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Zusammenfassung

Die chronische Nierentransplantatdysfunktion (CTD) ist eine Erkrankungen, die mit Beein-
trachtigung der Gefafintegritédt einhergeht und durch das Immunsystem beeinflusst wird. Sie
beinhaltet endotheliale Dysfunktion, Gewebehypoxie, sowie Storung der Geféafiregeneration
und ist bis heute schwierig zu behandeln. Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor A
(VEGF) ist dabei ein wichtiger Regulator der vaskuldren Homdoostase. Funktionelle Autoan-
tikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), z. B. Angiotensin-II-Rezeptor Typ
1 (AT R)-Antikorper und Endothelinrezeptor Typ A (ETAR)-Antikorper spielen bei einem
Teil der Patienten mit CTD eine pathogenetische Rolle. Auch erhohte Protease-aktivierter
Rezeptor 1 (PAR-1)-Antikorpertiter konnten in den Seren von CTD-Patienten nachgewiesen
werden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von funktionellen Autoantikorpern gegen GPCR auf die
VEGF-Sekretion von humanen kutanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1), sowie
die dabei beteiligten Signalwege, untersucht.

Die HMEC-1 wurden mit isolierten Antikérpern von Patienten mit CTD und erhohten AT, R-
, ET AR~ und PAR-1-Autoantikorpertitern (NTx-IgG) stimuliert. Sowohl die VEGF-Sekretion
als auch die Sekretion des l6slichen VEGF-Rezeptors (sFlt-1) wurden mittels Enzymim-
munoassay aus dem Uberstand und die entsprechende Boten Ribonukleinsiure (mRNA)-
Regulation mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Zur Iden-
tifikation des verantwortlichen GPCR dienten spezifische Inhibitoren. Die hierbei aktivier-
ten intrazelluldren Signalwege wurden mittels Promoter-Deletionsanalysen, Gel Shift Assay,
Westernblot und spezifischer Genausschaltung durch kurze-interferierende-RNA untersucht.
Die NTx-IgGs fiihrten zu einer PAR-1-abhéngigen Reduktion der VEGF-Freisetzung. Im
Gegensatz dazu fithrte Thrombin, der endogene Aktivator von PAR-1, zu einer PAR-1-
abhéangigen Stimulation der VEGF-Freisetzung. Bei der Untersuchung der an der NTx-IgG-
vermittelten und reduzierten VEGF-Freisetzung beteiligten, intrazellularen Signalwege konn-
ten eine gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors cFos und eine erhéhte Produktion
von sFlt-1 in den HMEC-1 identifiziert werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit erstmalig ein funktioneller Antikérper gegen den
GPCR PAR-1 bei Patienten mit CTD identifiziert, der im Gegensatz zum natiirlichen Li-
ganden des PAR-1 die VEGF-Sekretion reduziert. Die Wirkung der NTx-IgGs wurde durch
eine Hochregulation von cFos vermittelt. CFos scheint in HMEC-1 die VEGF-Freisetzung zu
vermindern. Weiterhin fiithrten die NTx-IgGs zu einer vermehrten Bildung von sFlt-1, was
die VEGF-Verfiigbarkeit zusétzlich reduzieren kann. In diesem Sinne kénnten die Antikérper
eine pathogenetische Rolle in der CTD spielen, indem sie durch eine Hemmung der VEGF-
Freisetzung und -Verfiigbarkeit, die endotheliale Dysfunktion und gestorte Gefaflintegritét

unterhalten.
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Abstract

Patients with chronic kidney transplant dysfunction (CTD) show signs of disturbed vessel
integrity and a strong autoimmune component. The disease is charactarised by endothelial
dysfunction, tissue hypoxia and disturbed vessel regeneration and it is difficult to treat. Vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) is an important regulator of vascular homoeostasis.
Functional autoantibodies against angiotensin II type 1 receptor (AT;R) and endothelin
1 type A receptor (ETAR) have been shown to aggravate CTD. Antibodies against the
protease-activated receptor 1 (PAR-1) have been shown to exist in patients with CTD.

In this thesis the influence of functional autoantibodies against G protein-coupled receptors
(GPCR) on the VEGF secretion of human dermal micro vascular endothelial cells (HMEC-1)
was investigated. A further objective was to describe the participating intracellular pathways.
HMEC-1 were treated with IgGs isolated from patients with CTD that were positive for
AT R, ETsR and PAR-1 antibodies (NTx-IgG). VEGF and soluble VEGF receptor 1 (sFlt-1)
secretion was measured with enzyme immunoassay. VEGF and sFlt-1 messenger ribonucleic
acid (mRNA) regulation was measured with quantitative real-time polymerase chain reacti-
on. The intracellular signaling pathways were investigated with promoter deletion analysis,
gel shift assay, western blot and specific gene downregulation with short interfering RNA.
NTx-IgG resulted in a PAR-1 dependent reduction of VEGF release. Thrombin, the intrinsic
activator of PAR-1 resulted in a PAR-1 dependend increase of VEGF release. While investi-
gating the intracellular signaling pathways we could identify an increased expression of cFos
and an increased release of sFlt-1.

In conclusion a new functional antibody against PAR-1 was identified which leads to a
reduced VEGF production in HMEC-1. These effects are mediated by a strong up regulation
of cFos. Furthermore a strong upregulation of sFlt-1 could be induced by the treatment with
the antibodies. All this can lead to reduced availability of VEGF and thereby to disturbed
vessel regeneration. This could mean that the antibodies play a role in the pathogenesis of
CTD by promoting endothelial dysfunction and disturbed vessel integrity. But there is also

evidence that the antibodies might prove protective.
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1 Einleitung

1.1 Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte

Rezeptoren

Antikérper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, bilden den humoralen Teil der adaptiven
Immunantwort. Sie werden von B-Lymphozyten gebildet und sezerniert. Es gibt unterschied-
liche Ig-Fraktionen, die jeweils spezifische Funktionen haben. Antikdrper erkennen spezifisch
bestimmte Peptidsequenzen und konnen sich so an Pathogene binden, diese immobilisieren
und fiir phagozytierende Zellen markieren. Normalerweise werden B-Lymphozyten, die au-
toreaktive Antikorper produzieren, eliminiert. Versagt dieser Mechanismus, so kann es zu
Autoimmunerkrankungen kommen|1]. Bei antikérpervermittelten Autoimmunerkrankungen
konnen die Antikorper auf verschiedene Weise wirken. Sie kénnen die Strukturen, gegen die
sie gerichtet sind, zerstoren - wie z. B. beim Diabetes mellitus Typ 1, bei dem es zur antikor-
pervermittelten Inselzellzerstorung kommt[1]. Sie kénnen, als funktionelle Antikorper, Re-
zeptoren, gegen die sie gerichtet sind, aktivieren - wie z. B. beim Morbus Basedow, einer Er-
krankung der Schilddriise, bei der aktivierende Antikérper gegen den Thyroid-stimulierenden
Hormonrezeptor zu einer Schilddriiseniiberfunktion fiihren|2]. Funktionelle Antikérper kon-
nen auch hemmend auf einen Rezeptor wirken. Dies ist z. B. bei der Myasthenia gravis der
Fall[3]. Einige Beispiele fiir funktionelle Antikorper, die gegen G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren (GPCR) gerichtet sind, finden sich in Tabelle 1.1.

Antikorper, die die Schlagfrequenz von Kardiomyozyten, isoliert von neonatalen Ratten,
in gleicher Weise wie Angiotensin II erhohten, wurden erstmals 1999 von Wallukat et al.
in praeklamtischen Patienten beschrieben[4]. Angiotensin II wird mithilfe des Angiotensin
konvertierenden Enzyms (ACE) und Renin aus dem in der Leber gebildeten Angiotensinogen
abgespalten. Es ist fiir die Regulation des Blutdruckes von grofter Bedeutung|5].

Die Infusion von gegen den Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 (AT R) gerichteten Antikérpern
bei schwangeren Ratten, induzierte eine endotheliale Dysfunktion|6] und, genau wie Angio-
tensin II selbst, die vermehrte Bildung des 16slichen VEGF-Rezeptor 1(sFlt-1)[7, 8]. Dragun
et al. zeigten 2005, dass AT;R-Antikorper in Patienten mit akuter Nierentransplantatab-
stoffung vorkommen|9|. Die Patienten zeigten keine donorspezifischen humanes Leukozyten-
Antigen (HLA)-Antikérper. Sie wiesen eine ausgepriagte Transplantatdysfunktion auf, mit
maligner Hypertonie und teilweise Krampfanfillen mit Ahnlichkeit zur Priaeklampsie. Das
Transplantatiiberleben war, im Vergleich zu Patienten mit akuter Abstoffung, die ausschliefs-
lich HLA-Antikorper aufwiesen, deutlich reduziert. Die Antikorper fiihrten zur verstirkten
Phosphorylierung der extrazelluldar regulierten Kinase (ERK) in Endothelzellen und glat-
ten Geféafmuskelzellen mit konsekutiver Aktivierung des Transkriptionsfaktors aktivierendes

Protein 1 (AP-1)[9].
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Auch in Patienten mit systemischer Sklerose (SSc), einer Erkrankung, die durch endotheliale
Dysfunktion und verstérkte Fibrose gekennzeichnet ist, wurden erhéhte Spiegel der AT R-
Antikorper gefunden. Sie induzierten die Produktion des profibrotischen transformierenden
Wachstumsfaktors B (TGFf) und waren pradiktiv fiir eine erhhte Mortalitét. Zusétzlich fan-
den sich Antikérper gegen Endothelinrezeptor Typ A (ETAR), die diesen in gleicher Weise
wie Endothelin-1 (ET-1) aktivierten und ebenfalls zu einer verstérkten TGFB-Bildung fiihr-
ten. Das Vorkommen der ET s R-Antikérper korrelierte mit den AT, R-Antikorperspiegeln|10].
Die AT R~ und ETxR-Antikérper sind gegen die zweite extrazellulare Schleife der Rezeptoren
gerichtet[4]. Diese scheint aufgrund struktureller Besonderheiten eine bevorzugte Bindungs-
stelle fiir funktionelle Antikorper gegen GPCR zu sein|[11].

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit Patrick Scheerer und Peter Hil-
debrand der Biophysik der Charité haben gezeigt, dass der Thrombinrezeptor Protease-
aktivierter Rezeptor 1 (PAR-1) ebenfalls ein Ziel fiir gegen GPCR gerichtete Antikorper
darstellten kénnte, da die zweite extrazelluldare Schleife des Rezeptors groffe Homologien zur
zweiten extrazelluldren Schleife des AT R und ETAR zeigt (unpublizierte Daten). Freier be-
schrieb erstmalig einen Autoantikorper gegen PAR-1 bei Patienten mit Raynaud-Syndrom
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen|[12]. Der PAR-1 gehort zu einer Familie von GPCR, die
durch Proteinasen aktiviert werden. Er wurde erstmalig durch Vu et al. 1991 auf Throm-
bozyten und Endothelzellen beschrieben|[13|. Weiterhin kommt er auch auf glatten Gefaf-
muskelzellen, Herzmuskelzellen, Fibroblasten und Nervenzellen vor[14]. Der Ligand ist ein
Bestandteil des Rezeptors und wird durch die Abspaltung einer N-terminalen Peptidsequenz
demaskiert. Bei PAR-1 erfolgt diese Spaltung vor allem durch Thrombin[15].

Tabelle 1.1: Vorkommen von funktionellen Autoantikérpern in verschiedenen Krankheitsbildern. 5-HT, =
Serotonin-Rezeptor-4, AR = Adrenorezeptoren, AT;R = Angiotensin-1-Rezeptor 1, ETAR = Endothelin-1-
Rezeptor A, ACh = Acetylcholin, PDGF = Blutplattchenwachstumsfaktor TSH = Thyreotropin

Rezeptor Erkrankung Referenzen
ay-AR Hypertonie Luther et al.,1997[16]
B:-AR dilatative Kardiomyopathie Wallukat et al., 2000[17]
AT.R Praeklampsie Wallukat et al., 1999[4]
maligne Hypertonie Fu et al., 2000[18]
akzelerierte vaskulare NierenabstoRBung | Dragun et al., 2005[9]
Systemische Sklerose Riemekasten et al., 2011[10]
ETAR Systemische Sklerose Riemekasten et al., 2011[10]
5-HT, systemischer Lupus erythematodes Eftekhari et al., 2000[19]
nikotinerger Myasthenia gravis Lewis et al., 1995[3]
ACh-Rezeptor
PDGF Rezeptor | Systemische Sklerose Baroni et al., 2006[20]
TSH-Rezeptor | Basedow-Krankheit Menconi et al., 2014[2]
PAR-1 Raynaud-Syndrom Freier, 2007[12]
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1.2 Chronische NierentransplantatabstolBung

Neuere Ergebnisse haben gezeigt, dass die AT;R-Antikérper auch das Langzeitiiberleben von
Nierentransplantaten negativ beeinflussen|21].

Die Nierentransplantation stellt zurzeit die einzige Moglichkeit dar, die stark erhohte Mor-
talitdt von Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz oder an der Dialyse annédhernd zu
normalisieren (siehe Abbildung 1.1)[22].

Die erste erfolgreiche Nierentransplantation erfolgte 1954 als Lebendspende zwischen ein-

eiigen Zwillingen. Durch die Entwicklung der Immunsuppression wurde die Transplantation

altersgruppierte gesammt Mortalitat
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Abbildung 1.1: Mortalitdt von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz an der Dialyse oder nach Transplan-
tation verglichen mit der generellen Bevélkerung, jeweils geordnet nach Altersgruppen[22]

von Organen auch zwischen genetisch nicht identischen Menschen moglich. Inzwischen leben
in Deutschland iiber 25 000 Menschen mit einem funktionierenden Nierentransplantat. Durch
stetige Fortschritte in der Behandlung der akuten Abstofsungsreaktionen liegt das Einjahres-
Transplantatiiberleben inzwischen bei deutlich iiber 90 %][23]. Trotz dieser guten Ergebnisse
ist der chronische Verlust der Transplantatfunktion noch immer ein Problem, das das Uber-
leben der Transplantate beeintréchtigt|24]. Die Verbesserung des Langzeitiiberlebens fallt
deutlich geringer aus als erhofft[25].

Die chronische Transplantatdysfunktion (CTD) ist gekennzeichnet durch einen langsamen,
stetigen Verlust der Transplantatfunktion und kann Monate bis Jahre nach der Transplan-
tation auftreten. Die Ursachen sind sowohl immunologischer als auch nichtimmunologischer
Genese und die Behandlung ist schwierig (siche Abbildung 1.2)[24, 26, 27].

Die CTD zeigt je nach Ursache verschiedene histologische Bilder, die nach der BANFF--
Klassifikation einheitlich klassifiziert werden. Allen gemein ist das héufige Vorkommen von
interstitieller Fibrose und tubulérer Atrophie (kurz IF/TA). Sie ist das unspezifische Ergebnis
von Vernarbung und stellt die gemeinsame Endstrecke vieler Prozesse dar. Besonders im
Zusammenhang mit aktiven Entziindungsprozessen und vaskuldren Verédnderungen stellt sie
einen schlechten prognostischen Faktor fiir das Langzeitiiberleben dar|27].

Die Bedeutung von Antikérpern in der CTD ist in den letzten Jahren zunehmend in den
Fokus geriickt. Wichtig fiir die Antikorper vermittelte Abstofsung ist die (Neu-) Bildung
von donorspezifischen Anti-HLA-Antikérpern. Die durch Antikorper-vermittelte Abstofung
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Chronisch aktive Antikorper-vermittelte AbstoBung Chronisch aktive T-Zell-vermittelte AbstoBung

- C4d-Ablagerungen in den Kapillaren - Invasion von mononukledren Entziindungszellen in das Nierenparenchym
- zirkulierende (de novo) HLA-Antikérper - Invasion von mononuklearen Entziindungszellen in die Tubuli
- Glomerulopathie und mikrovaskulare Veranderungen - neointimale Veranderungen der GefiBe

.+ Cyclosporintoxizitat
- Hyaline Nekrosen von Endothelzellen
und glatten GefaBmuskelzellen

Chronische Transplantatdysfunktion (CTD)
- reduzierte Transplantatfunktion

- Proteinurie

- Hypertonie A\
- IF/TA chronische Obstruktion
- dilatierte Tubuli

IF/TA unklarer Atiologie ————»

S

Sonstige ) 4 ] - Tamm-Horsfall-Proteinzylinder
- diabetische Glomerulopathie arterielle Hypertonie

- wieder oder neu aufgetretene Glomerulonephritis - fibrose Verdickung der Intima chronische virale Infektion

- spate akute AbstoBung - hyaline Veranderungen der Arteriolen - chronische Entziindung

- Nierenarterien Stenose - Glomerulosklerose - virale Einschlusskorperchen

Abbildung 1.2: Mdgliche Ursachen der chronischen Transplantatdysfunktion mit den jeweiligen histologischen
Merkmalen. IF/TA = interstitielle Fibrose und tubulire Atrophie; Abbildung erstellt mit Daten aus Fadili et al.[24],
Nankivell et al.[26] und Solez et al.[28]

kann akut oder chronisch verlaufen. Ein anerkannter Mechanismus fiir die Schidigung ist die
Aktivierung des Komplementsystems durch an Endothelzellen gebundene Antikoérper. Dies
ermoglicht die immunhistochemische Diagnose der antikorpervermittelten Abstofsung durch
die Anférbung von C4d (einem Produkt der Komplementaktivierung)|28]. Aber die Antikor-
per wirken auch iiber die Aktivierung von intrazellularen Signalwegen, wodurch es zur Akti-
vierung der Endothelzellen mit konsekutiver Proteinsynthese, Proliferation und der Hochre-
gulierung von Leukozytenadhésionsmolekiilen kommt[29]|. Neben den HLA-Antikérpern wur-
den auch Antikoérper gegen Vimentin und AT;R in Transplantatpathologien beschrieben, die
ebenfalls zur Aktivierung der Endothelzellen beitragen kénnen|9, 29.

Die anhaltende Aktivierung von Endothelzellen fiihrt zur endothelialen Dysfunktion und
zum Verlust von Kapillaren[30]. Dadurch wird das komplexe mikrovaskulére Netz der Niere
gestort. Dieses ist im Rahmen der CTD héufig mit betroffen. Die histologischen Verande-
rungen in den Geféfien variieren je nach Gefiftyp und Atiologie (siche Abbildung 1.2).
In den Glomeruli kann es zu Verdnderungen kommen, die der renalen thrombotischen Mi-
kroangiopathie dhneln, mit Thromben in den Kapillaren, Mesangiolyse und Verdopplung
der Basalmembran|31]. In den peritubuldren Kapillaren (PTC) kommt es im Rahmen einer
chronischen Abstofung zur Vervielfdltigung der Basalmembran und zu strukturellen Ver-
dnderungen an den Endothelzellen|31]. Auferdem kommt es zu einem Verlust von PTCs.
Steegh et al. konnten zeigen, dass dieser Verlust besonders in den ersten Monaten auftritt
und der Ausbildung von IF/TA vorausgeht, was auf einen moglichen kausalen Zusammen-
hang hindeutet|27].

Schon geringfiigige Storungen der Durchblutung kénnen zu einer Einschrankung der Versor-
gung fithren, die die Integritdt des Nierenmarks gefahrdet.|32| Diese Einschrinkungen der
Durchblutung kénnen durch einen préarenalen Blutdruckabfall entstehen, durch Stérungen
des glomeruldren Blutflusses und durch den Verlust der PTC. Dabei konnte fiir Patienten

mit chronischer Nierenerkrankung gezeigt werden, dass der Verlust und die Strukturverén-
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derungen der PTC deutlich besser mit dem Verlust der glomeruléren Filtrationsrate (GFR)
korrelieren als die Sklerosierung der Glomeruli. Der Verlust von Kapillaren, die Hypoxie, die
Gewebsschiadigung und die endotheliale Aktivierung stellen hier einen Teufelskreis dar, der
schlieflich zum Verlust der Nierenfunktion fiihrt|33].

1.3 Regulation der vaskuliaren Homoostase durch den

vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor A

Die CTD ist gekennzeichnet durch eine gestérte Mikrozirkulation mit Minderversorgung des
Gewebes mit Néhrstoffen und Sauerstoff (Oz). Ein solcher Mangel fiihrt normalerweise zu
einer Neubildung von Blutgefafsen - zur Angiogenese.

Einer der wichtigsten Regulatoren der Angiogenese ist der vaskulére endotheliale Wachstums-
faktor A (VEGF). Die Bedeutung dieses Faktors wird dadurch deutlich, dass die Deletion
eines einzelnen VEGF-Allels zum intrauterinen Tod von M&auseembryonen am Gestationstag
11-12 mit stark unterentwickelter Gefiafbildung fiihrt|34].

VEGF gehort zu einer gemeinsamen Genfamilie mit dem plazentaren Wachstumsfaktor
(PLGF), VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D, wobei die beiden letzten eine besondere Rol-
le in der Entwicklung der Lymphgefifie spielen|35|. Es gibt verschiedene Splice-Varianten
von VEGF-A| die durch ihre Anzahl an Aminoséuren voneinander unterschieden werden (z.
B. VEGF;65 und VEGF;;). Die verschiedenen Varianten unterscheiden sich in ihrer Wirk-
stiarke und in ihren Bindungseigenschaften an extrazelluldre Strukturen|35]|.

Die Bildung und Freisetzung von VEGF erfolgt unter anderem durch glatte Muskelzellen,
Makrophagen, Gliazellen, Keratinozyten, Fibroblasten, Tumorzellen und Endothelzellen|36].
Die Wirkungen von VEGF auf Endothelzellen sind in Tabelle 1.2 und Abbildung 1.3 darge-
stellt. Dariiber hinaus beeinflusst VEGF die Wanderung von Monozyten und scheint auch
das Wachstum und die Funktion von anderen nicht endothelialen Zellen zu beeinflussen.
Auch in der Niere ist VEGF von grofser Bedeutung. Der podozytenspezifische Knock-out
von VEGF in adulten Mé&usen fiihrte zu ausgepréigter Proteinurie, Hypertonie und einer

renalen thrombotischen Mikroangiopathie[37].

Tabelle 1.2: Effekte von VEGF auf Endothelzellen in vitro und in vivo [35]

in vitro in vivo
Zellteilung 1 Angiogenese T
Uberleben 1 Uberleben 1

Apoptose durch Serumhunger |
GefaRpermeabilitat 1
Induktion von fenestrierten Kapillaren

Der, das Endothelzelliiberleben férdernde, Effekt von VEGF scheint in vivo vom Entwick-

lungsstatus der Geféfse abhéngig zu sein. So fiithrt die Hemmung von VEGF in neugeborenen,
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Abbildung 1.3: Die VEGF-Familie und ihre Rezeptoren mit den wichtigsten durch sie vermittelten zelluldren
Effekten. NRP-1 = Neutropilinrezeptor-1, s-Flt = [6slicher VEGF Rezeptor 1, VEGF = Vascular endothelial
growth factor, VEGFR = VEGF Rezeptor

aber nicht in erwachsenen Mé&usen zur ausgepriagten Apoptose von Endothelzellen und zu
einer deutlich erhohten Sterblichkeit|38]|. Es wurde vermutet, dass durch die Umhiillung der
Kapillaren mit Perizyten diese unabhéngig vom VEGF wiirden. Allerdings zeigte eine Arbeit
von Kamba et al.[39], dass auch in erwachsenen Méusen unter anderem die Kapillaren der
Pankreasinseln, der Schilddriise, der Nebennierenrinde und der Diinndarmschleimhaut auf
VEGF angewiesen sind. Es kam durch die Inhibition von VEGF zu einer Reduktion der
Kapillardichte um bis zu 50 %. Die VEGF-abhangigen Kapillaren zeigten im Hinblick auf
ihre Bedeckung mit Perizyten keinen Unterschied zu Kapillaren, die nicht von der VEGF-
Inhibition betroffen waren. Sie zeichneten sich jedoch durch eine besonders hohe Dichte an
VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR 2) und VEGF-Rezeptor 3 (VEGFR 3) aus.

