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1. Einleitung

Der Tissue Factor (TF) ist der entscheidende Initiator der Blutgerinnung (Ruf und
Edgington, 1994; Camerer et al., 1996). Als Zellrezeptor bindet er das Zymogen Faktor VII
und wandelt dieses in die aktive Serinprotease Faktor Vlla (FVIla) um. Der Komplex
TF/FVIla fahrt zur Aktivierung der extrinsischen Blutgerinnung.

TF wird dauerhaft von perivaskuldren Zellen wie Fibroblasten und Perizyten, sowie
extravaskularen Zellen wie Keratinozyten exprimiert (Drake et al., 1989; Wilcox et al.,
1989). Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen exprimieren keinen TF unter
physiologischen Bedingungen. TF steht somit nicht mit dem Blut in Kontakt. Erst die
Verletzung eines Gefalles ermdglicht die Bindung des im Blut zirkulierenden FVII. Die
Aktivierung der Gerinnungskaskade hat den Verschluss des Gefalies zur Folge. TF bildet
um das Gefal} eine Art hdmostatische Barriere.

Im Gegensatz dazu wird TF unter pathophysiologischen Bedingungen, wie beispielsweise
atherosklerotischen Lasionen, auf Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und auf
glatten Muskelzellen exprimiert (Hatakeyama et al., 1997; Taubman et al., 1997).

Nach neueren Erkenntnissen ist TF besonders unter solchen pathophysiologischen
Bedingungen, aber auch unter physiologischen Bedingungen, an vielen biologischen
Prozessen beteiligt. So zeigte sich, dass TF eine wichtige Rolle bei der Zelladhasion, der
Zellausbreitung und der Zellmigration (Ott et al., 1998), der Angiogenese (Zhang et al.,
1994), der Embryogenese (Bugge et al., 1996; Carmeliet et al., 1996), der Metastasierung
(Mueller et al., 1992), der Entziindung (Ruf et al., 2000) und der Atherosklerose (Wilcox et
al., 1989; Asada et al., 1998) spielt. Damit scheint TF auch wesentliche
nichthdmostatische Funktionen zu besitzen.

Sequenzhomologien zwischen TF und den Zytokinrezeptoren lieRen eine
Rezeptorfunktion von TF bei diesen biologischen Prozessen vermuten (Bazan, 1990;
Banner et al., 1996). Den ersten direkten Hinweis auf eine Rezeptorfunktion von TF
lieferten Versuche, bei denen es durch die Bindung von FVlla an TF zu einer
vorUbergehenden intrazellularen Calciumerhéhung kam (Rottingen et al., 1995).

Die Signalwege der vielen biologischen Prozesse, an denen TF beteiligt ist, sind weiterhin
Gegenstand der aktuellen Forschung. Zwei unterschiedliche Wege sind bekannt: der
erste abhangig von der zytoplasmatischen Domane von TF (Ott et al., 1998; Cunningham
et al., 1999) und ein zweiter abhangig von der proteolytischen Aktivitdt von FVlla

(Camerer et al., 1996; Sorensen et al., 1999).



Die proteolytische Aktivitdt von FVlla ist notwendig fur die Aktivierung des PAR-2
(Protease-aktivierter Rezeptor-2) (Camerer et al., 2000; Riewald und Ruf, 2001) oder
eines noch unbekannten Rezeptors (Petersen et al., 2000). Unabhangig von der
proteolytischen Aktivitat flhrt die Ligandeninteraktion von TF zu einer Bindung der
zytoplasmatischen Domane von TF an ABP-280 (Aktin bindendes Protein 280) und einer
Phosphorylierung von FAK (fokale Adhasionskinase) (Ott et al., 1998).

Die genauere Kenntnis der einzelnen Schritte der Signaltransduktionwege und die
Verbindung zu den grundlegenden Mechanismen Migration und Proliferation sind von
entscheidender Bedeutung, um die biologischen Prozesse von TF zu beeinflussen.

Die Verknlipfung von TF mit den vielen wichtigen biologischen Prozessen verspricht neue

Therapiemdglichkeiten.

2. Theoretische Grundlagen

2.1 Tissue Factor

2.1.1 Struktur

Das menschliche Tissue Factor Gen besteht aus 12,4 Kilobasenpaaren (kBP) und ist auf
dem Chromosom 1 lokalisiert. Es beinhaltet sechs Exons im Wechsel mit finf Introns. TF
ist ein einzelkettiges integrales Glykoprotein der Zellmembran. Sein Molekulargewicht
betragt 47 kDa. Das exprimierte Protein hat eine Lange von 263 Aminosauren (AS).
Unterschieden werden drei Domanen: 219 AS bilden die extrazellulare 10sliche Domaéane,
23 AS die transmembrandse unltsliche Domane und 21 AS die zytoplasmatische
Domane (Ichinose und Davie, 1994; Broze, 1998). Von seiner Struktur her zeigt TF eine
Sequenzhomologie zu der Zytokinrezeptorensuperfamilie der Klasse Il (Bazan, 1990). Der
extrazellulare Teil besteht aus zwei Fibronektin Typ Il ahnlichen Domanen (Banner,
1997). Die Bindungsstelle fir FVlla erstreckt sich Uber die gesamte extrazellulare
Domane. Sie wird wiederum in drei wesentliche Kontakistellen geteilt. Die erste zwischen
der TF1 Domane am N-Terminalen Ende und der EGF-2 Domane von FVlla, die zweite
zwischen dem Ubergang TH1/TH2 und der EGF-1 Doméane von FVlla und die dritte
zwischen der TF2 Doméane am C-Terminalen Ende und der Gla Doméane von FVlla
(Banner et al., 1996).



Abbildung 1: Molekulare Struktur von TF. Zu erkennen sind
die drei Domanen: die extrazellulare, die transmembrandse und
die zytoplasmatische. Die Einzelbuchstaben stehen fiir die
Aminosauren. Die Klammern mit den 2zwei Punkten
verdeutlichen Aminosduren, an die Kohlenhydrate angehangt
sind. Der doppelte Zacken zeigt verkniipfte Fette an. Die drei
fur die Bindung von FVII wichtigen Tryptophan-Lysin-Serin
Sequenzen sind dunkel gekennzeichnet. Die GroRRbuchstaben
geben die Intronstellen des Gens an (Lascalzo, Joseph und
Schafer, Andrew l., Thrombosis and Hemorrhage, 1998).



2.1.2 EXxpression

Der Tissue Factor wird konstitutiv von perivaskuldren und extravaskularen Zellen
exprimiert. Hier sind zu nennen die Fibroblasten der Adventitia, die Perizyten der renalen
Glomerula, die Fibroblasten der Leber-, Nieren-, und Milzkapsel, die Kardiomyozyten
(Luther und Mackman, 2001), die Keratinozyten der Haut und die Epithelien der Mukosa
des Gastrointestinaltraktes. TF wurde auch im cerebralen Cortex, der Lunge, dem
Urogenitaltrakt und der Plazenta nachgewiesen (Drake et al., 1989; Wilcox et al., 1989;
Fleck et al., 1990). Die Zellen, die mit dem Blut in Kontakt stehen wie Monocyten
Makrophagen und Endothelzellen, exprimieren TF nur nach Stimulation. Gleiches gilt
auch fiir die TF-Expression von glatten Muskelzellen. Sie synthetisieren TF zwar in grol3er
Menge, exprimieren ihn aber unter physiologischen Bedingungen nicht und wenn nur
einen kleinen Teil (Schecter et al., 1997). In atherosklerotischen Lasionen (Hatakeyama et
al., 1997; Taubman et al., 1997) und nach einer Angioplastie hingegen (Marmur et al.,

1993) ist die TF-Expression von glatten Muskelzellen erhoht.

2.1.2.1 Regulation auf der Ebene der Transkription

Die konstitutive und induzierbare Expression von TF wird Uber den TF Promotor
gesteuert. Das TF Promotor Gen beinhaltet flinf Sp1 (Specificity protein 1)
Bindungsstellen und zwei Enhancer, den nahen SRE (Serum Response Element) und
den entfernten LRE (LPS Response Element). Der LRE-Enhancer enthalt zwei AP-1
(Activator protein-1) Bindungsstellen und eine NF-kB (Nuclear Factor-kappa B)
Bindungsstelle. Die AP-1 Bindungsstelle wird von dem Transkriptionsfaktoren Komplex c-
Fos/c-dJun (auch AP-1 genannt) und die NF-kB Bindungsstelle von den
Transkriptionsfaktoren c-rel/p65 erkannt. Der SRE-Enhancer beinhaltet drei der Sp1
Bindungsstellen. Sie Uberlappen mit drei egr-1 (early growth response gene-1)
Bindungsstellen. Sp1 reguliert die basale Expression von TF in Kultur. Die induzierbare
Expression wird Uber c-Fos/c-Jun, c-rel/p65 und egr-1 gesteuert. Dabei verdrangt egr-1
das Specificity protein 1 (Sp1) von den drei nahen Bindungsstellen (Mackman, 1995;
Mackman, 1997).

Induktoren von TF sind: PDGF (Platelet-derived-growth factor), speziell die Isoform
PDGF-BB und MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1) in Monozyten und glatten
Muskelzellen (Ernofsson und Siegbahn, 1996; Schecter et al., 1997), PAR-2 Peptid in
Huvec-Zellen (Langer et al., 1999), Thrombin in glatten Muskelzellen (Schecter et al.,
1997; D'Andrea et al., 2003), IL-1 (Interleukin-1) (Drake et al., 1989), TNF-a (Tumour
necrosis factor-alpha), LPS (Lipopolysaccharide) (Oeth und Mackman, 1995; Osnes et al.,
1996) in Monozyten, LDL (Low-density lipoproteins) (Lesnik et al., 1992) und bFGF (basic
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fibroblast growth factor) in Monozyten (Corseaux et al., 2000). Des weiteren fihrt die
Bindung von Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen tber
ihre Adhasionsrezeptoren zu einer verstarkten TF-Expression. Die Adhasionsrezeptoren
sind P-Selektin und CD 40 Ligand (Lindmark et al., 2000) auf Monozyten und
Makrophagen, CD 40 Ligand auf glatten Gefallmuskelzellen (Schonbeck et al., 2000) und
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) auf EMPs (endothelial microparticles) oder
Endothelzellen. Die TF-Expression in Endothelzellen wird nach Adhasion von Monozyten
Uber Rho A und NF-kB p65 induziert (Nagata et al., 2002; Sabatier et al., 2002; Ishibashi
et al., 2003).

Hemmenden Einfluss auf die TF-Expression haben unter anderem IL-4, IL-10, IL-13 und
cAMP in Monozyten und Endothelzellen und all-trans Retinoidsauren in Leukamiezellen
(Rao und Pendurthi, 1998). Nach neuesten Untersuchungen regulieren auch die zwei im
Wein vorkommenden Polyphenole Resveratrol und Quercetin die TF-Expression Uber die

Suppression der Degradation von | kB a herunter (Di Santo et al., 2003).

2.1.2.2 Regulation der Aktivitat

Hinweise auf einen unterschiedlichen Aktivitatszustand von TF ergaben Untersuchungen,
wonach die Sattigung der FVila Bindung an TF nicht mit der proteolytischen Aktivitat
korreliert. Es gibt also TF auf der Zellmembran, der mit TF-Antikbrpern nachgewiesen
werden kann, aber proteolytisch inaktiv ist. Der exprimierte, aber proteolytisch inaktive TF
wurde als ,nicht funktionell“ bezeichnet (Le et al., 1992).

Die proteolytische Aktivitat war bereits bei einer TF-Sattigung von 10-20% maximal.
Daraus lasst sich schlieRen, dass der Giberwiegende Teil von TF ,nicht funktionell®, inaktiv
ist (Ploplis et al., 1987; Le et al., 1992).

Als Regulatoren einer Inaktivierung (Encryption) und Aktivierung (De-Encryption) wurden
verschiedene Mechanismen beschrieben. So haben die Membran-Phospholipide einen
Einfluss auf die TF/FVIla Aktivitat. Anionische Phospholipide wie Phosphatidylserin (PS)
fordern die proteolytische Aktivitat in Phospholipidvesikeln, die als Modell dienten (Bach et
al.,, 1986; Krishnaswamy et al.,, 1992). Phosphatidylethanolamin verstarkt die
proteolytische Aktivitat im Modell mit einem geringen Anteil von PS (Neuenschwander et
al., 1995). Die Bedeutung von PS fur die TF-Aktivitdt wurde auch in der Zellkultur gezeigt
(Bach und Rifkin, 1990; Le et al., 1994; Carson, 1996).

Gegen eine alleinige Regulation der TF-Aktivitat durch PS sprachen Versuche mit
Monozyten. Die Blockade von PS nach Calcium lontophorese konnte die vermehrte
Aktivitat nicht vollstandig auftheben (Wolberg et al., 1999).

Als ein weiterer Mechanismus wurde das Vorliegen von TF in Dimeren und Monomeren

untersucht. Dimeres Vorliegen von TF reduziert die Aktivitat (Bach und Moldow, 1997).
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Dagegen kam eine andere Gruppe zu dem Ergebnis, dass die Dimerisation die
Autoaktivierung von FVII zu FVlla und so die proteolytische Aktivitat fordert (Donate et al.,
2000).

Als dritter Mechanismus wurde die Endozytose des TF/FVlla Komplex untersucht. Uber
den Mechanismus der Endozytose werden viele Rezeptoren in die Zelle aufgenommen. In
Monozyten fand sich eine LRP (low-density lipoprotein receptor-related protein)/Clathrin-
abhangige Endozytose. Dabei bindet TFPI (tissue factor pathway inhibitor), der natirliche
Inhibitor von TF, den Komplex TF/FVlla/Xa. TFPI assoziiert mit LRP. Dies flhrt zu einer
Internalisation und Degradation von TF (Hamik et al., 1999).

In BHK'-Zellen (stable TF-transfected baby hamster kidney cells) fand sich dagegen eine
LRP/Clathrin-unabhangige Endozytose. 20-25% des internalisierten FVlla wurden
recycelt. Der recycelte FVIla war flr 60-70% der proteolytischen Aktivitat verantwortlich,
obwonhl dieser nur 10% des vorhandenen TF besetzt. Der Prozess verlauft wesentlich
schneller als das reguldare Membranturnover. Es ist somit ein aktiver Rezeptor-vermittelter
Prozess (Hansen et al., 2001).

In Fibroblasten konnten bereits zuvor zwei Wege der Endozytose beobachtet werden. Der
eine Weg war abhangig von LRP und dem Inhibitor TFPI und der andere unabhangig von
LRP und TFPI (lakhiaev et al., 1999). Sie entsprechen den zwei genannten.

Der Mechanismus der Aktivierung und Inaktivierung ist unabhangig von der
zytoplasmatischen Doméane von TF. In drei mit TF-Wildtyp oder TF-Mutanten (ohne
zytoplasmatische Domane) transfizierten Zelllinien, war der encryptete Anteil beinahe
gleich gro. Eine Calcium-lontophorese und eine Behandlung mit Detergentien flihrte
ebenso zu keinem unterschiedlichen De-Encryption (Carson und Bromberg, 2000).

Dies konnte speziell fir die LRP/Clathrin-unabhangige Endozytose gezeigt werden. Auch
hier beeinflusste die Transfektion von BHK-Zellen mit TF-Mutanten ohne die
zytoplasmatische Doméane die LRP/Clathrin-unabhangige Endozytose nicht (Hansen et
al., 2001).

Der Ablauf des Recyclings und die intrazellulare Verteilung von TF und FVlla ist
weitgehend unklar. In einer Studie konnte allerdings gezeigt werden, dass sich radioaktiv
markierter FVlla intrazellular ansammelt. Im Fluoreszenzmikroskop war die Ansammlung
perinuklear zu erkennen. Als Bindungsstellen zeigten sich Zytoskelettproteine wie Aktin
und Tubulin. Die beiden Proteine hemmten dosisabhangig die Bindung von FVlla an
permeabilisierte Zellen. Die Inkubation mit TF-Antikérper verminderte nur die FVlla
Bindung an intakte Zellen, nicht jedoch an permeabilisierte. Dies galt fur FFR-FVlla
(proteolytisch inaktiver FVIla) in einem nur sehr geringen Mal3e. FVlla und FFR-FVlla
unterschieden sich auch in ihrer Recyclingrate. FFR-FVIla wurde zu einem viel héheren

Teil recycelt (lakhiaev et al., 2001).



Bei der Untersuchung von Zellmembrankompartimenten fand sich ein vierter méglicher
Mechanismus zur Regulation der TF-Aktivitat. Ein mit Caveolae assoziierter TF wies eine
verminderte proteolytische Aktivitat auf. Die Autoren beschrieben diese Assoziation in
glatten Muskelzellen als ,latenten Pool“ einer proteolytischen Aktivitat (Mulder et al.,
1996). Caveolae sind Regionen der Plasmamembran, die reich an Glykosphingolipiden
und Cholesterol sind und spezifische Molekile enthalten. So findet man haufig das
Protein Caveolin und GPI- (Glycosyl phosphatidylinositol) verankerte Proteine. Caveolae
scheinen an der Clathrin-unabhangigen Endozytose beteiligt zu sein. Dabei kommt es zu
keiner Verschmelzung mit dem Lysosom und der folgenden Degradation. lhre Funktion
scheint die Beteiligung am Cholesterol Transport, am transzellularen Transport
endothelialer Zellen von Flissigkeiten und an der Signaltransduktion von Immun- und
Wachstumsrezptoren zu sein (Shin und Abraham, 2001).

