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ZUSAMMENFASSUNG

A ZUSAMMENFASSUNG

Eine zunehmende Zahl von Daten aus der Fachliteratur weist immer deutlicher darauf hin, dass
Tumor- und Stammzellen trotz aller funktionellen Unterschiede, wie beispielsweise der Destruktion
von gesundem Gewebe bzw. Regeneration von zerstdrtem Gewebe, offensichtlich wesentliche
Gemeinsamkeiten aufzeigen, insbesondere hinsichtlich der molekularen Mechanismen, die z.B. den
zelluldren Prozessen Differenzierung/Transformation, Zellalterung, Apoptose und Migration/Invasion

zugrunde liegen.

Im Gegensatz zur Situation bei Tumorzellen ist die Rolle lysosomaler Cysteinproteasen in humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) bei diesen Prozessen jedoch noch weitgehend unbekannt und

sollte daher im Rahmen dieser Arbeit genauer evaluiert werden.

So konnten wir erstmals nachweisen, dass lysosomale Cysteinproteasen sowohl in hMSC exprimiert
als auch wihrend deren Kultivierung sezerniert werden. Von den elf bekannten humanen lysosomalen
Cysteinproteasen (Cathepsine) wurden vor allem Cathepsin B und Cathepsin K durch extrazelluldre
Matrix (EZM)-Proteine, insbesondere durch Vitronektin, in ihrer Expression beeinflusst und zeigten
eine kontinuierliche Erh6hung der Expression im Verlauf von 21 Tagen. Eine vermehrte Sekretion
nach Vitronektinstimulation wurde proteinchemisch bei Cathepsin B und X nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu hatten Stimulationen mit Kollagen I und Laminin keinen signifikanten Einfluss auf

die Expression bzw. Freisetzung dieser Proteasen.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass das Adhisions-/Migrationsverhalten der hMSC durch EZM-
Proteine vor allem iiber deren Wechselwirkung mit Adhésionsmolekiilen (Integrinen) beeinflusst wird.

Zudem kann auch Procathepsin X in Abhéngigkeit von Integrin a3 an hMSC binden.

Durch die Interaktionen der hMSC mit EZM-Proteinen sowie mit Procathepsin X wird eine Reihe von

Signaltransduktionswegen, darunter der ERK-Signalweg, aktiviert.

In Transmigrationsversuchen mit Cathepsin X-defizienten hMSC wurde zudem nachgewiesen, dass
Procathepsin X — im Gegensatz zur Konstellation bei Tumorzellen — keine bedeutende Rolle bei der
Migration der hMSC spielt. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass gegen dieses Enzym
gerichtete Tumortherapiestrategien nur geringe (oder gar keine) Auswirkungen auf die Stammzell-

Mobilisation/Migration haben.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen in vitro-Daten zeigen somit neue Erkenntnisse beziiglich der
Regulation lysosomaler Cysteinproteasen durch extrazellulire Matrixproteine in hMSC und stellen

daher eine gute Basis flir weitere in vitro- bzw. auch in vivo-Evaluierungen dar.



EINLEITUNG

B EINLEITUNG

B.1  Charakterisierung von Stammzellen im Vergleich mit Tumorzellen

Adulte Stammzellen spielen in den letzten Jahren in Forschung und Klinik eine immer wichtigere
Rolle. Als ethisch besser vertretbare Option im Vergleich zu embryonalen Stammzellen gewinnen
diese Zellen vor allem hinsichtlich der Geweberegeneration (7issue Engineering) immer mehr an
Bedeutung (Bianco et al 2001; Korbling et al. 2003). AuBerdem werden Stammzellen zunehmend mit
Tumorzellen verglichen, wobei sich zeigte, dass diese Zellentititen trotz vorhandener Gegensétze wie
Regenerationsfahigkeit bzw. Destruktionspotential einige Gemeinsamkeiten wie z.B. Proliferation
bzw. Selbsterneuerung, Transformation bzw. Differenzierung und Invasion bzw. Migration aufweisen

(Reya et al. 2001, Reya et al. 2005).

Adulte Stammezellen sind im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen in ihrem Differenzierungs-
potential eingeschrinkt. Grundsétzlich lassen sich im Knochenmark zwei adulte Stammzellpopula-
tionen unterscheiden: die humanen mesenchymalen Stammzellen (human mesenchymal stem cells,
hMSC) und die humanen hdmatopoetischen Stammzellen (human hematopoietic stem cells, hHSC).
Uber die selektive Adhirenz werden hMSC von hHSC unterschieden, da nur hMSC an Plastik
adhérieren. So wurden die hMSC zuerst als adhirente Fibroblasten-dhnliche Zellen eingestuft
(Fridenshtein et al. 1982), bevor sie als multipotente Zellen erkannt wurden (Friedenstein et al. 1987,
Jackson et al. 2002). Diese Zellen sind in der Lage sich u. a. in vitro bzw. in vivo in die adipogene
(Jaiswal et al. 2000), chondrogene (Mackay et al. 1998), osteogene (Pittenger et al. 1999, Salasznyk et
al. 2004a), kardiogene (Toma et al. 2002) und neurogene Richtung (Benvenuti et al. 2006) zu

differenzieren.

HMSC besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Selbstreplikation), Differenzierung und Migration
(Pittenger et al. 1999, Jiang et al. 2002, Cai et al. 2004). Eine Voraussetzung fiir die Migration ist der
Abbau von extrazelluldrer Matrix (EZM) durch Proteasen. Zahlreiche Studien konnten bereits bei
Tumorzellen die Bedeutung von Metalloproteasen sowie lysosomalen Cysteinproteasen bei der Inva-
sion und auch bei der Interaktion mit der extrazelluliren Matrix aufzeigen (Mohamed & Sloane 2006,
Podgorski et al. 2007, Affara et al. 2009). Eine erhohte Expression von Cathepsinen wurde bereits bei
Brust-, Lungen-, Hirn-, Gastrointestinaltrakt-, Haut- und Prostatatumoren beschrieben (Jedeszko &
Sloane, 2004). Ungeklart ist jedoch, welche Rolle lysosomale Cysteinproteasen bei zelluldren Prozes-
sen wie Differenzierung, Adhésion, intrazelluldrer Signaltransduktion und Migration bei hMSC spie-
len und ob diese Proteasen durch EZM-Proteine wie Kollagen, Laminin oder Vitronektin reguliert

werden.
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Das Interesse an hMSC in Forschung und Klinik betrifft zum einen ihre Ahnlichkeit mit Tumorzellen
hinsichtlich EZM-Abbau und Invasion bzw. Migration, zum anderen die Mdglichkeit ihres therapeu-
tischen Einsatzes z.B. in der Therapie lokaler Knochendefekte oder bei Erkrankungen wie der theuma-
toiden Arthritis oder der Osteoporose (Bruder et al. 1994). Um Stammzellen im klinischen Bereich
sinnvoll einsetzen zu konnen, miissen aber deren grundlegende Regulationsmechanismen erfasst und

verstanden werden.

B.2  Physiologische und pathophysiologische Rolle der lysosomalen
Cysteinproteasen

Lysosomale Cysteinproteasen sind wie die Aspartat-, Metallo- und Serinproteasen bei biologischen
Prozessen nachweisbar und regulieren eine Vielzahl essentieller Vorginge, um die Homdostase des
gesamten Organismus zu gewdhrleisten (Chapman et al. 1997). Die Klassifikation dieser Proteasen er-
folgte aufgrund ihres Reaktionsmechanismus, der abhéngig von ihrem katalytischen Aminosdure-Rest
(Cystein-Rest) ist (Koolman et al. 1997). Lysosomale Cysteinproteasen verwenden bei der Katalyse
als Nukleophil die Thiolgruppe eines Cysteinrestes (Thiol-abhéngige Cathepsine). Die Gruppe dieser
Proteasen umfasst im humanen Organismus elf Vertreter: Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, W und
X (Buhling et al. 2000; Jedezszko et al. 2004). Der Begriff Cathepsin kommt aus dem Griechischen
, kofewerv (verdauen) und wurde erstmalig 1929 beschrieben, als Willstitter und Bamann eine
Protease mit schwach-saurem ph-Optimum entdeckten (Willstitter und Bamann, 1929). Weitere
Studien konnten zeigen, dass diese Proteasen in Lysosomen lokalisiert sind und dort Proteine und

Peptide abbauen (Coffey & De Duve, 1968).

Zahlreiche Erkenntnisse liber Vorkommen und Funktion einiger Cathepsine bei physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen wurden bereits verdffentlicht (Chapman et al. 1997, Jedeszko et al.
2004, Brooks et al. 2010). Neben der allgemeinen Funktion des intrazelluldren Proteinabbaus liegen
auch Daten tiber einige extrazelluldre Eigenschaften vor. Das Vorkommen von Cathepsinen auf der
Zelloberflache bzw. ihre Bindungsfahigkeit an Zelloberflachenstrukturen wurde bei Cathepsin B, S
und X nachgewiesen (Mai et al. 2000, Nascimento et al. 2005, Lechner et al. 2006). Bei Tumor- und
Endothelzellen wurde das Cathepsin B als wichtig fiir den EZM-Abbau identifiziert (Sloane et al.
2005, Cavallo-Medved et al. 2009). Cathepsin K, vorwiegend in Osteoklasten exprimiert, ist eine

Kollagenase und Elastase und kann Kollagen I degradieren (Garnero et al. 1998).

Cathepsin X wird in Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen, sowie in entarteten Zellen
exprimiert (Négler et al. 1998; Négler et al. 2004; Négler et al. 2006). So wurde u. a. beim Prostata-

karzinom und beim Magenkarzinom vom intestinalen Typ eine Uberexpression von Cathepsin X nach-
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gewiesen (Nagler et al. 2004; Krueger et al. 2005). Durch die Aufklarung der Procathepsin X-Struktur
(Sivaraman et al. 2000) wurde deutlich, dass sich dieses Cathepsin vor allem hinsichtlich der Kiirze
seiner Proregion, bestehend aus nur 38 Aminosduren, von den anderen Cathepsinen unterscheidet.
Sehr interessant ist zudem die Anwesenheit eines Integrin-Bindungsmotives (RGD-Sequenz) in der
Proregion des Cathepsin X. RGD-Motive dienen in der Regel als Erkennungssequenzen fiir Zellober-
flichenrezeptoren vom Integrin-Typ. Aus der 3D-Struktur des Procathepsin X (Abb. B1) wird ersicht-
lich, dass das RGD-Motiv sehr gut zugénglich ist, und dementsprechend eine Bindung des extra-

zellularen Enzyms an Integrine moglich ist (Lechner et al. 2006).

Abb. B.1 Struktur von Procathepsin X: Farbig markierte RGD-Sequenz in der Proregion.
(Sivaraman & Négler et al. 2000).

Eine wichtige Fihigkeit zum EZM-Abbau ist die endoproteolytische Aktivitit, welche die meisten
Cathepsine aufweisen. Cathepsin X dagegen ist eine Carboxypeptidase, und eine Beteiligung dieses
Enzyms an einer direkten Degradation der EZM ist demnach unwahrscheinlich. So zeigte eine Inhibi-
tion des aktiven Cathespin X keinen Einfluss auf die Invasion von Zellen (Kos et al. 2005). Jedoch
konnte eine Inhibition des Cathepsin X auf mRNA-Ebene eine reduzierte Tumorzellinvasion bewirken
(Krueger et al. 2005). Moglicherweise liegt daher eine indirekte, nicht-proteolytische Wirkweise des
Cathepsin X auf die EZM vor, die im Zusammenhang mit der Interaktion mit Integrinen steht

(Lechner et al. 2006).

Interessanterweise ist die Interaktion der Cathepsine mit der EZM nicht auf den proteolytischen EZM-
Abbau beschrinkt, vielmehr werden einige Zellen in Anwesenheit von EZM-Komponenten auch zur
vermehrten Sekretion einzelner Cathepsine angeregt (Koblinski et al. 2000). Obwohl die genauen
Mechanismen dieser Wechselbezichungen nicht ausreichend aufgeklart sind, gibt es einige Hinweise
auf eine Bindungsfahigkeit extrazellularer Cathepsine an Adhdsionsmolekiile vom Integrintyp (Cheng
et al. 2006, Lechner et al. 2006, Obermajer et al. 2008). Diese indirekte Wirkweise kann moglicher-

weise einen Einfluss lysosomaler Proteasen auf inflammatorische und invasive Prozesse erkliren.

4
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B.3  Extrazellulire Matrixproteine

Die extrazelluldre Matrix (EZM), die in allen Interzellularriumen vorkommt und von den Zellen selbst
gebildet wird, besteht u. a. aus Polysacchariden und verschiedenen Proteinen wie Kollagen I, Kollagen
IV, Fibronektin, Laminin und Vitronektin. Neben einer Stiitz- und Haltefunktion hat die EZM v. a.
regulatorische Bedeutung fiir die eingebetteten Zellen. So werden einerseits Adhdsion und Migration
der Zellen iiber unterschiedliche Mechanismen, wie z. B. rezeptorvermittelte Aktivierung intrazellu-
larer Signaltransduktionskaskaden, von der EZM beeinflusst. Andererseits konnen die Zellen selbst
Aufbau und Funktion der EZM verdndern. Diese Wechselwirkungen scheinen dabei Grundlage vieler
molekularbiologischer Vorginge zu sein. Die Komponenten der EZM haben somit eine sehr
dynamische Funktion zu erfiillen. Sie spielen neben dem Erhalt und der Entwicklung physiologischer
Prozesse wie der Zelladhésion, -differenzierung und -migration auch eine bedeutende Rolle bei
pathologischen Vorgingen wie der Tumormetastasierung (Bosman et al. 2003; Lomberk 2010,
Solinas et al. 2010). Wichtig fiir diese zahlreichen Mechanismen sind spezielle Zellrezeptoren, zu
denen die Integrine zihlen, die erst eine Kommunikation und Interaktion zwischen Zellen und EZM

ermoglichen.

Kollagene, vor allem Kollagen I, sind Hauptbestandteile von Haut und Knochen. Laminin ist ein
weiteres Protein, welches in der EZM nachweisbar ist. EZM-Proteine konnen an Integrine einer Zelle
binden und somit eine Adhésion der Zellen ermdglichen. Das Glykoprotein Vitronektin, dessen Name
aus seiner Fahigkeit resultiert, an Glas (lat. Vitro = Glas) zu adhirieren (Hayman et al. 1983), ist
ebenfalls Bestandteil der EZM. Es wird vor allem in der Leber synthetisiert (Kemkes et al 1987; Seger
et al. 2000). Bekannt wurde es urspriinglich unter dem Begriff ,,serum spreading factor”, als seine
Féhigkeit entdeckt wurde, Zellen anheften und migrieren zu lassen (Whately et al. 1980). Diese
Eigenschaft wird auf das Vorhandensein eines RGD-Motives zuriickgefiihrt, das eine Interaktion mit
bestimmten Integrinen vermittelt. So kann Vitronektin aufgrund seiner RGD-Sequenz an das Integrin
o,p; binden und an Zelladhdsion und —migration beteiligt sein (Pytela et al. 1985, Xiong et al. 2002).
Auch Auswirkungen auf die Differenzierungsfahigkeit von Zellen wurden nach Stimulation mit EZM-
Proteinen dargestellt. So zeigte die Arbeitsgruppe um Salasznyk, dass durch Adhésion der hMSC an
Vitronektin und Kollagen I eine osteoblastdre Differenzierung der Zellen ausgelost wird (Salasznyk et

al. 2004a).
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B.4  Integrine

Integrine sind heterodimere Membranglykoproteine und bestehen aus je einer - und B-Untereinheit,
die durch eine nicht-kovalente Bindung miteinander verbunden sind. In der Familie der Integrine gibt
es mehr als achtzehn verschiedene a- und acht unterschiedliche - Untereinheiten, die mindestens 22
heterodimere Paare bilden konnen (Hynes 2002, Abb. B.2). Als Zelloberfldchenproteine sind Integrine
nicht nur nétig, um die Zelladhdsion oder die Migration zu erméglichen, sondern sie stellen auch
wertvolle bidirektionale Signalvermittler dar. Nach Bindung eines Liganden an ein Integrin kann
dieser iiber Signaltransduktionskaskaden durch Phosphorylierung u. a. Einfluss auf die Proliferation,
Migration und Apoptose der Zelle nehmen. Die durch Integrine vermittelte Bindung der Zellen an die
EZM setzt die Erkennung einer spezifischen Aminosdure-Bindungssequenz voraus. Die bisher wohl
am héaufigsten untersuchte Sequenz, ist die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsiure) einiger

EZM-Proteine.

| Kollagen Rezeptoren I Leukoaytenlspeziﬁsche
ezeptoren

| Laminin Rezeptoren I

Abb. B.2 Die Integrin-Familie.
Integrine sind heterodimere Rezeptoren, wobei sich je eine a- mit einer B-Kette verbindet.
Integrine, die in der Abbildung blau unterlegt sind, erkennen das RGD-Motiv.
Modifiziert nach Richard O. Hynes (Hynes, 2002)

Das Integrin o,f;, zu Beginn seiner Entdeckung auch als Vitronektin-Rezeptor (Pytela at al. 1985)
bekannt, erkennt das EZM-Protein Vitronektin mit hoher Affinitdt iber dessen Aminosduresequenz
Arg-Gly-Asp (Xiong et al. 2002; Wang et al. 2005). Eine Reihe anderer Liganden, wie z.B. Fibro-
nektin, Fibrinogen, Osteopontin, von Willebrand Faktor und Prothrombin, wurden bereits identifiziert

(Plow et al. 2000).

Am hochsten exprimiert ist das Integrin a,p; auf Osteoklasten, wo es mit der Knochenmatrix
interagiert und eine wichtige Funktion bei der Knochenresorption inne hat. Des Weiteren findet man

o,p; auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Monozyten und Thrombozyten. Dariiber hinaus besteht
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héufig eine Hochregulation von a,f; auf malignen Melanomzellen, wodurch die Zellen die Fahigkeit
zur Invasion und folglich Metastasierung gewinnen (Kuphal et al. 2005). Die Erkenntnis, dass das
Integrin o,f; eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese spielt (Brooks et al. 1994a), und durch
Antagonisten eine Tumorregression erzielt werden kann (Brooks et al. 1994b), fithrten schlieflich zum
therapeutischen Einsatz des humanisierten monoklonalen Antikdrpers LM609 (Vitaxin) (Gutheil et al.

2000).

Auch hMSC interagieren mit der EZM f{iber Integrine, um Vorginge wie Selbsterneuerung,
Differenzierung, Migration und Geweberegeneration auszufiihren (Docheva et al. 2007). Inwieweit
das Integrin a,B; Bindungen der hMSC an spezifische EZM-Proteine und die lysosmale Cystein-

protease Procathepsin X vermittelt, werden in dieser Arbeit ndher untersucht.

B.S5 EZM-vermittelte Signaltransduktion

Signaltransduktion ist die Weiterleitung von Botschaften in das Innere einer Zelle, wobei die Zelle mit
einer charakteristischen Antwort reagiert. Signaltransduktionskaskaden werden durch einen Liganden
aktiviert oder deaktiviert und sind bei verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt. Somit kann
nach Bindung eines extrazelluldren Signalstoffes an einen Membranrezeptor oder lonenkanal der Zelle
durch Phosophorylierung bzw. Verdnderung der lonenkanaldurchléssigkeit ein fiir den Liganden cha-
rakteristischer Einfluss auf die Zelle ausgeiibt werden. Verschiedene Vorgidnge wie Stoffwechsel,
Wachstum, Differenzierung, Transkription und/oder Translation spezifischer Aminoséuren bzw. Pro-
teine oder auch Zellalterung und Apoptose einer Zelle konnen somit durch intrazelluldre Kaskaden-
aktivierungen oder -deaktivierungen eingeleitet, verdndert oder unterdriickt werden (Wozniak et al.

