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Zusammenfassung

Immunologisch-vermittelte, antikdrper-mediierte endotheliale Lasionen tragen wesentlich
zur Genese der konstituierenden pathogenen Vaskulopathie einer Transplantatnierenrejek-
tion bei. Zwei Kennzeichen der Phanotypie dieser sind die intravaskulare Koagulation sowie
die Inflammation. Trotz bahnbrechender Neuerungen im Bereich medikamentdser Thera-
peutika, stellt die Therapie der Transplantatnierenrejektion sowohl Behandler als auch Be-
handelte weiterhin vor groRe Herausforderungen.

Der Protease-aktivierte Rezeptor-1 (PAR-1) ist ein zunachst als Thrombinrezeptor identifi-
zierter G-Protein-gekoppelter Rezeptor, welchem Beteiligungen sowohl an immunologi-
schen als auch an inflammatorischen Prozessen zugeschrieben werden. Funktionelle, ge-
gen den PAR-1 gerichtete Autoantikérper wurden erstmals bei Patientinnen mit primarem
epithelialem ovariellem Karzinom nachgewiesen. Interessanterweise finden sich auch er-
hoéhte PAR-1-Antikorpertiter bei Patienten mit Transplantatnierenrejektion.

Mit dieser Arbeit wurde der Einfluss funktioneller Antikdrper gerichtet gegen den PAR-1
sowie deren Wirkung auf Signaltransduktionsmechanismen und die endotheliale Inflamma-
tion anhand Interleukin-6 (IL-6) an humanen dermalen mikrovaskularen Endothelzellen
(HMEC-1) fur die Pathologie einer Transplantatnierenrejektion untersucht.

HMEC-1-Zellen wurden mit dem natlrlichen PAR-1-Aktivator Thrombin und isolierten, ge-
gen den PAR-1 gerichteten Antikorpern von Patienten mit Transplantatnierenrejektion sti-
muliert. Die Aktivierung der intrazellularen Signalwegskomponenten ERK 1/2, AKT sowie
p70S6K wurde mittels Westernblot, die IL-6-Sekretion mittels Enzyme-linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) bestimmt. Zur Bestatigung der Spezifitat der nachgewiesenen Wirkun-
gen wurden Inhibitoren bzw. Antagonisten eingesetzt. Die Wirkung isolierter PAR-1-
Antikorper wurde durch Neutralisation mit einer synthetischen Peptidsequenz der 2. extra-
zellularen Schleife (ECL 2) des PAR-1 demonstriert.

Der endogene PAR-1-Aktivator Thrombin induzierte eine konzentrations- und zeitabhangige
Phosphorylierung von ERK 1/2. Fur AKT und p70S6K deutete sich diese an. PAR-1-
Antikorper-positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-
IgG) stimulierten die Aktivierung von ERK 1/2 tendenziell unabhangig von Thrombin. Dies
deutete sich ebenso fur die weiteren untersuchten Signalwegskomponenten an. Eine spezi-
fische pharmakologische Blockade bestatigte die PAR-1-Aktivierung von ERK 1/2. Zeigen
lied sich weiterhin, dass PAR-1-Antikdrper eine erhdhte Sekretion von IL-6 bedingten, wel-

che unter Beteiligung von ERK 1/2 erfolgte.
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Zusammenfassend wurde mit der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt, dass gegen den
PAR-1-gerichtete Antikdrper an pathologischen endothelialen Prozessen der Transplantat-

nierenrejektion mitwirken und Uber IL-6 die endotheliale Inflammation unterhalten.
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Abstract

Antibodies (AB) may provoke endothelial lesions in renal allograft rejections (RAR) resulting
in a characteristic constituting pathogenic vasculopathy. The phenotype of rejected renal
allografts is characterized by intravascular coagulation and inflammation. Despite pioneer-
ing pharmaceutical developments RAR still outlines a tremendous challenge for clinicians
as well as patients to the present day.

The Protease-activated receptor 1 (PAR-1), originally titled as ,thrombin receptor, is a G-
protein-coupled receptor (GPCR) contributing to immunological and inflammatory process-
es. Functional antibodies against PAR-1 were firstly detected in patients with primary epi-
thelial ovarian cancer. Interestingly, increased PAR-1-AB-levels have also been proven in
the serum of RAR patients.

Aim of this thesis was to investigate the influence of functional antibodies against the GPCR
PAR-1 and their impact on intracellular signaling pathways as well as on the secretion of
interleukin-6 (IL-6) as marker for endothelial inflammation in human dermal microvascular
endothelial cells (HMEC-1) in the context of RAR.

HMEC-1-cells were treated with the endogenous PAR-1-activator thrombin and PAR-1-AB-
positive immunoglobulin eluates isolated from patients with RAR. The activation of ERK 1/2,
AKT as well as p70S6K were detected by western blotting, IL-6-secretion was measured by
enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). The specificity of the determined effects
was confirmed by experiments using specific inhibitors and PAR-1-antagonists. The impact
of the isolated PAR-1-AB was demonstrated by neutralisation with a synthetical peptide of
the second extracellular loop (ECL 2) of the PAR-1.

Thrombin induced the phosphorylation of ERK 1/2 in a concentration- and time-dependent
manner. Equaling hints were also present for AKT and p70S6K. PAR-1-AB-positive immu-
noglobulin eluates indicated an activation of ERK 1/2 independent from Thrombin. These
indications were also hinted for AKT and p70S6K. Specific pharmacological blockage vali-
dated the PAR-1 activation. Furthermore an increased ERK 1/2-regulated IL-6-secretion
was induced by PAR-1-AB.

In conclusion, this is the first evidence that PAR-1-AB contribute to pathological endothelial

processes in renal allograft rejections and may maintain endothelial inflammation by IL-6.
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1 EINLEITUNG

Beim Menschen erfolgt die Abwehr externer Pathogene durch angeborene oder erworbene
Mechanismen des Immunsystems.” Neben exogenen Antigenen findet sich eine Vielzahl an
korpereigenen Antigenen.2 FUr eine adaquate Funktionalitdt des humanen Immunsystems
ist aus diesem Grund neben der Unterscheidung zwischen nicht-eigen und eigen ebenso
die Ausbildung einer immunologischen Toleranz gegenliber endogenen Antigenen unab-
dingbar.® Ein Verlust der immunologischen Toleranz resultiert in autoimmunen Prozessen.®
In Kombination mit weiteren genetischen, hormonellen sowie Umgebungsfaktoren kann
dies zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren.* Eine bedeutende Funktion im
Rahmen der erworbenen humoralen Immunantwort nehmen von Plasmazellen produzierte
Antikorper wahr. Als Autoantikdrper gegen koérpereigene Strukturen gerichtet, kdnnen diese
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von Erkrankungen spielen.? Der in dieser
Arbeit untersuchten Pathologie, der Rejektion einer Transplantatniere, sind antikdrper-

mediierte Prozesse in der Genese der konstituierenden pathogenen Vaskulopathie gemein.

1.1 Autoantikorper

Das Vorliegen von Autoantikdrpern wird als Kennzeichen systemischer Autoimmunerkran-
kungen, deren Aktivitit und Prognose gewertet.’ In verschiedenen Studien lieRen sich je-
doch bereits Jahre vor Auspragung des klinischen Erscheinungsbildes erkrankungsspezifi-
sche Autoantikdrper nachweisen.®® Auch wurde die Existenz, sogenannter natiirlicher Au-
toantikdrper der Immunglobulinklassen G, M und A in Gesunden, welche im spateren Le-
bensverlauf keine Autoimmunerkrankungen entwickelten, demonstriert.>"® Als pathogen
werden Autoantikdrper bezeichnet, welche mit einem nachvollziehbarem Zielantigen im
Bereich einer Gewebeschadigung gefunden werden, deren Kausalitat experimentell repro-
duzierbar ist." Beispielsweise lielRen sich diese beim Auftreten von Karzinomen nachwei-
sen.' Physiologische Funktionen stimulierende Autoantikdrper wurden hingegen urspring-
lich als funktionelle Autoantikdrper bezeichnet.” Spater wurde der Terminus funktioneller
Autoantikérper spezifiziert. Eine direkte Interaktion zwischen funktionellem Autoantikérper
und Zielantigen fuhrt demnach zu einer, auch unter experimentellen Bedingungen nachvoll-

ziehbaren, Aktivierung oder Inhibition eines molekularen Signalweges."



1.2 Die Nierentransplantation

1.2.1 Uberblick

Am 23. Dezember 1954 transplantierte Joseph E. Murray am Peter Bent Brigham Hospital
der Harvard Medical School in Boston, Massachusetts die linke Niere von Ronald Herrick
dessen monozygotem Zwillingsbruder Richard Herrick.” Um eine Immunreaktion zwischen
Transplantat und Empfanger auszuschlieen, gingen der Transplantation Untersuchungen
zum eindeutigen Beweis der immunologischen und genetischen Identitat der Brider voraus.
Diese umfassten eine Kreuzprobe fur alle bekannten Blutgruppen sowie eine reziproke
Vollhauttransplantation, welche nach drei Wochen makro- und mikroskopisch auf Zeichen
einer Rejektion untersucht wurde.'®

Nach ersten erfolgreichen Transplantationen nicht-identischer Zwillinge 1959 folgten als-
bald allogene Transplantationen zwischen nicht-verwandten Spendern und Empfangern."’
Grundlage fur die Transplantation zwischen nicht identischen Spendern und Empfangern
bildete zunachst eine Ganzkorperbestrahlung des Transplantatempfangers.'® Diese diente
der Verhinderung einer AbstoRungsreaktion durch eine gunstige Beeinflussung des Ver-
haltnisses von durch das Transplantat prasentiertem Antigen zu immunologisch kompeten-
ten Zellen des Empfangers.'”"® Zur Prophylaxe einer Nebennierenrindeninsuffizienz sowie
zur Immunsuppression wurde der Transplantatempfanger mit Kortikosteroiden
behandelt.”®?° Mit Verabreichung des antimetabolitaren Purin-Analogons 6-Mercaptopurin
wurde zudem die primare Immunantwort und eine damit einhergehende, gegen das Trans-
plantat gerichtete, Antikérperproduktion inhibiert.”*!

In den folgenden Jahrzehnten flhrte ein besseres Verstandnis immunologischer Mecha-
nismen, sowie eine hierauf basierende Entwicklung und ausschlie8liche Anwendung medi-
kamentdser Immunsuppressiva, wie insbesondere die Einflhrung der Calcineurininhibitoren
Cyclosporin und Tacrolimus zur Verbesserung des Transplantatiiberlebens.?*#% GemaR
KDIGO-Leitlinie wird gegenwartig eine Kombination aus immunsuppressiver Induktionsthe-
rapie beginnend vor oder mit Durchfihrung der Nierentransplantation sowie eine Erhal-
tungstherapie bestehend aus einem Calcineurininhibitor und einer antiproliferativen Sub-
stanz in optionaler Kombination mit einer Kortikosteroidbehandlung empfohlen.26 Das
Spektrum der verfiUgbaren Therapieoptionen ermdglicht eine zunehmend individualisierte
immunsuppressive Therapie des einzelnen Transplantatempfangers. Untersuchungen zei-
gen jedoch, dass die Wahl des angewendeten Therapieregimes vor allem durch die klini-
sche Praxis des jeweiligen Transplantationszentrums, sowie dessen Praferenz bestimmt

wird.?” Die Mehrzahl der deutschen Transplantationszentren verabreicht eine Kombination



aus drei Wirkstoffen.?® So lieR sich die Zahl akuter Rejektionen erheblich verringern und 1-
Jahres-Transplantatiberlebensraten von nahezu 90% fur Lebend- und postmortale Trans-
plantate erzielen.”* Demgegeniiber zeigten sich jedoch nur geringe Veranderungen hin-
sichtlich des Langzeit-Transplantatiiberlebens.?**"*? Aktuelle Untersuchungen aus den
Vereinigten Staaten von Amerika bestatigen die fortbestehend vergleichsweise hohe Rate

an Transplantatnierenversagen im Langzeitverlauf (siehe auch Abbildung 1.1).%
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Abbildung 1.1% Transplantatversagen in Abhangigkeit vom Jahr der Transplantation (2000-2016): Ge-
zeigt wird der prozentuale Anteil an Transplantatempfangern mit Auftreten eines Transplantatversagens
(erneute Transplantation, Dialysepflichtigkeit oder Tod) in Abhangigkeit des Zeitpunktes post transplanta-
tionem. [Reproduktion mit Erlaubnis, Copyright John Wiley & Sons Inc.]

Trotz dieser fortbestehenden Herausforderung ist die Nierentransplantation die Therapie
der Wahl fiir Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz.>***> Neben einer deutlichen Ver-
besserung der Lebensqualitat reduziert sich die Mortalitat erfolgreich transplantierter Pati-
enten gegentiber in Dialyseverfahren fortbehandelter Patienten.**’

Gemal alteren Berichten des Bundesverbandes Niere e.V. befanden sich im Jahr 2006
mehr als ein Viertel aller in chronischer Nierenersatztherapie befindlicher Patienten der
Bundesrepublik in der Nachsorge nach Nierentransplantation.’® Aktuelle Daten zeigen,
dass im Jahr 2019 2132 Nierentransplantationen durchgeflhrt worden, dartber hinaus be-
fanden sich 11827 Patienten auf der Warteliste.*® Die haufigsten Indikationen, welche eine
Nierentransplantation in der Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2019 notwendig gemacht
haben, waren neben der zystischen und der chronischen Nierenkrankheit das chronische

nephritische Syndrom.*

1.2.2 Die Rejektion einer Transplantatniere

Die Rejektion, das heil3t die immunologisch-vermittelte Transplantatschadigung, ist neben
dem Alter des Donors, der Organqualitat, dem Hirntod des Spenders, des Vorliegens eines

Ischamie-Reperfusions-Schadens sowie dem sogenannten Post-Transplantationsstress



oder systemischen Einflussen aus der Umgebung des Rezipienten als entscheidende Vari-
able fiir das Transplantatversagen angefiihrt.*® Insbesondere ist sie mit einem friihen Ver-
lust des Nierentransplantates assoziiert, wahrenddessen sich ein spateres Transplantatver-
sagen vornehmlich vom Spenderalter abhangig zeigt."’

Unterschieden werden neben dem zugrundeliegenden immunologischen Mechanismus der
AbstoRungsreaktion auch die pathophysiologische Veranderung, der Schweregrad der Ab-
stolBung, das Ansprechen auf die erfolgte Behandlung, das Vorliegen einer renalen Dys-
funktion oder auch das zeitliche Auftreten.*

International gultige standardisierte Kriterien zur Diagnosestellung einer Transplantatnie-
renabstoung liegen seit 1993 mit der, in regelméaBiger Uberarbeitung befindlichen, Banff-
Klassifikation vor.** Den einzelnen Kategorien kommt bei dieser neben der histopathologi-

schen Vereinheitlichung ebenso eine prognostische Bedeutung zu.*

1.2.3 Humorale Mechanismen der Transplantatnierenrejektion im zeitlichen Verlauf

Als eigene klinisch-pathologische Entitat wurde die Antikérper-mediierte AbstoRungsreakti-
on erstmalig 1997 in die standardisierten Kriterien zur Diagnosestellung einer Transplantat-
nierenrejektion aufgenommen.*® Untersuchungen belegen, dass antikdrper-mediierte Re-
jektionen mit einer gegeniiber T-Zell-vermittelten Rejektionen ungiinstigeren Prognose®
sowie einem hoherem Risiko des Transplantatverlustes®’ einhergehen. Die Anwendung

4930 ynd Immunad-

intravendser Immunglobuline®® sowie insbesondere der Plasmapherese
sorption51 in der Behandlung von Rejektionen unterstreicht den Beitrag humoraler Immun-
mechanismen bei Transplantatnierenrejektionen.

In Abhangigkeit des zeitlichen Auftretens der Antikorper-vermittelten Reaktion werden diffe-
renzielle Mechanismen angenommen.

Bei einer unmittelbar nach Reperfusion der Transplantatniere in sensibilisierten Empfan-
gern auftretenden hyperakuten Rejektion fuhren im Empfanger zirkulierende Antikdrper ge-
gen das humane Leukozytenantigen (HLA), Blutgruppen- oder andere, im mikrovaskularen
Endothel und den Glomeruli exprimierte Alloantigene innerhalb von Minuten oder Stunden
zur Aktivierung der klassischen Komplementkaskade.*** Die initiierte intravaskulare Koa-
gulation fuhrt zur Bildung von Fibrinthromben. Ebenso fuhren Plattchenthromben zur Verle-
gung von Gefalen in deren Folge fibrinoide Nekrosen und Infarkte auftreten kdnnen (siehe
Abbildung 1.2). Bei nahezu allen Betroffenen sind die induzierten Lasionen irreversibel, so-

dass eine Explantation des Transplantates notwendig wird.*?
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung einer akuten antikérper-mediierten Rejektion: Gezeigt wird die
Bindung von Antikérpern gegen endothelial exprimierte Spender-Antigene des Transplantats mit nachfol-
gender Aktivierung des Komplementsystems sowie eine Zelladhasion resultierend in einer Endothelzell-
nekrose und intravaskularer Koagulation.

Eine innerhalb der ersten 24 Stunden bis zu wenigen Tagen nach Transplantation auftre-
tende AbstoRBungsreaktion wird als akzelerierte akute Rejektion bezeichnet. Ursachlich
kann sowohl eine Antikdrper-vermittelte als auch eine sekundare Immunantwort nach Sen-
sibilisierung des Empfangers gegen HLA-Antigene durch vorangegangene Transfusionen,
Schwangerschaften oder eine vormalige Transplantation sein. Am haufigsten ist sie bei
Blutgruppenantigen- oder HLA-inkompatiblen Transplantationen zu beobachten.’®

30-50% der durch Biopsie bestatigten akuten, das heif3t innerhalb von wenigen Tagen bis
Monaten auftretenden Abstoflungsreaktionen weisen Charakteristika einer Antikorper-
vermittelten Rejektion auf.*>***" Diese betrifft vornehmlich die peritubuliren und glomeruli-
ren Kapillaren.> Morphologisch zeigt sich vor allem eine Inflammation.** Diagnostische Kri-
terien sind das Vorliegen einer renalen parenchymatésen Schadigung in Form einer mikro-
vaskularen Inflammation, das heildt einer Glomerulitis und/oder peritubularen Kapillaritis;
einer Arteriitis, thrombotischer Mikroangiopathie oder einer akuten tubuldren Schadigung
(siehe auch Abbildung 1.3). Daneben ist eine Antikérper-Wechselwirkung mit dem vaskula-
ren Endothel, entweder verdeutlicht durch eine lineare C4d-Farbung der peritubularen Ka-
pillaren, eine moderate mikrovaskulare Inflammation oder eine erhdhte Expression von
Gentranskripten, welche stark mit einer Antikorper-vermittelten Rejektion verbunden ist,
bzw. ein entsprechend hoher Classifier-Score nachzuweisen.’® Weiterhin sind serologische
Untersuchungen zu spender-spezifischen HLA- oder non-HLA-Antikérpern durchzufiihren.®
Histopathologische Veranderungen lassen sich trotz regelrechter Transplantatfunktion auch

bei sogenannten subklinischen Rejektionen nachweisen.*” Auch in diesem Fall verbessert



eine friihzeitige Behandlung das Transplanatiiberleben® und reduziert das Risiko des Auf-

tretens chronischer Transplantatdysfunktionen bis hin zum spaten Transplantatverlust®.

Abbildung 1.3 Histologischer Phanotyp einer akuten antikérper-mediierten Rejektion: Gezeigt wird die
renale parenchymatdse Schadigung durch mikrovaskulare Inflammation der glomerularen Kapillaren (Bild
A Glomerulitis, Masson-Trichom-Farbung) und der peritubuléren Kapillaren (Bild B mononukleére Zellen
bei einer peritubularen Kapillaritis, Masson-Trichom-Farbung) sowie eine makrovaskulare Inflammation
(Bild C intimale Arteriitis einer interlobularen Arterie, Hamatoxylin-Eosin-Farbung). [Reproduktion mit Er-
laubnis, Copyright Massachusetts Medical Society.]

Die chronische Abstoflungsreaktion ist klinisch von einer protrahierten Abnahme der Nie-
renfunktion, dem Vorhandensein einer Hypertonie sowie dem Auftreten einer Proteinurie

gekennzeichnet.”’

Eine insuffiziente Immunsuppression gegeniber gegen das Transplantat
gerichteten Antikdrpern kann ursachlich flr chronische Absto3ungsreaktionen sein.*? Mor-
phologisch zeigt sich eine sogenannte Transplantatglomerulopathie.?® Antikdrper-vermittelte
Lasionen fuhren hierbei in glomerularen und peritubularen Kapillaren zu einer zellularen
Hypertrophie mit subendothelialer Ablagerung von fibrillarem Material sowie einer in der
Folge resultierenden Entstehung von Doppelkonturen oder einer Aufsplittung der glome-
rularen Basalmembran mit Interposition mesangialer Zellen*? (siehe auch Abbildung 1.3).
Daneben kann sich eine Ablagerung des Komplementfaktors C4d in peritubularen Kapilla-

ren finden.*®

Abbildung 1.4% Histologischer Phanotyp einer chronischen antikérper-mediierten Rejektion: Gezeigt
wird die renale mikrozirkulatorische Schadigung durch Doppelkonturen der glomerularen Basalmembran
(Bild A Transplantatglomerulopathie, Methenamin-Silber-Farbung, Lichtmikroskop) und der peritubularen
kapillaren Basalmembran (Bild B Transmissionselektronenmikroskop) sowie eine makrozirkulare Schadi-
gung (Bild C intimale Hypertrophie einer interlobuléren Arterie, Masson-Trichom-Farbung). [Reproduktion
mit Erlaubnis, Copyright Massachusetts Medical Society.]



Wie vorbenannt wird zwischen Antikdrpern gerichtet gegen das HLA sowie sogenannten

non-HLA-Antikérpern, gerichtet gegen nicht-HLA-assoziierte Antigene, unterschieden.®?

1.2.3.1 Die Bedeutung von HLA-Antikérpern

Der humane Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) ist eine fur das Immunsystem essen-
tielle, das humane Leukozytenantigen kodierende Region auf dem kurzen Arm des Chro-
mosom 6.%% Die hoch polymorphen, an Zelloberflachen exprimierten HL-Antigene nehmen
eine SchlUsselrolle in der Unterscheidung korperfremd von kdrpereigen im Immunsystem
ein.** Das Erkennen nicht-eigener HLA-Antigene kann als Stimulus fiir eine Immunantwort
dienen.®® Die Bedeutung identischer HLA-Loci in der Transplantation von Nieren lieR sich
durch exzellente Ergebnisse im Transplantat- und Patiententberleben HLA-identischer Ge-
schwister bestatigen.®® Demgegeniiber wurde ein mit der Anzahl an nicht-identischen HLA-
Loci zwischen Donor und Rezipient assoziiertes Risiko eines Transplantatverlustes aufge-
zeigt.66 Bereits ein sogenanntes ,mismatch® in der Ubereinstimmung der Donor- und Rezi-
pienten-HLA-Antigene kann zur Produktion von HLA-Antikérpern gegen das betreffende
Epitop fiihren.®” Dies kann Auswirkungen sowohl auf das gegenwartige Transplantatiiberle-
ben, jedoch durch die nun initiierte Sensibilisierung auch auf zukunftige erneute Transplan-
tationen des Rezipienten haben.?® So lieRen sich in 88,5% der Patienten mit vorangegan-
gener einmaliger Transplantation als sensibilisierendes Ereignis Antikbrper gegen HLA

Klasse | oder Il nachweisen.®®

1.2.3.2 Die Bedeutung von non-HLA-Antikérpern

Gezeigt wurde jedoch auch, dass antikdrper-mediiert Lasionen bis hin zum Transplantatver-
lust bei HLA-identisch transplantierten Geschwistern auftreten kdnnen.”®”! Schwierigkeiten
bereitete in diesem Zusammenhang anfanglich der Nachweis dieser, als non-HLA bezeich-
neter Antikorper. Vermutet wurde zunachst, dass es sich um Antikorper gegen Nebenhisto-
kompatibilitatsantigene oder gegen Endothelzellen handelte.”® Mit Nachweis der weitrei-
chenden klinischen Relevanz wuchs das Interesse an der Untersuchung dieser.” Letztlich
liel3 sich eine Vielzahl an non-HLA-Antikdrpern gerichtet gegen Allo- als auch Autoantigene,
in der Hauptsache exprimiert durch Endothelzellen, nachweisen.*® Dariiber hinaus gelang-
ten jedoch ebenso Epithel-, Parenchym- oder zirkulierende Immunzellen in den Fokus, als
Zielstruktur fiir non-HLA-Antikérper zu fungieren.” Mit der Entdeckung des Angiotensin-II-
Rezeptor Typ 1 (AT4-R) als Ziel von Autoantikdrpern bei Transplantatnierenrejektionen
ruckten schlielRlich G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) als Zielstruktur in den Fokus

non-HLA-assoziierter Transplantatnierenrejektionen.” Gezeigt wurde, dass gegen den AT;-



R gerichtete Autoantikorper eine Phosphorylierung der extrazellular Signal-regulierten
Kinasen 1/2 (ERK 1/2) sowie eine erhdhte DNA-Bindungsaffinitat der Transkriptionsfaktoren
aktivierendes Protein-1 und nuklearer Faktor-kB induzierten. Zudem war das Vorliegen von
AT4-R-Antikdrpern mit einem signifikant schlechteren Transplantatiberleben gegenlber
Rezipienten mit anti-HLA-Antikorpern assoziiert. Seit dieser Entdeckung hat sich das Spekt-

rum antigener non-HLA-Zielstrukturen stetig erweitert.”

1.3 Die Serinprotease Thrombin

Der Serinprotease Thrombin wird neben ihrer Schliisselrolle in der Koagulationskaskade™
ebenso eine Funktion im Rahmen inflammatorischer Prozesse zugeschrieben.”” Eine lokale
Inflammation, initiiert durch die Hadmostase, kann hierbei zum Ausgangspunkt einer Anti-
genprasentation mit nachfolgender Initierung einer erworbenen Immunantwort werden.”®
Nachgewiesen sind weiterhin Effekte assoziiert mit Tumorwachstum und Metastasierung,
sowie Angiogenese.”

Die Vielzahl differenzieller Wirkungen induziert Thrombin sowohl mittels enzymatischer
Spaltung als auch direkt Uber die Aktivierung einer Familie G-Protein-gekoppelter Rezepto-

ren, sogenannter Protease-aktivierter Rezeptoren (PARs).”’

1.3.1 Thrombin und die intravaskuldare Koagulation

In der zu untersuchenden Pathologie der Transplantatnierenrejektion verdeutlicht das Vor-
kommen von Fibrinablagerungen, vaskularer Thromben, sowie letztlich die Auspragung
einer thrombotischen Mikroangiopathie eine Beteiligung der Hdmostase an der Pathologie.
Die Matrix eines jeden Thrombus bilden polymerisierende Fibrinmonomere.”® Diese entste-
hen mittels Spaltung im peripheren Blut zirkulierender, zunachst noch l6slicher Fibrinmo-
nomere durch Thrombin.”® Die Bildung des Thrombins wird dabei durch den Gewebefaktor
(auch bekannt als Faktor Il oder CD 142, engl. Tissue factor (TF)) initiiert.®® Durch eine
Lasion des Endothels erhalt dieses, im intakten Gefald extravaskular lokalisierte Membran-
protein, Kontakt zu im Plasma zirkulierenden Koagulationsfaktoren.76 Die hierdurch maogli-
che Komplexbildung zwischen TF und Faktor Vlla (FVIla) bildet den Ausgangspunkt des
extrinsischen Pfads der sekundaren Hamostase in dessen Verlauf eine geringe Menge
Thrombin durch die enzymatische Spaltung von Prothrombin durch den aktivierten Faktor X
(FXa) entsteht.”” Das generierte Thrombin, die Bildungsrate betragt 1% auf diesem Weg,
wiederum fuhrt durch eine Aktivierung der Faktoren VIII und V zu einer stark gesteigerten

Produktion von Thrombin.®° Thrombin konvertiert Fibrinogen in Fibrin und aktiviert weitere



Faktoren der Gerinnungskaskade (FV, FVIII, FXIII, Protein C und Thrombin-aktivierbaren
Fibrinolyseinhibitor).”” Daneben fungiert Thrombin im Rahmen der priméren Hamostase als

potenter Thrombozytenaktivator®® mit in der Folge resultierenden vaskularen Thromben.

