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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pathogenese des vaskularen Remodeling

1.1.1. Problematik der Infarkttherapie

GefalverschluRkrankheiten tragen wesentlich zur Morbiditat und Mortalitat in der westlichen
Welt bei und werden bis 2020 das grote Gesundheitsproblem weltweit werden (Murray et
al., 1997).

Aortokoronare Bypasschirurgie (CABG) oder perkutane transluminale Koronarangioplastie
(PTCA) sind die beiden interventionellen Verfahren zur Behandlung von akutem
Myokardinfarkt (Ml). Die klinischen Erfolge sind hierbei durch Thrombose und erneuten
Gefallverschluss innerhalb weniger Monate bis Jahre nach Intervention limitiert. Wahrend
des ersten Jahres nach der Bypass-Operation fuhrt dies zu Engpassen bei bis zu 15% der
vendsen Praparate. Nach ein bis sechs Jahren betragt die Verschlufdrate des Transplantats
1-2% pro Jahr und nach sechs bis zehn Jahren liegt sie bei 4% jahrlich. Zehn Jahre nach
dem Eingriff sind nur 60% der Transplantate noch durchgangig und nur 50% sind frei von

signifikanter Stenose (Fitzgibbon et al., 1996).

1.1.2. Hamostase und Thrombose

Beim akuten Koronarsyndrom (ACS), infolge von Plaqueruptur kommt es durch den Riss in
der Gefallwand zum Kontakt zwischen Blutkomponenten und Tissue-Faktor (TF)-tragenden
wandstandigen Zellen (Abb. 1) (Mackman et al., 2007). Das inaktive Zymogen Faktor VII
(FVIl) (Borensztajn et al., 2008) wird durch Ca?* im Blut und Phospholipiden aus den
geschadigten Zellmembranen aktiviert und bindet an TF auf der Oberflache von Fibroblasten
und glatten Gefallmuskelzellen (SMC). Durch Komplexierung mit TF erlangt FVII schlieflich
seine vollstandige katalytische Aktivitat (FVIla) (Hoffman et al., 2001) und aktiviert Faktor IX
(FIXa) sowie Faktor X (FXa) (Brummel et al., 2002). FXa wird in seiner Wirkung durch Faktor
V (FVa) verstarkt und kann aus Prothrombin (FIl) geringe Mengen von Thrombin (Flla) bilden
(Hoffman et al., 2001). Diese reichen jedoch nicht aus um die Thrombusbildung durch
Uberfihrung von Fibrinogen in Fibrin zu katalysieren. Das wenige Thrombin, welches auf TF
tragenden Zellen generiert wird, ist aber ausreichend fiir die Aktivierung und Verstarkung der
Adhasion von Thrombozyten sowie um Faktor V zu aktivieren (Hoffman et al., 2001). Die
Bindung von Thrombozyten an Kollagen induziert zudem die Freisetzung von ADP und
Thromboxan A, (TXA,), die beide zusatzlich adherente Thrombozyten auf autokrine Weise
aktivieren und somit die Thrombusbildung férden. Wahrend ihrer Aktivierung setzen
Thrombozyten partiell aktivierten FV auf ihrer Oberflache frei, welcher durch Thrombin oder
FXa vollstandig aktiviert wird (Hoffman et al., 2001). SchlieRlich kommt es zur Bildung von
ausreichenden Mengen von Thrombin und damit zur Abspaltung der Fibrinopeptide A und B

von Fibrinogen, so dass aktives Fibrin polymerisieren und einen Thrombus in der



1. Einleitung

geschadigten Gefallwand ausbilden kann (Mosesson, 2005). Durch verschiedene Proteasen
wie Plasmin, kann durch Fibrinolyse der Thrombus wieder aufgelést werden (Stassen et al.,
2004).

TF / FVlla
l Thrombozyten
FAKTOR X—> | FAKTOR Xa
c
2 l FAKTOR Va FIBRINOGEN
]
=
’ug PROTHROMBIN ——» | THROMBIN
o
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Proliferation Migration ECM-Modifikation

Abb.1: Blutgerinnungskaskade (vereinfacht)

Tissue Faktor (TF) und aktivierter FVlla bilden einen Komplex um FX zu aktivieren. FXa bildet aus Prothrombin
(FII) geringe Mengen Thrombin (Flla), welches Fibrinogen zu Fibrin spaltet. AuRerdem aktiviert Thrombin FV, der
ein Kofaktor von FXa ist. SMC = Glatte GefalBmuskelzellen; ECM = Extrazellulare Matrix

1.1.3. Inflammation bei der Restenose

Restenose kann als Uberschieender Wundheilungsprozess angesehen werden, welcher
spezifisch im vaskuldren Gewebe ablauft. Bildung einer Neointima und vaskulares
Remodeling sind inflammatorische Reaktionen, die durch Gefalverletzung ausgeldst werden
(Forrester et al., 1991).

Koagulatorische und inflammatorische Signalwege sind eng miteinander verknipft. Die
Serinproteasen der Blutgerinnungskaskade férdern verschiedene proinflammatorische
Reaktionen zuzlglich zu ihren Rollen in koagulatorischen und fibrinolytischen Prozessen.
Beispielsweise 16st Thrombin typische inflammatorische Reaktionen wie die Migration und
Adhasion von Leukozyten an das Endothel aus und induziert die Expression von
inflammatorischen Genen wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) in SMC (Kranzhofer et al., 1996). IL-6

ist ein inflammatorisches und chemotaktisches Cytokin, welches zur Mitogenese und

2
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Migration von SMC beitragt (Wang et al., 2003). Fir FXa konnte ebenfalls die Forderung von
inflammatorischen Reaktionen in vivo nachgewiesen werden (Cirino et al., 1997). Zudem
konnte gezeigt werden, dass FXa in endothelialen Zellen die Synthese der Cytokine IL-6, IL-
8 und des Monozyten-Chemokins Protein-1 (MCP-1) sowie die Expression verschiedener
Adhasionsmolekile fiir Neutrophile hervorruft (Senden et al., 1998). Die inflammatorischen
Effekte von FXa &hneln damit denen von Thrombin und tragen zur Proliferation und

Migration von SMC und damit atherosklerotischen Prozessen bei.

1.1.4. Intimale Hyperplasie und Proliferation durch Atherosklerose

Intimale Hyperplasie wird als die Akkumulation von glatten Gefalmuskelzellen (SMC) und
extrazellularer Matrix (ECM) im intimalen Kompartiment definiert und ist die Hauptursache flr
Gefalverschluss im ersten Jahr nach Bypasschirurgie (Davies et al., 1995). Bypass-
Operationen ziehen oft Gefaliverletzungen und damit Verlust des Endothels nach sich, was
neben der Adhasion von Thrombozyten und Neutrophilen, subendothelial liegende SMC fir
aktivierte Gerinnungsfaktoren und andere Blutkomponenten zuganglich macht. Aktivierte
Thrombozyten und Monozyten sezernieren platelet-derived growth factor (PDGF) und
andere Wachstumsfaktoren, die wichtige Mediatoren fiir Proliferation und Migration von SMC
sind (Ross, 1993). Zusatzlich kommt es zu einer Dedifferenzierung der medialen SMC, von
einem kontraktilen zu einem ,synthetischen® Phanotyp, gefolgt von einer Migration in die
Intima (Ross, 1993). Der phanotypische Wandel der SMC ist neben proliferativen und
migratorischen Eigenschaften, ebenfalls mit der Sekretion von Wachstumsfaktoren wie z.B.
PDGF oder basic fibroblast growth factor (bFGF) und der Expression entsprechender
Rezeptoren verknUpft (Bauriedel et al., 1994). Ein bis zwei Wochen nach dem Eingriff kommt
es zur Modifikation der ECM. Die dedifferenzierten SMC sezernieren Matrix-Proteine wie
Tenaszin, Fibronektin, Kollagene und Proteoglykane (Bauriedel et al., 1994). Dies fuhrt zur
Ausbildung einer Neointima und Restenose.

Der wandstandige Thrombus setzt hierbei zusatzlich grole Mengen von Thrombin und FXa
frei (Abendschein et al., 2003; Ghigliotti et al., 1998), die beide die Proliferation und Migration
von SMC induzieren kdnnen (Bretschneider et al., 2000; Rauch et al., 2004; Rauch et al.,
2005).

1.1.5. Unterschiede zwischen arteriellen und venésen Bypdssen

Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit arteriellem Bypass eine hdhere
Uberlebensrate hatten, als solche mit venésem Bypass (Cameron et al., 1996). Der Grund
hierfir war, dass bei arteriellen Bypassen ein spateres Auftreten von Atherosklerose ein
geringeres Problem darstellte, als bei Verwendung von vendsen Praparaten und dass die

besseren Uberlebenschancen von Alter und Geschlecht unabhangig waren (Loop, 1996).
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Bis zu 50% der ventsen Bypasse sind zehn Jahre nach der Implantation verschlossen
(Cameron et al, 1996). Die hdhere VerschluBRrate vendser Bypasse beruht auf
biochemischen und histologischen Unterschieden zu Bypassen arteriellen Ursprungs (Cox et
al., 1991). Im Vergleich zu SMC aus der Arteria mammaria, zeigt sich bei kultivierten SMC
aus der Vena saphena eine unterschiedliche Genexpression, beispielsweise von
proinflammatorischen Cytokinen oder nuclear factor kappa B (NF-kB)-Zielgenen, die mit
Proliferation und Migration assoziiert sind und in vendésen SMC aufreguliert werden, wahrend
sich in arteriellen Zellen eine Herabregulation zeigt (Deng et al., 2006). Eine wichtige Rolle
spielt zudem oxidized low density lipoprotein (OxLDL), ein Schlusselfaktor der
Atherosklerose (Ross, 1999). Somit induziert OxLDL in vendsen SMC die Proliferation und
Migration, wahrend es diese bei arteriellen SMC hemmt (Deng et al., 2006). Andererseits
sind SMC aus vendsen Praparaten wegen der leichteren Verfligbarkeit von besonderem

Interesse.

1.2. FXa: Mehr als ein Gerinnungsfaktor

1.2.1. Thrombin-unabhangige Wirkungen von FXa

Innerhalb der Blutgerinnungskaskade hat FXa durch seine Thrombin-aktivierende Wirkung
eine definierte Rolle. Fir die nachfolgenden Prozesse der Wundheilung und des
Remodelings wurde die Bedeutung von FXa vermutlich unterschatzt (Borensztajn et al.,
2008; Krupiczojc et al., 2008). In den letzten Jahren konnten direkte zelluldre, von Thrombin
unabhangige Wirkungen nachgewiesen werden. Hierzu gehoéren u.a. die Migration und
Proliferation von SMC, sowie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF, bFGF und
die Synthese von ECM in SMC (Bretschneider et al., 2000; Rauch et al., 2002; Rauch et al.,
2004). In diesem Zusammenhang konnte auch die Beteiligung von FXa an mehreren
Signalkaskaden nachgewiesen werden (Borensztajn et al., 2008). Hierzu gehdrt die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC), intrazelluldre Ca*-Mobilisierung sowie die
Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) und verschiedenen Tyrosinkinasen, wie der c-Jun-N-
terminalen Kinase (JNK) (Monno et al., 2001). In SMC konnte zudem die Phosphorylierung
der extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2) gezeigt werden (Bretschneider
et al., 2000; Kaiser, 2003) und u.a. in koronararteriellen Zellen, die Aktivierung von NF-kB
(Hezi-Yamit et al., 2005). Die FXa-vermittelte Phosphorylierung von MAP-Kinasen, wie
ERK1/2 und JNK flihrt zur Induktion der Expression von inflammatorischen Cytokinen, wie
IL-6, was zur Migration und Proliferation von SMC beitragt (Borensztajn et al., 2008).
Inhibierung von FXa reduziert die Proliferation von vaskularen SMC sowie die Restenose
nach Ballondilatation (Borensztajn et al., 2008). Die FXa-vermittelte SMC-Proliferation ist

somit ein weiterer Faktor, welcher die Bildung von intimaler Hyperplasie fordert.
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1.2.2. Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR)

Die zellularen Wirkungen von FXa und Thrombin werden Uber eine Familie von G-Protein-
gekoppelten, Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR) vermittelt (Coughlin, 1999). Diese
Rezeptoren werden in einer spezifischen Erkennungssequenz an ihrem extrazellularen N-
Terminus proteolytisch gespalten, so dass ein verkirztes aminoterminales Ende entsteht.
Dieses autoaktiviert den Rezeptor als tethered ligand (,,angebundener Ligand®) (Abb. 2).
Kurze Peptide, die in ihrer Sequenz dem tethered ligand entsprechen, kénnen daher als
aktive Peptide (AP) die PARs direkt aktivieren, ohne dass eine proteolytische Spaltung
erforderlich ist (Marutsuka et al., 2005).

Bei G-Protein gekoppelten Rezeptoren erfolgt die Deaktivierung bzw. Desensibilisierung
sowohl auf Ebene der Transkription und RNA-Stabilitdt, als auch Uber Endozytose und
lysosomalen Abbau (Tsao et al., 2001). Aktivierter PAR-1 und PAR-2 werden internalisiert

und anschlieRend liberwiegend lysosomal abgebaut (Trejo, 2003).

Tethered ligand Hirudin like
domain binding domain

Conserved extracellular loop 2

PAR-1 ESKATNATLDPR | SFLLRN TN [ DKYEPFWEDEEKNES ] PAR-1 QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG

PAR-2 GTNRSSKGR| SLIGKV | DG PAR-2 QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR-3 NDTNNLAKPTLPIK| TFRGAP | PNS | FEEEP FSALE PAR-3 QEYYLVQPDITTCHDVHNTCESSS

PAR-4 LPAPR| GYPGQV | PNS CANDSDTLELPDSS PAR-4 QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

Protease cleavage site

\ .

N-terminal

C-Terminal
PAR-1 SECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLLT
PAR-2 SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY
PAR-3 SKTRNHSTAYLTK
PAR-4 SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ

Abb. 2: Struktur der Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR)

Durch proteolytische Spaltung im extrazellularen N-Terminus entsteht der fethered ligand, welcher den jeweiligen
PAR aktiviert. Sequenziert dargestellte Bereiche sind wichtig bei der Rezeptoraktivierung, Wechselwirkung mit
Thrombin, Desensibilisierung und Signalweiterleitung (nach Macfarlane et al., 2001).

Von den bis heute beschriebenen vier PARs werden PAR-1, PAR-3 und PAR-4 durch
Thrombin aktiviert, wahrend FXa neben PAR-1 auch PAR-2 aktiviert (Macfarlane et al.,
2001). Vor allem PAR-1 wird als der prototypische Thrombin-Rezeptor fiir die Migration,

Mitogenese und Matrix-Synthese von SMC sowie das vaskulare Remodeling in vivo gesehen

5
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(Patterson et al., 2001). PAR-2 wird neben FXa, durch die Proteasen Trypsin sowie Tryptase
aktiviert. AulRer bei SMC des kardiovaskularen Systems, ist PAR-2 in SMC der Bronchien,
der Gallenblase, des Darmes und des Magens nachgewiesen worden (Macfarlane et al.,
2001).

1.2.3. PAR-aktivierte Signalwege

Der durch PAR-1 vermittelte Signalweg ist bisher am besten chrakterisiert (Patterson et al.,
2001). Zur Weiterleitung des Signals ins Zellinnere bindet PAR-1 an drei verschiedene
Familien von G-Proteinen: Giz13, Gg11 und Gy, (Patterson et al., 2001). Auch fir PAR-2
wurde eine G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion gezeigt (Macfarlane et al., 2001;
Traynelis et al., 2007).

Fir Thrombin ist aullerdem beschrieben, dass Aktivierung des PAR-1 (ber den PKC/Ca?*-
Signalweg zur Stimulation der vaskularen NADPH-Oxidase (Patterson et al., 1999) und somit
zur Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species, ROS), wie z.B. dem
Superoxidanion (O2) und dessen zell-permeablen Metaboliten H,O, fiihrt.
G-Protein-vermittelte Aktivierung untereinander vernetzter Signalwege, wie der PKC und den
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), induziert die Expression von Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) (Wang et al., 2004),
bFGF (Rauch et al., 2004) und cAMP response element-binding protein (CREB) (Tokunou et
al., 2001), als auch von inflammatorischen Genen wie IL-6 (Kranzhofer et al., 1996).

Im Gegensatz zum Thrombin-vermittelten PAR-1-Signalweg sind die durch FXa aktivierten,
PAR-2 abhangigen Signalwege noch weitgehend unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass in Herzmuskelzellen und transfizierten Hautepithelzellen der PAR-2 an stress-
activated protein (SAP)-Kinasen, JNK und p38 MAP-Kinasen gekoppelt ist (Macfarlane et al.,
2001) und dass in Epithelzellen eine PAR-2-vermittelte PKC- und ERK1/2-Aktivierung erfolgt
(van der Merwe et al., 2009). Durch Stimulation von PAR-2 konnte au3erdem die Aktivierung
von NF-kB in SMC nachgewiesen werden (Bretschneider et al., 1999). Ein durch FXa
stimulierter PAR-2 kénnte somit Uber diese Signalwege zu proinflammatorischen und

prokoagulatorischen Wirkungen von SMC beitragen.

1.2.4. Expression und Funktion der FXa-Rezeptoren

Da FXa, ebenso wie Thrombin, PAR-1 aktiviert, wurde lange vermutet, dass beide
Koagulationsfaktoren auch sehr ahnliche Wirkungen induzieren. Dies scheint jedoch nicht
der Fall zu sein (Borensztajn et al., 2008).

Im gesunden Gefald bzw. in kontraktilen SMC ist PAR-2, im Gegensatz zum PAR-1, kaum
detektierbar (Molino et al., 1998). Bei Atherosklerose (Napoli et al., 2004), Diabetes

(Roviezzo et al., 2005) und nach GefalRverletzung (Damiano et al., 1999) zeigt sich jedoch
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eine erhéhte PAR-2-Expression. Zudem fiihrt Deletion des PAR-2 zu einer reduzierten
Neointimabildung in vivo (Tennant et al., 2008). In aortalen Endothelzellen von spontan
hypertensiven Ratten konnte auRerdem eine Hochregulation von PAR-2 gezeigt werden, die
mdglicherweise auf oxidativen Stress zurlckzuflhren ist (Aman et al., 2010). Insgesamt
steht PAR-2 bei proliferativen Erkrankungen, wie z.B. vaskuldarem Remodeling, Fibrose und
Tumormetastasierung im Mittelpunkt (Borensztajn et al., 2008).

Bisher sind die genauen Mechanismen, die zu einer Hochregulation von PAR-2 nach
GefalRverletzung fuhren, noch unbekannt. Mdglicherweise koénnte FXa selbst in einem
Ruckkopplungsmechanismus, die Expression von PAR-2 beeinflussen, so wie es flr
Thrombin und PAR-1, PAR-3 und PAR-4 in humanen Lungenfibroblasten gezeigt wurde
(Sokolova et al., 2005).

