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A Zusammenfassung

Cysteinproteasen, zu denen zahlreiche Cathepsine zidhlen, spielen eine wichtige Rolle in
(patho)physiologischen Prozessen, die mit Gewebedestruktion verbunden sind. In diesem
Kontext wurden vor allem Cathepsin B extrazellulare Funktionen bei der Tumorinvasion und
-metastasierung zugeschrieben. Es hdufen sich jedoch Hinweise darauf, dass auch Cathepsin
X an invasiven Vorgédngen beteiligt ist.

Cathepsin X wird unter anderem in Zellen der Immunabwehr sowie in maligne entarteten
Organzellen stark exprimiert. Eine erhohte Expression des Enzyms wurde vor allem beim
Prostatakarzinom beschrieben. Zu Beginn dieser Arbeit war jedoch wenig iiber die Mecha-
nismen bekannt, die fiir diese Uberexpression verantwortlich ist. Durch Stimulationsversuche
konnte in einem Prostatakarzinom-Zellmodell (LNCaP) gezeigt werden, dass weder das
Androgen Testosteron, welches essentiell fiir die Entwicklung eines Prostatakarzinoms ist,
noch Proteine der extrazellularen Matrix (EZM) in der Lage sind, die intra- und extrazellulédre
(Pro)Cathepsin X-Konzentration zu steigern.

Ob Cathepsin X bei der Tumorinvasion eine maB3gebliche Rolle spielt, war zu Beginn der vor-
liegenden Arbeit ebenfalls weitgehend unbekannt. Deshalb wurde die Protease unter Anwen-
dung der siRNA-Technik in Prostatakarzinomzellen (PC-3) herunter reguliert und die Zellen
im Anschluss auf ihr Invasionsvermogen analysiert. Dabei konnte nach Niederregulation von
(Pro)Cathepsin X eine signifikant verminderte Invasivitit der Zellen beobachtet werden. Da
dieses Enzym nur Carboxypeptidase-Aktivitit besitzt, muss eine Beinflussung der
Zellinvasivitit durch direkte Degradation der EZM allerdings ausgeschlossen werden. Eine
mogliche Wirkweise wire, dass Procathepsin X {iber dessen RGD-Sequenz an
Zelloberflachenrezeptoren bindet und durch Aktivierung von Signaltransduktionswegen die
Invasionsfahigkeit der Zellen beeinflusst. In Versuchen mit humanem Plasma und konditio-
niertem Zellmedium konnte gezeigt werden, dass Procathepsin X extrazelluldr vorkommt und
somit theoretisch RGD-abhéngig an Adhésionsmolekiile vom Integrin-Typ binden kann.

Im Verlauf dieser Arbeit mehrten sich auch Hinweise darauf, dass Procathepsin X in der Lage
ist an EZM- und Plasmaproteine zu binden. Experimente mit rekombinanten Komponenten
zeigten eine eindeutige Interaktion mit dem EZM-Protein Fibronektin. Zudem scheint Pro-
cathepsin X mit dem Serpin o;-Antitrypsin einen SDS-stabilen Komplex zu bilden. Die ent-
sprechenden Bindungsstellen miissen in weiteren Versuchen identifiziert sowie die bio-
logische Bedeutung dieser Interaktionen ermittelt werden.
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B Einleitung

B.1 Das Prostatakarzinom

In Deutschland erkranken jdhrlich ca. 58500 Minner neu an einem Prostatakarzinom und
somit liegt die Erkrankung auf Platz 1 der malignen Neoplasien beim Mann (wobei die Ten-
denz steigend ist). Pro Jahr versterben ca. 11100 Patienten an dieser Krankheit, was etwa
jedem dritten Krebstoten in Deutschland entspricht (ROBERT-KOCH-INSTITUT &
KREBSREGISTER, 2010). In den USA ergibt sich ein dhnliches Bild mit ca. 240000 erwarteten
Neuerkrankungen fiir 2011 und ca. 33000 erwarteten Todesfédllen. Damit liegt auch hier das
Prostatakarzinom an der Spitze der Malignome beim Mann und ist dort fiir jeden zweiten
Krebstoten verantwortlich (AMERICAN-CANCER-SOCIETY, 2011).

B.1.1 Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Prostatakarzinoms

Fiir die Entstehung des Prostatakarzinoms wurden eine Reihe von Risikofaktoren identifiziert.
Dazu gehoren das Alter, die genetische Pridisposition und die ethnische Herkunft
(AMERICAN-CANCER-SOCIETY, 2011). Die Erkrankung kommt bei Ménnern unter 50 Jahren
praktisch nicht vor (ROBERT-KOCH-INSTITUT & KREBSREGISTER, 2010). Fiir die wenigen
Fille, in denen die Patienten jiinger sind, wird eine genetische Pradisposition diskutiert. Als
gesichert gilt das H(eriditary) P(rostate) C(ancer) 1-Gen, welches auf dem Chromosom 1q24-
25 lokalisiert ist (SMITH et al., 1996). In den letzten Jahren gelangte auch der Genlocus 8q24
ins Visier der Forschung (SUN et al., 2008; YEAGER et al., 2007). Fiir das Vorliegen
genetischer Zusammenhédnge spricht auch die unterschiedliche Héufigkeit des Prostata-
karzinoms in den verschiedenen ethnischen Gruppen. So liegt die Inzidenz bei Afro-Amerika-
nern ca. 40 — 60fach hoher als bei Asiaten (HSING & DEVESA, 2001; HSING et al., 2000). In
Nordamerika und Nordeuropa ist die Krankheit hdufig, wihrend sie in Asien und Siidamerika
eher selten vorkommt (AMERICAN-CANCER-SOCIETY, 2011).

Weniger genau untersucht sind die Risikofaktoren Ubergewicht im Zusammenhang mit fett-
und kalorienhaltiger Erndhrung, Bewegungsmangel und Rauchen (ROBERT-KOCH-INSTITUT &
KREBSREGISTER, 2008). Unter Beriicksichtigung der Parameter PSA (Prostata-spezifisches
Antigen) und Prostatavolumen scheint ein Body-Mass-Index >30 ein signifikanter Risiko-
faktor fiir die Entwicklung eines Prostatakarzinoms zu sein (FREEDLAND et al., 2008). Auch
Pestizide und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe werden mittlerweile als
potenzielle Ausloser angesehen (CLAPP et al., 2008).



B FEinleitung 3

B.1.2 Hormone als Einflussfaktoren auf die Karzinogenese des Prostata-
karzinoms

Bereits 1941 wurden die ersten Zusammenhiinge zwischen dem Prostatakarzinom und Andro-
genen beobachtet (HUGGINS & HODGES, 1941). Testosteron ist der Hauptvertreter der Sexual-
hormone beim Mann in der Blutzirkulation. Die hochste biologische Aktivitidt erreicht das
Hormon in Form von Dihydrotestosteron (DHT). Gleichzeitig ist DHT der Hauptvertreter der
Androgene im Zellkern (HSING et al., 2002). Es entsteht unter dem Einfluss der 5a-Reduktase
(Abb. B.1). Hauptproduktionsorte fiir DHT sind der Hoden und die Prostata. Hier finden sich
im Vergleich zum Plasma auch deutlich héhere DHT-Konzentrationen (HSING et al., 2002).

Sa-
=N
Reduktase ‘
R :

it
Testosteron Dihydrotestosteron

Abbildung B. 1 Umwandlung von Testosteron in Dihydrotestosteron

Die Wirkungen von Testosteron sind vielfiltig: es fordert das Wachstum und die Differen-
zierung von Prostata, Samenleiter, Vesikulardriisen und Penis sowohl wihrend der Embryo-
genese, als auch nach der Geburt. Wihrend der Pubertit fordert es die Ausbildung sekundérer
Geschlechtsmerkmale wie Bartwuchs, virile Behaarung, VergroBerung des Kehlkopfs und
Verdickung der Stimmbinder. Weitere Funktionen sind Stimulation der Erythropoetin-
Synthese, des Wachstums der Pektoralmuskulatur, Férderung der Libido und Potenz, sowie
Induktion der Spermatogenese (LOFFLER & PETRIDES, 2003).

In der Prostata wirkt Testosteron durch Diffusion in die Zelle und anschlieBender Umwand-
lung zu DHT. Dieses bindet seinerseits an den intrazelluldren, zytosolischen DHT-Rezeptor,
der zur Superfamilie der Steroidrezeptoren zdhlt. Der entstandene DHT-Rezeptorkomplex
gelangt in den Zellkern und bindet dort an die DNA der Prostatazellen. Diese Bindung
induziert sowohl DNA-Synthese als auch die Zellproliferation (HSING et al., 2002).

Huggins und Hodges beschrieben bereits 1941 die essentielle Rolle von Testosteron in der
Entwicklung des Prostatakarzinoms als sie nachwiesen, dass Kastration die Krankheits-
progression verlangsamt und die Hormonapplikation zu einer Beschleunigung der Karzino-
genese fithrt (HUGGINS & HODGES, 1941; LUCIA et al., 1998). Nicht sicher nachgewiesen
werden konnte bisher ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Serumtestosteronwerte und
dem Risiko fiir ein Prostatakarzinom. Wihrend in einem Grof3teil der aktuelleren Studien kein
Zusammenhang gefunden werden konnte (SEVERI et al., 2006; STATTIN et al., 2004; TSAI et
al., 2006; WEISS et al., 2008), sehen andere eine leichte Korrelationen (TRAVIS et al., 2007)
oder sogar signifikante Zusammenhinge (GANN et al., 1996; PARSONS et al., 2005).
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Auch in Bezug auf DHT sind die Ergebnisse uneinheitlich. Neben den Studien, die einen
Zusammenhang zwischen dem Hormonspiegel und dem Karzinomrisiko sehen wollen
(EATON et al., 1999) und solchen, die es nicht tun (GANN et al., 1996; WIREN et al., 2007),
fallt eine Arbeit auf: ein erniedrigter DHT-Wert scheint bei diagnostiziertem
Prostatakarzinom auch ein vermindertes Uberleben zur Folge zu haben (KJELLMAN et al.,
2008).

Neben dem Testosteron sind noch weitere Hormone identifiziert worden, die Einfluss auf
Wachstum, Metastasierung und Prognose des Prostatakarzinoms nehmen. So wird das weib-
liche Sexualhormon Ostrogen und seine Derivate in der Antiandrogen-Therapie des Prostata-
karzinoms eingesetzt. Hohe Insulinspiegel scheinen die Prognose der Erkrankung zu
verschlechtern (HAMMARSTEN & HOGSTEDT, 2005), Leptin wirkt hemmend auf die Invasions-
fahigkeit der Tumorzellen (DEO et al., 2008; MISTRY et al., 2008) und Cholecalciferol fiihrt zu
einer verminderten zelluldren Proliferation (BLUTT & WEIGEL, 1999).

B.1.3 Diagnostik und Therapie des Prostatakarzinoms

Bei der Diagnostik maligner Erkrankungen spielt die frithe Diagnosestellung eine entschei-
dende Rolle. Dabei sind effiziente Screening-Methoden von grofler Bedeutung. Fiir das
Prostatakarzinom hat sich bis heute das sogenannte ,,Prostata-spezifische Antigen* (PSA) als
Parameter etabliert. Hierbei handelt es sich um eine Serinprotease, deren physiologische
Aufgabe wohl in der Verfliissigung der Samenfliissigkeit liegt (LILJA, 1985). Vorteil dieses
Enzyms als Screeningparameter ist seine Spezifitit fiir die Prostata. Der Nachteil von PSA ist,
dass es nicht ausschlieBlich vom Prostatakarzinom gebildet wird, sondern auch bei Normal-
befunden oder der benignen Prostatahyperplasie (BPH) erhohte Werte aufweisen kann (LILJA
et al., 2008). In der Kritik steht die Protease auch, weil die Inzidenz des Prostatakarzinoms
seit ihrer Einfithrung als Screeningparameter zwar stark gestiegen, die Mortalitdt jedoch
nahezu unverdndert geblieben ist (DAMBER & AUS, 2008). Dieser ,,Uberdiagnostik“ von
Erkrankungen, die auch ohne Therapie nie einen Einfluss auf die Lebenserwartung des
Patienten genommen hétten (LILJA et al., 2008), steht gegeniiber, dass eine friihzeitige
Diagnosestellung die Gefahr eines metastasierenden oder todlichen Krankheitsverlaufes um
27% senkt (SCHRODER, 2009).

Die Tatsache, dass PSA auch unabhidngig vom Prostatakarzinom erhohte Werte aufweisen
kann, fiihrte zu einer intensiven Suche nach alternativen Biomarkern fiir die maligne Ent-
artung der Vorsteherdriise. Vor allem im Urin finden sich einige vielversprechende Molekiile,
die das PSA ablosen oder ergdnzen konnten. Bisher hat aber keiner dieser Parameter den
Sprung in die klinische Anwendung geschafft (STEUBER et al., 2007).

Neben der PSA-Bestimmung sieht die Leitlinie zur Prostatakarzinom-Friiherkennung auch
eine digitale rektale Untersuchung vor. Eine knotige Verianderung des Organs wird als Hin-
weis auf ein Karzinom angesehen, wobei diese Methode nur einen geringen Prozentsatz an
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Karzinomen aufdeckt und daher zur Fritherkennung untauglich ist (DEUTSCHE-
KREBSGESELLSCHAFT, 2002).

Nach auffilligen Ergebnissen in der PSA-Bestimmung und der Tastuntersuchung schlieen
sich weitere diagnostische Schritte an. Da die endgiiltige Diagnose durch Aufarbeitung histo-
logischer bzw. zytologischer Proben gestellt wird, werden transrektal ultraschallkontrolliert
Biopsien entnommen. Standard sind heute sechs unterschiedliche Entnahmen vornehmlich in
lateralen Organregionen. Mittlerweile wird eine Erhohung der Probenzahl auf acht oder zwolf
propagiert (DAMBER & AUS, 2008). Nach histo- bzw. zytologischer Diagnosestellung erfolgt
das Grading des Karzinoms nach dem sogenannten Gleason-Score (GLEASON & MELLINGER,
1974). Dieser kann Werte von 2 bis 10 annehmen, wobei ein hoher Wert einer schlechten
Differenzierung des Tumors entspricht und mit einer negativen Prognose der Erkrankung
korreliert.

Die Wahl des Therapieregims hiangt vom Stadium der Erkrankung ab. Fiir die Auswahl des
geeigneten Verfahrens unterscheidet man heute vier Entititen des Prostatakarzinoms: das
lokal begrenzte Karzinom, das kapsel-iiberschreitende Karzinom ohne Absiedelung, das
metastasierte Karzinom und das hormon-refraktire Karzinom (DAMBER & AUS, 2008). Im
Falle eins streng auf die Prostata begrenzten Tumorgeschehens haben sich folgende thera-
peutische Optionen etabliert: Aktives Beobachten, eine radikale Prostatektomie oder Strahlen-
therapie. Die auf den ersten Blick befremdliche Methode des aktiven Zuwartens begriindet
sich auf der hohen Zahl an diagnostizierten Prostatakarzinomen, die nie klinisch apparent
werden und deren Triger haufig an den Folgen ganz anderer Erkrankungen versterben. Es
handelt sich dabei also vor allem um eine Option fiir den &lteren Patienten mit per se einge-
schriankter Lebenserwartung (DAMBER & AUS, 2008).

Bei bereits fortgeschrittener Erkrankung (Organkapsel iiberschritten, Fernmetastasen) gibt es
die Moglichkeiten der Bestrahlung, der ablativen Hormontherapie (Ausschaltung der testi-
kuldren Androgene auf medikamentosem oder chirurgischem Weg) und der Chemotherapie
mit Docetaxel. In Zukunft konnten auch Inhibitoren der Angiogenese sowie moglicherweise
Impfstoffe neue Fortschritte bringen (DAMBER & AUS, 2008).