1.3.2 Thrombin und die Inflammation

Eine Beteiligung Thrombins ist weiterhin an Prozessen der Inflammation beschrieben, ver-
deutlicht beispielsweise durch Fibrinablagerungen als integralem Bestandteil inflammatori-
scher Antworten nach thermischen, chemischen oder physikalischen Traumata.®* Neben
der vaskularen Permeabilitat erhdht Thrombin auch die transendotheliale Zellmigration von
neutrophilen Granulozyten.82 An Endothelzellen kann Thrombin die Produktion proinflamm-
atorischer Mediatoren, wie beispielsweise IL-6 initiieren.”” Dariiber hinaus wird die Expres-
sion pro-inflammatorischer Mediatoren in einer Vielzahl weiterer Zelltypen, wie z.B. in Mo-

nozyten und Makrophagen oder glatten Muskelzellen Thrombin- vermittelt reguliert.”’

1.4 Der Protease-aktivierte Rezeptor-1

Thrombin aktiviert den Protease-aktivierten Rezeptor 1 (PAR-1).2% Dieser, fiir seine Familie
der Protease- aktivierten Rezeptoren, prototypische Rezeptor wird der Gruppe A G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren zugeordnet.84 Gemeinsames strukturelles Kennzeichen aller G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren sind sieben transmembranare, a- helikale Segmente, wel-
che alternierend durch drei extra (ECL 1 bis 3)- und drei intrazellulare Schleifenregionen
getrennt werden.®® Extrazellular findet sich hierbei das NHy-terminale Ende des Rezeptors,
wohingegen intrazellular folgend an eine amphipathische Helix der COOH-Terminus lokali-
siert ist (siehe auch Abbildung 1.7).%°

COOH

Abbildung 1.5 Struktur des PAR-1: Gezeigt wird die Sekundar- (Bild A) sowie Tertiarstruktur (Bild B) des
PAR. [Reproduktion mit Erlaubnis, Copyright Elsevier.]



Die insgesamt funf zu unterscheidenden Hauptfamilien G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
weisen strukturelle Gemeinsamkeiten und Sequenzhomologien auf® Eine Besonderheit
gegenuber anderen Rezeptoren der Gruppe A G-Protein-gekoppelter Rezeptoren stellt der
Signaltransduktionsmechanismus des PAR-1 dar.®* Neben PAR-1 aktiviert Thrombin die
Rezeptoren PAR-3 und PAR-4 der bisher vier bekannten humanen PARs.%?

1.4.1 Die Signaltransduktion des PAR-1

Thrombin schneidet die amino-terminale extrazellulare Region des PAR-1 zwischen den
Aminosauren Arginin an Position 41 und Serin an Position 42.%% Hierdurch entsteht ein
neuer NHy-Terminus, welcher als gebundener Peptidligand beginnend mit der Sequenz
*2SFLLRN* an die zweite extrazelluldre Schleife (ECL 2) des Rezeptors bindet und die
Signaltransduktion einleitet.”® Induziert durch die Ligandenbindung erméglichen Konforma-
tionsanderungen der transmembranaren Helices an der zytoplasmatischen Rezeptorober-
flache eine Interaktion mit der a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins.?® Die inaktive
GDP-gebundene a-Untereinheit wird in eine aktive GTP-gebundene a-Untereinheit trans-
formiert, in deren Folge die Aktivitat nachfolgender Effektorproteine moduliert wird.*® Zur
Auslosung einer Vielfalt an zellularen Antworten binden aktivierte PAR-1 an die Subtypen

Gq, Gi und Giz,13 der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (siehe auch Abbildung 1.8).%"

nnnnnnnn

§8880880

Glz,13 Gq Gi

Abbildung 1.6 Mechanismus der PAR1-Aktivierung: Gezeigt wird die proteolytische Spaltung der amino-
terminalen extrazelluldaren Region des PAR-1 durch Thrombin zwischen den Aminosauren Arginin an
Position 41 und Serin an Position 42, sodass ein neuer NH,-Terminus mit der Sequenz “2SFLLRN* ent-
steht. Dieser gebundene Peptidligand bindet an die 2.extrazellulare Schleife (ECL 2) des Rezeptors und
induziert Uber die G-Protein-gekoppelten Rezeptorsubtypen G113, Gq und G; Signaltransduktionsmecha-
nismen.

Induziert werden nachfolgende intrazellulare Signalkaskaden beispielsweise Uber den
RhoGEF-mediierten Rho oder Rac-Signalweg, eine Aktivierung der mitogen-aktivierten Pro-
teinkinasen (MAPK) oder eine intrazelluldre Calciummobilisierung.*? Hierbei unterliegen

PAR-1 einem sogenannten parteiischen (engl. biased) Agonismus, nach welchem ver-
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schiedene Liganden differierende Antworten durch die Aktivierung desselben G-Protein-
gekoppelten Rezeptors hervorrufen.®? In diesem Zusammenhang 16st Thrombin praferentiell
eine Aktivierung von Gg2 oder Gqis aus.” Dariiber hinaus interagiert das zytoplasmatische
Ende des PAR-1 auch unabhangig von einer Kopplung an heterotrimere G-Proteine mit
verschiedenen Adaptorproteinen zur Signaltransduktion, so z.B. mit dem Hitzeschockpro-
tein 90 (HSP 90) und der Kreatinkinase.®® Im Gegensatz zu einer typischen Rezeptor-
Agonisten-Bindung bindet Thrombin an den PAR-1 nur transient zur Erflllung seiner en-
zymatischen Funktion des Schneidens mit anschliellender Dissoziation vom Rezeptor.84
Die proteolytische Spaltung des Rezeptors ist irreversibel®, seine Aktivierung bedarf einer
aktiven Beendigung.84 Im Gegensatz zu anderen reversibel aktivierbaren G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren werden aktivierte PAR-1 internalisiert, zu Lysosomen geleitet und
degradiertgz. Das 41-Aminosauren-umfassende, im Aktivierungsprozess in das extrazellula-

re Milieu freiwerdende Peptidfragment wird als Parstatin bezeichnet.®

1.4.2 Die Bedeutung von PAR-1-Antikorpern

Publizierte Daten zur klinischen Relevanz von Autoantikdrpern gegen den PAR-1 sind bis-
her sparlich. In einer Analyse der Seren von 197 Patientinnen mit primarem epithelialem
ovariellem Karzinom wurde eine negative Korrelation mit dem histologischen Stadium, ent-

sprechend geringen Blutspiegeln in hochgradigen Karzinomen, nachgewiesen.*

1.5 Interleukin-6

Das Zytokin IL-6 ist ein pleiotropes, zwischen 21- und 26-kDa grof3es glykosiliertes Protein,
bestehend aus 212 Aminosauren mit einem aus 28 Aminosauren bestehenden Signalpeptid
sowie einem 20-kDa groRen Kernprotein.”® Erstmalig war IL-6 als ein antigen-
unspezifischer B-Zell-Differenzierungsfaktor in kultivierten Uberstdnden mitogen- oder anti-
gen-stimulierter peripherer mononukledrer Blutzellen aufgefallen.®®®” Die Férderung der
Differenzierung aktivierter B-Zellen in Immunglobulin-produzierende Plasmazellen wurde
namensgebend, BSF-2 — B-Zell-stimulierender Faktor 2.% Die Bindung von IL-6 erfolgt an
den spezifischen Rezeptor IL-6R.%® Dieser bildet eine IL-6-Bindungskette, welche in den
beiden differierenden Formen eines 80-kDa grof3en transmembranaren IL-6R sowie einem
50-55kDa groften loslichen IL-6R (sIL-6R)*° existiert. Der zellgebundene transmembrana-
re IL-6R ist beispielsweise auf Leukozyten zu finden, wahrend der I&sliche IL-6R im Blut
und in fluidem Gewebe lokalisiert ist.” Daneben dient ein 130-kDa groRes, auf einer Viel-

zahl differierender Zellen exprimiertes, gp130 als Signal-iiberleitende Kette.'® Mit Bindung
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an den transmembranéaren oder den |0slichen Rezeptor wird die Homodimerisierung von gp
130 sowie eine nachfolgende Signalkaskadenaktivierung induziert."”' Die Mannigfaltigkeit
der IL-6-induzierten Effekte beruht dabei auf der Vielzahl gp130 exprimierender Zellen'®%
Freigesetzt wird IL-6 von T- und B-Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten und endothe-
lialen sowie epithelialen Zellen.'® Verschiedene Faktoren regulieren jedoch zunachst das

Schicksal der IL-6-mRNA im transkriptionellen oder post-transkriptionellem Stadium.®®

1.5.1 Interleukin-6 und das Gerinnungssystem

IL-6 induziert beispielsweise an der Oberfliche von Monozyten TF."™ Wie beschrieben
(siehe Abschnitt 1.3.1) fuhrt dieser durch die Initiierung der extrinsischen Gerinnungs-
kaskade mittelbar zur Generierung von Thrombin, sodass die Formierung eines Fibrinclots
méglich wird."® In der humanen Anwendung wurde gezeigt, dass die Applikation von re-
kombinantem IL-6 die Koagulation durch einen Anstieg der Thrombin-Antithrombin IlI-
Komplexe und der Prothrombin-Aktivierungsfragmente F 1+2 stimuliert."® In Wechselwir-
kung induzieren wiederum die Koagulationsfaktoren IL-6. So fuhrte die Applikation von re-
kombinantem Faktor Vlla zu einem Anstieg von IL-6 im Blutplasma gesunder Probanden.’”’
Daneben ist eine Erhdhung der Fibrinogenkonzentration, ein Anstieg der Thrombozytenzahl

sowie eine Foérderung der Koagulation im Zusammenhang mit IL-6 beschrieben.?®'%®

1.5.2 Interleukin-6 in der Niere

Bekannt ist zudem, dass IL-6 durch mesangiale und Tubulusepithelzellen im renalen Pa-
renchym produziert wird."° Eine Inhibition ist beispielsweise mittels Glukokortikoiden''" und
Cyclosporin A'"? erreichbar. Ungeachtet dessen lieR sich wahrend der AbstoRung von
Transplantatnieren eine erhohte IL-6-Expression mittels In-situ-Hybridisierung'"®, Immunhis-

114,115 116,117

tochemie sowie einer quantitativen Bestimmung der IL-6-Konzentration in Serum

und Urin""® nachweisen.
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1.6 Fragestellung

Trotz bahnbrechender Neuerungen insbesondere in der medikamentésen Behandlung von
Patienten mit Transplantatniere zeigen sich nur geringe Veranderungen hinsichtlich des
Langzeit-Transplantatiberlebens. Hierbei spielen haufig Autoantikérper und das Auftreten
einer Transplantatvaskulopathie eine entscheidende klinische Rolle. Prozesse der intravas-
kularen Koagulation und Inflammation kénnten neben immunologisch-vermittelten endothe-
lialen Lasionen wesentlich zur Genese der Antikorper-mediierten Vaskulopathie bei Trans-
plantatnierenrejektion beitragen. Wahrend es schon vielfaltige Untersuchungen zu mecha-
nistischen Grundlagen dieser Vaskulopathie durch z.B. Antikérper gegen den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor AT¢-R gibt, finden sich noch keine Daten zur Bedeutung und maogli-
chen pathogenetischen Rolle von gegen den G-Protein-gekoppelten Protease-aktivierten

Rezeptor-1 gerichteten Antikérpern.

Ziele dieser Arbeit waren es daher, zunachst die physiologischen Mechanismen des PAR-1
in einem Zellkulturmodell mit humanen mikrovaskularen Endothelzellen zu charakterisieren
und nachfolgend die pathologischen Wirkungen der gegen den Protease-aktivierten Rezep-
tor-1 gerichteten Antikdrper mittels Immunglobulineluaten von Patienten mit Nierentrans-

plantatrejektion zu untersuchen.
Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

1. Bestimmung des Einflusses des natlrlichen PAR-1-Aktivators Thrombin auf die
PAR-1-vermittelte Aktivierung der MAPK ERK 1/2 und AKT als Komponenten int-
razellularer Signaltransduktion, sowie des mTOR (engl. mechanistic target of ra-
pamycin)-Signalweges.

2. Bestimmung des Einflusses isolierter PAR-1-Antikorper auf die G-Protein-
gekoppelten PAR-1-vermittelten Wirkungen hinsichtlich der MAPK ERK 1/2,
AKT, sowie des mTOR- Signalweges

3. Uberprifung der Rezeptorspezifitat der gezeigten Wirkungen mittels spezifischer
Blocker

4. Untersuchung der Wirkung isolierter PAR-1-Antikorper auf die endotheliale In-

flammation mittels Messung der IL-6-Induktion
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2. MATERIAL und METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Zelllinie

Tabelle 2.1: Zellinie. Aufgefuhrt ist die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie sowie deren
Bezug

Zellinie Bezug

HMEC-1 Prof. Dr. Gabriela Riemekasten

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2.2: Chemikalien. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit zur Anwendung gekomme-

nen Chemikalien sowie deren Hersteller

Chemikalie Hersteller
Accutase PAA
Acrylamid 37,5:1 Rotiphorese® Gel Carl Roth
Albumin Fraktion V, BSA Carl Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
BICIN Carl Roth
Bis-Tris AppliChem
Ethanol (absolut) Carl Roth
Ethanol (MEK, vergallt) Herbeta Arzneimittel
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth
FACS Clean BD

FACS Flow BD

FACS Rinse BD
Magermilchpulver AppliChem
Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) AppliChem
Natriumazid Sigma-Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth
Natriumfluorid Fluka
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich
Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific
Ponceau Red S Carl Roth
Proteinmarker AppliChem
Salzsaure (37%), rauchend Carl Roth

SuperSignal West Pico
SuperSignal West Dura
3-Glycerophosphat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Thermo Scientific
Thermo Scientific
AppliChem
Sigma-Aldrich
Carl Roth
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Trypanblau Sigma-Aldrich
Tween 20 Applichem

2.1.3 Reagenzien

Tabelle 2.3: Reagenzien. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten, zum unmittel-
baren Gebrauch anwendbare Fertigreagenzien sowie deren Hersteller

Reagenz Hersteller

DC' Protein Assay Biorad

FACS Clean BD

FACS Flow BD

FACS Rinse BD

IL-6 ELISA Invitrogen

PCR Mycoplasma Test Kit Applichem
SuperSignal West Pico Thermo Scientific
SuperSignal West Dura Thermo Scientific

2.1.4 Losungen

Tabelle 2.4: Losungen. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten, selbst herge-
stellten Loésungen sowie deren Rezeptur

Losung Rezeptur

Kulturmedium 500 ml Endothelbasalmedium; 5 % FCS;
10 nM Hydrocortison; 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin (Penicillin 10000 Units/ml,
Streptomycin 10 mg/ml); 5 ml L-Glutamin
200 mM; 10 ng/ml hEGF

reduziertes Kulturmedium 500 ml Endothelbasalmedium; 0,5 % FCS;
5 ml Penicillin/Streptomycin (Penicillin
10000 Units/ml, Streptomycin 10 mg/ml); 5
ml L-Glutamin 200 mM

1 x Elektrophoresepuffer MOPS 50 mM MOPS; 50 mM Tris; 1 mM EDTA
pH 8,0; 0,1 % SDS; pH 7,7

3,5 x Gelpuffer 1,25 M Bis-Tris; pH 6,5-6,8 mit HCI

5 x Laemmli-Puffer 250 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM DTT; 10

% (w/v) SDS; 0,5 % (w/v) Bromphenolblau;
35 % (v/v) Glycerol; ad 50ml Aqua bidest

Lysepuffer mit Protease-Inhibitor 100 mM Tris pH 8,0; 0,2 % SDS; 1 % Tri-
ton X 100; ad 100 ml Aqua bidest, an-
schlieBend 1:1 mit Aqua bidest, je 10 ul
100x Complete with EDTA, 100 mM Natri-
umorthovanadat, 1 M R-Glycerophosphate;
500 mM Natriumfluorid; 0,1 M Natri-
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10 x PBS

Stripping-Puffer

1xTBS

1 x Transferpuffer MOPS

1 x Trypsin-EDTA-L6sung

2 x TST Lyse-Puffer

umpyrophosphate

2 g KCL, 2 g KH,POy4, 80 g NaCl, 14,2 g
Na,HPO4x2H,0O ad 1000 ml Aqua bidest,
pH 7,4

25 mM Gilycin; 3,5 mM SDS; pH 2 mit HCI

50 mM Tris, 150 mM NaCl; 0,1 %
Tween20; pH 7,6-8,0

25 mM BICIN; 25 mM Bis-Tris; 1 mM
EDTA pH 8,0; 10 % Ethanol

45 ml 1x PBS ohne Mg*/Ca®*; 50 ul
EDTA; 5ml 10xTrypsin

100 mM Tris pH 8,0; 0,2 % SDS; 1 % Tri-
ton X 100; ad 100 ml Aqua bidest

2.1.5 Stimulantien

Tabelle 2.5: Stimulantien. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Stimulantien

sowie deren Hersteller

Stimulanz Hersteller

Peptid der 2. extrazellulare Schleife (QTIQVPGLNITT- Biosyntan
CHDVLWETILL-Amid)

BMS-200261 (PAR-1-Antagonist) Sigma-Aldrich

PD184352 (ERK 1/2-Inhibitor) Sigma-Aldrich

Lepirudin (Reﬂudan®) von der Klinik bereitgestellt
Pertussistoxin Enzolife

Thrombin Sigma-Aldrich

2.1.6 Antikorper

Tabelle 2.6: Primare Antikorper. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten pri-
maren Antikdrper mit Hersteller sowie deren Anwendung

Antigen Antikérpername Spezies Hersteller Anwen-
dung

AKT Akt Antibody Kaninchen CST 9272 1:1000

a-Tubulin Monoclonal Anti-a-Tubulin anti- Maus Sigma 1:25000
body produced in mouse T9026

ERK 1/2, p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody = Kaninchen CST 9102 1:1000

p44/42 MAPK

p70S6K p70 S6 Kinase Antibody Kaninchen CST 9202 1:1000

phospho- Phospho-Akt (Ser473) (D9E) Kaninchen CST 1:1000

AKTS* XP® Rabbit mAb 4060S

phospho- Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) Kaninchen CST 1:1000

ERK1/272%2Y204 (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 4370S
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XP® Rabbit mAb
phospho- Phospho-p70 S6 Kinase Kanin CST 1:1000
p70S6K ™% (Thr389) Antibody chen 9205S

Tabelle 2.7: Sekundarantikorper. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Se-
kundarantikdrper sowie deren Hersteller

Sekundarantikorper Hersteller
Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey Dianova
Anti-Mouse IgG (H+L)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey Dianova

Anti-Rabbit IgG (H+L)

Tabelle 2.8: ELISA-Antikorper. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten ELISA-
Antikdrper sowie deren Hersteller

ELISA-Antikorper Hersteller
IL-6 Cytoset Detection Invitrogen
Streptavidin-HRP Invitrogen

Tabelle 2.9: FACS-Antikorper. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten FACS-
Antikdrper sowie deren Hersteller

FACS-Antikorper Hersteller
Anti-Thrombin Receptor-PE(SPAN12) Immunotech
IgG1-PE Immunotech

2.1.7 Gel-Zusammensetzung

Tabelle 2.10: MOPS-Bicin-Gelsystem. Aufgeflihrt ist die Zusammensetzung in dieser Ar-
beit verwendeter Polyacrylamidgele

Sammelgel 5% Trenngel 10 %
H,0 1,0 mi H,0 2,9 ml
30 %- AA- Mix 350 pl 30 %- AA- Mix 2,7 ml
3,5 x Gelpuffer 600 ul 3,5 x Gelpuffer 2,3 ml
10 % APS 30 ul 10 % APS 100 pl
TEMED 5ul TEMED 10 i
Volumen 2 mi Volumen 8 mi
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.11: Verbrauchsmaterialien. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit zur Anwendung
gekommenen Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Affinitatschromatographie-Saulen, HiT-
rap™ Protein G HP
Aluminiumfolie

Einmalskalpell (steril)
Gefrierreaktionsgefalie 1,0 ml
Gefrierreaktionsgefale 1,6 ml
Neubauer Zahlkammer
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen 0,5-10 pl
Pipettenspitzen 10-200 pl
Pipettenspitzen 10-200 pl
Pipettenspitzen 200-1000 pl
Reaktionsgefalle 1,5 und 2 ml
serologische Pipetten 5 ml (steril)
serologische Pipetten 10 ml (steril)
serologische Pipetten 25 ml (steril)
Sterilfilter 0,2 pm

Sterilfilter 0,45 pm
Transfermembran BioTraceTM NT
Transfermembran (PVDF 0,45 um)
Transfermembran (PVDF 0,45 um)
Zellkulturschalen 6 cm
Zellkulturschalen 75 cm?
Zellkulturschalen 175 cm?
Zellkulturplatten 6 Loch
Zentrifugenréhrchen 15 ml
Zentrifugenréhrchen 50 ml

GE Healthcare

Carl Roth

Feather (Japan)

Sarstedt

Sarstedt

Marienfeld

Brand

Sarstedt

Sarstedt

Carl Roth

Sarstedt

Sarstedt

Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
Carl Roth

Carl Roth

Pall Corporation (FL, USA)
GE Healthcare (UK)

St Cruz

TPP

Sarstedt

Sarstedt

BD Falcon

BectonDickson Labware
BectonDickson Labware

2.1.9 Gerite

Tabelle 2.12: Gerate. Aufgefuhrt sind alle wahrend der Erstellung dieser Arbeit zur Anwen-
dung gekommenen Gerate sowie deren Hersteller

Gerate Hersteller Katalogbezeichnung
Analysenwaagen

Feinwaage Ohaus Discovery DV 214 CM
Laborwaage Sartorius Universal U 5000 D

Detektionsgerate
Blotdetektionseinheit
Durchflusszytometer
Multiplatten Photometer

Syngene Bio Imaging
Beckton Dickinson
Multiskan Ascent 354

G-Box XL 1.4
FACS Calibur
Thermo Scientific
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Heizeinheiten
Inkubator

Heizblock

Heizmixer

Wasserbad

Inkubator

Heiz- und Magnetriihrer
Heizrihrer

Heizrihrer

Heizrihrer
Magnetruhrer
Kombigerate
Kuhl/Gefrierschrank
Kuhl/Gefrierschrank
Kuhl/Gefrierschrank
Kuhl/Gefrierschrank
Tiefkuihlgerate (- 20°C)
Gefrierschrank Siemens
Gefrierschrank Liebherr
Tiefkuihlgerate (- 80°C)
Gefrierschrank
Gefrierschrank
Gefrierschrank
Mischgerate
Minishaker (Vortexer)
Rollmischer

Ratteltisch
Schwenktisch
Taumelrollenmischer
Vortexer

Vortexer

Mikroskop

Netzgerate

Standard

Power Source 250 V
Power Source 300 V
Power Supply 2.0P System
Elektrophoresekammer
Proteinelektrophorese
Proteinelektrophorese
Transferkammer
pH-Messung
pH-Elektrode Ag/AgCl
pH-Messgerat
Pipettierhilfen
Einkanalpipetten 0,5-1000

20

VWR

Grant (UK)
Eppendorf
Unitherm
Thermo Scientific

IKA Labortechnik
Heidolph

VWR

IKA Werke

Liebherr
Liebherr
Liebherr
Bosch

Siemens
Liebherr

New Brunswick
Heraeus
Thalheimer

IKA Labortechnik
VWR

Heidolph
Heidolph

Marienfeld, Karl Hecht
Scientific Industries

VWR
Axiovert CFL

Biometra
VWR
VWR
BioRad

Biometra
BioRad
BioRas

4002-789

SymbHony SB 70P

Eppendorf

Orbital Shaker 2

QBD2

Thermomixer Comfort 5355
WA12

HERA cell 240

RCT basic
MR3001

VMS-A

Mini MR standard

Comfort ,no frost*
Premium Kombi

Profi line (+ 4°C/ -20°C)
Comfort (+ 4°C/ -20°C)

,no frost"
Premium no frost

Ultra Low Freezer
Hera freeze
Freezer -80 °C

MS1

VWR® Tube Rotator
Titramax 100
Polymax 1040 T

RM 5-40

Vortex Genie 2

VV 3

Carl Zeiss

PowerPack P25T
Typ 250 V

Typ 300 V
Modell 200/2.0

Tankblot EcoMaxi
Mini Protean 4Cell
Transblot Cell

VWR
VWR
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ul

Einkanalpipetten 0,5-1000 Brand Transferpette® S
ul

Einkanalpipetten 0,5-1000 Gilson pipetMan

ul

Mehrkanalpipette 613-5256 VWR
Mehrkanalpipette Transferpette®-8E Brand
Pipettierhilfe Hirschmann Pipetus Standard
Pipettierhilfe NeoMotion D6016 Neolab
Pipettierhilfe Roth AcculJet

Zentrifugen

Tischzentrifuge Heraeus Thermo Fresco 21
Primo R Heraeus Biofuge 15
Kihlzentrifuge Mikro200R Hettich Typ 2405
Klhlzentrifuge Heraeus Multifuge 1S-R
Sonstiges

Glasflaschen 50-2000 ml Schott
Messkolben 25-2000 ml Brandt
Wasserfilteranlage Milli-Q UF Plus Millipore

2.1.10 Software

Tabelle 2.13: Software. Aufgefuhrt sind alle wahrend der Erstellung dieser Arbeit zur An-
wendung gekommenen Softwareprogramme und Onlinesuchmaschinen sowie deren Anbie-

ter bzw. die Web-Adresse

Software

Anbieter

EndNote X9

GraphPad Prism Version 9.0.0

GeneTools 4.02

Imaged 1.43u

Microsoft Office (Excel, Word, PowerPoint)
2010

PubMed

SmartDraw

SPSS Statistics 27

EndNote, Philadelphia, PA, USA
GraphPad Software. Inc., San Diego, USA
Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK
http://imagej.net

Microsoft Corporation, Redmond, USA

https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,
NCBI - National Center for Biotechnology
Information, Betheda, MD, USA
SmartDraw Software LLC, The Wood-
lands, Tx, USA

IBM, New York, USA
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2.2 METHODEN

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Die Durchfuhrung aller im Folgenden dargestellten Versuche erfolgte an humanen derma-
len mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1). Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine
mit dem grof3en T-Antigen des Simian-Virus 40 transfizierte mikrovaskulare Endothelzellli-
nie."’® Die hierdurch induzierte Inhibition der Bindung von p53 an DNA'"® sowie eine Kom-
plexbildung mit RB1"?° filhrt zur Immortalitat der Zellen. In einlagigen Zellkulturen erscheint
die Morphologie der Zellen typischerweise gleichsam einem Kopfsteinpflastermuster (Jaffé-
Monolayer)."" In Phanotypie und funktionellen Eigenschaften gleichen HMEC-1-Zellen

physiologischen humanen mikrovaskularen Endothelzellen.'’

2.2.1.1 Kultivierung der mikrovaskularen Endothelzellen HMEC-1

Alle beschriebenen Arbeiten mit der Endothelzelllinie HMEC-1 wurden an einem Arbeits-
platz der Sicherheitsstufe S1 unter Wahrung steriler Bedingungen an einer Sterilwerkbank
durchgefuhrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte wahrend der Kultivierung unter standardi-
sierten Bedingungen (37 °C, 5% CO,, 101,3 kPa).

