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Zusammenfassung

Asthma ist eine chronische, entziindliche ErkrankigrgAtemwege, in welcher neben den
wandernden Zellen des Immunsystems auch die Zellen glatten Muskulatur, sowie
Fibroblasten und Zellen des Epithels eine wichRgdle spielen. Die Alveolarepithelzellen sind
nicht nur ein physikalisches Hindernis fur Infekiserreger, sondern spielen auch eine aktive
Rolle in akuten und chronischen Entziindungsrea&tipnindem sie eine Reihe von
entzindungsauslésenden und -hemmenden Mediatoreisetiren. Die Exposition von
Epithelzellen gegenlber schadlichen Faktoren, wiergenen, Bakterien, Schmutzstoffen und
endogenen pro-inflammatorischen Stoffen 16sen Albmelchanismen aus, wodurch Expression
und Freisetzung von wichtigen bioaktiven Molekileme z. B. Lipidbotenstoffen, Zytokinen,
extrazellularen Matrixproteinen gesteuert werdenwdrde gezeigt, dass die Freisetzung dieser
Mediatoren oft durch Aktivierung von Protease-aktiten Rezeptoren (PARS) vermittelt wird.
PARs gehoren zu der Superfamilie der G-Proteingp&tten Rezeptoren mit 7 Transmembran-
Domaénen. Aktivierung der PARs wird durch die prdygsche Spaltung durch extrazellulare
Proteasen eingeleitet. Die Spiegel vieler PAR Agiam in den Atemwegen sind wahrend
chronischer Erkrankung erhdht. Dazu gehoren digeBsen wie Thrombin, Tryptase, HAT
(human airway trypsin-like protease) und viele tludie Luft Ubertragene Allergene. Unsere
Kenntnisse bezuglich der Faktoren, welche die PA¥pré&ssion und deren Erregbarkeit
modifizieren, sind noch begrenzt.

In der vorliegenden Arbeit werden folgende Ergedmigorgestellt:
1. Wir haben mittels RT-PCR, Immunozytochemie urfl ®obilisierungsstudien gezeigt,
dass PAR-1, PAR-2 und PAR-3 in Epithelzellen demgeai (Zelllinie A549) funktionell
exprimiert werden. Kurzzeitstimulierung dieser Zallmit Thrombin, Trypsin und Peptiden, die
die ,tethered-ligand“-Domane von PAR-1, PAR-2, abieht von PAR-3 und PAR-4, darstellen,
induzieren einen transienten Anstieg der intraiien C&*-Konzentration ([C&])).
2. Unsere Untersuchungen von Isoformen des Trypsigaben, dass kationisches und
anionisches Trypsin die &aMobilisierung in Lungen-Epithelzellen induziereMesotrypsin
filhrte jedoch zu keiner [E§i-Antwort in diesen Zellen. Basierend auf
Desensitisierungsversuchen durch Verwendung des-PARtivierungspeptids (PAR-2-AP),
konnten wir zeigen, dass PAR-2 in der Lunge einsBab fur kationisches und anionisches

Trypsin darstellt.
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3. Weitere Untersuchungen befassten sich mit desieAAmgen des PAR-mRNA-Spiegels
nach Exposition der A549-Zellen gegenlber Entzigdmediatoren wie LPS, TNés-1L-8 und
PGE. Dazu wurden Real-Time PCR Experimente durchgéfibie Behandlung mit den oben
genannten Mediatoren bewirkte unterschiedliche kifewobei PAR-2 mRNA hauptsachlich
beeinflusst wurde.

4. Fir weitere Analysen haben wir noch andere Loepgghelzellen eingesetzt, wie HBE
Zellen und primére Lungen Epithelzellen (HSAEC).