Neben seiner Bedeutung fiir das Uberleben von Endothelzellen und die Bildung von Ge-
faken spielt VEGF auch in Entziindungsprozessen eine Rolle. Es ist ein chemotaktischer
Faktor fiir Monozyten und erhoht die Durchléssigkeit von Geféafien, wodurch die Entstehung
entziindlicher Odeme geférdert wird[35].

1.3.1 Die VEGF-Rezeptoren

Die vielfaltigen zellularen Wirkungen von VEGF werden {iber die Rezeptoren VEGF-Rezeptor
1 (VEGFR 1) und VEGFR 2 vermittelt. Diese zu den Tyrosinkinasen gehérenden Rezepto-
ren bilden eine Familie, zu der auch VEGFR 3 gehort. Letzterer bindet nur VEGF-C und
VEGF-D und befindet sich vorwiegend auf Lymphendothelzellen|35].

VEGFR 2 ist fiir einen Grofteil der proangiogenetischen Effekte von VEGF verantwortlich
(siche Abbildung 1.3). Er befindet sich am dichtesten auf Endothelzellen, wurde aber in-

zwischen auch auf einigen anderen Zellen nachgewiesen|40]. Die Deletion des VEGFR 2 in
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Méusen fiihrte zu einer gestorten Vaskulogenese mit fehlender Bildung von Blutinseln im
Dottersack, fehlender Entwicklung von Endothelzellen und schlieflich zum Tod der Embryo-
nen an Tag 9[41].

Der VEGFR 1 bindet VEGF etwa 10 mal stiarker als VEGFR 2, hat aber eine deutlich
schwéchere Tyrosinkinaseaktivitat. Er findet sich ebenfalls auf Endothelzellen, aber auch
auf Monozyten, Makrophagen und anderen Zellen. Neben VEGF bindet VEGFR 1 auch
PLGF und VEGF-BJ[40]. Auch nach Deletion des VEGFR 1 sterben die Méause in der frithen
Embryonalphase. Sie zeigen eine iiberschiefsende Proliferation der Endothelzellen und ein
dysfunktionales Geféfisystem|42]. Hiratsuka et al.[43] zeigten, dass der extrazelluldre Anteil
des VEGFR 1 ausreicht, um eine normale Geféfsentwicklung zu gewéhrleisten. Mause, denen
die Tyrosinkinaseregion des VEGFR 1 fehlt, weisen einzig eine gestorte Makrophagenmigra-
tion in Antwort auf VEGF auf. Deshalb wird vermutet, dass die Funktion des VEGFR 1 in
erster Linie eine regulierende ist, indem es die Verfiigbarkeit von VEGF reduziert. Auch in
vivo gibt es eine solche gekiirzte Variante des VEGFR 1. Der sF1t-1 besteht aus dem extrazel-
luldren Anteil des VEGFR 1 und bindet VEGF mit der gleichen Stérke wie der vollstéandige
Rezeptor[43]. SFlt-1 hemmt die Angiogenese indem es VEGF blockiert. Er wird in der Pla-
zenta gebildet und spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Prieklampsie[40]. Diese
schwangerschaftsassoziierte Erkrankung zeichnet sich durch eine ausgepréigte endotheliale
Dysfunktion aus|7|. Auch Patienten, die mit VEGF-Inhibitoren im Rahmen einer Krebsthe-
rapie behandelt wurden, entwickelten als Nebenwirkung Proteinurie, Hypertonie und eine
renale thrombotische Mikroangiopathie[37].

Neben den Tyrosinkinaserezeptoren gibt es auch noch andere Strukturen, die VEGF binden
und dadurch die Signaltransduktion beeinflussen, ohne selbst Signale zu iibertragen, z. B.
indem sie die Bindung von VEGF an VEGFR 2 stabilisieren. Dazu gehoéren Heparansulfate,

Neutropilinrezeptoren und Integrine[40].

1.3.2 Die Regulation von VEGF

Die enge Kontrolle der VEGF-Sekretion ist in allen Stadien der Entwicklung von grofier
Bedeutung. Dies wird dadurch deutlich, dass auch eine Uberexpression von VEGF in Mau-
seembryonen letal endet|44] (siehe Abbildung 1.4). Diese Regulation erfolgt auf verschie-
denen Ebenen, iiber die Transkription, die Boten Ribonukleinsdure (mRNA)-Stabilitat, die
Translation und die Proteinverfiighbarkeit (z. B. iiber sFlt-1)[45]. Das VEGF-Gen liegt auf
dem 6. Chromosom und besteht aus 8 Exons und 7 Introns. Eine Region von etwa 2360
Basenpaaren (bp) scheint in der Regulation der Expression eine Rolle zu spielen.

Ein wichtiger Faktor fiir die Stimulation der VEGF-Bildung ist Sauerstoffmangel. Dieser
fiihrt iiber den Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF-1), zu einer verstirkten Transkripti-
on sowie zu einer vermehrten mRNA-Stabilitdt[46]. Neben HIF-1 wurde auch fiir andere

Transkriptionsfaktoren gezeigt, dass sie in verschiedenen Zelltypen fiir die VEGF-Bildung
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Bedeutung des Verhéltnisses von VEGF und seinen Rezeptoren
fiir die Entwicklung der GefdBe. A) normale Situation; B) die Deletion eines VEGF-Allels mit konsekutiver Min-
derproduktion fiihrt zum embryonalen Tod mit unterentwickelter GefaBbildung[34]; C) verstarkte VEGF-Bildung
fiihrt zu fehlgeformten Herzen und Herzversagen intrauterin[44]; D) Deletion des VEGFR 2 fiihrt zum Tod, ohne
dass sich Endothelzellen entwickelt haben[41]; E) Deletion des VEGFR 1 fiihrt zu iiberschieBendem Wachstum
der GefdRe und ebenfalls zum Tod[42]; F) Deletion des Tyrosinkinaseabschnittes des VEGFR 1 mit Erhalt des
extrazelluldren Anteils fiihrt zum Uberleben der Mause[43] EC = Endothelzelle, TK= Tyrosinkinase, VEGF =
vaskuladrer endothelialer Wachstumsfaktor A, VEGFR = VEGF-Rezeptor

verantwortlich sind, z. B. Spezifizitdtsprotein 1 (SP-1)[45], AP-1][47| und frithe Wachstums
Antwort-1 (Egr-1)[48]. Die Transkriptionsfaktoren wiederum werden neben dem Sauerstoff-
mangel durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren beeinflusst, z. B. durch Interleukin (I1)-
6[49], Plattchen-aktivierenden Faktor|50|, Tumornekrosefaktor-o, TGFB/-o, Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-4[51|, Angiotensin II|52] und Thrombin|36].

Thrombin wird durch einen Komplex aus dem aktivierten Faktor X und aktivierten Faktor
V aus Prothrombin gebildet und ist besonders fiir seine Rolle in der Gerinnung bekannt. Es
ist eine Serinproteinase, die durch proteolytische Spaltung Fibrinogen in Fibrin umwandelt
und damit die Bildung des Fibrinthrombus initiiert. Aufserdem kann es die Gerinnungsfak-
toren XI, VIII und V aktivieren und damit seine eigene Bildung begiinstigen. Thrombin
aktiviert die Proteinase-aktivierten Rezeptoren-1, 3 und 4 und fiithrt dadurch unter anderem
zu einer Thrombozytenaktivierung[53]. Weiterhin beeinflusst Thrombin die Gefiaftbildung auf
vielféltige Weise[54], unter anderem durch eine Induktion der Bildung von VEGF|[36].
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2 Zielstellung

VEGEF ist ein zentrales Molekiil fiir die Neubildung von Gefédfien und damit fiir die optimale
Versorgung der Zellen mit Néhrstoffen und O,. Die Freisetzung und Wirkung von VEGF
sind streng reguliert, da sowohl ein Uberschuss als auch ein Mangel fatale Folge fiir den
Organismus haben kann.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses von Autoantikorpern von Patien-
ten mit Nierentransplantatabstoffung auf die VEGF-Freisetzung von humanen kutanen mi-
krovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1). Die Erkrankung ist unter anderem gepriagt durch
eine Fehlregulation der Angiogenese und weist funktionelle Autoantikorper auf.

Folgende einzelne Fragestellungen sollen bearbeitet werden:

1. Bestimmung des Einflusses der isolierten Antikorper auf die VEGF-Transkription und

-Sekretion
2. Uberpriifung der Rezeptorspezifitit mittels Einsatz spezifischer Blocker
3. Untersuchung der transkriptionellen Regulation mittels Gel Shift Assay

4. Identifikation der beteiligten Transkriptionsfaktoren mittels Promoterdeletionsanaly-

Sen

5. Untersuchung weiterer Faktoren, die die VEGF-Bioverfiigharkeit beeinflussen
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Fiir die Experimente wurden die Seren von drei nierentransplantierten (NTx) Patienten

eingesetzt. Als Kontroll-Immunglobulin G (IgG) dienten die Seren von sechs gesunden Per-

sonen.
Tabelle 3.1: Zellkultursubstanzen
Substanz Hersteller Katalog Nr.
human recomb. EGF Immunotools 11343406
DMEM 1 g/I Glucose PAA E15-005
Endothelial Basal Medium PAA E15-011
FBS Gold PAA A15-151
Penicillin/Streptomycin 100x PAA P11-010
L-Glutamine 200 mM PAA M11-004
Primocin Invivogen ant-pm-2
Trypsin EDTA (1:250) (10x) PAA L11-003
TurboFect Transfection Reagent Thermo Scientific R0531
c-Fos siRNA (h) Santa Cruz Biotechnology sc-29221
Control siRNA-A Santa Cruz Biotechnology sc-37007
Tabelle 3.2: Zellkulturmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog Nr.
Zellkulturschalen 10 cm TPP 93100
Zellkulturflaschen 75 cm? Sarstedt 831.813.002
Zellkulturflaschen 175 cm? Sarstedt 831.812
Zellkulturplatten, 6 Loch BD Falcon 353046
Aqua resist VWR 462-7000
Pasteurpipetten, Glas Brand 747715
Neubauer Zdhlkammer Marienfeld 610030

Becton Dickinson Labware 35.75 25
Becton Dickinson Labware 35.75 43
Becton Dickinson Labware 35.75 51

serologische Pipetten 5 ml (steril)
serologische Pipetten 10 ml (steril)
serologische Pipetten 25 ml (steril)

serologische Pipetten 50 ml (steril) TPP P94550
Sterilfilter 0,2 pm Carl Roth P666.1
Sterilfilter 0,45 pm Carl Roth P667.1
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Tabelle 3.3: Fertigkomponenten

Reagenzien Hersteller Katalog-Nr.
SuperSignal West Pico Thermo Scientific 34087
SuperSignal West Dura Thermo Scientific 34076
Human VEGF-A Antibody Pair Invitrogen CHGO113
Antibody Pair Buffer Kit Invitrogen CNBO0011
Human sVEGFR1/Flt-1 ELISA R&D DVR100B
Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega E1910
NE-PER Nucleae and Cytoplasmic Extraction Reagents Thermo 78833
Biotin 3' End DNA Labeling Kit Thermo 8988
Light Shift EMSA Optimisation & Control Kit Thermo 20148X
Chemiluminescent Nucleotid Acid Detection Module Thermo 89880
Tabelle 3.4: Komponenten fiir DNA- und RNA-Arbeiten
Reagenzien Hersteller Katalog-Nr.
MulLV Reverse Transkriptase M0253S New England Biolabs
10x MuLV RT Puffer B0253S New England Biolabs
RNase-Inhibitor P18302 Applied Biosystems
RNaseZap R2020 Sigma
dNTP Mix N808-0260 Applied Biosystems
SYBR Green Master Rox 04913914001 Roche
RNase Inhibitor N808-0019 Applied Biosystems
Oligo d(T)16 N808-0128 Applied Biosystems
Agarose 11404 Serva
Ethidiumbromid E2515 Sigma
Tabelle 3.5: Chemikalien
Substanz Hersteller Katalog-Nr.
2-Propanol, Isopropanol Carl Roth CP41.4
3-Methyl-1-butanol (Isoamylalkohol) Carl Roth T870.1
Acrylamid 37,5:1, Rotiphorese R Gel Carl Roth 3029.1
Albumin Fraktion V, BSA Carl Roth 8076.2
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich A9164
Bis-Tris AppliChem A1025
Borsdure Roth 5935
Bromphenolblau Sigma Aldrich B6131
Chloroform Merck K41162745 024
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma Aldrich D5758
Dinatriumhydrogenphosphat Roth P030.1
Dithiothreitol (DTT) AppliChem A1101
Essigsaure Carl Roth 7332.1
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Tabelle 3.5: Chemikalien (Fortsetzung)

Substanz Hersteller Katalog-Nr.
Ethanol (MEK, vergillt) Herbeta Arzneimittel 70, 80, 96, 99%
Ethidiumbromid Sigma Aldrich E2518
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth 8040.2
Gelatine Sigma G1890
Glycerin Carl Roth 3783.2
Glycin Serva 23390
Isol-RNALysis Reagenz 5Prime 2302700
Kaliumchlorid Merck 104.936
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 1.04873.1000
Magermilchpulver AppliChem A0830
Methanol Carl Roth 4627.2
Natriumazid Sigma Aldrich 71290
Natriumchlorid Carl Carl Roth 3957.1
Natriumdihydrogenphosphat - Dihydrat Carl Roth T879.2
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth CN30.2
Ponceau Red S Carl Roth 5938.2
Salzsaure (37 %), rauchend Carl Roth 9277.1
Schwefelsdure 98 % Carl Roth X945.1
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich 87689
Tris Carl Roth 4855.3
Tween 20 Applichem AT7564
Xylene Cyanole FF Sigma X-4126

Tabelle 3.6: Puffer und Ldsungen

Puffer und Lésungen Endkonzentration Zusammensetzung

RNA-Ladepuffer 56,74 % Glycerin

42,55 % ddH>0

0,71 % Xylencyanol

1x PBS 137 mM NaCl

2,7 mM KCl

9 mM Na,HPO,

2,3 mM KH,PO,

pH 7,3

1x TBE 89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA pH 8,0
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Tabelle 3.6: Puffer und Lésungen (Fortsetzung)

Puffer und Lésungen Endkonzentration Zusammensetzung
Inkubations Puffer 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
24 mM Na,HPO,
1% BSA
4,4 mM KH,PO,
51 mM EDTA
Detections Antikdrper Losung 1% BSA
1,5 % FCS
150 mM NaCl
8,3 mM Na,HPO,
1,9 mM NaH,PO,
APS (10 %) 10 % Ammoniumpersulfat
lgG Bindepuffer 20 mM Na,HPO,
pH 7
IgG Elutionspuffer 100 mM Glycin HCI
pH 2,7
Neutralisationspuffer 1M Tris HCI
pH 9
5x Laemmli Puffer 250 mM, pH 7,5 Tris-HCI
500 mM DTT
30 % Glycerol
5% SDS
0,25 % Bromphenolblau

1x SDS Laufpuffer
50 mM Tris
200 mM Glycin
0,1 % SDS
ph 8,3 mit HCL
1x TBS-T 50 mM Tris
150 mM NaCl
0.1 % Tween20
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Tabelle 3.6: Puffer und Lésungen (Fortsetzung)

Puffer und Lésungen Endkonzentration Zusammensetzung
pH 7,6-8,0

Transfer-Puffer 39 mM Glycin
48 mM Tris

0,037 % SDS

10 % Ethanol

SDS (10 %) 10 % SDS
Tris fiir das Laufgel 15 M Tris
pH 8,8

Tris fiir das Sammelgel 1M Tris
pH 6,8

Proteinmarker 2-5 pl pro Gel Applichem A8889

Tabelle 3.7: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog-Nr.
5-ml-Saule HiTrap™ G HP VWR 17-0405
50 ml Perfusorspritzen Becton Dickinson 2009-11
Dialysierschlauch Visking Carl Roth 272-0653.1
Aluminiumfolie Carl Roth 1770.1
Gefrierreaktionsgefdlle 1,0 ml Sarstedt 72.377
Gefrierreaktionsgefale 1,6 ml Sarstedt 72.380
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 300 400
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 301 300
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 302 200
Injektionsspritzen 1, 10 und 15 ml Becton Dickinson 300 147
Parafilm M Pechiney Plastic Packaging PM-999
Pasteurpipetten Brand 7477 15
Pipettenspitzen 0,5-10 pl Sarstedt 701.130
Pipettenspitzen 10-200 pl Sarstedt 70.760.002
Pipettenspitzen 10-200 pl Carl Roth Y4119.1
Pipettenspitzen 200-1000 pl Sarstedt 70.762.100
Pipettenspitzen 1-5 ml Gilson F161571
Reaktionsgefile 1,5 und 2 ml Sarstedt 72.706, 72.695

Skalpell (einmal, steril)

Transfermembran (PVDF 0,45 pm)

Feather (Japan)
St Cruz

02.001.30.010
PV4HY000GL



Tabelle 3.7: Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung)

Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog-Nr.
Biodyne B Pre-Cut Modified Nylon Membranes, 0,45 ThermoScientific 77016
pm

Vacutainer SST Il Advance Becton Dickinson 367953
Vaculainer multiple Sample Luer Adapter Becton Dickinson 367300
Vacutainer One Use Holder Becton Dickinson 364815
Valu-Set Becton Dickinson 387455
Zentrifugenrohrchen 15 ml BectonDickson Labware 352070
Zentrifugenrohrchen 50 ml BectonDickson Labware 352096

Tabelle 3.8: Laborgeritschaften

Gerite Hersteller Katalogbezeichnung
Kombigerite

Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Comfort no frost
Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Premium Kombi
Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Profi line (+4°C/-20°C)
Kiihl /Gefrierschrank Bosch Comfort (+4°C/-20°C)
Tiefkiihlgerdte (-20°C)

Gefrierschrank Siemens no frost
Gefrierschrank Liebherr Premium no frost

Tiefkiihlgerate (-80°C)
Gefrierschrank
Analysenwaagen
Feinwaage

Laborwaage

Zentrifugen
Tischzentrifuge Fresco 21
Multifuge 15-R
GalaxyMiniStar SN
Kiihlzentrifuge Mikro 200 R
Tischzentrifuge Espresso
Kiihlzentrifuge
Kiihlzentrifuge
Ultrazentrifuge
Zentrifugeneinsatz

Heiz- und Magnetriihrer
Heizriihrer

Heizriihrer

Heizriihrer

Magnetriihrer

New Brunswick

Ultra Low Freezer

Ohaus Discovery DV 214 CM
Sartorius Universal U 5000 D
Heraeus Fresco 21
Heraeus Multifuge 15-R
VWR C1413v
Hettich Typ 2405

Thermo Elektron

Espresso 11210801

Heraeus Multifuge 1S-R
Eppendorf Centrifuge 5403
Sorvall Ultra Pro 80
Sorvall AH-629
IKA Labortechnik RH basic
IKA Labortechnik RCT basic
Heidolph MR3001
IKA-Werke Mini MR standard



Tabelle 3.8: Laborgeritschaften (Fortsetzung)

Gerite Hersteller Katalogbezeichnung
Magnetriihrer IKA-Werke Big SquidFroggy
Heizeinheiten

Heizblock VWR Digital Heatblock |1
Heizblock Grant (UK) QBD2
Mikrowelle Bosch HMT 812 B
Thermomixer Comfort Eppendorf 5355
Wasserbad Unitherm WA12
Inkubator Thermo Scientific HERA cell 240
Kiihlgefalle / Aufbewahrung

Eismaschine Ziegra 72898
Dewargefall No Isotherm, KGW 26 B/BE

Mischgerite

Drehrad

Minishaker (Vortexer)
Riitteltisch Titramax
Taumelrollenmischer
Rollmischer

Netzgerite

Power Source 300 V
Elektrophoresekammer
Proteinelektrophorese
Transferkammer
RNA-Elektrophorese

Cycler

Peltier Thermal PTC-200
Thermal Cycler PX2

PCR System
Pipettierhilfen
Einkanalpipetten 0,5—-1000 pl
Einkanalpipetten 0,5—-1000 pl
Einkanalpipetten 10-5000 pl
Mehrkanalpipette
Mehrkanalpipette
Pipettierhilfe

Pipettierhilfe

Pipettierhilfe

pH-Messung
pH-EleltrodeAg/AgCl
pH-Messgerat

Stuart
IKA Labortechnik
Heidolph

Marienfeld, Karl Hecht

VWR

VWR

BioRad
InvitroGen
VWR

MJ Research
Electron Corparation

Applied Biosystems

Eppendorf
Brand
Gilson
Brand
VWR
Hirschmann
Roth
Neolab

VWR
VWR
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SB 2 Rotator

MS1

Titramax 100

RM 5-40

VWR Tube Rotator

TYP 300 Volt

Mini Protean 4Cell
X Cell Il Blot Module
AGT-2

PTC-200
PX2
7500 Fast Real-Time

research
Transferpette S
pipetMan
Transferpette-8E
613-5256

Pipetus Standard
Acculet
NeoMotion D6016

4002-789
SymbHony SB 70P



Tabelle 3.8: Laborgeritschaften (Fortsetzung)

Gerite Hersteller Katalogbezeichnung
pH-Losungen 4,7,10 Orion 910 104/ 107 110
Detektionsgerite/zubehor

UV-Detektion Syngene Bio Imaging Gene Flash
Multiplatten Photometer Thermo Scientific Multiskan Ascent 354
Nanodrop Peqglab Biotechnologie ND-1000
Blotdetektionseinheit Syngene Bio Imaging G-Box XL 1.4
Luminometer BMG Labtech FLUOstar OPTIMA
Mikroskope

Mikroskop Carl Zeiss Axiovert CFL
Kamera Canon PowerShotA640
Sonstiges

Perfusor Braun secura FT
Messkolben 25-2000 ml Brandt Deutschland
Glasflaschen 50-2000 ml Brandt Deutschland
Wasserfilteranlage Millipore Milli-Q UF Plus

Tabelle 3.9: Verwendete Antikorper

Antikorper kDa Verwendung Spezies Hersteller
Primarantikdrper

RAktin 42 1:5000 Maus Sigma M4789
cFos 62 1:1000 Kaninchen abcam
Sekundarantikdrper

anti-Kaninchen-HRPO konjugiert 1:25 000 Esel Dianova 711-035-152
anti-Maus-HRPO konjugiert 1:25 000 Esel Dianova 715-035-151

Tabelle 3.10: verwendete Primer

Primer Orientierung Sequenz
B2 Mikroglobulin sense GTGCTCGCGCTACTCTCTCT
antisense CGGCAGGCATACTCATCTTT
VEGF sense AAGGAGGAGGGCAGAATCAT
antisense ATCTGCATGGTGATGTTGGA
sFlt-1 sense CTGCAAGATTCAGGCACCTA
antisense CCTTTTTGTTGCAGTGCTCA
cJun sense CCCCAAGATCCTGAAACAGA
antisense CCGTTGCTGGACTGGATTAT
cFos sense AGGAGAATCCGAAGGGAAAG
antisense CTTCTCCTTCAGCAGGTTGG
SP-1 sense GCGAGAGGCCATTTATGTGT
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Tabelle 3.10: verwendete Primer (Fortsetzung)

Primer Orientierung Sequenz
antisense GGCCTCCCTTCTTATTCTGG
ER« sense GTGCCTGGCTAGAGATCCTG
antisense AGAGACTTCAGGGTGCTGGA
GCF sense CCAGAACCCTTGATGTGTCC
antisense GGCTGCCTGAATAAAAGCTG

Tabelle 3.11: Im EMSA verwendete DNA-Sequenz

Primer Orientierung Sequenz
VEGF-EMSA-Sequenz  sense 5'GGGGCGGGCCGGGGGCGGGGTCCCGGCGGGGCGGAG
antisense 3'CCCCGCCCGGCCCCCGCCCCAGGGLLGLLCGLCTC

3.2 Methoden

3.2.1 1gG-Gewinnung und -Isolation

Das NTx-IgG wurde aus dem Serum und dem Plasmapherese-Filtrat der N'Tx-Patienten
isoliert. Die Patienten gaben schriftlich ihr informiertes Einverstédndnis zur wissenschaftlichen
Verwendung des Materials (Ethikvotum: EA2/068/07).