Die Kultivierung erfolgte mit Kulturmedium in sterilen Polystyrol-Zellkulturflaschen (175
cm?). Um eine Adhésion der Zellen zu erméglichen, wurden diese vor dem Einsetzen mit
0,2%iger Gelatine beschichtet. Taglich wurden die HMEC-1-Zellen mit dem Umkehrmikro-
skop hinsichtlich ihrer Morphologie und Konfluenz inspiziert. Zeigte sich ein Farbumschlag
des Kulturmediums von blassrot nach gelb, deutete dies auf eine Verschiebung des pH-
Wertes in den sauren Bereich infolge einer Anreicherung des Kulturmediums mit Stoff-
wechselprodukten. Das Kulturmedium wurde ohne enzymatische oder mechanische LO-
sung des Zellrasens gewechselt. Hatte sich das typische Kopfsteinpflastermuster ausgebil-
det, wurden die Zellen vereinzelt und umgesetzt. Hierzu wurde das verbrauchte Medium
zunachst steril abgesaugt. Anschlief3end wurden die Zellen mit im temperierbaren Wasser-
bad auf 37 °C erhitzter calcium- und magnesiumfreier phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) einmalig gewaschen. Schliel3lich wurden die adharenten Zellen zur enzymatischen
Abldsung von der Matrix mit 10 ml ebenso erwarmter Trypsin/EDTA-L6sung vollstandig
benetzt und fur 5 Minuten im Begasungsbrutschrank bei 37 °C inkubiert. Lichtmikroskopisch
wurde anschlieRend das Abldsen der Zellen kontrolliert. Zur Inaktivierung der Enzymwir-
kung wurde die nun vorhandene Zellsuspension mit 10 ml Kulturmedium versetzt und 3

Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden ausschlieR-

22



lich die pelletierten Zellen in auf 37 °C erwarmtem Kulturmedium resuspendiert. Die sich
anschlieBRende Bestimmung der Zellzahl wurde mit einer Vitalitatstestung mit Trypanblau
kombiniert. Hierzu wurde resuspendierte Zellsuspension mit Trypanblau im Verhaltnis 1:1
versetzt und eine Neubauer-Zahlkammer mit dieser befullt. Grundannahme der Farbung ist,
dass die Zellmembran toter Zellen eine erhdhte Permeabilitat aufweist und daher fur den
sauren Farbstoff Trypanblau durchlassig ist.'*? Das Zytoplasma toter Zellen stellt sich dem-
nach blau dar. Lebende Zellen erscheinen in der Auflichtmikroskopie leuchtend hell. Nach
Auszahlung der vereinzelten Zellen wurden diese in neue, beschichtete, sterile Kulturgefa-
Re Gberfuhrt.

Fir alle durchgefuhrten Versuche fanden HMEC-1-Zellen der Passagen 22 bis 29 Anwen-
dung.

Der Ausschluss einer Besiedelung der kultivierten HMEC-1-Zellen mit Mykoplasmen-
Spezies wurde mittels PCR unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Kits in regel-

maRigen Abstanden durchgefiihrt.'??

2.2.1.2 Subkultivierung der mikrovaskularen Endothelzellen HMEC-1 fir Versuche

In Vorbereitung der durchzufuhrenden Experimente wurden die kultivierten HMEC-1-Zellen,
entsprechend dem in Abschnitt 2.2.1.1 beschriebenen Vorgehen, aus einem Zellkulturgefafly
mit einer Wachstumsflache von 175 cm? in Schalen mit einer Wachstumsflache von 21 cm?
oder in 6-Well-Zellkulturplatten mit einer Wachstumsflache von 8,9 cm® umgesetzt. An-
schlieBend wurden sie fur 48 Stunden mit Endothelzellbasalmedium mit 5%igem dialysier-
tem und hitzeinaktiviertem FCS inkubiert. Nachdem eine 70-80%ige Konfluenz erreicht war,
erfolgte ein Mediumwechsel zu reduziertem Kulturmedium ohne enzymatische Lésung des
Zellrasens in den KulturgefaRen. Durch das Fehlen proliferationsfordernder Wachstumsfak-

toren sollte ein Proliferationsstillstand der HMEC-1-Zellen erzielt werden.

2.2.2 Patientenmaterial

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten humanen Immunglobuline der Klasse G ent-
stammten an der Charité-Universitatsmedizin Berlin aufgrund der Rejektion ihrer Transplan-
tatniere in Behandlung befindlicher Patienten. Das schriftliche Einverstandnis eines jeden
Patienten zur pseudonymisierten Verwendung seiner Daten sowie gewonnenen Plasmas
lag vor. Ebenso bestand ein positives Votum der Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin (AZ/Nr.:EA2/068/07).
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2.2.2.1 Aufreinigung von Immunglobulin G

Das Plasma der teilnehmenden Erkrankten wurde wéahrend einer Plasmapherese gewon-
nen. Von freiwilligen gesunden Probanden (Kontroligruppe) wurde Serum abgenommen.
Nach der Gewinnung wurde das Plasma bzw. Serum aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
Nach einmaligem Auftauen erfolgte die Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie zur
Immunglobulin G- und somit Antikérpergewinnung. Das Prinzip der Affinitatschromatogra-
phie beruht auf einer reversiblen, spezifischen Bindung des in Losung befindlichen Antikor-
pers an ein Antigen, welches sich als stationarer Ligand auf einer Matrix befindet."*

Die Aufreinigung erfolgte Uber eine mit Protein G beschichtete, kommerziell erhaltliche Aga-
rosesaule in vier Schritten. Vorteilhaft ist hierbei die sehr hohe Affinitat und Spezifitdt des
Protein G fiir humane Immunglobuline der Klasse G."*

Im ersten Schritt wurde das aufzureinigende Plasma mittels eines Filters der Porengrofie
0,45 pm von weiteren Makromolekulen separiert. Anschlieend wurde das gefilterte Plasma
im Verhaltnis 1:1 mit Bindungspuffer eines pH-Wertes von 7,0 versetzt und mit einer konti-
nuierlichen Flussrate Uber einen Perfusor auf die mit Bindungspuffer aquilibrierte Affinitats-
saule geladen. Es schloss sich ein Waschschritt mit Bindungspuffer zur Entfernung unspe-
zifisch gebundener Komponenten an. SchlieBlich wurden die Uber ihren Fc-Teil an das Pro-
tein G gebundenen Antikdrper durch einen Glycin-basierten Elutionspuffer bei einem pH-
Wert von 2,7 manuell aus der Matrix eluiert. Zur Schonung der Antikoérperstruktur wurde
dem Eluat unverzuglich Neutralisationspuffer zugegeben. Zur Anwendung fur weitere Auf-

reinigungen wurde die Affinitatssaule erneut mit Bindungspuffer aquilibriert.

2.2.2.2 Dialyse der aufgereinigten Immunglobuline G

Das aufgereinigte Antikérper-Eluat wurde im Anschluss an die Affinitdtschromatographie in
hitzeinaktivierte Dialysemembranen Uberflhrt. Zur Angleichung der Nahrstoffkonzentration
wurden diese in einem sterilen Gefaly mit DMEM low glucose umspdult. Die frei flottierenden
Dialyseschlauche wurden auf diese Weise fir 2 Tage in einem Kuhlraum bei 4 °C aufbe-

wahrt. Das umspulende Medium wurde alle 12 Stunden gewechselt.

2.2.2.3 Bestimmung der Immunglobulin G- und Antikérper-Titer

Die Konzentrationen der im Patienten- bzw. Probandeneluat gelésten Immunglobuline G

wurden im Zentrallabor der Charité-Universitatsmedizin Berlin, die Titer der AntikGrper ge-
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gen den Protease-aktivierten Rezeptor-1 wurden durch die CellTrend GmbH (Luckenwalde,

Deutschland) bestimmt.

2.2.3 Stimulation der mikrovaskularen Endothelzellen HMEC-1

Nach 24-stundiger Inkubation im reduzierten Kulturmedium wurden die HMEC-1-Zellen mit
verschiedenen Agenzien behandelt. Diese wurden ohne Medienwechel zugegeben und
durch sanftes Schwenken verteilt. FUr die Dauer des Experimentes wurden die HMEC-1-
Zellen im Begasungsbrutschrank bei 37° C inkubiert.

Mit dem naturlichen PAR-1-Aktivator Thrombin wurden die HMEC-1-Zellen in den Konzent-
rationen 0,1 Units/ml, 0,5 Units/ml, 1 Unit/ml, 2,5 Units/ml oder 5 Units/ml fir 15 Minuten
bzw. auch fur 5, 10, 20 und 30 Minuten stimuliert. Daneben erfolgten Experimente mit Im-
munglobulin G-Eluaten gesunder Patienten sowie PAR-1-Antikdrper-positiver Eluate von
Patienten mit Transplantatnierenrejektion in den Dosierungen 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5
mg/ml oder 2 mg/ml fur 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30 bzw. 60 Minuten sowie fur 3, 6, 12 und 24
Stunden. Zur Bestatigung der Spezifitdt Thrombin-induzierter Wirkungen wurde HMEC-1-
Zellen zwei Stunden vor der Stimulation der direkte Thrombininhibitor Lepirudin in den Kon-
zentrationen 0,1 uM, 1 yM und 10 uM zugesetzt. Versuche zur Antagonisierung des PAR-1
mittels BMS-200261 erfolgten mit den Konzentrationen 0,01 yM, 0,1 uM, 1 yM und 10 yM.
Weiterhin sollte durch den Einsatz des ADP-ribosylierenden Pertussistoxins in den Kon-
zentrationen 5ng/ml, 10ng/ml sowie 50ng/ml die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
Transduktion inhibiert werden. Zur Bestatigung der antikorper-induzierten Aktivierung des
PAR-1 erfolgten dartUber hinaus Versuche mit einer synthetischen Peptidsequenz der 2.
extrazellularen Schleife des PAR-1, dem QTIQVPGLNITTCHDVLWETILL-Amid. Dieses
wurde den HMEC-1-Zellen eine Stunde vor der durchzufihrenden Stimulation mit 0,1 uM
oder 1 yM zugesetzt. Weiterhin erfolgte die Anwendung von PD184352, einem selektiven
MEK-Inhibitor, in den Konzentrationen 0,01 uM, 0,1 uM, 1 yM oder 10 uM flr Untersuchun-
gen zur Inhibition des ERK-Signalweges an HMEC-1-Zellen. Als Negativkontrolle wurden
das Tragermedium der Stimulationssubstanz bzw. -komponente oder auch hochreines

Wasser mitgefuhrt.

2.2.4 Proteinbiochemische Analyseverfahren

2.2.4.1 Proteinextraktion

Zur Beendigung der Stimulationsexperimente wurde der Mediumuberstand steril abge-

saugt. Anschliellend wurden die HMEC-1-Zellen in rascher Abfolge mit 1 ml kaltem PBS
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umspdlt und in den Zellkulturgefallen unverziglich auf Eis gelagert. Mit einem Zellschaber
wurden die HMEC-1-Zellen vom Zellkulturgefal® gelést und in Reaktionsgefalle Uberfuhrt.
Zur nachfolgenden Separation der Zellen von der Pufferlésung wurden diese bei 4 °C fur 3
Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 100 pl
Lysepuffer mit Protease-Inhibitoren Uberfuhrt. Diese dienten der Minimierung der Zersto-
rung zelleigener Phosphatgruppen sowie der Reduktion der Aktivitdt von Proteasen. Zur
Homogenisierung wurde die Suspension gut gemischt und mehrfach resuspendiert bevor
sie fur weitere 20 Minuten auf Eis inkubiert wurde. Im Anschlu® wurde das Lysat erneut bei
14000 rpm und 4 °C fir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit membrangebundenen
und zytosolischen Proteinen wurde sodann abgenommen und in neue Reaktionsgefalie
uberfuhrt.

2.2.4.2 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unmittelbar nach Extraktion der Proteine
unter Anwendung des kommerziell erhaltlichen DC™ Protein Assay. Die Quantifizierung der
in Losung befindlichen Gesamtproteinkonzentration erfolgt bei diesem Uber eine kolorimet-
rische Messung in Anlehnung an das von Oliver Howe Lowry entwickelte Verfahren'?®.
Grundlage bildet zunéchst die Reduktion von zweiwertigen Kupferionen (Cu®*) mit den in
Lésung befindlichen Proteinen in einem alkalinen Milieu. Nachfolgend kommt es zur Reduk-
tion eines zweiten Reagenz, Folin-Ciocalteau, durch den Kupfer-Protein-Chelatkomplex. In
deren Folge entstehen instabile blaue Komplexe. Der Farbumschlag ist dabei in der Haupt-
sache den Aminosauren Tyrosin und Tryptophan, in geringerem Umfang den Aminosauren
Cystin, Cystein und Histidin zuzuschreiben. Die Absorption der gebildeten Komplexe laf3t
sich photometrisch zwischen 405 und 750 nm bestimmen.'®” Zur Bestimmung der unbe-
kannten Konzentration in Losung befindlicher Proteine ist bei dieser Methode das Mitfuhren
von Lésungen mit einer bekannten Proteinkonzentration notwendig. Hierzu wurde bei jeder
durchgefuhrten Bestimmung eine aus BSA erstellte Verdinnungsreihe in den Konzentratio-
nen 0 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5
mg/ml mitgefuhrt. Jeweils 5 pl der zu bestimmenden Proteinprobe bzw. der mitzufuUhrenden
Standardkonzentrationen wurden in eine Kavitat einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Zur
maximalen Annaherung an die tatsachlich in Loésung befindliche Proteinmenge wurde dabei
jede Probe bzw. jeder Standard im Duplet aufgetragen. Anschlielend wurden 25 pl der
vorbereiteten AS-LOsung, bestehend aus im Verhaltnis 50:1 miteinander gelésten Reagenz
A (alkalische Kupfer(ll)-tartrat-Losung) und Reagenz S, sowie 200 pl Lésung B (Folin-

Reagenz) zu jeder Probe bzw. jedem Standard pipettiert. Zur Inkubation wurde die 96-Well-
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Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur fur 15 Minuten auf einem Schiittler positioniert. Im An-
schluss erfolgte die densitometrische Messung bei 690 nm. Anhand der mitgefuhrten Stan-
dardkonzentrationen wurde mittels linearer Regression eine Eichgerade berechnet. Nach
Mittelung der Duplikate und anschlieender Subtraktion des Hintergrundwertes der Ldsun-
gen (Standardkonzentration 0 mg/ml) lie3en sich mit Hilfe dieser die unbekannten Protein-

konzentrationen ermitteln.

2.2.5 Western-Blot

Zur ldentifizierung und Quantifizierung spezifischer intrazellularer Signalkaskadenproteine
wurden die generierten Proteinlésungen auf eine Membran Ubertragen, detektiert und quan-

tifiziert.

2.2.5.1 Probenvorbereitung

Hierzu wurden die vorliegenden Proteinproben mit TST-Puffer zunachst auf eine Konzent-
ration von 1 ug/pl eingestellt und anschlieBend mit 5-fachem Laemmli-Puffer im Verhaltnis
4:1 versetzt. Das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat — Bestandteil des TST-
Puffers — dient der Auflosung hydrophober Wechselwirkungen in Peptiden, sodass eine
Aufrechterhaltung der raumlichen Anordnung von Polypeptidketten in Sekundar-, Tertiar-
oder Quartarstruktur nicht moglich ist.'*® Zudem bewirkt Dithiothreitol (DTT) — Inhaltsstoff
des Laemmli-Puffers — eine Reduktion bestehender Disulfidbrickenbindungen in Polypepti-
den. Das erganzende Erhitzen der Proben in einem Thermomixer bei 90°C fur 10 Minuten
sollte die Aufldsung von Wasserstoffbriickenbindungen und somit den Ubergang der Pepti-
de in die Primarstruktur sicherstellen. Die Aufbewahrung der vorbereiteten Proteinproben
erfolgte bei einer geplanten kurzfristigen Anwendung bei -20 °C, bei langeren Lagerungs-
zeiten bei -80 °C.

2.2.5.2 Auftrennung mittels diskontinuierlicher Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Eigenladung der linearisierten Proteine wird durch das stark negativ geladene Natrium-
dodecylsulfat Uberdeckt. In einem konstanten Verhaltnis von Ladung zu Masse entstehen
negativ geladene Natriumdodecylsulfat-Protein-Komplexe. Diese lassen sich in einem
elektrischen Feld in ausschliel3licher Abhangigkeit von ihrer molekularen Masse auftren-
nen.'?®

Bei der zur Anwendung gekommenen diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophorese

passierten die Protein-Komplexe zunachst ein 5%iges Sammelgel, im Anschluss ein
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10%iges Trenngel. Die Gesamtkonzentration an Acrylamid sowie das Verhaltnis der Sub-
stanzen Acrylamid und Bisacrylamid bestimmt den Vernetzungsgrad und demnach die re-
gelmaRige PorengrolRe der zu generierenden Gele. Der geringe Anteil an Acrylamid im
Sammelgel bedingt eine groRe Porenweite. Dies ermoglicht eine schnelle Passage der Pro-
tein-Komplexe. Zusammen mit Chloridionen des Sammelgelpuffers, welche als sogenannte
Leitionen fur die Protein-Komplexe dienen, wird so eine Fokussierung der Proteine im
Sammelgel zu einer scharfen Bande bewirkt. Mit Ubertritt in das kleinporige Trenngel erfolgt
die Auftrennung der Protein-Komplexe in Abhangigkeit ihres molekularen Gewichtes. Eine
optimale Auftrennung der zu detektierenden Proteine wird dabei durch die Anpassung des

Acrylamidgehalts der Trenngele erreicht."®

Tabelle 2.14: Primare Antikorper. Aufgeflhrt sind alle in dieser Arbeit detektierten Protei-
ne mit deren Molekulargewicht sowie dem zur Anwendung gekommenen Trenngel

Protein Molekulargewicht Trenngel
phospho-p70S6K ™% 73 kDa 10 %
p70S6K 70 kDa 10 %
phospho-AKT*" 60 kDa 10 %
AKT 60 kDa 10 %
phospho- ERK1/2720%Y204 42, 44 kDa 10 %
ERK1/2, p44/42 MAPK 42-43 kDa 10 %
a-Tubulin ~50 kDa 10 %

Die Polymerisierung des entgasten monomeren Acrylamid mit dem quervernetzenden Rea-
genz Bisacrylamid wurde durch Zugabe des Radikalbildners Ammoniumpersulfat (APS)
eingeleitet. Als Katalysator dieser Reaktion diente 10%iges Tetramethylethylendiamin (TE-
MED). Zugig wurde die Trenngelldsung zwischen zwei eingespannte Glasplatten gegossen.
Nach der Polymerisierung wurde die Sammelgelldsung mit Kdmmen zur Bildung von Lade-
taschen aufgeschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurden die Kdmme aus dem Sam-
melgel entfernt und die weiterhin eingespannten Gele in eine Elektrophoresekammer tber-
fuhrt. Diese wurde mit einfachem Elektrophoresepuffer beflllt. In die gespullten Ladeta-
schen wurden jeweils 20 ug der vorbereiteten Proteinproben aufgetragen. Daneben wurde
ein vorgefarbter Proteinmarker fur einen Bereich zwischen 10 und 245 kDa auf jedem Gel
mitgefuhrt. Unmittelbar vor Beginn der Auftrennung wurde Natriumhydrogensulfit als Antio-
xidans in den Elektrophoresepuffer zugegeben. Fiur die Passage im Sammelgel wurde zu-
nachst eine Spannung von 100 V mit 40 mA angelegt. Nach dem Erreichen des Trenngeles

wurde diese auf bis zu 160 V erhoht. Beendet wurde die Elektrophorese nachdem das im
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Laemmli-Puffer als Lauffrontmarker mitgefihrte Bromphenolblau das untere Ende des Gla-
ses erreicht hatte.
Nicht unmittelbar zur Anwendung gelangte generierte Polyacrylamidgele wurden in feuch-

tem Milieu bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.5.3 Proteintransfer auf eine Membran (Wet-Blot)

Im folgenden Schritt wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-
(PVDF-) Membran der Porengrof3e 45 um transferiert. Diese wurde zunachst in Grof3e des
Trenngels geschnitten und in 100%igem Ethanol aktiviert. AnschlieRend wurde die PVDF-
Membran gemeinsam mit vier vorbereiteten Whatman-Filterpapieren und zwei pordsen
Schaumstoffschwammen in einfachem Transferpuffer aquilibriert. Nach Beendigung der
Gelelektrophorese wurde das zwischen Glasplatten befindliche Acrylamidgel entnommen,
das Trenngel vom aufgeschichteten Sammelgel separiert und in einfachen Transferpuffer
uberfuhrt. Zwischen zwei Kunststoffgitter einer Transferkassette wurde der Wet-Blot sand-
wichartig in der Reihenfolge: Schaumstoffschwamm, zwei Whatman-Filterpariere, Ac-
rylamid-Gel, PVDF-Membran, zwei Whatman-Filterpapiere und schlieBBlich ein weiterer
Schaumstoffschwamm luftblasenfrei zusammengefuhrt und passgenau eingeklemmt. Mit
Ausrichtung des Gels zur Kathode, der PVDF-Membran zur Anode wurde die Transferkas-
sette in die Blotapparatur eingelegt.131 Der Blottank wurde anschlieBend bis zum vollstandi-
gen Bedecken der Kassette mit einfachem, kaltem Transferpuffer beflllt. Bei 4 °C wurde

der Transfer mit 400 mA und 100 V fur eine Stunde ausgefuhrt.

2.2.5.4 Proteindetektion

Zur Uberprifung des erfolgreichen Proteintransfers wurde die PVDF-Membran anschlie-
Rend bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln mit Ponceau-S reversibel gefarbt.'*
Nach Bestatigung der Proteinbanden wurde die Membran mehrfach mit destilliertem Aqua
gewaschen bis die Proteinbanden erneut nicht mehr sichtbar waren.

Fur die geplante Nachweisreaktion der identifizierten spezifischen Signalkaskadenproteine
wurden stérende, unspezifische Proteinbindestellen mit einer Blockierungslésung aus 1 %
Rinderserumalbumin (BSA), 3 % Magermilchpulver und 0,1 % des anionischen Detergens
Tween 20 (T) in einfachem TBS abgesattigt. Die Membran wurde hierzu unter kontinuierli-
chem Schwenken fur eine Stunde bei Raumtemperatur in die Blockierungslosung eingelegt.
Im Anschluss wurde die blockierte Membran mit dem in Tragerlésung befindlichen, antigen-

spezifischen, unmarkierten primaren Antikdrper, wie in Tabelle 15 angegeben, in konischen
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Zentrifugenréhrchen unter kontinuierlichem Drehen auf einem Taumelrollenmischer Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tabelle 2.15: Primare Antikorper. Aufgeflhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten pri-
maren Antikdrper mit deren Anwendung sowie Tragersubstanz

Antigen Anwendung Tragersubstanz
phospho-AKT>*" 1:1000 3 % Milchpulver
AKT 1:1000 3 % Milchpulver
phospho- ERK 1/27202/Y204 1:1000 1 % Milchpulver
ERK 1/2, p44/42 MAPK 1:1000 1 % Milchpulver
phospho-p70S6K ™% 1:1000 3 % Milchpulver
p70S6K 1:1000 1,5 % Milchpulver
a-Tubulin 1:25000 3 % Milchpulver, 1 % BSA

Anschlieend wurde die Membran zur Entfernung Uberschissigen oder nicht-gebundenen
primaren Antikorpers dreimal bei Raumtemperatur in 0,1%igem TBS-T fur jeweils 5 Minuten
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Hybridisierung mit einem zweiten, dem speziesspezi-
fischen Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierten sekundaren Antikorper, wie in Tabelle 16
angegeben, unter kontinuierlichem Schwenken fur eine weitere Stunde bei Raumtempera-

tur.

Tabelle 2.16: Sekundarantikorper. Aufgefuhrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten se-
kundaren Antikorper mit deren Anwendung sowie Tragersubstanz

Spezies Anwendung Tragersubstanz Antigen

phospho-AKT>*"
AKT
2 % Milchpulver, phospho- ERK 1/272022%
0,1% TBS-T ERK 1/2, p44/42 MAPK
phospho-p70S6K ™
p70S6K

anti-rabbit 1:10000

2 % Milchpulver,

anti-mouse 1:25000 0.1 % TBS-T

a-Tubulin

AbschlieRend wurde die Membran zur Entfernung tUberschissigen oder nicht-gebundenen
sekundaren Antikorpers ein weiteres Mal dreimal bei Raumtemperatur in 0,1%igem TBS-T

fur jeweils 5 Minuten gewaschen.

Die Visualisierung der indirekt markierten Proteine erfolgte mittels kommerziell erworbener

Chemilumineszenz-Reaktionslésungen in der Detektionsbox G-Box XL 1.4. Hierbei kataly-
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sierte die mit dem Sekundarantikdrper konjugierte HRP die Umsetzung des in Reaktionslo-
sung befindlichen Luminol in Chemilumineszenz. Die Intensitat der Chemilumineszenz ist
dabei proportional zur Stoffmenge des Meerrettichperoxidase-Konjugates und demnach
indirekt ebenso zum primaren-Antikorper-Protein-Komplex, sodass eine Quantifizierung des
nachzuweisenden Proteines moglich wird. Die Auswertung der detektierten emittierten
Chemilumineszenz erfolgte mittels der Software GeneTools 4.02 des Herstellers der Detek-
tionsbox. Alle spezifischen Banden wurden durch Quotientenbildung zu dem Referenzpro-
tein a-Tubulin ins Verhaltnis gesetzt, sodass die erhaltenen Werte miteinander vergleichbar

waren.

Detektierte Membranen wurden zunachst dreimal bei Raumtemperatur mit 0,1%igem TBS-
T fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Anschlieliend wurden sie mit im temperierbaren Was-
serbad auf 50 °C erhitztem Stripping-Puffer fir 30 Minuten unter kontinuierlichem Schatteln
inkubiert. Zur Entfernung der geldsten Antikorper und Nachweisreagenzien wurden die
Membranen hiernach erneut dreimal fur jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur in
0,1%igem TBS-T gewaschen und in Blockierungsldsung fur eine neuerliche Antikdrpermar-

kierung und Proteindetektion Uberfuhrt.

2.2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Quantifizierung der Interleukin-6-Sekretion erfolgte mittels quantitativem Enzyme-linked
133,134

Immunosorbent Assay (ELISA) unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Kits.

2.2.6.1 Probenvorbereitung

FUr Experimente zur Bestimmung der Interleukin-6-Sekretion wurden HMEC-1-Zellen, wie
in den Abschnitten 2.2.1.1, 2.2.1.2 sowie 2.2.3 beschrieben, in 6-Well-Zellkulturplatten mit
einer Wachstumsflache von 8,9 cm? umgesetzt, kultiviert und stimuliert. Beendet wurden

die Experimente mit der Abnahme von 1 ml Mediumuberstand.

2.2.6.2 Sandwich-ELISA

Grundlage eines jeden ELISA bildet eine enzym-konjugierte Antigen-Antikdrper-Interaktion,
welche eine quantitative Bestimmung eines in Lésung befindlichen Antigens erméglicht.'*
%8 Bei dem vorliegend angewendeten Sandwich-ELISA wird dabei zunichst eine solide
Phase mit einem gegen das zu detektierende, spezifische Antigen gerichteten Fangeranti-

korper beschichtet. Nachfolgend bindet das in Losung befindliche Antigen zunachst an den
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Fangerantikérper, um anschliellend von einem zweiten, ebenso antigen-spezifischen und
enzym-konjugierten Detektionsantikdrper gebunden zu werden. Enzymatisch katalysiert
lasst sich ein den so entstandenen Sandwichkomplexen indirekt proportionaler Farbum-

schlag quantifizieren.

In einem ersten Schritt wurde dem Coating-Puffer der Interleukin-6-Fangerantikérper zuge-
setzt, sodass eine Antikorperkonzentration von 1 pg/ml vorlag. Eine optimale Einstellung
der Antikdrperkonzentration ist notwendig, da eine zu gering konzentrierte Beschichtung
der soliden Polystyrol-Phase zu fehlerhaften Quantifizierungen bei nur gering konzentrier-
ten zu bestimmenden Antigenen fiihren kann."” Hingegen kann eine zu hohe Konzentrati-
on zur Bildung instabiler Mehrfachkomplexe resultierend in ebenso fehlerhaften Quantifizie-
rungen fuhren. Jede Kavitat einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurde sodann mit 100 ul der Ad-
sorptionslésung beschichtet und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Uberschiissige Coating-
Loésung wurde anschlieBend durch Ausschlagen entfernt sowie durch die einmalige Zugabe
von Waschpuffer ausgespdult. Nicht-kovalent, im Wesentlichen auf hydrophoben Wechsel-
wirkungen beruhend, verblieben die Antikdrper gebunden an die solide Phase, die Mikroti-
terplatte.’® Um unspezifisch adsorbierte, freie Proteinbindestellen zu sattigen, wurden 300
ul einfacher Assay-Puffer in jede Kavitat gegeben und fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Entfernung Uberschissiger Losung abermals durch
Ausschlagen, bevor jeweils 100 ul mitzufuhrender Standardkonzentrationen bzw. der zu
bestimmenden Proben in jede Kavitat pipettiert worden. Zur Annaherung an die tatsachlich
in Losung befindliche Interleukin-6-Konzentration wurde dabei jede Probe bzw. jeder Stan-
dard im Duplet prozessiert. Die mitzufUhrenden Standardkonzentrationen waren nach Her-
stellerangaben mittels einer Verdunnungsreihe in den Konzentrationen 31,2 pg/ml, 15,6
pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml, 1,9 pg/ml und 0 pg/ml vorbereitet worden. AnschlieRend wur-
den 50 pl in Assay-Puffer geldster Interleukin-6-Detektionsantikorper jeder Kavitat zugege-
ben und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schutteln bei 700
rom inkubiert. Uberschissige L6sung wurde nach diesem Inkubationsschritt ausgeschiittet,
durch Ausschlagen entfernt sowie durch finfmaliges Waschen mit jeweils 200 ul Waschpuf-
fer ausgewaschen. AnschlieBend wurden jeder Kavitat 50 pul  Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Ldsung zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 30 Minuten bei Raum-
temperatur unter kontinuierlichem Schutteln bei 700 rpm. Die Uberschussige Losung wurde
nachfolgend erneut ausgeschuttet, durch Ausschlagen entfernt sowie finfmal mit je 200 pl
Waschpuffer  ausgewaschen. 50 pl  kolorimetrisch  detektierbares  3,3°,5,5'-

Tetramethylbenzidin (TMB) wurden jeder Kavitat zugesetzt. Katalysiert wurde die Umset-
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zung, ersichtlich an einem blauen Farbumschlag, durch die konjugierte Meerrettichperoxi-
dase. Die Enzymreaktion wurde nach 30-minitigem kontinuierlichen Schutteln mit 700 rpm
bei Raumtemperatur durch Zugabe von 50 ul Stoppldsung in jede Kavitat beendet. Inner-
halb von 30 Minuten erfolgte in einem Photometer die Messung der Absorption bei 450 nm
sowie eine Referenzmessung bei 690 nm. Die Referenzwerte wurden hiernach als Hinter-
gundwert von den Absorptionswerten subtrahiert. Anhand der mitgefuhrten Standardkon-
zentrationen wurde mittels linearer Regression eine Eichgerade berechnet. Nach Mittelung
der Duplikate und anschlieRender Subtraktion des Leerwertes der Losungen (Standardkon-
zentration 0 pg/ml) lieRen sich mit Hilfe dieser die unbekannten Interleukin-6-

Konzentrationen ermitteln.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurde die zeitabhangige Aktivierung des PAR-1-Rezeptors

untersucht.