1.3. Potentielle Rolle von NF-kB bei der PAR-Regulation

NF-kB ist in praktisch allen Zelltypen gefunden worden und ist in die Aktivierung einer
grolRen Zahl von Genen involviert, welche u.a. bei Infektionen und Entziindung aktiviert
werden. Aktivierter NF-kB wurde in SMC der Carotis nach Ballondilatation (Landry et al.,
1997) sowie in der Intima und Media von atherosklerotischen GefalRabschnitten gefunden
(Wilson et al., 2002), was auch auf eine wichtige Rolle fur die Entwicklung von
atherosklerotischen GefalRwandveranderungen schlieen lasst.

In seiner aktiven DNA-bindenden Form, bildet NF-kB ein Heterodimer, das sich aus
verschiedenen Kombinationen der NF-kB/Rel-Familie zusammensetzt. In Sdugern wurden
bisher funf Rel-Proteine identifiziert: NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), c-Rel, RelA (p65) und
RelB (Karin et al., 2000).

Die in S&ugern vorkommenden Rel-Proteine unterscheiden sich in ihren
transkriptionsaktivierenden Eigenschaften insofern, dass einzig p65/RelA und c-Rel potente
Aktivierungsdomanen flr die Transkription enthalten. Die p65:p50-Heterodimere wurden als
erste Form von NF-kB identifiziert und sind in den meisten Zelltypen am haufigsten vertreten.
Die Bezeichnung NF-kB wird somit meistens dazu verwendet, den p50:p65-Komplex zu
beschreiben (Karin et al., 2000). Nach derzeitigem Stand der Forschung, scheinen alle NF-
kKB-Komplexe auf die gleiche Weise reguliert zu werden, d.h. hauptsachlich durch
Interaktionen mit spezifischen Inhibitoren, den IkBs (Karin et al., 2000).

NF-kB ist normalerweise im Cytoplasma als ein inaktiver, trimerer Komplex (p50:p65:1kB)
von unstimulierten Zellen lokalisiert. Beim klassischen NF-kB-Signalweg (Abb. 3) induziert
zelluladre Aktivierung durch Agonisten wie TNF-a, IL-1 oder Lipopolysaccharide (LPS), einen
IkB-Kinase-Komplex (IKK), IkB zu phosphorylieren. Die anschlielRende Polyubiquitinierung
sowie proteosomale Degradierung von IkB fuhrt zu freiem NF-kB und dessen Translokation

in den Zellkern, wo die Bindung an die NF-kB-Erkennungssequenz und damit die Regulation
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der Transkription des Zielgens erfolgt (Gilmore, 2006; Karin et al., 2000). NF-kB ist zudem
ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor, wobei insbesondere H,O, die nukleare
Translokation erhoht und somit zur Induktion von entsprechenden Zielgenen beitragt
(Griendling et al., 2000). Ob PAR-2 eines dieser Gene ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden.

Cytoplasma

inaktiver
proteosomale - NF-kB

Degradierung —

Transkription
des Zielgens

Zellkern

Abb. 3: NF-kB-Signalweg

Durch Interaktion mit einem spezifischen Inhibitor (IkB) werden NF-kB-Dimere wie p50:p65 im Cytoplasma
gehalten und bilden somit inaktive Trimere. Oft fUhrt die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor auf der
Zelloberflache Uber Adapterproteine zur Rekrutierung eines IkB-Kinase-Komplexes (IKK). Dieser besteht aus
zwei sogenannten NEMO- und katalytischen Kinase-Untereinheiten (IKKa und/oder IKKB). IKK phosphoryliert 1kB
an zwei Serinresten, was zur Ubiquitinierung und anschlieRenden proteosomalen Degradierung des Inhibitors
fuhrt, so dass der NF-kB-Dimer feigesetzt wird. Der nun aktive Transkriptionsfaktor tritt in den Zellkern ein, um
entsprechende Zielgene anzuschalten (modifiziert nach Gilmore, 2006).
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1.4. Posttranskriptionelle Mechanismen der Genregulation: mRNA-Stabilisierung

Ein wichtiger Mechanismus fur die Regulation der Expression vieler eukaryotischer Gene ist
der kontrollierte Abbau von mRNA. Die regulierte Stabilisierung der mRNA auf der einen,
und ihre Degradation auf der anderen Seite, erméglichen die nachhaltige Korrektur des
Expressionsniveaus, besonders von induzierbaren Genen mit kurzer Halbwertszeit. Durch
die direkte Bindung von stabilisierenden Proteinfaktoren an AU-reiche Sequenzmotive
(AREs) innerhalb der 3’-untranslatierten Region (3’-UTR) der Ziel-mRNA, erfolgt somit die
Stabilisierung des Transkripts. AREs werden in drei Klassen unterteilt, wobei Klassen | und I
sich durch multiple Kopien des Pentanukleotids AUUUA auszeichnen, welche in Klasse Il
fehlen (Brennan et al, 2001). Eine wichtige Gruppe von mRNA-stabilisierenden
Proteinfaktoren sind die Hu-Proteine der embryonal lethal abnormal vision (ELAV)-
Genfamilie. Das ubiquitar exprimierte human antigen R (HuR)-Protein ist Gber seine mRNA-
stabilisierende Wirkung ein wichtiger Faktor bei der Genregulation von Cytokinen,
Wachstumsfaktoren und entziindungsrelevanten Enzymen, wie z.B. TNF-a, VEGF und der
induzierbaren Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Brennan et al., 2001; Doller et al., 2008a). Es
wird in Tumoren, Neointima und restenosierten venésen Bypassen hochreguliert (Pullmann
et al., 2005) und hat somit in verschiedenen Pathologien einen besonderen Stellenwert
(Eberhardt et al., 2007). Das HuR-Protein liegt Uberwiegend im Zellkern vor. Daher ist die
Translokation von HuR zwischen Kern und Cytoplasma, das sogenannte HuR-Shuttling,
Vorraussetzung fir den Schutz von mRNAs vor schnellem Abbau (Brennan et al., 2001;
Doller et al., 2008a). Eine kontrollierte HuR-Translokation und somit Transport der
stabilisierten mRNA, erfolgt moglicherweise phosphorylierungsabhangig uber eine HuR-
nucleo-cytoplasmic shuttling sequence (HNS) im HuR-Protein (Fan et al., 1998). Doller et al.
konnten zeigen, dass infolge der Angiotensin ll-induzierten Aktivierung der
membrangebundenen PKC und dem nachfolgenden Import von PKC in den Zellkern, HuR
phosphoryliert wird, so dass es an COX-2-mRNA binden kann und schlief3lich mit dieser in
das Cytoplasma exportiert wird (Doller et al., 2008b).

Da sowohl eine FXa-, als auch eine PAR-2-vermittelte Aktivierung der PKC gezeigt werden
konnte (Monno et al., 2001; van der Merwe et al., 2009) und HuR wiederum von der PKC
aktiviert wird (Doller et al., 2008b), ware auch eine FXa-induzierte Aktivierung von HuR
denkbar. Die Expression des humanen PAR-1 scheint zumindest nicht Uber eine
posttranskriptionelle Stabilisierung der mRNA reguliert zu werden (Sokolova et al., 2008).
Eine Analyse des humanen PAR-2-Transkripts zeigte jedoch mehrere potentielle
Erkennungsmotive (AREs der Klassen | und Il) fur stabilisierende Proteinfaktoren in der 3'-
UTR (Abb. 4). Moglicherweise kdonnte somit eine HuR-vermittelte mRNA-Stabilisierung und

selektive Regulation von PAR-2 vorliegen, welche durch FXa induziert wird.
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[[] Nicht-kodierende Region

[l Kodierende Region
| AU-reiche Elemente 5‘UTR 3*UTR

5" [ B | 3

PAR-2-Transkript

B A

Abb. 4: Schematische Darstellung des humanen PAR-2-Transkripts
Mehrere AU-reiche Elemente (AREs) sind in der 3-UTR vorhanden und kdénnten mdgliche Bindungstellen fir das
mRNA-stabilisierende Protein HuR darstellen.

1.5. Bedeutung von oxidativem Stress fiir FXa/PAR-2

1.5.1. Reaktive Sauerstoffradikale (ROS)

ROS fungieren als zellulare Botenstoffe bei der Vermittlung von Apoptose, Zellwachstum und
Genregulation. Oxidativer Stress resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen Bildung und
dem Abbau von ROS, so dass es zu einem Uberschuss an Sauerstoffradikalen kommt.
Oxidativer Stress tragt zur Pathogenese von Thrombose, Atherosklerose, Hypertonie und
Diabetes bei (Patterson et al., 1999). Die Bildung von ROS verlauft iber zellulare Oxidasen,
d.h. Uber die Cyklooxygenase, die Xanthinoxidase, die Lipoxygenasen, die Oxidasen der

mitochondrialen Atmungskette und die NADPH-Oxidase.

1.5.2. Die NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase ist die wichtigste Quelle fir ROS in der GefaRwand (Lassegue et al.,
2001). Neben Thrombin sind vor allem das Angiotensin Il (Ang Il) (Griendling et al., 1994)
und Cytokine wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) (De Keulenaer et al., 1998) potente
Aktivatoren der NADPH-Oxidase. Endothelzellen, SMC, Fibroblasten sowie Monozyten und
Makrophagen exprimieren eine NADPH-Oxidase, die unter pathophysiologischen
Bedingungen vermehrt aktiviert wird (Vendrov et al., 2007).

In SMC beinhaltet die NADPH-Oxidase die membrangebundenen katalytischen
Untereinheiten p22phox und eine NOX-Isoform (Abb. 5). Wahrend endotheliale Zellen NOX-
1, NOX-2 und NOX-4 enthalten, exprimieren SMC die Isoformen NOX-1, NOX-4 und NOX-5
(Harrison et al., 2003). Cytosolische Komponenten sind das kleine G-Protein Rac1 und
p47phox (Brandes et al., 2005).

Fir die Aktivierung der NADPH-Oxidase sind zwei Ereignisse entscheident: Der Austausch

von GTP gegen GDP bei Rac1 und die Phosphorylierung von p47phox durch PKC, wodurch
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die cytosolischen Untereinheiten schlief3lich mit dem Membrankomplex assemblieren und ein
funktionsfahiges Enzym bilden. Das reduzierte Substrat NAD(P)H bindet an p22phox auf der
cytosolischen Seite der Membran und setzt zwei Elektronen frei. In SMC nutzt das Enzym
vorrangig NADH als Substrat (Patterson et al., 1999). Die Elektronen werden auf zwei
extrazelluldre Sauerstoffmolekile auf der anderen Membranseite Ubertragen, so dass zwei
Molekile von Superoxidanion (O;) entstehen. Diese beiden Molekille kdnnen, als ein
besonderes Merkmal der vaskuldren NADPH-Oxidase, intrazellular freigesetzt werden
(Lassegue et al., 2003). Das Superoxid konvertiert spontan zu dem stabileren
Wasserstoffperoxid (H.O,) oder wird durch die Superoxiddismutase (SOD) zu diesem
umgewandelt (Harrison et al., 2003). H,O, weist eine hohe Membranpermeabilitat auf und
kann in Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt sind, hohe mikromolare Konzentrationen
erreichen (Li et al., 2001).

1.5.3. ROS in der vaskuldaren Pathogenese

In vaskularen Zellen haben ROS direkte proliferative Effekte und sind wichtige Botenstoffe
fur die mitogene Wirkung von PDGF sowie die Thrombin-vermittelte Mitogenese (Patterson
et al., 1999). Hierbei spielt H,O, eine besondere Rolle als zellularer Botenstoff (Griendling et
al.,, 2000). Dieses Molekil kann Tyrosinkinasen aktivieren und Tyrosinphosphatasen
inhibieren sowie die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, p38 MAPK und JNK
stimulieren (Harrison et al., 2003).

Superoxid fordert zusatzlich die Atherogenese durch die Hemmung der protektiven Wirkung
von endothelium-derived relaxing factor (EDRF bzw. NO) und die Oxidation von Lipiden,
besonders von LDL (Vendrov et al., 2007). Eine weitere wichtige Wirkung von ROS ist
zudem die veranderte Expression von Genen, die Uber die Aktivierung von redox-sensitiven
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-kB, in die frihen Stadien von Atherosklerose involviert
sind (Pueyo et al., 2000).

Durch oxidativen Stress kann zudem die HuR-abhangige Stabilisierung von mRNA bei
verschiedenen Genen posttranskriptionell moduliert werden (Abdelmohsen et al., 2008;
Kuwano et al., 2008). So wurde z.B. fur die Regulation der Expression von Hsp70 ein
Signalweg postuliert, bei dem H,O, die PKC aktiviert, welche HuR phosphoryliert, so dass
dieses die entsprechende Ziel-mRNA bindet (Amadio et al., 2008). Dies konnte eine frihe
zellulare Antwort auf oxidativen Stress darstellen.

Durch die H,O,-vermittelte Aktivierung der PKC (Harrison et al., 2003), die im Mittelpunkt
verschiedener pathogener Signalwege steht, kann die PKC-abhangige NADPH-Oxidase
durch die Produktion von Superoxid bzw H,O, eine sich selbst verstarkende

Regulationsschleife vermitteln (Li et al., 2001). Es gibt Hinweise, dass solch eine, durch ROS
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induzierte, Regulationsschleife die Expression des PAR-1 regulieren kann (Herkert et al.,
2002; Nguyen et al., 2001).

Ob FXa oxidative Effekte auslibt, und ob der PAR-2 in eine ahnliche ROS-abhangige
Regulationsschleife wie der PAR-1 involviert ist, ist nicht bekannt. Zumindest in murinen
Lymphozyten wird die ROS-Generierung durch Trypsin, eine Protease welche neben FXa
ebenfalls PAR-2 aktiviert, induziert (Lim et al., 2006). Ob eine derartige Induktion auch in

humanen SMC stattfindet, wurde bisher nicht untersucht.

Thrombin exogenes H,0,

I

SEROY
A N N T Y

SK

p38 JAK2/
MAPK  STATs

CREB VEGF IL6

L

SMC-Proliferation und Migration

Abb. 5: Die NADPH-Oxidase als Effektor fiir die zellularen Wirkungen von Thrombin
Uber Aktivierung der PKC und damit der NADPH-Oxidase, werden intrazellulare ROS generiert, welche wichtige
Mediatoren bei redox-abhangigen Signalwegen sind, die zum vaskularen Remodeling beitragen.

1.6. Fragestellung der Arbeit

Bezuglich der Wirkung und Regulation von PAR-1 und PAR-2 durch FXa in humanen
venosen SMC ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

1. Werden PAR-1 und PAR-2 reguliert?

2. Wie werden sie reguliert?

3. Welche zelluldren Konsequenzen ergeben sich ?

4. Welche Rolle spielt oxidativer Stress?

12
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2. Material und Methoden

2.1. Substanzen

Substanz

Wirkung

Hersteller

Actinomycin D

Zytostatikum

Calbiochem, San Diego, CA,

(5 ug/mL) USA

Argatroban Thrombininhibitor Mitsubishi Pharma

(100 ng/uL) Dusseldorf, Deutschland
Angiotensin Il Wachstumsfaktor Sigma-Aldrich,

(10 nM-1 uM) Deisenhofen, Deutschland

Bovines a-Thrombin
(3 Units/mL)

Serinprotease

Dr. J. Stlrzebecher T,
Zentrum fur Vaskulare
Biologie und Medizin, Jena,

Deutschland

Humaner FXa

Serinprotease

Kordia Life Sciences,

(30 nM) Leiden, Niederlande
H,0, Oxidativer Stimulus Merck, Darmstadt,
(100 pM) Deutschland

Katalase, aus Rinderleber
(500 Units/mL)

Spaltet H,O, zu Sauerstoff

und Wasser.

Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

NF-kB activation
inhibitor SN50 (100 nM)

NF-kB-Inhibitor

Calbiochem, San Diego, CA,
USA

PAR-TAP (TFLLRN-NH,)
(200 pM)

Synthetisches Hexapeptid
PAR-1 Agonist

Biosynthan GmbH, Berlin,

Deutschland

PAR-2AP (SLIGKV-NH,)
(200 pM)

Synthetisches Hexapeptid
PAR-2 Agonist

Biosynthan GmbH, Berlin,

Deutschland

2.2. Antikorper

2.2.1. Priméarantikorper

Primarantikorper Hersteller Verdiinnung
PAR-2 (N-19): sc-8206 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Ziegen polyklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

PAR-2 (SAM11): sc-13504 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100

(Maus monklonaler AK)

Santa Cruz, CA, USA
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PAR-2 (SAM11) PE Santa Cruz Biotechnolgy, 1:5
sc-13504, (PE-konjugiert, AK | Santa Cruz, CA, USA

fir Durchflusszytometrie)

IgG1 (Mouse)-PE Beckman Coulter, 1:5
(Isotyp-Kontrolle fiir Marseille, Frankreich
Durchflusszytometrie)

Rabbit polyclonal to NOX-1 Abcam, Cambridge, 1:100
(ab55831) UK

(Hasen polyklonaler AK)

Mox1 (H-15): sc-5821 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Ziegen polyklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

NOX4 (H-300): sc-30141 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Hasen polyklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

p47-phox (A-7): sc-17844 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100

(Maus monoklonaler AK)

Santa Cruz, CA, USA

B-Aktin

(Maus monoklonaler AK)

Sigma, Schnelldorf,

Deutschland

1:10 000 — 1:20 000

HuR (3A2): sc-5261 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Maus monoklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

Normal mouse IgG: sc-2025 | Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Isotyp-Kontrolle  far  Pull- | Santa Cruz, CA, USA

down-PCR)

NF-kB p65 (C-20): sc-372 Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Hasen polyklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

p-IkB-o. 39A1431: sc-52943 | Santa Cruz Biotechnolgy, 1:100
(Maus monoklonaler AK) Santa Cruz, CA, USA

P44/42 MAP Kinase Cell Signaling 1:1000
Antibody # 9102 TECHNOLOGY, Danvers,

(Maus monoklonaler AK) MA, USA

Phospho-p44/42 MAPK (Thr | Cell Signaling 1:1000

202/Tyr 204) Antibody
#9101

(Maus monoklonaler AK)

TECHNOLOGY, Danvers,
MA, USA
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2.2.2. Sekundarantikorper

Sekundarantikorper Hersteller Verdiinnung
goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnolgy, 1:3000
SC-2004 (HRP-konjugiert) Santa Cruz, CA, USA

donkey anti-goat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnolgy, 1:3000
SC-2020 Santa Cruz, CA, USA

goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnolgy, 1:3000
SC-2005 Santa Cruz, CA, USA

anti-rabbit IgG F(ab’)2 Frag. | Sigma-Aldrich, Minchen, 1:600

(Cy3-konjugiert)

Deutschland

2.3. Puffer und Lésungen

Alle nicht gesondert aufgefuhrten Loésungen wurden in hdchster verfugbarer Qualitat von den

Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Mlnchen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Die

nachfolgend aufgelisteten Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit

entmineralisiertem Wasser hergestellt.