Das Kontroll-IgG wurde aus dem Serum von gesunden Mitarbeitern des Labors isoliert. Diese

gaben ebenfalls ihr Einverstdndnis zur Verwendung des Materials.

Materialgewinnung und Lagerung

Die Plasmaséicke der Patienten wurden von den Stationen geholt, aliquotiert und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Das Blut der gesunden Kontrollen wurde unter arztlicher Aufsicht, mit der Hilfe von Valu-
Set-Kaniilen in Vacutainer-Serumrohrchen abgenommen. Nachdem es fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur gerinnen konnte, wurde es fiir 10 Minuten bei 4°C mit 1200 g zentrifugiert.

Das Serum wurde unter der Sterilbank in 50er Falcons iiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

IgG-Isolation

Die IgG-Isolation wurde mit HiTrap-Protein-G-HP-Sédulen durchgefiihrt. Protein G ist ein
Oberflachenprotein von Gruppe-G-Streptokokken, das den Fe-Teil von IgGs bindet. Im Ge-
gensatz zu Protein A (Staphylococcus aureus) bindet Protein G alle humanen IgG-Subklassen.
Das Patientenmaterial wurde aufgetaut, durch einen 0,45 pm Filter gefiltert und 1:1 mit
[gG-Bindepuffer verdiinnt. Die Sdulen wurden mehrfach verwendet und waren zur Lagerung
mit 20%igem Ethanol gefiillt.
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Zu Beginn wurden die Sdulen mit IgG-Bindepuffer gewaschen. Anschliefend wurde die
Serum- /Bindepuffermischung auf die Séulen gegeben. Der Durchfluss wurde aufgefangen
und nochmals auf die Sdule gegeben, um sicherzustellen, dass alles I[gG gebunden wurde.
Anschlieffend wurde die Sédule einmal mit IgG-Bindepuffer gewaschen.

Zur Gewinnung der IgGs aus der Saule wurde diese mit Elutionspuffer gespiilt. Dieser hat
einen pH-Wert von 2,7, wodurch die Bindung des IgG an das Protein G aufgehoben wird. Das
eluierte IgG wurde sofort im Verhéltnis 10:1 mit Neutralisationspuffer versetzt, um eine Sché-
digung der IgGs durch den unphysiologischen pH-Wert zu verhindern. Anschliefsend wurde
die Séule mit IgG-Bindepuffer gewaschen und es konnte erneut Serum-/Bindepuffermischung
aufgetragen werden.

Nach Beendigung der IgG-Isolation wurde die Saule erst mit 0,1%igem Natriumazid und
anschlieftend mit 20% Ethanol gespiilt und bei 4°C gelagert.

Dialyse

Da das IgG zur Verwendung in der Zellkultur bestimmt war, wurde es nach der Isolation
gegen Dulbeccos modifiziertes Medium (DMEM) dialysiert. Zuerst wurde dazu der Dialyse-
schlauch durch kurzes Aufkochen aktiviert. Anschliefend wurde er mit dem IgG befiillt und

an beiden Enden mit Verschlussklammern verschlossen. Die Dialyse erfolgte fiir 36 Stunden

bei 4°C auf dem Magnetriihrer, wobei das Medium dreimal gewechselt wurde.

Anschliefsend wurde das IgG aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die Konzentration der IgG-
Subgruppen wurde im Serum und im Isolat mittels Sandwich-Enzymimmunoassay (ELISA)
bestimmt. Die ET4R-/AT;R- und PAR-1-Autoantikérpertiter wurden ebenfalls mittels Sandwich-
ELISA bestimmt.

3.2.2 Zellkultur

Die Zellkulturstudien wurden mit HMEC-1 durchgefiihrt. Bei HMEC-1 handelt es sich um
eine Endothelzelllinie, die durch Transfektion mit dem SV40-T-Antigen immortalisiert wur-
de. Sie wichst schnell und weist zentrale Merkmale von Endothelzellen auf.[55] Die Zellen
wurden uns freundlicherweise von Frau Prof. Gabriela Riemekasten zur Verfiigung gestellt.
Zellen der Passage 21 lagerten in fliissigem Stickstoff bei -162°C in einer Mischung aus 20 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) und 80 % fetalem Kélberserum (FCS).

Alle Geféfe zur Kultivierung der Zellen wurden vor Verwendung fiir mindestens 20 Minuten
mit 0,2%iger Gelatine beschichtet.

Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden innerhalb von wenigen Minuten auf Raumtemperatur gebracht und in
mindestens 15 ml Vollmedium (siche Tabelle 3.12) suspendiert. Dann wurde mit 200 g fiir 3

Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
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Tabelle 3.12: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien; EBM = Basalmedium fiir Endothelzellen

Vollmedium Minimalmedium

EBM 500 ml 500 ml
Glutamin 10 mM 10 mM
Penicillin 100 E/ml 100 E/ml
Streptomycin = 0,1 g/l 0,1g/l
FCS 5% 0,5 %
hEGF 10 ng/ml

Hydrocortison 10 nM

Vollmedium plus 100 pg/ml Primorcin resuspendiert. Die Zellen wurden in die T75er gegeben
und durch Schwenken gleichméfig verteilt. Nach dem Auftauen wurden die Zellen fiir eine

Woche in Primorcin kultiviert. Um einer Kontamination mit Mykoplasmen vorzubeugen.

Passagierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit wachsen gelassen, bis sie
konfluent waren. Dann wurde das Medium abgesaugt und 3 ml Trypsin + 0,5 mM Ethy-
lendiamintetraessigsdure (EDTA) auf die Zellen gegeben und fiir 5 Minuten inkubiert. Die
vollstéandige Ablosung der Zellen wurde unter dem Mikroskop tiberpriift und eventuell durch
leichtes Klopfen unterstiitzt. Anschlieftend wurde die Zellsuspension zusammen mit Vollme-
dium in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt. Das im Medium enthaltene FCS beendet die Enzy-
maktivitdt des Trypsins. Anschliefend wurde fiir 3 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in Vollmedium resuspendiert. Die
Zellzahl je ml wurde mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen entspre-
chend verdiinnt. Fiir die Weiterpassage wurden 1-2 Millionen Zellen in eine T75er Flasche

gegeben.

Stimulationsexperimente

Fiir die RNA-Isolation und die Analyse der VEGF und sFlt-1 Sekretion wurden 150 000
Zellen pro Vertiefung in 6-Lochplatten ausgesét und wachsen gelassen, bis sie eine Konfluenz
von 80-90 % erreichten. Fiir die Kernprotein-Extraktionen wurden je 500 000 Zellen in 10
cm Schalen ausgeséit und ebenfalls bis zu einer Konfluenz von 80-90 % wachsen gelassen. 16
Stunden vor dem Experiment wurden die Zellen mit Minimalmedium (sieche Tabelle 3.12)
ruhiggestellt. Die Stimulanzien wurden ohne Medienwechsel auf die entsprechenden Vertie-
fungen gegeben und durch sanftes Schwenken verteilt. Bei Stimulation mit IgG wurde die
Kontrolle mit einer entsprechenden Menge DMEM Low Glucose behandelt.

Bei Experimenten mit Blockern wurden diese 1-3 Stunden vor der Stimulation zu den Zellen
gegeben und ebenfalls durch sanftes Schwenken verteilt. Losungsmittelkontrollen wurden
durchgefiihrt.
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Die Uberstinde wurden nach Beendigung der Experimente abgenommen, in Mikroreaktions-
gefalse iberfithrt und bei -80°C gelagert.

3.2.3 ELISA

Der ELISA ist ein Antikorper-basiertes Verfahren, mit dem sowohl Proteine als auch nieder-

molekulare Verbindungen in einer Probe nachgewiesen werden konnen.

Q9
Q9
Streptavidin HRP <TMB Substrat
Biotin
Detektions AK 33

’VEGF—A
D <D <P

Y Y'Y Y'Y

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISA AK = Antikérper, TMB = 3,3'5,5-
Tetramethylbenzidin

Fiir diese Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA verwendet. Hierbei kommen zwei Antikorper
zum Einsatz, die beide das gesuchte Molekiil an verschiedenen Epitopen binden. Der erste
Antikorper ist an eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gebunden. Das Probenmaterial wird auf der
Platte inkubiert und die gesuchten Molekiile binden an den Antikérper. Ungebundene Be-
standteile werden abgewaschen und in einem néchsten Schritt wird ein Sekundarantikorper
mit den Proben inkubiert, der spezifisch markiert ist, z. B. durch ein Enzym oder durch Bio-
tin. Dieser bindet nun an die gesuchten Molekiile, sodass sie wie in einem Sandwich von zwei
Antikorpern eingeschlossen sind. Zur Detektion werden, je nach Markierung, gleich das Sub-
strat oder in einem Zwischenschritt ein an Streptavidin gebundenes Enzym und anschliefsend
das Substrat hinzugegeben. Das Substrat verdndert durch enzymatische Umbauprozesse sei-
ne Farbe. Durch eine mitgefiithrte Standardreihe aus rekombinantem Protein kann dann die

Konzentration des gesuchten Molekiils in den Losungen bestimmt werden.

VEGF-ELISA

Fiir den VEGF-ELISA wurde ein Antikorperpaar von Invitrogen sowie das dazugehorige
Puffer-Kit verwendet. Gemaéfs den Herstellerangaben wurden alle Proben und Standards
in Doppelbestimmung durchgefithrt. Der Erstantikorper (Capture-Antikorper) wurde mit
Coating-Puffer B aus dem Kit auf 1,25 pg/ml verdiinnt und zum Beschichten tiber Nacht
bei 4°C auf die Platte gegeben. Nicht gebundene Antikorper wurden abgewaschen und freie
Bindungsstellen auf der Platte mit Assay-Puffer aus dem Kit fiir eine Stunde bei Raumtempe-
ratur geblockt. Anschlieftend wurden die Proben zusammen mit Inkubationspuffer dazugege-
ben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Uberstdnde wurden abgewaschen und

der in der Detektions-Antikérper-Losung auf 0.025 pg/ml verdiinnte Detektions-Antikorper
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wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit den Proben inkubiert. Die nicht gebundenen
Anteile wurden erneut abgewaschen und an Streptavidin gebundene Meerrettichperoxidase
wurde fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf den Proben inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt wurde 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugegeben und fiir
eine halbe Stunde im dunklen bei Raumtemperatur inkubiert. TMB wird durch die Meer-
rettichperoxidase zu 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin-Diimine oxidiert. Durch die Zugabe von
1-molarer Schwefelsédure erfolgte der Farbumschlag von blau zu gelb. Mit dem Photometer
wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Die Referenzmessung erfolgte bei 690 nm. Die
Werte der Referenzmessung wurden von den Werten bei 450 nm abgezogen, um optische Feh-
ler in der Platte zu berticksichtigen. Der Mittelwert der Leerwerte wurde von allen Werten

abgezogen.

SFIt-1-ELISA

Es wurde ein Kit von R&D Systems verwendet. Dieses enthielt vorbeschichtete Mikrotiter-
streifen.

Die Herstelleranweisungen wurden befolgt. Der sFlt-1-Standard wurde in ddHyO gelost
und die Standardreihe wurde mit der Calibrator-Verdiinnungslosung hergestellt. Als Blank
diente die Calibrator-Verdiinnungslosung. Das Probenmaterial wurde zusammen mit Assay-
Verdiinner im Verhéltnis 1:1 in die Vertiefungen gegeben und fiir zwei Stunden bei Raum-
temperatur auf dem Schiittler inkubiert. Anschliefsend wurde nicht gebundenes Material ab-
gewaschen und VEGF-R1-Konjugat dazugegeben und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Nach nochmaligem Waschen wurde die Substratlésung dazu-
gegeben. Diese wurde 5 Minuten vor Verwendung aus Farb-Reagenz A und Farb-Reagenz B
(im Verhéltnis 1:1) hergestellt und anschliefend fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Durch die Zugabe der Stop-Losung wurde die Reaktion beendet. Die
Messung erfolgte, wie fiir den VEGF-ELISA beschrieben.

3.2.4 RNA-Aufreinigung und -Analyse

Alle verwendeten Mehrwegmaterialien und die Arbeitsflichen wurden vor Arbeitsbeginn mit

RNAseZap gereinigt. Es wurde mit Filterspitzen gearbeitet.

RNA-Aufreinigung mit isol-RNA-Lysis-Reagenz

Die Zellen wurden mit phosphat gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und anschliefsend
mit isol-RNA-Lysis-Reagenz lysiert. Das im Trizol enthaltene Guanidiniumthiocyanat inak-
tiviert RNAsen. Daneben 16sen sich im Phenol Desoxyribonucleinsdure (DNA) und Proteine.
Durch die Zugabe von Chloroform und anschliefsende Zentrifugation bei 12 000 g und 4°C

erfolgte eine Trennung in drei Phasen: eine obere klare Wasserphase, in der die RNA gelost
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ist; eine Interphase, in der sich die DNA befindet und eine Phenolphase, in der sich die
Proteine befinden.

Die Wasserphase wurde vorsichtig abgenommen und die RNA mit Isopropanol geféllt. An-
schliefend wurde die RNA zweimal mit reichlich Ethanol gewaschen, getrocknet und in mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem ddH5O aufgenommen.

Die Konzentration wurde durch Messung der optische Dichte (OD) bei einer Wellenlédnge
von 260 nm bestimmt. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

Uberpriifung der Reinheit der RNA durch Gelelektrophorese

28S Bande
18S Bande

5S Bande

Abbildung 3.2: Reprasentatives Beispiel einer RNA Gelelektropherese zur Kontrolle der RNA-Qualitat

Fiir die Elektrophorese zur Uberpriifung der Reinheit und Intaktheit der RNA wurde ein
1%iges Agarosegel verwendet. Um die RNA sichtbar zu machen, wurde dem Gel Ethidium-
bromid (0,1 pg/ml) hinzugegeben. Das Ethidiumbromid interkaliert mit der RNA, wodurch
seine Eigenfluoreszenz um den Faktor 50-100 verstérkt wird. Als Laufpuffer wurde 1x TRIS-
Borat-EDTA-Puffer (TBE) verwendet. Fiir Jede Probe wurde der folgende Ansatz (siche

Tabelle 3.13) zusammen pipettiert und in die Taschen gegeben.

Tabelle 3.13: Probenansatz fir das RNA-Gel

Komponente Menge
RNA 100 ng
Ladepuffer 2,33
DEPC ddH,O  auf 14 pl

Die Elektrophorese erfolgte bei 80 Volt (V) fiir 30 Minuten. Anschliefend wurde das Ethi-
diumbromid mit ultraviolettem (UV) Licht sichtbar gemacht. Bei intakter RNA waren drei
Banden zu sehen: die 28S-Bande, die 18S-Bande (hier sollte das Intensitatsverhaltnis bei 2:1
liegen) und die deutlich schwéchere 5S-Bande (siche Abbildung 3.2). Eine Kontamination
mit genomischer DNA zeigt sich durch ein Signal auf Hohe der Geltaschen.

Erstellung von cDNA aus RNA

Die RNA wurde fiir die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) in
komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. Fiir diesen, als reverse Transkription (RT)
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bezeichneten Vorgang, wurde fiir jede Probe der folgende Ansatz zusammengemischt (siehe
Tabelle 3.14).

Tabelle 3.14: Ansatz fiir die reverse Transkription

Komponente Menge Tabelle 3.15: Ansatz fiir eine qRT-PCR-Messung
RNA 1000 ng Komponente Menge

10x Puffer 5 pl cDNA 20 ng
dNTP's 8 ul Primer sense 0,192 pM

RNAse Inhibitor 0,4 U/pl Primer antisense 0,192 pM

Oligo dT's 0,33 ul SYBR-Green 4l

mLuv Reversetranskriptase 1U/pl ddH,0 auf 13 pl

DEPC ddH,0 auf 50 pl

Die Reaktion wurde fiir 45 Minuten bei 42°C mit einem anschliefenden Inaktivierungsschritt

von 5 Minuten bei 90°C durchgefiihrt. Gelagert wurden die cDNA-Proben bei -20°C.

Analyse der Genexpression durch gqRT-PCR

Die Genexpressionsanalyse erfolgte durch qRT-PCR mit produktspezifischen Primern. Die
qRT-PCR wurde in Anwesenheit des Farbstoffes SYBR-Green durchgefiihrt, welcher sich
an doppelstréangige (ds)DNA anlagert und in dieser gebundenen Form fluoresziert. Diese
Methode zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitét aus[56].

Die Messung erfolgte fiir jede Probe in Doppelbestimmung. Der Ansatz fiir eine Messung

setzte sich, wie in Tabelle 3.15 dargestellt, zusammen.

3.2.5 Promoterdeletionsanalysen

Die verwendeten VEGF-Promoterplasmide wurden uns freundlicherweise von Dr. A. Scholz
zur Verfiigung gestellt. Ihre Konstruktion erfolgte durch Finkenzeller et al.[57] Unterschied-
lich lange Abschnitte des VEGF-Promoters waren jeweils mit dem Gen der Leuchtkéfer-
Luciferase gekoppelt, sodass nach erfolgreicher Transfektion der Zellen eine Aktivierung des
Promoters zur Produktion der Luciferase fiihrte. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
wurde ein Plasmid mit dem Gen der Renilla-Luciferase unter der Kontrolle des konstitu-
tiv aktiven Cytomegalievirus (CMV)-Promoters ko-transfiziert. Dieses wurde bei der Firma
Promega erworben.

Die Leuchtkafer-Luciferase katalysiert in Anwesenheit von Magnesium die Reaktion von Lu-
ciferin zu Oxyluciferin, wobei Oy und Adenosintriphosphat (ATP) verbraucht werden. Die
Renilla-Luciferase verbraucht bei der Umwandlung von Coelenterazine zu Coelenteramid nur
Os.

Die Aktivitéat der jeweiligen Enzyme wurde mit dem Photometer gemessen und anschliefsend

die Aktivitat der Leuchtkafer- Luciferase auf die Aktivitat der Renilla-Luciferase normalisiert.
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Transfektion

Es wurden 100 000 Zellen pro Vertiefung in 6-Lochplatten ausgesét und bis zu einer Konfluenz
von 70 % wachsen gelassen. Die Zellen wurden iiber Nacht mit Minimalmedium stillgelegt.

Die Transfektion erfolgte mit Turbofect.

Tabelle 3.16: Transfektionsansatz fiir eine 6-Well-Vertiefung

Komponente  Menge
Minimalmedium 500 pl

Turbofect 2 pl
Renilla Plasmid 10 ng
DNA 1pg

Der Transfektionsansatz (sieche Tabelle 3.16) wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Das alte Medium wurde abgesaugt und 1,5 ml frisches Minimalmedium auf die Zellen
gegeben. Anschliefsend wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Vertiefungen ver-
teilt und die ganze Platte noch einmal sanft geschwenkt. Nach 4 Stunden Inkubation im

Brutschrank wurde das Transfektionsmedium durch Vollmedium ersetzt.

Stimulation

Die Stimulation erfolgte 8-20 Stunden nach der Transfektion. Hierzu wurde das Medium
abgesaugt und durch Minimalmedium mit den Stimulanzien ersetzt.

Beim Einsatz von Blockern wurde nach dem Absaugen des Mediums dieses durch Minimal-
medium mit den Blockern ersetzt. Die Stimulanzien wurden nach ca. 3 Stunden tropfenweise

dazugegeben und durch Schwenken verteilt.

Lyse der Zellen und Messung der Luciferase-Aktivitat

Die Messung der Luciferase Aktivitét erfolgte mit dem Dual-Luciferase-Renilla-Assay (DLRA)
Kit der Firma Promega. Nach dem Absaugen des Mediums und einmaligem Waschen mit
1xPBS wurden die Zellen fiir 5 Minuten mit passiven Lysepuffer (aus dem Kit) auf dem
Schiittler inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen abgeschabt und in ein Reaktionsgeféfs
iiberfiihrt. Dieses wurde je zwei Mal im Wechsel fiir jeweils 5 Minuten in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren und im Heizblock bei 37°C erwarmt. Durch die starken Temperaturédnderun-
gen zerreifen die Zellmembranen ohne das die Aktivitdt der Enzyme beeintrachtigt wird.
Anschliefsend wurden die Proben entweder sofort gemessen oder bei -80°C gelagert.

Die Messung erfolgte in 96-Lochplatten mit dem Photometer. Alle Proben wurden in Doppel-
bestimmung gemessen. Durch Zugabe der LARII Losung wurde die Reaktion der Leuchtkéfer-
Luciferase gestartet und innerhalb von 5 Minuten gemessen. Anschliefsend wurde durch die
Stop&Glo Losung die Leuchtkéfer Reaktion gestoppt und die der Renilla-Luciferase gestar-
tet.
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3.2.6 In-silico-Analysen von Transkriptionsfaktorbindungsstellen im

Promoter

Die VEGF Promoter Region zwischen den Basenpaaren -86 und -52 wurde mit der Transkriptionselement
Suchsystem-Software (TESS) untersucht. TESS wurde bis vor kurzem online vom Labor fiir
rechnergestiitzte Biologie und Bioinformatik der Universitdt von Pennsylvania zur Verfii-
gung gestellt (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess). Sie lokalisiert mogliche Bin-
dungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren und bewertet die Wahrscheinlichkeit, mit der diese

Tatséchlich als Bindungsstelle dienen.