2.2.7.1 Probenvorbereitung

Fur Experimente zur zeitabhangigen Bestimmung der PAR-1-Rezeptoraktivierung wurden
jeweils 300000 HMEC-1-Zellen, wie in den Abschnitten 2.2.1.1, 2.2.1.2 sowie 2.2.3 be-
schrieben, in Schalen mit einer Wachstumsflache von 9 cm? umgesetzt, kultiviert und stimu-
liert. Zur Beendigung der Stimulationsexperimente wurde der Mediumuberstand steril abge-
saugt. Anschliellend wurden die HMEC-1-Zellen in rascher Abfolge mit 1 ml kaltem PBS
gewaschen sowie mit 500 yl EDTA-versetztem PBS umspllt und in den Zellkulturgefalien
unverzuglich auf Eis gelagert. Durch Abklopfen und Resuspendieren wurden die HMEC-1-
Zellen vom Zellkulturgefald geldst, in Reaktionsgefalie uberfuhrt und nachfolgend zur Sepa-
ration der Zellen von der Pufferlésung bei 4 °C fur 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 50 ul mit EDTA und 1%igem BSA versetztes
PBS aufgenommen. Durch Zugabe von 20 pl mit Phycoerythrin (PE)-konjugiertem
SPAN12-Antikorper zu einer jeden zu analysierenden Probe erfolgte die direkte Markierung
des an der Zelloberflache lokalisierten, intakten, nicht-geschnittenen PAR-1-Rezeptors.
Ebenso wurde jeweils eine Isotypkontrolle, versetzt mit 20 ul PE-konjugiertem IgG1, mitge-
fuhrt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit je 100 yl PBS

gewaschen und in 300 ul EDTA-versetztem PBS resuspendiert.
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2.2.7.2 Messung

Das Durchflusszytometer separiert heterogene Zellpopulationen anhand von ihnen gebun-
dener Fluoreszenz.'® So ist es mdglich, Aussagen iber GroRe, Struktur, Oberflachenei-
genschaften aber auch intrazelluldre Eigenschaften™' von Zellen zu treffen. Wahrend einer
Messung werden in sehr kurzer Zeit in einem Probenstrom befindliche Zellen mittels eines
Laser erfasst."* Eine hieraus resultierende Lichtstreuung wird in 2 Ebenen analysiert. Beim
sogenannten Vorwartsstreulicht handelt es sich um nach vorn abgelenkte Strahlen, welche
als MaR fiir die relative GréRe der zu untersuchenden Zellen dienen."? Im 90 °Winkel ab-
gestrahltes Seitwartsstreulicht dient hingegen als Maf fur die innere Komplexitat bzw. Gra-
nularitat einer Zelle."** Daneben werden durch den Laser angeregte Fluoreszenzmolekiile
als Licht emittiert und ebenso in analysierbare elektronische Signale umgewandelt.143 Eine
Differenzierung funktionell divergierender Zellen wird méglich."**

Vor Beginn einer Messung war eine Kompensation durchzufihren. Hierunter versteht man
die Korrektur der Uberlappung verschiedener Emissionsspektren aufgrund ihrer weiten
Wellenlangenbereiche.'* Differenziert wurde zwischen den relevanten SPAN12-Antikdrper-
markierten Zellen sowie der Isotypkontrolle. Um unspezifische Eigenfluoreszenz der zu un-
tersuchenden Zellen adaquat zu detektieren wurde ein Dot-Plot-Diagramm erstellt, anhand
dessen eine Unterscheidung der differenten Zellpopulationen méglich war. Um die zu ana-
lysierende Population der SPAN12-markierten Zellen wurde ein Gate'*® gelegt. Die Einstel-
lungen wurden anschlieRend entsprechend adaptiert. Fur die Auswertung der Messungen
wurden Histogramm-Plots erstellt. Bei diesen wurde die Intensitdt des PE-Fluorochroms

logarithmisch gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen.

2.3 Graphische Darstellungen

Darstellungen zur exemplarischen Verdeutlichung molekularbiologischer Zusammenhange
wurden mittels SmartDraw und Microsoft Office PowerPoint 2010 erstellt. Verwendet wur-
den hierbei auch Abbildungen der PowerPoint-Dateien Arteries_physiology,
Blood_immunology, Receptors_channels und Cell_membrane des Anbieters Servier Medi-
cal Art"’,

2.4 Statistische Auswertung

Die graphische Darstellung der Experimente erfolgte mit der Software GraphPad Prism

Version 9.0.0. Dargestellt werden die Werte oder auch das arithmetische Mittel unabhangig
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voneinander durchgefuhrter, gleichartiger Experimente sowie deren Standardfehler (SD,
engl. standard deviation). Die Moglichkeit zur statistischen Beratung am Institut fur Biomet-
rie und Klinische Epidemiologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin wurde wahrgenom-
men. Die statistische Analyse der generierten Daten erfolgte unter Anwendung der Soft-
ware SPSS Statistics 27 mittels Wilcoxon-Mann-Whitney- oder Kruskal-Wallis-Test fur nicht
parametrische Werte. Grundlage hierfur bildete die Annahme, dass die analysierten Daten
keiner Normalverteilung unterliegen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als
statistisch signifikant angenommen. War eine Analyse aufgrund einer zu geringen Anzahl
an Experimenten nicht durchfuhrbar, wurden die Ergebnisse deskriptiv statistisch beschrie-

ben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Die Charakterisierung molekularer Mechanismen induziert durch den Protease-

aktivierten Rezeptor-1-Agonisten Thrombin

Als Grundlage fur die zukunftige Untersuchung induzierter Wirkungen spezifischer PAR-1-
Antikdrper im Kontext von Transplantatnierenrejektionen war es zunachst notwendig, die

Wirkungen des naturlichen PAR-1-Aktivators Thrombin zu analysieren.

Um den Kontakt zur angestrebten Zielsubstanz herzustellen und somit zellulare Funktionen
zu ermoglichen, formen Signaltransduktionsmechanismen ein hoch interaktives Netzwerk,
welches die Produktion von sogenannten sekundaren Botenstoffen, die Aktivierung von
Proteinkinasen sowie die subzellulare Verteilung von Ubertragersubstraten umfasst.'*®

Die Aktivierung folgender intrazellularer Signalkaskadenkomponenten wurde durch die Be-

stimmung entsprechender Phosphorylierungen durchgefuhrt:

- der extrazellular Signal-regulierten Kinasen 1/2 an der Threonin 202/Tyrosin 204-
Phosphorylierungsposition (p-ERK 1/2202T¥r204y

- AKT an der Serinphosphorylierungsposition 473 (p-AKT>*""%) sowie

- der 70 kDa ribosomalen Protein-S6-Kinase-1 an der Threoninphosphorylierungspo-
sition 389 (p-p70S6K ™59,

3.1.1 Die Abhangigkeit der Aktivierung der Signaltransduktion von der Thrombinkon-
zentration

An einer Gesamtzahl von 4 differenten Konzentrationen (0,5 Units/ml, 1 Unit/ml, 2,5
Units/ml, 5 Units/ml) wurde untersucht, welche Konzentration an Thrombin zu einer nach-
weisbaren Expression der zur Untersuchung identifizierten intrazellularen Komponenten
fuhrte.

3.1.1.1 Thrombin erhéht die Phosphorylierung von ERK 1/2 2021204 4 sisabhéngig

ERK 1 (ebenso als p44 " benannt) und ERK 2 (ebenso als p42°¥? benannt) sind Sub-
strate des ERK-Signalweges.'*® Nachdem beide eine ausgesprochen hohe Strukturhomo-
logie von 84% ' besitzen und zunachst angenommen wurde, dass diese miteinander aus-

1

tauschbar™' sind, wird Ihre Aktivitat in der Regel gemeinsam, so auch in den Versuchen

dieser Arbeit, bestimmt. Der ERK-Signalweg war die erste charakterisierte Signalkaskade

37



der MAPKSs, bestehend aus einer Gruppe funktionell miteinander verbundener Proteinkina-
sen™® welche als Schliisselkomponenten an einer Vielzahl zellularer Prozesse mitwir-
ken'*®. Die sequentielle Aktivierung der Kaskadenkomponenten wird zunachst durch die
GTPase Ras ausgeldst, sodass es mittels Raf und schlieBBlich MEK zur Phosphorylierung
von ERK im Zytoplasma kommt.**'®" Losgelést von MEK kann ERK sowohl zytoplasma-
tisch als auch nach Translokation in den Nucleus weitere Substrate oder auch Transkripti-

onsfaktoren aktivieren.'°

U0

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des ERK-Signalweges [modifi-

pPX
152
]

( erk12 ) ziert nach

Thrombin stimulierte die Phosphorylierung von ERK 1/2™202T204 4osisabhangig. Den aus-
gepragtesten signifikanten Effekt auf die Phosphorylierung bewirkte in dieser Versuchsreihe
eine Konzentration von 1 Unit Thrombin/ml. Eine héhere Dosis an eingesetztem Thrombin

fuhrte nicht zu einer weiteren Steigerung der ERK 1/2-Phosphorylierung.
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Abbildung 3.2: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™20%W2% nach Stimulation mit Thrombin in

Abhangigkeit der Dosis. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK 1/2TM202Myr204 51
relative Expression zu ERK 1/2 sowie @ — Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in un-
stimulierten Kontrollen sowie nach Stimulation mit 0,5, 1,0, 2,5 sowie 5 Units Thrombin/ml bestimmt. Dar-
gestellt sind die Werte £+ SD (n=4, *p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-Test).
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3.1.1.2 Thrombin wirkt auf die Phosphorylierung von AKT®®™"

153 Serin-Threonin-Proteinkinase AKT stellt eine

Die urspringlich als Onkogen identifizierte
der zentralen Effektoren des Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Signalweges dar.'** Ihre
Aktivierung erfolgt in zwei Phasen: Einerseits bezuglich der Pleckstrin-Homologiedoméne
(PH)-Domane am NH,-terminalen Ende in Assoziation zu PI3K an der Zellmembran'®, an-
dererseits mittels Phosphorylierung der katalytischen Doméne Threonin 308 (AKT™"%)
sowie von Serin 473 (AKT®*"®) in der carboxyterminalen Domane'. Infolge der Aktivie-
rung an der Zellmembran lokalisierter PI3K durch beispielsweise auch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren wird die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol an der 3-
Hydroxylgruppe des Inositolringes méglich.” Die PH-Domane AKTs bindet resultierende
Phosphatidylinositole mit differierender Praferenz (Phosphatidylinositol-3,4-biphosphat >
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat  (PIP3) >> Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat).’®
Eine hierdurch bedingte Konformationsanderung ermdoglicht die Phosphorylierung von
Threonin 308 durch die PIPs-abhangige PDK1 (Phosphoinositid-abhangige Kinase,
Pyruvatdehydrogenasekinase 1 oder auch PKB kinase)."® Erst mit Phosphorylierung von
AKT®™73 durch mTORC2 (engl. mechanistic target of rapamycin complex 2) wird jedoch die
vollumfingliche katalytische Aktivitat erméglicht.®® Die vollstandige Aktivierung schlieRlich
I6st Funktionen in einer Vielzahl differierender Substrate, welche an vielfaltigen zellularen
Prozessen des Metabolismus, der Translation, der Proliferation, des Uberlebens und der

Angiogenese beteiligt sind, aus."*

> F 6. L
v PiF
OR -
POX1 9
A 4
) o Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des PI3K-Signalweges
\ bzgl. AKT [modifiziert nach '*]

Auch bzgl. der Phosphorylierung von AKT®®™"® deutete sich ein dosisabhangiger Effekt der
Wirkung Thrombins an. Dieser zeigte sich in dieser Versuchsreihe am ausgepragtesten mit
einer eingesetzten Konzentration von 5 Units Thrombin/ml. Jedoch war dieser Effekt nicht

signifikant.
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Abbildung 3.4: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*™"® nach Stimulation mit Thrombin in Abhangig-
keit der Dosis. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKT®*™" normalisiert zu AKT
sowie « - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unstimulierten Kontrollen sowie nach
Stimulation mit 0,5, 1,0, 2,5 sowie 5 Units Thrombin/ml bestimmt. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=4).

3.1.1.3 Thrombin wirkt auf die Phosphorylierung von p70S6K™**

Die p70S6K ist eine Serin-Threonin-Proteinkinase, deren Phosphorylierung sowohl in der
wissenschaftlichen als auch klinischen Praxis als Marker der mTORC1 (engl. mechanistic
target of rapamycin complex 1)-Aktivitat dient.®>'®" Ihre pradominante Form ist dabei
ubiquitar exprimiert und nahezu aber nicht ausschlieRlich im Zytoplasma lokalisiert.'®® Ahn-
lich AKT verfugt auch die p70S6K Uber mehrere Domanen, benannt als katalytische, Ver-
bindungs- und Pseudosubstratdomanen.’® Auch wird zunéchst eine aktivierende Phospho-
rylierung in diesem Fall des Threonin in Position 229 der katalytischen Domane notwendig,
bevor eine vollumfangliche Kinaseaktivitat mit der Phosphorylierung des Threonin der Posi-
tion 389 (p70S6K™) in der Verbindungsdomane erreicht wird.'®® Die Positionen von
Threonin 421 und Serin 424 (p70S6K'™*2"5¢"24) gind in der Pseudosubstratdomane lokali-
siert.”®® S6K1™"%% zeigte sich hoch sensitiv fiir das fungale Makrolid Rapamycin.'®® Die
Entdeckung von Rapamycin fuhrte schlieBlich zur Identifizierung des Ziels des Rapamycins
(engl. target of rapamycin (TOR)) in Hefen und des Ziels des Rapamycins in Saugetieren
(engl. mechanistic target of rapamycin (mTor)), dem Saugetierhomolog.’® Heute ist der
mTOR-Signalweg als Integrator sowohl intra- als auch extrazellularer Signale sowie zentra-
ler Regulator des Zellmetabolismus, des Wachstums, der Proliferation und des Uberlebens
bekannt. Aktiviert in einer Vielzahl verschiedener zellularer Prozesse fuhrt seine Deregula-

tion zu verschiedenartigen humanen Pathologien."*
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Eine stimulierende Wirkung Thrombins auf die Phosphorylierung der p70S6K™¢° deutete
sich in den eingesetzten Dosierungen von 2,5 und 5 Units Thrombin/ml an. Den ausgeprag-
testen Effekt auf die Phosphorylierung bewirkte in dieser Versuchsreihe eine Konzentration

von 5 Units Thrombin/ml, welcher jedoch keine Signifikanz erreichte.

p-p70S6K™389/ h70S6K / -Tubulin
[relative Phosphorylierung]
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Abbildung 3.6: Analyse der Phosphorylierung der p7086KThr389 nach Stimulation mit Thrombin in Abhan-
gigkeit der Dosis. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung der p7086KThr389 normalisiert zu
p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unstimulierten Kontrollen
sowie nach Stimulation mit 0,5, 1,0, 2,5 sowie 5 Units Thrombin/ml bestimmt. Dargestellt sind die Werte +

SD (n=3).

3.1.1.4 Zusammenfassung der dosisabhangigen Wirkung

Zusammenfassend lieRen sich in Abhangigkeit der Dosis an eingesetztem Thrombin diffe-
rierende Effekte hinsichtlich der Phosphorylierung der untersuchten Signalkaskadenkom-

ponenten zeigen. Demonstrieren liel® sich, dass geringere Konzentrationen (0,5 und 1,0
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Units Thrombin/ml) zu einer signifikanten Zunahme der Phosphorylierung von p-ERK
1/277202/Y20%4 fishrten. Hinsichtlich p-AKTS™*"® und p-p70S6K™*° deutete sich ein stimulie-
render Effekt mit einer vergleichsweise hohen Konzentration (5 Units Thrombin/ml) an. Die-
ser zeigte sich in der vorliegenden Versuchsreihe jedoch nicht signifikant.

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe wurde die Stimulation mit Thrombin
in einer sehr geringen Konzentration von 0,1 Units/ml sowie in einer demgegenuber ver-
gleichsweise hohen Konzentration von 5 Units/ml ausgewahlt, um die gewahlten Kompo-
nenten der intrazellularen Kaskadenabfolge in allen, im Folgenden dargestellten, Versu-

chen zu untersuchen.

3.1.2 Die Aktivierung der Signaltransduktion im zeitlichen Verlauf

Aufbauend auf den Ergebnissen der Dosisreihen erfolgten Versuche zur Analyse des zeitli-
chen Verlaufs Thrombin-induzierter Effekte auf die Phosphorylierung der zu untersuchen-

den intrazellularen Signalkaskadenkomponenten.

3.1.2.1 Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung von ERK 1/2M202/Tyr204

9 Thr202/Tyr204 40 aitlichen Verlauf in

Thrombin stimulierte die Phosphorylierung von ERK 1/
Abhangigkeit der eingesetzten Dosis fruhzeitig signifikant mit einem maximalem Anstieg
bereits nach 5 Minuten fur eine Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/ml. Hinsichtlich der Sti-
mulation mit 5 Units Thrombin/ml zeigte sich ein ebenso fruher signifikanter Anstieg der
Phosphorylierung nach 5 Minuten. Zu den nachfolgenden Zeitpunkten zeigte sich jedoch
eine variable Aktivierung, welche zu einer im Mittel signifikanten maximalen Phosphorylie-

rung nach 10 Minuten und nachfolgender Regredienz der Phosphorylierung fuhrte.
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[relative Phosphorylierung]
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Abbildung 3.7: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2Thr202/Tyr204 nach Stimulation mit Throm-
bin in Abhangigkeit der Dosis im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylie-
rung von ERK 1/27"202/204 45 relative Expression zu ERK 1/2 sowie a — Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die
Phosphorylierung wurde in unstimulierten Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimulation
mit 0,1 sowie 5 Units Thrombin/ml bestimmt. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=4, *p<0,05 vs. 0, Mann-
Whitney-U-Test).

3.1.2.2 Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung von AKTS®™7

Abhangig von der eingesetzten Dosis an Thrombin zeigte sich ebenso der zeitliche Verlauf
der Stimulation der Phosphorylierung von AKT®**"3 Die Stimulation der HMEC-1-Zellen mit
einer geringen Konzentration von 0,1 Units Thrombin/ml fihrte zu einer tendenziell zeitigen
Phosphorylierung nach 5 Minuten mit nachfolgender Regredienz der Phosphorylierung bis
zum Erreichen des Phosphorylierungsstatus der unstimulierten Kontrolle nach 30 Minuten.
Im Gegensatz hierzu deutete sich unter der Stimulation mit 5 Units Thrombin/ml eine vari-
ablere Aktivierung mit zum Teil protrahierterem Anstieg der Phosphorylierung mit einer im
Mittel maximalen Phosphorylierung nach 20 Minuten an. Die gezeigten Effekte erreichten

jedoch keine Signifikanz.
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Abbildung 3.8: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*™"® nach Stimulation mit Thrombin in Abhangig-
keit der Dosis im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKTSe3
normalisiert zu AKT sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unstimulierten
Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/m| sowie mit 5
Units Thrombin/ml bestimmt. Dargestellt sind die Werte + SD (n=4).

3.1.2.3 Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung der p70S6K™"2°

Auch die Phosphorylierung der p70S6K™% verlief in Abhangigkeit der eingesetzten Dosis
an Thrombin differierend im zeitlichen Verlauf. Die Stimulation der HMEC-1-Zellen mit 0,1
Units Thrombin/ml fihrte sowohl nach § als auch nach 30 Minuten zu einer Verdoppelung
der relativen Phosphorylierung. Bei Stimulation der HMEC-1-Zellen mit 5 Units Thrombin/ml
deutete sich eine zeitige maximale Phosphorylierung der p70S6K™?® nach 5 Minuten mit
nachfolgender Regredienz der Phosphorylierung an. Der Phosphorylierungsstatus war auch
nach 30 Minuten weiterhin erhoht gegentber der unstimulierten Kontrolle und wies dem-

nach auf einen Trend zur spateren Phosphorylierung. Jedoch erreichten auch diese Effekte

keine Signifikanz.
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Abbildung 3.9: Analyse der Phosphorylierung der p7OS6KThr389 nach Stimulation mit Thrombin in Abhan-
gigkeit der Dosis im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von
p70S6K "® normalisiert zu p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in
unstimulierten Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/mi
sowie mit 5 Units Thrombin/ml bestimmt. Dargestellt sind die Werte + SD (n=3).

3.1.2.4 Zusammenfassung der Aktivierung der Signaltransduktion

Zusammenfassend liel3 sich ein differierender zeitlicher Verlauf der Phosphorylierung der
untersuchten Signalkaskadenkomponenten zeigen. Demonstrieren lieR sich eine frihzeitige
signifikante Aktivierung von p-ERK 1/2 nach 5, 10 und 15 Minuten, auch unter Berucksichti-
gung der Konzentration an eingesetztem Thrombin. Fiir p-AKT®*"® und p-p70S6K1™"%%
wies der Trend auf eine maximale Phosphorylierung im spateren untersuchten zeitlichen
Verlauf nach 20 bzw. 30 Minuten.

3.1.3 Nachweis der Thrombin- sowie PAR-1-Spezifitat der induzierten Phosphorylie-
rungseffekte

Die folgenden Versuche dienten der Bestatigung, dass die gezeigten Wirkungen durch den
natlrlichen Agonisten Thrombin hervorgerufen sowie spezifisch Uber den PAR-1 vermittelt
worden. Alle dargestellten Versuche beziehen sich hierbei auf eine 10-minutige Stimulation
der HMEC-1-Zellen mit Thrombin, da diese den Vorergebnissen entsprechend Phosphory-

lierungseffekte in allen untersuchten Signalkaskadenkomponenten andeutete.
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3.1.3.1 Die Wirkung einer direkten Thrombin-Inhibition mit Lepirudin

Zur Bestatigung, dass die Anderungen der Phosphorylierung der untersuchten Signal-
kaskadenkomponenten in den vorliegenden Versuchen auf Thrombin zurickzufihren wa-
ren, erfolgten Experimente mit dem Wirkstoff Lepirudin im Medikament Refludan®."®® Lepi-
rudin ist ein aus 65 Aminosauren bestehendes rekombinantes Hirudin zur hochspezifischen
bivalenten direkten Inhibition von Thrombin. Durch die bivalente Bindung Lepirudins an die
katalytische Region sowie die in unmittelbarer Nahe lokalisierte Exosite 1 entsteht ein irre-
versibler Komplex, welcher eine Bindung weiterer Substrate an Thrombin und eine infolge-

dessen bedingte Interaktion unméglich macht."®®

3.1.3.1.1 Lepirudin wirkt auf die Phosphorylierung von ERK 1/27"202/Tyr204

Lepirudin reduzierte die Phosphorylierung von ERK 1/2T"20¢T204 gageniiber der nicht inhi-
bierten Kontrolle in allen eingesetzten Konzentrationen. Mit einer Reduktion um den Faktor
8,7 bzw. 24 gegenuber der nicht inhibierten mit 0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml stimulierten
Kontrolle gelang dabei der ausgepragteste Reduktionseffekt mit der hdchsten eingesetzten

Konzentration an Lepirudin von 10 uM. Der Effekt war nicht signifikant.
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Abbildung 3.10: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2""%2™2% nach Inkubation mit dem direkten
Thrombininhibitor Lepirudin. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK
1727202204 1 ormalisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in
unbehandelten und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin in auf-
steigender Konzentration von 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Der Inkubation mit Lepirudin folgte eine 10-
minutige Stimulation mit 0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=5).
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3.1.3.1.2 Lepirudin wirkt auf die Phosphorylierung von AKTS""®

Auch bzgl. AKTS®™" deutete sich eine Reduktion der Phosphorylierung gegeniiber der nicht
inhibierten Kontrolle bei vorangegangener Inhibition von Thrombin mit Lepirudin in allen
eingesetzten Konzentrationen von 10, 1 und 0,1 yM bei einer Stimulation mit 5 Units
Thrombin/ml an. Der Phosphorylierungseffekt von 0,1 Units Thrombin/ml auf AKT*" |ieR
sich durch Lepirudin hingegen nicht reduzieren. Hier zeigte sich vielmehr eine tendenzielle
Zunahme der Phosphorylierung nach vorheriger Anwendung von Lepirudin. Eine hemmen-

de Wirkung von niedrig-dosiertem Thrombin kdnnte fur diesen Trend ursachlich sein.
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Abbildung 3.11: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*"® nach Inkubation mit dem direkten Thrombi-

ninhibitor Lepirudin. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKTS®™" normalisiert zu
AKT sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht inhi-
bierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin in aufsteigender Konzentration von
0,1, 1 und 10 uM gemessen. Der Inkubation mit Lepirudin folgte eine 10-minutige Stimulation mit 0,1 bzw.
5 Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte + SD (n=5).

3.1.3.1.3 Lepirudin wirkt auf die Phosphorylierung von p70S6K ™

Fir p70S6K™°® deutete sich durch die Vorbehandlung der HMEC-1-Zellen mit Lepirudin
ebenso eine Reduktion der Phosphorylierung gegenuber den nicht inhibierten Kontrollen
an. Eine sich gleichende Lepirudin-induzierte Reduktion um den Faktor 2,4 bzw. 4,1 ge-
genuber der nicht inhibierten mit 0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml stimulierten Kontrolle zeigte
sich hierbei jedoch fur alle eingesetzten Konzentrationen. Die Effekte waren nicht signifi-

kant.
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Abbildung 3.12: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K
Thrombininhibitor Lepirudin. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von p70S6K
normalisiert zu p70S6K sowie zu a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehan-
delten und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin in aufsteigender
Konzentration von 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Der Inkubation mit Lepirudin folgte eine 10-minitige Sti-
mulation mit 0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte + SD (n=3).

3.1.3.1.4 Zusammenfassung der Wirkung einer direkten Inhibition mit Lepirudin

Tendenziell lieBen sich die Wirkungen des Agonisten Thrombin mittels Lepirudin fur alle
untersuchten Signalkaskadenkomponenten gegenuber der nicht inhibierten Kontrolle redu-
zieren. Dosisabhéngige Effekte deuteten sich jedoch nur hinsichtlich p-ERK 1/27"202/Tyr204
an. Reduzierende Effekte hinsichtlich p-AKT>**"® nach Stimulation mit 5 Units Thrombin/ml

und p-p70S6K™?® deuteten sich nur unabhangig der eingesetzten Dosis an Lepirudin an.

