuche identifizierten PAR-2 und, in geringerem Ausmaf, PAR-1
als die durch TF/FVlla aktivierten PAR (Camerer et al., 2000b; Riewald and Ruf, 2001).
Andere Studien zeigten eine PAR-2-abhangige TF/FVlla-induzierte Migration von
vaskularen glatten Muskelzellen (Marutsuka et al., 2002). Diese Daten lassen daher
vermuten, dass der TF/FVlla-Komplex Uber die Aktivierung von PAR-2 intrazellulare

Signalwege induziert.

1.4.3 Bedeutung der zytoplasmatischen Doméane von TF

Einige heterologe Expressionsstudien zeigten, dass die zytoplasmatische Domane
von TF nicht notwendigerweise flir TF/FVlla-induzierte Signalwege erforderlich ist
(Camerer et al., 1999; Sorensen et al., 1999; Versteeg et al., 2002). Andere Studien
lassen hingegen vermuten, dass TF als Rezeptor Signale Uber seine zytoplasmatische

Domane transduzieren kann bzw. ihr eine regulatorische Funktion zukommt.

Schon 1992 wurde in diesem Zusammenhang eine PKC-abhangige
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domé&ne als Reaktion auf Phorbol-12-
Myristat-13-Azetat (PMA) nachgewiesen, was auf Regulation der Rezeptoraktivitat und
Signaltransduktion hinweist (Zioncheck et al., 1992). Die Phosphorylierung konnte in
vitro an den Aminosaureresten Ser253 und Ser258 gezeigt werden (Mody and Carson,
1997). Neuesten Daten zufolge wird durch eine PKC-abhangige Phosphorylierung an
Ser253 eine darauf folgende Phosphorylierung an Ser258 durch eine Prolin-gerichtete
Kinase verstarkt (Dorfleutner and Ruf, 2003). Die Phosphorylierung an Ser258 wird
dabei durch eine Palmitoylierung an Cys245 gehemmt (siehe Schema Abb. 5). Die
reversible Thioesterbindung von Palmitat an die Sulfhydrylgruppe eines Cysteins ist ein
typisches Merkmal vieler membrangebundener Proteine und kénnte der Verankerung
von Signalmolekilen auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran dienen
(Casey, 1995; Dunphy and Linder, 1998).
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Funktionell wurde die Bedeutung der zytoplasmatischen Domane von TF in einem
Modell hamatogener Metastase aufgezeigt, da nach Deletion der zytoplasmatischen
Doméne von TF bzw. nach Mutation der Phosphorylierungsstellen Ser253 und Ser258
die TF-induzierte Metastase reduziert wird (Bromberg et al., 1995; Bromberg et al.,
1999; Mueller and Ruf, 1998). Abe und Kollegen wiesen nach, dass die
zytoplasmatische Domane von TF fir die Produktion von vaskulo-endothelialem
Wachstumsfaktor (VEGF) in Melanomzellen essenziell ist, und zwar unabhangig von
seinem Liganden FVlla (Abe et al., 1999). Des Weiteren wurde die Interaktion der
zytoplasmatischen TF-Domane mit Aktin-bindendem Protein 280 (ABP-280)
nachgewiesen, welche Abhangigkeit von den Phosphorylierungen von Ser253 und
Ser258 aufwies (Ott et al., 1998). Uber diese Wechselwirkung koénnte TF die
Zellmotilitdt bzw. Gewebeumbildungen beeinflussen (Cunningham et al., 1992; Ott et
al., 1998). Studien an transgenen Mausen, die TF mit deletierter zytoplasmatischer
Domane exprimieren (TFAzyt), lassen zudem eine Rolle der zytoplasmatischen
Domane bei der NF-kB-Aktivierung, Zytokinproduktion und Leukozytenrekrutierung

nach Sepsis vermuten (Sharma et al., 2004).

Interessanterweise gibt es erste Hinweise darauf, dass die zytoplasmatische
Doméane von TF auf die PAR-2-vermittelte Signaltransduktion einwirken kann. So
beschrieben Ahamed und Kollegen eine PKCa-abhangige Phosphorylierung der
zytoplasmatischen Domane von TF nach Aktivierung von PAR-2 durch den ternaren
Komplex aus TF/FVlla/FXa (Ahamed and Ruf, 2004). Diese Phosphorylierung hebt
dabei offenbar eine negativ regulatorische Wirkung der zytoplasmatischen Domane
von TF auf die PAR-2-vermittelten Angiogenese auf (Belting et al., 2004) (siehe
Schema Abb. 5). In Okulargewebe wurde dabei die Kolokalisation von PAR-2 und
phosphoryliertem TF gezeigt, die Voraussetzung fur diese Interaktion ware (Belting et
al., 2004). Bislang ist allerdings unklar, ob sich diese Regulation der PAR-2-Wirkung
durch die zytoplasmatische Domane von TF auf andere Zellen und/oder zellulare

Prozesse Ubertragen lasst.
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Abb. 5. Hypothetisches Schema der Regulation der PAR-2-vermittelten Signaltrans-
duktion durch die zytoplasmatische Domane von Tissue Factor (TFzyt)

Eine durch Aktivierung von PAR-2 ausgeléste PKCa-abhangige Phosphorylierung (P) an
Ser253 der TFzyt und eine darauf folgende Phosphorylierung an Ser258 heben die negative
Regulation der TFzyt auf die PAR-2-vermittelte Signaltransduktion auf. Die Phosphorylierung an
Ser258 wird dabei wiederum negativ durch eine Palmitoylierung (Pam) an Cys245 reguliert. Das
Schema zeigt die Aktivierung von PAR-2 durch den ternaren Komplex aus TF, FVIla und FXa.
Pfeile bedeuten stimulierende Effekte, senkrecht aufeinander stehende Linien zeigen
hemmende Effekte an.

1.5 MT-SP1/Matriptase — ein neuer PAR-2-Aktivator?

MT-SP1/Matriptase/Suppressor of tumorigenicity 14 (ST14)/Tumor-associated
differentially expressed gene-15 (TADG-15) wurde urspringlich in humanen
Brustkrebszellen identifiziert und aufgrund des Molekulargewichtes und der
Eigenschaft, Gelatine zu degradieren, zuerst als Gelatinase angesehen (Lin et al.,
1997; Shi et al.,, 1993). Dabei wurden sowohl lésliche als auch membranstandige
Formen der Protease nachgewiesen. Die lIsolierung aus humaner Milch und die
nachfolgende Sequenzanalyse ergaben, dass es sich bei Matriptase um ein Trypsin-
ahnliches Protein aus 683 Aminosauren (AS) handelt, das mehrere unterschiedliche
Domanen, unter anderem eine C-terminal gelegene Serinproteasedomane, aufweist
(Lin et al., 1999b). Die Bezeichnung Matriptase wurde zur Verdeutlichung der
matrixdegradierenden und trypsindhnlichen Eigenschaften des Proteins gewahlt (Lin et
al., 1999b). Unabhangig von der Gruppe um Lin charakterisierten Takeuchi et al. eine
trypsindhnliche Typ Il transmembrandre Serinprotease in einer humanen
Prostatakrebszelllinie, die von ihnen als MT-SP1 (membrane-type serine protease 1)

bezeichnet wurde (Takeuchi et al., 1999). Diese Protease aus 855 AS verfiigte Uber
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zwei Tandemwiederholungen einer CUB-Doméane (Komplementfaktor C1r/C1s -
embryonales Seeigelprotein UEGF - Knochen-morphogenetisches Protein BMP) und
vier Tandemwiederholungen der low-density lipoprotein-Rezeptor (LDLR)-Domaéane, die
sich zwischen der N-terminalen zytosolischen und transmembranaren und der C-
terminalen katalytischen Doméane befinden (Abb. 6) (Lin et al., 1999b; Takeuchi et al.,
1999). Die Aminosauresequenz von MT-SP1/Matriptase weist eine N-terminale
hydrophobe Sequenz aus 27 Aminosaureresten (AS 55-81) auf, die, vergleichbar zu
Sequenzen in Hepsin oder Enterokinase, ein putatives Signalpeptid darstellt (Kitamoto
et al., 1994; Leytus et al., 1988). Falls dieses nicht durch Signalpeptidasen geschnitten
wird, konnte es der Verankerung in der Zellmembran dienen (Takeuchi et al., 1999).
Das aktive Zentrum von MT-SP1/Matriptase weist die klassische katalytische Triade
der Serinproteasen auf und besteht aus His656, Asp711 und Ser805. Das MT-
SP1/Matriptase-Gen ist auf Chromosom 11924-q25 lokalisiert und besteht aus 19
Exons (Zhang et al., 1998).

Met1 Val615 Val855

HZNL:— i { M X )

™ CUB1 cuB2 LDLR

COOH

" Serinprotease-
Doméne

Abb. 6. Struktur von MT-SP1/Matriptase

Neben einer N-terminalen Transmembranregion (TM) verfiigt MT-SP1/Matriptase Uber
mehrere regulatorische Einheiten (zwei CUB-Domanen, vier Tandemwiederholungen
einer LDL-Rezeptordoméne (LDLR)) wund eine C-terminale extrazellulédre
Serinproteasedomane, die eine katalytische Triade (His656, Asp711, Ser805) im aktiven
Zentrum aufweist. Die Aktivierung von MT-SP1/Matriptase erfolgt durch Proteolyse
zwischen Arg614 und Val615, wobei das katalytische Fragment mit dem
nichtkatalytischen N-terminalen Fragment Uber eine Disulfidbriicke (S-S) verbunden
bleibt.

Es stellte sich heraus, dass es sich bei der loslichen, von Lin identifizierten
Matriptase um ein Teilprotein des von Takeuchi beschriebenen membranstandigen
MT-SP1-Proteins handelte. Es wird vermutet, dass die kurzere Proteinform entweder
durch Abspaltung der Ektodomane entsteht oder dass es sich um das Produkt
alternativen SpleiRens handeln kénnte (Benaud et al., 2001; Cho et al., 2001; Friedrich
et al., 2002; Takeuchi et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wird MT-SP1/Matriptase
aus Griinden der Ubersichtlichkeit in Abbildungen als MT-SP1 bezeichnet.
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1.5.1 Substratspezifitat

Die Substratspezifitit von MT-SP1/Matriptase wurde mit Hilfe einer positional
scanning synthetic combinatorial library (PS-SCL) und durch Substrat-Phagendisplay
ermittelt (Takeuchi et al., 2000). Dabei ergaben sich als bevorzugte Schnittstellen
Arg/Lys an P4 und basische Reste oder GIn an P3, Aminosauren mit kleinen
Seitenketten fir P2, Arg oder Lys an P1 und Ala an P1'. Dieses Spezifitatsprofil
stimmte mit den Schnittstellen bekannter Proteine wie PAR-2, einzelkettigem
Urokinase Plasminogen-Aktivator (uPA), Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) sowie
der Vorlauferform von MT-SP1/Matriptase Uberein (Lee et al., 2000; Takeuchi et al.,
2000). Die Proteolyse von uPA und HGF durch MT-SP1/Matriptase wurde mittels
Western-Blot durch den Nachweis der jeweiligen Spaltprodukte bestatigt (Lee et al.,
2000; Takeuchi et al., 2000). Die Proteolyse von PAR-2 durch MT-SP1/Matriptase
wurde anhand von Kalziumoszillationen in Xenopus-Oozyten, die mit PAR-2-cDNA
transfiziert wurden, indirekt nachgewiesen, wobei PAR-1-, -3- und -4-exprimierende
Oozyten keine MT-SP1/Matriptase-induzierten Kalziumstrome zeigten (Takeuchi et al.,
2000).

1.5.2 HAI-1 als Inhibitor von MT-SP1/Matriptase

Wahrend MT-SP1/Matriptase in humanen Brustkrebszellen als ungebundenes
Enzym beschrieben wurde, findet sich MT-SP1/Matriptase in humaner Milch und
normalem Gewebe komplexiert mit dem Inhibitor HAI-1 (HGF-Aktivator Inhibitor 1) (Lin
et al.,, 1999a). In Brustepithelzellen wurde gezeigt, dass hauptsachlich die aktive Form
von MT-SP1/Matriptase mit HAI-1 komplexiert ist (Lee et al., 2005b). Bei diesem
Inhibitor handelt es sich um ein membrangebundenenes Glykoprotein aus zwei
extrazellularen Kunitz-Typ-Serinproteaseinhibitor-Domanen, einer extrazellularen
LDLR-Doméane, einer Transmembrandomane und einer kurzen, C-terminalen
zytoplasmatischen Domane. HAI-1 ist ein Typ | transmembranes Protein, dessen
Struktur seine Wirkung an der Zelloberflache sichert (Kataoka et al., 2003). Es wurden
allerdings auch ldsliche Formen von HAI-1 beschrieben, die vermutlich proteolytisch
geschnitten sind und denen die C-terminale hydrophobe Region fehlt (Shimomura et
al.,, 1999). Neben MT-SP1/Matriptase ist der Aktivator von HGF (HGFA) als Substrat
von HAI-1 bekannt (Shimomura et al., 1997).



Einleitung 19

1.5.3 Expression

MT-SP1/Matriptase-mRNA findet sich in epithelialen Geweben wie Prostata, Niere,
Lunge, DUnn- und Dickdarm, Magen und Plazenta, sowie in Milz, Leber, Leukozyten
und Thymus (Takeuchi et al., 1999). Dabei ist MT-SP1/Matriptase in der Epithelschicht
der epithelhaltigen Gewebe und dort in allen unterschiedlichen Epitheltypen lokalisiert
(Oberst et al., 2003a; Satomi et al., 2001).

Die Expression von MT-SP1/Matriptase findet sich zudem in hohem Male in
Prostata-, Brust- und Kolonkarzinomen, und zwar sowohl in vivo als auch in vitro
(Oberst et al., 2001). Nicht nur durch erhéhte MT-SP1/Matriptase-Expression zum
Beispiel in Brustkrebsgewebe, sondern auch durch ein Ungleichgewicht zwischen MT-
SP1/Matriptase und dem Inhibitor HAI-1 zugunsten einer verstarkten MT-
SP1/Matriptase-Aktivitdat kann die Entstehung maligner Tumoren beglnstigt werden
(Kang et al., 2003a; Oberst et al., 2002). Auch eine deregulierte Aktivierung und eine
veranderte subzelluldre Lokalisation der Protease kdnnte zur Brustkrebsprogression
beitragen (Benaud et al.,, 2002a). In immortalisierten Brustepithelzellen wird MT-
SP1/Matriptase an den Zell-Zell-Kontakten nach Stimulation mit Serum oder
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) aktiviert (Benaud et al., 2001; Benaud et al., 2002b;
Hung et al., 2004). In Brustkrebszellen jedoch ist MT-SP1/Matriptase konstitutiv aktiv
und befindet sich angesammelt in Membranauffaltungen (membrane ruffles) — eine
Relokalisation, die MT-SP1/Matriptase von einer gut regulierten Protease zu einer
invasiven Protease an den fihrenden Enden von Krebszellen konvertieren kdnnte
(Benaud et al., 2002a).

Erst kirzlich wurde erstmalig die Expression von MT-SP1/Matriptase in
mikrovaskularen Endothelzellen nachgewiesen, wodurch eine Bedeutung von MT-

SP1/Matriptase im GefalRsystem maoglich erscheint (Aimes et al., 2003).

1.5.4 Funktion

Das Expressionsmuster in normalem Gewebe lasst eine ubiquitdre Funktion des
Enzyms in der Biologie oberflachenauskleidender Epithelzellen vermuten. Tats&chlich
wurde MT-SP1/Matriptase als essenzielle Komponente in der Profilaggrin-
Prozessierung in Keratinozyten und als Hauptregulator der epidermalen
Ausdifferenzierung beschrieben (List et al., 2003). Diese Bedeutung in der Ausbildung
der Epidermis bestatigt sich in MT-SP1/Matriptase-defizienten Mausen: Das
Maushomolog zu MT-SP1/Matriptase wurde als Epithin bezeichnet und Epithin-
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defiziente Mause zeigten die Bedeutung von MT-SP1/Matriptase fir das postnatale
Uberleben auf, da die M&use binnen 48h nach der Geburt an einer unvollstandigen
epidermalen Grenzschicht der Haut durch Dehydrierung starben und zudem eine
fehlerhafte Entwicklung der Haarfollikel und eine erhéhte Thymozytenapoptose
aufwiesen (Kim et al., 1999; List et al., 2002).

Die Expression von MT-SP1/Matriptase in Tumorgewebe und Tumorzelllinien deutet
auf eine wichtige Rolle bei Tumorinvasion und Metastasierung hin. Bestatigt wird dies
durch die Reduktion von Tumorwachstum und Metastasierung im Rattenmodell nach
Hemmung des Enzyms (Takeuchi et al., 1999). In der Tat wird MT-SP1/Matriptase bis
zum heutigen Zeitpunkt ausschlielich mit tumorbiologischen Prozessen in Verbindung
gebracht. Die Identifizierung der in vitro-Substrate von MT-SP1/Matriptase lasst
vermuten, dass MT-SP1/Matriptase die durch diese Substrate vermittelten Funktionen
in vivo regulieren konnte, wie Zell-Zell-Adhasion, Tumorwachstum und Metastasierung
im Falle von uPA und HGF (Gibson et al., 1998; Nusrat et al., 1994). Durch die
Identifizierung von PAR-2 als potenziellem MT-SP1/Matriptase-Substrat erscheint auch

eine Rolle von MT-SP1/Matriptase im kardiovaskularen System denkbar.

1.5.5 Aktivierung von MT-SP1/Matriptase

Die Aktivierung von MT-SP1/Matriptase erfordert die proteolytische Spaltung an
einem kanonischen Aktivierungsmotiv. und bewirkt die Konvertierung vom
einzelkettigen Zymogen zur zweikettigen, aktiven Serinprotease (Benaud et al., 2001).
Die Spaltung findet zwischen Arg614 und Val615 innerhalb eines ArgValValGlyGly-
Motivs statt, das dem charakteristischen ArglleValGlyGly-Motiv anderer Serinproteasen
ahnelt (Lin et al., 1999b). Eine innerhalb der Serinproteasen konservierte
intramolekulare Disulfidbriicke verbindet dabei das katalytische Fragment mit dem N-
terminalen Rest und wird bei MT-SP1/Matriptase zwischen Cys604 und Cys731
ausgebildet (siehe Abb. 6). Cys731 entspricht dabei Cys122 gemall Chymotrypsin-
nomenklatur (siehe MT-SP1/Matriptase-Sequenz in Abschnitt 2.1.10.1).

Interessanterweise entsteht die aktivierende Spaltung vermutlich nicht durch andere
Proteasen, da die MT-SP1/Matriptase-Aktivierung das eigene aktive Zentrum, die
nichtkatalytischen Domanen und sogar seinen Inhibitor HAI-1 erfordert (Oberst et al.,
2003b). Sphingosin-1-Phosphat scheint dabei die Translokation von MT-
SP1/Matriptase und dessen Inhibitor HAI-1 in Zell-Zell-Kontakte zu vermitteln (Oberst
et al, 2005). Es ware moglich, dass der MT-SP1/Matriptase-Aktivierung eine
Autoaktivierung durch  schwach proteolytische MT-SP1/Matriptase-Zymogene
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vorangeht, was die Dimerisierung oder Oligomerisierung von MT-SP1/Matriptase-
Molekllen voraussetzen wirde, wie dies zum Beispiel bei Caspase 8 beobachtet wird
(Yang et al., 1998). Von Krebszelllinien wird vorrangig die unkomplexierte
Zymogenform von MT-SP1/Matriptase sezerniert, wobei Krebszelllinien, die zusatzlich
Trypsin sezernieren, die aktive Form von MT-SP1/Matriptase ohne den Inhibitor HAI-1
ins Medium abgeben (Jin et al., 2005; Lin et al., 1999b). Die beiden Serinproteasen
Trypsin und MT-SP1/Matriptase kénnten daher kooperativ die extrazellulare Proteolyse

im Gewebe steigern.

1.6 Zytokine als Modulatoren der Atherogenese

Zyokine, Chemokine (chemotaktische Zytokine) und ihre Rezeptoren spielen in den
verschiedenen Phasen der Atherosklerose eine entscheidende Rolle als Modulatoren
der Entziindungsreaktion. So verstarken Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-
a), Interleukin-1 (IL-1) und IL-6 die Bindung von low-density lipoprotein (LDL) an die
Endothel- und glatten Muskelzellen der atherosklerotischen Gefaldwand (Gierens et al.,
2000; Hajjar and Haberland, 1997; Hofnagel et al., 2004; Stopeck et al., 1993).

Chemokine stellen eine Untergruppe der Zytokine dar und bestehen aus kleinen
Molekilen von 8 bis 10 kDa, die klassischerweise eine Rolle bei der
Leukozytenrekrutierung spielen. In den letzten Jahren etablierte sich die Ansicht von
Chemokinen als Aktivatoren von Leukozyten und Vermittlern von Entzindungs-
reaktionen, was ihre Bedeutung in der Atherosklerose begriindet (Reape and Groot,
1999; Terkeltaub et al., 1998).

Interleukin-8 (IL-8 oder CXCL8) gehdrt zur Familie der CXC-Chemokine und wirkt
als starker chemotaktischer Faktor fir Neutrophile. Das inflammatorische Zytokin wird
von vielen verschiedenen Zelltypen als Antwort auf proinflammatorische Stimuli wie IL-
1, TNF, Lipopolysaccharide (LPS) und Viren produziert, unter anderem von
Monozyten/Makrophagen, T-Zellen, Neutrophilen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Keratinozyten. Die Synthese von IL-8 kann dabei auf verschiedene Arten reguliert
werden. In der Promotorregion des IL-8-Gens sind mehrere cis-Elemente wie
Bindungsstellen fur AP-1 (activator protein-1), C/EBP (CCAAT/enhancer binding
protein) und NF-kB (nuklearer Faktor «B) lokalisiert, deren Regulation zelltypspezifisch
zu sein scheint (Kunsch et al., 1994; Roebuck, 1999; Yasumoto et al., 1992). Der
Transkriptionsfaktor NF-xB hat sich dabei als einer der wichtigsten Regulatoren in

Entziindungsreaktionen herauskristallisiert. Er induziert nicht nur Chemokine wie IL-8,
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IL-6 und IL-1, sondern auch TNF-a, Adhasionsmolekile (Selektine, vaskulares
Zelladhasionsmolekil-1 (VCAM-1), interzellulares Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1)) und
Gerinnungsfaktoren (Tissue Factor, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1) (Ferran et al.,
1995; Umezawa et al., 2000).

Die Funktion von IL-8 besteht hauptsachlich im Anlocken von Neutrophilen an
Entziindungsorte und in deren Aktivierung. IL-8 bindet an zwei G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren heptahelikaler Struktur, die als CXCR-1 und CXCR-2 bezeichnet werden.
Das atherogene Potenzial von IL-8 zeigt sich in seiner Induktion durch
Cholesterinbeladung von Makrophagen und seiner Expression in den Schaumzellen
von humanem Atherom (Wang et al., 1996). Diese Induktion konnte ebenfalls fir
Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) gezeigt werden. Zudem vermittelt das
Maushomolog zu humanem IL-8 die Akkumulation von Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen (Boisvert et al., 1998). Klinische Bedeutung erlangt IL-8
als diagnostischer Marker, da erhohten IL-8-Plasmawerten eine wichtige Rolle bei der

Entstehung der koronaren Herzkrankheit zugeschrieben wird (Boekholdt et al., 2004).

In vivo-Studien zeigen, dass das CC-Chemokin MCP-1, ein Schlisselmediator in
der Monozytenrekrutierung, zusammen mit seinem Rezeptor CCR2 einen Vermittler
des atherogenen Prozesses darstellt (Aiello et al., 1999; Boring et al., 1998; Dawson et
al., 1999; Gosling et al., 1999; Gu et al., 1998). Die Infiltration der GefaRwand durch
Monozyten wird dabei wesentlich durch MCP-1 vermittelt (Reckless et al., 1999).
Zudem ist bekannt, dass MCP-1 zur erneuten Gefallverengung (Restenose) nach
Ballondilatation im Tiermodell beitragt (Mori et al., 2002; Usui et al., 2002).

Interleukin-6 (IL-6) spielt eine Rolle bei der Akkumulation von Leukozyten und
Makrophagen in der atherosklerotischen Plaque (Schieffer et al., 2004). Klinische
Studien zeigen erhohte IL-6-Spiegel im Blutkreislauf von Herzinfarktpatienten und
schreiben IL-6 eine Rolle bei der erneuten Gefallverengung nach Koronarintervention
zu (lkeda et al., 2001). Auch in der atherosklerotischen GefalRwand findet sich eine
erhohte Expression von IL-6 und IL-8 (Rus et al.,, 1996). Chemokine und Zytokine
spielen daher eine Schllsselrolle bei der Entstehung und Perpetuierung der

Atherosklerose.
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1.7 Ziel dieser Arbeit

Atherosklerose wird heute als chronische Entziindung der betroffenen Gefalie
angesehen und ursachlich auf einen Funktionsverlust der endothelialen
Gefalinnenwand zurlckgefuhrt. Dabei scheint der Protease-aktivierte Rezeptor 2
(PAR-2) eine wichtige Rolle als Vermittler der inflammatorischen Reaktion zu spielen.
PAR-2 ist ein G-Protein-gekoppelter heptahelikaler Rezeptor, der durch proteolytische
Spaltung an seinem N-Terminus irreversibel aktiviert wird. Als einziger der vier
bekannten Protease-aktivierten Rezeptoren wird PAR-2 nicht durch den
Gerinnungsfaktor Thrombin, sondern durch Trypsin, Mastzell-Tryptase und die
Gerinnungsfaktoren Tissue Factor/FVlla und FXa aktiviert. PAR-2-Expression findet
sich innerhalb des Gefallsystems in Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Leukozyten. In dieser Arbeit wurde die Frage nach einem neuen, selektiven
physiologischen Agonisten von PAR-2 in der Vaskulatur aufgeworfen, welcher tber
Aktivierung von PAR-2 zum atherosklerotischen Entzindungsprozess beitragen
konnte. Die Trypsin-dhnliche, transmembrane Serinprotease MT-SP1/Matriptase
besitzt eine biochemisch gezeigte Substratspezifitdt fir PAR-2, so dass eine
kardiovaskulare Bedeutung von MT-SP1/Matriptase maoglich erscheint. Auch die
kirzlich nachgewiesene Expression von MT-SP1/Matriptase in mikrovaskularen
Endothelzellen kdnnte auf eine Rolle im Gefalisystem hinweisen. Funktionell wird MT-
SP1/Matriptase bis zum heutigen Zeitpunkt ausschlief3lich mit Tumorwachstum und
Metastasierung in Verbindung gebracht, so dass geklart werden sollte, inwieweit MT-
SP1/Matriptase eine Bedeutung im Gefallsystem bzw. bei der Pathogenese vaskularer

Erkrankungen zukommen koénnte.
Diese Arbeit beschéftigte sich daher mit folgenden Fragestellungen:

1. Wirkt die rekombinant exprimierte katalytische Domane von humaner MT-
SP1/Matriptase proinflammatorisch und/oder prothrombotisch in primaren

humanen Endothelzellen?
2. Wird dieser zellulare Effekt Gber die Aktivierung eines PAR vermittelt?

3. Welche intrazellularen Signalwege werden durch MT-SP1/Matriptase in

Endothelzellen induziert, die diese Wirkungen vermitteln konnten?

4. Kommt MT-SP1/Matriptase in der atherosklerotischen Erkrankung eine

Bedeutung zu?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, biochemische Reagenzien, ,Kits*

Actinomycin D

Agarose (SeaKem LE Agarose)
Ampicillin

Antioxidans (NuPAGE) fur Western Blot
Assays-on-Demand qPCR-Sonden
Bacto-Agar

BCA Proteinquantifizierungsreagenz
BSA (Protease-frei)

dNTP

4’ ,6’-Diamino-2-phenylindol (DAPI)

Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
D,L-Dithiothreitol (DTT)
DNA-Langenstandard

Dual-Luciferase Reporter Assay System
ECL-Nachweissystem

Effectene Transfektionsreagenz

ELISA (IL-8, IL-6, MCP-1)

EndoFree Plasmid Maxi Kit
Ethidiumbromid

rekombinanter humaner FVlla NovoSeven®

Faktor X

Ficoll-Paque Plus

Fluorescent Mounting Medium
Gelatine

Gel-Extraktionskit MiniElute
Hefeextrakt

[-1550 (Boc-GIn-Ala-Arg-AMC-HCI)
IL-1B

Immobilon P-Membran (PVDF)
Kanamycin

Lithiumdodecylsulfat-Probenpuffer

Sigma, Taufkirchen

Cambrex, Verviers, Belgien
Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Weiterstadt
Difco, Sparks, MD, USA
Pierce/Perbio, Bonn

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Molecular Probes/Invitrogen,
Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Taufkirchen
Fermentas, St.Leon-Rot
Promega, Mannheim
Amersham, Freiburg
Qiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

Qiagen, Hilden
Roth, Karlsruhe

Novo Seven, Mainz

American Diagnostica, Pfungstadt

Amersham, Freiburg
Dako, Hamburg

Sigma, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Difco, Sparks, MD, USA
Bachem, Weil am Rhein
Calbiochem, Schwalbach
Millipore, Eschborn
Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
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B-Mercaptoethanol

NuPAGE Bis-Tris Gele
Oligohexamere (random primer)
Omniscript RT Kit
Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfoxid (PMSF)
Ponceau S-Ldsung
Proteinmarker SeeBlue Plus2
QIlAquick PCR Purification Kit
gPCR Mastermix Plus

Re-Blot Plus Strong

Red Chromogen

RNAiFect Transfektionsreagenz
RNase AWAY

RNeasy-Mini Kit

Roéntgenfilme Super RX
SDS-Lésung

SPECTROZYME® FXa-Substrat
SUPERase-In

Trypton Pepton

Tween 20

Vectastain ABC-AP Kit (Maus IgG)

Western Blot-Papier (Whatman)

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Eurogentech, Kdln
Chemicon, Hampshire, UK
Dako, Hamburg

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Fujifilm, Disseldorf
Biomol, Hamburg
American Diagnostica, Pfungstadt
Ambion, Huntingdon, UK
Difco, Sparks, MD, USA
Sigma, Taufkirchen

Vector Laboratories/Axxora,
Grinberg

Schleicher & Schuell, Dassel

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck

(Darmstadt) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.