B.14 Metastasierung des Prostatakarzinoms

Die Metastasierung stellt einen kritischen Punkt im Verlauf des Prostatakarzinoms dar. Bei
einem auf die Prostata begrenzten Malignom konnen Therapien mit kurativem Ansatz zum
Einsatz gebracht werden. Sobald Absiedelungen in Lymphknoten oder weiter entfernten
Geweben vorliegen, ist nur noch mit palliativer Intention zu therapieren, da ein metastasiertes
Prostatakarzinom nicht mehr heilbar ist (DAMBER & AUS, 2008).

Die Ausbreitung des Tumors erfolgt zunichst in die benachbarten Beckenlymphknoten und
von dort weiter entlang des Lymphabflusses. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Lymphknotenmetastasen korreliert mit der GroBe des Primértumors. Bei klinisch inap-
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parenten Tumoren (T1 nach TNM-KIlassifikation) liegt die Wahrscheinlichkeit bei 25%, dass
bereits lymphatische Absiedelungen erfolgt sind. Wenn beide Prostatalappen betroffen sind
(T2), steigt die Wahrscheinlichkeit auf 35%, ist die Organkapsel bereits durchbrochen (T3),
liegt das Risiko bei 75%. Eine Tumorstreuung auf himatogenem Weg in Leber und Lunge
findet nur selten statt (RIEDE et al., 2004).

Abgesehen von den Lymphknoten ist das Skelett der hiufigste Ort fiir eine Metastasierung
des Prostatakarzinoms (BUSSARD et al., 2008). Typischerweise fithren diese Tumor-
absiedelungen zu einer vermehrten Knochenbildung im Bereich des Metastasengewebes und
werden deshalb als osteoblastische Metastasen bezeichnet. Der genaue Mechanismus, welcher
dieser vermehrten Knochenbildung durch das Metastasengewebe zugrunde liegt, ist jedoch
noch weitgehend unbekannt (BUSSARD et al., 2008).

B.2 Die extrazellulare Matrix

Die extrazellulire Matrix (EZM) ist ein komplexer Verbund bestehend aus interstitiellen
Substanzen, in welchem die Zellen des Organstromas eingebettet sind. Sie ist bestimmend fiir
die Struktur und Funktion des Bindegewebes und beeinflusst somit auch die Organfunktion
(HYNES, 2009). Die Funktion einer Zelle ist unter anderem von seiner Interaktion mit der
umgebenden extrazelluldaren Matrix gepréagt. In diesem Zusammenhang gilt eine intakte
Organstruktur als effizienter Tumorsuppressor. Im Umkehrschluss kann eine veridnderte EZM
das maligne Krankheitsgeschehen beeinflussen (NELSON & BISSELL, 2006). Zudem stellt sie
im Prozess der Metastasierung eine Barriere fiir die entarteten Zellen auf dem Weg zur erfolg-
reichen Absiedelung dar.

B.2.1 Aufbau der extrazelluliren Matrix

Funktionell ldsst sich die EZM in eine amorphe Grundsubstanz und die Bindegewebsfasern
untergliedern. Dabei geben die Bindegewebefasern die Struktur der Matrix vor und die
Grundsubstanz gewihrleistet den Transport von Gasen, Nihrstoffen, Metaboliten und Abbau-
produkten (HYNES, 2009).

Die spezifische Zusammensetzung der Prostata-EZM ist bisher wenig untersucht. Lediglich
iiber die Zusammensetzung der Basallamina als Trennschicht zwischen Organepithel und
Organstroma existiert eine exakte Vorstellung. So finden sich dort Kollagen IV und VII sowie
Laminine als Vertreter der Bindegewebsfasern. Die amorphe Grundsubstanz in der Basal-
lamina der Prostata besteht aus Vitronektin, Fibronektin, Hyaluronsidure und einigen fiir diese
Arbeit unwichtigen Proteinen.

Im Rahmen der malignen Entartung der Prostata, verdndert sich die Zusammensetzung der
EZM, insbesondere der Basallamina. Es kommt dabei zum Verlust an Laminin 5, Kollagen IV
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und VII. Dem gegeniiber steht eine vermehrte Expression von Hyaluronsdure und Tenascin D
(Ubersicht in STEWART et al., 2004 und NAGLE, 2004). Im Folgenden sollen die Kompo-
nenten der EZM mit Relevanz fiir die vorliegende Arbeit etwas genauer beschrieben werden.

B.2.1.1 Bindegewebsfasern

Kollagen I ist der hiufigste Vertreter der Kollagene und das Hauptprotein des Knochen-
gewebes (BUCKWALTER & COOPER, 1987). Eine vermehrte Bildung dieses Proteins steht
klinisch vor allem mit Keloidbildung, Sklerosen, Skorbut und Fibrosen im Zusammenhang
(FELSENBERG, 2001). Bei der Glasknochenkrankheit (Ostegenesis imperfecta) liegt dagegen
eine Synthesestérung von Kollagen I vor (Ubersicht in RAUCH & GLORIEUX, 2004). Fiir das
Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass entartete Prostatazellen, die auf Kollagen I
kultiviert wurden, ein verdndertes Genexpressionsmuster aufweisen. Dies betrifft vor allem
Gene der zelluldren Signaltransduktion, des Metabolismus und der Gen-Translation und
-Transkription (KIEFER et al., 2004).

Kollagen IV wurde 1966 von Kefalides (KEFALIDES, 1966) erstmalig beschrieben. Im Gegen-
satz zu den meisten anderen, mehr oder weniger ubiquitir vorkommenden Kollagenen, ist
Kollagen IV ausschlieBlich in der Basallamina vorhanden (KHOSHNOODI et al., 2008).
Prostatakarzinomzellen sind in der Lage, an dieses Kollagen zu binden und dadurch Prozesse
wie Zellproliferation, -differenzierung, -iiberleben und -migration zu beeinflussen
(KHOSHNOODI et al., 2008). Storungen der Kollagen IV-Synthese machen sich klinisch vor
allem in Form des Alport-Syndrom und des Good-Pasture-Syndrom bemerkbar (KHOSHNOODI
et al., 2008). Beiden gemeinsam ist der Befall der Niere mit konsekutiver Zerstorung der
Nierenfunktion. Durch diese Funktionsstorung kann die Rolle der glomeruliren Basal-
membran als Plasmafilter nicht aufrecht erhalten werden.

Laminine sind eine Familie von Glykoproteinen, die zusammen mit Kollagen IV den Haupt-
bestandteil der Basalmembran bilden. Die Vertreter dieser Proteinfamilie entstehen als
Heterotrimere aus -, f- und y-Ketten (COLOGNATO & YURCHENCO, 2000). Die Funktionen
der Laminine erstrecken sich von der Formgebung der EZM iiber Beeinflussung der Zell-
proliferation, -adhésion, -migration und -differenzierung bis hin zur Wundheilung (TzZU &
MARINKOVICH, 2008). Eine gestorte Laminin-Synthese duflert sich klinisch in Form der kon-
genitalen Muskeldystrophien und der sogenannten Epidermolysis bullosa juctionalis
(Umgangssprachlich auch Schmetterlingshaut genannt), einer Hauterkrankung mit Blasen-
bildung in der Lamina lucida der Basalmembran (MOLL, 2005; TZU & MARINKOVICH, 2008).

B.2.1.2 Proteine der amorphen Grundsubstanz

Fibronektin wird von vielen Zelltypen sezerniert. Wihrend das 16sliche Fibronektin im
Plasma und anderen Korperfliissigkeiten vorkommt, ist die unldsliche Form Bestandteil der
EZM. Das Fibronektin-Molekiil ist ein Dimer aus nahezu identischen Polypeptidketten, die
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tiber Disulfidbriicken verbunden sind. So wird ein Molekulargewicht von ca. 250 kDa
erreicht. Zwar existiert fiir Fibronektin nur ein Genort, jedoch konnen auf Grund von
alternativem Spleiflen 20 verschiedene Formen des Molekiils unterschieden werden (PANKOV
& YAMADA, 2002).

Die Funktionen von Fibronektin sind vielfiltig: sie reichen von der Kontrolle der Zellmor-
phologie, der Zellmigration und -proliferation (DARRIBERE & SCHWARZBAUER, 2000) bis hin
zu einer malBgeblichen Rolle bei der Wundheilung (VALENICK et al., 2005). Die
Aminosduresequenz  Argenin-Glycin-Aspartat (das sogenannte RGD-Motiv) in der
Primérstruktur des Fibronektin ermoglicht dessen Bindung an Integrinrezeptoren der Zellen
und somit die Vermittlung zelluldrer Funktionen (PANKOV & YAMADA, 2002). Defekte des
Fibronektin-Gens fiihren in der Regel zu dessen Inaktivierung und damit zum Tod in der
Embryonalphase (PANKOV & YAMADA, 2002). Im Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom
ist bekannt, dass Kultivierung von Karzinomzellen auf Fibronektin eine Verminderung der
Proliferation und Apoptose bewirkt (MORGAN et al., 2000).

Ein weiteres hédufiges Protein der amorphen Grundsubstanz ist Osteopontin, welches vor
allem von Osteoblasten und Osteoklasten synthetisiert (WAI & Kuo, 2008) wird. Es ist jedoch
auch im Pankreas, der Lunge, dem Speichel- und Schweilldriisen sowie in Blut, Milch und
Urin zu finden (RODRIGUES et al., 2007). Osteopontin vermittelt in erster Linie die Haftung
der Osteoblasten und -klasten an der Knochenmatrix und kontrolliert den Mineralisierungs-
grad des Knochens. Wie bereits fiir Fibronektin beschrieben, kann auch Osteopontin iiber ein
RGD-Motiv an Adhésionsmolekiile binden und auf diesem Weg die intrazelluldre Signal-
transduktion beeinflussen (RODRIGUES et al., 2007). Osteopontin wird von vielen Karzinomen
tiberexprimiert und wird nach heutigem Wissenstand als Biomarker fiir einen fortgeschrit-
tenen Krankheitsverlauf und Mediator der Metastasierung angesehen. Aus diesem Grund wird
es mittlerweile auch als Zielfaktor zur therapeutischen Beeinflussung neoplastischer Prozesse
evaluiert (WAI & Kuo, 2008).

B.2.3 Die Rolle der extrazelluliren Matrix bei der Tumorinvasion

Charakteristisch fiir eine maligne Erkrankung ist das Bestreben, mit zunehmender Tumor-
grofle Absiedlungen in Lymphknoten, Knochen und entfernten Organen zu bilden. Hierfiir
miissen einzelne Tumorzellen durch das Organstroma migrieren und in Lymph- und/oder
Blutgefi3e einbrechen. Der Vorgang der Metastasierung ist dabei ein mehrstufiger Prozess,
der mit der Induktion der Angiogenese beginnt. Dadurch werden die Erndhrung und der
Abtransport der Stoffwechselprodukte der wachsenden Tumormasse sichergestellt. Gleich-
zeitig steigt die Wahrscheinlichkeit, dass eine Tumorzelle Anschluss an ein Blutgefil3
gewinnt. Die Schritte einer Metastasierung sind in der Abb. B.2 schematisch dargestellt
(STEWART et al., 2004; WOODHOUSE et al., 1997).
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Abbildung B.2 Schematische Darstellung der einzelnen Schritte zur Metastasierung einer malignen
Erkrankung

In den oben beschriebenen Prozessen spielt die EZM eine zentrale Rolle. Sie stellt mit der
Basalmembran die erste groe Barriere des Tumors auf dem Weg zur Metastasierung dar.
Sowohl beim Verlassen des Primérorgans als auch beim Etablieren der Metastase im Lymph-
knoten oder in anderen Organen findet eine Interaktion der Tumorzellen mit der EZM statt.
Dies bewirkt einen Abbau der Matrix und einen Ubertritt der Tumorzellen in die Blut-
zirkulation. Trotz groBer Tumormassen bilden nur 0,05% der Zellen, die es in die Blutzirku-
lation schaffen, erfolgreich eine Metastase (WOODHOUSE et al., 1997).

B.3 Proteasen

Die Ausbildung von Metastasen ist fiir die Heilungschancen des Prostatakarzinoms und die
damit verbundene Lebenserwartung der betroffenen Patienten der maBgebliche Wendepunkt
im Erkrankungsverlauf. Der Abbau der extrazelluldren Matrix und die Zellmigration stellen
die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Metastasierung dar. Proteolytische Enzyme
(Proteasen), die fiir den Abbau der EZM verantwortlich sind, spielen deshalb im Krankheits-
geschehen eine wichtige Rolle.

B.3.1 Klassifikation der Proteasen

Proteasen sind Enzyme, die in der Lage sind, den Abbau von Proteinen durch Hydrolyse von
Peptidbindungen zu katalysieren. Deshalb werden sie synonym auch als Peptidasen bezeich-
net. Die Nomenklatur aller Enzyme richtet sich nach der Liste des Nomenclature Committee
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology* (NC-IUBMB). Diese
Liste wurde 1992 erstmalig veroffentlicht und seither stindig aktualisiert (aktuelle Liste unter
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Die Einteilung der Enzyme basiert dabei auf
der Art der katalysierten Reaktion.

Erginzend zur NC-IUBMB-Klassifikation entwarfen Rawlings & Barrett 1993 ein System zur
spezifischeren Gliederung der Proteasen. Die Grundlagen dieser Klassifikation sind struk-
turelle und evolutiondre Gemeinsamkeiten der Enzyme (RAWLINGS & BARRETT, 1993).
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Darauf basierend entwickelte sich 1996 die MEROPS-Datenbank fiir Proteasen
(http://merops.sanger.ac.uk). In dieser Datenbank werden die Proteasen in sechs Haupt-
gruppen eingeteilt, wobei die Zuordnung auf der Beschaffenheit des aktiven Zentrums basiert.
So ergibt sich die Untergliederung in Aspartyl (A)-, Cystein (C)-, Glutamat (G)-, Metallo
(M)-, Threonyl (T)- und nicht klassifizierte (U)-Proteasen.

Beziiglich der zu spaltenden Peptidbindung wird bei Proteasen zwischen Exo- und
Endopeptidasen unterschieden. Wihrend Exopeptidasen einzelne Aminosduren oder kurze
Oligopeptide vom C- oder N-Terminus des Proteins abspalten, hydrolysieren die Endo-
peptidasen interne Peptidbindungen.

B.3.2 Cathepsine als Untergruppe der Cysteinproteasen

Neben den Serin- und Matrixmetalloproteasen stellen Cysteinproteasen eine bedeutende
Enzymgruppe fiir den Abbau der extrazelluldren Matrix dar. Zu den Cysteinproteasen gehoren
die sogenannten Cathepsine sowie die Caspasen und Calpaine. Der Begriff ,,Cathepsin
wurde von Willstitter und Bamann 1929 fiir eine Protease mit pH-Optimum im schwach
sauren Bereich eingefiihrt (WILLSTATTER & BAMANN, 1929). Im spiteren Verlauf konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei den von Willstitter als ,,Cathepsine* bezeichneten
Enzymen um verschiedene Klassen von Proteasen handelt, die in den Lysosomen lokalisiert
sind (COFFEY & DE DUVE, 1968).

B.3.2.1 Funktionen von Cathepsinen

Cathepsine werden von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellarten exprimiert, darunter
Fibroblasten, Osteoklasten, Granulozyten, Lymphozyten, Mastzellen und Endothelien
(MOHAMED & SLOANE, 2006). Lisst man die Endothelzellen auBler Acht, ergeben sich somit
zwei groBe Zellgruppen: Bindegewebszellen und Zellen der Immunabwehr. Dabei fillt auf,
dass einige Vertreter dieser Cysteinproteasen nahezu ubiquitdr vorkommen (Cathepsin B, H
und L), andere dafiir gewebespezifisch exprimiert werden (z.B. Cathepsin W in T-
Lymphozyten).

