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1. Einleitung

Proteolytische Enzyme nehmen schéitzungsweise 2% der Gene im menschlichen Genom ein (Southan
C. etal, 2001).

So ist es auch nicht iiberraschend, dass diese Gruppe von Enzymen vielféltige biologische Funktionen
ibernimmt.

Proteolytische Enzyme im Gastrointestinaltrakt helfen bei der Verdauung der aufgenommenen
Nahrungsbestandteile. Andere haben wichtige Schliissel-Funktionen in der Hdmostase und der
Aktivierung der Komplementkaskade. Lysosomale Enzyme sind bei vielen katabolen
Stoffwechselprozessen beteiligt.

Seit einiger Zeit ist eine weitere bedeutende Eigenschaft fiir einen Teil dieser Enzyme bekannt
geworden: durch Proteolyse ist es bestimmten Proteasen mdglich einen besonderen Subtyp G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCR) zu aktivieren.

Diese Proteinase aktivierten Rezeptoren (=PAR) sind nunmehr seit ungefiahr 20 Jahren bekannt und in
den letzten 15 Jahren verstirkt Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen zum
Expressionsmuster im menschlichen Korper, ihren pharmakologischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften, aber vor allem auch zur Aufdeckung ihrer komplexen biologischen Interaktionen und
Funktionen im menschlichen Organismus.

Durch zahlreiche Untersuchungen sind der Aktivierungsprozess mit den beteiligten Enzymen und die
Rezeptorstruktur mit der intrazelluldren Signaltransduktion relativ gut untersucht. Die daraus
resultierenden Funktionen sind jedoch nur bruchstiickhaft erforscht (Macfarlane et al, 2001).

1.1. Proteinase aktivierte Rezeptoren (PAR)
1.1.2. Geschichte

Die Rolle von Thrombin als einem Schliisselenzym der Gerinnungskaskade ist seit mehreren
Jahrzehnten bekannt. Erste Untersuchungen, die zeigten, dass diese Serin-Protease unabhéngig von der
Gerinnungskaskade imstande ist die Thrombozytenaggregation in Gang zu setzen und damit den
Hinweis auf eine direkte Interaktion des Enzyms mit den Effektorzellen ergaben, erfolgten im Jahr
1967 (Davey MG et al, 1967).

In der Folgezeit zeigten zahlreiche Studien, dass Thrombin einen direkten Einfluss auf eine ganze
Reihe von Zelltypen ausiibt (u.a. Monozyten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Lymphozyten, etc.
(Chen LB et al, 1975; Chen LB et al, 1976; Bar-Shavit R et al, 1983; Bizios R et al, 1986; Hattori R et
al, 1989)). Auf welchem Weg dies geschieht und falls es sich um eine rezeptorvermittelte Aktivierung
handelt, um welchen Rezeptor es sich handelt, blieb jedoch bis 1991 weitestgehend unklar.

Zu diesem Zeitpunkt gelang es zwei Arbeitsgruppen den ersten der bisher bekannten vier PAR —Typen
zu klonieren (Vu et al, 1991; Rasmussen UB et al 1991).

Coughlins Arbeitsgruppe (Vu et al, 1991) extrahierte hierzu mRNA aus Zellen, welche eine besonders
hohe Ansprechrate auf Thrombin haben, und injizierte diese anschlieBend in Xenopus Oozyten. Nach
einigen Arbeitschritten wurde schlieBlich ein Protein mit 425 Aminosduren identifiziert. Die genauere
Analyse der Aminosduresequenz ergab, dass das Protein 7 hydrophobe Doménen besitzt und somit ein
typischer Vertreter der Rezeptorsuperfamilie mit 7 transmembranédren Einheiten ist (GPCR). In der
Folgezeit wurden Struktur, Aktivierungsmechanismus, Signaltransduktion, Expressionsmuster und
Funktion auf verschiedenen Zellen ndher charakterisiert. Der Thrombin-Rezeptor wurde als erster
Rezeptor dieser Familie in der Folge PAR-1 genannt.



1.1.2. Pharmakologie
1.1.2.1. Struktur der Proteinase-aktivierten Rezeptoren

Derzeit umfasst die PAR-Familie 4 Rezeptoren (PAR-1-4). Hierbei handelt es sich um G-Protein
gekoppelte Rezeptoren mit 7 transmembranéren Einheiten. Dariiber hinaus besitzen PAR-Rezeptoren
einen extrazelluldren N-Terminus und einen intrazelluléren Carboxy-Terminus. Der extrazelluldre
Aminoterminus beinhaltet die eigentliche Bindungs- und Schnittstelle fiir die Proteinase.

Einige Zeit nach der Charakterisierung des PAR-1 als speziellem Thrombinrezeptor fanden sich
Hinweise, dass man hier eine neue Rezeptorfamilie entdeckt hatte. So wurde der PAR-2 zufillig
entdeckt, als Nystedt et al. 1994 das Genom einer Maus mit Primern der zweiten und sechsten
transmembrandren Doméne des Neurokinin 2 Rezeptors durchsuchten (Nystedt et al. 1994). Sie
entdeckten ein Protein mit einer Peptidldnge von 395 Aminoséduren, den typischen Charakteristika
eines G-Protein gekoppelten Rezeptors und einer 30%-igen Ubereinstimmung der Aminosduresequenz
mit dem humanen PAR-1. Der extrazelluldre Terminus mit einer Peptidlinge von 46 Aminosduren
(=AS) beinhaltet eine Schnittstelle fiir Trypsin (SKGR* | S”LIGKV | zeigt die Schnittstelle an)
(Bohm SK et al, 1995). Er unterscheidet sich von PAR-1 u.a. durch das Fehlen einer Hirudin-binding-
domain (siche Abb.1).

Die Entdeckung des PAR-2 gab schlieBlich den Ansto3 weitere Vertreter dieser Rezeptorfamilie zu
identifizieren. Die Beobachtung, dass  die Zugabe von Thrombin zu PAR-1-defizienzten
Thrombozyten von Ratten trotzdem eine Aggregation auslosen konnte, legte die Vermutung nahe, dass
ein weiterer durch Proteolyse aktivierbarer Rezeptor auf der Oberflache der Thrombozyten exprimiert
werden miisse. Dieser Rezeptor (PAR-3) wurde durch den Einsatz von Primern bestimmter Doménen
des PAR-1 und PAR-2 in der RNA von Ratten-Thrombozyten entdeckt (369 Aminosduren) (Ishihara
H et al, 1997).

Der PAR-3 besitzt zu PAR-1 und PAR-2 eine Aminosdurehomologie von 28%.

Der extrazellulire Aminoterminus mit einer Ldnge von 33 Aminosduren enthdlt bei
LPIK* | T*’FRGAP eine Schnittstelle fiir Thrombin.

Bei weiteren Nachforschungen gelang es im Jahr 1998 zwei Arbeitsgruppen den vierten Rezeptor aus
dieser Gruppe zu klonen (Xu WF et al, 1998; Kahn ML et al, Aug 1998). Der PAR-4 hat eine
Peptidldnge von 385 AS mit einer Schnittstelle am extrazelluldren Aminoterminus, die von Thrombin
und Trypsin erkannt wird. Trotz der ca. 33%igen Ubereinstimmung mit anderen humanen PARs zeigt
dieser Subtyp deutliche Unterschiede im Carboxy- und Aminoterminus.
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Abb. 1:
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Abb.1: A: Protein Struktur von PAR-1, PAR-2, PAR-3 und PAR-4. Aminoséduresequenz im NH2-
Terminus und extrazelluldre Schleife, die fiir die Rezeptoraktivierung wichtig ist. Im
Kasten 1 und 2 dargestellt sind die gebundenen Ligandendoménen fiir PAR-1-4 und die
Anionenbindungsstelle fiir PAR-1 und PAR-3
B: Genomische Organisation und chromosomale Lokalisation von PAR-1 und PAR-2. Beide
Rezeptoren liegen innerhalb von 100 kb auf Chromosom 5q13 (Xu WF et al, 1998)

In der oben gezeigten Abbildung sieht man das Grundprinzip des Rezeptoraufbaus mit dem
gebundenen Liganden im Bereich des extrazelluldren Aminoterminus sowie die auf der 2.
extrazelluldren Schleife liegende Ligandenbindungstelle. Die Aminoséuresequenz des Liganden und
der korrespondierenden Bindungsstelle wird fiir alle 4 Rezeptortypen (PAR-1-4) dargestellt.

Beim Menschen liegen die PAR-1-, PAR-2- und PAR-3-Gene nahe beieinander auf Chromosom 5q13,
wohingegen PAR-4 auf 19p12 lokalisiert ist (Kahn ML et al, Aug 1998; Xu WF et al 1998). Alle vier
Subtypen weisen eine identische Genstruktur aus zwei Exons auf, die durch ein einzelnes langes
Intron unterbrochen werden (Cupit et al, 1999; Kahn ML et al, Sept. 1998). Dabei kodiert das erste
Exon fiir die 5’-untranslatierte Region, das Startcodon und ein Signalpeptid, wohingegen das zweite
Exon fiir das Rezeptorprotein und die 3’-untranslatierte Region kodiert (Kahn ML et al, Aug 1998).
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1.1.2.2. Aktivierung

Das Prinzip der Rezeptoraktivierung ist bei allen durch Proteasen aktivierten Rezeptoren identisch:
Die Protease spaltet den extrazelluliren Aminoterminus des Rezeptors an einer spezifischen Stelle.
Diese Spaltung fiihrt zur Entstehung eines neuen Aminoterminus, der nun sozusagen als gebundener
Ligand des Rezeptors diesen zu aktivieren vermag, indem der Neo-N-Terminus an eine spezifische
Region im Bereich der zweiten extrazelluldren Schleife anlagert. Hieraus resultiert im Weiteren eine
Konformationsdanderung des Rezeptors, die die intrazelluldre Signaltransduktion initiiert. Fiir das freie
aminoterminale Fragment, das durch die Proteolyse abgespalten wurde, ist keine Funktion bekannt. In
der folgenden Abbildung ist die Aktivierung des Rezeptors schematisch dargestellt.

\ FH}ATLDP " Schnitistelle fiir
R

Abb.2A:

Thrombin

76 « . 50 -—
ésm " N KEDEWFPEYKDNPNRLLF Sz

intrazellulir

406
sAMmGSSNﬁEPDSSW

A = Aktivierungsschema am Beispiel des PAR-1:
Dargestellt ist die Abfolge der Aminosiuresequenz im Bereich der Schnittstelle von Thromhbin und die
Bindungsregion im Bereich der 2. extrazelluléiren Schleife
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B: Aktivierungsschema am Beispiel des PAR-1: Anlagerung des gebundenen Liganden an
die Bindungsdomine der 2. extrazelluliren Schleife mit nachfolgender Konformations-
anderung des Rezeptors

(Peter J.O. Brien , 2001)

Untersuchungen, die die Hypothese dieses Aktivierungsmechanismus unterstiitzen und belegen,
wurden am zahlreichsten fiir den PAR-1 durchgefiihrt. Hierunter ist u.a. die Beobachtung, dass durch
eine Mutation im Bereich der extrazelluldren Schnittstelle eine Aktivierung und Signaltransduktion
mittels Thrombin verhindert wird (Vu et al, 1991)

Ahnliche Ergebnisse konnten u.a. auch fiir den PAR-2 gezeigt werden. Auch in diesem Fall fiihrte die
Mutation des extrazelluliren N-Terminus zur Inhibierung einer Aktivierung durch Trypsin.
Synthetisch hergestellte Peptide, die mit der gebundenen Ligandendoméne korrespondieren (SLIGKV)
sind in der Lage, ohne Anwesenheit von Trypsin den Rezeptor zu aktivieren. (Nystedt et al, 1995).
Allerdings sind die Peptide deutlich weniger potent als die jeweilige Protease, wihrend Proteasen
bereits bei einer Konzentration von 10° M eine Rezeptorantwort ausldsen, bendtigt man von einem
aktivierenden Peptid die 1000-fache Konzentration. Grund hierfiir ist die Fahigkeit der Protease
mehrere Rezeptoren zu aktivieren, indem die proteolytische Spaltung des extrazelluléren Terminus an
vielen verschiedenen Rezeptoren durchgefiihrt werden kann, bevor eine Inaktivierung stattfindet.
Dagegen vermag ein Molekiil aktivierendes Peptid jeweils auch nur einen Rezeptor nach Anlagerung
an die Bindungsdoméne zu aktivieren. Darliber hinaus muss man vermuten, dass ein bestimmter Teil
der aktivierenden Peptide durch Enzyme in unmittelbarer Nachbarschaft (sowohl membrangebunden
als auch frei im Lumen befindlich) bereits vor einer Anlagerung an den Rezeptor inaktiviert wird. Ein
weiterer Nachweis fiir die proteolytische Aktivierung des Rezeptors, bei der der N-Terminus
geschnitten wird, beruht auf dem Einsatz eines Antikdrpers, der ein aminoterminales Epitop erkennt.
Der Antikorper weist somit den intakten, nicht aktivierten Rezeptor nach. Nach Applikation der
Protease nahm die Bindungskapazitit fiir die Antikorper deutlich ab (Bohm SK et al, 1996).
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Ahnliche Ergebnisse im Hinblick auf die Aktivierung konnten auch fiir den PAR-4 gezeigt werden.
Auch in diesem Fall ist das synthetisch hergestellte Peptid in der Lage den Rezeptor direkt zu
aktivieren (Kahn ML et al, Sept. 1998).

Der PAR-3 nimmt in diesem Punkt eine Sonderstellung ein. Das korrespondierende Peptid vermag in
diesem Falle nicht den Rezeptor zu aktivieren. Nur eine proteolytische Spaltung durch Thrombin setzt
die Signaltransduktion in Gang. Der Grund hierfiir ist nicht genau bekannt. Vermutet wird, dass
moglicherweise eine allosterische Konformationséinderung des Rezeptors fiir die Aktivierung
zwingend erforderlich ist, und diese durch die Bindung eines Peptides im Gegensatz zu den anderen
Rezeptoren nicht erreicht wird.

Insgesamt belegen diese und weitere Arbeiten diesen speziellen mittels partieller Proteolyse des
Rezeptors ablaufenden Aktivierungsmechanismus.

Weitere Untersuchungen zeigten auch, dass die Signalinitiierung in der Gruppe der PARs u.a. auch
von der Coexpression verschiedener PAR-Typen auf ein und derselben Zelloberfliche abhéngig ist.
So wurde z.B. beobachtet, dass synthetisch hergestellte Peptide, die in der Lage sind den PAR-1 zu
aktivieren ebenfalls den PAR-2 aktivieren kdnnen (jedoch nicht umgekehrt). Um diesen Effekt
genauer zu untersuchen wurden Experimente mit Zellen durchgefiihrt, die einen verdnderten PAR-1-
Typ mit gestorter, bzw. aufgehobener intrazelluldrer Signaltransduktion exprimierten. Im ersten
Versuchsansatz wurden Zellen untersucht, die nur die verdnderte PAR-1 Mutante exprimierten. Eine
Stimulation mit Thrombin zeigte in dieser Versuchsreihe keine Wirkung. Im zweiten Durchgang
wurden Zellen mit Thrombin stimuliert, die sowohl die PAR-1-Mutante, als auch einen intakten PAR-
2 exprimierten. In dieser Konstellation konnte jedes Mal ein chemisches Signal als Antwort auf die
Thrombin-Stimulation gemessen werden (O'Brien PJ et al, 2000).

In einer anderen Versuchsanordnung wurden Zellen, die beide intakte PAR-Typen (PAR-1 und PAR-
2) auf der Zelloberflache aufwiesen mit einem spezifischen PAR-1-Antagonisten behandelt. Hierdurch
konnte jedoch lediglich nur 75% der chemischen Antwort auf Thrombin unterdriickt werden. Erst ein
weiterer chemischer Schritt, bei dem isoliert die PAR-2-Rezeptoren zerstdrt wurden, vermochte das
chemische Signal auf Thrombin zu 100% zu unterdriicken.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass der gebundene Ligand des PAR-1 den PAR-2 zu
aktivieren vermag.

Die Aktivierung der PARs wird nicht nur durch die Interaktion der Rezeptortypen der eigenen Gruppe
beeinflusst, sondern dariiber hinaus auch durch andere Membranproteine z.T. erleichtert. Hierunter
sind zahlreiche Gerinnungsfaktoren, wie z.B. die aktivierten Faktoren FVa und FVIla, die als
komplexgebundene Formen mit dem Gewebefaktor (Tissue factor = TF) sowohl den PAR-1, als auch
den PAR-2 aktivieren konnen (Camerer E. et al, 2000).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Aktivierung der PARs von zahlreichen verschiedenen
Bedingungen abhéngig ist, Die Untersuchungen der Vergangenheit zeigten, dass viele verschiedene
Proteasen diese Aktivierung in Gang setzen kdnnen.

Nachfolgend sind die Gruppen und Vertreter der potenziellen aktivierenden Proteasen aufgelistet:

1. Gerinnungsfaktoren:

Serin Proteasen der Gerinnungskaskade sind die vielleicht am besten charakterisierten Aktivatoren der
PARs (Coughlin SR et al, 2000; Riewald M et al, 2003). In dieser Gruppe sticht besonders Thrombin
heraus, das den PAR-1, PAR-2 und den PAR-4 auf der Oberfliche von Thrombozyten aktivieren
kann, was zur Thrombozytenaggregation fiithrt und damit wesentlich zur Himostase beitrégt.

Der TF-FVIla-FXa Komplex fiihrt zur Signalinitiierung durch Spaltung von PAR-1 und PAR-2 auf
einer ganzen Reihe von verschiedenen Zelltypen. Hierzu gehdren u.a. Endothelzellen, welche eine
besondere Rolle im Rahmen von Entziindungsvorgingen einnehmen (Coughlin SR et al, 2000,
Riewald M et al, 2001)

2. Pankreatisches und extrapankreatisches Trypsin:

Trypsin ist ein potenter Aktivator des PAR-2 und des PAR-4. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass
es mindestens drei genetisch verschiedene Trypsin-Arten im menschlichen Koérper gibt: Trypsin I,

11



Trypsin 1I, sowie Mesotrypsin; das Trypsin IV ist hierbei kein eigenstdndiger Vertreter, sondern
lediglich nur eine Splice-Variante des Mesotrypsins.

Das Potenzial von Trypsin vermittelt {iber den PAR-2, bzw. PAR-4 ein Signal in Gang zu setzen ist
u.a. abhidngig davon, in welcher Menge das Zymogen Trypsin freigesetzt wird. Entscheidend ist
natiirlich auch die Anwesenheit von der Enteropeptidase, die das Zymogen in seine aktive Form durch
Spaltung iiberfiihrt und letztlich auch von dem weiten Spektrum der endogenen Trypsininhibitoren.
Wihrend der Nahrungsaufnahme wird Trypsinogen I und II in das Lumen des Diinndarms sezerniert,
wo dann die eigentliche Aktivierung durch die Enteropeptidase erfolgt. Die luminale Konzentration
von Trypsin z.B. im Rattendarm wahrend der Nahrungsaufnahme betrdgt im Schnitt etwa 1uM. In
dieser Konzentration ist das Trypsin mehr als ausreichend in der Lage den PAR-2 auf der apikalen
Membran von Enterozyten zu aktivieren (EC50 ~5 nM) (Kong W et al, 1997). Trypsine werden von
einer ganzen Reihe von Zellen exprimiert, wie z.B. Endothelzellen (Koshikawa N et al, 1998),
epithelialen Zellen, Nervenzellen und Tumoren (Koivunen et al, 1989).

Trotz der im menschlichen Organismus weiten Verbreitung des extrapankreatischen Trypsins ist
jedoch recht wenig iiber Steuerung der Sekretion und Aktivierung sowie dessen potenziellen
Funktionen als PAR Aktivator bekannt.

Trypsin Il wurde z.B. aus einer Kolonkarzinomlinie isoliert und ist imstande die dort auf der
Oberfldche lokalisierten PAR-2 zu aktivieren. Auf Grund der Tatsache, dass diese Zelllinie sowohl
Trypsin II produziert, als auch iiber PAR-2-Rezeptoren auf der Oberfldche verfiigt, ist theoretisch eine
regulatorische Funktion im Sinne einer autokrinen Steuerung moglich (Alm et al, 2000).

Trypsinogen IV wird u.a. von Epithelzellen, Endothelzellen und menschlichen Mukosazellen des
Kolons produziert und freigesetzt. Gleichzeitig wird auf diesen Zellen der PAR-2 exprimiert. Das
aktive Trypsin IV ist in der Lage den PAR-2 und PAR-4 zu spalten und zu aktivieren. In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass das Trypsin IV durch die meisten Trypsininhibitoren nicht
inaktiviert wird, was zu der Annahme fiihrt, dass mdglicherweise Trypsin IV fiir eine prolongierte
Aktivierung zustindig ist (Katona G. et al, 2002).

3. Mastzelltryptase

Die Mastzelltryptase ist mengenméBig das mit 25 % am héufigsten vorkommende Enzym in
Mastzellen und ist deshalb als potenzieller Aktivator von PARs von besonderem Interesse. Zahlreiche
der proinflammatorischen und mitogenetischen Effekte der Tryptase werden durch die Stimulation mit
dem synthetisch hergestellten aktivierenden Peptid des PAR-2 imitiert, so dass die Vermutung nahe
liegt, dass die Tryptase ihre Wirkungen iiber diesen Rezeptor entfaltet. Uber die Effektivitit des
Rezeptors liegen jedoch kontroverse Meinungen vor. Einerseits ist die Mastzelltryptase, isoliert aus
verschiedenen Geweben und Zellen (Lunge, Haut und Mastzelllinien), in der Lage den PAR-2 zu
spalten und diesen damit zu aktivieren (Akers et al, 2000; Berger P et al, 2001; Corvera CU et al,
1997).

Die Schlussfolgerung aus den bisherigen Untersuchungen ist, dass Tryptase ebenfalls den PAR-2 zu
aktivieren vermag, jedoch beziiglich der Potenz und Effektivitit hinter der Wirkung von Trypsin
steht. In den meisten Untersuchungen wurde wahrscheinlich ein Gemisch aus den verschiedenen
Tryptasearten verwendet. Die humane Mastzelltryptase besitzt mindestens finf genetisch
unterschiedliche Formen: o, BI, BII, BII, transmembranire Tryptase, sowie weitere ,,Splice-
Varianten“.

4. Leukozytenproteasen

Proteasen werden bei Entziindungsvorgidngen von Leukozyten freigesetzt. Speichergranula von
neutrophilen Granulozyten enthalten eine Vielzahl unterschiedlicher Proteasen, wie z.B. Cathepsin G,
Elastase und Proteinase 3. Cathepsin G wird z.B. von aktivierten neutrophilen Granulozyten
freigesetzt und fiihrt zur Thrombozytenaggregation. Diese Wirkung von Cathepsin G wird
wahrscheinlich durch den PAR-4 vermittelt (Sambrano GR et al, 2000). Cathepsin G fiihrt zu einem
intrazelluldren Calciumanstieg in PAR-4-exprimierenden Fibroblasten, Oozyten und Thrombozyten.
Dieser Effekt lasst sich durch PAR-4-blockierende Antikdrper verhindern.

Proteinase 3 befindet sich ebenfalls in neutrophilen Sekretgranula. Dieses Enzym ist ebenfalls dazu in
der Lage Peptidfragmente des PAR-2 am extrazelluliren N-Terminus abzuspalten. Uber weitere
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intrazelluldre Signalkaskaden resultiert ein Calciumanstieg in oralen Epithelzellen. Durch Abbau des
PAR-2 lassen sich diese Wirkungen unterdriicken, so dass vermutet wird, dass Proteinase 3 ein
weiterer Aktivator des PAR-2 ist (Uehara A. et al, 2002).

5. Zelloberflachenproteasen

Proteasen, die wie die Rezeptoren der PAR-Gruppe integrale Membranproteine darstellen, wurden
ebenfalls als mogliche Aktivatoren ausgemacht. Hierzu zdhlt z.B. die Membrantyp Serin Protease 1
(MT-SP1: membrane-type serine protease 1). MT-SP1 ist ein Typ II integrales Membranprotein mit
einer extrazelluldren Proteasendoméne (Takeuchi T et al, 2000).

Die Analysen der Substratspezifitidt von MT-SP1 ergaben, dass der PAR-2 als ein potenzielles Substrat
in Frage kommt. Beide Proteasen (Proteinase 3; MT-SP1) werden z.B. auf bestimmten
Zelloberflachen coexprimiert (PC-3 Zellen z.B.). In Losung gebrachte MT-SP1 zeigt in der Tat
vermittelt iiber PAR-2 eine Signalinitiierung in Oozyten. Unbeantwortet bleibt die Frage, ob diese
Protease auch unter physiologischen Bedingungen den PAR-2 aktivieren kann.

6. Artfremde Proteasen

Ungewohnlicherweise wurden eine ganze Reihe von artfremden Proteasen ausgemacht, die ebenfalls
in der Lage sind PARs zu aktivieren. Vertreter aus dieser Gruppe sind z.B. Proteasen von Milben,
Bakterien und Pilzen. Die Staubmilben Dermatophagoides (= Der) pteronyssinus und
Dermatophagoides farinae produzieren eine Vielzahl von Proteasen (Cystein Proteasen, Trypsine,
Chymotrypsine, Kollagenasen), die Allergene im respiratorischen Epithel darstellen. Der P3 und Der
P9 stimulieren eine Zytokinfreisetzung aus menschlichem Respirationsepithel und induzieren hier eine
Calciummobilisation, vergleichbar mit den Effekten vermittelt iiber den PAR-2 (Sun G et al, 2001).
Bakterielle Proteasen konnen ebenfalls PARs aktivieren. Ein humanpathogener Vertreter mit dieser
Fahigkeit ist Porphyromonas gingivalis, der als Hauptverursacher der Peridontitis beim Menschen gilt.
Die bakteriellen arginin-spezifischen Proteasen der Gingipain-Familien (RgpB und HRgpA) wurden
ebenfalls als Mediatoren dieser Erkrankung ausgemacht.

RgpB und HRgpA konnen ebenfalls in PAR-1- und PAR-2 exprimierenden oralen menschlichen
Epithelzelllinien eine Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 bewirken
(Lourbakos A et al, 1998). Beide oben erwéhnte Proteasen sind imstande iiber eine Aktivierung von
PAR-1 und PAR-4 eine Calciummobilisation zu bewirken und mit einer vergleichbaren Potenz wie
Thrombin eine Thrombozytenaggregation in Gang zu setzen (Lourbakos A et al, 2001).

Nachfolgende Untersuchungen, in denen die Aktivierung und Spaltung der PARs mittels Antikorper
gehemmt wurden, belegten dass die Thrombozytenaggregation durch Gingipain-R iiber die PAR-
Aktivierung gesteuert wird. Diese Ergebnisse lieferten neue Erkenntnisse und Betrachtungsweisen im
Hinblick auf die Pathogenese der bakteriellen Infektion (Kauffmann HF et al, 2000).