2.1.2 Pharmakologische Inhibitoren

Inhibitor Wirkung Anbieter End- Literatur
konzentration
PD 98059 Inhibiert die Calbiochem, | 20 uM (Dudley
, . , Aktivierung von et al.,
(2"-Amino-3'-Methoxyflavon) p42/44 MAPK Schwalbach 1995.
Waters et
al., 1995)
SB 220025 Inhibiert p38 Calbiochem, | 20 uM (Jackson
(5-(2-Amino-4-Pyrimidinyl)-4- | MAPK Schwalbach ?gg'é’_

(4-Fluorophenyl)-1-(4- Wan
L : get
Piperidinlyl)imidazol) al., 1998)
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Safingol Inhibiert PKCa. Calbiochem, | 20 uM (Ahamed

(L-threo-Dihydrosphingosin) Schwalbach 288 4RUf’
Sachs et
al., 1995)

Inhibitor der NF-«xB- Inhibiert die Calbiochem, | 1 uM (Tobe et

Aktivierung ﬁl;t_lvgrung von | o 1 walbach al., 2003)

(6-Amino-4-(4- K

Phenoxyphenylethylamino)

Quinazolin)

Tabelle 2. Pharmakologische Inhibitoren

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Abdeckfolien flir gPCR-Platten
Adhasionsobjekttrager Superfrost-Plus

Cellfunnel Probenkammer flir Zytozentrifugation

Durchsichtige 96er PCR-Platten

FACS-Roéhrchen

Objekttrager fur Zytozentrifugation
(Einzelkreis, unbeschichtet)

Rohrchen fur Luminometer

Zellkulturflaschen mit wachstumsunterstiitzender

Oberflache (CELL+)
Zyto-Filterkarten

2.1.4 Gerate

Blutzellzahlgerat KX-21N
CO,-Brutschrank

Blotting Apparatur Western Blot
Dispergierstation Ultra Turrax T8
Durchflusszytometer (FACSCalibur)
ELISA-Lesegerat (Biotrak II)
Fluoreszenzmikroskop, invers
Gelelektrophoresekammer
Lichtmikroskop Axiovert 100, invers
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Kryostat LeicaCM1850

PCR-Gerat

Applied Biosystems, Weiterstadt
Roth, Karlsruhe

Tharmac, Waldsolms

Applied Biosystems, Weiterstadt
Beckton Dickinson, Heidelberg

Tharmac, Waldsolms

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Tharmac, Waldsolms

Sysmex, Norderstedt
Heraeus, Minchen

Sigma, Taufkirchen

IKA Labortechnik, Staufen
Beckton Dickinson, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Leica, Minchen

MWG Biotech, Ebersberg
Zeiss, Jena

Tecan, Crailsheim

Leica, Wetzlar

Applied Biosystems, Weiterstadt
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Rohrchen-Luminometer AutoLumat Plus

SDS-PAGE-Kammer (Novex Mini-Cell)

Spektrometer (Gene Quant pro)

Sterilbank

Real-Time PCR-Gerat (ABI Prism 7700)

Zytozentrifuge (Cytospin2)

2.1.5 Bakterien

Max Efficiency DH5a kompetente E. coli

TOP10 chemisch kompetente E. coli
XL10-Gold Ultrakompetente E. coli

2.1.6 Primarzellen

Berthold Technologies, Bad
Wildbad

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg
Heraeus, Munchen

PerkinElmer-Applied Biosystems,
Weiterstadt

Shandon, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Stratagene, La Jolla, USA

Herkunft Bezeichnung Firma

humane Endothelzellen aus | HUVEC Promocell, Heidelberg

der Nabelschnurvene

humane Endothelzellen aus | HCAEC Promocell, Heidelberg

der Koronararterie

humane glatte Muskelzellen | SMC Clonetics, San Diego, USA

aus der Koronararterie

Tabelle 3. Primarzellen

2.1.7 Zellkulturmedien, Zusatze und Reagenzien

DMEM-Medium

Endothelzellmedium fir HUVEC (EGM-2)

(Basalmedium+Supplemente)

Endothelzellmedium fur HCAEC (ECGM-MV)

(Basalmedium+Supplemente)

Fotales Rinderserum (FRS)

Glattes Muskelzellmedium (SmGM-2)

(Basalmedium+Supplemente)

L-Glutamin

Gibco, Karlsruhe

Cambrex, Verviers, Belgien

Promocell, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe

Cambrex, Verviers, Belgien

Gibco, Karlsruhe
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Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe
RPMI 1640-Medium Gibco, Karlsruhe
Trypsin/EDTA Gibco, Karlsruhe
Zell-Dissoziationspuffer Sigma, Taufkirchen

2.1.8 Allgemein bendtigte Puffer

10x DNA Ladepuffer flr Agarosegelelektrophorese

Glyzerin 50%
EDTA 20 mM
Xylen Zyanol  FF 0,06%
Bromphenolblau 0,06%
Tris-ClI 180 mM pH7,5
LB-Medium zur Anzucht von Bakterien
Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5%
NaCl 1% pH 7,4
fur LB-Agar 15 g/l Bacto-Agar hinzufiigen
10x Tris-Borat-EDTA (TBE) flr Agarosegelelektrophorese
Tris'Cl 1™
Borsaure 0,9M
EDTA 10 mM pH 8,3
1x Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
KCI 2,7 mM
KH,PO, 1,5 mM
NaCl 137 mM
Na,HPO, 8,1 mM pH 7,4
2.1.9 Enzyme
Alkalische Phosphatase (Kalb, intestinal) Roche Diagnostics, Mannheim
Pfx DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
Restriktionsenzyme Fermentas, St.Leon-Rot
T4 DNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt

Taq DNA Polymerase Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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2.1.10 Rekombinante MT-SP1/Matriptase-Proteine

Die rekombinante Expression der katalytischen Domane von MT-SP1/Matriptase
(AS 596-855, Sequenz im Anhang 11.1) in E. coli wurde von Morphochem AG Basel
durchgefiihrt. Durch die Klonierung der fiir die Serinproteasedomane kodierenden
cDNA von MT-SP1/Matriptase in pDS-6HisNdel wurde ein 5’-Ende generiert, das einen
N-Terminus aus 15 zusatzlichen Aminosaureresten kodiert und unter anderem 6 His-
Reste in Folge aufweist. Generiert wurden die Punktmutanten MT-SP1/Matriptase
Cys122Ser (Chymotrypsin-Nummerierung) und Cys122Ser, Ser195Ala (Chymotrypsin-
Nummerierung). Die Mutante Cys122Ser wurde der Wildtyp-Form vorgezogen, da
nach Aktivierung des Enzyms auf diese Weise ein kovalentes Anhaften des Pro-
Peptides an die Serinproteasedomane uber eine Disulfidbriicke verhindert wurde. MT-
SP1/Matriptase Cys122Ser und Wildtyp-MT-SP1/Matriptase waren dabei in ihrer
Michaelis-Menten-Konstante fir das Substrat Boc-Gin-Ala-Arg-AMC  (1-1550)
vergleichbar. Die Mutante Ser195Ala weist hingegen eine Mutation des Serinrestes der
katalytischen Triade des aktiven Zentrums auf, wodurch katalytische Inaktivitat erzeugt
werden sollte (siehe Schema Abb. 7). Die Reinheit der Proteinpraparationen wurde
mittels SDS-PAGE uUberprift (Abb. 8 und 9). Die Pro-Peptide bestanden aus 275
Aminosauren (theoretisches Molekulargewicht 30 kDa) und die aktivierten Enzyme aus
241 Aminosauren (theoretisches Molekulargewicht 26 kDa). Die Enzyme wurden in
50% Glyzerin bei -80°C aufbewahrt.

Val16 Cys122 Ser195 Val244

v vV

HN = _His  Asp Cys Ser COOH

S ., S s
Pro- ° Serinprotease-~
Peptid Domane

Abb. 7.  Struktur der rekombinant exprimierten @ MT-SP1/Matriptase-
Serinproteasedoméne vor Aktivierung (Chymotrypsin-Nomenklatur)

Nach Aktivierung durch Proteolyse zwischen Arg15 und Val16 blieb das Pro-Peptid tUber
eine Disulfidbriicke an die katalytische Doméane von MT-SP1/Matriptase in der WT-Form
gebunden. Durch die Mutation Cys122Ser konnte dieses kovalente Anhaften verhindert
werden. Zusatzlich wurde eine katalytisch inaktive Mutante generiert, deren Ser195 zu
Ala mutiert ist. Die Aminosauren in der Abbildung sind nach Chymotrypsin-Nomenklatur
nummeriert.
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2.1.10.1

Aminosauresequenz von MT-SP1/Matriptase Cys122Ser

Aminosauresequenz des rekombinanten humanen Proteins nach Abspaltung der

Pro-Domane gemaf Chymotrypsin-Nomenklatur:

abgespaltete MT-SP1 Pro-Domane (34 AS):
MRGSHHHHHHE I DHMGSDEKDCDCGLRSFTRQAR

16 26 36 46 56

MT-SP1(615-855) VVGGTDADEG EWPWQVSLHA LGQGHICGAS LISPNWLVSA AHCYIDDRGF

Chymotr(19-263) IVNGEDAVPG SWPWQVSLQD KTGFHFCGGS LISEDWVVTA AHCGVRTSD.

67 77 86 96
MT-SP1 RYSDPTQWTA FLGLHDQSQR SAPGVQERRL KRIISHPFFN DFTFDYDIAL
Chymotr  ........ VV VAGEFDQGSD EE.NIQVLKI AKVFKNPKFS ILTVNNDITL
106 116 126 136 146
MT-SP1 LELEKPAEYS SMVRPISLPD ASHVFPAGKA IWVTGWGHTQ YGG.TGALIL
Chymotr LKLATPARFS QTVSAVCLPS ADDDFPAGTL CATTGWGKTK YNANKTPDKL
156 166 175 185 193
MT-SP1 QKGEIRVINQ TTCENLLPQ. QITPRMMCVG FLSGGVDSCQ GDSGGPLSSV
Chymotr QQAALPLLSN AECKKS.WGR RITDVMICAG ..ASGVSSCM GDSGGPLVC.
202 210 220 230 240

MT-SP1 EA. .DGRIFQ AGVVSWGDGC AQRNKPGVYT RLPLFRDWIK ENTGV

Chymotr . -QKDGAWTL VGIVSWGSDT CSTSSPGVYA RVTKLIPWVQ KILAAN

Legende:

Chymotr Sequenz der Serinproteasedoméane von humanem Chymotrypsin (AS 19-263)
zum Vergleich mit humaner MT-SP1/Matriptase. Zur deutlicheren Darstellung
der Homologie sind die Sequenzen mit Licken dargestellt.

H,D,S Aminosauren der katalytischen Triade (His57, Asp102, Ser195)

C: Cys604, in Wildtyp-MT-SP1/Matriptase mit Cys731 (= Cys122 nach
Chymotrypsin-Nomenklatur) tber eine Disulfidbriicke verbunden

S: zu Serin mutiertes Cys122 (Chymotrypsin-Nomenklatur) zur Verhinderung der

Disulfidbriickenbildung
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2.1.10.2 Reinheit der MT-SP1/Matriptase-Proteine

2.1.10.2.1 MT-SP1/Matriptase Cys122Ser

— 250 kDa
— 150 kDa
«~ — 100 kDa

W — 75kDa

w — 50kDa

37 kDa

.
|

— 25kDa
20 kDa

— 15kDa
— 10kDa

wee
|

Abb. 8. MT-SP1/Matriptase Cys122Ser nach Gelfiltration, autoaktiviert

SDS-PAGE von autoaktivierter MT-SP1/Matriptase Cys122Ser im Anschluss an den
letzten Reinigungsschritt. Gezeigt ist eine Fraktion des Eluats nach Gelfiltration. Das

beobachtete Molekulargewicht stimmt mit dem errechneten Molekulargewicht von 26 kDa
Uberein.

2.1.10.2.2 MT-SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala

97 kDa — ===
66 kDa — ===

45 kDa —
30kDa — - -

20 kDa —

14 kDa —

0 05 1 2 4 6 24 t[h]

Abb. 9. Aktivierung von MT-SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala

SDS-PAGE von MT-SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala. Nach Aufreinigung von MT-
SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala Uber eine Anionenaustauschersaule erfolgte die
Aktivierung durch Zugabe von MT-SP1/Matriptase Cys122Ser im Verhaltnis 1:100 in 10
mM Tris-Cl, pH 8,5 und 10 mM NaCl bei Raumtemperatur. Die Probenentnahme erfolgte
zu den angegebenen Zeitpunkten. Zu sehen ist der Zeitverlauf der Aktivierung. Die
beobachteten Molekulargewichte stimmen mit den errechneten Molekulargewichten von
30 kDa fiir das Pro-Peptid und 26 kDa fiir die aktivierte Form Gberein.
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MT-SP1/Matriptase Cys122Ser wird im Folgenden als MT-SP1/Matriptase und MT-
SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala als MT-SP1/Matriptase Ser195Ala bezeichnet.

2.1.11 Antikorper
2.1.11.1 Priméarantikorper
Priméarer Antikorper polyklonal/ Spezies Konjugat | Verwendung | Herkunft
und
monoklonal Verdiinnung
Anti-p38 #9212 polyklonal Kaninchen | - Western Cell Signaling,
Blot 1:1000 | Frankfurt
Anti-Phospho-p38 | polyklonal Kaninchen | - Western Cell Signaling,
#9211 Blot 1:1000 | Frankfurt
Anti-p42/44 #9102 | polyklonal Kaninchen | - Western Cell Signaling,
Blot 1:1000 | Frankfurt
Anti-Phospho- monoklonal Maus 1gG1 | - Western Cell Signaling,
p42/44 #9106 Blot 1:2000 | Frankfurt
Anti-human PAR-1 | monoklonal Maus IgG1 | PE FACS Beckman
Klon WEDE15 1:10 Coulter, Krefeld
Anti-human PAR-1 | monoklonal Maus IgG1 | PE FACS Beckman
Klon SPAN12 1:10 Coulter, Krefeld
Anti-human TF monoklonal Maus IgG1 | FITC FACS American
1:10 Diagnostica,
Klon VD8 Pfungstadt
Anti-human monoklonal Maus IgG1 | - IHC Chen-Yong Lin,
MT-SP1 10 pg/ml Lombardi
Cancer Center,
M32 IF Washington,
Anti-human CD14 monoklonal Maus PE IF Dako, Hamburg
Klon TUK4 lgG2a 6 ug/ml
Maus y1 Maus IgG1 | PE Isotypkon- Beckton
trolle fur Dickinson,
FACS, IF Heidelberg
Maus y1 Maus IgG1 | FITC Isotypkon- Beckton
trolle fur Dickinson,
FACS Heidelberg
Maus IgG Maus IgG - Isotypkon- Santa Cruz,
trolle fur IF, | Heidelberg
IHC

Tabelle 4. Primérantikdrper

Abkurzungen: PE: Phycoerythrin, FITC: Fluoreszeinisothiozyanat
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2.1.11.2 Sekundarantikorper

Sekundérer Spezies Konjugat Verwendung Herkunft
Antikorper und
Verdlinnung
Anti-Maus IgG Schaf HRP Western Blot Amersham,
1:2000 Freiburg
Anti-Kaninchen | Esel F(ab’)2 HRP Western Blot Amersham,
IgG 1:2000 Freiburg
Anti-Maus IgG Esel F(ab’)2 FITC IF Jackson
1-40 Immunoresearch,
' Cambridgeshire,
UK

Tabelle 5. Sekundéarantikdrper

Abkurzungen: HRP: Rettichperoxidase, FITC: Fluoreszeinisothiozyanat

2.1.12 Plasmide
pEYFP-C1 Clontech, Heidelberg
pTAL-Luc Clontech, Heidelberg
pNF-xB-Luc Clontech, Heidelberg
pcDNAS3.1(+)-PAR-1 UMR cDNA Resource Center, Rolla, USA
pcDNA3.1(+)-PAR-2 UMR cDNA Resource Center, Rolla, USA
pcDNA3.1(+) Invitrogen, Karlsruhe

2.1.13 Oligonukleotide

2.1.13.1 Primer und 6-Carboxy-Fluoreszein-markierte Sonden fur die

guantitative PCR (Assay-on-Demand)

Die von Applied Biosystems bezogenen Assays-on-Demand setzten sich aus
unmarkierten Primern und einer am 5’-Ende mit einem Reporter-Farbstoff (6-Carboxy-
Fluoreszein, FAM) markierten Sonde zusammen. Die Sonde wies an ihrem 3’-Ende
TAMRA (6-Carboxy-tetramethylrhodamin) als so genannten Quencher-Farbstoff auf.
Die Anregung der beiden Farbstoffe findet bei 488 nm statt, die Emission von FAM bei
518 nm, von TAMRA bei 582 nm. Baut die Taq Polymerase die Sonde wahrend der
Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende ab, entfernen sich dadurch Quencher und

Fluorophor voneinander und eine steigende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen
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werden. Die Endkonzentration der Primer betrug 900 nM, die der Sonde 250 nM.

Gen Assay- Sequenz der die Sonde | GréRe des | zugrundeliegende
Bezeichnung umgebenden Region Amplikons Nukleotidsequenz
, , (Datenbank,
6 >3) Zugangsnummer)
GAPDH Hs99999905_m1 GGGCGCCTGGTCACCAGG | 122 bp GenBank,
GCTGCTT M33197.1
IL-8 Hs00174103_m1 GTGTGAAGGTGCAGTTTTG | 101 bp RefSeq,
CCAAGG NM_000584.2
IL-6 Hs00174131_m1 TTCAATGAGGAGACTTGCC | 95 bp GenBank,
TGGTGA X04430.1
MCP-1 Hs00234140_m1 TCAGCCAGATGCAATCAAT | 101 bp RefSeq,
GCCCCA NM_002982.3
MT-SP1 Hs00222707_m1 CACGCCCTGGTGCAGTTG | 68 bp RefSeq,
TGTGGCA NM_021978.2
PAR-1 Hs00169258_m1 GCCCGCAGGCCAGAATCA | 74 bp RefSeq,
AAAGCAA NM_001992.2
PAR-2 Hs00608346_m1 GCACCATCCAAGGAACCA | 119bp RefSeq,
ATAGATC NM_005242.3
TF Hs00175225_m1 CCTTACCTGGAGACAAACC | 118 bp RefSeq,
TCGGAC NM_001993.2

Tabelle 6. FAM-markierte gPCR-Sonden (Assays-on-Demand)

2.1.13.2 Primer zur Amplifikation der PCR-Produkte fur die
Standardkurven der gPCR
Primername Orientierung Sequenz (5" 2 3") GroRRe des
Amplikons

GAPDH_Std Sinn GGACTCATGACCACAGTCC 256 bp
Gegensinn CAGGTCCACCACTGACACG

IL-8_Std Sinn GGCAGCCTTCCTGATTTCTG 160 bp
Gegensinn GTTGGCGCAGTGTGGTCCAC

MTSP1_Std Sinn CCGACTCAGTGCTGAGCCT 299 bp
Gegensinn GAATGTCCCCTGGGCTTTAC

PAR-1_Std Sinn CAGAGCCCGGGACAATG 223 bp
Gegensinn CTGTATTCAGTTAACCCAC

PAR-2_Std Sinn GATGCGGAGCCCCAGCGT 222 bp
Gegensinn GGTCAGTTTTCCAGTGAGG

Tabelle 7. Primer zur Generierung der gPCR-Standards



http://myscience.appliedbiosystems.com/ge/servlet/com.celera.web.cdsentry.servlets.GetCdsEntryListServlet?cmd=cmdGeReport&assayType=geneExpression&assayAcc=Hs00174131_m1
http://myscience.appliedbiosystems.com/ge/servlet/com.celera.web.cdsentry.servlets.GetCdsEntryListServlet?cmd=cmdGeReport&assayType=geneExpression&assayAcc=Hs00234140_m1
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2.1.13.3 Primer zur Klonierung der TF-Konstrukte
Primer Orientie- Sequenz (5" 2 3) Verwen-
rung dung
4a Sinn GC AAGCTT AC |ATG| GAGACCCCTGCC Klonierung TF-
WT, Azyt,
Ser253Ala,
Ser258Ala,
Ser253Ala/
Ser258Ala in
pEYFP-C1
4b Gegensinn | GC GGATCC [TTA TGAAACATTCAGTGG Klonierung
TF-WT in
pEYFP-C1
5b Gegensinn | GC GGATCC [TTA| GTGTAGAGATATAGC Klonierung
CAGG TFAzyt in
pEYFP-C1
10b Gegensinn GC GGATCC [TTA TGAAACATT Mutagenese
TF
CAGTGGGGCGTTCTCCTTCCAGGCCTG Ser253Ala/
Ser258Ala
12b Gegensinn | GC GGATCC [TTA TGAAACATT Mutagenese
CAGTGGGGAGTTCTCCTTCCAGGCCTG TF Ser253Ala
14b Gegensinn | GC GGATCC TTA] TGAAACATT Mutagenese
CAGTGGGGCGTTCTCCTTCCAGCTCTG TF Ser258Ala
Cys245Ser- | Sinn CAAGAGTAGAAAGGCAGGAGTGGGGCAGAG | Mutagenese
a TF
Cys245Ser
Cys245Ser- | Gegensinn GCCTTTCTACTCTTGTGTAGAGATATAGCC Mutagenese
b TF
Cys245Ser

Tabelle 8. Primer zur Klonierung der TF-Konstrukte

Neben der Primerbezeichnung, der Orientierung und der Verwendung ist die Sequenz
angegeben, in der Start- bzw. Stopkodon umrandet sind und die zu mutierenden Kodons

rot gekennzeichnet sind.
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2.1.13.4 siRNA-Sequenzen

siPAR-1 Sinn 5-GGUCAAGAAGCCGGCGGUGHt-3’
Gegensinn 5-CACCGCCGGCUUCUUGACCIt-3

SiPAR-2 Sinn 5’-GGAAGAAGCCUUAUUGGUALt-3’
Gegensinn 5’-UACCAAUAAGGCUUCUUCCHt-3’

unspezifische siRNA Sinn 5’- UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’
Gegensinn 5’- ACGUGACACGUUCGGAGAAJTAT-3

verwendet als Negativkontrolle und zur Uberprifung der
Transfektionseffizienz (3’-Fluoreszein markiert)

2.1.14 Charakteristika der Patienten mit arterieller
Verschlusskrankheit (AVK)

Die untersuchten Plaquematerialien entstammten 18 Patienten aus der Abteilung fur
Gefalichirurgie des Krankenhauses Miunchen-Schwabing, bei denen aufgrund
symptomatischer  peripherer  arterieller  Verschlusskrankheit  (pAVK) eine
Thrombendarterektomie (TEA) durchgefuhrt wurde. Die TEA stellt ein operatives
Verfahren dar, bei dem bei starken GefaRverengungen (Stenosen) die
atherosklerotische Plaque inklusive Intima und Teilen der Media ausgeschalt wird. Die
Patienten wiesen dabei eine Verengung der Arteria carotis mit einem Stenosegrad
Uber 85% oder einen Verschluss der Arteria femoralis im Stadium Ilb (Gehstrecke ohne
Belastungsschmerz unter 100 m) auf. Als Kontrolle wurde 10 Patienten im Rahmen
einer Krampfaderoperation ein Segment der Arteria pudenda externa (auldere

Schamarterie) enthommen.
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Patientencharakteristika AVK Kontrolle
Anzahl der Patienten [n] 18 10

Alter im Mittel [a] 72,8 (49-90) 57,4 (47-72)
Geschlecht [m/w] 11/7 5/5
Karotis-TEA 17 -
Femoralis-TEA 1 -

Tabelle 9. Patientencharakteristika

Aufgefiihrt sind die Patientencharakteristika von AVK-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpatienten hinsichtlich Anzahl, mittlerem Alter und Geschlecht. Weiterhin sind die
Anteile an Karotis- und Femoralis-TEA angegeben.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Saugerzellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit bis
zur Subkonfluenz kultiviert und anschlieRend weiter passagiert. Nach Passagieren der
Zellen mit Trypsin wurden alle Zelltypen mindesten 48 h inkubiert, um eine

ausreichende PAR-2-Expression zu gewahrleisten.

2.2.1.1.1 Endothelzellen (EC)

Die Anzucht von Endothelzellen aus der humanen Nabelschnurvene (HUVEC)
erfolgte auf CELL+-Wachstumsoberflachen in EGM-2-Basalmedium nach Zugabe von
humanem epidermalen Wachstumsfaktor (hEGF), Hydrocortison, Gentamycin,
Amphotericin-B9, vaskulo-endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF), humanem
Fibroblastenwachstumsfaktor (hFGF-B), Heparin, Insulin-like growth factor (IGF-1),
Ascorbinsaure und 2% FKS (,EGM-2 SingleQuots®). Die Kultivierung der humanen
Endothelzellen aus der Koronararterie (HCAEC) erfolgte in Endothelial Cell Basal
Medium MV (ECBM-MV) mit 0,4% Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin, 5%
FKS, 10 ng/ml hEGF und 1 pg/ml Hydrocortison ebenfalls auf auf CELL+-
Wachstumsoberflachen. Vor einem Versuch wurden alle Endothelzellen 3 h serumfrei
gehalten, um Hintergrundeffekte durch Bestandteile des FKS ausschlielsen zu konnen.

Endothelzellen wurden zwischen Passage 2 und 8 flir Versuche verwendet.

2.2.1.1.2 Glatte Muskelzellen (SMC)

Humane glatte Muskelzellen aus der Koronararterie (SMC) wurden in SmGM-2-
Basalmedium kultiviert, das mit hEGF, hFGF-B, Insulin, Gentamycin, Amphotericin-B9
und 5% FKS erganzt wurde (,SmGM-2 SingleQuots®). Die Versuche wurden mit Zellen
zwischen Passage 5 und 10 durchgefiihrt. Dem jeweiligen Versuch vorangehend

wurden die Zellen tber Nacht serumfrei gehalten.

2.2.1.1.3 Mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Humane periphere mononukleare Blutzellen (PBMC, Lymphozyten und Monozyten)
wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus dem Blut gesunder Probanden

isoliert. 24 ml ungerinnbares CPDA (Citrat, Phosphat, Dextrose, Adenin)-Blut wurde
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dabei auf 25 ml Ficoll-Paque geschichtet und 20 min bei 900 g und 20°C ohne Bremse
zentrifugiert. PBMC werden aufgrund ihrer Dichte im Ficoll-Gradienten von
Erythrozyten und Granulozyten separiert und lagern sich zusammen mit Thrombozyten
in der Intermediarschicht zwischen Plasma und Ficoll ab. Diese Interphase wurde mit
einer Transferpipette abgenommen, zur Trennung von Thrombozyten und Ficollresten
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend in RPMI Basalmedium mit 10% FRS
und 1% Penicillin/Streptomycin aufgenommen. Die Anzahl der gewonnenen Zellen

wurde mit einem Zellzahler (Sysmex) bestimmt.

2.2.1.2 Transfektion adharenter Zellen mit Plasmid-DNA

Um Primérzellen mit Plasmid-DNA zu transfizieren wurden 2,5*10° HUVEC pro 6-
Loch-Platte, die im Vorfeld fir 2 h bei 37°C mit 0,2% Gelatine beschichtet worden war,
ausgelegt. Nach 24 h wurde 0,4 ug DNA ad 100 pl EC-Puffer (Effectene
Transfektionskit) verdinnt und mit 3,2 ul Enhancer versetzt. Nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) wurde 10 ul Transfektionsreagenz Effectene zugegeben und der
Ansatz 10 min bei RT zur Komplexbildung inkubiert. Wahrenddessen wurden die
Zellen 1x mit PBS gewaschen und mit 1,2 ml Vollimedium versetzt. Nach Zugabe von
300 ul Vollmedium zum Transfektionskomplex wurde das Gesamtvolumen langsam auf
die Zellen getropft. Nach 8 h Inkubation erfolgten ein Waschschritt mit PBS und ein
Mediumwechsel zur Minimierung zytotoxischer Effekte durch das
Transfektionsreagenz. Der jeweilige Versuch wurde 24 h nach der Transfektion
durchgefthrt. Sofern die transfizierten Plasmide nicht EYFP-fusionierte Proteine
kodierten, wurde zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz das Plasmid pEYFP-C1

kotransfiziert und die Effizienz fluoreszenzmikroskopisch ermittelt.

2.2.1.3 Transfektion adharenter Zellen mit siRNA

Zum Einbringen von siRNA in die verwendeten Primarzellen wurden die Zellen in
Kulturgefal’e in einer Dichte ausgesat, dass nach 24 h eine Konfluenz von 80%
erreicht wurde. Zur Komplexbildung von siRNA und Transfektionsreagenz wurde fur
eine Wachstumsflache von 9,5 cm? 2,5 ug siRNA in 100 pl EC-R-Puffer (RNAiFect
Transfection Kit) aufgenommen und nach Zugabe von 7,5 yl RNAiFect 12 min bei RT
inkubiert. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS und Zugabe von 1,9 mi
Vollmedium wurde der Komplex tropfenweise zu den Zellen gegeben. 5 h nach
Transfektion erhielten die Zellen frisches Medium. Der maximale Effekt der RNA-
Interferenz wurde 48 h nach Transfektion beobachtet, so dass Stimulationen zu diesem

Zeitpunkt durchgefiihrt wurden.
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2.2.1.4 Tissue Factor-Aktivitatstest

Verwendeter Puffer:

1x HBS + Ca™"

HEPES 21 mM

NaCl 137 mM

KCI 5mM

Na,HPO, 0,73 mM

Glukose 55 mM

CaCl 2mM pH 7,4

Um die Funktionalitat der verwendeten Tissue Factor (TF)-Konstrukte zu prifen
wurde ein chromogener Test durchgefiihrt, der Gber die fluorometrische Quantifizierung
der Menge an gebildetem FXa auf die TF-Aktivitat schlieBen lasst. Dazu wurden
HUVEC in Mikrotiterplatten ausgesat, nach 24 h Inkubation mit den entsprechenden
TF-Plasmiden transfiziert und nach weiteren 24 h dem Test unterworfen. Nach
Waschen mit 100 yl HBS + Ca™ wurden FVlla (10 nM) und FX (200 nM) in HBS + Ca™”
zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die FXa-Bildung in 50
Ml Zelliberstand durch 150 pyl EDTA (100 mM) gestoppt und nach Zugabe von 50 i
chromogenem FXa-Substrat nach 60 min bei 405 nm (Referenz 630 nm)

photometrisch gemessen.