Die physiologischen Funktionen der Cathepsine sind vielféltig. Dies liegt nicht zuletzt an der
Tatsache, dass die Proteasen nicht nur in den Lysosomen aktiv sind, sondern auch in den
extrazelluldren Raum freigegeben werden konnen, um dort Proteine zu hydrolysieren (REDDY
et al., 1995). Neben dem allgemeinen Abbau von Proteinen sind Cathepsine an der Antigen-
prasentation iiber MHC-II-Molekiile (Cathepsin L, S und F), dem belastungsabhéngigen
Knochenumbau (Cathepsin K) sowie der Prozessierung von Thyreoglobulin (und der damit
verbundenen Freisetzung von Schilddriisenhormonen) beteiligt [Cathepsin K, B und L;
(BOSSARD et al., 1996; NAKAGAWA et al., 1998; SH1 et al., 1999; TEPEL et al., 2000)].
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Weitere Funktionen der Cathepsine erschliefen sich durch knockout-Studien an Méusen und
Enzymdefizienzen beim Menschen. Das spezifische Ausschalten von Cathepsin L fiihrte bei
Maiusen zu zyklischem Haarausfall, bedingt durch Storungen der Haarfollikel-Morphogenese
(ROTH et al., 2000). Zusétzlich lassen sich Verdnderungen am Herzmuskel nachweisen, die
gewisse Ahnlichkeiten mit dem Krankheitsbild der humanen Kardiomyopathie haben
(STYPMANN et al., 2002). Die Protease hat somit fiir die Haarfollikel-Bildung und im Stoff-
wechsel der Herzmuskelzellen eine grofe Bedeutung. Eine 1:1-Ubertragung dieser Ergebnisse
auf den Menschen ist jedoch schwierig, da das murine Cathepsin L eine hohere Sequenz-
identitdit zum humanen Cathepsin V im Vergleich zum humanen Cathepsin L aufweist
(BROMME et al., 1999).

Beim Menschen wurden lediglich Defizienzen der Cathepsine C und K beschrieben. Dabei
fiihren Mutationen des Cathepsin C-Gens zum sogenannten Papillon-Lefévre-Syndrom. Kern-
symptome dieser autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung sind Hyperkeratosen im Bereich
der Handfldichen und Fuflsohlen sowie eine Peridontitis (TOOMES et al., 1999). Bei einer
Cathepsin K-Defizienz kommt es zur so genannten Pyknodystosis, trivial auch Marmor-
knochenkrankheit genannt, einer ebenfalls autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung (GELB et
al., 1996). Charakteristisch fiir die Erkrankung sind: Kleinwuchs, Hypoplasie der Maxilla, ein
verzogerter Verschluss der Fontanelle, Neigung zu pathologischen Frakturen und eine erhohte
Knochendichte im Rontgenbild, die vor allem die Trabekel betrifft (SCHILLING et al., 2007).
Eine Cathepsin K-Uberfunktion wird unter anderem mit dem Auftreten einer Osteoporose
verkniipft. Deshalb wird der Cathepsin K-Inhibitor Odanacatib in klinischen Studien der
Phase III als potentielles Agens zur Behandlung der Osteoporose getestet (COSTA et al.,
2011).

B.3.2.2 Pathologische Funktionen der Cathepsine

Die Expression von Cathepsinen in vielen Zellen der Immunabwehr legt eine Bedeutung der
Proteasen in entziindlichen Prozessen nahe. Immunzellen miissen durch Migration zum
Entziindungsherd gelangen. Der dazu notwendige Abbau der EZM erfolgt unter anderem
durch extrazelluldr sezernierte Cathepsine. Detaillierte Untersuchungen existieren dabei fiir
entziindliche Erkrankungen an Knochen, Gelenken und der Haut: Inhibitoren der Cathepsine
S und K gelten als Hoffnungstréger fiir die Therapie der rheumatoiden Arthritis (YASUDA et
al., 2005). Zudem gibt es Anhaltspunkte, dass Cathepsin L eine Rolle bei der Entstehung von
entziindlichen Hauterkrankungen wie der Psoriasis (Schuppenflechte) und dem atopischen
Ekzem spielt (BYLAITE et al., 2006).

Das Phdnomen der Uberexpression von Cathepsinen im Rahmen maligner Erkrankungen
kann fiir eine Vielzahl von Tumoren beobachtet werden (Ubersicht in JEDESZKO & SLOANE,
2004). Fiir das Prostatakarzinom sind Uberexpressionen von Cathepsin B (FERNANDEZ ET AL.,
2001; SINHA ET AL., 1998; SINHA ET AL., 1995), Cathepsin S (FERNANDEZ ET AL., 2001),
Cathepsin K (BRUBAKER ET AL., 2003), Cathepsin H (WAGHRAY ET AL., 2002) und Cathepsin
X (NAGLER ET AL., 2004) nachgewiesen worden.
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Cathepsine konnen die maligne Entartung einer Zelle kausal bedingen (WANG et al., 2006)
oder durch Degradation der EZM Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasierung
unterstiitzen. Dabei kann der Abbau der EZM entweder direkt durch die Cysteinprotease
erfolgen oder indirekt durch Aktivierung anderer Proteasen. Als Ursachen fiir die Mehr-
bildung der Proteasen in Malignomen wurden Mechanismen wie alternatives Spleillen
(ARORA & CHAUHAN, 2002), posttranskriptionelle Modifikationen (BERQUIN et al., 1999) und
letztendlich auch Genamplifikationen (HUGHES et al., 1998; LIN et al., 2000) beschrieben. In
diesem Zusammenhang wurde bisher hauptsidchlich Cathepsin B untersucht. Fiir einen
GroBteil der iibrigen Cathepsine sind die Mechanismen der Uberexpression noch weitgehend
unbekannt (MOHAMED & SLOANE, 2006).

B.3.2.3 Die humane Cysteinprotease Cathepsin X

1998 wurde das humane Cathepsin X nahezu zeitgleich von zwei Forschungsgruppen
beschrieben (NAGLER & MENARD, 1998; SANTAMARIA et al., 1998). Wihrend die Gruppe um
Santamaria zunichst den Begriff Cathepsin Z prigte, wurde das Enzym von Nigler et al. als
Cathepsin X bezeichnet. Dieser Begriff setzte sich letztendlich auch durch, da bereits 1985
eine bovine Cysteinprotease beschrieben und als Cathepsin X bezeichnet wurde (GAY &
WALKER, 1985), welche eine hohe Homologie zur humanen cDNA-Sequenz der Protease
aufweist.

Cathepsin X unterscheidet sich in einigen Merkmalen von den iibrigen Cathepsinen. So
besitzt es mit einer Lange von 38 Aminosduren die kiirzeste Proregion aller Cysteinproteasen
der Papainfamilie. Eine wichtige Besonderheit der Cathepsin X-Proregion ist ihre Arginin-
Glycin-Aspartat-Aminosduresequenz (RGD-Motiv). Hieriiber ist das Enzym in der Lage an
den Vitronektinrezeptor Integrin o,f3, zu binden (LECHNER et al., 2006). Auch die Aktivitét
von Cathepsin X ist einzigartig unter den humanen Cathepsinen. Als Monopeptidyl-
Carboxypeptidase ist Cathepsin X lediglich in der Lage, einzelne Aminosduren vom C-
Terminus eines Proteins abzuspalten (NAGLER et al., 1999).

Das Vorkommen in Monozyten und zum Teil in Granulozyten (NAGLER et al., 2006) lédsst bei
Cathepsin X auf eine Beteiligung an entziindlichen Prozessen schlieBen. Im Rahmen einer
Polytraumatisierung kommt es bei den betroffenen Patienten zur Induktion von Entziindungs-
reaktionen (BAUE, 2000; MANNICK et al., 2001). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
es bei einem Polytrauma mit letztendlich letalem Verlauf zu einem signifikanten Anstieg der
Cathepsin X-Plasmakonzentration kommt (NAGLER et al., 2006). Daneben konnte
nachgewiesen werden, dass es bei einer Helicobacter pylori-induzierten Gastritis zu einer
Uberexpression von Cathepsin X kommt (KRUEGER et al., 2005). Diese Form der Magen-
schleimhautentziindung stellt eine Prikanzerose fiir das Magenkarzinom dar (SUERBAUM &
MICHETTI, 2002). Bei Untersuchungen von Magenkarzinomproben zeigte sich ebenfalls eine
Uberexpression von Cathepsin X, die sich bereits auf mRNA-Ebene abspielt. Auf Protein-
ebene ergaben sich in Abhédngigkeit vom Karzinomtyp Unterschiede. So war die Cathepsin X-
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Expression bei Tumoren vom interstinalen Typ signifikant hoher als bei Tumoren vom
diffusen Typ (KRUEGER et al., 2005).

Auch bei malignen Entartungen der Prostata findet sich eine Uberexpression von Cathepsin
X. Wihrend in der gesunden Prostata bei immunhistochemischen Untersuchungen die
Cysteinprotease nur in den Basalzellen der Driisen lokalisiert ist, kann sie nach der malignen
Entartung in samtlichen Zelltypen nachgewiesen werden [Abb. B.2;(NAGLER, 2007)]. Diese
Beobachtung lédsst sich durch Westernblotanalysen von Zelllysaten aus Prostatakarzinomen
im Vergleich zum gesunden Organ bestétigen.

- W ,.)- V'—'_ !
" Nl o
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Abbildung B.2 Immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin X in Prostatagewebe

A: Im gesunden Prostatagewebe ldisst sich Cathepsin X hauptsichlich im Bereich der Basalzellen nach-
weisen.

B: Beim Prostatakarzinom findet sich Cathepsin X in allen Zellen der Driisen. Insgesamt fillt auch die
deutlich stirker Anfdrbung und die damit hoher Menge des Enzyms in der entarteten Driise auf (Fotos aus
Ndgler, 2007)

Uber die Mechanismen die zu dieser Uberexpression fiihren, ist bisher wenig bekannt. Das
humane Cathepsin X-Gen befindet sich auf dem Chromosom 20 in einer Region, die beim
Prostatakarzinom hiufig amplifiziert ist (20q13) (SANTAMARIA et al., 1998). Durch Unter-
suchungen an genomischer DNA konnte die Genamplifikation als Ursache der Uberex-
pression jedoch ausgeschlossen werden (NAGLER et al., 2004). Genauso unklar ist die Rolle
von Cathepsin X fiir das Tumorgeschehen, da die typische Degradierung der extrazelluldren
Matrix aufgrund der Monocarboxy-Peptidase-Spezifitit als unwahrscheinlich anzusehen ist.



B FEinleitung 14

B4 Zielsetzungen

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Entdeckung, dass im Prostatakarzinom eine
vermehrte Expression und Sekretion von Cathepsin X nachweisbar war. Die Ursachen fiir
diese Uberexpression waren dabei ebenso unbekannt, wie die Funktion des extrazelluldren
Cathepsin X. Hieraus ergaben sich fiir die vorliegende Arbeit folgende Zielsetzungen.

Identifizierung moglicher Faktoren fiir die Uberexpression von Cathepsin X in Zellen des

Prostatakarzinoms:

Vorversuche mit nicht-entarteten Prostatazellen (PNT1A) zeigten, dass eine Ko-Kultivierung
der Zellen mit dem EZM-Protein Vitronektin zu einem signifikanten Anstieg der Expression
von (Pro)Cathepsin X fiihrte. Diese Ergebnisse sollten auf maligne entartete Prostatazellen
tibertragen werden. Weiterhin sollten Proteine der EZM, sowie das Androgen Testosteron auf
dhnliche Effekte zu untersucht werden.

Untersuchung der Bedeutung von Cathepsin X fiir die Invasion und Migration von

Prostatakarzinomzellen:

Uber die Funktion der Uberexpression von Cathepsin X im Prostatakarzinom war zu Beginn
dieser Arbeit wenig bekannt. Durch Ausschaltung des Enzyms unter Verwendung der siRNA-
Technologie sollten Einblicke iiber eine mogliche Bedeutung von Cathepsin X auf die
Invasionsfahigkeit der Prostatakarzinomzellen im Invasionsassay gewonnen werden.

Charakterisierung der extrazelluldren molekularen Formen von Cathepsin X:

Durch die Tatsache, dass Cathepsine auch extrazellulir wirken, stellte sich die Frage, ob
Cathepsin X als gereiftes Enzym oder in seiner Proform freigesetzt wird. Hierfiir wurden
sowohl konditionierte Zellkulturmedien als auch humanes Plasma untersucht und die ent-
sprechenden Cathepsin X-Formen identifiziert.

Identifizierung moglicher Bindungspartner von Cathepsin X in der Zirkulation:

Im Rahmen der Vorversuche zur Ko-Kultivierung von Prostatakarzinomzellen mit EZM-
Proteinen ergaben sich Hinweise darauf, dass Cathepsin X in der Lage sein konnte, an das
EZM-Protein Fibronektin zu binden. Diese Bindung sollte durch den Einsatz von Bindungs-
ELISAs sowie Gelfiltration und Affinitdtschromatographie dargestellt werden. Zudem sollten
weitere potentielle Liganden identifiziert werden.
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C Material und Methoden
C.1 Material
C.11 Geriite
Autoklaven:
3850

VST 500-C 12D

CO;-Inkubatoren:

Forma Scientific Modell 3682
Galaxy S
Jouan IG 150

Eismaschine:

AF-10

Fraktionssammler:
Frac-900

Gelfiltrationsaparatur:
AKTA Explorer

Magnetriihrer:

Ika-Combimag RCO
Ikamag RET

Mikrotiterplatten-Lesegeriit

Mikroskope:

IX50 mit
CCD Kamera Typ 3CCD
UV-Lampe U-RFL-T
IX70 mit
SensiCam QE
Uniblitz® VCM-D1 Shutter
UV-Lampe BH2-RFL-T3
Zeiss LSM 510

Mikrowellenofen:

R-6270

Systec GmbH, Wettenberg
Zirbus, Bad Grund

Forma Scientific, Marietta, USA
Nunc, Wiesbaden
Jouan GmbH, Unterhaching

Scotsman, Frimont, Italien

Pharmacia Biotech, Freiburg

GE Healthcare, Miinchen

Janke & Kunkel, Staufen
Janke & Kunkel, Staufen

Microtec Laborsysteme, Overath

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sony, Kdln

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Olympus, Feldkirchen-Westerham
PCO CCD Imaging, Kehlheim
Vincent Associates, Rochester, USA
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Carl Zeiss, Jena

Sharp, Osaka, Japan
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Orbitalschiittler:

Certomat® R
Eppendorf Thermomixer compact

PCR Thermal cycler:
Gene Amp 2400
LightCycler™ II
Primus 25
T personal

pH-Meter:

Typ 114D
pH Elektrode

Proteintransfereinheiten:
MilliBlot™-SDE System
Fastblot B33

Rotationsgerit:

Rotator Drive STR4

Scanner:
Image Scanner
Schreiber:
LKB 2210 2-Channel Recorder
Sicherheitswerkbinke:
BDK 7419, Modell UVF 6.18S
Herasafe Typ HS12
Spannungsquellen:
EPS 500/400
Mighty Slim™
Stickstofftank:

Cryosystem 4000
Locator Jr.
Locator 4

Spektrofluorimeter:

Safire 2

Braun Biotech International, Melsungen
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Perking Elmer, Langen

Roche, Mannheim

MWG Biotech, Ebersberg
Whatman Biometra, Gottingen

WTW, Weilheim
Ingold, Steinbach-Taunus

Millipore, Eschborn
Whatman Biometra, Gottingen

Stuart Scientific, Staffordshire, England

Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Heraeus Instruments, Gottingen

Pharmacia, Freiburg
Hoefer, Heidelberg

MVE Cryosystems, Jiichen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Tecan, Crailsheim
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Spektrophotometer:
LKB 2238 Uvicord SII
Uvikon 930
Tiefkiihlgefrierschrank:
Colora UF 85-300S (-80 °C)

Ultraschalllanze:

Branson Sonifier 250

Vertikale Proteinelektrophoreseeinheit:

Mighty Small IT

Vortexer:

Vortex Genie 2

Waagen:

Analysenwaage, A 120 S

Technische Waage, MA AF200
Wiarmeschrinke:

B30

BE30
Wasserbéader:

WB-14

Thermomix ME
Wasserentionisierungseinheit:

Membrapure

Zentrifugen:

Centrikon H-401 (mit Rotoren A6.9 und A8.24)

Varifuge 3.0 R

Varifuge 3.2 RS

Eppendorf 5415 D
Kiihlzentrifuge, Eppendorf 5415 R

Pharmacia, Freiburg
Kontron Instruments, Eching

Colora, Lorch

Branson, Danbury, USA

Hoefer, Heidelberg

Scientific Industries, New York, USA

Satorius, Gottingen
Satorius, Gottingen

Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach
Braun Biotech, Melsungen

MembraPURE, Bodenheim

Kontron Instruments, Eching
Heraeus Sepatech, Miinchen
Heraeus Sepatech, Miinchen
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
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Cl1.2 Bioinformatische Hilfsmittel

Image-Pro® PLUS Media Cybernetics, Silver Spring, USA
LightCycler Software 3.5 Roche, Mannheim

Magic Scan V4.4 Pharmacia, Freiburg

XFluor4 Safire2 Tecan, Crailsheim

Microsoft Office EXCEL 2003 Microsoft, Unterschleissheim

Unicorn 4.11 Amersham Biosciences, Braunschweig
C.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle eingesetzten Chemikalien hatten ,,p.a.-Qualitit*. Die Kultivierungs- und Reaktionsgefifie
wurden entweder bereits steril bezogen oder vor ihrer Verwendung bei 121 °C und 1 x 10° Pa
Uberdruck fiir 20 Minuten autoklaviert.