2004).

Wichtige Signaltransduktionsmolekiile sind die Integrine, da sie aufgrund ihrer transmembranalen
Lokalisation sowohl Signale von auBlen in das Innere einer Zelle (outside-in) als auch vom Zellinneren
in den extrazelluldren Raum (inside-out) vermitteln kdnnen (Miranti et al. 2002). Zwei Zustands-
formen der Integrine regeln diese bidirektionale Signalweiterleitung. In der inaktiven Konformation
der Integrine haben intrazelluldre Signalproteine eine nur geringe Affinitdt um mit diesen zu interagie-
ren. Lagert sich jedoch extrazelluldr ein Ligand an die aminoterminale Bindungsdoméne bzw. intra-
zelluldr ein Protein an die carboxyterminale Bindungsdoméne des Integrins an, so kommt es durch die
jeweilige Bindung zu Konformationsédnderungen (Xiong et al. 2001, Emsley et al. 2000), d.h. inaktive

Integrine werden durch Langstreckung ihrer Aktinfilamente aktiviert.
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Da EZM-Proteine iiber Integrine an Zellen binden, ist es naheliegend, dass diese Proteine durch eine
Aktivierung von Signalwegen Prozesse wie Adhésion, Proliferation, Migration oder Differenzierung
von Zellen beeinflussen konnen (Schwartz et al. 2002). Auch hMSC exprimieren Integrinunterein-
heiten wie die a4-, 0,-, 03-, dy-, B1-, B3- und Ps-Untereinheit (Pittenger et al. 1999), und folglich ist auch

bei diesen Zellen eine EZM-vermittelte Signaltransduktion wahrscheinlich.

Da die EZM-Proteine Kollagen I und Vitronektin in verschiedenen Zellen eine Aktivierung des ERK-
Signalweges bewirken (Chen et al. 1994, Zhu et al. 1995), scheint der durch Kollagen I und Vitronek-
tin induzierte ERK-Signalweg auch bei der osteogenen Differenzierung von hMSC eine wichtige

Rolle zu spielen (Salasznyk et al. 2004b, Kundu et al. 2006).

B.6  Zellmigration

Voraussetzung fiir Migration bzw. Invasion von Zellen sind die auf der Zelloberfldche vorhandenen
Adhéasionsmolekiile bzw. Integrine, die neben der Anheftung der Zellen auch fiir die Regulation von
Zellmigration bzw. -invasion verantwortlich sind. Die Migration an sich ist von groBer physiolo-
gischer Bedeutung, da ohne diesen Mechanismus Entwicklung, Regeneration oder auch Immunab-
wehr undenkbar wéren. Aus pathologischer Sicht ist die Invasion ein Instrument von Tumorzellen, um

sich auch auferhalb ihres Entstehungsortes anzusiedeln.

Wihrend wichtiger pathologischer Prozesse wie Inflammation oder Metastasierung, entwickeln einige
Zellentititen die Figenschaft, zu migrieren. So kdnnen Leukozyten die Basalmembran der Blutgefil3e
durchwandern, um an den Ort eines entziindeten Gewebes zu gelangen, wobei sie sich — wie
Tumorzellen bei der Metastasierung — proteolytische Enzyme wie die Metallo-, Serin, Aspartat- oder

auch die Cysteinproteasen zunutze machen (Affara et al. 2009).

Auch hMSC besitzen die Féhigkeit der Migration, da sie vom Ort ihrer Entstehung, dem
Knochenmark, zu beschiddigtem Gewebe wandern, um die Geweberegeneration zu gewéhrleisten
(Roufosse et al. 2004). Im Gegensatz zu Tumorzellen ist eine Beteiligung von proteolytischen
Enzymen bei diesem Vorgang noch wenig geklért (Ries et al. 2007). Ein wesentlicher Schritt zum
weiteren Verstdndnis der Migrationsfdahigkeit von hMSC ist daher der Nachweis der Beteiligung von

lysosomalen Cysteinproteasen (v.a. von Cathepsin X) bei dieser Zellfunktion.
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C FRAGESTELLUNGEN UND ZIELE DER ARBEIT

Da zu Beginn der Dissertation iiber das Vorkommen und die Funktion von Cathepsinen und deren
Regulation durch EZM-Proteine wie Kollagen I, Laminin und Vitronektin in hMSC noch wenig

bekannt war, sollten diesbeziiglich verschiedene Aspekte untersucht werden.

Aufgrund der verfiigbaren Daten ergaben sich folgende Fragestellungen:

Welche Cathepsine werden wihrend der osteogenen Differenzierungsinduktion

der hMSC exprimiert?

e Kann Procathepsin X an hMSC binden und ist diese Bindung abhingig vom
RGD-Motiv in der Proregion des Enzyms?

e Werden Integrin-abhingige Signalwege in hMSC nach Stimulation

mit Procathepsin X aktiviert?

o Beeinflusst Cathepsin X das Migrationsverhalten der h(MSC?

Die Beantwortung dieser Fragen sollte durch folgende wesentliche Zielsetzungen geklért werden:

1. Expression und Freisetzung von Cathepsinen in hMSC

Untersucht werden sollten hMSC vor allem hinsichtlich des Einflusses von osteogener Differenzie-
rung sowie von EZM-Proteinen auf die Expression lysosomaler Cysteinproteasen (Cathepsine), um
unterschiedliche Expressionsmuster der Cathepsine zu identifizieren. Ebenso sollte die Freisetzung
ausgewihlter Cathepsine durch Stimulation von hMSC mit Vitronektin, Kollagen I und Laminin
evaluiert werden, wobei die Zellen mit diesen EZM-Proteinen iiber einen Zeitraum von 21 Tagen

inkubiert wurden.

2. RGD-abhingige Adhision der hMSC

Vorab sollten Bindungseigenschaften der hMSC an diverse Molekiile ndher analysiert werden, da die
Bindungsfédhigkeit Voraussetzung sowohl fiir die bidirektionale Signalweiterleitung als auch fiir die
Migration von Zellen ist. Da bereits bei Endothelzellen (HUVEC) eine RGD-abhéngige Bindung von
Procathepsin X an das Integrin a,B; nachweisbar war (Lechner et al. 2006), sollte dieser Mechanismus
auch bei hMSC mittels eines Zelladhisionsassays untersucht werden. Inwieweit eine Beteiligung des
Integrins o,B; bei der Adhdsion der hMSC an Vitronektin bzw. (Pro)Cathepsin X zu beobachten ist
und welche Bedeutung die RGD-Bindungsstelle des Integrins fiir diese Bindungen hat, galt es zu

charakterisieren.
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3. Aktivierung Integrin-abhingiger Signalwege in hMSC

Rezeptoren wie die Integrine sind nicht nur fiir die Adhdsion von Zellen an die EZM verantwortlich,
sondern spielen auch eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell- oder auch Zell-Matrix-Kommunikation.
Kommunikation kann durch die Bindung eines Liganden (Signals) an einen Rezeptor erfolgen,
wodurch intrazelluldre Signalwege aktiviert werden konnen. Da Procathespin X und Vitronektin ein
RGD-Motiv aufweisen, konnten diese Molekiile als Liganden fiir Integrine dienen und somit
Signaltransduktionskaskaden beeinflussen. Inwieweit das EZM-Protein Vitronektin und die lysoso-
male Cysteinprotease Procathepsin X intrazelluldre Kaskaden der hMSC aktivieren bzw. deaktivieren,

sollte mittels Immunoblotanalyse geklért werden.

4. Transmigrationsfihigkeit von Cathepsin X-defizienten hMSC

Voraussetzungen fiir die Migration von Zellen sind zum einen die Adhésion der Zellen an extrazellu-
lare Matrixproteine und zum anderen die Degradation der EZM durch bestimmte proteolytische
Enzyme. Erste Erkenntnisse hinsichtlich der Beteiligung von Cathepsinen an der Migration von hMSC
sollten durch den Einsatz von Cathepsin X-defizienten hMSC gewonnen werden, wobei das
Migrationsverhalten der Zellen nach Niederregulation von Cathepsin X in einem Transwell-Assay

(mit hEZM- bzw. Vitronektin-beschichteten Membranen) untersucht werden sollte.

10
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D MATERIAL UND METHODEN

D.1 Material

D.1.1 Geriite

Analysenwaage:

A120S
Autoklaven:

3850

VST 500-C 12D
CO,-Inkubator:

Jouan IG150
Elektrische Prizisionswaage
Eismaschine AF-10
Gefrierschrank (— 80 °C)
Gefrierschrank (— 20 °C)
Heizblock, HL.C, BT 130-2
Hybridisierungsofen:

Mini Hybi
Kiihlschrank
Magnetriihrer:

Ika-Combimag RCO

Ikamag RET
Mikroskope:

Inverses Fluoreszenz-Mikroskop 1X50, X70

Routinemikroskop Axiovert Typ S100
Mikrowellenofen:

R-6270
Pipetus-akku
PCR-Multicycler PT-200
PCR Thermal Cycler: LightCycler® II
pH-Meter

Typ 114D

pH-Elektrode
Proteintransfereinheit:

Fast blot B33
Schiittler:

Rotamax 120
Sicherheitswerkbank:

HeraSafe
Spannungsquelle:

Mighty Slim, SX250 PowerSupply
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Satorius, Gottingen

Systec GmbH, Wettenberg
Zirbus, Bad Grund

Jouan GmbH, Unterhaching
Kern&Sohn, Frommern
Scotsman, Frimont, Italien
GFL, Burgwedel

Liebherr, Ochsenhausen
Medax Nagel GmbH, Kiel

H. Saur, Reutlingen
Liebherr, Ochsenhausen

Janke & Kunkel, Staufen
Janke & Kunkel, Staufen

Olympus, Mikro-Optik, Miinchen

Zeiss, Jena
Sharp, Osaka, Japan
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Biozym, Oldendorf
Roche, Mannheim

WTW, Weilheim
Ingold, Steinbach-Taunus

Biometra, Gottingen

Heidolph, Schwabach

Heraeus Instruments, Mannheim

Hoefer, Heidelberg



MATERIAL UND METHODEN

Spektrofluorimeter:
Safire 2
Spektrophotometer:
LKB Ultrospec III
Uvikon 930
Stickstofftank:
Cryosystem 4000
Transilluminator:
DarkReader™
Vortex Genie 2
Vertikale Proteinelektrophoreseeinheit:
Mighty Small 11
Wirmeschrinke:
B30
BE30
Wasserbéder:
WB-14
Thermo Mix
Wasserdeionisierungseinheit:
Membrapure
Zentrifugen:
Kiihlzentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5415 R
Tischzentrifuge Typ CT 4.22
Tischzentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5415 D
Varifuge 3.0 R
Varifuge 3.2 RS

D.1.2 Bioinformatische Hilfsmittel

Image-Pro PLUS
Image-Scanner
LightCycler Software 3.5
XFluor4 Safire2

D.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Fiir Arbeiten mit RNA wurde RNase-freies Wasser (Fa. Qiagen, Hilden) und ,,Aqua ad. injectabilia

Tecan, Crailsheim

Pharmacia, Freiburg
Kontron Instruments, Eching

MVE Cryosystems, Jiichen

Clare Chemical Research, Dolores, USA
Scientific Industries, New York, USA

Hoefer, Heidelberg

Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach
Braun Biotech, Melsungen

MembraPURE, Bodenheim

Eppendorf, Hamburg
Jouan, Unterhaching
Eppendorf, Hamburg
Heraeus Sepatech, Miinchen
Heraeus Sepatech, Miinchen

Media Cybernetics, Silver Spring, USA
Amersham Biotech, Freiburg

Roche, Mannheim

Tecan, Crailsheim

(3

(Fa. Braun, Melsungen) verwendet. Alle weiteren molekularbiologischen Versuche wurden mit ent-

ionisiertem Wasser (,,HPLC-grade®) durchgefiihrt.

12
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Die Reaktions- und Kultivierungsgefae wurden entweder steril bezogen oder vor Gebrauch 20 Minu-

ten bei 121 C und einem Uberdruck von 1x10° Pa autoklaviert.

D.1.3.1 Allgemeine Chemikalien und Materialien

Acrylamid

B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

4, 6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
1,4-Diazobicyclo-octan (DABCO)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Eppendorf Gefilie 0,5 ml und 1,5 ml
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Falkonrohrchen: 15 ml und 50 ml
Formaldehyd

Glutardialdehyd

Glyzerol

Kiristallviolett

Magnesiumchlorid

Manganchlorid

Methanol

Mowiol 4.88

Natriumacetat

Natriumkarbonat
Natriumhydrogenkarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Salzsdure, 2 M

Orange G

Schwefelsdure

SDS

TMB Peroxidase EIA Substrate Kit
Tris-Base

Triton-X 100

Tween-20

Xylen Cyanol
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Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Eppendorf, Hamburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sarstedt, Niimbrecht
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Deisenhofen

Merck, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Apotheke Klinikum Innenstadt, Miinchen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

BioRad, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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D.1.3.2 Chemikalien und Materialien fiir molekularbiologische Techniken

Agarose, Nusive Biozym, Hameln
Agarose, Seakem GTG Biozym, Hameln
AmpoLabeling-LPR Kit Superarray, Frederick, USA
iScript cDNA-Synthesis Kit BioRad, USA
Lachssperma-DNA Sigma-Aldrich, Deisenhofen
LightCycler® FastStart DNA Master ™"

SYBR green I Kit Roche, Mannheim
LightCycler” Kapillaren Roche, Mannheim

LightCycler® Primer Sets fiir
Alkalische Phosphatase, Cathepsin B, C,

HKLO,S V,W Xbzw. GAPDH Search LC, Heidelberg
MEK1/2 Inhibitior U0126 Promega, Madison, WI, USA
PMA (Phorbol 12-Myristat-13-Acetat) Promega, Madison, WI, USA
QIAshredder Quiagen, Hilden
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
siRNA Puffer Qiagen, Hilden
Biotin-16-2'-deoxy-uridin-5'-triphosphat

(Biotin-16dUTP) Roche, Mannheim
Wortmannin Inhibitor PI3-Kinase Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Primer fiir die semiquantitative RT-PCR
Die verwendeten Primer wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen sowie laut Herstellerangaben

gelagert und verwendet. Alle Primer sind nachfolgend in 5’-3’-Richtung angegeben:

Cathepsin B-Primer

e 5S'cat Bl forward Primersequenz CCT GTG AGC ACC ACG TCA AC
e 3’cat Bl reverse Primersequenz CTC GGC CAT GAT GTCCTTCT

Cathepsin C-Primer

e 5'cat C forward Primersequenz: GAA AAA TCC CAA GGC CCA AA
e 3'cat C reverse Primersequenz GCC TTC ACA GCCTTG AGC ATAC

Cathepsin F-Primer

e 5S'cat F1 forward Primer sequenz ACC ATG CGG TGTTGC TTG T

e 3'cat F1 reverse Primersequenz AGCTGG CCATGGTGTTCAC

14
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Cathepsin H-Primer

e 5'cat H forward Primersequenz:
e 3'cat H reverse Primersequenz

Cathepsin K-Primer

e 5S'cat K forward Primersequenz:
e 3’cat K reverse Primersequenz

Cathepsin L-Primer

e 5S'cat L1 forward Primersequenz:

e 3'cat L1 reverse Primersequenz

Cathepsin O-Primer

e 5'cat O forward Primersequenz
e 3'cat O reverse Primersequenz

Cathepsin S-Primer

e 5S'cat S forward Primersequenz
e 3’cat S reverse Primersequenz

Cathepsin V-Primer

e S'catV forward Primersequenz
e 3’cat V reverse Primersequenz

Cathepsin W-Primer

e 5S'cat W forward Primersequenz
e 3’cat W reverse Primersequenz

Cathepsin X-Primer

e 5’cat X1 forward Primersequenz

e 3'cat X1 reverse Primersequenz

AGG CCATCGGCTTTGTCA A

CCC AAG AGT TTT TCA CGA TCC A

TGT CTG AGA ATG ATG GCT GTG G

GGA GGT CAG GCT TGC ATC AAT

TGA ACG CCT TTG GAG ACA TG

AAC CAC ACT GAC CCT GAT TCT TC

AAT TAT GGC TGC AAT GGA GGC

TCT TGC CAG CTC ACT GCA TCT A

CGT GCT GCC ACA TGT TCA AA

TTG TGG CCCCAGCTGTTITT

TAC GGC TTT GAA GGA GCA AAT

AGA ATT AAG CAA TGA GTCTTT GA

ACC GTG ACC ATC AAC ATG AAGC

AGC CGGAAATAGCCCTTICTCTC

ATG TGG GAC ATG CAA TGA ATT C

TCC GGT GTA GTT AGC CAGTCTTT
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siRNA-Oligonukleotide
Die verwendeten siRNA-Oligonukleotide (small interfering RNA) wurden von Qiagen (Hilden) bezo-

gen sowie laut Herstellerangaben gelagert und verwendet. Alle siRNA-Oligonukleotide sind nach-

folgend in 5°-3’-Richtung angegeben:

Negativkontrolle-siRNA

DNA-Zielsequenz:

Sense:

Antisense:

Cathepsin X 304-siRNA

DNA-Zielsequenz:

Sense:

Antisense:

Cathepsin X 913-siRNA

DNA-Zielsequenz:

Sense:

Antisense:

Cathepsin X Mismatch siRNA

DNA-Zielsequenz:

Sense:

Antisense:

AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT

UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdTdT
ACG UGA CAC GUU CGG AGA AdTdT

AAC GGA TCG GAT CAA CAT CAA

CGG AUC GGA UCA ACA UCA AdTdT
UUG AUG UUG AUC CGA UCC GdTdT

AAT CGT GAC CAG CAC CTA TAA

UCG UGA CCA GCA CCU AUA AdTdT
UUA UAG GUG CUG GUC ACG AdTdT

AAC GGA GCG GAT CAA TAT CAA

CGG AGC GGA UCA AUA UCA AdTdT
UUG AUA UUG AUC CGC UCC GdTdT
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D.1.3.3 Chemikalien und Materialien fiir Zellkulturtechniken

Chamber Slides
DMEM Serum-freies Medium mit
2 mM L-Glutamin und 4 g/l Glukose
Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS 1x)
L-Glutamin
Kryokonservierungsrohrchen
Lipofectamine 2000 (Transfektionsreagenz)
MSC-Basalmedium (MSCBM)
MSC-Growth Supplement (MCGS)
Neubauer-Zahlkammer
Nutridoma
Osteogenes Zusatzmedium
(Osteogenic Differentiation BulletKit, PT-3002,
enthilt Basal Medium, PT-3924 und
Osteogenic SingleQuotKit, PT-4120)
Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin
Transwellplatte
Invasion Chambers: 6,5 mm Durchmesser,
8 um Porengrofe, 24 Kavititen
Trypsin/EDTA-L&sung
Zellkulturflaschen (75 cm?” Oberfléche)
Zellkulturplatten mit 6-, 12-, -24-, 96-Kavititen

Humane Osteoblasten

Die verwendeten Osteoblasten wurden von der Firma Lonza (Basel, Schweiz) bezogen sowie laut

Herstellerangaben gelagert und verwendet.