2.2.1.5 Durchflusszytometrie/FACS

3-5*10° Zellen wurden nach Abnehmen mit Zell-Dissoziationspuffer in FACS-
Roéhrchen sedimentiert (5 min, 1700 Upm, 4°C) und mit PBS gewaschen. In 50 ul PBS
und dem jeweiligen direktmarkierten Antikdrper in optimaler Verdinnung wurden die
Zellen resuspendiert und 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach einem
Waschschritt erfolgte die Aufnahme in 150-200 uyl PBS. Die Analyse wurde in einem
FACSCalibur Gerat mit Cell Quest Software (Becton-Dickinson) durchgeflhrt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Alle nicht weiter aufgefihrten molekularbiologischen Standardmethoden wurden
nach Protokollen aus ,Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al., 1994)
durchgeflhrt.
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2.2.2.1 Extraktion von Gesamt-RNA aus adharenten Zellen

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit-Systems.
Dabei wurden adharente Zellen direkt im Kulturgefal® lysiert. Nach Entfernen des
Mediums wurde 350 ul RLT-Puffer, dem 1% (v/v) B-Mercaptoethanol zugesetzt war,
auf die Zellen gegeben, die dann mit einem Zellschaber abgenommen wurden. Die
Homogenisierung des Lysates erfolgte durch einminitiges Schitteln. Die weiteren
Schritte der RNA-Isolierung erfolgten gemal Herstellerangaben. Eluiert wurde die

Gesamt-RNA von der Saule mit 30 yl RNase-freiem Wasser.

Die Quantifizierung der isolieten RNA wurde im Spektrometer bei einer
Wellenlange von 260 nm durchgefihrt, wobei der Reinheitsgrad aus dem Quotienten

Aoso/s0 bestimmt wurde.

2.2.2.2 Extraktion von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Atherektomiegewebestlicke aus der operierten Gefaliregion des Intima-Media-
Komplexes und die gesunden Gefalte wurden sofort nach Gewinnung halbiert, eine
Halfte in RNAlater RNA-Stabilisierungsreagenz eingelegt und bei 4°C bis zur RNA-
Praparation aufbewahrt. Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Proben unter
Zugabe von 600 pl RLT-Puffer + 1% (v/v) B-Mercaptoethanol mit Hilfe des
Dispergiergerates zerkleinert, wobei die Probe zwischendurch auf Eis gekuhlt wurde.

Die weitere Isolierung erfolgte gemafly RNeasy Mini Kit-Protokoll.

2.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA (Minipréaparation)

Verwendete Puffer:

Puffer P1
Tris-Cl 50 mM pH 8
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
Puffer P2
NaOH 200 mM
SDS 1%
Puffer P3
Kaliumazetat 3M pH 5,5

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen zum anschliefenden
Restriktionsverdau oder zur PCR beinhaltete eine alkalische Lyse mit darauf folgender

Ethanolféllung der DNA. Dazu wurde 2 ml LB-Medium mit entsprechendem
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Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin) mit einer einzelnen
Bakterienkolonie angeimpft und tber Nacht bei 200 Upm und 37°C inkubiert. 1,5 ml
dieser Bakteriensuspension wurde anschlieRend bei 2500 g und 4°C fur 10 min
zentrifugiert und die so gewonnenen Bakterien in 150 pl Puffer P1 resuspendiert. Zur
Lyse wurde 150 ul Puffer P2 zugegeben, leicht geschiittelt und 5 min bei RT inkubiert.
Nach Zugabe des neutralisierenden Puffers P3 (150 pl) und leichtem Schitteln wurde
der Zellschrott 5 min bei 15000 g bei RT abzentrifugiert. 440 ul Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefall Gberflihrt und mit 1 ml Ethanol (RT) zur DNA-Fallung versetzt.
Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei RT und 15000 g wurde der entstandene DNA-
Niederschlag mit 150 pl 70%-igem Ethanol gewaschen, die DNA kurz bei RT

getrocknet und schlie3lich in 40 yl Wasser resuspendiert.

2.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Maxipraparation)

Nach Inokulieren von 100 ml LB und entsprechendem Antibiotikum (100 pg/ml
Ampicillin oder 30 pug/ml Kanamycin) mit einer Vorkultur erfolgte die Isolierung von
endotoxinfreier Plasmid-DNA im groRen Malistab unter Verwendung des ,EndoFree

Plasmid Maxi Kits“ und richtete sich im Prozedere nach den Herstellerangaben.

2.2.2.5 Reverse Transkription

Zur reversen Transkription von Gesamt-RNA in cDNA wurde 400 ng RNA in einem
Volumen von 20 pl mit 1x Omniscript RT-Puffer, 0,5 mM dNTP, 150 ng
Oligohexameren, 10 U RNase-Inhibitor SUPERase-In und 4 U Omniscript Reverser
Transkriptase fir 1 h bei 37°C inkubiert und die cDNA anschlielend in die PCR

eingesetzt.

2.2.2.6 Quantitative Real-Time Polymerasen-Kettenreaktion (QPCR)

Die Methode der Real-Time PCR ermdglicht die Quantifizierung spezifischer
Nukleinsauren. Dabei wird bereits wahrend der PCR-Zyklen (,real time®) mittels
Fluoreszenzmessung die Menge an gebildetem PCR-Produkt verfolgt. Im Anschluss
kann die urspringlich eingesetzte Menge an Transkript berechnet werden. Die in
dieser Arbeit angewendete Methode der Real-Time PCR basierte auf der Verwendung
zweier spezifischer Primer und einer am 5-Ende mit einem Reporter-Farbstoff
(Fluoreszein-Derivat) und am 3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff (Rhodamin-
Derivat) markierten Sonde (TagMan™). Die Fluoreszenz des Donor-Fluorochroms
(Reporter) wird bei intakten Sonden durch ein Akzeptor-Fluorochrom (Quencher)

aufgrund des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET) unterdruckt. Erst bei
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raumlicher Trennung der beiden Fluorochrome durch die Hydrolyse der Sonde durch
die 5-3’-Nukleaseaktivitdt der Taq Polymerase nimmt die Energielbertragung ab,
wodurch das Fluoreszenzsignal des Reporters zunimmt. Die steigende
Reporterfluoreszenz ist dabei proportional zur Anzahl der synthetisierten Fragmente
(siehe Schema in Abb. 10).
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Abb. 10. Schematisches Prinzip der Real-Time PCR unter Verwendung einer
fluorogenen Sonde

A. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde (grauer Balken) und der PCR-Primer
(gezeigt ist hier der Sinnprimer als schwarzer Pfeil) an die Matrizen-DNA. Die Sonde ist
mit einem 5-Reporter-Farbstoff (R) und einem 3’-Quencher-Farbstoff (Q) markiert. B.
Primerextension durch die Taq Polymerase (roter Pfeil). Durch die 5-3-
Exonukleaseaktivitat der Taq Polymerase kommt es zur Sondenhydrolyse, der Reporter-
Farbstoff wird vom Quencher-Farbstoff getrennt und fluoresziert dadurch. C. Vollstandige
Synthese des PCR-Produktes mit kompletter Hydrolyse der Sonde. In Abhangigkeit von
der Zahl freigesetzter Reportermolekiile wachst das Reportersignal.

Zur Durchflhrung einer quantitativen Real-Time PCR wurde 40 ng cDNA mit 1x
gPCR Mastermix Plus und je 900 nM Primer und 250 nM 6-Carboxy-Fluoreszein
(FAM)-markierter Sonde (Assay-on-Demand) versetzt. Die PCR-Konditionen
beinhalteten einen initialen Schritt von 2 min bei 50°C zur Optimierung der AmpErase
UNG-Aktivitat, die Aktivierung der im Reaktionsmix enthaltenen Hot GoldStar DNA
Polymerase fir 10 min bei 95°C und schlieBlich 40 Zyklen, die 15 s bei 95°C zur
Denaturierung und 1 min bei 60°C zum Anlagern der Primer und zur Elongation
umfassten.

Fir die Auswertung wurde ein Schwellenwert (threshold) innerhalb der
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exponenziellen Amplifikationsphase festgelegt, dessen definierte Fluoreszenzintensitat
deutlich Uber der Hintergrundfluoreszenz des ungebundenen Farbstoffes lag. Die
Zyklusnummer, bei der dieser Schwellenwert erreicht wurde, wurde als C-Wert
bezeichnet. Die Auswertung der erhaltenen C-Werte erfolgte nach dem AAC:-
Berechnungsverfahren bestehend aus der Bildung der Mittelwerte identischer
Replikate, Normalisierung auf das Haushaltsgen Glyzerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) durch Subtraktion, Normalisierung auf die
(unstimulierte) Kontrolle durch Subtraktion und Einsetzen in die Formel 2. Anhand

dieser Berechnung ist eine relative Quantifizierung maoglich.

Die absolute Quantifizierung der in der Probe vorhandenen mRNA-Kopien eines
Zielgens wurde mit Hilfe einer Standardkurve aus PCR-Fragmenten durchgefuhrt.
Dazu wurden PCR-Fragmente amplifiziert, die eine cDNA-Region umfassten, in der die
jeweiligen Primer und die Sonde hybridisierten. Aus HUVEC wurde dazu Gesamt-RNA
isoliert, die einer reversen Transkription unterworfen wurde. Die so generierte cDNA
diente als Matrize in einer PCR unter Verwendung der Primer fur die Standardkurven
(Tabelle 7). Mittels Agarosegelelektrophorese wurden diese PCR-Produkte nach
Aufreinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit anhand von Markerbanden
bekannter DNA-Konzentrationen quantifiziert (Abb. 11).
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Abb. 11. PCR-Produkte als Standards fir die gRT-PCR

Gezeigt ist ein 2%-iges Agarosegel. Die PCR-Produkte als Standards fiur die qPCR
zeigten in der elektrophoretischen Auftrennung jeweils eine spezifische Bande der
erwarteten FragmentgroRe. Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte anhand des
DNA-Markers bekannter Konzentration. Die 500 bp-Bande des Markers entspricht 41,7
ng DNA, die 200 bp-Bande 20 ng DNA.

Ausgehend von der Molmasse wurde die Molekllkonzentration des PCR-Produktes
berechnet, so dass definierte Molekilmengen in die qPCR eingesetzt und eine

Standardkurve erstellt werden konnte, da eine lineare, umgekehrt proportionale
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Beziehung zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und dem C-Wert

besteht (Abb. 12).
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Abb. 12. gPCR-Standardkurve aus definierten Molekilzahlen

Definierte Molekilzahlen der PCR-Produkte fir die gqPCR-Standards zwischen 10° und
10® wurden in eine gPCR eingesetzt und mit dem jeweiligen Primer-Sonden-Mix (Assay-
on-Demand) amplifiziert. Aus den Ci-Werten der jeweilig eingesetzten Molekilmenge
wurde anschlieRend eine Standardkurve erstellt. Fir jede Standardkurve sind die
Geradengleichung und das Bestimmtheitsmal angegeben. Die Abszisse zeigt die

eingesetzten Molekulzahlen, die Ordinate die C-Werte.

Uber die Geradengleichung konnte fir jede unbekannte Probe die urspriinglich

vorhandene Kopienzahl der zu untersuchenden Ziel-mRNA bestimmt werden. Alle

Proben wurden normalisiert, indem die errechnete Kopienzahl der Ziel-mRNA durch

die Kopienzahl der GAPDH-Referenz geteilt wurde.

2.2.2.7 Klonierung von TF-WT und TFAzyt aus pCDM8 in pEYFP-C1

Zum Umklonieren von TF-WT und TFAzyt aus einem pCDMS8- in einen pEYFP-C1-

Vektor wurden die Primer TF 4a/4b bzw. 4a/5b (Anlagerung 58°C, Elongation 1 min)

verwendet, die unmittelbar 5’ vor dem Startkodon eine Hind llI-Schnittstelle (4a) bzw.

unmittelbar 3’ nach dem Stopkodon eine BamH [-Schnittstelle (4b bzw. 5b) einfiigen

(siehe Tabelle 8). Die Deletion der zytoplasmatischen Domane von TF erfolgte dabei
durch die Mutation TF-Lys244STOP. Nach PCR-Amplifikation wurden die Fragmente

100
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mit BamH I/Hind 1ll verdaut, was ebenfalls flr den Vektor pEYFP-C1 durchgeflihrt
wurde. Nach Aufreinigung von PCR-Produkten und Vektor mit dem PCR Purification
Kit wurde 5 ug des Vektors mit 25 U intestinaler alkalischer Phosphatase (Kalb) fiir 1 h
bei 37°C dephosphoryliert und erneut aufgereinigt. AnschlieRend wurden Vektor und
PCR-Fragmente ligiert und 10 ng Ligationsansatz in 50 uyl kompetente Bakterien
(DH5a) durch Hitzeschock bei 42°C fir 90 s transformiert. Die Sequenzierung der DNA
der einzelnen Konstrukte wurde von MWG Biotech (Miinchen) durchgefiihrt und mit

Hilfe der Software Vector NT| ausgewertet.

2.2.2.8 Gerichtete Mutagenese der TF-Konstrukte

Zum gezielten Einflihren von Mutationen in TF-Plasmide wurden zwei verschiedene

Ansatze verwendet:

A. Mutagenese TF Ser253Ala, TF Ser258Ala und
TF Ser253Ala/Ser258Ala

Zur gerichteten Mutagenese der nahe am C-Terminus von TF lokalisierten
Aminosauren Ser253 und Ser258 wurde mit Wildtyp-pEYFP-TF als Matrize eine PCR
mit den Primern 4a/10b, 4a/12b und 4a/14b durchgeflhrt, wobei die jeweiligen
Mutationen in die Primer 10b, 12b und 14b integriert waren (siehe Tabelle 8). Nach
Gelextraktion der Amplifikate wurden diese mit BamH I/Hind Il verdaut und mit dem
ebenso verdauten und dephosphorylierten (1 h 37°C mit intestinaler alkalischer
Phosphatase, Kalb) Vektor pEYFP-C1 ligiert. Nach Transformation in TOP10
kompetente E. coli durch Hitzeschock wurde DNA aus den gewachsenen Kolonien
isoliert. Zum Uberpriifen der erfolgreichen Mutagenese wurde eine PCR mit Primern
angewendet, die auf das zu mutierende Kodon enden und dabei entweder die Wildtyp-
Sequenz oder die mutierte Sequenz enthalten und somit unter stringenten PCR-
Bedingungen nur die mutierten Plasmide amplifizierten. Nach DNA-Praparation in

groliem Malstab wurde die Mutagenese durch Sequenzierung Gberprift.
B. Mutagenese TF Cys245Ser

Da sich die Aminosaure Cys245 weiter entfernt vom C-Terminus von TF befindet als
die oben beschriebenen Serinreste wurde ein modifiziertes Quick-change-Protokoll
(Stratagene, La Jolla, USA) zur Mutagenese angewendet. Unter Verwendung von Pfx
Polymerase wurde ausgehend von Wildtyp-pEYFP-TF mit den in 15 bp Uberlappenden
komplementaren Primern Cys245Ser-a und Cys245Ser-b (siehe Tabelle 8) eine PCR
nach Herstellerangaben durchgefihrt, um den vollstadndigen Vektor zu amplifizieren.
Durch Verdau mit Dpn | (4 h bei 37°C) wurde anschlieRend die methylierte und
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hemimethylierte DNA des Ursprungsplasmides verdaut, so dass lediglich die mutierten
DNA-Strange des PCR-Produktes verblieben. Diese wurden direkt in XL10-Gold
kompetente E. coli durch Hitzeschock gemal den Angaben des Herstellers
transformiert. Aus den Uber Nacht gewachsenen Kolonien wurde die DNA isoliert,

deren Mutagenese durch Sequenzierung Uberprift wurde.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Messung der enzymatischen Aktivitdt von MT-SP1/Matriptase

Die Messung der katalytischen Aktivitat der rekombinanten MT-SP1/Matriptase-
Varianten erfolgte durch Versetzen von 1 nM Enzym mit 25 uyM 1-1550 (Boc-Gin-Ala-
Arg-AMC-HCI), einem hochreaktiven Substrat fir Trypsin, in 50 mM Tris-CI (pH 8,5),
100 mM NaCl, 0,1% PEG6000 und 0,05% Tween80. Das intakte Peptid-Coumarin-
Konjugat besitzt nach Anregung keine Fluoreszenz bei 465 nm. Nach proteolytischer
Spaltung des Peptides entsteht jedoch ein Coumarin-Produkt, das nach Exzitation bei
360 nm bei 465 nm emittiert. Die Kinetik der MT-SP1/Matriptase-Aktivitat wurde daher
durch fluorometrische Messung bei RT fiir 15 min in einem Tecan SpektrafluorPlus-

Lesegerat bei Aex = 360 nm und Aem = 465 nm ermittelt.

2.2.3.2 Western Blot

Verwendete Puffer:

Lysepuffer
Tris-ClI 20 mM pH7,5
NaCl 150 mM
Na,EDTA 1mM
EGTA 1mM
Triton 1%

Natriumpyrophosphat 2,5 mM
B-Glyzerophosphat 1mM
NaszVO, 1 mM
Leupeptin 1 pg/ml
PMSF 1mM
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Lithiumdodecylsulfat (LDS)-Puffer

Glyzerin 10%

Tris Base 141 mM

Tris-Cl 106 mM

LDS 2%

EDTA 0,51 mM

SERVA Blue G250 0,22 mM

Phenolrot 0,175 mM pH 8,5
1x MOPS-SDS-Laufpuffer

MOPS 50 mM

Tris Base 50 mM

SDS 0,1%

EDTA 1mM pH 7,7
Anode |

Tris-Cl 0,3M

Methanol 20% pH 10,4
Anode Il

Tris-Cl 0,025 M

Methanol 20% pH 10,4
Kathode

Tris-Cl 0,02 M

6-Aminocapronsaure 40 mM

Methanol 20% pH 10,4
10x Trisgepufferte Kochsalzlésung (TBS)

Tris-Cl 02M

NacCl 1,65 M pH 7,5
TBS-Tween (TBS-T)

TBS 1x

Tween20 0,05%

Die Analyse von Proteinen mittels Western Blot erfolgte nach Waschen der zu
untersuchenden Zellen in eiskaltem PBS und anschlielendem Abschaben der Zellen in
Lysepuffer. Das erhaltene Zelllysat wurde 2x10 s im Ultraschallbad behandelt und 10
min bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches

Reaktionsgefal transferiert und in Flissigstickstoff schockgefroren.

Die Proben wurden nach Quantifizierung mittels BCA-Test mit LDS-Puffer und 50
mM DTT als Reduktionsmittel versetzt und 10 min bei 70°C gekocht. Die
Proteinauftrennung erfolgte im 4-12%-igen NUPAGE Bis-Tris-Gradientengel in MOPS-
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Puffer mit 0,25% NuPAGE Antioxidans fur 50 min bei 200 V in einer vertikalen SDS-
PAGE-Gelkammer.

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran
wurde halbtrocken durchgefiihrt. Dazu wurden Whatman-Papiere in Anode |-, Anode II-
und Kathoden-Puffer getrankt und die PVDF-Membran 20 s in Methanol geschwenkt.
Auf die Anode der Blot-Apparatur wurden drei Anode I-Whatman-Papiere, drei Anode
[I-Whatman-Papiere, die PVDF-Membran, das SDS-Gel und zuoberst drei Kathode-
Whatman-Papiere geschichtet. Der Transfer erfolgte bei 300 mA fiir 35 min.

Der Erfolg des Transfers wurde durch Ponceau S-Farbung der Membran Uberprtift.
AnschlielRend wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran fiir 1 h bei RT
mit 5% BSA in TBS-T abgesattigt. Die Inkubation mit dem Primarantikérper Gber Nacht
bei 4°C erfolgte in optimaler Verdinnung in TBS-T, 1% BSA. Nach 3 x 15 min
Waschen der Membran in TBS-T, 1% BSA folgte die Inkubation mit dem
Rettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:2000 in TBS-T, 1% BSA, 1 h
RT). Nach erneutem Waschen der Membran (3 x 15 min in TBS-T, 1% BSA) und
Schwenken in TBS-T erfolgte die Detektion der Antikdrperbindung durch ECL (1 min
bei RT) und Rdntgenfilm-Exposition.

2.2.3.3 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Zur Quantifizierung in den Zelliberstand sezernierter Zytokine wurden HUVEC in
Mikrotiterplatten (8*10%Vertiefung) ausgeséat und 48 h inkubiert. Nach dreistiindigem
Serumentzug erfolgte die Stimulation der Zellen Uber Nacht. Die enthommenen
Uberstande wurden anschlieBend in optimaler Verdinnung auf die Antikorper-
beschichtete Platte des Kits transferiert. Der Antigennachweis wurde gemal

Herstellerangaben durchgefuhrt.

2.2.3.4 Luciferase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Aktivitat spezifischer Transkriptionsfaktoren wurden Vektoren
mit cis-aktivierenden Elementen von Clontech verwendet (Mercury Signal Transduction
Vectors). Der Vektor pNF-kB-Luc enthalt das Photinus pyralis-Luciferasegen sowie vier
Tandemkopien der NF-kB-Konsensussequenz, die mit einer TATA-ahnlichen
Promotorregion (pTAL) des Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase-Promotors (HSV-
TK) fusioniert sind (Abb. 13). Nach Bindung von endogenem NF-«B an das «-
Enhancer-Element wird die Transkription induziert und es kommt zur Aktivierung des
Reportergens. Als Kontrolle wurde der Vektor pTAL-Luc verwendet, der lediglich die

TATA-ahnliche Promotorregion besitzt.
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Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden oben genannte Vektoren mit dem
Plasmid pEYFP-C1 kotransfiziert, um die Effizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie

Uberprifen zu kdnnen.

Die Transfektion erfolgte in 12-Loch-Platten mit 10° HUVEC/Vertiefung
entsprechend der unter 2.2.1.2 beschriebenen Methode. Mit dem Mediumwechsel 8 h
nach Beginn der Transfektion wurden zugleich die jeweiligen Stimulanzien in
serumreduziertem Medium (0,1% FKS) zugegeben. Im Falle der Verwendung
pharmakologischer Inhibitoren wurden diese 1 h vor Zugabe des Stimulans
verabreicht. 20 h nach Beginn der Stimulation wurden die Zellen 1x mit PBS
gewaschen, mit 250 ul 1x Passive Lysis Buffer (Dual-Luciferase Reporter Assay
System) versetzt und das Lysat abgeschabt. 20 ul des Lysates wurden anschliel3end in
Sarstedt-Rohrchen transferiert und mit 100 pl Luciferase Assay Reagens (LAR II) im

Rohrchen-Luminometer versetzt.

Luciferase

pNF-xB-Luc
Ampr 5.0 kb

SVv40

polyA '

Abb. 13. Vektorkarte von NF-xB-Luc

NF-kB-Luc enthalt vier Tandemkopien des k-Enhancer-Elements (xB4), das mit einer
TATA-ahnlichen Promotorregion (pTAL) des Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase-
Promotors fusioniert ist. Kommt es zur Bindung von NF-kB an die Konsensussequenz,
wird die Transkription des Luciferasereporters induziert. Die Luciferase-kodierende
Sequenz wird gefolgt von einem SV40 (Simian Virus 40)-Polyadenylierungssignal (SV40
poly A) zur vollstdndigen Prozessierung des Transkripts in eukaryotischen Zellen. f1,;:
Replikationsursprung far die Produktion einzelstrangiger DNA, pUC,:
Replikationsursprung fiir die Replikation in E. coli, Amp": Ampicillinresistenzgen.

2.2.3.5 Immunfluoreszenzfarbung von MT-SP1/Matriptase

3*10° Ficoll-isolierte humane periphere mononukleére Blutzellen (PBMC) wurden in
PBS mit 3% BSA mittels Zytozentrifugation (Cytospin) bei 100 g fir 5 min auf
Objekttrager gebracht und mit 1% Paraformaldehyd 15 min bei RT fixiert. Nach
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Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Antikdrper M32 (5
ug/ml) fir 1 h bei RT. Nach Waschen mit PBS wurde mit dem Sekundarantikérper
FITC-konjugiertes F(ab’),-Fragment Esel-anti-Maus 1gG (1:40, 45 min bei RT) inkubiert.
Zur ldentifizierung der Monozyten und deren Unterscheidung zu Lymphozyten wurde
nach einem erneuten Waschschritt mit CD14-Phycoerythrin (6 pug/ml) fir 30 min bei RT
gegengefarbt. Die Kernfarbung erfolgte im Anschluss durch DAPI (1:3000, 30 s).
AbschlielRend wurden die Objekttrager zweimal mit PBS gewaschen und luftgetrocknet.
Zur Verstarkung der Fluoreszenz wurde ein Tropfen Mounting Medium zugegeben und
das Praparat mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die Auswertung erfolgte an einem

inversen Fluoreszenzmikroskop.

2.2.3.6 Praparation von Gefrierschnitten und immunhistochemische
Farbung von MT-SP1/Matriptase

Verwendete Puffer:

Trispuffer fur Immunhistochemie
Tris-Cl 50 mM
NaCl 150 mM pH 7,6

Die nicht zur RNA-Isolierung verwendete Halfte der Gewebeproben der pAVK-
Patienten und der gesunden Probanden wurde sofort bei -80°C eingefroren und vor
dem Einbetten Gber Nacht auf -20°C gebracht. Im Kryostat wurde bei -20°C Tissue Tek
als Einbettmedium auf ein Korkplattchen gebracht und das Gefal} senkrecht auf dem
Plattchen stehend komplett eingebettet. Von diesem Gewebeblock wurden schlief3lich
serielle, 8 ym-dicke Schnitte transversal zum Gefaly angefertigt, die auf Superfrost-Plus

Adhasionsobjekttrager aufgebracht wurden.

Zum Nachweis von MT-SP1/Matriptase in Gefrierschnitten wurden die Schnitte 15
min bei RT in 1% Paraformaldehyd fixiert und anschlieRend dreimal vorsichtig mit
Trispuffer gespult. Unspezifische Bindungsstellen wurden fiir 40 min bei RT mit 1,5%
Blocking Serum aus dem Vectastain ABC-AP Kit abgesattigt, welches danach
abgeschittelt wurde. Die Inkubation mit dem monoklonalen Antikérper M32 erfolgte flr
1 h bei RT in einer Konzentration von 10 ug/ml. Danach wurden die Schnitte erneut
dreimal mit Trispuffer gewaschen. Anschlielend erfolgte eine 30-minitige Inkubation
bei RT mit 0,5% biotinyliertem IgG-Maus Sekundarantikdrper. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde flir 1 h mit dem Vectastain ABC-AP Reagenz inkubiert, das aus
einem vorab gemischten Komplex aus 1% Avidin DH und 1% biotinylierter alkalischer

Phosphatase H besteht, wobei Avidin mindestens eine freie Bindungsstelle fiir Biotin
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behalt. Die enzymatische Reaktion mit Red Chromogen (1:120) wurde danach fir 10
min durchgefuhrt und durch drei Waschschritte beendet. Die Blaufarbung der Nuklei
wurde durch Hamalaun-Farbung (1 min) erreicht. Die Auswertung erfolgte an einem

inversen Lichtmikroskop.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Funktionalitat der rekombinanten Serinproteasedomaéane
von MT-SP1/Matriptase

Die Wirkung von MT-SP1/Matriptase in Endothelzellen sollte anhand der Aktivitat
der Serinproteasedomane des Enzyms untersucht werden. Im Vorfeld dieser Arbeit
wurde von Morphochem AG Basel die katalytische Domane von MT-SP1/Matriptase
Cys122Ser (Chymotrypsin-Nummerierung) rekombinant exprimiert, die nachfolgend als
MT-SP1/Matriptase bezeichnet wird und die Aminosauren 596-855 umfasst (siehe
Anhang 11.1). Ebenso wurde dies fur MT-SP1/Matriptase Cys122Ser, Ser195Ala
(Chymotrypsin-Nummerierung) durchgefihrt, nachfolgend als MT-SP1/Matriptase
Ser195Ala bezeichnet. Die Mutation Cys122Ser hatte zum Ziel, nach Aktivierung von
MT-SP1/Matriptase das kovalente Anhaften der Pro-Domane an die katalytische
Doméane (Aminosauren 615-855, siehe Anhang 11.1) zu verhindern. Ser195 der
katalytischen Triade wurde zu Ala mutiert, um eine proteolytisch inaktive MT-

SP1/Matriptase-Form zu generieren.

Zur Uberprifung der enzymatischen Aktivitit wurde 1 nM des jeweiligen
rekombinanten Enzyms mit 25 yM synthetischem fluorogenem Substrat I1-1550 versetzt
und fluorometrisch gemessen. Abbildung 14 zeigt die Kinetik der katalytischen Aktivitat
von MT-SP1/Matriptase im Vergleich zur Mutante MT-SP1/Matriptase Ser195Ala. MT-
SP1/Matriptase zeigte in Abhangigkeit von der gemessenen Zeit einen linearen Anstieg
der Fluoreszenz, wohingegen MT-SP1/Matriptase Ser195Ala keine Umwandlung des
Substrates katalysierte. Die enzymatische Aktivitat von MT-SP1/Matriptase wurde auf
diese Weise nachgewiesen. Zudem wurde die proteolytische Inaktivitat von MT-
SP1/Matriptase Ser195Ala gezeigt.
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Abb. 14. Reaktionskinetiken von MT-SP1/Matriptase und MT-SP1/Matriptase
Ser195Ala

Gezeigt ist die relative Fluoreszenz von MT-SP1/Matriptase und MT-SP1/Matriptase
Ser195Ala nach Zugabe von 25 uM Trypsinsubstrat 1-1550 (Boc-Gin-Ala-Arg-AMC-HCI)
zu 1 nM rekombinantem Protein im Zeitverlauf bis 900 s bei 1.,=360 nm und A¢,=465 nm.
Die Aktivitat der beiden Proteine wurde zweimal jeweils in Doppelbestimmung Uberprift.
Die Abbildung zeigt einen dieser Versuche.