C.1.3.1 Allgemeine Chemikalien

Allgemeine Chemikalien wurden - soweit nicht gesondert angegeben - von den Firmen
Merck, Darmstadt; Sigma, Deisenhofen und Serva, Heidenheim bezogen.

C.1.3.2 Chemikalien und Materialien fiir molekularbiologische Techniken

C.1.3.2.1 Kits

iScriptTMcDNA Synthesis Kit BIO-RAD, Hercules, USA
LightCycler® - Primer Set Human Cathepsin Z Search LC, Heidelberg
LightCycler® - Primer Set Human GAPDH Search LC, Heidelberg
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit Roche, Mannheim
QIAshredder Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

C.1.3.2.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir quantitative RT-PCR

Die Oligonukleotide fiir die quantitative RT-PCR waren Bestandteil der oben genannten
LightCycler® - Primer Sets und wurden von Search LC, Heidelberg bezogen.
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siRNA-Oligonukleotide (Qiagen, Hilden)

Die Sequenzen der siRNA-Oligonukleotide ergaben sich durch Datenbank-Recherche
(https://www1.qiagen.com/GeneGlobe/Default.aspx, https://www.genscript.com/ssl-bin/app/
rnai) und Anwendungen der Regeln nach Reynolds et al. (REYNOLDS et al., 2004).
Abschlielend wurde die Zielsequenz-Spezifitit durch Genom-weitem Vergleich mit dem Pro-
gramm BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) sichergestellt. Die Sequenzen sind
nachfolgend in 5°-3’-Richtung angegeben.

Nonsilencing (Negativkontrolle)

Zielsequenz AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT

Sense UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdAT dT

Antisense ACG UGA CAC GUU CGG AGA AdT dT

CatX304mis (Mismatch)

Zielsequenz AAC GGA GCG GAT CAA TAT CAA

Sense CGG AGC GGA UCA AUA UCA AdTdT

Antisense UUG AUA UUG AUC CGC UCC GdTdT

CatX304

Zielsequenz AAC GGA TCG GAT CAA CAT CAA

Sense CGG AUC GGA UCA ACA UCA AdTdT

Antisense UUG AUG UUG AUC CGA UCC GdTdT

CatX913

Zielsequenz AAT CGT GAC CAG CAC CTATAA

Sense UCG UGA CCA GCA CCU ACG AdTdT

Antisense UUA UAG GUG CUG GUC ACG AdTdT

C.1.33 Materialien und Chemikalien fiir proteinchemische Techniken
Albumin-Standardlésung Pierce, Rockford, USA
BC Assay Reagenz A und B Interchim, Montlugon, Frankreich
BioMax Filme Kodak, Rochester, USA
BioMax Filmkassette Kodak, Rochester, USA
CNBr-aktivierte Sepharose 4B Amersham, Braunschweig
Coomassie Brilliant Blau R250 und G250 Serva, Heidelberg

Gel Filtration Calibration Kit High Molecular Weight ~ Amersham, Braunschweig
Gel Filtration Calibration Kit Low Molecular Weight ~ Amersham, Braunschweig
Heparin Ratiopharm, Ulm

HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grad Amersham, Braunschweig
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Hyperfilm-MB Filmkassette

Macrosep® Centrifugal Devices
Membranen fiir Ultrafiltration
Microsep® Centrifugal Devices
Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 um)
PVDF-Membran

SeeBlue® Plus2 Protein-Molekularstandard
Spectra/Por® Dialyseschliuche

Superdex 200 10/300 GL
Ultrafiltrationszellen

Whatman Filterpapier Nr.1

Amersham, Braunschweig
PALL, Ann Arbor, USA
Millipore, Bedford, USA
PALL, Ann Arbor, USA
Schleicher und Schuell, Kassel
Schleicher und Schuell, Kassel
Invitrogen, Karlsruhe
Spectrum Labs, Los Angeles, USA
Amersham, Braunschweig
Amicon, Beverly, USA
Whatman/Vetter, Ammerbuch

C.1.34 Materialien und Chemikalien fiir zellbiologische Techniken

1,8 ml Kryordhrchen

Accutase

Cell Proliferation Kit II (XTT)

Cell Scraper
Charcoal/Dextran-treated FCS (CDS)

Costar-Transwell-Filter 6,5 mm &, 8§ um Porend

FCS Gold

HiPerFect

L-Glutamin

MaxiSorp-Mikrotiterplatten (96-well)
Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container
Neubauer-Zihlkammer

Nicht-Essentielle Aminoséduren

Nutridoma

Penicillin/Streptomycin

Pyruvat

RPMI 1640 mit L-Glutamin ohne Phenolrot
RPMI 1640 mit2mM L-Glutamin
Trypanblau, 0,5 % (w/v) in PBS
VenorGeM®- Kit (Mykoplasmen-Nachweis)
ZellkulturgefiBBe (T25, T75, T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 48-, 96well)

Nunc, Wiesbaden

PAA, Linz, Osterreich
Roche, Mannheim
Nunc, Wiesbaden
Perbio Science, Logan, USA
Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
PAA, Linz, Osterreich
Qiagen, Hilden

PAA, Linz, Osterreich
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Brand, Wertheim

PAA, Linz, Osterreich
Roche, Mannheim
PAA, Linz, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
Minerva Biolabs, Berlin
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
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Humane Prostata-Zelllinien

- LNCap
Humane Prostata-Adenokarzinomzelllinie, aus Lymphknotenmetastase etabliert
gilt als androgenabhingig
DSMZ Nr: ACC 256
-PC-3
Humane Prostata-Adenokarzinomzelllinie, aus Knochenmetastase etabliert
gilt als androgenunabhéngig
DSMZ Nr: ACC 465
-PNTI1A
Humane adulte Prostataepithelzelllinie, mit SV40 immortalisiert
ECACC Nr: 95012614

C.1.3.5 Inhibitoren und Substrate

Inhibitorcocktail III Calbiochem, Merck, Darmstadt
Single Component TMB Peroxidase EIA Substrate Kit BIO-RAD, Hercules, USA
SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate  Pierce, Rockford, USA

C.1.3.6 Proteine und Antikorper

Proteine

(Pro)Cathepsin X (rekombinant)

exprimiert in der Hefe Pichia pastoris Nigler et al., 2006
Antithrombin III (AT III) Chromogenix, Mailand, Italien
Fibronektin Fragment H-2064 Bachem, Weil am Rhein
Fibronektin Fragment H-2068 Bachem, Weil am Rhein
Fibronektin Fragment H-2094 Bachem, Weil am Rhein
Fibronektin Fragment H-3608 Bachem, Weil am Rhein
Humane Extrazelluldre Matrix (EZM) BD Biosciences, Bedford, USA
Humanes Fibronektin Tebu-Bio, Norwood, USA
Humanes Kollagen I Chemicon, Temecula, USA
Humanes Kollagen IV Chemicon, Temecula, USA
Humanes Laminin Chemicon, Temecula, USA
Humanes Osteopontin Chemicon, Temecula, USA

o -Antitrypsin Sigma, Deisenhofen
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Antikorper:

Alle eingesetzten Antikorper sind gegen humane Antigene gerichtet. Sie wurden in
Abhingigkeit des Versuchsaufbaus in unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt, welche
den jeweiligen Methodenbeschreibungen zu entnehmen sind.

goat anti-Antithrombin Affinity  Biologicals, Ancaster,
Kanada

goat anti-Cathepsin X R&D Systems, Minneapolis, USA

goat anti-o,;-Antitrypsin Affinity  Biologicals, Ancaster,
Kanada

goat anti-o,-Antiplasmin Affinity  Biologicals, Ancaster,
Kanada

mouse anti-Fibronektin (MAB1932) Chemicon, Temecula, USA

rabbit anti-Cathepsin X Nigler et al., 2006

Konjugate:

Alle Konjugate wurden in der Verdiinnung 1:20 000 eingesetzt.

goat anti-mouse HRP-linked New England Biolabs, Beverly,
USA

goat anti-rabbit HRP-linked New England Biolabs, Beverly,
USA

mouse anti-goat/sheep HRP-linked Sigma, Deisenhofen

C.2 Methoden

C.2.1 Molekularbiologische Methoden

C.2.1.1 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Zur Analyse der Transkriptenanzahl mittels RT-PCR wurde RNA aus Prostata-Zellen isoliert.
Dies erfolgte durch den RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach exakten Angaben des Her-
stellers. Um eine hohere Effizienz beim Aufschluss der Zellen zu erreichen, wurde zusétzlich
der QIAshredder Kit (Qiagen, Hilden) nach beigefiigter Anleitung eingesetzt.

C.2.1.2 cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurde der iScript”'cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD, Hercules, USA)
nach Anleitung verwendet. Im Vorfeld wurde die Konzentration der isolierten RNA-Proben
bestimmt. Um in der Synthesereaktion gleiche Volumina und Konzentrationen einsetzen zu



C Material und Methoden 23

konnen, erfolgte eine Angleichung der Konzentrationen durch Zugabe von Nuklease-freiem
Wasser. Nach der Synthese wurden die Proben mittels RT-PCR analysiert.

C.2.1.3 Quantitative RT-PCR

Zur quantitativen Erfassung von mRNA-Kopien wurde die LightCycler™-Technologie
(Roche, Mannheim) eingesetzt. Diese basiert in ihrem Grundprinzip auf der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), erlaubt jedoch zusitzlich eine Quantifizierung der eingesetzten cDNA.
Hierfiir wird den Proben SYBR-Green zugesetzt, welches in doppelstringige DNA inter-
kaliert und eine Fluoreszenz bewirkt. Anhand von Fluoreszenzmessungen wihrend eines RT-
PCR-Laufs ldsst sich auf die eingesetzte cDNA-Menge riickrechnen.

Die spezifischen Oligonukleotide und die Standards wurden von Search LC GmbH,
Heidelberg synthetisiert. Die Reagenzien fiir den SYBR-Green-MasterMix entstammten dem
LightCycler® FastStart DNA Master”™"® SYBR Green I-Kit der Firma Roche. Der MasterMix
wurde nach Herstellerangaben hergestellt und eingesetzt.

Fiir den Reaktionsansatz wurde die cDNA zunéchst 1:10 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt.
Hiervon wurden 5 upl verwendet und je 1 upl Oligonukleotidlosung und SYBR-Green-
MasterMix zugegeben. Um das Endvolumen von 10 ul zu erhalten, wurde mit RNase-freiem
Wasser aufgefiillt. Neben den cDNA-Proben wurden auch 3 Standards (1:10, 1:100, 1:1000)
sowie eine Wasserkontrolle eingesetzt. Die Ansitze wurden in Glaskapillaren pipettiert und 4
Minuten bei 500 g und 4 °C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Anschlieend wurden die
Kapillaren in das LightCycler-Kapillaren-Rondell eingesetzt und die PCR gestartet. Um
Kontaminationen der Proben auszuschlieBen, erfolgte am Ende jedes Laufes eine Schmelz-
kurvenanalyse, die unspezifische PCR-Produkte aufgedeckt hitte. Fiir die PCR galten
folgende Bedingungen: 95°C/10 Min; [95°C/10 Sek — 68°C/10 Sek/58°C— 72°C/16 Sek] x
35 Zyklen, Fluoreszenzverstiarkung 5.

Bei allen Messungen wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als
housekeeping-gene bestimmt, um eine Normierung der einzelnen Proben zu ermdglichen. Die
zu untersuchende mRNA-Menge wurde dabei ins Verhiltnis zur entsprechenden gemessenen
Menge an GAPDH-mRNA gesetzt.

C.2.2 Proteinbiochemische Methoden
C.2.21 Proteinextraktion aus Prostatazellen und Isolierung von Zellkultur-
iiberstand

Zur Lyse der Zellen wurde ein nicht-denaturierender Lysispuffer (50 mM
Na,HPO4/NaH;PQOy4, 0,2 M NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton-X-100, pH 6,0) hergestellt. Kurz
vor Verwendung wurde diesem Puffer ein Inhibitorcocktail (Inhibitorcocktail Nr. 3,
Calbiochem) im Verhiltnis 1:100 zugegeben. Die Zellen wurden zunidchst mit PBS
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gewaschen, danach wurde der Lysispuffer direkt auf die Zellen gegeben und die Zellkultur-
Platten fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend
wurden nicht lysierte Zellen mittels Cellscraper (Nunc, Wiesbaden) abgelost, die Suspension
in ein Reaktionsgefal} tiberfiihrt und fiir weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dabei wurde
die Zellsuspension 2 — 3 x durch vortexen gemischt. Nach 10 Minuten Zentrifugation bei
16000 g wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefi gegeben und entweder sofort
weiter analysiert oder bei -20 °C gelagert.

Zur Analyse des Zellkulturiiberstands wurde dieser abpipettiert und anschliefend fiir 10
Minuten bei 400 g abzentrifugiert, um tote und nicht adhirierende Zellen aus dem Medium zu
entfernen. Nach Uberfiihrung in ein neues Falcon-Gefil wurde der Uberstand entweder
weiter verarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

C.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten erfolgte kolorimetrisch durch
BCA-Methode. Die Methode basiert auf einer Komplexbildung von Cu**~Ionen mit Proteinen
im alkalischen Milieu. Dadurch wird Cu®* zu Cu* reduziert, das seinerseits mit Bicinchonin-
Sdure (BCA) einen violetten Farbkomplex bildet. Zundchst wurden die Zelllysate
entsprechend verdiinnt und 100 ul davon sowie 100 ul der BCA/Cu** (24:1) - Losung in eine
Vertiefung einer 96-well-Platte pipettiert und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlieend
erfolgt die Messung der Absorption bei 560 nm. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde eine Standardkurve aus BSA in bekannten Konzentrationen erstellt.

C.2.2.3 Dialyse und Konzentration von Proteinlosungen

Im Rahmen der Proteinisolierung wurde zum Teil ein Austausch von Puffern durch
Dialysieren nétig. Dies erfolgte in Dialyseschliuchen (Spectra/Por®, Spectrum Laboratories,
Los Angeles, USA) mit einem molecular weight cut off (MWCO) von 10 kDa geméil} der
beigefiigten Anleitung.

Fiir die Konzentration von Proteinlosungen groBer Volumina (> 15 ml) wurde eine Amicon
Ultrafiltrationszelle (Millipore GmbH, Schwalbach) unter Anlage eines Gasdrucks von 2,5
bar verwendet. Volumina zwischen 3,5 ml und 15 ml wurden mittels Macrosep® Centrifugal
Devices (PALL, Ann Arbor, USA) konzentriert. Fiir Proteinlosungen < 3,5 ml kam das
Microsep® Centrifugal Device (PALL, Ann Arbor, USA) zum Einsatz. Soweit nicht anders
angegeben, war das AusschluB3-Molekulargewicht der verwendeten Filter 10 kDa.
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C.2.24 Kopplung von Proteinen an CNBr-aktivierte Sepharose

Um Proteine aus Gemischen zu isolieren, wurden unter anderem Affinitdtschromatographien
eingesetzt. Hierfiir war es zunéchst notwendig, entsprechende Antikdrper an CNBr-aktivierte
Sepharose zu koppeln.