Humane mesenchymale Stammzellen

BD Biosiences, USA

PAA, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe
Lonza, Schweiz
Nalgene, USA
Invitrogen, USA
Lonza, Schweiz
Lonza, Schweiz
Plazotta, Miinchen
Roche, Mannheim

Lonza, Schweiz
Lonza, Schweiz
PAA, Osterreich

Costar, USA
Lonza, Schweiz
Nunc, USA
Nunc, USA

Die verwendeten humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) wurden von der Firma Lonza
(Basel, Schweiz) [ehemals Firma Cambrex (New Jersey, USA)] bezogen. Diese Zellen wurden durch
Knochenmarkspunktion gewonnen und mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Die
Fahigkeit der mesenchymalen Stammzellen an Kunststoff zu adhérieren, wird dazu genutzt, sie von
haematopoetischen Stammzellen zu trennen. Laut Herstellerangaben sind hMSC hinsichtlich HIV,
Hepatitis B, Hepatitis C, Mykoplasmen, Bakterien und Pilze negativ befundet. Die Fahigkeit der
Zellen zur Differenzierung in drei mesodermale Richtungen (adipogene, chondrogene und osteogene

Differenzierung) wird garantiert.
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Bei den in dieser Arbeit gezeigten Versuchen mit hMSC wurde mit Zellen von drei verschiedenen
Spendern gearbeitet: - ménnlich, 23 Jahre, Schwarz
- weiblich, 19 Jahre, Kaukasierin

- weiblich, 19 Jahre, Schwarz

Alle Versuche mit hMSC wurden in der fiinften bis hochstens siebten Kultivierungspassage durch-

gefiihrt.

D.1.3.4 Chemikalien und Materialien fiir proteinchemische Techniken

Albumin Standardlésung Pierce Biotechnology, Rockford

BC Assay Reagenz A und B Uptima Interchim, Frankreich

BioMax Filme Kodak, USA

BioMax Filmkassette Kodak, USA

human Pro-Cathepsin B-ELISA R&D Systems, USA

human Cathepsin K-ELISA Biomedica, Osterreich

human Cathepsin L-ELISA ImmunoBiological Laboratories, Hamburg

Multiplex Western Blot Cocktail I:

Phosphp-p90RSK, Phospho-AKT,

Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2),

Phospho-S6 Ribosomal ProteinDetection Kit PathScan, BioLabs, New England
Multiplex Western Blot Cocktail I1:

Phospho-p90RSK, Phospho-p53,

Phospho-p38MAPK, Phospho-S6

Ribosomal Protein Detection Kit PathScan, BioLabs, New England
Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 pum) Schleicher und Schiill, Kassel
Whatman Filterpapier Nr.1 Whatman/Vetter, Ammerbuch

Der verwendete Lysis-Puffer (nicht denaturierend) fiir Proteinextraktion (pH 6,0; Lagerung bei 4°C)
wurde wie folgt hergestellt: 50 mM Na,HPO, / NaH,PO4 + 0,2 M NaCl + 5 mM EDTA + 1% Triton
X-100.

Das Einbettmedium Mowiol/DABCO fiir die Immunfluoreszenzfirbung war folgenderma3en zusam-

mengesetzt: 5 g Mowiol 4.88 in 20 ml Tris pH 8,0 gelost, fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur rithren.
Zugabe von 10 ml 100% Glyzerin, ebenfalls fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur rithren. Lagerung in
1 ml Aliquots bei -20 °C. Vor Verwendung 50 mg/ml DABCO (1,4-Diazobicyclo-octan) zugeben und
fiir 20 Min. bei 5000 g zentrifugieren.
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D.1.3.5 Substrate und Inhibitoren

Protease Inhibitor Cocktail Set II1

Single Component TMB Peroxidase EIA
Substrate Kit

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate

Zyklisches RAD-Peptid:
cyclo(-Arg-Ala-Asp-D-Phe-Val)

Zyklisches RGD-Peptid:
cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val)

D.1.3.6 Antikorper, Konjugate und Proteine

Antikorper & Konjugate

Alexa Fluor ® 488 anti-Kaninchen IgG (H+L) (Ziege)
anti-Procathepsin X (Ziege)

anti-Procathepsin X (Kaninchen)

anti-Integrin a,B; (LM609) (Maus)

anti-Integrin asp; (MAB1969) (Maus)

anti-Maus HRP-/inked (Ziege)

anti-Kaninchen HRP-/inked (Ziege)
anti-Ziege/Schaf HRP-/inked (Maus)

Proteine

humane Extrazelluldre Matrix
humanes Fibronektin
humanes Kollagen I

humanes Kollagen IV
humanes Laminin

humanes Vitronektin
Procathepsin X

Calbiochem / Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Hercules, USA

Pierce, Rockford, USA

Bachem, Weil am Rhein

Bachem, Weil am Rhein

Invitrogen, Karlsruhe

R&D Systems, USA

Négler et al., 2006

Chemicon, US

Chemicon, US

New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beverly, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

BD Biosiences, USA
Harbor Bio-Products, USA
Chemicon, USA
Chemicon, USA
Chemicon, USA

Promega, Madison, USA
Sivaraman et al., 2000

Lagerung und Verwendung der Proteine erfolgte jeweils laut Herstellerangaben.
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D.2 Methoden

D.2.1 Molekularbiologische Methoden

D.2.1.1 RNA-Isolierung

Die Isolation der Gesamt-RNA aus hMSC als initialer Schritt fiir die Quantifizierung der Transkript-
expression erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen gemill Herstellerangaben. Hierfiir
wurden ca. 1x10° der in der Zellkultur abgeldsten und sedimentierten Zellen mit PBS gewaschen und
in 350 pl eines RLT-Puffers (B-Mercaptoethanol-haltiger Lysispuffer) unter Zusatz eines RNase-Inhi-
bitors resuspendiert. Um eine effektive Zerstorung der Zellmembran zu erzielen und die Zellreste zu
entfernen, wurde das Zelllysat in eine QIAshredder-Séule iiberfiihrt und fiir 2 Minuten bei 15000 g
zentrifugiert. Nach Zugabe von 350 pul 70 %igem Ethanol wurde das Gemisch auf eine RNeasy-Zentri-
fugationsséule tiberfiihrt. Das Ethanol ermdglicht wahrend der Zentrifugation (15 Sekunden bei 15000 g)
eine optimale Bindung der RNA an die Silicagel-Membran der RNeasy-Zentrifugationsséule. Zur
Entfernung nicht-RNA-haltiger Anteile wurden der RNeasy-Zentrifugationsséule 700 ul RW1-Puffer
zugegeben und fiir 15 Sekunden bei 15000 g zentrifugiert. Durch zweimaliges Waschen mit 500 pl
RPE-Puffer wihrend der Zentrifugation (15 Sekunden bei 15000 g) wurden letzte Verunreinigungen
aus der Sidule entfernt. Die isolierte RNA wurde in in 30 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Bis zur

Verwendung wurde die isolierte RNA bei — 80 °C gelagert.

D.2.1.2 cDNA-Synthese

Zur Vorbereitung fiir die semiquantitative und quantitative RT-PCR wurde die isolierte Gesamt-RNA
in einzelstringige cDNA (complementary DNA) unter Verwendung von Zufalls-Primern (Random
Primer) umgeschrieben. Fiir die Synthese der cDNA wurde der ,,iScript cDNA-Synthesis Kit* gemal
Herstellerangaben verwendet. Zur cDNA-Synthese wurden 8 pl der aus der RNA-Isolierung gewon-
nenen Probe eingesetzt und mit 20 U AMV Reverse Transkriptase, 5 mM MgCl,, 1 mM dNTPs, 3.2 pg
Random Primer und 50 U RNase-Inhibitor zu einem Volumen von 20 pl vermischt und wie folgt
behandelt: 25 °C/10 Min. (Primer bindet an RNA) — 42 °C/60 Min. (Reverse Transkription zur
cDNA-Synthese) — 99 °C/5 Min. (RNA wird denaturiert) — 4 °C/5 Min (Abkiihlung).

Da Vorversuche zeigten, dass Cathepsine in hohen Mengen detektierbar sind, wurden nach der cDNA-
Synthese die Proben nochmals mit RNase-freiem Wasser verdiinnt und in der qRT-PCR als 1:100
Verdiinnung eingesetzt. Ausgenommen waren Proben aus den Transfektionsversuchen, die in einer
Verdiinnung von 1:40 in der qRT-PCR verwendet wurden. Bis zur Verwendung wurde die umge-

schriebende cDNA bei — 20 °C gelagert.
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D.2.1.3 Semiquantitative RT-PCR

Fiir die Amplifikation kodierender Sequenzen ausgewéhlter Cathepsine wurden fiir die semiquantita-
tive RT-PCR sequenzspezifische forward und reverse Primer der Firma Invitrogen laut Herstelleran-

gaben verwendet.

Die PCR-Bedingungen waren bei allen Zielgenen identisch und wie folgt: 95 °C/1 Min; [95 °C/30 Sek
— 58 °C/1 Min /58°C — 72°C/1,3 Min] x 45 Zyklen; 72 °C/6 Min. Nach abgeschlossener PCR

wurden die PCR-Produkte mittels der Agarose-Gelelektrophorese visualisiert.

D.2.1.4 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse und Bestimmung der Homogenitidt von PCR-Anséitzen wurden die DNA-Proben mittels
der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dafiir wurden 2 %ige Agarosegele herge-
stellt, indem 1,6 g Agarose in 80 ml 1-fachem TAE-Laufpuffer (40 mM Tris/Base, 20 mM Essigséure,
2 mM EDTA, pH 8,3) eingewogen und mittels eines Mikrowellenofens fiir 3 Minuten bei 600 Watt
geschmolzen wurde. Anschlieend wurde die Losung auf ca. 40 °C abgekiihlt, 1 pg/ml Ethidiumbro-
mid zugegeben und das Gel gegossen. Die entsprechenden Proben der DNA wurden mit 6-fachem
Probenpuffer (30 %iges Glyzerol, 0,25 %iges Bromphenolblau, 0,25 %iges Xylen Cyanol, 0,25 % iges
Orange G) gemischt, in die Geltaschen geladen und in TAE-Puffer mit 5-7 V/em fiir 0,5-3 Stunden
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte unter einem UV-Trans-

illuminator (302 nm).

D.2.1.5 Quantitative RT-PCR

Die qRT-PCR wurde mit dem sog. LightCycler® der Firma Roche durchgefiihrt. Mit Hilfe der qRT-
PCR kann die absolute bzw. relative Quantifizierung von mRNA-Transkripten erfasst werden. Die
gRT-PCR ist ein ,,Echtzeit“-Verfahren, d. h. Quantifizierung und Visualisierung finden parallel zur
Amplifikation statt. Das Prinzip dieser Detektion basiert auf dem Mechanismus der Interkalation von
"SYBR Green"-Molekiilen in doppelstringige DNA (dsDNA), wodurch Fluoreszenz erzeugt wird. Je
mehr PCR-Produkte gebildet werden, desto mehr Interkalationen entstehen, und desto stirker ist das

Fluoreszenzsignal.

Da die Konzentrationen in den eingesetzten Proben unbekannt waren, wurde die relative Anzahl der
Transkripte durch eine Standardverdiinnungsreihe mit definierter Kopienanzahl berechnet. Der Stan-
dard ist eine im Kit enthaltene Positivkontrolle und wurde in den Verdiinnungsstufen 1:10, 1:100 und
1:1000 eingesetzt. Um die unterschiedliche Zellenanzahl zu beriicksichtigen, wurde zusétzlich jede

Probe auf GAPDH detektiert, welches als sog. housekeeping-Gen fungierte.
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Ein Reaktionsansatz, der direkt in die Glaskapillaren pipettiert wurde, bestand aus 5 ul cDNA einer
Probe bzw. eines Standards und jeweils 1 pl spezifischen Primer, 1 pl LightCycler® FastStart DNA
Master™ " SYBR green I Mix und 3 ul Wasser (water, PCR Grade aus LightCycler® Kit). Das resul-
tierende Gemisch mit einem Volumen von 10 pl wurde anschlieBend bei 500 g in einer vorgekiihlten
Tischzentrifuge 4 Minuten bei einer Temperatur von + 4 °C zentrifugiert. Die Kapillare wurde

anschlieBend in das LightCycler®-Kapillarrondell eingesetzt und die QRT-PCR gestartet.

Die PCR-Bedingungen in einem LightCycler-Lauf richteten sich nach den Herstellerangaben der
sequenzspezifischen Primer und waren wie folgt: 95°C/10 Min; [95°C/10 Sek — 68°C/10 Sek/58°C
— 72°C/16 Sek] x 35 Zyklen, Fluoreszenzverstarkung 5. AnschlieBend erfolgte durch eine graduelle
Erhohung der Temperatur (95 °C — 58 °C/10 Sek — dT/dt 0,1 °C/Sek) die Schmelzkurvenanalyse,

mit dem Ziel, Primerdimere und unspezifische Produkte zu identifizieren.

Die in dieser Arbeit graphisch dargestellten Expressionsergebnisse sind relative Werte — bezogen auf

die jeweilige Standardkurve — und wurden durch das housekeeping-Gen GAPDH normiert.

D.2.2 Zellbiologische Methoden

D.2.2.1 Kultivierung von hMSC

Die in dieser Arbeit verwendeten hMSC wurden im Labor kryokonserviert gelagert und vor ihrer
Kultivierung im Wasserbad bei einer Temperatur von 37 °C aufgetaut, um dann in 5 ml Stammzell-
medium resuspendiert zu werden. Das Stammzellmedium (MSCGM) enthielt neben 440 ml Basal-
medium (MSCBM) folgende weitere Zusitze: 50 ml fetales Kdlberserum (FKS, enthalten in MCGS),

10 ml L-Glutamin und 0,5 ml Penicillin / Streptomycin.

Nach der Resuspension der Zellen erfolgte die Zentrifugation bei 400 g und der Uberstand wurde ent-
fernt. Die Zellen wurden in 3 ml MSCGM resuspendiert. Die Suspension wurde auf drei 75 cm®-Zell-
kulturflaschen gleichméBig verteilt, nachdem pro Flasche 9 ml MSCGM zugegeben wurde. Die Zell-
kulturflaschen wurden im CO,-Brutschrank (5 % CO,) bei einer Temperatur von 37 °C und 90 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach jeweils drei bis vier Tagen wurde das Medium der Zellen
durch frisches MSCGM ersetzt. Bei einer erzielten Konfluenz von ca. 80 % konnten die Zellen ent-

weder subkultiviert oder fiir Versuche verwendet werden.

Die Zellen wurden geerntet, indem zuerst das Medium abgesaugt und die adhédrenten Zellen mit 3 ml
PBS gewaschen wurden. Dieser Waschschritt ist notwendig, um Mediumriickstinde zu entfernen, da
im Medium enthaltenes Serum das spiter notwendige Trypsin inaktivieren kann. Nachfolgend wurde

PBS durch 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung ausgetauscht und dieses fiir eine ca. 10-miniitige Inkubation
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im Brutschrank auf den Zellen belassen. Die Ablosung der Zellen von der Oberfldche wurde mit Hilfe
des Mikroskops kontrolliert und bei erfolgreicher Ablosung die Trypsinierung durch Zugabe von 3 ml
MSCGM inhibiert. Um das noch enthaltene Trypsin vollstindig zu enfernen, wurde die Zellsuspension
in ein 15 ml Falkonr6hrchen iiberfiihrt und bei 400 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand entfernt. Fiir den Fall einer weiteren Kultivierung wurden die Zellen in 1 ml MSCGM
resuspendiert und die Anzahl der Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Zur weiteren

Kultivierung oder fiir Versuche wurden pro cm® 5x10° Zellen ausgesit.

D.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Anzahl der enthaltenen Zellen

wurde mikroskopisch ermittelt und die Zelldichte wie folgt berechnet:

Zellen  Nyeien ot i
= Zellen_tol 10" x Verdiinnungsfaktor

ml n Quadrate

D.2.2.3 Osteogene Differenzierung der hMSC

Zur osteogenen Differenzierung wurden konfluierende hMSC in osteogenem Zusatzmedium iiber eine
Dauer von bis zu 21 Tagen kultiviert, wobei alle drei bis vier Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt
wurde. Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung der hMSC wurde die Alizarin Rot-Féarbung,

basierend auf der Visualisierung der Kalzifizierung, im Labor Dr. P. Neth durchgefiihrt.

D.2.2.4 Stimulation der hMSC mit Proteinen der extrazelluliren Matrix

Um den Einfluss von EZM-Proteinen auf die Cathepsin-Expression und Cathepsin-Sezernierung zu
untersuchen, wurden die verwendeten Kavitdten mit den EZM-Proteinen Kollagen I, Laminin bzw.
Vitronektin (1 pg/ml) beschichtet und ca. 6 Stunden bei 4 °C inkubiert. Den Kavitdten der Zellkultur-
platten fiir die unstimulierten Kontrollen wurde nur PBS zugegeben. Diese wurden ebenfalls fiir den

gleichen Zeitraum inkubiert. Die Versuchsansitze wurden in Triplikaten bzw. Duplikaten durchgefiihrt.

Nach Ablauf der Inkubation konnten hMSC ausgeséit werden. Dazu wurden die Zellen geerntet, bei
600 g zentrifugiert und in MSCGM resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels der Neubauer-Zahl-

kammer ermittelt. Die Zellen wurden wie folgt ausgesit:
e 12-Kavititen-Zellkulturplatten 1x10* Zellen in 1 ml MSCGM pro Kavitit

e 6-Kavititen-Zellkulturplatten 3x10* Zellen in 2 ml MSCGM pro Kavitit
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Zusitzlich wurde dem Medium der mit dem EZM-Protein beschichteten Platten 5 pg Kollagen 1,
Laminin bzw. Vitronektin pro ml MSCGM zugegeben. Die Zellkulturplatten wurden fiir 7, 14 bzw. 21
Tage im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Zum Nachweis der Cathepsin-Expression mittels qRT-PCR wurden die Zellen nach 7, 14 bzw. 21
Tagen wie folgt geerntet: Zunichst wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und danach fiir 5-15
Minuten mit 0,4 ml Trypsin/EDTA pro Kavitit inkubiert. Der Ablosungsvorgang wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert und durch Zugabe von 0,6 ml MSCGM gestoppt. Die Suspension wurde in ein
1,5 ml Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und die Zellen durch Zentrifugation (5 Minuten, 600 g, 4 °C) vom
Uberstand getrennt. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Sediment bei
—80°C zur spateren RNA-Isolierung gelagert. Bei den restlichen Kavititen der Zellkulturplatten wurde
der Uberstand durch frisches MSCGM ersetzt, den stimulierten hMSC erneut 5 pug Kollagen I, Lami-

nin bzw. Vitronektin pro ml MSCGM zugegeben und fiir weitere 7 Tage im Brutschrank inkubiert.

Zum Nachweis der Cathepsin-Sezernierung mittels proteinchemischer Methoden wurden nach 7, 14
bzw. 21 Tagen Lysate aus je zwei Kavitdten der stimulierten und unstimulierten 6-Kavititenplatten
wie folgt hergestellt: Nach Abnahme des Uberstandes und einem Waschschritt mit 2 ml PBS wurden
die Zellen mit 400 pl Lysispuffer pro Kavitit inklusive Protease Inhibitor Cocktail Set III in einer
Verdiinnung von 1:100 fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse der Zellen wurde
unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren der Suspension in
einem 0,5 ml Eppendorfgefidl wurden die Proben auf Eis 10 Minuten inkubiert, unterbrochen von
zwei- bis dreimaligem Vortexen. Durch 10-miniitige Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C wurden die
Lysate von restlichen Zellbestandteilen getrennt. Der Uberstand (=Lysat) wurde vorsichtig abpipet-
tiert, in ein neues 0,5 ml Eppendorfgefal iiberfiihrt und fiir spatere Versuche bei — 20 °C gelagert.