Weitere Untersuchungen an ECV304-Zellen (human endothelial cell line) konnten zeigen,
dass GPI-(Glycosyl phosphatidyl inositol) verankerter, endogener TFPI-1 (tissue factor
pathway inhibitor-1) den TF/Vlla Komplex in glykosphingolipidreiche, durch Detergenzien
unlésliche Membranareale, jene Caveolae, fuhrt. Dadurch wird die proteolytische Aktivitat
herunterreguliert. Mit einem TFPI-Antikdrper konnte die Inaktivierung verhindert werden
(Sevinsky et al., 1996). Diese Aktivitdtsminderung ist reversible. Nach einer Inkubation
von ECV304-Zellen von 12-24 Stunden ohne FVlla und FX war die Reduktion der
proteolytische Aktivitdt nicht mehr nachweisbar (Ott et al., 2000). Die Transfektion von
ECV304-Zellen mit GPl-verankertem TFPI-1 fiihrte zu einer Uberexpression von TFPI-1.
Dagegen kam es nach Transfektion mit TFPI-1 Wildtyp lediglich zu einer erhdhten
Freisetzung von TFPI-1. Die Uberexpression von GPIl-verankertem TFPI-1 hemmt die TF-
Aktivitat (Ott et al., 2003).

Die Caveolae stehen womdglich auch in Zusammenhang mit der LPR/Clathrin-

unabhangigen Endozytose (Rao und Pendurthi, 2003).

2.2 Faktor VII

2.2.1 Proteolytisch aktiver Faktor Vila
Das menschliche Faktor VII (FVII) Gen besteht aus 12,8 kBP und ist auf dem Chromosom

13 lokalisiert. Es setzt sich aus 9 Exons und 8 Introns zusammen. FVIl ist ein Einzelketten

Glykoprotein. Es wird von der Leber synthetisiert und als Zymogen von 406 AS ins Blut

sezerniert. Die AS Kette des FVII Iasst sich folgendermalen einteilen: in die Gla-Domane

(AS 1-37), eine kurze amphipatische Helix (AS 38-45), die EGF-1 Domane (AS 46-83),

die EGF-2 Domane (AS 84-130), das Aktivierungspeptid (AS 131-167) und die Proteasen

Domane (AS 168-406), sowie ein Signalpeptid (-60 bis -18) und ein Propeptid (-17 bis -1),
10



die bei der intrazellularen Prozessierung abgespalten werden. Der aktivierte Faktor Vlla
(FVlla) entsteht durch Spaltung der Kette zwischen Arg152 und lle153 in eine leichte
Kette von 152 AS und eine schwere Kette von 254 AS. Diese zwei sind Uber eine
Disulfidbriicke verbunden. FVlla gehoért zur Klasse der Serinproteasen (lchinose und
Davie, 1994; Broze, 1998).

Nach neueren Erkenntnissen wird FVII auch extrahepatisch in Makrophagen und glatten
Muskelzellen fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen synthetisiert. In der Farbung
liel sich FVII und in der in situ Hybridisierung sowie der RT-PCR FVII mMRNA nachweisen
(Wilcox et al., 2003).

Der wichtigste Rezeptor fir FVII ist TF. Faktor VII bindet an TF und wird in die aktive
Serinprotease Faktor Vlla (FVIla) umgewandelt (Nemerson, 1994; Broze, 1998).

Daneben kann FVlla an TF gebunden in einigen Zelllinien den PAR-2 (Protease-
aktivierter Rezeptor-2) aktivieren. PAR-2 gehort zu einer ganzen Gruppe von Protease
aktivierten Rezeptoren (PARs). Die PARs sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR),
die durch die proteolytische Abspaltung einer N-terminalen extrazellularen
Aminosauresequenz aktiviert werden. Der neue N-Terminus dient als vierzahniger Ligand
einer extrazellularen Domane. Dessen Bindung fuhrt zu einer Konformationsanderung
und der Aktivierung des G-Proteins durch Austausch von GDP gegen GTP (Sugden und
Clerk, 1997; Dery et al., 1998).

In TF-transfizierten KOLF-Zellen (Lungenfibroblasten der Maus), TF-transfizierten
Xenopus Oocyten, HaCaT-Zellen (menschliche Keratinozyten), TF-transfizierten CHO-
Zellen (chinese hamster ovary cells), glatten Muskelzellen und MDA-MB-231-Zellen
(Brustkrebszellen) konnte eine PAR-2 Aktivierung gezeigt werden. Die proteolytische
Aktivitat von FVIla war entscheidend. Die zytoplasmatische Doméane von TF hatte
dagegen keine Bedeutung (Camerer et al., 2000; Riewald und Ruf, 2001; Hjortoe et al.,
2004). Eine direkte Aktivierung von PAR-2 mit FVlla war in TF-negativen Xenopus
Oocyten nicht moglich (Camerer et al., 2000).

Gegenteilige Ergebnisse ergaben sich bei der Verwendung von BHK' -Zellen (stable TF-
transfected baby hamster kidney cells), konstitutiv TF-exprimierenden MDCK-Zellen
(Madin-Darby canine kidney cells) (Petersen et al., 2000) und mit TNF-a und VEGF zur
TF-Expression stimulierten Huvec-Zellen (human umbilical vein endothelial cells)
(Camerer et al., 2000). Die Stimulation von BHK™ -Zellen mit FVIla und dem PAR-2 Peptid
fuhrte zu keiner Erhéhung der MAPKs Aktivitat oder der intrazelluldren Calciumfreisetzung
(Petersen et al., 2000). In den Huvec-Zellen kam es nach Stimulation ebenfalls zu keiner

intrazellularen Calciumerhéhung (Camerer et al., 2000).
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Abbildung 2: Molekulare Struktur des aktivierten FVlla. Zu erkennen sind die
leichte Kette (links) und die schwere Kette (rechts), sowie die Disulfidbriicke
der beiden Ketten zwischen Cystein 135 und Cystein 262. Die Aminosauren
sind durch einen Einzelbuchstabencode dargestellt. Y und y zeigen die y-
Carboxyglutamatsaureverknipfungen an, sowie T wund [ die B-
Hydroxyaspartatsdureverkniipfungen. Die Klammern oder die Striche mit
Punkten geben die Glykosylierungsstellen an. Die katalytische Triade Histidin,
Aspartat und Serin ist dunkel hervorgehoben. Grof3buchstaben kennzeichnen
die Introns des Gens (Lascalzo, Joseph und Schafer, Andrew I|., Thrombosis
and Hemorrhage, 1998).
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2.2.2 Proteolytisch inaktiver Faktor Vlla

Proteolytisch inaktiver Faktor Vlla (FFR-FVIla) entsteht bei der Reaktion des aktiven
Endes von FVlla mit D-Phe-L-Phe—L-Arg chloromethyl keton (Sorensen et al., 1997).
Seine Affinitat zu TF ist hoher als die von FVila zu TF (Sorensen und Rao, 1998). Die
Verwendung von FFR-FVlla schliel3t Effekte aus, die durch die proteolytische Aktivitat von

FVlla hervorgerufen werden.

2.3  Signaltransduktion

2.3.1 Allgemein

Unter Signaltransduktion versteht man die intrazelluldre Ubertragung eines Signals von
dem Rezeptor auf den Effektor. Zwischen Rezeptor und Effektor liegen meist lange
Signalkaskaden. An den Kaskaden sind unzahlige Proteine beteiligt, die das Signal
schrittweise weiterleiten und dabei modulieren. In diesen Kaskaden besitzen die MAPKs

(Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) eine ganz zentrale Stellung (Cooper, 2000b).

2.3.1.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Mitogen-aktivierte  Proteinkinasen (MAPKs) sind wichtige Enzyme bei der
Signaltransduktion eukaryonter Zellen (Chang und Karin, 2001). Sie Ubertragen
extrazellulare Signale ins Zellinnere. MAPKs gehoéren zur Gruppe der Serin/Threonin
Kinasen (Cooper, 2000b). Bekannt sind bis jetzt vier verschiedene MAPKs: p42/44, auch
ERK 1/2 (extrazellular signal-regulated kinases 1/2) genannt, p38, auch SAPK2 (stress-
aktivated protein kinase 2) genannt, JNK (Jun amino-terminal kinase), auch p46/54 oder
SAPK1 (stress-aktivated protein kinase 1) genannt, und ERKS5 (extrazellular signal-
regulated kinase 5). Diese werden von speziellen MAPKKs (mitogen-activated protein
kinases kinases) reguliert und die MAPKKs wiederum von MAPKKKs (mitogen-activated
protein kinases kinases kinases). Die spezifischen MAPKKs sind: MEK 1/2 flir p42/44,
MKK 3/6 fir p38, MKK 4/7 fur JNK und MEKS5 fir ERK5. Zu den MAPKKKs gehéren u.a.
c-Raf und MLK (mixed-lineage kinase) (Chang und Karin, 2001). Bei der Aktivierung von
MAPKs kommt es zur Phosphorylierung eines Thyrosins (AS 183) und anschlief’end
eines Threonins (AS 185). Diese doppelte Phosphorylierung fihrt zu einer
Konformationsanderung und ermoglicht damit die Bindung des Substrats (Lodish et al.,
2000).

MAPK p38 steht flir das Molekulargewicht des MAPKinasen Proteins von 38 kDa und den

Arm des Chromosoms p. Vier Isoformen werden unterschieden: p38a (= SAPK 2a), p38p
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(= SAPK 2b oder p38Bll), p38y (= SAPK 3 oder ERK6) und p3806 (= SAPK 4) (Herlaar und
Brown, 1999). p38 wurde urspringlich nur in Verbindung mit zelluldrem Stress und
Apoptose gebracht. Mittlerweile ist allerdings bekannt, dass p38 bei viel mehr Prozessen
beteiligt ist. Hier sind zu nennen: die Immunantwort, insbesondere bei der Entzindung,
die Zellproliferation und Differenzierung von Entziindungszellen, die allgemeine Rolle bei
der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und dem Zelliberleben (Nebreda und Porras,
2000), die intestinale Wundheilung (Dieckgraefe et al., 1997), die Gefallhyperplasie nach
Verletzung und bei entziindlichen Erkrankungen (Ohashi et al., 2000; Ju et al., 2002), die
Zellmigration (Hedges et al., 1999; Matsumoto et al., 1999) und die Steuerung auf der
Ebene der Transkription und der Translation. p38 aktiviert den Transkriptionsfaktor ATF-2
(activating transcription factor-2) (Ono und Han, 2000). Fir die Zellmigration konnte
gezeigt werden, dass p38 in glatten Muskelzellen die Migration tUber die MAPKAP Kinase-
2 (MAP kinase-activated protein kinase-2) und das HSP 27 (Hitzeschockprotein 27)
beeinflusst (Hedges et al., 1999). Gleichzeitig steht p38 in Verbindung mit den
Signalkaskaden der anderen MAPKSs (Singh et al., 1999).

Die Stimuli fir eine p38 Aktivierung sind vom Zelltyp abhangig. Zu ihnen gehdren u.a.:
PDGF (platelet-derived growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor-alpha), IL-1
(Interleukin-1), GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor), TGF-$
(transforming growth factor beta) und PAF (platelet-activating factor) (Herlaar und Brown,
1999; Ono und Han, 2000).

MAPK p42/44 ist die am besten bekannte und beschriebene der vier MAPKs. Die
Bezeichnung steht auch hier fiir das Molekulargewicht der zwei existierenden Formen und
die Lokalisation auf dem Arm p des Chromosoms. Eine weitere Bezeichnung ist ERK 1/2
(extrazellular signal-related kinases 1 und 2). Die MAPK p42/44 wurde erstmals bei der
Zellproliferation beschrieben. Weiterhin soll p42/44 eine Rolle bei der Zelldifferenzierung
und dem Zelliberleben spielen. Die Aktivatoren sind Wachstumshormone. Sie binden an
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR).

Bei der Bindung eines Liganden an RTKs kommt es zu einer Konformationsanderung und
einer damit einhergehenden Autophosphorylierung an drei gegenuberliegenden
intrazellularen Tyrosinresten. Zwei dieser autophosphorylierten Tyrosinreste sind
Bindungsstellen fir die SH2 Domane von Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)
und PLC-y (Phospholipase C-gamma).

Die Bindung von Grb2 transloziert SOS (sun of sevenless) an die Zellmembran. Hier
kommt es zur Aktivierung des zellmembranverankerten kleinen GTP-bindenden Proteins

Ras.
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PLC-y wird bei seiner Bindung an autophosphorylierte RTKs aktiviert und spaltet PIP,
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat), ein Membranphospholipid, in IP; (Inositol 1,4,5-
trisphosphat) und DAG (Diacylglycerol). DAG selbst aktiviert PKC (Protein Kinase C).
Sowohl Ras als auch PKC phosphorylieren die Serin/Threonin Kinase Raf. Raf aktiviert
die doppeltspezifische Kinase MEK, den direkten Aktivator von p42/44. Ob das Signal
stimulierend oder inhibierend ist, hangt vom Zelltyp ab (Cooper, 2000b).

GPCR werden durch die reversible Bindung des Liganden oder eine irreversible
Proteolyse der N-terminalen Sequenz aktiviert. Dabei kommt es in beiden Fallen ebenfalls
zu einer Konformationsanderung. Diese fihrt intrazellular zur Bindung eines
heterotrimeren G-Proteins und stimuliert den Austausch von GDP gegen GTP an der o-
Untereinheit des G-Protein (Dery et al., 1998). Das dadurch aktivierte G-Protein aktiviert
seinerseits die PLC-3 (Phospholipase C-beta) (Cooper, 2000b) oder Nonrezeptor Protein-
Tyrosin Kinasen wie die Src-Familie (Sugden und Clerk, 1997). PLC- spaltet wie PLC-y
PIP,in IP; und DAG (Cooper, 2000b). Src aktiviert wahrscheinlich Raf (Sugden und Clerk,
1997).

Die MAPK p42/44 kann die unterschiedlichsten Zielproteine phosphorylieren. Ein Teil wird
direkt in den Kern transloziert. Dort reguliert p42/44 Transkriptionsfaktoren. Eine
wesentliche Antwort auf die Stimulation von Wachstumsfaktoren ist die Transkription der
sog. immediate-early genes. Deren Regulatorensequenz ist das SRE (serum response
element). Dieses wird u.a. durch den Transkriptionsfaktor Elk-1 (Ets domain protein 1)
und den SRF (serum response factor) erkannt. p42/44 phosphoryliert EIk-1 und aktiviert
so die Transkription des immediate-early genes. Viele immediate-early genes kodieren
wieder fur einen Transkriptionsfaktor (Cooper, 2000b). Die Phosphorylierung der MAPK
p42/44 hat eine proliferative Wirkung auf glatte Muskelzellen (Cirillo et al., 2004).

MAPK JNK steht fir Jun N-terminal kinase. Es sind zehn Isoformen mit einem
Molekulargewicht von 46-54 kDa bekannt. Aktiviert wird JNK durch Zellstress wie Hitze,
osmotischen Schock, UV-Licht, proinflammatorische Zytokine und Hypoxie. Die
Zielstruktur ist u.a. der Transkriptionsfaktor c-Jun. Beteiligt ist JNK bei der frihen
Embryogenese, der Apoptose, der Tumorgenese und der Immunantwort (Whitmarsh et
al., 1998; Singh et al., 1999).

2.3.1.2 Andere Signalproteine

Weitere zu nennende Gruppen von Proteinen bei der Signaltransduktion sind die G-
Proteine, die Non-Rezeptor-Tyrosin Kinasen, die Phospholipasen, die Familie der

Proteinkinase C, sowie die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und Akt.
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Die G-Proteine umfassen zwei Ubergeordnete Gruppen: die heterodimeren G-Proteine
und die sog. kleinen G-Proteine (Cooper, 2000b). Die kleinen G-Proteine werden in
folgende funf Untergruppen eingeteilt: die Ras-, Rho-, Rab-, Ran-, und Sar1/Arf-Familie.
Die Ras-Familie ist an dem Zellwachstum und der Zelldifferenzierung, die Rho-Familie an
der Organisation des Zytoskeletts, die Rab- und Sar1/Arf-Familie an dem Vesikeltransport
und die Ran-Familie an dem Kernzytoplasmatransport und der Mikrotubuliorganisation
beteiligt (Takai et al., 2001) Die heterodimeren G-Proteine sind an jene GPCRs (G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren) gebunden (Cooper, 2000b).

Zu den Non-Rezeptor-Tyrosin Kinasen zahlen Jak (Janus family tyrosine kinase), FAK
(fokale Adhasionskinase) und Src (sarcroma-like kinase). Sie sind mit Zytokinrezeptoren
und Integrinen assoziiert und an deren Signallibertragung beteiligt.

Die Phospholipasen mobilisieren Signalproteine aus den Phospholipiden der
Zellmembran. Mehrere Isoformen werden unterschieden. Die einzelnen Phospholipasen
sind spezifisch flir das jeweilige Phospholipid. Das mobilisierte Signalprotein
Diacylglycerol aktiviert Mitglieder aus der Familie der Proteinkinase C (Cooper, 2000b).
Die Proteinkinase C setzt sich aus drei Untergruppen von Isoformen zusammen: den
klassischen, den neuen und den atypischen (Newton, 1995). Die Familie der
Proteinkinase spielt beim Zellwachstum und der Zelldifferenzierung eine Rolle (Cooper,
2000Db).

Die Phosphatidylinositol 3-Kinase wird durch RTKs und GPCR aktiviert. Ihre Aktivierung
fuhrt zur Phosphorylierung von Phospholipiden der Zellmembran. Diese phosphorylierten
Phospholipide aktivieren Akt. PI3K und Akt sind an der Regulation des Zelliberlebens
beteiligt (Cooper, 2000b).

2.3.2 Tissue Factor und Signaltransduktion

Bei der SignalUbertragung durch den TF/FVlla Komplex lassen sich in der Theorie jene
zwei Signalwege von einander trennen: der erste Weg abhangig von der proteolytischen
Aktivitat von FVlla und der zweite abhangig von der zytoplasmatischen Doméne von TF.
Diese Trennung liegt in vivo wohl nicht so eindeutig vor. Viele Versuche weisen auf ein
Zusammenspiel hin. Trotzdem erscheint die Einteilung sinnvoll zum Verstandnis der

Rezeptorfunktion von TF.

