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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die lysosomalen Cysteinproteasen (Cathepsine) wurden bereits bei verschiedenen
Tumorentitdten untersucht und ihre Beteiligung bei der Tumorprogression, insbesondere der
Tumorinvasion und der Metastasierung belegt. Wahrend eine Uberexpression der Cathepsine B
und L nur bei invasiven Prostatakarzinomen zu beobachten ist, ist Cathepsin X auch in
Prakanzerosen, einschliel3lich der prostatischen intraepithelialen Neoplasie (PIN), deutlich
erhoht. Anders als bei Cathepsin B war zu Beginn der Arbeit Uber die Ursachen und Wirkung

dieser erhohten Cathepsin X-Expression nur wenig bekannt.

Um festzustellen, ob Cathepsine Invasions- oder Migrationsprozesse beim Prostatakarzinom
beeinflussen, wurde mittels der siRNA-Technologie ein transienter Knock-Down der Cathepsine
X, B und L in der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 etabliert. Die Effizienz des Knock-Downs
wurde durch gqRT-PCR und ELISA verifiziert. Das invasive Potential und die Migrationsfahigkeit
der Cathepsin-defizienten PC-3-Zellen wurde in vitro in Transwell-Kammersystemen analysiert.
Es wurde eine deutliche Verringerung der Invasions-/Migrationsfahigkeit gegentber der
Kontrolle festgestellt. Dies deutet auf eine Rolle dieser Cathepsine bei Invasionsprozessen hin.
Cathepsin B und L, die tber endoproteolytische Aktivitat verfiigen, sind wahrscheinlich an der
Degradation der extrazellularen Matrix beteiligt. Da Cathepsin X nur Carboxypeptidaseaktivitat
besitzt, ist ein direkter Abbau der extrazellularen Matrix unwahrscheinlich. Erste Studien
belegen, dass diese Protease auch nicht-proteolytische Funktionen hat, zum Beispiel als Ligand

bestimmter Zelloberflachenstrukturen.

Cathepsin X wird von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen sezerniert und kénnte an outside-
in-Signalkaskaden durch Bindung an die Zelloberflache beteiligt sein. Um die potentielle
extrazellulare Rolle von Cathepsinen in der Signaltransduktion zu untersuchen, wurden PC-3-
Zellen mit den Cathepsinen X, B und L stimuliert. Daraufhin wurde die Aktivierung von
Signaltransduktionswegen, die  bekanntermafllen  Zellproliferation, Zellmotilitét  und
Zelliberleben beeinflussen, untersucht. Es zeigte sich, dass die Interaktion von Cathepsin X
und B mit PC-3-Zellen zu einer Aktivierung des MAPK-Signalweges durch Phosphorylierung
von ERK fihrt.

DarlUber hinaus wurde ein moéglicher Zusammenhang zwischen der Expression der Cathepsine
X, B und L und dem Seneszenzverhalten von PC-3-Zellen untersucht. HierfGir wurden R-
Galaktosidasefarbungen und die Untersuchung der Seneszenzmarker p16, p21 und p53
durchgefiihrt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass nach einem transienten Knock-Down der

Cathepsine X, B und L der Anteil der seneszenten Zellen steigt.



Zusammenfassung

Die Erkenntnis, dass Cathepsine auch in der Signaltransduktion und der zellularen Seneszenz
eine Rolle spielen kdnnen, erdffnet fur die Tumorforschung neue Ansatzpunkte, um effizientere

Strategien zur Therapie des Prostatakarzinoms entwickeln zu kénnen.
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2 Einleitung

2.1 Das Prostatakarzinom

Mit einer Inzidenz von 164/100.000 pro Jahr in Deutschland ist das Prostatakarzinom
mittlerweile die haufigste Tumorentitat bei Mannern in Deutschland (Krebsregister, 2010). Nach
Bronchial- und Kolonkarzinomen stellt es mit 10 Prozent die dritthaufigste Todesursache der an
Krebs erkrankten Mannern dar. Die jahrliche Pravalenz steigt mit dem Lebensalter rapide an.
So sind 90 Prozent der Erkrankten alter als 60 Jahre, wohingegen das Prostatakarzinom bei
Mannern unter 50 Jahren nur selten auftritt. Anhand von Obduktionen konnte gezeigt werden,
dass bei 80 Prozent der Uber 70-jahrigen ein latentes Prostatakarzinom vorliegt (Dhom, 1983).
Das Alter stellt somit den bedeutsamsten Risikofaktor flr die Entwicklung eines
Prostatakarzinoms dar. Die Inzidenz des Prostatakarzinoms ist im Allgemeinen in Asien
wesentlich geringer als in Nordamerika. Epidemiologische Studien zeigen, dass Asiaten, welche
in die USA ausgewandert sind, in der 2. Generation mit der selben Haufigkeit an einem
Prostatakarzinom erkranken, wie die weil’e amerikanische Bevdlkerung (Whittemore et al.,
1995). Dies deutet darauf hin, dass der Lebensstil und die Erndhrung (insbesondere tierische
Fette) eine Rolle spielen. Ein weiterer Risikofaktor ist die familidre Pradisposition. Die familiare
Haufung der diagnostizierten Prostatakarzinome schwankt zwischen 9 Prozent bei den uber
85-jahrigen bis zu 40 Prozent bei den unter 50-jahrigen (Carter et al., 1993). Es wurden bereits
verschiedene Genloci wie zum Beispiel die Mutation des H(eriditary)-P(rostate)-C(ancer)-1-Gen

auf Chromosom 1 (Steinberg et al., 1990) identifiziert.

Da die Erkrankung im heilbaren Frihstadium symptomlos ist, ist eine differenzierte
Friherkennung entscheidend. Durch die jahrliche digital-rektale Untersuchung werden
allerdings nur 2-5 Prozent der Prostatakarzinome erkannt. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Bestimmung des PSA (prostataspezifischen Antigen)-Wertes, der spezifisch fur Prostatagewebe
ist. Der PSA-Wert ist jedoch nicht spezifisch fiir das Prostatakarzinom, da er auch bei benigner
Prostatahyperplasie, Entziindungen oder Normalbefund erhéht sein kann (Lilja et al., 2008).
Somit ist der PSA-Wert nur ein Indiz fir das Prostatakarzinom. Ab einem Wert von 4 ng/ml stellt
sich die Indikation zur weiteren Diagnostik. Neben der Anamnese, der Sonographie und der

MRT ermdoglicht erst die Prostatabiopsie eine eindeutige Diagnose.

Die Therapie des Prostatakarzinoms richtet sich nach Stadium, Alter, allgemeinem
Gesundheitszustand und der Lebenserwartung des Patienten. Bei einem organbegrenzten
Prostatakarzinom hat sich neben radikaler Prostatektomie (komplette Entfernung der Prostata)
und Strahlentherapie die Strategie des abwartenden Beobachten etabliert. Im fortgeschrittenen

und meist symptomatischen Stadium sind der Hormonentzug, die Strahlentherapie und bei
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hormonrefraktarem Prostatakarzinom die Chemotherapie palliative Therapieformen.

Die Prognose des Prostatakarzinoms ist mit einem 5-Jahres-Uberleben zwischen 40-80 Prozent
abhangig von Tumorstadium (Tumorgrofle, Metastasierung) und Differenzierungsgrad. Die
Metastasierung des Prostatakarzinoms erfolgt zunachst lymphogen in die lokalen Lymphknoten
und meist erst spater hamatogen. Die hamatogene Streuung manifestiert sich Uberwiegend
ossar. Bei 80 bis 90 Prozent der Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom ist das
Achsenskelett und hier insbesondere das Becken und die Wirbelsdule betroffen. Etwa
10-15 Prozent der Patienten weisen bereits bei Diagnosestellung ossare Metastasen auf
(Helpab et Rubben, 1998). Die zumeist osteoblastischen Knochenmetastasen sind die
hauptséachliche Ursache fur die Morbiditat und Mortalitat des Prostatakarzinoms (Apolo et al.,
2008). Die Progression der Erkrankung von einem hormonabhangigen zu einem
hormonunabhangigen Prostatakarzinom fuhrt zu einer weiteren Verschlechterung der Prognose
(Oka et al., 2005).

2.2 Die metastatische Kaskade

Nach Hanahan und Weinberg entwickeln fast alle Tumoren die folgenden sechs Eigenschaften:
Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, Resistenz gegenliber Apoptose, Unempfindlichkeit
gegenuber Antiwachstumssignalen, unbegrenzte Replikation, Fahigkeit zur Angiogenese sowie
Fahigkeit zur Invasion und Metastasenbildung. Obwohl diese Eigenschaften durch
unterschiedliche Mechanismen entstehen kénnen, sind sie alle flir die Tumorgenese
entscheidend (Hanahan et Weinberg, 2000).

Die beiden wichtigsten Merkmale von malignen Tumoren sind Invasion und Metastasierung. Der
Prozess der Invasion umfasst das aktive Einwachsen von Tumorzellen in das umliegende
Gewebe verbunden mit einer Zerstdrung der normalen Gewebestruktur. Nach der initialen
neoplastischen Transformation der Zellen und der lokalen Invasion erfolgt bei malignen
Tumoren die Metastasierung. Diese ist ein komplexer mehrstufiger Prozess (Metastasierungs-
kaskade), bei dem Tumorzellen aus dem Primartumor nach Intravasation in die Blutbahn in
andere Bereiche des Korpers verschleppt werden (Abb. 1). Zellen, die vom Immunsystem nicht
erkannt werden, kénnen sich nach Extravasation dort absiedeln und Metastasen bilden. Einer
der grundlegenden Mechanismen, welche diesen Vorgang ermdglichen, ist die lokale Invasion,
welche sich aus folgenden Schritten zusammensetzt: Verlust von Zell-Zell-Kontakten, Anderung
der Zell-Matrix-Interaktion, Migration der Tumorzellen und Degradation der extrazellularen
Matrix und Basalmembran. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Teilschritte der

Metastasierungskaskade wird in den nachsten Kapiteln behandelt.
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Friher Tumor Verlust von Zell-Zell, Degradation von BSM, Endotheliale Adhésion, Angiogenese
Zell-Matrix-Kontakten Zellmigration BSM + EZM Degradation
EZM
-
= - Q? - = - = >
-

mo>-—n>—Am=z

P = — e — = . <® Tumorzelle
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o == Integrin VEGF
X Protease * FGF
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade.
Extrazellulare Matrix (EZM), Basalmembran (BM), Blutgefal® (BG), Knochenmark (KM) (modifiziert nach Laufs et al.,
2006).

2.2.1 Verlust von Zell-Zell-Kontakten

Der erste Schritt der Invasion ist der Verlust von Zell-Zell-Kontakten, dessen Schlisselregulator
im Prostatakarzinom der Cadherin-Catenin-Komplex ist (Cheng et al., 1996). Cadherine sind
transmembrandre Glykoproteine, welche intrazelluldar Gdber die Catenine mit dem
Aktinzytoskelett verbunden sind. Die extrazellulare Domane hingegen bildet mit anderen
Cadherinen interzelluldare Verbindungen und stabilisiert dadurch die Zell-Zell-Kontakte. Mit
fortschreitendem Tumorstadium ist in primaren Prostatakarzinomen eine reduzierte E-Cadherin-
Expression zu beobachten. Dies fuhrt zu einer Schwachung der interzelluldaren Bindung und
kann letztendlich deren Verlust fihren und somit die Bildung von Metastasen beglinstigen
(Cheng et al., 1996).

2.2.2 Anderung der Zell-Stroma-Interaktion

Die Zell-Stroma-Interaktion wird hauptsachlich durch Integrine vermittelt. Integrine sind
heterodimere Zelloberflachenproteine, die aus zwei nicht-kovalent miteinander verknlpften
Untereinheiten (a und B) bestehen. Bisher wurden 18 a- und 8 B-Untereinheiten identifiziert, die

26 verschiedene Integrine bilden (Ramsay et al., 2007). Die jeweilige Kombination der
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Untereinheiten bestimmt die adhasive Spezifitdt und die Signaleigenschaften der Integrine. So
erkennen einige Integrine, wie a,Bs, asB+, awPs das RGD-Motiv (Arg-Gly-Asp), wohingegen
andere Integrine alternative Peptidsequenzen wie EILDV und REDV erkennen (Arnaout et al.,
2002). Neben ihren adhasiven Eigenschaften fungieren Integrine auch als wichtige
Signalrezeptoren. Sie kénnen Informationen bidirektional Gber die Plasmamembran Gbermitteln.
Bei der sogenannten outside-in-Signaltransduktion aktivieren extrazellulare Signale
intrazelluldre Signalwege (Abb. 2). Diese Signalwege konnen die Proliferation, das

Zelliberleben, die Zellmotilitdt und die Differenzierung regulieren (Hynes, 2002).

o
l’ll('ﬂ\‘{'@ alin c-actinin B PLCy

Vinculin Paxillin
ILK FAK src Cas cdc42
PI3K . cav she

= rac rho
gl a | PAK WASP
kt PKC mDIA Arp2/3
raf R(I:flL[KCK Organisation
Zelliberleben ERK 5 des Zytoskeletts
INE Zelimotilitat

Transkriptions -
kontrolle cyclinD1

Zellproliferation

Abb. 2: Schematische Darstellung der Signalwege, die durch Integrine aktiviert werden kénnen.
(modifiziert nach Hynes, 2002).

Bei der inside-out-Signaltransduktion hingegen regulieren intrazellulare Signalmechanismen die
Bindungseigenschaften der Integrine. Dies geschieht durch Konformationsanderungen der
extrazellularen Domanen und/oder Veranderung ihrer Verteilung auf der Zelloberflache. Als
Folge davon wird z.B. die Migrationsfahigkeit der Zelle verandert (Shimaoka et al., 2002).
Untersuchungen zeigen, dass bestimmte Integrine wie das Integrin a,8; auch bei der

Progression des Prostatakarzinoms eine Rolle spielen (Zheng et al., 1999).

2.2.3 Migration der Tumorzellen
Nach Friedl und Wolf ist die Zellmigration ist ein 5-stufiger, zyklischer Prozess, bei dem sich die
Tumorzelle mit Hilfe eines dynamischen Zytoskeletts aktiv durch die sie umgebende

extrazellulare Matrix bewegt (Friedl et Wolf, 2009). Initial fuhrt eine Umstrukturierung des
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Aktinzytoskeletts zu einer Polarisation der Zelle mit Ausbildung von Pseudopodien in die
Bewegungsrichtung. Diese haften sich mit Hilfe von Adhdsionsmolekilen, insbesondere den
Integrinen, an die EZM und bilden dort neue fokale Adhasionspunkte. Die fakultative
Rekrutierung von Transmembranproteasen flihrt zu einer Degradation der lokalen
Gewebestrukturen einige Mikrometer hinter den flihrenden Pseudopodien. Somit erfolgt eine
raumliche Trennung von Proteolyse und Adhasion. Die lokale perizellulare Proteolyse ist
fakultativ und abhangig von Zelltyp und der Beschaffenheit der EZM. Die Interaktion von Aktin-
bindenden Proteinen wie Myosin [l mit Aktinflamenten fuhrt zu einer Kontraktion des
Zellkdrpers. Durch gleichzeitiges Auflésen der hinteren Adhasionskontakte wird die Zelle in
Migrationsrichtung verschoben und hinterldsst einen schlauchférmigen Martixdefekt (Friedl et
Wolf, 2009). Die fur die Migration essentielle Reorganisation des Aktinzytoskeletts und die
intrazellulare Signaltransduktion werden durch GTPasen wie Ras, Rho, Rac und Cdc24
reguliert (Yamazaki et al., 2005). Auch die Serine/Threoninkinase PAK1 spielt eine wichtige
Rolle bei Migrationsprozessen, indem sie die Aktinpolymerisation reguliert. PAK1 dient dabei als
Effektormolekil von Rac1. Dartber hinaus sind PAK1 und Rac1 noch an vielen anderen
intrazellularen Signalwegen beteiligt, die downstream von Integrinen und Rezeptor-
Tyrosinkinasen liegen und Zelliberleben und Wachstum beeinflussen (Schmitz et al., 2000;
Knaus et Bokoch, 1998).