3.1.3.2 Die Wirkung einer PAR-1-Antagonisierung mit BMS-200261

Zur Bestatigung, dass die gezeigten Wirkungen des natlrlichen PAR-1-Aktivators Thrombin
PAR-1-mediiert erfolgten, wurden Experimente mit Antagonisierung des PAR-1 durchge-
fuhrt. Angewendet wurde das trans-cinnamoyl-parafluoro-Phe-paraguanidino-Phe-Leu-Arg-
amid BMS-200261, ein auf der SFLLRN- Ligandensequenz des PAR-1 basierender Pep-
tidantagonist gegen den PAR-1"®" welcher eine stirkere Bindung an den PAR-1 aufweist

als die naturliche Ligandensequenz, diesen jedoch nicht aktiviert.
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3.1.3.2.1 BMS-200261 wirkt auf die Phosphorylierung von ERK 1/27""202/Tyr204

Eine Vorbehandlung mit BMS-200261 in allen eingesetzten Konzentrationen reduzierte den
Effekt einer Stimulation mit 5 Units Thrombin/ml auf die Phosphorylierung von ERK
1/2T202/Tyr204 egeniiber der nicht inhibierten Kontrolle. Am wirksamsten zeigte sich hierbei
eine Konzentration von 0,1 yM BMS-200261, welche eine Reduktion um den Faktor 5,1
bewirkte. Hinsichtlich einer Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/ml zeigte sich durch den
Einsatz von BMS-200261 ebenso ein tendenziell reduzierender Effekt auf die Phosphorylie-
rung. Mit einer Konzentration von 1 yM BMS-200261 lie® sich eine maximale relative Re-

duktion um =35% gegenuber der nicht stimulierten Kontrolle erreichen. Die Effekte waren

nicht signifikant.
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Abbildung 3.13: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™20%W2% nach Inkubation mit dem Antago-
nisten BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK 1/2"2%2/204 nop.
malisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten
und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 in aufsteigender
Konzentration von 0,1, 1 und 10 pM gemessen. Der Inkubation mit BMS-200261 folgte eine 10-min(tige
Stimulation mit 0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte + SD (n=6, *p<0,05 vs. 0, Mann-
Whitney-U-Test).

3.1.3.2.2 BMS-200261 wirkt auf die Phosphorylierung von AKT""®

Bzgl. AKT®*""® wiederholte sich der differenzielle Effekt der BMS-200261-Antagonisierung
ahnlich der Inhibition mittels Lepirudin. Eine vorangegangene Behandlung mit BMS-200261

reduzierte in allen eingesetzten Konzentrationen die Phosphorylierung von AKTS7 pei
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einer nachfolgenden Stimulation mit 5 Units Thrombin/ml gegenuber der nicht inhibierten
Kontrolle. Eine maximale reduzierende Wirkung wurde durch 1 yM BMS-200261 um den
Faktor 6,8 erzielt. Jedoch fuhrte die BMS-200261-Vorbehandlung mit 10 uM bzw. 1 pM bei
nachfolgender Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/ml erneut zu einer tendenziell erhdhten
Phosphorylierung gegentber der nicht antagonisierten Kontrolle. Ursachlich fur diesen Ef-
fekt kdnnte eine hemmende Wirkung von PAR-1 auf die Phosphorylierung von AKTS®™73

sein. Die Effekte waren nicht signifikant.
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Abbildung 3.14: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*™" nach Inkubation mit dem Antagonisten
BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKT®*™" normalisiert zu AKT
sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht inhibierten
Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 in aufsteigender Konzentration von 0,1, 1
und 10 yM gemessen. Der Inkubation mit BMS-200261 folgte eine 10-mindtige Stimulation mit 0,1 bzw. 5
Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte + SD (n=4).

3.1.3.2.3 BMS-200261 wirkt auf die Phosphorylierung von p70S6K™**

Hinsichtlich der Phosphorylierung von p70S6K ™% bewirkte eine Vorbehandlung mit BMS-
200261 eine tendenziell dosisabhangige Reduktion bei nachfolgender Stimulation mit 5
Units Thrombin/ml. Dieser Reduktionseffekt deutete sich jedoch umgekehrt proportional zur
eingesetzten Konzentration an Antagonist an. Das heif3t ein maximal reduzierender Effekt
um den Faktor 3,2 wurde mit der in diesen Experimenten eingesetzten geringsten Konzent-
ration von 0,1 uM BMS-200261 erreicht. Bzgl. einer Vorbehandlung mit BMS-200261 und
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nachfolgender Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/ml deutete sich ebenso wie bei AKT®™"?
eine tendenzielle Erhdhung der Phosphorylierung gegenuber der nicht antagonisierten Kon-

trolle an. Dies kdnnte ebenso auf eine hemmende Wirkung von PAR-1 hindeuten.

40-

I 1 9
£
3 o
E] 30-
F = o
32
-2
X 2
5F =
-~
o O
3 2
E B
X9
s
7] 10
o
~
N
o (o}
o)
o 6D % T T T
0 0 10 1 0,1 BMS-200261 [uM]
0,1U Thrombin 5U Thrombin
s | | R | RS e - v Thr389
5 p-p70S6K
p70S6K
- ——— - — -
--q- qqq q- o-Tubulin

Thr389

Abbildung 3.15: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K nach Inkubation mit dem Antagonisten
BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von p7086KThr389 normalisiert zu
p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht
inhibierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 in aufsteigender Konzentration
von 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Der Inkubation mit BMS-200261 folgte eine 10-minutige Stimulation mit
0,1 bzw. 5 Units Thrombin/ml. Dargestellt sind die Werte + SD (n=5, *p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-
Test).

3.1.3.2.4 Zusammenfassung der Wirkung einer Antagonisierung mit BMS-200261

Die Wirkungen des PAR-1-Agonisten Thrombin lieBen sich mittels BMS-200261 fur alle
untersuchten intrazellularen Signalkaskadenkomponenten bei nachfolgender Stimulation
mit 5 Units Thrombin/ml reduzieren. Demnach deutete sich an, dass Phosphorylierungsef-
fekte dieser Konzentration an Thrombin auf eine Vermittlung uber PAR-1 zurlckgefuhrt
werden kénnen. Andeutungsweise lieR sich dies ebenso bei p-ERK 1/2™20%T204 hach Si-
mulation mit 0,1 Units Thrombin/ml nachweisen. Hinsichtlich p-AKT®**"* lieR sich, iiberein-
stimmend mit dem Ergebnis zur Inhibition von Thrombin mittels Lepirudin, nach einer Sti-
mulation mit 0,1 Units Thrombin/ml eine tendenziell erhéhte Phosphorylierung nachweisen.
Dieser Effekt ergab sich ebenso hinsichtlich p-p70S6K™3%°,
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3.1.4 Der zeitliche Verlauf der Thrombin- sowie PAR-1- spezifischen Inhibition bzw.
Antagonisierung der induzierten Phosphorylierungseffekte

Aufbauend auf die vorgenannten Ergebnisse erfolgten Versuche zur Darstellung des zeitli-
chen Verlaufs der Wirkungen der spezifischen direkten Thrombin-Inhibition bzw. einer PAR-
1-Antagonisierung auf die Thrombin-induzierten Phosphorylierungseffekte der zu untersu-

chenden intrazellularen Signalkaskadenkomponenten.

3.1.4.1 Der zeitliche Verlauf hinsichtlich ERK 1/2"202/Tyr204

2Thr202/Tyr204 in der eingesetzten Do-

Thrombin stimulierte die Phosphorylierung von ERK 1/
sierung von 0,1 Units/ml im frihzeitigen Verlauf nach 5 Minuten nicht deutlicher gegenuber
der nicht stimulierten Kontrolle. Jedoch deutete die Anwendung von Lepirudin [1um] auch
zu diesem Zeitpunkt sowie ebenso zum Zeitpunkt 15 Minuten eine reduzierende Wirkung
auf die ERK 1/2™2%2T204_phosphorylierung an. Der Trend zu den Zeitpunkten 20 und 30
Minuten wies auf eine erneut ansteigende Phosphorylierung. In der Gesamtheit zeigte sich
jedoch zu allen Zeitpunkten eine deutlich geringere Phosphorylierung von ERK
1/2T"r202/Ty204 qegeniiber den Versuchen zum zeitlichen Verlauf der Phosphorylierung ohne

Anwendung von Lepirudin (siehe Abschnitt 3.1.2.1).
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Abbildung 3.16: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2""%2™2% nach Inkubation mit dem direkten
Thrombininhibitor Lepirudin sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die gra-
phische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK 1/2™2°2™2% normalisiert zu ERK 1/2 sowie a -
Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, inhibierten und nicht inhibier-
ten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin und nachfolgender Stimulation mit Throm-
bin [0,1 Units/ml] fir 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=2).
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Im Versuch zur Darstellung der Wirkung einer Antagonisierung mit BMS-200261 auf die

2TM202Myi20% i zeitlichen Verlauf zeigte

Thrombin-induzierte Phosphorylierung von ERK 1/
sich ein differierender Verlauf. Frihzeitig deutete sich in diesem Versuch eine Zunahme der
Phosphorylierung gegenuber der unstimulierten Kontrolle an. Eine der Antagonisierung fol-
gende Stimulation mit Thrombin zeigte jedoch zu allen nachfolgenden Zeitpunkten (10, 15,
20 und 30 Minuten), dass das Phosphorylierungsniveau der nicht antagonisierten Kontrolle
tendenziell unterschritten wurde. Der bereits in Abschnitt 3.1.3.2.1 angedeutete reduzieren-
de Effekt von BMS-200261 auf die Phosphorylierung von ERK 1/2""202T204 jiert sich dem-

nach erneut darstellen.
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Abbildung 3.17: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™20%W2% nach Inkubation mit dem Antago-
nisten BMS-200261 sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die graphische
Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK 1/2™2%2™2% hormalisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin
in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, antagonisierten und nicht antagoni-
sierten Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 und nachfolgender Stimulation mit
Thrombin [0,1 Units/ml] fiir 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt ist der Wert eines Expe-
rimentes (n = 1).

3.1.4.2 Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung von AKT®®™7

In den vorliegenden Experimenten stimulierte Thrombin die Phosphorylierung von AKTSe73

in der eingesetzten Dosierung von 0,1 Units/ml im frihzeitigen Verlauf nach 5 Minuten nicht

deutlicher gegenuber der nicht stimulierten Kontrolle. Jedoch zeigte die vorangegangene
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Anwendung von Lepirudin [1um] mit nachfolgender Thrombinstimulation auch in diesen
Versuchen eine tendenzielle Zunahme der Phosphorylierung von AKTS*™" 2y den nachfol-
genden Zeitpunkten. In der Gesamtheit entspricht der gezeigte Effekt demnach dem Resul-
tat der Experimente zur Anwendung verschiedener Konzentrationen an Lepirudin vor Sti-
mulation mit 0,1 Units/ml Thrombin (siehe Abschnitt 3.1.3.1.2).
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Abbildung 3.18: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*"™" nach Inkubation mit dem direkten Thrombi-

ninhibitor Lepirudin sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die graphische
Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKT®*"™" normalisiert zu AKT sowie a - Tubulin in HMEC-1-
Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, inhibierten und nicht inhibierten Kontrollen sowie
nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin und nachfolgender Stimulation mit Thrombin [0,1 Units/ml] fur
5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=2, *p<0,05 vs. 0, gemaR
Kruskal-Wallis-Test besteht ein Unterschied zwischen den Gruppen).

Im Versuch zur Darstellung der Wirkung einer Antagonisierung mit BMS-200261 auf die

T im zeitlichen Verlauf zeigte sich ein

Thrombin-induzierte Phosphorylierung von AK
gleichsamer Verlauf. Im fruhzeitigen Verlauf nach 5 Minuten lie® sich keine deutlichere
Phosphorylierung gegenlber der unbehandelten Kontrolle wahrnehmen. Zu spateren Un-
tersuchungszeitpunkten deutete sich jedoch eine Zunahme der Phosphorylierung gegen-
Uber der ausschlieBlich Thrombin-stimulierten Kontrolle an. In der Gesamtheit entspricht
auch dieser gezeigte Effekt demnach dem Resultat der Experimente zur Anwendung ver-
schiedener Konzentrationen an BMS-200261 vor Stimulation mit 0,1 Units/ml Thrombin

(siehe Abschnitt 3.1.3.2.2).
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Abbildung 3.19: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*™" nach Inkubation mit dem Antagonisten

BMS-200261 sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die graphische Dar-
stellung zeigt die Phosphorylierung von AKT®*™"3 normalisiert zu AKT sowie a - Tubulin in HMEC-1-
Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, antagonisierten und nicht antagonisierten Kontrol-
len sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 und nachfolgender Stimulation mit Thrombin [0,1
Units/ml] fir 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt ist der Wert eines Experimentes (n = 1).

3.1.4.3 Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung der p70S6K™"2°

Thrombin stimulierte die Phosphorylierung von p70S6K™?¢° in der eingesetzten Dosierung
von 0,1 Units/ml im frihzeitigen Verlauf nach 5 Minuten in diesen Experimenten ebenso
nicht deutlicher gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Auch zu den weiteren Zeitpunkten
zeigte die Anwendung von Lepirudin [1um] vor der Stimulation mit Thrombin ein der unbe-
handelten Kontrolle vergleichbares Phosphorylierungsniveau. Nach 20 bzw. 30 Minuten

zeigte sich der Trend einer steigenden Phosphorylierung.
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Abbildung 3.20: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K nach Inkubation mit dem direkten
Thrombininhibitor Lepirudin sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die gra-
phische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von p70S6K™* normalisiert zu p70S6K sowie a - Tubu-
lin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, inhibierten und nicht inhibierten
Kontrollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit Lepirudin und nachfolgender Stimulation mit Thrombin
[0,1 Units/ml] fur 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=2).

Im Versuch zur Darstellung der Wirkung einer Antagonisierung mit BMS-200261 auf die
Thrombin-induzierte Phosphorylierung von p70S6K™?®° zeigte sich im zeitlichen Verlauf
eine tendenzielle Zunahme der Phosphorylierung gegenuber der unbehandelten sowie der
kurzfristig (5 Minuten) Thrombin-stimulierten Kontrolle bis zum Zeitpunkt von 20 Minuten. In
der Gesamtheit entspricht auch dieser gezeigte Effekt demnach dem Resultat der Experi-
mente zur Anwendung verschiedener Konzentrationen an BMS-200261 vor Stimulation mit

0,1 Units/ml Thrombin (siehe Abschnitt 3.1.3.2.3).
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Abbildung 3.21: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K nach Inkubation mit dem Antagonisten
BMS-200261 sowie nachfolgender Stimulation mit Thrombin im zeitlichen Verlauf. Die graphische Dar-
stellung zeigt die Phosphorylierung von p7086KThr389 normalisiert zu p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-
1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten, antagonisierten und nicht antagonisierten Kon-
trollen sowie nach 2-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 und nachfolgender Stimulation mit Thrombin
[0,1 Units/ml] fur 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten gemessen. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=2).

3.1.4.4 Zusammenfassung der Thrombin- sowie PAR-1- spezifischen Inhibition bzw. Anta-

gonisierung der induzierten Phosphorylierungseffekte auf die Signaltransduktion im zeitli-

chen Verlauf

Zusammenfassend glichen die Wirkungen einer direkten Thrombin-Inhibition bzw. einer
PAR-1-Antagonisierung den Resultaten der Vorversuche auch im zeitlichen Verlauf fur alle

untersuchten Signalkaskadenkomponenten.

3.2 Die Charakterisierung molekularer Mechanismen induziert durch Antikorper ge-

richtet gegen den Protease-aktivierten Rezeptor-1

3.2.1 Nachweis von Inmunglobulinen G und PAR-1-Antikorpern

In allen aufgearbeiteten Patienten- bzw. Probandeneluaten lieRen sich geldste Immunglo-
buline G nachweisen. Ebenso lielRen sich in den Patienteneluaten Antikdrper gegen den

Protease-aktivierten Rezeptor-1 bestimmen.
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Im Folgenden wurden die Wirkungen gegen den PAR-1 gerichteter Antikérper auf die vor-
genannten intrazellularen Signalkaskadenkomponenten untersucht. Hierfir wurden die
HMEC-1-Zellen Immunglobulinen gesunder Probanden als auch PAR-1-Antikdrper-positiver

Patienten mit einer Transplantatnierenrejektion ausgesetzt.

3.2.2 Die Aktivierung des Protease-aktivierten Rezeptor-1 im zeitlichen Verlauf

Untersucht wurde der zeitliche Verlauf der Aktivierung des PAR-1 durch agonistisch wir-
kende gegen den PAR-1 gerichtete Antikdrper. An einer Gesamtzahl von 4 differenten Kon-
zentrationen (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml) wurde zunachst ermittelt, welche
Konzentration an Immunglobulineluat zu einer nachweisbaren Aktivierung des PAR-1 fuhr-
te. Anschliellend wurden 12 Zeitpunkte (3, 5, 8, 10, 15, 30 Minuten sowie 1, 2, 4, 6, 12, 15
Stunden) hinsichtlich einer nachweislichen PAR-1-Aktivierung analysiert.

Signifikant hoher war die Anzahl aktiver PAR-1 nach einer mindestens 10-minitigen Stimu-
lation mit Immunglobulinen von Patienten mit Transplantatnierenrejektion im Vergleich zu

den klrzeren untersuchten Zeitpunkten.
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Abbildung 3.22: Analyse der relativen Aktivierung des PAR-1 nach Stimulation mit Immunglobulineluat
gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten von Patienten
mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die relati-
ve Zahl aktivierter PAR-1. Die Zahl inaktiver Rezeptoren wurde fir einen Zeitraum < 10 sowie = 10 Minu-
ten nach Stimulation mit Immunglobulinen [1 mg/ml] gesunder Probanden sowie von Patienten mit
Transplantatnierenrejektion gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=5, *p<0,05 vs. 0, Mann-
Whitney-U-Test).
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3.2.3 Die Abhingigkeit der ERK 1/2™202"204_aktivierung von der Konzentration an
PAR-1-Antikorper-positiven IgG

An einer Gesamtzahl von 4 differenten Konzentrationen (0,5 mg IgG/ml, 1 mg IgG/ml, 1,5
mg 1gG/ml, 2 mg 1gG/ml) wurde untersucht, welche Konzentration an PAR-1-Antikdrper-
positiven Immunglobulineluat zu einer nachweisbaren Phosphorylierung der zur Untersu-
chung identifizierten intrazelluldren Komponente ERK 1/2™"20% 7204 gijhrte
PAR-1-Antikorper-positives Immunglobulineluat von Patienten mit Transplantatnierenrejek-
tion erhdhte die Phosphorylierung in einer eingesetzten Konzentration von 0,5 mg/ml, 1
mg/ml und 1,5 mg/ml gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Ein hoher Phosphorylie-
rungseffekt wurde fur Tx-IgG dabei mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml erzielt. Phospho-
rylierungseffekte deuteten sich jedoch auch bei einer Stimulation der HMEC-1-Zellen mit
IgG gesunder Probanden (Kon-lgG) gegenuber der unbehandelten Kontrolle an. Jedoch

waren die Effekte nicht signifikant.
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Abbildung 3.23: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™"%2™20% nach Stimulation mit Immunglobu-
lineluat gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten von
Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) in Abhangigkeit der Dosis. Die graphische Darstellung
zeigt die Phosphorylierung von ERK 1/2™20%1204 gi5 relative Expression zu ERK 1/2 sowie a — Tubulin in
HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylierung wurde nach Stimulation mit 0,5, 1, 1,5 und 2 mg/ml der vorge-
nannten Immunglobulineluate gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=2).
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3.2.4 Die Aktivierung der Signaltransduktion durch PAR-1-Antikorper im zeitlichen

Verlauf

Aufbauend auf die Ergebnisse der Dosisreihe erfolgten Versuche zur Analyse des zeitlichen
Verlaufs PAR-1-Antikorper-initilerter Effekte auf die Phosphorylierung der identifizierten int-
razellularen Signalkaskadenkomponenten mit 1 mg/ml PAR-1-Antikérper-positivem Immun-

globulineluat.

3.2.4.1 Die Wirkung auf ERK 1/2202Tyr204

2Thr202/Tyr204

Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Phosphorylierung von ERK 1/ nach

Stimulation der HMEC-1-Zellen mit PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulinen mit einem
Maximum nach 10 Minuten. Signifikant erhdht zeigte sich die Phosphorylierung nach 5 und
15 Minuten gegenulber der nicht stimulierten Kontrolle. Jedoch liel} sich ein deutlicher An-
stieg der Phosphorylierung auch nach Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Pro-

banden nach 5, 10 und 15 Minuten gegenuber der unbehandelten Kontrolle verzeichnen.
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Abbildung 3.24: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™"%2™20% nach Stimulation mit Immunglobu-
lineluat gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten von
Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt
die Phosphorylierung von ERK 1/2"2%2W204 normalisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen.
Die Phosphorylierung wurde in unstimulierten Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimu-
lation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] gesunder Probanden sowie von Patienten mit Transplantatnie-
renrejektion bestimmt. Dargestellt sind die Werte + SD (n=4, *p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-Test,
*p<0,05 vs. 0, gemal Kruskal-Wallis-Test besteht ein Unterschied zwischen den Gruppen).
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3.2.4.2 Die Wirkung auf AKT®*""3

Bzgl. AKT®*" fiihrte die Stimulation der HMEC-1-Zellen mit PAR-1-Antikdrper-positiven
Immunglobulinen von Patienten mit Transplantatnierenrejektion zu einem Anstieg der
Phosphorylierung bzgl. aller untersuchter Zeitpunkte gegenuber der nicht behandelten Kon-
trolle. Ein maximaler Effekt deutete sich hier nach 30 Minuten an. Jedoch liel3 sich ebenso
ein Anstieg der Phosphorylierung nach Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder
Probanden von 5 dber 10 auf 15 Minuten (Maximum) gegenuber nicht behandelten Kontrol-

len verzeichnen.
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Abbildung 3.25: Analyse der Phosphorylierung von AKT®*™" nach Stimulation mit Immunglobulineluat

gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten von Patienten
mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die Phos-
phorylierung von AKT®*"® normalisiert zu AKT sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die Phosphorylie-
rung wurde in unstimulierten Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimulation mit Immun-
globulineluaten [1 mg/ml] gesunder Probanden sowie von Patienten mit Transplantatnierenrejektion be-
stimmt. Dargestellt sind die Werte £ SD von zwei unabhangigen Experimenten (n=2).

3.2.4.3 Die Wirkung auf p70S6K ™%

K™% zeigte sich ein Phosphorylierungsmanxi-

Hinsichtlich der Phosphorylierung der p70S6
mum nach 30 Minuten fir die Stimulation der HMEC-1-Zellen mit PAR-1-Antikorper-
positiven Immunglobulinen von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Jedoch wurde
dies wiederum ebenso fur eine Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden

demonstriert. Die Effekte erreichten keine Signifikanz.
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Abbildung 3.26: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K nach Stimulation mit Immunglobuline-
luat gesunder Probanden (Kon-lgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten von Patien-
ten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) im zeitlichen Verlauf. Die graphische Darstellung zeigt die
Phosphorylierung von p—p7OSGKThr389 normalisiert zu p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Die
Phosphorylierung wurde in unstimulierten Kontrollen sowie 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten nach Stimulation
mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] gesunder Probanden sowie von Patienten mit Transplantatnierenre-
jektion bestimmt. Dargestellt sind die Werte + SD (n=2).

3.2.4.4 Zusammenfassung der Wirkung von PAR-1-Antikdrpern auf die Aktivierung der Sig-

naltransduktion im zeitlichen Verlauf

Erneut lieBen sich frGthe maximale Effekte bezuglich der Phosphorylierung von ERK
1/2T"r202/Ty204 mit einem Maximum nach 10 Minuten zeigen. Hinsichtlich p-AKT®*™"* und p-
p70S6K™* pestand in Konkordanz zu den Experimenten mit Thrombin eine erhohte
Phosphorylierung zu den spateren untersuchten Zeitpunkten mit einem Maximum nach 30

Minuten.

3.2.5 Nachweis der PAR-1-Spezifitat der induzierten Signalkaskadenaktivierung

Die folgenden Versuche dienten dem Nachweis, dass die gezeigten Wirkungen nicht durch
den naturlichen Agonisten Thrombin, sondern PAR-1-vermittelt hervorgerufen worden. Alle
dargestellten Versuche beziehen sich hierbei auf eine 15-minltige Stimulation der HMEC-1-
Zellen mit Immunglobulineluaten, da zu diesem Zeitpunkt entsprechend den Vorergebnis-
sen Phosphorylierungseffekte bei allen untersuchten Signalkaskadenkomponenten nach-

weisbar waren.
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3.2.5.1 Die Antikorper-Wirkung in Abhangigkeit einer direkten Thrombininhibition

Zur Bestatigung, dass die gezeigten Antikdrper-induzierten Wirkungen ohne Einfluss des
naturlichen PAR-1-Aktivators Thrombin hervorgerufen worden, untersuchten wir die Aus-
wirkungen einer direkten Inhibition von Thrombin mittels Lepirudin vor Applikation PAR-1-

Antikdrper-positiver Tx-Immunglobulineluate.

3.2.5.1.1 Lepirudin reduziert die PAR-1-IgG-Wirkung auf ERK 1/2T"20%T¥204 picht

PAR-1-Antikorper-positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejek-
tion bedingten eine tendenzielle Erhéhung der Phosphorylierung von ERK 1/27"202/Tyr204
nach einer vorangegangenen Inhibition von Thrombin mit Lepirudin gegeniber der nicht
inhibierten Kontrolle. Im Gegensatz hierzu reduzierte eine vorangegangene Thrombininhibi-
tion die Wirkung der Immunglobulineluate gesunder Probanden auf die Phosphorylierung

von ERK 1/2™202/¥r20% gegeniiber der nicht inhibierten Kontrolle tendenziell.
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Abbildung 3.27: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™"%2™™2%% nach Inhibition der Inkubation mit
Immunglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-lgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobuli-
neluaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den direkten Thrombininhibitor
Lepirudin. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von ERK 127202204 1 ormalisiert zu
ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stiindiger Inkubation mit dem direkten Throm-
bin-Inhibitor Lepirudin folgte eine 15-mindtige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden
sowie von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und
nicht inhibierten Kontrollen sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und Lepirudin in
aufsteigender Konzentration von 0,1, 1 und 10 uM gemessen. Dargestellt sind die Werte £+ SD (n=6,
*p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-Test, *p<0,05 vs. 0, gemal Kruskal-Wallis-Test besteht ein Unterschied

zwischen den Gruppen).
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3.2.5.1.2 Lepirudin reduziert die PAR-1-IgG-Wirkung auf AKT®**"® nicht

Hinsichtlich AKT®®™" fiihrte eine Vorbehandlung mit Lepirudin und nachfolgender Stimulati-
on mit PAR-1-Antikérper-positiven Immunglobulineluaten von Patienten mit Transplantat-
nierenrejektion tendenziell ebenso zu einer Erhdhung der Phosphorylierung. Jedoch zeigte
die Vorbehandlung mit 10 pyM Lepirudin mit nachfolgender Tx-lgG-Stimulation ein ver-
gleichbares Phosphorylierungsniveau gegenuber der nicht inhibierten Kontrolle. Erst mit
sinkender vorangegangener Konzentration an direktem Thrombininhibitor von 1 bzw. 0,1
UM Lepirudin stieg die Phosporylierung von AKT®*™"? stimuliert durch Tx-IgG. Die vorange-
gangene Thrombininhibition bewirkte fur die nachfolgende Stimulation mit Immunglobuline-
luaten gesunder Probanden, dass sich die Phosphorylierung von AKTSer73 gegenuber der
nicht inhibierten Kontrolle variabel zeigte, jedoch tendenziell abnahm und somit der Phos-
phorylierungseffekt im Zusammenhang mit der Wirkung von Thrombin stehen kann. Signifi-

kante Ergebnisse wurden nicht erzielt.
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Abbildung 3.28: Analyse der Phosphorylierung von AKT®**"® nach Inhibition der Inkubation mit Immun-

globulineluaten gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikérper-positiven Immunglobulineluaten
von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den direkten Thrombininhibitor Lepirudin.
Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKT®*™" normalisiert zu AKT sowie a - Tubu-
lin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stiindiger Inkubation mit dem direkten Thrombin-Inhibitor Lepirudin folg-
te eine 15-minttige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden sowie von Patienten mit
Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht inhibierten Kontrol-
len sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und Lepirudin in aufsteigender Konzentra-
tion von 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=2).
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3.2.5.1.3 Lepirudin reduziert die PAR-1-IgG-Wirkung auf p70S6K ™% nicht

Nur eine Vorbehandlung mit 10 uM Lepirudin zeigte bei nachfolgender Stimulation mit Tx-
IgG eine tendenzielle Zunahme der Phosphorylierung von p70S6K™*®° gegeniiber der nicht
inhibierten Kontrolle. Hinsichtlich der Stimulation mit IgG gesunder Probanden bestatigte
sich erneut, dass hier die Anwendung von Lepirudin zu einer tendenziellen Reduktion der
Phosphorylierung gegeniber der nicht inhibierten Kontrolle flihrte. Die Werte erreichten

keine Signifikanz.
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Abbildung 3.29: Analyse der Phosphorylierung von p7OS6KThr389 nach Inhibition der Inkubation mit Im-
munglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-lgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobuline-
luaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den direkten Thrombininhibitor Lepi-
rudin. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von p—p7086KThr389 normalisiert zu
p70S6K™"* sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stundiger Inkubation mit dem direkten
Thrombin-Inhibitor Lepirudin folgte eine 15-minttige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Pro-
banden sowie von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandel-
ten und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und Lepi-
rudin in aufsteigender Konzentration von 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD

(n=2).
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3.2.5.1.4 Zusammenfassung der PAR-1-IgG-Wirkung in Abhangigkeit einer direkten
Thrombininhibition

Zusammenfassend deutete sich hinsichtlich ERK 1/2""2%2™204 g1 dass eine vorangegan-
gene Thrombininhibition mit nachfolgender Stimulation mit PAR-1-Antikérper-positiven Im-
munglobulineluaten zu einer Erhéhung der Phosphorylierung fuhrte. Eine Inhibition vor Sti-
mulation mit IgG gesunder Probanden fuhrte zur tendenziellen Reduktion der Phosphorylie-
rung. Demnach lassen sich diese Immunglobulin-assoziierten Phosphorylierungseffekte im
Zusammenhang mit der Wirkung Thrombins sehen. Ein solcher Trend zeigte sich auch
bzgl. der Phosphorylierungseffekte mit IgG gesunder Probanden hinsichtlich AKT*""® so-
wie S6K1™"%% |m Gegensatz dazu fiihrte PAR-1-IgG von Patienten mit Nierentransplan-

tatrejektion unabhangig von Thrombin zu Aktivierungen dieser Signalwege.