2.3.2.1 Die Bedeutung der proteolytischen Aktivitat von FVila

Den Hinweis auf eine TF/FVlla-vermittelte Signalibertragung in Abhangigkeit von der
proteolytischen Aktivitdt brachten Versuche mit Interleukin-13 stimulierten Huvec-Zellen
(human umbilical vein endothelial cells), konstitutiv TF-exprimierenden J82-Zellen

(Blasenkarzinomzellen) und MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney cells) sowie stabil
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TF-transfizierten COS-1-Zellen (Nierenfibroblasten des Affens). Bei den Versuchen zeigte
sich, dass die Bindung von FVlla an TF innerhalb von Sekunden zu einer
vortubergehenden intrazelluldren Calciumerhdhung flhrte. Ein neutralisierender TF-
Antikérper hob den Effekt auf (Rottingen et al., 1995). Ebenso verschwand der Effekt in
MDCK-Zellen bei der Verwendung von FFR-FVlla (proteolytisch inaktivem Faktor Vlla).
Die zytoplasmatische Domane war nicht von Bedeutung. Vermittelt wurde die
intrazellulare  Calciumerhéhung durch PI-PLC (Phosphatidylinositol  spezifische
Phospholipase C). Deren Hemmung mit dem spezifischen Inhibitor U73122 blockte das
Signal (Camerer et al., 1996). Die intrazellulare Calciumerhéhung war zellspezifisch. Bei
teils konstitutiv teils nach Stimulation TF-exprimierenden HK-2-Zellen (human kidney-2-
cells) und stabil TF-transfizierten CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) war keine
intrazellulare Calciumfreisetzung nach Stimulation mit FVlla zu beobachten (Prydz et al.,
1999).

In weiteren Studien wurde die Phosphorylierung von intrazellularen Proteinen untersucht.
Die Inkubation mit FVIla fihrte in Monozyten zu einer voriibergehenden Phosphorylierung
eines 70 kDa Polypeptides an einem Tyrosinrest. Die Verwendung eines TF-Antikdrper
blockte die Phosphorylierung (Masuda et al., 1996).

In BHK™ -Zellen (stable TF-transfected baby hamster kidney cells) konnte gezeigt werden,
dass die Bindung von FVlla an TF zu einer Aktivierung der MAPK p42/44 fihrt. Die
Verwendung des p42/44 Inhibitors PD98059 verhinderte die Phosphorylierung (Poulsen et
al., 1998). FFR-FVIlla induzierte dagegen keine Phosphorylierung von p42/44. Die
Phosphorylierung war abhangig von der proteolytischen Aktivitat von FVlla und
unabhangig von der zytoplasmatischen Domane von TF. Inhibitoren von FXa und
Thrombin hoben die Phosphorylierung nicht auf (Sorensen et al., 1999). In beiden Studien
wurde sowohl TF als auch die PARs (Protease-aktivierte Rezeptoren) als Rezeptoren der
Signallbertragung diskutiert (Poulsen et al., 1998; Sorensen et al., 1999).

Die MAPK p42/44 Aktivierung durch FVlla wird in BHK™ -Zellen und in HaCaT-Zellen
(menschliche Keratinozytenzelllinie) Gber p21 Ras reguliert. Die p21 Ras Aktivierung
beinhaltet wiederum einen PKC (Protein Kinase C) abhéngigen Mechanismus in BHK™ -
Zellen und einen Src (sarcoma-like Kinases) abhangigen Mechanismus in HaCaT-Zellen.
In beiden Zelllinien hob die Blockierung, der in der klassischen Signalkaskade zwischen
Ras und p42/44 gelegenen Raf Kinase die Phosphorylierung von p42/44 auf.
Entscheidend war wieder die proteolytische Aktivitdt von FVlla. Der Rezeptor der PKC
oder Src Aktivierung durch FVlla blieb offen (Versteeg et al., 2003).

In HaCaT-Zellen konnte in anderen Versuchen eine Phosphorylierung von p42/44, p38

und JNK nach der Inkubation mit FVIla beobachtet werden. Dabei kam es Uber p42/44 zu
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einer Hochregulierung des egr-1 (early growth response gene-1) Genes. Der Rezeptor flr
die Signallbertragung konnte nicht aufgeklart werden (Camerer et al., 1999).

Versuche mit A14-Zellen (Fibroblasten) fuhrten nach der Stimulation mit proteolytisch
aktivem FVlla zur Beschreibung eines Signalweges uber die Src-ahnlichen Kinasen (c-
Src, Lyn und Yes) und die PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) zu p42/44. Auch die
MAPK p38 wurde bei diesen Versuchen uber die Bindung von FVlla an TF aktiviert. Das
Signal lief wieder Uber Src-ahnliche Kinasen und die PI3K. Dabei wurden die GTPasen
Rac und Cdc42 von PI3K aktiviert. Die Phoshorylierung von p38 war aber nicht abhangig
von Cdc42. Als drittes Zielprotein von PI3K neben Rac und Cdc42 fand sich c-Akt/PKB
(Versteeg et al., 2000). Der Rezeptor konnte nicht aufgeklart werden. Die Ergebnisse von
Versteeg et al., 2000 wurden allerdings groRtenteils widerrufen (42" Annual Meeting of
the American Society of Hematology, San Francisco, 2000). Verantwortlich fir die Effekte
waren wohl Spuren von aktiviertem FXa und Thrombin. Damit war es kein TF-spezifischer
Effekt (Pendurthi und Rao, 2002).

In TF-transfizierten BHK™™-Zellen und in HaCaT-Zellen kommt es durch die TF/FVlla
Interaktion zur Phosphorylierung der zwei Translationsfaktoren p70/p85, RSK (ribosomale
S6 kinase), und p90, S6K (S6 kinase). Die Phosphorylierung ist unabhangig von der
zytoplasmatischen Domane von TF. p70/85 trat gleichzeitig mit der Aktivierung der PKB
(Protein Kinase B) und der GSK3 (glycogen synthase kinase 3) auf (Versteeg et al.,
2002). p90 war sensitiv fur PI3K und p42/44 Inhibitoren. Sowohl die p70/85 als auch die
p90 Phosphorylierung flihrten zur einer Aktivierung des elF-4E (eukaryotic initiation factor-
4E) und einer Hochregulation der Proteinmenge von eEF-1a (eukaryotic elongation factor-
1a) und eEF-2 sowie einer beschleunigten Methionin Inkorporation. Der Effekt wurde
durch FXa und Thrombin Inhibitoren nicht beeinflusst (Versteeg et al., 2002). Der
Signalweg von der Interaktion von TF mit FVlla bis zur Aktivierung der beschriebenen
Effektoren ist noch unklar. Eine weitere Gruppe identifizierte in HaCaT-Zellen eine
Phosphorylierung des Epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) und der Prolin-reichen
Tyrosin Kinase 2 (PYK 2) durch Stimulation mit FVIla. Im Western Blot liel3 sich eine
signifikante Phosphorylierung von EGFR und PYK 2 nachweisen. Die p42/44 Aktivierung
durch den TF/FVIla Komplex war mit den EGFRKinase-Inhibitoren AG 1478 und PD
153035 hemmbar. Auch die Hochregulation der Gene egr-1, hb-EGF (heparin binding
epidermal growth factor) und IL-8 wurde durch den Inhibitor AG 1478 gehemmt. Die
erhohte PYK 2 Phophorylierung verschwand bei der Prainkubation mit dem TF-Antikorper
6B4 oder der Stimulation mit FVIlai (proteolytisch inaktiver FVlla). Die Phosphorylierung
von EGFR wurde einer Koppelung mit einem GPCR zugeschrieben. Hier wurde PAR-2
genannt (Wiiger und Prydz, 2004).
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Untersuchungen zu den Funktionen von TF zeigten, dass die normale Embryogenese von
Mausen der extrazellularen Doméane von TF und/oder der proteolytischen Fahigkeit von
TF/FVlla Komplex bedarf. Mausemutanten ohne die extrazellulare Doméane sterben in der
Embryonalzeit. Die zytoplasmatische Domane hat keine Relevanz (Parry und Mackman,
2000).

Zum gleichen Ergebnis kam eine zweite Gruppe. Sie zeigten darliber hinaus in den
Mutanten ohne die zytoplasmatische Domane eine unveranderte p42/44 Aktivierung
(Melis et al., 2001). Beide Gruppen gingen von einer PAR-vermittelten Signaltibertragung
aus.

Die Blockierung von TF/FVIla mit dem Inhibitor NAPc2 hemmt die Angiogenese und das
Tumorwachstum im Mausmodell. Die Hemmung von FXa hat keinen Einfluss. Dies spricht

fur eine Signallbertragung durch den TF/FVIla Komplex (Hembrough et al., 2003).

In all den genannten Arbeiten blieb damit die Antwort auf die wesentliche Frage offen,
welcher Rezeptor durch die proteolytische Eigenschaft von FVlla aktiviert wird.

Vier Versuchsgruppen konnten zeigen, dass FVlla gebunden an TF den PAR-2 aktivieren
kann. Diese Aktivierung konnte in TF- und PAR-2-transfizierten KOLF-Zellen
(Lungenfibroblasten der Maus), TF- und PAR-2-transfizierten Xenopus Oocyten und
HaCaT-Zellen (menschliche Keratinozyten) als verstarkte Calciumfreisetzung und
Phosphoinositol Hydrolyse (FVIla 50 nM) (Camerer et al., 2000), in TF- und PAR-2-
transfizierten CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) als erhdhte MAPKs Aktivierung
(FVlla 50 nM) (Riewald und Ruf, 2001), in glatten Muskelzellen als verstarkte
Zellmigration (TF/FVlla 0,3 nM) (Marutsuka et al.,, 2002) und in MDA-MB-231-Zellen
(Brustkrebszellen) als erhohte IL-8 mRNA Expression und Migration (FVlla 5-50 nM)
(Hjortoe et al., 2004) gemessen werden. Fir die IL-8 Expressionserhéhung und die
Steigerung der Migration tUber PAR-2 wurde die Spezifitat des Effektes mit einem PAR-2-
Antikoérper nachgewiesen (Hjortoe et al., 2004). Das Maximum der IL-8 mMRNA Expression
lag bei 75-120 Minuten. Die Verwendung von FFR-FVlla und eines TF-Antikdrpers
verhinderte die Expression, nicht jedoch die Inhibition von FXa und Thrombin. PAR-1
Antikorper beeinflussten den Effekt nicht. Die Erhéhung der IL-8 mRNA Expression war
Folge einer Neusynthese und keiner Stabilisierung vorhandener IL-8 mRNA (Hjortoe et
al., 2004). Die IL-8 Erhohung war abhangig von p42/44 und p38 (Wang et al., 2002).

In Xenopus Oocyten, die nur PAR-2 exprimieren, zeigte sich allerdings selbst mit 300 nM
FVlla kein Effekt. Bei alleiniger Transfektion mit TF war dieser auch nicht zu beobachten
(Camerer et al., 2000). TF scheint eine Dockingstation fur FVIla zu dessen Positionierung

und Konzentrierung darzustellen. Nur so kann FVIla PAR-2 aktivieren (Camerer et al.,
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2000). Die zytoplasmatische Domane von TF war ohne Bedeutung. Die Verwendung des
proteolytisch inaktiven Faktors Vlla (FFR-FVIla) hob den Effekt auf (Camerer et al., 2000).
Eine Gruppe schloss dagegen die Stimulation des PAR-2 und aller anderen bekannten
PARs durch den TF/FVlla Komplex aus. Sie konnten keine Erhdéhung der
Calciumfreisetzung und der MAPKs Aktivierung in BHK™ -Zellen und MDCK-Zellen (FVlla
100 nM) messen (Petersen et al., 2000). Ebenfalls nicht beobachtet werden konnte der
Effekt in mit TNF-a und VEGF stimulierten Huvec-Zellen (FVila 50 nM) (Camerer et al.,
2000).

2.3.2.2 Die Bedeutung der zytoplasmatischen Doméne von Tissue Factor

In der stabil TF-transfizierten humanen Nierenzelllinie 293 flhrte die Stimulation mit PMA
(Phorbol 12-myristat 13-acetat) zur Phosphorylierung eines oder mehrerer Serine der
zytoplasmatischen Domane von TF. Die Phosphorylierung verschwand bei Verwendung
eines Inhibitors fur PKC (Protein Kinase C) (Zioncheck et al., 1992).

Die PKC-vermittelte Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF bestatigte
sich in Folgeversuchen allerdings nicht. Im Gegenteil, eine Hemmung der PKC férderte
die Phosphorylierung (Mody und Carson, 1997). Bei den Versuchen wurde TF mit
Zelllysaten von Glioblastomzellen inkubiert. Dies flhrte zu einer Phosphorylierung an
mehreren Stellen der zytoplasmatischen Domane. Gleiches galt auch fir ein klnstlich
synthetisiertes, korrespondierendes Peptid zur zytoplasmatischen Domane von TF. Als
eine Phosphorylierungsstelle der zytoplasmatischen Domane von TF identifizierte die
Gruppe Serin 253 und vermuteten auflerdem Serin 258 (Mody und Carson, 1997).

In Huvec-Zellen wird die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF nach
Stimulation mit PMA durch eine Palmitoylierung des Cystein 245 gesteuert (Dorfleutner
und Ruf, 2003). Die Palmitoylierung reguliert negativ die Phosphorylierung von Serin 258.
PKCa phosphoryliert Serin 253 der zytoplasmatischen Domane von TF und fordert die
Phosphorylierung von Serin 258. Ob die Phosphorylierung von Serin 258 in Folge oder
parallel verlauft, ist offen. Die Phosphorylierung an Serin 258 induziert wohl die
entscheidende Konformationsanderung der zytoplasmatischen Domane. Veranderungen
des Cholesterol Gehalts der Membran beeinflussen die Phosphorylierung. Ebenso ist die
Phosphorylierung abhangig von einer Reifung von TF im Golgi-Apparat. Dabei kommt es
zu einer Modifikation des N-verknlpften Kohlenhydrates. Die zytoplasmatische Doméane
ist wesentlich flir den Golgi-Transport und den Einbau in die Zellmembran. Die
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane findet an der Zellmembran statt
(Dorfleutner und Ruf, 2003).

Eine Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF wurde auch bei der

endogen-vermittelten VEGF Produktion in Melanomzellen vermutet. Mutationen des Serin
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253, dem Substrat von PKC, reduzierten den Effekt. Die Bindung von FVlla an TF oder
die Aktivierung von FXa und Thrombin war nicht nétig (Abe et al., 1999).

Bei den genannten Versuchen einer TF-Signaltransduktion in Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen Domane von TF blieb die Bedeutung der Phosphorylierung offen. Auch
ein Effekt der Phosphorylierung fand sich nur bei der letzten Gruppe. Genauso fraglich
blieb der natlrliche Ligand fir TF.

Nur eine Gruppe zeigte einen TF-vermittelten Effekt durch die Bindung eines TF-
Liganden. Bei Clusteringversuchen von TF-exprimierenden Zellen kam es in Abhangigkeit
von der zytoplasmatischen Doméane zur Bindung von ABP-280 (Aktin bindendes Protein-
280) und der Autophosphorylierung von FAK (fokale Adhasionskinase). Die Interaktion mit
ABP-280 und die Phosphorylierung von FAK steigerten die Zelladhasion, Zellmaotilitat und
Zellmigration (Ott et al., 1998).

2.3.2.3 Die Bedeutung der proteolytischen Aktivitat von FVlla und der

zytoplasmatischen Domaéane von Tissue Factor

In TF-transfizierten U937-Zellen (menschliche Monozytenzelllinie) fihrt die Bindung von
FVlila an TF zu einer erhdhten Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern. Das
Maximum der intrazellularen Calciumkonzentration lag bei 30 Sekunden. Der Effekt war
abhangig von der proteolytischen Aktivitat von FVIla und der zytoplasmatischen Domane.
Bei der Verwendung von Monozyten, die mit TF-Mutanten ohne die zytoplasmatische
Domane transfiziert waren, oder FFR-FVlla zeigte sich keine Erhéhung des intrazellularen
Calciumspiegels. Des weiteren verschwand der Effekt bei der Inkubation mit dem TF-
Antikérper 6B4 und dem PI-PLC-B Inhibitor U73122. Neben der Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration fuhrte die Stimulation mit FVIla zu einer Synthese
von ROS (reaktive oxygen species). Das Maximum lag hier bei 24 Stunden. Als Rezeptor
wurde TF betrachtet. Ein Korezeptor zu TF konnte aber nicht ausgeschlossen werden
(Cunningham et al., 1999). Die Funktion der zytoplasmatischen Domane von TF bei der
beobachteten Steigerung der intrazellularen Calciumkonzentration wurde nicht geklart.

In Huvec-Zellen flhrt der TF/FVIla/Xa Komplex uber PAR-2 zu einer Phosphorylierung
der zytoplasmatischen Domane von TF. PAR-1 konnte ausgeschlossen werden.

Der TF/FVIla Komplex kann ebenfalls PAR-2 aktivieren, allerdings nur in Konzentrationen
ab 50 nM. PAR-2 aktiviert die PC-PLC (Phosphatidylcholin spezifische Phospholipase C).
Der PC-PLC Inhibitor D609 hemmte den Effekt dosisabhangig. Der spezifische PI-PLC-3
Inhibitor U73122 zeigte dagegen keinen Effekt auf die Phosphorylierung. PC-PLC spaltet
PC (Phosphatidylcholin). Das dabei entstehende DAC fiuhrt Uber PKC-a zur
Phosphorylierung des Serins 253 von TF. Das Maximum der Phosphorylierung der

zytoplasmatischen Domane von TF lag bei 5-10 Minuten. Nach einer Minute war die
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Phosphorylierung nicht nachzuweisen (Ahamed und Ruf, 2004). Die Versuche
beschreiben eine Signalibertragung durch die Verbindung der beiden Wege. Als
physiologischer Ausléser der Signallbertragung wird nicht der Zweierkomplex TF/FVIlla,
sondern der Dreierkomplex TF/FVlla/Xa gesehen. Die Bedeutung und der Effektor der
Phosphorylierung blieben ungeklart.