3.2 Proinflammatorische Wirkung von MT-SP1/Matriptase in

humanen Endothelzellen

3.2.1 Induktion von IL-8

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die physiologische Wirkung der Serinprotease MT-
SP1/Matriptase wenig bekannt. Die Funktion von MT-SP1/Matriptase wurde dabei vor
allem Prozessen wie Tumorinvasion oder Metastasierung zugeschrieben. Der
Transmembranrezeptor PAR-2 wird als potenzielles Substrat von MT-SP1/Matriptase
beschrieben und mit Entziindungsprozessen assoziiert. Beide Kandidaten werden in
Endothelzellen exprimiert, so dass eine mdgliche inflammatorische Wirkung der
katalytischen Doméane von MT-SP1/Matriptase in Endothelzellen untersucht werden

sollte.

Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) wurden nach einer
dreistiindigen Serumdeprivation mit MT-SP1/Matriptase flir 16 h stimuliert.
AnschlieRend wurden die Uberstande der Zellen mittels ELISA auf ihren Zytokingehalt

hin analysiert. Zur Bestimmung der Transkriptmengen wurden die Zellen nach
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dreistiindigem Serumentzug flr zwei Stunden mit MT-SP1/Matriptase behandelt. Die
mRNA-Mengen wurden durch quantitative RT-PCR (qRT-PCR) ermittelt.

MT-SP1/Matriptase verstarkte in diesen Versuchen die Freisetzung des
inflammatorischen Zytokins Interleukin-8 (IL-8) (Abb. 15 A). Dies konnte in
Abhangigkeit von der eingesetzten MT-SP1/Matriptase-Dosis gezeigt werden, wobei
eine signifikante Induktion ab einer Konzentration von 1 nM MT-SP1/Matriptase
festgestellt wurde (Abb. 15 B). Die basalen IL-8-Konzentrationen in unstimulierten
Endothelzellen betrugen in diesen Versuchen 125 (£ 33) pg/ml (Abb. 15 A) und 175 (z
20) pg/ml (Abb. 15 B).
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Abb. 15. MT-SP1/Matriptase erhoht die IL-8-Freisetzung in HUVEC in Abhangigkeit
von der eingesetzten Dosis

A. HUVEC wurden 3 h serumfrei gehalten und mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fiir 16 h
inkubiert. In den Zelliberstanden wurde mittels Sandwich-ELISA die IL-8-Konzentration
ermittelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HUVEC. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM dreier Versuche. *: p < 0,05 B. Behandlung von HUVEC nach dreistiindigem
Serumentzug mit ansteigenden MT-SP1/Matriptase-Konzentrationen fir 16 h und
Analyse der IL-8-Sekretion mittels ELISA. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte £ SEM von
vier Versuchen. *: p < 0,05

Nachfolgend wurde untersucht, ob der Erhdhung der Zytokinsezernierung eine
verstarkte mRNA-Expression zugrunde liegt. MT-SP1/Matriptase erhdhte die
Transkriptmengen von IL-8 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 16). Durch
Vorinkubation mit dem Antibiotikum Actinomycin D, das an doppelstrangige DNA
bindet und dadurch Enzyme der Transkription inhibiert, und anschlieRender MT-
SP1/Matriptase-Stimulation konnte gezeigt werden, dass die erhohte IL-8-mRNA-

Expression abhangig von transkriptioneller Aktivitat war (Abb. 16).
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Abb. 16. MT-SP1/Matriptase induziert die IL-8-Transkription in HUVEC

Nach dreistiindiger Serumdeprivation, die bei ActD 1 h Vorinkubation mit 5 pg/ml
Actinomycin D enthielt, wurden HUVEC 2 h mit 20 nM MT-SP1/Matriptase behandelt.
Nach RNA-Isolierung und anschlieBender quantitativer RT-PCR wurden die Werte auf
GAPDH normalisiert. Im Diagramm ist der x-fache Anstieg im Vergleich zu unstimulierten
Zellen zu sehen. Ktr: unbehandelte Kontrollzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von drei bis sechs unabhangigen Versuchen. *: p < 0,05 versus unstimulierte Zellen

Die durch MT-SP1/Matriptase induzierte Zytokinfreisetzung resultierte daher nicht
aus einer verstarkten Freisetzung des inflammatorischen Mediators IL-8 aus
intrazellularen Speichern, sondern ist auf eine de novo-Synthese des Proteins

zuruckzufihren.

Um die Wirkung von MT-SP1/Matriptase in einem in der Atherosklerose relevanten
Endothelzelltyp zu bestatigen, wurde die IL-8-Induktion zusatzlich in primaren
Endothelzellen der humanen Koronararterie (HCAEC) analysiert. Auch in diesem
Zelltyp fihrte MT-SP1/Matriptase zu einer hochregulierten Expression der IL-8-mRNA
(Abb. 17). Die atherosklerotisch wichtigen koronaren Endothelzellen waren daher mit
den in den weiteren Versuchen verwendeten Nabelschnurendothelzellen in ihrer
Stimulierbarkeit vergleichbar. Diese Versuche wurden zur Induktion des maximalen
Effektes mit 100 nM MT-SP1/Matriptase durchgefiihrt, so dass HUVEC, die ebenfalls

mit 100 nM MT-SP1/Matriptase stimuliert wurden, zum Vergleich gezeigt werden.

Die Quantifizierung der mRNA-Niveaus erfolgte absolut anhand einer
Standardkurve (siehe Abb. 12), da in diesem Versuch verschiedene Zelltypen

miteinander verglichen wurden.
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Abb. 17. MT-SP1/Matriptase induziert die IL-8-Expression in HCAEC

Nach 3 h serumfreier Inkubation wurden humane Endothelzellen aus der Koronararterie
(HCAEC) oder humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) fir 2 h mit
100 nM MT-SP1 behandelt. Die absolute Quantifizierung der IL-8-Kopien erfolgte unter
Zuhilfenahme einer Standardkurve aus PCR-Fragmenten. Normalisiert wurden die Werte
auf die GAPDH-Kopien der jeweiligen Probe. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + SEM
des Quotienten aus IL-8-mRNA-Kopienzahl und GAPDH-mRNA-Kopienzahl aus drei
unabhangigen Versuchen. *: p < 0,05 versus unstimulierte Zellen

3.2.2 Induktion von IL-6 und MCP-1

Zusatzlich zur MT-SP1/Matriptase-Wirkung auf die IL-8-Produktion wurde der
Einfluss von MT-SP1/Matriptase auf die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) als weitere wichtige Mediatoren des atherogenen
Prozesses untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zytokinfreisetzung mittels
Immunoassay und die Transkriptmengen durch quantitative RT-PCR festgestellt.
Vergleichbar zur Induktion von IL-8 konnten ebenfalls fir IL-6 eine verstarkte
Sezernierung sowie erhohte mRNA-Mengen nach Behandlung von HUVEC mit MT-
SP1/Matriptase detektiert werden (Abb. 18 A und B).
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Abb. 18. MT-SP1/Matriptase induziert IL-6

HUVEC wurden nach dreistiindigem Serumentzug fir 16 h (A) oder 2 h (B) mit 20 nM
MT-SP1/Matriptase behandelt. Mittels ELISA wurde im Anschluss der IL-6-Zytokingehalt
der Zelliberstande (A) bzw. mittels qRT-PCR die IL-6-Transkriptmengen (B) bestimmt.
Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von drei (A) bzw. finf (B) unabhangigen Versuchen. *: p < 0,05

Zudem konnte eine verstarkte Genexpression von MCP-1 nach Stimulation von
HUVEC mit MT-SP1/Matriptase, ebenfalls auf Protein- sowie auf mRNA-Ebene,
beobachtet werden (Abb. 19 A und B).
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Abb. 19. MT-SP1/Matriptase induziert MCP-1

HUVEC wurden nach dreistlindiger Serumdeprivation mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fur
16 h (A) oder 2 h (B) behandelt. A. Immunoassayanalyse der MCP-1-Freisetzung, als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen
Versuchen, %*: p < 0,05). B. gRT-PCR der MCP-1-Gesamt-RNA, dargestellt als x-fach im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Mittelwerte + SEM aus funf unabhangigen
Versuchen, *: p <0,05).
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Die entzindungsférdernde Wirkung von MT-SP1/Matriptase in HUVEC beschrankt
sich daher nicht auf die verstarkte Expression von IL-8, sondern beinhaltet ein breiteres
Spektrum an induzierten Mediatoren der inflammatorischen Reaktion, was anhand der
Zytokine IL-6 und MCP-1 gezeigt wurde. Durch die Induktion dieser Zytokine kdnnte
MT-SP1/Matriptase die Rekrutierung inflammatorischer Zellen an die endotheliale

GefaRwand férdern und zur Progression der Atherosklerose beitragen.

3.3 Rezeptormechanismus der MT-SP1/Matriptase-

induzierten IL-8-Expression

3.3.1 MT-SP1/Matriptase induziert IL-8 abhangig von der
katalytischen Aktivitat

Im Folgenden wurde auf die Induktion von IL-8 als Vertreter der inflammatorischen
Zytokine fokussiert. Angesichts der IL-8-Induktion durch MT-SP1/Matriptase stellte sich
die Frage nach der Bedeutung der Serinproteasedomane von MT-SP1/Matriptase bei
dieser Wirkung. Im Vergleich wurde daher die Wirkung von katalytisch aktiver MT-
SP1/Matriptase und proteolytisch inaktiver MT-SP1/Matriptase Ser195Ala auf die IL-8-
Sekretion analysiert. MT-SP1/Matriptase Ser195Ala bewirkte dabei im Gegensatz zur
Wildtypform keinen signifikanten Anstieg der IL-8-Freisetzung und zeigt damit die
Wichtigkeit der katalytischen Aktivitdt von MT-SP1/Matriptase bei der IL-8-Induktion auf
(Abb. 20).
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Abb. 20. Die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Sezernierung ist abhéngig von der
katalytischen Aktivitat des Enzyms

HUVEC wurden 3 h serumfrei gehalten und danach 16 h mit 20 nM MT-SP1/Matriptase
oder enzymatisch inaktiver MT-SP1/Matriptase Ser195Ala (20 nM) behandelt. Mittels
ELISA erfolgte die Quantifizierung der IL-8-Freisetzung im Vergleich zu unstimulierten
HUVEC (Ktr). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen. :
p < 0,05
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3.3.2 MT-SP1/Matriptase induziert IL-8 via PAR-2

PAR-2 wird als potenzielles Substrat von MT-SP1/Matriptase in einem Xenopus-
Oozyten-Modell beschrieben und spielt eine wichtige Rolle bei Entzlindungsvorgangen.
Demzufolge war die Frage zu beantworten, ob PAR-2 als Vermittler der
inflammatorischen MT-SP1/Matriptase-Wirkung in Endothelzellen fungiert. Da
bestimmte PAR-2-Agonisten, wie zum Beispiel Gerinnungsfaktor Xa oder Trypsin,
sowohl PAR-2 als auch PAR-1 aktivieren kdnnen, wurden parallel Versuche zur
maoglichen Beteiligung von PAR-1 durchgefihrt. Von beiden PAR ist bekannt, dass sie
auf Endothelzellen exprimiert werden. Zur Untersuchung der Rolle von PAR-2 bzw.
PAR-1 sollte daher das Expressionsniveau der Rezeptorproteine durch RNA-
Interferenz (RNAi) gesenkt werden. Die Expression von PAR-2 und PAR-1 wurde
mittels gRT-PCR detektiert.
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Abb. 21. Senkung der PAR-Expression mittels RNAI

Nach 24 h Inkubation unter Zellkulturbedingungen wurden HUVEC mit 100 nM
spezifischen siRNAs gegen PAR-2 (siPAR-2) und PAR-1 (siPAR-1) oder mit
unspezifischen siRNAs als Negativkontrolle (siKtr) transfiziert. Nach 5 h erfolgte ein
Mediumwechsel zur Vermeidung zytotoxischer Effekte. 48 h nach Transfektion wurde die
Gesamt-RNA prapariert und eine gqRT-PCR zur Detektion der PAR-2- (A) und PAR-1-
mRNA-Niveaus (B) durchgefiihrt. Dargestellt sind die mRNA-Niveaus als Prozent der
untransfizierten Kontrollzellen (Ktr) als Mittelwerte + SEM aus 5-7 unabhangigen
Versuchen, *: p < 0,05. C. Als Transfektionskontrolle wurden unspezifische, fluoreszein-
markierte Kontroll-siRNAs verwendet. Die Auswertung der Transfektionseffizienz erfolgte
fluoreszenzmikroskopisch und belief sich auf 74 (+ 8)%. Die Abbildung zeigt HUVEC 6 h
nach Transfektion als Phasenkontrast- (a) und als fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
(b) mit einem 10x Objektiv.
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Durch Einbringen spezifischer siRNAs konnte die Expression von PAR-2 auf
mRNA-Ebene 48 h nach Transfektion auf 12,44% (+ 5,43) im Vergleich zur
untransfizierten Kontrolle (Ktr) gesenkt werden (Abb. 21 A). Die PAR-2-Expression in
Zellen mit unspezifischer Kontroll-siRNA (siKtr) lag dagegen bei 78,79% (£ 20,17) im
Vergleich zu untransfizierten Zellen (Abb. 21 A).

Fir PAR-1 wurde eine Reduktion der Expression auf 33,36% (£ 11,04) im Vergleich
zu untransfizierten Zellen festgestellt; die siKtr-Zellen wiesen 87,37% (x 19,62) der
PAR-1-Expression untransfizierter Zellen auf (Abb. 21 B). Die Transfektionseffizienz in
diesen Versuchen wurde durch Fluoreszenzmikroskopie ermittelt, da die verwendeten
unspezifischen Kontroll-siRNAs mit Fluoreszein markiert waren, und betrug 74 (£ 8)%
(Abb. 21 C).

Wurden die so behandelten Endothelzellen mit MT-SP1/Matriptase stimuliert,
zeigten Zellen mit unspezifischer siRNA (siKtr) und Zellen, deren PAR-1-Expression
herunterreguliert war (siPAR-1), eine Induktion der IL-8-Expression. Zellen jedoch, in
denen PAR-2 herunterreguliert war (siPAR-2), wiesen keine gesteigerte |L-8-
Expression auf (Abb. 22).

Die Induktion von IL-8 auf mRNA-Ebene war in Zellen mit unspezifischer Kontroll-
siRNA (siKtr) vergleichbar mit der Induktion in untransfizierten Zellen (vergleiche Abb.
16).
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Abb. 22. HUVEC mit verminderter PAR-2-Expression zeigen eine Hemmung der MT-
SP1/Matriptase-induzierten IL-8-Transkription

HUVEC wurden 24 h inkubiert und danach mit 100 nM spezifischen siRNAs gegen PAR-
2 (siPAR-2) und PAR-1 (siPAR-1) oder mit unspezifischen siRNAs als Negativkontrolle
(siKtr) transfiziert. 43 h nach Transfektion wurden die Zellen 3 h serumfrei gehalten und
danach 2 h mit MT-SP1/Matriptase (20 nM) stimuliert, die Gesamt-RNA isoliert und eine
gRT-PCR zur Analyse der IL-8-mRNA durchgefuhrt. Dargestellt sind die x-fachen
Anstiege der mRNA-Niveaus im Vergleich zu unstimulierten Zellen als Mittelwerte + SEM
von 5-7 unabhangigen Versuchen. *: p < 0,05
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Diese Ergebnisse zeigen, dass PAR-2 essenziell fur die inflammatorische Wirkung
von MT-SP1/Matriptase in Endothelzellen ist, wohingegen PAR-1 keine Bedeutung bei
diesem Effekt hat. Da zur Induktion der IL-8-Expression die katalytische Aktivitat von
MT-SP1/Matriptase sowie die Prasenz von PAR-2 essenziell sind, scheint MT-
SP1/Matriptase Uber die proteolytische Aktivierung von PAR-2 Signaltransduktion zu

induzieren und wirkt daher als selektiver PAR-2-Agonist.

Die spezifische Senkung der PAR-2-Expression fihrte also zur Hemmung der MT-
SP1/Matriptase-induzierten IL-8-Transkription, wohingegen eine verringerte PAR-1-
Expression ohne Wirkung blieb. Um eine mdgliche Aktivierung von PAR-1 durch MT-
SP1/Matriptase auszuschlieRen, wurden zusatzlich Versuche zum Aktivierungszustand
von PAR-1 nach MT-SP1/Matriptase-Behandlung durchgefiihrt.

Als Positivkontrolle diente Thrombin als starker PAR-1-Agonist. Unter Verwendung
der PAR-1-Antikérper SPAN12 und WEDE15 im Durchflusszytometer wurden der
Aktivierungszustand und das Ausmal} der Internalisierung von PAR-1 ermittelt.
SPAN12 erkennt ein Epitop des Rezeptors, das die Thrombinschnittstelle umfasst und
bindet nur an ungeschnittenen PAR-1. WEDE15 hingegen richtet sich gegen ein
Epitop, das entfernt von der Thrombinschnittstelle lokalisiert ist und weist somit
intakten und geschnittenen PAR-1 nach (bezeichnet als Gesamt-PAR-1). Die Farbung
mit der Isotypkontrolle Maus y1-Phycoerythrin erzeugte dabei keine unspezifischen
Signale und entsprach der Autofluoreszenz der Zellen (nicht gezeigt). Da
entsprechende Antikérper zum Nachweis des Aktivierungszustandes von PAR-2 nicht

erhaltlich sind, sind die entsprechenden Versuche nicht durchfihrbar.
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Abb. 23. MT-SP1/Matriptase proteolysiert PAR-1 minimal, ohne die
Gesamtexpression zu beeinflussen

HUVEC wurden 48 h inkubiert und nach 3 h Serumentzug mit MT-SP1/Matriptase (20
nM) oder Thrombin (10 U/ml) fir 2 h behandelt. Das Abldsen der Zellen erfolgte
nichtenzymatisch unter Verwendung von Zell-Dissoziationspuffer. Im Anschluss wurden
die Zellen 45 min bei RT mit Anti-PAR-1 SPAN12-Phycoerythrin (1:10) oder Anti-PAR-1
WEDE15-Phycoerythrin  (1:10) inkubiert und die Fluoreszenzintensitat mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. A. Oberflachenexpression von ungeschnittenem PAR-1
in unbehandelten Zellen (schwarze Linie), in MT-SP1/Matriptase-behandelten Zellen (rote
Linie) und in Thrombin-behandelten Zellen (griine Linie). Der Nachweis erfolgte mit Anti-
PAR-1 SPAN12-Phycoerythrin (1:10). Die gestrichelte Linie zeigt die Autofluoreszenz. B.
PAR-1-Gesamtmenge in unbehandelten Zellen (schwarze Linie), in MT-SP1/Matriptase-
behandelten Zellen (rote Linie) und in Thrombin-behandelten Zellen (grine Linie). Der
Nachweis erfolgte mit Anti-PAR-1 WEDE15-Phycoerythrin (1:10). Die gestrichelte Linie
zeigt die Autofluoreszenz. Die Abbildungen A und B zeigen jeweils einen von drei
unabhangigen Versuchen.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass MT-SP1/Matriptase PAR-1
minimal proteolysierte (Abb. 23 A). Die Gesamtmenge an PAR-1 wurde durch MT-
SP1/Matriptase nicht verringert und entsprach damit der PAR-1-Expression in
unbehandelten HUVEC (Abb. 23 B). Dies stand im Gegensatz zu Thrombin-
behandelten HUVEC, die einen hohen Anteil an geschnittenem PAR-1 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen aufwiesen (Abb. 23 A), wobei ebenfalls die Gesamt-PAR-1-
Menge deutlich reduziert war (Abb. 23 B), was auf ein hohes Ausmall an
Internalisierung der aktivierten Rezeptoren zur Beendigung der Signaltransduktion
bzw. zur Desensitivierung schliellen lasst. MT-SP1/Matriptase spaltete daher einen
vernachlassigbaren Anteil an PAR-1. Die Internalisierung von PAR-1 wurde durch MT-
SP1/Matriptase nicht induziert. MT-SP1/Matriptase zeigte damit keine wesentliche
Substratspezifitat fur PAR-1.
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3.3.3 Uberexpression von PAR-2 verstarkt die MT-SP1/Matriptase-

induzierte IL-8-Expression

Wird von der Hypothese ausgegangen, dass die MT-SP1/Matriptase-induzierte
Steigerung der |IL-8-Genexpression durch PAR-2 vermittelt wird, sollte die
Uberexpression von PAR-2 zu einer verstarkten inflammatorischen MT-
SP1/Matriptase-Wirkung fihren. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde humaner
PAR-2 in HUVEC uberexprimiert. Zum Vergleich wurde humaner PAR-1 in HUVEC
Uberexprimiert. Als Kontrolle diente die Transfektion mit dem Leervektor pcDNA3.1.
Anschlieend erfolgte die Stimulation der transfizierten Zellen mit MT-SP1/Matriptase.
Die Transfektionseffizienz wurde durch Kotransfektion mit einem EYFP-Plasmid und
fluoreszenzmikroskopische Analyse ermittelt und lag bei 30 (x 6)% (Abb. 24 B). Das IL-
8-mRNA-Niveau wurde im Anschluss durch qRT-PCR festgestellt.

HUVEC, die mit dem Leervektor pcDNA3.1 transfiziert wurden, und HUVEC mit
einer erhohten PAR-1-Expression wiesen in diesen Versuchen einen ahnlichen Anstieg
der IL-8-Transkription auf, der 1,74- bzw. 1,84-fach im Vergleich zu unbehandelten
Zellen war (Abb. 24 A). Die geringere IL-8-Induktion im Vergleich zu untransfizierten
Zellen ist vermutlich auf zytotoxische Effekte der Transfektion zurickzufihren
(vergleiche Abb. 16). HUVEC hingegen, die PAR-2 lberexprimierten, zeigten deutlich
gesteigerte IL-8-mRNA-Niveaus im Vergleich zu den pcDNAS3.1-transfizierten Zellen
(Abb. 24 A), was einen PAR-2-vermittelten MT-SP1/Matriptase-Effekt bestatigt und im

Einklang mit den oben beschriebenen Ergebnissen steht.
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Abb. 24. Die Uberexpression von PAR-2 in HUVEC steigert die MT-SP1/Matriptase-
induzierte IL-8-Genexpression

A. Nach 24-stiindiger Inkubation von HUVEC wurden humaner PAR-2, PAR-1 oder
pcDNA3.1 als Kontrollvektor in die Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die
Zellen 3 h serumdepriviert und anschlielend mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fir 2 h
stimuliert. Nach RNA-Isolierung und cDNA-Synthese erfolgte eine gqPCR zur
Quantifizierung der IL-8-Transkripte. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von vier
Versuchen als x-fach im Vergleich zu unstimulierten Zellen. *: p < 0,05 B. Die
Transfektionseffizienz wurde durch Kotransfektion mit einem EYFP-Plasmid Uberpruft
und betrug 30 (+ 6)%. Die Abbildung zeigt HUVEC 24 h nach Transfektion in der
lichtmikroskopischen (a) und der fluoreszenzmikroskopischen (b) Aufnahme mit einem
10x Objektiv.

3.4 Endothelzellspezifische Induktion von PAR-2 durch IL-1p

Da die erhohte PAR-2-Expression in HUVEC die proinflammatorische Wirkung von
MT-SP1/Matriptase verstarkte, sollte geklart werden, ob die PAR-2-Expression in
einem entzindlichen Umfeld gesteigert wird, wodurch die MT-SP1/Matriptase-Wirkung
potenziert werden koénnte. Ausgehend von Daten, die die PAR-2-Induktion durch
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukin-1a (IL-10) und Lipopolysaccharide (LPS)
in HUVEC beschrieben, wurde die PAR-2-Expression nach zweistlindiger IL-1p-
Stimulation in HUVEC untersucht. Zudem wurde die PAR-2-Expression nach IL-1p-
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Behandlung in den ebenfalls atherosklerotisch relevanten vaskuldren glatten
Muskelzellen (SMC) und mononukledren Zellen (MNC) analysiert. Die Quantifizierung
der mRNA-Niveaus erfolgte in diesen Versuchen absolut anhand einer Standardkurve
(siehe Abb. 12), da verschiedene Zelltypen verglichen wurden. Es zeigte sich
interessanterweise eine IL-1B-induzierte 6,8-fache Hochregulierung von PAR-2-mRNA
in HUVEC im Vergleich zu unbehandelten Zellen, wohingegen keine Veranderung der
PAR-2-Expression in SMC oder MNC nach Behandlung mit IL-1p festgestellt wurde
(Abb. 25 A). Damit wird deutlich, dass PAR-2 in einem entzundlichen Umfeld, wie dies
die Atherosklerose hervorbringt, zelltypspezifisch in Endothelzellen hochreguliert wird.
PAR-1 hingegen erfahrt keine Veranderung seiner Expression nach Behandlung der
drei verschiedenen vaskularen Zelltypen mit IL-13 (Abb. 25 B). Die im Vergleich zu
PAR-1 basal geringe Expression von PAR-2 koénnte dadurch im Rahmen der

atherosklerotischen Entziindungsreaktion deutlich hochreguliert werden.
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Abb. 25. IL-1p verstarkt die PAR-2-Genexpression zelltypspezifisch in HUVEC,
jedoch nicht die PAR-1-Expression

Nabelschnurendothelzellen (EC), glatte Muskelzellen der Koronararterie (SMC) und
Ficoll-isolierte mononukleare Zellen (MNC) wurden 3 h, 16 h bzw. 2 h serumfrei gehalten
und anschlieBend 2 h mit IL-1B (50 ng/ml) behandelt. Nach Praparation der RNA und
reverser Transkription wurde eine gqPCR durchgefiihrt. Aus den erhaltenen C-Werten
wurde anhand einer Standardkurve aus spezifischen, vorher quantifizierten PCR-
Produkten die Anzahl der PAR-2- (A) bzw. PAR-1- (B) mRNA-Kopien determiniert, die
anschlieBend auf die entsprechenden GAPDH-Kopien normalisiert wurden. Die
Abbildungen zeigen die Mittelwerte £ SEM von 4-7 unabhangigen Versuchen. *: p <
0,05 versus unstimulierte Zellen
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Wird dies vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus Abbildung 24 A betrachtet, so
kann vermutet werden, dass die inflammatorische Wirkung von MT-SP1/Matriptase
potenzierbar ist, wenn PAR-2 durch Entziindungsmediatoren induziert wird. Durch
diesen Mechanismus kénnte zur positiven Rulckkopplung der inflammatorischen

Reaktion in der GefalRwand beigetragen werden.

3.5 MT-SP1/Matriptase-induzierte intrazellulare Signaltrans-
duktion

3.5.1 Sequenzielle Aktivierung der MAPK p38 und p42/44

Zur Aufklarung der MT-SP1/Matriptase-induzierten intrazellularen Signalwege wurde
die potenzielle Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38 und
p42/44 analysiert. MAPK sind Serin-/Threoninkinasen, die als Antwort auf die
Stimulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch Phosphorylierung aktiviert
werden. MAPK besitzen eine Sequenz mit zweifachem Phosphorylierungsmotiv (TXY -
Motiv), das bei p42/44 dem TEY-Motiv Thr185/Tyr187 bzw. Thr202/Tyr204 und bei p38
dem TGY-Motiv Thr180/Tyr182 entspricht. Unter Verwendung von Antikérpern, die
MAPK nur in der zweifach phosphorylierten Form binden, kann die Aktivierung der

MAPK durch den Nachweis der Phosphorylierung bestimmt werden.

Nach dreistiindigem Serumentzug wurden die Zellen 0 min, 5 min, 10 min oder 30
min mit MT-SP1/Matriptase behandelt und dann auf Eis lysiert. Analysen mittels
Western Blot zeigten eine Phosphorylierung von sowohl p38 als auch p42/44 mit einem
Maximum bei einer Stimulationszeit von 5 min. Bis zum Erreichen der 30 min war das
Aktivierungsniveau bereits wieder dhnlich dem Ausgangszustand (Abb. 26 A und B).
MT-SP1/Matriptase aktivierte daher die MAPK p38 und p42/44 zeitabhangig.
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Abb. 26. MT-SP1/Matriptase aktiviert die MAPK p38 und p42/44

Die Stimulation der HUVEC erfolgte nach serumfreier Inkubation fir 3 h gemaR den
angegebenen Zeiten mit 20 nM MT-SP1/Matriptase. Nach Lyse auf Eis wurde ein
Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern gegen (A) phosphoryliertes p38 (Anti-
Phospho-p38, Verdinnung 1:1000) und (B) phosphoryliertes p42/44 (Anti-Phospho-
p42/44, Verdinnung 1:2000) durchgefihrt. Als Ladungskontrolle diente der Nachweis der
Gesamtmenge an (A) p38 (Anti-p38, Verdunnung 1:1000) bzw. (B) p42/44 (Anti-p42/44,
Verdunnung 1:1000). Die Abbildung zeigt einen Versuch von funf.

Um eine mdgliche sequenzielle Aktivierung von p38 und p42/44 zu untersuchen,
wurden pharmakologische Inhibitoren der beiden MAPK verwendet. HUVEC wurden
dazu mit dem Inhibitor von p38 MAPK SB 220025 oder mit PD 98059, einem Inhibitor
der MAPK Kinase (MEK), welche die p42/44 MAPK aktiviert, vorinkubiert. Dabei zeigte
sich eine Hemmung der p42/44-Phosphorylierung nach Inhibition von p38, wohingegen
die Inhibition von p42/44 die Phosphorylierung von p38 nicht beeinflusste (Abb. 27 A
bzw. B). p38 muss daher in der Signalkaskade vorangeschaltet sein, so dass MT-
SP1/Matriptase erst p38 und danach p42/44 aktiviert.