Alle Puffer wurden vor der Verwendung iiber eine Membran mit 0,8 pm Porendurchmesser
filtriert. Zur Vorbereitung auf die Kopplung wurde das Protein gegen den Kopplungspuffer
tiber Nacht bei 4 °C dialysiert. Gekoppelt wurde entweder Procathepsin X (Kopplungspuffer:
0,1IM NaHCOs, 0,5M NaCl, pH 8,3) oder Anti-Procathepsin X (Kopplungspuffer: 0,1 M
Trinatriumcitrat-2-hydrat, pH 6,5 mit gesittigter Zitronensdure-Losung eingestellt). 1 g
CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham, Braunschweig) wurde mit 50 ml Waschlosung (1
M HCI) aufgeschwemmt und iiber einer Fritte mit 200 ml der Waschlosung und in einem
zweiten Schritt mit Kopplungspuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel sofort in ein
Falcon-GefiB iiberfiihrt, mit der zu koppelnden Proteinldsung vereinigt und fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur durch End-over-End-Rotation inkubiert. Im Anschluss wurde das Gel noch-
mals mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Uberfiihrung in ein neues Falcon-Gefif erfolgte
eine 2-stiindige Inkubation mit 20 ml Terminationspuffer (I M Ethanolamin, pH 8,0 mit
rauchender HCI eingestellt), ebenfalls unter End-over-End-Rotation bei Raumtemperatur.
Abgeschlossen wurde die Kopplung durch fiinfmaliges Waschen des Gels abwechselnd mit je
100 ml Waschpuffer 1 (0,1 M Natriumacetat, 1 M NaCl, pH 4,0 mit HCI eingestellt) und
Waschpuffer II (0,1 M Tris-Base, 0,5 M NaCl, pH 8,0 mit 2 N HCI eingestellt). Im letzten
Schritt wurde das Gel mit PBS + 0,02% NaN3; aufgeschwemmt und in einer Sdule entweder
sofort eingesetzt oder bei 4 °C gelagert. Fiir Kontrollversuche wurde CNBr-aktivierte
Sepharose ohne Kopplung eines Proteins analog behandelt.

C.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung von komplexen Proteinlosungen wurde die diskontinuierliche
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. Durch die Gegenwart von SDS (,,sodium
dodecyl sulfate*) werden die Proteine denaturiert und nach auflen mit einer negativen
Gesamtladung versehen. Dadurch kann die Auftrennung im elektrischen Feld ausschlielich
in Abhéngigkeit der Masse erfolgen.

Die Acrylamid-Konzentration in den Gelen richtete sich nach der gewiinschten Auflosung
(12% fiir Proteine <150 kDa, 8% fiir Proteine >150 kDa), die Dicke des Gels nach der aufzu-
trennenden Probenmenge (max. 20 ul pro Tasche in 0,75 mm dicken Gelen, max. 40 ul bei
1,5 mm Gelen). Beim Trenngel-Puffer handelte es sich um 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8, beim
Sammelgel-Puffer um 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8. Die Gelzusammensetzungen sind unten
stehender Tabelle (Tab. C.1) zu entnehmen, wobei sich die Mengenangaben auf die Herstel-
lung von 2 diinnen (0,75 mm) bzw. einem dicken (1,5 mm) Gel beziehen. Die Polymerisation
wurde durch die Zugabe von N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und
Ammoniumpersulfat (APS) gestartet.
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Tabelle C.1 Pipettierschema fiir die Herstellung von SDS-PAGE-Gelen

Trenngel Sammelgel
12 % 8 %
dH.,O 4,5 ml 5,5 ml 5,675 ml
Puffer 2,5mil 2,5ml 2,5 ml
40 % (w/v) (Bis)-Acrylamid 3 mi 2ml 1,65 ml
10 % (w/v) SDS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 ul 10 pl
10 % (w/v) APS 100 pl 100 pl 100 pl

Die Proben wurden vor der Auftrennung mit 5-fach Probenpuffer (0,625 M Tris/HCI, 10 %
SDS (w/v), 50 % (v/v) Glyzerin, 25 % (w/v) DTT, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) fiir
5 Minuten bei 95 °C aufgekocht und zusammen mit einer Markerproteinlésung (SeeBlue®
Plus2, Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte im
Laufpuffer (250 mM Tris/HCl, 192 mM (w/v) Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3) durch
Anlegen einer Spannung von 100 — 140 V. Der Grad der Auftrennung konnte an Hand der
vorgefiarbten Markerproteine abgeschétzt werden.

C.2.2.6 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Westernblot)

Fiir die immunologische Detektion wurden die zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Dazu wurde ein ,,semi-dry“-Transfer-
verfahren eingesetzt. Zundchst wurden 18 Whatman-Filterpapiere (Nr.1) und eine Nitrozel-
lulosemembran auf GroBle des SDS-Gels zugeschnitten. AnschlieBend wurden Membran,
Filterpapiere und Gel fiir 5 Minuten im Transblotpuffer (45 mM Tris/HCl, 39 mM Glycin,
0,00375 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol) inkubiert und auf der Blotting-Apparatur das
,» Iransfersandwich® nach folgendem Schema aufgebaut: ANODE - 9 Filterpapiere —
Nitrozellulosemembran — Gel — 9 Filterpapiere — KATHODE. Fiir den Proteintransfer wurden
Stromstdrken von 100 — 200 mA angelegt und fiir 1,5 — 2,5 Stunden aufrecht erhalten,
abhingig von der GroBe des zu transferierenden Proteins.

C.2.2.7 Immundetektion der Zielproteine

Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrozellulose-Membran mit TBST (65 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween), 3 % (w/v) BSA) fiir 3 x 15 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Dadurch sollten unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Nitro-
zellulose abgesittigt werden. Zur Detektion der Zielproteine wurde die Nitrozellulose-
Membran mit dem priméren Antikorper (eingesetzter Antikdrper und Konzentration abhédngig
vom Zielprotein, Tab. C.2) iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Zur Entfernung
nicht gebundener Antikérper wurde die Membran gewaschen. Dies geschah durch dH,O und
anschliefende Inkubation mit TBST fiir 3 x 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der
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sekundire Antikorper (ein HRP- (=horse radish peroxidase) Konjugat) wurde mit TBS (65
mM Tris/HCl, 150 mM NaCl) verdiinnt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf die
Membran gegeben. Nach erneuter Entfernung ungebundener Antikorper durch Waschen mit
dH,O und TBST erfolgte ein letzter Inkubationsschritt mit Luminol/H,O,-Losung fiir 5
Minuten. Durch Auflegen eines Rontgenfilms konnten die zu detektierenden Proteine sichtbar
gemacht werden.

Tabelle C.2 Antikorperverdiinnungen zur Immundetektion nach Westernblot

Primérer Antikorper | Verdiinnung Sekundirer Antikorper | Verdiinnung
Anti-Procathepsin X 1:3000 Anti-Kaninchen IgG 1:20 000
Anti-Fibronektin 1:200 Anti-Maus IgG 1:20000
Anti-Antithrombin III | 1 : 500 Anti-Ziege 1gG 1:20000
Anti-a,;-Antitrypsin 1:1000 Anti-Ziege 1gG 1:20 000
Anti-0,-Antiplasmin 1:500 Anti-Ziege 1gG 1:20000
C.2.2.8 Proteinimmobilisation und —firbung zur N-terminalen Sequenzierung

C.2.2.8.1 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

Fiir die N-terminale Proteinsequenzierung kam eine PVDF-Membran (Schleicher & Schuell,
Kassel) zum Einsatz. Die Membran wurde zunidchst mit 100% Methanol fiir 10 Minuten
dquilibriert und danach die Proteine nach Auftrennung mittels SDS-PAGE auf die PVDF-
Membran transferiert. Ahnlich wie beim Westernblot fand das ,,semi-dry“-Verfahren hier
Anwendung. Der einzige Unterschied bestand in den eingesetzten Puffern. So wurden Filter-
papiere, die mit der Anode in Kontakt kamen, in Anodenpuffer getrinkt (50 mM Na-Borat,
5 % Methanol, pH 9,0) und jene, die mit der Katode in Beriihrung kamen, entsprechend mit
Katodenpuffer (50 mM Na-Borat, 20 % (v/v) Methanol) benetzt. Blotaufbau und Blotbeding-
ungen entsprachen denen der Westernblot-Methode.

C.2.2.8.2 Farbung der PVDF-Membran

Nach dem Proteintransfer erfolgte die Firbung die PVDF-Membran fiir 2 Minuten mit
Coomassie-Blau-Losung (0,1 % (w/v) Coomassie Blau G-250, 10 % (v/v) Essigsaure, 40 %
(v/v) Methanol). AnschlieBend wurde die Membran solange in Entfarbelosung (10 % (v/v)
Essigsdure, 30 % (v/v) Methanol) inkubiert, bis die Proteinbanden eindeutig sichtbar waren.
Nach kurzem Waschen mit dH,O wurde die Membran luftgetrocknet. Die N-terminale
Proteinsequenzierung iibernahm Herr R. Mentele (Arbeitsgruppe Prof. Lottspeich am Max
Planck-Institut, Martinsried) nach der Methode des Edman-Abbau.
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C.2.2.9 Affinititschromatographie

Die Affinitdtschromatographie diente zum einen dem Aufreinigen von(Pro)Cathepsin X aus
Proteingemischen (Anti-Cathepsin X gekoppelt an Sepharose) als auch der Identifizierung
potentieller Bindungspartner von Cathepsin X (Cathepsin X gekoppelt an Sepharose). Die
Vorbereitung der Proben fiir die Affinititschromatographie erfolgte folgendermaBlen: Der
Zellkulturiiberstand wurde durch Zentrifugation (5 min bei 2000 g) von toten und abgeldsten
Zellen getrennt und mittels einer Amicon-Riihrzelle konzentriert. Humanes EDTA-Plasma
wurde durch zweimaliges Zentrifugieren (e 10 Minuten bei 400 g) und Filtrieren (Poren-
durchmesser 0,45um) von korpuskuldren Zellbestandteilen getrennt. Die Proben wurden
anschliefend in geeignetem Verhiltnis (Zellkulturiiberstand 1:6,5; EDTA-Plasma 1:5) mit
PBS verdiinnt und rezyklisierend iiber Nacht auf die Sepharose-Siule aufgetragen. Die FluB3-
geschwindigkeit betrug ca. 15 — 20 ml/h. AnschlieBend wurde das Sdulenmaterial mit PBS
gewaschen. Dies erfolgte solange, bis der dazugehorige Schreiber, welcher an einen UV-
Detektor angeschlossen war, eine Nulllinie fiir die Absorption bei 280 nm zeigte. Daraufhin
sollten Molekiile, die unspezifisch an das gekoppelte Protein gebunden hatten, eluiert werden.
Als Puffer diente hierfiir 0,2 M NaSCN. Nach erneutem Waschen der Sidule mit PBS, erfolgte
die Elution spezifisch gebundener Proteine mit 0,2 M Glycin/HCI, pH 2,2. Es wurden sowohl
vom NaSCN-Eluat als auch vom Glycin/HCI-Eluat alle 2 Minuten Fraktionen abgenommen.
Die Glycin/HCl-Fraktionen wurden mit Tris-Puffer (1,5 M Tris/HCI, pH 8,0) neutralisiert.
Alle Schritte der Affinititschromatographie wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

C.2.2.10 Gelfiltration

Die Gelfiltration kam zum Einsatz, um Plasmaproteine nach ihrer Masse aufzutrennen. Dabei
wurden zwei unterschiedliche Sédulen eingesetzt (Superdex 200 10/300 GL und Hil.oad 26/60
Superdex 200 prep grade; beide GE Healthcare). Die Versuche fanden am AKTAexplorer
(GE Healthcare, Freiburg) statt. Alle eingesetzten Puffer wurden filtriert (Porendurchmesser
0,22 um) und entgast. Fiir die Kalibrierung der Sdulen wurde jeweils ein Gemisch aus
Ferritin, RNase (aus Calibration-Kits HMW bzw. LMW, GE Healthcare) und BSA (10
mg/ml) eingesetzt. Zur Ermittlung des Totvolumens der Hiload-Sdule wurde der Kali-
brierungslosung zusitzlich Dextran Blau zugegeben. Die Zusammensetzung und das
aufgetragene Volumen der Kalibrierungslosung sind Tab. C.3 zu entnehmen.
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Tabelle C.3 Pipettierschema fiir die Kalibrierungslosung in Abhdngigkeit der verwendeten
Gelfiltrations-Sdule
Séaule
Superdex 200 10/300 GL HiLoad 25/60 Superdex 200
prepgrade

RNase 20 pl 945 ul
BSA 160 pl 3775 ul
Ferritin 6 pl 140 pl
Dextran Blau 0l 140 pl
PBS 14 pl 0 pl

Gesamtvolumen 200 pl 5000 pl

Anhand des Elutionsvolumens konnte fiir jedes der oben genannten Eichproteine der sog.
Verteilungskoeffizient Kav nach untenstehender Formel errechnet werden.

Elutionsvolumen — Totvolumen
Kav =

Totalvolumen — Totvolumen

In einem Graph wird Kav gegen log M; (Molekularmasse) aufgetragen und eine lineare
Regressionsgerade durch die einzelnen Datenpunkte gelegt. Die Gleichung dieser Ausgleichs-
geraden wurde durch Microsoft® Excel 2003 bestimmt. Anhand der Regressionsgleichung
konnten die Gewichte der aufgetrennten Proteine rechnerisch ermittelt werden.

Als Probe fiir die Gelfiltration fand humanes Citrat-Plasma Verwendung. Dieses wurde
zunichst fiir 20 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Mit Uberfiihrung des Uberstandes in ein
neues Falcon-Gefil}, erneuter Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 2000 g, 1:1 (v/v) Verdiin-
nung mit PBS und anschlieBender Filtration in 2 Schritten (Porendurchmesser 5 pm und 0,22
um) war die Vorbereitung der Probe beendet. Das aufgetragene Probenvolumen betrug 200 ul
(Superdex 200 10/300 GL-Séule) und 5 ml (HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade-Saule).

Nach der Aquilibrierung der Sdulen mit einem S#ulenvolumen PBS, wurde die Probe
aufgetragen und die Trennung mit einem weiteren Sdulenvolumen PBS durchgefiihrt. Es
wurden 1 ml-Fraktionen (Superdex 200 10/300 GL) und 10 ml-Fraktionen (HiLoad 26/60
Superdex 200 prep grade) gesammelt. Die weitere Analyse der gesammelten Fraktionen
erfolgte durch ELISA und Westernblot. AnschlieBend wurde die Sdule mit je einem Sidulen-
volumen dH,O mit 0,02% NaNj3 sowie mit 0,5 M NaOH gereinigt. Die Reidquilibrierung
erfolgte mit einem Sdulenvolumen dH,0O mit 0,02% NaN;3 und zwei Sdulenvolumen PBS.