2.2.4 Degradation der extrazellularen Matrix und Basalmembran

Die extrazellulare Matrix ist ein komplexer Verbund, welcher hauptsachlich aus Kollagen 1V,
Laminin, Fibronektin, Entaktin und Tenascin aufgebaut ist (Nagle et al., 1994). Gemeinsam mit
der Basalmembran (Hauptbestandteil Kollagen V) stellt sie eine Barriere fir die Tumorzellen im
Metastasierungsprozess dar. Verschiedene Proteasen bewirken im Verlauf der Tumor-
progression eine Degradation der extrazellularen Matrix und der Basalmembran. Proteasen
sind Enzyme, die die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysieren und nach der Position der zu
spaltenden Peptidbindung in Exo- und Endopeptidasen eingeteilt werden. DarlUber hinaus wird
zwischen einer relativ unspezifischen, allgemeinen Degradation und der limitierten Proteolyse
unterschieden. Bei der allgemeinen Degradation kommt es zu einer unspezifischen
Inaktivierung und dem Abbau von Proteinen. Dagegen wird durch die limitierte Proteolyse das
Protein an einer definierten Position hydrolysiert. Durch diesen Prozess werden inaktive
Proenzyme an ihrem Wirkungsort in aktive Enzyme transformiert, wodurch spezifische
biologische Aktivitaten, wie zum Beispiel die Blutgerinnung in Gang gesetzt und reguliert

werden.
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2.3 Lysosomale Cysteinproteasen

Cysteinproteasen sind Proteasen, die die Thiolgruppe eines Cysteins als Nukleophil bei der
Katalyse verwenden. Die in dieser Arbeit diskutierten Cathepsine X, B und L sind lysosomale
Cysteinproteasen aus der Papain-dhnlichen Familie C1A des Cysteinproteasen-Clans
(Rawlings, Morton et Barrett, 2006). Im humanen Genom sind 11 humane lysosomale
Cysteinproteasen (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, W und X) codiert, die alle in der Regel als
inaktive Proformen synthetisiert werden. Diese verfigen neben der katalytischen Domane noch
uber ein Signalpeptid und eine Proregion. Das Signalpeptid ist fir den Transport durch das
Endoplasmatische Retikulum verantwortlich. Neben der Aufgabe als Chaperon (korrekte
Faltung und Stabilisierung des nativen Proteins), ist die Proregion ein hochaffiner, reversibler
Inhibitor des Enzyms, der eine vorzeitige Aktivierung verhindert. Daruber hinaus wirkt die
Proregion bei neutralem pH-Wert stabilisierend auf das Enzym (Tao et al., 1994). Die Lange der
Proregion variiert stark unter den lysosomalen Cysteinproteasen: von nur 38 Resten bei
Cathepsin X (Nagler et Menard, 1998) bis zu 251 Resten bei Cathepsin F (Nagler et al., 1999).
Eine Besonderheit des kurzen Prosegments von Cathepsin X ist neben der fehlenden
Sekundarstruktur das unter den lysosomalen Cysteinproteasen einzigartige Vorhandensein
eines frei exponierten RGD-Motivs (Nagler et Menard, 2003), welches als Bindemotiv fir
bestimmte Integrin-Klassen bekannt ist (Hynes, 2002). Durch Zellexperimente mit HUVECs
konnte tatsachlich eine RGD-abhangige Interaktion von Procathepsin X mit dem Integrin a3 im

Bereich der Lamellipodien nachgewiesen werden (Lechner et al., 2006).

Die meisten Cathepsine sind vorwiegend Endopeptidasen. Daneben finden sich auch
Exopetidasen, wie z.B. die Monocarboxypeptidase Cathepsin X und Enzyme wie Cathepsin B,
die in aktiver Form als Endo- sowie als Exopeptidase fungieren (Turk et al., 2001). Bei
Cathepsin B ist eine flexible, 18 Reste lange Struktur (sogenannter occulding loop) innerhalb
des Enzyms fir diese Doppelaktivitat verantwortlich. In einem Milieu mit sauren pH-Wert
blockiert der occulding loop teilweise das Aktivitdtszentrum und daraufhin wirkt Cathepsin B als
Carboxydipeptidase. Bei einem neutralem pH-Wert kommt es zu einer Konformationsanderung
des occulding loop und das Aktivitatszentrum wird nicht mehr blockiert. Nun zeigt das Enzym
Endopeptidaseaktivitat (llly et al., 1997).

Fir die Aktivierung der meisten Cathepsine sind ein leicht saurer pH-Wert und reduzierende
Bedingungen (vorzufinden in Lysosomen) notwendig (Pisoni et al., 1990). Es wurde gezeigt,
dass lysosomale Proteasen sich bei saurem pH-Wert autokatalytisch aktiviert werden kdénnen
(McQueney et al., 1997). Dies trifft jedoch nur auf die Endopeptidasen zu. Im Gegensatz dazu
bendétigen Exopeptidasen wie Cathepsin X und C andere (Endo-)Peptidasen wie z.B. Cathepsin
L oder S fur deren Aktivierung (Nagler et al., 1999; Dahl et al., 2001). Durch spezifische
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extrazellulare (Cystatine, Kininogene) sowie intrazellulare (Stefine) Inhibitoren wird die

Aktivierung von humanen Cathepsinen reguliert (Barrett et al., 1986).

2.4 Biologische Funktionen der Cathepsine

Die bekannten biologischen Funktionen der lysosomalen Cysteinproteasen sind vielfaltig. Auf
der einen Seite sind die ubiquitédr exprimierten Cathepsine B, H und L intrazellular am
allgemeinen Proteinabbau und -turnover innerhalb des lysosomalen Systems beteiligt (Barrett,
1981). Dies wurde urspringlich als die Hauptfunktion der Cathepsine angesehen. Auf der
anderen Seite werden andere lysosomale Cysteinproteasen wie Cathepsin K (Osteoklasten),
Cathepsin F (Makrophagen) oder Cathepsin S (Immunzellen) (berwiegend zell- oder
gewebespezifisch exprimiert (Mohamed et Sloane, 2006). Ebenso ist die Aktivitat der
Cathepsine nicht auf die Lysosomen beschrankt. Sie werden zum Teil auch sezerniert und
kénnen in der perizelluldren Umgebung als I6sliche Enzyme oder gebunden an
Zelloberflachenmolekiile detektiert werden. Darlber hinaus konnten aktive Cathepsine sogar im

Cytosol, den Mitochondrien sowie dem Zellkern nachgewiesen werden (Brix et al., 2008).

Versuche mit Knockout-Mausen haben gezeigt, dass einzelne Cathepsine eine wichtige Rolle
bei physiologischen Prozessen spielen. Die Endopeptidase Cathepsin K ist zum Beispiel am
Knochenumbau beteiligt (Saftig et al., 1998), indem sie von Osteoklasten in spezielle Rdume
zwischen Zelle und Knochen (sogenannte ,extrazelluldare Lysosomen®) sezerniert wird (Xia et
al., 1999). Loss-of-function-Mutationen im humanen Cathepsin K-Gen fuhren zu Pykno-
dysostosis, einer erblichen Erkrankung, die zu Stérungen im Knochenaufbau fihrt (Gelb et al.,
1996). Einige Cathepsine spielen auch eine wichtige Rolle fir das Immunsystem. Cathepsin S
ist an der Antigenprozessierung und dem Abbau der invarianten Kette wahrend der MHC-
Klasse-1l-Molekll-abhangigen Antigenprasentation beteiligt (Rudensky et Beers, 2006; Shi et
al., 1999). Eine selektive Inhibition von Cathepsin S blockiert die Antigenprasentation und

schwacht die Immunabwehr ab (Riese et al., 1998).

Uberraschenderweise kénnen auch ubiquitér exprimierten Cathepsinen spezifische Funktionen
zugeordnet werden. Bei Cathepsin L-defizienten Mausen kommt es zu Veranderungen der Haut
und Muskeln, die sich durch Haarverlust, epidermale Hyperplasie (Roth et al., 2000) und
dilatative Kardiomyopathie (Stypmann et al., 2002) manifestieren. Fir Cathepsin B konnte eine

Beteiligung an der Thyreoglobulinfreisetzung nachgewiesen werden (Friedrichs et al., 2003).
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2.5 Pathologische Rolle der Cathepsine

Den lysosomalen Cysteinproteasen werden nicht nur physiologische Funktionen zugeschrieben.
Sie werden auch mit pathologischen Prozessen wie der Osteoporose (Wang et al., 2004), der
rheumatoiden Arthritis (Hummel et al., 1998) und insbesondere mit der Tumorprogression in

Verbindung gebracht.

Cathepsine werden in vielen und besonders in aggressiven Tumoren mit einer hohen
Metastasierungsrate Uberexprimiert. Durch unterschiedliche Methoden wie zum Beispiel
Inhibitorenstudien konnte ihnen eine wichtige Rolle bei Tumorwachstum, -invasion, -migration,
Angiogenese und Metastasierung zugeschrieben werden (Nomura et Katunuma, 2005). Dabei
variiert das Expressionsmuster der einzelnen Cathepsine zwischen verschiedenen Tumor-
entitaten, Tumor-assoziierten Zellen und Progressionsgrad (Abb. 3). Dies ist ein Hinweis auf die
unterschiedlichen Aufgaben der einzelnen Cathepsine im Verlauf der Tumorgenese in

verschiedenen Zelltypen des Tumors und der Tumorumgebung (Mohamed et Sloane, 2006).
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Abb. 3: Verteilungsmuster der Cathepsin-Expression in Tumorzellen und Tumor-assoziierten Zellen.
(modifiziert nach Mohamed et Sloane, 2006).

Wahrend in normalen Zellen Cathepsine lberwiegend in perinukledren Lysosomen lokalisiert
sind, kommt es dartber hinaus im Laufe der Tumorprogression meist zu einer Translokation
zum Zellrand oder zur Sekretion (Roshy et al.,, 2003 ; Frosch et al., 1999). Auch die haufig
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beobachtete erhéhte Expression und besonders die Sekretion von aktiven und inaktiven
Cathepsinen am Invasionsrand des Tumors ist ein deutliches Indiz fir die Beteiligung an
verschiedenen Invasionsprozessen wie der direkten und indirekten EZM-Degradation
(Mohamed et Sloane, 2006). So ist beispielsweise Cathepsin B in Kolonepithelien am apikalen
Pol vorzufinden, wahrend es im Kolonkarzinom am basalen Pol, dem Invasionsrand exprimiert
ist (Campo et al, 1994). Neben der direkten proteolytischen Degeneration von
Matrixkomponenten wie zum Beispiel Laminin, Kollagen VI und Fibronektion durch Cathepsin B
(Buck et al., 1992) kénnen Cathepsine auch indirekt die Proteolyse verstarken, indem sie sich
an proteolytischen Kaskaden auf der Tumorzelloberflache beteiligen (Abb. 4). Cathepsin B und
L kénnen zum Beispiel Pro-uPA (Proform des Urokinasetyp-Plasminogen-Aktivators) aktivieren.
Dessen aktive Form katalysiert zusammen mit seinem Rezeptor uPAR (uPA-Rezeptor) die
Spaltung von Plasminogen in Plasmin, einer EZM-spaltenden Serinprotease (Kobayashi et al.,
1992; Goretzki et al., 1992). Dartiber hinaus kann Cathepsin B auch Matrixmetalloproteinasen
wie MMP-1 und MMP-3 aktivieren, die ebenfalls stark zur Degradation der extrazellularen Matrix
beitragen (Eeckhout et Vaes, 1977; Gocheva et Joyce, 2007). Cathepsine sind auch an der
Inaktivierung von Zell-Adhasionsmolekilen (Abb. 4) beteiligt und begilnstigen damit die
Migration und Invasion wahrend der Tumorprogression (Cavallaro et Christofori, 2004). So kann
der extrazelluare Anteil von E-Cadherin durch die Cathepsine B, L und S gespalten werden
(Gocheva et al., 2006).

=

\ extrazellulare
Matrix

@ normale Epithelzelle {9‘3 Makrophage @ Lymphozyt
@ Tumorzelle Mastzelle @ aktiviertes Cathepsin
v invasive Tumorzelle @ Neutrophile \ E-Cadherin

Abb. 4: Mégliche Mechanismen durch welche Cathepsine die Tumorinvasion erleichtern.
(A) proteolytische Kaskaden, (B) Degradation der EZM und/oder Basalmembran und (C) Inaktivierung von Zell-
Adhésionsmolekilen (modifiziert nach Gocheva et Joyce, 2007).
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Im Prostatakarzinom wird neben den Cathepsinen B und L (Friedrich et al., 1999) besonders die
Monocarboxypeptidase Cathepsin X in hohen Mengen Uberexprimiert (Nagler et al., 2004).
Uberraschenderweise wird Cathepsin X im Gegensatz zu Cathepsin B und L schon in den
Vorstufen (sog. PINs) Uberexprimiert. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass Cathepsin X
schon in frihen Stadien der Tumorgenese eine Rolle spielt. Die erhdhte Expression von
Cathepsin X auf Proteinebene korreliert im Gegensatz zu Cathepsin B (Sinha et al., 1995) nicht
mit dem Gleason-Score (Nagler et al., 2004).

2.6 MAPK-Signaltransduktion

Zellen reagieren auf extrazellulare Signale durch Aktivierung von intrazellularen Signalwegen.
Alle eukaryoten Zellen besitzen MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)-Signalwege, welche
zahlreiche zellulare Funktionen wie Mitose, Apoptose, Differenzierung, Proliferation und Motilitat
koordinieren. Die drei am besten beschriebenen MAPK-Signaltransduktionswege werden nach
den zentralen Effektorkinasen ERK1/2, p38 und JNK benannt. Die MAPK kdénnen auf
verschiedene Stimuli reagieren, jedoch wird ERK1/2 meist durch Wachstumsfaktoren aktiviert,
wahrend JNK und p38 eher durch Stressstimuli oder Zytokine aktiviert werden (Pearson et al.,
2001). Die genaue Koordination und Spezifitat der MAPK- Kaskaden wird mit Hilfe von
Verbindungsproteinen wie KSR und MP-1 und Modulatoren wie CNK und RKIP reguliert (Kolch,
2005).