Puffer bzw. Losung

Zusammensetzung

DMEM (Vollmedium)

DMEM 500mL: 5.5 mM Glukose, 15% FCS,
100 Units/mL Penizillin,

0.1 mg/mL Streptomyzin,

1.9 mM L-Glutamin,

9.6 mM Natriumpyruvat

Elutions-Puffer

50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA,
1% SDS, 50 mM NaHCO;

HEPES-Puffer

10 mM HEPES (pH 7.4), 145 mM NaCl,
Na,HPO, 0.5 mM, Glukose 5.5 mM,
MgS0O41 mM, CaCl, 1.5 mM

Lammli-Puffer (2x)

125 mM Na;HPO,/NaH,PO, (pH 7.0),
100 mM DTT, 20% Glycerin, 4% SDS,
0.002% Bromphenolblau

Laufpuffer 190 mM Glycin, 25 mM Tris (pH 8.5),
0.1% SDS
PBS/EDTA 0.1 mM EDTA in PBS
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Puffer A (hypotonischer

Homogenisierungspuffer, Lagerung bei 4°C)

10 mM HEPES (pH 7.5), 10 mM KClI,

0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA,

+ 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail
(Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) und
entsprechend H,O dest., + 1 mM DTT, + 1%
PMSF

Puffer C (nuklearer Extraktionspuffer,

Lagerung bei 4°C)

20 mM HEPES (pH 7.5), 25% Glycerol,

0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

+ 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail
(Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) und
entsprechend H,O dest.,, + 1 mM DTT, + 1%
PMSF

Quellpuffer

25 mM HEPES (pH 7.8), 1.5 mM MgCl;,

10 mM KCI, 0.1% NP40, + frisches PMSF,
+ frisches 1mM DTT, + 1 Tablette Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Risch,

Schweiz) und entsprechend H,O dest.

salzarmer Waschpuffer

50 mM Tris/HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl,
0.2% Tween 20, 2 mM EDTA (pH 8.0),
2 mM EGTA, 0.1% SDS

salzreicher Waschpuffer

50 mM Tris/HCI (pH 7.4), 500 mM NaCl,
0.2% Tween 20, 2 mM EDTA (pH 8.0),
2 mM EGTA, 0.1% SDS

Sammelgel (5% fur 2 Gele)

H,O dest. 4. 1mL
30% Acrylamid-Ldsung 1mL
1 M Tris/HCI (pH 6,8) 0.75 mL

10% SDS 60 pL
10% APS 60 pL
TEMED 6 pL

Sonifizierungspuffer

50 mM HEPES (pH 7.8), 140 mM NacCl,

1 mM EDTA, 1% Triton X 100,

0.1% Na-Desoxycholat, 0.1% SDS,

+ frisches PMSF, + 1 Tablette Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Risch,

Schweiz) und entsprechend H,O dest.
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TE 10 mM Tris/HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA,
+ frisches PMSF, + 1 Tablette Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Risch,
Schweiz) und entsprechend H,O dest.

Transferpuffer (1x) 190 mM Glycin, 25 mM Tris, 20% Methanol

Trenngel (10% fur 2 Gele) H,O dest. 4 mL
30% Acrylamid-Lésung 3.3 mL
1.5 M Tris/HCI (pH 8,8) 2.5mL
10% SDS 100 pL
10% APS 100 pL
TEMED 4 uL

Trypsin-EDTA (1x), Lagerung bei -20°C 0.5 g/L Trypsin, 0.2g/L EDTA

TBS (10x) 1.5 M NaCl, 100 mM Tris/HCI (pH 7.4)

TBST (1x) 1xTBS + 0.1% Tween 20

TBST-BSA 1XTBST + 5% BSA

TBST-M 1XTBST + 5% Magermilchpulver

Zitratlésung (10x), autoklaviert, 1.35 M Kaliumchlorid, 0.15 M Natriumzitrat

Lagerung bei 4°C

2.4. Zellkultur

2.4.1. Isolation und Kultivierung glatter GefaBmuskelzellen

Praparate der humanen Vena saphena wurden von der Herzchirurgie des
Universitatsklinikums Dusseldorf mit Genehmigung der Ethik-Komission der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitdt und durch Einwilligung der Spender bereitgestellt.
Vaskulare SMC wurden durch die Explant-Technik nach Fallier-Becker (Fallier-Becker et al.,
1990) isoliert. Die Gefale wurden der Lange nach gedffnet und in Dulbecco’s modified Eagle
Medium (DMEM, GibcoBRL, Rockville, MD, USA) gehalten. Nach mechanischer Entfernung
des Endothels durch behutsames Abkratzen, wurde die Media vorsichtig von der Adventitia
entfernt und in etwa 1 mm grolRe Segmente geschnitten. Diese wurden in 6-Loch-
Kulturplatten in DMEM bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Das Vollmedium wurde alle 48 h
gewechselt. Innerhalb von ein bis zwei Wochen wuchsen die SMC aus den medialen
Explantaten und proliferierten. Der vaskulare SMC-Phanotyp konnte in Primarkulturen durch
sein typisches, sogenanntes ,hill and valley*-Erscheinungsbild und Anfarbung von SM-Aktin
festgelegt werden. Nach dem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA
(5 Min., Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und Zugabe von Vollmedium abgeldst. Die

Zellen wurden anschlieftend durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 Min.) gesammelt, in frischem
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Volimedium resuspendiert und in Kulturplatten ausgesaht. Fir die Experimente wurden
vaskuldare SMC der Passagen 4-10 verwendet und durch Serumentzug (48-72 h) vor der
Stimulation synchronisiert.

Zellkulturgefalle wurden von den Firmen BD (Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,

Deutschland) und Greiner Bio-One GmbH (Solingen, Deutschland) bezogen.

2.5. Aufreinigung und Analyse von RNA

2.5.1. Aufreinigung von Gesamt-RNA aus SMC

Die Praparation von Gesamt-RNA aus SMC erfolgte mit Hilfe von Trizol (TRI® Reagent,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Direkt nach Abnahme des Mediums wurden die
Zellen durch Zugabe von Trizol (1 mL/Well) lysiert. Nach einer Inkubation von 10 Min. bei
Raumtemperatur (RT), wurde das Lysat in autoklavierte 1.5 mL Eppendorf-Gefalie tberfihrt,
200 pL Chloroform hinzugegeben, aufgeschiittelt, 10 Min. bei RT inkubiert und anschlieRend
15 Min. bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Danach wurde von dem wassrigen Uberstand 450 yL abgenommen und die
darin enthaltene RNA durch Zugabe von 500uL Isopropanol flir mindestens 15 Min. bei RT
ausgefallt. AnschlieRend wurden die Proben bei 4°C fur 30 Min. bei 13000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die Pellets mit 1 mL 70%-igem Ethanol gewaschen und
erneut fir 15 Min. bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Nach Wiederholung des
Waschschritts, wurde das Ethanol abgesaugt, die Pellets bei 37°C getrocknet, in 21 uL Milli-
Q®Wasser (Millipore, Bedford, MA, USA) aufgenommen und schlieRlich im
Schuttelinkubator bei 65°C flir 5 Min. geldst. Die Proben wurden danach kurz zentrifugiert

und entweder sofort quantifiziert oder bei -20°C gelagert.

2.5.2. Quantifizierung von RNA

Die Konzentration und Reinheit der RNA erfolgte durch Messung der Absorption bei 260 nm
und 280 nm mit dem Nanodrop® Spektrophotometer (Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland). Da das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm und
von aromatischen Aminosauren oder Phenol bei 280 nm liegt, ermdglicht der Quotient aus
beiden Absorptionswerten (260/280 nm) eine gute Abschatzung der RNA-Reinheit und sollte
zwischen 1.5 und 2 liegen. 1 ODyg = 40 ug/mL RNA.
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2.5.3. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Analyse der Genexpression wurde mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) wie beschrieben durchgefiihrt (Rosenkranz et al., 2009). Es wurden 0.5-1ug RNA mit
dem cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) geman
den Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Die Synthese wurde in einem
Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Detektion des
Expressionsniveaus der mRNA des Zielgens wurde mit dem Sensi-Mix SYBR® Green
Reagent (Quantace, London, UK) und QuantiTect® Primer Assays (Qiagen, Hilden,
Deutschland) im 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Expressionsniveaus des
Zielgens wurden auf GAPDH mit Hilfe der AACt-Methode (Winer et al., 1999) normalisiert.
Regulatorische Effekte wurden gezeigt, indem die Werte der stimulierten Proben zu ihrer
jeweiligen Kontrolle in Bezug gesetzt wurden. Trotz der verwendeten Stimulationsintervalle,
anderte sich die Expression von GAPDH (ber den gesamten Zeitverlauf nicht, so dass es als

geeignetes Haushaltsgen in humanen SMC fungierte.

2.6. Western Blot

Expressionsniveaus von Proteinen wurden mittels Western Blot detektiert. Hierfir wurden
Zellen in 2xLammli-Puffer lysiert und die Proben bis zur Western Blot-Analyse bei -20°C
gelagert. Nach dem Auftauen wurden die enthaltenen Proteine fur 5 Min. bei 90°C
denaturiert und kurz gevortext. Auftrennung und Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Vor der Ladung der Proteine auf das 5%-ige
Sammelgel, wurde das jeweilige Probenvolumen 10x in der Pipette hoch- und
runtergezogen. Das sich unterhalb des Sammelgels befindende Trenngel, hatte eine
Acrylamidkonzentration von 10%. Die Proteinauftrennung erfolgte fur 60-90 Min. bei 150 V in
einer entsprechenden Kammer fiir Gelelektrophorese (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad,
Minchen, Deutschland) unter der  Verwendung von 1xLaufpuffer. Als
Molekulargewichtsmarker fungierte ein vorgefarbter hochmolekularer Proteinstandard (~10-
130 kDa, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden
auf eine PVDF (Polyvinylidendifluorid)-Membran (Millipore, Bedford, MA, USA) Ubertragen.
Hierflr wurde die Membran in Methanol aktiviert und danach, wie die Gele, in Transferpuffer
Uberfiihrt. Die Ubertragung erfolgte in einer ,Semi-Dry“Blot-Kammer (Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland) bei 12 V fir 50 Min.. Die Membran wurde anschlie®end fiir 1.5-4 h in TBST-M
(5%) oder TBST-BSA (5%) inkubiert um unspezifisches Binden von Antikérpern an die
proteinbindende Membran zu verhindern. Danach erfolgte die Inkubation mit

Primarantikorper bei 4°C Gber Nacht.
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Am néachsten Tag erfolgte nach 3x15 Min. Waschen mit 1XTBST, eine 1.5-3 h andauernde
Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikérper (1:3000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Nach erneutem 3x15 Min. Waschen wurden die
Proteinbanden durch eine Luminol (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland) und
H,0O, (Merck, Darmstadt, Deutschland) enthaltende Lésung, bei der stets 1 yL H,O, mit 3 mL
Luminollésung gemischt wurde, sichtbar gemacht. Hierbei wurde das, als Substrat
fungierende Luminol durch den Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper durch H,O,
oxidiert. Bei schwerer detektierbaren Proteinen wurde eine Chemilumineszenz mit
Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Billerica, MA, USA) nach
den Angaben des Herstellers erreicht. Durch Exposition der Membran auf einem Rdntgenfilm
(Amersham Hyperfim™ ECL, GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK) wurde die
Chemilumineszenz schliellich visualisiert.

Die entwickelten Réntgenfilme wurden mit einem GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad,
Miinchen) eingescannt und mit der entsprechenden Software (Quantity One®, Bio-Rad,
Munchen) ausgewertet. Die Expression wurde auf B-Aktin normalisiert, nachdem die
Membran mit 0.2 M NaOH fur 5 Min. ,gestrippt’, erneut mit entsprechenden Antikérpern

inkubiert und entwickelt wurde.

2.7. Immunozytochemie

Auf 10 mm Deckglaschen ausgesate, subkonfluente SMC wurden stimuliert und nach Ablauf
der Inkubationszeit fur den Stimulus mit Paraformaldehyd (4% in PBS) fur 20 Min. bei RT
fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Inkubation fur 5 Min. in 0.1% Triton X-100
permeabilisiert und danach mit Primarantikorper fir NOX-1 (1:100, Abcam, Cambridge, UK)
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 3x5 Min. mit PBS
gewaschen und mit Cy3-konjugiertem Sekundarantikérper (1:600, Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland) fir 1 h bei RT in Dunkelheit inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 3x10 Min.
und 3x5 Min. mit PBS gewaschen, worauf schlief3lich die Kernfarbung mit Hoechst-33342
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fir 20-30 Sek. und erneutes Waschen mit PBS (3x5
Min.) erfolgte. Fluoreszenzbilder wurden sofort mit der Colorview Il Kamera und Soft Imaging
System (Soft Imaging System GmbH, Mdinster, Deutschland) in Verbindung mit dem
Olympus BX50 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) aufgenommen.

20



2. Material und Methoden

2.8. Durchflusszytometrie

Fur die Analyse der Zelloberflachenexpression von PAR-2 wurden SMC in 6-Loch-Platten
ausgesaht und mit FXa (30 nM, Kordia Life Sciences, Leiden, Niederlande) stimuliert. Nach
nicht-enzymatischer Ablésung der Zellen mit 1xZitrat (0.135 M Kaliumchlorid, 0.015 M
Natriumzitrat) fur 5-10 Min. bei 37°C wurden die Zellsuspensionen der verschiedenen
Proben flr 35 Sek. bei 5000 rpm zentrifugiert. Die resultierenden Zellpellets wurden jeweils
in 50 yL PBS resuspendiert und mit 10 pyL Phycoerythrin (PE)-konjugiertem PAR-2-
Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) fiur 15-30 Min. bei RT in
Dunkelheit inkubiert.

Der als entsprechende Isotyp-Kontrolle fungierende, ebenfalls PE-konjugierte Antikérper
(Beckman Coulter, Marseille, Frankreich), wurde eingesetzt um unspezifische Bindungen in
der spateren Auswertung berechnen zu kénnen. Die Isotyp-Kontrolle stammte somit aus der
gleichen Spezies (Maus) wie der PAR-2-Antikérper und war an den selben
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.

Die Proben wurden mit 500 pyL Waschpuffer gemischt und direkt in einem EPIC-XL
Zytometer (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich) analysiert. SMC-Populationen konnten
anhand ihrer zellspezifischen Streulichteigenschaften, d.h. durch das sogenannte
Vorwartsstreulicht (FSC: Forward Scatter) und das Seitwartsstreulicht (SSC: Sidewards
Scatter) identifiziert werden. Die Detektion wurde bei logarithmischer Amplifikation
durchgefuhrt. Es wurde jeweils die Floureszenz von 5000 Zellen mit der System Il (3.0)-
Software gemessen. FUr die Quantifizierung wurde der Wert der ,Mittleren
Fluoreszenzintensitat® (Mn X) des Isotyps von dem Wert der Kontrolle und der jeweiligen
stimulierten Probe abgezogen. Der jeweils resultierende Wert der stimulierten Proben wurde

auf den Wert der Kontrolle normalisiert.

2.9. Bestimmung der DNA-Syntheserate

Die DNA-Syntheserate wurde mittels [°H]-Thymidin-Inkorporation, nach einem modifizierten
Protokoll, wie beschrieben (Rauch et al., 2004) bestimmt. Hierflir wurden subkonfluente SMC
mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert und 20 h danach mit [*H]-Thymidin (1 pCi/mL,
PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim, Deutschland) markiert. Nach 4-6 h wurden die Zellen 2x
mit eiskaltem PBS gewaschen, gefolgt von einer Inkubation von 2x2 Min. in 0.3 M
Perchloressigsaure. Durch die darauffolgende Inkubation der Proben in 0.1M NaOH fir 30
Min. bei 37°C wurde die DNA solubilisiert. Die Radioaktivitat wurde im Szintillationsdetektor

6000IC (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich) gemessen.
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2.10. siRNA-vermitteltes Gen-silencing

Fur das Gen-silencing von PAR-1, PAR-2, HUR und NOX-1 wurden subkonfluente SMC mit
30 nM Kontrol- und entsprechender, fir das jeweilige Gen spezifischer siRNA (Santa Cruz
Biotechnolgy, Santa Cruz, CA, USA) transfiziert. Fir die Transfektion wurde
Oligofectamine™ Reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Fur PAR-1, PAR-2 und HuR wurde der Transfektionseffekt auf
MmRNA-Ebene durch gPCR untersucht, wogegen fir NOX-1 die Transfektion mittels Western

Blot validiert wurde. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion stimuliert.

2.11. Detektion von intrazelluldaren, reaktiven Sauerstoffradikalen

2.11.1. 2’, 7’-Dichlorofluorescein Diacetat (DCF-DA)

Die Bildung von intrazellularen, reaktiven Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species,
ROS) wurde durch die Fluoreszenz des, flir reaktive Sauerstoffspezies sensitiven,
Fluoreszenzfarbstoffs 2’, 7’-Dichlorofluorescein Diacetat (DCF-DA, Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) gemessen. Hierfir wurden SMC in 96-Loch-Platten ausgesat und bei
entsprechender Konfluenz schlielllich stimuliert. Vor Ablauf der letzten 30 Min. der
Stimulation wurden die Zellen mit 5 yM DCF-DA und 3 mM DETC (diethyldithiocarbamate,
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) beladen und bei 37°C in Dunkelheit gehalten.
DCF-DA ist neutral und membrangangig, so dass es leicht durch Diffusion in die Zelle
gelangt. Dort hydrolysiert es zu dem nichtfluoreszierenden, polaren DCFH, welches nicht
mehr die Membran passieren kann und somit in der Zelle akkumuliert. Bei der intrazellularen
Bildung von ROS wird DCFH zu dem fluoreszierenden 2’, 7’-Dichlorofluorescein (DCF)
oxidiert (Bae et al., 1997). AuRerdem ist DCF-DA nicht giftig, was ein deutlicher Vorteil
gegenlber anderen Fluoreszenznachweisen ist. DETC ist ein Inhibitor der
Superoxiddismutase und verhindert somit die Dismutation von O, zu H,O, wahrend der
Inkubation.

Nach Ablauf des Stimulationsintervalls wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
schlieBlich die intrazellulare Fluoreszenz als Mal fir die ROS-Bildung am Victor I
Fluorimeter (PerkinElmer, Rodgau-Jigesheim, Deutschland) gemessen. Es wurde stets der
Mittelwert von 6 Replikaten jeder Probengruppe bzw. jedes Stimulationszeitpunkts bei jedem

Experiment genommen.
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2.11.2. Dihydroethidium (DHE)

Zur Visualisierung der intrazelluldren ROS-Bildung wurde Dihydrethidium (DHE, Sigma-
Aldrich, Mdunchen, Deutschland) verwendet. Hierfir wurden SMC in 6-Loch-Platten
ausgesaht und bei entsprechender Konfluenz schlie3lich stimuliert. Fiir die ROS-Detektion
wurde DHE in einer Konzentration von 5 yM eingesetzt.

DHE ist wie DCF-DA ein membrangangiger Fluoreszenzfarbstoff und zeichnet sich im
Gegensatz zu letzterem jedoch durch toxische Eigenschaften aus, was bei der Handhabung
besonders zu beachten ist. Bei der Bildung von ROS wird DHE zu seinem fluoreszierenden
Derivat oxidiert. Das resultierende Ethidium interkaliert im Zellkern schlie3lich mit der DNA
(Saiki et al., 1986).

Fluoreszenzbilder wurden sofort mit der Colorview || Kamera und Soft Imaging System (Soft
Imaging System GmbH, Minster, Deutschland) in Verbindung mit dem Olympus BX50

Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) aufgenommen.