Eine weitere Versuchsreihe zeigte, dass der TF/FVlla Komplex tiber PAR-2 vermutlich die
Angiogenese steuert. Die PAR-2 Signallibertragung wird negativ durch die
zytoplasmatische Domane von TF reguliert. In einem Aortenringmodell, von
Mausmutanten ohne die zytoplasmatische Doméane von TF, zeigte sich unter Stimulation
mit FVIla und PDGF-BB eine verstarkte Angiogenese. Dies lie} sich auch in vivo in der
neonatalen Retina von Mausen mit einer Defizienz der zytoplasmatischen Domane von
TF zeigen. Die verstarkte Angiogenese war zudem abhangig von PAR-2. Diese
Ergebnisse filhrten zu der Hypothese, dass die Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Doméane von TF die Angiogenese reguliert. In Proben neovaskularisierter Iris von
Patienten mit diabetischer Retinopathie fand sich eine Phosphorylierung der
zytoplasmatischen Domane nur in den Bereichen der Neovaskularisation. Zusatzlich lief3
sich eine Kolokalisation der phosphorylierten zytoplasmatischen Domane von TF mit
PAR-2 nachweisen. Bei gesunden Patienten lag dagegen keine Phosphorylierung vor
(Belting et al., 2004).

Untersuchungen zu den Funktionen von TF zeigten, dass sowohl die zytoplasmatische
Doméne (Bromberg et al., 1995) als auch die proteolytische Aktivitat von FVlla (Mueller
und Ruf, 1998) flr die Tumormetastasierung entscheidend zu sein scheinen. Proteolytisch
inaktiver FVlla (Mueller und Ruf, 1998) wie auch TF-Mutanten ohne zytoplasmatische
Domane (Bromberg et al., 1995) zeigten keinen Effekt. Als wesenticher Mechanismus
wurde die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF diskutiert (Bromberg
et al., 1999).

2.3.2.4 Signaltransduktion durch Faktor Xa und Thrombin

Die Proteasen der extrinsischen Blutgerinnungskaskade unterhalb von FVlla wie Faktor
Xa und Thrombin kénnen ebenfalls PARs aktivieren. Dieser Weg ist von den beiden
anderen abzugrenzen. Es ist keine direkte Signalubertragung durch TF/FVlla. FXa
schneidet PAR-1 (Riewald und Ruf, 2002). Thrombin aktiviert PAR-1 sowie PAR-3 und
PAR-4 (Coughlin, 2000). PAR-1-vermittelte Effekte sind u.a. die Zellverformung, die
Migration, die Sekretion, die Integrin Aktivierung und die Transkription (Coughlin, 2000).
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2.4  Migration

2.4.1 Allgemein

Unter Migration versteht man die Fahigkeit einer Zelle sich fortzubewegen. Abhéangig ist
diese Bewegung von den dynamischen Veranderungen des Zytoskelettes der Zelle. Der
Vorgang ist sehr komplex und nur teilweise verstanden. Drei Stadien werden
unterschieden: das Vorgreifen (Protrusion), das Anhaften bzw. Verankern (Anchoring) und
das Lésen und Zuruckziehen (Retraktion).

Das Vorgreifen geschieht mit Hilfe von sog. Mikrospikes oder Filopodien, Lamelopodien
und Pseudopodien. Mikrospikes oder Filopodien enthalten Biindel von Aktinfilamenten
und werden von vielen Zellen gebildet. Lamelopodien werden von Fibroblasten und
Pseudopodien von Makrophagen und Amodben ausgebildet. Lamelopodien und
Pseudopodien bestehen aus einem Netzwerk von Aktinfilamenten. Sie unterscheiden sich
allerdings in ihrer Form. Alle drei entstehen durch die Polymerisation und die Vernetzung
von Aktinfilamenten.

Die Anhaftung des vorgeschobenen oder ausgestilpten Teils der Zelle sichern fokale
Kontakte sog. fokale Adhasionen. Dies sind Uber Integrine vermittelte Kontakte der
Aktinfilamente mit der extrazellularen Matrix.

Der letzte Schritt, der des Ldsens und Zurlickziehens, ist bis jetzt am wenigsten
verstanden. Aus Versuchen geht hervor, dass hierbei Myosin Il eine Rolle spielen muss.
Es kommt wahrscheinlich zu einer Art Kontraktion, bei der das Ende nachgezogen wird
(Cooper, 2000a). Die Lésung wird womoglich durch Proteasen bewerkstelligt. Ein
beschriebenes Beispiel ist PAI-1 (plasminogen activator inhibitor). PAI-1 16st Adh&sionen
Uber uPAR (urokinase plaminogen activator receptor) (Czekay et al., 2003). Ein weiteres
Beispiel ist die MT1-MMP (Membran-Type 1 Matrix Metalloprotease) (Seiki et al., 2003).
Alle drei Schritte sind mit der Modulation des Zytoskeletts verbunden. Bei der Modulation
des Zytoskeletts spielen HSP 27 (Hitze Schock Protein 27) und ABP-280 (Aktin-
bindendes Protein 280) eine Rolle. Die Aktivierung von HSP 27 unterstitzt die
Polymerisation von G-Aktin (globulares Aktin) zu F-Aktin (filamentdses Aktin). F-Aktin
bildet die Aktinflamente. ABP-280 ist bei der Vernetzung von Aktinfilamenten beteiligt.
Gleichzeitig stellt es einen Kontakt zur Zellmembran her. Es tragt so zur Form und
Bewegung der Zelle bei (Cooper, 2000a).

Die Steuerung der Modulation des Zytoskelettes scheint wesentlich zum Verstandnis der
Migration zu sein. Bekannt sind aber nur einzelne Bruchstlicke. Die GTP-bindenden
Proteine der Rho-Familie, Rho, Cdc42 und Rac (Nobes und Hall, 1995) sowie die MAPK
p38 (Hedges et al., 1999) sind beteiligt. Cdc42 und Rac regulieren Gber PAK1 die p38
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Aktivierung. Als Stimulus diente IL-1 (Zhang et al., 1995). Rac und PI3K sind an der Aktin
Reorganisation durch PDGF Stimulation in PDGFR (8 exprimierenden (PDGF beta-
receptor) PAE-Zellen (porcine aortic endothelial) beteiligt (Hooshmand-Rad et al., 1997).
Auch BPix (PAK-interacting exchange factor) spielt bei der Signaltbermittlung eine Rolle.
BPix beschleunigte die p38 Aktivierung tber Cdc42/Rac/PAK/MKKS3/6 (Lee et al., 2001).
In Versuchen mit Fibroblasten fliihrte PDGF-BB (Plated-derived Growth Factor Isoform
BB) zu einer Aktin Reorganisation und Migration tber Ras und p38. Rac war nicht beteiligt
(Matsumoto et al., 1999). Unterschiedliche Mechanismen wurden diskutiert. Die Gruppe
vermutete einen von Rac getrennten Weg oder eine Aktivierung von Rac in der
Signalkaskade unterhalb von p38 (Matsumoto et al., 1999). Die MAPK p38 aktiviert Giber
die MAPKAP Kinase-2 (MAP kinase-activated protein kinase-2) HSP 27 in glatten
Muskelzellen (Hedges et al., 1999). p38 wird durch PI3K reguliert (Yamboliev et al.,
2001). Daneben koénnen die bei der Migration so wichtigen Integrine der fokalen
Adhasionen zu einer Autophosphorylierung der zwei Nonrezeptor Protein-Tyrosin Kinases
FAK und c-Src fihren. Zusammen bilden sie einen Komplex (Aplin et al., 1998). FAK und
c-Src stehen Uber PI3K in Verbindung zu p38 (Gerthoffer und Gunst, 2001). Gleichzeitig
kann die autophosphorylierte fokale Adhasionskinase Grb2 (Growth factor receptor-bound
protein 2) und damit SOS (sun of sevenless) binden. SOS aktiviert Ras, das GTP-
bindende Protein des MAPK p42/44 Weges (Cooper, 2000b). Damit besteht aul3er Uber
p38 eine weitere Verbindung zu den MAPKSs.

Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Mechanismen bei der Steuerung der

Zytoskelettmodulation wird die drei Schritte der Migration bedingen.

2.4.2 Tissue Factor und Migration

Der TF/FVIla Komplex hat eine chemotaktische Wirkung auf glatte Muskelzellen. Der
Effekt ist vergleichbar mit der Wirkung von PDGF. Der Mechanismus blieb unklar (Sato et
al., 1996). Entscheidend war allerdings die proteolytische Aktivitat von FVlla des TF/FVlla
Komplexes (Sato et al., 1997). Die Stimulation mit FVlla allein férderte die Migration nicht
(Sato et al., 1997).
Nach neueren Untersuchungen ist die durch den TF/FVlla Komplex induzierte Migration
von glatten Muskelzellen PAR-2-vermittelt (Marutsuka et al., 2002). Mit einem PAR-2
Antiserum war die Migration jedoch nicht vollstandig hemmbar. Uber die benétigte Zugabe
des Komplexes als Stimulus wurde spekuliert (Marutsuka et al., 2002).
FVlla férdert die Migration von TF-exprimierenden MDA-MB-231 Brustkrebszellen. Der
Effekt war PAR-2- und IL-8-vermittelt. Die Verwendung eines PAR-2-Antikorpers inhibierte
die Migration vollstandig. Allerdings hatte das PAR-2 Peptid nicht dieselbe
chemotaktische Wirkung wie FVlla (Hjortoe et al., 2004).
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Weitere Beobachtungen klaren womoglich diese Widerspriiche. So migrieren
Blasenkarzinomzellen, die konstitutiv TF exprimieren, auf dem TF-Antikérper 6B4 (Ott et
al.,, 1998). Diese Migration wird durch Zugabe von léslichem TF (sTF) gehemmt. Von
Bedeutung war dabei die zytoplasmatische Domane von TF. Die zytoplasmatische
Doméane von TF bindet ABP-280 und ist dariber am Remodeling und der Migration
beteiligt. Des weiteren fihrt TF zu einer Phosphorylierung von FAK (fokale
Adhasionskinase) (Ott et al., 1998), einer Nonrezeptor Protein-Tyrosin Kinase. FAK ist mit
fokalen Adhasionen assoziiert. Diese spielen bei der Migration eine wesentliche Rolle
(Cooper, 2000a). Ein zweiter Weg kénnte somit Gber ABP-280 und FAK laufen.

2.5 Proliferation

2.5.1 Allgemein

Die Zellteilung ist die grundlegendste Fahigkeit einer Zelle bzw. eines lebenden
Organismus. Sie sichert das Uberleben durch Teilung und Vermehrung. In eukaryonten
Zellen ist die Zellteilung ein sehr komplexer Vorgang. Man bezeichnet ihn auch als
Zellzyklus. Zwei Phasen lassen sich im Zellzyklus grundsatzlich unterscheiden: die Mitose
und die Interphase. Letztere wird weiter untergliedert in die G1-, S- und G2-Phase. Die
Interphase, die eine Vorbereitungszeit darstellt, dauert wesentlich langer als die
eigentliche Teilung, die Mitose. In der S-Phase der Interphase findet die Replikation der
DNA statt. Die DNA wird zunachst fur die Zellteilung vervielfaltigt. In G1 bereitet sich die
Zelle darauf vor. G2 ist eine Kontrollphase. Es wird die Richtigkeit der Replikation
Uberpruft. Erst dann ist die Zelle teilungsbereit.

Der entscheidende Punkt, an dem entschieden wird, ob die Zelle Uberhaupt in den
Zellzyklus eintritt, befindet sich in der G1-Phase. Es handelt sich um den sog. Restriction
Point. Eine Zelle, die an diesem Punkt arretiert wird, geht in die GO-Phase Uber. Sie teilt
sich so lange nicht mehr, wie sie in dieser Phase bleibt. Sie kann aber von dort aus jeder
Zeit wieder in den Zellzyklus eintreten. Die Ubergange der einzelnen Phasen werden
durch sog. Cycline und Cdk’s (Cyclin-dependent kinases) reguliert. Von Bedeutung ist am
Restriction Point Cyclin D, Cdk4 und Cdk6. Nur der Komplex aus Cyclin D und Cdk4/Cdk6
ermoglicht den Eintritt einer Zelle in den Zellzyklus und damit die Zellteilung. Cyclin D
wiederum wird Uber den MAPKinasen Weg p42/44 reguliert. Die Aktivierung des p42/44
Weges fihrt zur Synthese von Cyclin D (Cooper, 2000c). Weitere Aktivatoren des
Zellzyklus sind die kleinen G-Proteine Rho, Rac und Cdc42 (Marshall, 1999).
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2.5.2 Tissue Factor und Proliferation

Die Bindung von FVlla an TF hat eine proliferative Wirkung auf glatte Muskelzellen.
Gemessen wurde dies als H3-Thymidin Inkorporation. Die Proliferation glatter
Muskelzellen ist dosisabhangig (25-100 nM). Sie lauft Uber p42/44 und AP-1.
Proteolytisch inaktiver FVlla hat keinen proliferativen Effekt (Cirillo et al., 2004). Der
Mechanismus der SignalUbertragung von extrazellular auf intrazellular ist unklar.

Daneben kann der durch die FVlla Bindung an TF ausgeloste Effekt aber auch auf
antiapoptotischen Mechanismen beruhen. FVlla fiihrt in serumgestarvten BHK™ -Zellen zu
einer Reduktion der LDH Aktivitat, einer Reduktion der Kernkondensation und einer
Verminderung der Caspase-3 Aktivierung. Die reduzierte Caspase-3 Aktivitat ist abhangig
von PI3K. Die Verwendung eines PI3K Inhibitors hemmt synchron die Akt
Phosphorylierung. Die Hemmung von p42/44 hat einen wesentlich geringeren Einfluss.
Sie ruft aber doch eine signifikante Reduktion der Caspase-3 Aktivitat hervor. Auf welche
Weise FVlla diese Signallbertragung induziert, blieb offen (Sorensen et al., 2003).

Ein verstarktes Zelliiberleben lieR sich in serumgestarvten BHK' -Zellen mit einem MTT
Assay nachweisen. In nicht adharenten Zellen war der Effekt geringer. Wieder zeigte sich,
dass FVlla die Caspase-3 Aktivitat herunterreguliert. Dies galt sowohl fir adharente
Zellen als auch fir Zellen in Suspension. FVlla aktiviert PKB und p42/44 verlangert in
BHK™-Zellen in Suspension (Versteeg et al., 2004). In adhirenten Zellen war die
Phosphorylierung dagegen nur transient (Versteeg et al.,, 2002). Die Hemmung der
Caspase-3 Aktivitdt war bei diesen Versuchen sowohl von PI3K als auch p42/44
abhangig. Gleichzeitige Stimulation mit FX fuhrte zu einem vermehrten Zelliberleben als
FVlla allein. Die alleinige Stimulation mit FXa hatte aber keinen Effekt. Proteolytisch
inaktiver FVIla hemmte das durch FVlla verstarkte Zelliberleben. Der Rezeptor fiir die
durch FVlla und FXa ausgeldste Signallbertragung wurde nicht diskutiert (Versteeg et al.,
2004).

Des weiteren induziert FVlla in serumgestarvten BHK' -Zellen Uber Jak2/STAT5 ein
vermehrtes Zelliberleben. Dies war ebenfalls messbar in einem MTT Assay. Die STATS
Phosphorylierung ist G12/G13-abhangig. Die zytoplasmatische Domane spielt keine Rolle
bei der STAT5S Phosphorylierung. Entscheidend ist die proteolytische Aktivitat von FVlla.
STATS wird in den Kern transloziert. Die STAT5 Phosphorylierung ist Jak2-vermittelt.
Uber Jak2 wird auch PKB aktiviert. FVlla induziert auf dem Jak2/STAT5 Weg Uber dies
eine Bcly. Expression. Als Rezeptor der Signaliibertragung wurde PAR-2 vermutet
(Versteeg et al., 2004).
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2.6  Tissue Factor-vermittelte Genexpression

FVIlla reguliert durch Bindung an TF das PAP (Poly (A) Polymerase) Gen hoch (Pendurthi
et al., 1997). Nach Stimulation von SW979 Pankreaskarzinomzellen mit FVlla kommt es
dosisabhangig zu einer Expression des uPAR-(urokinase receptor) Genes (Taniguchi et
al., 1998).

In HaCaT-Zellen und COS-1-Zellen induziert TF durch Bindung von FVIlla das egr-1 Gen
(early growth response gene-1) (Camerer et al., 1999).

Die VEGF (vascular endothelial growth factor) Expression wird in Meth-A sarcoma
Zellen (Zhang et al., 1994) und in den beiden Melanomzellinien RPMI-7951 und WM-
115 (Abe et al., 1999) Uber TF reguliert.

Dariber hinaus kommt es durch den FVlla/TF Komplex zur Expression von
Transkriptionsregulatoren wie c-fos, egr-1, ETR101, BTEB2, c-myc, fra-1 und
Tristetraprolin, Wachstumsfaktoren wie Amphiregulin, hb-EGF, CTGF, und FGF-5,
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1beta, IL-8, LIF und MIP2alpha (Camerer et al.,
2000). Auch an der zellularen Reorganisation und Migration beteiligte Proteine wie RhoE,
uPAR und Kollagenase1 und 3 werden hochreguliert. Des weiteren kommte es zu einer
vermehrten Synthese von PAI-2, Cyclophilin, GADD45, Jagged1 und des Prostaglandin
E.-Rezeptor (Camerer et al., 2000).

Weiterhin lief3 sich durch die Bindung von FVlla an TF eine Hochregulation des Cyr61 und
des CTGF (connective tissue growth factor) Genes zeigen (Pendurthi et al., 2000).

Die Translation férdernden Faktoren wie p70/p85°®¢ und p90~K werden ebenfalls {iber
den FVlla/TF Komplex vermehrt exprimiert (Versteeg et al., 2002).