Allen MAPK-Signalwegen liegt eine gemeinsame Aktivierungskaskade von drei Proteinkinasen
(MAPKKK, MAPKK, MAPK) zugrunde (Abb. 5). Diese Anordnung von mehreren Kinasen in
einer Kaskade erlaubt dabei eine Verstarkung und genaue Regulierung des Signals (Robinson
et Cobb, 1997). MAPKKK sind Serin-/Threoninkinasen, welche durch Phosphorylierung oder
Interaktion mit kleinen aktivierten GTP-bindenden Proteinen der Rho/Ras Familie aktiviert
werden. Die MAPKKK-Aktivierung fuhrt zu einer Phosphorylierung und Aktivierung von MAPKK,
welche daraufhin MAPK durch duale Phosphorylierung aktivieren. Zu den Substraten von
MAPK zahlen sowohl zytoplasmatische, sowie nukleare Proteine (Lewis et al., 1998). Die MAPK
regulieren die Genexpression, indem sie spezifische Transkriptionsfaktoren phosphorylieren,
wodurch diese an die DNA binden und den Promotor aktivieren oder hemmen (Roux et Blenis,
2004). Trotz ihrer strukturell dhnlichen Komponenten vermitteln die verschiedenen MAPK-
Signaltransduktionswege weitestgehend unterschiedliche biologische Funktionen (Abb. 5). Im

folgenden wird das ERK1/2 Modul naher erlautert.
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Stimulus Wachstumsfaktor, Stress, Entzlindungsfaktoren,
l Mitogene Wachstumsfaktoren
A-Raf, B-Raf,
MAPKKK c-Raf
Biologische Wachstum, Entziindung, Apoptose,
Antwort Differenzierung, Proliferation Wachstum, Differenzierung

Abb. 5: Uberblick iiber die drei gingigen MAPK-Signaltransduktionswege.

(modifiziert nach http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp).

Der ERK1/2-Signalweg reguliert viele fundamentale zellulare Prozesse wie die Zellproliferation,
das Zelliberleben, die Differenzierung, die Apoptose und die Motilitat (O’Neill et Kolch, 2004).
Der klassische MAPK-Signalweg ERK1/2 besteht aus den MAPKKK A-Raf, B-Raf, und Raf-1,
den MAPKK MEK1/2 und den MAPK ERK1/2 (Abb. 5). Die Aktivierung dieser Signalkaskade
erfolgt hauptsachlich durch Wachstumsfaktoren und Zytokine (Lewis et al., 1998), die an
Zelloberflachenrezeptoren wie die Rezeptor-Tyrosinkinasen und die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren binden. Diese Rezeptoren ubertragen das Signal durch verschiedene Isoformen
des GTP-bindenden Proteins Ras lUberwiegend auf die Mitglieder der Raf-Familie. Die korrekte
Regulierung von Ras und Raf ist entscheidend fiir eine physiologische Zellproliferation. Es
konnte gezeigt werden, dass aktivierende Mutationen in den Ras- und Raf-Genen zur
Tumorgenese filhren konnen (Chong et al., 2003). Untersuchungen haben gezeigt, dass Ras in
30 Prozent aller humaner Tumoren (Repasky et al., 2004) und B-Raf in 60 Prozent aller
malignen Melanome (Downward, 2003) mutiert sind. Interessanterweise werden nur in
3 Prozent der Prostatakarzinome Ras-Mutationen nachgewiesen (Clarke et al., 2009).
Aktiviertes Raf bindet und phosphoryliert MEK1/2, welches ausschlieRlich ERK1/2 durch
Phosphorylierung der Reste Threonin und Tyrosin innerhalb des charakteristischen Threonin-
Glutamin-Tyrosin (TEY)-Motives aktiviert. Aktiviertes ERK1/2 hat mehr als 70 bekannte
Substrate, die in allen zellularen Komponenten vorkommen, darunter nukleare
Transkriptionsfaktoren (SRC-1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, STAT3), Proteine des
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Zytoskeletts (Neurofilamente, Paxillin), Membranproteine (CD120a, Syk, Calnexin) und Kinasen
(Pearson et al., 2001).

Der ERK1/2-Signaltransduktionsweg ist, wie bereits angedeutet, nicht nur bei physiologischen
Prozessen entscheidend, sondern hat als Schlisselregulator der Zellproliferation eine
besondere Bedeutung bei der Tumorgenese (Kohno et Pouyssegur, 2003). Im
Prostatakarzinom korreliert eine Erhdhung der MAPK-Aktivitat positiv mit ansteigendem
Gleason-Score und Tumorstadium (Oka et al., 2005). Umgekehrt flihrt die Hemmung der
ERK1/2-Aktivitat zu einer Reduktion der Invasionsrate von Prostatakarzinomzellen (Bessard et
al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass die Progression des Prostatakarzinom mit der standigen

bzw. verstarkten Aktivierung des Ras-Signalweges assoziiert ist (Weber et Gioeli, 2004).

2.7 Zellulare Seneszenz

Der Begriff der zellularen Seneszenz wurde erstmals von Hayflick beschrieben (Hayflick,1965).
Er grindete sich auf der Beobachtung, dass normale humane Zellen in Kultur trotz
ausreichendem Platz- und Nahrstoffangebot nur Uber eine limitierte Proliferationsfahigkeit
verfligen (sogenanntes Hayflick limit), die in einem permanenten Zellzyklusstopp endet.
Intensive Forschung zeigte, dass die zellulare Seneszenz an verschiedenen physiologischen
und pathologischen Prozessen wie Altern und Krebsentstehung beteiligt ist. Einerseits fungiert
sie als Tumorsuppressormechanismus, der die Proliferation und die Invasion von malignen
Zellen unterdrickt (Sager, 1991; Campisi, 2001; Braig et Schmitt, 2006). Andererseits férdert sie
die Alterung, indem die Regenerationsfahigkeit der Zellen reduziert wird (Campisi, 2005;
Hornsby, 2002). Die zelluldre Seneszenz verfolgt somit das Prinzip der antagonistischen
Pleiotropie, bei dem Prozesse, die in der Jugend durch die Vermeidung von Krebserkrankungen
fur den Organismus von Vorteil sind, in hdheren Lebensjahren durch das schnellere Altern

negative Wirkung entfalten (Kirkwood et Austad, 2000).

2.7.1 Charakterisierung des seneszenten Phanotyps

Die Hauptmerkmale des seneszenten Phanotyps sind ein permanenter Proliferationsstopp, eine
veranderte Genexpression und Apoptoseresistenz. Dartber hinaus zeigt sich in der Zellkultur
oft eine charakteristische Anderung der Zellmorphologie, die sich durch abgeflachte,
vergrofierte Zellen und ein vakuolen-reiches Zytoplasma darstellt (Hayflick, 1965). Seneszente
Zellen bleiben trotz des Wachstumsstopps weiterhin metabolisch aktiv und weisen meist den
DNA-Gehalt der G1 Phase auf (DiLeonardo et al.,1994; Ogryzko et al., 1996). Einige
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Tumorzellen, die sich Ublicherweise in Kultur unendlich teilen, konnen insbesondere nach
Einsatz bestimmter Krebstherapien einen Seneszenz-ahnlichen Zustand mit einem DNA-Gehalt
entsprechend der G2- oder S-Phase erreichen (Shay et Roninson, 2004). Der permanente
Verlust der Teilungsfahigkeit erfolgt hauptsachlich auf Grund einer stark veranderten Gen-
expression bekannter Zellzyklusinhibitoren und -aktivatoren (Campisi, 2005). Die Expression
der zwei dominanten Zellzyklusinhibitoren p21 (CDKN1a) und p16 (CDKN2a) ist besonders oft
erhoht (Campisi, 2001; Braig et Schmitt, 2006). p21 und p16 sind Komponenten von Tumor-
suppressorsignalwegen, die durch die Transkriptionsfaktoren p53 und das Retinoblastomprotein

(pRB) reguliert werden.

Die Apoptose stellt neben der Seneszenz ebenfalls einen wichtigen Tumorsuppressor-
mechanismus dar (Green et Evan, 2002). Wahrend jedoch der Mechanismus der zellularen
Seneszenz ein Wachstum verhindert, eliminiert der programmierte Zelltod geschadigte oder
gestresste Zellen. Die meisten seneszenten Zellen sind durch einen weitgehend unbekannten
Mechanismus resistent gegen bestimmte Apoptosesignale (Ryu et al., 2008; Ryu et al., 2007).
Die Apoptoseresistenz kdnnte teilweise die lange Stabilitat von seneszenten Zellen in Zellkultur
erklaren bzw. die steigende Anzahl von seneszenten Zellen im Alter (Campisi, 2007). In
manchen Fallen kann Seneszenz jedoch auch zur Aktivierung von Signalwegen des

programmiertem Zelltods fiihren (Nogueira et al., 2008; Weinmann et al., 2008).

Far den Nachweis von seneszenten Zellen in der Zellkultur und in vivo gibt es verschiedene
Marker, von denen jedoch keiner spezifisch flr zellulare Seneszenz ist. Ein gangiger Marker ist
die Seneszenz-assoziierte-p-Galaktosidase (SA-B-Gal)-Aktivitat, welche durch histochemische
Farbung in der Mehrzahl der seneszenten Zellen detektierbar ist (Dimri et al., 1995). Die SA-B-
Gal (lysosomale B-Galaktosidase) spiegelt die Zunahme der lysosomalen Masse und Aktivitat
wieder, die gewohnlich in seneszenten Zellen zu beobachten ist (Dimri et al., 1995; Lee et al.,
2006; Gerland et al., 2003). Jedoch kann eine Erhéhung der SA-B-Gal-Aktivitat auch durch

Zellstress, beispielsweise anhaltende Konfluenz in Zellkultur induziert werden.

Der seneszente Phanotyp kann in praseneszenten Zellen durch verschiedenste Stimuli
induziert werden (Abb. 6). Die Ursache flr das Hayflick limit ist in den meisten Zellen die
fortschreitende  Verkirzung der Telomere bei jeder Zellteilung (sogenanntes
Endreplikationsproblem), die in dysfunktionalen Telomeren endet. Diese dysfunktionalen
Telomere triggern Seneszenz durch die Aktivierung des p53-Signalweges (Herbig et al., 2004).
Daneben existieren andere Stimuli wie Telomer-unabhangige DNA-Schaden, starke mitogene
Signale wie beispielsweise Onkogene (Onkogen-induzierte Seneszenz) und nicht-genotoxischer
Stress wie Chromatin-Pertubation oder andere bis jetzt unbekannte Stressoren (Campisi,
2007).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des seneszenten Phanotyps.
Die Transformation der praseneszenten Zelle zum seneszenten Phanotyp kann durch multiple Stimuli erfolgen
(modifiziert nach Campisi et d'Adda di Fagagna, 2007).

2.7.2 Regulation der Seneszenz durch Tumorsuppressorsignalwege

Die Aktivierung der beiden Tumorsuppressorsignalwege p53-p21 und p16-pRB durch
Seneszenz-induzierende Signale etabliert den seneszenten Wachstumsstopp. Je nach Zelltyp
und Stimulus kdnnen diese Signalwege interagieren oder auch unabhangig voneinander den
Zellzyklus anhalten. Obwohl in den meisten seneszenten Zellen entweder der p53-p21- oder
der p16-pRB-Signalweg bzw. beide aktiv sind, gibt es auch Beispiele in denen keiner der beiden
Signalwege verwendet wird. In diesem Fall spricht man von p53- und p16-unabhangiger
Seneszenz (Olsen et al., 2002; Michaloglou et al., 2005).

Der p53-Signalweg wird Uberwiegend durch DNA-schadigende Stimuli (zum Beispiel
ionisierende Strahlung und Telomerdysfunktion) aktiviert und wird an multiplen Punkten durch
verschiedene Proteine reguliert. So aktivieren DNA-Schaden via Proteinkinasen wie ATM oder
CHK2 bevorzugt p53 (Banin et al., 1998). Ebenso kdnnen onkogene Signale wie Ras den
SchlUsselmediator ARF (alternate reading frame protein) induzieren (Zindy et al., 1998), der
wiederum die p53-ubiquitinierende E3-Ligase HDM2 (erleichtert Degradation von p53) und
damit dessen Funktion inhibiert (Sherr et McCormick, 2002) (Abb. 7). In Folge dessen kommt es
zu einer Akkumulation von p53, wodurch die Bildung des Proteins p21 induziert wird (Jackson

et Pereira-Smith, 2006). Der Zellzyklusinhibitor p21 fungiert als entscheidender Mediator der
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p53-abhangigen Seneszenz (Brown et al., 1997). Jedoch vermittelt p21 auch den transienten,

durch DNA-Schéaden induzierten Proliferationsstopp.

Die Mechanismen der Stimulation des p16-pRB-Signalweges sind noch weitgehend unklar.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass durch die Aktivierung von onkogenem Ras die Expression
des Tumorsuppressorproteins p16 induziert wird. Ebenso kénnen Zellkultivierung (Rodier et
Campisi, 2011) und DNA-Schaden (Stein et al., 1999) als Stimulus fungieren. p16 verhindert die
Phosphorylierung und Inaktivierung von PpRB und somit die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors E2F (Sherr et McCormick, 2002), der normalerweise die Expression von
Zellzyklusproteinen stimuliert (Abb. 7). E2F kann ebenso durch Induktion der ARF-Expression
und folgende Aktivierung des p53-Signalweg die Zellproliferation einschranken. Zudem kann
p21 ebenso die Phosphorylierung und infolgedessen die Inaktivierung von pRB hemmen

(Campisi, 2007). Folglich existiert eine reziproke Regulation zwischen dem p53- und dem p16-

pRB-Signalweg (Campisi, 2007).

L
@D

] L

J 1

AN =

proliferation

Seneszenzsignale

Seneszenz
Wachstumsstop

Abb. 7: Schematische Darstellung der Tumorsuppressorsignalwege p53 und p16.
Seneszenz wird hauptséachlich durch die beiden Tumorsuppressorsignalwege p53 und p16 kontrolliert. Diese kdnnen

auch in Wechselwirkung miteinander treten (modifiziert nach Campisi, 2007).
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2.8 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Zu Beginn der Arbeit war die pathologische Funktion der lysosomalen Cysteinprotease
Cathepsin X noch weitgehend unbekannt. Da neben den Cathepsinen B und L besonders
Cathepsin X im Prostatakarzinom und auch schon in dessen Vorstufen (sogenannte PINs)
Uberexprimiert wird (Nagler et al., 2004), lie dies darauf schlieRen, dass Cathepsin X im

Rahmen der Tumorprogression des Prostatakarzinoms eine besondere Stellung einnimmt.

Darauf basierend sollte eine weitere Funktionsaufklarung mittels in vitro-Untersuchungen

erfolgen, wobei sich fiir die Promotionsarbeit nachfolgende Fragestellungen ergaben:

+  Welchen Einfluss haben die Cathepsine X, B und L auf das Invasions- und

Migrationsverhalten von PC-3-Zellen?

+  Welche zusatzlichen extrazellularen Funktionen kénnten die Cathepsine X, B und L im

Rahmen der Tumorprogression haben?

+ Gibt es einen Zusammenhang zwischen zellularer Seneszenz und der Expression der
Cathepsine X, B und L?

Die Beantwortung dieser Fragen sollte durch die folgenden wesentlichen Zielsetzungen erreicht

werden:

1. Knock-Down von Cathepsinen in Prostatakarzinomzellen und Charakterisierung der

Cathepsin-defizienten Zellen

Zur detaillierten Aufklarung der Funktion von Cathepsinen bei Invasions-/Migrationsprozessen
sollte die zellulare Bildung und Aktivitat der Proteasen mdglichst gezielt unterbunden werden.
Da die derzeit verfiigbaren Cysteinprotease-Inhibitoren grétenteils unspezifisch und/oder nicht
zellgangig sind, sollte die Ausschaltung der Proteasen mittels der siRNA-Technologie erfolgen.
Die Prostatakarzinomzellen sollten dazu mit siRNAs gegen Cathepsin X, B und L nach einem
von uns etablierten Protokoll transfiziert werden. Danach sollte das Wanderungsverhalten der

Cathepsin-defizienten PC-3-Zellen in Transwellassays untersucht werden.