D.2.2.5 Zelladhisionsassay

Zur Durchfithrung des Zelladhdsionsassays wurden 96-Kavititenplatten mit Proteinen beschichtet, um
die Bindung von hMSC an diese Proteine untersuchen zu konnen. Hierfiir wurden die Kavititen
jeweils mit 100 pl Fibronektin (5 pg/ml), Kollagen I (5 pg/ml), Kollagen IV (5 pg/ml), Laminin
(5 pg/ml) bzw. Vitronektin (1 pg/ml) beschichtet. Als Negativkontrolle wurden zusitzliche Kavitdten
mit BSA-Beschichtung (5 pg/ml in PBS gelost; 100 pl/Kavitét) mitgefiihrt.

Nach Inkubation iiber Nacht bei + 4 °C wurde die jeweilige Losung aus den Kavititen entfernt und mit
7,5 % BSA (gelost in destiliertem Wasser; 100 pl/Kavitét) bei + 4 °C fiir 4 Stunden inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Wahrenddessen wurden die hMSC wie folgt vorbereitet:
Das Medium (MSCGM) der hMSC wurde durch DMEM (ohne fetales Kéilberserum, FKS) ersetzt und
die Zellen fir 30 Minuten im CO,-Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch
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Trypsinierung geerntet. Nach Zugabe von 6 ml DMEM (ohne FKS) wurde die Suspension in ein 15 ml
Falkonrdhrchen iiberfiihrt und bei 400 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Sediment in 1 ml DMEM (ohne FKS; mit 0.2 mM MnCl,) resuspendiert. Dem
Medium wurde Mn®* zugegeben, damit Integrine durch divalente Kationen ihre aktive Konformation
annehmen und dadurch ihre Bindungsfahigkeit an spezifische Liganden gewéhrleistet ist (Smith et al.
1994). Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer ermittelt und durch Zugabe von DMEM auf
4x10° Zellen/ml eingestellt.

Abhéngig von der Versuchsreihe wurden die Zellen in mehrere 1,5 ml Eppendorfgefaf3e aufgeteilt und
jeweils mit Integrin o,Bs;-Antikorper LM609 (10 pg/ml), Integrin osP;-Antikdrper MAB1969
(Verdiinnung 1:50), Procathepsin X (50 pg/ml), Procathepsin X-Mutanten (AAA- bzw. RAD-Sequenz
anstatt der physiologischen RGD-Sequenz; jeweils 50 pg/ml), Vitronektin oder zyklischen Peptiden
(RAD, RGD; jeweils 5 uM) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur prainkubiert.

Vor Aussaat der Zellen wurde die 96-Kavititenplatte von der Blockierungslosung auf saugfiahigem
Zellstoff entleert und verbleibende Reste wurden vorsichtig abpipettiert. Zellen (unstimuliert bzw.
nach Priinkubation) wurden in die Kavititen iiberfiihrt (100 pl/Kavitit; d. h. 4x10* Zellen pro Kavitiit)

und die Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten im CO,-Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C.

AnschlieBend wurde die Platte auf saugfihigem Zellstoff entleert und verbleibende Reste erneut
abpipettiert. Nun folgten mehrere Waschschritte mit 100 ul DMEM (ohne FKS/MnCl,) pro Kavitit.
Nach jedem Waschschritt wurde die Waschlosung aus den Kavitdten entfernt. Darauthin wurden die
Zellen durch 1 %-iges Glutaraldehyd (gelost in PBS) fixiert (100 pl/Kavitit) und die Fixierungsldsung
nach 10 Minuten entfernt. Die adhdrenten und fixierten Zellen wurden mit 0,1 %-igem Kristallviolett
(gelost in Aqua dest.; 100 pl/Kavitit) gefdarbt. Dieses Prinzip basiert auf der Anfarbung der
vorwiegend DNA-assoziierten Nukleoproteine durch Kristallviolett. Die Farbelosung wurde fiir 25
Minuten bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen. Nach der Farbung wurde die Platte erneut
entleert und in eine Wanne mit Leitungswasser gelegt, um extrazelluldre Farbreste zu entfernen.
Dieser Waschschritt wurde nach Abpipettieren des Leitungswassers aus den Kavitdten wiederholt. Die
Platte wurde bei Raumtemperatur 5-10 Minuten getrocknet, um dann die adhdrenten, fixierten und
gefarbten Zellen mit 0,5 %-igem TritonX-100 (geldst in Aqua dest.; 50 pl/Kavitét) durch 20-bis 30-

miniitige Inkubation zu lysieren.

Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von
595 nm, unter Verwendung des Gerites XFluord4 Safire2 der Firma Tecan. Dabei werden adhérente

Zellen aufgrund der Farbstoffmarkierung (0,1 % Kristallviolett) durch Extinktion bestimmt.
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D.2.2.6 Vorbereitung der hMSC zur Identifizierung von Signalwegen

Zur Stimulation bzw. Inhibition bestimmter Signaltransduktionswege in hMSC wurden die Zellen in
6-Kavititenplatten in einer Zelldichte von 6x10* Zellen in 2 ml MSCGM ausgesit und iiber Nacht im

Brutschrank inkubiert, um eine Adhésion der Zellen zu gewihrleisten.

Am Folgetag wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 2 ml
frisches MSCGM pro Kavitit zugegeben. Zur Stimulation wurde PMA in einer Konzentration von
50 ng/ml, das EZM-Protein Vitronektin bzw. Procathepsin X in einer Konzentration von 5 pg/ml
eingesetzt. Die Zellen wurden zum einen allein mit PMA, Vitronektin bzw. Procathepsin X stimuliert
und zum anderen wurden jeweils dem PMA, dem Vitronektin bzw. dem Procathepsin X der Inhibitor
Wortmannin bzw. U0126 zugegeben. Zur Inhibition bestimmter Signalkaskaden wurden U0126 in
einer Konzentration von 10 uM bzw. Wortmannin in einer Vediinnung von 1:100 (verdiinnt in
MSCGM) verwendet. Als Kontrolle wurden hMSC einer weiteren Kavitidt unstimuliert belassen.

Anschlieflend wurden die Zellen fiir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.

Um die Lysate aufzubereiten, wurde den Zellen 100 ul Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid (SDS)-
Probenpuffer, bestehend aus 62,5 mM Tris/HCI, 2 % SDS, 10 % Glycerol, 50 mM 1,4-Dithiothreitol
(DTT), 0,01 % Bromphenolblau (pH 6.8), pro Kavitit zugegeben. Nach auf- und abpipettieren wurde
das Gemisch bei 95 °C fiir 5 Minuten aufgekocht, um eine ausreichende Denaturierung der Proteine zu
gewihrleisten. AbschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 400 g und + 4 °C fiir 5 Minuten. Die
Lysate wurden fiir spatere Versuche bei — 20 °C gelagert.

D.2.2.7 RNA-Interferenz

Um gezielt Proteine in Zellen auszuschalten (Niederregulation oder Knockdown) wurde die sog.
siRNA (small interferent RNA) eingesetzt. SIRNA ermoglicht es, mRNA-Transkripte sequenzspezi-
fisch abzubauen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Transfektion Lipid-basiert, d.h. unter Verwen-
dung des kationischen Lipidreagenzes Lipofectamine 2000 wird siRNA lipophiler und damit befahigt,

Zellmembranen zu durchwandern.

Die Transfektion der hMSC erfolgte in 6- bzw. 12-Kavititenplatten bei einer Zellzahl von ca. 1x10*
Zellen/Kavitit (ca. 30-50 % Konfluenz). Nach Aussaat der Zellen in die Kavitdten wurden diese fiir 24
Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium (MSCGM) durch das
jeweilige Transfektionsgemisch ersetzt. Das Transfektionsgemisch wurde wie folgt hergestellt: siRNA
(25 nM) wurde in serumfreiem Medium (DMEM) verdiinnt und in einem weiteren Ansatz wurde
Lipofectamine 2000 (1,8 pg/ml) ebenfalls in serumfreiem Medium verdiinnt. Beide Ansétze wurden

maximal 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Mischung des Lipofectaminansatzes mit dem
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siRNA-Ansatz wurde dieses Gemisch fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde in jede Kavitét einer 12-Kavitdtenplatte 800 ul MSCGM bzw. einer 6-Kavita-
tenplatte jeweils 1,5 ml MSCGM vorgelegt und 200 pl siRNA/Lipid-Gemisch fiir 12-Kavitétenplatten
(enthilt neben 196,95 pl DMEM 1,25 pul siRNA und 1,8 pl Lipofectamine 2000) bzw. jeweils 500 pl
fiir 6-Kavitdtenplatten (enthdlt neben 492,5 ul DMEM 2.5 pl siRNA und 5 pl Lipofectamine 2000)
tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden 6 Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert.
Nachfolgend wurde das Medium mit dem enthaltenen Transfektionsgemisch entfernt und durch 1 ml

bzw. 2 ml frisches Stammzellmedium (MSCGM) pro Kavitét ersetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit einer unspezifischen siRNA (Negativkontrolle-siRNA), zwei
Cathepsin X spezifischen siRNAs (Cathepsin X 304-siRNA, Cathepsin X 913-siRNA) und einem
Derivat des CathXsi304, welches zwei Mutationen in seiner Sequenz aufweist (Cathepsin X
Mismatch-siRNA), gearbeitet. Der Nachweis der Niederregulation von Cathepsin X wurde mit der

gRT-PCR und dem ELISA-Verfahren erbracht.

D.2.2.8 Transmigrationsassay

Zur Bestimmung der Migration von hMSC wurde das sog. Transwell-System verwendet. Hierbei
erfolgt die Migration der Zellen durch eine rekonstituierte Basalmembran entlang eines Konzentra-
tionsgefilles. Vor Aussaat transfizierter, prastimulierter bzw. unbehandelter Zellen in die sog. Inserts
der Transwellplatte (Fa. Costar) wurden die Inserts iiber Nacht mit jeweils 10 ug humaner EZM
(geldst in RPMI) bzw. 10 pg Vitronektin beschichtet. Am néachsten Tag wurde jedes /nsert mit serum-
freiem Medium (RPMI) fiir zwei Stunden befeuchtet. In das untere Kompartiment der Transwellplatte
wurde jeweils 600 ul DMEM (enthilt 10 % humanes Serum; sterilfiltriert) gegeben. 5x10° Zellen pro
Insert wurden in 200 pl Medium ausgesit. Dieses Medium bestand aus DMEM mit 1 % Nutridoma
und 10 % MSCGM. Bei Stimulationsversuchen wurde nicht-transfizierten hMSC vor Aussaat
10 pg/ml Vitronektin bzw. 1 uM RGD-Peptid zugegeben. Nach Aussaat der hMSC in die mit hEZM
bzw. Vitronektin beschichteten /nserts wurden diese auf die Kompartimente gesetzt, welche DMEM
und humanes Serum enthielten. Nach 48-stiindiger Inkubation im CO,-Brutschrank bei 37 °C, wurde

das Medium in den Inserts entfernt.

Nicht migrierte Zellen wurden mit einem mit PBS angefeuchtetem Wattestéibchen entfernt. Anschlie-
Bend wurden die Inserts mit PBS gewaschen (800 pl/Insert, 2 Minuten), um dann die Zellen mit
100 %-igem und — 20 °C temperiertem Methanol zu fixieren (800 pl/Insert; bei + 4 °C 10 Minuten
inkubieren). Nach Entfernung des Methanol wurde dieses durch Permeabilitéitslosung, bestehend aus
PBS + 0,2 % TritonX-100 (800 pl/Insert; 10 Minuten inkubieren), ersetzt. Dadurch wurden die Zellen
fiir das nachfolgende 4, 6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) permeabilisiert. Nachdem das TritonX-100
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entfernt wurde, erfolgte die Farbung der Zellen mit DAPI. DAPI hat die Eigenschaft, sich bevorzugt
an AT-reiche Regionen der kleinen DNA-Furche anzulagern, um dann unter Anregung durch ultra-
violettes Licht blaues Licht zu emittieren. Hierfiir wurde DAPI im Verhéltnis 1:7500 mit PBS ver-
diinnt und 600 pl pro Insert verteilt. Die nachfolgende Inkubation der Zellen wurde fiir 5 Minuten
durchgefiihrt. Die Inserts wurden dreimal mit PBS (800 pl//nsert) fiir je 2 Minuten gewaschen. Nach

dem letzten Waschschritt wurde 1 ml PBS in den Inserts belassen.

Die Analyse migrierter Zellen erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop IX70 unter Verwendung eines
4x Objektives. Es wurde immer ein Gesichtsfeld fotografiert und unter Anwendung des Programmes
ImageProPlus konnten die Zellen durch ihre fluoreszierenden Zellkerne ausgezéhlt werden. Fiir

spatere Analysen wurden die Transwellplatten mit Parafilm bedeckt und bei + 4 °C gelagert.

D.2.3 Proteinchemische Methoden

D.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die BCA-Methode verwendet. Dieses Prinzip
basiert auf der photometrischen Messung eines blauen Cu*"-Komplexes, welcher sich zwischen

Peptidbindungen und Bicinchoninicsdure (BCA) bildet.

Die Proben aus den Transfektionsversuchen wurden als 1:10 Verdiinnung (verdiinnt in Aqua dest.)
und sonstige Proben als 1:20 Verdiinnung vorbereitet. Als Standard wurde Albumin (Albumin Stan-
dardlésung 2 mg/ml) in einer Standardverdiinnungsreihe (1000 mg/ml, 500 mg/ml, 250 mg/ml,
125 mg/ml, 62,5 mg/ml, 31,3 mg/ml, 15,6 mg/ml) eingesetzt. Da die zu testenden Proben eine unbe-
kannte Menge an Gesamtprotein enthalten, sind die Verdiinnungen der Standardreihe mit definierter
Proteinmenge als sog. Referenzwerte und zur Quantifizierung der Proben notwendig. Die Bestimmung
der Standardwerte und Proben erfolgte in Duplikaten. Nachdem jeweils 100 pl Standard bzw. Proben
in die Kavititen pipettiert wurden, konnten 100 pl pro Kavitit BCA/Cu®" (Verdiinnung 24:1) zugege-
ben werden. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde die Absorption photometrisch bei einer

Wellenlédnge von 560 nm gemessen.

D.2.3.2 SDS-PAGE und Immundetektion mittels Immunoblot-Analyse

Fir die Auftrennung von Proteinen komplexer Lysatgemischen wurde die ,diskontinuierliche
Elektrophorese* (Laemmli. 1970) angewendet. Durch das vorhandene SDS wird eine Denaturierung
und negative Ladung der Proteine gewihrleistet, um eine Auftrennung der Proteine nach ihrem spezi-
fischen Molekulargewicht, d. h. unabhéngig von ihrer Ladung, zu ermdglichen. In Abhéngigkeit des
Molekulargewichtes der zu detektierenden Molekiile wird das Gel mit einem definierten Prozentanteil

an Acrylamid ausgewihlt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit 12 %igen Trenngelen (12 % Acrylamid) gearbeitet, da diese Gele
fiir die zu trennenden Proteine der GroBe 15 bis 80 kDa geeignet sind. Hierfiir wurden die 12 %igen
Trenngele aus folgenden Zugaben hergestellt: 4,5 ml dH,0, 2,5 ml Puffer (1,5 M Tris/HCI, pH 8,8),
3 ml 40 %iges Acrylamid, 100 pl 10-prozentiges SDS, 10 ul TEMED und 100 pl 10-prozentiges APS.
Die Sammelgele, in welche die Proben pipettiert wurden, um anschlieBend im Trenngel in Abhéngig-
keit ihres Molekulargewichtes getrennt zu werden, wurden aus folgenden Komponenten hergestellt:
5,675 ml dH,0, 2,5 ml Puffer (0,5 M Tris/HCI, pH 6,8), 1,65 ml 40-prozentiges Acrylamid, 100 pl 10-
prozentiges SDS, 10 ul TEMED und 100 pl 10-prozentiges APS.

Da den Proben bereits im Lyseschritt der SDS Probenpuffer zugegeben wurde, konnten jeweils 20 pl
der Proben sofort auf das Sammelgel aufgetragen werden. Um die unterschiedlichen Banden der
einzelnen Proben anhand des jeweiligen Molekulargewichtes zu identifizieren, wurde neben den zu
detektierenden Proben 5 pl eines im Kit enthaltenen biotinylierten Molekulargewichtsmarkers (bio-
tinylated protein ladder detection pack) als Molekularstandard auf das Gel aufgetragen. Zusitzlich
wurden jeweils 10 pl einer ebenfalls im Kit enthaltenen Positiv- bzw-. Negativkontrolle auf das
Sammelgel pipettiert. Die Trennung der Proteine erfolgte im Laufpuffer (250 mM Tris/HCL, 192 mM
Glyzin, 0.1 % SDS, pH 8,3) mittels Elektrophorese fiir ca. 20 Minuten bei 80 Volt und dann fiir eine

Stunde bzw. bis zur vollstindigen Trennung der Proteine bei 100 Volt.

Fiir die immunologische Detektion mittels der Immunoblot-Analyse wurden zunéchst die aufgetrenn-
ten Proteine vom Trenngel auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Hierfiir wurden das Gel, die
Filterpapiere (Whatmann Filterpapier Nr. 1, zugeschnitten auf 9 X 6 cm) und die Nitrozellulose-
membran in Transblotpuffer (45 mM Tris/HCI, 39 mM Glyzin, 0,00375 % SDS, 20 % Methanol, pH
8,3) fiir 5 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurde in der Sandwichmethode (Anode — neun Filterpa-
piere — Nitrozellulosemembran — Trenngel — neun Filterpapiere — Kathode) der Transfer der Proteine
von dem Trenngel auf die Nitrozellulosemembran bei einer Stromstérke von 100 mA fiir eine Stunde
durchgefiihrt.

Nach dem Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulosemambran wurde die Membran mit
TBST (65 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween, 3 % BSA) fiir 3 X 15 Minuten inkubiert.

Dadurch werden unspezifische Bindungsstellen der Proteine durch das enthaltene BSA abgesittigt.

Die Detektion der Zielproteine (phosphorylierte Signalproteine) spezifischer Signaltransduktions-
kaskaden erfolgte mit den im Multiplex Western Blot Cocktail I bzw. Cocktail II enthaltenen Anti-
koérpern. Dazu wurde die Membran iiber Nacht bei + 4 °C mit den ersten Antikoérpern (Phospho-
p90RSK Antikorper, Phospho-AKT Antikorper, Phospho-pERK1/2 Antikorper, Phospho-S6 Riboso-
males Protein Antikorper, eIF4E Antikorper fiir Cocktail I; Phospho-p90RSK Antikérper, Phospho-
p53 Antikdper, Phospho-p38 MAP Kinase Antikdrper, Phospho-S6 Ribosomales Protein Antikdrper,
elF4E Antikdrper fiir Cocktail II) in einer Verdiinnung von 1:200 inkubiert.
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Am Folgetag wurde die Membran 3 x 15 Minuten mit TBST gewaschen, um dann mit den zweiten
Antikorpern ("anti-rabbit IgG HRP-linked" zur Detektion der spezifischen Proteine der jeweiligen
Signaltransduktionskaskaden bzw. "anti-biotin HRP-linked" zur Detektion des Molekularstandards) in
einer Verdiinnung von 1:2000 fiir eine Stunde inkubiert zu werden. Nach einigen Waschschritten mit
TBST und einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur mit dem im Kit enthaltenen LumiGLO® Rea-
genz (bestehend aus 0,25 ml LumiGLO®, 0,25 ml 20-fache Peroxidase, 4,5 ml dH,0), wurde die

Detektion der Proteine durch achtminiitiges Auflegen von Rontgenfilmen sichtbar gemacht.