Um die Aktivitat des Inhibitors PD 98059 zu uberprifen, wurde die Phosphorylierung
von p42/44 nach MT-SP1/Matriptase-Stimulation im Western Blot untersucht (Abb. 27
C). Dabei war eine vollstandige Hemmung der p42/44-Phosphorylierung zu erkennen.
SB 220025 beeinflusst nicht die Phosphorylierung von p38 selbst, so dass die
Wirksamkeit dieses Inhibitors nicht anhand der Phosphorylierung von p38

nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 27. MT-SP1/Matriptase aktiviert erst p38 und danach p42/44

HUVEC wurden fiir 2 h serumfrei inkubiert und danach 1 h mit p38-Inhibitor SB 220025
(20 uM) oder p42/44-Inhibitor PD 98059 (20 uM) behandelt. Im Anschluss erfolgte die
Stimulation der Zellen mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fir 5 min. Nach Lyse auf Eis wurde
ein Western Blot mit phosphorylierungsspezifischen Antikérpern gegen (A) Phospho-p38
(Anti-Phospho-p38, Verdinnung 1:1000) und (B, C) Phospho-p42/44 (Anti-Phospho-
p42/44, Verdinnung 1:2000) durchgefihrt. Als Ladungskontrolle diente der Nachweis der
Gesamtmenge an (A) p38 (Anti-p38, Verdinnung 1:1000) bzw. (B, C) p42/44 (Anti-
p42/44, Verdinnung 1:1000). Die Abbildung zeigt einen Versuch von vier.

3.5.2 Verstarkte Promotoraktivitat von NF-xB

Die Aufklarung der MT-SP1/Matriptase-induzierten intrazellularen  Signal-
transduktion umfasste zudem die Untersuchung der Aktivierung von Transkriptions-
faktoren, die die Genexpression von IL-8 regulieren. Dabei wurde der
Transkriptionsfaktor NF-«xB untersucht, der die wichtigsten Gene, die als Mediatoren
einer Entzindungsreaktion bekannt sind, aktiviert und tber eine Bindungsstelle in der

IL-8-Promotorregion verfligt.

Zu diesem Zweck wurden die Plasmide pNF-xB-Luc sowie pTAL-Luc (als
Kontrollvektor) in HUVEC eingebracht. Die Transfektionseffizienz wurde durch
Kotransfektion mit einem EYFP-Plasmid und anschlieBende Analyse am
Fluoreszenzmikroskop ermittelt und betrug 30 (x 6)% (vergleiche Abb. 24 B). Im
Anschluss an die Transfektion erfolgte die Behandlung mit MT-SP1/Matriptase fur 20 h
in serumreduziertem Medium (0,1% FKS). Die Bindung der Transkriptionsfaktoren an

die Promotorregion und die dadurch angeregte Transkription des Reportergens wurde
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anhand der Luciferaseaktivitat mittels enzymatischer Reaktion ermittelt.

MT-SP1/Matriptase aktivierte dabei die Bindung von endogenem NF-kB an das «xB-
Enhancer Element (Abb. 28). Die NF-«B-Aktivierung war ca. 7-fach im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die Verwendung des pTAL-Kontrollplasmides flihrte zu

keiner erhéhten Luciferaseexpression durch MT-SP1/Matriptase.
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Abb. 28. MT-SP1/Matriptase induziert die Promotoraktivitat von NF-xB

Nach Transfektion von HUVEC mit den angegebenen Luciferasekonstrukten erfolgte die
Stimulation mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fur 20 h in serumreduziertem Medium (0,1%
FKS). Nach Lyse der HUVEC wurde die Promotoraktivitdt anhand der Lumineszenz des
Luciferasesubstrates ermittelt. Dargestellt ist die relative Lumineszenz als Mittelwert +
SEM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktr) aus drei Versuchen. %*: p < 0,001

3.5.3 Die NF-sB-Aktivierung ist abhangig von p38 und p42/44

MT-SP1/Matriptase aktivierte erst p38 und weiter stromabwarts p42/44. Es stellte
sich daher die Frage, ob die MT-SP1/Matriptase-induzierte Aktivierung der
Promotoraktivitdt von NF-kB Abhangigkeit von MAPK aufwies. Zur Untersuchung der
Beteiligung von MAPK an der verstarkten NF-kB-Aktivierung wurden oben genannte
pharmakologische Inhibitoren von p38 und p42/44 eingesetzt. Des Weiteren wurde der
NF-kB-Aktivierungsinhibitor 6-Amino-4-(4-Phenoxyphenylethylamino)-Quinazolin  auf
seine Aktivitdt hin getestet. In den Versuchen zeigte sich eine Reduktion der MT-
SP1/Matriptase-induzierten NF-xB-Aktivierung nach Hemmung von p38 sowie nach
Hemmung von p42/44 (Abb. 29). Die Aktivierung von NF-kB durch MT-SP1/Matriptase
ist daher abhangig von einer stromaufwarts gelegenen Aktivierung von p38 und

p42/44. Ob dieser Signalweg in Zusammenhang mit der erhdhten IL-8-Expression
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steht, war die zu beantwortende Frage der folgenden Versuche. In diesem Versuch
wurde zudem die Wirksamkeit des spater verwendeten NF-xB-Aktivierungsinhibitors

nachgewiesen (Abb. 29).
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Abb. 29. Die MT-SP1/Matriptase-induzierte NF-kB-Aktivierung ist abhangig von p38
und p42/44

Nach Transfektion von HUVEC mit pNF-xB-Luc erfolgte die Vorinkubation mit p38-
Inhibitor SB 220025 (20 uM), p42/44-Inhibitor PD 98059 (20 uM) bzw. einem Inhibitor der
NF-kB-Aktivierung (6-Amino-4-(4-Phenoxyphenylethylamino)-Quinazolin, 1 uM) fir 1 h in
serumreduziertem Medium (0,1% FKS), gefolgt von der Stimulation mit 20 nM MT-
SP1/Matriptase fir 20 h in serumreduziertem Medium (0,1% FKS). Die Transkriptions-
faktoraktivitdt wurde anhand der Luciferaseaktivitat luminometrisch ermittelt. Dargestellt
sind die Mittelwerte £+ SEM aus drei Versuchen. *: p < 0,05 versus unstimuliert

3.5.4 Die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Expression erfordert
p38, aber nicht p42/44 und NF-xB

Spielt die aufeinander folgende Aktivierung der MAPK p38 und p42/44 durch MT-
SP1/Matriptase und die davon abhangige erhdhte NF-xB-Aktivitat eine Rolle bei der
proinflammatorischen Wirkung von MT-SP1/Matriptase? Zur Klarung dieser Frage
wurden Versuche mit pharmakologischen Inhibitoren von p38 und p42/44 und dem NF-
kB-Aktivierungsinhibitor 6-Amino-4-(4-Phenoxyphenylethylamino)-Quinazolin in
HUVEC durchgefihrt. In diesen Versuchen zeigte sich die Hemmung der IL-8-
Induktion durch MT-SP1/Matriptase durch den p38-Inhibitor, nicht aber durch den
p42/44-Inhibitor (Abb. 30). Da SB 220025 im aktiven Zentrum von p38 bindet und dort

seine inhibitorische Wirkung ausubt, ist die stimulierende Wirkung von MT-
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SP1/Matriptase auf die IL-8-Genexpression abhangig von der enzymatischen Aktivitat
der MAP-Kinase p38. Die p42/44-Aktivierung hingegen blieb ohne Einfluss auf die IL-8-
Induktion durch MT-SP1/Matriptase. Weiterhin zeigte sich, dass IL-8 unabhangig von
der Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-«kB als Antwort auf MT-SP1/Matriptase
exprimiert wird (Abb. 30). MT-SP1/Matriptase aktiviert daher p38, p42/44 und NF-xB

aufeinander folgend, wobei lediglich p38 bei der IL-8-Induktion eine Rolle spielt.
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Abb. 30. Die IL-8-Induktion durch MT-SP1/Matriptase ist abhangig von p38, aber
nicht von p42/44 und NF-xB

Vor der Stimulation von HUVEC mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fir 2 h wurden die Zellen
2 h serumfrei gehalten und dann fir 1 h mit den pharmakologischen Inhibitoren von p38
(SB 220025, 20 uM), p42/44 (PD 98059, 20 uM) oder einem Inhibitor der NF-«xB-
Aktivierung (6-Amino-4-(4-Phenoxyphenylethylamino)-Quinazolin, 1 uM) vorinkubiert. Die
Analyse der IL-8-mRNA-Niveaus erfolgte mittels gqRT-PCR. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM als x-facher Anstieg im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle von vier
unabhangigen Versuchen. Ktr: Mediumkontrolle, *: p < 0,05

In den vorangehenden Versuchen wurde gezeigt, dass MT-SP1/Matriptase die de
novo-Synthese von IL-8 anregt. Die Transkriptionssteigerung wird daher nicht, oder
nicht nur, tGber die Aktivierung von NF-kB reguliert. Die IL-8-Promotorregion verfigt
zudem Uber Bindungsstellen fir AP-1 und C/EBP, so dass vermutet werden kann, dass
bei der IL-8-Transkription durch MT-SP1/Matriptase weitere Transkriptionsfaktoren

beteiligt sind.
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3.5.5 PKCa-abhéangige IL-8-Induktion ohne Beteiligung von p38,
p42/44 oder NF-xB

Kirzlich wurde die Aktivierung von PKCa nach PAR-2-Aktivierung beschrieben.
Aufgrund dieser Daten wurde eine mogliche Beteiligung dieser PKC-Isoform bei MT-
SP1/Matriptase-induzierten Signalwegen untersucht. Zu diesem Zweck wurden die MT-
SP1/Matriptase-induzierte p38- und p42/44-Aktivierung, die NF-kB-Aktivierung und die
IL-8-Hochregulierung auf eine PKCo-Abhdngigkeit hin analysiert. In diesen
Experimenten wurde der PKCa-Inhibitor Safingol verwendet. In den durchgefihrten
Versuchen zeigte sich eine PKCa-abhangige Erhdhung der IL-8-mRNA-Expression
nach MT-SP1/Matriptase-Stimulation (Abb. 31 A), wobei die MT-SP1/Matriptase-
induzierte p38-, p42/44- und NF-kB-Aktivitdt unabhangig von PKCa war (Abb. 31 B, C
und D). Der PKCa-Inhibitor Safingol selbst aktivierte dabei p38 und p42/44 in geringem
Male, ohne den Effekt durch MT-SP1/Matriptase zu beeinflussen (Abb. 31 C und D).
In diesen Versuchen wurde damit ein zweiter, von p38 offenbar unabhangiger

Signalweg zur MT-SP1/Matriptase-induzierten IL-8-Hochregulierung identifiziert.
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Abb. 31. Die IL-8-Induktion durch MT-SP1/Matriptase ist PKCa-abhéngig ohne
Beteiligung von NF«xB, p38 oder p42/44

A. IL-8-mRNA-Expression: HUVEC wurden 2 h serumfrei gehalten und danach 1 h mit
dem pharmakologischen PKCa-Inhibitor (Safingol, 20 pM) behandelt. AnschlieRend
erfolgte die Stimulation der Zellen mit 20 nM MT-SP1/Matriptase fir 2 h. Die Analyse der
IL-8-mRNA-Niveaus erfolgte mittels gRT-PCR. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM als
x-facher Anstieg im Vergleich zu unstimulierten Zellen aus vier Versuchen. Kir:
Mediumkontrolle, *: p < 0,05 B. NF-kB-Aktivierung: Nach Transfektion von HUVEC mit
pNF-kB-Luc und einstiindiger Vorinkubation mit dem PKCa-Inhibitor (Safingol, 20 uM)
wurden die Zellen 20 h mit 20 nM MT-SP1/Matriptase in serumreduziertem Medium
(0,1% FKS) behandelt. Nach Lyse der Zellen wurde die Induktion des Luciferase-
Reportergens durch Substratzugabe ermittelt. Dargestellt ist die relative Lumineszenz als
Mittelwert + SEM als x-facher Anstieg im Vergleich zu unstimulierten HUVEC aus drei
Versuchen. Ktr: Mediumkontrolle, *: p < 0,05 C. und D. Western Blot-Analyse der
Phosphorylierung von p38 (C) und p42/44 (D): HUVEC wurden 2 h serumfrei gehalten, 1
h mit PKCa-Inhibitor (Safingol, 20 uM) versetzt und anschliefend mit 20 nM MT-
SP1/Matriptase fur 5 min stimuliert. Der Nachweis der MAPK erfolgte mit den AK gegen
phosphoryliertes (Phospho-)p38 (Verdinnung 1:1000) (C) bzw. Phospho-p42/44
(Verdiinnung 1:2000) (D). Als Ladungskontrolle wurden AK gegen Gesamt-p38 (C,
Verdiinnung 1:1000) und Gesamt-p42/44 (D, Verdinnung 1:1000) eingesetzt.
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Die in Kapitel 3.5 beschriebenen Ergebnisse deuten daher auf unterschiedliche
intrazellulare Signalwege zur MT-SP1/Matriptase-induzierten IL-8-Expression in
Endothelzellen hin: Zum einen aktiviert MT-SP1/Matriptase die MAPK p38, deren
Aktivitdt essenziell flr die IL-8-mRNA-Expression ist. Zum anderen scheint ein
separater, PKCa-abhangiger Signalweg an der IL-8-Induktion beteiligt zu sein.
Zusatzlich wurde nach Stimulation mit MT-SP1/Matriptase eine Aktivierung der MAPK
p42/44 sowie eine verstarkte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB beobachtet,

ohne dass hier ein Zusammenhang mit der IL-8-Synthese hergestellt werden konnte.

3.6 Rolle von Tissue Factor bei der MT-SP1/Matriptase-

induzierten IL-8-Expression

3.6.1 Tissue Factor beeinflusst nicht die PAR-2-vermittelte IL-8-

Expression

Neueste Daten lassen vermuten, dass PAR-2-vermittelte Signalwege durch die
zytoplasmatische Domane von Tissue Factor (TFzyt) reguliert werden koénnen.
Beschrieben wurde eine negative Regulation der PAR-2-vermittelten Angiogenese
durch TFzyt, die moglicherweise durch Phosphorylierung der TFzyt an Ser253 und
Ser258 aufgehoben wird. Die Phosphorylierung der TFzyt kann dabei durch PAR-2-
Aktivierung induziert werden und wird durch eine Palmitoylierung an Cys245 gehemmt
(siehe Schema in Abb. 5).

Ausgehend von dieser Hypothese wurde der Effekt der zytoplasmatischen Doméane
von TF auf die PAR-2-vermittelte IL-8-Transkription in HUVEC untersucht. PAR-2
wurde dabei durch MT-SP1/Matriptase aktiviert. TF-Wildtyp (Aminosauren 1-263) und
TF mit deletierter zytoplasmatischer Doméane (TFAzyt, Aminosauren 1-243) wurden zu
diesem Zweck in einen pEYFP-C1-Vektor kloniert, um die Transfektionseffizienz in den
anschlielenden Versuchen fluoreszenzmikroskopisch oder durchflusszytometrisch
Uberprifen zu kénnen (pEYFP-C1 wird bezeichnet als YFP, pEYFP-TF Wildtyp als
YFP-TF und pEYFP-TFAzyt als YFP-TFA4zyt). Durch die Fusion des extrazelluldren N-
Terminus von TF mit YFP sollte keine Beeintrachtigung der intrazellularen

Signaltransduktion der TFzyt eintreten.

Zur Untersuchung einer moglichen negativen Regulation der PAR-2-vermittelten IL-
8-Induktion durch TFzyt wurden HUVEC 24 h nach Transfektion der Konstrukte YFP,
YFP-TF und YFP-TFAzyt mit MT-SP1/Matriptase behandelt. Mittels gRT-PCR wurden
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die IL-8-mRNA-Mengen analysiert. Die durchflusszytometrisch ermittelte Trans-

fektionseffizienz in diesen Versuchen belief sich auf 28 (£ 4)% (siehe Abb. 34 B).

Die Transfektion von TF blieb dabei ohne Wirkung auf die IL-8-Induktion durch MT-
SP1/Matriptase (Abb. 32), wobei die IL-8-Induktion geringer ausfiel als in
untransfizierten Zellen (vergleiche Abb. 16). Dies war vermutlich auf zytotoxische
Effekte durch die Transfektion zurtickzuflihren und wurde bereits in vorangehenden

Transfektionsversuchen beobachtet (vergleiche Abb. 24 A).
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Abb. 32. TF reguliert nicht die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Transkription

HUVEC wurden mit YFP, YFP-TF und YFP-TFAzyt transfiziert, 24 h nach Transfektion fur
3 h serumdepriviert und anschlieRend 2 h mit 20 nM MT-SP1/Matriptase behandelt. Die
IL-8-mRNA-Niveaus wurden mittels qRT-PCR festgestellt. Die Abbildung stellt die
Mittelwerte £+ SEM von vier unabhangigen Versuchen dar.

Eine modgliche Erklarung fir den Mangel an Regulation ware, dass durch die
exogene Expression von TF keine Kolokalisation mit PAR-2 gewahrleistet ist und somit
keine intrazellulare Interaktion zwischen beiden Transmembranproteinen stattfinden
kann. Unter Umstanden verhindert die Fusion von YFP an den N-Terminus von TF die
Lokalisation von TF in rdumlicher Ndhe zu PAR-2, welche zum Beispiel in
Okulargewebe beobachtet wurde. In einem anderen Erklarungsversuch konnte dieses
Ergebnis die Hypothese unterstitzen, dass durch PAR-2-Aktivierung die
Phosphorylierung der TFzyt induziert wird, was deren negative Regulation der PAR-2-
vermittelten Signalwege aufhebt. Durch Deletion der TFzyt wirde dann ebenso die
negative Regulation der PAR-2-vermittelten Signalwege verhindert, so dass beide
Tissue Factor-Proteine die MT-SP1/Matriptase-induzierte, PAR-2-vermittelte IL-8-

Hochregulierung nicht beeintrachtigen. Da die beobachtete IL-8-Induktion bedingt
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durch die Transfektion relativ gering war, wurde dieser Ansatz jedoch nicht weiter

verfolgt.

3.6.2 Tissue Factor induziert IL-8 in Abhangigkeit von der

zytoplasmatischen Domane

In den unter 3.6.1 beschriebenen Versuchen fiel jedoch auf, dass die exogene
Expression von YFP-TF die IL-8-Transkriptmenge 7,61 (£ 1,84)-fach im Vergleich zu
YFP erhéhte, wohingegen YFP-TFAzyt IL-8 nur 3,04 (+ 0,58)-fach induzierte und damit
eine um Uber 50% schwachere proinflammatorische Wirkung als Wildtyp-TF aufwies
(Abb. 33). Um die diesen Effekt verursachenden Aminosduren in der
zytoplasmatischen Domane von TF zu charakterisieren, wurden die flr eine
Phosphorylierung relevanten Serinreste Ser253 und Ser258 punktgerichtet mutiert.
Zudem sollte die Palmitoylierung an Cys245 durch Mutation verhindert werden, um
eine potenzielle negative Regulation der Ser258-Phosphorylierung zu supprimieren. Zu
diesem Zweck wurden die Punktmutanten YFP-TF Ser253Ala, YFP-TF Ser258Ala, die
Doppelmutante YFP-TF Ser253Ala/Ser258Ala, sowie YFP-TF Cys245Ser generiert.
Wie in Abbildung 33 dargestellt, induzierten YFP-TF Ser253Ala/Ser258Ala, YFP-TF
Ser253Ala und YFP-TF Ser258Ala IL-8 ahnlich der Mutante YFP-TFAzyt, d.h. nur zu
ca. 50% verglichen mit YFP-TF (Wildtyp). Die Mutation von nur einem Serinrest
induzierte dabei IL-8 etwas starker als die Doppelmutante. Daher scheint die
Phosphorylierung beider Serinreste (Ser253 und Ser258) essenziell fur die IL-8-
Induktion zu sein. YFP-TF Cys245Ser hingegen induzierte IL-8 &hnlich der Wildtypform
von TF. Die Palmitoylierung an Cys245 spielt daher entweder keine Rolle bei der IL-8-
Induktion oder TF-WT wird posttranslational nicht palmitoyliert, da kein inhibitorischer
Effekt durch die Cys245-Mutation aufgehoben wurde.

Die Expression von TF induzierte daher IL-8 unabhangig von der Bindung seines
Liganden Gerinnungsfaktor Vlla, wobei die volle Induktion abhdngig von den beiden
Serinresten der zytoplasmatischen Domane von TF, Ser253 und Ser258, war. Der
palmitoylierbare Cysteinrest (Cys245) der zytoplasmatischen Domane von TF spielte

bei der IL-8-Induktion keine Rolle.
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Abb. 33. Exogene Expression von TF induziert IL-8 in HUVEC in Abhangigkeit von
Ser253 und Ser258 der zytoplasmatischen Doméne

HUVEC wurden mit den angegebenen TF-Konstrukten transfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen 3 h serumfrei gehalten und danach die Gesamt-RNA aus
den Zellen isoliert und einer qRT-PCR unterworfen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von 5-6 unabhangigen Versuchen. %*: p < 0,05, *k*: p < 0,005. Die IL-8-mRNA ist
dargestellt als x-fach im Vergleich zur Leervektorkontrolle (YFP). Die Aminosauren sind
hier aus Platzgrinden im Einbuchstabencode dargestellt.

Die Funktionalitdt bzw. Aktivitdt der verschiedenen TF-Mutanten wurde nach
Transfektion mit Hilfe eines chromogenen Tests anhand der FXa-Bildung nach Zugabe
von FVlla und FX verifiziert. Die Transfektion der Konstrukte in HUVEC fiihrte zu einer
deutlichen FXa-Bildung im Vergleich zur Transfektion mit dem Leervektor YFP (Abb.
34 A). Da Unterschiede in den TF-Aktivitdten erkennbar waren, wurde zudem die
Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie untersucht. Bei Messung der YFP-
Fluoreszenz zeigte sich, dass alle Konstrukte mit einer vergleichbaren Effizienz
transfiziert waren, wobei sich eine durchschnittliche Transfektionseffizienz von 28 (+
4)% ergab (Abb. 34 B). Die beobachtete erhdhte TF-Aktivitdt von YFP-TFAzyt war
daher nicht auf eine héhere Transfektionseffizienz zurlckzufihren. Die Ursache der
leicht gesteigerten TF-Aktivitat durch die Deletion der TFzyt ist unbekannt. Da jedoch
die Funktion der TFzyt auf die intrazellulare Signaltransduktion von PAR-2 untersucht
werden sollte, wurden die Differenzen in der Aktivitat der extrazellularen Domane von

TF vernachlassigt.
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Abb. 34. TF-Aktivitat und YFP-Fluoreszenz der transfizierten YFP-TF-Konstrukte

A. TF-Aktivitat, gemessen an der FXa-Bildung 24 h nach Transfektion von HUVEC mit
den YFP-TF-Konstrukten nach Zugabe von 10 nM FVlla und 200 nM FX fir 30 min bei
37°C. Die Menge an gebildetem FXa in 50 pl Zelliberstand wurde nach Zugabe von 50 pl
chromogenem FXa-Substrat nach 60 min bei RT bei 405 nm quantifiziert. Gezeigt sind
die Mittelwerte £+ SEM von vier Versuchen. B. Transfektionseffizienz der YFP-TF-
Konstrukte. 24 h nach Transfektion wurden HUVEC abgelést und im Durchflusszytometer
auf ihre YFP-Fluoreszenz hin analysiert. Die Abszisse zeigt die YFP-
Fluoreszenzintensitat an, die Ordinate die gemessenen Ereignisse (Zellen), die
gestrichelte Linie zeigt die Autofluoreszenz. Gezeigt ist ein Experiment von vier
unabhangigen Versuchen.

79
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3.7 MT-SP1/Matriptase reguliert Tissue Factor

Ausgehend von der Erkenntnis, dass TF IL-8 in HUVEC induzierte, wurde die
Regulation der TF-Expression durch MT-SP1/Matriptase als Teil einer moéglichen

positiven Rickkopplungsschleife untersucht.

Die TF-Expression wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie festgestellt und auf
RNA-Ebene durch gRT-PCR Uberprift. Dabei zeigte sich, dass MT-SP1/Matriptase die
TF-Oberflachenexpression in HUVEC hochregulierte (Abb. 35 A), was auf mRNA-
Niveau bestatigt werden konnte (Abb. 35 B). Versuche, in denen die
Transkriptionsaktivitat durch Actinomycin D unterbunden wurde, zeigten eine
Hemmung der TF-Induktion nach MT-SP1/Matriptase-Stimulierung der Zellen. Dies
machte deutlich, dass der verstarkten TF-Expression eine Neusynthese des Rezeptors
zugrunde lag (Abb. 35 B).
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Abb. 35. MT-SP1/Matriptase induziert die Genexpression von Tissue Factor

A. Durchflusszytometrische Messung der Tissue Factor (TF)-Oberflachenexpression.
HUVEC wurden 3 h serumfrei gehalten und danach 16 h mit 20 nM MT-SP1/Matriptase in
serumreduziertem Medium (0,1% FKS) inkubiert. Der TF-Nachweis erfolgte mit
monoklonalem Anti-TF-FITC (VD8, 10 pg/ml). Die fette Linie zeigt die TF-Expression der
MT-SP1/Matriptase-stimulierten HUVEC an, die dinne Linie die TF-Expression der
unstimulierten Kontrollzellen und die gestrichelte Linie zeigt die Autofluoreszenz der
Zellen, die vergleichbar zur Isotypkontrolle Maus y1-FITC war. Die Abbildung zeigt einen
von vier unabhangigen Versuchen. B. gRT-PCR von TF-Gesamt-RNA in HUVEC nach
dreistiindiger Serumdeprivation, die in einem Teil der Zellen 1 h Vorinkubation mit
Actinomycin D (Act D, 5 pug/ml) enthielt, und anschlieBender Stimulation mit 20 nM MT-
SP1/Matriptase fir 2 h. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen
Versuchen. *: p < 0,05

Damit wird deutlich, dass die Serinprotease MT-SP1/Matriptase nicht nur die

wichtigsten proinflammatorischen Zytokine des atherosklerotischen Prozesses,
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sondern auch den prothrombotischen Mediator TF in Endothelzellen hochreguliert und

damit zur atherosklerotischen Veranderung in der GefalRwand beitragen kdnnte.

Des Weiteren induziert MT-SP1/Matriptase daher IL-8 zum einen direkt, und zum
anderen indirekt Uber die Expressionssteigerung von TF, welcher seinerseits die IL-8-

Expression erhoht.

3.8 Vaskulares Expressionsmuster von MT-SP1/Matriptase

3.8.1 MT-SP1/Matriptase-Expression in humanen Thrombend-

arterektomien

Um zu untersuchen, ob MT-SP1/Matriptase - bislang assoziiert mit Tumorinvasion
und Metastasierung - eine Bedeutung in der Atherosklerose zukommt, wurde die
Expression von MT-SP1/Matriptase in Proben humaner Thrombendarterektomien
(TEA) analysiert. Bei der Thrombendarterektomie handelt es sich um ein Verfahren, bei
hochgradigen Gefallverengungen der Arteria carotis oder Arteria femoralis die
atherosklerotische Plaque operativ auszuschadlen. Aus dem dabei gewonnenen
Komplex aus Gefallneointima, Teilen der Media und Plaquematerial wurde die
Gesamt-RNA gewonnen, die nach reverser Transkription einer qPCR unterworfen
wurde, um die Kopienzahlen von MT-SP1/Matriptase bestimmen zu koénnen. Als
Kontrollen wurden gesunde Gefalistlicke aus der Arteria pudenda externa (dulRere

Schamarterie) verwendet.

Die aus den atherosklerotischen und gesunden Gefalen isolierte Gesamt-RNA
wurde zusatzlich auf deren PAR-2-Expression hin untersucht, da PAR-2 aufgrund der
in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse eine Rolle als Vermittler der MT-
SP1/Matriptase-Wirkung im Endothel spielt.

Wie im Methodenteil beschrieben, wurden zur exakten Bestimmung der in den
Gewebeproben vorhandenen Kopienzahlen im Vorfeld PCR-Fragmente generiert, die
eine Region umfassten, in der die qPCR-Sonde an die Ziel-cDNA hybridisierte. Nach
Aufreinigung der Fragmente wurden diese mittels Agarosegelelektrophorese durch
Vergleich mit einem bekannten DNA-Standard quantifiziert. Anhand der Molmasse
wurde die Molekilkonzentration des PCR-Produktes berechnet, so dass definierte
Molekulzahlen in die gPCR eingesetzt und eine Standardkurve erstellt werden konnte
(siehe Abb. 12).