3.2.5.2 Die Antikorper-Wirkung in Abhangigkeit einer PAR-1-Antagonisierung mit BMS-
200261

Zur Untersuchung, ob die gezeigten Antikérper-induzierten Wirkungen durch den Protease-
aktivierten-Rezeptor 1 vermittelt wurden, erfolgten Experimente mit Antagonisierung des
PAR-1-Rezeptors durch den spezifischen Blocker BMS-200261 vor Applikation der PAR-1-

Antikdrper-positiven Immunglobulineluate.

3.2.5.2.1 BMS-200261 reduziert die PAR-1-lgG-Wirkung auf ERK 1/27"202/Tyr204

Eine vorangegangene Antagonisierung mit BMS-200261 in einer Konzentration von 10 yM
bewirkte eine verringerte Phosphorylierung von ERK 1/2™0%T204 gegeniiber der nicht an-
tagonisierten Kontrolle. Fur geringere Konzentrationen an eingesetztem BMS-200261 lieR
sich dieser Effekt nicht in dieser Deutlichkeit nachweisen. Jedoch entsprach das Phospho-
rylierungsniveau tendenziell dem der nicht antagonisierten Kontrolle mit Ausnahme der ge-
ringsten eingesetzten Dosis an BMS-200261 von 0,01 yM. Hier bedingte die nachfolgende
Stimulation mit Tx-IgG eine Zunahme der Phosphorylierung von ERK 1/2T"20%7y204 geqen-
Uber der nicht antagonisierten Kontrolle. Die Wirkung der Immunglobulineluate gesunder
Probanden auf die Phosphorylierung von ERK 1/2""202V204 requzierte BMS-200261 pro-
portional zur eingesetzten Dosis, mit einer maximalen beziehungsweise minimalen Reduk-
tion hinsichtlich 10 uM beziehungsweise 0,01 uM, sodass auch diesbezuglich eine PAR-1-

2Thr202/Tyr204

Aktivierung mit Beeinflussung der Aktivierung von ERK 1/ anzunehmen ist. Je-

doch waren die Ergebnisse nicht signifikant.
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6bbildung 3.30: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2""%2™2%% nach Inhibition der Inkubation mit
Immunglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-lgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobuli-
neluaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den tethered-ligand-Sequenz-
Antagonisten des PAR-1-Rezeptors BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung
von ERK 1/2™202M204 hormalisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stiindiger
Inkubation mit BMS-200261 folgte eine 15-minutige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Pro-
banden sowie von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandel-
ten und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und BMS-
200261 in aufsteigender Konzentration von 0,01, 0,1, 1 und 10 uM gemessen. Dargestellt sind die Werte
1+ SD (n=3).

3.2.5.2.2 Der Einfluss von PAR-1-IgG auf die Phosphorylierung von AKT®**"% in Abhangig-
keit von BMS-200261

Bzgl. AKT®*™"® bewirkte eine vorangegangene Antagonisierung mit BMS-200261 vor der
Stimulation mit PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten fur Tx-IgG keine Reduk-
tion der Phosphorylierung gegenuber der nicht antagonisierten Kontrolle. Die nachfolgende
Stimulation mit 10 und mit 0,1 uM bewirkte eine tendenziell erhéhte Phosphorylierung ge-

genuber der nicht antagonisierten Kontrolle. Daruber hinaus deutete sich bezlglich der

TSe73 gine ebenso propor-

Wirkung der Immunglobulineluate gesunder Probanden auf p-AK
tionale Reduktion der Phosphorylierung, vergleichbar p-ERK 1/2™202T204 " hinsichtlich der

eingesetzten Dosis an BMS-200261 an.
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Abbildung 3.31: Analyse der Phosphorylierung von AKT®**"® nach Inhibition der Inkubation mit Immun-

globulineluaten gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikérper-positiven Immunglobulineluaten
von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den tethered-ligand-Sequenz-Antagonisten
des PAR-1-Rezeptors BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung von AKTSe73
normalisiert zu @ - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stiindiger Inkubation mit BMS-200261 folgte
eine 15-miniltige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden sowie von Patienten mit
Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht inhibierten Kontrol-
len sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und BMS-200261 in aufsteigender Kon-
zentration von 0,01, 0,1, 1 und 10 yM gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=3).

3.2.5.2.3 Der Einfluss von PAR-1-IgG auf die Phosphorylierung von p70S6K™%* in Abhan-
gigkeit von BMS-200261

PAR-1-1gG von Tx-Patienten fuhrte nach vorangegangener Inkubation mit BMS-200261 zu
einer variablen, im Mittel jedoch tendenziell erhdhten Phosphorylierung der p7OS6KThr389
gegenuber der nicht antagonisierten Kontrolle. Dartiberhinaus zeigten sich fur die Stimulati-
on mit IgG gesunder Probanden keine wesentlichen Effekte auf die Phosphorylierung. Auch
lieR sich keine Wirkung der Immunglobulineluate gesunder Probanden auf die Phosphory-

lierung der p70S6K™™** in Abhangigkeit einer Antagonisierung mit BMS-200261 nachwei-

sen.
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Abbildung 3.32: Analyse der Phosphorylierung von p70S6K nach Inhibition der Inkubation mit Im-
munglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobuline-
luaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) durch den tethered-ligand-Sequenz-
Antagonisten des PAR-1-Rezeptors BMS-200261. Die graphische Darstellung zeigt die Phosphorylierung
von p7086KThr389 normalisiert zu p70S6K sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach zwei-stiindiger Inku-
bation mit BMS-200261 folgte eine 15-minitige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Proban-
den sowie von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten
und nicht inhibierten Kontrollen sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und BMS-
200261 in aufsteigender Konzentration von 0,01, 0,1, 1 und 10 uM gemessen. Dargestellt sind die Werte
+ SD (n=3, *p<0,05 vs. 0, gemalR Kruskal-Wallis-Test besteht ein Unterschied zwischen den Gruppen).

3.2.5.2.4 Zusammenfassung der PAR-1-vermittelten Antikérper-Wirkung
Zusammenfassend zeigte die Antagonisierung des PAR-1 mittels BMS-200261 ausschliel3-

2Thr202/Tyr204 aine tendenziell reduzierende

lich hinsichtlich der Phosphorylierung von ERK 1/
Wirkung und kann damit mit einem PAR-1-mediierten Effekt in Zusammenhang stehen.
Hinsichtlich der p70S6K™®° deutete sich eine erhdhte Phosphorylierung unabhangig von
Thrombin und PAR-1 nach Stimulation mit Tx-IgG an. Bzgl. AKT**""3 bewirkte eine Anta-
gonisierung mit BMS-200261 eine tendenzielle Erhéhung der Phosphorylierung. Demnach
ware die durch Tx-lgG induzierte Phosphorylierung nicht durch Thrombin vermittelt. Eine
Antagonisierung mit BMS-200261 bewirkte zudem eine tendenzielle Erh6hung der Phos-

phorylierung, sodass PAR-1 eine negativ regulierende Position einzunehmen scheint.
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3.2.6 Der Effekt von PAR-1-IgG auf ERK 1/2™"2%2™"2% 4 Aphingigkeit von Pertus-
sistoxin

Bestatigt werden sollte zudem die G-Protein-gekoppelte Transduktion PAR-1-mediierter
Wirkungen auf ERK 1/2T"02™204 ' pas ADP-ribosylierende Pertussistoxin (PTX) verhindert
durch eine kovalente Modifizierung die Aktivierung der Unterfamilien Gi, G, und G..'®® Bis-
her bekannt ist eine Bindung von PAR-1 an Ggj11, Gyound Giz.13."%°

Nach Vorbehandlung mit PTX fuhrte die Stimulation mit PAR-1-Tx-IgG unerwartet zu einer
tendenziellen Erhdhung der Phosphorylierung von ERK 1/2™20%T204 - Am wirksamsten war
hierbei die Inhibition mit 50 ng/ml PTX. Bereits die Anwendung von PTX an HMEC-1-Zellen
ohne nachfolgende IgG-Stimulation bewirkte eine tendenzielle Reduktion der ERK
17220271204 _phosphorylierung. Dies deutet eine inhibierende Wirkung des PTX an, welche

schon unter nicht stimulierten Bedingungen wirkt.
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Abbildung 3.33: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™20%T™2% nach Inhibition des G-Protein-
gekoppelten Rezeptors PAR-1 durch Pertussistoxin sowie Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml]
von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-gG). Die graphische Darstellung zeigt die Phosphory-
lierung von ERK 1/2""20%W2%% normalisiert zu ERK 1/2 sowie a - Tubulin in HMEC-1-Zellen. Nach ein-
stiindiger Inkubation mit dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor-Inhibitor Pertussistoxin folgte eine 15-
minutige Stimulation mit Immunglobulineluaten von Patienten mit einer Transplantatnierenrejektion. Die
Phosphorylierung wurde in unbehandelten, nicht inhibierten und inhibitierten Kontrollen sowie nach Inku-
bation mit Immunglobulineluaten der Patientengruppe und Pertussistoxin in aufsteigender Konzentration
von 5, 10 und 50 ng/ml gemessen. Dargestellt sind die Werte £ SD (n=2).
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3.2.7 Die Wirkung einer Neutralisierung von PAR-1-IgG auf ERK 1/2™"202/204 pittels
Peptidsequenz der 2. extrazellularen Schleife

Zur Bestatigung der antikorper-induzierten Aktivierung des PAR-1 wurde die Neutralisie-
rung der PAR-1-Antikdrper mit einem der funktionellen Konformation der 2. extrazellularen
Schleife des PAR-1 entsprechenden Peptid untersucht.

Bekannt ist, dass die 2. extrazellulare Schleife des PAR-1 kritisch flr spezies-spezifische
Ligandeninteraktionen und die Erkennung von Peptidagonisten ist."”" In Untersuchungen
zur Struktur des Thrombinrezeptors an chimaren Rezeptoren mit humanen als auch Xe-
nopus laevis- Anteilen liel} sich die Ligandendomane, welche die transmembranare Signal-
transduktion initiiert, in den Aminosaurepositionen 244 bis 268 der 2. extrazellularen Schlei-
fe als malgeblich fur Agonisten identifizieren."”" Insbesondere die Aminosaure Glutamin an
Position 260 wurde hierbei als entscheidend flr das Ansprechen des Rezeptors auf als kor-
rekt identifizierte Agonisten ausfindig gemacht.” Die gemeinsame Inkubation von PAR-1-
Antikdrper-positivem Immunglobulineluat mit der synthetischen Peptidsequenz der 2. extra-
zellularen Schleife fuhrt zur Bindung des Antikdrpers an die Sequenz, sodass keine Anti-
korperbindung an den PAR-1 erfolgen kann.

Die Stimulation mit Tx-IgG, bei welchem eine Neutralisierung der PAR-1-Antikdrper mittels
des synthetischen Peptids erfolgte fuhrte zu keiner Veranderung der Phosphorylierung von
ERK 1/2"202/y204 geqeniiber der nicht stimulierten Kontrolle. Bzgl. einer Stimulation mit

IgG gesunder Probanden zeigte sich nach Neutralisierung im Mittel ebenso kein Effekt.
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Abbildung 3.34: Analyse der Phosphorylierung von ERK 1/2™2%?™™2%* nach Neutralisierung der Wirkung
von PAR-1-Antikdrpern durch die Peptidsequenz der 2. extrazelluldren Schleife des PAR-1 sowie Inkuba-
tion mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-IgG) sowie PAR-1-Antikdrper-positiven Immun-
globulineluaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG). Die graphische Darstellung zeigt
die Phosphorylierung von ERK 1/2™2%2204 normalisiert zu ERK 1/2 sowie GAPH in HMEC-1 Zellen.
Nach einstlindiger Inkubation mit der 2. extrazellularen Schleife des PAR-1 in den Konzentrationen von 1
bzw. 0,1 uM folgte eine 15-minttige Stimulation mit Immunglobulineluaten gesunder Probanden sowie
von Patienten mit Transplantatnierenrejektion. Die Phosphorylierung wurde in unbehandelten und nicht
neutralisierten Kontrollen sowie nach Inkubation mit Immunglobulineluaten [1 mg/ml] und der Peptidse-
quenz der 2. extrazellularen Schleife des PAR-1 in aufsteigender Konzentration von 0,1 und 1 uM ge-
messen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=3).

3.3 Die Wirkung von PAR-1-Antikorper-positivem IgG von Patienten mit Transplan-

tatnierenrejektion auf die endotheliale Sekretion von Interleukin-6

Zur Klarung einer Wirkung gegen den PAR-1 gerichteter Antikorper auf die endotheliale
Inflammation wurde die Sekretion von IL-6 an HMEC-1-Zellen untersucht.
Erhdhte Serumkonzentrationen an IL-6 sind bei Patienten mit Transplantatnierenrejektio-

nen'" vorbeschrieben.

3.3.1 Die Expression von Interleukin-6 ist abhangig von der Konzentration an einge-
setztem PAR-1-Antikorper-IgG

Die Konzentration an PAR-1-Antikérper-positivem Immunglobulineluat, welche zu einer
nachweisbaren Induktion von IL-6 fuhrte wurde bestimmt. Die eingesetzten Immunglobuli-
neluate von Patienten mit Transplantatnierenrejektion erhdhten die Sekretion von Interleu-

kin-6 dosisabhangig. Proportional zum Anstieg der eingesetzten Konzentration an Antikor-

72



pereluat von 0,5 mg/ml, 1 mg/ml Gber 1,5 mg/ml auf 2 mg/ml stieg die Konzentration an

sezerniertem Interleukin-6. Jedoch erreichten die Werte keine Signifikanz.
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Abbildung 3.35: Analyse der Sekretion von Interleukin-6 nach Stimulation mit PAR-1-Antikdérper-
positiven Immunglobulineluaten von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) in Abhangigkeit
von der Dosis. Die graphische Darstellung zeigt die Sekretion von IL-6 [pg/ml] durch HMEC-1-Zellen. Die
Sekretion wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit Antikérpereluaten von Patienten mit Transplantatnie-
renrejektion in aufsteigender Konzentration von 0,5, 1, 1,5 und 2 mg/ml gemessen. Dargestellt sind die
Werte £ SD (n=2).

3.3.2 Die Expression von Interleukin-6 ist abhdngig von der Zeitdauer der Einwirkung
der PAR-1-Antikorper-IgG

PAR-1-Antikorper-positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejek-
tion erhéhten die Sekretion von Interleukin-6 proportional zur Zeitdauer der Stimulation. Von
3, 6 Uber 12 auf 24 Stunden stieg die Konzentration an sezerniertem Interleukin-6 signifi-
kant gegenuber der Stimulation von HMEC-1-Zellen mit Immunglobulineluaten gesunder
Probanden als Kontrollgruppe an. Bei Letzteren zeigte sich ein deutlich geringer zuneh-

mender signifikanter Effekt auf die Sekretion von Interleukin-6.

15+ |
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Abbildung 3.36: Analyse der Sekretion von Interleukin-6 nach Stimulation mit PAR-1-Antikoérper-
positiven Immunglobulineluaten [1 mg/ml] von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) sowie
mit Immunglobulineluat gesunder Probanden (Kon-IgG) in Abhangigkeit von der Zeit. Die graphische
Darstellung zeigt die Sekretion von IL-6 [pg/ml] durch HMEC-1-Zellen. Die Sekretion wurde nach 1-, 3-, 6-
, 12- sowie 24-stiindiger Inkubation mit den vorgenannten Immunglobulineluaten gemessen. Dargestellt
sind die Werte + SD (n=8, *p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-Test).

73



3.3.3 Die Wirkung des Inhibitors PD184352 auf die PAR-1-lgG-stimulierte IL-6-
Sekretion

Der MEK-Inhibitor PD184352 ist ein auch oral verfugbarer, hochspezifischer niedrigmoleku-
larer Inhibitor gegen eine der Schlisselkomponenten der ERK-Signalkaskade,
MEK1/MEK2."” Auf diesem Weg hemmt PD184352 die Phosphorylierung von ERK 1/2
sowie die hierdurch nicht stattfindende nachfolgende Signaltransduktion effektiv. Erfolgreich
eingesetzt wurde PD184352 bereits in Versuchen zur Inhibition von ERK 1/2 in HUVECs.""
Die signifikante Wirkung der PAR-1-Antikorper-positiven Tx-IgG auf die Sekretion von Inter-
leukin-6 wurde durch PD184352 tendenziell proportional zur eingesetzten Konzentration

gegenuber der nicht inhibierten Kontrolle reduziert.

IL-6 [pg/mlI]
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Abbildung 3.37: Analyse der Sekretion von Interleukin-6 nach Inhibition der Wirkung PAR-1-Antikérper-
positiven Immunglobulineluats [1 mg/ml] von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-IgG) mit
PD184352, einem Inhibitor der ERK-Signalkaskade. Die graphische Darstellung zeigt die Sekretion von
IL-6 [pg/ml] durch HMEC-1-Zellen. Die Sekretion wurde in unbehandelten und nicht inhibierten Kontrollen
sowie nach 1-stiindiger Inkubation mit PD184352 in aufsteigender Konzentration von 0,01, 0,1 und 1 uM,
gefolgt von einer 24-stiindigen Stimulation mit PAR-1-Antikdrper-positiven Immunglobulineluaten der
Patientengruppe gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=6, *p<0,05 vs. 0, Mann-Whitney-U-Test).

3.3.4 Die Wirkung PAR-1-Antikorper-positiver Tx-lgG-eluate auf die Expression von
Interleukin-6 wird durch die Antikorper-Neutralisierung sowie eine PAR-1-
Antagonisierung reduziert

Die Peptidsequenz der 2. extrazellularen Schleife sowie der PAR-1-Rezeptorantagonist
BMS-200261 reduzierten die  Wirkung der PAR-1-Antikdrper-positiven  Tx-
Immunglobulineluate auf die Sekretion von IL-6 signifikant. PAR-1-Antikdrper-positive Im-
munglobulineluate der Patientengruppe erhdhten die Sekretion von Interleukin-6. Der neut-
ralisierende Effekt einer vorangegangenen Inkubation mit der Peptidsequenz der 2. extra-
zellularen Schleife auf die PAR-1-Antikorper zeigte sich diskret umgekehrt proportional zur

eingesetzten Konzentration an Peptidsequenz von 1 zu 0,1 yM. Ebenso bewirkte der PAR-
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1-Rezeptorantagonist BMS-200261 eine diskret umgekehrt proportionale und signifikante
Reduktion der Sekretion von Interleukin-6 in den eingesetzten Dosierungen von 10 zu 1 yM
BMS-200261.

IL-6 [pg/ml]
+
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PAR-1 2ndECL-Peptidsequenz [uM]

BMS-200261 [uM]

Tx-1gG [1 mg/mi]

Abbildung 3.38: Analyse der Sekretion von Interleukin-6 nach Neutralisierung bzw. Inhibition der Wir-
kung PAR-1-Antikdrper-positiver Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejektion (Tx-
IgG) nach Inkubation mit der Peptidsequenz der 2. extrazellularen Schleife bzw. BMS-200261. Die gra-
phische Darstellung zeigt die Sekretion von IL-6 [pg/ml] durch HMEC-1-Zellen. Die Sekretion wurde in
unbehandelten und nicht neutralisierten bzw. inhibierten Kontrollen sowie nach 1-stiindiger Inkubation mit
der 2. extrazellularen Schleife des PAR-1 oder BMS-200261 in den Konzentrationen von 1 bzw. 0,1 und
10 bzw. 1 yM, gefolgt von einer 24-stiindigen Stimulation mit PAR-1-Antikérper-positiven Immunglobuli-
neluaten der Patientengruppe gemessen. Dargestellt sind die Werte + SD (n=6, *p<0,05 vs. 0, Mann-
Whitney-U-Test).
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4. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses gegen den G-Protein-
gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptor-1 gerichteter Antikdrper auf molekulare Mecha-
nismen in der Pathologie der Transplantatnierenrejektion. Hierfir wurden physiologische
sowie pathologische, durch isolierte PAR-1-Antikdrper vermittelte Prozesse an immortali-
sierten Endothelzellen, HMEC-1-Zellen, untersucht.

Erstmalig ist es mit dieser Arbeit gelungen, zellulare Wirkungen von PAR-1-Antikorpern im
Kontext von Transplantatnierenrejektionen nachzuweisen. Antikérper-induziert erfolgt eine
PAR-1-vermittelte Aktivierung von ERK 1/2. Diese liel3 sich in einen funktionellen Zusam-
menhang zur Sekretion von IL-6 als inflammatorischer Komponente der untersuchten Pa-
thologie stellen. Bestatigt wurden die Ergebnisse durch rezeptorspezifische Inhibitoren und

Antagonisten.
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Z NI Abbildung 4.1: Schematische Darstel-
lung des untersuchten interaktiven
Netzwerkes.

4.1 HMEC-1-Zellen als Grundlage fiir das Untersuchungsmodell

Die Durchfuhrung der dargestellten Versuche erfolgte an immortalisierten humanen derma-

len mikrovaskularen Endothelzellen. Hierdurch lieRen sich die Herausforderungen der Kul-
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tur primarer mikrovaskularer Endothelzellen: die Isolation zur Kultivierung sowie die fortge-
setzte anspruchsvolle Kultivierung neben einer sehr geringen Lebensspanne Uberwinden.
Zeichen der Seneszenz wurden in HMEC-1-Zellen auch nach 95 Passagen nicht beschrie-
ben.""® Dies galt es bei der Wahl der eingesetzten Endothelzellen zu beachten, da ein al-
ternde Zellen kennzeichnender pro-inflammatorischer Phanotyp sowie die p53-mediierte
Seneszenz mit der Freisetzung von IL-6 verbunden ist.'” Vorteilhaft in der Anwendung der
in Karyo- und Phanotyp stabilen HMEC-1-Endothelzelllinie gegenuber primaren Zellkulturen
war zudem ihre umfassendere Charakterisierung sowie die Stabilitdt ihrer endothelialen
Eigenschaften'’®, sodass eine Standardisierung der experimentellen Bedingungen fiir die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mdglich war. Neben flr die Charakterisierung von En-
dothelzellen notwendigen Oberflachenmolekilen wurden an HMEC-1-Zellen auch an der
Hamostase beteiligte Komponenten nachgewiesen.'”” ! Eine Untersuchung mit hamostati-
schen Prozessen assoziierter Pathologien war aus diesem Grund angemessen. Aus Unter-
suchungen zur Assoziation der Expression von Thrombospondin sowie angiogenetischer
Prozesse zu PAR-1 war zudem bekannt, dass HMEC-1-Zellen mit PAR-1 gekoppelte G-
Proteine exprimieren.’®'"® Ein Vergleich von HMEC-1-Zellen sowie weiterer populérer En-
dothelzelllinien, ECV304 und EA.hy926, mit primaren humanen Nabelschnurvenenen-
dothelzellen (HUVECSs), einer haufig zur Anwendung kommenden GroR-Gefall-Zelllinie,
hatte zudem bestatigt, dass HMEC-1-Zellen primarem Endothel am ahnlichsten sind.'®

Neben der vaskularen Lokalisation geht auch die organotypische Lokalisation von En-
dothelzellen mit einer funktionellen und molekular-mechanistischen Differenzierung fur die
Aufrechterhaltung von Prozessen wie beispielsweise der Hdmostase sowie der Inflammati-
on einher.”®"'® Die konstituierende pathogene Vaskulopathie der Transplantatnierenrejek-
tion hat ihre Genese in der mikrovaskuldren renalen Endothelzelle.'®*'® Das renale Ge-
fakbett 1Rt sich morphologisch sowie funktionell in die Kompartimente Glomerulum, korti-
kale peritubulare Kapillaren sowie Vasa recta mit entsprechend differierenden mikrovasku-
laren Betten differenzieren.'®’ Bekannt ist, dass PAR-1 in gesunden Nieren sowohl glome-
rular als auch tubulointerstitiell exprimiert wird."®® Untersuchungen an Biopsien mit Charak-
teristika einer chronischen Transplantatnephropathie zeigten, dass PAR-1 glomerular, tu-
bular und vaskular, in endothelialen und mesangialen Zellen sowie in peritubularen Kapilla-

ren zu finden waren.'®®

Wie in Abschnitt 1.2.1.3 dargelegt zeigen sich charakteristische
Veranderungen sowohl bei akuten als auch chronischen Rejektionen in vorgenannten
Kompartimenten.

Autoantikdrper-induzierte pathologische Prozesse gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

wurden bereits hinsichtlich AT+-R sowie ETa-R an HMEC-1-Zellen untersucht.'®
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4.2 Die Wirkung des natiirlichen PAR-1-Aktivators Thrombin auf die Aktivierung der
Signaltransduktion in HMEC-1-Zellen

Fir die Beantwortung der Fragestellung zum Einfluss isolierter, gegen den PAR-1 gerichte-
ter Antikorper auf PAR-1-mediierte molekulare Mechanismen, war zunachst die Charakteri-
sierung der Wirkung des naturlichen PAR-1-Aktivators Thrombin auf die zu untersuchenden
molekularen Signalwegskomponenten in HMEC-1-Zellen von groRer Bedeutung.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Wirkung Thrombins auf die Phosphory-
lierung von ERK 1/2 abhangig von der eingesetzten Dosis sowie der Dauer der Einwirkung
ist. Fur AKT und p70S6K deutete sich dies ebenso an. Mit der Anwendung des direkten
Thrombininhibitors Lepirudin im Pharmakon Refludan® lielen sich die Thrombin-
induzierten Effekte auf die Phosphorylierung der untersuchten intrazellularen Signalkaska-
densubstrate, mit Ausnahme von AKT*”® bzgl. 0,1 Units Thrombin/ml, im Trend hemmen
und sich somit die Thrombin-Spezifitdt der dargestellten Induktionen zeigen.

Dass Thrombin in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit in verschiedenen
Konzentrationen wirksam ist und diese dartber hinaus auch differierende Wirkungseffekte
bedingen wurde an HUVECs und HPAECs gezeigt."®” Bei diesen induzierte eine ver-
gleichsweise geringe Konzentration an Thrombin (bis 50 pM) in Abhangigkeit einer gemein-
samen Aktivierung des PAR-1 sowie des PI3K-Signalweges anti-inflammatorische, zytopro-
tektive Effekte wahrenddessen hohe Konzentrationen (>100 pM Thrombin) pro-
inflammatorisch wirkten.