D.2.3.3 Sandwich-ELISA zum quantitativen Nachweis von Cathepsinen

Konzentrationen von (Pro)Cathepsin B, (Pro)Cathepsin K bzw. L wurden in den Lysaten und Uber-

standen mittels kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits laut Herstellerangaben bestimmt.

Um (Pro)Cathepsin X in Lysaten und Uberstiinden quantitativ nachweisen zu kénnen, wurde ein im

Labor erarbeitetes und bereits verdffentlichtes ELISA-Testsystem verwendet (Nagler et al. 2006).

D.2.3.4 Subzelluliire Lokalisation mittels Immunfluoreszenz

Immunhistochemische Lokalisationsstudien wurden mit dem IX70 Phasenkontrastmikroskop (Olym-
pus) ausgefiihrt, das mit einer Fluoreszenzlampe und den entsprechenden Fluorszenzfiltern ausgestat-

tet war.

Zur subzelluldren Lokalisation von (Pro)Cathepsin X wurden hMSC aus dem Stimulationsversuch mit
Vitronektin verwendet, die 21 Tage mit Vitronektin bzw. unstimuliert in einer 6-Kavitdtenplatte inku-

biert und wie im Folgenden beschrieben aufbereitet wurden.

Die Uberstinde in der jeweiligen Kavitit wurden entfernt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, um
Mediumiiberreste zu eliminieren. Im Anschluss wurde den Zellen 0,4 ml Trypsin/EDTA pro Kavitit
zugegeben und die Zellen 10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Ablosung der Zellen wurde unter
dem Mikroskop kontrolliert und der Trypsinierungsvorgang durch 0,6 ml MSCGM inhibiert. Die
Suspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 {iberfiihrt und bei 400 g 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Sediment in 2 ml MSCGM resuspendiert. Die Zellzahl wurde
mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und ca. 2x10° Zellen pro cm® auf einem Objekttriger
mit 4-Kavitidten (Chamber Slides, Fa. BD Biosience) ausgesidt. Zur Verbesserung der Adhision
wurden die Kavitdten vorab mit Poly-L-Lysin (300 pl Poly-L-Lysin/Kavitét) beschichtet, fiir 5 Minu-
ten inkubiert und die Kavititen mit PBS gewaschen. Nach Inkubation der Zellen {iber Nacht im CO,-
Brutschrank, wurde das Medium entfernt, die Zellen mittels 3,7 %igem Paraformaldehyd fixiert

(Inkubation 10 Minuten bei +4 °C) und mit PBS gewaschen, um das restliche Paraformaldehyd zu
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entfernen. Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,2 % Triton-X-100 fiir 2 Minuten. Um unspezifische
Bindungsdominen zu blockieren, wurden pro Kavitdt 500 ul Blockierungslosung (3 % BSA in PBS)
zugegeben und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernung der Blockierungslosung wurde der
erste Antikdrper gegen (Pro)Cathepsin X (aus Kaninchen) in einer Verdiinnung von 1:100 in 0,1 %
BSA/PBS (250 pl/Kavitit) zugefiigt und iiber Nacht bei + 4 °C inkubiert. Danach wurden die
Antikorpersuspension abgenommen, die Zellen mit 0,1 % BSA (gelost in PBS) sechsmal fiir je 5
Minuten gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen, und der zweite Antikdrper [Alexa
Fluor” 488 anti-Kaninchen IgG (H+L) (Ziege), Konzentration 2 mg/ml geldst in PBS; 250 pl/Kavitit]
zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit PBS dreimal fiir
je 5 Minuten gewaschen. Abschlieend erfolgte die Einbettung der Priparate in Mowiol/DABCO-

Losung.

D.2.4 Datenanalyse

Fiir die statistische Datenanalyse wurde der Student t-Test mit zweiseitiger Verteilung angewendet.
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) dargestellt.
Statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) bzw. p < 0,001 (***) angenommen.
Statistische Analysen wurden mittels "Microsoft Office Excel 2003" (Microsoft, Unterschleiheim)
durchgefiihrt.
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E ERGEBNISSE

Anmerkung: Im Folgenden wird der Name ,,Procathepsin X* unterschiedlich geschrieben. Im Falle
einer nicht eindeutigen Zuordnung der Proform eines Cathepsins bzw. des gereiften
Enzyms, wird das ,,Pro* in Klammern gesetzt. Bei eindeutiger Identifizierung wird

,,Procathepsin® oder ,,Cathepsin‘ angegeben.

E.1 mRNA-Expression lysosomaler Cysteinproteasen wahrend der
osteogenen Differenzierung der hMSC

Der Stammzellcharakter von hMSC beinhaltet die Differenzierungsfidhigkeit in mindestens drei meso-
dermale Phénotypen, darunter in die osteoblastire Richtung. Da bereits aus der Literatur bekannt war,
dass hMSC in Anwesenheit von Vitronektin bzw. Kollagen I eine Osteoblasten-dhnliche Differen-
zierung erfahren (Salasznyk et al. 2004a), wurde zunéchst eine chemisch induzierte Kontrolldifferen-

zierung mit osteogenem Kultivierungsmedium durchgefiihrt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde mit der semiquantitativen RT-PCR und anschlieBenden Auftren-
nung der DNA-Fragmente {iber die Agarose-Gelelektrophorese sowie mittels quantitativer RT-PCR
evaluiert, ob lysosomale Cysteinproteasen in hMSC exprimiert werden, und inwieweit sich die

Expression wihrend der osteogenen Differenzierung verdndert.

E.1.1 Nachweis der mRNA-Expression der humanen Cathepsine
mittels semiquantitativer RT-PCR

Fiir die osteogene Differenzierung wurden hMSC iiber einen Zeitraum von 21 Tagen mit osteogenem
Zusatzmedium inkubiert, um einen ersten Hinweis auf die Expression der elf im humanen Genom
codierten Cysteinproteasen (Cathepsine B, C, F, H, K, L, O, S, V, W und X) in hMSC zu bekommen.
Der qualitative Nachweis der Cathepsin-Expression in stimulierten bzw. unstimulierten hMSC und in
Osteoblasten erfolgte mittels semiquantitativer RT-PCR. Die PCR-Produkte wurden nach 45 Zyklen

iiber die Agarose-Gelelektrophorese visualisiert (Abb. E.1).

Zur Kontrolle der osteogenen Differenzierung wurden die Zellen anhand der Alizarin Rot-Féarbung im

Labor Dr. P. Neth tiberpriift (Daten nicht gezeigt).
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Abb. E.1 Nachweis der Expression von Cathepsinen in hMSC und wiihrend osteogener Differenzierung
(nach 2, 7, 14 und 21 Tagen) sowie in Osteoblasten.
Acht der elf lysosomalen Cysteinproteasen sind in hMSC mittels RT-PCR auf mRNA-Ebene nach-
weisbar. In Osteoblasten dagegen werden alle elf Cathepsine exprimiert.

Acht der elf lysosomalen Cysteinproteasen sind in hMSC exprimiert, wobei sie sich in ihrem
Expressionsmuster unterscheiden. So lassen sich die Cathepsine S, V und W in den unstimulierten
hMSC nach 45 Zyklen PCR nicht detektieren. Jedoch scheinen die gewebespezifischen Cathepsine S
(Shi et al. 1994), V (Bromme et al. 1998) und W (Linnevers et al. 1996) sowie die Cathepsine B, H

und K wihrend der osteogenen Differenzierung eine Expressionsinduktion zu erfahren (Abb. E.1).

E.1.2 Nachweis der mRNA-Expression ausgewihlter Cathepsine
mittels quantitativer RT-PCR

Der quantitative Nachweis der Cathepsin-Expression in hMSC erfolgte mittels qRT-PCR unmittelbar
nach Beginn der Inkubation, nach 24 und 48 Stunden, sowie nach 4, 7, 14 und 21 Tagen. Detektiert
wurden die Cathepsine B, H, K, L, O, S und X. Da bei Cathepsin C und F in der PCR keine Expres-
sionsinduktion erkennbar war (vgl. Abb. E.1) und die Cathepsine V und W gewebespezifisch sind,
wurden diese Cathepsine in der qRT-PCR nicht beriicksichtigt.

Bei den Cathepsinen B, H und K zeigt sich eine Induktion der Expression wéhrend chemisch indu-
zierter osteogener Differenzierung (Abb. E.2, Grafen A-C). Die Expression der Cathepsine L., O und S
scheint nach 48 Stunden induziert zu werden und erfahrt vor allem nach 21 Tagen eine Expressions-
zunahme (Abb. E.2, Grafen D-F). Die Expression von Cathepsin X wéahrend osteogener Differenzie-
rung zeigt keine eindeutige Konzentrations-Zeit-Beziehung und lésst somit keinen langfristigen Ein-

fluss des Differenzierungsschemas auf die Transkription bzw. Expression dieses Cathepsins vermuten
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(Abb. E.2, Grafik G). Die alkalische Phosphatase (AP), ein Marker Osteoblasten (Doty et al. 1976),

dient der osteogenen Differenzierungskontrolle. Die alkalische Phosphatase steigt bis Tag 7 kontinu-

ierlich an, danach ist ein leichter Abfall der Expression dhnlich wie bei Cathepsin X erkennbar (Abb.

E.2, Grafik H).
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Abb. E.2 Nachweis der Expression von Cathepsinen in hMSC nach Inkubation mit osteogenem

Differenzierungsmedium iiber 21 Tage.

Jeweils angegeben sind die relativen Kopienzahlen nach qRT-PCR und die Werte sind normiert

auf das housekeeping-Gen GAPDH.

A-G: Expression der Cathepsine B, H, K, L, O, S und X

H: Expression der alkalischen Phosphatase
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E.2 Stimulation der hMSC mit Vitronektin

Durch Stimulation mit den EZM-Proteinen Vitronektin und Kollagen I differenzieren hMSC zu Oste-
oblasten (Salasznyk et al. 2004a). Inwieweit die Expression lysosomaler Cysteinproteasen durch
Stimulation der h(MSC mit Vitronektin beeinflusst wird, ist nicht geklart. Um den Einfluss von Vitro-
nektin auf die Expression und Freisetzung lysosomaler Cysteinproteasen in hMSC zu erfassen, wurden
die Zellen 7, 14 und 21 Tage mit Vitronketin stimuliert. Nach jeweils 7 Tagen wurden die Zellen
geerntet und im Vergleich zu unstimulierten hMSC hinsichtlich Expression (QRT-PCR) und Sekretion
(ELISA) verschiedener Cysteinproteasen untersucht. Die Morphologie der Zellen wurde nach 21
Tagen dokumentiert. (Pro)Cathepsin X wurde in unstimulierten hMSC im Vergleich zu Vitronektin

stimulierten hMSC nach 21 Tagen mikroskopisch mittels Immunfluoreszenz visualisiert.

E.2.1 Morphologische Unterschiede der hMSC nach Vitronektinstimulation

Morphologisch unterscheiden sich stimulierte von unstimulierten hMSC nach 21 Tagen v.a. durch
langere Osteoblasten-dhnliche Zellkdrper und vermehrte Bildung perinukleérer Granula bzw. Vakuo-
len-adhnlicher Strukturen (Abb. E 3 A, B).

Abb. E.3 Morphologie der mit Vitronektin stimulierten und unstimulierten hMSC.
A: Unstimulierte hMSC nach 21 Tagen
B: hMSC nach Stimulation mit Vitronektin zeigen nach 21 Tagen lédngere Osteoblasten-&hnliche
Zellkorper mit perinukledr granulaartigen bzw. Vakuolen-dhnlichen Veranderungen

E.2.2 Quantitativer Nachweis lysosomaler Cysteinproteasen durch qRT-PCR

Die Expression lysosomaler Cysteinproteasen nach Stimulation mit Vitronektin im Vergleich zu
unstimulierten hMSC wurde mit der quantitativen RT-PCR untersucht. Eine durch Vitronektin signifi-
kant erhohte Expression konnte fiir die Cathepsine B, C, F, H, K, O und S (Abb. E.4, Grafen A, B, C,
D, E und G) nachgewiesen werden. Uberraschend war dabei die Expressionserhdhung von Cathepsin
K (Abb. E.4, Grafik E), da dieses Cathepsin eigentlich osteoklastenspezifisch ist (Drake et al 1996).
Die Cathepsine V und W konnten nicht detektiert werden. Es zeigt sich auch eine Expressionszu-
nahme durch Stimulation mit Vitronektin bei Cathepsin L, diese Induktion ist jedoch nicht signifikant

(Abb. E.4, Grafik F).
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Abb. E.4 Nachweis der Expression von Cathepsinen in hMSC nach Stimulation mit Vitronektin iiber 21 Tage.
Jeweils angegeben sind die relativen Kopienzahlen nach qRT-PCR und die Werte sind normiert auf
das housekeeping-Gen GAPDH. Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. *p < 0,05,
sk
p <0,01.
A-I: Expression der Cathepsine B, C, F, H, K, L, O, S und X
J: Expression der alkalischen Phosphatase
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Die Expression von Cathepsin X wird, wie auch im osteogenen Differenzierungsversuch (vgl. Abb.
E.2), kaum durch Vitronektin beeinflusst. Das Expressionsmuster der stimulierten im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen ist nach 7 Tagen und 14 Tagen weitestgehend identisch. Nach 21 Tagen ist eine
signifikante Reduktion der Expression durch Vitronektin erkennbar. Die Stimulation der hMSC mit
Vitronektin bewirkt somit keine Expressionsinduktion von Cathepsin X (Abb. E.4, Grafik I). Die
Expression der alkalischen Phosphatase als Marker der osteogenen Differenzierung ist durch Vitro-
nektinstimulation nach 7 Tagen signifikant erhoht, nach 21 Tagen zeigt sich ein gegenteiliges Ergebnis

(Abb. E.4, Grafik J).

Nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen ist Cathepsin K im Vergleich zu Cathepsin B, L und X am
hochsten exprimiert (Abb. E.5).

30 ~
£ 25-
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]
!. 15 - (nach 21d)
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g
° j -
0 I T T T 1

Cathepsin B Cathepsin K Cathepsin L Cathepsin X

Abb. E.5 Vergleich der quantitativen Expressionsinduktion einzelner Cathepsine.
Angegeben sind die relativen Kopienzahlen nach 21 Tagen Vitronektinstimulation (VN),
verglichen mit den entsprechenden unstimulierten Kontrollen (US). Die Ergebnisse sind MW+SD.

Somit ist ein divergierender Einfluss von Vitronektin auf die Expression der in hMSC nachweibaren
Cathepsine erkennbar. Auswirkungen der Vitronektinstimulation auf die Freisetzung einzelner

Cathepsine werden im Folgenden anhand der ELISA-Daten dargestellt.

E.2.3 Quantitativer Nachweis der Cathepsine B, K, L. und X mittels ELISA

Um den Einfluss von Vitronektin auf lysosomale Cysteinproteasen genauer beschreiben zu konnen,
wurden die verschiedenen Detektionsmuster auf Proteinebene mittels ELISA fiir die (Pro)Cathepsine

B, K, L und X analysiert.

Der ELISA fiir (Pro)Cathepsin B detektiert in den Zelllysaten (Pro)Cathepsin B nur in geringen
Mengen, und es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bei den stimulierten im Vergleich zu den
unstimulierten hMSC (Abb. E.6, Grafik A). Im Zellkulturiiberstand der stimulierten Proben ist jedoch
ein signifikant erhohter Nachweis von (Pro)Cathepsin B im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollen erkennbar (Abb. E.6, Grafik B). Dies spricht fiir eine erhohte Sekretion von (Pro)Cathepsin B

nach Stimulation mit Vitronektin.
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Abb. E.6 (Pro)Cathepsin B nach Stimulation mit Vitronektin.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. *p < 0,05, **p <0,01.
A: Lysate
B: Uberstinde

Ein dhnliches Ergebnis ldsst der (Pro)Cathepsin X-ELISA erkennen. In den Lysaten der mit Vitronek-
tin stimulierten Proben ist eine deutliche Reduktion von (Pro)Cathepsin X zu beobachten (Abb. E.7,
Grafik A).

Die Uberstinde der mit Vitronektin stimulierten Proben dagegen zeigen einen signifikant erhhten
Nachweis von (Pro)Cathepsin X (Abb. E.7, Grafik B). Dieses Ergebnis spricht ebenfalls fiir eine

Sekretionszunahme von (Pro)Cathepsin X durch Vitronektinstimulation.

38



ERGEBNISSE

>
w

< 0O unstimuliert
[
° M Vitronektin
o
@ 0,04
€ g 2 "
x 0,03 B 20
= . £ B
S 0,02 . x 15
° . g 10
e 001 s 5
2 0,004 : : e o ; .
7d 14d 21d 7d 14d 21d
Zeit nach Beginn der Stimulation Zeit nach Beginn der Stimulation

Abb. E.7 (Pro)Cathepsin X nach Stimulation mit Vitronektin.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. *p < 0,05, **p <0,01.
A: Lysate
B: Uberstiinde

Zur Quantifizierung der Cathepsine K und L wurden ebenfalls ELISAs durchgefiihrt. Beim (Pro)-
Cathepsin K bzw. (Pro)Cathepsin L lagen jedoch alle Werte unter dem kleinsten Wert der Standard-

kurve (Daten nicht gezeigt).

E.2.4 Detektion von intrazellulirem (Pro)Cathepsin X

Intrazelluldres (Pro)Cathepsin X wurde mittels Immunfluoreszenz in unstimulierten und mit
Vitronektin stimulierten hMSC nach 21 Tagen detektiert. Unterschiede in den Detektionsmustern sind

hier nicht zu erkennen (Abb. E.8).

Abb. E.8 Detektion von intrazelluliirem (Pro)Cathepsin X mittels Fluoreszenzmikroskopie.
Die Detektion erfolgte mit einem primiren Antikérpern gegen humanes (Pro)Cathepsin X und
nachfolgender Inkubation mit einem zweiten gelabelten Antikdrper gegen den priméiren Antikorper
(Alexa Fluor®™ 488 Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)).
A: Detektion von intrazelluldrem (Pro)Cathepsin X in unstimulierten hMSC
B: Detektion von intrazelluldrem (Pro)Cathepsin X in hMSC stimuliert mit Vitronektin
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E.3  Stimulation der hMSC mit Kollagen I und Laminin

Ob Vitronektin im Vergleich mit weiteren EZM-Proteinen eine besondere Rolle in der Regulation des
(Pro)Cathepsin X auf Proteinebene zukommt, sollte durch Stimulationen der hMSC mit Kollagen I

bzw. Laminin evaluiert werden.

Nach Stimulation der hMSC mit Kollagen I zeigt sich bei den Lysaten der hMSC kein relevanter
Effekt (Abb. E.9, Grafik A). In den Uberstinden der Proben ist nach Stimulation der hMSC nach
7 Tagen ein reduzierter Nachweis von (Pro)Cathepsin X im Vergleich zu den unstimulierten Proben
erkennbar. Nach 14 und 21 Tagen ist kein signifikanter Einfluss auf die lysosomale Cysteinprotease

nachweisbar (Abb. E.9, Grafik B).
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Abb. E.9 (Pro)Cathepsin X nach Stimulation mit Kollagen I:
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Duplikat-Ansatzes. *p < 0,05.
A: Lysate
B: Uberstiinde

Auch nach Stimulation der hMSC mit dem EZM-Protein Laminin ist kein Einfluss auf (Pro)Cathepsin X
in den Lysaten und Uberstéinden zu beobachten (Abb. E.10).
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Abb. E.10 (Pro)Cathepsin X nach Stimulation mit Laminin.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Duplikat-Ansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
A: Lysate
B: Uberstinde
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E.4  Untersuchung zur Integrin-abhingigen Bindung von hMSC an
EZM-Proteine und Procathepsin X

Um einen moglichen Mechanismus der Wirkungsweise von EZM-Proteinen bzw. von Proteasen auf
Zellen aufzuzeigen, ist die Identifizierung potentieller Bindungspartner sinnvoll. Der Frage, ob hMSC
in der Lage sind, an bestimmte EZM-Proteine und auch an die lysosomale Cysteinprotease Pro-
cathepsin X zu binden, sollte ebenso nachgegangen werden, wie der Frage nach den Mechanismen

einer Bindung.