Die Erhéhung der Expression von IL-8 durch die Bindung von FVlla an TF war in HaCaT-
Zellen und in MDA-MB-231 Brustkrebszellen im Serum nachweisbar (Wang et al., 2002;
Hjortoe et al., 2004).

3. Zielsetzung

Die TF-Signaltransduktion Uber die MAPKs ist bis jetzt nicht geklart. Einigkeit besteht nur
Uber die Aktivierung der MAPK p42/44 in Abhangigkeit von der proteolytischen Aktivitat
von FVlla. Eine Aktivierung der MAPK p38 und JNK wird sehr kontravers diskutiert.
Besonders umstritten ist die Bedeutung der zytoplasmatischen Domane von TF.

Folgende Fragen stellten sich: Kommt es durch die Bindung von Faktor Vila an Tissue
Factor zu einer Aktivierung der MAPKs p38 und JNK? Ist die Aktivierung spezifisch fir
Tissue Factor? Welche Bedeutung hat dabei die zytoplasmatische Domane von Tissue
Factor? Ist die Phosphorylierung von MAPKs abhangig oder unabhangig von der
proteolytischen Aktivitat von Faktor Vila?
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4. Material und Methoden

4.1  Zellkultivierung

Kultivierung von J82 Blasenkarzinomzellen (ATCC, Manassas, USA) in Nunclon Triple
Flasks 500 cm? Polystyrol (Nunc, Wiesbaden) mit DMEM Medium (Dulbeco‘s Men 25MM
Hepes Medium, Gibco Life Technologie, Karlsruhe) plus 5% FCS (fetales Kalberserum)
(Biochrom, Berlin), 1% Penicillin/Streptomycin Solution (Sigma, Taufkirchen) und 1% L-
Glutamin (Sigma). Die nahezu konfluenten J82-Zellen wurden fir ca. 24 h mit DMEM
Medium (Gibco) plus 1% Penicillin/Streptomycin Solution (Sigma) und 0% FCS Serum
gestarvt.

Kultivierung von primaren glatten Muskelzellen (Cell Systems, Washington, USA) in T175
Flaschen (rot) (Sarstedt, Newton, USA) mit SmGM-2 Medium (Clonetics, Bio Whittaker,
Walkersville, USA). Die nahezu konfluenten primaren glatten Muskelzellen wurden fur
ungefahr 24 h mit SmBM Medium plus 0,5 % FCS Serum gestarvt.

Kultivierung von Huvec Endothelzellen (PromoCell, Heidelberg) in T175 Flaschen (gelb)
(Sarstedt, Newton, USA) mit M199 Medium (Sigma) plus 20% FCS (Biochrom, Berlin), 1%
L-Glutamin (Sigma) und 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma). Es folgte die transiente nicht-
liposomale Transfektion.

Die Zellen wurden mit Cell Dissoziation Solution (Sigma) abgeldst. Zentrifugation
(Megafuge 1,0 R, Haereus, Osterode) bei 1200 U/min, 24°C, 5 min. Abnahme des
Uberstandes. Wiederaufnahme der Pellets in 1ml serumfreien Medium. Die Zellen wurden
fur 45 min ruhen gelassen.

Stimulation mit FFR-FVIla oder FVlla (NovoNordisk, Mainz) in den jeweiligen

Konzentrationen flir 8 min im Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg) bei 37°C.

4.2  Invitro Kinasen Assay

4.2.1 p38 MAP Kinase Assay

Die Zellsuspension wurde bei 3000 U/min und 4°C fir 1 min zentrifugiert (Biofuge fresco,
Haereus, Osterode) und der Uberstand vom Zellpellet abgenommen. Die Lyse erfolgte
durch Zugabe von 500 pl 1X Cell Lysis Buffer (Kit New England Biolabs, Frankfurt). Zur
Verbesserung der Lyse 4 x 5 sec Ultraschallung (Sonorex super RK 103 H, Bandelin
elektronic, Berlin) und Trennung der zytosolischen Proteine von den

Zellmembrantrimmern durch Zentrifugation flir 10 min bei 13000 U/min und 4°C.
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400 pl des Uberstandes wurden zur Prazipitation zu 40 pl Immobilized Phospho-p38 MAP
Kinase (Thr180/Tyr182) Monoclonal Antibody (Kit) gegeben. Rollern (Sysmex, RM 810,
Norderstedt) bei 4°C Uber Nacht.

Viermaliger Waschschritt, je zweimal mit Cell Lysis Buffer (Kit) und Kinasen Buffer (Kit):
Zugabe von 500 ul, Zentrifugation bei 13000 U/min fir 1 min bei 4°C und Abnahme des
Uberstandes.

Es folgte die Kinasenreaktion mit 400 ul Pellet in 50 pyl 1X Kinasen Buffer (Kit) mit 2 ug
ATF-2 Fusions-Protein (Kit) und 200 uM ATP (Kit) fir 30 min bei 30°C. Abschlielend
Zugabe des nicht-reduzierenden SDS (Sodium-Dodeacyl-Sulfat) Puffer nach Laemmli
(Laemmli: 1,25 ml 1M Tris HCI (Sigma), pH 6,8; 2 ml 20% SDS (Biorad), 2 ml Glycin
(Sigma), 1 ml 2-Mercaptoethanol (Sigma), 3,75 ml H,O und 1-2 Kérnchen Bromphenol
Blue (USB, Cleveland, USA).

4.2.2 p42/44 MAP Kinase Assay

Gleiche Methode wie bei dem p38 MAP Kinase Assay Kit (New England Biolabs,
Frankfurt), nur wurden 30 pl Immobilized Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204)
Monoclonal Antibody zur Prazipitation verwendet. Die Kinasenreaktion erfolgte in 50 pl 1X
Kinase (Kit) mit 2 ug Elk-1 Fusion Protein (Kit) und 200 uM ATP (Kit).

4.2.3 SAPK/INK Assay
Gleiche Methode wie bei dem p38 MAP Kinase Assay Kit (New England Biolabs,

Frankfurt), allerdings wurden 40 pl c-Jun (1-89) Fusion Protein Beads (Kit) verwendet. Die
Kinasenreaktion erfolgte mit 450 ul Uberstand in 50 ul 1X Kinasen Buffer (Kit) mit 100 pM
ATP (Kit).

4.3  Proteinanalyse mittels Western Blot

Reduzierung und Denaturierung mit Laemmli und durch Erhitzen auf 95°C fur 5 min.

Verwendung einer vertikalen Gelkammer (X Cell Sure Lock ™

Novex Mini Cell, Invitrogen,
Karlsruhe) und eines SDS Laufpuffers (3 g Tris Base, 14,4 g Glycine und 1 g SDS in 1 ).
Eine Tasche eines 8-16% Tris/Glycin Gradientengeles 1,0 mm und 12 Taschen
(NuPAGE, Invitrogen, Karlsruhe) wurde mit 20 ul Probe beladen. Die angelegte Spannung
betrug 110 V (Power Pac BioRad, Hercules, USA).

Elektrophoretische Elution halb trocken im Sandwitch-Verfahren. Zu unterst 5 Blotpapiere
(Whatman Chromatography Paper 3MMChr, Maidstone, England) getrankt im
Anodenpuffer |, darauf 5 Blotpapiere getrankt im Anodenpuffer Il, dann die Membran
(ImmobilonT"’I -P, Filter Type: PVDF, Pore Size: 0,45 uM; Millipore Cooperation, Bedford,

England) getrankt in 100% Methanol (Merck, Hohnbrunn) gefolgt von dem Gel und 5
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Blotpapieren getrankt im Kathodenpuffer. Puffer: Anode | (0,3 M Tris Base, 20%
Methanol, pH 10,4), Anode Il (83 ml Anode I, 183 ml Methanol) und Kathode (83 ml
Anode |, 138 ml Methanol und 5,2 g €-amino-n-capid acid). Geblottet wurde bei 300 mA
(Blotter: Sigma-Aldrich , Power Pac: BioRad) und anschlieBend geblockt fir 1 h in TBST
(20 nM Tris Base (Sigma), 137 nM NaCl, 1 M HCI+ 1%Tween (Sigma) mit 5% BSA
(Sigma)).

Drei Waschschritte in TBST mit 1% BSA. Rollern (Sysmex) der Membran im jeweiligen 1.
Antikorper: Phospho-ATF-2 (Thr71) Antibody (rabbit polyclonal IgG, affinity purified),
Phospho-Elk-1 (Ser383) Antibody (rabbit polyclonal I1gG, affinity purified) oder Phospho-c-
Jun (Ser63) Antibody (rabbit polyclonal IgG, affinity purified) (Kit) bei 4°C iber Nacht. Der
1. Antikérper wurde 1:1000 in TBST mit 1% BSA verdinnt.

Weitere drei Waschschritte in TBST mit 1% BSA. Rollern der Membran im 2. Antikérper
(Anti-rabbit Ig, horseradish peroxidase-linked F(ab‘), fragment from donkey, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Der 2. Antikrper
wurde 1:1000 in TBST mit 1% BSA verdunnt. Erneut drei Waschschritte in TBST mit 1%
BSA. Verwendung des RPN 2109 ECL Western blotting detection reagents (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg). Die Filme (T-Mat Plus DL, Kodak, Paris, Frankreich)
wurden fir die optimale Zeit belichtet. Entwicklung im Du Pont LINX LP 400 (Agfa,
Mortsel, Belgien).

Einscannen des Blots mit dem Imaging Densitometer Gel Doc 2000 (BioRad, Hercules,
USA). Messung der mittleren Intensitdt mit dem Programm Quantity One (BioRad,
Hercules, USA). Die Einheit fur die Intensitat ist die optische Dichte (OD).

Bei dem Blotten gegen phosphoryliertes p38 und gesamt p38 wurden die Zellen wie beim
in Vitro Kinasen Assay kultiviert. Auszahlen der Zellen in der Neubauer Zahlkammer. 45
min ruhen lassen und Stimulation mit FVIla und FFR-FVIla. Lyse der Zellen mit 3X SDS.
Anschliellend wurden ca. 80000 Zellen pro Tasche des Gels geladen. Elektrophoretische
Trennung und Transfer. Rollern der Membran im 1. Antikérper, Phospho-p38 MAP Kinase
(Thr180/Tyr182) Antibody oder p38 MAP Kinase Antibody (Cell Signaling Technology,
New England Biolabs, Frankfurt), Verdinnung 1:1000 in TBST mit 1% BSA und

anschlieliende Detektion sowie Quantifizierung.

4.4  Plasmid DNA Préaparation

Verwendete Plasmide: pEGFP-CI, pEGFP-TF und pEGFP-TF 1-218 (BD Clontech,
Heidelberg).

30



441 Transformation und Kultur von E. coli

1,5 pl DNA des jeweiligen Plasmids wurde mit 50 pl Max Efficiency DH5aTM competent
cells pKC19 DNA (0,01 pg/ml) (Gibco, Karlsruhe) gemischt und gevortext. Inkubation bei
4°C fur 30 min und anschlieend fur 60 sec im Wasserbad bei 42°C. Es folgten weitere 2
min bei 4°C. Zugabe von 1000 yl autoklaviertem LB-Medium. LB-Medium: 10 g Tryptone
(Becton Dickinson, Heidelberg), 5 g Yeast extract (Becton Dickinson), 5 g NaCl (Merck)
und 1 ml 1 M NaOH (Merck) pro Liter. Schatteln bei 37°C fur 60 min und Zentrifugation fur
1 min bei 13000 U/min (Biofuge fresco, Haereus, Osterode). Der Uberstand wurde bis auf
100 pl abgenommen und das Pellet in zusatzlichen 100 uyl LB-Medium resuspendiert. Von
dieser Suspension wurden 100 ul auf zuvor gegossenen Agarplatten ausgestrichen.
Agarplatten: 10 g Tryptone (Becton Dickinson), 5 g Yeast extract (Becton Dickinson), 5 g
NaCl (Merck) 1 ml 1 M NaOH (Merck) und 15 g Agar (Becton Dickinson) pro Liter plus
Antibiotikum des Resistenzplasmids. Inkubation bei 37°C Gber Nacht.

2 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum wurden vorgelegt, ein Klon von
der Agarplatte gepickt und hineingegeben. Inkubation fiir 6-12 h bei 37°C im Schiittler.

Am folgenden Tag wurde 1 ml der Bakteriensuspension in 250 ml LB-Medium mit 1% des
entsprechenden Antibiotikums gegeben. Bebriiten im Schittler bei 37°C eine weitere
Nacht.

4.4.2 Aufreinigung der Plasmid DNA und Konzentrationbestimmung

Verwendung des EndoFree™ Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden). Lyse der Bakterien. Die
Proteine, die Membranbestandteile und die chromosomale DNA wurden gefallt und
abfiltriert. Die RNA wurde durch Zugabe von RNAse fragmentiert. Bindung der Plasmid
DNA mit Hilfe eines Anionen-Austauscherharzes. Die Endotoxine wurden zuvor
neutralisiert. Sie konnten sich dadurch ebenso wenig wie die fragmentierte RNA an das
Austauscherharz binden, sondern wurden durch die Poren der Membran durchgespult. In
mehreren Waschgangen Entfernung bestehender Verunreinigungen. Anschliellend wurde
die DNA durch Anderung des pH's wieder herausgelést und préazipitiert.
Wiederaufnahmen des Pellets.

Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nM am Spectrophotometer
UVIKON (Kontron Medical, Ergolding). Berechnung der DNA Konzentration mit der
folgenden Formel: OD 260 x 50 (Faktor DNA) x 100 (Verdiinnungsfaktor) / 1000=

Konzentration in pg/pl.
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4.5 Transfektion der Endothelzellen

Beschichtung von T175 Flaschen mit 0,2% Gelatine (Sigma) fiir 2 h bei 37°C. Ablésen der
Zellen mit Detach Kit (PromoCell, Heidelberg) und Auslegung der Zellen 1:2 in die
beschichteten T175 Flaschen 24 h vor Transfektion.

Verwendung des Effectene™ Transfection Reagent (Qiagen, Hilden). 30 pg des
jeweiligen Plasmids wurden in 1500 yl EC Puffer gegeben und mit 48 pl Enhancer
gemischt. Ruhen lassen fir 5 min bei Raumtemperatur. Zugabe von 150 ul Effectene.
Nochmals fur 10 min inkubieren. Nun wurden 9 ml M199 Medium mit 20% FCS zu dem
Komplex gegeben. Das Medium der Kulturflasche mit dem nahezu konfluenten Zellrasen
war zu verwerfen. Vorlage von 24 ml M199 Medium + 20% FCS. Die 9 ml von dem
Komplex wurden auf dem Zellrasen verteilt. Inkubation flr 18 h im Brutschrank. Ablésen
der Zellen mit Detach Kit (PromoCell). Ruhen lassen fir 90 min. Es folgten die weiteren
Schritte wie oben (Kapitel 4.2) unter In vitro Kinasen Assay beschrieben: die Stimulation,
die Immunoprazipitation sowie der Western Blot.

1 ml der Zellsuspension wurde fir 10 min bei 1600 U/min und 4°C abzentrifugiert.
Anschliellend Fixation mit Paraformaldehyd- (PFA-) Lésung. Die Proben wurden am
Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) gemessen. Bestimmt wurden mit
dem 448 nM Argonlaser die Parameter Zellgréfie (Absorption) im Vorwartsskater und die
Granularitat (Streung bzw. Ablenkung) im Seitwartsskater. Die entsprechende

Zellpopulation wurde nun gegated und die Fluoreszenz im Grunfilter quantifiziert.

4.6  Auswertung und Darstellung

Ausgewertet wurden n= 3-7 Versuche. Dargestellt ist der x-fache Anstieg als mean+ SEM.

Die Signifikanz wurde bei p< 0,05 angenommen.
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5. Ergebnisse

5.1 Tissue Factor Expression von koronaren glatten
Muskelzellen und Blasenkarzinomzellen

Koronare glatte Muskelzellen (CASMC) exprimieren TF in Kultur (Abbildung 3). Nach dem
Histogramm der Durchflusszytometrie sind es 46,9+ 5,8%. Die Expression in
Blasenkarzinomzellen (J82) ist deutlich héher (Abbildung 4). Hier ergab das Histogramm
einen Wert von 99+ 3%. J82 exprimieren konstitutiv TF. Blasenkarzinomzellen wurden

daher als Modell verwendet.
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Abbildung 4: TF-Expression der Blasenkarzinomzelllinie J82
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5.2 Tissue Factor-vermittelte Aktivierung der MAPK p38

Bei fast allen Versuchen wurde die vitro Kinasen Aktivitdt von p38 gemessen. Dabei
diente die Phosphorylierung von ATF-2 als Marker. Diese Methode hat eine hohere

Sensitivitat als das Blotten mit dem Phospho-p38 MAPKinasen Antikérper.

5.2.1 Dosisabhéangigkeit

Die in vitro Kinasen Aktivitat von p38 in J82 Blasenkarzinomzellen wird dosisabhangig
gesteigert (Abbildung 5). Verwendet wurde FVlla und FFR-FVIla zur Stimulation in den
Konzentrationen 0, 10, 100 und 500 nM. Die Stimulationszeit betrug 8 Minuten. Dabei
ergibt die quantitative Auswertung bei einer Konzentration von 500 nM FVlla und FFR-
FVIla im Mittel eine Steigerung jeweils um das dreifache gegeniiber dem Kontrollwert.
Diese Steigerung ist signifikant. Die Abbildung 6 zeigt einen exemplarischen Western Blot
der in vitro Kinasen Aktivitat von p38 in J82 Blasenkarzinomzellen durch Stimulation mit
FVlla und FFR-FVlla.
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Abbildung 5: Dosisabhangige Aktivierung der MAPK p38 in J82

Blasenkarzinomzellen durch Stimulation mit FVlla (geschlossene
Kreise) und FFR-FVIla (offene Kreise)
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Abbildung 6: Exemplarischer Western Blot der
Dosisabhangigkeit in J82 Blasenkarzinomzellen
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Abbildung 7: Phosphorylierung von ATF-2 in
koronaren glatten Muskelzellen durch Stimulation mit
FVlla (500nM) und FFR-FVIla (500nM)
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Abbildung 8: Phosphorylierung von der MAPK p38 in
J82 Blasenkarzinomzellen durch Stimulation mit FVlla
(500nM) und FFR-FVlla (500nM)

Die Steigerung der in vitro Kinase Aktivitdt von p38 in koronaren glatten Muskelzellen ist
anhand eines exemplarischen Western Blots dargestellt (Abbildung 7). Auch in einem
Western Blot gegen phosphoryliertes p38 konnte der Effekt gezeigt werden (Abbildung 8).
Stimulationszeit war bei beiden Versuchen 8 Minuten und die Konzentration von FVlla
und FFR-FVIla betrug jeweils 500 nM.
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5.2.2 Zeitkurve

Die Zellen wurden fir 5, 8 und 15 Minuten stimuliert. Die optimale Zeitdauer der
Stimulation lag bei sieben Minuten (Abbildung 9). Bei langerer Stimulation verlor sich der
Effekt wieder. Verwendet wurde FVlla und FFR-FVIla in einer Konzentration von 100 nM.