3.2.7 Gel Shift Assay(EMSA)

Der Gel Shift Assay (EMSA) ist ein Verfahren, um die Interaktion von Proteinen mit Nuklein-
sduren zu detektieren. Es wurde erstmals von Fried und Crothers beschrieben|[58] und nutzt
die Tatsache, dass proteingebundene Nukleinsdure langsamer durch ein elektrisches Feld
wandert als ungebundene. Fiir die Detektion werden héufig radioaktiv markierte Nukleotide
genutzt. Aber auch fluoreszente, chemilumineszente und immunhistochemische Methoden
werden angewandt.[59] Chemilumineszenz ist dhnlich sensitiv wie radioaktive Methoden, je-
doch ohne gesundheitliche Gefahren. Allerdings besteht durch die Verstiarkungskaskade keine
Linearitat zwischen Substratmenge und Signalstérke.[60]

In diesen Versuchen wurde DNA verwendet, die mit Biotin markiert war. Sie wurde dann mit
einem Modul zur chemilumineszenten Detektion von Nukleinsduren von der Firma Thermo
detektiert.

Der Verwendete DNA-Abschnitt war 33 bp lang und entspricht den letzten Basenpaaren des
VEGF-Promoters. In ihm finden sich unter anderem Bindestellen fiir AP-1, SP-1, Ostrogen-
Rezeptor o (ERa) und GCF. Durch qRT-PCR wurde tiberpriift, welcher dieser Faktoren
durch die Stimulation der Zellen reguliert wurde. Die Sperzifitdt der Bindung wurde nach-
gewiesen, indem sowohl der zu untersuchende DNA-Abschnitt als auch unspezifische DNA
unmarkiert im Uberschuss zu den Proben gegeben wurde.

Jeweils am Tag vor der Durchfithrung des EMSA wurden alle dafiir benttigten Materialien

griindlich gereinigt und iiber Nacht in ddH5O eingelegt.

Kernproteinisolation

Fiir die Kernproteinisolation wurde das NE-PER-Kit von Thermo Scientific genutzt. Zu den
Losungen Cytoplasmatische Extraktions Reagenz I (CER I) und Kernprotein-Extraktions-
Reagenz (NER) wurde direkt vor Verarbeitung Complete Protease Inhibitor Coctail der
Firma Roche zu gegeben (im Verhéltnis 1:100). Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durch-
gefithrt. Die Zentrifuge wurde vor Arbeitsbeginn auf 4°C gekiihlt. Auch zwischen den Zen-

trifugationsschritten wurde die Kiihlung aufrechterhalten.
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Zuerst erfolgte die Lyse der cytoplasmatischen Membran und die anschliefsende Pelletierung
der Zellkerne durch Zentrifugation. Der Uberstand mit den cytoplasmatischen Proteinen
wurde bei -80°C gelagert. Anschliefend wurde die Kernmembran lysiert und die Kernproteine

durch wiederholte Agitation freigesetzt. Auch die Kernproteine wurden bei -80°C gelagert.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Messung wurde mit einem Kit der Firma Bio Rad durchgefiihrt. Dieses basiert auf
der Proteinbestimmung nach Lowry|[61] und enthélt die Losungen A, S und B. In alkalischer
Lésung bilden Kupferionen Komplexe mit den Proteinen. Anschlieffend tritt durch Reduktion
mit Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz eine intensive Blaufarbung auf.

Fiir die Standardreihe wurde Bovines Serumalbumin (BSA) in Wasser gelost. Die Standar-
dreihe erstreckte sich von 0 mg/ml bis 2 mg/ml. Die Messung erfolgte in einer 96-Loch-Platte
und alle Messpunkte wurden in Doppelbestimmung angelegt.

Zu 5 pl unverdiinnter Proteinlosung wurden 25 pl einer Mischung aus Losung A und S
gegeben (im Verhéltnis 50:1). Das Ganze wurde sofort mit 200 pl der Losung B vermischt
und schliefklich fiir 15 Minuten auf dem Schiittler inkubiert. Anschlieffend wurden die Proben
bei 690 nm gemessen. Der Hintergrund (Messwert fiir reines Wasser) wurde von allen Werten

abgezogen und die Proteinkonzentration mit Hilfe der Standardreihe ermittelt.

Markierung der DNA und Oligo-Anleaning

Die Biotinylierung wurde mit einem Kit der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt. Es nutzt
die Terminale deoxynucleotidyl Transferase (TdT),[62] um Biotin-11-dUTP an das 3’-Ende
der Einzelstrang (ss)-DNA anzufiigen. Dazu wurde fiir beide Polaritdten der in der Tabelle

3.17 dargestellte Ansatz pipettiert.

Tabelle 3.17: Ansatz fiir die Biotynilierung der

DNA-Einzelstrange Tabelle 3.18: Synthese der Doppelstrang-DNA
Komponente Menge Komponente Menge
5x TdT-Reaktionspuffer 10 pl biotinilierte ssDNA sense 0,225 pM/l
ssDNA 0,5 pM/yl biotinilierte ssDNA antisense 0,225 pM/yl
Biotin-11-dUTP 5 pM/ul 20x SSC 2,5 pl
TdT 0,5 U/l ddH,0 auf 50 pl
ddH,0 auf 50 pl

Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion mit
2,5 pl von 0,2 M EDTA abgestoppt. Die tiberschiissigen Biotin-11-dUTPs wurden mit einer
Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (Verhéltnis 24:1) von der biotinylierten DNA getrennt.
Zur Synthese der dsDNA wurde folgender Ansatz (siehe Tabelle 3.18) fiir 5 Minuten auf
90°C erhitzt und anschliefend von 80-55°C um 1°C pro Minute abgekiihlt. Anschliefsend blieb
der Ansatz fiir 1 Stunde bei 25°C und wurde dann bei -20°C gelagert.
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Gelelektrophorese

Die ersten vier Bestandteile aus der Tabelle 3.19 wurden griindlich gemischt und anschlie-
fsend die Polymerisation mit N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet. Da-
bei polymerisiert das Acrylamid in der Gegenwart von Radikalen und bildet netzférmige
Strukturen.

Tabelle 3.20: Probenzusammensetzung fiir den

Tabelle 3.19: Zusammensetzung eines 6%igen Po- EMSA. Die kursiv gesetzten Bestandteile wurden
lyacrylamidgels (Menge Ausreichend fiir 2 Gele) ~ nur in bestimmten Proben verwendet

Komponente  Menge Komponente Menge
5x TBE 2,4 ml 10xBindepuffer 2yl
Acrylamid 37,5:1 4,8 ml Poly(dl:dC) 0,05 pg/ul
ddH,0 16,8 ml biotinilierte dsDNA 22,5 nM/l
APS (10%) 100 pl nicht biotinilierte dsDNA 2 uM
TEMED 20 pl Kernproteine 10 pg

ddH,0 auf 20 pl

Die Gelelektrophorese erfolgte bei 4°C und mit 100 V. Vor dem Auftragen der Proben wurde
das Gel fiir mindestens eine Stunde ohne Proben laufen gelassen. Als Laufpuffer wurde 0,5x
TBE verwendet.

Beim Mischen der Ansitze fiir den EMSA (siche Tabelle 3.20) wurde darauf geachtet, dass
die Kernproteine als letztes dazu gegeben wurden, damit diese auf optimale Pufferkonzen-
trationen treffen [59]. Die Proben wurden durch Auf- und Abpipettieren gemischt, da das
Mischen mit dem Vortexer zu anhaltendem Zerreifsen der Protein-DNA-Interaktion fiihrt
[58]. Nach einer 40-miniitigen Inkubation wurden die Proben mit 5 ul 5x Ladepuffer versetzt

und fiir etwa 1 Stunde laufen gelassen.

Blotten und Detektion

Vor dem Blotten wurde die Membran zum Aquilibrieren fiir 10 Minuten in 0,5x TBE ein-
gelegt. Anschliefsend erfolgte der Blot bei 200 Milliampere (mA) fiir 1 Stunde. Als Puffer
diente auch hier 0,5x TBE. Zum Blocken, Waschen und Detektieren wurde das Chemilumi-
neszenz Kit der Firma Thermo verwendet. Detektiert wurde mit einer Chemilumineszenz-

Detektionseinheit von Syngene.

3.2.8 Immunoblots

Mit dem Westernblot und angeschlossener Immundetektion kann die Menge eines bestimm-
ten Proteins in einer Proteinlésung semiquantitativ bestimmt werden.

Zuerst werden die Kernproteine mit einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) ihrer Grofe nach aufgetrennt. Hierfiir werden die Proteine mit dem Laemmli-
Puffer, der Natriumdodecylsulfat (SDS) und Dithiothreitol (DTT) enthélt, aufgekocht, wo-
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durch sie denaturieren und anschliekend mit SDS beladen in ihrer Primérstruktur vorliegen.
Da SDS negativ geladen ist, wird die Eigenladung der Proteine {iberdeckt und ihre Lauf-
geschwindigkeit durch das Polyacrylamid-Netz hangt nur noch von ihrem Molekulargewicht
ab. Das Gel fiir die SDS-PAGE besteht aus einem unteren Laufgel (siche Tabelle 3.21) und
einem dariiber geschichteten Sammelgel (siche Tabelle 3.22)

Tabelle 3.21: Ansatz fiir ein Laufgel (10 %) Tabelle 3.22: Ansatz fiir ein Sammelgel (5 %)
Komponente Menge Komponente Menge
Acrylamid 37,5:1 3,3 ml 30%-AA-mix 500 pl
Tris 1,5M pH 8,8 2,5 ml Tris 1M pH 6,8 380 pl
10%-SDS 100 pl 10%-SDS 30 pl
10%-APS 100 pl 10%-Ammoniumpersulfat (APS) 30 pl
TEMED 10 pl TEMED 5l

Die SDS-PAGE erfolgte in Einfach-SDS-Laufpuffer bei 120 V fiir ca. 2 Stunden. Die Auf-
trennung wurde anhand des mitlaufenden Proteinmarkers beurteilt.

Nach der SDS-PAGE werden die Proteine mit Einfach-Transferpuffer fiir eine Stunde bei
100 V auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran geblottet und freie Proteinbindungs-
stellen mit einer 1%igen BSA-Losung geblockt. Fiir die Immundetektion wurden die Blots
iiber Nacht im, in 1%-BSA verdiinnten, cFos-Primarantikorper inkubiert und am néchsten
Tag nach griindlichem Waschen fiir eine Stunde im, in 4%iger Milch gelosten, Sekundéaran-
tikorper inkubiert. Anschliefend erfolgte die Detektion mittels Chemolumineszenz in der
Blot-Detektionseinheit. Fiir die Ladekontrolle erfolgte nach nochmaligem griindlichen Wa-

schen die Inkubation im [3-Aktin-Primérantikorper iiber Nacht.

3.2.9 Gezielte Ausschaltung des cFos-Gens durch siRNA

Kurze interferierende RNA (siRNA) sind kurze, doppelstrangige RNA-Stiicke, die Gene, zu
denen sie abschnittsweise homolog sind, in ihrer Aktivitdt herabregulieren kénnen|63]. Dies
wird in der Forschung genutzt, um durch von auften in die Zelle eingebrachte siRNA einzelne

Gene herabzuregulieren oder sogar auszuschalten.

Es wurden 100 000 Zellen pro Vertiefung in 6-Lochplatten bzw. 650 000 Zellen in 10-cm-
Schalen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von 70 % wachsen gelassen. Die Zellen wurden
iiber Nacht mit Minimalmedium stillgelegt. Die Transfektion erfolgte mit Turbofect. Die siR-
NA wurde in mit DEPC-behandeltem ddH5O zu einer Konzentration von 10 pM gelost und
es wurden 1,06 pM /cm? eingesetzt. Vom Turbofekt wurden 0,21 pl/cm? eingesetzt. Turbofect
und siRNA wurden in Minimalmedium gemeinsam vorinkubiert und anschlieffend tropfen-
weise auf die Zellen gegeben. Nach 4 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel zu Vollmedium.

Nach noch einmal 8 Stunden wurden die Zellen {iber Nacht mit Minimalmedium stillgelegt.
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Die IgG wurden ohne Medienwechsel auf die entsprechenden Vertiefungen gegeben und durch
sanftes Schwenken verteilt. Die Kontrolle mit einer entsprechenden Menge DMEM Low Glu-

cose behandelt.

3.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der GraphPad Prism Software 6.0 durchgefiihrt (Gra-
phPad Software, La Jolla, CA). Die Ergebnisse wurden mittels univariater Varianzanalyse
auf Signifikanz getestet. Dabei wurde je nach Bedarf die einfaktorielle bzw. die zweifaktorielle
Varianzanalyse gewéhlt. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05 gewéhlt. Die Ergebnisse
werden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Regulation der endothelialen VEGF-Transkription
und -Freisetzung durch NTx-1gG

Die in den Experimenten verwendeten Antikérper wurden von Patienten mit Nierentrans-
plantatabstoffung isoliert, die positiv fiir AT R~, ETAR- und PAR-1-Antikérper waren. Es
wurde gezeigt, dass Autoantikorper gegen AT ;R und ETaR in der Nierentransplantatabsto-
fung eine pathogenetische Rolle spielen kénnen|9]. Die Antikérpertiter wurden sowohl im
Serum als auch im Isolat mittels eines Sandwich-ELISA bestimmt. Als positiv galten Werte
> 9,23 Einheiten fiir AT;R-Antikorper und > 10,4 Einheiten fiir ET s R-Antikorper[10]. Die
Gesamtkonzentration der IgGs sowie die der einzelnen Subgruppen wurde ebenfalls mittels
Sandwich-ELISA bestimmt. Dabei gab es Variationen in den IgG-Konzentrationen, sowohl
zwischen den Isolaten von verschiedenen Patienten, als auch zwischen den einzelnen Isola-
tionen eines Patienten. Weiterhin unterschieden sich die Verhéltnisse der IgG-Subgruppen

zueinander teilweise deutlich zwischen dem Serum und den Antikorperisolaten.

4.1.1 NTx-lgG vermittelte mRNA-Expression und -Sekretion

VEGEF ist ein Wachstumsfaktor fiir endotheliale Zellen, der in vielen Krankheitsbildern eine
pathophysiologische Rolle spielt. Dabei sind bei dem Einfluss von VEGF' in unterschiedli-
chen Nierenerkrankungen deutliche Unterschiede zu erkennen. Bei der thrombotischen Mi-
kroangiopathie der Nierengefife scheint der Effekt protektiv zu sein[37|, wahrend erhohte
VEGF-Spiegel in der diabetischen Nephropathie eher zu einer Verschlechterung des Krank-
heitsbildes fithren. Nach Nierentransplantationen konnte gezeigt werden, dass sowohl zu hohe
als auch zu niedrige VEGF-Spiegel in der Biopsie mit einer Verschlechterung des Outcomes

assoziiert sind [64].

Zur Einschitzung des zeitabhingigen Einflusses des NTx-IgG wurden die Zellen fiir eine,
drei, sechs, zwolf und 24 Stunden mit dem IgG in einer Endkonzentration von 1 mg/ml oder
dem entsprechenden Volumen DMEM stimuliert. Die Stimulation der HMEC-1 mit NTx-1gG
fiihrte zu einem 3-fachen Anstieg der VEGF-mRNA (p < 0,0001) nach einer Stunde. Nach
sechs und zwolf Stunden zeigte sich ein deutlicher Abfall der VEGF-mRNA im Vergleich
zur jeweiligen Kontrolle (0,5-fach und 0,6-fach, p = 0,043) (Siehe Abbildung 4.1 A). Auf
Proteinebene zeigte sich nach 24 Stunden eine deutliche, aber nicht signifikante (p = 0,065)
Reduktion der VEGF-Sekretion von 769 pg/ml (£ 111 pg/ml) auf 485 pg/ml (£ 72 pg/ml)
(Siehe Abbildung 4.1 B). Dies zeigte sich sowohl im Vergleich zu mit Kontrollmedium stimu-

lierten Zellen als auch im Vergleich zu mit IgG von gesunden Probanden stimulierten Zellen
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(Siehe Abbildung 4.1 C). Im Vergleich mit der Stimulation mit Kontroll-IgG erreichte das
Ergebnis Signifikanz.

Weiterhin fiel auf, dass das VEGF-Basisniveau nach 24 Stunden gegeniiber dem 1-Stundenwert
stark anstieg. Hier war ein Anstieg des Mittelwertes von 265 pg/ml (+ 29 pg/ml) auf 769
pg/ml (£ 111 pg/ml) (p = 0,002) zu beobachten.

Nach Stimulation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen NTx-IgG zeigte sich nach
24 Stunden eine Herabregulation der VEGF-Sekretion von 769 pg/ml (+ 111 pg/ml) auf
400 pg/ml (£ 72 pg/ml) nach einer Stimulation mit 1 mg/ml sowie auf 350 pg/ml und 300
pg/ml nach der Stimulation mit 1,5 und 2 mg/ml (Siche Abbildung 4.1 D).
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Abbildung 4.1: Analyse der VEGF-A-mRNA-Expression mittels qRT-PCR (Angabe in relativen Einheiten) und
der Proteinsekretion mittels ELISA (Angabe in pg/ml). Die Zellen wurden fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden entweder
mit NTx-IgG oder mit Kontroll-IgG stimuliert. (A) VEGF-mRNA-Expression der mit NTx-IgG stimulierten Zellen
im Vergleich zu mit Kontrollmedium stimulierten Zellen (n = 3, * p < 0,05) (B) VEGF-Sekretion der mit NTx-gG
behandelten Zellen im Vergleich zu mit Kontrollmedium stimulierten Zellen (n = 3) (C) VEGF-Sekretion der mit
NTx-IgG behandelten Zellen im Vergleich zu mit Kontrollmedium stimulierten Zellen (n = 6, * p < 0,05) (D)
Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen NTx-IgG stimuliert. Dargestellt ist die
VEGF-Sekretion im Vergleich zu Zellen, welche mit Kontrollmedium stimuliert wurden (n = 4, * p < 0,05).

Die Behandlung der Zellen mit NTx-IgG fithrt zu einer Herabregulation der VEGF-mRNA-
Expression sowie -Proteinsekretion nach zwdlf bzw. 24 Stunden. Dieser Effekt zeigte sich
sowohl im Vergleich zu Zellen, welche mit Kontroll-IgG stimuliert wurden als auch im Ver-
gleich zu Zellen, welche nicht mit Kontroll-IgG stimuliert wurden. Weiterhin zeigte sich ein

Dosiseffekt mit starkerer Suppression bei hoheren Konzentrationen.
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4.1.2 Rezeptorspezifitait der VEGS-Sekretion

Funktionelle Antikérper gegen AT;R und ET5R wurden bei Patienten mit akuter Nieren-
transplantatabstoffung beschrieben|9]. Auch in der Préaeklampsie und in der malignen Hy-
pertonie wurde eine pathogenetische Funktion von AT;R-Antikérpern beschrieben |4, 18].
Spezifische Inhibitoren fiir AT{R und ET 4 R blockieren auch die funktionellen Effekte der An-
tikorper. Bei Patienten mit Nierentransplantatabstofsung, die AT;R-Autoantikérper-positiv
waren, konnte das Transplantatiiberleben durch eine Behandlung mit Losartan und Plasma-

pherese signifikant verbessert werden [9].

Die HMEC-1 wurden fiir eine Stunde entweder mit dem AT;R-Antagonisten Valsartan
oder mit dem ET,R-Antagonist BQ123 vorbehandelt und anschlieffend fiir 24 Stunden mit
Patienten-IgG stimuliert. Valsartan zeigte bei einer Konzentration von 1 pM eine Redukti-
on der VEGF-Sekretion von 1000 pg/ml (£ 169 pg/ml) auf 746 pg/ml (£ 120 pg/ml) bei
NTx-IgG stimulierten Zellen. Dieser Effekt erreichte keine Signifikanz, aufserdem zeigten die
[gG-stimulierten Zellen im Vergleich mit den Kontrollen keinen deutlichen Effekt bzw. eher
eine Hochregulation.

Der ETAR-Antagonist fiihrte allenfalls zu einer leichten Reduktion der VEGF-Sekretion.
Die Vorbehandlung der Zellen mit AT R~ und ET 4 R-Blockern alleine beeinflusste die VEGF-

Sekretion nicht.
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Abbildung 4.2: Bestimmung der VEGF-A-Sekretion mittels ELISA. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit ver-
schiedenen Konzentrationen des ETaR-Blockers BQ123 und des AT;R-Blockers Valsartan vorgeblockt und an-
schlieBend fiir 24 Stunden mit NTx-IgG (n = 5) behandelt (in pg/ml).

Ebenso wie der AT R und der ETAR gehort der PAR-1 zu den GPCR und es wurden Auto-
antikorper gegen ihn bei Patienten mit Raynaud-Syndrom und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
beschrieben|[12|. Der PAR-1 gehort zu einer Familie von GPCR, die durch Proteinasen ak-
tiviert werden. Er wurde erstmalig durch Vu et al. (1991) auf Thrombozyten und Endo-
thelzellen beschrieben[13|. Der Ligand ist ein Bestandteil des Rezeptors und wird durch die
Abspaltung einer N-terminalen Peptidsequenz demaskiert. Bei PAR-1 erfolgt diese Spaltung
vor allem durch Thrombin[15]. Thrombin ist eine Serinproteinase, die eine bedeutende Rolle
bei der Aktivierung der Gerinnung und von Thrombozyten spielt. Daneben wird ihr auch
ein Einfluss auf Tumorwachstum, Metastasierung, Apoptose, pathologischen Gewebsumbau

und Entziindung zugeschrieben|53].
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Eine Hemmung des PAR-1 kann durch Peptidsequenzen erfolgen, welche dem natiirlichen
Liganden dhneln, den Rezeptor aber nicht aktivieren und eine starkere Bindung zum Rezep-
tor aufweisen. Ein solches Peptid ist BMS200261[65]. Gegen GPCR gerichtete Antikorper
binden bevorzugt an der 2. extrazelluldren Schleife (2. ECL) der Rezeptoren[11]. Durch In-
kubation von Antikérpern mit einer Peptidsequenz, welcher dem 2. ECL des entsprechenden
Rezeptors entspricht, wird die Bindungsstelle des Antikoérpers blockiert und somit die Akti-
vitit der Antikorper gehemmt. Dies stellt somit eine weitere Moglichkeit zur Inhibition der

Antikorperwirkung dar.

Nach der Vorbehandlung der Zellen mit dem PAR-1-Inhibitor BMS200261 und anschliefsen-
der Stimulation mit NTx-IgG stiegen die VEGF-mRNA-Level im Vergleich zu denen, der
nur mit NTx-IgG stimulierten Zellen um den Faktor 2 nach einer Stunde (p < 0,05) und um
den Faktor 2,4 nach zwolf Stunden (p < 0,01). Der PAR-1-Blocker allein zeigte nach zwolf
Stunden keinen Effekt auf die VEGF-mRNA (Siehe Abbildung 4.3 A und B).