2.12. Zellfraktionierung und NF-kB-Translokationsstudie

Die Akkumulation von nukledrem NF-kB und cytosolischem Phospho-Ikb-o. wurde mittels
Western Blot als MaR fur die Aktivierung von NF-kB ermittelt. SMC wurden mit FXa (30 nM,
Kordia Life Sciences, Leiden, Niederlande) stimuliert und nach Ablauf der
Inkubationsintervalle erfolgte die Extraktion der zelluldaren Fraktionen, wie beschrieben
(Rauch et al., 2000). Zum Sammeln der cytosolischen und nuklearen Fraktionen wurden
SMC in PBS gewaschen und mit 0.1 mM EDTA in PBS abgeldst. AnschlielRend wurden die
Zellen gesammelt, fir 2 Min. bei 6000 rpm zentrifugiert und in 200 pL eiskaltem,
hypotonischem Homogenisierungspuffer (Puffer A) durch vorsichtiges Pipettieren
resuspendiert. Nachdem die Zellen fir 15-20 Min. auf Eis ,anschwellen® konnten, wurden
jeweils 10 puL 1%-iges NP40 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) hinzugefigt und die
Zellkerne durch ,Scheren” in einer 25-G Kanlile freigesetzt. Nach Zentrifugation fir 10 Min.
bei 4°C und 13 000 rpm wurden die resultierenden Ubersténde als cytosolische Fraktionen
genommen und die nukledren Pellets in 50 pyL Puffer C resuspendiert. Die
Proteinkonzentrationen der Proben wurden mittels Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein
Assay, Bio-Rad, Munchen, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers ermittelt und
alle Proben wurden anschlieRend auf einheitliche Konzentrationen verdiinnt. Danach wurden
schlieBlich cytosolischer und nukledrer NF-kB p65 sowie cytosolischer Phospho-IkB-a durch

Western Blots mit entsprechenden Antikdrpern detektiert.
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2.13. Chromatinimmunprazipitation (ChiIP)

Unter Verwendung der Transfac® und Genomatix-Datenbank (www.gene-regulation.com,
www.genomatix.de) wurden bei der Sequenzanalyse des humanen PAR-2-Promotors
(Accession number NM 005242) zwei Bindungsstellen fur NF-kB gefunden.

Die spezifische Bindung von NF-kB im PAR-2-Promotor wurde in SMC, welche fir 2 h mit
FXa (30 nM, Kordia Life Sciences, Leiden, Niederlande) stimuliert wurden, durch eine
modifizierte Chromatinimmunprazipitations (ChIP)-Methode, wie beschrieben (Rosenkranz et
al., 2009) untersucht. Der 2 h-Intervall wurde gewahlt, da sich hier in Vorversuchen die
maximale Aktivierung von NF-kB durch FXa zeigte. Die SMC (jeweils 2xd100-Platten)
wurden nach der Stimulation mit 1.5%-igem Formaldehyd bei RT fur 20 Min. fixiert. Die
chemische Kreuzvernetzung (crosslinking) der Transkriptionsfaktoren mit ihrer DNA-
Bindungsstelle wurde durch Zugabe von 0.125 M Glycin abgestoppt. Die Zellen wurden
anschliefend gesammelt und fiir 5 Min. bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert. Die Zellen in den
resultierenden Pellets wurden in Quellpuffer resuspendiert, fir 20 Min. bei 4°C inkubiert und
somit hypotonisch lysiert. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei 2000 rpm und 4°C
gesammelt. Nach Sonifizierung wurde das Chromatin durch Inkubation mit Protein G PLUS-
Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) aufgereinigt, jeweils ein 20 pL-
Aliquot von jedem Ansatz als ,/nput‘-Kontrolle weggefroren und der Rest mit NF-kB p65-
Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) bei 4°C Uber Nacht
immunprazipitiert (IP). Die Chromatin-Antikdrper-Komplexe der IP-Proben wurden durch
Inkubation mit Protein G PLUS-Agarose bei 4°C Uber 6 h gesammelt und ausgiebig mit
Sonifizierungspuffer, Puffer A, Puffer B und TE gewaschen. Die Protein-DNA-Komplexe
wurden eluiert, Kreuzvernetzungen (crosslinks) nach Zugabe von 200 mM NaCl und
anschlielender Erhitzung bei 65°C Uber 5 h aufgehoben und mit Proteinase K (5 mg/mL,
Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) behandelt. Die DNA wurde durch Extraktion in einem
Mix aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol aufgereinigt und schlieRlich mit Ethanol
prazipitiert.

Die aufgereinigte DNA fungierte in der anschlielfenden PCR als Matrize. Fir die
Amplifikation der beiden NF-kB-Bindungsstellen im PAR-2-Promotor wurde mit den NF-kB-
spezifischen Primern 5-CCTCTTGTGCTCCCCACCGC-3' (forward) und 5'-
AAGCGGGTCGTCGGTCTCCC-3' (reverse), eine Region von 196 bp amplifiziert, welche die
erste der beiden NF-kB-Bindungsstellen beinhaltete. Eine 173 bp umfassende Region,
welche die zweite NF-kB-Bindungsstelle enthielt, wurde mit den beiden Primern 5'-
AAGGCAAGGGAGACCGACGAC-3" (forward) und 5-CTTAGACTGCGGGAGCCGCC-3'
(reverse) synthetisiert. Als Primer fiur die Negativkontrolle fungierten 5-
ATGGTTGCCACTGGGGATCT-3" (forward) und 5-TGCCAAAGCCTAGGGGAAGA-3'

(reverse), welche in der 3’-UTR von GAPDH banden. Alle angegebenen Primer wurden von
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Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) synthetisiert. Die Konditionen im Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) waren: 5 Zyklen bei 94°C/ 30 Sek., 72°C/ 60 Sek.; 5
Zyklen bei 94°C/ 30 Sek., 70°C/ 30 Sek., 72°C/ 60 Sek., darauf folgten 35 Zyklen 94°C/ 30
Sek., 58°C/ 30 Sek., 72°C/ 60 Sek.. Die PCR-Produkte wurden mit einem 1.7%-igen

Agarose-/Ethidiumbromid-Gel nachgewiesen und unter UV-Licht visualisiert.

2.14. HuR-Translokationsstudie (HuR-Shuttling)

Die cytosolische Akkumulation des mRNA-stabilisierenden HuR-Proteins, als Mal fir
dessen Aktivierung, wurde mittels Western Blot von cytosolischen und gesamten zellularen
Fraktionen ermittelt. SMC wurden mit FXa (30 nM, Kordia Life Sciences, Leiden,
Niederlande) oder H,O, (100 uM, Merck, Darmstadt, Deutschland) stimuliert und nach Ablauf
der Inkubationsintervalle erfolgte die Extraktion der zellularen Fraktionen, wie in 2.12.
beschrieben. Hierbei wurde vor dem letzten Zentrifugationsschritt ein Aliquot als
Gesamtzelllysat entnommen. HuR aus der cytosolischen und gesamten zellularen Fraktion
wurde mit dem entsprechenden Antikorper detektiert. Cytosolisches HuR wurde auf HuR aus
der entsprechenden gesamten zellularen Fraktion, wo sich Uber den gesamten Zeitvelauf

stets eine gleichmafige Beladung zeigte, normalisiert.

2.15. Immunprazipitations (Pull-down)-PCR

Die Bindung von HuR an die PAR-2-mRNA wurde wie beschrieben (Doller et al., 2008a)
mittels Immunprazipitations (Pull-down)-PCR untersucht. SMC wurden mit FXa (30 nM,
Kordia Life Sciences, Leiden, Niederlande) stimuliert und 2 h spater erfolgte die Extraktion
der cytosolischen Fraktion, wie in 2.12. beschrieben. Der 2 h-Intervall wurde gewahlt, da sich
hier in Vorversuchen die maximale Aktivierung von HuR durch FXa zeigte. Die
Proteinkonzentrationen aller Proben wurden mittels Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein
Assay, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers ermittelt und
alle Proben wurden anschlieRend auf gleiche Konzentrationen verdiinnt (300-500 ug/mL).
Ein Aliquot von jedem Ansatz wurde als ,/nput‘-Kontrolle genommen. Der Rest wurde auf 2
gleiche Volumina aufgeteilt und auf 1 mL mit Puffer A aufgeflllt. Zu jedem der beiden Eppies
wurde eine Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) und
entweder HuR- oder Maus IgG-Antikorper, jeweils 2 ug pro mg Protein, gegeben. Die
Immunprazipitation (IP) dieser Proben verlief bei 4°C lber Nacht. Nach Zugabe von Protein-
G Sepharose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) fiir 2 h bei 4°C wurden die
IP-Proben fir 60 Sek. bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert und die Pellets zuerst mit

salzarmem und anschlieBend mit salzreichem Waschpuffer gewaschen. Der jeweilige
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Sepharose-Antikdrper-Antigenkomplex wurde schlieBlich duch Zentrifugation fir 60 Sek. bei
13 000 rpm und 4°C sowie anschlieRendes Trocknen gesammelt.

Zuletzt wurde die RNA aus den ,/nput‘-Kontrollen sowie den immunprazipitierten HuUR- und
IgG-Proben aufgereinigt, mit RNAse-free DNAse1 (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
behandelt, in cDNA umgeschrieben und die Analyse der HuR-Bindung auf dem PAR-2-
Transkript mittels gPCR untersucht. Die IP-Proben wurden auf PAR-2-Expression untersucht

und auf die Expression von 18S-rRNA in den ,/nput‘-Kontrollen normalisiert.

2.16. Statistik

Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von mindestens drei
unabhangigen Einzelexperimenten und wurden auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert.
Signifikanzunterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen wurden mittels One-Way
Analysis of Variance (ANOVA) und nachfolgendem Bonferroni-Test flir multiple Vergleiche
Uberprift. Das Signifikanzniveau wurde als P<0.05 festgelegt. Die statistische Auswertung
der Experimente erfolgte mit GraphPad Prism-Software (Version 5.0, GraphPad Software,
San Diego, USA) und Microsoft Excel™ (Microsoft GmbH, UnterschleiRheim, Deutschland).
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3. Ergebnisse

3.1. Regulation der FXa-Rezeptoren PAR-1 und PAR-2

3.1.1. FXa induziert selektiv die Expression von PAR-2-mRNA

Nach Gefaldverletzung und Abschluss der Hamostase wird FXa bis zu eine Woche weiter in
der GefalRwand gebildet (Abendschein et al., 2003; Ghigliotti et al., 1998). Die Mengen von
FXa, die wahrend dieses Zeitraums produziert werden, sind vergleichbar zu denen von
Thrombin. Der direkte Einfluss von FXa auf die Expression seiner Rezeptoren PAR-1 und
PAR-2 wurde hier erstmals untersucht. Fir alle Experimente wurde eine FXa-Konzentration
von 30 nM verwendet, was der Konzentration entspricht, die FXa bei Freisetzung aus
gebildeten Thromben erreicht (Rauch et al., 2002; Schror et al., 2010).

Die Expression von PAR-1 wurde auf Transkriptebene durch FXa nicht beeinflusst, wogegen
sich fur PAR-2-mRNA in SMC eine signifikante Induktion um das 1.7+0.3-fache nach 24 h
zeigte (n=5, *p<0.05, Abb. 6).

Abb. 6: Einfluss von FXa
auf PAR-1- und PAR-2-
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3.1.2. Passagieren der Zellen mittels Trypsin hat keinen Einfluss auf die FXa-induzierte
PAR-2-Regulation

Da PAR-2 neben FXa, auch durch die Protease Trypsin aktiviert wird und die Zellen nach
dem Erreichen der Konfluenz mit Trypsin-EDTA passagiert wurden, musste sichergestellt
werden, dass der gezeigte FXa-Effekt nicht auf Trypsin beruht. Zum Vergleich wurden SMC
parallel, aus gleicher Charge, nicht-enzymatisch mit 1xZitrat oder mit Trypsin-EDTA (ber drei

Passagen (P1-P3) abgeldst. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen in jeder
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Passage fur 24 h mit oder ohne FXa (30 nM) inkubiert und die Expression von PAR-1- und
PAR-2-mRNA untersucht. Beim Vergleich der PAR-2-Expression zwischen Zellen, die mit
Trypsin und Zitrat abgeldst wurden, zeigte sich insgesamt Uber alle drei Passagen, dass der
induktive FXa-Effekt in beiden Ansatzen stets vergleichbar war und somit nicht durch Trypsin
beeinflusst wurde. PAR-1 zeigte auch hier insgesamt keine Anderung in der konstitutiven
Expression (Abb. 7, jeweils n=2).
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Abb. 7: Vergleich der mRNA-Expression von PAR-1 und PAR-2 zwischen SMC, die iiber drei Passagen mit
Trypsin oder Zitrat abgel6st wurden

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fir 24 h +/- FXa (30 nM) inkubiert. Bezlglich der PAR-2-
Expression zeigt sich Uber alle drei Passagen, dass der induktive FXa-Effekt nicht durch Trypsin beeinflusst wird.
Fiir PAR-1 zeigt sich hierbei insgesamt keine Anderung in der konstitutiven Expression (jeweils n=2).

3.1.3. Konzentrations-Wirkungsbeziehung der FXa-regulierten PAR-2-Expression
Zudem wurde die PAR-1- und PAR-2-mRNA-Expression bei FXa-Konzentrationen von 1-100
nM untersucht. Wahrend die PAR-1-Expression durch FXa nicht beeinflusst wurde, zeigte
sich eine signifikante Aufregulation von PAR-2 bei einer FXa-Konzentration von 30 nM.
Diese Konzentration wurde in allen weiteren Experimenten verwendet (jeweils n=5, *p<0.05,
Abb. 8).
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Abb. 8: Einfluss von
verschiedenen FXa-
Konzentrationen auf
[ PAR-1 PAR-1- und PAR-2-
4- [l PAR-2 4 mRNA-Expression
Die Inkubation von
humanen SMC mit FXa
(1-100 nM) erfolgte flr
24 h (*p<0.05, jeweils
n=>5).
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3.1.4. Die FXa-induzierte Expression von PAR-2 ist unabhangig von Thrombin

Da FXa eine Induktion der PAR-2-Expression hervorrief, stellte sich die Frage, ob dies
tatsachlich direkt durch FXa, oder indirekt durch eine FXa-induzierende Thrombinbildung
hervorgerufen wurde. Hierfur wurden SMC mit FXa (30 nM) und/oder dem direkten
Thrombininhibitor Argatroban (100 ng/uL) fur 24 h inkubiert und die mRNA-Expression von
PAR-2 untersucht (Abb. 9, n=4, *p<0.05). Es zeigte sich, dass trotz der Inhibierung von
Thrombin, der FXa-Effekt auf die PAR-2-Expression erhalten blieb und somit eine direkte

Regulation durch FXa vorlag.

Abb. 9: Expression von PAR-2-mRNA

6 bei Stimulation von SMC mit FXa
und/oder Argatroban
LT Die Inkubation mit FXa (30 nM) und/oder

Argatroban (100 ng/uL) erfolgte fir 24 h
(*p<0.05, n=4).

x-fache PAR-2-Expression
w

Kont'rolle FXa Argat. FXal/Argat.
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Um zu untersuchen, ob die verwendete Konzentration von Argatroban ausreichte, um
moglicherweise vorhandenes Thrombin vollstandig zu inhibieren, wurden SMC fur 30 Min.
mit Argatroban (100 ng/uL) vorinkubiert und anschliefend fur 10 Min. mit Thrombin (3 U/mL)
oder FXa (30 nM) stimuliert. FXa und Thrombin wurden somit in &quimolaren
Konzentrationen eingesetzt und die Zellen auf ERK1/2-Phosphorylierung untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass in SMC, die nicht mit Argatroban vorbehandelt wurden, eine signifikante
ERK1/2-Phosphorylierung durch Thrombin und FXa hervorgerufen wurde. In SMC, die mit
dem Thrombininhibitor vorbehandelt wurden, blieb die FXa-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung vollstandig erhalten, wogegen der Thrombin-Effekt aufgehoben wurde
(Abb. 10, n=4, *p<0.05). Dies zeigt, dass die verwendete Argatrobankonzentration
vollkommen ausreichend war, um potentiell de novo gebildetes Thrombin zu inhibieren und

an maoglichen weiteren Effekten zu hindern.
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Abb. 10: Einfluss von Argatroban auf die Thrombin- und FXa-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung

SMC wurden fir 30 Min. mit oder ohne Argatroban (100 ng/uL) vorinkubiert und anschlieRend fir 10 Min. mit
Thrombin (3 U/mL) oder FXa (30 nM) stimuliert. Die ERK1/2-Phosphorylierung wurde durch Western Blot
detektiert und phosphoryliertes ERK1/2 (P-ERK1/2) auf gesamtes ERK1/2 (Total- bzw. T-ERK1/2) normalisiert
(*p<0.05, n=4). Die verwendete Argatrobankonzentration ist vollkommen ausreichend, um die Thrombin-
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung zu inhibieren, wobei der signifikante FXa-Effekt nicht beeinflusst wird.
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3.1.5. FXa induziert die Expression von PAR-2-Protein

Eine FXa-induzierte PAR-2-Expression konnte ebenfalls auf Proteinebene nachgewiesen
werden. Hierbei erfolgte eine 3-fache signifikante Erhdhung der Expression von PAR-2-
Protein bei 12, 24 und 48 h (n=5, *p<0.05, Abb. 11).
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Abb. 11: Effekt von FXa auf PAR-2-Gesamtprotein
Die Inkubation von SMC mit FXa (30 nM) erfolgte Uber 6-48 h (*p<0.05, n=5).

3.1.6. FXa induziert PAR-2-Oberflachenexpression

Der Einfluss von FXa (30 nM) auf die Oberflachenexpression von PAR-2 wurde mittels
Durchflusszytometrie auf SMC detektiert. Ein reprasentatives Originalhistogramm dieser
Versuche ist in Abb. 12A gezeigt. Die deutlich erkennbare Rechtsverschiebung der 24 h-
Stimulation auf der X-Achse entspricht hierbei einer vermehrten Menge an PAR-2 auf der
Zelloberflache. Infolge der FXa-Stimulation konnte ein Anstieg der PAR-2-Expression um ca.
das 2-fache detektiert werden. Wie bei der FXa-stimulierten PAR-2-Expression auf mRNA-
und Proteinebene, zeigte sich nach 24 h auch fir die Oberflachenexpression des Proteins
eine stabile, signifikante Induktion (n=5, *p<0.05, Abb. 12B). Dieses Zeitintervall wurde im
Folgenden fir eine FXa-Vorbehandlung zur PAR-2-Induktion in SMC und Untersuchung der

funktionellen Auswirkungen dieser Regulation verwendet.
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Messung der PAR-2-Oberflachenexpression nach Inkubation mit FXa
SMC wurden Uber 6-48 h mit FXa (30 nM) inkubiert. (A) Reprasentatives Histogramm: Isotyp (blau), Kontrolle
(rot), FXa 24 h (griin). (B) Zusammenfassung der Daten Gber den gesamten Zeitverlauf (*p<0.05, n=5).