Die Abbildung 10 zeigt einen exemplarischen Western Blot.
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Abbildung 9: Zeitabhangige Aktivierung der MAPK p38 in
J82 Blasenkarzinomzellen durch Stimulation mit FVlla
(100nM) und FFR-FVIla (100nM)
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Abbildung 10: Exemplarischer Western Blot der
Zeitabhangigkeit in J82 Blasenkarzinomzellen
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5.2.3 Inhibition mit TF-Antik6rper

Die Steigerung der in vitro Kinasen Aktivitat von p38 ist spezifisch fur TF (Abbildung 11).
Der FFR-FVlla (500 nM) Effekt verschwand bei der Prainkubation mit dem TF-Antikorper
6B4 (100 pg). Die quantitative Auswertung ergab in der Kontrolle einen fast 5-fachen
Anstieg. Nach Prainkubation mit dem TF-Antikérper kam es zu einer signifikanten
Hemmung. Ein weiterer Rezeptor flr den proteolytisch inaktiven Faktor Vlla ist nicht
bekannt. Der Effekt muss damit TF-vermittelt sein. Abbildung 12 zeigt einen

exemplarischen Western Blot.
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Abbildung 11: Signifikante Hemmung der mit FFR-FVlla
(500nM) ausldsbaren Aktivierung der MAPK p38 in J82
Blasenkarzinomzellen durch Prainkubation mit dem TF-
Antikdrper 6B4 (100ug)
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Abbildung 12: Exemplarischer Western Blot der
Hemmung der MAPK p38 Aktivierung in J82
Blasenkarzinomzellen durch Prainkubation mit dem TF-
Antikérper 6B4
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5.2.4 Die Bedeutung der zytoplasmatischen Doméane von Tissue Factor

Um die Bedeutung der zytoplasmatischen Domane bei der p38 Aktivierung zu zeigen,
wurden Huvec-Zellen transient mit einem Leervektor, einer TF-Mutante und einem TF-
Wildtyp transfiziert. Huvec-Zellen exprimieren konstitutiv fast keinen TF. Verwendet wurde
der Leervektor pEGFP-CI (Mock), der Wildtyp von TF pEGFP-TF (TF) und die TF-Mutante
ohne die zytoplasmatische Domane pEGFP-TF 1-218 (TF Mutante). Die
Transfektionseffizienzen waren nahezu gleich und lagen bei ca. 30% (Abbildung 13 und
14). Stimuliert wurde mit FFR-FVIla (500nM). Die in vitro Kinasen Aktivitat von p38 wurde
durch die TF-Mutante ohne zytoplasmatische Domane aufgehoben (Abbildung 15). Beim
Wildtyp ergab sich eine Steigerung um das 1,6-fache. Die Hemmung ist hoch signifikant.
Die fehlende Aktivierung mit dem Leervektor bestatigt nochmals die Abhangigkeit dieses

Effektes von TF. Die Abbildung 16 zeigt einen exemplarischen Western Blot.
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Abbildung 13: Expression des GFP-TF Abbildung 14: Expression der GFP-TF
Wildtyps in Huvec Endothelzellen nach Mutante in Huvec Endothelzellen nach
transienter Transfektion mit dem Plasmid transienter Transfektion mit dem Plasmid
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Abbildung 15: Die TF-Mutante ohne zytoplasmatische
Domane verhindert die Aktivierung der MAPK p38 durch
Stimulation mit FFR-FVIla (500nM) in Huvec
Endothelzellen.
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Abbildung 16: Exemplarischer Western Blot der
Hemmung der MAPK p38 Aktivierung in Huvec
Endothelzellen nach Transfektion mit der TF-Mutante

ohne zytoplasmatische Doméane (1-218)

5.3 Tissue Factor-induzierte Aktivierung der MAPK p42/44

Die in vitro Kinasen Aktivitat von p42/44 in J82 wird durch die Stimulation mit proteolytisch
aktivem FVlla erhoht (Abbildung 17). Die Aktivierung ist dosisabhangig. Es wurde FVlla in
den Konzentrationen 0, 10, 100 und 500 nM verwendet. Die Stimulationzeit betrug 8
Minuten. Dabei kommt es bei 500 nM zu einer Steigerung um das 7-fache im Vergleich
zur Kontrolle. Mit FFR-FVIla ist im Gegensatz dazu eine vernachlassigbare Steigerung zu
verzeichnen. Fir die Aktivierung von p42/44 ist somit die proteolytische Aktivitat von FVlla

von Bedeutung. Die Abbildung 18 zeigt einen exemplarischen Western Blot.
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Abbildung 17: Dosisabhangige Aktivierung der MAPK
p42/44 durch FVlla in J82 Blasenkarzinomzellen
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Abbildung 18: Exemplarischer Western Blot der MAPK
p42/44 Aktivierung in J82 Blasenkarzinomzellen
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5.4  Aktivierung der MAPK JNK

Die in vitro Kinasen Aktivitdt von JNK wird in J82 Blasenkarzinomzellen weder durch
FVlla (500 nM) noch durch FFR-FVIla (500 nM) gesteigert. Als Positivkontrolle diente eine
10 Minuten lange Bestrahlung der Zellen mit einer UVB-Lampe (Wellenlange A= 310 nM).
Abbildung 19 zeigt einen exemplarischen Western Blot. Der Anstieg nach UVB-

Bestrahlung ist deutlich zu sehen.
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Abbildung 19: Keine Aktivierung der MAPK JNK in J82
Blasenkarzinomzellen durch Stimulation mit FVIla und FFR-FVlla. Als

Positivkontrolle diente eine UV-Lichtbestrahlung von 10 Minuten.
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0. Diskussion

Die Funktion von TF in biologischen Prozessen scheint sowohl durch die proteolytische
Aktivitat von FVlla als auch durch die zytoplasmatische Domane von TF bedingt zu sein.
Die Einzelheiten der beiden Mechanismen sind nicht geklart. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigen, dass es durch die Bindung von FVlla an TF in Abhangigkeit von
der zytoplasmatischen Domane von TF zu einer Aktivierung der MAPK p38 kommt. Diese

Aktivierung ist unabhangig von der proteolytischen Aktivitat von FVlla.

6.1 Signaltransduktion in Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen Doméane von Tissue Factor

Die Ergebnisse zeigen, dass es bei der Bindung von FVlla und FFR-FVIla an TF zu einer
Phosphorylierung der MAPK p38 kommt. Dieser Effekt ist spezifisch fur TF. Der TF-
Antikérper 6B4 blockte die p38 Phosphorylierung. Durch die Verwendung des
proteolytisch inaktiven FVlla (FFR-FVIla) konnten proteolytische PAR- (protease-activated
receptor) vermittelte Effekte ausgeschlossen werden. Entscheidend fir die TF-vermittelte
SignalUbertragung war die zytoplasmatische Domane von TF. Nach Transfektion von
Huvec-Zellen mit TF-Wildtyp (pEGFP-TF) liel sich durch Stimulation mit FFR-FVlla eine
signifikante p38 Aktivierung induzieren. Dagegen war der Effekt in Huvec-Zellen, die mit
einer TF-Mutante (pEGFP-TF 1-218) ohne zytoplasmatische Domane transfiziert wurden,
nicht zu beobachten. Die p38 Phosphorylierung ist somit abhangig von der
zytoplasmatische Domane von TF.
Die p38 Aktivierung ist ein direktes TF-Signaling. PAR-vermittelte Effekte wurden durch
die Verwendung von FFR-FVIlla ausgeschlossen. Die Signallibertragung ist damit von den
vielfach untersuchten proteolytischen Effekten zu trennen. Die TF-vermittelte
Phosphorylierung von p38 durch Bindung von FVlla und speziell FFR-FVIlla an TF konnte
in J82-Blasenkarzinomzellen, Huvec-Endothelzellen und glatten Muskelzellen (SMCs)
nachgewiesen werden. Huvec-Zellen exprimieren konstitutiv PAR-2. SMCs in Kultur
exprimieren PAR-2 und in geringen Mengen TF. Die J82 Blasenkarzinomzellen zeigen
keine mMRNA Expression von PAR-2. Gemessen wurde dies mittels PCR.
Die proteolytische Fahigkeit von FVlla hat bei diesem Signalweg keine wesentliche
Bedeutung. Die Steigerung der Phosphorylierung nach Stimulation mit FVIla oder FFR-
FVila war trotz des unterschiedlichen Expressionsmusters von PAR-2 in allen drei
Zelllinien so gut wie gleich.
Mit diesen Versuchen wird erstmalig die p38 Phosphorylierung in Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen Domane von TF durch Stimulation mit proteolytisch inaktiven FVlla
gezeigt.
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Die Phosphorylierung von p38 durch Stimulation mit FVIla konnten dagegen auch schon
andere Gruppen in HaCaT-Zellen (menschliche Keratinozytenzellline) (10 min, 50 nM)
(Camerer et al.,, 1999) und A14-Zellen (Fibroblasten) (10 min, 10 pg/ml (~200 nM))
(Versteeg et al., 2000) zeigen. Die Ergebnisse von Versteeg et al., 2000 sind mittlerweile
aber groRtenteils widerrufen (42" Annual Meeting of the Americam Society of
Hematology, San Francisco, 2000). Sie beruhten wohl auf Spuren von Thrombin. Ob die
Phosphorylierung PAR- oder TF-vermittelt war, blieb bei beiden Versuchsreihen allerdings
offen.
Speziell PAR-2 kann unter den bekannten PARs durch den TF/FVlla Komplex aktiviert
werden (Camerer et al., 2000; Riewald und Ruf, 2001). Die Bedeutung einer PAR-2-
vermittelten Phosphorylierung von p38 durch die Bindung von FVila kann nach der
aktuellen Datenlage aber wohl ausgeschlossen werden. Versuche mit bekannten PAR-2
Stimulanzien wie Trypsin (30 nM) und PAR-2 Peptid (SLIGRL 300 uM) an RASMC-Zellen
(rat aortic smooth muscle cell) und BPAF-Zellen (bovine pulmonary arterial fibroblast)
(Belham et al., 1996) und PAR-2 Peptid an Kardiomyozyten (SLIGRL 300 uM) (Sabri et
al., 2000), zeigten einen vergleichsweise vernachlassigbaren Effekt.
Keine p38 Phosphorylierung durch FVlla (100 nM, 15 min) konnte in Versuchen mit
BHK' -Zellen (stabile TF-transfected baby hamster kidney cells) beobachtet werden
(Poulsen et al.,, 1998). Eine Zellspezifitdt kann aber nicht ausgeschlossen werden.
Genaue Daten von diesen Versuchen sind allerdings nicht veroffentlicht.
Die Stimulation der p38 Phosphorylierung in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen
Domane war zeitabhangig. Das Optimum lag bei sieben Minuten. Langzeiteffekte wie eine
geanderte Expression von TF (Wilcox et al., 1989; Schecter et al., 1997) oder die
Freisetzung von FVlla (Langer et al., 1999; Wilcox et al., 2003) kénnen mit
Stimulationzeiten bei den Versuchen im Minutenbereich ausgeschlossen werden. Andere
Gruppen malen die p38 Aktivierung nach 10 Minuten (Camerer et al., 1999) bzw. stellten
einen Effekt ab 10 Minuten bis zu 40 Minuten fest (Versteeg et al., 2000). Im Vergleich
liegt das Zeitmaximum flir andere Stimulanzien einer p38 Aktivierung wie IL-1, TNF und
PDGF-BB bei 10 Minuten. Die Aktivierung ist messbar zwischen 5 und 30 Minuten
(Matsumoto et al., 1999; Surapisitchat et al., 2001).
Die zeitliche Abhangigkeit lasst ein gegenteiliges Ergebnis der p38 Phosphorylierung
durch Stimulation mit proteolytisch inaktivem FVlla (Camerer et al., 1999) erklaren. In
HaCaT-Zellen blockte eine zweistundige Prainkubation mit FVllai (proteolytisch inaktiver
FVlla) den Effekt von FVIlla. Dies durfte durch die FVllai Blockierung des TF-Rezeptors
fur FVlla bedingt sein. Das Recycling von TF/FFR-FVlla dauert ca. 30 Minuten. Die
Recyclingrate von TF/FFR-FVlla ist hoher als die fur TF/FVlla. Die Recyclingrate betragt
zwar auch nur 25-30%, der recycelte Komplex ist aber fir 60-65% der proteolytischen
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Aktivitat verantwortlich (Hansen et al., 2001). Die entscheidenden TF-Rezeptoren durften
also besetzt bleiben. Eine aktuelle Studie bestatigt diese Vermutung einer langen Bindung
von FVllai (Cirillo et al., 2003). Damit ist eine erneute Aktivierung nicht mehr mdglich. Die
durch FVllai ausgel6ste p38 Phosphorylierung ist nach zwei Stunden nicht mehr messbar.
Des weiteren war die Stimulation der p38 Phosphorylierung in Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen Domane dosisabhangig (FVIla und FFR-FVila 10-500 nM). Ein
Sattigungseffekt war bei 500 nM zu beobachten.
Auch andere Autoren verwendeten die hohen Dosen bei ihren Versuchen zur MAPKs
Aktivierung: 50 nM (Camerer et al.,, 1999), 100 nM (Versteeg et al., 2000), 100 nM
(Sorensen et al., 1999) und 100-400 nM (Poulsen et al., 1998) FVIla.
Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kd) von FVlla fir TF gibt es unter den
Versuchsgruppen groflte Unterschiede: Kd von 314 pM (Fair und MacDonald, 1987), Kd
von 123 pM (Ploplis et al., 1987), Kd von 3,25 nM (Sakai et al., 1989), Kd von 7,3 pM (bei
25°C) (Waxman et al.,, 1992), Kd von 1,6 nM (Le et al.,, 1992), und Kd von 2,0 nM
(hochaffine Bindungsstellen) und 12 nM (niedrigaffine Bindungsstellen) gegenuber 2,7 nM
bei FFR-FVIlla (beide Bindungsstellen) (Sorensen und Rao, 1998). Lehrblcher geben
einen Bereich an fur FVIla von 80 pM-2 nM (Broze, 1998) bzw. 90 pM-3 nM (Nemerson,
1994). Ein fur alle Zelllinien und Versuchsbedingungen zutreffender Kd lasst sich wohl
schwer ermitteln. Versuche einer Gruppe zeigten schon den Unterschied bei der Kd fir
I6slichen und gebundenen TF (Waxman et al., 1992).
Die Expressionsdichte von TF ist von Zelllinie zu Zelllinie unterschiedlich. TF wird
konstitutiv von perivaskuldaren und extravaskularen Zellen exprimiert. Monocyten,
Makrophagen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen exprimieren TF dagegen nur nach
Stimulation (Drake et al., 1989; Wilcox et al., 1989; Fleck et al., 1990). Eine Vielzahl von
Stimuli kann eine TF-Expression hervorrufen (Drake et al., 1989; Schecter et al., 1997).
Die TF-Expression wird auch in einem Zellverband nicht tberall gleich sein. So ist die TF-
Expression in einem atherosklerotischen Plague um ein Vielfaches héher (Wilcox et al.,
1989; Marmur et al., 1996). Auch nach einer Angioplastie kommt es zu einer vermehrten
Expression von TF im betroffenen Gefallbett (Marmur et al., 1993).
Die Regulation der auf der Zellmembran bestehenden TF/Vlla Komplexe beeinflusst die
Expressionsdichte und die proteolytische Aktivitdt von TF. Zwei Mechanismen der
Endozytose von TF/FVlla Komplexen werden fur die Regulation verantwortlich gemacht.
Der erste soll durch TFPI (tissue factor pathway inhibitor) Uber eine LRP-(low-density
lipoprotein receptor-related protein) abhangige Internalisation und Degradation durch
Clathrin-ummantelte Einstllpungen eine dauerhafte Herunterregulation hervorrufen. Die
Versuche wurden an Monozyten durchgefihrt (Hamik et al., 1999). Der zweite
Mechanismus soll in der Abwesenheit eines Inhibitors durch LRP-unabhangige und nicht
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Clathrin-ummantelte Einstiilpungen verursacht sein. Als Zelllinie wurden BHK™-Zellen
verwendet (Hansen et al.,, 2001). Beide Wege der Endozytose wurden in Fibroblasten
beschrieben (lakhiaev et al., 1999). In beiden Mechanismen wird ein Teil recycelt und ist
wieder an der Zellmembran nachweisbar. Die Recyclingrate ist im letzten Fall grofRer
(Hansen et al., 2001).
Daneben beeinflussen umgebende  Strukturen die  TF-Aktivitdt. So  sind
Zellmembranphospholipide flir die proteolytische Aktivitat von TF von Bedeutung (Bach et
al., 1986; Bach und Rifkin, 1990; Krishnaswamy et al., 1992; Le et al., 1994; Carson,
1996).
Geichzeitig wird die TF-Aktivitdt durch seinen natirlichen Inhibitor TFPI-1 (tissue factor
pathway inhibitor-1) reguliert. GPI-(Glycosyl phosphatidylinositol) verankerter endogener
TFPI-1 fihrte den TF/Vlla Komplex in glykosphingolipidreiche, durch Detergenzien
unlésliche Membranareale (Sevinsky et al., 1996). Dies bewirkte eine reversible
Herunterregulierung der proteolytischen Aktivitdt von TF (Ott et al., 2000). Eine
Uberexpression von GPIl-verankertem TFPI-1 inhibiert die TF-Aktivitat (Ott et al., 2003).
Die Expression und Verteilung von TFPI ist damit eine weitere EinfluRgrélRe. Das
Expression- und Verteilungsmuster ist zellspezifisch (Bajaj et al., 1999).
Auch TF selbst soll durch die Vorlage in Dimeren und Monomeren seine Aktivitat
beeinflussen (Donate et al., 2000). Die Dimerisation beschleunigt die Autoaktivierung von
FVII.
Die TF/Vlla Komplexe liegen in funktionell aktiver (proteolytisch aktiv) und inaktiver Form
vor. Die Hohe der TF-Antikdrper Bindung korreliert nicht mit der proteolytischen Aktivitat.
Die Bindungssattigung sagt daher nichts Uber die proteolytische Aktivitat des TF/Vlla
Komplexes aus. Fir die proteolytische Aktivitat ist entscheidend in welcher Form der
TF/VIla Komplex vorliegt (Ploplis et al., 1987; Le et al., 1992).
In einer Studie zur Untersuchung der Kd von FVlla und FFR-FVIla fir TF fanden sich zwei
unterschiedliche Werte fir FVlla (Sorensen und Rao, 1998). Der Wert von 2,0 nM galt fr
hochaffine Bindungsstellen, der Wert von 12,0 nM fir niedrigaffine. Die Autoren
Ubertrugen dies auf die Theorie eines funktionell aktiven TF und funktionell inaktiven TF.
Danach koénnten die hochaffinen Bindungsstellen dem funktionell aktiven TF und die
niedrigaffinen dem funktionell inaktiven TF entsprechen. FFR-FVIla bindet nach der
Theorie mit der gleichen Kd an beide Formen (Sorensen und Rao, 1998).
Die Aktivitat des TF/FVIla Komplexes wurde immer fiir proteolytische Effekte untersucht.
Eine Bestimmung der Aktivitat fir nichtproteolytische Effekte liegt nicht vor. Vielleicht sind
diese inaktiven TF/Vlla Komplexe signalkompetent. Sie reprasentierten folglich einen
alternativen Mechanismus, der unabhangig von Xa operiert (Riewald und Ruf, 2002).
Damit waren diese TF/FVIla Komplexe doch ,funktionell aktiv“. Vielleicht ist es also nicht
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richtig, den Begriff ,funktionell aktiv‘ nur an der proteolytischen Aktivitat festzumachen.
Womadéglich ist der nichtproteolytische Effekt Uber die Besetzung der proteolytisch
inaktiven Komplexe steigerbar. Ob die nichtproteolytische Aktivitdt des TF/FVlla
Komplexes synchron zur proteolytischen Aktivitdt reguliert wird, ist ebenfalls nicht
untersucht. Die Regulation nichthdmostatischer Funktionen von TF  Uber