Der zeitliche Verlauf Thrombin-induzierter PAR-1-mediierter Effekte war fur die intrazellula-
re Signalkaskade PI-PLC/PKCa-/c-Src an synovialen Fibroblasten untersucht wurden.'®®
Bzgl. dieser gelang der Nachweis, dass Thrombin die Phosphorylierung von IkBa, IKKa/S

sowie p65°°%7®

zeitabhangig, beginnend mit einer Zunahme nach 15 Minuten induziert. Im
Gegensatz zu den Analysen der vorliegenden Arbeit waren die Untersuchungszeitpunkte 5
und 10 Minuten jedoch nicht, sondern nur die Effekte nach 15, 30, 60 und 120 Minuten ana-
lysiert wurden. Daruber hinaus wurde Thrombin ausschlief3lich in einer Konzentration von 3
Units/ml eingesetzt.

Mit der Anwendung des direkten Thrombininhibitors Lepirudin im Pharmakon Refludan®
lieR sich die Spezifitat der Thrombin-induzierten Effekte in den Analysen dieser Arbeit an-
deuten. Weitere Komponenten dieses Pharmakons sind Mannitol sowie Natriumhydroxid
zur Einstellung des pH auf 7. Die Halbwertszeit fiir Lepirudin wird nach intravendser hu-
maner Applikation mit 60 Minuten angegeben.’® In den hier dargestellten Versuchen wurde

Lepirudin fur eine Zeitdauer von 2 Stunden vor Applikation des stimulierenden Substrates
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eingesetzt. Hierbei fand Berucksichtigung, dass die vielfaltigen und komplexen, unter ande-
rem auch katabolen Stoffwechselprozesse des menschlichen Organismus im nachgestell-
ten in-vitro-System nicht stattfinden. Die inhibitorische Wirkung Lepirudins auf eine Throm-
bin-vermittelte PAR-1-Aktivierung war in-vitro zudem bereits erfolgreich an Thrombozyten
demonstriert worden. Bei diesen Untersuchungen war Lepirudin in den Konzentrationen
0,16 pg/ml, 1,6ug/ml und 16ug/ml eingesetzt, eine Wirkung bereits in der geringsten appli-
zierten Konzentration gezeigt worden.'®

Wie vorgenannt erfolgten bereits Untersuchungen zum Einfluss von Thrombin auf PAR-1-
mediierte molekulare Mechanismen, auch in Assoziation zu IL-6. Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit belegen jedoch erstmalig die konzentrations- und zeitabhangigen Effekte der
Wirkung Thrombins auf ERK 1/2 sowie tendenziell fur AKT und p70S6K in HMEC-1-Zellen.
Aus Tierversuchen an Schweinen ist bekannt, dass die Inhibition von Thrombin wahrend
der Ischamie-Reperfusionsperiode eine protektive Wirkung auf eine chronische Inflammati-
on des Transplantates sowie eine spatere tubulédre Atrophie hat.'®® Daneben ist aus Unter-
suchungen zur systemischen Sklerose bekannt, dass Thrombin eine entscheidende Rolle
als Mediator in der Entwicklung und Progression einer Fibrose einnimmt. Beschrieben ist
diesbezlglich ein Wirkungszusammenhang zwischen TF und Thrombin sowie dem GPCR
ETA-R.191 Auch in der Genese weiterer Erkrankungen wurden Thrombin inflammatorische
Effekte zugeschrieben.'®

Bisher beschriebene Wirkungen Thrombins auf die endotheliale Zellaktivierung, die Ablage-
rung extrazellularer Matrixproteine, die Induktion wichtiger profibrotischer Faktoren'®® sowie
zellulare Prozesse die Differenzierung von Myofibroblasten betreffend’® legen in Uberein-
stimmung mit den vorgenannten Untersuchungen einen Wirkungszusammenhang auch fur

Prozesse der non-HLA-Antikorper-vermittelten Transplantatnierenrejektion nahe.

4.3 Der Nachweis der Thrombin-induzierten PAR-1-abhangigen Aktivierung

Zur Bestatigung, dass die Thrombin-induzierten Aktivierungen PAR-1-vermittelt erfolgten,
wurde die Wirkung des PAR-1-Peptidantagonisten BMS-200261 auf die intrazellularen Sig-
nalkaskadenkomponenten untersucht.

In der Tendenz flihrte dessen Anwendung fur alle mit 5 Units Thrombin/ml gezeigten Akti-
vierungen zu einer Reduktion des Thrombin-induzierten Effekts.

Zur Bestatigung spezifisch Uber PAR-1-vermittelter Effekte war BMS-200261 bereits in Un-
tersuchungen an humanen Endothelzellen eingesetzt wurden.'® In der Anwendung zu be-
rucksichtigen ist, dass eine kompetitive Hemmung mit einer mitunter sehr hohen lokalen

Konzentration des gebundenen Peptidliganden, generiert durch das proteolytische Schnei-
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den Thrombins, auftreten kann.?* Aus diesem Grund wurden die vorliegenden Antagonisie-
rungsexperimente mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefuhrt. Als Alternative zur
Bestatigung der PAR-1-Aktivierung ware zudem die Anwendung eines freien, synthetischen
Hexapeptids mit der Aminosauresequenz des gebundenen Liganden SFLLRN in Frage ge-
kommen. Ein solches Peptid aktiviert den PAR-1 mit einer halb-maximalen effektiven Kon-
zentration im Bereich von 3-10 uM und erreicht damit die vermutete lokale Konzentration
des gebundenen Agonistenpeptids von etwa 0,4mM, ohne dass eine kompetitive Hemmung
von Bedeutung ware.®

Bekannt ist darliber hinaus, dass Thrombin neben PAR-1 auch die Rezeptoren PAR-3 und
PAR-4 aktiviert, daher ist ein Thrombin-induzierter Phosphorylierungseffekt auf ERK 1/2,
AKT und p70S6K Uber PAR-3/4 nicht ausgeschlossen. Erwiesen ist hinsichtlich PAR-4,
dass dieser mit einer 50-fach geringeren Potenz als PAR-1 durch a-Thrombin aktiviert wird
und damit einen Rezeptor mit niedriger Affinitat fir Thrombin darstellt."®

Weiterhin kann, von der mittels BMS-200261 nachgewiesenen PAR-1-Spezifitdt unberuhrt,
nicht ausgeschlossen werden, dass auch funktionelle Interaktionen auf die Aktivierung der
intrazellularen Signalkaskadenkomponenten Einfluss nahmen. Diese sind in verschiedenen
vaskularen Gefallbetten zwischen verschiedenen Protease-aktivierten Rezeptoren be-
kannt.">'% PAR-1-PAR-2-Heterodimere bewirken beispielsweise eine differenzielle ERK
1/2 Expression' und der vorgenannte PAR-3 kann ebenso als Cofaktor fiir eine Aktivie-
rung des PAR-4 dienen.'®

Beschrieben ist, dass wahrend pathologischer Bedingungen die endotheliale Thrombin-
PAR-Signaltransduktion dereguliert wird und es so zu einem Verlust der Barrierefunktion
sowie zur Ausbildung eines pro-inflammatorischen und pro-angiogenen Phenotyps
kommt."® Aus diesem Grund ist die Bedeutung Thrombin-PAR-1-vermittelter molekular-
induzierter Prozesse in der endothelialen Schadigung mit Auswirkungen auf die Transplan-

tatnierenrejektion durchaus naheliegend, bisher jedoch noch nicht beschrieben.

4.4 Die Aktivierung des PAR-1 durch PAR-1-Antikorper-positives Tx-lgG im zeitlichen

Verlauf

Um die Aktivierung des PAR-1 durch agonistische Antikdrper nachzuweisen wurde die Akti-
vierung des PAR-1 mit dem Antikérper SPAN12 durchflusszytometrisch im zeitlichen Ver-
lauf untersucht.

Die Stimulation mit Tx-IgG fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der aktiven PAR-1 nach

mindestens 10 Minuten.
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Zuvor war durch die Arbeitsgruppe Nakayama et al. die Aktivierung von PAR-1 mittels
SPAN12 an HUVECs untersucht worden. In dieser Arbeit war im Gegensatz zu den vorlie-
genden Ergebnissen eine fruhe Aktivierung nach 3 Minuten mit anschlieRender Internalisie-
rung sowie einem nachfolgenden Recycling an die Zellmembranoberflache nach 3 Stunden
demonstriert wurden.?®® Die Stimulation hatte hierbei jedoch mit Thrombin und nicht einem
Immunglobulineluat stattgefunden.

Eine Aktivierung von PAR-1 ausgeldst durch PAR-1-Antikdrper-positives Tx-IgG wurde mit

den vorliegenden Untersuchungen nachgewiesen.

4.5 Die Bedeutung von ERK 1/2 in der Antikorper-induzierten PAR-1-Aktivierung im

Kontext einer Transplantatnierenrejektion

Zum Verstandnis der Bedeutung von ERK 1/2 in der Antikoérper-induzierten PAR-1-
Aktivierung im Kontext einer Transplantatnierenrejektion wurde dessen Phosphorylierung
sowohl nach Stimulation mit Thrombin als auch nach Stimulation mit Tx-lgG untersucht.
Gezeigt wurde zunachst ein zeit- und konzentrationsabhangiger Effekt Thrombins auf die
Phosphorylierung von ERK 1/2, dessen Spezifitat sich durch Inhibitorversuche mit Lepirudin
andeutete. Eine Antagonisierung des PAR-1 flUhrte zu einer Hemmung der Thrombin-
induzierten Phosporylierung. Dass PAR-1-Antikdrper-positives Tx-IgG eine Phosphorylie-
rung von ERK 1/2 induziert wurde gezeigt. Die PAR-1-Rezeptorspezifitat lield sich nachwei-
sen.

Bisher beschrieben sind konzentrationsabhangige Effekte Thrombins auf die Phosphorylie-
rung von ERK 1/2 im Zusammenhang mit der Wirkung von Antiphospholipidantikérpern auf
humane Thrombozyten. Eine minimale Dosis von 0,2 Units/ml Thrombin war, in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, notwendig um bei diesen Untersu-
chungen einen Phosphorylierungseffekt zu erzielen.*"

Hinsichtlich des in den vorliegenden Versuchen demonstrierten zeitlichen Verlaufs der
Phosphorylierung von ERK 1/2 sind vergleichbare Effekte in Untersuchungen anderer Ar-
beitsgruppen beschrieben. Eine Aktivierung nach 2,5 bis 15 Minuten mit einem Maximum
der induzierten Phosphorylierung nach 5 Minuten wurde beispielsweise fur die Wirkung des
a-adrenergen Agonisten Phenylephrin an ventrikularen Kardiomyozyten adulter Ratten de-
monstriert.”® Auch anti-endotheliale Antikorper (AECA) in Seren von Patienten mit der
rheumatoiden Erkrankung Morbus Behget bewirkten an nicht immortalisierten humanen
mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC) eine ERK 1/2-Phosphorylierung mit einem Ma-

ximum nach 5 Minuten.?%
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Daneben sind Interaktionen von PAR-1 mit dem ERK 1/2-Signalweg Uber verschiedene
sowohl GPCR-abhangige als auch —unabhangige Mechanismen beschrieben'®, fiir die
Niere jedoch nur hinsichtlich einer Beglnstigung interstitieller Fibrosierungsprozesse an

Tubuluszellen.?*

Weiterhin ist eine ERK 1/2-Aktivierung im Rahmen der Proliferation von
Mesangiumzellen untersucht®”®, jedoch fiir PAR-2. Thrombin-induzierte PAR-1-vermittelte
Effekte auf ERK 1/2 sind bisher nur fur Untersuchungen an murinen Bandscheiben be-
schrieben.?*

Der allenfalls diskret antagonisierbare Effekt von ERK 1/2 gegenuber einer nicht antagoni-
sierten Stimulation mit 0,1 Units Thrombin/ml in den vorliegenden Versuchen kann auch auf
einen vergleichsweise geringen Thrombin-induzierbaren Stimulationseffekt auf ERK 1/2 im
Falle der Anwendung einer niedrigen Thrombindosis zurtckzuflhren sein.

Bereits in der initialen Studie unserer Arbeitsgruppe zur non-HLA-Antikérper-mediierten
Vaskulopathie mit resultierender Transplantatnierenrejektion wurde die Beteiligung von
ERK 1/2 an Antikdrper-mediierten Prozessen gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren be-
schrieben.” Eine maximale Antikorper-induzierte ERK 1/2-Phosphorylierung wurde bei die-
ser nach 10 Minuten demonstriert. Weiterhin ist eine ERK 1/2 -Beteiligung in verschiedener
Weise an Antikérper-mediierten Prozessen im Rahmen von Transplantatnierenrejektionen
beschrieben, nicht jedoch in Assoziation zu einem non-HLA-Antikérper- oder PAR-1-
mediierten Rejektionsmechanismus. Untersuchungen der Arbeitsgruppe Iwasaki et al. wei-
sen auf einen benefiziellen Effekt einer ERK-Inhibition im Rahmen HLA-Antikérper-
vermittelter chronischer Antikorperrejektionen hin.?®” Auch in Untersuchungen hinsichtlich
des Zusammenhanges von HLA-Klasse Il-Antikérpern, resultierender Endothelzellaktivie-
rung sowie Transplantatschadigung wurde eine Phosphorylierung von ERK 1/2 in Verbin-
dung mit einer Zunahme der IL-6-Produktion durch Endothelzellen aufgezeigt.?*® Diese Un-
tersuchungen waren zudem an HMEC-1-Zellen durchgefuhrt wurden, jedoch wurden die
Analysen zur IL-6-Sekretion an CoKulturen mit allogenen peripheren mononuklearen Zellen
des Blutes (PBMCs) durchgefiuhrt und der pathologische Prozess vornehmlich der Regulie-
rung Uber AKT zugeschrieben.

Bekannt sind Antikorper-induzierte Aktivierungen von ERK 1/2 daruber hinaus auch an Fib-
roblasten, bei welchen es ERK 1/2-vermittelt zu einer Erhdhung der Produktion pro-
fibrotischer und pro-angiogener Chemokine kommt.?*® Fur die Niere ist eine Beteiligung so
beispielsweise fur den autoimmunen Prozess der renalen Fibrose im Rahmen einer Lupus
Nephritis bei systemischem Lupus erythematodes beschrieben.?'® Auch weitere Untersu-
chungen zu ERK 1/2-Aktivierungen bei Prozessen der Produktion extrazellularer Matrix*"’

sowie der Fibrose im Rahmen einer systemischen Sklerose legen eine Aktivierung bei rena-

83



len Prozessen der zellularen Hypertrophie mit subendothelialer Ablagerung von fibrillarem
Material sowie einer in der Folge resultierenden Entstehung einer Transplantatglomerulopa-

thie als morphologisches Korrelat einer chronischen Rejektion nahe.?'

4.5.1 Die Aktivierung des PAR-1 durch PAR-1-Antikorper-positives Tx-IgG

Zur Bestatigung, dass die nachgewiesene PAR-1-Aktivierung tatsachlich durch Antikorper
gerichtet gegen den PAR-1 zu einer ERK 1/2-Aktivierung fuhrte, wurde die Wirkung einer
Neutralisierung der PAR-1-Tx-Antikdrper untersucht.

Die Anwendung der eingesetzten synthetischen, einer der funktionellen Konformation der 2.
extrazellularen Schleife des PAR-1 entsprechenden Peptidsequenz bewirkte, dass PAR-1-
Antikorper-positives Tx-IgG die Phosphorylierung von ERK 1/2 gegenuber der nicht neutra-
lisierten Kontrolle nicht erhdhte. Ihr Einsatz fuhrte demnach zur Neutralisierung der PAR-1-
Tx-Antikorper sowie deren erwarteter Wirkung.

In den Experimenten unserer Arbeitsgruppe zur ldentifizierung von non-HLA-Antikérpern
gegen den G-Protein-gekoppelten AT+-R wurde das Epitop der rezeptoraktivierenden Anti-
kérper mittels Bioassay in der 2. extrazelluldren Schleife des AT;-R nachgewiesen.”* Um
die Spezifitat der AT4-R-vermittelten Wirkungen durch Immunglobulineluate von Patienten
mit Transplantatnierenrejektion zu Uberprifen hatte man auch im Rahmen dieser Untersu-
chungen kurze synthetische Peptide korrespondierend zur Sequenz der 2. extrazellularen
Schleife des AT4-R eingesetzt. Aufgrund der Strukturhomologie zwischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren hinsichtlich der 7 transmembranaren Helices sowie der bekannten
Erkenntnisse zur kritischen Lokalisation der ligandenbindenden Domane liel sich eine ver-
gleichbare Position des entscheidenden Epitops fur Rezeptor-aktivierende Antikorper auch
in der 2. extrazellularen Schleife des PAR-1 annehmen. Die Sequenz dieser liganden-
bindenden Domane der 2. extrazelluldren Schleife des PAR-1 ist bekannt.'®® Die in den
vorliegenden Untersuchungen eingesetzte korrespondierende synthetische Peptidsequenz
hatte bereits in Untersuchungen zur Charakterisierung des Einflusses von Autoantikdrpern
gegen PAR-1 auf die Funktion von Zellen des Herz-Kreislauf-Systems Anwendung gefun-
den.?" Uber die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hinaus sind fiir weitere Rezeptoren und
Pathologien die Wirkung agonistischer Antikorper vermittelt Uber die 2. extrazellulare
Schleife G-Protein-gekoppelter Rezeptoren untersucht.?’*?" Am PAR-1 sind, wie in Ab-
schnitt 1.4.2 beschrieben, agonistisch-wirkende Antikorper bisher ausschlieBlich fur Patien-
ten mit primarem epithelialem Ovarialkarzinom beschrieben.** Im Rahmen einer klinischen
Studie war eine ELISA-basierte Bestimmung der PAR-1-Antikdrper-Serumkonzentration

betroffener Patientinnen erfolgt. Diese stand in negativer Korrelation zur histologischen

84



Gradierung der Erkrankung. Ein angestrebter signifikanter Zusammenhang mit dem pro-
gressionsfreiem oder Gesamtuberleben lie® sich nicht nachweisen.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Proteinsequenz der
2. extrazellularen Schleife als bedeutsame Bindestelle fur die Aktivierung Antikérper-

vermittelter Mechanismen erneut bzw. am PAR-1 fur die Niere erstmalig gezeigt.

4.5.2 Die Tx-Antikorper-induzierte GPCR-PAR-1-Aktivierung

Nachdem auch GPCR-unabhangige Interaktionen zwischen PAR-1 und ERK 1/2 beschrie-
ben sind, sollte die durch Antikérper aktivierte G-Protein-gekoppelte Transduktion noch
einmal bestatigt werden. Die Anwendung von 5 und 10 ng/ml Pertussistoxin vor PAR-1-
Antikdrper-positiver Tx-IgG-Stimulation hatte ein ERK 1/2-Phosphorylierungsniveau ver-
gleichbar der nicht-antagonisierten Kontrolle bewirkt, wahrenddessen 50 ng/ml eine ten-
denziell erhdhte Phosphorylierung von ERK 1/2 bedingte. Da Pertussistoxin, wie in Ab-
schnitt 3.3.5 benannt, eine kovalente Modifikation der GPCR-Unterfamilien G;, G, und G
bewirkt, kommt eine Aktivierung Uber andere in Zusammenhang mit PAR-1 bereits be-
schriebene GPCR-Unterfamilien weiterhin in Betracht. Eine fehlende wirksame Erniedri-
gung der Phosphorylierung von ERK 1/2 gegenuber der nicht PTX-behandelten Kontrolle
unterstiutzt diese Annahme. Bekannt ist zudem eine préaferenzielle Aktivierung Thrombins
hinsichtlich Gq12 oder Gq13 neben der differierenden Affinitdt Thrombins auf verschiedene
PAR-Subtypen. Insofern kann eine ebenso praferenzielle Aktivierung und Affinitat einer Un-
terfamilie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch Antikérper nicht ausgeschlossen wer-
den.

Des Weiteren ist aus der Entwicklung von PAR-1-Antagonisten bekannt, dass durch die
Dissoziationsrate eines aktivierenden bzw. inaktivierenden Liganden Einfluss auf den Um-
fang der Effekte vermittelt iiber den PAR-1 genommen werden kann.?* So ist hinsichtlich
Voraxapar, einem hoch-spezifischen, irreversiblen PAR-1-Antagonisten zwar eine Protekti-
on vor rekurrenten Myokardinfarkten, diese jedoch mit einhergehenden erhdhten Blutungs-
raten, erreicht worden. Nach diesen Erkenntnissen wurde die Entwicklung einer Substanz
angestrebt, welche die Fahigkeit hat mit einer Dissoziationsrate an den PAR-1 zu binden,
welche die Signaltransduktion am PAR-1 aktiviert bzw. in diesem Fall nicht aktiviert, jedoch
den Rezeptor wiederum schnell genug fur andere Agonisten bzw. Antagonisten freigibt. Die
Dissoziationsrate der IgG wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Jedoch kann
auch diese das vorliegende Ergebnis mitbedingen. Weiterhin wird fur den SFLLRN-
Liganden gemutmalt, dass dieser in sequentieller Weise an den PAR-1 binden kdnnte,

initial an die extrazellulare Schleife, Gber eine Reihe von konformationellen Zwischenstadi-
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en nachfolgend jedoch auch tiefer eintauchend in den Kern des Rezeptors.®* Dies kénnte
ebenso auf Antikdrper zutreffen, welche in Abhangigkeit deren Beschaffenheit differierende
Effekte, wie vorliegend, zur Folge haben. Auch kann vergleichbar in der vorliegenden Arbeit
gezeigter konzentrationsabhangiger Effekte Thrombins auf die Aktivierung von ERK 1/2
sowie tendenziell auf die weiteren untersuchten intrazellularen Signalkaskadenkomponen-
ten bzgl. der hier vorliegenden konzentrationsabhangigen Effekte von Pertussistoxin eine
differenzielle Wirkung der verbliebenen einwirkenden Dosis an Substrat nicht ausgeschlos-
sen werden. Ebenso kann ein Feedback-Mechanismus als Ursache der induzierten Phos-
phorylierung mit Einsatz der hdchsten Konzentration an Pertussistoxin in Frage kommen.
Thrombin, PAR-1 und auch ERK 1/2 betreffende Feedbackmechanismen sind vorbeschrie-
ben. So ist hinsichtlich der Produktion von Thrombin beispielsweise eine mittelbare Regula-
tion (iber Protein C, dessen Produktion wiederum durch Thrombin initiiert wird, bekannt.?*°
Das produzierte Protein C seinerseits verhindert Uber einen negativen Feedbackmecha-
nismus eine exzessive Produktion von Thrombin. Dartber hinaus ist auch phosphoryliertes
ERK 1/2 an positiven und negativen Feedbackmechanismen im ERK-Signalweg beteiligt.”*'
Beispielsweise 10st die ERK-vermittelte SOS-Phosphorylierung hinsichtlich der Aktivierung
von Ras einen negativen Feedbackmechanismus aus. Uber einen positiven Feedbackme-
chanismus wiederum fuhrt die ERK 1/2-induzierte RKIP-Phosphorylierung zu einer ver-
mehrten Phosphorylierung von MEK und damit letztlich erneut von ERK. Ein Thrombin-
PAR-1-ERK 1/2-Feedbackmechanimus ist bisher fur den purinergen P2Y-Rezeptor an hu-
manen Thrombozyten in Abhéngigkeit von der Thromboxan A2- Produktion untersucht.??
Im Zusammenhang mit IL-6 ist in Burkittlymphomzellinien eine ERK-abhangige IL-6-
Feedbackschleife beschrieben.””® Die Komplexitat nachgewiesener Interaktionen der ERK-

Signalkaskade®*

schlieRt das Vorliegen eines derartigen Mechanismus auch in den vorlie-
genden Untersuchungen nicht aus.

Weiterhin kommt als Ursache fur den gezeigten Effekt der erhdhten ERK 1/2-
Phosphorylierung ein analoger bei Mausemastzellen beschriebener konzentrationsabhan-
giger Thrombin/PAR-1/IL-6-Mechanismus in Frage. Nachgewiesen wurde bei diesem, dass
niedrige a-Thrombin-Konzentrationen zu einer synergistischen, bis zu 100-fach potenzier-
ten IL-6-Ausschuttung fuhrten, wahrenddessen hohe Konzentrationen lediglich einen additi-
ven Effekt bedingten.”” Eine zu geringe Aktivierung des PAR-1 kann zu einer héher poten-
zierten ERK 1/2-Phosphorylierung gefuhrt haben. Weiterhin ist aus Untersuchungen an kul-
tivierten Rattenastrozyten bekannt, dass die PAR-1-abhangige Aktivierung der ERK-
Signalkaskade sowohl durch einen Pertussistoxin-sensitiven Gg,-phosphatidylinositol-3-

kinase- als auch einen Pertussistoxin-insensitiven Gg-PLC-(InsP3 Rezeptor)/Ca2+-PKC-
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Signaltransduktionsmechanismus erfolgen kann.?*® Beschrieben wurden diese Erkenntnis-
se die Thrombin-PAR-1-abhangige ERK 1/2-Aktivierung an HMEC-1-Zellen betreffend
durch die Arbeitsgruppe McLaughlin et al."®. Versuche zur Darstellung der G,—abhéngigen
Antikorper-Aktivierung von PAR-1 z.B. durch Inhibition mit Bis | erfolgten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht. Eine Ergénzung in weiteren Experimenten ware jedoch denkbar.

In Zusammenschau mit den durchflusszytometrischen Experimenten zur Aktivierung des
PAR-1 im zeitlichen Verlauf sowie den Versuchen zur Neutralisierung der Wirkung der
PAR-1-Antikorper durch die eingesetzte synthetische, einer der funktionellen Konformation
der 2. extrazellularen Schleife des PAR-1 entsprechenden Peptidsequenz und dem hiermit
mittelbar nachgewiesenen Epitop der rezeptoraktivierenden Antikdrper in der 2. extrazellu-
laren Schleife des G-Protein-gekoppelten PAR-1 wurde mit dieser Arbeit jedoch gezeigt,
dass PAR-1-Antikdrper G-Protein-vermittelte Wirkungen auf ERK 1/2 austben. Der Subtyp
bzw. die Untergruppen des/der verantwortlichen GPCR wurde vorliegend jedoch nicht na-

her analysiert.

4.6 Die Bedeutung von AKT®*™"%in der antikérper-induzierten PAR-1-Aktivierung im

Kontext einer Transplantatnierenrejektion

Weiterhin sollten im Rahmen dieser Arbeit die Wirkungen gegen den PAR-1 gerichteter Tx-
Antikérper auf AKT®®73 untersucht werden. Aus diesem Grund wurde auch dessen Phos-
phorylierung sowohl nach Stimulation mit Thrombin als auch nach Stimulation mit Tx-IgG
untersucht. Auch fir AKT®*™" lieR sich auf Proteinebene ein tendenziell zeit- und konzent-
rationsabhangiger Phosphorylierungseffekt Thrombins zeigen. Durch Inhibitorversuche mit
Lepirudin lieR sich die Spezifitat tendenziell jedoch nur fir eine Stimulation mit 5 Units
Thrombin/ml nachweisen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Lepirudininhibition
zeigte sich die Wirkung einer PAR-1-Antagonisierung mit BMS-200261 auf AKT®*"*"*in der
Charakterisierung der HMEC-1-Zellen, sodass in der Zusammenschau eine differenzielle
Wirkung der Thrombin-induzierten PAR-1-Aktivierung auf AKT*"® in Abhangigkeit der ein-
gesetzten Dosis an Thrombin angenommen werden kann. Dass PAR-1-Antikérper-positives
Tx-IgG eine tendenziell erhéhte Phosphorylierung von AKTS*™”® bewirkt wurde gezeigt. Die
PAR-1-Rezeptorspezifitat liel sich tendenziell bestatigen. Bezuglich Tx-lgG bewirkte eine
Lepirudininhibition mit sinkender Konzentration eine steigende Phosphorylierung von
AKTSe73 mit BMS-200261 jedoch wurden auch in hoher Antagonistendosis Phosphorylie-
rungseffekte mit Tx-lgG erzielt. Einerseits kdonnen Tx-IgG-Effekte demnach mit einer

Thrombinwirkung einhergehen, andererseits wirkt sich die PAR-1-Antagonisierung positiv
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auf die Aktivierung von AKT®*"® aus, sodass hier eine negativ regulierende Wirkung der
PAR-1-Antikorper auf AKT®"3 annehmbar ware.