3.1.7. Einfluss der Zelldichte auf die FXa-vermittelte PAR-2-Regulation

Da die PAR-2-Expression besonders unter Bedingungen der SMC-Proliferation in vivo
verstarkt wird (Damiano et al., 1999; Napoli et al., 2004), wurde der Einfluss der Zelldichte
bezlglich der FXa-vermittelten PAR-2-Expression untersucht. Hierbei zeigte sich, dass je
nach Zelldichte, die FXa-vermittelte Induktion auf das PAR-2-Transkript nach 24 h
unterschiedlich stark ausgepragt war. Die héchste Induktion von PAR-2 konnte in schwach
konfluenten SMC detektiert werden, wahrend in hochkonfluenten Zellen die Regulation
geringer ausfiel (n=3, *p<0.05, Abb. 13). In verletzten Gefaltarealen, wo SMC sich eher im
aktiv proliferierenden, als im kontraktilen Zustand befinden, kénnte somit eine starkere PAR-

2-Regulation stattfinden und die Hochregulation des Rezeptors in vivo erklaren.

32



3. Ergebnisse

Abb. 13: Einfluss der Zelldichte von
SMC auf die FXa-induzierte PAR-2-
3.0 Expression

Die Zellen wurden fiir 24 h mit FXa (30
nM) inkubiert und auf PAR-2-mRNA-
Expression untersucht (*p<0.05, n=3).
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3.2. Aktivierung von PAR-2 induziert ebenfalls die Expression von PAR-2

Um zu untersuchen, ob die FXa-induzierte PAR-2-Expression Uber eine direkte Aktivierung
von PAR-1 und/oder von PAR-2 hervorgerufen wird, wurden beide Rezeptoren selektiv tUber
48 h mit PAR-1AP (200 uM) oder PAR-2AP (200 uM) stimuliert und die Expression von PAR-
2 auf Proteinebene untersucht. Hierbei zeigte sich, dass PAR-2 durch PAR-2-AP signifikant
hochreguliert wurde, wogegen PAR-1AP keinen Einfluss auf die PAR-2-Expression hatte
(n=4, *p<0.05, Abb. 14).
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Zur weiteren Bestdtigung, dass PAR-2 die regulatorischen Effekte von FXa vermittelt,
wurden beide Rezeptoren durch spezifische siRNA herabreguliert. Hierbei zeigte sich, dass
im Vergleich zu SMC, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden, das mRNA-
Expressionsniveau von PAR-1 und PAR-2 um Uber 60% reduziert wurde (n=6, *p<0.05, Abb.
15A). In Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden, induzierte FXa (30 nM) die
Expression von PAR-2-mRNA nach 24 h (n=6, *p<0.05, Abb. 15B). Dieser Effekt auf die
PAR-2-Expression blieb auch erhalten, wenn SMC mit PAR-1-siRNA transfiziert wurden. Die
Transfektion mit PAR-2-siRNA fiihrte zu einer erheblichen Reduktion des basalen
Expressionsniveaus von PAR-2-mRNA, was sich auch infolge der Stimulation mit FXa nicht
anderte (gesamt n=6, *p<0.05, Abb. 15B). Dies zeigt insgesamt, dass FXa die PAR-2-
Expression Uber einen direkten PAR-2-vermittelten Mechanismus induziert, und PAR-1

hierbei eine untergeordnete Rolle spielt.
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Abb. 15: Durch PAR-2-siRNA wird die FXa-induzierte PAR-2-Expression aufgehoben

(A) Einfluss auf die basale Expression von PAR-1- und PAR-2-mRNA infolge der Transfektion von SMC mit
entsprechender siRNA (*p<0.05, n=6). (B) Effekt auf PAR-2-mRNA in SMC nach Inkubation +/- FXa (30 nM) fir
24 h und anschlieRende Transfektion mit Kontroll-, PAR-1- oder PAR-2-siRNA (*p<0.05, n=6).
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3.3. Funktionelle Konsequenzen der PAR-2-Induktion durch FXa

3.3.1. Verstarkte Mitogenese nach Hochregulation von PAR-2

In den folgenden Studien wurde untersucht, wie sich die PAR-2-Induktion, infolge einer FXa-
Vorinkubation (30 nM) von 24 h, auf zellulare Effekte von FXa und einer gezielten PAR-2-
Aktivierung auswirkt. Hierfiir wurde die DNA-Syntheserate durch [°H]-Thymidin-Inkorporation
ermittelt und die akute Stimulation mit FXa (30 nM, 24 h) und PAR-2AP (200 uM, 24h)
untersucht. Nach Vorbehandlung mit FXa zeigte sich eine Verstarkung der akuten mitogenen
Wirkung bei Stimulation mit PAR-2AP (n=4, *p<0.05, Abb. 16).

Abb. 16: Durch Vorbehandlung
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3.3.2. Verstarkte Induktion von IL-6 nach FXa-induzierter PAR-2-Expression
IL-6 ist ein inflammatorisches und chemotaktisches Cytokin, welches zur Mitogenese und
Migration von SMC beitragt (Kranzhofer et al., 1996; Wang et al., 2003). In endothelialen
Zellen konnte gezeigt werden, dass FXa die Synthese von IL-6 induziert (Senden et al.,
1998). Fir SMC ist dies bisher nicht bekannt.
In SMC induzierte FXa einen zeitabhangigen Anstieg der mRNA-Expression von IL-6 mit
einer signifikanten 2-fachen Erhéhung nach 1.5-3 h. Nach 6 h entsprach die Konzentration
des Transkripts von IL-6 nahezu wieder dem basalen Niveau der Kontrolle (n=4, *p<0.05,
Abb. 17A). Das Inkubationsintervall von 3 h wurde gewahlt um die Auswirkung einer PAR-2-
Induktion durch FXa-Vorbehandlung in SMC ndher zu untersuchen. Hierbei wurden, wie in
3.3.1. beschrieben, Zellen einer FXa-Vorinkubation von 24 h unterzogen, um die PAR-2-
Expression zu induzieren. Dies fulhrte zu einer verstarkten Induktion von IL-6 nach akuter
Stimulation mit FXa (30 nM, 3 h) oder PAR-2AP (200 uM, 3 h) (n=4, *p<0.05, Abb. 17B).
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Abb. 17: FXa fordert die IL-6-Expression

(A) Einfluss von FXa (30 nM) auf IL-6-mRNA nach Inkubation von 0.5-6 h in SMC (*p<0.05, n=4). (B) IL-6-mRNA
nach Vorbehandlung +/- FXa (30 nM, 24 h), gefolgt von akuter Stimulation mit FXa (30 nM, 3 h) oder PAR-2AP
(200 uM, 3 h) in SMC (*p<0.05 relativ zur unstimulierten Kontrolle, n=4).

3.4. NF-kB vermittelt die transkriptionelle Regulation von PAR-2 in SMC

Die distalen Signalwege und Effektorsysteme, welche letztlich die Regulation von PAR-2
vermitteln, insbesondere die involvierten Transkriptionsfaktoren, sind bisher nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnten bei der Sequenzanalyse des humanen PAR-2-Promotors
mehrere Bindungsstellen flir Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die nicht im
Promotor des prototypischen PAR-1 vorhanden sind. Dies kénnte die FXa-induzierte
Expression von PAR-2 erklaren. Von besonderem Interesse ist hierbei der
Transkriptionsfaktor NF-kB, fir den im humanen PAR-2-Promotor zwei Bindungstellen, 373
bp (CAGGGATTAACCC) und 522 bp (ACCGGGAAGCCCT) stromaufwarts des Startcodons
gefunden wurden (Abb. 18). PAR-1 hingegen besitzt keine NF-kB-Erkennungssequenz

(Rosenkranz, unveroffentlichte Daten).
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Abb. 18: Der PAR-2-Promotor beinhaltet zwei Bindungstellen fiir NF-kB
Identifiziert mit promoter / transcription factor binding analysis.

Die FXa-induzierte Aktivierung von NF-kB in SMC wurde mittels Akkumulation von

nuklearem NF-kB und cytosolischem Phospho-IkB-a durch Western Blot ermittelt. Die

Stimulation von SMC mit FXa (30 nM) induzierte eine zeitabhangige Akkumulation von

phosphoryliertem, cytosolischem IkB-oo bei 2-3 h (n=4, Abb. 19), welche von der

Translokation der NF-kB-Untereinheit p65 vom Cytosol in den Zellkern begleitet wurde. Die

Zunahme von nukledrem NF-kB erreichte bereits nach 2 h ein Maximum (n=4, *p<0.05, Abb.

19).
p-IkB-a (Cytosol) TR — — ———  —
NF-kB-p65 (Nukleus) | — S —
NF-kB-p65 (Cytosol) | WIS SN A A —
S5 *
[]p-IkB-a =
(Cytosol) 4=
I NF-«B-p65
(Nukleus) D 3=
[[]NFB-p65 E
(Cytosol) 2=
% 1-
< 1l
0-
0 1 2 3 6

FXa (h)

Abb. 19: FXa fordert die Akkumulation von nuklearem NF-kB-p65 und cytosolischem Phospho-lkB-a
SMC wurden mit FXa (30 nM) Uber 1-6 h inkubiert (*p<0.05 relativ zur jeweiligen unstimulierten Kontrolle, n=4).
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Ob FXa die Bindung von NF-kB im PAR-2-Promotor induziert, wurde auch mittels
Chromatinimmunprazipitation (ChlIP) untersucht. Hierfir wurden SMC fir 2 h mit FXa (30
nM) stimuliert, da sich zu diesem Zeitpunkt, die maximale Aktivierung von NF-kB durch FXa
zeigte. Das aufgereinigte Chromatin wurde mit Antikdrpern gegen die NF-kB-Untereinheit
p65 immunprazipitiert. Mit Hilfe von spezifischen Primern wurden die beiden Bindungsstellen
von NF-kB im PAR-2-Promotor amplifiziert. Fir GAPDH-spezifische Primer wurden zur
Kontrolle verwendet, um die Reinheit der ChIP-Proben zu ermitteln. Ein Teil des, vor der
Immunprazipitation gewonnenen, genomischen Materials fungierte als Positiv- oder ,Input*-
Kontrolle. Durch dieses Verfahren konnte bestatigt werden, dass FXa nach 2 h die Bindung
von NF-kB im humanen PAR-2-Promotor, an der zweiten Bindungsstelle (NF-kB-2), 522 bp
stromaufwarts des Startcodons verstarkt. Zudem konnte durch das Fehlen jeglichen Signals
von GAPDH, das Ausbleiben einer Kontamination mit genomischer DNA in den flir NF-kB
immuprazipitierten Proben (NF-kB-IP) nachgewiesen werden (reprasentativer Versuch, n=3,
Abb. 20).

Proben PCR

NF-kB-1 NF-kB-2 GAPDH

NF-kB-IP — s |

»input” | | —————— | — —
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Abb. 20: FXa induziert die Bindung von NF-kB an der zweiten Bindungsstelle im PAR-2-Promotor

FXa (30 nM, 2 h) stimuliert die Bindung von NF-kB an einer der beiden fir NF-kB gefundenen Bindungsstellen
(NF-kB-2), 522 bp stromaufwarts des Startcodons, im humanen PAR-2-Promotor. Die ,/nput‘-Proben indizieren
das gesamte genomische Chromatin und fungieren als Positivkontrollen, wahrend die IP-Proben, das fir NF-kB
immuprazipitierte Chromatin zeigen. Das Fehlen von Banden in der PCR fiir GAPDH bestatigt, dass die Proben
frei von jeglicher Verunreinigung mit genomischer DNA sind (reprasentativer Versuch, n=3).

Dementsprechend unterdriickte ein Inhibitor der NF-kB-Aktivierung, die durch FXa (30 nM,
24 h) stimulierte Induktion von PAR-2-Protein (n=5, *p<0.05, Abb. 21). Insgesamt zeigt dies,
dass FXa NF-kB aktiviert und schlie8lich die Bindung des Transkriptionsfaktors im humanen

PAR-2-Promotor induziert, um die Expression von PAR-2 auf zu regulieren.
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Abb. 21: Einfluss eines NF-kB-
PAR-2 TE— N mm— cm— Inhibitors auf die FXa-induzierte
Expression von PAR-2-Gesamtprotein
SMC wurden fir 24 h mit FXa (30 nM)
und/oder einem Inhibitor der NF-kB-
Aktivierung (100 nM) inkubiert (*p<0.05,
n=5).
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3.5. Posttranskriptionelle Regulation von PAR-2 durch mRNA-Stabilisierung

Neben transkriptionellen Regulationsmechanismen spielt eine posttranskriptionelle mRNA-
Stabilisierung ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Expression diverser Gene. Hierbei ist
das human antigen R (HuR)-Protein, auch bekannt als ELAV1 (embryonal lethal abnormal
vision 1), der bekannteste mMRNA-stabilisierende Faktor (Misquitta et al., 2001). Da das PAR-
2-Transkript mehrere HuR-Bindungsstellen aufweist (Abb. 4), ware eine Beteiligung von HUR
auch bei der PAR-2-Regulation denkbar. PAR-1 hingegen scheint nicht Gber
posttranskriptionelle mRNA-Stabilisierung reguliert zu werden (Sokolova et al.,
2008)(Rosenkranz et al., 2010, in Revision). Die selektive Induktion von PAR-2 in FXa-
stimulierten SMC konnte somit zum Teil Uber differentielle mRNA-Stabilisierung erklart
werden.

Actinomycin D ist ein Transkriptionsinhibitor, welcher die Neusynthese von mRNA verhindert,
so dass der Abbau bzw. die Halbwertszeit der mRNA des jeweiligen Gens detektiert werden
kann. Bei einer Vorbehandlung von SMC mit Actinomycin D (5 pg/mL, fur 30 Min.) zeigte
sich fir PAR-1 eine Halbwertszeit von ca. 4 h (Abb. 22A), wahrend die Halfte des PAR-2-
Transkripts bereits nach ca. 2 h abgebaut war (Abb. 22B, beide n=4). Nach Stimulation mit
FXa (30 nM) von 1-8 h blieb die Halbwertszeit von PAR-1-mRNA unverandert (Abb. 22A),
wahrend der Abbau des PAR-2-Transkripts verlangsamt wurde (Abb. 22B, beide n=4). Dies
zeigt eine signifikante mRNA-Stabilisierung von PAR-2 durch FXa nach 2 h (*p<0.05).

39



3. Ergebnisse

>

o -

PAR-1-mRNA-Abbau

o

Kontrolle
=+ FXa

B
5 1.59
Kontrolle
=
= FXa s
e}
.0+ << 1.04
<
=
o
£
5 <4 0.5
x
<
o.
c L) L) L) L) L) L) oc L) L)
0 1 2 3 5 8 0 1
FXa (h)

2 3
FXa (h)

Abb. 22: Einfluss von FXa auf die Halbwertszeit von PAR-1- und PAR-2-mRNA
Halbwertszeit von (A) PAR-1- und (B) PAR-2-mRNA in SMC, bei Vorbehandlung von 30 Min. mit Actinomycin D
(5 pg/mL) und anschliefender Inkubation +/- FXa (30 nM) von 1-8 h. Ohne den Enfluss von FXa betragt die
Halbwertszeit von PAR-1 ca. 4 h und von PAR-2 ca. 2 h. Bei Stimulation mit FXa wird der Abbau von PAR-2-
mRNA jedoch signifikant verlangsamt, wahrend sich fir PAR-1 keine Anderung in der Halbwertszeit zeigt
(*p<0.05, jeweils n=4).

In Ubereinstimmung damit zeigte sich bei Stimulation von SMC mit FXa (30 nM) tber 1-6 h

auch eine signifikante Akkumulation von cytosolischem HuR bei 2 h, was fiir eine FXa-

vermittelte Translokation bzw. Aktivierung von nuklearem HuR spricht (n=5, *p<0.05, Abb.

23).
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Abb. 23: Einfluss von FXa
auf die Akkumulation von
cytosolischem HuR

SMC wurden 1-6 h mit FXa
(30 nM) inkubiert. HUR wurde
durch Western Blot detektiert
und cytosolisches HuR auf
gesamtes HuR normalisiert
(*p<0.05, n=5).
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In SMC konnte die HuR-Expression auf Transkriptebene durch Transfektion mit
entsprechender siRNA um 50% gegeniber den Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt
wurden, reduziert werden (n=5, *p<0.05, Abb. 24A). Der FXa-induzierte Effekt auf die
Expression von PAR-2-mRNA ging hierbei in den Zellen verloren (n=5, *p<0.05, Abb. 24B).
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Abb. 24: Effekt von HuR auf die FXa-induzierte PAR-2-Expression
Einfluss von HuR-siRNA in SMC auf (A) die basale Expression von HuR (*p<0.05, n=5) und (B) das basale
Expressionsniveau von PAR-2-mRNA und bei Stimulation mit FXa (30 nM) (*p<0.05, n=5).

Die potentielle Bindung von HuR an das PAR-2-Transkript und der mdgliche Einfluss von
FXa (30 nM) auf diese Interaktion, wurde mittels Immunprazipitations (Pull-down)-PCR
untersucht. Hierfir wurden SMC fiir 2 h mit FXa stimuliert, da bei dieser Inkubationsdauer in
Vorversuchen und wie in Abb. 23 gezeigt, die Aktivierung von HuR durch FXa maximal war.
Die Menge an cytosolischer PAR-2-mRNA, die mittels des, auch flr die Western Blots
verwendeten, HuR-Antikérpers immunprazipitiert wurde (HuR-IP), zeigte in FXa-stimulierten
Zellen einen Anstieg um nahezu das 10-fache (n=6, *p<0.05, Abb. 25). Fir die cytosolische
PAR-2-mRNA, die mit dem Maus IgG-Antikdrper immunprazipitiert wurde (IgG-IP), zeigte
sich nach der Pull-down-PCR nur ein sehr geringes, kaum zu detektierendes
Expressionsniveau, was eine sehr geringe, unspezifische Immunprazipitation indiziert.

FXa vermittelt somit nach einer Inkubation von 2 h die nukleare Translokation von HuR, was

eine Bindung und damit einen schiitzenden Effekt am PAR-2-Transkript zu haben scheint.
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Abb. 25: Einfluss von FXa auf die
Bindung von HuR an das PAR-2-

159 . HuR-IP Transkript
Die Bindung von HuR an das PAR-2-
D IgG-IP Transkript und der mdgliche Einfluss von
* FXa (30 nM, 2 h) hierbei, wurde mittels

Immunprazipitations (Pull-down)-PCR
untersucht. Flr die cytosolische PAR-2-
MRNA, die mit dem Maus IgG-Antikdrper
immunprazipitiert wurde (IgG-IP), zeigt
sich ein kaum zu detektierendes
Expressionsniveau. Die Menge an
cytosolischer PAR-2-mRNA, die durch
den HuR-Antikorper immunprazipitiert
wurde (HuR-IP), zeigt in FXa-stimulierten
SMC einen nahezu 10-fachen Anstieg
(*p<0.05, n=6).
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3.6. Redox-vermittelte Signalgebung bei der Regulation von PAR-2

Die bisher gezeigten Ergebnisse zeigen eine Beteiligung von NF-kB und HuR in der FXa-
induzierten PAR-2-Regulation. Beide Faktoren werden in verschiedenen Zellen infolge von
oxidativem Stress aktiviert (Amadio et al., 2008; Kuwano et al., 2008; Pueyo et al., 2000). Da
es zudem Hinweise gibt, dass eine, durch ROS induzierte, Regulationsschleife die
Expression des PAR-1 regulieren kann (Herkert et al., 2002; Nguyen et al., 2001), stellt sich

somit die Frage, ob FXa Uber oxidativen Stress auch die Expression von PAR-2 beeinflusst.