1.1.2.3. Signaltransduktion

Untersuchungen der nativen proteinaseaktivierten Rezeptoren sowie Mutanten dieser Gruppe fiihrten
in der Vergangenheit zur Entwicklung einer guten Vorstellung iiber die Signaltransduktion dieser
Rezeptorengruppe. Hierzu wurden ebenfalls zahlreiche Analysen mit dem synthetisch hergestellten
aktivierenden Peptid (z.T. mit Abweichungen von der physiologischen Peptidsequenz) durchgefiihrt,
um die essentiellen Strukturen und Bindungsdoménen innerhalb des Rezeptors zu charakterisieren, die
fiir die Signaltransduktion unerldsslich sind. Die Schlussfolgerungen aus diesen Experimenten sind,
dass die Interaktion einer bestimmten Region der zweiten extrazelluldren Schleife des Rezeptors und
des gebundenen Liganden nach Proteolyse des Aminoterminus fiir die Signalinitiierung am PAR-1
und PAR-2 erforderlich ist.
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Interaktionen zwischen dem gebundenen Liganden und dem PAR-1 wurden am humanen und am
Xenopus PAR-1 untersucht (Gerszten RE et al, 1994). Die Liganden des humanen (SFLLRN) und des
Xenopus (TRFIFD) PAR-1 sind spezifisch fiir ihre Rezeptoren und lassen sich hierdurch auch
voneinander unterscheiden.

Dass nur bestimmte Abschnitte in der Abfolge der Aminopeptidsequenz des gebundenen Liganden
und der Ligandenbindungsdoméne der zweiten extrazelluldren Schleife des PAR-1 die Spezifitit
bedingt, zeigte der Versuch, in dem lediglich der Austausch einer Aminosédure des Xenopus-Liganden
(Pheg; anstatt Asn) und einer Aminosaure im Bereich der extrazelluldren Schleife (Glu,g anstatt Leu)
die Xenopus-PAR-1-Selektivitit auf das humane aktivierende Peptid abédnderte. Weitere
Untersuchungen unterstiitzten die Vermutung, dass diese beiden Aminosduren in dem extrazelluldren
Aminoterminus sowie in der zweiten extrazelluldren Schleife fiir die Interaktion der gebundenen
Ligandendomine entscheidend sind. Im Falle des humanen PAR-1 sind die fiir die Interaktion
erforderlichen Aminoséduren-Reste im Bereich der extrazelluldren Schleife Glu,g, und im Bereich des
extrazelluldren Liganden Args.

Eine weitere Verdnderung der extrazelluldren Schleife mit Austausch von 8 Resten ausschlieBlich in
dieser Region fiihrt dariiber hinaus sogar zu einem PAR-1, der auch ohne die Anwesenheit von einem
Liganden Aktivitit zeigt. Dieser Umstand lésst vermuten, dass eine Konformationsédnderung im
Bereich der zweiten extrazelluldren Schleife fiir eine Signaltransduktion durch die Plasmamembran
ausreichend ist.

Interaktionen zwischen dem gebundenen Liganden des PAR-2 und dem proteolytisch verdnderten
Rezeptor sind in dhnlicher Art durch synthetisch hergestellte PAR-1 und -2-Mutanten untersucht
worden (Lerner DJ et al, 1996). Diese Studien zeigten ebenfalls die Wichtigkeit der zweiten
extrazelluldren Schleife fiir die Aktivierung des PAR-2. Die Schliisselfunktion von bestimmten
Aminosduren-Resten im Bereich des Aminoterminus und der Bindungsdoméne sind mit Mutanten und
Peptidanaloga fiir den PAR-2 untersucht und bestétigt worden (Al-Ani B et al, 1999).

Abhingigkeit der Aktivitdt von der Struktur der Bindungsdoméne

Die Beobachtung, dass synthetische Peptide korrespondierend zur Bindungsdomine des PAR-1
potente Agonisten darstellen, die ohne die Notwendigkeit einer Proteolyse den Rezeptor aktivieren
konnen, hat drei wichtige Konsequenzen:

1. Es ermoglicht den Einsatz von synthetisch hergestellten Peptiden zur Untersuchung der PAR-
Funktionen, wodurch sich u.a die recht uniiberschaubaren Nebenwirkungen von Proteasen in
einem biologischen System vermeiden lassen. Diese APs werden mittlerweile in sehr groBem
Umfang fiir in vivo und in vitro-Experimente genutzt.

2. Der Einsatz von APs ermoglicht bequeme Strukturaktivitdtsuntersuchungen der
Ligandenbindungsdoméne durch die funktionelle Analyse der synthetischen Peptide. Solche
Untersuchungen fiihrten zu der Erkenntnis, dass ganz bestimmte Reste des gebundenen
Liganden fiir die Aktivierung ausschlaggebend sind, was schlieBlich dazu fiihrte die
Selektivitdt der synthetisch hergestellten Peptide zu erhohen (Hollenberg MD et al, 1997).

3. Analoga der AP wurden als Vorlagen genutzt, um Antagonisten des PAR-1 zu entwickeln
(Andrade-Gordon et al, 1999).

Obwohl der Einsatz von aktivierenden Peptiden doch einige Vorteile mit bringt, sind diese im
Vergleich mit den Proteasen doch recht schwache Agonisten an ihrem Rezeptor, was dazu fiihrt, dass
zur Stimulation z.T. sehr hohe Konzentrationen benétigt werden (>1uM). Dies riihrt u.a. daher, dass
die in der Versuchslosung befindlichen APs mit der Bindungsstelle des Rezeptors durch die
Brownsche Molekularbewegung erst zuféllig in Interaktion treten konnen. Im Gegensatz hierzu steht
der vergleichsweise einfache Aktivierungsweg mit dem unmittelbar in Nachbarschaft befindlichen
gebunden Liganden. Dariiber hinaus werden diese Peptide relativ schnell durch Proteolyse inaktiviert.
Auf Grund der hohen erforderlichen Konzentrationen der Peptide, konnten diese auch zu
unspezifischen Effekten im Versuchsansatz fiihren, die nicht auf die PAR-Aktivierung zuriickzufiihren
sind. Deshalb ist bei allen Experimenten eine Kontrolle mit inaktiven Peptiden, z.B. mit reverser
Aminoséuresequenz erforderlich.

14



Ahnlich wie bei anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fiihrt die Aktivierung der PARs zur
intrazelluldaren Signaltransduktion iiber viele verschiedene Stoffwechselwege. Diese Mechanismen
sind besonders gut fiir den PAR-1 und PAR-2 untersucht und in Ubersichtsarbeiten verdffentlicht
worden (Macfarlane et al, 2001).

Dosis-Wirkungs-Beziehung

Die enzymatische Aktivierung der PARs hat zur Folge, dass auch eine sehr geringe Konzentration an
Enzym (Aktivator) ausreicht, um nahezu alle Rezeptoren an der Zelloberfliche zu aktivieren, da
Enzyme in der Regel aus einem Reaktionsschritt ohne Verdnderung wieder hervorgehen und so wieder
erneut ihre katalytische Aktivitit aufnehmen koénnen. Jedoch ergibt sich einerseits aus dieser
Grundvorstellung und andererseits durch die Beobachtung, dass auch eine graduierte chemische
Antwort auf PAR-Aktivierung moglich ist, die Frage, in welcher Art dieser Graduation der
chemischen Antwort gesteuert wird. Im Falle einer neurotransmittervermittelten Rezeptoraktivierung
bestimmt der Grad der Rezeptorbesetzung durch die Agonisten die Stirke der biochemischen Antwort.
Bei den PARs ist dies abhidngig von der Rate der enzymatischen Rezeptorspaltung (Ishii K et al,
1993).

Im Falle der PAR-Aktivierung durch Thrombin fiihrt dies zu einer Signaltransduktion via Hydrolyse
von Phosphoinositol. Die Vermutung in diesem Falle ist, dass jede Rezeptorspaltung ein bestimmtes
Quantum an Phosphatidylinositol-Signal generiert. Die Signalgenerierung wird beendet, indem nach
Phosphorylierung und anschlieender Internalisierung des Rezeptors die Degradation erfolgt. Letztlich
fiihren hohe Konzentrationen von Thrombin zu einer raschen Spaltung von zahlreichen PAR-1-
Molekiilen, wodurch proportional die Konzentration an Inositoltrisphosphat ansteigt und hierdurch die
Signaltransduktion ermdglicht wird.

PAR-1 Signaltransduktion

Da in der vorliegenden Arbeit die Effekte des PAR-2 untersucht wurden, soll hier nur in groben Ziigen
auf die intrazelludren Signaltransduktionswege bei der PAR-1- Aktivierung eingegangen werden.
Allgemein lésst sich sagen, dass am Anfang der intrazelluldren Signaliibermittlung die Bindung der G-
Protein a-Untereinheit an den Rezeptor steht. Als Ga-Untereinheiten, die an PAR-1 binden werden,
sind Gqlla, G12/13a und Gia identifiziert worden. In der Folge werden eine ganze Reihe von
weiteren second Messenger-Pathways aktiviert (z.B.: Inositoltrisphosphat, Diacylglycerol, Rho, Ca*",
usw.), die wiederum eine Vielzahl von Kinasen, Phosopholipasen, Transkriptionsfaktoren in Gang
setzen, die letztlich zu den beobachteten Effekten fithren (Thrombozytenaggregation, Migration,
Proliferation, Sekretion, usw.)

PAR-2 Signaltransduktion

Die Signaltransduktionswege des PAR-2 sind nicht ganz in dem Ausmal erforscht, wie diejenigen fiir
den PAR-1. Die PAR-2-Aktivierung fiihrt zur Freisetzung von Inositoltrisphosphat sowie zu einer
Calciumfreisetzung in Enterozyten, Myozyten, Neuronen, Astrozyten und Tumorzellen (Bohm SK et
al, 1996; Corvera CU et al, 1997; Kong W et al, 1997; Nystedt S et al, 1995). Auf Grund dieser
Tatsache ist eine Kopplung des PAR-2 an ein Gq-Protein sehr wahrscheinlich. Ein weiterer Beleg
hierfiir ist die Beobachtung, dass die PAR-2-vermittelte Signalinitiierung nicht durch Pertussistoxin
beeinflusst wird, was eine Signalvermittlung durch inhibitorische G-Proteine unwahrscheinlich macht
(DeFea KA et al, 2000).

In Enterozyten und PAR-2 exprimierenden epithelialen Zellen fiihrt eine PAR-2-Aktivierung zu einer
Stimulation der Arachidonséure-Freisetzung und einem raschen Anstieg der Prostaglandine E2 und
Fla. Diese Effekte werden vermutlich durch eine vorherige Aktivierung der Phospholipase A2 und der
Zyklooxygenase-1 bewirkt.

Des Weiteren fithren PAR-2-Aktivatoren zu einer starken Stimulation der MAP-Kinasen ERK1/2,
sowie zu einer schwachen Stimulation der MAP-Kinase p38, obwohl die c-jun aminoterminale Kinase
nicht aktiviert wird (Yu Z. et al, 1997):

Jingste Beobachtungen zeigten, dass B-Arrestine eine wichtige Rolle in der PAR-2-induzierten ERK-
Aktivierung spielen. B-Arrestine sind zytosolische Proteine, die mit den aktivierten membranstidndigen
und zytosolischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren interagieren. Die Aktivierung des PAR-2 fiihrt
zu einer Organisation eines hochmolekularen Komplexes, bestehend aus dem PAR-2, -Arrestinen,
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raf-1 und aktiviertem ERK1/2, der sich entweder an der Plasmamembran oder in frithen Endosomen
formiert (DeFea KA et al, 2000).

Dieser ,,Komplex* bewirkt eine Konzentrierung von ERK1/2 im Zytosol, wo sie eine Proliferation
induzieren konnen. In Zellen mit einer PAR-2-Mutante, die nicht in der Lage ist mit B-Arrestinen zu
interagieren, ist die Entstehung eines solchen Komplexes nicht moéglich. In diesen Zellen fithren PAR-
2-Agonisten zu einer Aktivierung der ERK1/2 iiber einen alternativen Signalweg, der eine nukleére
Translokation bewirkt und schlielich zu einem Proliferationsreiz fiihrt. Zusammenfassend léasst sich
iiber die Funktion der B-Arrestine sagen, dass sie gewissermallen ein wichtiges Bindeglied bei der
Bildung des ERK1/2-Moduls an der Plasmamembran, bzw. in den Endosomen darstellen. Dieser
Komplex fiihrt zu einer Lokalisation des aktivierten ERK1/2 an der Plasmamembran/ in den
Endosomen, wo es dann Einfluss auf die Regulation von zytosolischen Zielmolekiilen haben kann.
Dariiber hinaus bewirken PAR-2-Agonisten eine Aktivierung des NFxB-Stoffwechselweges in
Keratinozyten und Myozyten, wodurch ein bedeutender Einfluss des PAR-2 im Rahmen von
Entziindungsvorgéngen vermutet werden kann (Bretschneider et al, 1999; Kanke T. et al 2001).
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Abb. 3 (Dery,O.et al, 1998): Mechanismus der Signaltransduktion durch Proteinase aktivierte
Rezeptoren

Durch Spaltung des N-Terminus mit nachfolgender Anlagerung des gebundenen Liganden an die
Bindungsdomine des PAR-2 kommt es zu einer Konformationsidnderung, die zur Abspaltung der
aktivierenden G-Proteinuntereinheit fiihrt. Die benachbarte PLC fiihrt zu einer Signaltransduktion via
second messengern (IP3 + DAG). Einerseits durch Anstieg des intrazellulédren Calciumspiegels und
Aktivierung calciumsensitiver Kinasen und andererseits durch Aktivierung der PKC mit Anstof3 der
Raf/MEK/ERK-Kaskade werden unterschiedliche Prozesse in der Zelle initiiert (Transkription,
Mitogenese, Wachstum, Differenzierung).

Abkiirzungen:

PLC: Phospholipase C; PIP: ,Phosphatidylinositolbisphosphat; IP: Inositoltrisphosphat; DAG:
Diacylglycerol; ERK: Extracellular-Signal-Regulated-Kinase; MEK: mitogen-activierte protein
Kinase; PKC: Proteinkinase C; EGF: epidermal growth factor.

She: Src homology 2 domain containing; Raf (Mitglied der Rho-GTPasen); SOS

(Son-of-Sevenless), Grb2: Growth-Factor-Receptor-Bound-Protein 2

GDP / GTP: Guanosindiphosphat / Guanosintriphosphat

1.1.2.3 Signalterminierung

Verschiedene Mechanismen sind an der Signalterminierung der PARs beteiligt.

Die direkte proteolytische Spaltung der Rezeptoren an der Zelloberflache ist ein Weg.

Proteasen, die den gebundenen Liganden oder die Bindungsdoméine in der zweiten extrazelluldren
Schleife enzymatisch spalten, wiirden hierdurch einen Rezeptor generieren, der nicht in der Lage ist
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auf aktivierende Proteasen zu reagieren. Es gibt eine ganze Reihe von Proteasen, die hierzu imstande
sind. So ist das Potenzial inaktivierender Enzyme bei der Untersuchung und Betrachtung der
Signalterminierung der PARs mit zu beriicksichtigen. Diese Art von Proteasen konnte dazu dienen,
das Signal der aktivierenden Proteasen zu dimpfen.

Proteasen von Entziindungszellen, wie z.B. von neutrophilen Granulozyten und Mastzellen, konnen
PARs spalten und deaktivieren. Weitere Enzyme, die nach Spaltung des PAR-1 die Aktivierung durch
Thrombin verhindern, sind neutrophiles Cathepsin G, Elastase und Proteinase 3 (Molino M, et al,
1995; Renesto P et al, 1997).

In den o.a. Féllen ist das synthetisch hergestellte Peptid immer noch in der Lage den Rezeptor zu
aktivieren, so dass man davon ausgehen muss, dass die Peptidbindungsregion der zweiten
extrazelluldren Schleife von der enzymatischen Spaltung nicht betroffen wird.

Ahnliche Untersuchungsergebnisse wurden auch beim PAR-2 bei der Behandlung mit Elastase und
Cathepsin G beobachtet (Dulon S. et al, 2003).

Einige Proteasen konnen PARs an mehreren unterschiedlichen Stellen spalten, sowohl im Sinne einer
Aktivierung, als auch Inaktivierung. Das Resultat der enzymatischen Wirkung, d.h.
Rezeptorinaktivierung oder Freisetzung des aktivierenden Liganden ist dann in diesen Féllen abhingig
von der enzymatischen Effizienz an der jeweiligen Stelle.

Zum Beispiel ist Cathepsin G in der Lage den PAR-1 an der Aktivierungsseite zu spalten (Arg4l-
Ser42), jedoch liegt die eigentliche enzymatische Potenz im Bereich der Peptidsequenz Phe55-Trp56,
die zur Entfernung des gebundenen Liganden und damit zur Inaktivierung des Rezeptors fiihrt.
Vergleichbare Effekte und Wirkungen sind auch fiir Trypsin beschrieben worden. So ist Trypsin in der
Lage den PAR-1 zu spalten und zu aktivieren. Ebenso spaltet Trypsin den Rezeptor an weiter distal
gelegenen Stellen, so dass der gebundene Ligand hierdurch entfernt wird und der Rezeptor letzten
Endes inaktiviert wird.

Ein weiterer Weg bei der Internalisierung und konsekutiven Rezeptorinaktivierung, bzw. bei der
Signalterminierung ist die Degradation des Rezeptors nach erfolgter Aktivierung. Wiirde keine
Signalterminierung auf diesem oder auf anderem Weg erfolgen, wiirde es auf Grund der
physiologischen Besonderheit im Rahmen des Aktivierungsprozesses zu einer wesentlich
prolongierten Signaltransduktion kommen. Ist der extrazelluldre N-Terminus durch die aktivierende
Protease einmal gespalten und der gebundene Ligand freigesetzt, so wire prinzipiell nach Anlagerung
des Liganden an die zweite extrazelluldre Schleife eine ununterbrochene Signaltransduktion moglich.
Die Mechanismen, die letztlich zur Inaktivierung des Rezeptors fithren gleichen groBtenteils dem
allgemein bekannten Inaktivierungsvorgang im Sinne einer Rezeptordegradation wie bei vielen
Rezeptorvertretern aus der Gruppe der GPCR, so z.B. detailliert beschrieben fiir Rhodopsin und fiir
den B2-adrenergen Rezeptor (Bohm SK, et al, 1997).

Im Folgenden ist der allgemeine Mechanismus der Rezeptordegradation dargestellt:
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Abb. 4, (Dery,O. et al, 1998):

Rezeptordegradation des PARs:

1. PARs werden durch eine irreversible, proteolytische Spaltung aktiviert.

2. Die Aktivierung fiihrt zu einer Anlagerung von G-Protein Rezeptorkinasen und —arrestinen, wie
auch bei anderen G-Proteinen

3. Rezeptorphosphorylierung durch GRKs

4. Clathrin-vermittelte Endozytose des Rezeptors. Arrestine dienen wahrscheinlich in diesem
Zusammenhang als Adapter-Molekiile fiir das Clathrin

5.Lysosomale Degradation des Rezeptors. Ein anderer Teil wird als nonfunktionaler Rezeptor wieder
in die Membran eingebaut.

6. Mobilisierung der PARs aus dem Pool des Golgi-Speichers

7. Spontane PAR-Endozytose

1.1.3. Physiologie und Funktionen der PARs

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen zur Charakterisierung der PAR-
Funktionen und -Einfliisse in den Organsystemen durchgefiihrt. Ein dem derzeitigen Kenntnisstand
entsprechende vollstindige Liste aller bekannten Funktionen hier wiederzugeben wiirde den Rahmen
dieser Arbeit deutlich iiberschreiten, weshalb an dieser Stelle, neben einer Darstellung einer
eingeschrankten Auswahl wichtiger Funktionen der Verweis auf die Literatur gegeben sei (z.B.
ausfiihrliche Liste in dem Review-Artikel von Steinhoff und Ramachandran (Ramachandran et al,
2012; Martin Steinhoff et al, 2005).
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Viele Untersuchungen zu den physiologischen und pathophysiologischen Funktionen wurden an PAR-
defizienten Méusen durchgefiihrt (C. T. Esmon et al, 2005; Hamilton J. R. et al, 2000).

Wenn man die Daten aus diesen Untersuchungen mit den Proteinasen, PAR-aktivierenden Peptiden
sowie PAR-Gen-defizienten Mausen zusammen nimmt, ergibt sich hieraus die Erkenntnis, dass PARs
eine entscheidende Rolle in der Regulation verschiedener physiologischer und pathophysiologischer
Vorginge bei Sdugetieren spielen.

1.1.3.1. PAR-1-Funktionen

Wie oben beschrieben wird der PAR-1 u.a. durch Thrombin aktiviert. Neben den bekannten
Funktionen des Thrombins in der Gerinnungskaskade wurde herausgefunden, dass es eine
multifunktionale Rolle im Zusammenhang mit Entziindungsprozessen, Allergien, Tumor-Wachstum,
Gewebe-Remodelling, Thrombosen und wahrscheinlich in der Wundheilung besitzt (Macfarlane et al,
2001; Coughlin SR et al, 2000; Coughlin SR et al, 2001; Cirino G et al, 2000).

Nachdem der Thrombinrezeptor geklont wurde, erkannte man, dass viele der zelluliren Wirkungen
des Thrombins (wie z.B. die Thrombozytenaggregation, Angiogenese, endotheliale Zellpermeabilitit,
Vasokonstriktion, Genregulation und Immunmodulation) wahrscheinlich auf die Aktivierung des G-
Protein gekoppelten Rezeptors zuriickgefiihrt werden miissen (Sugama Y et al, 1992; Sambrano GR et
al, 2001).

1.1.3.1.1. PAR-1 und das kardiovaskuliire System

Eine Reihe von Untersuchungen konnte zeigen, dass Thrombin und andere Agonisten von PAR-1 den
Gefédfitonus beeinflussen konnen. In diesem Zusammenhang hatte man vor der Entdeckung des PAR-1
beobachtet, dass Thrombin den Gefalitonus iiber einen endothelabhédngigen Mechanismus mittels NO-
Freisetzung beeinflussen kann (Muramatsu I et al, 1992). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass
dieser Thrombin-vermittelte Effekt iiber die Aktivierung des PAR-1 erfolgt. Dariiber hinaus bewirken
Thrombin und PAR-1-Agonisten eine Kontraktion glatter Muskelzellen durch einen Effekt, der den
Einstrom von extrazellularem Calcium bendtigt (Muramatsu I et al, 1992)

In Untersuchungen mit Koronarien und Aorta-Préparationen hingegen fiihrt eine PAR-1-Aktivierung
zu einer Relaxation der GefaBmuskulatur (Ku DD et al, 1986).

Neuere Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass Thrombin und PAR-1 eine wichtige Rolle in
der Regulation des gesunden und atherosklerotischen Endotheliums spielt. In gesunden humanen
Arterien ist der PAR-1 iiberwiegend auf das Endothel beschrénkt, wohingegen in arteriosklerotischen
Bereichen mit Entziindungsaktivitéit die Expression deutlich erhoht ist (Nelken NA et al, 1992).
Thrombin und PAR-1 Agonisten verursachen eine schnelle, jedoch voriibergehende Kontraktion der
Endothelzellen in verschiedenen Geweben, welche letztlich zu einer gesteigerten Permeabilitét fiir
Plasmaproteine und Entziindungszellen fiihrt. Zahlreiche Mediatoren, wie z.B. Zytokine, Kinine und
biogene Amine (Garcia JG et al, 1993) sind in diese regulativen PAR-1 gesteuerten Prozesse
involviert.

Ebenso konnte der entscheidende Einfluss des PAR-1 auf die vaskuldre Ontogenese gezeigt werden.
Etwa 50 % PAR-1 — defizienter Méuse starben in der mittleren Fetalperiode infolge diffuser multipler
Blutungen. Diese Untersuchungen lieBen vermuten, dass der PAR-1 fiir eine normale
Gefédllentwicklung erforderlich ist und maBigeblich die Himostase in Méusen

beeinflusst (Carmeliet P et al., 2001).

Cook et al untersuchten die Rolle des PAR-1 in intravaskuldren Thrombusformationen in einem
experimentellen Modell einer arteriellen Thrombose bei Meerkatzen-Affen. Durch Einsatz eines PAR-
1 blockierenden Antikdrpers konnte diese Arbeitsgruppe demonstrieren, dass die Thrombin stimulierte
Aggregation der Thrombozyten sich drastisch reduzieren lieB. Diese Ergebnisse zeigten, dass eine
spezifische Blockade der PAR-1- Aktivierung durch Thrombin das Auftreten arterieller Thrombosen
wirksam verhindern kann, ohne hierbei signifikant andere Parameter der Himostase zu beeinflussen
(Cook JJ et al., 1995). Diese Daten lassen vermuten, dass der PAR-1 eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Thrombosen spielt und auf Grund der bisherigen Untersuchungen ein attraktiver
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Kandidat fiir eine weitere Klasse von Thrombozytenaggregationshemmern in der Behandlung des
Myokardinfarkts, der Atherosklerose und der Thrombose ist.

1.1.3.1.2. PAR-1 und Thrombozyten

Die Aktivierung der Thrombozyten mittels Thrombin, bzw. durch das PAR-1 aktivierende spezifische
Peptid fiihrt zu einem Calciumeinstrom. In der Folge kommt es zu einer Reorganisation des
Zytoskeletts mit Thrombozytenaggregation und Thromboxanproduktion (Vassallo Jr RR et al, 1992;
Henriksen RA et al., 2002). Dariiber hinaus fiihrt die PAR-1 Aktivierung auf der Oberfliche der
Thrombozyten zu einer ganzen Reihe von weiteren Prozessen, die in ihrer Gesamtheit den Vorgang
der Gerinnung mafigeblich mit steuern (Andersen H et al, 1999).

Die Anzahl der PAR-1 auf der Thrombozytenoberfliche betrdgt schitzungsweise 1500 pro
Thrombozyt (Brass LF et al, 92).

1.1.3.1.3. PAR-1 und Immunzellen

Vor einiger Zeit wurde vermutet, dass Serin-Proteasen und PARs eine wichtige Rolle in der
Modulation der Leukozytenfunktion haben (Altieri DC et al, 1995). Bis heute gibt es leider nur wenige
Daten iiber die PAR-gesteuerte Regulation des Immunsystems und der Entziindungsprozesse. Jedoch
gibt es gute Untersuchungen beziiglich der PAR-vermittelten FEinfliisse auf die
Monozytenbeweglichkeit und Chemotaxis, Modulation der Zytokinantwort, den Beitrag zur
Proliferation der mononukledren Zellen und die Beeinflussung der Apoptoseinduktion in
verschiedenen Immunzellen (Szaba FM et al, 2002; Naldini A. et al, 1998).

Weiterhin wurden Thrombin-Rezeptoren ebenfalls auf der Oberfliche von humanen T-Lymphozyten
nachgewiesen (Mari B. et al, 1996). Die Rezeptor-Subtypen (PAR-1-4) wurden bisher jedoch noch
nicht charakterisiert. Ferner konnte man nachweisen, dass humanes a-Thrombin in fiinf verschiedenen
T-Lymphozyten die intrazelluldre Calciumkonzentration zu erhdhen vermag und die Protein Kinase C
(PKC) aktiviert, wohingegen Thrombinrezeptoren in B-Zelllinien nicht nachgewiesen werden
konnten. Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass PARs die T-Zell-Funktion bei
Entziindungsvorgéngen und Immunantworten regulieren konnen (Tordai A. et al, 1993).