Vergleichbare Effekte hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der AKT®*™"*-Phosphorylierung
sind durch die Arbeitsgruppe Minhajuddin et al.?*” beschrieben. In Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen wurde eine Phosphorylierung von AKT nach 5 Minuten mit Sti-
mulierung durch 5 Units/ml Thrombin in der Charakterisierung der mTOR-regulierten ICAM-
1-Expression an HUVECs demonstriert, wahrenddessen nach 30 Minuten ebenso wie nach
1 und 2 Stunden keine erhdohte AKT-Phosphorylierung nachweisbar war. Ein zeitabhangi-
ger, bis zu 120 Minuten wahrender Thrombin-induzierter PAR-1-vermittelter Effekt auf die
AKT-Phosphorylierung wurde hingegen in murinen Bandscheiben mit einer deutlich gerin-
geren Dosis von 100 nM Thrombin gezeigt.*®® Auch hinsichtlich AKT sind in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen dieser Arbeit demnach dosisabhangige Effekte der Thrombin-
induzierten Phosphorylierung nachzuvollziehen. Dass Thrombin in Abhangigkeit der einge-
setzten Dosis differierende nachfolgende Prozesse induzieren kann, war, wie vorgenannt,
bereits an HUVEC und HPAECs durch Bae et al."®” gezeigt wurden. Wie in Abschnitt 4.5.1
fur ERK 1/2 diskutiert kommt daruber hinaus auch ein Feedbackmechanismus hinsichtlich
Thrombin-PAR-1-AKT in Betracht. Eine positive Feedbackschleife zwischen dem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor EGFR, AKT sowie mTORC1 ist fur die Proliferation squamaéser Zell-
karzinome des Kopf-Hals-Bereiches beschrieben.”® Die AKT-kontrollierte mTORC1-
Aktivierung von IKK/NF-kB steigert dabei die EGFR-Rezeptorexpression. Ubereinstimmend
mit der vorliegenden Annahme sind demnach extra- intrazellulare Feedbackmechanismen
liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auch fiir AKT bekannt.?*

Wie vorgenannt sind PAR-1-Autoantikorper bisher ausschlieBlich fur die Entitat primarer
epithelialer Ovarialkarzinome beschrieben.®* Jedoch ist eine Beteiligung AKTs an fibroti-
schen Prozessen sowie der epithelial-mesenchymalen Transition im Rahmen chronischer
Antikérper-vermittelter Transplantatnierenrejektionen bekannt.”**° Im Gegensatz zur Wir-
kung des endogenen Aktivators Thrombin auf AKT®*™"3, fiihrte eine PAR-1-Antagonisierung
von Tx-lgG zu einer tendenziell erhdhten Aktivierung. Dass PAR-1-Antikérper eine negativ
regulierende Funktion wahrend Transplantatnierenrejektionen einnehmen kénnen, wurde
durch unsere Arbeitsgruppe fiir die Sekretion von VEGF nachgewiesen.?®® Angenommen
wird, dass die Hemmung der VEGF-Freisetzung und -verfugbarkeit durch PAR-1-
Antikdrper zur Aufrechterhaltung der endothelialen Dysfunktion beitragt, sowie eine gestorte
Gefaldintegritat aufrechterhalt. Das Ergebnis der vorliegenden Experimente, dass PAR-1-
Antikorper zu einer Dysregulation des an Prozessen der Proliferation, des Uberlebens und

der Angiogenese beteiligten AKTs fuhrt ergénzt diese Entdeckung.
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Daneben ist ein stimulatorischer Effekt von SSc-Immunglobulin auf die Phosphorylierung
von AKT an glatten vaskularen GefaBmuskelzellen (VSMCs) demonstriert wurden. Autoan-
tikdrper gegen den PDGF-Rezeptor standen in dieser Untersuchung in Interaktion mit dem
EGFR-Rezeptor und bedingten eine Aktivierung von AKT. Diese flhrte unter Beteiligung
von ERK 1/2 zu einer erhdhten Proteinsynthese und pro-fibrotischen Verdnderungen.?®’
Ubereinstimmend mit den Hinweisen aus der Literatur wurden mit den vorliegenden Expe-
rimenten erstmalig endotheliale Wirkungen von PAR-1-Antikérper-positiven Immunglobuli-

-I-Ser473

nen auf die Phosphorylierung von AK gezeigt.

4.7 Die Bedeutung der p70S6K in der antikorper-induzierten PAR-1-Aktivierung im

Kontext einer Transplantatnierenrejektion

SchlieBlich sollte auch die Wirkung gegen den PAR-1 gerichteter Tx-Antikdrper auf die
p70S6K an der Phosphorylierungsposition Thr389 als Marker fur eine Aktivierung der
mTORC1-Aktivitat untersucht werden. Daher wurde auch deren Aktivierung sowohl nach
Stimulation mit Thrombin als auch nach Stimulation mit Tx-IgG untersucht.

Auch fiir die p70S6K™®° JieR sich ein tendenziell zeit- und konzentrationsabhangiger Effekt
Thrombins auf die Phosphorylierung zeigen, dessen Spezifitat mittels Lepirudin nachvoll-
ziehbar wurde. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Antagonisierung des PAR-1
auf AKTS®"3 zeigten sich die Effekte von BMS-200261 auf p70S6K ™. Eine tendenzielle
Reduktion der Thrombin-induzierten Phosphorylierung lie3 sich nur fur eine Stimulationsdo-
sis von 5 Units Thrombin/ml nachweisen. PAR-1-Antikdrper positives Tx-IgG stimulierte die
Phosphorylierung von p70S6K™*®°. Die Anwendung von Lepirudin fiihrte nicht zu einer
wirksamen Hemmung der Tx-induzierten Phosphorylierung. Demnach liel3 sich ein IgG-
induzierter Effekt darstellen. Eine Antagonisierung mit BMS-200261 vor Stimulation mit Tx-
IgG konnte die Phosphorylierung induziert durch PAR-1-Antikdrper-positives Tx-IgG fur
10uM nicht wirksam hemmen. Bzgl. 1uM und 0,1uM zeigte sich ein der nicht antagonisier-
ten Kontrolle vergleichbares Phosphorylierungsniveau der p70S6K'™®°. Dieses Ergebnis
zeigte sich ebenso in einem erganzenden, nicht dargestellten Versuch hinsichtlich einer
wirksamen Antagonisierung der Tx-IgG-induzierten Wirkung auf p70S6K™™*2"/Se™24 " Nicht
auszuschliel3en ist, dass Thrombin-PAR-1-vermittelt bei der Stimulation mit Tx-IgG ein ba-
saler Phosphorylierungseffekt aufrechterhalten wird. Ursachlich kénnte das in den Versu-
chen verwendete Minimalmedium, welches 0,5% FCS enthielt, sein. Dieses wurde in der
Vorbereitung zwar gegen isotone Natriumchloridlosung dialysiert, jedoch nicht hitzeinakti-
viert. Aus diesem Grund ist es mdglich, dass sich Prothombin weiterhin im Zellkulturmedi-

um befand und dieses durch endothelzellstdndige Proteinasen, z.B. Fibrinogenlikeprotein
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2%% in aktives Thrombin umgesetzt wurde. Dieses wiederum kénnte einen basalen Phos-

phorylierungseffekt aufrechterhalten haben.

Bekannt ist aus den vorgenannten Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Minhajuddin et

227 Thrd421/Serd424 .
al. K'EVSERSE Die-

eine zeitabhangige Thrombin-induzierte Phosphorylierung der p70S6
se zeigte sich in den vorliegenden Ergebnissen ebenso fiir die p70S6K'™%°. Daneben ist
auch an Transplantatnierenbiopsien bei Vorliegen einer verzogerten Transplantatfunktion
eine erhdhte Phosphorylierung der p70S6K demonstriert wurden. Im Rahmen der benann-
ten Arbeit erfolgten Untersuchungen zu Ischamie-Reperfusionsschaden an einem Schwei-
nemodell.?** Immunhistochemisch wurde eine nach 15 Minuten beginnende, bis zu 45 Mi-
nuten andauernde Thrombin-induzierte p70S6K-Phosphorylierung gezeigt.

Wie auch hinsichtlich AKT®®™"3 beschrieben kommt hinsichtlich der angedeuteten konzent-
rationsabhangigen Thrombineffekte auf die Phosphorylierung der p70S6K ebenso ein diffe-
renzieller Wirkmechanismus mit einem Feedbackmechanismus hinsichtlich Thrombin-PAR-
1-S6K1 in Betracht. Ein Wirkungszusammenhang hinsichtlich PAR-1 und S6K1 ist bisher
hinsichtlich der neuronalen Protektion im Rahmen eines ischamischen Geschehens an pri-
maren neuronalen Kulturen von Sprague-Dawley-Rattenembryonen untersucht.?** Daneben
ist eine Interaktion in einem Mausemodell zur Endometriose dargestellt.235 Weiterhin sind
neutrale gegen den TSH Rezeptor der Schilddrise gerichtete Antikbrper im Rahmen auto-

236 \welche eine

immuner Schilddrisenerkrankungen wie bspw. Morbus Basedow bekannt
Aktivierung sowohl der S6K1 als auch des ERK-Signalweges bewirken.
Auch hier kommen demnach differenzielle Regulationsmechanismen der Antikérper-

induzierten Pathologie in Betracht.

4.8 Die Wirkung PAR-1-Antikorper-positiver Tx-immunglobulineluate auf die Sekreti-

on von IL-6

Die Wirkung gegen den PAR-1-gerichteter Antikdrper auf die endotheliale Inflammation
wurde anhand der Sekretion von IL-6 an HMEC-1-Zellen untersucht.

Belegt wurde mittels Dosis- und Zeitreihen, dass die Stimulation von HMEC-1-Zellen mit
PAR-1-Antikoérper-positivem Immunglobulineluat zu einer tendenziell erhdhten Sekretion
von IL-6 fuhrt. Ein maximaler Effekt zeigte sich dabei mit 2 mg IgG sowie 24 Stunden nach
erfolgter Stimulation. Mit der Reduktion der IL-6-Freisetzung durch den Einsatz des MEK-
Inhibitors PD184352 (CI-1040) lieR sich zeigen, dass die Effekte auf IL-6 in Zusammenhang
mit ERK 1/2 stehen. Sowohl durch den Einsatz des PAR-1-Antagonisten BMS-200261 als
auch der synthetischen Peptidsequenz der 2. extrazelluldaren Schleife liel sich die IL-6-

Sekretion wirksam reduzieren und demnach auf einen PAR-1-Wirkungseffekt zurtckfuhren.
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Erhdhte Serumkonzentrationen an IL-6 sind bei Patienten mit Transplantatnierenrejektio-
nen'"™ bekannt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit war eine
zeit- und konzentrationsabhangige Thrombin-induzierte Produktion von IL-6 mit einer ma-
ximalen Freisetzung nach 24 Stunden bereits an synovialen Fibroblasten nachgewiesen
wurden."®® Ebenso war an HUVEC eine konzentrationsabhingige IL-6-Produktion demons-
triert wurden.?®” Dass auch Autoantikérper G-Protein-vermittelt Wirkungen auf die IL-6-
Sekretion haben kdnnen ist anhand der Wirkung von IgG an Praeklampsie erkrankter Frau-
en untersucht wurden.”®® Dieses hatte nach dem Transfer in schwangere Mause durch eine
Aktivierung des AT¢-R auch an deren Nieren zu Nierenschadigungen gefuhrt. Die Ergan-
zung dieser Untersuchungen an humanem Gewebe identifizierte Endothelzellen als ent-
scheidendes Kompartiment fur die pathologische Wirkungsentfaltung der AT¢-R-
Autoantikérper-induzierten Prozesse. Resultierend in einer erhéhten IL-6-Produktion kommt
es in deren Folge ebenso zu einer erhdhten Expression der vasokonstriktiven Substanz ET-
1, welche abermals Uber einen endothelialen G-Protein-gekoppelten Rezeptor Signale
transduziert.

In humanen primaren Mesangium- und proximalen Tubuluszellen wurde beschrieben, dass
die IL-6-Produktion intrazellulér durch ERK 1/2 mediiert wird.** Eine relevante Rolle wurde
ERK 1/2 dartberhinaus in SSc-Fibroblasten in der Vermittlung profibrotischer Effekte nach-
gewiesen.?*® Auch in den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde eine Reduktion ei-
ner Immunglobulineluat-induzierten IL-6-Freisetzung durch den MEK-Inhibitor PD184352
nachgewiesen. In weiteren aktuellen Experimenten an Burkittlymphomzelllinien wurde
durch die Anwendung des MEK-Inhibitors Trametinib die Phosphorylierung von ERK 1/2
und die hieraus resultierende IL-6-Sekretion wirksam reduziert.”*> Dariiber hinaus wurde in
der vorgenannten Untersuchung eine ERK/IL-6-Feedbackschleife durch Trametinib nach-
weislich unterbrochen und eine hierdurch bestehende Chemoresistenz Gberwunden.

Eine Vielzahl von Untersuchungen zu proinflammatorischen PAR-1-mediierten Prozessen
liegt fiir den Kontext respiratorischer**' oder allergischer®*?*** Erkrankungen vor. Nur ein-
zelne Untersuchungen haben die Interaktion von PAR-1 mit IL-6 hinsichtlich renaler Effekte
zum Gegenstand. In einer Untersuchung zur Wirkung des natirlichen Thrombininhibitors
Hirudin an Rattennieren wurde eine Reduktion von PAR-1 und IL-6 nach Anwendung von
Hirudin gezeigt.*** Es wurde dem anti-inflammatorisch und anti-fibrotisch wirkendem Hirudin
eine nierenprotektive Wirkung mit Unterdrickung der inflammatorischen Reaktion, der Ab-
lagerung von extrazellularer Matrix im renalen Interstitium sowie einer Verbesserung einer
renalen Schadigung nachgewiesen. Daneben ist eine PAR-1-Expression weiterhin in trans-

plantatinfiltrierenden dendritischen Zellen untersucht.?** Diesen wurde eine pathogene Rolle
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in einer erworbenen allogenen Immunantwort mit resultierender Transplanatschadigung
zugeschrieben.

In Untersuchungen zur Anwendung des monoklonalen Antikérpers Tocilizumab gegen den
IL-6R in therapierefraktaren chronischen Antikdrper-vermittelten Transplantatnierenrejektio-
nen mit Transplantatglomerulopathie in HLA-sensibilisierten Transplantatempfémgern246
wurde gezeigt, dass Tocilizumab die Konzentration donorspezifischer Antikdrper signifikant
reduzierte, die renale Funktion stabilisierte und positive Effekte auf Transplantattberleben
und das Patientenlberleben hatte. Eine aktuelle Phase II-Pilotstudie zur Wirksamkeit des
direkten IL-6-Antikdrpers Clazakizumab bei spaten antikdrper-mediierten Transplantatnie-
renrejektionen bestatigte erneut den benefiziellen Effekt einer Neutralisierung von IL-6 auf

f2*’ Ein Zusammenhang zwischen IL-6 und non-HLA-Antikdrper-

den Erkrankungsverlau
vermittelten Transplantatnierenrejektionen ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Mit den vorliegenden Analysen ist erstmalig gezeigt wurden, dass PAR-1-Antikorper-
positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejektion zu einer ver-
mehrten Sekretion von IL-6 fuhren. Weiterhin liel sich durch den Einsatz des MEK-
Inhibitors PD184352 nachvollziehen, dass der gezeigte Effekt in Zusammenhang mit ERK
1/2 vrmittelt wurde. Aus diesem Grund liel3 sich die erhdhte Sekretion von IL-6 mittels MEK-
Inhibition reduzieren. Auch die Hypothese, dass gegen den GPCR PAR-1 gerichtete Anti-
korper auf die endotheliale Inflammation wirken, liel3 sich durch die nachgewiesene PAR-1-
abhangige Sekretion von IL-6 bestatigen. Nachgewiesen wurde daruberhinaus die agonisti-

sche Wirkung der PAR-1-Antikdrper an einem Epitop der 2. extrazellularen Schleife.

4.9 Die Wirkung von IgG gesunder Probanden (Kon-lgG) auf PAR-1 sowie die unter-

suchten intrazellularen Signalwegskomponenten

Zum Verstandnis der pathogenetischen Bedeutung von gegen den G-Protein-gekoppelten
PAR-1 gerichteten Antikorpern im Kontext einer Transplantatnierenrejektion erfolgten Tx-
IgG-Experimente im Vergleich zu Immunglobulineluaten gesunder Probanden (Kon-1gG).

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass durchflusszytometrisch eine Aktivierung
des PAR-1 auch durch IgG gesunder Probanden vorlag. In den Versuchen zur Darstellung
der konzentrationsabhangigen Aktivierung sowie des zeitlichen Verlaufs der PAR-1-
Aktivierung zeigte sich zudem eine Aktivierung von ERK 1/2 mit einem Maximum in einer
Konzentration von 0,5 mg/ml bzw. nach 10 Minuten nach erfolgter Stimulation mit Immun-
globulineluaten gesunder Probanden. Auch hinsichtlich Akt>*™"® bzw. p70S6K™?® deuteten
sich durch Kon-IgG induzierte Phosphorylierungseffekte mit einem maximalen Anstieg nach

15 bzw. 30 Minuten gegenlber der nicht behandelten Kontrolle an. Eine Inhibition mit
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Thrombin vor Stimulation mit IgG gesunder Probanden flhrte hinsichtlich ERK 1/2 zu einer
tendenziellen Reduktion der Phosphorylierung und &Rt sich somit in Zusammenhang mit
der Wirkung Thrombins stellen. Auch reduzierte der PAR-1-Antagonist BMS-200261 die
Wirkung von Kon-IgG auf die Phosphorylierung von ERK 1/2. Diese BMS-200261-
induzierte tendenzielle Reduktion lieR sich nur fiir Akt>*™"*, nicht aber fiir p70S6K™*° zei-
gen. Hingegen fuhrte die Anwendung der synthetischen Peptidsequenz der 2. extrazellula-
ren Schleife des PAR-1 vor Applikation von Immunglobulineluaten gesunder Probanden
nicht zu einer reduzierenden Wirkung auf die Phosphorylierung von ERK 1/2. Hinsichtlich
IL-6 zeigte die Stimulation mit Kon-IgG einen deutlich geringeren sowie im zeitlichen Ver-
lauf spater auftretenden Effekt auf die Expression als die Anwendung von Tx-IgG.

Dass auch gesunde Probanden gegen PAR-gerichtete AntikOrper aufweisen, wurde ebenso
in bisher nicht veroffentlichten Experimenten unserer Arbeitsgruppe zur funktionellen Cha-
rakterisierung der endothelvermittelten PAR-2-Aktivierung nachgewiesen. Weiterhin liel3
sich in diesen Versuchen in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen dieser Arbeit zei-
gen, dass PAR-Antikdrper gesunder Probanden zur Aktivierung ebenjener Signalkaskaden
fuhrten, welche ebenso durch PAR-Antikdrper-positive Immunglobulineluate von Patienten
mit Transplantatnierenrejektion aktiviert wurden. Die gemeinsame Aktivierung derselben
untersuchten Signalwegskomponenten resultierte jedoch in Abhangigkeit des gesunden
oder pathologischen Kontextes in einer differenziellen, das heil3t einer pro- oder antiangio-
genen Wirkung. Uber die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hinaus zeigten auch die Unter-
suchungen zu Autoantikorpern gegen den PAR-1 bei Patientinnen mit primarem epithelia-
lem ovariellem Karzinom erniedrigte Antikdrpertiter der Erkrankten gegentber den gesun-
den Probandinnen und assoziierten diese in negativer Korrelation zum Erkrankungsstadium
und somit differierenden Wirkungen in Abhangigkeit des Kontextes.** Die Annahme, dass
Autoantikorper gerichtet gegen GPCR eine physiologische Komponente des humanen Im-
munsystems darstellen unterstiitzen Untersuchungen von Cabral-Marques et al.**® Diese
wiesen eine spezifische anti-GPCR-Autoantikdper-Netzwerksignatur in Abhangigkeit vom
Alter und Geschlecht bei gesunden Untersuchten nach. Diese unterschied sich deutlich von
Pathologie-assoziierten Netzwerksignaturen wie beispielsweise jener einer systemischen
Sklerose, einer wie vorgenannt ebenso mit einer Vaskulopathie einhergehenden Erkran-
kung. Hypothesiert wird, dass erst die Dysregulation des natiurlichen Netzwerkes zur Ent-
wicklung von Autoimmunerkrankungen fuhrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Wirkung von Immunglobulineluaten
gesunder Probanden kdnnen demnach auch als Grundlage fur weitere Untersuchungen zu

anti-GPCR-Antikérper-Netzwerken bei Gesunden dienen.
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4.10 Limitationen der Arbeit

Bei der Betrachtung der Untersuchungen dieser Arbeit ist zu bericksichtigen, dass diese
als Experimente zur Wirkung von Antikorpern gegen den Protease-aktivierten Rezeptor-1
auf molekulare Pathomechanismen bei der AbstoRung von Transplantatnieren sowie bei
der renalen Krise im Rahmen einer systemischen Sklerose (Daten nicht gezeigt) angelegt
war, da beiden Pathologien eine sich gleichende Phanotypie sowie die Genese der Vas-
kulopathie in der mikrovaskularen Endothelzelle gemein ist. Aus diesem Grund wurden die
Untersuchungen in einer vergleichsweise kleinen Anzahl fur den jeweiligen Einzelversuch
reproduziert. Dies ist bei der Interpretation dieser Daten zu beachten. Nachdem sich ab-
zeichnete, dass ERK 1/2 eine bedeutsame Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion
einnimmt, wurden die Untersuchungen zu den weiteren Signalkaskadenkomponenten mit
lediglich explorativen Charakter fortgefuhrt.

Zudem kann mittels Western-Blot zwar eine eindeutige |dentifizierung spezifischer Proteine
erfolgen, eine Quantifizierung erfolgt jedoch in relativer Bestimmung. Weiterhin ist auf die
mitunter grof3e Variabilitdt mit Wertedifferenz in den Versuchen mit PAR-1-Antikorper-
positiven Immunglobulineluaten hinzuweisen. Diese kann auch Folge differierender 1gG-
Konzentrationen zwischen verschiedenen angewendeten Isolaten eines Patienten sein. Aus
diesem Grund erfolgte der Nachweis und letztlich auch die exakte Quantifizierung eines
ausgewahlten Proteins mittels ELISA. Hier lieBen sich die Ergebnisse aus den Western-
Blot-Untersuchungen an einer groReren Anzahl von Experimenten bestatigen. Die statisti-
sche Analyse dieser Daten zeigte, dass diese robust und reproduzierbar sind.

Nicht auszuschlieRen ist, dass sich im eingesetzten Immungobulineluat verschiedene Anti-
korper befanden, welche Wirkungen auf die untersuchten intrazellularen Signalkaskaden-
komponenten oder IL-6 zeigten. Dies gilt es insbesondere hinsichtlich der Beschreibung
neutralisierender Autoantikérper gegen IL-6 zu beachten.?*® Die Spezifitat der gezeigten
Ergebnisse wurde aus diesem Grund mittels pharmakologischer Rezeptorblockaden besta-
tigt. Weiterhin wurden Auswirkungen auf die Sekretion von IL-6 und nicht die Wirkung von
IL-6 auf weitere Faktoren untersucht. Zu berucksichtigen bleibt dieser Aspekt jedoch hin-
sichtlich des potenziellen Feedbackmechanismus und dessen Regulation.

DarlUber hinaus dient die S6K zwar als weithin genutzter Marker fur die Aktivitdt von
mTORCH1, ein eindeutiger Nachweis der mTOR-Beteiligung ist jedoch durch den erganzen-
den Einsatz von Rapamycin zu bestatigen. Die erhaltenen Ergebnisse kdnnen demnach als

Basis fur weitere Experimente dienen.
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4.11 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Antikdrpern wird als Kennzeichen von Autoimmunerkrankungen, deren Aktivitat und Prog-

nose eine entscheidende Bedeutung zugeschrieben.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig nachgewiesen, dass gegen den PAR-1-
gerichtete Antikdrper an pathologischen endothelialen Prozessen der Transplantatnierenre-
jektion mitwirken. Antikdrper-induziert erfolgte die Aktivierung des PAR-1. Daruber hinaus
stimulierten Antikérper-positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnieren-
rejektion die Aktivierung von ERK 1/2 tendenziell unabhangig von Thrombin. Dies deutete
sich ebenso fur die weiteren untersuchten Signalwegskomponenten an. Eine spezifische

pharmakologische Blockade bestatigte die PAR-1-Aktivierung von ERK 1/2.

Weiterhin ist mit den vorliegenden Analysen erstmalig der Nachweis gelungen, dass PAR-
1-Antikdrper-positive Immunglobulineluate von Patienten mit Transplantatnierenrejektion zu
einer vermehrten Sekretion von IL-6 fuhren. Damit wurde erstmalig eine Wirkung gegen
den PAR-1-gerichteter Antikorper auf die endotheliale Inflammation dieser Pathologie
nachgewiesen. Durch den Einsatz des MEK-Inhibitors PD184352 lie} sich zudem zeigen,

dass die erhdhte Sekretion von IL-6 unter Beteiligung von ERK 1/2 erfolgte.

Zusammenfassend |asst sich schlussfolgern, dass gegen den GPCR PAR-1 gerichtete An-
tikdrper Uber ERK 1/2 die Sekretion von IL-6 unterhalten kdnnen. Damit lie} sich erstmalig
zeigen, dass gegen den PAR-1-gerichtete Antikérper an pathologischen endothelialen Pro-
zessen der Transplantatnierenrejektion mitwirken und Uber IL-6 die endotheliale Inflamma-

tion unterhalten kénnen.

Die vorliegenden Ergebnisse kdnnen somit als Grundlage fur zukinftige Untersuchungen
sowohl die Genese als auch die Therapie der Transplantatnierenrejektion betreffend die-
nen. Sie kdnnen dabei malgeblich zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze, z.B.
hinsichtlich der Anwendung von pharmakologischen Mehrfachkombinationen zur Behand-

lung betroffener Patienten beitragen.
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4.12 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen erstmalig einen Zusammenhang zwischen gegen
PAR-1-gerichteten Antikorpern, der intrazellularen Regulation Uber ERK 1/2 sowie der Sek-
retion von IL-6 an mikrovaskularem Endothel. Der Erfolg der Nierentransplantation zeigt
sich durch die ausbleibenden Erfolge zur Verbesserung des Langzeittransplantatiberle-
bens beeintrachtigt. Mit Nachweis der gemeinsamen Beteiligung von PAR-1, ERK 1/2 und
IL-6 an Prozessen der mikrovaskuldren renalen Vaskulopathie gelang die ldentifizierung
weiterer therapeutischer Zielstrukturen zur Behandlung der Pathologie. Die vorliegenden
Ergebnisse sind daher von entscheidender klinischer Relevanz. Zielgerichtete Therapiestra-
tegien gewannen seit Identifizierung intrazellularer Signalkaskaden vor allem in der Be-
handlung onkologischer Erkrankungen zunehmend an Bedeutung.”®® Medikamente, die zur
Behandlung onkologischer Erkrankungen entwickelt worden waren, werden heute auch bei
der Rejektion von Transplantatnieren eingesetzt. Durch die zentrale Rolle des ERK-
Signalweges in einer Vielzahl diverser Prozesse in verschiedenen Zellen kann insbesonde-
re die MEK-Inhibition eine zentrale Rolle mit signifikantem klinischen Benefit in der Behand-
lung von Pathologien spielen.'” Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte oral verfiigbare
MEK-Inhibitor PD184352 (CI-1040) wurde bereits erfolgreich in klinischen Studien der Pha-
se 1 angewendet."” Diese bestatigten seine Sicherheit sowie das pharmakologische Profil
einer kontinuierlichen taglichen Anwendung. Gemeinsam mit dem ebenso in klinischer An-
wendung befindlichen Tocilizumab bzw. Clazakizumab sowie Voraxapar als oral verfligba-

rem, in klinischem Gebrauch befindlichen PAR-1-Inhibitor?"2%2

, ist eine Kombinationsthera-
pie zur Behandlung non-HLA-mediierter-Transplantatnierenrejektionen auf Grundlage der
vorliegenden pra-klinischen Versuche durchaus vorstellbar geworden. Erganzende klini-
sche Untersuchungen zu Nebenwirkungen und Dosierung der Substrate werden empfoh-
len. Dartber hinaus ist durch die ldentifikation eines weiteren non-HLA-Antikdrpers die
Grundlage fur weitere Untersuchungen zwischen HLA- und non-HLA-Antikdrper-mediierten

Effekten auch synergistischer Natur bei Transplantatnierenrejektionen gelegt.
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