2. Einfluss extrazellularer Cathepsine auf den ERK-Signalweg (outside-in-signaling)

Da Procathepsin X von Prostatakarzinomzellen sezerniert wird und RGD-abhangig an Integrin
a.Bs binden kann (Lechner et al., 2006), kdnnte Procathepsin X als Ligand fir Integrine
fungieren und hierdurch Signaltransduktionskaskaden beeinflussen. Um dies zu untersuchen,

sollte die Prostatakarzinomzelllinie PC-3 mit dem exogen zugegebenen Procathepsin X
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stimuliert werden und die Aktivierung bzw. Deaktivierung intrazelluldrer Signalwege mittels
Immunoblot analysiert werden. Inwiefern auch andere Cathepsine eine Signaltransduktion

auslosen konnten, sollte in weiteren Stimulationsversuchen geklart werden.

3. Charakterisierung des Phanotyps Cathepsin-defizienter Prostatakarzinomzellen

Cathepsin X-, B- und L-defiziente Prostatakarzinomzellen wiesen morphologische Merkmale
seneszenter Zellen auf. Deshalb sollte der Phanotyp Cathepsin-defizienter PC-3-Zellen mittels
Analyse verschiedener Seneszenzmarker, wie der Seneszenz-assoziierte-B-Galaktosidase-

Aktivitat oder der Expression von Zellzyklusinhibitoren, ndher charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

3.1.1 Gerate in der Zellkultur
Epifluoreszenzmikroskop Olympus IX70
Kamera SensiCam QE PCO

Mikroskop Olympus IX50

Sterilbank HeraSafe

Stickstofftank Locator 4
Spektrofluorimeter Safire 2
Zellkulturbrutschrank Jouan 1G 150

Zentrifuge Varifuge 3.0 R

3.1.2 Gerate fur die Molekularbiologie

Heissluft Inkubatorofen

PCR Thermal Cycler LightCycler™ Il

PCR Thermal Cycler T personal Whatman
Spektrophotometer Uvikon 930
Tiefklhlgefrierschrank Colora UF 85-300S (-80°C)

Zentrifuge Eppendorf 5415 D

3.1.3 Gerate fur die Proteinchemie

Analysenwaage, A 120 S

Image Scanner

Kahlzentrifuge Eppendorf 5415 R
Magnetrihrer Thermal Stirrer
Mikrotiterplatten-Lesegerat

Orbitalschittler Certomat” R
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Olympus, Feldkirchen-Westerham
CCD Imaging, Kehlheim
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Heraeus Instruments, Gottingen
Sigma, Taufkirchen

Tecan, Crailsheim

Jouan GmbH, Unterhaching

Heraeus Sepatech, Miinchen

ITE Infrons AG, Bottmingen, Schweiz
Roche, Mannheim

Biometra, Gottingen

Kontron Instruments, Eching

Colora, Lorch

Eppendorf, Hamburg

Satorius, Gottingen

Pharmacia, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Bachofer, Reutlingen

Microtek Laborsysteme, Overath

Braun Biotech International,

Melsungen
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Proteinelektrophoreseeinheit Mighty Small Il
Proteintransfereinheit Fastblot B33
Spektrofluorimeter Safire Il

Technische Waage, MA AF200
Ultraschalllanze Branson Sonifier 250
Wasserbad Thermomixer comfort

Vortexer Vortex Genie 2

3.2 Bioinformatische Hilfsmittel

Image-Pro™ PLUS

ImageJ

LightCycler Software 3.5
Mikrowin2000 V4.0
Magic Scan V4.4
TotalLab Quant

XFluor4 Safire2

3.3 Aligemeine Chemikalien

Hoefer, Heidelberg
Biometra, Gottingen
Tecan, Crailsheim
Satorius, Géttingen
Branson, Danbury, USA
Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, New York, USA

Media Cybernetics, Silver Spring,
USA

National Institutes of Health, USA
Roche, Mannheim

Microtek Laborsysteme, Overath

Pharmacia, Freiburg

TotalLab Limited, Newcastle, UK

Tecan, Crailsheim

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgeflhrt wurden, hatten ,p. a.“ Qualitat und wurden von

den Firmen Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) oder Merk (Darmstadt) bezogen.

3.4 Chemikalien und Materialien fiir molekularbiologische Methoden

AmpoLabeling-LPR-Kit
Biotin-16-dUTP
DNase

iScript™cDNA Synthesis Kit

SuperArray, Bethesda, USA
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

BIO-RAD, Hercules, USA
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Human Cancer PathwayFinder™ Gene Array SuperArray, Bethesda, USA
Human ECM & Adhesion Molecules Gene Array SuperArray, Bethesda, USA
Lachsspermien-DNA Sigma, Deisenhofen

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR green [-Kit Roche, Mannheim

LightCycler™ -Kapillaren Roche, Mannheim
QlAshredder Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
RNase-free DNase Set Qiagen, Hilden

3.4.1 Oligonukleotide

Alle siRNA-Oligonukleotide wurden von Qiagen (Hilden) bezogen sowie laut Herstellerangaben
gelagert und verwendet. Die Abklrzungsbezeichnungen sind in Klammern gesetzt. Die

Sequenzen sind nachfolgend in 5’-3’-Richtung aufgeflhrt.

Nonsilencing (Negativkontrolle) (NS)
Zielsequenz AAT TCT CCG AAC GTG TCACGT
Sense UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdTdT

Antisense ACG UGA CAC GUU CGG AGAAdTdT

CatX304 (CatX1)
Zielsequenz AAC GGA TCG GAT CAA CAT CAA
Sense CGG AUC GGA UCAACA UCAAdTAT

Antisense UUG AUG UUG AUC CGA UCC GdTdT

CatX913 (CatX2)
Zielsequenz AAT CGT GAC CAG CAC CTATAA
Sense UCG UGA CCA GCA CCU ACG AdTdT

Antisense UUA UAG GUG CUG GUC ACG AdTdT
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CatL440 (CatL1)
Zielsequenz AAC CGT TAC CAG CAC GTG TAA
Sense CGG UGA CCA GCA CGU UCAAdTAT

Antisense UUA CAC GUG CUG GUC UCC AdTdT

Die folgenden siRNA-Oligonukleotide waren vorgefertigte Konstrukte der Firma Qiagen.

Hs_CTSX_4 (CatX3) Qiagen, Hilden
Hs_CTSB_6 (CatB1) Qiagen, Hilden
Hs_CTSB_7 (CatB2) Qiagen, Hilden
Hs_CTSL_5 (CatL2) Qiagen, Hilden

3.4.2 Primer fur die qRT-PCR

Cathepsin X Search LC, Heidelberg
Cathepsin B Search LC, Heidelberg
Cathepsin L Search LC, Heidelberg
GAPDH Search LC, Heidelberg
MMP9 Search LC, Heidelberg
p21 Qiagen, Hilden

p16 Qiagen, Hilden

p53 Qiagen, Hilden

3.5 Zelllinien

Die Zelllinien PC-3, LNCaP und DU145 wurden von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen.

PC-3

Die PC-3-Zelllinie entstammt einem 62-jahrigen mannlichen Spender kaukasischen Ursprungs
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und wurde 1979 aus einer Knochenmetastase eines adrogenunabhangigen Prostata-

adenokarzinoms Grad VI isoliert (Kaighn et al., 1979).

LNCaP

Die LNCaP-Zelllinie wurde 1977 aus dem linken supraklavikularen Lymphknoten eines 50-
jahrigen mannlichen Kaukasiers mit bestatigtem metastatischen Prostatakarzinom isoliert.

LNCaP-Zellen sind androgenabhangig (Horoszewicz et al., 1980).

DU145

Die DU145-Zelllinie wurde 1975 aus einer Lasion des Gehirns eines 69-jahrigen Patienten

kaukasischen Ursprungs mit androgenunabhangigen Prostatakarzinom isoliert (Mickey et al.,

1980).

3.6 Chemikalien und Materialien fuir zellbiologische Methoden

Accutase

Costar-Transwell-Filter 6,5 mm @&, 8 ym Porengrosse

4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose
nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Fotales Kalberserum Gold (FKS)
Galacto-Light™ System
Glutardialdehyd

HiPerfect

humane extrazellulare Matrix (hEZM)
Humanes Serum

Kryoréhrchen (1,8 ml)

L-Glutamin (100x)
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PAA, Linz, Osterreich

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Applied Biosystems, Foster City, USA
Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

BD Biosciences, Bedford, USA
PAA, Linz, Osterreich

Nunc, Wiesbaden

Invitrogen, Karlsruhe
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Nalgene™Cryo 1°C Einfrierbehalter
Natrium-Pyruvat

Neubauer-Zahlkammer

Nutridoma

PBS (Ca?*, Mg?-frei)

RPMI mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose
Senescence B-Galactosidase Staining Kit
Tryptanblau, 0,5 % (w/v) in PBS
Trypsin-EDTA, 10 x Lésung
VenorGeM®-Kit (Mykoplasmen-Nachweis)
Zellkulturgefalde (T75, T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Well)

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

3.6.1 Proteine

Vitronektin

humane extrazellulare Matrix (hREZM)
humanes Procathepsin X

humanes Cathepsin X

humanes Cathepsin B

humanes Cathepsin L

fotales Kalberserum Gold (FKS)

3.6.2 Inhibitoren
U0126

Wortmannin
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Nunc, Wiesbaden
PAA, Linz, Osterreich
Brand, Wertheim
Roche, Mannheim
PAA, Linz, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Minerva Biolabs, Berlin
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

Sarstaedt, Nimbrecht

Promega, Mannheim

BD Bioscience, Bedford, USA
Sivaraman et al., 2000
Nagler et al., 1999

Nagler et al., 1997

Biniossek et al., 2011

PAA, Linz, Osterreich

Promega, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
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3.7 Chemikalien und Materialien fir proteinchemische Techniken

Acrylamid : Bisacrylamid (37,1 : 1)
Albumin-Standardlésung (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)

BC Assay Reagenz Aund B

BioMax Filme

BioMax Filmkassette

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blau G250
1,4-Dithiothreitol (DTT)

DQ™ BSA, Fluoreszein konjugiert

DQ™ Kollagen I, Fluoreszein konjugiert
DQ™ Kollagen IV, Fluoreszien konjugiert
Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glyzerol

Glyzin

Hyperfilm-MB Filmkassette
Inhibitorcocktail 111

LumiGLO®

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat

Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 ym)
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

NuPAGE™ Novex 4-12 % Bis-Tris Gel
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Serva, Heidelberg

Pierce, Rockford, USA

Serva, Heidelberg

Interchim, Montlugon, Frankreich
Kodak, Rochester, USA
Kodak, Rochester, USA
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Amersham, Braunschweig
Merck/Calbiochem, Darmstadt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Schleicher und Schuell, Kassel
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
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Methanol

Quantikine® pro-Cathepsin B Immunoassay
Schwefelsaure

SDS

SeeBlue® Plus2 Protein-Molekularstandard

SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate

TMB Peroxidase EIA Substrate Kit
Tris-HCI

Triton X-100

Tween-20

Whatman Filterpapier Nr.1

3.7.1 Antikorper
MultiplexWestern |

Anti-Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (E10)
Anti-p42 MAP Kinase (3A7)

Anti-Phospho-MEK

Anti-MEK

Anti-Phospho-Rac-1

Anti-Rac-1 (monoklonal)

Anti-phospho-PAK

Anti-PAK

Anti-ProCathepsin X (Kaninchen)
Anti-ProCathepsin X (Ziege)

Anti-Aktin

Anti-Kaninchen-lgG, HRP-konjugierter Antikérper
Anti-Maus-1gG, HRP-konjugierter Antikdrper

Anti-Ziege/Schaf-lgG-PoD
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Merck, Darmstadt

R&D Systems, Minneapolis, USA
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Pierce, Rockford, USA
BIO-RAD, Hercules, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Whatman/Vetter, Ammerbuch

Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Santa Cruz, Santa Cruz, USA

BD Bioscience, Bedfort, USA

Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Nagler et al., 2006

R&D Systems, Minneapolis, USA
Sigma, Deisenhofen

Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt

Sigma, Deisenhofen
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3.8 Zellbiologische Methoden

3.8.1 Kultivierung und Aufbewahrung der Zelllinien

Die Zelllinien PC-3 und LNCaP wurden in RPMI 1640-Medium kultiviert, dem 10 % f6tales
Kalberserum (PAA Laboratories), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen Corporation), 1 % Natrium-
Pyruvat (PAA Laboratories) und 1 % nicht-essentielle Aminosauren (PAA Laboratories)
zugesetzt wurden. Die Zelllinie DU145 wurde in DMEM-Medium mit 10 % fétalem Kalberserum
(PAA Laboratories), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen Corporation), 1 % Natrium-Pyruvat und 1 %
nicht-essentiellen Aminosauren kultiviert. Die Inaktivierung der im fétalen Kalberserum (FKS)
enthaltenen Komponenten des Komplementsystems erfolgte durch 30-minutiges Erhitzen auf
56°C.

Die Routinekultivierung der Zellen erfolgte in 75 ml-Zellkulturgefalen im Zellkulturbrutschrank
bei 37°C, 5 % COzKonzentration und 90 % Wasserdampfsattigung, wobei die Zellen bei
Erreichen einer Konfluenz von 80 % (alle 2-3 Tage) passagiert wurden. Hierfir wurde das
Medium abgesaugt und die adharenten Zellen mit PBS gewaschen. Die Zellschicht wurde fiir 10
Minuten mit einer Trypsin-EDTA-L6sung bei 37°C inkubiert, um die Zellen von der
Plastikoberflache zu I6sen. Die Trypsinaktivitat wurde durch die Zugabe von serumhaltigem
Medium gestoppt. Durch anschlieRende 10-minitige Zentrifugation der Zellsuspension bei 300
g wurde die Trypsin-EDTA-LOsung entfernt. Nach Resuspension mit frischem Kulturmedium

wurden die Zellen gezahlt und in neue Gewebekulturflaschen ausgesat.

Zur langerfristigen Lagerung wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 300 g sedimentiert, in
sterilem Einfriermedium (Kulturmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO) resuspendiert und in
einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml in Kryoréhrchen (Nunc) tberflihrt. Daraufhin wurden
die Zellen in einem Einfriercontainer (,NalgeneTM Cryo 1°C Freezing Container®, Nunc) bei
-80°C uber Nacht schonend eingefroren, um am néachsten Tag fur die Langzeitlagerung in einen

Stickstofftank Uberfuhrt zu werden.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen zugig bei 37°C aufgetaut bis nur noch ein Eiskern
vorhanden war und in das vorgewarmte Kulturmedium Uberfihrt. AnschlieRend wurden die
Zellen bei 300 g fur 10 Minuten sedimentiert, um das zelltoxische DMSO vollstandig zu
entfernen. Nach Resuspension in Kulturmedium wurden die Zellen in neue

Gewebekulturflaschen ausgesat.