C.2.2.11 Quantitativer Nachweis von Cathepsin X durch Sandwich-ELISA

Der eingesetzte Sandwich-ELISA zum Nachweis von (Pro)Cathepsin X wurde bereits
publiziert (NAGLER et al., 2006). Dieser Enzym-gekoppelte Immunoassay erlaubt die
Detektion und Quantifizierung aller Cathepsin X-Formen in Zellkulturproben und Korper-
fliissigkeiten. Hierfiir wurde eine Mikrotiterplatte zunidchst mit einem polyklonalen Anti-
korper gegen (Pro)Cathepsin X (anti-ProcathX-IgG aus Kaninchen, Verdiinnung 1:1000)
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beschichtet. Es folgte die Pipettierung von Standards, Kontrollen und Proben und die Inku-
bation in der Mikrotiterplatte. AnschlieBend wurden nicht-gebundene Komponenten in
mehreren ~ Waschschritten  entfernt und  nachfolgend der erste  polyklonale
Detektionsantikorper (anti-ProCathX-Ig aus Ziege, Verdiinnung 1:200) zugegeben. Die
Detektion erfolgte durch den zweiten Detektionsantikorper (anti-Ziege-IgG aus Maus, Meer-
rettichperoxidase-markiert) und TMB (3,3’,5,5’-Tetra-Methyl-Benzidin) als chromogenem
Substrat. Durch Zugabe von TMB kommt es zu einer Farbreaktion, die in ihrer Intensitét
proportional zur (Pro)Cathepsin X-Konzentration in der Probe ist. Der Versuchsaufbau ist der
Abbildung C.1 zu entnehmen.

anti-Ziege-IgG (Peroxidase-
konjugiert)
anti-ProCathX-IgG (Ziege)

anti-ProCathX-lgG (Kaninchen)

Abbildung C.1 Aufbau Sandwich-ELISA fiir humanes (Pro)Cathepsin X (POD=Peroxidase)

C.2.2.12 Bindungs-ELISA

Um die Bindungstfihigkeit von Procathepsin X an unterschiedliche Proteine zu testen, wurde
ein Bindungs-ELISA eingesetzt. Dazu wurden Fibronektin (5 pg/ml), Kollagen I (5 pg/ml)
und Heparin (5000 IE/ml) in einem Beschichtungspuffer (0,1 M Na-Acetat, 0,1 M NaCl, pH
5,5) verdiinnt und davon je 200 ul iiber Nacht bei 4 °C auf eine 96-well-Platte pipettiert. Als
Negativkontrolle diente eine BSA-Losung (Beschichtungspuffer + 5% (w/v) BSA). Nach der
Inkubation wurde die Platte 3 mal mit je 200 ul Waschpuffer (50 mM NaCl, 10 mM NaH,PO,
x H,O, 10 mM Na,HPO, x 2 H,0, 0,05 % (w/v) Tween 20, pH 7,4) gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Herstellung eine Verdiinnungsreihe von Procathepsin X mit Probenpuffer
[Waschpuffer + 2% (w/v) BSA (10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,16 und 0,08 pg/ml)]. Davon
wurden in jede Kavitdt 100 ul pipettiert und die Platte danach fiir 1 Stunde bei Raum-
temperatur auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend folgte eine dreimalige Waschung mit
200 pul Waschpuffer. Im néachsten Schritt wurde die Mikrotiterplatte 1 Stunde mit einer 1:200-
Verdiinnung des Anti-(Pro)Cathepsin X Antikorper aus Ziege (R&D-Systems, USA) bei
Raumtemperatur inkubiert. Die weiteren Schritte sind analog zum Sandwich-ELISA (Kap.
C.2.2.9): 3-maliges Waschen mit Waschpuffer, Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten
Anti-Ziege-Antikorper (100 pl, Verdiinnung 1:20000), erneutes 3-maliges Waschen
(Waschpuffer), Zugabe von TMB (100ul), Stoppen der Farbreaktion durch H,SO4 (1 M,
100ul) und Messung der optischen Dichte bei 450nm.
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C.23 Zellbiologische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden die meisten zellbiologischen Methoden nach den Angaben
von Celis durchgefiihrt (CELIS, 1994).

C.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Vitale Zellen wurden durch Zugabe von Accutase (PAA, Linz) vom Boden der Zellkul-
turflaschen abgel6st und bei 300 g fiir 10 Minuten sedimentiert. Das entstandene Sediment
wurde mit eiskaltem PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in ein steriles Einfriermedium
(Kulturmedium, 20% FCS, 10% DMSO) aufgenommen, so dass die Konzentration der Zellen
4 x 10° = 1 x 10° Zellen pro Milliliter betrug. Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde in
Kryorohrchen (Nunc, Wiesbaden) pipettiert. Eine stufenweise Abkiihlung der Zellen konnte
mittels einer Einfrierbox der Firma Nunc (,,Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container”) auf
Trockeneis erzielt werden. Die endgiiltige Uberfiihrung der Zellen in Fliissigstickstofftanks
zur Langzeitlagerung erfolgte am Folgetag.

Nach Entnahme der Zellen aus dem Stickstofftank erfolgte das Auftauen durch schwenken
des Kryorohrchens in einem Wasserbad bei 37 °C. Die Zellen wurden danach in einem 37 °C
warmen Kulturmedium resuspendiert, um das zytotoxische DMSO des Einfriermediums zu
verdiinnen. Nach Sedimentation bei 300 g fiir 10 Minuten erfolgte die Resuspension der
Zellen in ein frisches Vollmedium, die Uberﬁihrung in T,s-Zellkulturflaschen sowie die
Inkubation bei 37 °C und 5% CO,.

C.2.3.2 Kultivierung der Prostata-Zelllinien

Alle eingesetzten Zelllinien wurden im Wachstumsmedium RPMI 1640 kultiviert, dem 10%
(v/v) ECS, 1% (v/v) L-Glutamin und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden. Das
Medium fiir PC-3-Zellen enthielt zusétzlich 1% (v/v) Pyruvat. Die Kultivierung erfolgte bei
37 °C, 5% CO,-Konzentration und 90% Luftfeuchtigkeit. Eine regelmifige Kontrolle auf
Mykoplasmen-Kontamination erfolgte durch den Mykoplasmen-Test von VenorGeM®,
welcher nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt wurde.

C.233 Subkultivierung konfluenter Zellen

Zur Subkultivierung wurde das Medium entfernt und die Zellschicht mit PBS gewaschen.
Zum Losen der Zellen vom Zellflaschenboden wurde unverdiinnte Accutase zugeben, bis die
Flaschenoberfldche vollstindig benetzt war. Accutase hat gegeniiber Trypsin-EDTA den Vor-
teil, dass sie sich selbst inaktiviert und somit schonender fiir die Zellen ist. Ausserdem wurde
bei PC-3-Zellen eine deutlich effizientere Ablosung der Zellen erzielt. Es folgte eine
Inkubation bei 37 °C fiir 5 Minuten. Zellen die sich bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in der
Suspension befanden, wurden durch leichtes Klopfen von der Kulturflaschenoberfliche
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gelost. Die Zellsuspension wurde fiir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert und das Sediment in
10 ml frischem Kulturmedium aufgenommen. Die Weiterkultivierung erfolgte nach dem
Splitten im Verhéltnis von 1:3 bis 1:10.

C.2.34 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte unter Zuhilfenahme der Neubauer-Zdhlkammer. Hier
handelt es sich um einen speziellen Objekttriger, in den zur Erleichterung der Zellzdhlung
Quadrate eingraviert sind. Nach Reinigung von Objekttriger und Deckblittchen mit 70%igem
Ethanol wurden die Auflagestege leicht angefeuchtet und das Deckblittchen aufgesetzt. Der
richtige Sitz lieB sich durch Auftreten der Newton-Ringe erkennen. Nun wurde die zu unter-
suchende Zellsuspension mit Trypanblau-Losung (0,5% (w/v) Trypan in PBS) verdiinnt und
10 pl davon auf die Zellkammer pipettiert. Da vitale Zellen in der Lage sind den Farbstoff aus
der Zelle hinauszutransportieren, konnten durch diese Firbung bereits abgestorbene Zellen
identifiziert werden. Unter dem Mikroskop wurden die ungefidrbten und damit lebenden
Zellen innerhalb der Quadrate gezihlt. Die Zellkonzentration errechnet sich nach folgender

Formel:

Zellen  Myn o
= Zellentonl o 10* x Verdiinnung sfaktor

m l n Quadrate

Der Verdiinnungsfaktor ergibt sich aus der Verdiinnung der Zellsuspension mit Trypanblau.

C.2.35 Stimulation von Prostatakarzinom-Zellen (LNCaP) mit Dihydro-
testosteron

Testosteron gilt als essentielles Hormon fiir die Pathogenese eines Prostatakarzinoms. Es galt
zunidchst die Hormonkonzentration zu ermitteln, die den groten Effekt auf die Prostata-
karzinomzellen hat. Hierfiir wurden androgenabhingige LNCaP-Zellen mit DHT stimuliert
und die Zellproliferation als Parameter der Hormonwirkung herangezogen. In einem zweiten
Schritt sollten unter der ermittelten DHT-Konzentration mogliche Veridnderungen der
Cathepsin X-Expression untersucht werden.

Um die optimale Konzentration an Dihydrotestosteron fiir die androgenabhingige Zelllinie
LNCaP zu ermitteln, wurden zunichst 5 x 10° Zellen in 200 ul Kulturmedium je Kavitit auf
eine 48-well-Platte der Firma Nunc ausgesit. Nach einer Inkubation bei 37 °C und 5% CO,
fiir 24 Stunden wurde das Medium abpipettiert und durch 200 ul Stimulationsmedium (RPMI
1640, 1% (v/v) L-Glutamin, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin, 1% (v/v) Pyruvat, 1% (v/v)
non-essential amino-acids und 1% CDS (charcoal depleted serum)) ersetzt, wobei hier das
RPMI 1640 phenolrot-frei war, um keinen Storeffekt auf die photometrische Auswertung zu
haben. Das FCS (fetal calf serum) des Vollmediums wurde durch CDS ersetzt, um mogliche
unerwiinschte Effekte von Wachstumsfaktoren oder Hormonen aus dem FCS zu eliminieren.
Nach weiteren 48 Stunden erfolgte die Stimulation mit DHT. Fiir jeden Messpunkt wurden je
4 wells mit DHT stimuliert (1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 nM und 100 nM) sowie 4 wells als
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Kontrolle unstimuliert belassen. Fiir das Experiment wurde das Medium erneut abpipettiert
und durch 400 ul frisches Stimulationsmedium ersetzt, dem DHT in den obengenannten
Konzentrationen zugegeben wurde. Da das DHT in Ethanol gelost war, musste den unsti-
mulierten Kontrollen die #quivalente Alkoholmenge (0,01% (v/v) C,HsOH) zugegeben
werden. Der deutlichste Effekt von DHT auf das Wachstum von LNCaP-Zellen konnte nach
Zugabe von 100 nM DHT erzielt werden.

Die weiteren Versuche zum Ermitteln von DHT-Effekten auf die Cathepsin X-Expression
erfolgten daher mit dieser Hormonkonzentration. Dazu wurden 6-well-Platten mit 6 x 10*
LNCaP pro well in 1,5 ml Vollmedium ausgesit und iiber Nacht im Inkubator inkubiert. Da-
nach wurde das Medium abpipettiert und durch 3 ml Stimulationsmedium mit DHT (100 nM)
ersetzt. Analog zum oben genannten Experiment wurde den Kontrollen Ethanol (0,01% (v/v))
zugegeben. Nach 48 Stunden bzw. 96 Stunden wurden die Zellen geerntet und Lysate
angefertigt. Die Lysate und Zellkulturiiberstinde wurden durch LightCycler, ELISA und
Westernblot weiter analysiert.

C.2.3.6 Stimulation von Prostatakarzinom-Zellen (LNCaP) mit Proteinen der
extrazelluldren Matrix

Neben Hormonen gelten auch Proteine der extrazelluldren Matrix als Einflussfaktoren fiir die
Entstehung und das Wachstum von Malignomen. Mogliche Effekte dieser Proteine auf die
Expression von Cathepsin X in Prostatakarzinomzellen sollten durch Stimulation der Zellen
untersucht werden. Hierfiir wurden LNCaP-Zellen (1,5x10° Zellen / well in 12-well-Platten)
in ein Vollmedium ausgesit und durch Zugabe von EZM-Proteinen stimuliert (Kollagen I,
Kollagen IV, Fibronektin und Laminin je 5 pg/ml, Osteopontin 1 pg/ml). Nach einer Inku-
bation von 48 Stunden wurden die Zelllysate und Zellkulturiiberstinde im ELISA auf ihren
(Pro)Cathepsin X-Gehalt untersucht.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellkulturplatten am Vorabend mit den oben
genannten Proteinen (jel pug/ml in PBS gelost) bei 4 °C beschichtet. Es wurden 1,5 x 10°
Zellen in jedes well ausgesit und fiir 48 Stunden auf den beschichteten Proteinen inkubiert. Es
erfolgte keine weitere Zugabe von EZM-Proteinen. Im Anschluss an die Inkubation wurden
die Zellen geerntet und Zelllysate hergestellt. Die Lysate und Kulturiiberstinde wurden im
ELISA und Lightcycler weiter untersucht.

C.2.3.7 Proliferationsstudien

Um die pro-proliferative Wirkung von Dihydrotestosteron auf LNCaP-Zellen (Kap. C.2.3.5)
zu quantifizieren, wurde die Zellzahl nach der Hormonstimulation alle 24 Stunden durch den
XTT-Assay der Firma Roche ermittelt. Dieser Assay basiert auf folgendem Prinzip: Das gelbe
Tetrazolium-Salz XTT wird durch lebende Zellen gespalten und in das orange-farbene
Formazan iiberfiihrt (Abb. C.2). Diese Firbung lédsst sich dann photometrisch detektieren. Der
Assay wurde nach Vorgaben des Protokolls der Firma Roche angesetzt. Die Inkubationszeit
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betrug 4 Stunden bei 37 °C und 5% CO,. Die photometrische Messung erfolgte bei 470 nm
und einer Referenzwellenlidnge von 650 nm.
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Abbildung C.2 Prinzip des XTT-Assays
Das gelbe Tetrazoliumsalz XTT wird von vitalen Zellen in das orange- farbene Formazan iiberfiihrt.

C.2.3.8 RNA-Interferenz

Um Riickschliisse auf die Funktion von Cathepsin X zu ziehen, wurde das Protein gezielt aus-
geschaltet. Dies geschah durch RNA-Interferenz. Dabei wurde sog. siRNA in die Zellen trans-
fiziert, die Cathepsin X-mRNA sequenzspezifisch abbaut. Fiir die Niederregulation von
Cathepsin X in PC-3-Zellen wurden die spezifischen siRNAs CatX304 und CatX913 einge-
setzt, die an unterschiedliche Sequenzen der Cathepsin X-mRNA binden. Als Kontrollen
dienten sowohl eine unspezifische siRNA (non-silencing) als auch ein Derivat von CatX304
(die sog. mismatch-Kontrolle), welches zwei ausgetauschte Basenpaare enthélt. Die Trans-
fektion der PC-3-Zellen erfolgte mit HiPerFect als Transfektionsreagenz nach dem
Fastforward-Protokoll der Firma Qiagen. Zunidchst wurden PC-3-Zellen entweder in Tys-
Flaschen oder 6-well-Platten ausgesit (6,4 — 7,3 x 10* Zellen/ml Medium). Fiir die Trans-
fektion wurden 5 nM — 10 nM jeder siRNA (CathX304, CathX913, Cath304mismatch, Non-
silencing) und 7,5 pul HiPerFect pro ml Medium eingesetzt. Die Transfektion erfolgte 2
Stunden nach Aussaat der Zellen.

C.2.3.9 Transmigrationsassay

Die Untersuchungen zur Invasionsfdhigkeit der PC-3-Zellen wurden mittels einer Boyden-
Kammer durchgefiihrt. Bei der Boyden-Kammer handelt es sich um einen Zellkulturplatten-
Einsatz, der die Kavitit mittels einer Membran mit definierter Porengrof3e in zwei Kompar-
timente trennt. Die Zellen wandern durch die beschichtete Membran entlang eines
Stimulusgradienten vom oberen in das untere Kompartiment. Eine Boyden-Platte (Corning,
24-well, Porendurchmesser 8um) wurde iiber Nacht mit humaner extrazellulidrer Matrix (BD
Biosciences) beschichtet. Hierzu wurde die Matrix in serumfreiem Medium geldst und 200 pl
der Losung (Konzentration 50 ng/ul) auf die Membran aufgebracht. Nach dem Trocknen
unter der Sterilbank bei gedffnetem Plattendeckel iiber Nacht erfolgte die Rekonstitution der
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EZM durch erneutes Auftragen von 200 ul serumfreiem Medium und Inkubation unter der
Sterilbank fiir 2 Stunden.