Granzyme A aus zytotoxischen und Helfer-T-Zellen scheint ebenfalls mit dem PAR-1 in Astrozyten
zu interagieren. Interessanterweise blockiert Granzyme A die Thrombin-induzierte Pléttchen-
aggregation durch Spaltung des PAR-1. Diese Spaltung selbst fiihrt jedoch nicht zu einer
Signaltransduktion. Dies konnte bedeuten, dass zwar Granzyme A mit dem PAR-1 zu interagieren
vermag, jedoch lediglich im Sinne einer Deaktivierung. Letztlich konnte diese Beobachtung bedeuten,
dass eine Freisetzung von Granzyme A wéhrend Entziindungsvorgidngen innerhalb von Blutgefdflen
eine unmittelbare Thrombozytenaggregation verhindert (Suidan HS. Et al, 1996 ).

PAR-1 moduliert die Chemotaxis in inflammatorischen Zellen. Neben der Beeinflussung der IL-8-
Sekretion, induziert Thrombin die Produktion des Monozyten chemoattractant protein-1 (MCP-1) in
Monozyten, wahrscheinlich auch vermittelt {iber den PAR-1 (Colotta F et al, 1994; Kaplanski G et al,
1997).

AuBlerdem induziert eine PAR-1-Aktivierung in Monozyten die Bildung von IL-1 und IL-6. Diese
Zytokine sind u.a. bekannt dafiir, dass sie eine Angiogenese bewirken, weshalb man auch einen
Einfluss des PAR-1 auf Angiogenese und Gewebereparatur vermuten kann (Naldini A. et al, 2000).

Da Thrombin iiber die PAR-1- Aktivierung zur Chemotaxis der humanen LGL-Zellen (Large granular
lymphocyte) fiihrt, vermutet man auch einen triggernden Einfluss des PAR-1 bei chronischen
Entziindungskrankheiten, wie z.B. bei der rheumatoiden Arthritis (Morris R. et al, 1996, Shin H et al,
1995).

1.1.3.1.4. PAR-1 und das respiratorische System
Verschiedene Zellen in den Atemwegen von Sdugetieren wie z.B. Epithelzellen, glatte Muskelzellen
und Fibroblasten exprimieren in hoher Zahl den PAR-1 auf ihrer Zelloberfliche. Mehrere neue

Arbeiten lassen vermuten, dass der PAR-1 eine wichtige pathophysiologische Funktion im
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Zusammenhang mit entziindlichen Lungenkrankheiten wie der neutrophilen Alveolitis, der
pulmonalen Fibrose und des Asthma besitzt (Walker TR et al, 1998; Chambers RC et al, 1998;
Shimizu S et al, 2000; Ludwicka-Bradley A et al, 2000).

In den Atemwegen verschiedener Spezies iibernimmt der PAR-1 eine Doppelfunktion, in dem eine
Stimulation sowohl zu einer Kontraktion als auch zu einer Relaxation fiihrt. Zum Beispiel erzeugt eine
Stimulation des PAR-1 in humanen Bronchien eine Kontraktion. In der Trachea von Méusen kommt
es hingegen nach Aktivierung sowohl zu einer Kontraktion als auch zu einer Relaxation der glatten
Muskulatur (Lan RS et al, 2000; Lan RS et al, 2001). In diesen Versuchen mit Mausen wurde gezeigt,
dass die Stimulation mit Trypsin, Thrombin und Peptid-Agonisten fiir den PAR-1, PAR-2 und PAR-4
eine relaxierende Antwort in trachealen glatten Muskelzellen erzeugte, die durch Prostanoide, wie z.B.
PGE, vermittelt wurde. Dieser Effekt wurde durch den Einsatz von Indomethacin, einem
Zyklooxygenase-Inhibitor (COX-2-Inhibitor), und einem Prostanoid-Rezeptor-Antagonisten (AH
6809) wieder riickgingig gemacht.

Synthetische Peptide fiir den PAR-1 und PAR-4 induzieren eine schnelle, transiente und kontraktile
Antwort, die der relaxierenden Wirkung vorangeht.

1.1.3.1.5. PAR-1 und der Gastrointestinaltrakt

Der PAR-1 wurde nachgewiesen in der Lamina propria, der Submukosa, den Endothelzellen und auf
Zellen des autonomen Nervensystems des GI-Traktes. Im Magen-Darm-Trakt findet sich eine relativ
hohe Expression der PAR-1 mRNA verglichen mit anderen Geweben (B6hm SK et al, 1996; de
Garavilla L et al, 2001; Buresi MC et al, 2001; Vergnolle N, 2000).

Die Funktion des PAR-1 als ein Rezeptor der thrombininduzierte Effekte auf den Gastrointestinaltrakt
vermittelt, ist bis heute noch nicht vollkommen verstanden, da Thrombin abgesehen vom PAR-1
ebenfalls mit dem PAR-3 und PAR-4 interagieren kann (Vergnolle N et al, 2005). Zahlreiche Studien
legen die Vermutung nahe, dass der PAR-1 eine wichtige Rolle in der Regulation der Magen-
/Darmmotilitit spielt. In Meerschweinchen fiihrt eine Aktivierung des PAR-1 abhingig von der
extrazelluldren Calciumkonzentration zu einer Kontraktion der longitudinalen glatten Muskulatur
(Hollenberg MD et al, 1992; Saifeddine M et al, 2001). Im Maiusedarm lasst sich durch PAR-1—
Agonisten die Funktion von L-Typ-Calciumkanélen beeinflussen und hieriiber eine Kontraktion der
Muskulatur auslosen (Kawabata A et al, 2001).

Ahnliche Ergebnisse wurden bei Ratten beobachtet (Mule F et al, 2002).

In Pankreaskarzinom-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass eine Stimulation des PAR-1 zur
Beeinflussung der Proteine der extrazelluldren Matrix (z.B. Laminin, Kollagen IV und Fibronektin)
fithrte (Rudroff C et al, 2001).

In anderen Untersuchungen konnte heraus gearbeitet werden, dass der PAR-1 Einfluss auf diverse
intestinale Sekretionswege hat. Buresi et al konnten zeigen, dass eine selektive Stimulation mit PAR-
1-Agonisten zu einer Calcium-abhingigen Chloridsekretion in intestinalen Epithelzellen fiihrte (Buresi
MC et al, 2001). Diese PAR-1 induzierte intestinale Chlorid-Sekretion involviert das Protein Tyrosin
Kinase SRC (Src), den epidermal groth factor (EGF) Rezeptor (EGFR), die Aktivierung der MAPK
Signalwege, die Phosphorylierung der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) und die
Zyklooxygenaseaktivitit. Die Anwesenheit eines funktionstiichtigen PAR-1 1im intestinalen
Epithelgewebe und die Tatsache, dass eine PAR-1-Aktivierung zu einer lonensekretion fiihrt, l4sst
vermuten, dass der PAR-1 eine wichtige Funktion bei der Regulation der intestinalen Barriere besitzt.
Die PAR-1-Aktivierung auf intestinalen Oberflichen kdnnte zu einer sekretorischen Antwort fiihren,
die zur Entstehung von Diarrhoen als ein Symptom der intestinalen Entziindung beitrégt.

Weitere Untersuchungen unterstiitzen diese Hypothese, dass der PAR-1 eine wichtige Funktion bei der
intestinalen Inflammation besitzt. Es wurde gezeigt, dass die Gabe von PAR-1-Agonisten im Kolon
eine Entziindung verursacht und letztlich eine Storung der Intestinalen Barrierefunktion ausldst (Chin
AC et al, 2003). Wenn man die derzeitige Datenlage hinsichtlich der PAR-1 Funktion im Magen-
Darm-Trakt zusammen nimmt, besitzt der PAR-1 eine proinflammatorische Funktion (Kawabata A et
al, 1999). Letztlich sind hier jedoch weitere Untersuchungen mit PAR-1- Antagonisten und z.B. PAR-
I-defizienten Mausen notwendig um die pathogenetische Funktion des PAR-1 bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen zu verstehen.
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1.1.3.1.6. PAR-1 und der Urogenitaltrakt

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass der PAR-1 auch im Rahmen von renalen
Entziindungsprozessen, wie z.B. der Glomerulonephritis, eine wichtige Rolle spielt (Cunningham MA
et al, 2000).

In ,,Wildtyp“-Méusen, die mit Hirudin behandelt wurden (einem direkten Thrombin-Inhibitor, der eine
hohe Spezifitit und starke Bindungsaffinitdt besitzt), konnte der proinflammatorische PAR-1
vermittelte Effekt signifikant reduziert werden. Diese Ergebnisse konnten bei PAR-1-defizienten
Maiusen bestitigt werden. Bei einer Behandlung mit dem PAR-1-Agonisten hingegen nahm die
inflammatorische Antwort zu, so dass der PAR-1 vermutlich eine wichtige Funktion bei der
Regulation renaler Entziindungsprozesse besitzt. Ungliicklicherweise vermag das PAR-1-Peptid
(SFLLRN-NH2) ebenfalls mit einer vergleichbaren Potenz den PAR-2 zu aktivieren, so dass nicht mit
letzter Sicherheit zwischen PAR-1- und PAR-2 vermittelten proinflammatorischen Effekten in o.g.
Arbeit differenziert werden konnte.

1.1.3.2. PAR-2-Funktionen

Der PAR-2 ist ebenfalls wie der PAR-1 im menschlichen Korper weit verbreitet. Nachgewiesen wurde
eine Expression in Gehirn, Hinterstrangganglien, Augen, Herz, Respirationstrakt, GI-Trakt, Pankreas,
Nieren, Leber, Ovarien. Testes und in der Haut (Bohm SK et al, 1996; Nystedt et al, 1995; Steinhoff
M et al, 2000; Hou L et al., 1998; Frungieri MB et al, 2002). Dariiber hinaus gelang ein Nachweis des
Rezeptors in diversen Zelltypen, wie z.B. Epithelzellen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen,
Osteoblasten, wie auch Immunzellen (T-Zellen, Neutrophile Granulozyten, Mastzellen oder
Eosinophile) (Literaturquelle s.0.). In Thrombozyten hingegen konnte eine Expression nicht
nachgewiesen werden (Hwa JJ et al, 1996).

In zahlreichen Arbeiten der vergangenen Jahre wurde eine wichtige Funktion des PAR-2 in vielen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgédngen beschrieben. Welche Enzyme auller den bisher
bekannten (s.o. Kapitel 1.1.2.2.) den Rezeptor ebenfalls zu aktivieren vermdgen, bleibt weiterhin zu
erforschen. Viele trypsin-dhnliche Enzyme konnten diesen Rezeptor am extrazelluldren N-Terminus
spalten und damit aktivieren.

Die Expression und das Translationsprodukt der Trypsinogen-2 mRNA wurde in Endothelzellen
nachgewiesen (Koshikawa N et al, 1997). Interessanterweise konnen verschiedene Arten humaner
Krebszelllinien Enzyme sezernieren, die einen trypsindhnlichen Charakter besitzen, so dass auch diese
Zellgruppe den PAR-2 aktivieren konnte (Koshikawa N et al, 1997). In humaner Haut produzieren
Keratinozyten Trypsinogen-4, das in vitro ebenfalls den PAR-2 aktivieren kann (unver6ffentlichte
Daten vom M. Steinhoff). Ein anderer Kandidat fiir die PAR-2-Aktivierung ist wie oben erwéhnt die
Mastzelltryptase. Die Beobachtung, dass die Tryptase den PAR-2 zu aktivieren vermag legt den
Schluss nahe, dass dieser Rezeptor beim Menschen eine wichtige Rolle spielt, bei denen die
Mastzelltryptase involviert ist, wie z.B. wihrend Entziindungen, Hypersensitivititsreaktionen und der
Wundheilung (Steinhoff M et al, 1999; Biedermann T et al, 2000). Die Fahigkeit der humanen
Tryptase den PAR-2 zu aktivieren scheint jedoch durch eine Rezeptorglykosylierung am N-
terminalem Ende in Néhe der Stelle fiir die aktivierende Rezeptorspaltung eingeschréinkt zu sein
(Compton SJ et al, 2001, Compton SJ et al, 2002). Trotz dieser Beobachtung dhneln die Effekte
ausgelost durch den Einsatz der Tryptase im Versuch hdufig denen einer PAR-2-Aktivierung. Die
Mastzelltryptase fiihrt ndmlich zu einer Steigerung der IL-1-beta und IL-8-Sekretion, erhoht die
Expression von intrazelluliren Adhédsionsmolekiilen, erzeugt eine chemotaktische Wirkung auf
neutrophile und eosinophile Granulozyten, verursacht eine erhohte GefaBpermeabilitdt und stellt einen
Proliferationsreiz fiir Epithelzellen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen dar (Brown JK et al, 1995;
Brown JK et al, 1995; Vergnolle N et al, 1999; Shpacovitch VM et al, 2002). Weiterfithrende
Untersuchungen dieser iiber die Mastzelltryptase ausgeldsten, vermutlich PAR-2-vermittelten Effekte,
stehen zum aktuellen Zeitpunkt noch aus.

1.1.3.2.1. PAR-2 und das kardiovaskuliire System
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Im GefdBlsystem scheint der PAR-2 einige, vor allem proinflammatorische Effekte zu besitzen.
Agonisten des PAR-2 induzieren eine Relaxation in der Aorta der Ratte und in den Koronarien des
Schweins abhingig von der Aktivitét der endothelialen NO-Synthese (Al Ani B et al, 1995; Hwa JJ et
al, 1996; Saifeddine M et al, 1996). Das diese PAR-2 vermittelte Relaxation der Gefilie iiber
endothelabhéingige biochemische Signale ausgeldst wird, wurde durch die Arbeit von Komuro et al.
weiter gestiitzt. Nach Entfernung der Endothelschicht von Kaninchen-Gefaflen (Kaninchen-Aorta),
wurde nach Stimulation mit Trypsin anstelle einer Relaxation eine Kontraktion beobachtet (Komuro T
et al, 1997). Die i.v.-Injektion von PAR-2-Agonisten bei lebenden Ratten fiihrte zu einem
signifikanten Blutdruckabfall, der auf die Freisetzung von NO aus dem Endothel zuriickgefiihrt wurde
(Hwa 1J et al, 1996). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass PAR-2-Agonisten die IL-6-
Produktion erhdhen, die Freisetzung des von Willebrand-Faktors induzieren und als Proliferationsreiz
fiir HUVEC-Zellen dienen (HUVEC = human umbilical vein endothelial cells) (Mirza H et al, 1996;
Storck J et al, 1996). AuBerdem wurde demonstriert, dass einige inflammatorische Mediatoren in der
Lage sind die Expression des PAR-2 in Endothelzellen zu beeinflussen. In HUVEC fithren TNF-a und
IL-1a zu einer Steigerung der mRNA-Expression des PAR-2 (Nystedt S et al, 1996). Fiir die Zytokine
TNF-a und IL-1a ist bekannt, dass sie eine bedeutende Rolle in der Steuerung von akut entziindlichen
Prozessen besitzen. Aus den bisherigen Ergebnissen ldsst sich zusammenfassen, dass der PAR-2 im
Gefédlisystem zu einer GefdBdilatation fiihrt, die Extravasation von Plasmaproteinen fordert und ein
Proliferationsreiz fiir Endothelzellen im kardiovaskuldrem System darstellt. PAR-2 konnte also als
vaskulérer Sensor fiir trypsindhnliche Proteinasen in der Gerinnungskaskade fungieren.

1.1.3.2.2. PAR-2 und das Immunsystem

Obwohl bereits einige Informationen iiber die Rolle des PAR-2 in Epithel und Endothel gewonnen
wurden, gibt es vergleichsweise wenige Erkenntnisse iiber die Funktion dieses Rezeptors im
Immunsystem. Die PAR-2-Expression ist in verschiedenen Zelltypen des Immunsystems
nachgewiesen worden (z.B. T-Zellen, eosinophile und neutrophile Granulozyten und Mastzellen
(D’Andrea MR et al, 2000); Nishikawa H et al, 2000; Mari B et al, 1996; Miike S et al, 2001).

Es finden sich einige Untersuchungsergebnisse, die darauf hinweisen, dass der PAR-2 eine wichtige
Rolle in der Regulation der Leukozytenfunktion besitzt. Einige dieser Beobachtungen iiber das PAR-2
— beeinflusste Verhalten von Leukozyten wurden bei lebenden Nagern gemacht (Miike S et al, 2001).
In diesen Versuchsansdtzen wurde berichtet, dass eine intraperitoneale Applikation des PAR-2-
aktivierenden Peptides (SLIGRL-NH2) zu einem deutlichen Anstieg der Leukozytenmigration in die
Peritonealhohle fiihrte. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass das PAR-2-AP durch einen
Mechanismus, der die Freisetzung des platelet-acitvating-factors bewirkt, einen relevanten Anstieg der
Leukozytenadhdrenz verursacht (Lindner JR et al, 2000).

Linder et al konnten in einem Versuch mit PAR-2-defizienten Mausen nachweisen, dass diese Tiere in
einem akuten Entziindungsprozess, ausgeldst durch ein Gewebetrauma im Vergleich mit ,,Wildtyp*-
Mausen eine deutlich erniedrigte Leukozyteneinwanderung aufwiesen. Howells et al. berichteten, dass
das PAR-2 —AP, wie auch das Trypsin dazu in der Lage sind, den PAR-2 auf humanen neutrophilen
Granulozyten zu aktivieren. Die PAR-2-Aktivierung fiihrt zu einer Formverinderung der
Granulozyten in Verbindung mit einer vermehrten Expression des CD 11b/CD 18 (Howells GL et al,
1997). In einer gemeinsamen Kultur bestehend aus Endothelzellen und humanen Neutrophilen,
induzierte das PAR-2-AP eine vermehrte Expression des Leukozytenadhésionsrezeptor L-Selektin und
ebenfalls von CD11b/CD18-Rezeptoren (Lindner JR et al, 2000 ).

Lourbarkos et al. gelang der Nachweis, dass eine bakterielle Proteinase, das Gingipain-R aus
P.gingivalis, den PAR-2 auf humanen neutrophilen Granulozyten aktivieren kann. Da viele fakultativ
pathogene Bakterien beim Menschen Serinproteasen mit trypsindhnlicher Aktivitét produzieren, kann
angenommen werden, dass bestimmte pathogene Effekte von Bakterien iiber den PAR-2 vermittelt
werden. Zum Beispiel konnte Lourbakos in seinen Arbeiten demonstrieren, dass eine Aktivierung des
PAR-2 mittels Gingipain R zu einer IL-6-Sekretion in humanen Epithelzellen fiihrte (Lourbakos A et
al, 1998,Lourbakos A et al, 2001).

In den Atemwegen der Maus waren PAR-Agonisten in der Lage die Verstirkung einer Leukozyten-
migration durch bakterielle Proteasen zu inhibieren (Moffatt JD et al, 2002). Aus diesen Daten konnte
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die Hypothese abgeleitet werden, nach der der PAR-2 als Rezeptor fiir Serin-Proteinasen mit trypsin-
dhnlichem Charakter aus Bakterien, Viren oder sogar Pilzorganismen dienen konnte, und auf diesem
Weg direkt eine Immunantwort oder einen Entziindungsprozess triggert.

In weiteren Arbeiten konnten Informationen iiber die Rolle des PAR-2 bei eosinophilen Granulozyten
gewonnen werden. Mike et al. zeigten, dass eosinophile Granulozyten funktionstiichtige PAR-2 auf
ihrer Oberfldche exprimieren (Mike S et al, 2001). Die Aktivierung der PAR-2 auf diesen Zellen
(sowohl tiber Trypsin, als auch iliber das PAR-2-AP) induzierte eine Degranulation und Superoxid-
Produktion in eosinophilen Granulozyten. Temkin et al. berichteten, dass die Mastzelltryptase bei
eosinophilen Granulozyten die mRNA fiir IL-8 erh6ht und letztlich eine vermehrte IL-8 Freisetzung in
diesen Zellen bewirkt (Temkin V et al, 2002). Ein vergleichbarer Effekt der Tryptase bei der IL-8-
Expression und Freisetzung konnte ebenfalls beobachtet werden. Dieser Effekt der Tryptase scheint
iiber die Aktivierung des Protein-Kinase/AP-1 — Signaltransduktionsweges vermittelt zu sein.
Schmidlin et al. konnten weiterhin demonstrieren, dass die Infiltration mit Eosinophilen und die
Hyperreaktivitdt bei allergischen Entziindungen der Atemwege u.a. auch durch den PAR-2 mit
reguliert werden (Schmidlin F et al). Auch die Freisetzung des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie
stimulierenden Faktors (GM-CSK) in eosinophilen Granulozyten wird iiber den PAR-2 gesteuert
(Vliagoftis H et al, 2001). All diese Ergebnisse zusammen genommen sind ein deutlicher Beleg dafiir,
dass der PAR-2 eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit der Regulation der eosinophilen
Granulozyten und der Modulation der inflammatorisch-allergischen Antwort zu besitzen scheint.

Zahlreiche T-Zelllinien exprimieren ebenfalls den PAR-2 auf ihrer Oberfliche (Hou Let al, 1998). In
zwei Zelllinien, die aus T-Zell-Leukdmie-Populationen gewonnen wurden (Jurkat und HPB-ALL),
konnte durch den Einsatz von Trypsin und des PAR-2-aktivierenden Peptides eine Mobilisierung der
intrazelluldren Calciumspeicher induziert werden (Mari B et al., 1996).

Die Lokalisation des PAR-1 und PAR-2 auf humanen Mastzellen wurde als erstes von D"Andrea et al.
beschrieben. Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der PAR-2
sich nicht nur auf der Oberfliche der Mastzellen befand, sondern dariiber hinaus auch auf den
Membranen der Mastzelltryptase positiven Granula (D’ Andrea MR et al, 2000). In welcher Weise eine
Stimulation der Mastzellen {iber den PAR-2 deren Aktivitdt beeinflusst und mdogliche autokrine
Regulationsmechanismen eine Rolle spielen, miissen in der Zukunft noch weiter erforscht werden.

In der Zusammenfassung der o.a. Untersuchungsergebnisse scheinen Serin-Proteinasen vermittelt tiber
PARs einen erheblichen Einfluss auf die Funktion der Immunzellen und des Immunsystems zu haben.
Ein besseres Verstindnis dieser Zusammenhénge konnte durchaus hilfreich sein neue antiinflamma-
torische Medikamente auf der Basis der PARs zu entwickeln.

1.1.3.2.3. PAR-2 und Arthritis

Die Arthritis ist eine chronische Entziindung, die u.a. dadurch charakterisiert ist, dass im Verlauf eine
Schwellung der Gelenke auftritt, die von Vasodilatation, Odemen, Hyperimisierung, Schmerzen und
einer Einwanderung von Entziindungszellen (vor allem neutrophile Granulozyten und Makrophagen,
aber auch Lymphozyten) begleitet wird. In 2003 konnte gezeigt werden, dass der PAR-2 in der
Pathophysiologie dieser Erkrankung involviert ist. In diesen Untersuchungen wurden bei PAR-2
defizienten Méuse kiinstlich eine Monoarthritis ausgelost. Die folgende Gelenkschwellung war jedoch
weit aus weniger ausgeprigt, als bei Individuen, die den PAR-2 in natiirlicher Art und Weise
exprimierten (Ferrell WR et al., 2003). Zwei Wochen nach Versuchsbeginn zeigte das Kniegelenk der
Wildtyp-Méuse eine dramatische Verdnderung im Sinne einer synovialen Hyperplasie mit
begleitender Infiltration von Entziindungszellen und Knorpelzerstérung. 30 Tage nach der Arthritis-
Induktion war der Knorpel komplett durch Pannus ersetzt. Im Gegensatz hierzu zeigten die PAR-2-
defizienten Méuse intaktes Knorpelgewebe der betroffenen Gelenkregionen. Dies war ein deutlicher
Beleg dafiir, dass der PAR-2 Mediator einer proinflammatorischen Antwort in den Gelenken ist.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde ein neues synthetisches aktivierendes Peptid (ASKH95,
phenylacetyl-LIGKV-OH) eingesetzt. Die intraartikuldre Injektion provozierte proinflammatorische
Effekte, wie z.B. eine synoviale Hyperimisierung und Gelenkschwellung. Diese Ergebnisse
demonstrieren, dass ASKH95 in der Lage ist Symptome der chronischen Inflammation zu induzieren,
wie z.B. eine langanhaltende Schwellung, Vasodilatation und Gewebezerstorung. Die zugrunde
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liegenden Mechanismen der PAR-2-vermittelten inflammatorischen Effekte in dieser chronisch-
entziindlichen Erkrankung sind noch nicht im Einzelnen verstanden. Mogliche Mediatoren kdnnten
z.B. Zytokine und Prostanoide darstellen. Der PAR-2 scheint mit eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Arthritis zu haben, so dass mdglicherweise PAR-2-Antagonisten in Zukunft ein
weiterer Behandlungsansatz bei der primér chronischen Polyarthritis sein konnten.

1.1.3.2.4. PAR-2 und das respiratorische System

Zahlreiche Beobachtungen sprechen dafiir, dass der PAR-2 ebenfalls bei Entziindungsprozessen im
respiratorischen System eine bedeutende Rolle spielt. Tryptase scheint bei Entziindungen der
Atemwege und bei Uberempfindlichkeitsreaktionen einen wichtigen, fordernden Einfluss zu haben
(Corvera CU et al, 1997). Des Weiteren wird beobachtet, dass nach Exposition von
proinflammatorischen Stimuli (Zytokine, etc.) in den Atemwegen ein signifikanter Anstieg der PAR-
2-Expression zu verzeichnen ist (Kong W et al, 1997).

Morphologische Untersuchungen haben gezeigt, dass eine PAR-2 vermittelte Immunreaktivitdt im
Endothel und in der glatten Muskulatur der Bronchien besteht (Ricciardolo FLet al., 2000).

Dariiber hinaus ist der PAR-2 auf zahlreichen Zellen des respiratorischen Systems exprimiert
(Bronchial-, Tracheal-, Epithel- und glatten Muskelzellen). Dieses Expressionsmuster des PAR-2
kéonnte ein Hinweis darauf sein, dass der Rezeptor in der Pathophysiologie der
Atemwegserkrankungen (z.B. beim Asthma und der COPD) involviert zu sein scheint.
Interessanterweise sind PAR-2-Agonisten dazu in der Lage eine Bronchokonstriktion auszuldsen
(Schmidlin F et al, 2001). Ob dieser Effekt iiber die Bildung, bzw. iiber die Freisetzung anderer
Mediatoren funktioniert bleibt derzeit noch unklar. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass PAR-2-Agonisten wiederum in den Hauptbronchus eine Relaxierung bewirken konnen (Cocks
T™ et al, 1999), so dass Aktivatoren des PAR-2 dosisabhidngig wahrscheinlich sowohl eine
Relaxation, als auch eine Bronchokonstriktion ausldsen kdnnen (v.a. bei hoherer Dosierung).