Zunichst wurde die optimale Zellzahl fiir diese Versuchsreihe in einem Vorversuch ermittelt. Hierzu
wurden unterschiedliche Zellanzahlen auf Vitronektin ausgesét und die Adhésionsfahigkeit der hMSC
durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) ermittelt. Als Kontrollen dienten zum einen die Aussaat
der hMSC auf Vitronektin, nachdem die Zellen mit dem Integrin a,f;-Antikdrper LM609 prainkubiert
wurden, und zum anderen die Aussaat der hMSC auf BSA. Wie Abb. E.11 zeigt, ist es sinnvoll mit

einer Zellzahl von mindestens 4x 10" Zellen pro Kavitit zu arbeiten.

0,4 7
A§ 0.3 1 —e— Vitronektin
< 0,2 - —ua— Vitronektin+LM609
Q H
°© —a—BSA

0,1 -

0 T T T 1
0,5x104 1x104 2x104 4x104  Zellizahl

Abb. E.11 Bestimmung der optimalen Zellzahl fiir Zelladhiisionsassay.
Mindestens 4x10* Zellen pro Kavitit sollten ausgesit werden.

E.4.1 Bindung der hMSC an Vitronektin und an andere EZM-Proteine

Die wichtigsten Bestandteile der EZM sind neben Polysacchariden die Proteine Vitronektin, Fibro-
nektin, Kollagen I, Kollagen IV und Laminin. Die EZM und deren Komponenten, die intrazellulér
gebildet werden und nach Sezernierung interzelluldr vorliegen, scheinen eine wichtige Rolle bei

physiologischen Prozessen wie der Adhésion und Migration zu spielen.

Fiir den folgenden Versuch wurden 96-Kavitdtenplatten mit verschiedenen EZM-Proteinen beschichtet
und die hMSC mit einer Zellzahl von 4x10° Zellen pro Kavitit ausgesit. Nach Inkubation der Zellen,
mehreren Waschgidngen und Farbung mit Kristallviolett ist erkennbar, dass hMSC im Vergleich zur
Negativkontrolle BSA (unspezifische Bindung) an Fibronektin, Kollagen I, Kollagen IV, Laminin und
Vitronektin adhérieren (Abb. E.12).
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Abb. E.12 Bindungsfihigkeit der hMSC an Fibronektin, Kollagen I, Kollagen IV, Laminin
und Vitronektin.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. ***p < 0,001.

E.4.2 RGD-abhingige Bindung der hMSC an Vitronektin iiber das Integrin ayp;

Vitronektin bindet an das Integrin a,f; einer Zelle iiber sein RGD-Motiv (Arginin—Glycin—Aspartat)
(Wang et al. 2004; Xiong et al. 2002). Ob dieser Bindungsmechanismus auch bei hMSC nachweisbar
ist, wurde im Folgenden genauer untersucht. Dazu wurde eine 96-Kavititenplatte mit Vitronektin
beschichtet und die hMSC mit einer Zellzahl von 4x10° Zellen pro Kavitit jeweils unbehandelt sowie
prainkubiert mit Procathepsin X und den zyklischen RGD-Peptiden bzw. RAD-Peptiden ausgesit. Das
zyklische RGD-Peptid bindet an RGD-abhingige Integrine d.h. es blockiert durch Préiinkubation der
Zellen und nachfolgender Aussaat eine Adhésion bzw. imitiert durch eine Beschichtung der Platte mit
zyklischen RGD-Peptiden eine Bindung. Als Kontrolle diente das zyklische RAD-Peptid, dessen
Motiv durch den Austausch von Glyzin durch Alanin von RGD-abhidngigen Integrinen nicht erkannt

werden kann.

Prainkubation mit den zyklischen RAD- bzw. RGD-Peptiden zeigt nach RGD-Peptid-Prainkubation
eine deutlich verminderte Adhésion der hMSC (Abb. E.13, Grafik A). Zwar tritt auch eine verminderte
Adhésion nach RAD-Préinkubation auf, jedoch ist hier die Affinitdt des RGD-Peptides im Vergleich
dazu eindeutig hoher, d.h. das RGD-Peptid wirkt spezifischer als das RAD-Peptid bei gleicher Kon-
zentration. Dies ldsst darauf schlieBen, dass ein RGD-abhéingiger Vitronektinrezeptor auf der Ober-
fliche der hMSC vorhanden ist. Eine verminderte Adhéision der Zellen an Vitronektin, nachdem diese
mit Procathepsin X inkubiert wurden, zeigt eine dhnlich reduzierte Bindung wie nach RAD-Priinku-

bation.

Ob diese Bindung der hMSC abhingig ist von der Existenz des Integrins o,f;, wurde mit Hilfe eines
Integrinantikorpers, dem sog. LM609, untersucht. Durch Priainkubation der hMSC mit diesem Anti-
korper wird eine Adhédsion an Vitronektin (VN) signifikant reduziert (Abb. E.13, Grafik B).
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Abb. E.13 Bindungsfihigkeit der hMSC an Vitronektin.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines vierfachen Ansatzes. *p < 0,05, ***p < 0,001.
A: Bindung in Abhéingigkeit des RGD-Bindungsmotives
B: Bindung in Abhingigkeit des Integrins a,[3;

E.4.3 RGD-abhingige Bindung der hMSC an Procathepsin X
iiber das Integrin ayf;3

Wie bereits bekannt, enthélt das Procathepsin X in seiner Pro-Region eine RGD-Doméne (Arg-Gly-
Asp) vergleichbar mit der des Vitronektin (Nagler et al. 1998). Ob und durch welche Mechanismen
eine Bindung der hMSC an die lysosomale Cysteinprotease wie dem (Pro)Cathepsin X erfolgt, wurde

durch folgende Zelladhdsionsversuche untersucht.

Durch Beschichtung der Platten mit Vitronektin, Procathepsin X, Cathepsin X und zwei seiner
Mutanten AAA-Cathepsin X und RAD-Cathepsin X, bei welcher die RGD-Sequenz durch die AAA-
bzw. RAD-Sequenz ausgetauscht wurde, sollte nach Aussaat der hMSC die Bindungsfahigkeit der
hMSC an die eben genannten Komponenten erfasst werden. Die Bindung an Vitronektin dient hier als

Positivkontrolle und die Bindung an BSA als Negativkontrolle.
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Die Adhésion der hMSC ist sowohl an Cathepsin X als auch an die Cathepsin X-Mutanten AAA-
Cathepsin X und RAD-Cathepsin X, im Vergleich zur Bindung an die Pro-Form der Protease
(ProCathX), signifikant reduziert (Abb. E.14). Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die RGD-
Sequenz der Pro-Region des Cathepsin X fiir die Adhédsion der hMSC an die Protease wichtig ist.
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Abb. E.14 Bindungsfihigkeit der hMSC an Procathepsin X.
Vitronektin (VN) dient hier als Positivkontrolle und BSA dient als Negativkontrolle.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines vierfachen Ansatzes. ***p < 0,001.

Ein weiterer Versuch soll die Bedeutung der RGD-Sequenz bei der Bindung der hMSC an Pro-
cathepsin X untermauern und aufkldren, inwieweit das Integrin a,fB; bei der Adhésion der hMSC an
Procathepsin X beteiligt ist. Dazu wurde erneut eine Platte mit Procathepsin X beschichtet und hMSC
jeweils unbehandelt ausgesit bzw. prainkubiert mit den zyklischen RAD-Peptiden und RGD-Peptiden
sowie mit dem Integrin a,B;-Antikorper (LM609) ausgesit (Abb. E.15).

0,37

] ' ‘Wl

ProCathX ProCathX ProCathX ProCathX
+RGD +RAD +LM 609

OD (Agy:5)

Abb. E.15 Bindungsfihigkeit der hMSC an Procathepsin X in Abhéngigkeit von der
RGD-Bindungsdomiine und dem Integrin a,f;.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines vierfachen Ansatzes. *p < 0,05, ***p < 0,001.

Die Ergebnisse aus den Abb. E.14 und E.15 sprechen dafiir, dass das RGD-Motiv fiir die Bindung der
Zelle an die Protease ausschlaggebend ist. Nach Pridinkubation mit den zyklischen RGD-Peptiden
werden die RGD-Bindungsstellen der Zelle bereits besetzt und nach Aussaat der Zellen auf Pro-
cathepsin X ist eine addquate Adhésion nicht mehr mdglich. Die Bindungsfahigkeit ist vielmehr signi-
fikant reduziert. Im Vergleich dazu ist die Adhésion an Procathepsin X nach Priinkubation mit den

zyklischen RAD-Peptiden nur gering reduziert.
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Nach der Préiinkubation der hMSC mit dem Integrin o,p;-Antikdrper (LM609) ist eine deutlich
verminderte Bindung der Zellen an Procathepsin X nachweisbar. Somit ist eine Beteiligung des

Integrins o5 an der Interaktion der hMSC mit der lysosomalen Protease anzunehmen.

Um einen weiteren Hinweis fiir diese Hypothese zu erhalten, wurden hMSC vor Aussaat auf eine mit
Procathepsin X beschichtete Platte mit dem Integrin a,f;-Antikorper (LM609) bzw. dem Integrin osf3;-
Antikdrper (MAB1969) préiinkubiert. Als Kontrolle wurden hMSC unbehandelt auf die mit Pro-
cathepsin X beschichteten Platte ausgesidt. Wie Abb. E.16 zeigt, ist erneut eine reduzierte Adhésion
der hMSC nach Priinkubation mit dem a,f;-AK (LM609) nachweisbar. Nach Priinkubtion mit dem
Integrin osP;-Antikdrper (MAB1969) ist jedoch keine verminderte Bindungsfahigkeit der hMSC an

Procathepsin X zu erkennen.
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Abb. E.16 Bindungsfihigkeit der hMSC an Procathepsin X in Abhéngigkeit von Integrin a,f;.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines vierfachen Ansatzes. ***p < 0,001.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass hMSC an Procathepsin X binden, diese Bindung RGD-

abhéngig ist und das Integrin a,fB; an dieser Interaktion beteiligt ist.

E.S5 Integrin-vermittelte Signaltransduktion der hMSC nach Stimulation
mit Vitronektin- bzw. Procathepsin X

Die extrazelluldre Matrix dient nicht nur der Stabilitit, sondern iibt auch eine regulative Funktion aus
(Jadlowiec et al. 2004). Die im Ergebnisteil bereits gezeigten Daten demonstrierten, dass (Pro)-
Cathepsin X nach Stimulation mit Vitronektin von den hMSC sezerniert wird und dass Procathepsin X
an den Vitronektinrezeptor (Integrin a,f;) der hMSC binden kann. Somit war es naheliegend zu iiber-
priifen, ob Procathepsin X Signalkaskaden durch extrazellulire Bindung an die hMSC induziert.
Hierzu wurden Signaltransduktionswege nach -Stimulation der hMSC mit Vitronektin bzw.
Procathepsin X identifiziert. Um aktivierte oder deaktivierte Signalwege nachzuweisen, wurden hMSC
mit Vitronektin bzw. Procathepsin X behandelt sowie mit Inhibitoren wie U0126 [MEK 1/2 Inhibitor;
inhibiert den ERK- (Extrazelluldre-Rezeptor-Kinase-) Signalweg] bzw. Wortmannin [PI3K-Inhibitor =
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor; inhibiert den PI3K/AKT-Signalweg] zusétzlich inkubiert.
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Abbildung E.17 zeigt zum vereinfachten Verstédndnis eine schematische Darstellung der Signaltrans-
duktionswege, die im folgenden Versuch mittels eines Antikorper Cocktails im Immunoblot (Western
Blot Cocktail II) untersucht wurden. Der Nachweis phosphorylierter und damit aktivierter Signalpro-
teine wurde mit dem Multiplex Western Blot Cocktail II und I durchgefiihrt.
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Abb. E.17 Schematische Darstellung der untersuchten Signaltransduktionswege
(Abbildung des Multiplex Western Blot Cocktails IT von Cell Signaling Technology Inc., USA:
www.cellsignal.com/products/7110.html)

In einem ersten Versuch ist zu sehen, dass bei den mit Vitronektin stimulierten hMSC das S6-Riboso-
male Protein, die p90RSK (p90 ribosomale S6 Kinase) und die p38-MAPK (p38 Mitogenaktivierte
Protein-Kinase) verstarkt in phosphorylierter und damit aktivierter Form vorliegen (Abb. E.18). Dies
sind Hinweise darauf, dass Vitronektin die Translation via S6-Ribosomalem Protein beeinflussen
kann, via p90RSK (Kinase aus dem ERK-Signalweg) eine Beteiligung bei Wachstum und Differenzie-
rung aufweist und via p38-MAPK moglicherweise Einfluss auf Inflammation, Wachstum, Differenzie-

rung und/oder Apoptose nimmt.

Stimulation der hMSC mit PMA (Phorbol 12-Myristate-13-Acetate; bindet und aktiviert Proteinkinase
C) aktiviert mehrere Signalwege gleichzeitig. Dies ermoglicht einen besseren Nachweis der
Wirksamkeit der Inhibitoren. Dieser Versuch zeigt, dass der verwendete Inhibitor Wortmannin
(PI3Kinase-Inhibitor), im Vergleich zur PMA-Positivkontrolle, das Phospho-S6-Ribosomale Protein
nur gering inaktiviert. Durch den MEK 1/2 Inhibitor U0126 ist die Phospho-p90RSK und auch die
Phospho-p38 MAPK vermindert nachweisbar (Abb. E.18).
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Abb. E.18 Immunoblot von Zelllysaten der hMSC nach Vitronektinstimulation.
Marker (aus dem Multiplex Western Blot Cocktail 11-Kit), (-) Negativkontrolle, (+) Positivkontrolle
(ebenfalls enthalten im Kit), 1=unstimulierte h(MSC, 2=mit PMA-stimulierte, 3=PMA-stimuliert
und Inhibitor Wortmannin, 4=PMA -stimuliert und Inhibitor U0126, 5=mit Vitronektin stimulierte,
6=Vitronektin-stimuliert und Inhibitor Wortmannin, 7=Vitronektin-stimuliert und Inhibitor
Wortmannin.

Im néchsten Versuch wurden die hMSC u.a. auch mit Procathepsin X stimuliert (D.19). Bei unstimu-
lierten hMSC sind das Phospho-p53 und das Phospho-S6-Ribosomale Protein detektierbar. Die
Phosphorylierung dieser beiden Proteine wird sowohl nach Stimulation mit Vitronketin als auch mit
Procathepsin X induziert. Die Bande des Phospho-S6-Ribosomalen Proteins ist nach Stimulation mit
dem Inhibitor Wortmannin vermindert sichtbar. Im Vergleich zu den unstimulierten hMSC ist die
Phospho-p90RSK sowohl nach Inkubation mit Vitronektin als auch mit Procathepsin X vermehrt
detektierbar. Nach Einsatz des Inhibitors U0126 ist die phosphorylierte Form dieser Kinase vermindert

nachweisbar.
1 2 3 4 5 6 7
. —— - <+— Phospho-p90RSK (90 kDA)
—— <4— Bijotinylierte Bande
_— T == - +— Phospho-p53 (53 kDA)

. s s e s = <— Phospho-p38-MAPK (43 kDA)
— .- e - — <+— Phospho-S6-Ribosomales Protein (32 kDA)
G G D D e @S WSS — clFAE (Housekeeping, 25 kDA)

Abb. E.19 Immunoblot von Zelllysaten der hMSC nach Stimulation mit Vitronektin bzw. Procathepsin
X. 1=unstimulierte hMSC, 2=mit Vitronektin stimulierte, 3= Vitronektin-stimuliert und Inhibitor
U0126, 4= Vitronektin-stimuliert und Inhibitor Wortmannin, 5=mit Procathepsin X stimuliert,
6=Procathepsin X-stimuliert und Inhibitor U0126, 7=Procathepsin X-stimuliert und Inhibitor
Wortmannin.

Die Detektion mittels des Multiplex Western Blot Cocktail II zeigt somit eine Aktivierung des FRK-
Signalweges nach Stimulation mit Procathepsin X. Um diese Aussage zu verifizieren, wurde ein
weiterer Versuch mit einem anderen Antikdrper Cocktail (Western Blot Cocktail 1) durchgefiihrt, der
auf eine Detektion des ERK- sowie des AKT-Signalweges beschrinkt ist (Abb. E.20).
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Abb. E.20 Schematische Darstellung der untersuchten Signaltransduktionswege.
(Abbildung des Multiplex Western Blot Cocktails I von Cell Signaling Technology Inc., USA:
www.cellsignal.com/products/7100.html)

Im Multiplex Western Blot Cocktail I konnte nicht wie im Cocktail II das Phospho-p90RSK detektiert
werden. In der folgenden Versuchsanordnung (Abb. E.21) wurde das Phospho-S6-Ribosomale Protein
wie im Cocktail II auf dhnliche Weise detektiert. Sowohl nach Stimulation mit Vitronektin als mit
nach Procathepsin X ist eine Induktion des Phospho-ERK 1/2-Signalweges erkennbar. Eine Reduktion
dieses Phospho-ERK 1/2-Signalweges ist hingegen nach Einsatz des Inhibitors U0126 ersichtlich.
Interessanterweise ist eine Aktivierung des AKT-Signalweges nach Procathepsin X-Stimulation nur in

Anwesenheit des Inhibitors U0126 erkennbar.

— — - <«—p-AKT (60 kDA)
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Abb. E.21 Immunoblot nach Stimulation der hMSC mit Vitronektin bzw. Procathepsin X.
1=unstimulierte hMSC, 2=Vitronektin-stimuliert, 3= Vitronektin-stimuliert und Inhibitor U0126,
4= Vitronektin-stimuliert und Inhibitor Wortmannin, 5=Procathepsin X-stimuliert, 6=Procathepsin
X-stimuliert und Inhibitor U0126, 7=Procathepsin X-stimuliert und Inhibitor Wortmannin.
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E.6  Niederregulation von Cathepsin X in hMSC

E.6.1 Transfektion von hMSC

Um eine selektive Niederregulation von Cathepsin X zu erzielen, wurde mit der siRNA-Technologie
gearbeitet. Durch RNA-Interferenz (RNAi) werden mRNA-Transkripte Sequenz-spezifisch abgebaut.
Dazu bindet die siRNA an eine komplementire Sequenz, wodurch die RNA doppelstringig vorliegt
und aufgrund dieser unphysiologischen Form abgebaut wird. Somit werden ausgewéhlte Signale der
Gene ausgeschaltet, ohne direkt auf das Genom einzuwirken.

In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) wurden verschiedene Transfektionsreagenzien getestet und es
zeigte sich, dass fiir h\MSC das Lipofectamin 2000 am effizientesten ist. Bei dieser Lipid-basierenden
Transfektion wird die siRNA durch Lipofectamin 2000 lipophiler gemacht und beféhigt, Zellmembra-

nen zu durchwandern.