Nach 24 Stunden fiihrte die Stimulation mit NTx-IgG zu einer Reduktion der VEGF-
Freisetzung von 791 pg/ml (£ 78 pg/ml) auf 623 pg/ml (£ 39 pg/ml) bzw. 519 pg/ml (+ 54
pg/ml) (Siehe Abbildung 4.3 C und D). Die Vorbehandlung mit dem PAR-1-Blocker fiihrte
zu einer Normalisierung der VEGF-Proteinfreisetzung wobei sich 10 nM als am wirksamsten
erwiesen (769 + 51 pg/ml).

Die Inkubation der IgGs mit dem 2. ECL fiir eine Stunde vor der Zugabe zu den Zellen,
fithrte ebenfalls zu einer Normalisierung der VEGF-Proteinfreisetzung (Siehe Abbildung 4.3
D).

Zusammenfassend zeigte sich eine Herabregulation der VEGF-Sekretion durch die Stimu-
lation mit NTx-IgG. Diese wurde durch die spezifische Inhibierung der AT R- und ET,R-
Rezeptoren nicht beeinflusst. Durch die spezifische Inhibierung des PAR-1 konnte die VEGF-
Sekretion normalisiert werden. Somit ist davon auszugehen, dass die Herabregulation der
VEGF-Sekretion durch PAR-1-Autoantikérper vermittelt wird.
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Abbildung 4.3: Analyse der VEGF-mRNA-Expression mittels qRT-PCR (Angabe in relativen Einheiten) und
-Proteinsekretion mittels ELISA (Angabe in pg/ml) nach Vorbehandlung der Zellen mit dem PAR-1-Blocker
BMS200261 fiir eine Stunde vor der Stimulation oder Vorinkubation der IgGs mit dem 2. ECL fiir eine Stunde
vor der Zugabe zu den Zellen. (A) VEGF-mRNA-Expression nach Vorbehandlung der Zellen mit 10 nM PAR-1-
Blocker mit anschlieRender einstiindiger Stimulation mit NTx-lgG (n = 3, ** p < 0,01,*** p < 0,001) (B) VEGF-
mRNA-Expression nach Vorbehandlung der Zellen mit 10 nM PAR-1-Blocker mit anschlieBender zwdlfstiindiger
Stimulation mit NTx-IgG (n = 4, ** p < 0,01) (C) VEGF-Proteinsekretion nach Vorbehandlung der Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen PAR-1-Blocker mit anschlieBender Stimulation mit NTx-lgG fiir 24 Stunden (n =
4, * p < 0,05) (D) Vorinkubation der NTx-IgGs mit 1 pM 2. ECL fiir eine Stunde, bzw. Vorbehandlung der Zellen
mit 10 nM PAR-1-Blocker, mit anschlieBender Stimulation der Zellen fiir 24 Stunden mit den IgGs und Messung
der VEGF-Sekretion (n = 4, * p < 0,05)
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4.2 Regulation der endothelialen VEGF-Transkription
und -Freisetzung durch den Protease-aktivierten
Rezeptor 1 (PAR-1)-Agonisten Thrombin

Zum besseren Versténdnis der Wirkung des PAR-1-Autoantikérpers wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit im Endothelzellsystem verschiedene Experimente mit Thrombin, dem
natiirlichen Aktivator des PAR-1, durchgefiihrt.

Thrombin wird durch einen Komplex aus dem aktivierten Faktor X und dem aktivierten
Faktor V aus Prothrombin gebildet und ist besonders fiir seine Rolle in der Gerinnung be-
kannt. Es ist eine Serinproteinase, die durch proteolytische Spaltung Fibrinogen in Fibrin
umwandelt und damit die Bildung des Fibrinthrombus initiiert. Aufterdem kann es die Ge-
rinnungsfaktoren XI, VIII und V aktivieren und damit ihre eigene Bildung begiinstigen.
Thrombin aktiviert die Proteinase-aktivierten Rezeptoren 1, 3 und 4 und fiithrt dadurch
unter anderem zu einer Thrombozytenaktivierung|[53].

Neben seiner Rolle in der Gerinnung beeinflusst Thrombin auch Entziindungsvorgénge, in-
dem es die Freisetzung proinflammatorischer Cytokine, u. a. aus Endothel- und Fettzellen
stimuliert[53].

4.2.1 Thrombin-vermittelte mRNA-Expression und -Sekretion

Die Fahigkeit von Thrombin, die VEGF-Sekretion herauf zu regulieren, wurde fiir eine
Reihe von Zellen gezeigt, u. a. in glatten Gefafmuskelzellen [66], in Fibroblasten [67], in
Thrombozyten|68], in diversen Krebszelllinien [69-71], in Stromazellen des Endometriums
[72] und in Endothelzellen|36]. Aukerdem beeinflusst Thrombin auch die die Bildung des
VEGF-Rezeptors 2, iiber den der stiarkste pro-angiogenetische Effekt von VEGF vermittelt

wird.

Die Behandlung der HMEC-1 mit 0,1 U/ml Thrombin fithrte zu einer 2,5-fachen Erhéhung
der VEGF-mRNA-Level nach einer Stunde (sieche Abbildung 4.4 A). Nach drei Stunden fielen
die VEGF-mRNA-Level auf das 0,3-fache der entsprechenden Kontrolle ab, um anschliefsend
wieder auf das 1,3- bis 1,9-fache anzusteigen.

Die VEGF-Sekretion stieg nach einer einstiindigen Stimulation leicht an und blieb nach drei,
sechs, zwolf und 24 Stunden iiber der jeweiligen Kontrolle, wobei das Kontrollniveau nach
24 Stunden gegeniiber dem Einstundenwert wiederum deutlich erhoht war (Siehe Abbildung
4.4 B).

Die VEGF-Sekretion nach Stimulation mit Thrombin zeigte eine leichte Dosisabhéngigkeit.
Thrombin mit 0,1 U/ml fithrte zu einer Erhohung der VEGF-Freisetzung von 107 pg/ml
(£ 15 pg/ml) auf 157 pg/ml (£ 24 pg/ml), wihrend die Stimulation mit 5 U/ml in einer
Erhohung auf 182 pg/ml (4 37 pg/ml, p < 0,05) resultierte (siche Abbildung 4.4 C).
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Abbildung 4.4: Analyse der VEGF-mRNA-Expression mittels qRT-PCR (Angabe in relativen Einheiten) und der
VEGF-Sekretion mittels ELISA (Angabe in pg/ml) nach Stimulation mit Thrombin in Abhangigkeit von der Zeit,
der Dosis und verschiedener Blocker des Thrombinsystems. A und B Stimulation der Zellen mit 0,1 U/ml fiir
1, 3, 6, 12 und 24 Stunden und anschlieBende Analyse der VEGF-mRNA (A) und VEGF-Sekretion (B) (n=4);
C-E Analyse der VEGF-Sekretion nach sechsstiindiger Stimulation mit Thrombin, (C) Thrombin-Dosisreihe (n
= 4) (D) einstiindige Vorbehandlung der Zellen mit verschiedenen PAR-1-Blocker-Konzentrationen (n = 4) (E)
einstiindige Vorbehandlung der Zellen mit 10 pM Refludan (n = 2)

Sowohl die Vorbehandlung der Zellen mit dem PAR-1-Blocker BMS200261 als auch mit dem
direkten Thrombininhibitor Refludan normalisierte den Effekt von Thrombin tendenziell
(sieche Abbildung 4.4 D und E).

Thrombin stimuliert im verwendeten Zellsystem die Bildung von VEGF-mRNA sowie die
Sekretion von VEGF. Dieser Effekt ist PAR-1-vermittelt, da er sowohl durch die gezielte

Hemmung von Thrombin als auch durch die Hemmung des PAR-1 aufgehoben wird.

4.2.2 Transkriptionelle Regulation der VEGF-Promoteraktivitat
durch Thrombin

Die HMEC-1 wurden mit dem an das Gen der Leuchtkafer-Luziferase gekoppeltem VEGF-
Promoter transfiziert und anschlieflend mit Thrombin in niedriger (0,1 U/ml) und hoher (5

U/ml) Konzentration stimuliert. Die mit Thrombin stimulierten Zellen zeigten nach sechs
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Stunden eine erhohte Luziferase-Aktivitat, mit 0,1 U/ml erhohte sich die Aktivitdt um den
Faktor 1,6 (p < 0,01) und mit 5 U/ml um den Faktor 1,3 (siehe Abbildung 4.5)
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Abbildung 4.5: Aktivitdt des VEGF-Promoters nach Stimulation mit Thrombin. Die HMEC-1 wurden mit pLuc -
2018/450 und einem Renilla-Plasmid unter der Kontrolle des CMV-Promoters ko-transfiziert und nach 24 Stunden
mit Thrombin stimuliert. Die Messung erfolgte mit dem Dual-Luciferase-Assay (Promega). Es wurde der Quotient
aus der Luziferase-Aktivitdt und der Renilla-Aktivitat gebildet und anschlieBend auf die Kontrolle normalisiert. (n
=6, ** p < 0,01)

Anschliefend wurden HMEC-1 mit einer Promoter-Deletionsreihe transfiziert und mit 0,1
U/ml Thrombin stimuliert. Auch hier zeigte sich bei dem Promoter in voller Lange eine etwa
1,5-fache Induktion der Promoteraktivitat. Mit Deletion des Abschnittes zwischen dem 86.
und dem 52. Basenpaar kam es zu einem Sistieren der Grundaktivitit des Promoters sowie
zu einem Verlust der Stimulationsfdhigkeit (siehe Abbildung 4.6).

Die wahrscheinliche Bindungsstelle fiir die Regulation der VEGF-Sekretion in Antwort auf

die Stimulation durch Thrombin liegt zwischen dem 86. und dem 52. Basenpaar.

= H—m 2018/+50
I = -1290/+50
= -790/+50

— W m .4151450

— O - m -268/+50

AP1 luc -85/+50
luc

— -52/+50

0 1 2 3
Relative Induktion der VEGF Promoteraktivitat

Abbildung 4.6: Thrombin-abhingige Regulation des VEGF-Promoters. Die verschieden langen Promoterkon-
strukte wurden transfiziert und anschlieBend fiir sechs Stunden mit Thrombin stimuliert. Die Messung erfolgte
mit dem Dual-Luciferase-Assay (Promega). Dargestellt ist die Anderung der Signalintensitit im Verhiltnis zur
entsprechenden unbehandelten Kontrolle (n = 4, * p < 0,05 vs. -2018/+50)

4.2.3 In-silico-Analyse auf Transkriptionsfaktorbindungsstellen und

in-vitro-Expressionsanalyse moglicher Transkriptionsfaktoren

Die Sequenz zwischen Basenpaar -86 und -52 wurde in silico auf Transkriptionsfaktorbin-

dungsstellen untersucht. Hierbei fanden sich mogliche und wahrscheinliche Bindungsstellen
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fir SP-1, AP-1, ERo und GC-Faktor (GCF) (siche Abbildung 4.7 C). AP-1 ist ein Hete-
rodimer, das sich aus Mitgliedern der Genfamilie Fos (c-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2) und der
Genfamilie Jun (c-Jun, JunB, JunD) zusammensetzt|73].

Anschliefend wurden qRT-PCR fiir SP-1, ERa, GCF, sowie fiir cJun und cFos durchgefiihrt.
Thrombin fithrte nach einer Stunde zu einer 1,7-fachen Induktion von cJun-mRNA (p < 0,05)
und zu einer 5-fachen Induktion von cFos-mRNA (p < 0,05; sieche Abbildung 4.7 A und B).
SP-1-mRNA wird nach einer Stunde um den Faktor 1,5 (£0,3) erhoht, nach drei Stunden
zeigte sich eine Herabregulation um den Faktor 0,3 (siche Abbildung 4.7 C). Weder ERua
noch GCF werden durch Thrombin reguliert (siche Abbildung 4.7 E und F).
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Abbildung 4.7: Analyse der mRNA-Expression von (A) cFos, (B) cJun, (C) SP1, (D) ERa und (E) GCF mittels
gRT-PCR nach Stimulation der Zellen mit 0,1 U/ml Thrombin fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden. Normalisierung
erfolgte auf die Kontrolle zum Zeitpunkt 1 Stunde (n = 4, * p < 0,05)

Auf Proteinebene konnte fiir cFos im Westernblot in einem Experiment nach einer Stunde
eine Steigerung auf das 14-fache der nicht-stimulierten Kontrolle gezeigt werden (siche Ab-
bildung 4.8 A). Die sechsstiindige Stimulation mit Thrombin fiihrte zu einem Anstieg von
cFos auf das 2-fache der nicht stimulierten Kontrolle (p < 0,05; sieche Abbildung 4.8 B).
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AP-1 konnte in silico als moglicher Transkriptionsfaktor fiir die Sequenz zwischen dem 86.
und dem 52. Basenpaar identifiziert werden. CFos zeigte als wichtiges Teilprotein von AP-1,

eine Hochregulation durch Thrombin sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene.

A B
- . cFos cFos
e | B-Actin A e | B-Actin

20 2.54 *
£ 15 201
g g
< é 1.5+
% 10 =
o § 1.0
w ]
O 51

0.54
0 [ T 1 0.0 T
- +  Thrombin [0,1U/ml] - + Thrombin [0,1U/mlI]
1h 6h

Abbildung 4.8: Analyse der Wirkung von Thrombin auf die cFos-Proteinexpression im Kernproteinextrakt mittels
Westernblot. Als internes Kontrollprotein wurde B-Actin verwendet. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 1 ge-
setzt. (A) cFos-Proteinexpression nach einer Stunde Thrombin-Stimulation (n = 1), (B) cFos-Proteinexpression
nach sechs Stunden Thrombin-Stimulation, oben reprasentativer Westernblot, unten Auswertung von drei Expe-
rimenten (* p < 0,05).

4.2.4 Analyse der VEGF-Promoterregulation mittels EMSA

Aufgrund ihrer geringen Linge wurde die gesamte Sequenz zwischen Basenpaar -86 und -
52 fiir den EMSA verwendet. Thrombin fiihrte in der Konzentration 0,1 U/ml nach sechs
Stunden zur Verminderung der Komplexbildung, wihrend eine Konzentration von 2 U/ml
die Komplexbildung verstérkte (siche Abbildung 4.9 B).

Die Zugabe nicht-markierter, spezifischer DNA im Uberschuss lief den Komplex verschwin-
den, wahrend eine nicht spezifische Sequenz, die gegen SP-1 gerichtet war, dies nicht bewirkte.
Das spricht fiir die Spezifitdt der Bindung.

Ein cFos-spezifischer Antikorper band an den DNA-Proteinkomplex und fiihrte zur Bildung
eines noch grofkeren Komplexes, der dementsprechend langsamer durch das Gel migrierte
und zu einem Supershift fithrte (sieche Abbildung 4.9 A). Dies deutet auf eine Rolle von cFos

in der Regulation dieses Abschnittes hin.

4.2.5 Einfluss der Inhibition von AP-1 auf die Thrombin-induzierte
VEGF-Sekretion

Dass AP-1 die VEGF-Sekretion beeinflussen kann, ist bekannt. Es spielt unter anderem eine
Rolle in der VEGF-Bildung in Antwort auf Hypoxie und wird, unabhéngig von HIF1-a, durch
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Abbildung 4.9: EMSA-Analyse der Kernproteinextrakte von mit Thrombin stimulierten Zellen. Die Kernprotein-
extrakte wurden mit dem mit Biotin markierten Abschnitt des VEGF-Promoters zwischen -86 und-52 inkubiert,
anschlieBend auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt und mit Chemilumineszenz sichtbar gemacht. (A)
Zum Nachweis der Spezifitit der Bindung wurde nicht-markierte spezifische und unspezifische DNA im Uber-
schuss zu den Zellen gegeben. Fiir den Supershift wurde ein cFos-spezifischer Antikorper zum Ansatz gegeben.
(B) Die Zellen wurden vor der Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen Thrombin stimuliert.

einen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration induziert[74]. Ein Einfluss von AP-
1 auf die VEGF-Sekretion wurde unter anderem in humanen peritonealen Mesothelzellen
gezeigt [47]. Auch in Magenkrebszellen wurde ein Zusammenhang zwischen Inhibition von
AP-1 und einer verminderten VEGF-Sekretion beobachtet [75]. In Podozyten fiihrte die
Hemmung der AP-1-Komponente JunD zu einer verstarkten VEGF-Sekretion [76].

Zuerst wurde die Wirkung der alleinigen Blockade von AP-1 auf die VEGF-Sekretion un-
tersucht. Dazu wurden die HMEC-1 fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen des
AP-1-Blockers SR-11302 behandelt, bzw. mit dem entsprechenden Volumen des Losungs-
mittels DMSO. Dabei zeigte sich eine dosisabhéngige Hochregulation durch 10 ptM und 5
nM des Blockers (444 £+ 39 pg/ml sowie 331 £ 40 pg/ml) gegentiber der mit DMSO behan-
delten Kontrolle (270 &+ 3 pg/ml) und der unbehandelten Kontrolle (230 £+ 9 pg/ml) (siehe
Abbildung 4.10 A).

Fiir die Versuche mit Thrombin wurden die Zellen fiir eine Stunde mit dem AP-1-Blocker in
einer Konzentration von 5 pM vorbehandelt und anschliefsend fiir sechs Stunden mit Throm-
bin stimuliert. Es zeigte sich eine leichte Erhohung der VEGF-Level von 227 4+ 15 pm/ml
auf 278 £ 31 pm/ml durch die Stimulation mit Thrombin und eine zusétzliche Erhohung
auf 302 £+ 24 pm/ml durch die Vorbehandlung mit dem AP-1-Blocker (siehe Abbildung 4.10
B).

Nach 24 Stunden Stimulation ergab sich ein &hnliches Bild. Schon der AP-1-Blocker alleine
fiihrte zu einer leichten Hochregulation der VEGF-Level von 582 + 174 pm/ml auf 672 +
138 pm/ml (siehe Abbildung 4.10 C).

Die Inhibition der AP-1-Wirkung fiihrte im Zellkultursystem zu einer vermehrten VEGF-

Sekretion mit und ohne Thrombinstimulation. Dies deutet auf eine hemmende Wirkung des
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Abbildung 4.10: Analyse des Einflusses der AP-1-Inhibition durch den AP-1-Blocker SR-11302 auf die VEGF-
Sekretion mittels ELISA. (A) Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit dem AP-1-Blocker und dem L&sungsmittel
DMSO in verschiedenen Konzentrationen behandelt (n = 2, * p < 0,05). (B) Die Zellen wurden fiir eine Stunde
mit 5 yM AP-1-Blocker vorbehandelt und anschlieBend fiir sechs Stunden mit 0,1 U/ml Thrombin stimuliert (n
= 2). (C) Nach einstiindiger Vorbehandlung mit 5 pM AP-1-Blocker wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit 0,1
U/ml Thrombin behandelt (n = 4, * p < 0,05) (in pg/ml).

Transkriptionsfaktors hin, die schon unter nicht-stimulierten Bedingungen wirkt.
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4.3 VEGF-Sekretion durch NTx-IgG in Gegenwart von

Thrombininhibitoren

Um zu iiberpriifen, ob der Effekt der IgGs ein unmittelbarer Effekt am Rezeptor ist, oder ob
er Thrombinvermittelt ist, wurden die Zellen fiir eine Stunde mit dem direkten Thrombin-
Inhibitor Refludan inkubiert und anschlieffend mit IgG behandelt. In diesen Experimenten
zeigt schon das IgG alleine keinen deutlichen Effekt. Auch die Vorbehandlung mit unter-
schiedlichen Konzentrationen Refludan fiihrte zu keinem zusétzlichen Effekt. Es ldsst sich
allenfalls eine leichte Herabregulation der VEGF-Sekretion erahnen (siehe Abbildung 4.11)
Auch Refludan alleine beeinflusste die VEGF-Sekretion nicht.
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Abbildung 4.11: Analyse des Einflusses von Refludan auf die Wirkung der IgGs auf die VEGF-Sekretion mit-
tels ELISA. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit verschiedenen Konzentrationen Refludan vorbehandelt und
anschlieBend fiir 24 Stunden mit NTx-IgG (n = 2) behandelt (in pg/ml).

4.4 ldentifizierung der Transkriptionsfaktoren fiir die
NTx-lgG-abhangige VEGF-Regulation

Der Einsatz eines PAR-1-spezifischen Inhibitors, nicht aber der Einsatz des Thrombin-
spezifischen Inhibitors Refludan normalisierte den Effekt des NTx-IgG auf die VEGF-Sekretion.
Somit gehen wir von einer PAR-1-vermittelten Wirkung des NTx-IgGs aus. Im néchsten

Schritt wurden die zelluldren Mechanismen der Antikérperwirkung untersucht.

4.4.1 Einfluss des NTx-lgG auf die VEGF-Promoterregulation

Nach Transfektion der HMEC-1 mit dem VEGF-Promoter wurden diese fiir drei, sechs und
neun Stunden mit NTx-IgG stimuliert. Es zeigte sich nach drei Stunden eine deutliche Her-
abregulation der VEGF-Promoteraktivitdt um den Faktor 0,8 fiir das NTx-IgG. Diese Her-
abregulation der Promoteraktivitdt bestand auch nach sechs und neun Stunden fort (siche
Abbildung 4.12 A). Bei der Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen der Antikorper
fiir sechs Stunden reduzierte das NTx-IgG die Promoteraktivitat bei 1,5 und 2 mg/ml (siche
Abbildung 4.12 B).
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Abbildung 4.12: Messung der VEGF-Promoteraktivitat in Abhdngigkeit von der Stimulation mit IgGs. Die Zellen
wurden mit dem Promoter -2018/+50 transfiziert und anschlieRend fiir drei, sechs und neun Stunden mit NTx-1gG
(A) stimuliert bzw. mit verschiedenen Konzentrationen NTx-IgG (B) fiir sechs Stunden stimuliert. Die Messung
erfolgte mit dem Dual-Luciferase-Assay (Promega). Fiir alle Versuche ist n = 1, die Darstellung erfolgt relativ zur
Kontrolle.

Auch in der anschlieffende durchgefiithrten Promoter-Deletionsreihe, bei der die Zellen nach
der Transfektion fiir sechs Stunden mit NTx-IgG stimuliert wurden, zeigte sich eine signifi-
kante Verminderung der Promoteraktivitéit durch die IgGs. Aufgrund des deutlichen Effektes
in den Versuchen mit Thrombin wurde die Promoter-Deletionsreihe in vermindertem Umfang
durchgefiihrt. Es kam wiederum durch die Deletion des Abschnittes zwischen den Basenpaa-

ren -86 und -52 zu einem Sistieren der Promoteraktivitat und der Beeinflussbarkeit durch

die IgGs (siehe Abbildung 4.13).

HRE AP1 luc
{1 — == -2018/+50 __.*—|_|
AP1 luc
— e 20—

AP1 luc
-85/+50 *

luc

— - -52/+50

1 2 3

relative VEGFpromoteraktivitét
3 Kontrolle

mm NTx-IgG [Tmg/mi]

Abbildung 4.13: IgG-abhingige Regulation des VEGF-Promoters, die verschieden langen Promoterkonstrukte
wurden transfiziert und anschlieBend fiir sechs Stunden mit NTx-IgG (n = 4, * p < 0,05) stimuliert. Die Messung
erfolgte mit dem Dual-Luciferase-Assay (Promega). Die Darstellung erfolgte im Verhiltnis zur Kontrolle von pLuc
-2018/+50.