Stickstoffmonoxid und Prostanoide wie z.B. PGE2 konnten bei diesen Vorgingen beteiligt sein, da
eine Potenzierung des bronchokonstriktorischen PAR-2-Effektes durch eine Hemmung der NO-
Synthase oder nach Prostanoid-Bildung und COX-2-Aktiverung beobachtet wurde (Lan RS et al,
2001). Letztlich scheint eine PAR-2-Stimulation sowohl kontraktile, als auch dilatatorische
Mechanismen im respiratorischen System zu aktivieren. Warum der vorherrschende Effekt in den
Atemwegen der Meerschweinchen (in vivo) eine Bronchokonstriktion ist, bleibt derzeit unklar. Ferner
konnte Cocks et al. in Bronchienpraparaten aus Ratten einen bronchoprotektiven Effekt nachweisen
(Cocks TM et al, 1999). Ahnliche Ergebnisse konnte Ciccla C et al. fiir das Meerschweinchen-Modell
liefern (Cicala C et al, 2001). Andere Untersuchungen wiederum geben Hinweise darauf, dass die
PAR-2-Stimulation zu einer Histamin-vermittelten Bronchokonstriktion fiihren kann (Chambers LS et
al, 2001). Die Arbeit von Cocks et al. (siche oben) zeigte, dass Trypsin mit dem PAR-2 in den
Epithelzellen der Atemwegen kolokalisiert ist und eine PAR-2-Aktivierung iiber eine Freisetzung des
PGE2 zu einer Relaxation der Bronchien fiihrt. Prostanoide scheinen im Rahmen der PAR-2-
Aktivierung wichtige Mediatoren nicht nur in der Lunge, sondern auch im Gastrointestinaltrakt zu sein
(Lan RS et al, 2000; Kong W, Béhm SK et al., 1997).

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Tryptase und andere Trypsin-dhnliche Proteinasen, die in
der Néhe von PAR-2-exprimierenden Zellen freigesetzt werden, eine Entziindungsreaktion der
Atemwege u.a. mit katalysieren. Dariiber hinaus ldsst eine intensive Anfirbung in den apikalen
Abschnitten der Epithelzellen des Respirationstraktes fiir den PAR-2 vermuten, dass moglicherweise
auch bakterielle Proteinasen aus dem Lumen Entziindungsreaktionen auf diesem Weg initiieren
kénnen (Ubl JJ et al, 2002). Vor einiger Zeit wurde im weiteren beobachtet, dass der PAR-2 die
Freisetzung der Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) stimulieren und auf diesem Weg mit an der
Regulation und Reorganisation der extrazelluldren Matrix des Lungengewebes beteiligt sein konnte
(Vliagoftis H et al, 2000). Als eine wichtige Funktion der MMP-9 wird angenommen, dass durch
Abbau der extrazelluldren Matrix (z.B. Kollagenfasern) die Translokation und Migration von Zellen
im Rahmen von Entziindungsprozessen ermoglicht wird.

Weiterhin wurde aufgedeckt, dass eine PAR-2-Stimulation der Epithelzellen des Respirationstraktes
zu einer Freisetzung der von GM-CSF fiihrt. Dieser Kolonie-stimmulierender Faktor vermag u.a. auch
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die Proliferation und Vermehrung der eosinophilen Granulozyten anzuregen (Vliagoftis H et al, 2001).
AuBerdem wurde auch gezeigt, dass iiber den PAR-2 diverse Interleukin- und PGE2-Freisetzungen
aus Epithelzellen des Respirationstraktes erfolgen (IL-6 u. IL-8) (Asokananthan N et al, 2002).

Die These, dass der PAR-2 in der Pathophysiologie der allergischen Entziindung der Atemwege eine
wichtige Rolle spielt, konnte durch die in 2002 erschiene Arbeit von Schmidlin et al. weiter gestiitzt
werden (Schmidlin F et al, 2002). Um den Effekt des PAR-2 bei allergischen Entziindungen im
Respirationstrakt néher zu charakterisieren wurden PAR-2-defiziente und PAR-2-{iberexprimierende
Maiuse untersucht. Hierzu wurden beiden Tiergruppen durch die Injektion von Ovalbumin
sensibilisiert und im Anschluss hieran der Grad der Infiltration mit Immunzellen und das Ausmaf der
Hyperreaktivitit gemessen. Sowohl die Anzahl der eingewanderten eosinophilen Granulozyten, als
auch die allgemeine Hyperreaktivitit der Atemwege war in der Gruppe der PAR-2
iiberexprimierenden Tiere deutlich grofier als bei den defizienten Méusen.

Im Gegensatz zu den hier demonstrierten proinflammatorischen Effekten des PAR-2 zeigte die
Arbeitsgruppe um Fiorucci S., dass im Colitis-Modell antiinflammatorische Wirkungen iiber
entsprechende Modulatoren vermittelt werden (Fiorucci S et al, 2001). Um die Rolle des PAR-2 bei
Entziindungsprozessen und Immunantworten besser zu verstehen sind in der Zukunft natiirlich weitere
Untersuchungen erforderlich.

1.1.3.2.5. PAR-2 und der Gastrointestinaltrakt

Kawabata et al. gelang es PAR-2-mRNA in 3 verschiedenen Speicheldriisen nachzuweisen (GI.
parotis, Gl. sublingualis, Gl.submaxillaris). Unter diesen 3 Speicheldriisen zeigte die Gl. sublingualis
die stirkste Antwort auf eine PAR-2-Stimulation mittels einer Mucin-Sekretion. Diese Reaktion
schien durch einen Tyrosinkinase-Signalweg vermittelt zu werden, da Genistein, ein Inhibitor
zahlreicher Tyrosinkinasen und anderer Proteinkinasen, den Effekt deutlich abschwichte (Kawabata A
et al, 2001).

In einem weiteren Ansatz erfolgte eine Vorbehandlung mit dem Alkaloid Capsicain. Capsicain fiihrt
zu einer Aktivierung des transienten Rezeptor-Potenzials von Vanilloid type 1. Vailloid type 1
wiederum ist bekannt dafiir, dass es eine wichtige Rolle bei der inflammatorischen thermalen
Nozizeption spielt. Diese Vorbehandlung mit Capsicain konnte eine Mucinsekretion der
Speicheldriisen nach Stimulation des PAR-2 nicht verhindern. Hingegen konnte die zytoprotektive
Schleimproduktion des Magens hierdurch aufgehoben werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
hier sowohl neuroendokrine als auch direkte Mechanismen bei der PAR-2- regulierten exokrinen
Sekretion beteiligt sind (Kawabata A et al, 2001). Ein weiteres Indiz dafiir, dass der PAR-2 cine
wichtige Funktion bei der Regulation der Speicheldriisensekretion besitzt, konnte durch die In-vitro-
Untersuchung  gestiitzt werden, dass PAR-2-Agonisten die Amylase-Sekretion aus der
Ohrspeicheldriise der Ratte bewirken (Kawabata A et al, 2000).

Im Gastrointestinaltrakt ist der PAR-2 dariiber hinaus in hohem Ausmaf3 sowohl auf der apikalen als
auch auf der basolateralen Membran der Enterozyten exprimiert (Kong W, Bohm SK et al., 1997).
Weiterhin sind auch Myozyten der muscularis mucosae/ muscularis externa und neuronale Zellen
immunoreaktiv fiir den PAR-2. In vorangehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Trypsin durch
Spaltung und Aktivierung des PAR-2 auf der apikalen Membran von Enterozyten zu einer Freisetzung
von PGE2 und PGF1a fiihrt und auf diesem Weg regulatorisch sowohl auf Entziindungsprozesse, als
auch zytoprotektiv wirken konnte (s.o., Kong, Bohm et al.).

Auch die Proteinase aus Mastzellen konnte den PAR-2 auf den Enterozyten und Myozyten des
Darmes aktivieren und auf diese Weise im Rahmen von Entziindungen eine Mastzellvermittelte
Inhibition der Darmmotilitit bewirken.

Auch die Vorstellung, dass Trypsin im Pankreas sowohl unter physiologischen, als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen wirken konnte, erscheint auf Grund der hohen PAR-2-Expression
im Pankreas sehr plausibel. Unter pathophysiologischen Bedingungen kommt es bekanntermallen zu
einer frithzeitigen Aktivierung der Zymogene, so dass Trypsin auch in solchen Zustinden seine
Wirkung am PAR-2 entfalten kann (Hoogerwerf WA et al, 2001).
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Hoogerf et al. konnten auch beobachten, dass das PAR-2 aktivierende Peptid afferente Neurone im
Pankreas aktivieren und sensibilisieren kann, so dass der PAR-2 ebenfalls eine Funktion im Rahmen
der Nozizeption in der Bauchspeicheldriise besitzen konnte. Unterstiitzt wurde diese These u.a. auch
durch die Beobachtung von Hoogerwerf, dass nach Stimulation von Hinterstrangganglien eine
Freisetzung des Calcitonin-gene-related-peptides verzeichnet wurde, und dieser Neurotransmitter
einen wichtigen Botenstoff bei der Nozizeption darstellt.

Der PAR-2 wird im Pankreas sowohl von den Azinuszellen, als auch von den duktalen Zellen
exprimiert. In isolierten Acini konnte durch Gabe von Trypsin und PAR-2-AP eine Amylase-Sekretion
provoziert werden (Bohm SK et al, 1996). Weitere in-vivo-Beobachtungen bestitigten die Wirkung
des PAR-2 an der Bauchspeicheldriise, dass iiber eine Stimulation eine Pankreassaftsekretion
ausgelost werden konnte (Kawabata A et al, 1999).

Interessanterweise fiihrt eine basolaterale Stimulation des PAR-2 auf Monolayern von duktalen
Pankreaszellen zu einem Anstieg des Kurzschlussstromes infolge einer Aktivierung
kalziumabhéngiger Chlorid- und Kaliumkanile (Nguyen TD et al, 1999). Diese Effekte konnen dann
eine Rolle in vivo spielen, wenn es z.B. im Rahmen einer akuten Pankreatitis zu einer frithzeitigen
Freisetzung von Trypsin kommt, und hierdurch die basolateral gelegenen PAR-2-Rezeptoren
stimuliert werden.

1.1.3.3 PAR-3 und PAR-4 Funktionen

Wie bereits erwdhnt exprimieren Thrombozyten nicht den PAR-1 auf ihrer Oberflache. Diese
Beobachtung, dass Thrombin trotz des Fehlens in der Lage war bei Thrombozyten eine
Calciumfreisetzung zu bewirken, fiihrte zur Identifizierung des PAR-3 (Ishihara H et al, 1997).

Beim Menschen wird der PAR-3 in zahlreichen Organen und Gewebetypen exprimiert: Knochenmark,
Herz, Gehirn, Plazenta, Leber, Pankreas, Thymus, Diinndarm, Magen, Lymphknoten und in der
Trachea, wobei die einzelnen Zelltypen noch identifiziert werden miissen. In Méusen wird der PAR-3
uv.a. auf Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert. Dieser Rezeptor ist filir eine normale
Thrombinwirkung an den Thrombozyten erforderlich, da eine Blockierung der hirudin-&hnlichen
Bindungsdoméne des PAR-3 durch spezifische Antikorper eine regelrechte Aktivierung der Maus-
Thrombozyten bei niedrigen (nicht jedoch hohen Dosen) Konzentrationen von Thrombin verhindert
wird.

Das gleiche Ergebnis konnte bei PAR-3-defizienten Mausen beobachtet werden (Kahn ML et al,
1998; Ishihara H et al, 1998). Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass der PAR-3 einen hochaffinen
Thrombinrezeptor in Maéusen darstellt, der durch proteolytische Spaltung aktiviert wird.
Interessanterweise fiihrt der PAR-3 bei Ratten hingegen nicht zu einer trombinvermittelten
Aktivierung (trotz einer Uberexpression), so dass vermutet wird, dass der Rezeptor im Laufe der
Evolution bei einigen Spezies seine Funktion verloren hat (Nakanishi-Matsui M et al, 2000).

Wird das PAR-3-Gen in Miusen ausgeschaltet, fiihrt das zu einem deutlichen Schutz gegeniiber der
Entstehung von Thrombosen. Im Gegensatz hierzu hat diese Verdnderung jedoch vergleichsweise
wenig Effekt auf die Himostase in den betroffenen Tieren (Weiss EJ et al, 2002). Eine Analyse der
PAR-3-Expression auf menschlichen Thrombozyten ergab, dass dieser Rezeptor auf den Zellen nicht,
bzw. nur sehr gering exprimiert wird (Kahn ML et al, 1999). Diese Erkenntnis legt den Schluss nahe,
dass der PAR-3 im Gegensatz zu dem Gerinnungssystem in Méusen beim Menschen allenfalls eine
untergeordnete Rolle spielt.

Durch den Einsatz von spezifischen PAR-1- Antikdrpern konnte die Aktivierung bei humanen
Thrombozyten in niedrigen, nicht jedoch in hohen Thrombinkonzentration, gechemmt werden (Brass
LF et al, 1992; Hung DT et al, 1992).

Auf Grund dieser nur unzureichenden Hemmung der Thrombinwirkung wurde davon ausgegangen,
dass es noch weitere Thrombinrezeptoren auf der Oberfldche dieser Zellen geben muss. Letztlich
fiihrten die Arbeiten zu einem vierten Rezeptortyp, dem PAR-4, der geklont und in der Folgezeit
weiter charakterisiert wurde (Xu WF et al, 1998).
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Beim Menschen ist auch der PAR-4 weit verbreitet. Die Expression erfolgt in den folgenden Organen:
Gehirn, Hoden, Luge, Skelettmuskulatur, Leber, Pankreas, Schilddriise und im Diinndarm (Xu WF et
al, 1998; Striggow F et al, 2001).

Sowohl beim Menschen, als auch bei Maiusen werden auf den Thrombozyten zwei
Thrombinrezeptoren genutzt. Der PAR-4 zeigt in diesem Zusammenhang jedoch bei beiden Spezies
die geringere Thrombinaffinitdt. Wie oben bereits erwdhnt filhrt erst nur eine sehr hohe
Thrombinkonzentration zu einer Pléttchenaktivierung. Die PAR-4-Stimulation fiihrt schlieBlich zu
einem Kalziumeinstrom in die Zellen (Andersen H et al, 1999; Lourbakos A et al, 2001) zu einer
Thromboxan-Produktion und schlieSlich zur Plattchenaggregation (Henriksen RA et al, 2002; Ma L,
Hollenberg, 2001).

Der PAR-4 wird abgesehen von Thrombin auch durch Cathepsin G, einer Proteinase aus den Granula
der neutrophilen Granulozyten, aktiviert. Cathepsin G soll die Interaktion von Granulozyten mit
Thrombozyten im Rahmen von Geféalverletzungen und Entziindungsprozessen regulieren. Durch eine
Hemmung des humanen PAR-1 kann der Effekt des Cathepsin G auf Pléttchen nicht verhindert
werden, so dass dieses Ergebnis fiir eine spezifische Aktivierung des PAR-4 durch Cathepsin G
spricht (Sambrano GR et al, 2000). Bei Patienten mit einem Hermansky-Pudlak-Syndrom, einer
autosomal rezessiven Erkrankung, fehlen den Thrombozyten bestimmte Granula und zeigen keine
addquate Antwort auf eine Stimulation mit ADP. Trotz allem weisen die erkrankten Menschen nur
eine geringe Blutungsneigung auf. In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese formuliert, dass
der ADP-Aktivierungsdefekt der Thrombozyten durch den PAR-4-Rezeptor kompensiert wird. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass nach Freisetzung von ADP der PAR-4 aktiviert
werden kann (Covic L et al, 2002). Dieser Umstand konnte bedeuten, dass die ADP-vermittelte
Stimulation fiir eine regelrechte Thrombozytenaggregation nicht zwingenderweise erforderlich ist,
solange der PAR-4-Rezeptor ausreichend aktiviert werden kann. In einer anderen Arbeit wurde
beobachtet, dass eine PAR-4-induzierte Plittchenaggregation génzlich ADP-abhéngig war (Chung
AW et al, 2002). Weiterhin wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass durch eine PAR-1-AP-
Konzentration in sehr geringer Dosierung (unterhalb der Schwelle fiir eine ausreichende PAR-1-
Aktivierung) die Effekte einer PAR-4-vermittelten Thrombozytenaggregation potenziert wurden.

Dass der PAR-4 eine wesentliche Funktion im komplexen Vorgang der Hamostase besitzt wurde
zusitzlich durch die Untersuchung PAR-4-defizienter Méuse gezeigt, da diese Tiere eine deutlich
gesteigerte Blutungszeit besalen (Sambrano GR et al, 2001).

Dariiber hinaus waren die Thrombozyten dieser Mause unfdhig ihre Form zu veréndern, Kalzium zu
mobilisieren und nach einer Stimulation mit Thrombin eine adédquate Aggregationsreaktion zu
entwickeln (Ma L. et al, 2001). Diese Ergebnisse zeigen, dass neben dem PAR-1, der PAR-3 und
PAR-4 ein komplexes Regulationssystem in der Hédmostase darstellen und z.B. in Zukunft bei der
Entwicklung spezifischer Antikoagulantien mit beriicksichtigt werden kdnnten.

Auch im Hinblick auf Thrombin-induzierte inflammatorische Stimuli unter verschiedenen
pathophysiologischen Bedingungen scheint mittels der PAR-1, -3 und -4-Rezeptoren eine
differenzierte Regulation moglich zu sein. In Endothelzellen fiihrt die Stimulation mit Thrombin zu
einem schnellen, jedoch voriibergehenden Anstieg der PGI2- und PAF (platelet-activating factor)-
Sekretion durch die Induktion der Produktion von Zelladhédsionsmolekiilen (P-Selectin, E-Selectin)
(Sugama Y et al, 1992; Weksler BB et al, 1978).

Thrombin und ein unselektives AP induzieren ebenfalls die Synthese und Freisetzung von Zytokinen
aus Endothelzellen (z.B. IL-1, IL-6 und IL-8) (Kaplanski G et al, 1997; Chi L et al, 2001). Weiterhin
konnte auch gezeigt werden, dass durch Aktivierung des PAR-4 mittels Thrombin die
Leuozyteneinwanderung und —Adhésion an GefdBwinde induziert wird (Vergnolle N et al, 2002).
Obwohl dieser Effekt der Leukozyteneinwanderung und —adhésion durch Thrombin getriggert wird,
konnte durch den Einsatz eines PAR-1-Antagonisten diese Reaktion nicht blockiert werden.
Stattdessen war es moglich durch PAR-4-AP die Wirkung auf Leukozyten zu reproduzieren, so dass
diese proinflammatorische Reaktion auf die Thrombin-vermittelte Aktivierung des PAR-4
zuriickgefiihrt wird (s. Arbeit oben). Diese Daten vermitteln die Vorstellung, dass der PAR-4 in der
Regulation der frithen Phase der entziindlichen Reaktionen beteiligt zu sein scheint.
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1.2. Regulation des epithelialen Ionentransportes und der epithelialen Barrierefunktion im
Gastrointestinaltrakt

Eine der zahlreichen wichtigen Aufgaben im Gastrointestinaltrakt besteht darin, den Elektrolyt- und
Wasserhaushalt zu regulieren. Die sezernierte Fliissigkeit dient hier u.a. als Medium fiir die
Verdauungsenzyme und Bestandteile der aufgenommenen Nahrung. Neben dem Magen, Pankreas und
der Gallenblase, wird ein nicht unerheblicher Anteil der Fliissigkeit vom Darm produziert. Unter
normalen Bedingungen {iberwiegt in diesem Zusammenhang die Fliissigkeitsreabsorption, so dass ein
GrofBiteil der sezernierten Fliissigkeit wieder reabsorbiert wird (Barrett K. E. et al, 2000). Das
mengenméilig wichtigste Elektrolyt ist hier das Chlorid. Bei der Sekretion wird Chlorid parazellulér
von Natriumionen begleitet (Ecke D et al, 1996). Der hieraus resultierende Anstieg der intraluminalen
NaCl-Konzentration stellt den osmotischen Gradienten fiir das nachfolgende Wasser dar.

Zur Veranschaulichung der an den Epithelzellen greifenden Prozesse dient die Abbildung 5. Die
basolaterale Aufnahme von Chlorid erfolgt iiber den Na+/K+/2Cl—Kotransporter aus dem Blut in die
Zelle. Ein alternativer Weg der Chloridaufnahme besteht wahrscheinlich mit dem Na+/HCO3-
Kotransporter in Kombination mit dem basolateralen CI-/HCO3-Austauscher (Seidler U. et al., 2001).
Durch die basolaterale gelegene Na+/K+-ATPase wird aktiv gegen ein Gefille ein Na+-
Konzentrationsgradient aufgebaut. Hieraus ergibt sich eine Antriebskraft fiir den Na-Kalium-2Chlorid-
Kotransporter (NKCC), weshalb in diesem Zusammenhang man von einem sekundér aktiven Cl—
Transporter spricht. Dariiber hinaus ist die Nat+/K+-ATPase fiir den Aufbau des negativen
Membranpotenzials der Zelle verantwortlich, der eine Triebkraft fiir die Chloridsekretion darstellt.
Wie in der Abbildung erkennbar ist die durch den NKCC-Kotransporter aufgenomme Natriummenge
durch das aktive Ausschleusen durch die Na+/K+-ATPase einem gewissen Kreislauf unterworfen.
Weiterhin befinden sich in der basolateralen Membran mindestens zwei K+-Kanile: der Ca2+-
abhéngige SK4 und der cAMP-abhingige KvLQT]1, der sich gut durch Chromanole wie 293 B, in
geringerem Ausmal} auch durch Barium hemmen ldsst. Die o.g. Kanile sorgen fiir ein Recycling der
Kaliumionen, verhindern damit eine Zelldepolarisation und sorgen hierdurch fiir die Aufrechterhaltung
der elektrochemischen Triebkraft fiir die apikal gelegene Chloridsekretion (Bleich M., 2000).

Durch die aktive basolaterale Chloridaufnahme steigt die intrazelluléire Cl-—Konzentration und bietet
somit dass Potenzial fiir eine bedarfsgerechte apikale Chloridsekretion in das Lumen hinein. Diese
intraluminale, apikal gelegene Chloridsekretion wird hauptséchlich durch den cAMP-abhéngigen
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gesteuert.

Der CFTR wiederum wird in seiner Aktivitit vom benachbarten epithelialen Na-Kanal (ENaC)
beeinflusst. Eine Aktivierung des einen oder des anderen Kanals fithrt zu einer umgekehrten
Hemmung. Auf diese Weise wir eine potenzielle Natriumiiberladung der Zellen vermieden. Durch
diesen Mechanismus der apikalen Chloridausscheidung kann die Zelle eine Umkehr des Elektrolyt-
und Wassertransportes von Absorption auf Sekretion bewirken (Greger, R. 2000).

Im Kolon zeigt die Exprimierung der verschiedenen lonentransporter eine Besonderheit auf. Entlang
der Krypten-Villi-Axe finden sich unterschiedliche Transportsysteme. Im Bereich der Krypten
dominiert die hormonell oder autokrin regulierte cAMP-abhéngige Chloridsekretion, wohingegen in
den oberflachlichen Zellen durch ENaC eine Na+-Absorption stattfindet (Ecke D. et al, 1996).
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Abb.:5

Abb. 5
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: Die Transportprozesse im Enterozyten des Kolons (modifiziert

nach Greger) (Kong W et al, 1997). Darstellung des Mechanismus der Cl-Sekretion

Die Regulation des epithelialen Transports im Darm und anderen Epithelien erfolgt iiber vier
wesentliche Mechanismen (Barett et al, 2000):

L.

Regulation iiber second messenger

Die Funktion der Transporter kann direkt in der Zelle iiber die Bildung von second
messengern gesteuert werden. Bei der Chloridsekretion sind z.B. Ca2+ und cAMP beteiligt,
wobei das zyklische Adenosinmonophosphat den wichtigsten Betrag leistet. Die cAMP-
Produktion erfolgt dadurch, dass ein Hormon oder ein geeigneter Botenstoff an einen Gs-
gekoppelten Rezeptor bindet und nach Abspaltung der aktivierenden G-Protein-Untereinheit
eine membranstindige Adenylatzyklase aktiviert (s.o. Greger R, 2000). Durch
Phosphorylierung weiterer regulatorische Proteine kommt es in der Folge zu einer Aktivierung
z.B. des apikalen CFTR-Kanals und des basolateralen K+-Kanals vom KvLQT1-Typ.
Hormone, bzw. Transmitter, die iliber diesen intrazelluldren Signaltransduktionsweg eine
Chloridsekretion hervorrufen, sind z.B. VIP (Jilling T. et al, 1996), Prostaglandin E2 (Karaki
Si. et al, 2004) oder Forskolin (Basavappa S et al, 2005). Wie oben bereits erwihnt stellt auch
intrazelluldres Kalzium einen second messenger dar. Der basolaterale gelegene SK4 K+-Kanal
wird vermutlich iiber den Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration gesteuert (Joiner
Wl et al, 1997)

Kovalente Verdnderung der Transporterproteine

Ein weiterer Mechanismus der epithelialen Transportregulation besteht darin, dass die
beteiligten Proteine in ihrer Struktur verdndert werden.

Dies wird zB. durch Phosphorylierungs-/ bzw. Dephosphorylierungsreaktionen
bewerkstelligt. Enzyme, die die Funktion der Phosphorylierung innehaben sind
Proteinkinasen, wie z.B. die Proteinkinase A (PKA oder C (PKC). Dem gegeniibergestellt sind
die Proteinphosphatasen. Als Beispiel fiir eine Aktivierung eines Chloridkanals durch eine
Phosphorylierung sei hier die Stimulation des CFTR-Kanals durch die PKA und PKC genannt
(Berger H. A et al, 1993).
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3. Steuerung der epithelialen Transportkapazitit iiber die Verdnderung
der Gesamtzahl der Transportproteine

Als dritter Mechanismus im Zusammenhang mit der Regulation des epithelialen Transportes
besteht die Moglichkeit die Aktivitdt der Transporter durch die Verédnderung der Gesamtzahl
zu beeinflussen. Dies geschieht durch den Einbau, bzw. Ausbau von Transportern in die
Membran. Hier kann die Zelle auf einen gewissen Vorrat von vorgefertigten, in
Membranvesikel gespeicherten Transportern zuriickgreifen und bei Bedarf und spezifischem
Stimulationsreiz eine Fusion der Vesikel mit der Membran zu initiieren. Umgekehrt kann
natiirlich durch Endozytose die Gesamtzahl der Transporter wieder verringert werden. Diese
Form der Transporterregulation konnte sowohl fiir NKCCI1 als auch fiir CFTR gezeigt werden
(Reynolds et al, 2007).

4. Regulation auf der Ebene der Genexpression fiir Transporterproteine
durch Verénderung der Transkriptions-/Translationsrate

Im Gegensatz zu den vorangehend beschriebenen Mechanismen der Regulation ist diese Form
durch eine sehr viel langsamere Kinetik charakterisiert. Durch entsprechende Reize wird die
Zelle veranlasst, liber eine Erhohung der Transkriptions- und Translationsrate die Proteinneu-
synthese in Gang zu setzen.