Wihrenddessen wurden die Zellen mittels Accutase abgeldst und anschlieBend zentrifugiert
(10 Minuten, 300 g). Durch Zugabe von RPMI 1640-Medium, welches 1% (v/v) Nutridoma
enthielt, wurde die Zellsuspension auf eine Konzentration von 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.
Das serumfreie Medium zur Rekonstitution der extrazellularen Matrix wurde abgesaugt und
200 pl der Zellsuspension auf den Einsatz der Boyden-Kammer pipettiert. Die unteren
Kompartimente wurden mit RPMI 1640 mit 1% (v/v) Nutridoma und 10% (v/v) FCS befiillt.
FCS stellte dabei den Migrationsstimulus fiir die Zellen dar. Nach 45 Minuten Inkubation bei
37 °C wurden die Einsitze luftblasenfrei in die unteren Kompartimente der Kammer einge-
setzt und damit das Experiment gestartet.

Die Quantifizierung der transmigrierten Zellen erfolgte nach 24 Stunden im CO,-Inkubator:
Hierzu wurde zunichst das Medium abgesaugt und nicht-invadierte Zellen aus dem oberen
Kompartiment mittels eines Wattestdbchens entfernt. AnschlieBend wurden die Einsétze fiir 2
Minuten mit 800 ul PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch Inkubation mit
800 ul eiskaltem Methanol bei 4 °C. AnschlieBend wurde der Alkohol entfernt und durch
800 ul PBS mit 0,2% Triton X-100 ersetzt. Die Zellen wurden nun fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur auf dem Schiittler inkubiert und fiir die anschlieBende Fiarbung mit DAPI
(4,6-Diamidin-2-Phenylindol) permeabel gemacht. DAPI wurde 1:7500 in PBS verdiinnt und
600 ul davon fiir 3 Minuten zu den fixierten Zellen gegeben. Die Inkubation wurde im
Dunklen auf dem Schiittler durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (je 800 ul fiir
je 2 Minuten) und Zugabe von 1,6 ml PBS wurden die Platten ausgewertet.

Die Analyse migrierter Zellen erfolgte im Epifloureszenzmikroskop IX 70. Es wurde das
4fach Objektiv verwendet und pro Kammer ein reprisentatives Gesichtsfeld photographiert
(SensiCam QE). Die fluoreszierenden Zellkerne wurden unter Benutzung der Software
ImagePro ausgezihlt.

C.2.3.10 Datenanalyse

Fiir die statistische Auswertung wurde der Student’sche t-Test mit zweiseitiger Verteilung
und Microsoft® Excel 2003 (Microsoft, UnterschleiBheim) eingesetzt. Bei p<0,05 (*), p<0,01
(**) und p<0,001 (***) wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Sofern nicht anders
angegeben, wurden aus den Einzelwerten von Triplettansédtzen zunédchst Mittelwerte gebildet.
Der Mittelwert der Kontrollmessung im Versuchsaufbau wurde im Anschluss als 100% fest-
gelegt und die weiteren Versuchsergebnisse in Relation zum Kontrollwert unter Angabe der
Standardabweichung dargestellt. Um Proliferationsunterschiede der einzelnen Versuchs-
ansitze zu egalisieren wurden (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen immer pro Milligramm
Gesamtprotein des entsprechenden Ansatzes ausgewertet.
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D Ergebnisse

Anmerkung: Im Folgenden wird der Name ,Procathepsin X*“ auf verschiedene Weisen
geschrieben. Wenn die Proform oder das gereifte Enzym nicht eindeutig detektiert wurden, so
wird ,,Pro* in Klammern gesetzt. Bei einer eindeutigen Identifizierung wird entweder
,Procathepsin X* oder ,,Cathepsin X‘ angegeben. Dies gilt auch fiir andere Cathepsine.

D.1 Regulation der Expression und Sezernierung von (Pro)-
Cathepsin X

Eine Uberexpression von (Pro)Cathepsin X beim Prostatakarzinom wurde von der Arbeits-
gruppe Nigler bereits vor einigen Jahren beschrieben (NAGLER et al., 2004). Jedoch sind bis
heute weder die (patho)physiologischen Funktionen dieser Protease noch die Mechanismen,
die zu einer Verdanderung der extra- und intrazellularen Konzentrationen von (Pro)Cathepsin
X fiithren, bekannt. Im ersten Teil dieser Arbeit sollten daher Faktoren identifiziert werden,
die moglicherweise eine Uberexpression von (Pro)Cathepsin X beim Prostatakarzinom
hervorrufen.

D.1.1 Einfluss von Dihydrotestosteron (DHT) auf die Proliferation der
Prostatakarzinomzelllinie LNCaP

Es ist bekannt, dass eine Karzinogenese in der Prostata eng mit der Anwesenheit von Testo-
steron zusammenhingt (HUGGINS & HODGES, 1941). Ob Testosteron bzw. Testosteron-
abhiingige Signalwege fiir die Uberexpression von (Pro)Cathepsin X in Prostatakarzinom-
zelllinien verantwortlich sind, sollte in dieser Arbeit geklidrt werden. Dafiir wurde die
androgen-abhingige Prostatakarzinomzelllinie LNCaP herangezogen. Als Testosteron-
dquivalent wurde in den Versuchen die biologisch aktivere Form Dihydrotestosteron einge-
setzt. Zunichst wurde die DHT-Konzentration ermittelt, bei welcher der Effekt auf die Proli-
feration am groflten war. Hierzu wurden 5 x 10° Zellen / well in einer 48-well-Platte ausgesit
und mit 1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 nM und 100 nM DHT fiir 1, 2, 3, 4 und 5 Tage inkubiert.
Die Proliferation wurde indirekt mittels XTT-Assay iiber die optische Dichte bestimmt.

Im Vergleich zu den unstimulierten Kontroll-Zellen zeigte sich eine deutlich erhdhte Proli-
feration bei einer DHT-Konzentration von 100 nM nach 48 Stunden (Abb. D.1). Erstaun-
licherweise hatten DHT-Konzentrationen von 1 pM und 10 pM iiber die gesamte Dauer des
Versuchs einen negativen Einfluss auf die Proliferation. Die weiteren Versuche wurden mit
DHT-Konzentrationen von 100 nM durchgefiihrt.
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Abbildung D.1 Proliferation von LNCaP unter DHT

LNCaP-Zellen wurden mit 1 pM (blau), 10 pM (grau), 100 pM (griin), 1 nM (orange), 100 nM (rot) DHT
stimuliert. Die Proliferation wurde nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen mittels XTT-Assay bestimmt und ins prozentuale
Verhdltnis zur unstimulierten Kontrolle (schwarz) gesetzt. Alle Messpunkte wurden als Vierfachbestimmungen

angelegt. Der deutlichste Effekt trat bei 100 nM DHT nach 2 (173%, p<0,01(*)) und 5 Tagen (174%, p>0,05))
auf.

D.1.2 Einfluss von Dihydrotestosteron (DHT) auf die Expression und
Sezernierung von (Pro)Cathepsin X in LNCaP-Zellen

Mit den in D.1.1 ermittelten Versuchsbedingungen sollte ein moglicher Effekt von DHT auf
die Expression und Sezernierung von (Pro)Cathepsin X sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene untersucht werden. Hierfiir wurden LNCaP in eine 6-well-Platte ausgesit und
fiir 48 Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Stimulation mit dem
Androgen DHT. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und die mRNA isoliert. Zudem
wurde die (Pro)Cathepsin X-Konzentration in den entsprechenden Uberstinden und Zell-
lysaten mittels ELISA bestimmt. Der quantitative Nachweis der Cathepsin X-Expression in
LNCaP-Zellen erfolgte mittels quantitativer RT-PCR (Lightcycler ™).

Die Stimulation von LNCaP-Zellen mit DHT ergab auf mRNA-Ebene (Abb. D.2 A) keine
Veridnderung der Cathepsin X-Expression (Procath/ GAPDH-Quotient 0,36 (unstimuliert) und
0,35 (stimuliert)). Auch die Verdnderungen, welche sich in den Zelllysaten (121% der unsti-
mulierten Kontrolle) und den Uberstinden (Abfall auf 81% der unstimulierten Kontrolle)
nach DHT-Stimulation ergaben (Abb. D.2 B), waren nicht signifikant (jeweils p>0,05).
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Abbildung D.2 Einfluss von Dihydrotestosteron auf die Transkription und Expression von Procathepsin X
in LNCaP-Zellen

LNCaP-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit 100 nM DHT stimuliert (orange, +). Als Kontrollen dienten

entsprechende Ansdtze ohne DHT (schwarz, -). Anschlieflend wurde die Cathepsin X-mRNA quantifiziert sowie

die (Pro)Cathepsin X-Konzentration in den Uberstinden und Zelllysaten bestimmt.

A: Darstellung des Procathepsin X’GAPDH Quotienten

B: Darstellung der relativen Verdinderung der (Pro)Cathepsin X-Menge pro mg Gesamtprotein gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle.

D.1.3 Einfluss von Proteinen der extrazelluliren Matrix auf die Ex-
pression und Sezernierung von (Pro)Cathepsin X in LNCaP-Zellen

Im Rahmen der Pathogenese von Karzinomen kommt es zu invasivem Wachstum und Meta-
stasierung. In diesem Prozess stellt die Basalmembran der Organe und Gefille eine wichtige
Barriere dar. Hauptbestandteile dieser Membran sind EZM-Proteine. Die Stimulation der Pro-
statazelllinie PNTIA mit dem EZM-Protein Vitronektin fithrt zu einem deutlichen Anstieg
der Sekretion von (Pro)Cathepsin X in den extrazelluldren Raum (LECHNER, 2008). In den
folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auch bei der Prostatakarzi-
nomzelllinie LNCaP durch andere EZM-Proteine hervorgerufen werden kann. Um dies zu
evaluieren, wurden die Zellen in einem Medium kultiviert, dem das entsprechende Protein
zugegeben wurde. Alternativ wurden Zellkulturplatten mit den EZM-Proteinen beschichtet
und die Zellen anschlieBend auf der beschichteten Oberfliche kultiviert.

Von den zahlreichen Proteinen der extrazelluldren Matrix wurden mit Kollagen IV und
Laminin die wichtigsten Bestandteile der Basallamina ausgewdhlt. Da das Prostatakarzinom
bevorzugt in den Knochen metastasiert, wurden mit Kollagen I und Osteopontin Vertreter der
Knochenmatrix auf ihren moglichen Effekt fiir die Expression und Sezernierung von
(Pro)Cathepsin X untersucht. Fibronektin wurde wegen seiner bekannten Funktion fiir die
Zellmigration und seinem nahezu ubiquitiren Vorkommen im Plasma und der EZM
ausgesucht.
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LNCaP-Zellen wurden auf 6-well-Platten ausgesit, inkubiert und mit den oben genannten
Proteinen stimuliert. Nach 48 Stunden erfolgte die Bestimmung der (Pro)Cathepsin X-
Konzentration in den Uberstanden und Zelllysaten mittels ELISA.

Betrachtet man die Uberstande (Abb. D.3 A) im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen
zeigt sich lediglich bei der Stimulation mit Fibronektin ein signifikanter Abfall der
(Pro)Cathepsin X -Konzentration auf knapp 50% (p<0,05). Bei allen anderen Proteinen lagen
die Veridnderungen gegeniiber der Kontrolle im Bereich von -6% und +0%. Im Lysat (Abb.
D.3 B) zeigt sich ein dhnliches Bild: Die Stimulation mit EZM-Proteinen fiihrt intrazelluldr zu
Veridnderungen der (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen, die sich zwischen -3 und +16%
bewegen. Insgesamt hat die Zugabe der EZM-Proteine ins Nihrmedium von LNCaP-Zellen
mit Ausnahme von Fibronektin keinen signifikanten Einfluss auf die intra- und extrazellulidre
(Pro)Cathepsin X-Konzentration.
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Abbildung D.3 (Pro)Cathepsin X in LNCaP-Zellen nach Stimulation mit EZM-Proteinen
LNCaP-Zellen wurden jeweils durch Zugabe der EZM-Proteine Kollagen I, Kollagen 1V, Fibronektin, Laminin

und Osteopontin stimuliert. Die Menge an (Pro)Cathepsin X wurde pro mg Gesamtprotein in Uberstand und
Lysat bestimmt. Die schwarzen Balken stellen den Mittelwert der jeweiligen unstimulierten Kontrollen dar und
wurden als Referenz auf 100% gesetzt.

A: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen in den Uberstiinden

B: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen in den Lysaten
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In einem zweiten Versuchsaufbau wurden 6-well-Zellkulturplatten, bevor die Zellen auf ihnen
kultiviert wurden, jeweils mit 1 pg/ml Kollagen I, Kollagen IV, Fibronektin oder Laminin
beschichtet und anschlieBend mit LNCaP-Zellen fiir 48 Stunden im CO,-Brutschrank
inkubiert. Die Auswertung erfolgte analog zum obigen Versuchsaufbau. Im Uberstand (Abb.
D.4 A) zeigten sich Verdnderungen der (Pro)Cathepsin X-Konzentration die sich im Rahmen
von -19% (Fibronektin) bis +6% (Laminin) im Vergleich zur nicht-stimulierten Kontrolle
bewegten und alle nicht signifikant waren (p>0,05).

In den Lysaten (Abb. D.4 B) fanden sich im Allgemeinen niedrigere (Pro)Cathepsin X-
Konzentrationen als in den entsprechenden Kontrollen. Die Unterschiede lagen bei 15-25%
fiir Kollagen I, Kollagen IV und Laminin, wobei die Verdnderungen fiir Kollagen I und
Laminin sogar signifikant waren (p<0,05). Die Beschichtung mit Fibronektin hatte dagegen
keinen Einfluss auf die intrazelluldre (Pro)Cathepsin X-Konzentration.
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Abbildung D.4 (Pro)Cathepsin X in LNCaP-Zellen

Zellkulturplatten wurden mit den EZM-Proteinen Kollagen I und 1V, Fibronektin und Laminin beschichtet.
Anschliefsend wurden die LNCaP-Zellen darauf ausgesdt und fiir 48 Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert.
(Pro)Cathepsin X wurde in den Uberstand und Lysaten quantifiziert. Die schwarzen Balken stellen jeweils den
Mittelwert der unstimulierten Kontrollen (-) dar und wurden als Referenz auf 100% gesetzt.

A: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen in den Uberstinden.

B: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen in den Zelllysaten.
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Sowohl in den Versuchen mit DHT (Abb. D.2) als auch in denen mit EZM-Proteinen (Abb.
D.3 und D.4) lieBen sich, bezogen auf das gesamte (Pro)Cathepsin X nur sehr geringe Verin-
derungen im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen beobachten. Moglicherweise fiihrt
eine Stimulation mit den oben genannten Substanzen jedoch zu einer Anderung am Verhiltnis
der Proform und der prozessierten Form zu einander. Um dies zu herauszufinden, wurden die
entsprechenden Proben im Immunoblot untersucht. Aufgetragen wurde jeweils die
unstimulierte Kontrolle und ihr stimuliertes Pendent. Dabei zeigte sich fiir keine der drei Sub-
stanzen eine Anderung des Bandenmusters. Detektiert wurde lediglich die prozessierte Form
von Cathepsin X mit einem Molekulargewicht von ca. 36 kDa (Abb. D.5).

KollagenI  Kollagen IV  DHT
- + -+ - +
50 kDa —

RTR 0 e ———

Abbildung D.5 Cathepsin X-Nachweis im Immunoblot nach Stimulation von LNCap-Zellen mit EZM-
Proteinen und DHT

Aus den Stimulationsversuchen mit beschichtetem Kollagen I und IV (s. D.1.3) und Dihydrotestosteron (s. D.1.2)

wurde jeweils eine unstimulierte Kontrolle (-) und eine stimulierte Probe (+) nebeneinander aufgetragen.

D.14 Extrazelluliare Formen von Cathepsin X

Die weiteren Versuche wurden mit der nicht-androgen-abhingigen Prostatakarzinomzelllinie
PC-3 durchgefiihrt, da diese im Vergleich zu LNCaP eine deutlich hohere Expression an
Cathepsin X zeigt sowie ein deutlich grofleres Invasionspotential besitzt und damit auch fiir
Invasionsassays wesentlich besser geeignet ist.