3.6.1. FXa induziert reaktive Sauerstoffradikale in SMC

Durch Aktivierung von PAR-1 induziert Thrombin {ber den PKC/Ca*-Signalweg die
Stimulation der vaskuldren NADPH-Oxidase (Patterson et al., 1999), die die wichtigste
Quelle fur reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) in der Gefaltwand ist
(Lassegue et al., 2001). ROS sind bedeutende Botenstoffe fiir die Thrombin-vermittelte
Mitogenese (Patterson et al., 1999) und die Regulation von Genen, die Uber die Aktivierung
von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-kB, in die friihen Stadien von

Atherosklerose involviert sind (Pueyo et al., 2000).

Durch die Detektion der DCF-DA-Fluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die Stimulation
von SMC mit FXa (30 nM) zu einem Anstieg in der intrazellularen ROS-Bildung flihrte.
Hierbei konnte eine signifikante Bildung von ROS zuerst bei 1 h und 3 h, und spater nach 24
h detektiert werden (n=5, *p<0.05, Abb. 26).
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Vermutlich ist der frihe Anstieg der ROS-Bildung auf eine direkte Aktivierung der NADPH-
Oxidase zuruckzufuhren. Der spate sekundare Effekt erfolgte wahrscheinlich Uber eine

vermehrte Expression der NADPH-Oxidase und somit der basalen ROS-Freisetzung.

Ein optischer Nachweis flr die Generierung von ROS durch FXa konnte auch mittels der
DHE-Fluoreszenz nach einer 24 h-Inkubation mit FXa (30 nM) erbracht werden (n=3, Abb.
27). Fir die weitere Untersuchung, wie PAR-1 und PAR-2 an den oxidativen Effekten von
FXa beteiligt sind, wurden SMC mit PAR-1AP (200 pM) oder PAR-2AP (200 uM), nach oder
ohne FXa-Vorbehandlung, akut fir 30 Min. stimuliert. Hierbei zeigte sich bei Zellen, die nicht
mit FXa vorinkubiert wurden, eine starke Induktion der intrazellularen ROS-Bildung durch
Aktivierung des PAR-1, aber nicht des PAR-2. Nach 24 h-Vorbehandlung mit FXa, zu
welchem Zeitpunkt eine Hochregulation des PAR-2 beobachtet werden konnte, war der
oxidative Effekt von PAR-2 dagegen verstarkt (Abb. 27).
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Abb. 27: Nachweis der ROS-
unbehandelt FXa24 h Bildung in SMC mittels DHE-
Fluoreszenz
Die Zellen wurden mit PAR-1AP
2 (200 pM) oder PAR-2AP (200 uM)
° und +/- FXa-Vorinkubation von 24
= h stimuliert. Die ROS-Bildung ist in
f" den Zellen, die 24 h mit FXa (30
nM) inkubiert wurden, gegeniber
den unstimulierten Kontrollzellen
deutlich erhoht. Bei Stimulation mit
o PAR-2AP zeigt sich nur in
< Kombination mit FXa ein
Z deutlicher oxidativer Effekt
< (reprasentativer Versuch, n=3).
o
n- --
<
N
o
<
o

3.6.2. Einfluss von FXa auf die Expression der NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase enthalt in SMC jeweils eine der membrangebundenen katalytischen
NOX-Isoformen NOX-1, NOX-4 oder NOX-5 (Harrison et al., 2003). Fir NOX-1 konnte nach
Gefalverletzung in vivo und bei de-Differenzierung kultivierter SMC eine erhdhte Expression
nachgewiesen werden, wahrend sich fir NOX-4 unter diesen Bedingungen insgesamt eine
Herabregulation zeigte (Clempus et al., 2007; Szocs et al., 2002). Wahrend NOX-4
konstitutiv geringe Mengen von Sauerstoffradikalen produziert, die als zellulare Botenstoffe
agieren und die Differenzierung von SMC aufrechterhalten, ist NOX-1 normalerweise kaum
vorhanden, bildet in geschadigtem Gewebe jedoch pathophysiologisch relevante Mengen

von ROS und ist am proliferativen Remodeling beteiligt (Fortuno et al., 2005).
Nach der Stimulation mit FXa (30 nM) in Inkubationsintervallen von 1-6 h, zeigte sich fur

NOX-4 auf Transkriptebene die Tendenz einer Herabregulation, welche aber nicht signifikant
war (n=4, Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss von FXa auf
NOX-4-mRNA

SMC wurden tber 1-6 h mit FXa (30
nM) inkubiert (n=4).
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Im Gegensatz zur NOX-4-Expression zeigte sich fiir NOX-1 bereits nach 1 h eine deutliche,
fast 4-fache Hochregulation auf Ebene der mRNA, deren Konzentration nach 3 h schon
wieder auf Kontrollwerte gesunken war (n=4, *p<0.05, Abb. 29A). Auf Proteinebene erfolgte
eine FXa-vermittelte signifikante Erhohung der Expression von NOX-1 um das 3-fache nach
24 h (n=7, *p<0.05, Abb. 29B).
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Abb. 29: Einfluss von FXa auf die NOX-1-Expression
(A) Effekt von FXa (30 nM) auf NOX-1-mRNA nach Inkubation von 1-6 h in SMC (*p<0.05, n=4). (B) Einfluss von
FXa (30 nM) auf NOX-1-Gesamtprotein nach Inkubation von 6-48 h in SMC (*p<0.05, n=7).
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Die FXa-vermittelte Induktion von NOX-1 konnte auch optisch durch Immunofluoreszenz
mittels Cy3-konjugiertem Sekundarantikorper und Kernfarbung mit Hoechst-Farbstoff nach
einer 24 h-Inkubation mit FXa (30 nM) gezeigt werden (n=2, Abb. 30).

Kontrolle FXa 24 h

Abb. 30: NOX-1-Immunofluoreszenz von SMC nach Stimulation mit FXa (30 nM) fiir 24 h

Dargestellt ist die Computer-generierte Uberlagerung von NOX-1 (Cy3, rot) und Kernfarbung (Hoechst-33342,
blau), 100-fache Vergrofierung. Reprasentativ aus n=2 unabhangigen Versuchen.

Um die Rolle dieser NOX-1-Induktion bezuglich der FXa-vermittelten Regulation der PAR-2-
Expression zu untersuchen, wurde NOX-1 mit entsprechender siRNA in der
Proteinexpression um ca. 60% herabreguliert (n=4, *p<0.05, Abb. 31A). In Zellen, die mit
NOX-1-siRNA transfiziert wurden, zeigte sich eine Aufhebung des FXa-induktiven Effekts auf
die PAR-2-Proteinexpression (n=4, *p<0.05, Abb. 31B).
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Abb. 31: Funktion von NOX-1 fiir die FXa-induzierte PAR-2-Expression
(A) Basale Expression von NOX-1-Protein nach der Transfektion von SMC mit entsprechender siRNA (*p<0.05,
n=4). (B) Effekt auf PAR-2-Gesamtprotein nach Inkubation +/- FXa (30 nM) von 24 h und anschlieRender
Transfektion mit Kontroll- und NOX-1-siRNA in SMC (*p<0.05, n=4).

3.6.3. H,0; induziert eine dhnliche PAR-2-Expression wie FXa

Das von der NADPH-Oxidase gebildete Superoxid wird spontan zu dem stabileren

Wasserstoffperoxid (H.O,) oder wird durch die Superoxiddismutase (SOD) zu diesem

metabolisiert (Harrison et al., 2003). In Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt sind, kann

H,O,, welches eine hohe Membranpermeabilitat aufweist, mikromolare Konzentrationen
erreichen (Li et al., 2001).
Exogenes H;O, (100 pyM) fihrte in humanen SMC zu einer signifikanten Translokation von
HuR in das Cytosol (*p<0.05, n=4, Abb. 32A) und induzierte die Expression von PAR-2-
mRNA nach 6-12 h. PAR-1 hingegen, wie fir FXa gezeigt (3.1.1.), wurde nicht reguliert

(jeweils n=

6, *p<0.05, Abb. 32B).
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Abb. 32: Einfluss von H,0; auf die PAR-2-Expression

(A) Effekt von H20; (100 uM) auf die Akkumulation von cytosolischem HuR in SMC nach Inkubation tber 1-6 h,
detektiert durch Western Blot und auf gesamtes HuR normalisiert (*p<0.05, n=4). (B) Einfluss von H202 (100 uM)
auf PAR-1- und PAR-2-mRNA nach einer Inkubation von 1-24 h in SMC (*p<0.05, jeweils n=6).

Auf Proteinebene erfolgte eine H,O,-vermittelte signifikante Erhdhung der Expression von
PAR-2 bei 6 und 24 h (n=6, *p<0.05, Abb. 33).
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Bei 48 h-Stimulationen von SMC mit Katalase (500 U/mL), die H,O, in Wasser und
Sauerstoff spaltet, wurde der FXa-vermittelte Effekt auf die Proteinexpression von PAR-2
aufgehoben (n=4, *p<0.05, Abb. 34).
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Abb. 34: Einfluss von Katalase auf die FXa-induzierte Expression von PAR-2-Gesamtprotein
SMC wurden fir 48 h mit FXa (30 nM) und/oder Katalase (500 U/mL) inkubiert. (*p<0.05, n=4).

Die H,O.-induzierte PAR-2-Expression wurde schliel3lich auf funktioneller Ebene untersucht.
Nach einer 24 h-Vorbehandlung mit H,O, (100 uM) wurden SMC akut mit FXa (30 nM) oder
PAR-2AP (200 pM) stimuliert, und der Einfluss auf die Proliferation detektiert.

Die DNA-Syntheserate wurde durch [*H]-Thymidin-Inkorporation im Hinblick auf akute
Stimulationen von 24 h mit FXa und PAR-2AP untersucht. Ahnlich wie bei den
Proliferationsstudien mit einer FXa-Vorinkubation von 24 h, zeigten sich hierbei bei den
akuten Stimulationen die starksten mitogenen Effekte, wo SMC zusatzlich mit H,O, fir 24 h

vorinkubiert und die PAR-2-Expression somit verstarkt wurde (n=4, *p<0.05, Abb. 35).
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Abb. 35: Durch Vorbehandlung

D ohne Vorbehandlung mit H,0; erfolgt eine verstarkte
Mitogenese

250‘ % DNA-Syntheserate in SMC +/- 24

.H202 24 h h Vorbehandlung mit H.O, (100

MM) und akuter Stimulation von
weiteren 24 h mit FXa (30 nM) und
PAR-2AP (200 uM) (*p<0.05
relativ zur unstimulierten Kontrolle,
n=4).

Kontrolle FXa PAR-2AP

Damit konnte gezeigt werden, dass FXa ROS in SMC induziert und dass dies von einer
Hochregulation der katalytischen NOX-1-Untereinheit der NADPH-Oxidase induziert wird, die
fur die FXa-vermittelte PAR-2-Expression wichtig ist. Zudem induziert H,O,, das Produkt der
NADPH-Oxidase, eine Expression von PAR-2, die dhnlich zum FXa-Effekt ist. Ebenso wie
FXa vermittelt H,O, in SMC zudem proliferative Effekte, bei denen PAR-2 involviert zu sein

scheint.

3.6.4. Einfluss von Angiotensin Il auf die PAR-2-Expression

Im Folgenden wurde untersucht, ob auch Aktivatoren der H,O,-produzierenden NADPH-
Oxidase, eine Aufregulation der PAR-2-Expression hervorrufen.

Als ein potenter Aktivator der NADPH-Oxidase gilt insbesondere Angiotensin Il (Ang II)
(Griendling et al., 1994). SMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Ang Il (10 nM,
100 nM, 1 yM) inkubiert und die Expression von PAR-1 und PAR-2 auf mRNA-Ebene
untersucht. Entgegen den Erwartungen zeigte sich jedoch selbst bei einer Ang II-
Konzentration von 1 uyM keine signifikante Regulation der beiden FXa-Rezeptoren (n=3-4,
Abb. 36).
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Abb. 36: Effekt von Angiotensin Il auf
PAR-1- und PAR-2-mRNA
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3.7. Zusammenfassung der Ergebnisse

FXa (30 nM) induzierte die Expression von PAR-2-mRNA, nicht aber die von PAR-1. Bei der
Aufregulation von PAR-2 handelte es sich um einen spezifischen FXa-Effekt, der weder
durch das Passagieren der Zellen mit Trypsin, noch durch den Thrombininhibitor Argatroban
beeinflusst wurde. Bei der verwendeten Argatroban-Konzentration wurde die durch Thrombin
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung vollstandig aufgehoben, wahrend der FXa-Effekt
diesbezlglich signifikant erhalten blieb. Thrombin wurde hierbei in einer aquimolaren
Konzentration zu FXa eingesetzt. Die FXa-induzierte PAR-2-Expression war
konzentrationsabhangig und bei einer FXa-Konzentration von 30 nM maximal. Au3erdem
war der FXa-Effekt in schwach konfluenten Zellen am deutlichsten. Neben der gesteigerten
mRNA-Expression von PAR-2, konnte eine signifikante Induktion durch FXa sowohl auf
Proteinebene, als auch beziglich der Oberflachenexpression nachgewiesen werden.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PAR-2, seine eigene Expression
induziert und dass PAR-1 bei der durch FXa hervorgerufenen PAR-2-Expression keine Rolle
spielt.

Die FXa-induzierte PAR-2-Aufregulation ging mit einer verstarkten Mitogenese und IL-6-
Expression in SMC einher. Bei der Untersuchung der regulatorischen Mechanismen der
verstarkten PAR-2-Expression zeigte sich, dass im humanen PAR-2-Promotor, im
Gegensatz zu PAR-1, zwei Bindungsstellen fir NF-kB vorhanden sind. Durch FXa wurde
dementsprechend NF-kB aktiviert und dessen Bindung in der zweiten Bindungsstelle
verstarkt. AuBerdem konnte die FXa-induzierte PAR-2-Expression durch einen Inhibitor der
NF-kB-Aktivierung vollstdndig aufgehoben werden. Bezlglich posttranskriptioneller

Mechanismen konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu PAR-1, die Halbwertszeit des
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PAR-2-Transkripts signifikant durch FXa erhdht wird. Dies konnte darauf zurtuckgefuhrt
werden, dass FXa das mRNA-stabilisierende Protein HuR aktiviert und dessen Bindung an
PAR-2-mRNA verstarkt, bei der charakteristische Bindungsmotive fiur HUR nachgewiesen
werden konnten. AuRerdem verhinderte die Herabregulation der endogenen HuR-Expression
durch siRNA die FXa-induzierte Aufregulation von PAR-2.

Erstmals konnte zudem gezeigt werden, dass durch FXa die Bildung von ROS in SMC
induziert wird. Stimulation mit FXa fuhrte zu einer signifikanten Aufregulation der NOX-1-
Untereinheit der NADPH-Oxidase. Durch siRNA konnte gezeigt werden, dass NOX-1 fur die
FXa-induzierte PAR-2-Aufregulation von kritischer Bedeutung ist. Die wichtige Rolle von
oxidativem Stress flr die PAR-2-Regulation wurde auflerdem darin deutlich, dass H,O,
ebenfalls HUR aktivierte, PAR-2 auf mRNA- und Proteinebne induzierte und die Mitogenese
bei PAR-2-Aktivierung verstarkte. Durch Katalase konnte zudem die, durch FXa induzierte,
Expression von PAR-2 aufgehoben werden. Ein weiterer Stimulus der NADPH-Oxidase, das

Ang Il fihrte entgegen den Erwartungen nicht zu einer Regulation von PAR-2.
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4. Diskussion

Der Schlisselbefund der vorliegenden Arbeit ist, dass FXa die Expression seines Rezeptors
PAR-2 in humanen SMC induziert, wahrend der prototypische Rezeptor PAR-1 in seiner
Expression unverandert bleibt. Bei der FXa-induzierten PAR-2-Regulation ist die NADPH-
Oxidase involviert, sowie weitere Effektoren, wie der oxidative Botenstoff H,O,, der
Transkriptionsfaktor NF-kB und das mRNA-stabilisierende Protein HuR. Diese
Signalkaskade scheint vorwiegend durch die Aktivierung des PAR-2 selbst in Gang zu

kommen.

4.1. FXa induziert selektiv die Expression von PAR-2

FXa wird nach Gefallverletzung und Abschluss der Hamostase bis zu eine Woche weiter in
der GefaRwand gebildet (Abendschein et al., 2003; Ghigliotti et al., 1998). Wahrend dieses
Zeitraums wird FXa in ahnlich grolen Mengen wie Thrombin produziert. Neben der
Aktivierung von Prothrombin, induziert FXa, unabhangig von Thrombin, zudem Proliferation,
Synthese der extrazellularen Matrix und Expression von inflammatorischen Genen in SMC
(Bretschneider et al., 2000; Bretschneider et al., 2001; Rauch et al., 2002; Rauch et al.,
2004). SMC befinden sich in der Media der beschadigten Gefallwand und sind durch den
Verlust von Endothel flr Blutkomponenten zugénglich. Allgemein werden solche zellularen
Effekte von FXa dem prototypischen Rezeptor PAR-1 zugeschrieben, jedoch wird
zunehmend auch dem PAR-2, der im Gegensatz zum PAR-1, nicht durch Thrombin aktiviert
wird, eine zentrale Rolle in diesen Prozessen zugeordnet (Borensztajn et al., 2008;
Krupiczojc et al., 2008). Nach Gefaldverletzung und bei Remodeling ist die Expression von
PAR-2 erhéht (Damiano et al., 1999; Napoli et al., 2004). Die Mechanismen dieser
Hochregulation sind bisher noch unklar.

Bei der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PAR-2 in SMC durch seinen
Liganden FXa, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene induziert wird und dass
funktionell aktiver PAR-2 an die Zelloberflache transloziert wird. Zudem wird PAR-2, durch
die Stimulation mit FXa, in schwach konfluenten bzw. proliferierenden SMC starker induziert,
als in konfluenten Zellen. Diese Beobachtung passt zu der verstarkten PAR-2-Expression in
verletzten GefalRarealen in vivo (Damiano et al., 1999; Napoli et al., 2004), wo SMC sich
eher im aktiv proliferierenden, als im ruhenden Zustand befinden.

Der induktive FXa-Effekt auf die PAR-2-Expression bleibt auch in Gegenwart des direkten
Thrombininhibitors Argatroban erhalten. Die verwendete Argatroban-Konzentration reicht
zudem aus, um die Thrombin-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung vollstandig zu inhibieren,
wahrend der FXa-Effekt diesbezliglich signifikant erhalten bleibt. Da Thrombin hierbei in
einer aquimolaren Konzentration zu FXa eingesetzt wurde, spricht dies insgesamt daftr,

dass FXa direkt und nicht indirekt, Gber Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin, seine
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PAR-2-regulatorische Wirkung ausubt. Durch gezielte Aktivierung des PAR-2 mit PAR-2AP
kann zudem die durch FXa hervorgerufene PAR-2-Expression nachgeahmt werden,
wahrend Inkubation mit PAR-1AP keinen Effekt hat. Aullerdem wird durch Transfektion von
SMC mit PAR-2-siRNA, die FXa-induzierte Expression von PAR-2 aufgehoben, wogegen bei
Verwendung von PAR-1-siRNA, der FXa-Effekt erhalten bleibt. Da PAR-1 in seiner
Expression zudem nicht durch FXa reguliert wird, impliziert dies insgesamt, dass die
gezeigte Hochregulation des PAR-2, spezifisch durch FXa, Uber eine direkte Aktivierung von
PAR-2 induziert wird. Eine FXa-vermittelte Aktivierung von PAR-1 spielt hierbei eine

untergeordnete Rolle bzw. ist nicht bekannt.