4.4.2 In-vitro-Expressionsanalyse moglicher Transkriptionsfaktoren

Der Abschnitt zwischen -86 und -52 scheint auch fiir die IgGs eine Rolle zu spielen. Deshalb
wurde erneut die Regulation der Transkriptionsfaktoren cFos, cJun, SP-1, ER« und GCF auf
mRNA-Ebene, jeweils zu den Zeitpunkten eins, drei, sechs, zwolf und 24 Stunden, untersucht.
NTx-IgG induzierte cFos-mRNA nach einer Stunde um den Faktor 2,7 4 1,2 (siche Abbildung
4.14 A) und cJun-mRNA um den Faktor 2,7 + 0,8 (p < 0,05; sieche Abbildung 4.15 A). Die
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Abbildung 4.14: Analyse der Wirkung von NTx-IgG auf die cFos-Proteinexpression im Kernproteinextrakt mit-
tels Westernblot. Als internes Kontrollprotein wurde B-Actin verwendet. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 1
gesetzt. (A) cFos-mRNA- Expression nach einer Stunde Stimulation mit NTx-lgG (n = 4). (B) cFos Proteinex-

pression nach sechs Stunden Stimulation mit NTx-lgG, unten reprisentativer Westernblot, oben Auswertung von
vier Experimenten.

IgGs zeigten keinen Einfluss auf die mRNA von SP-1, ERa und GCF.

Im Westernblot zeigte sich nach sechs Stunden eine deutliche Induktion des cFos-Protein von
2,5 relativen Einheiten auf 19 relative Einheiten nach Inkubation der Zellen mit N'Tx-IgG
(siehe Abbildung 4.14 B).

Auch bei der Behandlung der Zellen mit NTx-IgG sind die Promotersequenz zwischen -86
und -52 als auch der Transkriptionsfaktor AP-1 und das Protein cFos von grundlegender

Bedeutung.
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Abbildung 4.15: Analyse der mRNA-Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren mittels qRT-PCR. Die Zel-
len wurden fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden mit Img/ml NTx-IgG stimuliert und anschlieBend wurde die mRNA
von cJun (A), ERa (B), SP-1 (C) und GCF (D) untersucht (in relativen Einheiten, n = 4, * p < 0,05).



4.4.3 Analyse der NTx-lgG-induzierten VEGF-Promoterregulation
mittels EMSA

Im EMSA fiihrte die Behandlung der Zellen mit NTx-IgG in der Konzentration 1 mg/ml nach
sechs Stunden zur verstirkten Komplexbildung. Die Zugabe nicht-markierter, spezifischer
DNA im Uberschuss liefs den Komplex verschwinden, wihrend eine nicht spezifische Sequenz,
die gegen SP-1 gerichtet war, dies nicht bewirkte. Dies spricht fiir die Spezifitdt der Bindung.
Die Zugabe eines cFos-spezifischen Antikorpers fithrte zu einem Supershift (siehe Abbildung
4.16 A).

Somit konnte gezeigt werden, dass es nach Stimulation der Endothelzellen mit NTx-IgG zu
einer vermehrten Bindung von isolierten Kernproteinen an die VEGF-Promotersequenz zwi-
schen -86 und -52 Basenpaaren kommt. Hierbei handelt es sich mit groffer Wahrscheinlichkeit

um das Protein cFos. Es ist somit denkbar, dass der Transkriptionsfaktor AP1 eine Rolle in
der Regulation der VEGF-Synthese durch NTx-IgG spielt.

A B

— + 4+ + + NTx-IgG [Img/ml]

— — + — — spezifische nicht-markierte DNA

— — — 4+ — unspezifische nicht-markierte DNA — + &+ NTx-lgG [Img/ml]

— — — — + cFos Antikorper - - + AP Blocker [5uM]
# [ = Supershift - ~— Shift

|- | @| ~— Shift

Abbildung 4.16: EMSA-Analyse der Kernproteinextrakte von mit NTx-IgG stimulierten Zellen. Die Kernprotein-
extrakte wurden mit dem mit Biotin-markierten Abschnitt des VEGF-Promoters zwischen -86 und -52 inkubiert,
anschlieBend auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt und mit Chemilumineszenz sichtbar gemacht. (A)
Zum Nachweis der Spezifitit der Bindung wurde nicht-markierte spezifische und unspezifische DNA im Uber-
schuss zu den Zellen gegeben. Fiir den Supershift wurde ein cFos-spezifischer Antikdrper zum Ansatz gegeben.
(B) Vorbehandlung der Zellen mit dem AP-1-Blocker SR-11302 und anschliefende Stimulation mit NTx-IgG.

4.4.4 Nachweis von AP-1-Komplex als Regulator der
N Tx-lgG-abhangigen VEGF-Transkription

Im vorgehenden Abschnitt wurde beschrieben, dass die EMSA-Experimente darauf hindeu-
ten, dass der Transkriptionsfaktor AP-1, der das Protein cFos enthélt, fiir die Regulation
der VEGF-Sekretion durch NTx-IgG eine Rolle spielt. Im néchsten Schritt wurden die Zellen
mit dem spezifischen AP-1-Blocker SR-11302 vorbehandelt und anschliefsend fiir 24 Stunden
mit NTx-IgG stimuliert.

Bereits der AP-1-Blocker alleine fiihrt zu einer deutlichen dosisabhéngigen Hochregulation
der VEGF-Sekretion. Am deutlichsten wird dies bei einer Dosis von 10 pM. Die VEGF-
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Spiegel wurden von 216 pm/ml auf 405 pm/ml angehoben. Dieser Effekt ist vom Losungs-
mittel des Blockers DMSO unabhéngig (siehe Abbildung 4.10 A). Die Behandlung mit NTx-
IgG reduzierte die VEGF-Sekretion von 807 + 120 pg/ml auf 517 4+ 220 pg/ml. Die Vor-
behandlung der Zellen mit dem AP-1-Blocker fiihrte zu einer Wiederangleichung an das
Kontrollniveau (796 + 220 pg/ml; siche Abbildung 4.17 B).

Auch in den Experimenten mit dem VEGF-Promoter -2018/+50 konnte die, durch das NTx-
IgG deutlich reduzierte Promoteraktivitidt durch den AP-1-Blocker normalisiert werden (sie-
he Abbildung 4.17 A).

In den EMSA-Experimenten konnte durch die Vorbehandlung der Zellen mit dem AP-1-
Blocker SR-11302 fiir eine Stunde vor der Stimulation mit NTx-IgG die verstirkte Bindung
von Kernprotein an die Nucleotidsequenz aufgehoben werden (siche Abbildung 4.16 B).
Diese Ergebnisse bestétigen den Verdacht, dass der Transkriptionsfaktor AP1 eine Rolle in
der Reduktion der VEGF-Sekretion durch NTx-IgG spielt.
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Abbildung 4.17: (A) Messung der VEGF-Promoteraktivitdt in Abhéngigkeit von der Stimulation mit IgGs. Die
Zellen wurden mit dem Promoter -2018/+50 transfiziert und anschlieBend mit 5 pM AP-1-Blocker (SR-11302)
vorbehandelt und mit NTx-IgG fiir 6 Stunden stimuliert. Es erfolgte die Darstellung der VEGF-Promoteraktivitat.
(B) Analyse der VEGF-Sekretion mittels ELISA nach Vorbehandlung der Zellen mit 5 yM AP-1-Blocker (SR-
11302) fiir eine Stunde und anschlieBender Stimulation fiir 24 Stunden mit NTx-IgG (n = 5, * p < 0,05)

4.4.5 Identifikation von cFos als essentiellen Regulator im
AP-1-Komplex

In Sdugetierzellen kann siRNA eingesetzt werden, um die Expression von Genen herabzuregulieren|63].
Dieses Prinzip wird vielfach eingesetzt, um die Wirkung bestimmter Gene auf die Ablaufe
in einer Zelle zu studieren. Zunehmend wéchst auch das Interesse, die siRNA zum therapeu-

tischen Stilllegen von Genen zu verwenden.

Die Transfektion der HMEC-1 mit cFos-siRNA fiihrte basal und nach einstiindiger Stimula-
tion mit IgG zu einer deutlichen Herabregulation des cFos-Protein im Westernblot.

Die Transfektion mit cFos-siRNA oder Scrambled siRNA alleine zeigte keinen Einfluss auf
die VEGF-Sekretion. Die mit NTx-IgG stimulierten Zellen zeigten eine Herabregulation von
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Abbildung 4.18: Analyse des Einflusses der cFos-siRNA auf die cFos-Expression. Der Einsatz der cFos-siRNA
fiihrte zu einer deutlichen Herabregulation der cFos-Expression sowohl mit als auch ohne einstiindige Stimulation
mit IgG, der auch nach der Normalisierung auf B-Actin erhalten bleibt. siRNA = kurze-interferierende-RNA (n =

1)

553 + 138 pg/ml auf 360 + 44 pg/ml, die durch die siRNA normalisiert wurde (543 + 110
pg/ml). Die Transfektion der Zellen mit Scrambled siRNA beeinflusste weder die VEGF-

Proteinsekretion in den stimulierten noch in den unstimulierten Zellen (siehe Abbildung
4.19).

800+
** **
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VEGF Proteinfreisetzung [pg/mil]

4004

2004

0 T T T
- - - + + + NTx-IgG
- + - - + —  Scrmb. siRNA
- - + - - + c-Fos siRNA

Abbildung 4.19: Analyse der VEGF-Proteinfreisetzung in mit cFos-transfizierten HMEC in Reaktion auf die
Stimulation mit NTx-IgG mittels ELISA. Die Zellen wurden mit cFos-siRNA oder Kontrol-siRNA transfiziert und
nach 4 Stunden fiir 24 Stunden mit den NTx-lgGs stimuliert (n = 6, ** p < 0,001, in pg/ml).

Durch die Transfektion der Zellen mit cFos-siRNA konnte die cFos-Expression der Zellen
deutlich reduziert werden. Hierdurch wurde der herabregulierende Effekt des NTx-IgGs auf
die VEGF-Sekretion normalisiert. Somit bestétigt sich der Verdacht, dass cFos eine Rolle in
der Regulation der VEGF-Sekretion durch NTx-IgG spielt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die NTx-IgG-Wirkung durch cFos, einem
Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP1, vermittelt wird und dieser an den Promoterab-

schnitt zwischen den Basenpaaren -85 und -52 bindet.
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4.5 Einfluss von NTx-IgG und Thrombin auf die
sFlt-1-mRNA-Bildung und sFlt-1-Sekretion in

Endothelzellen

Die Regulation der Wirkung von VEGF' geschieht nicht nur auf Ebene der Transkription,
sondern auch nach erfolgter Sekretion (siche Abschnitt 1.3.2). Hierfiir ist sFlt-1 von Bedeu-
tung. Bei sFlt-1 handelt es sich um die 16sliche Form des VEGFR 1. Es hat eine starke
Affinitdt zu VEGF. Durch die Bindung von VEGF an sFlt-1 steht dieses nicht mehr fiir die
Bindung an den VEGFR 2 zur Verfiigung und kann nicht biologisch wirksam werden. Bei
Untersuchungen mit Patienten mit chronischem Nierenversagen konnte gezeigt werden, dass
sFlt-1 zur endothelialen Dysfunktion beitragt [77]. Es wurde daher die Regulation von sFlt-1
durch das NTx-IgG untersucht.

4.5.1 Die Regulation der sFlt-1-mRNA-Bildung und
sFlt-1-Sekretion durch NTx-1gG in HMEC-1
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Abbildung 4.20: Analyse der sFlt-1-mRNA-Expression mittels qRT-PCR und sFlt-1-Sekretion mittels ELISA,
zeit- und dosisabhangig nach Stimulation mit NTx-IgG. (A) sFlt-1-mRNA-Expression nach Stimulation mit NTx-
lgG fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden (in relativen Einheiten, n = 3, signifikanter Effekt der Behandlung in der
Varianzanalyse). (B) sFlt-1-Sekretion nach Stimulation mit NTx-IgG fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden (in pg/ml, n
=2, *p < 0,05). (C) sFlt-1-mRNA-Expression nach Stimulation mit NTx-IgG in verschiedenen Dosen (in relativen
Einheiten, n = 2) (D) sFlt-1-Sekretion nach Stimulation mit NTx-1gG in verschiedenen Dosen (in pg/ml, n = 1).

Die Zellen wurden fiir eine, drei, sechs, zwolf und 24 Stunden mit NTx-IgG stimuliert und an-
schliefend wurden die sFlt-1-mRNA-Expression der Zellen und die sFlt-1-Konzentration im
Uberstand mittels ELISA bestimmt. Die Behandlung mit NTx-IgG hatte in der zweifaktori-
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ellen univariaten Varianzanalyse einen signifikanten Effekt auf die sFlt-1-mRNA-Expression.
Nach einer Stunde zeigten die behandelten Zellen eine 2,5-fache (£ 0,5) Erhohung der sFlt-1-
mRNA. Nach zwolf Stunden zeigte sich kein Einfluss mehr (sieche Abbildung 4.20 A). Die
sF1t-1-Konzentrationen im Uberstand lagen schon nach einer Stunde deutlich iiber dem Kon-
trollniveau (5,3 + 0,6 pg/ml vs. 18,6 £+ 5,3 pg/ml, p < 0,05; siche Abbildung 4.20 B und
D). Diese markante Hochregulation blieb bis 24 Stunden erhalten. Die mit Kontroll-IgG
behandelten Zellen zeigten keine verstarkte sFlt-1-Sekretion.

Nach der Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen NTx-IgG fiir sechs
Stunden zeigte sich eine Zunahme sowohl der sFlt-1-mRNA-Expression als auch der sFIt-1-
Sekretion mit hoheren IgG-Konzentrationen (siehe Abbildung 4.20 E und F).

4.5.2 Einfluss von Thrombin auf die sFlt-1-mRNA-Bildung und
sFlt-1-Sekretion

Thrombin erhoht in Deziduazellen des ersten Trimesters, nicht aber in Deziduazellen des letz-

ten Trimesters der Schwangerschaft deutlich die sF1t-1 Sekretion. Dieser Effekt ist dosisabhéngig|78].
In Sepsispatienten, die an einer disseminierten intravasalen Gerinnung erkrankten, korrelierte

die Thrombin Entstehung mit den Plasma-sFlt-1-Leveln|79].

Die Zellen wurden mit 0,1 U/ml Thrombin fiir eine, drei, sechs, zwolf und 24 Stunden
stimuliert. Anschliefend wurden die sFlt-1-mRNA-Expression mittels qRT-PCR und die
sFlt-1-Sekretion mittels ELISA bestimmt. Es zeigte sich kein Effekt durch die Stimulation
mit Thrombin (siche Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Analyse der sFlt-1 mRNA Expression und sFlt-1-Sekretion nach der Stimulation mit 0,1 U/ml
Thrombin fiir 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden. (A) sFlt-1 mRNA Expression bestimmt mit qRT-PCR (in relativen
Einheiten, n = 3). (B) sFlt-1 Sekretion bestimmt mittels ELISA (in pg/ml, n = 2).

4.5.3 Regulation von sFlt-1 durch PAR-1

Auch in Trophoblastzellen fiihrt Thrombin in einer Konzentration von 10 U/ml zu einem
deutlichen Anstieg der sFlt-1-mRNA-Bildung und sFlt-1-Sekretion. Dieser Effekt konnte
durch die PAR-1-aktivierende Peptidsequenz SFLLRN imitiert werden, was die Vermutung
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nahelegt, dass die Effekte von Thrombin in den Trophoblastzellen PAR-1-vermittelt sind|80].
Es wurde untersucht, ob die NTx-IgG-abhéngige, verstiarkte sF1t-1-Sekretion durch die glei-
chen Signalwege vermittelt ist wie der Einfluss auf die VEGF-Sekretion.

Die Stimulation mit NTx-IgG fiir sechs Stunden fiihrte zu einem 2,1-fachen (£ 0,4) An-
stieg der sFlt-1-mRNA. Durch die Vorbehandlung mit dem PAR-1-Blocker BMS200261 in
verschiedenen Konzentrationen wurden die sF1t-1-mRNA-Level reduziert. Der deutlichste Ef-
fekt zeigte sich bei einer Konzentration des Blockers von 0,1 pM. Hier ergab sich im Vergleich
zur NTx-IgG-stimulierten Gruppe eine Reduktion um den Faktor 0,7 4+ 0,1 (siehe Abbildung
4.22 A). Der PAR-1-Blocker ohne anschliefende Stimulation fiihrte zu einer 1,4-fachen (4
0,6) Induktion der sFlt-1-mRNA (siehe Abbildung 4.22 E). Auf Proteinebene zeigte der Blo-
cker allenfalls eine leichte Wirkung - am effektivsten in einer Konzentration von 10 pM.
In der NTx-IgG-behandelten Gruppe reduzierte der PAR-1-Blocker die sFlt-1-Level von 37
pg/ml auf 28 pg/ml. Die unbehandelte Kontrolle lag bei 8 pg/ml (sieche Abbildung 4.22 B).
Die Behandlung der Endothelzellen mit NTx-IgG fiihrt zu einer deutlichen, dosisabhéngigen
Heraufregulation der sFlt-1-Sekretion. Diese scheint nicht PAR-1-vermittelt zu sei, da der
Einsatz des PAR-1-Blockers keinen Effekt zeigte.
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Abbildung 4.22: Analyse der sFlt-1-mRNA-Expression mittels qRT-PCR und sFlt-1-Sekretion mittels ELISA
nach der Prdinkubation der HMEC-1 mit dem PAR-1-Blocker BMS200261 fiir eine Stunde und anschlieBender
Stimulation mit NTx-lgG fiir 6 Stunden. (A) sFlt-1-mRNA-Expression nach Stimulation mit NTx-lgG (in relativen
Einheiten, n = 6). (B) sFlt-1-Sekretion nach Stimulation mit NTx-IgG (in pg/ml, n = 1). (C) sFlt-1-mRNA nach
6-stiindiger Inkubation mit dem PAR-1-Blocker (in relativen Einheiten, n = 6).
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses von Autoantikérpern
von Patienten nach Nierentransplantatabstofsung auf die VEGF-Freisetzung von HMEC-1
sowie die Identifizierung von beteiligten Signalwegen.

VEGEF ist ein bedeutender Wachstumsfaktor fiir endotheliale Zellen und spielt eine tragende
Rolle als Regulator der Gefifineubildung [35]. Weiterhin ist VEGF auch bei Entziindungs-
vorgidngen bedeutsam, da er auch als chemotaktischer Faktor fiir Entziindungszellen wirkt.
In bereits bestehenden Gefafsen kann er eine erhohte Gefafsdurchlassigkeit bewirken|35]. VE-
GF wird von verschiedenen Zellen produziert und kann sowohl autokrin als auch parakrin
wirken[40]. Produziert wird es unter anderem in glatten Muskelzellen, Makrophagen, Gliazel-
len, Keratinozyten, Fibroblasten, Tumorzellen und Endothelzellen [36]. Bayliss et al. zeigten
in Biopsien nach Herztransplantationen, dass der Ursprung der VEGF-Produktion je nach
Schédigungsmechanismus verschieden ist. Bei der akuten zelluldren Abstofung sind vor allem
Lymphozyten positiv fiir VEGF, wéhrend bei der akuten antikoérpervermittelten Abstofiung
in erster Linie die Endothelzellen und Monozyten positiv fiir VEGF waren|81].

Fiir die Zellkulturexperimente der vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen verwendet,

welche sowohl Ziel als auch Produzent von VEGF sind.

5.1 Regulation der VEGF-Freisetzung durch

Autoantikorper

5.1.1 VEGF-Freisetzung durch Autoantikorper

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass IgG, das von HLA-negativen Pa-
tienten mit Nierentransplantatabstofung isoliert wurde (NTx-IgG), zu einer verminderten
VEGF-Sekretion in Endothelzellen nach 24 Stunden fiihrte.

Weitere Versuche in der Arbeitsgruppe ergaben, dass NTx-IgG zu einer deutlichen Reduktion
der Fahigkeit der Endothelzellen, auf Matrigel Netzwerke zu bilden, fithrte (unveroffentlich-
te Daten). Dies lasst auf funktionelle Auswirkungen der verminderten VEGF-Produktion

schliefen.

Das NTx-IgG beeinflusste in Abhéngigkeit von der Zeit sowohl die VEGF-mRNA-Bildung als
auch die VEGF-Sekretion der HMEC-1. Trotz einer initialen Induktion der VEGF-mRNA
kam es langfristig zu einer Herabregulation der VEGF-Freisetzung durch die Behandlung mit
dem NTx-IgG. Eine solche Herabregulation der VEGF-Sekretion durch Antikérper konnte

in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden.

Dass Antikorper die Signalwege von Zellen beeinflussen kénnen, ist allgemein bekannt und

auch fiir die VEGF-Produktion wurde bereits gezeigt, dass sie durch Antikorper beeinflusst
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wird. Bieri et al. zeigten dies fiir HLA-Antikorper, die zu einer Hochregulation der VEGF-
Produktion in Endothelzellen fiihrten[82]. Die vermehrte VEGF-Produktion von Endothel-
zellen durch HLA-Antikorper fithrte sowohl zu einer vermehrten parazelluliren Durchlas-
sigkeit der Endothelzellen als auch zu einer verstéarkten Endothelzellproliferation. Sie trug
also sowohl zum Erhalt der Entziindung bei, indem sie die Extravasion von Plasmamole-
kiilen und Entziindungszellen ermoglichte, konnte aber gleichzeitig die Heilung von Sché-
den begiinstigen|[82|. Auch in der durch Arsen ausgelosten Schwarzfuftkrankheit wurden
gegen Endothelzellen gerichtete Antikorper nachgewiesen, die die VEGF-Freisetzung der
Zellen erhohten. Das spezielle Ziel dieser Antikorper auf den Endothelzellen wurde nicht
identifiziert[83].

5.1.2 Zusiatzliche Einflussfaktoren auf die VEGF-Freisetzung

In den durchgefiihrten Experimenten zeigte sich ein Anstieg der basalen VEGF-Sekretion mit
der Zeit. Fiir alle Experimente wurden die Zellen mit Minimalmedium inkubiert, welches mit
0,5 % FCS sowie ohne zusétzliches Cortison und ohne epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
angesetzt wird. Dies stellt im Vergleich zum Vollmedium eine Mangelsituation dar.

Dass Serumentzug einen Anstieg der VEGF-Produktion von Zellen auslosen kann, ist schon
seit ldngerem bekannt. Jung et al. zeigten dies in Darmkrebszellen|84]. Auch fir Endothel-
zellen konnte Lantham et al. einen Anstieg der VEGF-Sekretion nach 12 und 24 Stunden
Serumentzug zeigen|85|. Somit wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Anstieg der

Basalen VEGF-Sekretion im Rahmen des Serumentzugs gewertet.

Insgesamt zeigte sich der Effekt des NTx-IgGs in seiner Ausprdgung variabel. In einigen
Experimenten zeigte sich kaum oder keine Reduktion der VEGF-Sekretion.