Cathepsin X wird neben seiner typischen Lokalisation in den Lysosomen zusitzlich auch in
den extrazelluldaren Raum sezerniert. Im Hinblick auf weitere Fragestellungen sollte geklart
werden, welche Formen des Cathepsin X extrazellular vorkommen. Hierfiir wurde zunichst
eine Anreicherung des extrazelluldren Cathepsin X durch Affinitdtschromatographie durchge-
fiihrt. Anschlieend wurden die Cathepsin X-Formen im Immunoblot detektiert und durch N-
terminale Sequenzierung identifiziert.

D.14.1 Detektion extrazellulirer Formen von Cathepsin X in konditioniertem
Medium und humanem Plasma

Zur Detektion extrazelluldrer Formen von Cathepsin X wurden PC-3-Zellen fiir 3 — 5 Tage in
RPMI-Medium kultiviert. Das auf diese Weise konditionierte Medium wurde 5 Minuten bei
400 g zentrifugiert und in einer Amicon-Zelle unter Anlage eines Gasdrucks von 2,5 bar
konzentriert. Danach wurden die Proben mit PBS 1:8 verdiinnt und auf eine CNBr-aktivierte



D Ergebnisse 42

Sepharose-Saule aufgetragen. Fiir die Herstellung des Sdulenmaterials wurden Cathepsin X-
Antikorper (aus Schaf) zundchst chemisch an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. An 1g
Sepharose wurden ca. 20 mg Antikorper gebunden. Nach der Kopplung wurde die Sepharose-
Matrix in eine Siule iiberfithrt und fiir die Affinitdtschromatographie verwendet. Die
erhaltenen Elutionsfraktionen wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Anschluss wurde
ein Westernblot zur Detektion von Cathepsin X durchgefiihrt. Wihrend in den NaSCN-
Fraktionen kein Cathepsin X nachgewiesen werden konnte, lieBen sich in den Glycin/HCl-
Fraktionen bis zu drei Banden mit unterschiedlichem Laufverhalten finden (Abb. D.6 A):
Eine Doppelbande (ca. 45 und 48 kDa) sowie eine hohermolekulare Bande von ca. 55kDa.

Um die extrazelluliren Formen von Cathepsin X in humanem Plasma zu untersuchen, wurde
der Versuch mit EDTA-Plasma eines gesunden Probanden wiederholt. Die Probe wurde zwei-
malig zentrifugiert (fiir 30 Minuten bei 600 g und nach Uberfiihrung in ein neues Falcon-
Gefil3 fiir 20 Minuten bei 2000g), anschlieBend filtriert (Sum Porendurchmesser) und mit
PBS 1:5 verdiinnt. Der weitere Versuchsaufbau entsprach jenem fiir das Medium nach Kondi-
tionierung durch PC-3-Zellen. Im Westernblot der Glycin/HCI-Fraktionen war ein dhnliches
Bandenmuster zu erkennen, jedoch waren zusétzlich zwei Banden auf der Hohe von ca.
100 kDa sowie unterhalb von 36 kDa sichtbar (Abb. D.6 B).
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Abbildung D.6 Extrazellulire Formen von Cathepsin X in konditioniertem Medium und humanem Plasma

Dargestellt sind die Immunoblots zur Detektion von (Pro)Cathepsin X. Als Positivkontrolle (Bahn I in A und B)

diente rekombinantes, deglykosyliertes Cathepsin X. Auf Grund der Deglykosylierung lduft diese Bande etwas

unterhalb der nativen, glykosylierten Formen.

A: Immunoblot der Glycin/HCI-Fraktionen nach Affinititschromatographie des konditionierten Mediums nach
Kultivierung mit PC-3-Zellen

B: Immunoblot der Glycin/HCI-Fraktionen nach Affinititschromatographie des humanen EDTA-Plasmas

D.1.4.2 Identifizierung der Cathepsin X-Formen im PC-3-konditionierten
Medium

Zur Identifizierung der einzelnen (Pro)Cathepsin X-Formen wurden die Glycin/HCI-Frak-
tionen (Bahn 5 Abb. D.6 A) um den Faktor 10 konzentriert, in einem 12%igen
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und danach auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Membran
wurde anschliefend mit Coomassie-Blau geféarbt (Abb. D.7 A) und nach der Entfarbung einer
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N-terminalen Sequenzierung unterworfen (R. Mentele, AG Prof. Lottspeich, Max-Plank-
Institut, Martinsried).

Die PVDF-Membran enthielt zahlreiche Verunreinigungen, die wahrscheinlich groBtenteils
den von der Immunoaffinititssdule eluierten Antikorpern (schwere Kette ca. 50 kDa bzw.
leichte Kette ca. 25 kDa) entsprechen. Es wurden nur die mit ,,1* und ,,2* markierten Banden
ausgeschnitten und sequenziert. Fiir die in Abb. D.7 mit 1 markierte Bande ergab die N-
terminale Sequenzierung eine Misch-Sequenz aus GAAQGGL, AQGGLY und GLYF. Fiir
die mit 2 markierte Bande wurde die Sequenz GLYFRRGQ ermittelt. Alle gefundenen
Sequenzen entstammen der Pro-Region von Procathepsin X (Abb. D.7). Die gereifte Form
(Cathepsin X) konnte im PC-3-Uberstand nicht nachgewiesen werden.

A
GAAQGGL
64 kDa —
50 kDa —
oKD . ___  GLYFFRRQ
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. . .GAAQGGLYFRRGQTCYRPLRGDGLA. . .

Abbildung D.7 Identifizierung der extrazelluliren Formen von (Pro)Cathepsin X in konditioniertem
Medium nach Kultivierung mit PC-3-Zellen
A: Coomassie-gefirbte PYDF-Membran. Die mit 1 und 2 markierten Banden wurden N-terminal sequenziert.
B: Durch N-terminale Sequenzierung nachgewiesene Sequenzen
C: Schematische Darstellung der Cathepsin X-Sequenz mit Signalsequenz (S), Proregion (Pro), gereiftem
Enzym (Cathepsin X). Alle identifizierten Sequenzen entstammen der Proregion von Cathepsin X.

D.2 Einfluss von Cathepsin X auf die Invasionsfahigkeit von PC-3-
Zellen

Die Bedeutung der Cathepsine bei der Entstehung und Ausbreitung von Tumoren ist bereits
seit langerem bekannt (MOHAMED & SLOANE, 2006). Besonders extrazelluldre (von Zellen
freigesetzte) Cathepsine iiben einen groBen Einfluss auf die Fihigkeit der Tumorzellen zur
Migration/Invasion aus. Da in den vorhergehenden Versuchen extrazelluldres Procathepsin X
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in hohen Konzentrationen im konditionierten Medium nach Kultivierung von PC-3-Zellen
nachgewiesen wurde, sollte in einer weiteren Versuchsreihe eine mogliche Rolle der Protease
bei der Migration/Invasion von PC-3-Zellen durch die extrazelluldre Matrix untersucht
werden. Hierfiir wurde das Enzym mittels RNA-Interferenz ausgeschaltet und die trans-
fizierten Zellen anschlieend im Invasionsassay auf ihre Invasionsfihigkeit getestet.

D.2.1 Niederregulation von Cathepsin X mittels RNA-Interferenz in PC-3-
Zellen

Die Versuche zur Niederregulation von Cathepsin X wurden an PC-3-Zellen durchgefiihrt, da
die Cathepsin X-Expression in dieser Zelllinie besonders hoch ist und zudem die Invasions-
fahigkeit dieser Zellen im Vergleich zu den Zelllinien LNCaP und DU-145 deutlich groBer
ist. Als Transfektionsreagenz wurde HiPerFect verwendet. Es wurden zwei verschiedene
siRNAs eingesetzt: CathX304 und CathX913, die unterschiedliche Sequenzen der CathX-
mRNA erkennen. Als Negativkontrolle wurde eine ,,mismatch-Variante* von CathX304
gewdhlt, die sich durch den Austausch von zwei Nukleotiden von der urspriinglichen
CathX304-siRNA unterscheidet. Als zweite Negativkontrolle wurde eine ,,non-silencing
siRNA*“ ohne Zielgen verwendet. Die optimalen Konzentrationen von siRNA und
Transfektionsreagenz wurden in Vorversuchen bestimmt.

D.2.1.1 Optimierung der siRNA-Transfektion

Fiir die Bestimmung der Niederregulation der Cathepsin X-mRNA wurden PC-3-Zellen mit
verschiedenen siRNAs transfiziert und die Effizienz mittels LightCycler® nach 24, 48 und 72
Stunden gemessen. Die ermittelte CathX-mRNA-Menge wurde zum housekeeping-Gen
GAPDH korreliert. Der deutlichste knock-down der CathX-mRNA zeigte sich nach 48
Stunden mit einem Abfall um 91%. Nach 72 Stunden waren nur noch etwa 80% der mRNA
niederreguliert (Abb. D.8).
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Abbildung D.8 Niederregulation der Cathepsin X-mRNA im Verlauf von 3 Tagen

PC-3-Zellen wurden mit den siRNAs CathX304 und Non-silencing transfiziert. Nach 24, 48 und 72 Stunden
wurde die Gesamt-RNA isoliert und nach reverser Transkription durch quantitative PCR die Transkriptenzahl
bestimmt. Graphisch dargestellt ist die Anzahl der Cathepsin X-mRNA-Kopien (Orange) in % zur , non-

silencing “-Kontrolle (schwarz).
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Die Niederregulation des Cathepsin X auf mRNA-Ebene in PC-3-Zellen konnte somit gezeigt
werden (Abb. D.8). Da fiir die weiteren Versuche die Niederregulation des fertigen Proteins
entscheidend war, wurde eine weitere Versuchsreihe angelegt, in der die optimale Kombi-
nation an eingesetzter siRNA und Transfektionsreagenz ermittelt werden sollte, um eine
moglichst deutliche Reduktion der intra- und extrazelluliren Cathepsin X-Konzentration zu
erzielen. Hierfiir wurden unterschiedliche siRNA-Konzentrationen (5, 10 und 20 nM) und
unterschiedliche Konzentrationen des Transfektionsreagenz HiPerFect (2,5; 5 und 7,5 pl/ml)
getestet (Tab. D.1). Die PC-3-Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion lysiert und die
Konzentration an (Pro)Cathepsin X in den Lysaten und Uberstinden mittels ELISA
quantitativ bestimmt (Abb. D.9).

Tabelle D.1 Pipettierschema fiir die Optimierung der siRNA-Transfektion

20nM siRNA | 20 nM siRNA | 20 nM siRNA
A B C

2,5 ul/ml HPF 5 uw/ml HPF | 7,5 ul/ml HPF

10 nM siRNA | 10nM siRNA | 10 nM siRNA
D E F

2,5 ul/ml HPF 5 u/ml HPF | 7,5 ul/ml HPF

5 nM siRNA 5 nM siRNA 5 nM siRNA
G H I

2,5 ul/ml HPF 5 ul/ml HPF | 7,5 pl/ml HPF

Die Effizienz der Niederregulation von (Pro)Cathepsin X war dabei proportional zur einge-
setzten Menge an HiPerFect. Insgesamt fanden sich Niederregulationen bei allen Ansétzen in
den Lysaten um 67% bis 81% und im Medium um 66% bis 83% (Abb. D.9). Der beste Kom-
promiss zwischen effizienter Ausschaltung von (Pro)Cathepsin X und 6konomischem Einsatz
der siRNAs ergab sich bei 5 nM CathX304 und 7,5 ul HPF / ml Medium (Kombination I in
Abb. D.9).
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Abbildung D.9 Optimierung der Transfektionsbedingungen fiir PC-3-Zellen

PC-3-Zellen wurden mit unterschiedlichen siRNA- und HiPerFect-Konzentrationen fiir 48 Stunden inkubiert und
anschlieflend der Kulturiiberstand und das Lysat im ELISA auf ihre (Pro)Cathepsin X-Konzentration untersucht.
Die Buchstaben A-I entsprechen den siRNA/HiPerFect-Kombinationen aus Tab. D.1. K stellt die Kontrolle ohne
siRNA und ohne HiPerFect dar und wurde als Referenz auf 100% gesetzt.

A: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen aus den Zellkulturiiberstinden im Vergleich zur nicht-transifizierten

Kontrolle K
B: (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen aus den Lysaten im Vergleich zu K.

In einem weiteren Versuch wurde das Zeitfenster des effizienten Cathepsin X-knock-downs
auf Proteinebene bestimmt. Dafiir wurden PC-3-Zellen mit 10 nM siRNA (CathX304 und
non-silencing) und 7,5 pul/ml Medium HiPerFect transfiziert. Die hohere siRNA-Konzen-
tration wurde gewihlt, um fiir die Dauer des Versuchs von insgesamt 7 Tagen, ausreichend zu
sein. Nach 2 Tagen wurde die erste Messung durchgefiihrt und im Anschluss bei der Hélfte
der Ansitze das Medium durch Nutridoma-Medium ersetzt. Bei der anderen Hilfte wurde das
urspriingliche Medium (Vollmedium + siRNA und HiPerFect) belassen. Auf diese Weise
sollte der Einfluss des fotalen Kélberserums auf die Transfektionseffizienz untersucht werden.
Nach 3, 4, 5 und 7 Tagen wurden die (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen mittels ELISA
bestimmt und zum Gesamtprotein des Lysats normiert. Fiir die relative Darstellung wurde
jeweils der Mittelwert des non-silencing-Ansatzes als 100% gesetzt.

Unter den getesteten Bedingungen konnte bereits 48 Stunden nach Transfektion und danach
iiber weitere fiinf Tage eine effiziente Niederregulation von (Pro)Cathepsin X gemessen
werden (Abb. D.10). Der deutlichste Riickgang war erst nach 4 Tagen zu beobachten, was fiir
eine relativ lange Halbwertszeit der Protease spricht. Der Mediumwechsel 48 Stunden nach
der Transfektion hatte keinen relevanten Einfluss auf die Effizienz der Niederregulation.
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Abbildung D.10 Ermittlung des Zeitfensters fiir den Cathepsin -knock-down in PC-3-Zellen nach siRNA-
Transfektion

PC-3-Zellen wurden mit siRNA CathX304 (oranger Balken) und non-silencing (schwarzer Balken) transfiziert.

48 Stunden nach Transfektion erfolgte die Bestimmung von (Pro)Cathepsin X in den Lysaten und im Medium

mittels ELISA-Messung und wurde als Stunde 0 gesetzt. Weitere Messungen erfolgten nach 48, 72, 96, 120 und

168 Stunden.

A,C: Relative (Pro)Cathepsin X-Konzentrationen der Zelllysate und Uberstinde ohne das ein Mediumwechsel

stattfand (orange: CathX304-siRNA; schwarz: non-silencing-siRNA)

B,D: Mit Mediumwechsel

Aus diesen Vorversuchen ergaben sich folgende Bedingungen fiir die Transfektion von PC-3-
Zellen: siRNA-Konzentration: 5 nM, HiPerFect: 7,5 pl pro Milliliter Medium bei einer Inku-
bationszeit von 48 Stunden.

D.2.2 Einfluss von Cathepsin X auf das Invasionsverhalten von Prostata-
karzinomzellen (PC-3)

Zur Funktionsanalyse von (Pro)Cathepsin X im Rahmen der Invasionsfihigkeit von PC-3-
Zellen wurden Transwell-Assays (Boyden-Kammer) durchgefiihrt. Hierfiir wurde die zu
durchwandernde humane EZM auf eine porose Membran aufgebracht, die die beiden Kom-
partimente des Transwell-Systems trennt. Im Versuch wurden 5x10" transfizierte PC-3-Zellen
eingesetzt (48 Stunden nach Transfektion) und die transmigrierten Zellen nach 24 Stunden
gezihlt.
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Im Invasionsassay wurden mit beiden Cathepsin X-spezifischen siRNAs (CathX304 und
CathX913) weniger invadierte Zellen geziahlt (Abb. D.11), wobei fiir CathX304 die Inva-
sivitit um ca. 75% (p<0,01) und fiir CathX913 um ca. 90% (p<0,01) reduziert war. Die
mismatch-siRNA zeigte ebenfalls eine leicht verminderte Invasionsrate.
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