E.6.2 Niederregulation von Cathepsin X

Mittels einer Transfektionszeitkinetik wurde der optimale Zeitpunkt identifiziert, zu dem der grofite
Anteil der Cathepsin X-mRNA herrunterreguliert ist. Zur Niederregulation wurde eine Cathepsin X-
spezifische siRNA (CathXsi913) verwendet. Als Negativkontrollen dienten eine unspezifische siRNA
sowie eine "mismatch"-Kontrolle (CathXsiMismatch), bei der im Vergleich zur Cathepsin X-
spezifischen siRNA zwei Basen ausgetauscht wurden. Die Niederregulation des Cathepsin X zeigt auf
mRNA-Ebene nach 3 Tagen eine hohe Effizienz (CathXsi913), wobei nach 7 Tagen keine

Niederregulation mehr vorhanden zu sein scheint (Abb. E.22).

0,2

B CathXsi913
O CathXsiMismatch
M Negativkontrolle-siRNA

0,1 1

0 - ’_L

. 3d . 7d
Zeit nach Beginn der Transfektion

Relative CathX-Expression

Abb. E.22 qRT-PCR zur Bestimmung der Transfektionseffizienz.
Niederregulation von Cathepsin X erfolgte durch CathXsi913. Die Negativkontrolle-siRNA
entspricht einer unspezifischen siRNA und CathXsiMismatch entspricht einem Derivat von
CathXsi304. Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01,
*** p <0,001.
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Ebenfalls nach 3 Tagen ist ein signifikant reduzierter Nachweis von (Pro)Cathepsin X nach Transfek-
tion der hMSC mit CathXsi913 in den Lysaten und Uberstinden der hMSC mittels ELISA erkennbar
(Abb. E.23).
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Abb. E.23 Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels ELISA.
Niederregulation von Cathepsin X erfolgte durch CathXsi913. Die Negativkontrolle-siRNA ent-
spricht unspezifischer siRNA und CathXsiMismatch entspricht einem Derivat von CathXsi304.
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes. *p < 0,05, **p < 0,01, *** p <0,001.
A: Lysate
B: Uberstéinde

E.6.3 Transmigration Cathepsin X-defizienter hMSC

Um zu kldren, ob die Transmigration der hMSC von der Cysteinprotease Cathepsin X abhéngt, wurde
Cathepsin X zundchst mittels RNA-Interferenz niederreguliert und danach das Invasionsverhalten der
hMSC in einem Transwellsystem untersucht. Die verwendeten siRNAs fiir die Cathepsin X-Nieder-
regulation sind hier zwei Cathepsin X-spezifische siRNAs (CathX304 und CathX913). Als Negativ-
kontrollen wurden die siRNA, die keine Sequenziibereinstimmung mit der bekannten mRNA zeigt
(Negativkontrolle) sowie ein Derivat von CathX304 (CathXsi-Mismatch) und die Vehikelkontrolle
(Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 ohne siRNA) eingesetzt.
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Wie Abb. E.24 zeigt, ist am Tag 4 nach Transfektion eine effektive Niederregulation von Cathepsin X
durch CathXsi304 und CathXsi913 auf RNA-Ebene erreicht. Dieser Versuch dient dem Transfektions-

nachweis fiir den darauf folgenden Transmigrationsversuch.
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Abb. E.24 Nachweis der Niederregulation von Cathepsin X in hMSC.
Mittels qRT-PCR zeigt sich eine signifikante Reduktion von Cathepsin X am Tag 4 nach
Transfektion mit CathXsi304 und CathXsi913 im Vergleich zu den Kontrollen Vehikelkontrolle
(nur Lipo-fectamin 2000), Negativkontrolle (unspezifische siRNA) und CathXsiMismatch
(Derivat der CathXsi304). Die Ergebnisse sind MW + SD eines Duplikat-Ansatzes.
*p < 0,05 versus Vehikelkontrolle.

Verglichen mit den Kontrollen (Vehikelkontrolle, Negativkontrolle, CathXsiMismatch) zeigt sich bei
der Migration der hMSC durch die hEZM keine Beteiligung von Cathepsin X. Die Zellen, bei denen
die Protease niederreguliert wurde (CathXsi304, CathXsi913), zeigten im Vergleich zu den beiden
Kontrollen sogar eine vermehrte Migration (Abb. E.25).
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Abb. E.25 Transmigration der Cathepsin X-niederregulierten hMSC durch hEZM-beschichtete
Membranen
Nach 48 Stunden Migration der h(MSC durch hEZM zeigt sich nach CathepsinX-Knockdown
(CathXsi304 und CathXsi913) keine Reduktion der Migration im Vergleich zu den Kontrollen
Vehikelkontrolle (nur Lipofectamin2000), Negativkontrolle (unspezifische siRNA) und
CathXsiMismatch (Derivat der CathXsi304)). Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-
Ansatzes.
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Ein weiterer Versuch zur Migration von hMSC sollte den Einfluss von Vitronektin auf diesen Mecha-
nismus untersuchen. Dabei wurden hMSC mit Vitronektin, mit den zyklischen RGD-Peptiden und mit
Vitronektin + zyklische RGD-Peptide stimuliert, um anschlieBend die Migration der Zellen zu
analysieren (Abb. E.26).
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Abb. E.26 Transmigration der hMSC durch hEZM-beschichtete Membranen in Abhéingigkeit
von Vitronektin.
Die Migration der hMSC wird durch Stimulation mit Vitronektin (VN) im Vergleich zu den
unstimulierten hMSC (US) signifikant verstarkt. Nach Inkubation der hMSC mit den zyklischen
RGD-Peptiden und zusétzlicher Stimulation der h(MSC und durch alleinige RGD-Peptide-Zugabe ist
diese Migrationszunahme nicht erkennbar. Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes.
*p < 0,05.
Hinsichtlich der Migration der hMSC zeigt sich, dass die Zellen nach Stimulation mit Vitronektin
vermehrt die hEZM durchwandern. Werden die RGD-abhédngigen Rezeptoren der hMSC durch die
zyklischen RGD-Peptide blockiert, so bewirkt eine Stimulation mit Vitronektin keine vermehrte
Migration der Zellen. Auch nach Stimulation der hMSC mit den zyklischen RGD-Peptiden zeigt sich

keine gesteigerte Migration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

Nach Stimulation der Zellen mit Procathepsin X sowie mit einer Mutante des Procathepsin X (AAA-
Cathepsin X) als auch mit den zyklischen RGD-Peptiden ist kein signifikanter Effekt auf die Migra-
tion der hMSC zu erkennen (Abb. E.27).
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Abb. E.27 Transmigration der hMSC durch hEZM-beschichtete Membranen nach Stimulation.
Stimulation der h(MSC mit Procathepsin X, der Mutante AAA-Cathepsin X bzw. Procathepsin X +
RGD-Peptide und mit den zyklischen RGD-Peptiden allein, zeigt keinen Einfluss auf die Migration
der hMSC. Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes.
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Es zeigte sich, dass weder nach Stimulation mit Procathepsin X eine erhohte Transmigration, noch

nach Niederregulation von Cathepsin X eine reduzierte Transmigration erkennbar ist.

In einer weiteren Versuchsanordnung wurden Unterschiede in der Transmigration von Cathepsin X-
niederregulierten hMSC durch eine Membran mit Vitronektinbeschichtung im Vergleich zu einer
Beschichtung mit hEZM analysiert. Wie Abb. E.28 zeigt, ist hier eine verminderte Transmigration der
hMSC nach Niederregulation des Cathepsin X (CatXsi304; CatXsi913) im Vergleich zu den Kontrol-
len (Negativkontrolle; CatXsiMismatch) bei der Vitronektinbeschichtung nachweisbar. Eine vermin-

derte Migration Cathepsin X-defizienter hMSC bei hEZM-beschichteter Matrix zeigt sich nicht.

A W mit Vitronektin beschichtet B W mit Vitronektin beschichtet
- O mit hEZM beschichtet - O mit hEZM beschichtet
:% 30 g 80
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N Negativ-  CathXsi- CathXsi304 CathXsi913 N Negativ-  CathXsi- CathXsi304 CathXsi913

kontrolle  Mismatch kontrolle  Mismatch

Abb. E.28 Transmigrationsassay mit Cathepsin X-niederregulierten hMSC.
Aufgezeigt ist die Migration von hMSC durch Vitronektin-beschichtete Membranen, im Vergleich
zur Beschichtung mit hEZM. Die Transfektion erfolgte jeweils mit CathXsi304 und CathXsi913, im
Vergleich zu den Kontrollen Negativkontrolle (unspezifische siRNA) und CathXsiMismatch
(Derivat der CathXsi304).
Die Ergebnisse sind MW + SD eines Triplikat-Ansatzes.
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F DISKUSSION

Stammzellen erfiillen im Vergleich zu Tumorzellen regenerative Aufgaben, wohingegen das Ziel von
Tumorzellen die Destruktion von Gewebe und Organen ist. Trotz dieses funktionalen Unterschiedes
weisen Stammzellen und Tumorzellen eine Reihe von Gemeinsamkeiten auf, wie z.B. die Fahigkeit
der Selbsterneuerung bzw. Proliferation, der Differenzierung bzw. Transformation sowie der
Migration bzw. Invasion. Beide Zelltypen wirken demzufolge nicht nur am Ort ihrer Entstehung,
sondern besitzen vielmehr die Eigenschaften, ihre urspriingliche Lokalisation zu verlassen. Hierfiir
miissen extrazelluldre Barrieren mit Hilfe von Proteasen abgebaut werden, um eine Migration der
Zellen bzw. Invasion von Gewebestrukturen zu ermdglichen. Lysosomale Cysteinproteasen werden —
neben Proteasen anderer Klassen — vor allem von Tumorzellen sezerniert, um extrazelluldre Matrix
abzubauen und somit zur Invasion beizutragen. Diese Proteasen spielen nicht nur bei der
Tumorinvasion, sondern auch bei weiteren Erkrankungen wie der Muskeldystrophie, der Osteoporose
oder der rheumatoiden Arthritis eine Rolle (Yasuda et al 2005, Podgorski 2009, Brémme et al. 2009),

wo sie vorwiegend aus Entziindungszellen freigesetzt werden.

Im Gegensatz zu Tumor- und Entziindungszellen wurden Stammzellen bisher hinsichtlich ihres
proteolytischen Potentials kaum charakterisiert. In diesem Zusammenhang war es flir uns von
besonderem Interesse, die Expression von Cathepsinen sowie deren Rolle bei der Differenzierung und

Migration von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) aufzukléren.

F.1  Vergleich der osteogenen Differenzierung der hMSC
und der Differenzierung mittels Vitronektin in Bezug
auf lysosomale Cysteinproteasen

Mesenchymale Stammzellen kdnnen in vitro durch Inkubation in osteogenem Kultivierungsmedium in
Osteoblasten differenzieren, wobei der chemische Zusatz Dexamethason bei der Differenzierung eine
entscheidende Rolle spielt (Bruder et al. 1997, Jaiswal et al. 1997, Pittenger et al. 1999). Jaiswal et al.
setzten unterschiedliche Konzentrationen an Dexamethason ein und erkannten, dass erst eine Konzen-
tration von 100 nM die Aktivitdit der alkalischen Phosphatase als Marker der osteogenen
Differenzierung und die Proliferationsfihigkeit der hMSC signifikant erhoht (Jaiswal et al. 1997).
Uberraschenderweise differenzieren hMSC auch dann zu Osteoblasten, wenn sie in Anwesenheit von

Vitronektin oder Kollagen I kultiviert werden (Salasznyk et al. 2004a).

Uber die Regulation lysosomaler Cysteinproteasen wihrend der osteogenen Differenzierung war zu

Beginn der vorliegenden Arbeit noch wenig bekannt. Unser primédres Ziel war es daher, zunédchst
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Verianderungen der Cysteinproteasen-Expression auf mRNA- und Proteinebene im Verlauf der

osteogenen Differenzierung zu erfassen.

Als Nachweis der osteogenen Differenzierung wurde die Expression der alkalischen Phosphatase
bestimmt. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei der chemisch induzierten osteogenen Differenzie-
rung eine Hochregulation der Expression der alkalischen Phosphatase. Bei der Differenzierung durch
das EZM-Protein Vitronektin war jedoch nicht bei jedem Spender und zu jedem Zeitpunkt eine signifi-

kant erhohte Expression dieses Differenzierungsmarkers nachweisbar.

Nach Kundu et al. (2006) konnte eine osteogene Differenzierung von hMSC durch Vitronektin bzw.
Kollagen I induziert werden. Nachweisbar war dies durch die erhohte Detektion der alkalischen
Phosphatase bzw. der sichtbaren Mineralisierung anhand der van Kossa-Farbung. Bei genauerer
Datensichtung ist jedoch erkennbar, dass Kundu et al. (2006) neben den EZM-Proteinen den Zusatz
Dexamethason verwendeten. Neben der Beschichtung der Zellkulturplatten mit Vitronektin wurde in
unserer Versuchsanordnung dagegen kein Dexamethason zugegeben, sondern ausschlieBlich Stamm-
zellmedium (MSCGM) und das EZM-Protein Vitronektin verwendet. In den hier gezeigten Daten war
eine signifikante Expressionszunahme nach 7 Tagen mit nachfolgender Expressionsabnahme zu
beobachten. Da die alkalische Phosphatase ein sehr frither Marker der Osteogenese ist (Jaiswal et al.
1997), also zu Beginn schnell ansteigt und im weiteren Verlauf abnimmt, kdnnte dies eine mogliche

Erklarung fiir unsere Ergebnisse darstellen.

Beziiglich der Cathepsin-Expression wurde zunidchst die semiquantitative RT-PCR durchgefiihrt.
Diese Untersuchung zeigte, dass alle elf im humanen Genom codierten Cathepsine in hMSC wéhrend
der chemisch induzierten osteogenen Differenzierung exprimiert werden. In unstimulierten hMSC
waren nur acht der elf Cathepsine (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O und X) detektierbar. Zur genaueren
Analyse wurden die Cathepsine mittels quantitativer RT-PCR erfasst, wobei eine Hochregulation der
Expression bei den Cathepsinen B, H, K, L, O und S wihrend der chemisch induzierten osteogenen
Differenzierung erkennbar war. Um diesen Effekt auch nach Stimulation der hMSC mit Vitronektin
aufzuzeigen, wurden hMSC fiir 7, 14 und 21 Tage jeweils auf Vitronektin kultiviert. Dabei wurden
unter anderem die Cathepsine B und K hochreguliert, wohingegen Cathepsin X in seiner Expression
kaum beeinflusst wurde. Die Ergebnisse aus den Stimulationsversuchen mit Vitronektrin bestitigen

die ermittelten Daten beziiglich der chemisch induzierten Osteogenese.

EZM-Proteine wirken sowohl auf die Expression als auch auf die extrazellulire Freisetzung
verschiedener Cathepsine. Diese konnen dann die EZM abbauen. Beispielsweise zeigte eine
Zellinteraktion mit dem EZM-Protein Kollagen I eine Sekretion von Cathepsin B sowohl bei

Fibroblasten der Brust als auch bei Tumorzellen des Prostatakarzinoms (Koblinski et al. 2002,
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Podgorski et al. 2005). Dementsprechend haben wir nun auch erstmals die Sekretion ausgewahlter

Cathepsine nach Stimulation der h(MSC mit Vitronektin untersucht.

Auf Proteinebene wurde Cathepsin B in den Uberstinden der hMSC nach Vitronektinstimulation
vermehrt nachgewiesen. Die Cathepsin B-Konzentration in den entsprechenden Zelllysaten war da-
gegen erniedrigt, was mdglicherweise auf die erhohte Sekretion zuriickzufiihren ist. Eine Hoch-
regulation von Cathepsin B auf mRNA- und Protein-Ebene wurde vor allem bei malignen Prozessen
detektiert (Mai et al. 2002; Podgorski et al. 2003; Roshy et al. 2003) und dabei dem Cathepsin B eine
Beteiligung bei der Tumorprogression zugeschrieben. Welche Funktion der erhdhte extrazelluldre

Anteil dieser Cysteinprotease von hMSC hat, konnte in unserem Ansatz nicht geklart werden.

Die erhohte Expression von Cathepsin K zeigte sich sowohl wihrend der chemisch induzierten osteo-
genen Differenzierung als auch nach Stimulation mit Vitronektin. Cathepsin K gehort zur Gruppe der
kollagenolytischen Proteasen (Garnero et al. 1998) und ist vermehrt in Osteoklasten nachweisbar
(Drake et al. 1996; Littlewood-Evans et al. 1997). Osteoklasten stammen aus der haematopoetischen
Stammgzelllinie und sind fiir die Knochenresorption verantwortlich, wogegen Osteoblasten aus der
mesenchymalen Stammzelllinie hervorgehen und eine Hauptaufgabe beim Knochenaufbau erfiillen.
Die Funktion der Osteoklasten ist somit gegensitzlich zur Funktion der Osteoblasten. Es gibt bereits
Hinweise, dass Cathepsin K am Abbau der Knochenmatrix beteiligt ist, da Kollagen und Osteonektin,
die in der Knochenmatrix enthalten sind, als Substrate dieser Cysteinprotease nachgewiesen wurden
(Bossard et al. 1996). Eine Erkldrung fiir eine ebenfalls erhohte Expression von Cathepsin K in
Osteoblasten liefern Mandelin et al. (2006). Danach sind Osteoblasten zur Matrixumgestaltung
befdhigt und sezernieren nachweislich Cathepsin K, um unzureichend prozessiertes Kollagen I
abzubauen. Cathepsin K kann somit neben der alkalischen Phosphatase als weiterer Marker der
osteogenen Differenzierung angesehen werden. Ein entsprechender Nachweis auf mRNA-Ebene
gelang uns sowohl bei hMSC als auch bei deren Differenzierung zu Osteoblasten. Auf Proteinebene
konnten wir allerdings Cathepsin K mittels ELISA nicht detektieren, da die Proteinkonzentration
unterhalb der Nachweisgrenze des Testsystems lag. Welche Auswirkungen die Expressionsinduktion
von Cathepsin K nach Stimulation der htMSC mit Vitronektin auf die umgebende Matrix hat, muss in

weiteren Studien geklart werden.

Bei unseren Untersuchungen galt ein besonderes Interesse der Expression von Cathepsin X, da diese
Protease bereits bei Tumorzellen vermehrt nachgewiesen wurde (Néigler et al. 2004; Krueger et al.
2005). Entsprechend unserer qRT-PCR-Daten hatten weder die chemische Differenzierung mittels
osteogenem Kultivierungsmedium noch die Differenzierung mittels Vitronektin einen Einfluss auf die
mRNA-Expression von Cathepsin X. Jedoch wurde mithilfe eines ELISAs eine vermehrte

Sezernierung des Proteins aus stimulierten hMSC nachgewiesen. Dabei wurde die besondere Rolle des
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EZM-Proteins Vitronektin anhand des Vergleichs mit den Ergebnissen aus Stimulationsversuchen mit
Kollagen I bzw. Laminin erkannt. Weder Laminin noch Kollagen I zeigten einen éhnlich férdernden
Effekt auf die Sekretion von (Pro)Cathepsin X wie Vitronektin. Der genaue Mechanismus des durch
Vitronektinstimulation erhdht nachweisbaren (Pro)Cathepsin B und X in den Uberstiinden der hMSC

konnte bisher noch nicht geklart werden.