1.3. Hypothese zur der Funktion des PAR-2 beziiglich der Ionensekretion
und epithelialen Permeabilitit im Gastrointestinaltrakt

Wie im vorangehenden Kapitel bereits angedeutet wurde, besitzen intestinale Epithelzellen eine
Vielzahl von Mechanismen, um die Elektrolyt- und Wassersekretion aktiv zu steuern. Die Féahigkeit
des Epithels rasch die sekretorische Rate anzuheben dient zum einen dazu den Chymus mit den
sezernierten Verdauungsenzymen ausreichend zu vermischen und zum anderen im Falle einer
intraluminalen Schédigung des Organismus durch pathogene Keime und toxische Metabolite den
Darm freizuspiilen (E. Cario, 2002).

In zuriickliegenden Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung des PAR-2 zur Freisetzung
von Prostaglandinen fiihrt (B6hm SK et al, 1996).

Wie bereits o.a. vermag eine Prostaglandinsekretion {iber weitere intrazelluldre Signalkaskaden den
apikal gelegenen CFTR-Kanal zu aktivieren (Karaki Si. et al, 2004) und letztlich hieriiber eine
Chloridsekretion auszuldsen. Passiv kommt es im Rahmen einer intraluminalen Chloridsekretion zu
einer Wassersekretion in den Darm, so dass die Aktivierung des PAR-2 mit konsekutiver Chlorid- und
Wassersekretion zum einen als protektive Spiilfunktion im Darm, und zum anderen, als wichtiger
Zwischenschritt bei der Vermischung des Chymus mit den Verdauungsenzymen angesehen werden
kann.

In dem Kapitel iiber den Einfluss des PAR-2 auf das Immunsystem wurde auf zahlreiche Arbeiten
eingegangen, in denen u.a. gezeigt werden konnte, dass auch bakterielle Enzyme dazu in der Lage sind
PAR-Rezeptoren zu aktivieren. Eine Chlorid- und Wassersekretion kdnnte wie erwdhnt einen
wichtigen Schutzmechanismus darstellen. Andererseits besteht auch die Mdglichkeit, dass direkt {iber
den PAR-2-Rezeptor ein Einfluss auf den transepithelialen Widerstand geiibt wird, bzw. dass als
adaptiver Vorgang nach unmittelbarem Kontakt zu pathogenen Keimen die Interzellularspalten
verstiarkt werden. Diese beiden hypothetischen Funktionen speziell des PAR-2-Rezeptors sollen im
Rahmen dieser Arbeit weiter erortert werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Grundlagen

Gegenstand der durchgefiihrten Versuchsreihen war es den Einfluss des physiologischen PAR-2
Agonisten (Trypsin) und des synthetisch hergestellten aktivierenden Peptides auf die epitheliale
Barriere und Ionensekretion beispielhaft an zwei menschlichen immortalisierten Zelllinien zu
untersuchen. Fiir die Zelllinien HT 29 CI1.16E und T84 war in vorangegangenen Arbeiten sowohl die
Expression des erforderlichen Rezeptortyps (PAR-2), als auch eine Chloridsekretion nachgewiesen
worden (X.Guo et al, 1995; Barrett KE et al, 1993).

Dariiber hinaus wurden zur weiteren Charakterisierung der ablaufenden physiologischen Prozesse die
Wirkung von Carbachol und Prostaglandin E, untersucht.

Hierzu wurden die beiden Zelllinien nach Ausdifferenzierung in die modifizierte Ussing-Kammer
(Ussing und Zerahn, 1951) eingebracht und Kurzschlussstromexperimente nach Ermittlung und
Korrektur des Badwiderstandes durchgefiihrt. Hierbei wurden schlielich der vom Epithel erzeugte
elektrische Strom (I,.), der transepitheliale Widerstand (TER), als auch die elektrische Spannung (PD)
gemessen.

Charakterisierung der Zellen

T 84-Zelllinie

Die T84-Zelllinie ist aus einer Lungenmetastase eines Kolonkarzinoms bei einem 72-jahrigen Mann
gewonnen.

Zunéchst wurden Tumorzellen in thymuslosen Nacktméiusen subkutan inokuliert und in den folgenden
Passagen weiter kultiviert. Hierbei wurden die urspriinglichen feingeweblichen Merkmale der
Kolonkarzinomzelllinie durchgehend erhalten (Murakami H et al, 1980).

Nach 23 Passagen konnte auf diesem Weg die T84-Zelllinie etabliert werden. In den folgenden
Untersuchungen konnte fiir diese Zellen ein konfluierendes Wachstum gezeigt werden. Interzelluldre
Bindungen werden hierbei durch tight junctions und Desmosomen gewéhrleistet (Dharmsathaphorn K,
et al, 1984).

In der oben genannten Arbeit wurde dariiber hinaus gezeigt, dass die Zellen neben zahlreichen
Rezeptoren flir Neurotransmitter und Peptidhormone, auch iiber vektorielle Transportmechanismen fiir
Elektrolyte verfiigen.

HT 29 CL.16E

Die urspriingliche HT-29-Zelllinie wurde 1964 ebenfalls aus einem Adenokarzinom des Kolons
gewonnen (Fogh J et al, 1975).

Der Primédrtumor mit guter Differenzierung (Grad 1) wurde aus dem kolorektalen Adenokarzinom
einer 44-jahrigen kaukasischen Patientin isoliert. Die Zelllinie wéchst als nichtpolarisiertes Monolayer
und zeigt in vitro, ohne Modifikation des Kulturmediums, im Vergleich mit normalen Kolonzellen
weniger gut erhaltene Differenzierungscharakteristika. In der Vergangenheit wurde mehrfach gezeigt,
dass unter Verdnderung der Kulturbedingungen oder durch die Hinzugabe von speziellen chemischen
Stoffen eine Differenzierung induziert werden konnte. Hierzu gehort unter anderem die Ausbildung
von tight junctions, die vergleichbar mit den physiologischen Bedingungen in der Colonschleimhaut,
eine apikale und basolaterale Differenzierung der Zellen ermdglicht (BS Mitchell et al, 1997;
Fitzgerald M. et al, 1997).

Eine abgeleitete Zelllinie stellt die HT 29 Cl1.16 E-Linie dar. Chantal Augeron und Christian L.
Laboisse konnten im Jahre 1984 durch eine Behandlung der HT-29-Linie mit Natriumbutyrat eine
stabile Differenzierung der Zellen induzieren. Diese Zellen waren nun imstande feste Interzellular-
briicken auszubilden (tight junctions) und u.a. Mucus im Bereich der apikalen Membranseite zu
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produzieren. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese differenzierte Zelllinie zahlreiche
Rezeptoren fiir verschieden Liganden besal3, wodurch verschiedene Prozesse, wie z.B. auch der
Elektrolyttransport beeinflusst werden konnten (C. Augeron and C. L. Laboisse, 1984).

2.2. Materialien

2.2.1. Gerite

Folgende Gerdte wurden im Verlauf der Arbeit genutzt:

Gerite Firma

Cleanbench Heraeus Laminair Heraeus

Brutschrinke Function Line Heraeus

Destillationsanlage Millipore GmbH (Eschborn)
Eppendorf Multipipette Plus Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf-Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)

Ultrazentrifuge Optima XL-100K Beckmann (UnterschleiBheim/Lohhof)

Ussing-Kammer Fa. Fiebig (Berlin)
modifiziert fir den Einsatz von Millicell

Inserts

Wasserbad Thermomix 1420 Fa. Braun Melsungen
Volt/Ohm-Meter EVOMX World Precision Instr. (Sarasota/USA)
Heim-PC mit Analogon-Software IBM

Voltage Clamp Messstand CVC6 Fa. Fiebig (Berlin)

Attofluor Messkammer Molecular Probes (Leiden, NL)
Till-Photonics Photometer Fa. Grifeling

Nikon Inversionsmikroskop Nikon, TE 2000 (Diisseldorf)

2.2.2 Verbrauchsmaterialien




Verbauchsmaterialien

Firma

Combitips plus (fiir Multipipette Plus)
Kaniilen

Kryoréhrchen Bibby
Pipettenspitzen
Reaktionsgefilie

Spritzen

Inserts

BD Falcon Zellkulturflaschen
Zentrifugenrohrchen
Argenthal-Standardelektroden
Doppelwandige Glasbehilter

Plexiglas-MeBBkammern

24-Loch-Kulturplatten
Coverslips

2.2.3 Zellkulturmedien und Zusatze

Eppendorf (Hamburg)
Lehnecke (Schortens)

Sterilin (Staffordshire/UK)

Carl Roth (Karlsruhe)
Eppendorf (Hamburg)

Lehnecke (Schortens)

Millipore GmbH (Eschborn)

BD Biosiences (Heidelberg)
Zefa Labortechnik (Harthausen)
Ingold, Steinbach
Glastechnische Werkstétten des Fach-
Bereichs Chemie (Philipps-Uni.-
Marburg)

Feinmechanische Werkstatt, Klinikum
der Philipps-Universitdt Marburg

Millipore GmbH (Eschborn)
Nunc GmbH&Co.KG (Wiesbaden)

Medien und Zusitze

Firma

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

DMEM/HAMs F12

FBS (Fetales Bovines Serum)
Heparin

L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin
HEPES

2.2.4 Chemikalien/Reagenzien

Sigma-Aldrich Chemie
(Deisenhofen)

Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie

Chemikalien/Reagenzien

Firma

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol

Phosphate Buffered Saline System PBS1
Trypsin/EDTA-L6sung

Aktiviertes Peptid (SLIGRL-NH,)
Reverses Peptid (LRGILS-NH,)
Prostaglandin E2

Trypsin

Trypsinhibitor Typ I-S, aus Sojabohnen
TNFa

Carbachol (Carbamylcholin Chlorid)
Phenolrot

Fura-2-AM

Digitonin

NaCl

CaCl2

Sigma-Aldrich Chemie

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
University of Calgary, Canada
University of Calgary, Canada

Cayman Chemical (AnnArbor, MI, USA)

Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Molecular Probes (Leiden, NL)
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie



MgCl Sigma-Aldrich Chemie

KCl Sigma-Aldrich Chemie
Dextrose Sigma-Aldrich Chemie
Pluronic F-127 Molecular Probes (Leiden, NL)
EGTA Sigma-Aldrich Chemie

2.2.4 Zellen

Zellen Herkunft

T84 ATCC, American Type

Culture Collection, Washington, USA ([225])

HT29CL16 E Groupe de Research de la digestiv ; Maoret JJ et al. Nantes, Frankreich

2.2.5 Losungen und Medien

Erhaltungsmedium DMEM zur Kultivierung der Zelllinie HT 29 Cl.16E:

4 mM L-Glutamine 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml, 10 mg/ml) 1%
Fetales Rinderserum hitzeinaktiviert 10%
DMEM (mit 4500 mg Glukose/l, HCI, NaHCO?3) 88%
Erhaltungsmedium DMEM / HAMs F12 zur Kultivierung der Zelllinie T84:
2,5 mM L-Glutamine 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml, 10 mg/ml) 1%
Fetales Rinderserum 5%

DMEM/HAMs F12 (mit 4500 mg Glukose/l, HCl, NaHCO3) 93%

Medium zur Kryokonservierung der Zellen:
DMSO 10%
Kulturmedium 90%

Versuchslosung fiir Messungen an der Ussing-Kammer (Ussing und Zerhan, 1951):

Zusammensetzung (Werte in mmol/l):

Na® 140.0 Cl 123.8
K* 5,4 HPO,~ 2,4
Ca™ 1,2 H,PO, 0,6
Mg 1,2 HCO;y 21,0
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D(+)-Glucose

10,0

D(+)-Mannose

10,0

L-Glutamin

2,5

DL-B-H-Butyrat

2,5

Versuchslosung fiir Messungen am Calcium-Photometer (HanksBSS/BSA-

Solution, Stock):

Stocklosung:

NaCl 8,0 g/l HanksBSS 10 mM
Na,HPO,*7H,0 0,09 g/l KH,PO, 0,06 g/l
Phenolrot 0,01 g/l

KCl 04 gl

D-(+)-Glucose 1,0 g/l

pH 7,4

Versuchslosung fiir Messungen am Calcium-Photometer (HanksBSS/BSA-Solution):

Stocklosung (s.0.) 50 ml MgCl, 1M
Aquadest 350 ml pH 7,4
BSA 1 mg/ml Temperatur 37°C
NaHCO; 455 mM

CaCl, M

Abschlieend bis zu einem Volumen von 500 ml mit Aquadest auffiillen.

Kalibrierungslosung fiir Calciumphotometrie:

Fiir maximale Calciumkomplexierung (=Rmax)

NaCl 10,0 mM KCI 130,0 mM MgSO, 1,0 mM HEPES 25,0 mM
Ionomycin 5 puM KCN ImM N 10 mg/ml CaCl, 3 mM

pH 6,5 37°C

Fiir minimale Calciumkomplexierung (=Rmin)

EGTA 5 mM pH 6,5 37°C

2.3 Methoden

2.3.1 Zellkultur

Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden stets an einem Arbeitsplatz der

Sicherheitsstufe S1 ausgefiihrt. Um sterile Bedingungen zu schaffen und Kontamination zu verhindern

wurden Tétigkeiten mit den Zellen an einer Reinraumwerkbank mit autoklavierten oder

heiBluftsterilisierten Materialien bzw. Geriten oder sterilfiltrierten Losungen durchgefiihrt. Alle mit

humanem Zellmaterial in Kontakt getretene Materialien oder Gerite wurden anschlieend mit
70%igem Alkohol desinfiziert oder durch Autoklavieren sterilisiert.




Die HT 29 CL.16E — und T84- Zelllinien wurden zunichst in Falcon Kulturflaschen (25 cm?) in einem
CO2-Begasungsbrutschrank bei 37°C mit 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%
kultiviert. Der Austausch des Kulturmediums erfolgte alle 2 Tage. Nach ca. 10 bis 14 Tagen zeigte der
Zellverband einen konfluenten Zellrasen. Fiir simtliche Experimente wurden Passagenummern von 18
bis 45 fiir C1.16 E; bzw. 13 bis 29 fiir T 84 verwandkt.

Zur Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen an der Ussing-Kammer wurden die Zellen
nach 10-tdgiger Kultivierung auf spezielle Einsdtze mit pordser Membran ausgesit (= Inserts von
Millicell-CM, Millipore GmbH, Eschborn, Katalog-Nr.: PIHA01250 , siche Abb. 6 und 7). Diese
Zelleinsitze besitzen Poren mit einem Durchmesser von 0,5 pm. Im Gegensatz zu einer
undurchldssigen Kunststoffoberflache bieten diese aus Polytetrafluorethylen bestehenden Membranen,
den Vorteil, dass auf Grund der Permeabilitdt sowohl die apikale, als auch die basolaterale Membran
mit der Extrazellularmatrix in Kontakt treten kann. Diese Eigenschaft begiinstigt eine noch bessere
Differenzierung der kultivierten Zellen. Auch im Hinblick auf die Versuchsreihe, bei der das
Verhalten der Zellen sowohl nach apikaler, als auch nach basolateraler Stimulation untersucht werden
soll, bieten diese Zelleinsitze ideale Voraussetzungen.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,8-1,2 x 10° pro Insert (0,6cm®/Insert) ausgesit und in 24-
Lochkulturplatten weiter aufgezogen. In den folgenden 7-10 Tagen wurde das Kulturmedium aus dem
apikalen und basolateralen Kompartiment taglich gewechselt und die Entwicklung des
transepithelialen Widerstandes (TER) mit dem Volt/Ohm-Meter verfolgt (Abb. 8, siehe Entwicklung
des TER im Ergebnisteil).

Nach Erreichen des Plateaus des maximalen transepithelialen Widerstandes wurden die Zellen zur
Durchfiihrung der Messung in die Ussing-Kammer eingebracht.

Abb. 6 Abb.7

Kulturplatteneinsatz 24-Lochkulturplatte mit Einsétzen
(9 12 mm; Porengrofe 0,45 um) bestiickt
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Abb. 8

Messung mit Volt/Ohm-Meter

2.3.2 Subkultivierung und Aussaat in die Kulturplatteneinsitze
Subkultivierung

Eine Subkultivierung der Zellen wurde nach Ausbildung eines konfluenten Zellrasens durchgefiihrt
(ca. nach 10-14 Tagen). Das Aufteilungsverhiltnis in Tochtergenerationen lag je nach Zelllinie bei 1:3
(HT 29 CI1.16 E) bis 1:4 (T84).

Zur Splittung der humanen Kolonkarzinomzellen (sowohl fiir T84, als auch fiir HT 29 CL.16 E
gleiches Verfahren) wurden die Zellen einmal mit 100 pl PBS pro cm” gereinigt, um abgestorbene
Zellen, Zelltrimmer und Reste verbrauchten Mediums zu entfernen. Danach wurden die Zellen mit
einigen Tropfen Trypsin/EDTA-Losung bedeckt und fiir max. 3 min bei 37°C inkubiert. Durch
leichtes Klopfen an der Kulturschale konnten die Zellen vom Kulturschalengrund geldst werden.
Die Enzymwirkung wurde durch Zugabe von wenigen Millilitern Kulturmedium beendet, die Zellen
durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren vereinzelt und in frische Kulturschalen ausgesét bzw. fiir
die Zellzahlung verwendet.

Bestimmung der Zellzahl und Aussaat in die Einsétze

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen wie bei der Subkultivierung (s. Abschnitt oben) von der
Kulturschale abgelost, in Kulturmedium gewaschen und eine Zentrifugation mit 200 x g durchgefiihrt.
Das Zellpellet wurde in 1 ml Kulturmedium resuspendiert und 1 Tropfen dieser Zellsuspension auf
eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen.

Wenn das spezielle Deckglas auf die Kammer gelegt wird, entsteht zwischen den Netzquadraten und
dem Deckglas ein Abstand von 0,1 mm, so dass sich iiber jedem GroBquadrat ein Volumen von
(0,0025 x 0,0025 x 0,1=6,25x10") mm’ befindet. Unter dem Mikroskop werden je 8 GroBquadrate
ausgezéhlt und daraus der Mittelwert gebildet. SchlieBlich wird mit u.a. Formel die Zellzahl pro ml
Suspension ermittelt:

Mittelwert x 10’
Zellzahl = =Zellen/ 1 ml
2,5 ml
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So wurde nach Bestimmung der Zelldichte in der Suspension die erforderliche Menge an Zellen pro
Insert ausgesit (0,8-1,2 x 10°

2.3.4 Kryokonservierung und Auftauen
Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen wie zum Splitten bzw. Aussden vom Boden der
Kulturschale befreit. Nach einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 200 x g wurde der Uberstand
dekantiert, das Zellpellet mit Medium (Kulturmedium mit 10 %DMSO) zur Kryokonservierung
resuspendiert und in 1 ml Aliquoten in Kryordhrchen verteilt (2-3 x 10° Zellen pro Kryordhrchen). Die
Kryor6hrchen wurden zunéchst in einer isolierenden Styroporbox im Gefrierschrank langsam auf -
80°C heruntergekiihlt, um Schidden an den Zellen durch Kristallisationsprozesse beim Einfrieren zu
verhindern. Nach ca. 2-4 Tagen wurden die Kryoréhrchen zur Langzeitaufbewahrung in
Fliissigstickstoff (-196°C) umgelagert.

Auftauen von Zellen

Die Kryoréhrchen wurden aus dem fliissigen Stickstoff sofort in ein kdrperwarmes Wasserbad (37°C)
gegeben und aufgetaut. Anschlieend wurden die Zellen in 10 ml warmes Kulturmedium langsam
iiberfiihrt und 5 min bei 200 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet mit
dem entsprechenden Kulturmedium in Lésung gebracht und in Kulturschalen ausgesédt. Am nichsten
Tag wurden die Zellen mit frischem Ndhrmedium versorgt.

2.3.5 Ussing-Kammer

Nachdem die Zellen in die Kulturplatteneinsétze ausgesét worden sind und sich nach weiteren 10
Tagen ein konfluentes Monolayer mit einem entsprechend hohen transepithelialen Widerstand
ausbilden konnte, wurden die Inserts in die Ussing-Kammer eingebracht.

In der Ussingkammer soll der lonentransport in einem intakten flichigen Epithel untersucht werden.
Dabei konnen Ladungsverschiebungen gemessen werden, die von einer Seite des Epithels auf die
andere Seite transportiert werden. Der zu messende Strom ist ein Summenstrom aller
Ladungsverschiebungen iiber das Epithel, wobei sich Anionen- und Kationenstrome {iberlagern. Zur
Identifizierung und genaueren Untersuchung eines spezifischen lonenstroms kdnnen z.B. Blocker
eingesetzt werden, die spezifisch bestimmte Kanile hemmen.
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Abb.9: Messkammer mit elektrischen Verbindungen; Flache des konfluenten einschichtigen Zellrasens
ca. 0,6 cm’. Hk1= Halbkammer mit apikalem Kompartiment; Hk2= Halbkammer mit basolateralem
Kompartiment; Ag/AgCl-Elektroden in Elektrodentdpfchen; U = Voltmeter, | = Amperemeter

(Eigene Abbildung)

In der Abb. 9 findet sich die fertig zusammengesetzte Versuchsanordnung aus 2 Halbkammern mit
den Zu- und Abldufen fiir das Kulturmedium, sowie die Agar-Elektroden. Bei den verwendeten
Halbkammern handelte es sich um innen konisch geschliffene Plexiglaszylinder (@ 10 mm). Ein
Zylinder (= Halbkammer 1) besitzt die Moglichkeit einen Zellkulturplatten-Einsatz aufzunehmen und
ist mit einem Nadelkranz bestiickt, so dass der passende zweite Hohlzylinder mit den dazu
korrespondierenden Bohrungen (= Halbkammer 2) aufgesetzt werden kann und hierdurch eine
geschlossene Messkammer mit getrennten Zu- und Abléufen sowie elektrischen Verbindungen pro
Halbkammer entsteht. Die Epithelfliche pro Insert betrug 0,6 cm’. Fiir alle Experimente wurde eine
Losung nach Schulzke et al. (Schulzke et al, 1986) benutzt, die in dem doppelwandigen Glasbehalter
durch ein ans Wasserbad angeschlossenes Kreislaufsystem dauerhaft bei 37°C gehalten wurde.

In die Versuchslosung wurde wéhrend der gesamten Versuchsdauer tiber den aufsteigenden Schenkel
Carbogen (95% 02, 5% CO2) insuffliert. Die kontinuierliche Carbogenzufuhr bewirkte zum einen
eine permanente Zirkulation der Versuchslosung und gewihrte dariiber hinaus eine ausreichende O2-
Versorgung des Epithels sowie eine Stabilisierung des pH.
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Prinzip der Voltage Clamp (Spannungsklemme)

Aktiver lonentransport fiithrt zu einem elektrischen Stromfluss durch das Epithel. Dabei wird eine
elektrische Spannung (transepitheliale Potenzialdifferenz) iiber dem Epithel erzeugt. Mochte man
diese lonenstrome, bzw. Potenzialdifferenzschwankungen erfassen, ist es notwendig alle Einfliisse
passiver Transportprozesse, d.h. alle elektrochemischen Gradienten auf nahezu Null herunterzufahren.
Bei Nichtgeladenen Substanzen gelingt dies, indem zu beiden Seiten des Epithels gleich gro3e
Konzentrationen, Temperaturen und Druckverhiltnisse eingestellt werden.

Unter physiologischen Verhéltnissen kommt es jedoch zusdtzlich zu einem elektrischen Transport der
geldsten Ionen. Deshalb ist es vor der Messung erforderlich eine durch passive lonentransportprozesse
erzeugte transepitheliale elektrische Spannung auf Null zu bringen, so dass der dann vorhandene
Nettotransport alleine dem vom Epithel angetriebenen, aktiven Transport entspricht.

Zur beliebigen Anderung und Einstellung der SpannungsgrdBe (also auch auf 0 mV) iiber dem Epithel
wird die Spannungsklemme (Voltage Clamp) eingesetzt.

Durch Einsatz einer Stromquelle wird dabei gerade soviel Strom durch das Epithel geschickt, bis man
den gewlinschten Wert der Potenzialdifferenz erhilt.

Wird nun mit der Spannungsklemme iiber dem Epithel auf 0 mV geklemmt, so entspricht der im
Klemmstromkreis flieBende Kurzschlussstrom (short circuit current, Isc) dem aktiven Netto-
Ladungstransport des Epithels (Ussing und Zerahn, 1951).

Messung von Spannung, Kurzschlussstrom und transepithelialem Widerstand

Bei den durchgefiihrten Versuchen wurden stets Messungen an 6 Inserts (n=6) gleichzeitig
vorgenommen. Vor dem Einspannen der Inserts wurde eine Messung der Elektrodenasymmetrie in der
Versuchsanordnung (offset) durchgefiihrt. Technische Probleme wie Luftblasen in zu- und
abfiihrenden Schenkeln des Schlauchsystems, unsichere Kabelverbindungen oder Unterbrechungen
der stromleitenden Agar-Agar-Briicken konnen auf diesem Wege durch auftillig groe Fehlerstrome
und Fehlerspannungen erkannt und anschliefend behoben werden.

Im néchsten Schritt wurde der Widerstand der Badlosung (=Versuchslosung) bestimmt. Dieser betrug
im Durchschnitt 21 Q und war damit im Vergleich zum Epithelwiderstand eher gering. Uber
Argenthal®-Standardelektroden und einem daran angeschlossenen 6-fach Voltage-Clamp-MeBstand
(CVC 6) wurde die transepitheliale Potenzialdifferenz regelméfig gemessen. Das eine Ende der
Elektroden befand sich in Plastikzylindern, welche als Bezugselektrolyt geséttigte
Kaliumchloridlésung (3 M) enthielten. Zur elektrischen Verbindung mit der Messkammer wurden
Polyethylenbriicken benutzt, die eine Fiillung aus in 1,8%iger NaCl-Losung erstarrtem Agar-Agar (30
g/1) enthielten.

Als Bezugspunkt der Spannungsmessung wurde die apikale Epithelseite festgelegt. Die erhaltenen
Werte stellen also die Spannung der apikalen gegen die basolateralen Seite des Epithels dar (V*/V).

Fiir die Bestimmung des transepithelialen Widerstandes (TER) wurde bei jeder Messung (um 200 ms
zeitverzogert) je ein bidirektionaler Strompuls von S0uA iiber Ag/AgCl-Elektroden appliziert, die sich
daraufthin ergebende Potenzialinderung erfasst und TER aus beiden Parametern unter
Beriicksichtigung von exponierter Epithelfliche (hier 0,6 cm”) und Widerstand der Versuchslosung
automatisch errechnet:

AViL _
TER — ( _________ _ RBad ) 3 Aepl

IKL

Wobei  TER transepithelialer Widerstand (Q * cm”

Ik applizierter Klemmstrom (pA)
AVyy Potenzialdnderung (Spannungsantwort, mV)
RB Badwiderstand (Q)
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A% exponierte Fliche in der Kammer (cm?) ist.