Die isolierten Antikorper stellen ein Gemisch sémtlicher IgG-Antikorper eines Patienten dar,
wobei liber die exakte Zusammensetzung jedes einzelnen Aliquots keine klare Aussage gege-
ben werden kann. Auferdem unterschieden sich die einzelnen IgG-Subgruppen zwischen dem
Serum und den verschiedenen Isolaten deutlich, wie Messungen der Arbeitsgruppe zeigten.
Eine Ursache dafiir konnte die unterschiedliche Affinitdt des Protein G auf den Isolationsséu-
len zu den verschiedenen IgG-Subgruppen sein. Protein G bindet im Gegensatz zu Protein A
alle 4 IgG-Subklassen, wobei fiir die Bindungsaffinitét gilt: IgG3 > IgG4 > IgG2 > IgG1[86],
wahrend das natiirliche Vorkommen der Subgruppen im Serum IgG1 > IgG2 > IgG3 > IgG4
entspricht[87].

Die vier IgG-Subklassen haben verschiedene Funktionen|87] und es gibt Hinweise dafiir, dass
sie auch in Autoimmunkrankheiten eine differenzierte Funktion haben. So erkranken Patien-
ten mit IgG-Antikérpern der Subgruppe 4 gegen Desmoglein 3 an Pemphigus vulgaris, einer
blasenbildenden Autoimmunerkrankung der Haut, nicht aber Patienten mit Antikérpern der
Subgruppe 1, die gegen dasselbe Antigen gerichtet sind[87]. Auch bei Autoantikorpern, die
den ATR aktivierten, konnte gezeigt werden, dass besonders IgGs der Subgruppe 1 und 3 von
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Bedeutung sind|9]. Diese Ergebnisse passen gut zu der Tatsache, dass IgG 1 und 3 in erster
Linie durch Eiweiflantigene induziert werden, wiahrend IgG 2 und 4 eher bei Polysaccarid-
Antigenen eine Rolle spielen|87]. Daraus ldsst sich schliefen, dass Schwankungen, sowohl der
IgG-Subgruppen als auch der IgG Spezifitdten, die durch die Isolation entstehen, fiir die

unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein konnten.

5.1.3 Beteiligung von GPCR-Rezeptoren bei der
N Tx-lgG-induzierten VEGF-Freisetzung

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation verantwortlicher Rezeptor-
systeme, welche als Antigen fiir die funktionellen Antikérper dienen. Hierfiir wurden ver-
schiedene GPCR in der Literatur identifiziert. Funktionelle Antikérper gegen AT R und
ETAR wurden bei Patienten mit akuter Nierentransplantatabstofung beschrieben|9]. Eben-
so wie der AT R und der ETAR gehort der PAR-1 zu den GPCR und es wurden Autoan-
tikorper gegen ihn bei Patienten mit Raynaud-Syndrom und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
beschrieben|[12]|. Auch diese Erkrankungen gehen, dhnlich wie die Nierentransplantatabsto-
flung, mit einer endothelialen Dysfunktion einher, weshalb eine Beteiligung von VEGF in
der Pathogenese mdglich ist. Die untersuchten Patientenseren waren alle positiv fiir AT R-,
ETaR- und PAR-1-Antikorper.

Angiotensin-ll-Rezeptor 1 (AT;1R)

Die Vorbehandlung der Endothelzellen mit AT;R-Inhibitor Valsartan zeigte keinen signifi-
kanten Effekt auf die verminderte VEGF-Sekretion nach Behandlung mit NTx-IgG. Es zeigte
sich eher eine tendenzielle Verstarkung der Herabregulation der VEGF-Sekretion durch den
Inhibitor. Die alleinige Behandlung der Zellen mit Valsartan ohne anschliefende Stimulation
zeigte keinen Effekt auf die VEGF-Sekretion.

Antikorper gegen den AT R beeinflussen das Transplantatiiberleben nach Nierentransplan-
tation[9, 21, 88]. Es wurde bereits gezeigt, dass die AT R-Antikorper verschiedene Zellen
in gleicher Weise beeinflussen wie der natiirliche Ligand|[4, 9, 10]. Weiterhin ist bekannt,
dass Angiotensin II die Angiogenese beeinflusst. In welche Richtung dies jedoch geschieht,
ist noch nicht abschliefsend geklart. Anandanadesan et al. fanden eine Heraufregulation von
VEGF-mRNA und Protein durch Angiotensin II in vier verschiedenen Pankreaskrebszellli-
nien. In zwei der untersuchten Zelllinien war diese Hochregulation sowohl durch AT;R als
auch durch Angiotensin-II-Rezeptor Typ 2 (AT3R) vermittelt, in den anderen zwei Zelllinien
nur durch AT;R[89]. Pan et al. konnten eine Hochregulation von VEGF durch Angiotensin
IT in der Endothelzelllinie EA.Hy 926 zeigen. Angiotensin fiihrte in seinen Experimenten zu
einer verstarkten Proliferation von Endothelzellen, die durch den AT;R-Inhibitor Lorsatan
komplett und durch einen Anti-VEGF-Antikorper teilweise inhibiert werden konnte|52].
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Es wurde jedoch auch gezeigt, dass verschiedene AT R-Inhibitoren zu einer verstarkten Pro-
liferation von Endothelzellen und einer Induktion von VEGF in diesen fiihren[90, 91]. Wie
es zu diesem Effekt kommt, ist noch nicht gekléart. Eine Moglichkeit wére, dass das durch die

AT, R-Blockade vermehrt vorhandene Angiotensin II iiber den ATsR zu einer vermehrten
VEGF-Bildung fiihrt.

Somit erscheint es unwahrscheinlich, dass der durch das NTx-IgG vermittelte Effekt AT, R-
vermittelt ist. Da der Einsatz des AT;R-Antagonisten Valsartan sogar zu einer tendenziel-
len Verstiarkung der Herabregulation fiihrte, ist eine VEGF-steigernde Wirkung der AT R-

Antikorper denkbar, die durch andere Antikorper antagonisiert wird.

Endothelinrezeptor a (ETAR)

Der ET s R-Inhibitor zeigte keinen Effekt auf die VEGF-Sekretion.

Der ETAR vermittelt die zelluldaren Effekte von ET-1. Er befindet sich unter anderem auf
glatten Geféfsmuskelzellen, wo er eine Kontraktion bewirkt|[12]. Auferdem ist auch noch
der Endothelinrezeptor Typ B (ETgR) von Bedeutung. Dieser findet sich besonders auf
Endothelzellen|92]. Funktionelle Antikorper gegen den ET 4R wurden in der SSc beschrieben
und zeigen dort eine ausgepriigte Korrelation mit dem Vorkommen von AT, R-Antikérpern|10].
Auch in Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Raynaud-Syndrom und pulmonaler
Hypertonie (PAH) wurde ihr Vorkommen beschrieben|12]|. Die Antikérper fithrten zu einer
Verringerung der Pulsationsrate von neonatalen Ratten-Kardiomyozyten, vergleichbar mit
ET-1, dem natiirlichen Liganden des ET s R[12]. Weiterhin fiihrten sie zu einer Induktion von
TGFB in HMEC-1, die ebenfalls vergleichbar mit dem natiirlichen Liganden war[10].

In vielen Tumorentitdten wurde beschrieben, dass ET-1 sowohl iiber ET AR als auch tiber
ETgR die Angiogenese beeinflusst. Wu et al. konnten zeigen, dass ET-1 in Chondrosar-
komzellen zu einer dosisabhéngigen Induktion von VEGF-Protein und mRNA fiihrte, die
ETsR-vermittelt war[93]. Auch in glatten Geféafmuskelzellen kommt es ET s R-abhéngig zur
Induktion von VEGF-mRNA und -Protein|94].

In lymphatischen Endothelzellen zeigten Garrafa et al. eine Induktion von VEGF, die jedoch
ETgR-abhéngig war[95]. Auch in humanen vendsen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) ist
die Induktion von VEGF durch ET-1 ETgR-vermittelt|96].

Die durch ET-1-vermittelte Anderung der VEGF-Sekretion scheint in Endothelzellen ab-
héngig vom ETgR zu sein und wird deshalb durch die ET s R-Antikérper oder einen ET 5 R-

Inhibitor nicht beeinflusst.

Proteinase-aktivierter Rezeptor 1 (PAR-1)

Der hemmende Effekt der IgGs auf die endotheliale VEGF-Produktion liefs sich durch einen
PAR-1-Blocker vollstandig autheben. Auch in Versuchen mit Matrigel lief sich der hemmende
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Effekt des NTx-IgGs auf die Netzwerkbildung durch den PAR-1-Blocker normalisieren (un-
verdffentlichte Daten). Daraus ldsst sich der Schluss ziehen, dass die Effekte der Antikérper
PAR-1-vermittelt sind. Ein solcher hemmender Einfluss von funktionalen PAR-1-Antikérpern
auf die VEGF-Sekretion von Endothelzellen wurde in dieser Arbeit erstmalig nachgewiesen.
PAR-1 ist ein GPCR, der unter anderem durch Thrombin aktiviert wird. Er wurde erst-
malig durch Vu et al. beschrieben. Die Aktivierung erfolgt durch proteolytische Abspal-
tung einer N-terminalen Peptidsequenz durch Thrombin, wodurch der gebundene Ligand
mit der Aminosduresequenz SFLLRN demaskiert wird. Dieser bindet dann an den 2. ECL
des Rezeptors[13].

Entgegen der hemmenden Wirkung der PAR-1-Antikérper wurden in der Literatur funktio-
nelle Antikorper gegen den PAR-1 mit einer aktivierenden Wirkung an neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten nachgewiesen, z. B. in Patienten mit koronarer Herzkrankheit und Raynaud-
Syndrom. Beide Erkrankungen gehen mit einer endothelialen Dysfunktion einher|[12], welche

auch in der akuten Nierentransplantatabstofsung und der CTD eine wichtige Rolle spielt.

5.2 Wirkung von Thrombin auf die VEGF-Bildung

Um die Wirkungsweise der PAR-1-abhéngigen Aktivierung durch die Autoantikorper besser
zu verstehen, wurde die Wirkung des natiirlichen Aktivators des PAR-1 auf die VEGF-
Sekretion der HMEC-1 untersucht.

Durch die Stimulation der Endothelzellen mit Thrombin kam es zu einem Anstieg der VEGF-
Sekretion. Es war eine Zunahme der VEGF-Freisetzung mit hoheren Konzentrationen zu
beobachten. Durch den Einsatz eines spezifischen PAR-1-Inhibitors konnte der Effekt des
Thrombins normalisiert werden.

Diese Ergebnisse decken sich mit denen anderer Arbeitsgruppen. So wurde erstmals 1993
auf Chorion-Allantois-Membranen von Hiithnereiern gezeigt, dass Thrombin die Angiogenese
stimuliert. Tsopanoglou et al. fanden weiterhin heraus, dass der Angiogenese-induzierende
Effekt von Thrombin von seiner katalytischen Aktivitéit, nicht aber von seiner Fahigkeit,
Fibrinogen zu binden, abhéngt[97]. Thrombin stimuliert die Freisetzung von VEGF aus ei-
ner Vielzahl von Zellen. Fiir viele von ihnen konnte nachgewiesen werden, dass dieser Effekt
PAR-1-abhéngig ist[68, 70, 72]. Dupuy et al. konnten zeigen, dass Thrombin in HUVEC
die VEGF-mRNA und -Sekretion erhoht. Die durch Thrombin induzierte Netzwerkbildung
im Kollagengel lieft sich durch Anti-VEGF-Antikorper inhibieren[36]. Tsopanoglou et al.
fanden weiterhin heraus, dass Thrombin in hohen Konzentrationen die Angiogenese wieder
hemmt[97]. Auch Blackburn et al. konnten diese Ergebnisse bestétigen[98]. Dass Thrombin in
verschiedenen Konzentrationen unterschiedliche Effekte haben kann, ist auch im Zusammen-
hang mit Entziindungsvorgangen gezeigt worden, wo niedrige Thrombin-Konzentrationen

antientziindlich wirken, wihrend hohere Konzentrationen die Entziindung fordern|53].
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5.3 Wirkung von PAR-1-Autoantikorper auf die
VEGF-Freisetzung

Die Stimulation der Zellen mit den Antikérpern fiihrte zu einer initialen Induktion der
VEGF-mRNA, welche durch den Einsatz eines PAR-1-Inhibitors noch verstirkt wurde.
Nach 12 Stunden kam es zu einer deutlichen Hemmung der VEGF-mRNA, welche durch
den PAR-1-Inhibitor aufgehoben wurde. Die VEGF-Proteinsekretion wurde durch die Sti-
mulation mit dem NTx-IgG nach 24 Stunden gehemmt. Auch dieser Effekt wurde durch
den PAR-1-Inhibitor normalisiert. Somit scheint die Hemmung der VEGF-Sekretion und
mRNA-Bildung PAR-1-vermittelt zu sein, wohingegen der stimulierende Effekt vermutlich

durch andere Antikorperfraktionen vermittelt ist.

Die im Rahmen der Untersuchung zur vorliegenden Arbeit beobachtete Wirkung der gegen
den PAR-1 gerichteten Antikorper zeigte sich also verschieden von der des Thrombins. Es
gibt Ergebnisse, die zeigen, dass die Wirkung von Thrombin abhingig von der Dosis und den
vorhandenen Umgebungsfaktoren ist. Thrombin hemmt in niedrigen Dosen und in Gegenwart
von Thrombomodulin und aktiviertem Protein C Entziindungsvorgénge, wiahrend es sie in
hoheren Dosen begtinstigt. Hierbei sind jeweils unterschiedliche Signalwege beteiligt|53]. Die
Angiogenese wird durch hohere Konzentrationen von Thrombin gehemmt[98]. Der PAR-1 ist
also in der Lage, je nach Stimulus verschiedene Signalwege zu aktivieren.

Weiterhin kénnte es eine Rolle spielen, dass der PAR-1 aufser durch Thrombin auch durch
einige andere Faktoren aktiviert werden kann, die ebenfalls in der Lage sind, zwischen Ar-
ginin 41 und Serin 42 zu spalten. Dazu gehoren unter anderem der aktivierte Faktor X,
das aktivierte Protein C, sowie Trypsin und Cathepsin G[99]. Der PAR-1 kann, z. B. durch
Matrix-Metalloproteinasen, auch an anderen Positionen gespalten werden. Hierbei kommt es
zur Aktivierung der gleichen Signalkaskaden wie durch Thrombin - allerdings mit einer an-
deren Kinetik und mit Aktivierung von anderen Effektormolekiilen|98]. In den Arbeiten von
Freier zeigten PAR-1-Autoantikorper von Patienten mit Raynaud-Syndrom eine aktivieren-
de Wirkung auf die Schlagzahl von Kardiomyozyten neugeborener Ratten, die vergleichbar
war mit der Wirkung des synthetisch hergestellten PAR-1-Liganden. Auf Thrombozyten
hatten die Antikorper unterschiedlichen Einfluss. Einige Isolate fiihrten zu einer verstarkten
Aggregation und Serotoninfreisetzung im Vergleich zum Kontroll-IgG. Andere fiihrten hin-
gegen zu einer verminderten Aggregation und Serotoninfreisetzung|12|. Es scheint folglich
sowohl hemmende als auch aktivierende Subpopulationen der PAR-1-Antikérper zu geben.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die PAR-1-Antikorperspiegel bei den ge-
sunden Kontrollen teilweise hoher waren als bei den Patienten, das Kontroll-IgG aber keine
PAR-1-abhéngigen Effekte zeigte (unveroffentlichte Daten).
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5.3.1 Bindungsort der gegen PAR-1 gerichteten Antikorper

Die Inkubation des NTx-IgG mit einer Peptidsequenz, welche der zweiten extrazelluldren
Schleife des PAR-1-Rezeptors entspricht, fithrte zu einer Normalisierung der VEGF-Proteinsekretion.
Dies spricht dafiir, dass die zweite extrazelluldre Schleife der Bindungsort des Antikorpers
ist.

Freier konnte ebenfalls zeigen, dass die PAR-1-Antikorper gegen den 2. ECL gerichtet sind[12].
Auch die gegen AT{R und ETAR gerichteten Antikérper haben die 2. ECL der jeweiligen
Rezeptoren als Ziel[4]. Der natiirliche Ligand bindet hingegen im Kern des Rezeptors, der
durch die sieben transmembranen Helices gebildet wird und fiihrt dadurch zu einer Konfor-
mationsanderung des Rezeptors und zur Aktivierung|[100].

Antikorper kénnen Rezeptoren auf verschiedene Weise beeinflussen. Zum einen konnten die
Antikérper dadurch hemmend wirken, dass sie die Bindungsstelle des Rezeptors blockieren
und dariiber hinaus zum vermehrten Abbau der Rezeptoren fiithren, wie es auch bei der
Myasthenia gravis der Fall ist[3]. Sie konnen an den Rezeptor binden und diesen in gleicher
Weise aktivieren wie der natiirliche Ligand, wie es auch beim Morbus Basedow der Fall ist
[2]. Daneben induziert er eigene Signale, die sich vom natiirlichen Liganden unterscheiden, so
wie es auch bei der Aktivierung von PAR-1 durch Matrix-Metalloproteasen der Fall ist[98].
Fiir den ersten Fall wire es notwendig, dass eine basale Thrombinaktivitdt vorhanden ist,
die durch den Antikérper unterbunden wird. Das in den Versuchen verwendete Minimalme-
dium enthélt unter anderem 0,5 % FCS. Dieses ist nicht hitzeinaktiviert, wurde aber gegen
0,9 % NaCl dialysiert. Prothrombin liegt mit einem Molekulargewicht von 72 Kilodalton
deutlich iiber dem Cutoff der Dialysemembran von 14 Kilodalton. Es ist also moglich, dass
funktionelles Prothrombin im Zellkulturmedium vorhanden ist und durch endothelzellstéan-
dige Proteinasen wie z. B. Fibrinogenlikeprotein 2[101] in aktives Thrombin umgewandelt
werden konnte. Dadurch kiime es zu einer basalen Aktivierung von PAR-1, die durch die An-
tikdrper unterbunden wiirde. Ein solcher Effekt wiirde allerdings durch den PAR-1-Inhibitor
nicht aufgehoben, sondern hochstens verstirkt werden. Auch wiirde man einen &hnlichen
Effekt wie den der Antikorper durch die Behandlung mit dem PAR-1-Inhibitor alleine oder
durch die Behandlung mit dem spezifischen Thrombininhibitor Refludan erwarten. Ein sol-
cher Effekt wurde nicht beobachtet.

Eine Aktivierung des Rezeptors durch die PAR-1-Antikorper in gleicher Weise wie der natiir-
liche Ligand liegt nicht vor, da die Antikérper in genau entgegengesetzter Richtung wirken.
Also bleibt als Erkldrungsansatz die Aktivierung des PAR-1 durch die Antikérper auf eine
Thrombin-unabhéngige Weise, indem er an die zweite extrazellulare Schleife bindet und so

zu einer Konformationsianderung fiihrt.
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5.4 Intrazellulare Regulationsmechanismen der
VEGF-Freisetzung

Zum besseren Verstandnis der Wirkung der PAR-1-Antikérper wurden die zelluldren Regu-
lationswege der VEGF-Freisetzung sowohl nach Stimulation mit Thrombin als auch nach

Stimulation mit den NTx-IgGs untersucht.

5.4.1 Promoterdeletionsanalysen

Durch die Aktivierung unterschiedlicher Rezeptoren kommt es in Endothelzellen zur Ak-
tivierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden. Diese kénnen Transkriptionsfaktoren
aktivieren. Die Untersuchung der transkriptionellen Regulation von VEGF in Endothelzellen
erfolgte mit Promoterdeletionsanalysen.

Thrombin zeigte eine konzentrationsabhéngige Aktivierung des VEGF-Promoters. Die De-
letion des Abschnittes zwischen -85 und -52 bp fithrte sowohl zu einem Verlust der Induzier-
barkeit durch Thrombin als auch zu einem Verlust der Basalaktivitat, wobei die Induktion
des Promoters durch Thrombin schon vorher tendenziell abnahm. Auch das NTx-IgG fiihrte
zu einer zeit- und dosisabhéangigen Herabregulation der Promoteraktivitat des -2018/+50-
VEGF-Promoters. In den Promoterdeletions-Experimenten zeigte sich ebenfalls eine Herab-
regulation durch NTx-IgG, die erst durch die Deletion des Abschnittes zischen -85 und -50
bp verschwand.

Die Bedeutung des Abschnittes zwischen -85 und -50 bp konnte auch durch die EMSA-
Versuche bestétigt werden. Hier zeigte sich eine verstéarkte Bindung des Kernproteinextraktes
an die DNA-Sequenz nach Stimulation der Zellen mit Thrombin und NTx-IgG. In den zur
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnte somit gezeigt werden, dass der
genannte Abschnitt in der Regulation der VEGF-Sekretion durch NTx-IgG eine Rolle spielt.
Finkenzeller et al. etablierte das fiir die vorliegende Arbeit verwendete Promoterdeletionssys-
tem und beobachtete ebenfalls einen Verlust der Basalaktivitdt des Promoters nach Deletion
des Abschnittes zwischen -85 und -52 bp [57]. Der Abschnitt zwischen -85 und -52 bp ist
auch fiir die Induktion von VEGF in verschiedenen anderen Zellsystemen und in Antwort
auf verschiedene andere Stimulatoren von Bedeutung, z. B. in Fibroblasten als Antwort
auf Blutplattchenwachstumsfaktor (PDGF)[57], in Leberkrebszellen als Antwort auf Activin
A[102] und in Glioblastomzellen als Antwort auf I1-6[49]. In humanen-embryonalen-Nieren-
293-Zellen wurde gezeigt, dass dieser Abschnitt auch fiir die Hemmung der VEGF-Sekretion
durch p73 von Bedeutung ist[103].

Im Gegensatz zu den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen zeigten Dupuy et al.,
dass Thrombin VEGF in HUVEC moglicherweise tiber HIF-1a erhoht|36]. Dessen Bindungs-
stelle befindet sich im VEGF-Promoter, etwa auf der Hohe -970[45].
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5.4.2 ldentifikation beteiligter Transkriptionsfaktoren

Der Abschnitt des VEGF-Promoters zwischen -85 und -50 bp in silico wurde mithilfe der
TESS-Software nach Transkriptionsfaktorbindungsstellen abgesucht. Dies ergab eine hohe
Bindungswahrscheinlichkeit fiir SP-1, AP-1, ERa und GCF in der entsprechenden Basense-
quenz.

ERo- und GCF-mRNA wurden weder durch Thrombin noch durch das NTx-IgG relevant
beeinflusst. Das gleiche gilt fiir SP-1, obwohl hier die ausgeprégte Herabregulation nach drei
Stunden durch Thrombin relevant ist, die sich auch in der VEGF-mRNA nach drei Stunden
findet. Die Herabregulation der VEGF-mRNA nach drei Stunden spiegelt sich allerdings
nicht in der Proteinsekretion wider. Sowohl die Behandlung mit Thrombin als auch die Be-
handlung mit NTx-IgG fiihrte zu einer deutlichen Induktion von cFos-mRNA und-Protein
sowie zu einer Induktion von cJun-mRNA. Beide sind mogliche Bestandteile des Transkrip-
tionsfaktors AP-1[73].