Morphologische Unterschiede der hMSC nach Vitronektinstimulation im Vergleich zu unstimulierten
hMSC zeigten sich mikroskopisch durch verlidngerte Zellkorper und vermehrt sichtbare perinukleédre
Granula. Uber Immunfluoreszenz wurde intrazellulires (Pro)Cathepsin X in Vitronektin-stimulierten
und unstimulierten hMSC lokalisiert, jedoch waren keine quantitativen Unterschiede erkennbar, was
ggfs. der vermehrten Sekretion von Cathepsin X nach Stimulation der HMSC mit Vitronektin zuge-

schrieben werden konnte.

F.2  RGD-vermittelte Bindung der hMSC an Procathepsin X

Integrine sind Zelloberflichenproteine, die sowohl fiir die Adhdsion und Migration von Zellen als
auch fiir die bidirektionale Weiterleitung von Signalen wichtig sind. Auch hMSC sind zur Adhésion
und Migration befdhigt, um z. B. aus dem Ursprungsort (Knochenmark) zu beschidigtem Gewebe zu
gelangen. Es wird angenommen, dass dabei Integrine eine wesentliche Rolle spielen (Chamberlain et
al. 2007, Docheva et al. 2007). Die genauen molekularen Mechanismen sind jedoch noch weitgehend
unklar. Die Aufkdrung einer Integrin-vermittelten Bindung zwischen hMSC und Vitronektin bzw.
Procathepsin X war demnach ein weiteres Teilprojekt, das wir mit unterschiedlichen Methoden

angegangen haben.

Da Vitronektin eine RGD-Sequenz aufweist und iiber diese an das Integrin o,f; bindet (Pytela et al.
1985, Xiong et al. 2002; Wang et al. 2005), wurde Integrin o,p; zundchst unter dem Namen
Vitronektin-Rezeptor bekannt. In der vorliegenden Arbeit haben wir gezeigt, dass auch hMSC in
RGD-abhingiger Weise iiber das Integrin a,f; an Vitronektin binden kénnen. Durch Blockierung der
RGD-Bindungsdoméne der hMSC mit dem zyklischen RGD-Peptid zeigte sich eine signifikant
verminderte Adhdsion an Vitronektin. Zudem wurde nach Préiinkubation der hMSC mit dem mono-

klonalen o, f;-Antikoérper (LM609) eine reduzierte Adhésion an Vitronektin erkennbar.

Die RGD-Sequenz ist nicht nur im EZM-Protein Vitronektin (Xiong et al. 2002; Wang et al. 2005)
vorhanden, sondern auch bei einigen Proteasen. So unterscheidet sich Procathepsin X aufgrund seiner
Pro-Region von den anderen Cathepsinen. Die Proform des Cathepsin X besitzt eine RGD-Sequenz in
seiner Pro-Region (Négler et al. 1998) und wird von verschiedenen Zellen in dieser Form sezerniert.

Es war daher naheliegend, zu untersuchen, ob diese Protease RGD-vermittelt an Integrine von hMSC
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binden kann, da bereits in Endothelzellen (HUVEC) eine RGD-Sequenz-abhingige Bindung des

Procathepsin X an das Integrin a,p; nachgewiesen wurde (Lechner et al. 2006).

Da wir vermuteten, dass Procathepsin X in dhnlicher Weise in hMSC mit Integrinen interagiert, wurde

dies mittels unterschiedlicher Versuchsanordnungen untersucht.

Hierfiir setzten wir Procathepsin X-Mutanten ein, welche eine Interaktion mit RGD-erkennenden
Integrinen unterbinden (Cherny et al. 1993). Die Mutanten AAA-Cathepsin X und RAD-Cathepsin X,
bei denen die RGD-Sequenz durch eine AAA- bzw. RAD-Sequenz ausgetauscht ist, zeigten eine redu-
zierte Bindungsfahigkeit an hMSC. Ebenso war die Bindung von prozessiertem Cathepsin X (ohne
Pro-Region) an hMSC vermindert. Lediglich die Bindung von Procathepsin X mit einem intakten
RGD-Motiv war mdglich. Die RGD-Abhéngigkeit dieser Interaktion konnte in einem zweiten Ver-
suchsansatz auch durch die Verwendung von zyklischen RGD-Peptiden demonstriert werden. Durch
Bindung des zyklischen RGD-Peptides an das Integrin a,f; kann eine RGD-abhingige Bindung durch
nachfolgend verminderte Adhésion der Zellen identifiziert werden (Aumailley et al. 1991; Dijkgraaf et
al. 2006). Nach Priinkubation der hMSC mit dem zyklischen RGD-Peptid zeigte sich auch eine
signifikant verminderte Adhésion an Procathepsin X. Im Vergleich dazu iibte eine Priinkubation mit
dem zyklischen RAD-Peptid keine vergleichbar reduzierte Adhision an Procathepsin X aus. Zudem
lieB sich mit dem blockierenden anti-a,; Antikdrper LM609 die Adhédsion der hMSC an Procathepsin
X verhindern, wihrend der anti-osPB; Antikorper MAB1969 die Bindung erlaubte. Daraus kann
eindeutig gefolgert werden, dass das Integrin a,fB; die Interaktion von hMSC mit Procathepsin X
vermittelt, womit die von unserer Arbeitsgruppe an anderen Zellentitidten (z.B. HUVEC) gezeigten

Ergebnisse (Lechner et al. 2006) bestitigt wurden.

Zusammenfassend belegen unsere Daten, dass die Bindung von Procathepsin X an hMSC iiber das
RGD-Motiv in der Pro-Region der Cysteinprotease Integrin-vermittelt stattfindet. Welche physiolo-
gische Bedeutung dieser Interaktion zukommt, konnte allerdings noch nicht evaluiert werden. Die
Aufklarung der Bindungsmechanismen von hMSC ist jedoch von grofler Wichtigkeit, da die Adhésion

ein erster Schritt fiir weitere Vorgiange wie EZM-Abbau und Migration ist.
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F.3  Integrin-vermittelte Signaltransduktion der hMSC nach Stimulation
mit Vitronektin bzw. Procathepsin X

Durch die Identifizierung von Signaltransduktionswegen nach Stimulation mit verschiedenen Signal-
stoffen konnen Riickschliisse auf Funktion und Regulation der Zelle genommen werden. So wurde
bereits nachgewiesen, dass es durch die Integrin o;p;-vermittelte Adhésion von hMSC an Laminin-5
zu einer Phosphorylierung des osteogenen Transkriptionsfaktors Runx2/CBFA-1 iiber den ERK-
Signaltransduktionsweg kommt (Klees et al. 2004). Auch Cysteinproteasen sollen neben dem EZM-
Abbau Signaltransduktionskaskaden beeinflussen, indem sie beispielsweise Zellrezeptoren oder

Wachstumsfaktoren aktivieren (Obermajer et al. 2008a und 2008b).

In unseren Experimenten kam es durch Vitronektinstimulation der hMSC zu einer vermehrten
Phosphorylierung der p90RSK und damit zur Aktivierung des FRK-Signalweges sowie der p38-MAPK
und des S6 Ribosomalen Proteins. Der ERK-Signalweg ist u.a. verantwortlich fiir das Wachstum und
die Differenzierung von Osteoblasten (Lai et al. 2001). Nach Jaiswal et al. sind die Mitogen-
aktivierten Protein Kinasen (ERK und p38-MAPK) an der osteogenen Differenzierung von hMSC
beteiligt. Dabei zeigte sich, dass nach Blockierung von ERK die adipogene anstatt der osteogenen
Differenzierung der hMSC stattfindet (Jaiswal et al. 2000). Die in unseren Untersuchungen nach
Stimulation der hMSC mit Vitronektin verstirkt nachgewiesenen Kinasen Phospho-p38-MAPK und
Phospho-p90-RSK lassen somit auf eine Induktion der osteogenen Differenzierung durch Vitronektin
schlieBen. Die Phosphorylierung des S6 Ribosomalen Proteins konnte fiir die Beeinflussung der

Translation in der Zelle stehen, was allerdings in weiteren Untersuchungen verifiziert werden miisste.

Da (Pro)Cathepsin X von den hMSC sezerniert wird und in der Lage ist, an hMSC Integrin-vermittelt
zu binden, muss die Moglichkeit einer Signalweiterleitung in das Innere der Zelle in Betracht gezogen
werden. Daher haben wir hMSC auch mit Procathepsin X stimuliert und entsprechende Signalwege
identifiziert. Nach Stimulation mit Procathepsin X war u.a. Phospho-p90RSK vermehrt detektierbar,
weshalb dhnlich wie nach Vitronektinstimulation, eine Aktivierung des FERK-Signalweges

anzunehmen ist.

Um den ERK-Signalweg sowohl nach Vitronektin- als auch nach Procathepsin X-Stimulation genauer
zu analysieren, wurden Antikorper eingesetzt, die auf die ERK- und AKT7-Signalwege beschrinkt
waren (Multiplex Western Blot Cocktail I). Hierbei lieB sich bestétigen, dass Vitronektin den FRK-
Signalweg ebenso wie den AK7-Signalweg aktiviert. Interessanterweise war der AK7-Signalweg nach

Stimulation der h(MSC mit Procathepsin X nur nach Inhibition des ERK-Signalweges aktivierbar.
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Da bereits nachgewiesen wurde, dass (Pro)Cathepsin X bei diversen Tumorgeschehen hochreguliert
wird (Négler et al. 2004; Krueger et al. 2005), und wie von uns jetzt gezeigt, (Pro)Cathepsin X auch
nach Stimulation der hMSC mit Vitronektin vermehrt sezerniert wird, sollte in weiteren Unter-
suchungen der genaue Mechanismus der Aktivierung des ERK-Signalweges durch (Pro)Cathepsin X

untersucht werden.

Unsere Daten lassen somit nur sehr allgemein gehaltene Aussagen beziiglich der Wirkung von Vitro-
nektin bzw. Procathepsin X zu. Unumstritten ist jedoch, dass Procathepsin X Integrin-vermittelt an der
Modulation von Signaltransduktionswegen beteiligt ist. So identifizierten bereits Kos et al. die
B,-Untereinheit der Integrine als Substrat von Cathepsin X. Dadurch wird zum einen die Adhésion
von Monozyten/Makrophagen verstirkt und zum anderen die Reifung dendritischer Zellen reguliert

(Kos et al. 2009).

F.4  Transmigrationsfihigkeit von Cathepsin X-defizienten hMSC

Proteasen sind an zahlreichen physiologischen und pathologischen Vorgidngen beteiligt. Sie spielen
vor allem im Zusammenhang mit tumordsen Prozessen wie Invasion und Metastasierung eine
wesentliche Rolle (Stetler-Stevenson et al. 1993; Koblinski et al. 2000; Reiser et al. 2004; Wang et al.
2005). So konnten beispielsweise die Cysteinproteasen Cathepsin B und Cathepsin X bei diversen
Tumorgeschehen identifiziert werden, was sich durch eine Hochregulation dieser Proteasen darstellte
(Podgorski et al. 2003; Nagler et al. 2004; Kriiger et al. 2005). Sowohl intra- als auch extrazelluldre

Funktionen scheinen hierbei von Bedeutung zu sein.

Im Detail wurde bereits einigen Cathepsinen eine entscheidende Beteiligung an der Migration von
Zellen zugesprochen. So soll das Cathepsin L durch eine intrazelluldre Interaktion mit der o; -
Untereinheit des Integrins o3B; die Migration der Podozyten induzieren (Reiser et al. 2004). Die
nachgewiesene Kolokalisation des Cathepsin S mit dem Integrin a,f; deutet auf eine Beteiligung an
der Migration vaskulérer glatter Muskelzellen hin (Cheng et al. 2006). Bei den Cathepsinen B, K, L
und S wurde die Fahigkeite zur direkten Degradation der EZM als Voraussetzung fiir die Invasion

erkannt (Reddy et al. 1995; Serveau-Avesque et al. 2006).

Inwieweit Cathepsin X an der Migration der hMSC Anteil hat, wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit genauer charakterisiert. Ein direkter EZM-Abbau ist unwahrscheinlich, da Cathepsin X nur
Monocarboxypeptidaseaktivitit besitzt (Nagler et al. 1999; Devanathan et al. 2005). Es lie3e sich im
Falle des Cathepsin X dann cher ein indirekter Effekt durch Interaktion mit Integrinen vermuten

(Lechner et al. 2006).
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Die selektive Niederregulation des Cathepsin X unter Anwendung der RNA-Interferenz sollte Auf-
schluss tiber eine Beteiligung dieser Protease an der Migration von hMSC geben. Die Niederregulation
des Cathepsin X wurde mittels ELISA bzw. qRT-PCR {iberpriift. Der effizienteste Zeitpunkt der
Transfektion wurde zwischen Tag 3 und 7 eingegrenzt, wobei eine Diskrepanz zwischen der noch
deutlichen Niederregulation auf Proteinebene an Tag 7 nach Transfektion und der bereits ineffizienten
Niederregulation auf mRNA-Ebene am gleichen Tag besteht. Urséachlich fiir diese Diskrepanz konnte
sein, dass die Menge an Cathepsin X auf mRNA-Ebene (qQRT-PCR) bzw. auf Proteinebene (ELISA)
abhéngig von der Geschwindigkeit der Transkription bzw. der Halbwertzeit des Cathepsin X ist.

Im Transmigrationsassay mit Cathepsin X-defizienten hMSC konnte keine relevante Beteiligung der
lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin X bei der Migration der hMSC durch hEZM-beschichtete
Membranen festgestellt werden. Deshalb wurden weitere Transmigrationsversuche durchgefiihrt, um
eventuelle Unterschiede in der Migration transfizierter hMSC bei Vitronektinbeschichtung im
Vergleich zu einer Beschichtung mit hEZM zu analysieren. Interessanterweise zeigte sich eine
verminderte Migration der Cathespin X-defizienten hMSC bei Vitronektinbeschichtung, nicht aber bei
hEZM-Beschichtung. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Ergebnisse wire die direkte Interaktion
zwischen extrazelluldrem Procathepsin X und dem Vitronektin-Rezeptor (Integrin a,f;), welche die

Migration der h(MSC bei Vitronektinbeschichtung begiinstigen kdnnte.

Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit dargestellten untergeordneten Rolle des Cathepsin X bei der
Migration von hMSC zeigte sich bei Endothelzellen (HUVEC), dass die Migration Cathepsin X-
defizienter HUVEC durch hEZM-beschichtete Membranen reduziert ist (Lechner et al. 2006). Auch
bei der Migration/Invasion von Magenkarzinomzellen konnte eine Beteiligung des Cathepsin X
nachgewiesen werden (Krueger at al. 2005). Diese Unterschiede konnten eventuell auf die erhéhte

Cathepsin X-Expression in Endothel- und Tumorzellen im Vergleich zu hMSC zuriickzufiihren sein.

Eine weitere Arbeitsgruppe versuchte durch Cathepsin X-Uberexpression in T-Lymphozyten eine
Beteiligung dieser Protease an der Zellmigration zu erforschen. Da eine vermehrte Migration der
T-Lymphozyten ohne Degradation der EZM erzielt wurde, vermuteten die Autoren eine durch

Cathepsin X verursachte Aktivitdtsdnderung des Integrin B, Rezeptors LFA-1 (Jevnikar et al. 2008).

Eine vermehrte Invasion von Melanomzellen wurde durch eine vermehrte Induktion von Metallopro-
teasen (MMP) und nicht durch Cysteinproteasen erklart (Bafettiet al. 1998). Eine Interaktion der
Metalloproteasen mit dem Integrin o,f; wurde ebenfalls in Melanomzellen gezeigt. Brooks et al.
(1996) beschrieben, dass die MMP-2 auf der Oberflache invasiver Zellen lokalisiert ist und durch eine

Interaktion mit dem Integrin den EZM-Abbau und somit die Invasion der Zellen ermoglicht.
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Da kiirzlich Ries et al. (2007) eine essentielle Bedeutung von diversen Metalloproteasen fiir die
Invasivitdt von hMSC belegt haben, kénnten auch in unseren Experimenten diese Proteasen vorrangig

fiir die Migration der hMSC verantwortlich gewesen sein.

Die Tatsache, dass in Tumorzellen die Cathepsin X-Expression um einiges hoher liegt als in hMSC
sowie die Mdglichkeit, dass erst das Zusammenspiel mehrerer Cathepsine einen Effekt bewirkt und
dass die Ausschaltung nur eines einzigen Cathepsins keine relevante Auswirkung auf die Migration
der hMSC hat, konnten weitere Griinde fiir unsere Ergebnisse sein. Da nach Vitronektinstimulation
der hMSC neben Cathepsin X auch Cathepsin B vermehrt freigesetzt wird und bereits eine Beteiligung
des Cathepsin B bei der Migration von Zellen wie z.B. den Keratinozyten im Rahmen einer
Wundheilung nachgewiesen wurde (Biith et al. 2004), sollte in zukiinftigen Versuchen gekléart werden,
ob eventuell erst eine gemeinsame Niederregulation dieser beiden Proteasen die Migration der hMSC

signifikant reduzieren kann.

F.5  Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Regulationsmechanismen lysosomaler Cysteinproteasen durch
extrazelluldre Matrixproteine erstmals in hMSC untersucht. Hierbei zeigte sich eine deutliche
Hochregulation der mRNA zahlreicher Cathepsine nach Stimulation der hMSC mit verschiedenen
EZM-Proteinen. So konnte eine erhohte Expression u.a. von Cathepsin B und K nach Stimulation der
hMSC mit Vitronektin belegt werden. Desweiteren konnte eine vermehrte Freisetzung von
(Pro)Cathepsin B und X durch Vitronektinstimulation nachgewiesen werden, nicht jedoch nach
Stimulation mit Kollagen I oder Laminin. Es muss jedoch betont werden, dass mit dieser Versuchs-
anordnung nicht zwischen einer vermehrten Freisetzung und einer verminderten Aufnahme der
Cathepsine unterschieden werden kann. Dazu sollten Exo- und Endozytosemechanismen mit

rekombinanten markierten (z.B. biotinylierten) Cathepsinen untersucht werden.

Die Suche nach den Bindungsmechanismen zwischen hMSC und (Pro)Cathepsin X bzw. EZM-Protei-
nen war ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit. In diesem Kontext war bereits
bekannt, dass Vitronektin liber sein RGD-Motiv an das Integrin a,[3; bindet. Unsere Daten zeigten zum
einen, dass dies auch fiir hMSC zutrifft und zum anderen, dass auch Procathepsin X eine RGD-

abhéngige Bindung mit hMSC eingeht.

Integrine sind nicht nur bei der Zelladhésion von Bedeutung, sondern gewahrleisten auch die bidirek-
tionale Signalweiterleitung. Signaltransduktionswege der hMSC wurden sowohl nach Vitronektin- als
auch nach Procathepsin X-Stimulation untersucht und es zeigte sich, dass bei der Signalweiterleitung

vor allem der ERK-Signalweg eine Rolle spielt. Ausgehend von diesen Daten sollten in weiteren
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Versuchen, z.B. durch Stimulation mit diversen anderen Cathepsinen oder Inkubation mit dem
Integrin o,p;-Antikdrper, die Bedeutung der Integrin-vermittelten Signalwege fiir die Adhésion,

Migration und Differenzierung der hMSC geklért werden.

Vor diesem Hintergrund sollen in Zukunft mdgliche Auswirkungen von diversen gegen Cathepsine
gerichteten Tumortherapiestrategien auf Stammzellen analysiert werden. Dabei miissen vor allem
Mechanismen untersucht werden, die aus therapeutischer Sicht eine bessere Mobilisierbarkeit von
Stammzellen fiir die Geweberegeneration gewahrleisten, ohne dass dabei eventuelle Tumorprozesse

initiiert bzw. beschleunigt werden.
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