nichtproteolytische Mechanismen war nicht bekannt.

Neben den vorliegenden Versuchen eines TF-Signalweges in Abhangigkeit von seiner
zytoplasmatischen Domane sind auch einige andere von der zytoplasmatischen Doméane
von TF-abhangige Effekte bekannt. Durch Stimulation von stabil TF-transfizierten
menschlichen Nierenzellen 293 mit PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) kam es zur
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF. Die Phosphorylierung an
einem Serinrest war abhangig von der PKC (Proteinkinase C) (Zioncheck et al., 1992).
Auch bei der Inkubation von TF mit Zelllysaten von Glioblastomzellen kam es zu einer
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF. Bei den Versuchen konnte eine
Mehrfachphosphorylierung beobachtet werden. Als Phosphorylierungsstelle wurde nur
Serin 253 direkt identifiziert. Die Phosphorylierung war in diesen Versuchen unabhangig
von der PKC (Mody und Carson, 1997). Der physiologische Ligand bedurfte allerdings
noch der Klarung. Effekte der Phosphorylierung konnten nicht aufgezeigt werden.
Der eigentliche Ausléser der Phosphorylierung blieb auch bei Versuchen mit malignen
Melanomzellen ungeklart. Die VEGF Produktion und die Angiogenese wird in malignen
Melanomzellen ebenfalls Uber die zytoplasmatische Domane von TF reguliert.
Antagonisten von PKC (Proteinkinase C) inhibierten die VEGF Produktion. Daraus lasst
sich folgern, dass PKC an einer mdglichen Regulation lber die zytoplasmatische Domane
im Sinne einer Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane beteiligt ist. Die Bindung
von FVlla an TF war nicht nétig (Abe et al., 1999).
In Huvec-Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung durch PKCa
am Serin 253 stattfindet. Die Phosphorylierung an Serin 253 beschleunigte die
Phosphorylierung an Serin 258. Diese wiederum wurde zusatzlich negativ durch eine
Palmitoylierung an Cystein 245 gesteuert. Die Phosphorylierung findet an der
Zelloberflache statt. Stimuliert wurde mit PMA (Dorfleutner und Ruf, 2003). Diese
Versuche klaren einzelne Schritte der Phosphorylierung, aber erneut nicht den
physiologischen Ausloser.
Als physiologischen Ausldser der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne von
TF wurde nun in TF-transfizierten Huvec-Zellen, CHO-Zellen und MDA-MB-231-Zellen der
TF/FVIla/FXa Komplex identifiziert. TF/FVlla Komplex induzierte eine Phosphorylierung
erst in Dosen von FVlla ab 50 nM. PAR-2 aktivierte PKCa tUber PC-PLC und das aus der
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Spaltung von PC resultierende DAG. Die Phosphorylierung war nach 5-10 Minuten
nachweisbar (Ahamed und Ruf, 2004).
Die Bedeutung der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF wird nach
weiteren Untersuchungen in der Regulation der Angiogenese gesehen. Im in vitro und im
Mausmodell hemmte TF-Wildtyp die Angiogenese, wahrend die TF-Mutante ohne
zytoplasmatische Domane diese fordert. Die in vitro Versuche zeigten allerdings, dass bei
Serumfreiheit eine alleinige Stimulation mit FVlla nicht ausreichte. Die synergistische
Wirkung von PDGF-BB war notwendig. Gleichzeitig fand sich bei diesen Versuchen eine
Kolokalisation von phosphorylietem TF und PAR-2 in pathologischen Prozessen wie
einer fortgeschrittenen diabetischen Retinopathie. Daraus schloss die Gruppe, dass eine
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF dieser Deletion der
zytoplasmatischen Domane gleich kommt (Belting et al., 2004). Der Beweis flir diese
Hypothese steht aus. Der Effekt war, im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen der
Gruppe in Huvec-Zellen, durch den TF/FVIla Komplex vermittelt und unabhangig von
FXa. Dieser Unterschied lasst die Ubertragung der zuvor gewonnenen Ergebnisse
fragwirdig erscheinen. Sicherlich ist auch das Vorhandensein von Korezeptor wie PAR-2
auf den unterschiedlichen Zelllinien fur die Signalibertragung von Bedeutung. PAR-2 wird
auf Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen, T-Zellen, Neutrophilen
Granulozyten und vielen Tumorzelllinien exprimiert (Dery et al., 1998).
In malignen Melanomzellen konnte eine TF-vermittelte Metastasierung in Abhangigkeit
von der zytoplasmatischen Domane gezeigt werden (Bromberg et al., 1995). Weitere
Versuche zur Tumormetastasierung in CHO-Zellen und Melanomzellen ergaben die
Kooperation von extrazellularer und intrazellularer Domane. Die Mutation der
zytoplasmatischen Phosphorylierungsstellen, Serin 253 und Serin 258, zu Alanin
reduzierte den metastatischen Effekt (Mueller und Ruf, 1998; Bromberg et al., 1999). Die
Versuche geben leider keinen Aufschluss Uber den Signalweg.
In Makrophagen hatte die Stimulation mit FVlla (2,5 pg/ml (~ 50 nM)) eine intrazellulare
Calciumerhohung nach 30 Sekunden wund eine Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen nach Stunden zur Folge. Die intrazellulare Calciumerhéhung war
abhangig von der Bindung von FVlla an TF und von der zytoplasmatischen Domane von
TF. TF-Antikdrper und eine TF-Mutante ohne die zytoplasmatische Doméane verhinderten
die Calciumerhdéhung. Der Signalweg lief wahrscheinlich G-Protein-gekoppelt Uber die
PLC (Phospholipase C). Ein weiterer Rezeptor neben TF konnte nicht ausgeschlossen
werden (Cunningham et al., 1999).
Die mogliche Ubertragung der Versuche auf den Mechanismus der PAR-2-abhangigen
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane von TF ist aufgrund der zeitlichen
Unterschiede nicht mdglich. Die Calciumerhdhung in Monozyten war innerhalb von
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Sekunden zu beobachten (Cunningham et al.,, 1999). Die Phosphorylierung der
zytoplasmatischen Domane von TF in Huvec-Zellen lag im Minutenbereich (Ahamed und
Ruf, 2004).
Versuche zur Klarung des zytoplasmatischen Signalings fuhrten weiterhin zur
Beobachtung der Bindung von ABP-280 (Aktin bindendes Protein-280) an die
zytoplasmatische Doméane von TF und einer Aktivierung von FAK (fokale
Adhasionskinase) in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen Domane von TF. Ausldser
des Signalings war die extrazellulare Ligation von TF. Die beiden Mechanismen
beeinflussten die Zelladhasion, die Zellausbreitung und die Zellmigration (Ott et al., 1998).
Mit den hier dargestellten Ergebnissen wird die Aktivierung der MAPK p38 durch Bindung
von FFR-FVIlla oder FVlla an TF in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen Domane von
TF gezeigt. Die Versuche weisen erstmalig ein direktes TF-Signaling durch Bindung
seines naturlichen Liganden nach, da die proteolytische Fahigkeit von FVIla keine Rolle
spielt. Die Versuche belegen somit, dass TF als transmembrandser Rezeptor selber
Signale vermitteln kann.
Die Bedeutung dieser Ergebnisse ist in den vielseitigen Verknupfungen der MAPK p38 zu
sehen. So reguliert p38 Uber die MAPKAP Kinase-2 (MAP kinase-activated protein
kinase-2) und HSP 27 die Migration glatter Muskelzellen (Hedges et al., 1999).
Tierexperimentelle Versuche stitzen die mdgliche Beteiligung von p38 bei der
Zellmigration. In zwei Studien kam es nach Ballonverletzung in Rattencarotiden bzw.
RattenfemoralgefaRen zu einer deutlichen Aktivierung von p38 und einer folgenden p38-
abhangigen Intimahyperplasie (Ohashi et al., 2000; Ju et al., 2002). Der Mechanismus ist
nicht geklart. Er kdnnte TF- und/oder PAR-2-vermittelt sein. Die Verletzung fiihrt zur
Freilegung von TF.
Die PAR-2-vermittelte Migration durch TF/Vlla Komplex (0,3 nM) in SMCs ist beschrieben
(Marutsuka et al., 2002). Die Stimulation mit FVlla reichte nicht aus (Sato et al., 1996;
Sato et al.,, 1997). Die Bedeutung des zugegebenen TF ist fraglich. PAR-2 Peptid
(SLIGKV 100 uyM) flhrte zu derselben Migrationszunahme. Der Effekt war vergleichbar
zur Stimulation mit PDGF-BB. Antiserum gegen PAR-2 Peptid (11,1 mg Protein/ml)
hemmte den Effekt zu 70-80%. Ein weiterer Rezeptor muss bestehen, da eine Hemmung
mit TFPI zum 100% tigen Block flihrte (Marutsuka et al., 2002).
Widerspriche zeigten sich auch bei Migrationsversuchen mit konstitutiv TF-
exprimierenden MDA-MB-231 Brustkrebszellen. FVlla (10-50 nM) stimulierte die
Migration. Der Effekt war PAR-2- und IL-8-vermittelt. Allerdings hatte PAR-2-Peptid
(SLIGKV 25 uM) nicht dieselbe chemotaktische Wirkung wie FVlla. Die Verwendung
eines PAR-2-Antikorpers (500 pg/ml) inhibierte die Migration vollstandig (Hjortoe et al.,
2004).
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Die Licken und Widerspriche in den beiden Versuchen einer PAR-2-vermittelten
Migration kénnten bereits auf die Mitbeteiligung von TF bei der Migration hinweisen.

Mit Migrationsassays konnte in unserer Gruppe erstmals die TF-vermittelte Migration auf
Fibronektin durch Stimulation mit FFR-FVlla gezeigt werden. Die Migration war abhangig
von p38. Der p38 Inhibitor SB203580 und dominant negatives p38 (p38 D168A und p38
T180EY182E) hemmten die Migration signifikant (Ott et al., submitted).

Damit kann die Zellmotilitdt durch TF, neben der Interaktion der zytoplasmatischen
Doméane TF mit ABP-280 und der Aktivierung von FAK (Ott et al.,, 1998), (ber p38
gesteigert werden.

SMCs und Fibroblasten synthetisieren in atherosklerotischen Gefalten selbst FVlla im
erhohtem Malie. Dies ergabe die Moglichkeit einer autokrinen oder parakrinen Stimulation
unabhangig von der proteolytischen Aktivitat (Wilcox et al., 2003).

Fur die Gewichtung des PAR-2- oder des TF-vermittelten Weges dirfte wieder das

vorliegende Expressionmuster auf den jeweiligen Zellen entscheidend sein.

6.2  Signaltransduktion in Abhangigkeit von der
proteolytischen Aktivitat von Faktor Vlla

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die bekannten Versuche einer Phosphorylierung
von p42/44 in Abhangigkeit von der proteolytischen Aktivitat von FVlla (Poulsen et al.,
1998; Sorensen et al., 1999). Die zytoplasmatische Domane von TF hat keine Bedeutung
(Sorensen et al., 1999). Die Verwendung von proteolytisch inaktivem Faktor Vlla (FFR-
FVlla) fuhrte auch in den vorliegenden Versuchen zu keiner Phosphorylierung der MAPK
p42/44. Der Signalweg von p42/44 unterscheidet sich damit wesentlich von dem der
MAPK p38.

Fir den Signalweg in Abhangigkeit von der proteolytischen Aktivitdt kommen mehrere
mdgliche Rezeptoren in Frage. Die Bindung des FVII an TF und dessen Umwandlung in
den proteolytisch aktiven FVlla hat die Aktivierung der Proteasen FXa und Thrombin zur
Folge. FXa aktiviert PAR-1 und PAR-2 (Bono et al., 2000; Camerer et al., 2000; Riewald
und Ruf, 2001). Thrombin aktiviert dagegen PAR-1, PAR-3 und PAR-4 (Dery et al., 1998;
Coughlin, 2000).

FXa bewirkt in Konzentrationen im Picomolarbereich (50 pM) eine PAR-1- und PAR-2-
vermittelte intrazellulare Calciumerhdéhung (Camerer et al., 2000).

Der Dreierkomplex FVlla/TF/FXa fihrt in heterolog transfizierten CHO-Zellen und Huvec-
Zellen zu einer effektiven p42/44 Aktivierung Uber PAR-1 und PAR-2 (Riewald und Ruf,
2001).

49



Dagegen kommt es nur Uber PAR-2 zu einer Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Domane von TF durch den Dreierkomplex FVlla/TF/FXa (Ahamed und Ruf, 2004).
Das Signal ist in diesen Fallen jedoch nicht TF/FVlla-vermittelt. Viele Autoren schlossen
diesen Weg als alleinigen Mechanismus durch die Verwendung von spezifischen
Inhibitoren von FXa und Thrombin aus.
Der TF/FVIla Komplex kann durch die proteolytische Aktivitat von FVIla auch selbst PAR-
2 und womdglich andere Rezeptoren aktivieren.
In TF- und PAR-2-transfizierten Xenopus Oocyten, in TF- und PAR-2-transfizierten KOLF-
Zellen (Lungenfibroblastenzelllinie der Maus) und HaCaT-Zellen (menschliche
Keratinozytenzelllinie) konnte gezeigt werden, dass es PAR-2-vermittelt bei der
Stimulation mit FVIla zu einer intrazellularen Calciumerhéhung oder Phosphoinositol
Hydrolyse kommt (Camerer et al., 2000). Der Effekt war TF-abhangig. TF diente als eine
Art Dockingstation fir FVlla zur Aktivierung von PAR-2. Fir die direkte Aktivierung von
PAR-2 durch den TF/Vlla Komplex wurden Konzentrationen im Nanomolarbereich (4nM)
bendtigt (Camerer et al., 2000).
In TF- und PAR-2-transfizierten CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) konnte
ebenfalls eine PAR-2 Aktivierung durch den TF/FVIla Komplex nachgewiesen werden. Als
Indikator diente bei den Versuchen die p42/44 Aktivierung durch den TF/FVlla Komplex
(Riewald und Ruf, 2002).
In glatten Muskelzellen wurde eine verstarkte Zellmigration Gber PAR-2 durch Stimulation
mit TF/FVIla Komplex (TF/FVlla 0,3 nM) beobachtet (Marutsuka et al., 2002).
Problematisch ist allerdings der Spezifitdtsnachweis von PAR-2 mit einem Antiserum. Das
Antiserum hemmte den Effekt auch nur zu 70-80% (Marutsuka et al., 2002). Zusatzlich
blieb unklar, warum die Stimulation mit FVIla allein nicht ausreichte (Sato et al., 1997).
In MDA-MB-231 Brustkrebszellen fiihrte die Stimulation mit FVIla (5-50 nM) zu einer PAR-
2-vermittelten Erhéhung der IL-8 mRNA Expression und Migration. Die Spezifitdt wurde
mit einem spezifischen PAR-2-Antikdrper nachgewiesen (Hjortoe et al.,, 2004).
Spezifitatsnachweise mit Zellen ohne PAR-2-Expression liegen nicht vor. Die wirkliche
Spezifitat des PAR-2-Antikorpers ist nicht belegt.
Dagegen schlossen Versuche mit BHK' - und MDCK-Zellen alle bis jetzt bekannten vier
PARs bei der Phosphorylierung von p42/44 durch Stimulation mit FVlla (100nM) aus
(Petersen et al., 2000). Keines der PAR-Peptide fir PAR-1 (SFLLRN), PAR-2 (SLIGRL),
PAR-3 (TFRGAP) oder PAR-4 (GYPGQV oder GYPGKF) flhrte zu einer p42/44
Aktivierung. Allerdings konnte bei der Stimulation mit den PAR-Peptiden fur PAR-1 und
PAR-2 eine intrazelluldaren Calciumerhdhung beobachtet werden. Dies galt wiederum
nicht fur die Stimulation mit FVlla. Desensitivierungsversuche bestatigten diese
Ergebnisse. Eine Vorstimulation mit FVlla hatte keinen Einfluss auf die Héhe der
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Calciumkonzentration durch Stimulation mit PAR-1 oder PAR-2 Peptid. Dagegen liel3 die
Vorstimulation mit PAR-1 oder PAR-2 Peptid die bekannte Erhdhung des intrazelluldren
Calciums durch Thrombin verschwinden. Der Autor vermutet aufgrund dieser Ergebnisse
einen noch unbekannten PAR (Petersen et al., 2000).