Nach dem Ohmschen Gesetz wird schlieBlich der Kurzschlussstrom (Isc) aus transepithelialer
Potenzialdifferenz (V*/V") und dem Widerstand (TER) berechnet:

Wobei el
TER 1st.

Mit dem Voltage-Clamp-MeBstand und der dazugehorigen Software (ANALOGON Steuerprogramm)
konnen die Registrierintervalle stufenlos reguliert werden. So kann man bei einer Erfassung der Daten
im 5-Sekunden-Takt sogar kurzzeitige und rasch einsetzende Effekte einer Substanz registrieren. Die
erhaltenen Daten fiir Kurzschlussstrom, transepithelialen Potenzialdifferenz und Widerstand wurden
auf einem normalen IBM-kompatiblen PC gespeichert und mittels eines weiteren Programms
(ANALOGA Ausgabemodul) in ein exportfiahiges Format gebracht. In Abb.10 findet sich eine

schematische Darstellung der Ussing-Kammer mit eingebrachtem Insert und die durch den ,,bubble
lift* im Kreislauf gehaltene Badlosung.

Zugabe der Substanzen
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Ussing-Kammer mit Insert und Zu-/Ablauf der
Versuchslosung; Volumen apikal und basolateral je 10 ml (hellgraue Farbe). Zirkulation der
Versuchslosung mit den zugefiihrten Substanzen wird durch die Carbogeninsufflation in den
aufsteigenden Ablaufschenkel (95% 02, 5% CO2, ,,bubble lift*) bewerkstelligt; elektrische
Verbindungen nicht dargestellt.

(Eigene Abbildung)
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2.3.6 Calcium-Photometrie

Die Aktivierung einer groflen Anzahl von Membranrezeptoren fiihrt zu einem Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration, entweder als Folge eines Einstromes aus dem Extrazellularraum
oder auf Grund der Freisetzung aus intrazelluldren Speichern. Calcium kann bei diesen Vorgingen
entweder als Second messenger in der Kette der Signaltransduktion fungieren oder erst spéter
freigesetzt werden.

Um festzustellen, ob im Rahmen der rezeptorvermittelten Aktivierung und intrazelluldren Signal-
transduktion bei den hier verwendeten Zelllinien (T84 und HT 29 CL.16E) Calcium ebenfalls
involviert ist, wurde nach Stimulation mit den entsprechenden Agonisten (Trypsin und PAR-2-AP)
die Verdnderung der intrazelluldren Calciumkonzentration photometrisch bestimmt.

Zur genauen Bestimmung der Calciumkonzentration stehen mittlerweile hochspezifische
Calciumindikatoren zur Verfiigung. In der hier vorgestellten Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff
Fura-2 AM (sieche Abb. 11) verwendet, der eine sehr hohe Calciumbindungsaffinitét besitzt.
Entsprechend den Arbeiten von Grzegorz Grynkiewicz et al. aus dem Jahre 1985 (Grynkiewicz G et
al, 1985) wurde die Calcium-Indikatoreigenschaft der o.a. Substanz als optisches Nachweissystem
genutzt.

Hierbei wird die calciumkomplexierte Form von Fura-2 AM mit UV-Licht bei einer Wellenldnge von
340nm angeregt und die nachfolgende Emissionsintensitét bei 540nm bestimmt. Freies,
nichtgebundenes Fura-2 AM hingegen emittiert bei einer Bestrahlung von 380nm. Aus dem Verhéltnis
der Emissionsintensititen bei 340nm/ 380nm kann schlielich nach Anwendung des
Massenwirkungsgesetzes die aktuelle intrazelluldre Calciumkonzentration bestimmt werden. Je nach
Angebot von freiem Calcium liegt ein Gleichgewicht zwischen dem freien Farbstoff und seinem
Calciumkomplex, der sein Absorptionsmaximum im kurzwelligeren UV-Licht Bereich hat. Die
Exzitationswellenldngen von 380nm (freies Fura-2) und 340nm (fiir den Calciumkomplex) sind an
Hand des Exzitationsspektrums (vgl. Abb. 12) optimiert.

Durch Anregung bei zwei verschiedenen Wellenldngen lésst sich [Ca2+]i unabhédngig von der
Farbstoffkonzentration bestimmen. Damit werden Messfehler durch Ausbleichen des Farbstoffes oder
Konzentrationsschwankungen nahezu komplett eliminiert. Die Ergebnisse sind damit auch unabhingig
von der absoluten Empfindlichkeit des Messgerites. Hierdurch ist dieses Messsystem beziiglich der
Genauigkeit anderen Methoden iiberlegen.

Kalibrierung

Vor Beginn der Messung wurde das Gerat mit den o.a. Losungen kalibriert.

Hierzu wurde im ersten Ansatz CaCl, und lonomycin zu den Zellen hinzugegeben. Ionomycin ist ein
Calciumionophor und vermittelt durch die Ausbildung calciumselektiver Poren den Einstrom von
Calcium aus dem Extrazellularraum und den intrazelluldren Speichern in das Cytosol. Durch den
Ausgleich des physiologischen Konzentrationsgradienten wurde die maximale Calciumkonzentration
in den Zellen eingestellt. Hierdurch wurde der Anteil an freiem Fura-2 AM vollstindig komplexiert
und die maximale Ratio (R,x) gemessen.

Im zweiten Ansatz wurden die Zellen mit SmM EGTA behandelt. EGTA ist ein Calciumchelator, so
dass bei Zugabe die zytosolische Calciumkonzentration gegen null geht und somit der Anteil an
freiem, unkomplexiertem Fura-2 AM den groBtmoglichen Wert erreicht (Bestimmung der minimalen
Ratio (Rmin)~

Nach Anwendung des Massenwirkungsgesetzes erhélt man schlielich die
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Standardgleichung zur Kalibrierung:

[Ca®] = K4 (R - Rynin) / (Rynay /-R)

Wobei R = korrigiertes Hintergrundsignal
K4 = Dissoziationskonstante, unter den gegebenen Bedingungen
224 nm (MaB fiir die Bindungsaffinitit von Fura2-AM
fiir Ca®")
Rmin = Fluoreszenzratio 340 nm/ 380 nm bei Ca-Konzentration
nahe Null

Rmax = Fluoreszenzratio 340 nm/ 380 nm bei Calciumséttigung

Abb. 11: Strukturformel des Calciumindikatorfarbstoffes FURA-2-AM (nach Grynkiewicz et al,1985)

Os._ _CHs
he FURA-2-AM

0.0
j’ CHs
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Abb. 12 : Exzitationsspektrum von FURA-2 in Abhéngigkeit von der freien Calciumkonzentration.
(aus Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, 6.
Auflage, S. 507)

Zellkultur und Beladung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM

Die Zellen wurden entsprechend den o.a. Bedingungen (sieche Zellkultur) in einem CO,-
Begasungsbrutschrank bei 37°C mit 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert.
Als Kulturflache dienten hierbei spezielle Glasscheiben, sog. Coverslips. Ziel der Kultivierung war ein
mindestens 70%ig konfluenter einschichtiger Zellrasen.

Vor der Beladung der Zellen wurden die Kulturen zunéchst dreimalig mit PBS-Losung gewaschen, um
Zelldetritus und iiberfliissiges Medium zu entfernen. Im Anschluss wurden pro Coverslip 2 ml
HanksBSS/BSA und 4 pl des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 AM hinzugegeben. Der
Azetoxymethylester (AM) des Farbstoffes wird verwendet, damit die Farbstoffe die Zellmembranen
der Zellen passieren konnen. Durch Esterasen erfolgen intrazellulédr die Spaltung der Esterverbindung
und die Freisetzung des Farbstoffes. Dieser besitzt eine deutlich geringere Lipidloslichkeit als die
Esterverbindung und kann so kaum in den Extrazellularraum zuriickdiffundieren. Zur Verbesserung
der Loslichkeit des Farbstoffester in der wéssrigen Standardlosung wurde dieser zunéchst in DMSO
geldst und danach in die Standardlosung geben. Um das Ausmal} der Prézipitation des Farbstoff-AM-
Ester zu vermindern, enthielt die Farbstofflosung zusitzlich einen Losungsvermittler (je 6 pl Pluronic
F-127).

Dieser Ansatz wurde dann fiir 20 min. bei 37°C bei Dunkelheit inkubiert, um eine ausreichende
Beladung der Zellen mit dem Farbstoff zu gewéhrleisten.

Photometrie

Nach erneutem, dreimaligem Waschen mit PBS und anschliefender Zugabe von 2ml HanksBSS/BSA
wurden die Coverslips in Attofluor® Messkammern eingespannt und das Fluoreszenzsignal unter dem
Inversionsmikroskop mittels eines Till-Photonics Photometers gemessen. Zunéchst wurde der
Basalwert in Ruhe bestimmt und 30 sec. spéter die Messung nach Gabe des Agonisten wiederholt
(Trypsin, bzw. PAR-2-AP).

Die Emissionsintensitidten wurden als Verhéltnis (340/380 nm) bei 510 nm mit einer Photodiode
gemessen.
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Abb.13: Schematische Darstellung der photometrischen Calciummessung mit Fluoreszenzfarbstoff

In der o.a. Abb. 13 findet sich der schematische Versuchsaufbau fiir die Calciummessung. In der
Messkammer befinden sich die mit Fura-2 AM beladenen Zellen auf dem Coverslip. Uber eine
monochromatische Lichtquelle werden die Zellen mit UV-Licht unterschiedlicher Wellenldnge
angeregt (340/380 nm). Die emittierten Strahlen werden {iber Umlenkspiegel zum einen in eine
Kamera geleitet, die die Lichtintensitit der Emission bestimmt und die Daten an einen angeschlossen
Rechner zur weiteren Auswertung weiterleitet. Dariiber hinaus ist auch die direkte Beobachtung der
Zellen iiber das Inversionsmikroskop mdglich.
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3.Er

gebnisse

3.1. Calcium-Photometrie

Als Nachweis der Prasenz eines funktionellen PAR-2-Rezeptors wurde vor Durchfithrung der
Messreihe in der Ussing-Kammer der Trypsin-vermittelte Calciumausstrom in der HT-29 C1.16 E-

Zelllinie mittels der Calcium-Photometrie untersucht.
Abb. 14:
[Ca?*]inach basolateraler Stimulation mit Trypsin (HT-29 CL.16E)
(n=3 mut SEM)
0,9
—4#—Fluoreszenz-
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3.1.3. Theoretische Uberlegungen bei der Auswahl der Zelllinien

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurde fiir beide Zelllinien gezeigt (X. Guo et al, 1995;
Barrett KE et al, 1993), dass sie den PAR-2 exprimieren. als auch iiber eine stimulierbare
Chloridsekretion verfiigen.

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Zellenlinien einen transepithelialen Widerstand ausbilden,
bzw. feste Interzellularbriicken iiber tight junctions und Desmosomen entwickeln.

Um die Effekte besser zu verstehen, die wahrscheinlich iiber den PAR-2 am Kolonepithel in vivo
vermittelt werden, wurden diese beiden immortalisierten Kolonkarzinom-Zellenlinien in der
vorliegenden Arbeit verwendet. Als indirektes Mal fiir die Regulation der epithelialen Barriere wurde
der PAR-2-vermittelte Effekt auf den transepithelialen Widerstand (TER) gemessen. Ein weiterer,
moglicherweise protektiv wirkender Effekt sollte durch die Messung der PAR-2-induzierten
Chloridsekretion (indirekt iiber Bestimmung des Kurzschlussstromes) untersucht werden.
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3.2. Zeitabhingige Entwicklung des transepithelialen Widerstandes

Nach Erreichen eines konfluenten Zellverbandes in den Flacon-Kulturflaschen wurden die Zellen
beider Zelllinien auf speziell angefertigte Einsédtze mit einer pordsen Membran ausgesit (siche
Abbildung 6 und 7, Kapitel Material und Methoden). In den folgenden 10-12 Tagen wurde tiglich die
Entwicklung des TER mittels eines Volt-Ohm-Meters gemessen. Der Anstieg des TER wird
nachfolgend am Beispiel des Mittelwertes fiir drei Inserts pro Zellreihe gezeigt (HT-29 C1.16E und
T84)

3.2.1. Anstieg des TER in 10 Tagen (HT-29 CI.16E):

250

TER HT-29 CL16E [Q*cm?2]

200

150

100

50

Abb.15: Gezeigt wird die zeitabhéngige Entwicklung des gemittelten TER bei n=3. Nach 10 Tagen
erreichen die Zellen der Linie HT-29 CI.16E einen durchschnittlichen Wert von 200 Q*cm2.
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3.2.2. Anstieg des TER in 10 Tagen
(T84):

TER T84 n =3 [(2*cm?2]
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Abb.16: Gezeigt wird die zeitabhéngige Entwicklung des gemittelten TER bei n=3. Nach 10 Tagen
liegen die durchschnittlichen Werte fiir die T84-Zell-Linie bei ca. 370 Q*cm?2.

Innerhalb von ca. 10-12 Tagen entwickelten beide Zelllinien unterschiedlich hohe Werte fiir den
transepithelialen Widerstand. Mikroskopisch korreliert das Erreichen der Plateau-Phase des TER mit
der vollstindigen Konfluenz des Zellrasens. Dabei lag der durchschnittliche Wert fiir den maximal
erreichten TER in der T84-Zellinie (absolut: 370 Q*cm) deutlich iiber dem Wert fiir die HT-29 Cl1.16
E (absolut: 200 Q*cm). Ursache hierfiir ist wahrscheinlich eine stirkere interzelluldre Verbindung in
Form der tight junctions und Desmosomen.
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3.2.3. Untersuchung des Einflusses von Prostaglandin E2 auf den Kurzschlussstrom und den
transepithelialen Widerstand

Die Prostaglandinsynthese findet nahezu in allen Abschnitten des GI-Traktes statt (Whittle, B.J.R. and
Salmon, J.A., 1983). Grundsétzlich wird dem PGE2 im Magen-Darm-Trakt eine protektive Funktion
zugesprochen (Robert A et al, 1977; Robert A et al, 1979; Robert A et al, 1980).

Vermittelt wird diese protektive Wirkung iiber verschiedene Mechanismen. Neben einer
Verminderung der gastralen Salzsduresekretion (Robert A et al, 1977), Erh6hung des mukosalen
Blutflusses (Konturek SJ et al, 1981) und vermehrten Sekretion eines viskdsen Schleims (Johansson
C etal, 1979), wird z.T. auch die Chlorid-, und damit die Fliissigkeitssekretion (Halm DR et al,
2001) tiber Prostaglandine reguliert. Im ersten Versuchsansatz soll durch Stimulation mit PGE2
gezeigt werden, dass beide Zelllinien zur Chloridsekretion in der Lage sind. Gleichzeitig wurde dabei
der Einfluss auf den TER beobachtet.

Die Stimulation von HT-29 Cl.16E und T84 Zellen mit Prostaglandin E, flihrt zu einem
dosisabhéngigen Anstieg des Isc. Dabei ist jedoch in der Zelllinie HT-29 CI1.16E ab einer
Konzentration von 1*107 ein Ceiling-Effekt zu verzeichnen. Parallel hierzu findet sich bei steigenden
PGE2-Konzentrationen ein Abfall des TER. Die Ursache fiir den Abfall des TER liegt wahrscheinlich
darin, dass durch die Stimulation der Chloridionensekretion auch die transepitheliale Permeabilitét
parallel zunimmt.

Die EC50 fiir beide Zelllinien liegt bei etwa 50nM, wobei PGE2 in HT-29 Cl.16E Zellen potenter ist.
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Dose Response des Kurzschlussstromes und des transepithelialen Widerstandes nach PGE,-

Stimulation, T84-Zellen

Dose Response Prostaglandin E2 / T84
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Abb.17: Mit steigenden Konzentrationen von PGE2 findet sich eine dosisabhéngige Zunahme des

Kurzschlussstromes, bzw. ein Abfall des transepithelialen Widerstandes.
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3.2.3. Dose Response des Kurzschlussstromes und des transepithelialen Widerstandes nach
PGE,-Stimulation, HT-29 CL.16E —Zellen

40 Dose Response ProstaglandinE2 /HT-29 CL16 E 0
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Abb.18: Auch in der Zelllinie HT-29 CI.16E findet sich eine dosisabhingige Zunahme des
Kurzschlussstromes, bzw. ein paralleler Abfall des TER. Ab einer Konzentration von 10~ kann kein
hoherer Anstieg des Isc mehr verzeichnet werden. Im direkten Vergleich mit der Dose Response-
Kurve bei den T84-Zellen zeigt sich bei den HT-29 CI.16E eine hdhere Potenz fiir das PGE2.

3.3. Messgrofien und Ausgangswerte fiir den transepithelialen Widerstand, Kurzschlussstrom
und Potenzialdifferenz in den Zelllinien HT-29 C1.16E und T84.

Nach Einspannen der Inserts in die Ussingkammer erfolgte im 5-Sekundentakt die Erfassung von
Kurzschlussstrom, transepithelialem Widerstand und Potenzialdifferenz.

Zu Anfang des Versuches zeigten die Werte flir die oben aufgefiihrten Messgréfien einen allméahlich
schwicher werdenden Abfall (I.), bzw. Anstieg (TER), bis nach ca. 45- 60 min. ein stabiles Plateau
der Werte erreicht (,,base line) wurde.

Bei allen folgenden Versuchsreihen wurden Messungen grundsétzlich parallel in 6 Ussing-Kammern
gleichzeitig durchgefiihrt und aufgezeichnet. Nach Zugabe der Agonisten/ bzw. Antagonisten (je nach
Versuch Trypsin, PAR-2 AP oder Carbachol) erfolgte eine Aufzeichnung fiir mindestens eine Stunde,
um auch verzogert auftretende Effekte der Substanzen zu erfassen.

Nachfolgend sind die Mittelwerte der Ausgangs-Messwerte (= baselines) fiir beide Zelllinien
aufgefiihrt (n=25).
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Zelllinie HT-29 C1.16 E
Baselines

Transepithelialer Widerstand n=25

Ry (Q*cm?)

Mittelwert 148,48

SEM +7,83
Kurzschlussstrom n=25
Isc (A/cm’)

Mittelwert 1,15

SEM +0,29
Potenzialdifferenz n=25
PD (mV)

Mittelwert 0,2276

SEM +0,09139708

Zelllinie T84
Baselines

Transepithelialer Widerstand n=25
Ry (Q*cm?)

Mittelwert 170,5868

SEM +16,5255135
Kurzschlussstrom n=25
Isc (uA/cm?)

Mittelwert 5,3

SEM +1,29
Potenzialdifferenz n=25
PD (mV)

Mittelwert -6,62

SEM + 0,753

3.4. Einfluss von Trypsin und des PAR-2 Agonisten (=AP aktivierendes Peptid) auf den

transepithelialen Widerstand und Kurzschlussstrom in

der Zelllinie HT-29 CI.16E

Dargestellt ist hierbei die Verdnderung des Widerstandes (A TER) und des Kurzschlussstromes (A Isc)

nach Zugabe der Agonisten in Abhéngigkeit von zunehmender Konzentration. Mit aufgefiihrt ist
dariiber hinaus der Effekt von reversem Peptid (weiBer Kreis) und inhibiertem Trypsin (schwarzes

Quadrat).
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Abb.19: basolaterale und apikale Stimulation mit Trypsin (weille Quadrate) und AP (schwarze Kreise)
und Verdnderung des transepithelialen Widerstandes (TER). Kontrolle mit Soybean Trypsin Inhibitor
(SBTI/ weiBer Kreis), HT-29 C1.16E
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Abb.20: basolaterale und apikale Stimulation mit Trypsin (weille Quadrate) und AP (schwarze Kreise)
und Verdnderung des Kurzschlussstromes (Isc), Kontrolle mit SBTI (weiller Kreis), HT-29 CL.16E

56



Abb.19 und 20: TER und Isc nach Stimulation von HT-29 CI.16E Zellen mit PAR-2 Agonisten.
Basolaterale Stimulation von HT-29 CL.16E Zellen mit ansteigenden Dosen Trypsin (weille Quadrate)
und PAR-2 AP (schwarze Kreise) fiihrt zu einem starken Anstieg des TER. Trypsin inhibiert mit SBTI
(schwarzes Quadrat) und reverses Peptid (weiBler Kreis) haben dagegen keinen Effekt. Der Isc bleibt
unbeeinflusst.

Apikale Stimulation von HT-29 CI.16E Zellen mit ansteigenden Dosen Trypsin (weille Quadrate) und
PAR-2 AP (schwarze Kreise) fiihrt im Vergleich zur basolateralen Stimulation zu einem noch
starkeren Anstieg des TER, der Isc bleibt unverandert.

Gezeigt sind die Mittelwert von n=6 Experimenten + SEM.
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3.5. Einfluss von Trypsin und des PAR-2 Agonisten (=AP aktivierendes Peptid) auf den

transepithelialen Widerstand und Kurzschlussstrom in der Zelllinie T84

Auch hier ist wieder die Verdnderung des Widerstandes (A TER) und des Kurzschlussstromes (A Isc)

nach Zugabe der Agonisten in steigenden Konzentration gezeigt. Kontrollmessungen mit reversem

Peptid und inhibiertem Trypsin sind ebenfalls aufgetragen.
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Abb. 21: basolateral und apikale Stimulation mit Trypsin (weifle Quadrate) und AP (schwarze Kreise)
und Verdnderung des transepithelialen Widerstandes (TER). Kontrolle mit SBTI (weifler Kreis), T84
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Abb. 22:
basolateral und apikale Stimulation mit Trypsin (weille Quadrate) und AP (schwarze Kreise) und
Verianderung des Kurzschlussstromes (Isc), Kontrolle mit SBTI (weiBer Kreis), T84

Abb. 21 und 22:

TER und Isc nach Stimulation von T84 Zellen mit PAR-2 Agonisten

Basolaterale Stimulation von T84 Zellen mit ansteigenden Dosen Trypsin (weifle Quadrate) und PAR-
2 AP (schwarze Kreise) fiihrt zu einem Anstieg des Isc, wobei der TER gleichzeitig abfillt. Trypsin
inhibiert mit SBTI (schwarzes Quadrat) und reverses Peptid (weiller Kreis) haben dagegen keinen
Effekt.

Apikale Stimulation von T84 Zellen mit ansteigenden Dosen Trypsin (weille Quadrate) fiihren zu
einer deutlichen biphasischen Stimulation des TER, wihrend die Stimulation durch PAR-2 AP
(schwarze Kreise) nur sehr gering ausfillt. Der Isc bleibt durch PAR-2 Agonisten unbeeinflusst.
Gezeigt sind die Mittelwert von n=6 Experimenten + SEM.
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3.6. Basolaterale Stimulation von HT-29 CL.16E Zellen mit Trypsin und PAR-2 AP, Zeitverlauf
des TER-Anstiegs

HT-29 C1.16 E, Trypsin basolateral (A TER)
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Abb. 23: Verdnderung des TER nach basolateraler Stimulation mit Trypsin beobachtet iiber die Zeit,
HT-29 C1.16 E
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HT-29 CL.16 E, PAR-2 AP basolateral (A TER)
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Abb.24: Verinderung des TER nach basolateraler Stimulation mit AP beobachtet tiber die Zeit, HT-
29 CLI6 E

Abb. 23 u. 24: HT-29 CI.16E Zellen wurden von basolateral mit unterschiedlichen Dosen Trypsin und
PAR-2 AP stimuliert und der TER {iber 30min beobachtet. Trypsin fiihrt zu einem langsamen Anstieg
des TER, der etwa bei 30min das Maximum erreicht, PAR-2 AP fiihrt dagegen zu einem wesentlich
rascheren Anstieg, der abhingig von der Dosis nach 3 bis 7 Minuten das Maximum erreicht und dann
langsam wieder abfallt. Weiterhin findet sich im Vergleich ein quantitativer Unterschied hinsichtlich
des maximalen Anstiegs des transepithelialen Widerstandes. Nach Stimulation mit Trypsin kann im
Vergleich zum AP ein nahezu doppelt so hoher Anstieg des TER verzeichnet werden. Dies ist dadurch
zu erkldren, dass theoretisch ein Trypsin-Molekiil gleich mehrere Rezeptoren aktivieren kann,
wohingegen jeweils nur ein AP auch nur einen Rezeptor aktivieren kann.

Auch die prolongiert anhaltende Erhohung des TER unter Trypsin ist auf diese spezielle
physiologische Aktivierung zuriickzufithren. Die Kurven zeigen den Mittelwert fiir 1 représentatives

Experiment.
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3.7. Apikale Stimulation von HT-29 CL.16E Zellen mit Trypsin und PAR-2 AP, Zeitverlauf des
TER-Anstiegs

HT-29 Cl1.16 E, Trypsin apikal (A TER)
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Abb. 25: Verlauf des TER nach apikaler Stimulation mit Trypsin, HT-29 C1.16E
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HT-29 Cl1.16 E, PAR-2 AP apikal (A TER)
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Abb. 26: Verlauf des TER nach apikaler Stimulation mit AP, HT-29 CL.16E

Abb. 25 u. 26: HT-29 CI1.16E Zellen wurden von apikal mit unterschiedlichen Dosen Trypsin und
PAR-2 AP stimuliert und der TER {iiber 30min beobachtet. Trypsin fiihrt zu einem langsamen Anstieg
des TER, der abhingig von der Dosis nach etwa 10 bis 20min das Maximum erreicht und dann auf
einem Plateau bleibt. PAR-2 AP fiihrt dagegen zu einem rascheren Anstieg, der abhingig von der
Dosis nach 8 bis 10 Minuten das Maximum erreicht und dann langsam wieder abfillt. Wie bereits bei
der basolateralen Stimulation zeigt sich im Vergleich der beiden Agonisten, dass auch bei der apikalen
Stimulation Trypsin in der Zelllinie der HT-29 C1.16E deutlich potenter hinsichtlich der TER-
Erhohung ist (Maximale TER-Erhéhung unter Trypsin ca. 100 Q*cm2, unter AP ca. 68 Q*cm?2).Die

Kurven zeigen den Mittelwert fiir 1 représentatives Experiment.
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3.8. Basolaterale Stimulation von T84 Zellen mit Trypsin und, Zeitverlauf von TER und Isc
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Abb.27: Verlauf des TER nach basolateraler Stimulation mit Trypsin, T84
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Abb. 28: Verlauf des Isc nach basolateraler Stimulation mit Trypsin, T84
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Abb. 27 u. 28:
T84 Zellen wurden von basolateral mit unterschiedlichen Dosen Trypsin stimuliert und der TER und

Isc iiber 30min beobachtet. Trypsin fiihrt zu einem raschen Anstieg des Isc, der abhéngig von der
Dosis bei 2.5 bis 3.5min das Maximum erreicht und dann rasch wieder abfillt. Der TER fallt
dosisabhéngig rasch oder verzogert ab und erreicht das Minimum bei 4 bis 13min um dann allméhlich

wieder anzusteigen.
Die Kurven zeigen den Mittelwert fiir 1 représentatives Experiment.