4.2. Funktionelle Konsequenzen der PAR-2-Induktion durch FXa

Die FXa-induzierte PAR-2-Expression ist mit verschiedenen zellularen Effekten verknUpft.
Infolge einer Inkubation mit FXa von 24 h, bei der die stabilste Hochregulation von PAR-2
bezliglich mRNA-, Protein- und Oberflachenexpression beobachtet wird, sind die mitogenen
Effekte bei einer Aktivierung des PAR-2 mit PAR-2AP am starksten. Dies zeigt, dass erst
durch die Vorstimulation des PAR-2 mit FXa im Endeffekt genug PAR-2 auf der
Zelloberflache exprimiert wird, so dass Uber einen nachgeschalteten Signalweg eine
entsprechend starke zellulare Antwort generiert werden kann.

Als eine weitere zellulare Konsequenz der PAR-2-Induktion durch FXa kann eine verstarkte
Expression des inflammatorischen Cytokins IL-6 auf mRNA-Ebene detektiert werden. IL-6
wird bei Plaqueruptur in gro’en Mengen freigesetzt und ist ein wichtiger Mediator bei der
Proliferation und Migration von SMC (Deng et al., 2006; Seino et al., 1994; Wang et al.,
2003). Bei der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass infolge einer 24 h-
Vorinkubation von SMC mit FXa, die Induktion von IL-6 nach akuter Stimulation mit FXa oder
PAR-2AP verstarkt ist. Somit zeigt sich, dass auch in diesem Fall zuerst ausreichend PAR-2
durch FXa induziert werden muss, um einen deutlichen Effekt durch die nachfolgende PAR-
2-Aktivierung zu erzielen. Dies kénnte darauf hinweisen, dass die anhaltende FXa-Aktivitat in
der Nahe der Gefalverletzung, die lokale inflammatorische und proliferative Antwort durch

eine Vorwartsregulation des PAR-2 verstarkt.

4.3. NF-kB vermittelt die transkriptionelle Regulation von PAR-2 in SMC

In dieser Arbeit wurde auch die Bedeutung von NF-kB fiir die PAR-2-Regulation untersucht.
Aktivierter NF-kB wird sowohl in SMC der Halsschlagader nach Ballondilatation (Landry et
al., 1997), als auch in der Intima und Media von atherosklerotischen GefaRabschnitten
gefunden (Wilson et al., 2002), was auf eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Atherosklerose schlieRen lasst. Zur verstarkten Aktivierung von NF-kB kommt es auch

wahrend einer vendsen Bypass-Operation (Hinokiyama et al., 2006). Zusammen mit der
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Endothelschadigung, die den Zugang von FXa zu den darunterliegenden SMC ermdglicht,
kénnte dies bereits direkt nach der Verletzung, die PAR-2-Expression beeinflussen. Die
Sequenzanalyse des humanen PAR-2-Promotors zeigt zwei Bindungsstellen fur NF-kB, die
373 bp (Bindungsstelle 1) und 522 bp (Bindungstelle 2) stromaufwarts des Startcodons
lokalisiert sind. Dagegen sind im PAR-1-Promotor keine NF-kB-Bindungsstellen vorhanden,
was die Regulation von PAR-2 durch FXa zum Teil erklaren kénnte.

Die FXa-induzierte Aktivierung von NF-kB kann durch die zeitabhdngige Akkumulation von
phosphoryliertem IkB und durch die Translokation von NF-kB-p65 vom Cytosol in den
Zellkern nachgewiesen werden. Die Translokation von NF-kB-p65 ist nach 2 h-Inkubation mit
FXa maximal. Dies passt zu einem friiheren Befund unserer Arbeitsgruppe, bei dem das
PAR-1/PAR-2-aktivierende Peptid SFLLRN, die Translokation von NF-kB in SMC aus
humanen Koronararterien, ebenfalls nach 2 h maximal induzierte (Bretschneider et al.,
1999).

Die ChlIP-Analyse von SMC, die fir 2 h mit FXa inkubiert wurden, zeigt eine verstarkte
Bindung von NF-kB an der Bindungsstelle 2, wogegen sich fir die Bindungsstelle 1 keine
Interaktion mit NF-kB detektieren lie. Der Sequenzvergleich beider Bindungsstellen zeigt,
dass sich in unmittelbarer Nahe zur Bindungsstelle 2, Erkennungssequenzen flr
Transkriptionsfaktoren der SMAD-Familie und fir Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie
befinden. Sowohl SMAD, als auch GATA sollen in redoxabhangiger Gentranskription
involviert sein (Imagawa et al., 1996; Sato et al., 2005), was wiederum dazu passt, dass NF-
KB in seiner Aktivitdt durch H,O, moduliert wird (Griendling et al., 2000). Des Weiteren wird
durch einen Inhibitor der NF-kB-Aktivierung zudem die FXa-induzierte PAR-2-Expression in
SMC komplett aufgehoben, was insgesamt eine entscheidende Rolle fiir NF-kB und dessen
Bindung in der Bindungsstelle 2 bei der Regulation von PAR-2 durch FXa impliziert.
Moglicherweise erklart eine geringere PAR-2-Regulation und Funktion zum Teil den
schutzenden Effekt einer NF-kB-Inhibition durch sogenannte ’‘decoy’-cis-Elemente, nach

Gefalverletzung in vivo (Yamasaki et al., 2003).

4.4. Posttranskriptionelle Regulation von PAR-2 durch mRNA-Stabilisierung

Neben der transkriptionellen Regulation, wurden auch mogliche posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen hinsichtlich der PAR-2-Expression untersucht. Das mRNA-
stabilisierende Protein HUR bindet an AU-reiche Elemente in der 3’-untranslatierten Region
(3-UTR) der Ziel-mRNA, wahrend diese aus dem Zellkern ins Cytosol transportiert wird
(Doller et al., 2008a; Misquitta et al., 2001). Die 3'-UTR des humanen PAR-2 besitzt mehrere
solcher AU-reichen Elemente, die durch HUR gebunden werden kénnen. Dagegen scheint
PAR-1 nicht Uber posttranskriptionelle mRNA-Stabilisierung reguliert zu werden (Sokolova et

al., 2008). Dies gibt somit einen ersten Hinweis, dass die selektive Induktion von PAR-2 in
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FXa-stimulierten SMC, zum Teil Uber differentielle mRNA-Stabilisierung vonstatten gehen
kdnnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PAR-2-Transkript in
Gegenwart des Transkriptionsinhibitors Actinomycin D einem schnelleren Verfall unterliegt,
als PAR-1-mRNA. FXa verlangsamt die Degradation der mRNA von PAR-2, jedoch nicht von
PAR-1, wobei der stabilisierende Effekt auf PAR-2 nach 2 h am starksten ist. Zum gleichen
Zeitpunkt induziert FXa eine ausgepragte Translokation von HuR ins Cytosol, was einer
Aktivierung von HuR durch FXa entspricht. Aufierdem kann durch Immunprazipitations (Pull-
down)-PCR gezeigt werden, dass durch FXa, die Bindung von HuR an PAR-2-mRNA
verstarkt wird. Der FXa-Effekt bezliglich der mRNA-Expression von PAR-2 wird zudem durch
Transfektion von SMC mit HuR-siRNA vollstandig aufgehoben. Im Hinblick auf einen FXa-
PAR-2-Signalweg scheint FXa somit Uber Aktivierung des PAR-2, das HuR-Protein zu
aktivieren, so dass dieses an PAR-2-mRNA bindet und wahrend der Translokation ins
Cytosol vor Abbau schitzt. Somit kénnen bei anhaltender FXa-Stimulation von jedem
Transkript ausreichende Mengen an PAR-2-Protein gebildet werden, wahrend im nicht-
pathologischen Hintergrund das PAR-2-Transkript schnell wieder abgebaut wird und die
basale PAR-2-Expression auf einem niedrigen Niveau bleibt. HUR, das bei Atherosklerose,
Neointimabildung und Restenose von vendsen Bypassen gefunden wird (Pullmann et al.,
2005), konnte daher dazu dienen, die lokalen Wirkungen von FXa zu steigern bzw. die
mogliche Bedeutung von PAR-2, als einen durch FXa regulierten Rezeptor in vaskularer

Pathologie hervorzuheben.

4.5. Redoxvermittelte Signalgebung bei der Regulation von PAR-2

Oxidativer Stress ist eng mit Thrombose, Atherosklerose, intimaler Hyperplasie und einer
veranderten vaskuldaren Genexpression verknipft (Herkert et al., 2004; Patterson et al.,
1999; West et al.,, 2001). Sowohl NF-kB, als auch HuR werden in verschiedenen Zellen
infolge von oxidativem Stress aktiviert (Amadio et al., 2008; Kuwano et al., 2008; Pueyo et
al., 2000). Eine aktuelle Studie deutet zudem darauf hin, dass oxidativer Stress,
hochstwahrscheinlich durch Aktivierung der NADPH-Oxidase, die Expression von PAR-2 in
aortalen Endothelzellen von Ratten steigert (Aman et al., 2010). Die NADPH-Oxidase ist die
wichtigste Quelle fur reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) in der
GefaBwand (Lassegue et al., 2001) und wird durch Thrombin Uber den PAR-1/PKC-
Signalweg aktiviert (Patterson et al., 1999). Von einem oxidativen Effekt durch FXa wurde
bisher nicht berichtet und konnte hier zum ersten Mal gezeigt werden. Mittels DCF-DA-
Fluoreszenz, kann ein fast 2-facher Anstieg der ROS-Bildung durch Stimulation mit FXa
nach 1-3 h detektiert werden, was wahrscheinlich auf eine direkte Aktivierung der NADPH-

Oxidase zurtickzufiihren ist. Nach 24 h-Stimulation mit FXa wird ein zweiter Anstieg bei der
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Generierung von intrazelluldren ROS in SMC gemessen. Dieser spate sekundare Effekt
erfolgt wahrscheinlich Uber eine zunehmende Expression der NADPH-Oxidase und somit der
basalen ROS-Produktion. Die Bildung von ROS durch FXa kann ebenfalls mittels DHE-
Fluoreszenz gezeigt werden. Hierfur wurden SMC ebenfalls mit FXa flr 24 h vorinkubiert, um
die PAR-2-Expression zu induzieren und die resultierende Bildung von ROS im Hinblick auf
akute Stimulationen mit PAR-1AP und PAR-2AP zu untersuchen. Wahrend sich bei SMC
ohne FXa-Vorbehandlung eine Verstarkung der Fluoreszenz mit PAR-1AP zeigt, kann bei
Zellen, die mit FXa vorstimuliert wurden, eine intensive ROS-Produktion infolge der akuten
PAR-2-Stimulation gezeigt werden. Dies kénnte darauf hinweisen, dass die NADPH-Oxidase
Uber Aktivierung des PAR-1, ein basales Niveau von ROS produziert, wahrend im
pathologischen Zustand, d.h. bei ansteigender Konzentration von FXa, der PAR-2 induziert
wird und durch dessen Aktivierung die Konzentration von ROS schlieRlich zunimmt.

Um die Expression der NADPH-Oxidase unter Einfluss der Stimulation mit FXa zu
untersuchen, wurde die Regulation von Untereinheiten der NADPH-Oxidase gemessen, die
fir die ROS-Produktion in SMC von zentraler Bedeutung sind. SMC exprimieren die
katalytischen Untereinheiten NOX-1 und NOX-4, wobei letztere fir die physiologische
Isoform gehalten wird, die konstitutiv geringe Mengen an ROS produziert und fir die
Aufrechterhaltung des differenzierten SMC-Phanotyps verantwortlich ist (Clempus et al.,
2007). Dagegen wird NOX-1 nach Gefaldverletzung in vivo und bei de-Differenzierung
kultivierter SMC hochreguliert (Clempus et al., 2007; Szocs et al., 2002). Bei der
Untersuchung der Regulation von NOX-4 in SMC zeigt sich, dass die mRNA-Expression
kaum durch FXa beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu wird NOX-1 durch FXa deutlich in der
Expression induziert. Auf mMRNA-Ebene zeigt sich infolge der Inkubation mit FXa ein fast 4-
facher Anstieg nach 1 h und auf Proteinebene eine 3-fache Erhéhung der Expression nach
24 h. Eine durch FXa induzierte Hochregulation von NOX-1 kann zudem auch mittels
Immunofluoreszenz auf SMC nachgewiesen werden. Des Weiteren kann durch die
Transfektion von SMC mit siRNA gegen NOX-1 die FXa-induzierte PAR-2-Expression
vollstandig aufgehoben werden. Dies ist ein erster Hinweis dafir, dass die ROS-
produzierende NADPH-Oxidase, und hierbei insbesondere die katalytische NOX-1-

Untereinheit, fir die FXa-induzierte Hochregulation des PAR-2 wichtig ist.

Von der NADPH-Oxidase gebildetes Superoxid wird spontan zu dem stabileren H,O,
umgesetzt. Dieses und andere ROS fungieren als wichtige zellulare Botenstoffe bei der
Aktivierung von Effektoren, wie MAP-Kinasen und Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB
(Griendling et al., 2000; Harrison et al., 2003). Darlberhinaus ist bekannt, dass durch die
H2O2-vermittelte Aktivierung der PKC (Harrison et al., 2003), die PKC-abhangige NADPH-

Oxidase durch die Produktion von Superoxid bzw H,O, eine sich selbst verstarkende
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Regulationsschleife vermitteln kann (Li et al, 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass H,0,, wie FXa, die PAR-2-Expression auf mRNA- und Proteinebene in
SMC induziert, wogegen bei der konstitutiven Expression von PAR-1 keine Regulation zu
erkennen ist. Trotz Hinweisen, dass eine durch ROS induzierte Regulationsschleife, die
Expression von PAR-1 regulieren kann (Herkert et al., 2002; Nguyen et al., 2001), ist der hier
gezeigte Befund im Einklang mit der aktuellen Studie von Aman et al. (Aman et al., 2010),
bei der gezeigt wird, dass bei oxidativem Stress endothelialer PAR-2, jedoch nicht PAR-1
hochreguliert wird. In humanen SMC fuhrt exogenes H,O, zu einer signifikanten
Translokation von HuR in das Cytosol, so dass auch in diesem Fall ein ahnlicher Effekt wie
durch FXa vermittelt wird.

Durch Katalase, ein Enzym, welches H,O, in Wasser und Sauerstoff spaltet, kann zudem der
induktive FXa-Effekt auf die PAR-2-Expression aufgehoben werden. Dementsprechend flihrt
eine Vorstimulation mit H.O, von 24 h zu einem verstarkten proliferativen Effekt bei
Aktivierung von PAR-2 in SMC. Wie beim mitogenen Effekt durch FXa wird somit deutlich,
dass auch in diesem Fall zuerst ausreichend PAR-2 synethtisiert werden muss, damit durch
die darauffolgende Aktivierung des Rezeptors, ein entsprechender zellularer Effekt
stattfinden kann. Insgesamt zeigt sich somit, dass H,O, bei der FXa-induzierten PAR-2-
Expression als sekundarer Botenstoff wichtig ist. Hierbei spielt moglicherweise auch das
HuR eine bedeutende Rolle, da H,O, die Translokation des mRNA-stabilisierenden Faktors
in humanen SMC stimuliert.

Um zu untersuchen, ob auch andere bekannte Induktoren von oxidativem Stress die PAR-2-
Expression, ahnlich wie FXa beeinflussen, wurden SMC mit dem potenten Aktivator der
NADPH-Oxidase, Angiotensin Il (Ang Il) stimuliert (Griendling et al., 1994). Entgegen den
Erwartungen induziert Ang Il jedoch keine signifikante Regulation des PAR-2. Fur die
selektive PAR-2-Regulation scheinen somit nur hochspezifische, durch FXa induzierte,
oxidative Mechanismen eine Rolle zu spielen, so dass unspezifische oxidative Effekte

anderer Stimuli keinen Einfluss zu haben scheinen.

4.6. FXa induziert iiber die PAR-2-Regulation pathologische Effekte in SMC

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass PAR-2, im Gegensatz zu PAR-1,
dynamisch durch FXa in SMC reguliert wird. Dies ist im Einklang mit der bekannten Induktion
von PAR-2 bei Gefallverletzung und Atherosklerose in vivo (Damiano et al., 1999; Napoli et
al., 2004). Da sowohl NF-kB, als auch HuR in Atherosklerose verstarkt exprimiert werden
(Pullmann et al., 2005; Wilson et al., 2002) und beide Faktoren durch FXa aktiviert werden,
lasst sich insgesamt auf einen durch FXa induzierten Signalweg schlieen (Abb. 37), der
infolge der Aktivierung und verstarkten Hochregulation von PAR-2 in verschiedenen

pathologischen Effekten von SMC miindet.
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Da sowohl eine FXa-, als auch eine PAR-2-vermittelte Aktivierung der PKC bekannt ist
(Monno et al., 2001; van der Merwe et al., 2009), aktiviert FXa Uber PAR-2 vermutlich zuerst
die PKC und schliel3lich die NADPH-Oxidase, um somit die Produktion von ROS in SMC zu
steigern. Infolge der FXa-Stimulation wird die katalytische NADPH-Oxidase-Untereinheit
NOX-1 auRBerdem verstarkt exprimiert. Durch das vermehrte Auftreten des Enzyms in der
Zellmembran kommt es auch nach 24 h zu einer gesteigerten intrazellularen ROS-
Konzentration, nachdem die erste Phase der ROS-Bildung bereits abgeklungen ist. Die
gebildeten ROS und hierbei besonders das H,O, fungieren dann als sekundare Botenstoffe
bei der Induktion von verschiedenen Genen. Durch H,O, werden Transkriptionsfaktoren wie
NF-kB aktiviert (Griendling et al., 2000), so dass dessen Translokation in den Zellkern
erfolgt. Hier bindet NF-kB an der zweiten Bindungsstelle im PAR-2-Promotor und mit Hilfe
von Transkriptionsfaktoren aus der SMAD- und GATA-Familie erfolgt schlieBlich die
verstarkte Transkription von PAR-2. Durch H,O, wird zudem die membrangebundene PKC
aktiviert, welche nach dem Import in den Zellkern, HUR phosphoryliert (Amadio et al., 2008;
Doller et al., 2008b), so dass dieses an AU-reiche Sequenzen innerhalb der 3’-UTR der
inzwischen synthetisierten PAR-2-mRNA binden kann und somit die Stabilisierung des
Transkripts erfolgt. Nach dem Transport der PAR-2-mRNA ins Cytoplasma, erfolgt eine
intensive Translation, welche durch die vorhergehende HuR-Stabilisierung und damit
Verlangerung der Halbwertszeit des Transkripts ermoglicht wird. SchlieRlich kommt es zu
einer verstarkten Expression des PAR-2-Rezeptors in der Membran, so dass infolge des
fortwahrenden FXa-Stimulus eine entsprechend starke =zellulare Antwort, wie die
Hochregulation von IL-6 und die Proliferation von SMC erfolgen kann.