Die Auswertung der ermittelten MT-SP1/Matriptase-Kopienzahlen in den



Ergebnisse 82

untersuchten atherosklerotischen Gewebestliicken ergab eine signifikant erhdhte
Menge an MT-SP1/Matriptase-mRNA in den atherosklerotischen Gefalten im Vergleich
zu gesundem GefalR (Abb. 36 A). Die hohe Variabilitdt der MT-SP1/Matriptase-
Transkriptmengen in den atherosklerotischen Proben ist vermutlich auf die
unterschiedliche Zusammensetzung der gewonnenen Gewebestlicke zurlickzuflihren,
die im prozentualen Anteil des Plaquematerials differierten. Ungeachtet dessen weist
die aberrante MT-SP1/Matriptase-Expression im erkrankten Gefal} auf eine Bedeutung
von MT-SP1/Matriptase in der Atherosklerose hin. Ebenso wurde eine erhéhte mRNA-
Expression von PAR-2 in den erkrankten Gefalken nachgewiesen, was in
Ubereinstimmung mit den immunhistochemischen Daten von Napoli und Kollegen steht
(Abb. 36 B).
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Abb. 36. Erhdhte MT-SP1/Matriptase- und PAR-2-mRNA im atherosklerotischen im
Vergleich zu gesundem Gefaf

Nach RNA-Isolierung aus Atherektomiegeweben wurde eine qRT-PCR zur Detektion der
jeweiligen Kopienzahlen durchgefihrt. Die absolute Quantifizierung erfolgte unter
Zuhilfenahme einer Standardkurve aus PCR-Fragmenten. Normalisiert wurden die Werte
auf die GAPDH-Kopien, die sich in der untersuchten Probe befanden. Die Darstellung
zeigt die Mittelwerte + SEM des Verhaltnisses aus A. MT-SP1/Matriptase-Kopien und
GAPDH-Kopien und des Verhaltnisses aus B. PAR-2-Kopien und GAPDH-Kopien. n
(gesund) =10, n (TEA)=18. *:p <0,01, +: p<0,1

Zur Untersuchung der MT-SP1/Matriptase-Expression auf Proteinebene wurden
immunhistochemische Farbungen von MT-SP1/Matriptase mit der anderen Halfte der
Thrombendarterektomien und mit gesundem Gefal} als Kontrolle durchgefiihrt, die als
Gefrierschnitte prapariert waren. Der verwendete monoklonale Antikérper M32 erkennt

dabei sowohl die einzelkettige Vorlauferform von MT-SP1/Matriptase als auch das
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aktivierte Enzym. Die Zellkerne wurden mit Mayers Hamalaun sichtbar gemacht. Wie in
Abbildung 37 erkennbar, zeigten die erkrankten GefaRe MT-SP1/Matriptase-
Expression an der endothelialen Innenwand sowie eine diffuse Farbung der
subendothelialen Schicht (Abb. 37 A, D). Interessanterweise wiesen an das Endothel
adharierte Blutzellen ebenfalls deutliche MT-SP1/Matriptase-Expression auf (Abb. 37 E
und F, Pfeile). Aufgrund deren Nukleusmorphologie wurde vermutet, dass es sich in
diesen Fallen um Monozyten handeln kdnnte. Im gesunden Gefal} zeigte sich MT-
SP1/Matriptase-Expression in der adventitialen Schicht sowie schwach exprimiert in
den medialen glatten Muskelzellen und in der GefalRinnenwand (Abb. 37 B). Die
Farbung mit der Isotypkontrolle Maus IgG wurde als Negativkontrolle verwendet und
erzeugte keine chromogenen Signale (Abb. 37 C).

Abb. 37. Immunhistochemische Farbung von MT-SP1/Matriptase in
Atherektomiegewebe und gesundem Kontrollgefar

A.-F. Lichtmikroskopische Aufnahmen von Gefrierschnitten nach Farbung mit
monoklonalem Anti-MT-SP1/Matriptase M32 (10 pg/ml) (A, B, D-F) bzw. mit der
Isotypkontrolle Maus IgG (C), gefolgt von einer ABC-alkalischen Phosphatase-Farbung.
Die Kernfarbung wurde mit Hamalaun erzielt. Die Aufnahme der Abbildungen erfolgte an
einem inversen Mikroskop. Die Lumenseite der Gefalte ist jeweils bezeichnet. A.
Atherektomie. Aufnahme mit einem 10x Objektiv. B. Gesundes Gefall. Aufnahme mit
einem 20x Objektiv. Die Adventitia ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. C. Isotypkontrolle.
Aufnahme mit einem 20x Objektiv. D.-F. Atherektomien. Aufnahmen mit einem 40x
Objektiv. Die Pfeile weisen auf Blutzellen hin, die an das Endothel adhériert sind.

Die Untersuchung der MT-SP1/Matriptase-Expression in Gefallproben humaner
Thrombendarterektomien zeigte also eine erhéhte MT-SP1/Matriptase-mRNA-
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Expression in atherosklerotischen im Vergleich zu gesunden Gefalten, wobei sich MT-
SP1/Matriptase in den erkrankten Gefallen hauptsachlich in der atherosklerotischen
Endothelwand prasentierte und zudem von mit dem Endothel interagierenden

Blutzellen exprimiert wurde.

3.8.2 Basale MT-SP1/Matriptase-Expression in vaskularen Zellen

Die Analyse der atherosklerotischen Gefallproben lie vermuten, dass MT-
SP1/Matriptase in mit dem Endothel in Kontakt tretenden Blutzellen exprimiert wird.
Des Weiteren stellte sich die Frage, ob MT-SP1/Matriptase in kultivierten Endothel-
und glatten Muskelzellen exprimiert wird, da gesunde Gefallproben basale MT-
SP1/Matriptase-Expression aufwiesen (siehe Abb. 36 A und 37 B), wenngleich die
Expression deutlich geringer als im erkrankten Gefall war. Aus diesen Griinden wurde
die Basalexpression von MT-SP1/Matriptase in Endothelzellen (aus der
Nabelschnurvene/HUVEC und aus der Koronararterie/HCAEC), vaskularen glatten
Muskelzellen und mononukledren Zellen untersucht. Nach RNA-Isolierung aus den
verschiedenen Zelltypen wurde eine quantitative RT-PCR durchgefihrt und die MT-
SP1/Matriptase-Kopienzahl anhand einer Standardkurve bestimmt (siehe Abb. 12).
Dabei wurde deutlich, dass weder Endothelzellen (HUVEC oder HCAEC) noch glatte
Muskelzellen (SMC) detektierbare Mengen an MT-SP1/Matriptase-mRNA aufwiesen,
wohingegen  mononukledre  Zellen  (Monozyten/Lymphozyten, MNC) MT-
SP1/Matriptase in hohem Male exprimierten (Abb. 38). Die MT-SP1/Matriptase-
Expression in MNC ist dabei konsistent mit den Ergebnissen der Northern-Analysen
von Takeuchi und Kollegen, die MT-SP1/Matriptase-Expression in Leukozyten
nachwiesen. Die mangelnde Expression in HUVEC ahnelt RT-PCR-Daten von Aimes
und Kollegen, die MT-SP1/Matriptase-Expression nur in sehr geringem Ausmalf} in
kultivierten HUVEC feststellten (Aimes et al., 2003).
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Abb. 38. Basalexpression von MT-SP1/Matriptase-mRNA in Endothelzellen, glatten
Muskelzellen und mononukleéren Zellen

RNA wurde aus unter Standardbedingungen kultivierten Endothelzellen (HUVEC und
HCAEC), glatten Muskelzellen (SMC) und Ficoll-isolierten mononukledren Zellen (MNC)
isoliert und in eine qRT-PCR zur Detektion der MT-SP1/Matriptase-mRNA eingesetzt. Die
absolute Quantifizierung erfolgte Uber eine Standardkurve aus PCR-Fragmenten
bekannter Molekulzahlen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Quotienten aus MT-
SP1/Matriptase-Kopien und GAPDH-Kopien aus vier bis sieben unabhangigen
Versuchen.

Die Immunfluoreszenzfarbung mit dem monoklonalen Antikdrper M32 in
mononuklearen Zellen, welcher die Zymogenform und die aktivierte Form von MT-
SP1/Matriptase nachweist, zeigte die Proteinexpression von MT-SP1/Matriptase.
Mononukleare Zellen wurden dazu mittels Zytozentrifugation auf einen Objekttrager
aufgebracht und mit Paraformaldehyd fixiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit
M32 und einem FITC-konjugierten Anti-Maus 1gG. Zur Kernfarbung wurde DAPI

verwendet.

Ficoll-isolierte mononukledre Blutzellen setzen sich aus Monozyten und
Lymphozyten zusammen. In diesem Versuch sollte daher nicht nur der Nachweis der
MT-SP1/Matriptase-Proteinexpression in MNC erbracht werden, sondern gleichzeitig
festgestellt werden, ob MT-SP1/Matriptase in Monozyten und/oder Lymphozyten
exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurde zusatzlich die selektive Farbung der
Monozyten mit CD14-Phycoerythrin durchgefuhrt, die somit eine Diskriminierung der
beiden Leukozytentypen erlaubt. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI. Abbildung 39 zeigt
die Expression von MT-SP1/Matriptase (grin) in Monozyten (positiv fur rote
Fluoreszenz und blaue Kernfarbung), wohingegen Lymphozyten (blaue Kernfarbung

ohne rote Fluoreszenz) keinerlei Expression aufwiesen.
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Abb. 39. Immunfluoreszenzfarbung von MT-SP1/Matriptase in humanen
mononukleéren Zellen

Mittels Zytozentrifugation (5 min, 100 g) wurden 3*10° Ficoll-isolierte humane
mononukledre Zellen (MNC) auf Objekttrager verbracht, mit 1% Paraformaldehyd fir 15
min fixiert und mit monoklonalem Anti-MT-SP1 M32 (5 ug/ml) 1 h bei RT inkubiert. Als
Sekundarantikdrper wurde Anti-lgG-Maus-FITC (1:40) verwendet (45 min bei RT) (MT-
SP1). Die Diskriminierung von Monozyten und Lymphozyten erfolgte anhand des
monozytaren Oberflachenmarkers CD14 (6 ug/ml, Phycoerythrin-markiert, 30 min bei RT)
(CD14-PE). Kerne sind durch DAPI-Farbung (1:1000) kenntlich gemacht (DAPI).
Negativkontrolle: Kernfarbung mit DAPI, Isotypkontrolle Maus y1-Phycoerythrin (Maus y1-
PE), Isotypkontrolle Maus IgG (Maus IgG). Dargestellt ist ein Versuch von vier. Die
Auswertung erfolgte an einem inversen Fluoreszenzmikroskop mit einem 40x- und einem
100x-Objektiv (40x, 100x).

Werden  diese  Ergebnisse = zusammen mit  den Resultaten  der
immunhistochemischen Farbung von MT-SP1/Matriptase in den Atherektomieproben
betrachtet, so ist zu vermuten, dass es sich bei den am Endothel anhaftenden, MT-
SP1/Matriptase-positiven Zellen um Monozyten handelt. MT-SP1/Matriptase wird in

Monozyten exprimiert und kénnte hypothetisch nach Adharenz der Monozyten an das

100x

40x

100x
Isotyp
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dysfunktionelle Endothel mit endothelial exprimiertem PAR-2 (siehe Abb. 25 A)
interagieren und zum proinflammatorischen und prothrombotischen Prozess in der
GefalRwand beitragen. Besonders nach Hochregulierung von PAR-2 durch
Entzindungsmediatoren (siehe Abb. 25 A) kdnnte damit der entzindliche Prozess

verstarkt werden.

Des Weiteren ist interessant, dass in Kultur weder Endothelzellen noch glatte
Muskelzellen MT-SP1/Matriptase exprimieren, wohingegen in gesundem Gefal}, das
ebendiese Zelltypen enthalt, MT-SP1/Matriptase-mRNA exprimiert wird. Erklart werden
konnte dies durch die immunhistochemisch gezeigte, relativ starke Expression von MT-

SP1/Matriptase in der adventitialen GefalRaullenwand.
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4 DISKUSSION

Auch wenn inzwischen Einigkeit Uber die kardiovaskularen Risikofaktoren herrscht,
die die Entstehung der Atherosklerose beglnstigen, sind die pathophysiologischen
Prozesse, die schliefdlich im akuten Koronarsyndrom oder im Schlaganfall minden,
bislang ungeklart. Aufgrund der Beteiligung von Endothelzellen, glatten Muskelzellen,
Monozyten/Makrophagen und Thrombozyten sowie Lipoproteinen, Cholesterin,
Wachstumsfaktoren und Zytokinen geht man von einem komplexen Geschehen aus.
Nach dem gegenwartigen Kenntnisstand haben jedoch alle aufgefiihrten Risikofaktoren
ein gemeinsames Zielorgan: sie beeintrachtigen die Funktion des die innere
GefalRwand auskleidenden Endothels. Diese endotheliale Dysfunktion beglnstigt als
initialer, kausaler Faktor die Entstehung atherosklerotischer Lasionen und zeichnet sich
unter anderem durch den Verlust der antiinflammatorischen und antikoagulatorischen

Eigenschaften des Endothels aus.

Der Protease-aktivierte Rezeptor 2 (PAR-2) wird in Arterien und im Herz exprimiert
und spielt eine Rolle bei Entziindungsprozessen (Hamilton et al., 2001; Hamilton et al.,
1998; Hwa et al., 1996; Kawabata et al., 1998; Lindner et al., 2000; Molino et al., 1998;
Napoli et al., 2000; Napoli et al.,, 2002; Nystedt et al., 1996; Sabri et al., 2000;
Vergnolle, 1999). Der zur Superfamilie der heptahelikalen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehérende PAR-2 wird, ebenso wie die anderen bislang identifizierten
Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR-1, PAR-3 und PAR-4), durch proteolytische
Spaltung an seinem N-Terminus irreversibel aktiviert. Als aktivierende Proteasen
wurden Trypsin, Mastzell-Tryptase, die Gerinnungsfaktoren Tissue Factor/FVlla sowie
FXa identifiziert. Mittels positional scanning synthetic combinatorial library (PS-SCL)
wurde zudem die transmembrane Serinprotease MT-SP1/Matriptase als potenzieller
Ligand von PAR-2 identifiziert, was in einem heterologen Expressionssystem in
Xenopus-Oozyten anhand von Kalziumoszillationen bestatigt wurde (Takeuchi et al.,
2000). MT-SP1/Matriptase weist ein ahnliches Expressionsmuster und die gleiche
membranstandige Lokalisation wie PAR-2 auf und stellt damit einen interessanten
physiologischen Liganden fir PAR-2 dar. Bislang wird MT-SP1/Matriptase
ausschliel3lich eine Rolle bei der Tumorinvasion und Metastasierung zugeschrieben
(Benaud et al., 2002a; Johnson et al., 2003; Kang et al., 2003a; Lee et al., 2005a; List
et al., 2005; Oberst et al., 2001; Oberst et al., 2002; Santin et al., 2003; Suzuki et al.,
2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher 1.) eine mdgliche proinflammatorische und

prothrombotische Wirkung der rekombinant exprimierten, katalytischen Domane von
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MT-SP1/Matriptase in primaren humanen Endothelzellen sowie die an dieser Wirkung
beteiligten Rezeptoren, 2.) die MT-SP1/Matriptase-induzierte Signaltransduktion und
3.) das vaskuldare Expressionsmuster von MT-SP1/Matriptase untersucht. Die

Ergebnisse sollen in den folgenden Abschnitten diskutiert werden.

4.1 Proinflammatorische Wirkung von MT-SP1/Matriptase in
Endothelzellen

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen flihrte die katalytische Domane
von MT-SP1/Matriptase in Abhangigkeit von der eingesetzten Dosis zu einer
gesteigerten Genexpression der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-8 (IL-8), IL-
6 und Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). IL-8, IL-6 und MCP-1 erfuhren
dabei eine Erhéhung der mRNA-Niveaus sowie eine vermehrte Sezernierung in den
extrazellularen Raum. Weiterhin wurde gezeigt, dass die erhéhten mRNA-Mengen
durch eine verstarkte transkriptionelle Aktivitat verursacht wurden, da die Hemmung
der Transkription durch Actinomycin D die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-mRNA-
Synthese inhibierte. Die basale Freisetzung von IL-8 in unstimulierten Endothelzellen
bewegte sich mit 125 (x 33) pg/ml bis 175 (x 20) pg/ml in einem vergleichbaren
Rahmen mit bekannten basalen endothelialen IL-8-Konzentrationen (Lukacs et al.,
1995).

Diese und die nachfolgenden Versuche wurden in primdren humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) durchgefihrt. Humane
Primarzellen als in vitro-Modell bieten im Gegensatz zu Tiermodellen und
immortalisierten humanen Zelllinien die Moglichkeit, die in vivo-Situation sehr gut zu
simulieren. Um die entziindungsverstarkende Wirkung von MT-SP1/Matriptase auch in
den in der Atherosklerose wichtigen arteriellen Endothelzellen nachzuweisen, wurden
humane primare Endothelzellen aus der Koronararterie (HCAEC) zum Vergleich
herangezogen, die eine ahnliche MT-SP1/Matriptase-induzierte inflammatorische
Reaktion wie HUVEC zeigten.

IL-8, ein CXC-Chemokin, spielt neben IL-1, Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)) und
IL-6 eine Hauptrolle als Vermittler der akuten Entziindungsreaktion. Zusammen mit
anderen Chemokinen wie MCP-1 und regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES) ist IL-8 verantwortlich fir die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten und anderer Zelltypen, wie Monozyten, Lymphozyten, Basophilen und

Eosinophilen, sowie flr deren Chemotaxis an Entziindungsorte (Miller and Krangel,



Diskussion 90

1992; Stoeckle and Barker, 1990). Zudem induziert IL-8 die Expression von
Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 (interzelluldres Adhasionsmolekul-1) oder VCAM-1
(vaskulares Zelladhasionsmolekil-1) und von B2-Integrin auf Leukozyten, was die
Adharenz von Neutrophilen an das Endothel sowie deren Diapedese durch die
GefalRwand reguliert (Huber et al., 1991; Manna and Ramesh, 2005).

Bei IL-6 handelt es sich um ein Zytokin, das an der B- und T-Zellaktivierung und -
differenzierung beteiligt ist und zusammen mit IL-1 und TNF wesentlich an der
Regulation der akuten Phase-Reaktion beteiligt ist (Fattori et al.,, 1994; Song and
Schindler, 2004).

MCP-1, ein CC-Chemokin, wird als Antwort auf inflammatorische Zytokine von
Monozyten sezerniert und tragt aufgrund seiner migrationsférdernden Wirkung zur

akuten Entziindungsreaktion bei.

Durch die Induktion dieser Mediatoren koénnte MT-SP1/Matriptase in den
Endothelzellen der GefalBwand die akute Entziindungsreaktion verstarken. Diese
Arbeit beschreibt erstmalig eine proinflammatorische Wirkung von MT-SP1/Matriptase
in vaskuldren Zellen. Durch die Identifizierung von PAR-2 als putativem MT-
SP1/Matriptase-Substrat wurde bereits gemutmalt, dass MT-SP1/Matriptase Uber
diesen Rezeptor, dessen Expression im vaskuldaren Endothel bekannt war, zu
Entziindungsreaktionen beitragen kdnnte (Takeuchi et al., 2000). Diese Hypothese

konnte in dieser Arbeit bestatigt werden.

In den im Rahmen dieser Arbeit unternommenen Versuchen wurde die Wirkung der
katalytischen Domane von MT-SP1/Matriptase auf Endothelzellen untersucht. Das von
Lin und Kollegen identifizierte 16sliche, und von Takeuchi und Kollegen identifizierte
membranstandige MT-SP1/Matriptase-Protein weist allerdings zusatzlich zu der von
uns untersuchten C-terminalen Serinproteasedomane mehrere regulatorische
Domanen auf (Lin et al., 1999b; Takeuchi et al., 1999). Dabei handelt es sich unter
anderem um zwei Tandemwiederholungen einer CUB-Domane (Komplementfaktor
C1r/C1s - embryonales Seeigelprotein UEGF - Knochen-morphogenetisches Protein
BMP), die auch in anderen Serinproteasen wie zum Beispiel Enterokinase vorkommen
(Kitamoto et al., 1994). Es wird vermutet, dass dieses Modul eine Rolle bei Protein-
Protein-Interaktionen spielt (Bork and Beckmann, 1993; Cseh et al., 1996). Des
Weiteren besitzt MT-SP1/Matriptase vier Tandemwiederholungen einer low-density
lipoprotein-Rezeptor-Klasse A-Domane (LDLR-Doméne), die im LDL-Rezeptor als
Domane flr die Ligandenbindung fungiert und daher ebenso MT-SP1/Matriptase der

Interaktion mit Makromolekulen dienen kdnnte (Lin et al., 1999b). Oberst und Kollegen
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zeigten in diesem Zusammenhang, dass die Glykosylierung der ersten CUB-Domane
sowie die LDLR-Domanen fur die Aktivierung der Vorlauferform von MT-
SP1/Matriptase essenziell sind und hier zudem Hepatozyten-Wachstumsfaktor
Aktivator Inhibitor-1 (HAI-1), der physiologische Inhibitor von MT-SP1/Matriptase,
erforderlich ist. Aullerdem ist die Aktivierung von MT-SP1/Matriptase abhangig vom
eigenen aktiven Zentrum, so dass sich MT-SP1/Matriptase vermutlich selbst
transaktivieren muss, wobei mindestens zwei MT-SP1/Matriptase-Zymogene und
weitere Proteine wie zum Beispiel HAI-1 miteinander interagieren (Oberst et al.,
2003b). Diese Hypothese wurde durch den Nachweis gestitzt, dass MT-
SP1/Matriptase in Brustepithelzellen zusammen mit HAI-1 in so genannte
»Aktivierungsfoci“ transloziert, dort aktiviert wird und sofort im Anschluss durch HAI-1
inhibiert wird (Lee et al.,, 2005b). Die enge zeitliche und raumliche Kopplung von
Aktivierung und Hemmung von MT-SP1/Matriptase deutet darauf hin, dass die

proteolytische Aktivitat des Enzyms aul3erst genau kontrolliert wird.

Diese Regulierungsmdglichkeiten von MT-SP1/Matriptase wurden in dieser Arbeit
nicht untersucht, sind aber flr die Aufklarung der in vivo-Situation unerlasslich und
bieten einen interessanten Ausblick auf weitere mogliche Untersuchungen. Vor allem in
Anbetracht des identifizierten vaskuldren Expressionsmusters von MT-SP1/Matriptase
stellt sich die Frage nach der Regulation der Aktivitdt von basal exprimierter MT-
SP1/Matriptase auf Monozyten. Ebenso bedarf die vaskuldre Expression des MT-
SP1/Matriptase-Inhibitors HAI-1 der Aufklarung.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden in serumfreiem oder
serumreduziertem Medium durchgefihrt und entsprechen daher nicht den
Begebenheiten in vivo. Untersucht werden sollte in dieser Arbeit die isolierte Wirkung
der Serinproteasedomane von MT-SP1/Matriptase, so dass potenzielle weitere
Substrate von MT-SP1/Matriptase, wie Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) oder
Urokinase Plasminogen-Aktivator (uPA), durch die Verwendung von Basalmedium
ausgeschlossen wurden (Lee et al., 2000; Takeuchi et al., 2000). In Vorversuchen
zeigte MT-SP1/Matriptase jedoch auch in serumhaltigem Medium einen 1,5-fachen
Anstieg der IL-8-mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen (nicht
gezeigt), so dass bei einer deregulierten Aktivitat von MT-SP1/Matriptase, wie dies flr
Brustkrebszellen gezeigt wurde, trotz des Vorhandenseins weiterer Substrate die
entziindungsverstarkende Wirkung von MT-SP1/Matriptase zum Tragen kommen
kdnnte (Benaud et al., 2002a).
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4.2 PAR-2 als Vermittler der proinflammatorischen MT-
SP1/Matriptase-Wirkung

Mittels RNA-Interferenz wurde PAR-2 als Vermittler der MT-SP1/Matriptase-
induzierten IL-8-Expression identifiziert. Im Gegensatz zur gesenkten PAR-1-
Expression, die ohne Einfluss auf die IL-8-Transkription blieb, flhrte die
Herunterregulierung von PAR-2 zu einer deutlichen Hemmung der IL-8-mRNA-
Synthese in HUVEC. PAR-1 wurde in diesem Zusammenhang im Vergleich zu PAR-2
untersucht, da mehrere PAR-2-aktivierende Proteasen ebenso PAR-1 als Substrat
erkennen, wie zum Beispiel Trypsin oder Gerinnungsfaktor Xa (O'Brien et al., 2001).
Fur Faktor Xa wurde dies von unserer Arbeitsgruppe in einer weiteren Arbeit in
Endothelzellen bestatigt (Busch et al., 2005). FXa induzierte dabei IL-8 und MCP-1

ausschliel3lich Gber Aktivierung von PAR-1.

Die Wirkung von MT-SP1/Matriptase auf die IL-8-Produktion war zudem abhangig
von der katalytischen Aktivitat des Enzyms. Daher kann von einer proteolytischen
Spaltung von PAR-2 durch MT-SP1/Matriptase ausgegangen werden. Diese
Ergebnisse zeigen die Aktivierung von PAR-2 durch MT-SP1/Matriptase erstmalig in
Endothelzellen, die PAR-2 endogen exprimieren, und bestatigen damit die heterologen

Expressionsstudien von Takeuchi und Kollegen (Takeuchi et al., 2000).

Die Induktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-8, IL-6, MCP-1 oder IL-1B nach
Aktivierung von PAR-2 wurde bereits in verschiedenen Zelltypen wie Keratinozyten,
Lungenepithelzellen, Fibroblasten, eosinophilen Granulozyten, dermalen
mikrovaskularen Endothelzellen oder immortalisierten Endothelzellen beschrieben
(Asokananthan et al., 2002; Hou et al., 1998; Lu et al., 2005; Shpacovitch et al., 2002;
Temkin et al., 2002; Uehara et al., 2003; Wakita et al., 1997). Dabei wurde PAR-2
durch Trypsin, Mastzell-Tryptase oder agonistische Peptide (AP), die dem N-Terminus
nach Aktivierung entsprechen, aktiviert. In einem HUVEC-Primarzellmodell wurde die
Induktion von IL-6 nach Stimulation mit dem synthetischen PAR-2-Peptidagonisten
SLIGKV gezeigt (Chi et al.,, 2001). Erst kirzlich wurde eine PAR-2-vermittelte
Entziindungsreaktion in primaren Endothelzellen aus der Koronararterie (HCAEC)
durch Stimulation mit Mastzell-Tryptase und PAR-2-AP nachgewiesen, welche sich in
der  Aktivierung  Kalzium-unabhangiger = Phospholipase @ A2  (PLA2), in
Arachidonsaurefreisetzung, der Produktion von Platichen-aktivierendem Faktor, der
erhohten Oberflachenexpression von P-Selektin und der vermehrten Adharenz von
Neutrophilen manifestierte (Meyer et al., 2005). Auf eine PAR-2-vermittelte

inflammatorische Wirkung wurde in diesen Studien allerdings ausschlief3lich aufgrund
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der verwendeten Agonisten geschlossen. Die Herunterregulierung von PAR-2 durch
RNA-Interferenz liefert im Gegensatz dazu einen direkten Nachweis der PAR-2-

vermittelten Entzindungsreaktion.

Diese Arbeit bestdtigt daher PAR-2 in seiner Rolle als Vermittler von
Entziindungsreaktionen, auch in Primarzellen wie den hier verwendeten HUVEC. MT-
SP1/Matriptase wird als bislang unbekannter Ligand fir die PAR-2-mediierte
Inflammation in der Vaskulatur vorgestellt und mit Entziindungsvorgangen in

Verbindung gebracht.

Die Uberexpression von PAR-2 und PAR-1 in HUVEC machte deutlich, dass eine
erhohte Expression von PAR-2 die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Genexpression
verstarkte, wohingegen die PAR-1-Uberexpression keine Steigerung der IL-8-
Expression verursachte. Damit wird die Hypothese einer PAR-2-vermittelten MT-
SP1/Matriptase-Wirkung untermauert. Die zusatzlich gezeigte Hochregulierung von
PAR-2 durch IL-1p zelltypspezifisch in Endothelzellen lasst darUber hinaus eine
interessante Interpretation zu: In einem entzindlichen Umfeld kdnnte Uber diesen Weg
die proinflammatorische Wirkung von MT-SP1/Matriptase verstarkt und die
Entziindungsreaktion in Gang gehalten werden. Eine &hnliche Regulierung von PAR-2
wurde von Nystedt und Kollegen nach Behandlung von HUVEC mit IL-1a, bakteriellen
Lipopolysacchariden (LPS) oder TNF-a berichtet (Nystedt et al., 1996). Eine
Regulation von PAR-1 in Endothelzellen wurde hingegen weder von der Gruppe um
Nystedt noch in dieser Arbeit beobachtet (Nystedt et al., 1996).

Im Gegensatz zu Endothelzellen zeigten mononukleare Zellen des peripheren
Blutes keine PAR-2-Regulation durch IL-1p und bestatigen damit Daten, die ebenfalls
keine PAR-2-Regulation durch IL-1B in alveolaren Makrophagen zeigten (Roche et al.,
2003). Zudem wurde in dieser Arbeit keine Regulation von PAR-2 durch IL-1B in
vaskularen glatten Muskelzellen festgestellt. Damit wird die spezifische Bedeutung von
PAR-2 - im Gegensatz zu PAR-1 - in der Endothelzellaktivierung durch inflammato-

rische Mediatoren hervorgehoben.

IL-1 und TNF-o stellen die proinflammatorischen Zytokine dar, die die erste
Entzindungsphase vermitteln und Endothelzellen zur Sekretion von Zytokinen und zur
Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin anregen
(Bevilacqua et al., 1987; Bevilacqua et al., 1989; Osborn et al., 1989; Pober et al.,
1987; Strieter et al,, 1988). Wird PAR-2 daher bereits am Beginn der
Entziindungsreaktion durch IL-1p im Endothel hochreguliert, kénnte dem Rezeptor eine

wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung des positiven Rlckkopplungsprozesses
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der Inflammation zukommen und eine eventuelle Entzindungswirkung von MT-

SP1/Matriptase wirde potenziert.

Zum vollstandigen Ausschluss einer PAR-1-Aktivierung durch MT-SP1/Matriptase
wurden zudem Versuche =zum Aktivierungszustand von PAR-1 nach MT-
SP1/Matriptase-Inkubation durchgefihrt. MT-SP1/Matriptase proteolysierte PAR-1
dabei minimal, wahrend Thrombin die Menge an intaktem PAR-1 stark reduzierte. Die
Gesamtexpression von PAR-1 blieb durch MT-SP1/Matriptase unverandert, wahrend
Thrombin diese stark verminderte. Es wird also offenbar keine Internalisierung des
Rezeptors durch MT-SP1/Matriptase verursacht, die der Beendigung der
Signallibertragung dienen wirde. Im Vergleich zu 100 nM aktiviertem Protein C (APC),
das nach 30 min 50% des intakten PAR-1 reduziert und als vergleichsweise schwacher
PAR-1-Aktivator eingeschatzt wird, ist die PAR-1-Proteolyse durch MT-SP1/Matriptase
daher als wenig bedeutsam einzuschatzen (Ludeman et al., 2005). Zudem hatten
weder die Senkung der PAR-1-Expression noch die Uberexpression Auswirkungen auf
die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Produktion. MT-SP1/Matriptase scheint daher

keine wesentliche Substratspezifitat fir PAR-1 aufzuweisen.