3.8.2 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde die Neubauer-Zahlkammer verwendet. Um lebende von toten

Zellen zu unterscheiden, wurde ein Aliquot der Zellen 1:1 mit einer Trypanblaulésung (0,5 %
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(w/v) Trypanblau in PBS) verdiinnt. Trypanblau farbt tote Zellen blau, wahrend es von vitalen
Zellen aktiv ausgeschlossen wird. Unter dem Mikroskop wurde anschlieflend die Zellanzahl in

vier Quadranten bestimmt und die Zelldichte wie folgt berechnet:

Mittelwert der vier GroRquadrate x 10*x Verdlinnungsfaktor = Zellzahl/ml

3.8.3 Serumfreie Zellkultur und Stimulation der PC-3-Zellen

Zur Untersuchung der Aktivierung von Signaltransduktionswegen in PC-3-Zellen durch
Cathepsine und Vitronektin sollten stdrende Einflisse durch Komponenten des Kalberserums
wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Proteasen ausgeschlossen werden. Deshalb wurden die
Zellen wahrend der Stimulationsexperimente unter serumfreien Bedingungen mit RPMI 1640-

Medium, das 1 % Nutridoma enthielt, kultiviert.

Vor jedem Stimulationsexperiment wurden PC-3-Zellen in 6-Well-Platten (5 x 10* Zellen/Well mit
jeweils 2 ml Medium/Well) ausgesat. Nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C wurde das
Kulturmedium gegen vorgewarmtes Hungermedium (RPMI 1640-Medium mit 1 % Nutridoma)
gewechselt, nachdem die Zellen einmal vorsichtig mit vorgewarmtem PBS gewaschen worden
waren. Daraufhin wurden die Zellen Uber Nacht im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Am nachsten
Tag wurden je nach Versuchsaufbau vordefinierte Zellen fir 1 Stunde mit 10 yM Inhibitor
(U0126, Wortmannin) vorinkubiert, bevor die zur Stimulierung verwendeten Proteine vorsichtig
ins serumfreie Medium gegeben wurden. Zu den unstimulierten Zellen wurde PBS bzw.
Lagerungspuffer (50 mM NaAcetat, 150 mM NaCl, 100 uM Methylmethanthiolsulfonat, ph 5,0)
als Kontrolle zugegeben. Die Zellen wurden fiur die Dauer der Stimulation im
Zellkulturbrutschrank inkubiert. Das weitere Vorgehen wird in Absatz 1.9.2. Herstellung von

Zelllysaten zur Analyse phosphorylierter Proteine erlautert.

3.8.4 Stimulation der PC-3-Zellen mit Proteinen der extrazellularen Matrix

Um mégliche Effekte von EZM-Proteinen auf die Expression von Cathepsinen in PC-3-Zellen zu
untersuchen, wurden die PC-3-Zellen mit Vitronektin (Promega) und humaner extrazellularer
Matrix (BD Biosciences) fur 1, 4 oder 7 Tage inkubiert. Vitronektin wird aus humanem Plasma
gewonnen und fungiert als Zelladhasionsmolekul, dass die Migration beeinflusst. Die humane
extrazellulare Matrix ist ein loslicher Basalmembran-Extrakt, der aus humaner Plazenta

gewonnen wird und vor allem Laminin, Collagen IV und Heparansulfat beinhaltet.
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Vor jedem Stimulationsexperiment wurden 12-Well-Platten in Tripletts mit jeweils 1 pug
Vitronektin bzw. hEZM in 1 ml PBS (PAA Laboratories) flr 6 Stunden bei 4°C beschichtet. Nach
vorsichtiger Aspiration des PBS wurden je nach geplanter Inkubationsdauer 10.000, 20.000
oder 50.000 Zellen pro Well in 1 ml Kulturmedium ausgesat. Anschliefend wurden 5 pg/ml
Vitronektin bzw. hEZM zuzugeben. Die Zelllysate, die Zellkulturiiberstande und die RNA wurden
nach den in den folgenden Kapiteln genannten Verfahren nach 1, 4 und 7 Tagen Inkubation bei
37°C isoliert.

3.8.5 Knock-Down der Cathepsine X, B und L durch siRNA-Transfektion

Um einen selektiven Knock-Down der Cathepsine X, B und L in PC-3-Zellen zu erreichen,
wurde die siRNA-Technologie verwendet. Hierzu wurden PC-3-Zellen in 6- bzw. 12-Well-Platten
in einer Konzentration von 5.000 Zellen/cm? ausgesat und fur 6 Stunden bei 37°C im
Zellkulturbrutschrank inkubiert. Die Transfektion wurden nach dem Protokoll der Firma Qiagen
(HiPerFect) durchgefuhrt. Fur die Transfektion wurde eine siRNA-Endkonzentration von 10 nM
gewahlt. Die siRNA wurde mit 18 pl HiPerfect (Qiagen) und 100 pl serumfreiem Medium
vermischt. Dieses Transfektionsgemisch wurde nach 10-minutiger Inkubation bei

Raumtemperatur trépfchenweise auf die adharenten Zellen gegeben.

Um mogliche Oligonukleotid-abhangige Nebeneffekte auszuschlie®en, wurde fir den Knock-
Down der einzelnen Cathepsine jeweils mehrere Oligonukleotide eingesetzt, die an
unterschiedliche Sequenzen der Cathepsin-mRNA binden. Als Negativkontrolle wurde eine
Non-silencing-siRNA (NS-siRNA) verwendet, die keine Sequenzubereinstimmungen mit

bekannten mRNA-Sequenzen zeigt.

3.8.6 Invasionsassay

Fir Untersuchungen des Invasionsverhaltens der Prostatakarzinomzellen wurde das Prinzip der
Boyden-Kammer verwendet (Abb. 8). Die Membranen der 24-Well-Einsatze (Porengrésse 8 um,
BD Biosciences) wurde mit humaner EZM (BD Biosciences) beschichtet, um in vitro eine

Basalmembran (BM) nachzubilden.

Die Stammlésung der hEZM wurde bei -80°C in Aliquots (120 ug) gelagert. Nach dem Auftauen
eines Aliquots hECM auf Eis wurde die Stammldsung in 2,4 ml serumfreiem, Nutridoma-
haltigem (1 %) Medium geldst. Hiervon wurden 200 pl/Well bzw. 10 pg hEZM auf die
Membranen gegeben und Uber Nacht bei offenem Deckel unter sterilen Bedingungen
getrocknet. Die Membranen wurden am nachsten Tag durch Zugabe von 200 pl serumfreiem

Medium und einer 2-stindigen Inkubation bei Raumtemperatur rehydriert. Nach vorsichtiger
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Aspiration des Uuberschissigen Mediums, wurde die gewinschte Zellanzahl in 200 pl
serumfreiem Medium (mit 1 % Nutridoma) auf die rekonstituierte Membran gegeben. Die untere
Kammer wurde anschlieBend mit 600 pl Nutridoma-haltigem (1 %) Medium und humanem
Serum (10 %) als chemotaktischer Zusatz befiillt. Nach 2 bzw. 3 Tagen Inkubationszeit bei 37
°C wurde das Medium aspiriert und die nicht migrierten Zellen mit einem in PBS getauchten
Wattestdbchen von der Oberseite der Membran vorsichtig entfernt. Danach wurde der Einsatz
einmal mit 800 ul PBS fiir 2 min gewaschen, um danach die migrierten Zellen fir 10 Minuten mit
800 pl 100%-igem Methanol bei —20°C zu fixieren. Nach der Rehydratation (800 pl PBS, 0,2 %
Triton-X-100 fur 10 Minuten bei Raumtemperatur) wurden die Zellkerne mit DAPI (1:7500 in
PBS, 600 pl zugeben fir 3 Minuten bei Raumtemperatur) gefarbt. Um eventuelle Reste von
DAPI vollstéandig zu entfernen, wurden die Einsatze dreimal mit PBS (800 ul) gewaschen.
Anschlieend wurden je 1,6 ml PBS in die Vertiefungen gegeben und die Einsatze mit 4-facher
VergroRerung fotografiert. Pro Einsatz wurden drei Gesichtsfelder unter Benutzung der Image-
Pro™ PLUS-Software (Media Cybernetics) ausgezahlt. Die Invasionsrate wurde als Quotient
der gewanderten Zellen gegenuber der eingesetzten Zellen berechnet. Der Invasionsindex
reprasentiert die Invasionsrate der behandelten Zellen geteilt durch die Invasionsrate der

Kontrollzellen.

Transwell® Einsatz

Obere Kammer

L] L] L] L] L] .

: Polycarbonatmembran (8 um Poren)
~ ——— Untere Kammer

Abb. 8 : Schema eines Transwell®Kammer-Systems.

(modifiziert nach Corning Incorporated, NY)

3.8.7 Bestimmung der Seneszenz-assoziierten-B-Galaktosidase-Aktivitat
3.8.7.1 Zytochemische SA-B-Galaktosidasefarbung

Die Seneszenz-assoziierte p-Galaktosidase (SA-B-Gal)-Aktivitdt wurde mit Hilfe des
Senescence [(-Galactosidase Staining Kit (CellSignaling Technology) bei pH 6 bestimmt. Der
Nachweis erfolgt hierbei Uber die Spaltung des Subtrates X-Gal durch die SA-B-Gal mit
anschlieRender Oxidation des Produkts durch Luftsauerstoff, wodurch ein tiefblauer Farbstoff
entsteht (Dimri et al., 1995). Fir den Versuch wurden 30.000 PC-3-Zellen pro Well in 6-Well-
Platten ausgesat und mit siRNAs gegen Cathepsin X, B und L und Kontroll-siRNAs transfiziert.
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Nach 5 Tagen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen nach dem Protokoll des Herstellers
gefarbt. Fur eine langerfristige Lagerung der gefarbten Zellen wurde die Farbelésung entfernt,
um die Zellen daraufhin mit Glyzerinlésung (70 %) zu bedecken und bei 4°C zu lagern. Die blau
gefarbten Zellen wurden mit 10-facher VergréRerung fotografiert und sieben Gesichtsfelder pro
Well mit Hilfe eines Farbeindexes ausgewertet. Hierbei wurden je nach Intensitat der Farbung
Punkte von 0 (= keine Farbung) bis 3 (= starke Farbung) pro Zelle vergeben. Der Quotient aus

der Summe der Punkte und der Gesamtzellzahl der Gesichtsfelder ergab den Farbeindex.

3.8.7.2 Quantitative Detektion der SA-B-Galaktosidase-Aktivitat
Zur Uberprifung und Bestitigung der Ergebnisse der zytochemischen SA-B-
Galaktosidasefarbung, wurde noch eine zweite Methode - die Galacton Chemilumineszenz

Methode (Bassaneze et al., 2008) - verwendet, um die SA-B-Gal-Aktivitat zu bestimmen.

Vor Versuchsbeginn wurde eine 12-Well-Platte mit je 10.000 PC-3-Zellen/Well beschichtet, mit
siRNAs gegen Cathepsin X, B und L sowie Kontroll-siRNAs jeweils in Tripletts transfiziert und
fur finf Tage im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen
und jeweils mit 250 ul Lysispuffer (Galacto-Light™, Applied Biosystems) bedeckt. Nach einer
kurzen Lysephase wurde das Zelllysat fiir 2 Minuten bei 600 g sedimentiert und der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt. AnschlieBend wurden 10 pl des jeweiligen Uberstandes
auf eine 96-Well-Platte transferiert und mit je 70 pl Reaktionspuffer (Galacto-Light™, Applied
Biosystems) versetzt. Nach 60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, wurde jeweils 100 pl
Accelerator(-1l) zugegeben und sofort die Lumineszenz im Spektrofluorimeter (Safire I, Tecan)

gemessen.

3.8.8 Quantifizierung der Proliferation

Um die Proliferationsrate von Zellen zu quantifizieren, wurde die Zellzahl zu festgelegten
Zeitpunkten bestimmt und auf die zum Zeitpunkt 0 gemessenen Zellen normiert. Die Farbung
der Zellkerne erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI, der mit einem Emissionmaximum bei
461 nm spezifisch DNA darstellt.

Zu Beginn wurden PC-3-Zellen mit Cathepsin X- sowie mit NS-siRNA transfizert. Nach einer 24-
stindigen Inkubation wurden die Zellen jeweils in Tripletts in einer Konzentration von 4000
Zellen pro Well auf eine 96-Well-Platte ausgesat. Nach weiteren 24 Stunden wurde die erste
DAPI-Farbung nach folgendem Protokoll durchgefuihrt. Zuerst wurden die Zellen zweimal mit je
200 ul PBS pro Well gewaschen, um danach mit einer 5%-igen Glutardialdehydlésung (200 ul

pro Well) fixiert zu werden. Anschliefend wurden die Zellen fur 10 Minuten mit 0,2 % (v/v)
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Triton-X-100 bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach der Farbung mit je 200 ul DAPI-L6sung
(1:7500 in PBS) pro Well wurden die Zellen nochmals zweimal mit je 200 yl PBS pro Well
gewaschen. Bei allen genannten Schritten wurden die Losungen nicht abgesaugt, sondern die
96-Well-Platte vorsichtig auf Zellstoff ausgeklopft, um eine vorzeitige Ablésung der Zellen zu
verhindern. Die Auswertung erfolgte mittels Epifluoreszenzmikroskopie, bei der pro Well drei
Gesichtsfelder fotografiert und die Zellkerne unter Benutzung der Image-Pro™ PLUS-Software

(Media Cybernetics) ausgezahlt wurden.

3.9 Molekularbiologische Methoden

3.9.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Tumorzellen

Um die mRNA-Expression in PC-3-Zellen zu untersuchen, wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des
RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert. Zuerst wurden die adharenten Zellen mit PBS gewaschen, um
abgestorbene Zellen und Zellreste zu entfernen. Die Zelllyse der PC-3-Zellen erfolgte mit 350 pl
Lysepuffer, der mit 10% R-Mercaptoethanol versetzt war. Danach wurde die Homogenisierung
des Zellmaterials unter Verwendung des QIAshredder Kit (Qiagen) nach den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Um eine stérende Amplifikation von DNA-Resten in der nachfolgenden
PCR zu verhindern, wurde die verbliebene DNA mit DNase | (RNase-free DNase Set, Qiagen)
in einem Zwischenschritt verdaut. Nach der Isolierung der RNA wurde die RNA-Konzentration
photometrisch durch Bestimmung der Absorption bei 260 nm (RNA, DNA) in einer Quarzkiivette
gemessen. Verunreinigungen durch Proteine wurden mit Hilfe des OD-Quotienten Ao / Azso
ermittelt. Dieser sollte bei einer Protein-freien Nukleinsaureldsung mindestens 2,0 betragen. Die

RNA-Konzentration wurde wie folgt berechnet:

Gesamt-RNA [ug/ml] = 40 x Az x Verdiinnung

3.9.2 cDNA-Synthese
Fir die cDNA-Synthese aus der isolierten RNA wurde der iScript™™cDNA Synthesis Kit (BIO-

RAD) nach Angaben des Herstellers verwendet. Um gleiche Endkonzentrationen und Volumina
der gereinigten Gesamt-RNA in der Synthesereaktion zu erreichen, wurde die Konzentration der
isolierten RNA-Probe bestimmt und mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt, so dass die jeweils
eingesetzte Menge RNA 1 ug entsprach und ein Endvolumen von 15 pl erreicht wurde. Danach

wurden 4 ul iScript Reaktionsmix und 1 pl iScript™ Reverse Transkriptase dazu gegeben und
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die Reaktionslosung wie folgt inkubiert: 25 °C/5 Min — 42 °C/30 Min — 85 °C/5 Min — 4 °C/5 Min.
Nach der Synthesereaktion wurden die umgeschriebene cDNA in Aliquots a 10 pl bei - 20 °C
aufgewahrt bzw. sofort mittels gRT-PCR analysiert.