Im Unterschied zu den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen wurden die verschie-
denen Transkriptionsfaktoren durch andere Arbeitsgruppen als bedeutsam fiir die VEGF-
Regulation beschrieben. So wurde die SP-1-Bindungsstellen und ihre Bedeutung fiir die
VEGF-Regulation mehrfach beschrieben[49, 57, 103|. Weiterhin wurden in der Literatur
Bindestellen fiir SP-3, Egr-1 und AP-2 fiir diese Region beschrieben|45, 49]. Kim et al. zeig-
ten, dass Egr-1 fiir die Induktion von VEGF durch den plattchenaktivierenden Faktor von
Bedeutung ist[50].

Fiir AP-1 wurde im Zusammenhang mit einer TGF(-induzierten VEGF-Sekretion in Meso-
thelzellen eine Bindungsstelle weiter proximal beschrieben[47]. Auch eine ERo-vermittelte
Induktion von VEGF in Brustkrebszellen wurde beschrieben. Die hierfiir relevante Bin-
dungsstelle befindet sich zwischen den bp -2275 und -1176[104]. GCF ist ein Transkripti-
onsfaktor mit vorwiegend hemmenden Eigenschaften. Fiir ihn wurde gezeigt, dass er die
Bildung von Epidermal growth factor receptor, TGF-o und Insulindhnlicher Wachstumsfak-
tor II hemmt[105].

5.4.3 Bedeutung des Transkriptionsfaktors AP1 in der
VEGF-Regulation in HMEC-1

Um eine Interaktion von AP-1 und der untersuchten Promotersequenz nachzuweisen, wur-
de EMSA durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine verminderte Bindung eines cFos enthaltenden
Komplexes an den Abschnitt zwischen -85 und -52 bp nach Stimulation mit 0,1 U/ml Throm-
bin. Die pharmakologische Inhibition der Zellen mit einem AP-1-spezifischen Blocker erhohte
die Thrombin-induzierte VEGF-Sekretion tendenziell. Die Behandlung der Zellen mit dem
AP-1-Inhibitor alleine fiihrte zu einer deutlichen Hochregulation der VEGF-Sekretion. In
dem in dieser Arbeit untersuchten Setting scheint AP-1 also einen hemmenden Einfluss auf
die endotheliale VEGF-Sekretion zu haben.
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Eine Stimulation mit 2 U/ml Thrombin fithrte zu einer verstirkten Komplexbildung im
EMSA. Diese Ergebnisse bestétigen die stark dosisabhéngigen Effekte des Thrombins [53, 98].
Im EMSA zeigte sich eine verstiarkte Bindung eines cFos enthaltenden Komplexes an die
DNA-Sequenz zwischen -85 und -50 bp nach Stimulation mit NTx-IgG, was ebenfalls fiir
eine inhibitorische Wirkung von AP1 spricht. Der AP-1-Inhibitor normalisiert die durch
NTx-IgG reduzierte VEGF-Freisetzung. Es ist also durchaus wahrscheinlich, dass die gegen
PAR-1 gerichteten Autoantikorper ihren Effekt tiber AP-1 vermitteln.

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein dimeres Protein, das sich aus Mitgliedern der Genfa-
milien Jun (cJun, JunB, JunD), Fos (cFos, FosB, Fra-1, Fra-2) und ATF (ATF1-4, ATF-6,
B-ATF, und ATFx) zusammensetzt|76]. Die Mitglieder der Jun-Familie sind in der Lage,
sowohl Homo- als auch Heterodimere zu bilden und an DNA zu binden. Die Mitglieder
der Fos-Familie konnen hingegen nur als Heterodimere mit Jun an DNA binden. Sie bilden
dann aber deutlich stabilere Komplexe und haben eine stiarkere DNA-Bindungsaktivitat|73].
Fiir den Transkriptionsfaktor JunD wurde gezeigt, dass er die Bildung von VEGF in Po-
dozyten hemmt|76]. Auch fiir JunB wurde gezeigt, dass es eine hemmende Wirkung auf
AP-1-induzierte Gene hat|73].

Die Bedeutung von AP-1 in der Regulation von VEGF wurde in Magenkrebszellen|[75] und
in Mesothelzellen[47] gezeigt. Auferdem scheint AP-1 eine Rolle in der VEGF-Induktion als
Antwort auf erhéhte intrazellulire Calcium- (Ca®) Spiegel, z. B. im Rahmen einer Hypo-
xie, zu spielen[106]. Auch die Aktivierung des PAR-1 durch Thrombin fiihrt zu erhohten
intrazelluldren Ca®"-Spiegeln|[13] und kénnte dadurch die VEGF-Sekretion erhéhen.

Der Zusammenhang zwischen Thrombin und AP-1 ist bis jetzt nur wenig untersucht. Es ist
aber bekannt, dass Thrombin das ERK-Signalsystem induziert|70, 72, 98]. Dieses wiederum
kann cFos-mRNA induzieren und cFos phosphorylieren[107, 108]. Nach der Stimulation mit
AT R~Antikorpern ist cJun an einer verstiarkten AP-1-Komplexbildung in glatten Geféafimus-
kelzellen beteiligt|9].

5.4.4 Wirkung der cFos-siRNA

Um detaillierte Analysen der cFos-abhingigen VEGF-Regulation durchzufiithren, wurden
cFos-siRNA-Experimente durchgefiihrt, welche die Ergebnisse, der pharmakologischen AP-1-
Hemmung bestéatigten. Insgesamt zeigten die mit cFos-siRNA behandelten Zellen ein deutlich
geringeres Wachstum, was in der Funktion von cFos in der Regulation des Zellwachstums be-
griindet ist[73]. CFos alleine kann nicht an DNA binden und somit auch nicht die Signalwege
der Zelle beeinflussen|73|, es braucht immer auch einen Partner. Hier kommt unter anderem

cJun in Frage, da die cJun-mRNA durch die Stimulation mit den Antikérpern erhéht wurde.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die PAR-1-Antikorper wahr-
scheinlich durch Induktion des Transkriptionsfaktors cFos zu einer verminderten VEGF-

Bildung fiihren. CFos bindet mit einem noch nicht identifizierten Partner als Heterodimer
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AP-1 im Abschnitt zwischen -85 und -52 bp an den VEGF-Promoter und vermittelt dort

seine hemmende Wirkung.

5.5 sFlt-1-Freisetzung durch Autoantikorper

Die Behandlung der HMEC-1 mit N'Tx-IgG fiihrte zu einer dosisabhéngigen Induktion von
sFlt-1. Kontroll-IgG erhohte die sFlt-1-Sekretion nicht signifikant, was in dieser Arbeit erst-
malig gezeigt werden konnte.

sF1t-1 ist ein l6slicher VEGF-Rezeptor, der eine starke antiangiogenetische Wirkung hat
und die VEGF-induzierte Angiogenese herabregulieren kann|43|. Die pathogenetische Be-
deutung von sFlt-1 fiir die endotheliale Dysfunktion wurde besonders in der Praeklampsie
beschrieben|78, 80]. Eine Dysregulation der sFlt-1-Level kénnte also eine mogliche Ursache
fiir die IgG-induzierte VEGF-Dysregulation sein.

In einem Maus-Modell der Praeklampsie wurde gezeigt, dass die Infusion von AT;R-Autoantikérpern
ebenfalls die zirkulierenden sFlt-1-Spiegel erhoht. Daneben kam es durch die Antikorper zu
einer gesteigerten sFlt-1-Sekretion in humanen Trophoblastenzellen|7]. Zhou et al. zeigten
weiterhin, dass das durch die Antikorper induzierte sFlt-1 die Proliferation und Netzwerkbil-
dung beeintriichtigte|7]. Es ist bekannt, dass ein VEGF-Mangel, wie er z. B. durch erhohte
sF1t-1-Spiegel entstehen kann, zu einer endothelialen Dysfunktion fiihrt[37|. Auch die Infu-
sion von AT R in Ratten fithrte zu einer endothelialen Dysfunktion|6], welche durch erhéhte
sFlt-1-Spiegel erklart werden kann.

Auch im Setting der Nierentransplantation wurde bereits gezeigt, dass sFlt-1 von Bedeu-
tung ist. So zeigten Chapal et al. einen deutlichen Anstieg des Serum-sFlt-1-Spiegels nach
Nierentransplantationen[109]. Dabei war der Anstieg bei einer Niere von einem Spender mit
Herzstillstand starker ausgeprégt als bei einem hirntoten Spender und hier auch wieder stéar-
ker ausgeprégt als bei einem Lebendspender. Dass der Anstieg von sFlt-1 tatsédchlich mit der
Spende und nicht mit der Operation assoziiert war, zeigte sich dadurch, dass sich bei vierzehn
Lebendspendern nach der Operation kein Anstieg von sFlt-1 zeigte. Ein sFlt-1-Wert von >
250 pg/ml korrelierte mit einem deutlich erh6hten Verlust von PTC nach drei Monaten[109].
Dieser wiederum korreliert mit einem Verlust der Nierenfunktion nach zwolf Monaten|27].
Auch Basile et al. fanden in Ratten nach Ischdmie-/Reperfusions-Versuchen an der Niere

erhohte Serum sF1t-1-Spiegel.
Ob die erhohten sFl1t-1-Spiegel fiir die erniedrigten VEGF-Spiegel verantwortlich sind, 14sst

sich nicht sicher sagen. Der sF1t-1-ELISA misst laut Herstellerangaben sowohl freies als auch
an VEGF gebundenes sFlt-1. Entsprechende Angaben lagen fiir den VEGF-ELISA nicht vor.
Sollte der VEGF-ELISA nur das ungebundene VEGF messen, konnte der Abfall auch sFIt-1-
abhéngig sein. Angesichts der Dynamik mit einem ausgeprigten Abfall des VEGF nach 24
Stunden wiahrend die sF1t-1-Spiegel anhaltend erhéht bleiben, ist ein solcher Zusammenhang

jedoch unwahrscheinlich.
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5.5.1 Wirkung von Thrombin und PAR-1 auf die sFlt-1-Freisetzung
in HMEC-1

Da die Effekte der Antikorper auf die VEGF-Sekretion PAR-1-vermittelt war, wurde der
Effekt von Thrombin und einer PAR-1-Inhibition auf die sFlt-1-Sekretion durch die Endo-

thelzellen untersucht.

Thrombin und sFLT

Thrombin mit einer Konzentration von 0,1 U/ml zeigte keinen Effekt auf die sFlt-1-Produktion
durch HMEC-1. Vorerst gibt es somit keine Hinweise dafiir, dass Thrombin sFlt-1 aus Endo-
thelzellen freisetzt.

Im Gegensatz dazu konnte, sowohl in Dezidua- als auch in Trophoblastenzellen, gezeigt wer-
den, dass Thrombin die sF1t-1-Sekretion erh6ht|78, 80]. In Sepsispatienten mit disseminierter
intravasaler Gerinnung korrelieren die Serum-sFlt-1-Level mit der Thrombinaktivitéat|79]. In
der Sepsis gilt sF1t-1 als ein Marker der endothelialen Dysfunktion. Es wird vermutet, dass
sF1t-1 in Sepsispatienten schiitzend wirkt, da es den proinflammatorischen Effekten von
VEGF entgegen wirkt[110]. Ob der Ursprung der erhohten sFlt-1-Spiegel tatséchlich das
Endothel ist, ist allerdings nicht geklart. Auch Makrophagen oder zirkulierende monozytére
Zellen konnten eine Quelle fiir sF1t-1 sein|77, 111].

Da die in dieser Arbeit verwendeten Thrombin-Konzentrationen sehr gering waren, wére es
sinnvoll, nochmals héhere Konzentrationen von Thrombin in ihrer Wirkung auf die sFlt-1-

Sekretion von Endothelzellen zu untersuchen.

PAR-1 und sFLT

Der PAR-1-Inhibitor BMS200261 fiihrte nur zu einer leichten Herabregulation der IgG-
induzierten sFlt-1-mRNA-Bildung und Proteinfreisetzung. PAR-1 scheint also nicht fiir die
erhohten sFlt-1-Spiegel verantwortlich zu sein.

In anderen Zellsystemen beeinflusst PAR-1 die sFlt-1-Bildung durchaus. Die Thrombin-
induzierte sFlt-1-Freisetzung in Trophoblasten ist PAR-1-abhéngig|80]. Al-Ani et al. zeigten,
dass die Aktivierung von PAR-2 in Endothelzellen {iber die Induktion des ERK-Signalweges
zu einer vermehrten sFlt-1-Freisetzung fiihrt[112]. Da auch die Aktivierung des PAR-1-
Rezeptors zur vermehrten ERK-Phosphorylierung fithrt|98|, wére es denkbar, dass es iiber

diesen Weg zur vermehrten sFlt-1-Freisetzung kommt.
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5.6 Beurteilung der Wirkung von VEGF im Kontext der

Nierentransplantation

Die Autoantikorper fithren zu einer Reduktion der VEGF-Bildung in humanen Endothelzel-
len. An dieser Stelle stellt sich die Frage, wie ihre Bedeutung zu bewerten ist. Sowohl ein
Uberschuss als auch ein Mangel von VEGF kann schidigende Wirkung haben[44, 113]. Im
Kontext der Nierentransplantation ist noch nicht endgiiltig gekldrt, ob VEGF einen protek-
tiven oder schiadigenden Einfluss hat.

Nach der Transplantation kommt es im Transplantat zu einem frithen Verlust von PTC,
der mit einer verminderten spéteren Transplantatfunktion korreliert[27]. Ein Vermindertes
VEGF-Angebot koénnte hier als ursdchlicher Faktor beteiligt sein. Im Rahmen von aku-
ten Abstoflungen scheint VEGF durch seine proinflammatorischen Wirkmechanismen das
Outcome hingegen zu verschlechtern. So konnte in einem Mausmodell der akuten Absto-
fung durch VEGF-Inhibition das Transplantatiiberleben verbessert werden|[114]. Patienten
mit einem Einzelnukleotid-Polymorphismus im VEGF-Promoter, der mit einer vermehrten
VEGF-Bildung assoziiert ist, zeigten ein vierfach erhohtes Risiko fiir das Auftreten einer
akuten Abstoffung[115]. Gleichzeitig verringert der beschriebene Polymorphismus das Risi-
ko einer CTD[116]. Das Langzeitiiberleben des Transplantates wird also durch vermehrte
VEGF-Bildung moglicherweise positiv beeinflusst. Dies wird unterstiitzt durch die Ergeb-
nisse von Lemos et al, die ein verbessertes Transplantatiiberleben bei Patienten mit dem be-
schriebenen VEGF-Polymorphismus fanden|[117|. Bei Modelli de Andrade et al. fanden sich
in den Biopsien sowohl ein vermehrter als auch ein verminderter VEGF-Nachweis. Dabei wie-
sen Patienten mit einer mittleren VEGF-Nachweisbarkeit das beste Transplantatiiberleben
auf[64].

Relevant ist auch, dass VEGF im Rahmen der Atherosklerose inzwischen zunehmend kritisch
bewertet wird. Erste Arbeiten sprachen ihm einen protektiven Wert durch verbesserte Vasku-
larisierung zu|118|. Inzwischen zeigt sich, dass es durch eine verstérkte Plaque-Angiogenese
diesen destabilisiert und dadurch zu akuten vaskulédren Verschliissen fithren kann[119]. Auch
nach Herztransplantationen finden sich in vielen Plaques sowohl Angiogenese als auch Blu-
tungen, die miteinander assoziiert sind und zu Plaque-Instabilitit fiihren[120]. Bei nieren-
transplantierten Patienten besteht ein deutlich erhohtes Atherosklerose-Risiko[121], weshalb
ein niedrigerer VEGF-Spiegel mdoglicherweise das kardiovaskuldre Risiko senken konnten.

Auch in Dialysepatienten korrelieren erhéhte VEGF-Spiegel mit einer erhthten Mortalitét|122].

Die Antikorper konnten also auch einen protektiven Effekt haben. Dies wird durch Messungen
von PAR-1-Antikérpern in Patientenseren gestiitzt. Die Patienten, die nach der Transplanta-
tion eine akute Abstoflung entwickeln, zeigen einen ausgepragten Abfall der Antikorpertiter,
der zumeist vor der Abstofsung begann. Die Patienten ohne eine Abstofsungsreaktion hinge-

gen wiesen gleichbleibende Titer auf. Der Wegfall des hemmenden Effektes der Antikorper
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auf die VEGF-Sekretion konnte also durch die proinflammatorische Wirkung von VEGF eine
Abstofsungsreaktion begiinstigen.

Zusammenfassend ist VEGF im Rahmen der Transplantation ein wichtiger Faktor. Ob es
jedoch protektiv oder schadigend wirkt, ist noch nicht endgiiltig geklart. Es kann also nicht
sicher beurteilt werden, ob der Einfluss der Autoantikérper schadigend ist, indem sie den
Verlust von PTC begiinstigen und so zur IF/TA beitragen oder ob sie die Entziindungs-
prozesse abmildern und somit protektiv wirken. Dabei muss betrachtet werden, dass die
Hauptquelle des VEGF in der akuten zelluldren Abstofung die Lymphozyten sind[81] und
nicht gesagt werden kann, ob die Antikorper auf diese den gleichen Effekt zeigen wie auf die
Endothelzellen.

5.6.1 Beurteilung der Wirkung von sFlt-1 im Kontext der

Nierentransplantation

Weiterhin gibt es verschiedene Arbeiten zu sFlt-1 im Rahmen der chronischen Nierenin-
suffizienz, die zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. DiMarco et al. fanden erhohte
sFlt-1-Level im Serum von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die negativ mit der
Nierenfunktion und positiv mit dem koronaren Risiko korrelierten. Diese erhohten Level gin-
gen einher mit verstérkter endothelialer Dysfunktion. Das Serum der Patienten reduzierte
sFlt-1-vermittelt die Gefédfbildung im Hiihnerei-Chorion-Allantois-Versuch|77|. Onoue et al.
hingegen fanden eine positive Korrelation zwischen den sFlt-1-Leveln aus Blutproben aus der
Aorta von herzkatheterisierten Patienten und der Nierenfunktion. Sie kamen zu dem Schluss,
dass verminderte sFlt-1-Spiegel mit einer Progression der Atherosklerose einhergehen|123].
Relevant sind in diesem Zusammenhang auch die kiirzlich erschienenen Ergebnisse von Mat-
sui et al., die zeigten, dass die Plasma-sFlt-1-Level nach Heparingabe ansteigen und erst
etwa eine Stunde spéter wieder ihren Ausgangswert erreichten. Biologisch aktives sF1t-1 fin-
det sich auch gebunden an extrazelluldre Matrix|124], weshalb sich die aktiven sFlt-1-Spiegel
erst nach Heparingabe messen lassen. Der sFlt-1-Anstieg fiel bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz deutlich geringer aus als bei gesunden Kontrollen. Vor der Gabe von He-
parin zeigte sich eine negative Korrelation der sFlt-1-Spiegel mit der Nierenfunktion, nach
der Gabe jedoch eine positive Korrelation|124]. Dadurch kénnen sowohl die Ergebnisse von
DiMarko et al. als auch die Ergebnisse von Onoue et al. erkliart werden. Auch Matsui et
al. werten sFlt-1 als einen protektiven Faktor im Rahmen der Atherosklerose und identifi-
zierten erniedrigte sF1t-1-Spiegel nach Heparingabe als einen kardiovaskuléren Risikofaktor.
Es wird vermutet, dass sFlt-1 durch die Hemmung der proangiogenetischen Faktoren VEGF
und PDGF und damit der Plaque-Angiogenese, zur Stabilisierung der Plaques beitragt[124].
Yuan et al. fanden bei dialysierten Patienten erhéhte sFlt-1Spiegel im Vergleich mit gesun-
den Kontrollen. Diese waren allerdings nicht mit einer erhohten Mortalitat assoziiert. Eine

solche Assoziation lag nur dann vor, wenn gleichzeitig der Entziindungsmarker I1-6 erhcht
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war. Im Gegensatz dazu waren erhohte VEGF-Spiegel deutlich mit einer erhohten Mortali-
tét assoziiert[122]. Ebenso wie die Rolle von VEGF kann auch die Rolle von sFlt-1 in der

Nierentransplantation noch nicht abschliefsend beurteilt werden.

5.7 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass Auto-
antikorper, die gegen den GPCR PAR-1 gerichtet sind, zu einer deutlichen Herabregulation
der VEGF-mRNA-Bildung und Proteinsekretion fithren. Dies wird iiber eine Induktion von
cFos vermittelt, welches mit einem noch unbekannten Partner als Heterodimer AP-1 an den
VEGF-Promoter bindet und die Bildung von VEGF-mRNA hemmt.

Weiterhin konnte erstmalig gezeigt werden, dass Antikorper, welche von Patienten mit akuter
Nierentransplantatabstofsung isoliert wurden, die HLA-negativ waren, zu einer deutlichen
Induktion der sFlt-1-Sekretion von HMEC-1 fiihrten.

Abbildung 5.1 gibt einen Uberblick iiber die Regulation der VEGF-Sekretion durch die
PAR-1-Autoantikorper, wie sie sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit sowie bisher unverof-
fentlichten Ergebnissen der Arbeitsgruppe schlussfolgern lasst.

Obwohl in der Arbeit neue und bedeutsame Aspekte zur Regulation von VEGF durch Au-
toantikorper in Endothelzellen gezeigt werden konnten, bleiben noch viele Fragen offen, die
Moglichkeiten fiir neue Forschungsarbeiten bieten.

Die Arbeit mit Zellkulturen bietet gute Moglichkeiten fiir die Grundlagenforschung. Sie kann
aber die komplexen Zusammenhénge im menschlichen Organismus nur unzureichend darstel-
len. Zur Bewertung der klinischen Relevanz der Antikorper sind klinische Studien mit Mes-
sung der VEGF-Spiegel und der Antikorpertiter notwendig, diese sollten nach Moglichkeit
prospektiv angelegt sein.

Die Identifikation des Bindungspartners von cFos im Kontext der Herabregulation von VEGF
durch die Autoantikorper stellt eine bedeutsame Fragestellung fiir die Grundlagenforschung
dar.

Auch die genaue Regulation von sFlt-1 durch die Autoantikorper bietet interessantes Materi-
al, sowohl fiir weitere Grundlagenforschung und Zellkulturexperimente als auch fiir klinische
Studien.
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Abbildung 5.1: Eine schematische Darstellung der Regulation von VEGF durch die PAR-1-Autoantikdrper. Die
Antikorper fithren zu einer PAR-1-abhangigen Phosphorylierung von ERK, wodurch es wiederum zu einer Induktion
von cFos kommt. CFos bildet zusammen mit einem noch nicht identifizierten Partner das Heterodimer aktivierendes
Protein 1 (AP-1) und bindet an den VEGF-Promoter, wo es die Bildung von VEGF-mRNA, und dadurch auch
die Bildung von VEGF-Protein, hemmt. AuBerdem kommt es, vermittelt durch einen noch nicht identifizierten
Rezeptor, zur vermehrten Bildung von sFlt-1, wobei ein kleiner Teil der Wirkung auch PAR-1-vermittelt sein
konnte. Zusammen fiihren die vermehrte sFLT-Bildung und die verminderte VEGF-Bildung zu einer gestorten
Gefalneubildung.
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