4.3 MT-SP1/Matriptase-induzierte Signaltransduktion

Die durch MT-SP1/Matriptase ausgeldsten intrazellularen Signalwege umfassten die
zeitabhangige Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38 und
p42/44, wobei die Hemmung von p38 die Aktivierung von p42/44 verhinderte, so dass
p38 in der Signalkaskade stromaufwarts zu liegen scheint. Des Weiteren wurde eine
erhohte Promotoraktivitat von NF-xB durch MT-SP1/Matriptase festgestellt, wobei die
Aktivitdt von NF-xB fast 7-fach im Vergleich zu unbehandelten Zellen gesteigert war.
Die NF-kB-Aktivierung wies dabei Abhangigkeit von p38 und p42/44 auf. Die IL-8-
Induktion durch MT-SP1/Matriptase hingegen war ausschlieBlich abhangig von p38,
aber nicht von p42/44 oder NF-xB. Die de novo-Synthese von IL-8 scheint folglich

transkriptionell nicht iber NF-xB reguliert zu werden.

Uber MT-SP1/Matriptase-induzierte Signalwege ist bislang wenig bekannt. So
wurde die Mobilisation von Kalziumstromen und klrzlich die Aktivierung des
Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K)-Akt-Signalweges berichtet (List et al., 2005; Takeuchi
et al., 2000).

Im Gegensatz dazu sind die PAR-2-vermittelten Signalwege umfangreicher

charakterisiert. Ein Uberblick tber die PAR-2-vermittelte Signaltransduktion in
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vaskularen Zellen soll dazu in Tabelle 10 gegeben werden.

Zelltyp PAR-2-Agonist Aktivierte bzw. von | Quelle

der Aktivierung aus-

geschlossene

Signalmolekiile
Neonatale PAR-2-AP p38 (Sabri et al.,
Rattenkardiomyozyten p42/44 2000)

Ausschluss von JNK
Aortale SMC der Ratte Trypsin p38 (schwach) (Belham et al.,

PAR-2-AP p42/44 1996)

Ausschluss von JNK
HDMEC FXa Ausschluss von p38 (Shimizu et al.,
HUVEC PAR-2-AP p42/44 2004)

NF-«xB
Eosinophile Mastzell-Tryptase p38 (Temkin et al,
Granulozyten p42/44 2002)

JNK

AP-1
CASMC FXa p42/44 (Koo et al., 2002)
HDMEC Trypsin NF-«xB (Shpacovitch et

al., 2002)
CASMC Trypsin NF-«xB (Bretschneider et
PAR-2-AP al., 1999)
Tabelle 10. Uberblick uber die PAR-2-vermittelten Signalwege in GefaB- und

Blutzellen

Angegeben sind die verwendeten Zellen, die PAR-2-Agonisten und die aktivierten bzw.
von der Aktivierung ausgeschlossenen Signalmolekile. Abklrzungen: AP agonistisches
Peptid, CASMC glatte Muskelzellen aus der Koronararterie, HDMEC humane dermale
mikrovaskuldre Endothelzellen, HUVEC humane Umbilikalvenenendothelzellen, JNK c-
jun N-terminale Kinase, SMC glatte Muskelzellen

Ubereinstimmend wurde dabei eine PAR-2-mediierte p42/44-Aktivierung berichtet,

was nicht nur in GefalRzellen, sondern ebenso in Epithelzellen der Atemwege und des

Darms, in Nierenzellen, Fibroblasten oder Mastzellen nachgewiesen wurde (Belham et
al., 1996; Chokki et al., 2005; Fyfe et al., 2005; Kang et al., 2003b; Kawao et al., 2005;
Page et al., 2003; Tanaka et al., 2005). Uber die Aktivierung von p38 und c-jun N-

terminaler Kinase (JNK) bestehen im Gegensatz dazu widersprtchliche Daten, sowohl
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in vaskularen Zellen als auch in Zellen anderer Gewebe (Belham et al., 1996; Kang et
al., 2003b; Kanke et al., 2001; Kim et al., 2002; Sabri et al., 2000; Shimizu et al., 2004;
Temkin et al., 2002). Ebenso widersprichlich verhadlt es sich mit Daten zur
Promotoraktivitat von NF-xB und AP-1 (Buddenkotte et al., 2005; Fyfe et al., 2005;
Page et al., 2005). Die PAR-2-vermittelten Signalwege scheinen daher zum einen
zelltypspezifisch reguliert zu sein und zum anderen vom PAR-2-Liganden abzuhangen.
Die durch Verwendung peptidischer Agonisten fiir PAR-2 generierten Daten werfen
zudem Fragen nach der Spezifitdt der Peptide auf, da zum Beispiel peptidische
Agonisten flir PAR-1 ebenso PAR-2 aktivieren kénnen (Blackhart et al., 1996).

Hier stellt sich zudem die Frage, ob durch Trypsin-Stimulation PAR-2-
exprimierender Zellen grundsatzlich auf eine PAR-2-vermittelte Zellantwort
geschlossen werden kann, da Trypsin neben PAR-2 ebenso PAR-1 und PAR-4
aktiviert und zumindest glatte Muskelzellen und Endothelzellen neben PAR-2- auch
PAR-1-Expression aufweisen (Kahn et al., 1998b; Vouret-Craviari et al., 1995; Xu et
al., 1998).

Im Vergleich zu einer Arbeit von Temkin und Kollegen stehen die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse in Einklang hinsichtlich einer p38-abhangigen IL-8-
Hochregulierung nach PAR-2-Aktivierung, wohingegen eine p42/44-Abhangigkeit von
uns nicht bestatigt werden konnte (Temkin et al., 2002). Friihere Analysen der p38-
und p42/44-Signalwege legten nahe, dass es sich um opponierende Signalwege flr
zelluldres Uberleben bzw. Zelltod handelt, die durch unterschiedliche Stimuli aktiviert
werden. Es gibt entsprechend Nachweise einer negativen Regulation des p42/44-
Signalweges durch p38 und umgekehrt (Zhang et al., 2001). Allerdings wurde auch
eine parallele Aktivierung von p38 und p42/44 gezeigt, wie zum Beispiel bei der
Inhibition der Stickstoffmonoxid (NO)-induzierten Apoptose in T-Zellen durch
Aktivierung beider MAPK (Oh et al., 2004). Die sequenzielle Aktivierung von p38 und
p42/44 stellt dabei einen neueren Signalweg der MAPK-Aktivierung dar, der bereits in
Thrombin- bzw. von-Willebrand-Faktor-stimulierten Plattchen gezeigt wurde (Li et al.,
2006).

Die Gruppe um Temkin zeigte des Weiteren eine AP-1-abhangige IL-8-Synthese.
Die Rolle des Transkriptionsfaktors AP-1 bedarf daher der Aufklarung in dem von uns
verwendeten System, da NF-«xB fir die Induktion der IL-8-Genexpression keine Rolle
spielte. Da zur optimalen |L-8-Expression unter Umstidnden sogar drei
Transkriptionsfaktoren zusammen erforderlich sind, namlich NF-«xB, AP-1 und
nuklearer Faktor fir IL-6 (NF-IL-6), blieb die NF-kB-Inhibition in den in dieser Arbeit

durchgefiihrten Versuchen moglicherweise ohne Wirkung auf die MT-SP1/Matriptase-
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induzierte IL-8-Synthese (Zhu et al., 2003). Auch die relativ geringe Steigerung der NF-
kB-Aktivitat durch MT-SP1/Matriptase im Vergleich zu TNF oder LPS, die die NF-xB-
Aktivitat 12- bzw. 28-fach verstarken, deutet darauf hin, dass mehrere
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind (Cooper et al.,, 1996). Die Wirkung der
gleichzeitigen Hemmung von NF-kB und AP-1 auf die MT-SP1/Matriptase-induzierte

IL-8-Expression sollte daher in weiteren Versuchen aufgeklart werden.

Die Rolle der MT-SP1/Matriptase-induzierten NF-xB-Promotoraktivitat in HUVEC
kdnnte sich abgesehen davon ebenso auf andere inflammatorische Mediatoren
erstrecken, die durch NF-kB als Antwort auf MT-SP1/Matriptase reguliert werden, wie
zum Beispiel Tissue Factor, dessen Promotor ebenso wie der IL-8-Promotor NF-«xB-

Bindungsstellen aufweist (Mackman et al., 1991).

Als weiterer Signalweg wurde in der vorliegenden Arbeit die PKCa-abhangige IL-8-
Hochregulierung durch MT-SP1/Matriptase identifiziert. Dieser Signalweg beeinflusste
weder die Aktivierung von p38 und/oder p42/44 noch die erhéhte Promotoraktivitat von
NF-xB. Eine PKC-abhangige Wirkung von MT-SP1/Matriptase war bislang nicht
bekannt, allerdings wurden PAR-abhangige PKC-Aktivierungen beschrieben. Die
Thrombin-induzierte Signaltransduktion Uber PAR-1 aktiviert zum Beispiel PKCa in
Endothelzellen, was zur Permeabilitatssteigerung der Zellen flihrt, wohingegen die
PAR-2-vermittelte PKCa-Aktivierung nur wenig charakterisiert ist (Ahamed and Ruf,
2004; Belting et al., 2004; Holinstat et al., 2003; Mehta et al., 2001; Oshiro et al., 2004).
Es bleibt daher aufzuklaren, mit welchen Signalwegen PKCa in HUVEC interagiert, die
zur Induktion der IL-8-Expression fihren koénnten. Auch hier mag die Untersuchung

des PKCua-Einflusses auf die AP-1-Aktivitat interessante Ergebnisse hervorbringen.

Zusammenfassend werden die durch MT-SP1/Matriptase ausgelésten Signalwege
in Abbildung 40 dargestellt, wobei die blau unterlegten Felder die zellularen
Signalmolekiile darstellen, die fir die IL-8-mRNA-Synthese durch MT-SP1/Matriptase
von Bedeutung waren. Dass mehrere Signalwege zur IL-8-Induktion fiihren, wurde
bereits beschrieben, wobei die Aktivierung des p38-, SAPK/JNK- und des NF-kB-
induzierende Kinase (NIK)-Signalweges angefiihrt wurden (Holtmann et al., 1999).
Diese Signalwege wirkten synergistisch, was fur die in dieser Arbeit identifizierten

Signalwege nicht festgestellt wurde.
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Abb. 40. Schema der MT-SP1/Matriptase-induzierten Signaltransduktion

MT-SP1/Matriptase induzierte die Aktivitdt der MAPK p38 sowie p42/44, wobei p38
vorangeschaltet war. Die Promotoraktivitat von NF-xB wurde ebenfalls gesteigert und war
abhangig von p38 und p42/44. Die fir die IL-8-mRNA-Expression essenziellen
SignalUbertrager sind blau unterlegt; hier wurde zudem PKCa identifiziert.

4.4 Tissue Factor und MT-SP1/Matriptase-Aktivierung von
PAR-2

4.4.1 Tissue Factor beeinflusst nicht die MT-SP1/Matriptase-
induzierte IL-8-Expression

Bereits 1996 spekulierten Camerer und Kollegen, dass der Gerinnungsfaktor Vlla
(FVlla) uber einen Protease-aktivierten Rezeptor Signale transduzieren konnte und
erwogen dabei PAR-2 als Vermittler (Camerer et al., 1996b). Tissue Factor (TF) wurde
dabei als ,Andockstation® fur FVlla betrachtet. Einige Jahre spater erfolgte der
Nachweis der PAR-2-Aktivierung durch den TF/FVlla-Komplex und den terndren
Komplex aus TF/FVlla/FX (Camerer et al., 2000b). TF/FVlla steigerte in weiteren

Untersuchungen die Migration von glatten Muskelzellen Gber PAR-2 und induzierte IL-8
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in Brustkrebszellen, was in einer Migrationssteigerung der Zellen resultierte (Hjortoe et
al., 2004; Marutsuka et al., 2002). In Endothelzellen, deren TF-Expression durch TNF-
a induziert wurde, stimulierte TF/FVlla die Synthese von Endothelin-1 via PAR-2; des
Weiteren wurde die Proliferationssteigerung durch FVlla in Abhangigkeit von TF und
PAR-2 festgestellt (Fan et al., 2005; Sethi et al., 2005).

Dass die zytoplasmatische Domane von TF (TFzyt) bei der Signaltransduktion Gber
PAR-2 eine Rolle spielen kénnte, wurde erst klrzlich durch eine PAR-2-abhangige
Phosphorylierung der TFzyt gezeigt, wobei die PAR-2-Aktivierung durch TF/FVlla/FXa,
durch Trypsin oder agonistische PAR-2-Peptide erreicht wurde (Ahamed and Ruf,
2004). Es stellte sich heraus, dass TF/FVIlla via PAR-2 proangiogenetisch wirkt, wobei
dem zytoplasmatischen Teil von TF eine negativ regulatorische Funktion zukommt, die
vermutlich nach dessen Phosphorylierung aufgehoben wird (Belting et al., 2004) (siehe
Schema Abb. 5).

Ausgehend von dieser Hypothese wurde in dieser Arbeit eine mogliche negativ
regulatorische Wirkung der zytoplasmatischen Doméane von TF auf die MT-
SP1/Matriptase-induzierte IL-8-Expression via PAR-2 untersucht. Dazu wurden ein
Wildtyp-TF-Konstrukt und ein TF-Konstrukt mit deletierter zytoplasmatischer Domane
(TFAzyt) kloniert und in HUVEC transfiziert, die keine endogene TF-Expression
aufweisen (Crossman et al., 1990). Die Konstrukte waren funktionell, was anhand der
FXa-Bildung Uberprift wurde. Wildtyp-TF Ubte dabei keinen negativen Effekt auf die
MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-mRNA-Synthese im Vergleich zu Leervektor- oder
TFAzyt-transfizierten Zellen aus. Der Mangel an negativer Regulation der PAR-2-

vermittelten IL-8-Expression durch TFzyt kdnnte folgende Ursachen haben:

1. Es kommt zu keiner Kolokalisation der beiden Rezeptoren PAR-2 und TF, was

durch die N-terminale YFP-Fusion von TF bedingt sein konnte.

2. Die PAR-2-vermittelte IL-8-Induktion durch MT-SP1/Matriptase ist von TF bzw.

von TFzyt unbeeinflusst.

3. Die PAR-2-Aktivierung durch MT-SP1/Matriptase fuhrt zur Phosphorylierung
der TFzyt im Wildtypprotein, was deren negative Regulation der PAR-2-
vermittelten  Signaltransduktion  supprimiert. Das TF-Protein ohne
zytoplasmatische Domane kann ebenso wenig negativ regulatorisch auf PAR-
2-vermittelte Signalwege einwirken, so dass beide Rezeptorvarianten ohne
negativen Einfluss bleiben, und die MT-SP1/Matriptase-induzierte IL-8-

Expression vergleichbar zu den Leervektor-transfizierten Zellen ausfallt.



Diskussion 100

Letztere Erklarung wirde die von Belting und Ahamed postulierte Hypothese
unterstitzen und demzufolge die Untersuchung der Serinreste der zytoplasmatischen
Doméne von TF im vorliegenden Versuchsaufbau erfordern (Ahamed and Ruf, 2004;
Belting et al., 2004). Die Mutation der Serinreste wirde deren Phosphorylierung
verhindern, so dass eine negative Regulation der PAR-2-vermittelten IL-8-Induktion
durch MT-SP1/Matriptase beobachtet werden miisste. In der Studie von Belting und
Kollegen wurde die negative Regulation der PAR-2-vermittelten Angiogenese durch die
TFzyt anhand der GefaRausbildung der Retina neugeborener Mause nachgewiesen.
TFAzyt-Mause zeigten in diesen Versuchen eine deutlich verstarkte Angiogenese im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen, was in PAR-2-defizienten Mausen revertiert war (Belting
et al., 2004). Eine Aktivierung von PAR-2 fand in diesem Modell jedoch nicht gesichert
statt, so dass TF in den Wildtyp-Tieren eventuell nicht phoshoryliert wurde, was den

Unterschied zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen erklaren wirde.

Da jedoch die IL-8-Induktion durch MT-SP1/Matriptase in transfizieten HUVEC
deutlich geringer als in untransfizieten HUVEC war (ca. 1,5-fach im Vergleich zu 3-
fach in untransfizierten Zellen), was mdglicherweise auf zytotoxische Effekte durch die

Transfektion zurlckzufuhren war, wurde diese Fragestellung nicht weiter verfolgt.

Im Rahmen dieser Versuche fiel allerdings auf, dass die exogene Transfektion von
TF in HUVEC die IL-8-Expression verglichen mit Leervektor-transfizierten Zellen
deutlich erhdhte (7,6-fach). Um die Bedeutung der TFzyt bei diesem Effekt zu
untersuchen, wurde die IL-8-Induktion durch Wildtyp-TF und TFAzyt verglichen.
Aulerdem wurden mutierte TF-Konstrukte zur Untersuchung einzelner Aminosauren
der zytoplasmatischen Doméane generiert, die ebenfalls hinsichtlich ihrer IL-8-Induktion

analysiert wurden:

- TF Ser253Ala
- TF Ser258Ala
- TF Ser253Ala/Ser258Ala
- TF Cys245Ser

Die Mutation der Serinreste Ser253 und Ser258 verhindert die Phosphorylierung der
TFzyt, wohingegen die Mutation von Cys245 die Palmitoylierung unméglich macht, so

dass deren mogliche negativ regulatorische Wirkung aufgehoben werden sollte.

Dabei zeigte sich, dass TFAzyt sowie die TF-Konstrukte, deren Serinreste mutiert
waren, nur ca. 50% der IL-8-mRNA im Vergleich zu Wildtyp-TF induzierten. TF
Cys245Ser induzierte im Gegensatz dazu IL-8 ahnlich Wildtyp-TF. Daraus resultiert,
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dass die zytoplasmatische Domane von TF die proinflammatorische TF-Wirkung
reguliert, wobei sowohl Ser253 als auch Ser258 von Bedeutung sind. Die
Palmitoylierung an Cys245 scheint dabei unwesentlich zu sein. Damit wird die
Hypothese gestitzt, dass der zytoplasmatischen Domane von TF eine regulatorische
Funktion in der Signaltransduktion zukommt, die unabhangig von der Interaktion
zwischen dem Rezeptor Tissue Factor und seinem Liganden Faktor Vlla ist.
Vergleichbare Daten zeigten die Produktion von vaskulo-endothelialem
Wachstumsfaktor (VEGF) in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen Domane von TF,
ebenfalls unabhangig von der Faktor Vlla-Bindung (Abe et al., 1999). Diese Ergebnisse
sind konsistent mit Daten aus Tiermodellen, die die Bedeutung der zytoplasmatischen
Domane von TF in vivo bzw. ex vivo aufzeigen (Belting et al., 2004; Ott et al., 2005a;
Ott et al., 2005b; Yang et al., 2004).

4.4.2 MT-SP1/Matriptase reguliert TF

Allein die Expression von TF induzierte also IL-8 in Endothelzellen, wobei die
Bindung des Liganden FVlla an seinen Rezeptor TF fur die proinflammatorische
Wirkung von TF nicht notwendig war. Die Untersuchung des Einflusses von MT-
SP1/Matriptase auf die TF-Expression zeigte, dass MT-SP1/Matriptase die de novo-
Synthese von TF in HUVEC induzierte. Sollte diese Expressionssteigerung von TF
durch MT-SP1/Matriptase Uber eine PAR-2-Aktivierung vermittelt werden (wie im Falle
der IL-8-Induktion), so wirde dies Daten bestatigen, die nach PAR-2-Aktivierung mit
Trypsin, Tryptase oder agonistischen Peptiden die Synthese von TF zeigten und die
Rolle von PAR-2 als Regulator der TF-Expression bekraftigen (Alm et al., 1999; Langer
et al.,, 1999). Ob PAR-2 der Vermittler der MT-SP1/Matriptase-induzierten TF-
Expression ist, sollte daher weiter geklart werden. Auch die Untersuchung der
Signaltransduktionswege, die zur gesteigerten TF-Synthese flihren, steht dabei an und
konnte interessante Ergebnisse im Vergleich zu den zur IL-8-Expression flihrenden

Signalwegen hervorbringen.

Durch diese TF-Induktion kdnnte MT-SP1/Matriptase nicht nur zur Verschiebung
des endothelialen Gleichgewichtes von anti- zu proinflammatorisch, sondern auch von
antikoagulatorisch zu prothrombotisch fihren. Da TF zudem promigratorisch wirkt,
ware eine Steigerung der Migration der medialen glatten Muskelzellen durch MT-
SP1/Matriptase uber die TF-Induktion in der endothelialen Lasion denkbar (Sato et al.,
1996). Die gesteigerte Migration von glatten Muskelzellen tragt dabei wesentlich zur

Progression des Gefaldverschlusses in der Atherosklerose bei (Haudenschild, 1990).
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Einerseits trige MT-SP1/Matriptase daher Uber folgende Mechanismen zur

positiven Rickkopplung des Entziindungsprozesses bei:
- Induktion der inflammatorischen Mediatoren IL-8, IL-6 und MCP-1
- Induktion von TF, dessen Expression ebenfalls IL-8 hochreguliert

- Induktion von TF, der nach Bindung seines Liganden FVlla wiederum IL-8
Uber PAR-2 induziert (de Jonge et al., 2003; Hjortoe et al., 2004; Wang et
al., 2002)

Andererseits kdnnte MT-SP1/Matriptase Uber die Induktion von TF zur Migration der
glatten Muskelzellen der medialen GefalRwand beitragen und somit den
Gefalverschluss beglinstigen (Dorfleutner et al., 2004; Hjortoe et al., 2004; Jiang et
al., 2004; Marutsuka et al., 2002; Ott et al., 2005a).

4.5 Expression von MT-SP1/Matriptase

Die Expression von MT-SP1/Matriptase wurde bislang hauptséachlich in epithelialem
Gewebe oder Epithelzellen beschrieben, wobei eine starke Expression im
gastrointestinalen Trakt und in der Prostata nachgewiesen wurde (Oberst et al., 2003a;
Takeuchi et al., 1999; Tsuzuki et al., 2005). Zudem wurde eine 16sliche Form von MT-
SP1/Matriptase in humaner Milch identifiziert (Lin et al., 1999a). In erkranktem Gewebe
findet sich MT-SP1/Matriptase in verschiedenen Tumorgeweben (Brust, Ovar, Cervix,
Prostata, Kolon), in Tumorzellen sowie sezerniert von Tumorzellen als I6sliche Form
(Bhatt et al., 2003; Jin et al., 2005; Kang et al., 2003a; Oberst et al., 2001; Oberst et
al., 2002; Santin et al., 2003; Satomi et al., 2001; Suzuki et al., 2003; Tanimoto et al.,
2005).

4.5.1 MT-SP1/Matriptase-Expression in vaskularen Zellen

Uber die vaskuléare Expression von MT-SP1/Matriptase ist nur sehr wenig bekannt.
So zeigten Aimes und Kollegen, dass MT-SP1/Matriptase-mRNA in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC) und in humanen Endothelzellen der
Nabelschnurvene (HUVEC), die auf Kollagen | kultiviert wurden, nur in auflerst
geringem Ausmald nachweisbar war (Aimes et al., 2003). Wurden HMEC stattdessen
auf Matrigel kultiviert, war die MT-SP1/Matriptase-Expression deutlich gesteigert.

Matrigel stellt eine Matrix aus Komponenten der Basalmembran dar, deren
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Hauptbestandteile Laminin, Kollagen 1V, Heparansulfatproteoglykane und Entaktin sind
(Kleinman et al., 1982). Die Kultivierung von Endothelzellen auf Matrigel entspricht am
ehesten der in vivo-Situation, in der die endotheliale Intima einer subendothelialen
Basalmembran aufliegt, so dass die Expression von MT-SP1/Matriptase in den

Endothelzellen der GefalRwand in vivo vorstellbar ist.

Ein Teil dieser Arbeit hatte die Evaluierung der basalen MT-SP1/Matriptase-
Expression in vaskularen Zellen wie glatten Muskelzellen, Endothelzellen und
mononuklearen Zellen zum Ziel. MT-SP1/Matriptase-mRNA wurde dabei weder in
glatten Muskelzellen noch in vendsen oder arteriellen Endothelzellen nachgewiesen.
Dies ist moglicherweise darauf zurlickzuflihren, dass die Zellen auf Oberflachen mit
positiv geladenen Stickstoffverbindungen kultiviert wurden und nicht auf Elementen der
Basalmembran, und bestatigt damit die von Aimes und Kollegen beschriebene
schwache MT-SP1/Matriptase-Expression in HUVEC (Aimes et al., 2003).

Im Gegensatz dazu wurde eine deutliche Expression von MT-SP1/Matriptase in
Ficoll-isolierten mononukledren Zellen, die sich aus Monozyten und Lymphozyten
zusammensetzen, festgestellt. Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen wurde MT-
SP1/Matriptase dabei als Protease identifiziert, die selektiv von Monozyten exprimiert
wird, was durch den monozytaren Marker CD14 nachgewiesen wurde. Die in dieser
Arbeit identifizierte MT-SP1/Matriptase-Expression in kultivierten Zellen bestatigt die
mittels Northern Blot ermittelte Expression von MT-SP1/Matriptase in Leukozyten und
weist die MT-SP1/Matriptase-Expression innerhalb der mononukledren Leukozyten
den Monozyten zu (Takeuchi et al., 1999). Die physiologische Funktion von MT-
SP1/Matriptase in Monozyten ist unklar. Da Monozyten die wichtigsten Zellen der
unspezifischen Infektabwehr darstellen, konnte MT-SP1/Matriptase beispielsweise zur
Degradation der extrazellularen Matrix bei der Infiltration ins Gewebe beitragen, wie
dies zum Beispiel flr das Urokinase Plasminogen-Aktivator-System gezeigt wurde (Gu
et al., 2005).

4.5.2 MT-SP1/Matriptase-Expression in gesunden und athero-

sklerotischen Gefal3en

Kommt MT-SP1/Matriptase im atherosklerotischen Geschehen eine Bedeutung zu?
Zur Beantwortung dieser Frage wurde die MT-SP1/Matriptase-Expression in humanen
Thrombendarterektomieproben im Vergleich zu gesundem Gefallgewebe evaluiert. Die
Thrombendarterektomie stellt eine Technik dar, bei der das atherosklerotische

Plaguematerial inklusive der umgebenden Gefalneointima und -media aus der
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verengten Arteria carotis oder femoralis ausgeschalt wird. Dabei setzt sich das
entfernte Plaquematerial im Wesentlichen aus Schaumzellen (lipidbeladene
Makrophagen), Lymphozyten, eingewanderten glatten Muskelzellen der Media sowie
Fett- und Kalkbestandteilen und Teilen der GefalRwand zusammen. Die GefalRproben
wurden dabei halbiert, so dass eine Halfte auf ihre RNA-Expression und die andere

Halfte auf ihre Proteinexpression hin untersucht werden konnte.

Die untersuchten Atherektomieproben wiesen eine deutlich gesteigerte MT-
SP1/Matriptase-mRNA-Expression im Vergleich zu den gesunden Gefallproben auf.
Trotz der hohen Varianz der MT-SP1/Matriptase-Expression innerhalb der erkrankten
Gefalke war die gesteigerte Expression signifikant. Die grolien
Expressionsunterschiede innerhalb der Plaqueproben erklaren sich vermutlich
dadurch, dass bei den einzelnen Eingriffen Plaques mit variabler Zusammensetzung
entfernt werden, so dass diese teilweise hauptsachlich Kalkbestandteile oder in

anderen Fallen vorrangig zelluldre Bestandteile aufweisen.

Die Untersuchung der MT-SP1/Matriptase-Expression auf Proteinebene erfolgte
durch immunhistochemische Farbung von MT-SP1/Matriptase in Gefrierschnitten, die
aus der anderen Halfte der Atherektomieproben oder gesunden Gefalden prapariert
wurden. Der immunhistochemische Nachweis ermdglichte die Lokalisation der MT-
SP1/Matriptase-Expression im atherosklerotischen Gefall. Dabei zeigte sich, dass MT-
SP1/Matriptase an der endothelialen GefalRinnenwand exprimiert und zudem in an das
Endothel anhaftenden Zellen nachweisbar war. Bei den adharierten Zellen wurde
anhand der GréRRe und Form ihres Zellkernes gemutmaldt, dass es sich um Blutzellen
wie Monozyten handeln koénnte. Im Vergleich der Gewebeanalysen mit den
Zellkulturergebnissen kann daher die Vermutung formuliert werden, dass es sich bei
den am Endothel anhaftenden Zellen um Monozyten handelt, die bereits basal MT-
SP1/Matriptase-Expression aufweisen, aber im gesunden Gefafl nicht mit dem

Endothel interagieren.

Die gesunden Gefalle wiesen eine schwache Expression von MT-SP1/Matriptase
im intimalen und medialen Bereich der GefalRwand auf, so dass unter Umstianden der
Kontakt von Endothelzellen mit Basalmembrankomponenten zur MT-SP1/Matriptase-
Expression flihrt, was die mangelnde MT-SP1/Matriptase-Expression in kultivierten
Endothelzellen erklaren wurde (Aimes et al.,, 2003). Die adventitiale Schicht der
gesunden Gefalle, die in atherosklerotischen Gefalken durch das Ausschalen der
Plaques nicht mitprapariert wurde, zeigte hingegen eine deutliche MT-SP1/Matriptase-
Expression. Dies erklart auch den Nachweis von MT-SP1/Matriptase-mRNA in

gesunden Gefallen, wenngleich die MT-SP1/Matriptase-Kopienzahl wesentlich
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geringer war als in den Atherektomieproben.