3.9.3 Quantitative RT-PCR

Die quantitative Bestimmung der mRNA-Expression in PC-3-Zellen wurde mit Hilfe der
LightCycler™-Technologie (Roche) durchgefiihrt. Dazu wurden der LightCycler™-FastStart DNA
Master SYBR Green [|-Kit (Roche) und spezifische Primer-Sets (Search LC bzw. Qiagen)

verwendet.

Pro Reaktionsansatz wurden zuerst 1 pl SYBR-Green-Mastermix (Roche), 1 pl
Oligonukleotidlésung (Search LC bzw. Qiagen) und 3 pl RNase-freies Wasser in jede
LightCycler™ -Kapillare (Roche) gegeben. AnschlieBend wurden die Kapillaren jeweils mit 5 pl
cDNA-Probe (Verdinnung 1:10 in RNase-freiem Wasser) aufgefiillt. Fir die Negativkontrolle
wurde 5 pl RNase-freies Wasser verwendet. Als Positivkontrolle wurden Standards mit
definierter Kopienanzahl mitgefiihrt. Die Ansatze wurden fir 4 Minuten bei 500 g und 4°C
zentrifugiert und anschlielend in ein LightCycler-Kapillar-Rondell eingesetzt und die PCR-

Reaktion gestartet.

Fir die Primer von Search LC erfolgte die PCR-Reaktion unter folgenden PCR-Bedingungen:
Denaturierung der DNA: 95°C/10 Minuten, Amplifikation der Zielsequenz: [95°C/10 Sekunden
— 68°C/10 Sekunden/ 58°C — 72°C/16 Sekunden] x 35 Zyklen.

Fir die Primer von Qiagen wurden folgende PCR-Bedingungen verwendet: Denaturierung der
DNA: 95°C/15 Minuten, Amplifikation der Zielsequenz: [94°C/15 Sekunden — 55°C/22
Sekunden — 72°C/20 Sekunden] x 40 Zyklen.

AbschlieRend wurde durch eine graduelle Erhéhung der Temperatur (95°C — 58°C/10
Sekunden dT/dt 0,1°C/Sekunde) eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt, die es erlaubt,
Primerdimere und unspezifische Produkte zu identifizieren. Die Quantifizierung der
vorhandenen DNA-Kopien beruhte auf der Fluoreszenz-Messung, die durch die Interkalation
des fluoreszierenden Farbstoffs SYBR Green | (Roche) in doppelstrangige DNA entstand. Mit
zunehmender Zyklenzahl nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte
zu. Uber die Verdinnungsreihe eines Standards mit genau definierter Kopienanzahl wird eine
Standardkurve erstellt, anhand der bestimmt werden kann, wie viele Kopien des Zielgens
urspruinglich in der Probe vorlagen. Die Quantifizierung der Expression des housekeeping-Gens
GAPDH wurde zur Normalisierung der Zielgen-Expression verwendet und diente zum Abgleich

der cDNA-Menge in den verschiedenen Proben.
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3.9.4 cDNA-Array

Um eine Anderung des mRNA-Expressionsmusters in Cathepsin-defizienten Zellen zu
untersuchen, wurden zwei verschiedene cDNA-Arrays (Human Cancer PathwayFinder™ Gene
Array und Human Extracellular Matrix & Adhesion Molecules Gene Array) der Firma SuperArray
(Bioscience Corp.) verwendet. Hierdurch konnten jeweils 96 relevante Zielgene in einem

einzigen Experiment untersucht werden.

PC-3-Zellen wurden hierfar mit siRNA transfiziert und deren RNA unter Verwendung des
RNeasy Mini Kits (Qiagen) isoliert. Die bendtigten cDNA-Sonden wurden vor der Hybridisierung
fur die anschlieRende Detektion markiert. Hierfir wurde fir den Einbau von Biotin-16-dUTP
(Roche) wahrend der cDNA-Synthese der AmpoLabeling LPR-Kit gewahlt, da diese Technik
geringe Hintergrundsignale verursacht. Im ersten Schritt wurde 5 pg Gesamt-RNA in cDNA
umgeschrieben (37 °C/25 Minuten — 85 °C/5 Minuten — Eis). In einem zweiten Schritt wurde
mit Hilfe einer thermostabilen DNA-abhangigen DNA-Polymerase und einem spezifischen
Primermix Biotin-16-dUTP-markierte cDNA hergestellt (85 °C/5 Minuten; [85 °C/1 Minute — 50
°C/1 Minute — 72 °C/1 Minute] x 30 Zyklen; 72 °C/5 Minuten). Die Reaktion wurde durch
Erhitzen auf 94°C fur 2 Minuten gestoppt. Zunachst erfolgte eine Prahybridisierung der cDNA-
Array-Membran mittels Lachsspermien-DNA (100 pg/ml) in Hybridisierungslésung bei 60 °C fur
2 Stunden und 10 Umdrehungen pro Minute in einem Hybridisierungsofen. Fir die
anschlieliende Hybridisierung wurde die Prahybridisierungslésung aus den Tubes entfernt und
durch 721 ul Hybridisierungslosung, versetzt mit 49 pl cDNA-Probe, ersetzt. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht bei 60 °C und 10 Umdrehungen pro Minute in einem Hybridisierungsofen.
Bei diesem Vorgang lagern sich zwei komplementare Nukleinsaure-Einzelstrange Uber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen ihren hydrophoben Purin- und Pyrimidin-Basen

zusammen (Watson-Crick-Base-Pairing).

Um nicht gebundene cDNA zu entfernen, wurde die cDNA-Array-Membran am folgenden Tag
zweimal mit jeweils 5 ml Waschlésung 1 (360 mM NaCl, 20 mM TriNatriumCitrat-Dihydrat, pH 7
und 1 % (w/v) SDS) und danach zweimal mit jeweils 5 ml Waschlésung 2 (18 mM NaCl, 1 mM
TriNatriumCitrat-Dihydrat, pH 7 + 0,5 % (w/v) SDS) bei 20 Umdrehungen pro Minute und 60 °C

fur je 15 Minuten gewaschen.

Die Detektion der hybridisierten cDNA-Sonden erfolgte mittels alkalischer Phosphatase-
konjungiertem Streptavidin. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde die cDNA-Array-
Membran zuvor mit 2 ml Blockierungslésung (GEAblocking Solution Q) fur 40 Minuten und 20
Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Bindung des mit
alkalischer Phosphatase-konjungiertem Streptavidins an die markierte cDNA. Hierfir erfolgte

eine 10-minltige Inkubation der cDNA-Array-Membran mit 2 ml Pufferlésung (Buffer F), die im
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Verhaltnis 1:8000 mit alkalischer Phosphatase-konjungiertem Streptavidin versetzt war. Nach
viermaligem Waschen mit 4 ml Pufferlésung (Buffer F) fur je 5 Minuten, erfolgte die Detektion
nach zwei-minitiger Inkubation mit 1 ml Chemilumineszenzlésung (CDP-Star-Substrate) bei
Raumtemperatur mittels Belichtung eines Rdntgenfilms. Die entwickelten Filme wurden
eingescannt und mit der Software TotalLab Quant (TotalLab Limited) densitometrisch
ausgewertet. Nach Subtraktion des Hintergrundes wurden die einzelnen Signale auf die
houskeeping-Gene Aktin und GAPDH bezogen. Jeder cDNA-Array wurde in Triplikaten
durchgeflhrt.

3.10 Proteinchemische Methoden

3.10.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Extraktion von intrazellularen Proteinen wurde ein nicht-denaturierender Lysispuffer (50 mM
Na;HPO./NaH,PO,4, 0,2 M NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton-X-100, pH 6,0) verwendet, der kurz
vor Gebrauch mit dem Inhibitorcocktail Il (Calbiochem) im Verhaltnis 1:100 versetzt wurde. Die
adharenten Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen, danach wurde der Lysispuffer direkt
auf die Zellen gegeben. Nach einer 10-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur (die Zelllyse
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert) wurde das Lysat vollstdndig in ein Reaktionsgefafd
uberfuhrt und anschlieffend nochmals fir 10 Minuten bei 4°C unter gelegentlichem Benutzen
des ,Vortexers® inkubiert. Danach wurde das Lysat auf Eis 2 mal fir 5 Sekunden mit Hilfe der
Ultraschalllanze sonifiziert. Die unléslichen Bestandteile wurden danach bei 16 000 g und 4°C
fur 10 Minuten durch Zentrifugation entfernt. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsglas
uberfuhrt und direkt untersucht oder bei -20°C aufbewahrt.

3.10.2 Herstellung von Zelllysaten zur Analyse phosphorylierter Proteine

Zur Analyse phosphorylierter Proteine wurden die behandelten Zellen mit gekihltem PBS und
durch Zugabe von 1x Probenpuffer (62,5 mM Tris-HCI, 2% (w/v) SDS, 10% Glycerol, 50 nM
DTT, 0,03% (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) lysiert (100 pl/Well einer 6-Well-Platte). Danach
wurden die Zellen mit Hilfe eines ,Zellschabers® von der Platte entfernt, in ein Reaktionsgefa
Uberfuhrt und fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um eine vollstandige Denaturierung der Proteine
zu erreichen. Hiermit wurde auch sichergestellt, dass durch die sofortige Denaturierung der
Proteine eine weitere Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung nach Versuchsende
verhindert wurde. Durch die folgende 10-minltige Zentrifugation bei 4°C wurden alle
unléslichen Bestandteile sedimentiert. Der Uberstand wurde entweder sofort fir die SDS-PAGE

verwendet oder bei -80°C gelagert. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefihrt.
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3.10.3 Isolierung des Zellkulturiiberstandes

Um die Konzentration an sezernierten Proteinen in Zellkulturiiberstand zu bestimmen, wurde 1
ml des Uberstandes abpipettiert und fiir 10 Minuten bei 4°C und 10 000 g zentrifugiert, um
abgeléste oder abgestorbene Zellen zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues

Reaktionsgefald Uberfihrt, sofort verwendet oder bei -20°C aufbewahrt.

3.10.4 Quantitative Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung wurde mit Hilfe der BCA-Methode durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Proben (Zellysate) 1:40 in destillietem Wasser verdinnt und in 96-Well-Platten mit
den Farbereagenzien (BC Assay Reagenz A und B) im Verhaltnis 1:1 nach den Angaben des
Herstellers vermischt (Endvolumen 200 pl). Zur Quantifizierung wurde auf derselben Platte eine
Standardkurve mit Albumin in Konzentrationen von 1000 ug/ml bis 15,6 pg/ml erstellt. Nach 40-
60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, wurde die Absorption bei 560 nm im
Mikrotitermessgerat (Microtek Laborsysteme GmbH) gemessen. Die Proteinkonzentrationen
wurden mit Hilfe der Standardkurve unter Verwendung von MicroWin 2000 (Microtek

Laborsysteme GmbH) errechnet.

3.10.5 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen komplexer Proteingemische nach inrem Molekulargewicht wurde
eine diskontinuierliche = SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese  verwendet. Das SDS-
Polyacrylamidgel bestand aus einem 12%-igen Trenngel und einem 4%-igen Sammelgel.

Trenn- und Sammelgel wurden nach dem in Tabelle 1 gezeigten Pipettierschema hergestellt.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir die Herstellung von Gelen fiir die diskontinuierliche SDS-PAGE.

1x1,5 mm Gel Trenngel (12%) Sammelgel (4%)
dH.0 4,5 ml 5,675 ml
Acrylamid (40%) 3 ml 1,65 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI; pH 8,8) 2,5 ml -
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI; pH 6,8) - 2,5mil

SDS (10%) 100 pl 100 pl

APS (10%) 100 pl 100 pl

TEMED 10 pl 10 pl
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Zuerst wurden alle Bestandteile au3er TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) und APS
(Ammoniumpersulfat) vereinigt und vermischt. TEMED und APS wurden erst kurz vor dem
Gielten der Gele zugegeben, um die Polymerisierung einzuleiten. Daraufhin wurden die
Zelllysate mit 3x Probenpuffer (187,7 mM Tris/HCI, 6% (w/v) SDS, 30% Glycerol, 0,03% (w/v)
Bromphenolblau, pH 6,8) und 30x Reduktionsagens (1,25 M DTT) versetzt. Um eine
vollstdndige Denaturierung der Proteine zu erreichen, wurden die Proben fur 5 Minuten auf
95°C erhitzt. Danach wurden die Proben bei 4°C und 5000 Umdrehungen pro Minute fur 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand auf das Gel aufgetragen (25 pl/Tasche). Die
Elektrophorese erfolgte in einem Laufpuffer (250 mM Tris/HCI, 192 mM (w/v) Glyzin, 0,1 % (w/v)
SDS, pH 8,3) bei 125 Volt fir 1-2 Stunden.

Gradientengele (NUPAGE™Novex, Invitrogen) wurden zur Auftrennung der Zellproben zur
Detektion von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 200 bis 2,5 Kilodalton eingesetzt. Die
Elektrophorese wurde hierfir bei 200 Volt fur 35 Minuten unter Verwendung einer Novex
Minicell-Gelkammer und Laufpuffer (1 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, 1 M Tris-Base,
69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA) durchgefihrt. Um die Proteintrennung abschatzen zu kénnen,
wurde als Molekulargewichtsstandard ein vorgefarbter Standard (SeeBlue2 Prestained

Standard, 8pl/Tasche) verwendet.

3.10.6 Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie-Brillantblau

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel, wurde das
gesamte Gel in einer Coomassie-Brillantblau-Lésung (0,5 % (w/v) Coomassie Blau G-250, 10 %
(v/v) Essigsaure, 45 % (v/v) Methanol) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Horizontalschittler inkubiert. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Gel
anschlief3end durch Inkubation in Entfarberlésung (10 % (v/v) Essigsaure, 45 % (v/v) Methanol)
fur 2 — 3 Stunden entfarbt. Damit die Elastizitdt des Gels erhalten blieb, wurde das Gel danach
fur 20 Minuten in Trocknungslésung (20 % (v/v) Methanol, 2 % (v/v) Glyzerol) inkubiert,

zwischen zwei Zellophanblattern (Invitrogen) eingespannt und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.10.7 Westernblot und Immundetektion

Die aufgetrennten Proteine wurden durch ein "semi-dry" Elektrotransferverfahren auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Hierzu wurde nach der Elektrophorese das Gel, die
Nitrocellulosemembran sowie 18 Filterpapiere (Whatmann) in Transblotpuffer (45 mM Tris-HCI,
39 mM Glycin, 0,00375 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol, pH 8,3) fir 5 Minuten bei

Raumtemperatur aquilibriert. Fir den Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran
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wurde ein "Transfersandwich" wie folgt gebildet: ANODE - 9 Filterpapiere -
Nitrocellulosemembran - Gel - 9 Filterpapiere — KATHODE. Der Transfer erfolgte bei 100 mA fiir
1-2 Stunden, abhangig von dem Molekulargewicht des Zielproteins. Um die freien
Bindungsstellen abzusattigen, wurde die Nitrocellulosemembran danach fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in Blockierungslésung (TBS-T (150 mM NaCl, 65 mM Tris/HCI, 0,05 % (v/v)
Tween-20, pH 7,6) und 5% BSA) auf dem Horizontalschittler inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen (je 5 Minuten) der Membran mit TBS-T erfolgte die Inkubation mit dem
entsprechenden 1. Antikérper (Verdinnung Tabelle 2) in Blockierungslésung bei 4°C Uber
Nacht. Anschlieliend wurden ungebundene Antikérper durch kraftiges Abspritzen der Membran
mit destilliertem Wasser und dreimaligem Waschen (je 5 Minuten) mit TBS-T entfernt. Der 2.
Antikérper wurde in TBS-T verdinnt (Tabelle 2) und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf die
Membran gegeben. Ungebundene Antikorper-Molekile wurden durch Waschen mit TBS-T und
destilliertem Wasser entfernt. Die Detektion mittels Chemilumineszenzfarbstoff erfolgte nach 5-
minutiger Inkubation der Membran mit 10 ml LumiGLO® (CellSignalingTechnology) durch
Exponieren auf Rontgenfilm (Kodak BioMax Light Film, Sigma-Aldrich).