Die aktuellen Versuche deuten ebenfalls darauf hin. So konnten wir zeigen, dass J82-
Zellen keinen PAR-2 exprimieren (Daten nicht veréffentlicht). Da es trotzdem zu einer
Aktivierung von p42/44 kam, missen wir diesen neuen PAR postulieren.

Nach den momentanen Ergebnissen ist es also nicht eindeutig geklart, ob PAR-2 der
wesentliche Rezeptor fiir die proteolytische p42/44 Aktivierung ist.

Die Freisetzung von wachstumsfaktorahnlichen Substanzen durch die Stimulation mit
FVlla ist ausgeschlossen worden. Mediumiberstande mit FVlla stimulierter Zellen, aus
denen der zugegebene FVlla wieder entfernt wurde, flhrten zu keiner p42/44 Aktivierung
(Petersen et al., 2000). Eine Neusynthese von Aktivatoren ist bei Effekten im

Minutenbereich nicht mdglich.

Die durch die proteolytische Aktivitdt von FVlla hervorgerufenen Effekte sind nach der
momentanen Datenlage den Zellzyklus beeinflussende proliferative und antiapoptotische
Mechanismen. Die FVIla Bindung an TF férdert dosisabhangig (25-100 nM) die
Proliferation (H>-Thymidin Inkorporation) glatter Muskelzellen. Die Proliferation ist p42/44
abhangig. Proteolytisch inaktiver FVIla hat keinen proliferativen Effekt (Cirillo et al., 2004).
Der Rezeptor blieb allerdings offen. In &lteren Untersuchungen konnte eine PAR-2-
vermittelte Proliferation (Zellzahl/well) in glatten Muskelzellen gezeigt werden (Bono et al.,
1997). Womoglich ist PAR-2 in dem genannten Proliferationsversuch der Rezeptor. FXa
wurde ausgeschlossen (Cirillo et al., 2004). Hier kam allerdings eine zweite Gruppe zu
dem gegenteiligen Ergebnis. Sie zeigte, dass der proliferative Effekt FXa-vermittelt ist.
Verwendet wurden embryonale Fibroblasten von TF-Wildtyp-, TF-defizienten- und TF-
mutanten- (ohne zytoplasmatische Domane) Mausen (Herbert et al., 2001). Die Datenlage
ist in Hinsicht auf den moglichen Rezeptor des Signalweges also unklar.

Mehrfach und genauer untersucht sind die antiapoptotischen Effekte. FVlla reduziert in
serumgestarvten BHK' -Zellen die Caspase-3 Aktivierung, die Kernkondensation und die
LDH Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle. Die reduzierte Caspase-3 Aktivitat ist abhangig
von PI3K. Die Verwendung eines PI3K Inhibitors hemmt ebenso die Akt
Phosphorylierung. Der p42/44 Inhibitor hat einen wesentlich geringeren Einfluss auf
Phosphorylierung von Akt. Die Caspase-3 Aktivitat ist aber signifikant reduziert (Sorensen
et al., 2003).

Ein vermehrtes Zelliberleben (MTT Assay) zeigte sich in serumgestarvten adharenten
BHK' -Zellen. Der Effekt war in nicht adharenten Zellen geringer. FVlla fiihrte zu einer
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verlangerten Aktivierung von PKB und p42/44 in Zellen in Suspension (Versteeg et al.,
2004). Diese war dagegen in adharenten Zellen nur transient (Versteeg et al., 2002). Die
Hemmung der Caspase-3 Aktivitdt war bei diesen Versuchen von PI3K und p42/44
abhangig. FVlla regulierte erneut die Caspase-3 Aktivitat herunter. Dies galt fur adharente
und Zellen in Suspension. Gleichzeitige Stimulation mit FXa flhrte zu einem vermehrten
Zelluberleben. Die alleinige Stimulation mit FXa hatte aber keinen Effekt. Proteolytisch
inaktiver FVIla hemmte das durch FVlla verstarkte Zellliiberleben (Versteeg et al., 2004).
Des weiteren kommt es durch FVlla in serumgestarvten BHK' -Zellen {iber Jak2/STAT5
auch zu einem vermehrten Zelliberleben (MTT Assay). Die STAT5 Phosphorylierung ist
G12/Gy3-abhangig. Die zytoplasmatische Domane spielt keine Rolle bei der STAT5
Phosphorylierung. STAT5 wird in den Kern transloziert. Die STAT5 Phosphorylierung ist
Jak2-vermittelt. Uber Jak2 wird auch PKB aktiviert. FVlla induziert auf dem Jak2/STAT5
Weg die Expression des antiapoptotischen Proteins Bclyx. (Versteeg et al., 2004). Der
Jak/STAT Weg wurde erstmals bei der SignalUbertragung von Zytokinrezeptoren
untersucht. Die STAT (signal transducer and activator of transcription) Proteine sind eine
Familie von Transkriptionsfaktoren, die Uber eine SH2 Doméane direkt an den aktivierten
Rezeptor binden. Hier werden die STAT Proteine durch Mitglieder der Jak Familie
phosphoryliert. Dies fuhrt zu einer Dimerisation von STAT Proteinen und Translokation in
den Kern. Im Kern kommt es zur Aktivierung der Transkription von ihren Zielgenen
(Cooper, 2000b).

Der Rezeptor jener untersuchten Signalwege eines antiapoptotischen Mechanismus von
FVlla konnte bei den Versuchen nicht geklart werden. Diskutiert wurde der PAR-2.

Damit lassen sich flir die TF-Signaltransduktion in Abhangigkeit von der proteolytischen
Aktivitat von FVIla keine eindeutigen Wege beschreiben. Der Rezeptor bleibt umstritten.
Die Bedeutung der mdoglichen Wege hangt auch hier von der Rezeptorexpression der

einzelnen Zelle ab. Eine Zellspezifitat ist sicherlich gegeben.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass es durch Stimulation mit FVlla und FFR-FVlla zu
keiner Aktivierung der MAPK JNK in J82-Zellen kommt. Die Positivkontrolle mit UV-Licht
fuhrte dagegen zu einer deutlichen Phosphorylierung. JNK scheint gegentiber den beiden
anderen MAPKSs nach den aktuellen Ergebnissen keine Rolle bei der Signallibertragung
von TF zu spielen. In BHK' -Zellen kam eine andere Gruppe zu demselben Ergebnis. Die
Stimulation mit FVIla (100 nM) flhrte zu keiner Aktivierung der MAPK JNK (Poulsen et al.,
1998).

In HaCaT-Zellen wurde dagegen eine Phosphorylierung der MAPK JNK durch Stimulation
mit FVIla (50 nM) beobachtet (Camerer et al.,, 1999). Gleiches galt auch fur die

52



Stimulation von glatten Muskelzellen mit FVIla (Cirillo et al., 2004). Der Rezeptor wurde in
beiden Versuchen nicht aufgeklart.

Den mdglichen Signalweg tber den PAR-2 schlossen andere Gruppen in Versuchen mit
RASMC-Zellen, BPAF-Zellen und Kardiomyozyten aus (Belham et al., 1996; Sabri et al.,
2000). Es kam zu keiner Aktivierung von JNK Uber den PAR-2.

Die Mdaglichkeit der Zellspezifitat oder eines unbekannten PARs bleibt bestehen.

Die jetzigen Ergebnisse sprechen gegen einen TF-vermittelten Signalweg ber JNK in

Blasenkarzinomzellen.

6.3 Ausblick

Die Bindung von FVlla an TF flhrt nach den vorliegenden Ergebnissen unabhangig von
der proteolytischen Aktivitat aber in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen Domane von
TF zu einer Phosphorylierung der MAPK p38. p38 beeinflusst Gber die MAPKAP Kinase-2
und HSP 27 die Migration glatter Muskelzellen (Hedges et al., 1999). Damit kann TF Gber
diesen Weg die Migration férdern. So kommt es durch Stimulation mit FFR-FVlla in
Abhangigkeit von der zytoplasmatischen Doméane von TF zu einer Steigerung der
Migration auf Fibronektin (Ott et al., submitted). Die Migration war abhangig von der
MAPK p38.

In atherosklerotischen Lasionen (Taubman et al., 1997) und nach interventionellen
Eingriffen wie Angioplastie und Stentimplantation (Marmur et al., 1996) ist die TF-
Expression glatter Muskelzellen erhéht. Uber den Kontakt des mit dem Blut zirkulierenden
FVlla oder auch mit endogen produziertem FVlla in atherosklerotischen Lasionen (Wilcox
et al., 2003) kann es zu einer verstarkten TF-vermittelten Migration glatter Muskelzellen
kommen. Die beschriebene TF-vermittelte Migration kdnnte damit zum GefalRumbau und
der Neointimabildung beitragen.

Die Unterbrechung des beschriebenen Signalweges ergabe neue therapeutische
Méglichkeiten. Erste Hinweise bestehen. So fiihrte die Hemmung von p38 in
Tierexperimenten zu einer deutlichen Verminderung der Intimahyperplasie (Ju et al.,
2002).

Daneben exprimieren Endothelzellen nach Stimulation vermehrt TF (Drake et al., 1989;
Wilcox et al., 1989; Fleck et al.,, 1990). Die Steigerung der Endothelzellmigration tragt
entscheidend zur Forderung der Angiogenese bei.

Die Arbeit zeigt einen grundlegenden Mechanismus des proangiogenetischen Effektes
von TF. Erste Untersuchungen unserer Gruppe weisen darauf hin, dass FFR-FVlla die
Angiogenese fordert. FFR-FVIla hemmt dartber hinaus auch effektiv die Blutgerinnung
(Golino et al., 2000; Cirillo et al., 2003; Sorensen et al., 2003). Bei der Verwendung von
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FFR-FVlla zur Therapie lieRe sich womdglich diese proangiogenetische Wirkung mit der
antikoagulatorischen Wirkung kombinieren.

Praktische Relevanz hatte dieser Effekt bei Erkrankungen wie der peripher arteriellen
Verschlusskrankheit und der koronaren Herzkrankheit. Die Angiogenese ware hier neben

der Antikoagulation erwiinscht.
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1. Zusammenfassung

Der Tissue Factor spielt neben der Aktivierung der Gerinnungskaskade eine wichtige
Rolle bei der Angiogenese, der Tumormetastasierung, der Entziindung, der Zelladhasion
und der Zellmigration. Die Signalwege und Mechanismen sind jedoch weitgehend
unerforscht. Eine Gruppe von Kinasen, die sog. Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKs), ist bekanntlich bei vielen Mechanismen der intrazelluldren Signaltransduktion
beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der MAPKs p38, p42/44 und
JNK bei der Signalubertragung durch FVlla untersucht. Die Aktivierung der MAPKs wurde
mit einem in vitro Kinasen Assay bestimmt. Dabei zeigte sich eine durch TF-
Ligandeninteraktion induzierte Aktivierung von p38 in Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen Domane aber unabhangig von der proteolytischen Aktivitat von FVlla.
Die Phosphorylierung von p38 war zeit- und dosisabhangig. Neben der Interaktion der
zytoplasmatischen Domane mit ABP-280 und der Phosphorylierung von FAK kénnte TF
damit Uber die Aktivierung von p38 die Zellmotilitdt beeinflussen. Proteolytisch inaktiver
FVlla (FFR-FVIIa) steigert die Migration in Abhangigkeit von der p38 Aktivierung.

Zur Aktivierung der MAPK p42/44 kommt es dagegen nur durch die Stimulation mit
proteolytisch aktiven FVlla. Die zytoplasmatische Doméane hat dabei keine Bedeutung.
Protease-aktivierte-Rezeptoren kénnten ursachlich an dem Mechanismus beteiligt sein.
Weder die Stimulation mit FFR-FVIla noch die mit FVlla fihrten zu einer
Phosphorylierung der MAPK JNK. JNK hat also keine Bedeutung bei der
Signallbertragung von TF.

Die Ergebnisse zeigen somit zwei verschiedene Signalwege. Erstens wird die MAPK p38
Aktivitdt durch einen von der zytoplasmatischen Doméane von TF abhangigen aber von
der proteolytischen Aktivitdt von FVlla unabhangigen Weg gesteigert. Zweitens wird die
MAPK p42/44 Aktivitdt durch einen von der proteolytisch Aktivitat von FVlla abhangigen

aber von der zytoplasmatischen Domane von TF unabhangigen Weg erhoht.

55



8. Abkurzungsverzeichnis

A14-Zellen (Fibroblasten)

ABP-280 (Aktin bindendes Protein-280)

Aminosauren (AS)

AP-1 (Activator protein-1)

ATF-2 (activating transcription factor-2)

bFGF (basic fibroblast growth factor)

BHK' -Zellen (stable TF-transfected baby hamster kidney cells)
Cdc42 (Cell division cycle protein 42)

Cdk (Cyclin-dependent kinase)

CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells)

c-myc (cellular homologue of avian myelocytomatosis virus oncogene)
COS-1-Zellen (Nierenfibroblasten des Affens)

CTGF (connective tissue growth factor)

DAC (Diacylglycerol)

eEF (eukaryotic elongation factor)

EGFR (epidermal growth factor receptor)

egr-1 (early growth response gene-1)

elF (eukaryotic initiation factor)

Elk-1 (Ets domain protein 1)

EMPs (endothelial microparticles)

ERK 1/2 (extrazellular signal-regulated kinases 1 und 2)
ERKS5 (extrazellular signal-regulated kinase 5)

FAK (fokale Adhasionskinase)

F-Aktin (filamentoses Aktin)

FFR-FVlla (proteolytisch inaktiver Faktor Vlla)

FVlla (Faktor Vlla)

G-Aktin (globulares Aktin)

GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
GPCR (G-Proteine-gekoppelte Rezeptoren)

GPI (Glycosyl phosphatidyl inositol)

Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)
HaCaT-Zellen (menschliche Keratinozytenzelllinie)
hb-EGF (heparin binding epidermal growth factor)
HK-2-Zellen (human kidney-2 cells)

HSP 27 (Hitze Schock Protein 27)
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Huvec-Zellen (human umbilical vein endothelial cells)
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1)
IL (Interleukin)
IP; (Inositol 1,4,5-trisphosphat)
J82-Zellen (Blasenkarzinomzellen)
Jak2 (Janus kinase 2)
JNK (Jun amino-terminal kinase)
Kilobasenpaaren (kBP)
KOLF-Zellen (Lungenfibroblasten der Maus)
LDL (Low-density lipoproteins)
LPS (Lipopolysaccharide)
LRE (LPS Response Element)
MAPKAP Kinase-2 (MAP kinase-activated protein kinase-2)
MAPKKKSs (mitogen-activated protein kinases kinases kinases)
MAPKKSs (mitogen-activated protein kinases kinases)
MAPKSs (mitogen-activated protein kinases)
MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1)
MDA-MB-231-Zellen (Brustkrebszellen)
MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney cells)
MLK (mixed-lineage kinase)
MT1-MMP (Membran-Typ 1 Matrix Metalloprotease)
NF-kB (Nuclear Factor-kappa B)
p70/p85, RSK (ribosomale S6 kinase)
p90, S6K (S6 kinase)
PAE-Zellen (porcine aortic endothelial cells)
PAF (platelet-activating factor)
PAI (Plasminogen Aktivator Inhibitor)
PAP (Poly (A) Polymerase)
PARs (Protease-aktivierte Rezeptoren)
PC (Phosphatidylcholin)
PDGF-BB (Plated-derived Growth Factor Isoform BB)
PDGFR-3 (PDGF Rezeptor-beta)
PI-PLC (Phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C)
PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase)
PIP, (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat)
PKB (Proteinkinase B)
PKC (Proteinkinase C)
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PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat)

ROS (reaktive oxygen species)

RTK (Rezeptor-Tyrosinkinase)

SAPK (stress-activated protein kinase )
SMC-Zellen (smooth muscle cells)

SOS (sun of sevenless)

Sp1 (Specificity protein 1)

Src (sarcoma-like kinases)

SRE (serum response element)

SRF (serum response factor)

STATS (signal transducer and activator of transcription 5)
TF (Tissue Factor)

TFPI-1 (tissue factor pathway inhibitor-1)

TGF-B (transforming growth factor beta)

TNF-a (Tumornekrose Faktor-alpha)
U937-Zellen (menschliche Monozytenzelllinie)
uPAR (urokinase plaminogen activator receptor)
VEGEF (vascular endothelial growth factor)

BPix (PAK-interacting exchange factor)
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