Was die Erhéhung der MT-SP1/Matriptase-Expression in der Endothelschicht der
atherosklerotischen Gefaltiinnenwand anbelangt, kdnnten Endothelzellen im Laufe des
atherosklerotischen Geschehens zur Steigerung der MT-SP1/Matriptase-Expression

durch noch zu identifizierende Mediatoren angeregt werden.

Die parallel durchgefiihrte Analyse der PAR-2-mRNA-Expression in
Atherektomieproben im Vergleich zu gesundem Gefald ergab auch flir PAR-2 eine
erhdhte mRNA-Expression im erkrankten verglichen mit gesundem GefalR. Dieses
Ergebnis bestatigt die von Napoli und Kollegen gezeigten Daten zur erhdhten
Expression von PAR-2-Protein in humanen atherosklerotischen Lasionen der
Koronararterie auf RNA-Ebene (Napoli et al., 2004).

Uberraschenderweise zeigte der Vergleich zwischen der mRNA-Expression von
MT-SP1/Matriptase und PAR-2 im gesunden Gefal} eine ca. 3,4-fach hohere
Kopienzahl pro 100 000 GAPDH-Kopien von MT-SP1/Matriptase (270 Kopien) als von
PAR-2 (78 Kopien), die im erkrankten Gefal sogar 21,6-fach gesteigert war. Dies steht
im Gegensatz zu den Expressionsniveaus in kultivierten glatten Muskelzellen und
Endothelzellen. Im Falle von MT-SP1/Matriptase |asst sich diese Tatsache vermutlich
darauf zurtckfihren, dass die Protease im Gefal} relativ stark in der adventitialen
Schicht exprimiert wird. Fir PAR-2 steht dieses Ergebnis im Gegensatz zu den in vitro-
Ergebnissen, in denen Endothelzellen und glatte Muskelzellen eine deutliche PAR-2-
Expression aufwiesen: So wurden fir PAR-2 in vitro 290 Kopien in Endothelzellen und
580 Kopien pro 100 000 GAPDH-Kopien in glatten Muskelzellen ermittelt. Diese Werte
liegen deutlich tiber den PAR-2-Kopienzahlen in den gesunden Gefalproben. Uber die
PAR-2-Expression in humanen Gewebeproben herrscht allerdings Uneinigkeit tber die
Expression in glatten Muskelzellen. Wohingegen die Expression im Endothel als
evident gilt, existieren sowohl Daten Uber eine Expression in glatten Muskelzellen als
auch uber eine Absenz von PAR-2 (Hamilton et al., 2001; Molino et al., 1998). Sollte
PAR-2 nur in der Endothelzellschicht und nicht in den glatten Muskelzellen exprimiert
werden, so wirde dies erklaren, dass das Expressionsniveau in den gesunden
GefalRen niedriger als in kultivierten Endothelzellen ist, da Endothelzellen nur einen
geringen Teil eines kompletten GefalRes ausmachen. Die PAR-2-Expression in den

glatten Muskelzellen ware damit auf ein Artefakt der Zellkultur zurtickzufiihren.

Grundsatzlich mussen die Ergebnisse der RNA-Analysen im atherosklerotischen im
Vergleich zum gesunden Gefald als aussagekraftiger gelten, da in diesen Fallen die

gesamte Plaqueprobe untersucht wurde wund nicht, wie im Falle des
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immunhistochemischen Nachweises, ein selektiver Ausschnitt der atherosklerotischen
Plaque. Der Nachweis einer erhdéhten MT-SP1/Matriptase-Expression in
atherosklerotischen Gefallen im Vergleich zu gesundem Gefall wurde mit dieser Arbeit
erstmalig erbracht und zeigt die mdégliche Bedeutung von MT-SP1/Matriptase im
atherosklerotischen Geschehen auf. Durch die parallele Steigerung der Expression von
PAR-2 im atherosklerotischen Gefal ist eine proinflammatorische und prothrom-
botische Wirkung von MT-SP1/Matriptase durch Aktivierung von PAR-2 in der
Vaskulatur denkbar, die zur Progression der Atherosklerose beitragen kénnte. Da in
dieser Arbeit nur ein begrenztes Patientenkontingent auf die Expression von MT-
SP1/Matriptase in atherosklerotischen Gefalten analysiert werden konnte, sollte eine

Erhdéhung der Probandenzahl angestrebt werden.

4.6 MT-SP1/Matriptase in der Atherosklerose und Ausblick

MT-SP1/Matriptase ist im atherosklerotisch verdanderten Gefald hochreguliert und
prasentiert sich dabei an der inneren endothelialen GefalRwand sowie in Blutzellen, die
am Endothel anhaften. In vitro konnte die Expression von MT-SP1/Matriptase in
Monozyten belegt werden. Der transmembrane Rezeptor PAR-2, Uber dessen
Aktivierung MT-SP1/Matriptase IL-8 unter Kulturbedingungen in Endothelzellen
induziert, weist ebenfalls eine Steigerung seiner Expression in atherosklerotisch

veranderten Gefallen im Vergleich zu gesundem Gefal} auf.

Wahrend in kultivierten Endothelzellen und glatten Muskelzellen keine MT-
SP1/Matriptase-Expression detektierbar war, zeigten gesunde humane GefalRproben
MT-SP1/Matriptase-Expression. PAR-2 findet sich ebenfalls basal in gesunden
GefalBproben, aber auch in kultivierten Endothelzellen und glatten Muskelzellen.
Werden diese mit IL-1Bp behandelt, kommt es zu einer Steigerung der PAR-2-

Expression in Endothelzellen, aber nicht in glatten Muskelzellen.

Im atherosklerotischen Prozess ist daher das Szenario denkbar, dass Uber eine
Expressionssteigerung von MT-SP1/Matriptase und PAR-2 die Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren wie IL-8 induziert wird. Weiterhin induziert MT-
SP1/Matriptase die Zytokine IL-6 und MCP-1 sowie den Hauptausloser der
Gerinnungskaskade, Tissue Factor, und koénnte somit zur Verschiebung der
Endotheleigenschaften in Richtung proinflammatorisch und prothrombotisch beitragen.
Die Expression von Tissue Factor induziert wiederum, ohne Interaktion mit seinem

Liganden FVlla, IL-8. Zudem wird auch nach Bindung von FVIlla an Tissue Factor Uber
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PAR-2 IL-8 induziert (Hjortoe et al., 2004; Wang et al., 2002). Damit zeigt sich die
Méglichkeit einer positiven RUckkopplungsschleife, die den entzindlichen und

prothrombotischen Prozess in der Gefallwand in Gang halten und verstarken konnte.

Der Nachweis der Expression von MT-SP1/Matriptase in Monozyten und die
Vermutung, bei den an das Endothel adharierten Zellen mit hoher MT-SP1/Matriptase-
Expression kénne es sich um Blutzellen handeln, lasst eine weitere interessante
Hypothese zu. So kénnte nach der Adharenz von Monozyten an das dysfunktionelle
Endothel, noch vor der Infiltration in den subendothelialen Raum, durch eine Interaktion
zwischen monozytarer MT-SP1/Matriptase und endothelialem PAR-2 zum

Entzindungsprozess beigetragen werden.

Es gibt aktuelle Daten, die die IL-8-, IL-6- und IL-1B-Produktion nach PAR-2-
Aktivierung auf Monozyten beschreiben, so dass eine MT-SP1/Matriptase-induzierte
Zytokinfreisetzung uber PAR-2 auf Monozyten - unabhangig von der Adharenz an das
Endothel - ebenfalls denkbar ware und Gegenstand weiterer Untersuchungen sein
sollte (Johansson et al., 2005). Hier stellt sich die Frage nach dem Aktivierungszustand
von MT-SP1/Matriptase und/oder nach der Regulation durch den Inhibitor HAI-1.

Die Rolle von HAI-1 als physiologischem Inhibitor von MT-SP1/Matriptase bedarf
dabei prioritdr der Aufklarung im vaskularen System. Der Mangel an MT-
SP1/Matriptase-Regulation wurde zum Beispiel in Brustkrebszellen beschrieben und
konnte auf die Situation im atherosklerotischen Gefall Gbertragen werden (Benaud et
al., 2002a). Die Bedeutung von HAI-1 bei der Inhibition, aber auch bei der Aktivierung
und Expression von MT-SP1/Matriptase scheint offenkundig, so dass ein
Funktionsverlust von HAI-1 oder ein Ungleichgewicht zwischen MT-SP1/Matriptase-
und HAI-1-Expression leicht zu einer verstarkten MT-SP1/Matriptase-Aktivitat fihren
konnte (Lee et al., 2005b; List et al., 2005; Oberst et al., 2005). Die Untersuchung der
Bedeutung der regulatorischen Domanen von MT-SP1/Matriptase, unter Umstanden
auch hinsichtlich der Interaktion mit PAR-2, kdnnte Einblick in die Regulation von MT-
SP1/Matriptase geben und Hinweise auf pathophysiologische Mechanismen in der

Atherosklerose geben.

Von grofl3er Bedeutung ist die Aufklarung der Rolle von MT-SP1/Matriptase sowie
von PAR-2 in einem in vivo-Modell der Atherosklerose. So kénnte der Einfluss einer
MT-SP1/Matriptase- oder PAR-2-Defizienz in Apolipoprotein (Apo)E-defizienten
M&ausen, die als Tiermodell fur Atherosklerose etabliert sind, hinsichtlich einer
veranderten Ausbildung atherosklerotischer Lasionen Ziel von Untersuchungen sein
(Kashyap et al., 1995; Plump et al., 1992).
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Bis zum heutigen Zeitpunkt sind keine PAR-2-Inhibitoren bekannt. Die Erforschung
und Entwicklung spezifischer PAR-2-Antagonisten kdnnte daher eine grofl3e Bedeutung
in der zuklnftigen Therapie der Atherosklerose und anderer Gefal3krankheiten

erlangen (McGuire, 2004).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Atherosklerose wird heute als entziindliche GefalRerkrankung verstanden, an deren
Beginn ein Funktionsverlust des Endothels steht. Genablationsversuche zeigen, dass
der Protease-aktivierte Rezeptor 2 (PAR-2) eine Rolle bei der Vermittlung
inflammatorischer Reaktionen des Endothels spielt. PAR-2 gehdrt zur Familie der
heptahelikalen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und wird durch proteolytische
Spaltung seines N-Terminus aktiviert. Zusatzlich zu bekannten PAR-2-Liganden wie
Trypsin und Gerinnungsfaktoren Xa und Tissue Factor/Vlla wurde mittels positional
scanning synthetic combinatorial library die Typ Il transmembrane Serinprotease
Matriptase/MT-SP1 als PAR-2-aktivierende Protease identifiziert. MT-SP1/Matriptase
wird bislang ausschlieBlich eine Rolle bei Tumorinvasion und Metastasierung
zugeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine entzindungsférdernde Wirkung der
katalytischen Domane von MT-SP1/Matriptase in primaren Gefallendothelzellen und
der daran beteiligte Rezeptormechanismus untersucht. MT-SP1/Matriptase induzierte
die de novo-Synthese der proinflammatorischen Mediatoren Interleukin-8 (IL-8), IL-6
und Monocyte Chemoattractant Protein (MCP)-1 abhangig von der katalytischen
Aktivitat und Uber die Aktivierung von PAR-2. Die MT-SP1/Matriptase-induzierten
Signalwege beinhalteten die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB in
Abhangigkeit von der sequenziellen Aktivitat der MAPK p38 und p42/44. Die IL-8-
Induktion durch MT-SP1/Matriptase erforderte dabei lediglich die Aktivitat von p38.
Zusatzlich wurde ein zweiter, PKCa-abhangiger Signalweg zur MT-SP1/Matriptase-
induzierten IL-8-Expression nachgewiesen, der unabhangig von p38, p42/44 und NF-
kB war. Die endotheliale Dysfunktion in der Atherosklerose kennzeichnet sich nicht nur
durch Inflammation, sondern auch durch prothrombotische Veranderungen. MT-
SP1/Matriptase induzierte zusatzlich zu inflammatorischen Zytokinen die Neusynthese
des Gerinnungsfaktors Tissue Factor und kdnnte dadurch proatherogen wirken. Tissue
Factor selbst induzierte wiederum IL-8 unabhangig von seinem Liganden FVlla, aber
abhangig von den Serinresten 253 und 258 in der zytoplasmatischen Domane des
Rezeptors. Expressionsstudien zeigten die erhdhte Expression von MT-SP1/Matriptase
in der endothelialen Innenwand atherosklerotischer Gefalle im Vergleich zu gesundem
Gefall. Auch am Endothel adhéarierte Blutzellen wiesen MT-SP1/Matriptase-Expression
auf. Die Basalexpression von MT-SP1/Matriptase war nicht in Endothelzellen, aber in
Monozyten nachweisbar, die im atherosklerotischen Prozess mit dem Endothel
interagieren kénnen. MT-SP1/Matriptase kénnte daher eine Rolle bei der PAR-2-
vermittelten Entziindungsreaktion in der atherosklerotischen GefalRwand spielen.
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6 SUMMARY

Atherosclerosis involves multiple processes including endothelial dysfunction and
inflammation. Protease-activated receptor 2 (PAR-2), a seven transmembrane G-
protein coupled receptor, is expressed in endothelial cells and plays an important role
in inflammatory processes. Activation of PAR-2 occurs by cleavage of its N-terminus
unmasking a new N-terminus, which serves as tethered ligand for its maternal receptor.
Known activators of PAR-2 are trypsin, mast-cell tryptase and coagulation factors Xa
and tissue factor-Vlla-complex. Using a positional scanning synthetic combinatorial
library MT-SP1/matriptase, a type Il transmembrane serine protease involved in cancer
invasion and metastasis, has been identified as potential activator of PAR-2. The
function of the protease in the cardiovascular system is currently unknown. Hence, we
sought to investigate the effects of the catalytic domain of human MT-SP1/matriptase
on cytokine expression in endothelial cells and examined the involvement of PAR-2. In
addition, we analyzed the role of MT-SP1/matriptase in atherosclerosis by evaluating
its expression in vascular cells and in human atherectomy samples.

In endothelial cells MT-SP1/matriptase dose-dependently induced interleukin (IL)-8,
IL-6 and monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 mRNA expression and protein
release dependent on its proteolytic activity. MT-SP1/matriptase sequentially activated
MAPK p38 and p42/44, however, only p38 activity was crucial for IL-8 induction.
Furthermore, MT-SP1/matriptase-induced IL-8 expression was dependent on PKCa.
Gene silencing of PAR-2, but not of PAR-1, completely abolished MT-SP1/matriptase-
induced cytokine expression as evidence for PAR-2-mediated signalling. Endothelial
dysfunction is not only characterized by proinflammatory but also by prothrombotic
changes in the vessel wall. MT-SP1/matriptase induced tissue factor, the main initiator
of the extrinsic coagulation cascade, and may, thereby, contribute to a prothrombotic
environment. Tissue Factor also induced IL-8 up-regulation independent of its ligand
factor Vlla but dependent on two serine residues (253 and 258) in the cytoplasmic tail
of the receptor. Analysis of MT-SP1/matriptase expression in human atherectomy
samples revealed enhanced expression of MT-SP1/matriptase as compared to non-
diseased vessels. Immunohistochemical stainings showed that MT-SP1/matriptase
was localized at the endothelial inner layer of the atherosclerotic vessel wall and in
blood cells adhered to the endothelium. Basal MT-SP1/matriptase expression was
detected in cultured monocytes, but not in cultured endothelial or smooth muscle cells.

MT-SP1/matriptase induces the release of proinflammatory cytokines and
prothrombotic tissue factor in endothelial cells through activation of PAR-2. This
mechanism may contribute to local inflammatory changes in atherosclerosis.
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11 ANHANG

11.1 Humane MT-SP1/Matriptase-Sequenz: cDNA und Protein
1 atggggagcgatcgggcccgcaagggcggagggggcccgaaggacttcggecgegggactc
1 MG SDRARZIKGG GGG GTPTKTDTFGAG L

61 aagtacaactcccggcacgagaaagtgaatggcttggaggaaggcgtggagttcctgeca
21 K'Y NS RHEIKVNGLEEGV EF L P

121 gtcaacaacgtcaagaaggtggaaaagcatggcccggggcgcetgggtggtgetggecagec
41 vV NN V K K V E K H G P G R W V V L A A

181 gtgctgatcggcctcctecttggtcttgectggggatcggettectggtgtggecatttgeag
61 v L I 6 L L L V L L GI 6GF L VWHL Q

241 taccgggacgtgcgtgtccagaaggtcttcaatggctacatgaggatcacaaatgagaat
81 Y R R v Q KV F NGY MR 1T TN E N

301 tttgtggatgcctacgagaactccaactccactgagtttgtaagcctggccagcaaggtg
101 F vV D A Y E N S N S T E F V S L A S K V

361 aaggacgcgctgaagctgctgtacagcggagtcccattcctgggecccctaccacaaggag
122 K D AL K L LY S GV P F L G P Y H K E

421 tcggctgtgacggcecttcagcgagggcagegtcatcgectactactggtctgagttcage
141 S AV T A F S E G S V1 A Y Y W S E F S

481 atcccgcagcacctggtggaggaggccgagcgegtcatggecgaggagegegtagtcatg
1612 I P Q H L V E E A E R V M A E E R V V M

541 ctgcccccgcgggcgcgctccctgaagtcctttgtggtcacctcagtggtggctttcccc
181 L P P R R S L K SFVV TSV V A FP

601 acggactccaaaacagtacagaggacccaggacaacagctgcagctttggcctgcacgcc
200 T b S K T V Q R T Q DN S C S F G L H A

661 cgcggtgtggagctgatgcgcttcaccacgcccggcttccctgacagcccctaccecget
221 R 6 V E L M R F T T P G F P D S P Y P A

721 catgcccgetgecagtgggecctgeggggggacgcecgactcagtgectgagectcacctte
241 H A R C Q W A L R G D AD SV L S L T F

781 cgcagctttgaccttgcgtcctgcgacgagcgcggcagecgacctggtgacggtgtacaac
261 R S F DL ASCDEIRGSDULV TV YN

841 accctgagccccatggagccccacgccctggtgcagttgtgtggcacctaccctccctcce
281 T L S PMEWPWHA ALV QLTCGTY P P S

901 tacaacctgaccttccactcctcccagaacgtcctgctcatcacactgataaccaacact
301 Y NL T FH S S QNV LL 1T TLI1I TNT

961 gagcggcggcatcccggctttgaggccaccttcttccagctgcctaggatgagcagctgt
321 R R HP G FEATFUFQLPRMS S C

1021 ggaggccgcttacgtaaagcccaggggacattcaacagcccctactacccaggccactac
341 6 6 R L R K A Q G TFNSPY Y P G HY
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1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
721

2221
741

ccacccaacattgactgcacatggaacattgaggtgcccaacaaccagcatgtgaaggtg
P P N1 DCTWNTIT1TEVPNNIOQUHYV KV

cgcttcaaattcttctacctgctggagcccggegtgectgecgggcacctgecccaaggac
R F K F FYLLEWPGVPAGTTCUP K D

tacgtggagatcaatggggagaaatactgcggagagaggtcccagttcgtcgtcaccagce
Y vVE@© I NG E KY CGEI RS QF V V TS

aacagcaacaagatcacagttcgcttccactcagatcagtcctacaccgacaccggcttc
NS NK I T VRFHSDQSY TDT G F

ttagctgaatacctctcctacgactccagtgacccatgcccggggcagttcacgtgecge
L A EYL SY DS SDUPCWPGQFTCR

acggggcggtgtatccggaaggagctgcgctgtgatggctgggccgactgcaccgaccac
T R I A D CTDH

agcgatgagctcaactgcagttgcgacgccggccaccagttcacgtgcaagaacaagttc
S DEL NI CST CDAGH G QT FTT CK N K F

tgcaagcccctcttctgggtctgcgacagtgtgaacgactgcggagacaacagcgacgag
Cc K P L FWWVCDSVNUDTCGUDNSDE

caggggtgcagttgtccggcecccagaccttcaggtgttccaatgggaagtgectctcgaaa
Q 6G¢c s CPAQTFRZCSNGI KT CTL S K

agccagcagtgcaatgggaaggacgactgtggggacgggtccgacgaggcctcctgeccce
S Q Q C NG KDDCGDGSDEASTCP

aaggtgaacgtcgtcacttgtaccaaacacacctaccgctgcctcaatgggctctgcttg
K NV VTCTKHTY R CULNGTL C L

agcaagggcaaccctgagtgtgacgggaaggaggactgtagcgacggctcagatgagaag
S K GN P E CDGIKEDTCS D G S D E K

gactgcgactgtgggctgcggtcattcacgagacaggctcgtgttgttgggggcacggat
D CDCGLIRSFTIRIQAIRy¢yV V G G TD

gcggatgagggcgagtggecctggcaggtaagectgcatgctctgggeccagggecacatce
AADEGEWZPWOQV S LHALGU QG GHI

tgcggtgcttccctcatctctecccaactggectggtctectgecgecacactgctacatcgat
c GA S LI S PNWWLWVSAAHTCY 1D

gacagaggattcaggtactcagaccccacgcagtggacggccttcctgggcttgcacgac
R F R Y S DPTQW T F L L H

cagagccagcgcagcgcccctggggtgcaggagecgcaggctcaagcegcatcatctcccac
Q S QR S APGVQERRLI KR 1T I S H

cccttcttcaatgacttcaccttcgactatgacatcgcgctgctggagctggagaaaccy
P F FNDUFTUFDY D1 A L L E L E K P

gcagagtacagctccatggtgcggcccatctgectgccggacgecteccatgtcttecct
AAEY S SMVRP1 CL PDASUHYVFUP

gccggcaaggccatctgggtcacgggctggggacacacccagtatggaggcactggcgeg
AAG K A I WV TOGWGHTQY G G T G A
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2281 ctgatcctgcaaaagggtgagatccgcgtcatcaaccagaccacctgcgagaacctcctg

761

L 1 L Q K GG E 1 RV I NQ TTZ CENTLL

2341 ccgcagcagatcacgccgcgcatgatgtgegtgggettcctcagcggeggegtggactee

781

p Qo QI T PRWMMZCVGFL S G G V D S

2401 tgccagggtgattccgggggacccctgtccagcgtggaggcggatgggcggatcttccag

801

c e G6GDbD S G GPL S SV EADGRTIT FQ

2461 gccggtgtggtgagctggggagacggctgecgctcagaggaacaagccaggegtgtacaca

821

AAGV V S WGGDGCAQRNIKWPGV Y T

2521 aggctccctctgtttcgggactggatcaaagagaacactggggtatag

841

R L PL FRDWI1I KENT GV

atg, tag Start- und Stopkodon

XXX vermuteter Membrananker aus 27 meist hydrophoben Aminosauren
l Schnittstelle bei Aktivierung der MT-SP1/Matriptase und Beginn der

katalytischen Domane

XXX Aktivierungsmotiv von MT-SP1/Matriptase

H, D, S: Aminosauren der katalytischen Triade

C: Cys604, mit Cys731 (= Cys122 nach Chymotrypsin-Nomenklatur) tber
Disulfidbriicke verbunden

C: Cys731 (= Cys122 nach Chymotrypsin-Nomenklatur), in rekombinant

exprimierter katalytischer Domane zu Ser mutiert

11.2 Humane PAR-2-Sequenz: cDNA und Protein

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

atgcggagecccagegeggegtggetgetgggggeegecatectgetagecagectetete
M R S P S AAWULULTGAATI LLAASL

*
tcctgcagtggcaccatccaaggaaccaatagatcctctaaaggaag$agccttattggt
s ¢C S 6GT 11 Q G T NI RS S K G RT'YS L I G

aaggttgatggcacatcccacgtcactggaaaaggagttacagttgaaacagtcttttct
K v D GTSHV TG K GV TV ETV F S

gtggatgagttttctgcatctgtectcactggaaaactgaccacggtcttecttecaatt
v D E F S A SV L TG KL TTV F L P 1

gtctacacaattgtgtttgtggtgggtttgccaagtaacggcatggccctgtgggtcecttt
v Yy T T™1VFVV GLPSNGMATL WV F

cttttcecgaactaagaagaagcaccctgetgtgatttacatggccaatectggecttgget
L FRTKIKIKHPA AUV I Y MANILATIL A

gacctcctctectgtcatctggttecceccttgaagattgectatcacatacatgeccaacaac
D LL SV I WZFUPULIKTI AYHT HANN
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421 tggatttatggggaagctctttgtaatgtgcttattggctttttctatggcaacatgtac
141 w 1 Y G E A LCNWVLI GFF Y G NM Y

481 tgttccattctcttcatgacctgcctcagtgtgcagaggtattgggtcatcgtgaacccce
62 ¢ S I L F M T C L S V Q RY WV 1 V NP

541 atggggcactccaggaagaaggcaaacattgccattggcatctccctggcaatatggcetg
1831 M G H SR KIKANI1IAI GI S L A1 WL

601 ctgattctgctggtcaccatcectttgtatgtegtgaagcagaccatcttecattectgec
200 L I L L V T I P LY VV KOQTTITHTF 1 P A

661 ctgaacatcacgacctgtcatgatgttttgecctgagcagectcttggtgggagacatgtte
221 L. N 1 T T C H DV L P E Q L L V G D M F

721 aattacttcctctectectggecattggggtetttetgtteccagecttectecacagectet
241 N Y F L S L AI GV FLFPATFULT A S

781 gcctatgtgctgatgatcagaatgctgcgatcttcectgeccatggatgaaaactcagagaag
261 A Y VL M1 RMLRSSAMDENSE K

841 aaaaggaagagggccatcaaactcattgtcactgtcctggccatgtacctgatctgette
281 K R K R A1 K L I vT VLA AMMYIUL I C F

901 actcctagtaaccttctgcttgtggtgcattattttectgattaagagccagggccagage
301 T P S NL L L VVHYFULTI1I K S QG Q S

961 catgtctatgccctgtacattgtagccctctgectctctacccttaacagetgecatcecgac
321. H VY A LY I vV AL C L ST L NS C I D

1021 ccctttgtctattactttgtttcacatgatttcagggatcatgcaaagaacgctctectt
34T P F VY Y F VS HDUFIRDMHAIKNA AL L

1081 tgccgaagtgtccgcactgtaaagcagatgcaagtatccctcacctcaaagaaacactcce
361 C R S VR T V K QM Q V S L T S K K H S

1141 aggaaatccagctcttactcttcaagttcaaccactgttaagacctectattga
381 R K S S S Y S S S STTV KT S'Y

atg, tga Start- und Stopkodon

XXX Signalpeptid
* Glykosylierungsstelle an Asn30
v Aktivierungsschnittstelle am N-Terminus von PAR-2

SLIGKV Sequenz des synthetischen agonistischen Peptides von PAR-2

XXX Transmembrandomanen 1-7

11.3 Humane TF-Sequenz: cDNA und Protein

TF-Protein aus 295 AS mit einer Leitsequenz (32 AS, rot). Das reife Protein besteht
aus einer einzigen Polypeptidkette aus 263 AS, die sich aus einer extrazellularen (219
AS, schwarz), einer hydrophoben transmembranen (23 AS, grau unterlegt) und einer

zytoplasmatischen Domane (21 AS, grin) zusammensetzt.
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1 atggagacccctgcctggccccgggtceccgegecccgagaccgccgtegeteggacgete
-32 Mm E T P AWPRVPRPETAVARTL

61 ctgctcggctgggtcttcgeccaggtggecggegettcaggcactacaaatactgtggea
-2 L L G WV F A QV A GASGTTNTV A

-1 +1
121 gcatataatttaacttggaaatcaactaatttcaagacaattttggagtgggaacccaaa
9 AY NL T WK S TNUFI KT 1 L EWE P K

181 cccgtcaatcaagtctacactgttcaaataagcactaagtcaggagattggaaaagcaaa
29 PV NQ VY TV Q1 S TIK S G D W K S K

241 tgcttttacacaacagacacagagtgtgacctcaccgacgagattgtgaaggatgtgaag
49 c F Y TTU DT ETCDT LTUDE 11T V K D V K

301 cagacgtacttggcacgggtcttctcctacccggcagggaatgtggagagcaccggttct
69 Q T Y L ARV F S Y P AGNV E S T G S

361 gctggggagcctctgtatgagaactccccagagttcacaccttacctggagacaaacctc
89 AG E P L Y ENSPEFTWPY L E TN L

721 ggacagccaacaattcagagttttgaacaggtgggaacaaaagtgaatgtgaccgtagaa
109 6 Q P T 1 Q S FEQUVGTUKVNVTVE

781 gatgaacggactttagtcagaaggaacaacactttcctaagcctccgggatgtttttggc
129 E R T L R R NN TF L S L R V F

841 aaggacttaatttatacactttattattggaaatcttcaagttcaggaaagaaaacagcc
149 K D L I Y T L Y Y W K S S S S G K K T A

901 aaaacaaacactaatgagtttttgattgatgtggataaaggagaaaactactgtttcagt
169 K T N T N E F L I D VvV D K G E N Y C F S

961 gttcaagcagtgattccctcccgaacagttaaccggaagagtacagacagcccggtagag
189 v Q AV I P S R TVNIRIKSTD S P V E

1021 tgtatgggccaggagaaaggggaattcagagaaatattctacatcattggagctgtggta
200 C M G Q E K 6GE FRETIT FY I I G AV V

1081 tttgtggtcatcatccttgtcatcatcctggctatatctctacacaag agaaaggca
229 F V.V 1 1 L VI I L A1l SLEBlIZKZERKA

1141 ggagtggggcagElletggaaggagaac[ideccactgaatgtttcataa
249 G V G Q B W K E NF P L NV S

atg, taa Start- und Stopkodon

- Position der C-terminalen AS in YFP-TFAzyt und erste AS der zytoplasma-
tischen Domane (grin)

Cys245 Position des palmitoylierten Cysteinrestes in TF

Position des phosphorylierbaren Ser253-Restes

Position des phosphorylierbaren Ser258-Restes
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