Eine kontinuierliche Aktivierung der PARs durch rtilierung mit PAR Agonisten fuhrte zu
einer erhdhten Expression von PAR-1 mRNA, wobeillaR-2 Aktivierungspeptid, verglichen
mit PAR-1-AP, eine héhere Wirksamkeit aufwies. Adieags fuhrte die kombinierte Inkubation
der Zellen mit PAR Agonisten und LPS zu einer vemterten Hochregulation von PAR-1
MRNA. PAR-2 mRNA wurde ebenfalls nach der Behangllomt PAR-1 und PAR-2 Agonisten
hochreguliert, und die Anderungen waren groRer dids bei der PAR-1 Expression. Im
Gegensatz zu PAR-1, war immer noch eine erhdhte -PARpression nach gleichzeitiger
Behandlung mit LPS und PAR-2 Agonist zu beobachi2ie. PAR-3-mRNA-Expression in
A549 Zellen blieb jedoch unter kontinuierlicher PARKtivierung unverandert. Nur die
kombinierte Inkubation der Zellen mit LPS und PARgohisten bewirkte eine
Herunterregulation der PAR-3 Expression.

5. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die Aktiviegwon PAR-2, aber nicht die von PAR-
1 die Freisetzung von IL-8, einem Entzindungsmarketuziert. Dartber hinaus wurden die
SignalUbertragungswege, welche nach StimulationTimibmbin und dem PAR-2-AP in A549
Zellen aktiviert werden, untersucht. Die beiden Aigten fuhrten zu einer Aktivierung des
MAPK-Weges, stimulierten die Phosphorylierung voRKR/2 (extracellular signal regulated
kinase-1/2) und JNK (c-jun N-terminal kinase). Ardgen haben wir in A549 Zellen und
primaren Lungenepithelzellen nachgewiesen, dasdudeh PAR-2-AP und LPS-vermittelte IL-
8 Freisetzung synergistisch stimuliert wurde.

6. Zudem erhdhten PAR Agonisten, hauptsachlich RAMR, die Expression von TG,
einem immunmodulatorischen Zytokin. Simultane Belhamg der Zellen mit LPS und PAR
Agonisten verminderte die durch PAR Aktivierungyagerufene TGHB1 Hochregulation.

7. Mit Hilfe von HEK-293 Zellen, die PAR-3 Uberexmpieren, konnten wir als erste

zeigen, dass PAR-3 an der Thrombin-vermittelten ERKAktivierung und IL-8 Freisetzung
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beteiligt ist. Im Gegensatz zu ERK1/2 wurde JNK wgeringfligig aktiviert, wobei die p38

MAPK bei der durch Thombin induzierten Signalkaskadberhaupt nicht beteilig war. Die von
PAR-3 vermittelten Effekte, wie die erhdhte IL-8rfByese, erfordern keine Koaktivierung von
PAR-1. Dieses haben wir mittels Herunterregulierdeg Expression von PAR-1 durch siRNA
bestatigen kénnen.

Zusammenfassend ist diese Studie die erste, dierfde Befunde Uber Epithelzellen der
Lunge zeigt: i) Die Entziindungsmediatoren modutiedee PAR Expression in A549 Zellen
unterschiedlich. ii) Kontinuierliche PAR Aktiviergnfiihrt zur Anderung der PAR-Expression,
wobei PAR-2 eine besonders herausragende Rollé&.gp)ePAR-2 Aktivierung induziert IL-8
Freisetzung, wobei es mit LPS synergistisch winkt. PAR-induzierte IL-8 Freisetzung wird
Uber den ERK1/2- und JNK-Signalweg vermittelt. iRAR Aktivierung fuhrt zur erhéhten
TGF1-Expression.

Diese Studien zeigen dass PARs, insbesondere PAdR2, signifikante Funktion in
entzundlichen Erkrankungen der Atemwege spielers D&chselspiel zwischen PAR-2 und
Endotoxinen wie LPS gibt wertvolle Einblicke in d¥erstandnis der Rolle von PARs bei
Erkrankungen der Lunge, wie z. B. Asthma. Zusdtzkonnten wir zeigen, dass Aktivierung
von PAR-3, des bisher am weinigsten erforschterglMids der PAR-Familie, zu einer IL-8
Freisetzung fuhrt, und dass dieser Rezeptor daduedte signifikante Rolle in

Entzindungsprozessen spielen kann.