3.9. Basolaterale Stimulation von T84 Zellen mit PAR-2 AP, Zeitverlauf von TER und Isc

T84, PAR-2 AP basolateral (A TER)
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Abb. 29: Verlauf des TER nach basolateraler Stimulation mit AP, T84

T84, PAR-2 AP, basolateral (Alsc)
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Abb. 30: Verlauf des Isc nach basolateraler Stimulation mit AP, T84

Abb. 29 und 30: T84 Zellen wurden von basolateral mit unterschiedlichen Dosen PAR-2 AP stimuliert
und TER und Isc iiber 30min beobachtet. PAR-2 AP bewirkt einen sehr raschen Anstieg des Isc, der
bei den hohen Dosen bereits bei 60 bis 90s das Maximum erreicht, um dann rasch wieder abzufallen.
In etwa zeitgleich kommt es zu einem PAR-2 AP induzierten Abfall des TER.

Die Kurven zeigen den Mittelwert fiir 1 représentatives Experiment.
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ATER [Q*cm2]

3.10. Verinderungen des transepithelialen Widerstandes unter Carbachol

Die Versuche zeigten in beiden Zelllinien einen Anstieg des TER, sowohl bei apikaler, als auch
basolateraler Stimulation, ohne dabei jedoch signifikant den Kurzschlussstrom zu beeinflussen.
Nachfolgend dargestellt ist die Verédnderung des transepithelialen Widerstandes tiber die Zeit nach
basolateraler und apikaler Stimulation fiir beide Zelllinien:

3.10.1. Basolaterale und apikale Stimulation von HT-29 CL.16E Zellen mit Carbachol

a) Zeitverlauf

Basolaterale Stimulation mit Carbachol (10pmol und 100pumol) und
zeitlicher Verlauf des TER, HT-29 CI1.16E
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Abb. 31: Verlauf des transepithelialen Widerstandes nach basolateraler Stimulation mit Carbachol,
HT-29 CI.16E, Carbachol 10 umol bei 23 min; Carbachol 100 umol bei 24.min.
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ATER [Q*cm2]

Apikale Stimulation mit Carbachol und zeitlicher Verlauf des TER,
HT-29 C1.16E
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Abb. 32: Verlauf des transepithelialen Widerstandes nach apikaler Stimulation mit Carbachol,
HT-29 Cl.16E, Carbachol 10pmol bei 52 min; Carbachol 100pmol bei 57 min.

Abb. 31 und 32: Sowohl nach basolateraler, als auch nach apikaler Stimulation der HT-29 CI.16E
Zellen kann durch die Gabe von Carbachol ein Anstieg des transepithelialen Widerstandes verzeichnet
werden. Hinsichtlich des erreichbaren Maximums fiir den TER scheint es keinen Unterschied zu
geben, ob nun die Stimulation an der basolateralen oder der apikalen Membran erfolgt.
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b) Dosis-Wirkungsbeziehung

Basolaterale Stimulation mit Carbachol, HT-29 CI.16E,

A TER [Q*cm2]
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Abb. 33: Gezeigt ist der maximale Anstieg des TER nach basolateraler Stimulation mit Carbachol 10
und 100 uMol. Mittelwerte fiir n=3 mit SEM.
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Abb. 34: Gezeigt ist der maximale Anstieg des TER nach apikaler Stimulation mit Carbachol
10 und 100 pMol. Mittelwerte fiir n=3 mit SEM.
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Abb. 33 und 34: Die Stimulation mit Carbachol zeigt eine dosisabhéingige Erhohung des TER sowohl
an der apikalen, als auch an der basolateralen Membran. Die relative Erhohung des transepithelialen
Widerstandes bleibt dabei mindestens fiir weitere 30 min bestehen.

3.10.2. Basolaterale und apikale Stimulation mit Carbachol, T 84

a) Zeitverlauf:

Basolaterale Stimulation mit Carbachol (10pmol und 100umol) und
zeitlicher Verlauf des TER, T84
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Abb. 35: basolaterale Stimulation mit Carbachol mit 10 pMol (zum Zeitpunkt 230min) und 100uMol
(233min).
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Apikale Stimulation mit Carbachol (10umol und 100pumol) und
zeitlicher Verlauf des TER, T84
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Abb. 36: T84-Zellen wurden zum Zeitpunkt 11,8 min mit 10 uMol und bei 13,3 min mit 100pMol mit
Carbachol stiumliert.

Auch bei den T84-Zellen findet sich eine dosisabhéngige Erhohung des transepithelialen Widerstandes
unter Carbachol. Dabei zeigt sich ein anhaltender Anstieg in der Nachbeobachtungszeit (Abb. 35). Ein
dhnliches Ergebnis findet sich auch unter der apikalen Gabe von Carbachol (Abb. 36). Insgesamt fallt
der Anstieg des TER dabei jedoch etwas geringer aus. Auf Seite 74/75 ist der sprunghafte Anstieg
kurz nach Applikation von Carbachol, getrennt nach Dosis und basolateraler/apikaler Membran,
dargestellt (Abb. 37 und 38).
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Abb.37:

Basolaterale Stimulation mit Carbachol, T 84, Peak A TER [Q*cm2]
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Abb. 37: Maximaler Anstieg des TER unter 10 und 100 pMol Carbachol nach basolateraler
Stimulation (n = 3)

Abb. 38:
Apikale Stimulation mit Carbachol, T 84, Peak A TER [Q*cm2]
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Abb. 38: Maximaler Anstieg des TER unter 10 und 100 pMol Carbachol nach apikaler Stimulation
(n=3)
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4. Diskussion

Das Epithel des Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt) besteht aus einer kontinuierlichen Zellschicht mit
polarisierten und hochspezialisierten Zellen. Im Diinndarm bekleidet diese Zellschicht die Krypten
und Zotten. Im Kolon verlieren sich die Zotten, wohingegen charakteristischerweise Krypten gefunden
werden.

Die lumenseitige, apikale Oberfliche des Epithels wird permanent einer enormen Anzahl
verschiedenster Mikro- und Makromolekiile ausgesetzt. Diese stammen aus zahlreichen
unterschiedlichen Quellen. Neben den vielfaltigen kdrpereigenen Substanzen, die para-, auto- und
exokrin aus den spezialisierten Zellen des GI-Traktes sezerniert werden (zur Spaltung und Digestion
von Nahrungsbestandteilen, Immunabwehr, Regulation, usw.), kommen hier kdrperfremde
Mikroorganismen und deren Stoffwechselmetabolite hinzu. Neben der residenten mikrobiologischen
Flora des Magen-Darmtraktes, die fiir eine regelrechte Funktion unentbehrlich ist, sind vor allem auch
die fakultativ und obligat pathogenen Keime zu beriicksichtigen.

In diesem Zusammenhang sind die z.T. schiitzenden sekretorischen Funktionen (Wasser-, Muzin- und
Ionensekretion) sowie die Regulation und Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere von besonderer
Bedeutung und Gegenstand dieser Arbeit.

4.1 Nachweis der Chloridsekretion durch PGE, in HT-29 CI.16E und T84-Zellen

Die Effekte der Prostaglandine in den verschiedenen Geweben und insbesondere im GI-Trakt, wurden
in den vergangenen Jahren sehr gut untersucht. Die Wirkung des Prostaglandins E2 wird z.B.,
abhingig vom Prostaglandin-Rezeptorsubtyp (EP1-EP4), ebenfalls iiber einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor vermittelt. So fiihrt z.B. eine Bindung des PGE, an den EP3-Rezeptortyp zur Aktivierung
eines stimulierenden Gs-Proteins, welches dann {iber die Adenylatcyclase die Konzentration an
intrazellularen cAMP erhoht und hierdurch eine Chloridsekretion bewirkt (Keely SJ et al, 2009;
McNamara et al, 1999; JW Petersonet al, 1989).

Cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) fiihrt zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die
schlieBlich durch Phosphorylierung eine Offnung der CFTR-Kanile bewirkt (Vaandrager AB et al,
1997, Schwiebert EM et al, 1994; Hryciw DH et al, 2000; Barrett K. E. et al, 2000). Weitere, bisher
nicht ndher charakterisierte Kanile, wie z.B. der ORCC (,,outwardly rectifiying chloride channel®,
(Schwiebert EM et al, 1994 ) scheinen hierbei jedoch ebenfalls involviert zu sein.

Durch die dosisabhédngige Stimulation eines Kurzschlussstromes durch PGE2 in den in unseren
Experimenten eingesetzten HT-29 Cl.16E und T84-Zelllinien wurden indirekt funktionstiichtige
Chloridkanile nachgewiesen. Diese stellen in den gingigen Hypothesen {iber die unspezifischen
intestinalen Abwehrmechanismen u.a. ein wesentliches Element im Sinne einer protektiven
Spiilfunktion dar.

In beiden Zelllinien konnte mit steigenden Konzentrationen eine Zunahme des Isc verzeichnet werden.
In den HT-29 C1.16E wurde jedoch ab einer Konzentration von 107 kein weiterer Anstieg des
Kurzschlussstromes gemessen. Ursache hierfiir ist vermutlich, dass bei dieser Konzentration des
Agonisten alle verfiigbaren Prostaglandinrezeptoren an der apikalen Membran der Zellen besetzt
waren. Der halbmaximal erzielte Wert fiir den Kurzschlussstrom lag bei beiden Zelllinien bei 50 nM
(EC50). Gezeigt wurde in dieser Versuchsreihe auch, dass PGE, unterschiedlich potent in beiden
Zelllinien wirkt. In den HT-29 CI.16E-Zellen konnte im Vergleich zu den T84-Zellen ein deutlich
hoherer Wert nach der Prostaglandinstimulation erzielt werden. Dies hangt vermutlich damit
zusammen, dass die Anzahl der exprimierten Chloridkanéle in den HT-29 Cl.16E deutlich hdher ist,
als in den T84-Zellen.

Parallel zu dem Anstieg des Isc konnte ein proportionaler Abfall des transepithelialen Widerstandes
verzeichnet werden. Vermutlich 16st die intrazelluldre Signalkaskade vermittelt {iber den erhdhten
cAMP-Spiegel auch eine unmittelbare Konformationsinderung der Zona occludens aus.
Wissenschaftliche Belege fiir diese Hypothese finden sich auch in anderen Arbeiten, in denen
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tatsdchlich tiber die PGE,-Stimulation eine Erhohung der cAMP-Spiegel induziert werden konnte, und
hierdurch iiber weitere intrazelluldre Kaskaden u.a. eine Verdnderung der Zona occludens beschrieben
wurde (Rodriguez-Lagunas MJ et al, 2010; Shivanna M et al, 2010). Eine weitere Erklarung fiir den
Abfall des TER konnte eine allgemeine Verdnderung der physikalischen Eigenschaften des Epithels
durch Steigerung der Leitfdhigkeit infolge des begleitenden passiven Wasserausstromes sein.
Letztlich wurde jedoch mit diesem Ansatz gezeigt, dass die Zellen potenziell iiber die Fahigkeit einer
Chloridionensekretion verfiigen und somit prinzipiell auch die PAR-2-Aktivierung diesen
Mechanismus in Gang setzen kdnnte.

4.2 Einfluss von Trypsin und des PAR-2 Agonisten (=AP aktivierendes Peptid) auf den
transepithelialen Widerstand und Kurzschlussstrom in den Zelllinien HT-29 C1.16E und T84

In den HT-29 CI.16E fiihrte die apikale Stimulation mit Trypsin und dem PAR-2 Agonisten zu einer
erheblichen Steigerung des transepithelialen Widerstandes mit einer durchschnittlichen Zunahme von
130 mQ*cm’ fiir die maximale Konzentration mit 10°°. Dies entsprach einer Steigerung von etwa 87 %
bezogen auf den ,,baseline“-Wert der Zelllinie. Dabei wurde eine dosisabhéngige Steigerung des TER
festgestellt. Eine vergleichbare Wirkung fand sich ebenfalls bei einer basolateralen Stimulation der
Zellen. Insgesamt blieb dabei aber die Zunahme des TER bei maximaler Trypsinkonzentration mit 59
% tiber dem Ausgangswert hinter der Wirkung einer apikalen Stimulation.

Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte die physiologische Verteilung der PAR-Rezeptoren in-vivo
sein. Wenn man sich die physiologischen Verhéltnisse im Darmlumen vergegenwartigt, so liegt die
Vermutung nahe, dass der PAR-2 wahrscheinlich in weit aus hoherer Zahl im Bereich der mukosalen
(= apikalen) Membran exprimiert wird. Dies kdnnte mit dem Vorkommen des physiologischen
Agonisten des PAR-2, dem Trypsin, in Zusammenhang stehen. Auch in anderen Arbeiten konnten
vergleichbare Effekte auf den transepithelialen Widerstand vermittelt iber den PAR-2 beschrieben
werden. So wurde in einem Versuchsansatz der Effekt von Trypsin auf die epitheliale Permeabilitét
bzw. TER untersucht (Swystun V et al, 2005). Das Ergebnis war hier ebenfalls ein Anstieg des
transepithelialen Widerstandes. Jacob C. et al konnten dariiber hinaus fiir die Mastzelltryptase, die
ebenfalls den PAR-2 zu aktivieren vermag, dhnliche Effekte auf den TER im Dickdarmepithel
nachweisen (Jacob C, 2005).

Die Serumkonzentration des Trypsins ist verglichen mit den Konzentrationen anderer Proteine im
Serum erheblich niedriger und selbst bei einer Stimulation mit Sekretin oder Pankreozymin nur
geringfiigig steigerbar (W. Bieger et al, 1982).

Im Gegensatz hierzu finden sich jedoch endoluminal, insbesondere in der postprandialen Phase,
deutlich erhohte Konzentration an Trypsin, das nun Enterozyten im Bereich der apikalen Membran
stimulieren kann. Die ausgeprégte Steigerung des transepithelialen Widerstandes im Sinne einer
verminderten Permeabilitdt konnte in diesem Zusammenhang nicht nur als rein protektive Funktion
vor Mikroorgansimen, sondern auch als eine Art Schutzmechanismus vor den autodigestiven
Wirkungen der Verdauungsenzyme verstanden werden.

Auffillig war in diesem Versuchsansatz mit den HT-29 CI.16E dariiber hinaus der Umstand, dass
dquimolare Konzentrationen von Trypsin im Vergleich zu dem PAR-2 Agonisten scheinbar weitaus
potenter hinsichtlich der Erh6hung des TER waren. Um eine signifikante Steigerung des TER unter
dem PAR-2 Agonisten zu erzielen, mussten erheblich gesteigerte Konzentrationen verwendet werden.
Diese Diskrepanz lasst sich jedoch relativ einfach {iber die spezielle physiologische Aktivierung des
PAR-2 erklédren (siehe dazu Einleitung). Bei der Aktivierung des Rezeptors wird ndmlich der
gebundene Ligand durch eine Spaltung der Proteinase (in diesem Falle Trypsin) freigelegt und vermag
den Rezeptor zu aktivieren. Nach diesem Schritt wird der Rezeptor internalisiert und in Lysosomen
abgebaut oder durch membrangebundene Proteinasen wieder deaktiviert. Letztlich fiihrt aber diese
enzymatische Spaltung und damit Aktivierung des Rezeptors dazu, dass ein Trypsinmolekiil eine
unbestimmte Anzahl vieler Rezeptoren aktivieren kann. Die Aktivierung durch das synthetisch
hergestellte Peptid hingegen erfolgt nur einmal pro Peptid und Rezeptor, da nach Aktivierung des
Rezeptors, dieser samt Agonist in die Zelle aufgenommen und degradiert wird. In vielen anderen
Arbeiten wurden bereits ausfiihrlich die Besonderheiten der physiologischen Aktivierung der PARs
charakterisiert (Al Ani B et al, 1995; Dery, O et al, 1998; Scarborough, R.M et al, 1992).
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Der Kurzschlussstrom zeigte in den HT-29 CI.16E weder bei der Stimulation mit Trypsin, noch mit
dem aktivierenden Peptid eine Verdnderung. Dieses Ergebnis stellt eine gewisse Besonderheit dar, da
im Gegensatz hierzu in zahlreichen vorangehenden Arbeiten unter einer PAR-2-Aktivierung eine
relevante Erhohung des Kurzschlussstromes gemessen werden konnte (van der Merwe JQ et al, 2008;
Kunzelmann K. et al, 2002; Mall M. et al, 2002). Einschrinkend muss man jedoch erwéhnen, dass in
den oben aufgefiihrten Arbeiten die Untersuchungen nicht an der HT-29 Cl.16E-Zelllinie, sondern an
anderen Zelllinien durchgefiihrt wurden.

Der fehlende Anstieg des Kurzschlussstromes durch eine PAR-2-Aktivierung kdnnte evtl. mit den
besonderen Eigenschaften der HT-29 Cl.16E zusammenhéngen.

Wie o.a. wurde diese Zelllinie im Jahre 1984 von Chantal Augeron and Christian L. Laboisse 1984
(C.Augeron and C. L. Laboisse, 1984) aus der urspriinglichen HT-29-Zelllinie entwickelt. Hierzu
wurden die Zellen mit Natriumbutyrat behandelt. Im Verlauf jener Untersuchungen stellte man bei der
Kultivierung der Zellen mit diesem Zusatz fest, dass innerhalb des gesamten Zellrasens zunéchst nur
einzelne Bereiche ein flaches, einschichtiges Epithel bildeten. Andere Areale des inhomogenen
Zellrasens hingegen wiesen weiterhin auch unter den verdnderten Kulturbedingungen alle
Charakteristika der urspriinglichen HT-29-Zelllinie auf, d.h., diese Zellen blieben undifferenziert,
wiesen keine Polarisierung mit Ausbildung von apikalen Muzingranula auf, und zeigten ein
mehrschichtiges Wachstumsverhalten. Aus den flachen Zellarealen wurden letztlich Zellen isoliert, die
vermutlich im Bereich eines ,,flat focus* alle aus einem lokalen Zellklon entstanden waren, und im
Verlauf auch unter Standardkultivierungsbedingungen wieder einen einschichtigen, differenzierten
Zellrasen entwickelten. Letztlich konnte auf diesem Wege eine stabile Zelllinie mit besonderen
histomorphologischen Merkmalen etabliert werden. Das besondere an diesem Entwicklungsprozess
war jedoch die Tatsache, dass die HT-29-Kultur unter der Behandlung mit Natriumbutyrat an vielen
verschiedenen Bereichen gleichzeitig ,.flat foci* ausbildete. Dieser Umstand wiederum legte die
Vermutung nahe, dass wahrscheinlich fast alle Zellen der HT-29-,,Parentallinie* die genetische
Information zur potenziellen Differenzierung enthielten, jedoch nur bestimmte Zellen aus einer
Population unter Natriumbutyrat diese Entwicklung durchmachten (C.Augeron and C. L. Laboisse,
1984).

Dieser Punkt ist nun eine bemerkenswerte Eigenschaft der Zellen insofern, dass man nicht mit
absoluter Gewissheit sagen, ob diese Zellen, die aus verschiedenen Bereichen der separat entstandenen
»flat foci“ isoliert wurden, alle auch eine identische Differenzierung unter dem Einfluss des
Natriumbutyrats durchgemacht haben. Wahrscheinlicher ist eher die Vorstellung, dass diese Zellen
zwar im Vergleich zur Ursprungslinie eine reifere Differenzierungsstufe darstellen und damit
scheinbar phinotypisch gleich aussehen, aber nicht alle Zellen eine vollkommen identische Expression
von Rezeptortypen auf ihre Oberflache besitzen, sondern untereinander weiterhin eine inhomogene
Kultur auf einer gemeinsamen, aber letztlich nur dhnlichen Differenzierungsstufe darstellen. So kann
man auch dariiber spekulieren, ob bestimmte Stoffwechselprozesse und intrazellulére
Signaltransduktionskaskaden in allen Zellen der HT-29 CI.16 E identisch ablaufen, oder nicht
vielmehr zwar ein gemeinsamer gleicher Nenner besteht, aber durchaus Unterschiede im Phénotyp
bestehen.

Dies konnte eine mogliche Erklarung dafiir sein, dass in den hier verwendeten HT-29 C1.16E-
Zelllinien bestimmte Signaltransduktionskaskaden abgeschaltet sind oder alternative Wege bestehen.
Eine weitere Erklarung fiir den fehlenden Anstieg des Kurzschlussstromes durch eine PAR-2-
Aktivierung konnte die Tatsache sein, dass in anderen Arbeiten gezeigt wurde, dass die
Chloridsekretion in diesen Zellen unabhéngig vom intrazelluldren Calciumanstieg und von der
Proteinkinase A reguliert wird (Guo X. et al, 1995; Guo X. et al, 1997). Ein intrazelluldrer
Calciumanstieg ist jedoch zumindest ein gesicherter Effekt durch eine PAR-2-Aktivierung (sieche
Calciumphotometrie). Das eine Chloridsekretion in dieser Zelllinie moglich und durch bestimmte
Agonisten auch stimulierbar ist, wurde in der Arbeit von Guo et al. gezeigt (Guo X. et al, 1995).
Verwendet wurde in diesen Versuchsansétzen z.B. ATP. Inzwischen sind 3 Typen (P1-, P2- und P3-
Purinorezeptoren (Bucheimer RE et al, 2003; von Kiigelgen I, 2006; Shinozuka T et al, 2006) und
mehrere Subtypen der Purinorezeptoren charakterisiert worden. Bei einem Grofteil der ATP-
vermittelten intrazelluldren Signaltransduktionskaskade spielt Calcium eine Rolle. Dariiber hinaus gibt
es jedoch auBer Calcium wahrscheinlich auch andere second messenger (Guo X. et al, 1995). Denkbar
ist auch eine direkte Aktivierung der Chloridkanile durch ATP. Moglicherweise sind Chloridkanéle,
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die durch Verdnderungen der intrazelluliren Calciumkonzentration reguliert werden, in den HT-29
Cl.16 E-Zellen in reduzierter Zahl vorhanden oder gar nicht exprimiert.

In den T84-Zellen fiihrte eine basolaterale Stimulation mit Trypsin und dem PAR-2 Agonisten zu
einem Anstieg des Kurzschlussstromes. Dies ist gleichbedeutend mit einer durch den PAR-2
vermittelten Chloridsekretion. Dabei konnte bei steigenden Trypsindosierungen zundchst eine
kontinuierliche Steigerung des Isc verzeichnet werden, jedoch fand sich dann ab einer Dosis von 107
ein biphasischer Verlauf mit vergleichsweise geringerem Anstieg. Dieser Verlauf des Isc unter
zunehmenden Trypsindosierungen konnte evtl. auf die allgemeinen proteolytischen Eigenschaften des
Trypsins im Sinne einer Autolyse/enzymatischen Schiadigung des Epithels zuriickgefiihrt werden.
Entsprechend sah man unter einer steigenden Dosierung des aktivierenden Peptids einen
proportionalen Anstieg des Isc. Parallel zu dem Anstieg des Isc unter Trypsin und PAR-2 AP konnte
ein Abfall des transepithelialen Widerstandes gemessen werden. Ein moglicher Anstieg des TER kann
durch den gleichzeitigen Anstieg des Kurzschlussstromes jedoch auch maskiert sein. Weiterfithrende
Untersuchungen zur Charakterisierung der PAR-2-vermittelten Regulation der parazelluldren
Permeabilitdt sind durchgefiihrt worden. Cenac et al. konnte z.B. zeigen, dass eine PAR-2-Stimulation
am Mausedarm eine Zunahme der parazelluldren Permeabilitdt bewirkte (Cenac N. et al, 2004). Auch
Kawabata beschrieb dhnliche Effekte im Sinne einer Zunahme der Permeabilitit am Méusedarm nach
Applikation von PAR-1 und PAR-2-Agonisten (Kawabata A et al, 2001).

Nach apikaler Stimulation mit Trypsin konnte bei den T84-Zellen ebenso wie bei den HT-29-Zellen
ein Anstieg des TER festgestellt werden. Dieser fiel jedoch mit etwa 44,5 % (absolut A TER ~ 76
Q*cm®) iiber dem baseline-Wert niedriger aus als in der HT-29 C1.16 E-Zelllinie. Sowohl der TER,
als auch der Isc blieben nach Gabe des PAR-2 Agonisten apikalseitig nahezu unverdndert. Ein
plausibler Grund dafiir, dass die HT-29 CIL.16 E-Zellen einen weitaus hoheren Anstieg des TER unter
der apikalen Stimulation mit Trypsin und PAR-2 AP entwickelten, konnte damit zusammenhéangen,
dass die Rezeptordichte in der o.a. Zelllinie hoher liegt als in den T84-Zellen. So erklért sich evtl. der
Effekt, dass vergleichsweise relativ ,,niedrige* Dosierungen des aktivierenden Peptids den TER in
T84-Zellen kaum beeinflusste. Die Beobachtung, dass PAR-2 AP nach apikaler Stimulation der T84-
Zellen keine Verdnderung bewirkt, 14sst den Schluss zu, dass der PAR-2 auf der apikalen Oberfldche
dieser Zelllinie nicht exprimiert wird. Interessanterweise wird jedoch ein Anstieg des TER nach
Trypsin-Gabe erzielt. Kawabata konnte, wie bereits oben erwdhnt, Verdnderungen der epithelialen
Permeabilitit sowohl durch PAR-1-, als auch durch PAR-2-Stimulation hervorrufen (Kawabata A et
al, 2001). Zwar handelte es sich um genau gegensinnige Verdnderungen im Vergleich zu den
Ergebnissen dieser Arbeit, aber in seinem Untersuchungsansatz wurden die Versuche direkt an speziell
prapariertem Méusedarm durchgefiihrt, wohingegen die hier verwendeten Zellen aus humanen,
immortalisierten Kolonkarzinomzelllinien stammen. Die Frage, ob die PAR-Rezeptoren am
menschlichen und am tierischen Darm grundlegend verschiedene Prozesse und Funktionen regulieren,
kann zum gegenwértigen Zeitpunkt nicht abschlieend beurteilt werden.

Letztlich konnte in der 0.a. Arbeit von Kawabata jedoch gezeigt werden, dass die Permeabilitdt bzw.
der transepitheliale Widerstand im Darm nicht nur durch einen PAR-Typ reguliert wird. So muss auch
vermutet werden, dass der Trypsin-induzierte Anstieg des TER bei apikaler Stimulation der T84-
Zellen evtl. iiber einen anderen PAR-Rezeptor vermittelt wurde.

Das Ergebnis, dass eine Stimulation der apikalen Membran sowohl mit Trypsin, als auch mit PAR2
AP keine Verdnderung des Isc ausldst, deckt sich mit den Untersuchungsergebnissen zahlreicher
anderer Arbeiten (Mall M. et al, 2002; Chin AC et al, 2008).

Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass der PAR-2 abhédngig von der
Lokalisation und Expression an ein und derselben Zelle (apikal versus basolateral) {iber verschiedene
Signaltransduktionswege verschiedene Effekte induzieren kann. Versucht man die T84-Ergebnisse auf
in-vivo-Verhéltnisse zu iibertragen, konnte das zum einen bedeuten, dass der physiologische,
lumenseitige Kontakt der Darmepithelien mit dem im Nahrungsbrei enthaltenen Trypsin als
Normalzustand betrachtet werden kann, und deshalb keine nennenswerte Verdnderung der
Permeabilitdt und Ionensekretion verursacht (,,apikale Stimulation®). Kommt es aber im Rahmen
physiologischer Prozesse, wie z.B. der Digestion, oder in Zusammenhang mit Zerstorungen der
epithelialen Barriere, also pathophysiologischen Verdnderungen zu einem signifikanten Anstieg des
Serum-Spiegels des Trypsins mit konsekutiver basolateraler Stimulation der Zellen, folgt eine
Ionensekretion, die als protektive Spiilfunktion aufgefasst werden kann, um entweder den weiter
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fortwahrenden Kontakt mit dem potenziell schiadigenden Trypsin zu unterbrechen oder auch invasive
Pathogene ,,wegzuspiilen“. Denkbar ist auch, dass in den unterschiedlichen und z.T. hoch-
spezialisierten Abschnitten des Intestinaltraktes verschiedene Funktionen {iber die PAR-Stimulation
reguliert werden. So konnte die Beobachtung in den HT-29 Cl.16 E-Zellen einer gleichsinnigen
Erhohung des TER sowohl bei apikaler als auch basolateraler Stimulation bedeuten, dass bestimmte
Darmabschnitte vulnerabler gegeniiber der potenziell autodigestiven Wirkung des Trypsins sein
konnten und deshalb sowohl bei apikaler, als auch bei basolateraler Stimulation empfindlicher mit
einer protektiven Erhohung des TER reagieren.

4.3 Zeitverlauf des TER-Anstiegs nach apikaler und basolateraler Stimulation unter Trypsin
und PAR-2-AP in den Zelllinien HT-29 CI.16E und T84

Die basolaterale Gabe von Trypsin in den HT-29 CI.16E-Zellen fiihrte dosisabhéngig zu einem
langsamen Anstieg des transepithelialen Widerstandes, der nach etwa 30 min ein Maximum erreichte
und zunédchst auf diesem erhohten Niveau fiir eine ldngere Zeit persistierte. Die Gabe von PAR-2 AP
hingegen fiihrte deutlich rascher zu einem Anstieg des TER mit Erreichen des Maximalwertes nach ca.
5 min. Wie bereits oben beschrieben fiel der Absolutwert des Widerstandsanstieges unter Trypsin
deutlich hoher aus. Die unterschiedliche Kinetik hinsichtlich der Wirkung unter Trypsin einerseits und
PAR-2 AP andererseits kann auch aus der physiologischen Wirkungsweise des PAR-2 mit der
Signaltransduktion und der Signalterminierung erklart werden. Der verzogerte Anstieg des TER unter
der Trypsinstimulation héngt wahrscheinlich damit zusammen, dass nach Zugabe des Enzyms ins
basolaterale Kompartiment das vergleichsweise hochmolekulare Protein zunéchst bis an den
Wirkungsort, d.h. den Rezeptor an der Membranoberflache diffundieren muss. Nach dem das Enzym
an den Zielort gelangt ist, beginnt es mit seiner proteolytischen Aktivitat und spaltet Rezeptor um
Rezeptor, so dass mit fortschreitender Zeit immer mehr Rezeptoren aktiviert werden, bis irgendwann
sich ein Gleichgewicht aus Rezeptordegradation, Aktivierungsgeschwindigkeit des Enzyms, sowie
physiologische Inaktivierung des Trypsins einstellt (steady state).

Bei der Stimulation mit dem aktivierenden Peptid muss man davon ausgehen, dass auf Grund des
weitaus geringeren Molgewichts innerhalb kiirzester Zeit eine gleichméfige Verteilung im gesamten
Kompartiment stattfindet und so sehr rasch die maximale Anzahl an Rezeptoren stimuliert werden.
Dabei gilt natiirlich, dass jeweils nur ein Peptid an einen Rezeptor binden kann. Nach erfolgreicher
Signaltransduktion mit Initiierung der weiteren intrazelluldren Prozesse wird der Rezeptor nach einer
bestimmten Zeit durch einen Clathrin-vermittelten Prozess endozytiert und in Lysosomen abgebaut.
Ein weiterer denkbarer Inaktivierungsweg wére eine Spaltung des Peptids durch lokal an der Membran
befindliche Peptidasen. Hieraus erklért sich auch der relativ rasche Abfall des transepithelialen
Widerstandes nach erfolgter Stimulation mit dem Peptid.

Die apikale Stimulation in der o.g. Zelllinie mit Trypsin fiihrte ebenfalls zu einem vergleichsweise
langsamen Anstieg des TER. Nach ca. 10-20 min wurde der Maximalwert erreicht. Dieses erhohte
Plateau fiir den TER blieb iiber die restliche Versuchsdauer erhalten.

Durch Stimulation mit dem aktivierenden Peptid konnte wie auch bei der basolateralen Gabe ein
rascherer Anstieg verzeichnet werden. Das hochste Niveau wurde wieder nach ca. 8-10 min erreicht
und zeigte im weiteren Verlauf einen sehr milden Abfall.

Im Unterschied zu der basolateralen Stimulation fand sich in diesem Versuchsansatz eine insgesamt
verlingerte Wirkung nach Zugabe des Peptids. Uber eine prolongierte Aktivitit des PAR-2 kdnnte in
diesem Zusammenhang spekuliert werden. Moglicherweise werden die Prozesse im Bereich der
apikalen Membran, die zur Endozytose, und damit zur Inaktivierung des Rezeptors fiihren, langsamer
in Gang gesetzt, wodurch die intrazelluldre Signaltransduktion ldnger aufrecht erhalten wird. Aus
physiologischer Sicht kann spekuliert werden, dass auch in vivo die weitaus hoheren Konzentrationen
an Trypsin sich stets endoluminal (=apikal) befinden und das Epithel moglicherweise direkt {iber
Trypsin geschidigt werden kann, so dass eine verldngerte Wirkung des PAR-2 mit einer daraus
resultierenden Steigerung der tight junction-Dichtigkeit einen elementaren protektiven Faktor
gegeniiber den autodigestiven Eigenschaften der Verdauungsenzyme des eigenen Kdorpers darstellt.
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In den T84-Zellen verhielten sich der transepitheliale Widerstand und der Kurzschlussstrom iiber die
Zeit anders als in den HT-29 C1.16E. Betrachtete man den TER, so konnte festgestellt werden, dass
dieser nach Zugabe von Trypsin innerhalb kiirzester Zeit einen dosisabhéngigen Abfall zeigte. Dabei
wurde durch die hdchste Trypsindosis mit 10 auch der stirkste Abfall um ca. 56 Q *cm® (entspricht
etwa 32 % des baseline-Wertes) induziert. Nach 7-10 min wurde wieder der Ausgangswert erreicht.
Parallel hierzu fand sich eine gegensinnige Verdnderung des Isc mit einem maximalen Anstieg auf 72
nA/cm’ (baseline-Isc: 5,3 pA/cm? bei einer Trypsinkonzentration von 107, Bei der nichstgroBeren
Konzentrationsstufe wurde ein geringerer Peak registriert. Diese Verdnderung kann evtl. wieder auf
eine potenzielle Schadigung des Epithels durch eine unphysiologisch hohe Trypsinkonzentration
zuriickgefiihrt werden. Auch hier wurden nach 7-10 min wieder die Ausgangswerte registriert.
Vergleichbare Veranderungen des TER und Isc wurden auch bei der Stimulation mit dem PAR-2
Agonisten gemessen. Es fand sich ein Anstieg des Kurzschlussstromes mit einem begleitenden Abfall
des TER. Dabei waren die gemessenen Maximalwerte mit dem PAR-2 Agonisten, wie auch bei den
vorangehenden Versuchsansétzen, geringer als unter einer Trypsinstimulation.

Werden nun diese Verdanderungen der Messgrof3en in den T84-Zellen zusammengenommen, so kann
hieraus der Schluss gezogen werden, dass die eine basolaterale Stimulation der Zellen zu einer
passageren Chloridsekretion fiihrt. Ein moglicher Anstieg des transepithelialen Widerstandes kann
durch den hohen Peak des Kurzschlussstromes maskiert bleiben, jedoch wire diese vielleicht nicht
erfasste Erhohung des TER nur eine vergleichsweise sehr kurzfristige Verdnderung verglichen mit den
Verdnderungen in den HT-29 CI.16E-Zellen.

4.4 Verinderungen des Kurzschlussstromes

Es wurde in zahlreichen Arbeiten belegt, dass durch eine PAR-2-Aktivierung in vielen verschiedenen
Zelllinien eine Chloridsekretion induziert werden kann. So wurde gezeigt, dass tiber eine PAR-2-
Stimulation der transepitheliale lonentransport im Pankreasgang reguliert werden kann (Nguyen TD et
al, 1999). Auch die lonentransportprozesse in den Neuronen (Green BT et al, 2000), in den kortikalen
Sammelzellen der Niere (Bertog M et al, 1999) und im Jejunum und Ileum (Vergnolle N et al, 1998)
konnen durch PAR-2-Aktivierung beeinflusst werden.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte nun einmal mehr gezeigt werden, dass auch in
intestinalen Epithelzellen aus dem menschlichen Kolon Ionentransportprozesse durch den PAR-2
gesteuert werden kdnnen. Die potenzielle Stimulation eines Kurzschlussstromes, bzw. die Induktion
einer Chloridsekretion in den Zellen durch Aktivierung des PAR-2 kann in vivo viele verschiedene
Aufgaben erfiillen. So wurde bereits auf die protektive Spiilfunktion durch die Chloridsekretion mit
passivem Wasserausstrom hingewiesen. Auch eine direkte Stimulation der proteinase-aktivierten
Rezeptoren im Darm durch bakterielle Enzyme ist denkbar, bzw. sogar sehr wahrscheinlich. Ein
Hinweis hierfiir ist z.B. die Tatsache, dass der PAR-2 durch ein Toxin des Bakteriums Porphyromonas
gingivalis, das Gingipain-R, ebenfalls stimuliert werden kann (Lourbakos A et al, 1998).

So liegt auch der Schluss nahe, dass noch weitere, bisher nicht identifizierte bakterielle Proteasen
diese Rezeptorgruppe aktivieren kdnnen und hierdurch evtl. unspezifische Abwehrmafinahmen des
Epithels induziert werden.

Eine weitere Funktion der proteinase-induzierten Chlorid- und Wassersekretion konnte die
Durchmischung des Chymus im Gastrointestinaltrakt mit Wasser sein. Dieser Schritt ist im Rahmen
der Verdauung deshalb wichtig, weil viele Enzyme erst im fliissigen Milieu ihre volle Wirkung
entfalten, die einzelnen Nahrungsbestandteile in Losung besser erreicht werden konnen und die
potenzielle Aufnahmekapazitit der Enterozyten fiir die Nahrstoffe u.a. vom Fliissigkeitsgehalt des
Nahrungsbreis abhéngig ist.

Wie aus den oben dargestellten Ergebnissen ersichtlich wird, fiihrt die Stimulation mit Trypsin und
aktivierendem Peptid in den beiden untersuchten Zelllinien zu unterschiedlichen Veridnderungen des
Kurzschlussstromes.
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4.4.1 HT-29 CL.16E

In dieser Zelllinie konnte weder mit Trypsin, noch durch den PAR-2 Agonisten ein Kurzschlussstrom
induziert werden. Auf die Besonderheiten dieser Zelllinie wurde weiter oben eingegangen. Erwihnt
wurde auch, dass insbesondere bei diesen Zellen die Chloridsekretion durch einen Calcium- und
Proteinkinase A-unabhéngigen Prozess gesteuert wird (Guo X et al., 1995).

4.4.2 T84

Die T84-Zelllinie reagierte bei der Stimulation der basolateralen Membran mit Trypsin mit einem
deutlichen, biphasisch verlaufenden Anstieg des Kurzschlussstromes. Ein Erklarungsansatz fiir diesen
biphasischen Verlauf unter Trypsin wurde im oberen Anschnitt geliefert. Ebenso konnte durch die
basolaterale Gabe des aktivierenden Peptids eine lonensekretion ausgeldst werden. Zu welchem
Zweck eine Chloridsekretion dient, die durch eine basolaterale Stimulation hervorgerufen wird, ist
vielleicht durch folgende Hypothese erklédrbar. Postprandial fithren die im Nahrungsbrei enthaltenen
Aminosduren und Fette an den enteroendokrinen Zellen im Duodenum und Jejunum zur Ausschiittung
von Pankreozymin in den Blutkreislauf. Dieses Peptidhormon regt nun das Pankreas zur Sekretion der
Verdauungsenzyme (Trypsin, Chymotrypsin, Lipase, etc.) an. Letztlich wird somit nahrungsabhingig
die Abgabe der Verdauungsenzyme in das Darmlumen reguliert. Gleichzeitig ist aber bei diesem
Vorgang auch ein wahrnehmbarer Anstieg der Serumtrypsinkonzentration zu verzeichnen (W. Bieger
et al, 1982). Die basolaterale Membran befindet sich in vivo auf der Blutseite der Enterozyten, so dass
ein postprandialer Anstieg der Trypsinkonzentration im Serum hieriiber eine direkte Stimulation
auslosen kann, und als Reaktion hierauf eine Chlorid- und Wassersekretion ausgelost wird. Dieser
Vorgang kann sowohl als Selbstschutz des Korpers vor einer moglichen Autodigestion verstanden
werden. Dariiber hinaus ist eine ausreichende Durchmischung des Nahrungsbreis wie bereits erwahnt
ebenfalls ein wichtiger Zwischenschritt vor der Verdauung und Resorption der Nahrung.

4.5 Verinderungen des transepithelialen Widerstandes und des Kurzschlussstromes unter
Carbachol

Analog zu den Versuchen mit Trypsin und aktivierendem Peptid wurden die Verédnderungen des
transepithelialen Widerstandes und des Kurzschlussstromes in beiden Zelllinien nach apikaler und
basolateraler Stimulation mit Carbachol beobachtet.

Hierbei zeigte sich, dass sowohl durch eine basolaterale, als auch eine apikale Stimulation mit dem
Parasympathomimetikum ein Anstieg des transepithelialen Widerstandes erzeugt werden konnte.
Diese Veridnderungen konnten in beiden Zelllinien beobachtet werden.

Die potentere Wirkungsentfaltung wurde bei einer basolateralen Stimulation erreicht. Im direkten
Vergleich mit der apikalen Stimulation wurde bei basolateraler Gabe ein um 10 mQ/cm* hoherer
Anstieg des TER verzeichnet. Diese Beobachtung konnte fiir beide Zelllinien (T84 und HT-29 CI1.16E)
gemacht werden.

In Zusammenschau der Befunde kann hieraus der Schluss gefolgert werden, dass eine cholinerge
Stimulation des intestinalen Epithels wahrscheinlich auch zu einem leichten Anstieg des TER fiihrt.
Welche intrazelluldren Signaltransduktionswege hierbei letztendlich beteiligt sind, muss in Zukunft
noch weiter untersucht werden. Die grundsitzliche Wirkungsweise des Carbachols kann nachfolgend
skizziert werden.

Carbachol ist ein direktes Parasympathomimetikum am Acetylcholinrezeptor. D.h., dass es anstelle
von Acetylcholin direkt den Rezeptor aktivieren kann und im Gegensatz zum Acetylcholin durch
Cholinesterasen deutlich langsamer abgebaut wird. Aktiviert werden durch Carbachol iiberwiegend die
muskarinergen Cholinorezeptoren (M1-M5), jedoch auch zu einem geringen Teil die an den
vegetativen Ganglien und an der Skelettmuskulatur befindlichen nikotinergen Rezeptoren. Eine
genaue Zuordnung der Subtypen der Muskarinrezeptoren zu verschiedenen Geweben und Zellen ist
gegenwartig nur teilweise moglich. AuBerdem exprimieren viele Gewebe gleichzeitig verschiedene
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Subtypen. Letztlich kann man vermuten, dass die Hauptwirkung am Gastrointestinaltrakt durch M2-
und M3-Rezeptoren vermittelt werden (Brown JH & Taylor P, 2001).

Acetylcholinrezeptoren sind ebenfalls G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die {iber second messenger
diverse intrazellulére Prozesse regulieren (Masaru Ishii et al, 2006). Letztlich sind viele verschiedene
intrazellulare Signaltransduktionskaskaden nach Stimulation der muskarinergen Rezeptortypen
charakterisiert worden (International Union of Pharmacology, 1998). Hierzu gehoren z.B. die
Inhibition des cAMP-Spiegels, die direkte Aktivierung besonderer Kaliumkanéle und auch die
Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels.

Die Effekte, die in Form eines Anstiegs des TER an beiden Zelllinien in dieser Arbeit beobachtet
wurden, sind wahrscheinlich auf ein komplexes Zusammenspiel der oben genannten unterschiedlichen
Signaltransduktionswege an den Kolonkarzinomzelllinien zuriickzufiihren. Vorausgesetzt, dass sich
auf der Oberfldche der beiden Zelllinien hauptséchlich M2- und M3-Muskarinrezeptoren befinden,
fiihrt wahrscheinlich eine Senkung des intrazelluldren cAMP-Spiegels, sowie die Aktivierung der
Proteinkinase C zu einer Erhéhung des transepithelialen Widerstandes. Aus physiologischer Sicht
wiirde eine cholinerge Stimulation, die zu einem Anstieg des TER am intestinalen Epithel fiihrt, Sinn
machen. Die erhohte Parasympathikusaktivitdt am GI-Trakt hat bekanntermal3en zur Folge, dass neben
einer verstdrkten Motilitdt und Propulsion vermehrt Verdauungsséfte produziert werden. In der
Gesamtheit stellen diese Verdnderungen jedoch eine vermehrte mechanische und chemische
Beanspruchung fiir das intestinale Epithel dar, so dass zusétzliche Stabilitdt durch eine gesteigerte
tight junction-Dichtigkeit erzeugt wird.

Vergleicht man Ergebnisse aus anderen Arbeiten mit diesen Beobachtungen, so finden sich z.B. bei
Barett et al. (Kim E. Barrett et al, 1998) dhnliche Effekte bei der Stimulation intestinaler Epithelzellen
mit Carbachol. So wurde bei der 0.g. Arbeit die Regulation der Calcium-abhingigen Chloridsekretion
in T84-Zellen untersucht. Hier konnte ebenfalls eine Inhibition der Chloridsekretion nach Carbachol-
Stimulation beobachtet werden.

4.6 Regulation der epithelialen Ionensekretion und des transepithelialen Widerstandes in vitro
und in vivo durch PAR-2

Das Darmepithel stellt die grofite Schleimhautoberfliche des menschlichen Korpers dar und fungiert
hierbei gleichzeitig als eine hochaktive Schnittstelle zwischen Umwelt und Organismus. Die
Durchldssigkeit, bzw. die Intaktheit dieser epithelialen Barriere, die jedoch gleichzeitig stets als eine
dynamische und hochflexible Eigenschaft angesehen werden muss, ist fiir eine einwandfreie Funktion
des gesamten Korpers essentiell. In diesem Zusammenhang ist die komplexe Regulation der tight
junction, die derzeit als ein wesentliches histomorphologisches Element der Interzellularverbindung
angesehen wird, flir das bessere Verstandnis aller physiologischen und auch pathologischen Zustinde
von entscheidender Bedeutung. Viele Proteine, die am Aufbau und an der Interaktion mit dem Aktin-
Zytoskelett beteiligt sind, wurden in den vergangenen Jahren charakterisiert. Unter diesen
Komponenten befinden sich, neben dem Occludin (Furuse et al, 1993) weitere Proteine, wie z.B. die
grof3e Familie der Claudine, die ZO-Proteine (mit den Okkludinen assoziierende intrazellulére
Membranproteine), Cingulin, Fodrin, Symplekin, usw. (Alessio Fasano et al, 2008). In welcher Weise
Art und Weise all diese Proteine an der gemeinschaftlichen Regulation und Aufrechterhaltung der
tight junction beteiligt sind, ist nach wie vor im Detail nicht vollstéindig verstanden. Klar ist jedoch,
dass ein tieferes Verstidndnis fiir diese Mechanismen in Zukunft sicherlich gute Ansatzpunkte fiir eine
pharmakologische Therapie bei zahlreichen Erkrankungen liefern kdnnen (Shaun R et al, 2003).

Durch den Nachweis, dass sowohl iiber Trypsin, aber vor allem auch durch das aktivierende Peptid

eine Steigerung des transepithelialen Widerstandes hervorgerufen wurde, kann auf eine PAR-2-
induzierte Zunahme der tight junction-Dichtigkeit im Epithelverband geschlossen werden. Wie in der
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Einleitung schon beschrieben wurde, fiihrt eine Aktivierung des PAR-2 u.a. als ein moglicher Weg der
intrazelluldren Signaltransduktion zu einer Bildung eines hochmolekularen Komplexes, bestehend aus
dem PAR-2, B-Arrestin, raf-1 und aktiviertem ERK1/2. Aus anderen Arbeiten konnten ergidnzende
Hinweise gewonnen werden, dass eine Aktivierung des ERK1/2 ebenfalls an der Regulation der tight
junctions beteiligt ist (Jeannette E et al, 2009). Dies konnte evtl. ein intrazellularer Signalweg flir die
Regulation der tight junctions iiber die Aktivierung des PAR-2 sein.

Dariiber hinaus wird durch den PAR-2 eine weitere elementare Aufgabe des intestinalen Epithels mit
reguliert: die Chloridsekretion. In den T84-Zellen konnte durch die basolaterale Stimulation mit dem
spezifischen PAR-2 Agonisten ein signifikanter Kurzschlussstrom induziert werden. Dieser
Mechanismus kann als Spiilfunktion verstanden werden um Noxen und schéddliche Mikroorganismen
vom Organismus fernzuhalten. Andererseits kann dieser Vorgang auch als relevanter Teilschritt im
Rahmen der Verdauung und Digestion aufgefasst werden.

Eine Regulation der Tight Junction im Sinne einer reduzierten Durchléssigkeit wurde bislang nur fiir
Steroide und fiir IL-17 beschrieben (Kinugasa T et al, 2000; Michel A et al, 2006; Israel EJ et al,
1991, Spitz J et al, 1994), proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IFN-y fiihren dagegen zu
einer erhohten Durchlédssigkeit (Gitter AH et al, 2000; Maren Amasheh et al, 2009). Die Aktivierung
von PAR-2 auf intestinalen Epithelzellen stellt somit ein protektives Prinzip dar. Weitere Belege fiir
eine protektive Funktion des PAR-2-Rezeptors im Magen-Darm-Trakt fanden sich ebenfalls in der
Arbeit von N.Cenac (Cenac N et al, 2004).

4.7 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Charakterisierung der &uflerst komplexen und vielseitigen
Wirkungen, die durch den PAR-2 im Gastrointestinaltrakt vermittelt werden. Hier wurde vor allem der
regulatorische Einfluss des PAR-2 (Protease aktivierter Rezeptor 2) auf die intestinale Ionensekretion
und die Permeabilitit im unteren Intestinaltrakt untersucht.

Die Ausbildung der inneren intestinalen Barriere ist zu einem bedeutenden Anteil von Proteasen
abhingig. Entscheidend im Prozess einer regelhaften Reifung und Ausbildung der Zell-Zell-
Verbindungen ist nach Bacher jedoch vor allem der andauernde, intraluminale (apikale) Einfluss der
Proteasen (Bacher A et al, 1992).

Im Hinblick auf die Tatsache, dass eine Inhibition der Proteasen intraluminal eine verminderte
Bildung eines transepithelialen Widerstandes (TER) zur Folge hat (Bacher A et al, 1992), sind hier die
kurzfristigen Verdnderungen des TER und des Kurzschlussstromes durch Trypsin und das PAR-2-AP
untersucht worden.  Hinweise auf eine evtl. protektive Funktion i.S. einer Steigerung des
transepithelialen Widerstandes durch Proteasen erhielt man durch die Arbeiten von Lynch (Lynch RD
et al, 1995), der zeigen konnte, dass durch eine basolaterale Stimulation von Zellen mittels Trypsin
tight-junction-Komplexe (vor allem ZO-1-Proteine) neu formiert werden. Uber welche Rezeptoren
dieser Vorgang reguliert wird, wurde in der damaligen Arbeit nicht untersucht. Entscheidend war, dass
eine basolaterale Stimulation zu einem ca. 1 stiindigen Anstieg des TER (transepithelialen
Widerstandes) auf tiber 190% des Ausgangswertes gefiihrt hatte.

In der nun vorliegenden Arbeit konnte durch die Versuchsreihe mit der Protease Trypsin und dem
PAR-2-aktivierenden Peptid der Mechanismus der kurzfristig adaptiven (und vielleicht auch der
permanenten) Vorgéinge der tight-junction-Regulation an den Darmepithelien noch ein wenig besser
charakterisiert und verstanden werden. Ein wichtiger Kandidat fiir diese Rezeptoren, die an der
Regulation der hochkomplexen Organisation der Interzellularbriicken beteiligt sind, konnte tatsidchlich
der PAR-2 sein. Dass es sich bei den gezeigten Verdnderungen des transepithelialen Widerstandes
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nicht nur um unspezifische Effekte des Trypsins iiber diverse andere Rezeptoren an Darmepithelien
handelt, sondern tatsdchlich PAR-2 vermittelte Wirkungen vorliegen, konnte schlieBlich dadurch
bewiesen werden, dass gleichsinnige Effekte in der gleichen Versuchsreihe durch das aktivierende
Peptid mit der spezifischen Aminosduresequenz erzielt wurden. Zwar blieb die Effektivitit des PAR-
2-AP deutlich hinter der des Trypsins zuriick, jedoch ist dieses Phdnomen durch den besonderen
Rezeptoraktivierungsmechanismus der PARs erklért (ein Molekiil Trypsin vermag mehrere PARs in
Serie zu aktivieren, wohingegen ein PAR-2-aktivierendes Peptid jeweils nur einen Rezeptor aktiviert
und dann internalisiert wird). Die Erkenntnis, dass korpereigene Proteasen die Permeabilitit des
Gastrointestinaltraktes beeinflussen konnen und dass es sich beim transepithelialen Widerstand eher
um eine dynamische, und nicht um eine statische Eigenschaft des Intestinums handelt, bietet neben der
genaueren Sichtweise und dem besserem Versténdnis, auch einen potenziellen pharmakologischen
Ansatzpunkt in der Medizin.

Von Interesse wéren hier z.B. Krankheitsbilder, die durch eine gesteigerte Permeabilitit der
intestinalen Barriere entweder die Ursache oder auch die unmittelbare Folge einer Erkrankung
darstellen, und so zu einer weiteren Zustandsverschlechterung des Organismus beitragen kdnnen.

In diesem Zusammenhang sind die chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen von Interesse, bei
denen eine erhohte Permeabilitidt nachgewiesen werden kann.

Genauso wire es z.B. denkbar, dass bei akuten Darminfektionen eine Keiminvasion in den
Organismus therapeutisch durch Erhohung des transepithelialen Widerstandes vermindert werden
konnte. Durch Entwicklung von geeigneten Agonisten in der Zukunft konnten hier beispielsweise
supportive Medikamente entwickelt werden.
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