Durch die anhaltende Freisetzung von FXa aus dem Thrombus, kénnte somit eine sich
selbst verstarkende, Uber PAR-2 vermittelte Regulationsschleife vorliegen, welche
inflammatorische und proliferative Effekte nach GefaRverletzung vermittelt und entschieden
zum vaskularen Remodeling beitragt. Dies kann u.a. damit belegt werden, dass Deletion des
PAR-2 zu einer reduzierten Neointimabildung in vivo flhrt (Tennant et al., 2008) und dass
besonders PAR-2 bei proliferativen Veranderungen, wie z.B. Tumormetastasierung im
Mittelpunkt steht, wahrend PAR-1 hierbei méglicherweise eine untergeordnete Rolle spielt
(Borensztajn et al., 2008; Versteeg et al., 2008).
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Abb. 37: FXa induziert die Expression von PAR-2 in humanen SMC durch Aktivierung des PAR-2 liber
eine sich selbst verstirkende Regulationsschleife

Neben der NADPH-Oxidase sind hierbei weitere Effektoren, wie der oxidative Botenstoff H,O, der
Transkriptionsfaktor NF-kB und das mRNA-stabilisierende Protein HuR involviert.

4.7. Ausblick

Da FXa nach Gefalverletzung in groRen Mengen, langanhaltend gebildet wird (Abendschein
et al., 2003; Ghigliotti et al., 1998) und das Potential hat, spezifisch die Expression und
zellulare Aktivitdt von PAR-2 zu induzieren, konnte der FXa-PAR-2-Signalweg eine zentrale
Rolle bei kardiovaskularem Remodeling und Atherosklerose spielen. Fir FXa wird dies
dadurch bestéatigt, dass die Inhibierung dieses Koagulationsfaktors die Proliferation von
vaskuldaren SMC sowie die Restenose nach Ballondilatation reduziert (Borensztajn et al.,
2008). Eine PAR-2-Regulation scheint im gesunden Gefal keine Rolle zu spielen, da PAR-2
im gesunden Gefald bzw. in kontraktilen SMC kaum detektierbar ist (Molino et al., 1998), bei
Atherosklerose (Napoli et al., 2004) sowie Gefalverletzung (Damiano et al., 1999) jedoch
hochreguliert wird und eine Deletion des Rezeptors zu einer reduzierten Neointima in vivo
fuhrt (Tennant et al., 2008).

Da bei der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass FXa eigene Effekte in SMC
induziert und der FXa-Effekt nicht durch den Thrombininhibitor Argatroban beeinflusst wird,
stellt sich die Frage, wie sich antikoagulatorische Therapien mit Thrombininhibitoren, bei

persistierender FXa-Aktivitdt auswirken. Im Gegensatz zu Heparinen, die Antithrombin als
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Kofaktor bendtigen und auch FXa hemmen (Bretschneider et al., 2001), blockieren direkte
Thrombininhibitoren die proteolytische Aktivitat von Thrombin, ohne die Wirkung von FXa zu
beeinflussen (Schroér, 2005). Direkte Thrombininhibitoren stammen entweder aus natirlichen
Quellen, wie Hirudin oder werden synthetisch hergestellt, wie Bivalrudin, Argatroban und
Dabigatran. Das seit Fruhjahr 2008 zugelassene Dabigatran ist hierbei der erste orale
synthetische Thrombininhibitor. Alle vier direkten Thrombininhibitoren kénnen sowohl freies,
als auch thrombusgebundenes Thrombin hemmen (Nowak, 2009). In einer Studie der Direct
Thrombin Inhibitor Trialists® Collaborative Group an 35970 Patienten mit akutem
Koronarsyndrom (ACS) oder perkutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA) zeigte
sich, dass im Vergleich zu Heparin, Hirudin und Bivalirudin, nicht jedoch Argatroban zu einer
Verminderung von Todesfillen und Myokardinfarkten fiihrten (2002). Ahnlich wie Heparin,
fihrte jedoch auch Hirudin zu einer Zunahme schwerer Blutungen, was wahrscheinlich auf
die quasi irreversible, hochaffine Bindung an Thrombin und die entsprechend lange
Wirkungsdauer zurlickzuflihren ist (Schrér, 2005). Von besonderem Interesse ist daher die
Entwicklung von selektiven, direkten Inhibitoren gegen FXa, da die FXa-vermittelte
Thrombinbildung im Thrombus fortgesetzt sowie durch Heparine nicht inhibiert wird und sich
die Wirkung von FXa-Inhibitoren somit auf den Ort der FXa- bzw. Thrombinbildung, den
Prothrombinasekomplex im Thrombus konzentriert (Prager et al., 1995; Schror, 2006). Durch
die Fokussierung der inhibitorischen Wirkung auf den Thrombus ist zudem eine Stérung der
Hamostase und damit Verlangerung der Blutungszeit wie bei Heparinen oder Hirudin nicht in
gleichem Malie zu erwarten. Der bisher am weitesten entwickelte, oral verfugbare und
klinisch zugelassene FXa-Inhibitor ist Rivaroxaban. Da Patienten mit ACS neben der
aktivierten Thrombozytenaggregation auch eine thrombusstabilisierende Fibrinaktivierung
aufweisen, sind sie eine besonders wichtige Zielgruppe flr neue orale Antikoagulanzien.
Dosisfindungs-(Phase-II-)Studien haben fur mehrere Substanzen noch keine einheitliche
Risikoreduktion zeigen konnen. Dies hangt mit den unterschiedlichen Dosierungen der
Testsubstanzen, der Kombination mit Thrombozytenaggregationshemmern und damit
einhergehenden, bis zu 2-fach erhéhten Blutungsraten zusammen (Véller et al., 2010). Die
Phase-II-ATLAS-ACS-TIMI-46-Studie zeigte, dass bei Patienten mit ACS, die Behandlung
mit Rivaroxaban, durch Wiederherstellung des Blutflusses, eine relative Risikoreduktion von
21% fur den primaren Wirksamkeitsendpunkt (Tod, MI, Schlaganfall oder Ischamie) und eine
statistisch signifikante Risikoreduktion von 31% flr den sekundaren Endpunkt (Tod, Ml oder
Schlaganfall) bewirkte. Bei Patienten, die neben ihrer  thrombozyten-
aggregationshemmenden Therapie mit Rivaroxaban behandelt wurden, traten
dosisabhangige, klinisch signifikante Blutungsereignisse auf (Mega et al., 2009). In einer
klinischen Phase-llI-Studie zeigte Rivaroxaban, im Vergleich zu Heparin (Enoxaparin), eine

héhere Wirksamkeit bei der Vorbeugung von vendsen Thromboembolien bei
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Kniegelenkersatzoperationen. Zwischen beiden Therapien gab es zudem keinen
signifikanten Unterschied beim Auftreten von grofieren Blutungen (Perzborn et al., 2007). Im
Hinblick auf die Verhinderung des kombinierten Endpunkts (Beinvenenthrombosen und
Mortalitdt), wies Rivaroxaban beim Vergleich mit Enoxaparin zudem eine hodhere
Wirksamkeit auf als Dabigatran. Fur Apixaban, einen weiteren direkten oralen FXa-Inhibitor,
konnte nach Kniegelenkersatz ebenfalls der Effektivitditsnachweis erbracht und ein
Zulassungsantrag fur die Prophylaxe von vendsen Thromboembolien gestellt werden. Da
auch flr Apixaban eine Zunahme an Blutungsereignissen bei steigender Dosierung
festgestellt werden konnte (Lassen et al., 2007), wird der Stellenwert der neuen oralen
Antikoagulanzien bei der Behandlung von ACS so lange unklar bleiben, bis die Ergebnisse
der Phase-llI-ATLAS-ACS-TIMI-51-Studie publiziert werden, welche den prophylaktischen
Einsatz von Rivaroxaban untersucht (Véller et al., 2010). In einem Kaninchenmodell konnte
bereits gezeigt werden, dass Apixaban und Rivaroxaban bei gleichwertigen
antithrombotischen Dosierungen, im Vergleich zu Dabigatran, weniger Blutungen aufweisen
und dass alle drei Antikoagulanzien in der Vorbeugung und Behandlung von
Venenthrombosen gleich wirksam sind (Wong et al., 2009). Eine mogliche Erklarung fir das
starkere Auftreten von Blutungen durch Dabigatran kénnte sein, dass durch Apixaban und
Rivaroxaban, die bereits vorhandene Thrombinkonzentration nicht beeinflusst wird und dass
durch die beiden reversiblen FXa-Inhibitoren nicht die gesamte Thrombinproduktion
unterdruckt wird. Die hieraus resultierenden geringen Mengen von Thrombin kodnnten
ausreichen, um den hochaffinen PAR-1 auf Thrombozyten zu aktivieren und die Hdmostase
bis zu einem gewissen Grad zu erhalten.

Da FXa, unabhangig von Thrombin, u.a. inflammatorische und proliferative Prozesse in
vaskularen Zellen férdert, sollte untersucht werden, wie sich die Verwendung von direkten
FXa-Inhibitoren wie Rivaroxaban im Vergleich zu Thrombininhibitoren auf diese zellularen
Effekte auswirkt. Hierbei waren neben Kklinischen Studien insbesondere experimentelle
Modelle der Gefalverletzung von Interesse. Ein Beispiel hierfir ist das Mausmodell von Sata
(Sata et al., 2000), bei welchem das intraluminale Einflilhren eines Drahtes in die
Oberschenkelarterie zu Endothelverlust und bereits nach einer Woche zur Ausbildung einer
Neointima fihrt. In diesem Modell kdnnte beispielsweise untersucht werden wie sich eine
Behandlung mit Rivaroxaban, im Vergleich zu Argatroban, auf verschiedene Parameter wie
intimale Hyperplasie, die Expression von inflammatorischen Markern oder der PAR-
Rezeptoren auswirkt. Ein weiteres Einsatzgebiet fiir die neuen FXa-Hemmstoffe ist die
Tumormetastasierung. Dies wird u.a. durch eine Studie belegt, bei der ein FXa-Inhibitor die
Tumormetastasierung bereits bei solchen Konzentrationen dampft, bei denen nur wenige

antikoagulatorische Effekte auftreten (Banke et al., 2005).
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Beim Einsatz von Inhibitoren gegen Thrombin und/oder FXa mussten auflerdem noch die
Auswirkungen auf das Thrombomodulin-Protein-C-(TM-PC-)System bertcksichtigt werden,
da dieses durch seine anitkoagulatorischen Eigenschaften die Hamostase mitmoduliert.
Aktiviertes Protein C (aPC) spaltet die beiden Kofaktoren FVa und FVllla, so dass es zu
einer Abnahme der prokoagulatorischen Kofaktoraktivitdten kommt (Dahlback et al., 2005;
Esmon, 2003). Zudem vermittelt aPC u.a. antiinflammatorische Effekte. Hierbei spielen PAR-
1 und der, bei der aPC-abhangigen PAR-1-Aktivierung als Korezeptor fungierende EPCR
(Endothelialer Protein C Rezeptor) eine wesentliche Rolle (Riewald et al., 2002). Die
Aktivierung von PC erfolgt durch Thrombomodulin (TM), das zuvor Thrombin bindet und
dessen prokoagulatorischen Eigenschaften inhibiert (Esmon, 2003). Eine zusatzliche
Aktivierung von PC erfolgt aulerdem durch den konstitutiv, auch auf der Oberflache von
glatten Muskelzellen exprimierten EPCR, der PC bindet und dessen raumliche Anordnung
zum gebundenen TM-Thrombin-Komplex optimiert (Bretschneider et al., 2007). Da Thrombin
fur die Aktivierung von PC durch Thrombomodulin essentiell ist, konnte bei der Verwendung
verschiedener Antikoagulantien das TM-PC-System empfindlich gestért werden. Eine
Stérung des TM-PC-Systems steht u.a. in engem Zusammenhang mit venésen Thrombosen
und Thromboembolien (Dahlback, 1999). Aufgrund der zentralen Rolle von Thrombin beim
TM-PC-System, wurde ein gezielter Einsatz von selektiven, direkten FXa-Inhibitoren
wahrscheinlich das geringste Risiko darstellen.

Ein weiteres wichtiges Gebiet zur Untersuchung des FXa-PAR-2-Signalweges konnten
fibroproliferative Lungenerkrankungen sein, welche mit Wundheilungsstérungen assoziiert
sind. PAR-2 wird gemeinsam mit PAR-1 in zahlreichen Zelltypen exprimiert, welche sich in
der Lunge befinden oder nach Verletzung der Lungenfligel rekrutiert werden (Jesmin et al.,
2007; Miotto et al., 2002). PAR-2 wird durch Trypsin, Mastzelltryptase und Trypsin-ahnliche
Proteasen aktiviert und kann die Proliferation von humanen Lungenfibroblasten vermitteln
(Akers et al., 2000; Matsushima et al., 2006). Die genaue Rolle des Rezeptors in
fibroproliferativen Lungenerkrankungen ist noch unklar, obwohl PAR-2 in Asthma und
Entziindungen der Luftréhre impliziert wird (Ebeling et al., 2005; Schmidlin et al., 2002). In
einer neueren Studie konnte zudem eine gesteigerte Expression von FXa bei Lungenfibrose
festgestellt werden (Scotton et al., 2009). Die potentielle Regulation des pulmonaren PAR-2
durch FXa und seine Effektoren sind in diesem Zusammenhang noch unerforscht.

Die Auswirkungen von FXa-Hemmstoffen nach inhalativer Applikation auf Asthma ist
ebenfalls noch unbekannt. Studien mit inhalativen Heparinen zeigen bei Asthmatikern lokale
antiinflammatorische Effekte (Diamant et al., 2000; Ragazzi et al., 1995). Die lokale
Behandlung mit FXa-Hemmstoffen kdnnte folglich einen neuen therapeutischen Ansatz bei

asthmatischen und proliferativen Lungenerkrankungen darstellen.
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5. Zusammenfassung

Aktivierter Faktor X (FXa) induziert unabhangig von Thrombin die Proliferation, Synthese der
extrazellularen Matrix und Expression von inflammatorischen Genen in glatten
GefalRmuskelzellen (SMC). Diese =zellularen Effekte werden Uber Protease-aktivierte
Rezeptoren (PAR)-1 und PAR-2 vermittelt, wobei PAR-2, im Gegensatz zu PAR-1, nicht
durch Thrombin aktiviert wird. PAR-2 zeigt nach Gefallverletzung und bei Atherosklerose
eine erhdhte Expression.

Erstmals konnte gezeigt werden, dass die PAR-2-Expression durch FXa in SMC induziert
wird und dass dies mit einer verstarkten Induktion von Interleukin-6 sowie der SMC-
Proliferation bei PAR-2-Aktivierung einhergeht. Der induktive FXa-Effekt bleibt auch in
Gegenwart des direkten Thrombininhibitors Argatroban erhalten und wird Uber PAR-2
vermittelt, wahrend PAR-1 hierbei keine Bedeutung hat.

Die FXa-induzierte PAR-2-Expression ist z.T. auf Aktivierung von NF-kB und dessen
Bindung im PAR-2-Promotor zurlckzufiihren. Im PAR-1-Promotor sind keine NF-kB-
Bindungsstellen vorhanden, was die selektive Wirkung von FXa auf die PAR-2-Expression
erklaren konnte. Ebenfalls fliihrt FXa zur Stabilisierung von PAR-2-, jedoch nicht von PAR-1-
mRNA. Dies wird Uber Aktivierung des mRNA-stabilisierenden human antigen R (HuR)-
Proteins und dessen verstarkter Bindung an PAR-2-mRNA vermittelt. Dementsprechend wird
die FXa-induzierte PAR-2-Expression durch Transfektion von SMC mit HuR-siRNA
vollstéandig aufgehoben.

Sowohl NF-kB, als auch HuR werden infolge von oxidativem Stress aktiviert, was wiederum
eng mit Thrombose, Atherosklerose, intimaler Hyperplasie und einer veranderten vaskularen
Genexpression verknlpft ist. Die NADPH-Oxidase ist die wichtigste Quelle fir reaktive
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) in der Gefallwand.

Es konnte gezeigt werden, dass FXa die Aktivitdt der NADPH-Oxidase und Expression der
katalytischen NOX-1-Untereinheit induziert, und dass NOX-1-siRNA die FXa-induzierte PAR-
2-Expression vollstandig aufhebt. Zudem steigert exogenes H,O,, dhnlich wie FXa, die PAR-
2-Expression und verstarkt dessen proliferative Wirkung in SMC. Die induktive Wirkung von
FXa auf PAR-2 wird durch das H,O,-spaltende Enzym Katalase verhindert.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die durch FXa hervorgerufene Regulation von PAR-
2 durch Aktivierung der NADPH-Oxidase, NF-kB und HuR vermittelt wird. Es kénnte somit
ein durch FXa spezifisch induzierter Signalweg vorliegen, der infolge der Aktivierung und
verstarkten Hochregulation von PAR-2 zu proliferierenden GefalBwandveranderungen

beitragt.
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Activated factor X (FXa) induces proliferation, synthesis of extracellular matrix and
expression of inflammatory genes in smooth muscle cells (SMC) independently of thrombin.
Such actions are attributed to the protease-activated receptors (PAR)-1 and PAR-2, whereas
PAR-2 unlike PAR-1 is not activated by thrombin. PAR-2 expression increases markedly in
settings of vascular injury and atherosclerosis.

This study shows for the first time that FXa induces PAR-2 expression in SMC and thereby
enhances induction of interleukin-6 and DNA synthesis in response to PAR-2-activation. The
stimulatory action of FXa is retained in the presence of the direct thrombin-inhibitor
argatroban and is mediated through activation of PAR-2, whereas PAR-1 has no role in this
regard.

The regulatory action of Fxa on PAR-2 expression requires the activation of NF-kB and its
binding to the PAR-2 promotor. There are no NF-kB binding sites in the promoter of PAR-1,
which could explain the selective action of FXa on PAR-2 expression. In addition FXa slows
the degradation of PAR-2 mRNA while decay of PAR-1 mRNA is not affected. This is
attributed to activation of the mRNA stabilising protein human antigen R (HuR) and its
enhanced binding to PAR-2 mRNA. Accordingly, siRNA against HUR completely abolishes
the stimulatory effect of FXa on mRNA expression of PAR-2.

Both NF-kB as well as HUR are activated in response to oxidative stress in numerous cell
types. Oxidative stress is closely connected with thrombosis, atherosclerosis, intimal
hyperplasia and altered vascular gene expression. NADPH oxidase is the most important
source of reactive oxygen species (ROS) in the vascular wall.

FXa is shown here to induce activity of NADPH oxidase in SMC and to increase expression
of the catalytic subunit NOX-1. Accordingly PAR-2 induction by FXa is completely abolished
by NOX-1 siRNA. Moreover H,0,, similar to FXa, increases PAR-2 expression and enhances
the mitogenic action of the receptor. The inductive effect of FXa on PAR-2 expression is
abolished by the H,O,-disrupting enzyme catalase.

In all, these findings show that regulation of PAR-2 by FXa is mediated through activation of
NADPH oxidase, NF-kB and HuR. Thus sustained exposure of SMC to FXa is likely to
induce a specific signalling pathway leading to augmented PAR-2 expression and activity

relevant for the pathologic effects at SMC.
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