Tabelle 2 : Verdiinnungen der im Westernblot verwendeten Antikorper.

1. Antikorper Verdiinnung 2.Antikorper Verdiinnung
Anti-Procathepsin X 1:3.000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
MultiplexWestern | 1:200 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-Phospho-p44/42 MAPK |1:1000 Anti-Kaninchen 1gG 1:4.000
Anti-p42 MAP Kinase 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-Phospho-MEK 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-MEK 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-Phospho-Rac-1 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:20.000
Anti-Rac-1 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:20.000
Anti-phospho-PAK 1:1000 Anti-Kaninchen 1gG 1:4.000
Anti-PAK 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-phospho-p38 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-p38 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:4.000
Anti-Aktin 1:400 Anti-Maus 1gG 1:2.000
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3.10.8 Sandwich-ELISA zum quantitativen Nachweis von Cathepsinen

Cathepsin X wurde durch einen sensitiven Sandwich-ELISA (Nagler et al., 2006) quantifiziert.
Hierbei wurde eine 96-Well-Platte (NUNC) Uber Nacht bei 4°C mit Anti-(Pro)Cathepsin X-1gG
(Kaninchen, Verdinnung 1:1000 in Beschichtungspuffer (15,9 mM Na.CO;, 35 mM NaHCOs,
pH 9,6)) beschichtet. Die unspezifisch gebundenen Antikérper wurden durch funfmaliges
Waschen mit 200 pl 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) pro Kavitat entfernt. Nach Absattigen der unspezifischen
Proteinbindungsstellen durch Inkubation mit je 100 pl Blockierungspuffer/Kavitat fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur, wurden die Kavitdten zweimal mit je 200 pl Waschpuffer gewaschen. Der
Standard aus rekombinatem Procathepsin X wurde in den Konzentrationen 8000, 4000, 2000,
1000, 500, 250, 125 und 62,5 pg/ml in Probenpuffer (Waschpuffer + 2 % (w/v) BSA)
aufgetragen. Die Proben wurden entsprechend der zu erwartenden Cathepsin X-Konzentration
mit Probenpuffer verdinnt und in Dupletts pipettiert. Nach 1 Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Horizontalschittler wurden die Kavitaten funf mal mit je 200 pl
Waschpuffer gewaschen. Als erster Detektions-Antikorper wurde anti-Cathepsin X IgG (Ziege,
R&D Systems) mit einer Verdinnung von 1:200 in Probenpuffer eingesetzt. Nach mehreren
Waschschritten wurde ein zweiter mit Peroxidase-gekoppelter Detektions-Antikorper (Anti-
Ziege/Schaf IgG, Verdlinnung 1:20.000) fir 1 Stunde zugegeben. Nach Entfernung der nicht-
gebundenen Antikdrper wurde durch Zugabe von 100 pl Substrat (Tetramethylbenzidin, TMB)
pro Kavitat fir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln eine Farbreaktion ausgel6st.
Anschlieend wurde die Reaktion durch Hinzufigen von 100 pl Stopplésung (1 M H,SO,) pro
Kavitat beendet. Die Absorption wurde bei 450 nm (550 nm ReferenZfilter) in einem
Mikrotitermessgerat (Microtek Laborsysteme GmbH) gemessen und die Cathepsin X-

Konzentration anhand des Standards berechnet.

Fir die quantitative Bestimmung von Cathepsin B wurde der Quantikine® Human pro-cathepsin

B immunoassay von R&D Systems nach Angaben des Herstellers verwendet.

3.10.9 Abbau von EZM-Komponenten durch rekombinante Cathepsine

Zur Analyse des moglichen proteolytischen Abbaus von EZM Komponenten durch Cathepsin X,
B und L wurden fluorogene DQ™-Substrate (Invitrogen) eingesetzt. DQ™ Kollagen |, DQ™
Kollagen IV und DQ™ BSA sind Analoge der natirlichen Substrate, die mit einer Uberhéhten
Anzahl von Fluorophoren beladen sind, wodurch annahernd kein Fluoreszenzsignal freigesetzt
wird. Diese Fluoreszenzléschung (engl. quenching) ist durch die in dem intakten Substrat
raumlich nah aneinander liegenden Fluoreszenzfarbstoffe begrindet. Nach der enzymatischen

Spaltung der Substrate werden fluoreszierende Peptide freigeben (Abb. 9). Die Zunahme der
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Fluoreszenz (proportional zur proteolytischen Aktivitat) wurde in einem Spektrofluorimeter

(Safire 1, Tecan) gemessen.

Intramolekular
gequenchte Substrate

Fluoreszierende
Spaltprodukte

Abb. 9: Prinzip der Detektion von Enzymaktivitat durch Spaltung von intramolekular gequenchten Substraten

(modifiziert nach www.probes.invitrogen.com).

Zuerst wurden die lyophilisierten Substrate in je 1 ml sterilem dH.O rekonstituiert. Die
rekombinanten Cathepsine X, B und L (Nagler et al., 1999; Nagler et al., 1997; Biniossek et al.,
2011) wurden durch die Zugabe von Phosphatpuffer (50 mM Natriumphosphat, 5 mM EDTA,
200 mM NaCl, 2 mM DTT, pH 6) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur aktiviert und danach auf Eis
gelegt. Pro Reaktionsansatz wurden 10 yl DQ™-Substrat und 90 pl Reaktionspuffer (angesetzt
nach den Angaben des Herstellers) in eine 96-Well-Platte (NUNC) gegeben. Die zu
untersuchenden Enzyme wurden mit Reaktionspuffer verdinnt (Endkonzentration von 2 nM).
Um die Reaktion zu starten, wurden die Substrate mit 100 pyl des verdinnten Enzyms oder 100
pl - Reaktionspuffer als Negativkontrolle versetzt. Nach 24 Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Fluoreszenzintensitat im Spektrofluorimeter (Safire I, Tecan)

quantifiziert. Der Leerwert wurde von den entsprechenden Messwerten abgezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der Transmigrationsfahigkeit der Prostatakarzinom-
zelllinien PC-3, LNCaP und DU145

Im Hinblick auf weitere Versuche zur Transmigration sollte zu Beginn der Arbeit die Zelllinie mit
dem hochsten Invasions-/Migrationspotential ermittelt werden. Hierfir wurden die Prostata-
karzinomzelllinien PC-3 (isoliert aus einer Knochenmetastase, androgen-unabhangig), LNCaP
(isoliert aus einer Lymphknotenmetastase, androgenabhangig) und DU145 (isoliert aus einer
Gehirnmetastase, androgenunabhangig) in einem Invasionsassay (BD Bioscience) verglichen.
Um die optimale Inkubationszeit sowie einzusetzende Zellzahl zu ermitteln, wurden die
Invasionsassays mit jeweils zwei verschiedenen Inkubationszeiten (6 Stunden und 20 Stunden)

sowie zwei unterschiedlichen Zellzahlen (50.000 Zellen und 25.000 Zellen) durchgefihrt
(Abb.10).
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PC-3 B 6h
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Abb. 10: Vergleich der Invasionsfahigkeit der Prostatakarzinomzelllinien PC-3, LNCaP und DU145.

Die Invasion fir PC-3, LNCaP und DU145 wurde in einer mit humaner EZM beschichteten Transwell-Kammer (8um
Porengrdsse) nach 6 bzw. 20 Stunden Inkubationszeit gemessen, wobei die anfangliche Zellzahl 50.000 Zellen pro
Kammer betrug. Die invadierten Zellen wurden mit DAPI gefarbt, fotografiert (A) und quantifiziert (B). Die

Invasionsrate ergibt sich aus dem Quotienten der Anzahl der invadierten Zellen durch die Anzahl der ausgesaten
Zellen.

Die PC-3-Zellen zeigten unabhangig von der eingesetzten Zellzahl und Inkubationszeit das
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hochste Invasions-/Migrationspotential im Vergleich zu den weniger invasiven LNCaP-Zellen.
Uberraschenderweise konnte in unserem Versuchsaufbau fiir die Zelllinie DU145 ein nicht-
invasives Verhalten beobachtet werden, obwohl sie in der Literatur als invasiv beschrieben
wurde (Pulukuri et al., 2005). Die Invasionsrate war bei allen drei Zelllinien im Vergleich zu
6 Stunden Inkubationszeit nach 20 Stunden Inkubationszeit deutlich erhdht. Dieses Phanomen
kénnte mit der Proliferation der Zellen an der Unterseite der Membran sowie der relativierten
Adhasionszeit nach dem Aussdhen begrindet werden. Um diesen Effekt abzuschwachen
wurden fir die folgenden Transwellassays eine geringere Inkubationszeit von 15 Stunden
gewahlt. Da bei 50.000 eingesetzten Zellen die Zelldichte der migrierten Zellen sehr hoch war
(Abb. 10) und somit die Fehlerquote bei der automatischen Auszahlung stieg, wurden fur die

folgenden Transwellassays 30.000 Zellen pro Kammer eingesetzt.

4.2 Knock-Down der Cathepsine X, B und L mittels siRNA

Um den Einfluss der Cathepsine X, B und L in PC-3-Zellen auf Invasions- und
Migrationsprozessen zu untersuchen, wurde ein spezifischer Knock-Down mit Hilfe der siRNA-
Technologie durchgefuhrt. Zur Bestimmung des Zeitpunkts mit der hdchsten Knock-Down-
Effizienz, wurde zunachst in Vorversuchen eine Zeitkinetik tber 4 Tage erstellt. Hierzu wurden
in 6-Well-Platten jeweils 75.000 Zellen pro Well in 2 ml Medium ausgeséat. Diese wurden mit den
Oligonukleotiden CatX1, CatB1 und CatL1 sowie NS als Kontroll-Oligonukleotid transfiziert. Ein
Well wurde mit einem fluoreszierenden Oligonukleotid transfiziert, um die Transfektionseffizienz
bildlich sichtbar zu machen. Nach jeweils 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden und 96 Stunden
wurden die Zellen lysiert und Zelllysate hergestellt. AuRerdem wurde 1 ml konditioniertes
Medium von jedem Zeitpunkt und jedem Oligonukleotid bei -20°C gelagert sowie Gesamt-RNA

isoliert.

Auf mRNA-Ebene wurde die siRNA-Effizienz flr die Cathepsine X, B und L mit Hilfe von qRT-
PCR (LightCycler) Uberprift und das housekeeping-Gen GAPDH zur Normalisierung
verwendet. Es zeigte sich, dass der Knock-Down von Cathepsin X und B bereits am ersten Tag
sehr stark ausgepragt war (lUber 80 Prozent Reduktion) und nahezu Uber die gesamte
Zeitspanne von vier Tagen anhielt (Abb. 11 A und B). Die héchste Downregulation der mRNA-
Expression fur Cathepsin L betrug im Vergleich zur Kontrolle 80 Prozent nach 48 Stunden.
Danach kam es wieder zu einem kontinuierlichen Anstieg der mRNA-Konzentration von
Cathepsin L (Abb. 11 C).

43



Ergebnisse

>
w

100% 7 100% 7

80% - 80% -
60% - 60% -
40% - 40% -

20% - 20% -

oo .I_I.'_‘.I_I.,_l. - .ﬂ.|_|.|_|.|_|.

NS 24 h 48 h 72h 96 h NS 24 h 48 h 72h 96 h

Cathepsin X-mRNA-Expression [%]
Cathepsin B-mRNA-Expression [%)]

(@)

Abb. 11: Cathepsin mRNA-Expression nach
100% = s Knock-Down von Cathepsin X, B und L im
Verlauf von 4 Tagen.
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Dargestellt ist die jeweilige prozentuale Cathepsin

mRNA-Expression (A: Cathepsin X, B: Cathepsin
B, C: Cathepsin L) im Vergleich zu den
Kontrollzellen, dessen Werte auf 100% festgelegt

wurden.

Nach der Bestimmung der Gesamt-Proteinmenge der Zelllysate durch die BCA-Methode wurde
die Expression und Sekretion von Cathepsin X und B mittels ELISA quantifiziert. Der
intrazellulare Cathepsin X-Gehalt war auf Proteinebene nach 48 Stunden Transfektion im
Vergleich zu den Kontrollzellen um 70 Prozent verringert (Abb. 12 A), wohingegen die
Expression von Cathepsin B schon nach 72 Stunden Inkubationszeit um zirka 70 Prozent
reduziert war (Abb. 12 C). Dieser Trend war auch bei der Sekretion von Cathepsin X und B zu
beobachten, da bei Cathepsin X nach 24 Stunden und bei Cathepsin B nach 72 Stunden eine
deutliche Reduktion der sezernierten Proteinmenge messbar war (Abb. 12 B und D). Als
Hinweis auf eine kontinuierliche Sekretion akkumulierte die Konzentration von Cathepsin X und
B im Zellkulturiberstand der Kontrollzellen im Verlauf der Zeit (Abb. 12 B und D). Auffallig ist,

dass Cathepsin X im Vergleich zu Cathepsin B im Medium in héherer Konzentration vorliegt.
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Dieser Unterschied wird bei dem intrazellular gemessenen Proteingehalt von Cathepsin X und B
noch deutlicher (Daten nicht gezeigt). Somit wird Cathepsin X in PC-3-Zellen starker exprimiert
als Cathepsin B. Dies spiegelt sich auch in der immunhistologischen Analyse von Patienten-
Biopsien wieder. Im Vergleich zu Cathepsin B zeigt Cathepsin X eine deutlich starkere positive
Reaktion in Prostatagewebsdunnschnitten (N&gler et al., 2004). Die Analyse der Expression von
Cathepsin L auf Proteinebene war nicht maéglich, da Cathepsin L von PC-3-Zellen nur in

geringen Mengen exprimiert wurde und der verwendete ELISA (IBL Hamburg) nicht sensitiv

genug war.

A B

100% 7 po 20 =

O NS siRNA
. 80% - E 16 - O CatX siRNA -
X )
< =
k= 60% — x 12 <
iy £
o n
= :
® 40% £ g4
e S
x )
& 20% ﬂ ﬂ & 4
0% , : : , [ , o I_I— | B ]
NS 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h

C D

100% 4 oy 8 1

O NS siRNA
—. 80% %’ l O CatB siRNA —
= £
om
m
% 60% - - c
2 £ 4-
< o
® 40% %
= S
—- g 2 -
L 20% a
0% T T T T 1 0 T T T _l 1
NS 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h

Abb. 12: Verifizierung des Knock-Downs von Cathepsin X und B im Verlauf von 4 Tagen mittels ELISA.
PC-3-Zellen wurden mit 10 nM siRNA-Konzentration gegen Cathepsin X (CatX1) und B (CatB1) uber einen Zeitraum
von 4 Tagen transfiziert. Als Kontrolle wurde eine unspezifische NS-siRNA verwendet. Nach 24 Stunden, 48 Stunden,
72 Stunden und 96 Stunden wurde das Gesamt-Protein, sowie konditioniertes Medium isoliert. Der Proteingehalt von
Cathepsin X und B im Zelllysat und in den Zellkulturiiberstdnden wurde mittels ELISA ermittelt. Die intrazellulare
Konzentration von Cathepsin X und B wurde auf die Kontrolle normiert (A und C). Die sezernierten Proteinmengen
von Cathepsin X und B wurden in ng pro ml Medium quantifiziert und fir jeden Zeitpunkt vergleichend mit der
Kontrolle dargestellt (B und D).
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Die Expression von Cathepsin X auf Proteinebene wurde zusatzlich mittels Westernblot
analysiert (Abb. 13). Es konnte ein deutlicher Rlckgang der intrazellularen Cathepsin X-Menge
sowie der Cathepsin X-Sekretion nach Knock-Down gemessen werden. Es zeigte sich, dass
Cathepsin X im Zelllysat insgesamt Uberwiegend in gereifter Form mit einem Molekulargewicht
von ca. 36 Kilodalton vorkommt. Dagegen wurde deutlich, dass Cathepsin X fast ausschlief3lich
in der Proform sezerniert wird und in den Zellkulturiberstdnden nicht in der gereiften Form

nachweisbar ist.

Aufgrund der oben aufgefihrten Vorversuche wurden alle folgenden Knock-Down-Experimente
fur die Cathepsine B und L nach 72 Stunden Inkubationszeit und fir Cathepsin X nach
48 Stunden Inkubation durchgefuhrt.

t[h] 24 48 72 96
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ProCat X (40 kD) ~—__ : e i S A ot SNES
Cat X (36 kD) — | "= ¢ Zellkulturiberstéande
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Abb. 13 : Westernblotanalyse der Knock-Down-Effizienz von siRNA gegen Cathepsin X.

PC-3-Zellen wurden mit 10 nM siRNA-Konzentration gegen Cathepsin X (CatX3) Uber einen Zeitraum von 4 Tagen
transfiziert. Als Kontrolle wurde eine unspezifische NS-siRNA verwendet. Nach 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden
und 96 Stunden wurde das Gesamt-Protein sowie die Zellkulturiiberstande isoliert und der Gehalt an Cathepsin X

mittels Immunoblotting bestimmt. Als Positivkontrolle (erste Spur) wurde ein rekombinantes Cathepsin X verwendet.

4.3 Einfluss der Cathepsine X, B und L auf das Invasionsverhalten
von PC-3-Zellen

Um den Einfluss der Cathepsine X, B und L auf das Invasionsverhalten von PC-3-Zellen zu
untersuchen, wurde ein Knock-Down von Cathepsin X, B und L mit Hilfe der siRNA-Technologie
durchgefihrt. Hierzu wurden PC-3-Zellen mit jeweils zwei verschiedenen Oligonukleotiden fir
48 Stunden (Cathepsin X) bzw. 72 Stunden (Cathepsin B und L) inkubiert, um danach in einer

Konzentration von 30.000 Zellen pro Insert auf mit hEZM beschichteten Transwell-Kammern
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(Corning) ausgesat zu werden. Nach 15 Stunden Inkubationszeit bei 37°C wurden die Zellen
auf der Unterseite der Transwell-Kammer fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt und
quantifiziert. FUr jedes Oligonukleotid wurde der Invasionsversuch mindestens zweimal

durchgeflihrt, wobei bei jedem Experiment Tripletts verwendet wurden.

Der Knock-Down von Cathepsin X und Cathepsin L in PC-3-Zellen flihrte unabhangig vom
verwendeten Oligonukleotid zu einer signifikanten Reduktion der Migrations-/Invasionsfahigkeit
im Transwellassay. Die Invasionsrate war fir Cathepsin X um bis zu 80 Prozent und fur
Cathepsin L um bis zu 60 Prozent erniedrigt (Abb. 14 A und D). Im Gegensatz dazu reduzierte
sich die Invasionsfahigkeit von PC-3-Zellen nach Knock-Down von Cathepsin B nur um etwa
30 Prozent (Abb. 14 C). Die Knock-Down-Effizienz wurde durch qRT-PCR und ELISA fir jedes
Oligonukleotid einzeln bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14: Invasions-/Migrationsverhalten von PC-3-Zellen nach Knock-Down der Cathepsine X, B und L.
PC-3-Zellen wurden mit jeweils zwei Oligonukleotiden gegen die Cathepsine X, B und L transfiziert und fir
72 Stunden bzw. 48 Stunden inkubiert. Danach wurden jeweils 30.000 Zellen pro Insert in mit hEZM beschichteten
Transwell-Kammern ausgesat. Nach 15 Stunden Inkubationszeit bei 37°C wurden die transmigrierten Zellen fixiert
und die Zellkerne mit DAPI gefarbt und mit 4-facher VergrofRerung fotografiert (A). Die Invasionsrate ergab sich aus
dem Quotienten der Anzahl der transmigrierten Zellen und der Anzahl der eingesetzten Zellen. Diese wurde danach
auf die Kontrollzellen normiert (B, C und D).
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4.4 Einfluss der Downregulation von Cathepsinen auf die MMP9-

MRNA-Expression

Fir die Invasion von Tumorzellen ist der proteolytische Abbau der extrazellularen Matrix durch
verschiedene Proteasen eine wichtige Vorraussetzung. Die Matrixmetalloproteasen (MMPs)
spielen dabei eine Schllisselrolle, da sie Endopeptidasen sind und am Umbau der Matrix durch
kontrollierte Proteolyse beteiligt sind (Stamenkovic, 2003). Bei diesem Prozess nehmen die
Gelatinasen MMP2 und MMP9 eine besondere Stellung ein, da sie Kollagen IV
(Hauptbestandteil der Basalmembran) binden und spalten kénnen (Matrisian, 1992). Nun stellte
sich die Frage, ob es nach Knock-Down der Cathepsine X, B und L zu einer veranderten
MMP9- und MMP2-Expression kommt und dies die beobachtete verringerte Invasion im

Transwellassay teilweise erklaren wirde.

Um diese Fragestellung zu klaren, wurden die folgenden Untersuchungen durchgefihrt.
Zunachst wurden PC-3-Zellen mit jeweils zwei verschiedenen Oligonukleotiden fur 48 Stunden
(Cathepsin X) bzw. 72 Stunden (Cathepsin B und L) inkubiert, um danach die MMP9- und
MMP2-mRNA-Expression mittels gRT-PCR zu quantifizieren. Da die Expression von MMP2 auf
MRNA-Ebene in PC-3-Zellen sehr niedrig war, wurde diese Gelatinase nicht ndher untersucht.
Der Knock-Down von Cathepsin X und B fuhrte nicht zu einer signifikanten Veranderung der
MMP9-mRNA-Expression. Nach Cathepsin L-Knock-Down lief3 sich ein Anstieg der Expression
von MMP9-mRNA beobachten (Abb. 15).
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Abb. 15: MMP9 mRNA-Expression nach Knock-Down von Cathepsin X, B und L.
Nach Knock-Down der Cathepsine X, B und L durch siRNAs in PC-3-Zellen wurde die MMP9-mRNA-Expression
mittels qRT-PCR bestimmt. Zur Normalisierung wurde das housekeeping-Gen GAPDH verwendet. Dargestellt sind

die Mittelwerte von mindestens zwei unabhangigen Versuchen pro Oligonukleotid.
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4.5 Degradation von EZM-Komponenten durch die Cathepsine X, B
und L

Da die Cathepsine X und B von PC-3-Zellen sezerniert werden, stellte sich die Frage nach
deren extrazellularen Funktionen. Eine mdgliche Funktion ware der direkte proteolytische
Abbau der extrazellularen Matrix und der Basalmembran, um die Invasion von Tumorzellen zu
erleichtern. Dies ist fur die Monopeptidyl-Carboxypeptidase Cathepsin X jedoch
unwahrscheinlich, da sie als Exopeptidase wirkt und somit nur einzelne Aminosauren von einem
Protein abspaltet (Nagler et al., 1999). Im Gegensatz dazu sind die Endopeptidasen Cathepsin
B und L laut Literatur direkt am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt und weisen eine
unterschiedlich starke endoproteolytische Aktivitat auf (Reddy et al., 1995). Das folgende
Experiment sollte die proteolytische Aktivitat der Cathepsine X, B und L im direkten Vergleich
darstellen und die potentielle Fahigkeit der einzelnen Cathepsine Komponenten der
extrazelluldren Matrix in relevanten Mengen abzubauen, aufzeigen. Hierflir wurde getestet, ob
aktiviertes rekombinantes Cathepsin X, B oder L in der Lage ist die gequenchten fluorogenen
Substrate DQ™-Kollagen | und IV zu spalten. Als Positivkontrolle wurde das leicht zu spaltende

DQ™-BSA verwendet. Die proteolytische Aktivitat wurde im Lumineszenzeinheiten gemessen.

Cathepsin X zeigte wie erwartet fur Kollagen I, Kollagen IV und BSA nur einen minimalen
proteolytischen Abbau (Abb. 16). Ebenso war bei den Ansatzen mit Cathepsin B auch nur ein
geringer Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten, der jedoch im Vergleich zu Cathepsin X
deutlich starker war. Im Gegensatz dazu spaltete Cathepsin L alle drei Substrate sehr gut,
wobei Kollagen | etwa doppelt so effizient wie Kollagen IV degradiert wurde und die

Positivkontrolle sogar um ein vielfaches besser gespalten wurde als Kollagen IV (Abb. 16).
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4.6 Einfluss von Procathepsin X und Vitronektin auf die

Signaltransduktion

Die verminderte Invasion der Cathepsin-X-defizienten PC-3-Zellen ist wahrscheinlich nicht auf
den direkten Abbau der extrazellularen Matrix zuriickzuflihren, da Cathepsin X eine
Monopeptidyl-Carboxypeptidase ist, die hauptsachlich als inaktive Proform sezerniert wird.
Jedoch kann Procathepsin X lUber das RGD-Motiv in dessen Proregion an das Integrin a,f3s
(Vitronektin-Rezeptor) binden (Lechner et al., 2006). Dies fuhrte zu der Hypothese, dass
Procathepsin X RGD-abhangig eine Signaltransduktion (outside-in) ahnlich wie Vitronektin
induzieren kann und somit eine extrazellulare nicht-proteolytische Funktion bei Invasions- und

Migrationsprozessen ausuben kdnnte.

Um dies zu Uberprufen, wurden PC-3-Zellen mit Vitronektin (Positivkontrolle) oder Pro-
cathepsin X stimuliert. Die Aktivierung von Signalwegen wurde Uber die Phosphorylierung von

Kinasen oder nicht-enzymatischen Proteinen ermittelt.
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4.6.1 ldentifizierung von aktivierten Signalwegen nach Stimulation mit

Procathepsin X und Vitronektin
Zu Beginn sollte mit Hilfe eines Gemischs verschiedener polyklonaler Antikbrper (Multiplex
Western Blot Cocktail I, Cell Signaling) die Stimulierbarkeit der potentiellen Zielsignalwege ERK

und Akt durch Vitronektin und Procathepsin X Uberpriift werden.

Da die Aktivierung des MAPK- und des Akt-Signalweges durch Vitronektin in zahlreichen
Zelltypen bereits beschrieben wurde (Chen et al., 1994; Zhu et Assoian, 1995), sollten die
PC-3-Zellen zunachst in einem Vorversuch mit Vitronektin in verschieden Konzentrationen und
Zeitspannen stimuliert werden. Es zeigte sich, dass die Stimulation mit Vitronektin auch in
PC-3-Zellen zu einer Aktivierung von Akt und ERK1/2 flihrte (Abb. 17). Die Signalstarke war
nach 10-mindtiger Stimulation mit 10 pyg/ml Vitronektin am hdéchsten. Nach 30 Minuten war die
Signalintensitat insgesamt schwacher als nach 10 Minuten, jedoch konnte auch hier noch eine
schwach erhdhte Phosphorylierung von Akt und ERK1/2 gegenuber der Kontrolle beobachtet

werden.

10 min 30 min

Vitronektin [ug/ml] - 1 - 10 - 1 - 10

Phospho-Akt — —

Phospho-ERK1/2 —

pm— (s st —

Phospho-S6 — e @i <D D SN GNP P S

Ladekontrolle —— «e S ams SR SNl S S —

Abb. 17: Analyse eines Immunoblots von PC-3-Zelllysaten nach Stimulation mit Vitronektin.

PC-3-Zellen wurden fir 10 Minuten und fir 30 Minuten mit Vitronektin jeweils in den Konzentrationen 1 pug/ml und
10 pg/ml stimuliert. Zu den unstimulierten Zellen wurde PBS als Kontrolle gegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-
Probenpuffer und SDS-Page, wurden in einem Multiplex Western Blot Phospho-Akt, Phospho-ERK1/2, Phospho-S6
und elF4E als Ladekontrolle detektiert.

Im nachsten Versuch sollte geklart werden, ob die Zugabe von Procathepsin X zum Medium
auch zu einer Aktivierung von ERK und Akt fuhrt. Hierzu wurden PC-3-Zellen zunachst fur
1 Stunde nur mit dem MEK1/2 Inhibitor U0126 (inhibiert den ERK-Signalweg) sowie in
Kombination mit dem PI3K-Inhibitor Wortmannin (inhibiert den Akt-Signalweg) vorinkubiert und
danach fur 10 Minuten bzw. 30 Minuten mit Procathepsin X (10 pg/ml) stimuliert (Abb. 18). Die

Zugabe von Procathepsin X zum Medium flhrte zu einer erhéhten Phosphorylierungsrate von
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ERK1/2. Im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen war die Aktivierung von ERK1/2 nach
30 Minuten deutlicher, obwohl die Signalstarke allgemein abnahm. Die Inhibition von MEK1/2
durch U0126 fuhrte wie erwartet zu einer Inhibition der Phosphorylierung von ERK1/2. Eine
geringe Aktivierung von Akt durch Procathepsin X war interessanterweise nach 30-minutiger
Stimulation in Anwesenheit des Inhibitors U0126 erkennbar. Dagegen wurde nach 10 Minuten
eine deutliche Reduktion der Phosphorylierung von Akt im Vergleich zu der unstimulierten
Kontrolle detektiert. Das S6 Ribosomal Protein zeigte unabhangig von der Stimulation stets eine
starke Phosphorylierung die nur durch Inhibition der PI3Kinase mit Wortmannin verringert

wurde.

10 min 30 min
Procathepsin X _ + + + _ +
uo0126 _ _ - -
Wortmannin

Phospho-Akt —— e

Phospho-ERK1/2 =——

— -— -

Phospho-S6 —| S SIS 4NN s SIS D SN v

Ladekontrolle ——| s -_— e

Abb. 18: Analyse eines Immunoblots von PC-3-Zelllysaten nach Stimulation mit Procathepsin X und
Inhibition mit U0126 und Wortmannin.

PC-3-Zellen wurden fur 1 Stunde mit U0126 und Wortmannin bzw. unbehandelt vorinkubiert und danach fir
10 Minuten sowie fir 30 Minuten mit Procathepsin X (10 pug/ml) stimuliert. Zu den unstimulierten Zellen wurde PBS
als Kontrolle gegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer und SDS-Page, wurden in einem Multiplexwestern
Phospho-Akt, Phospho-ERK1/2, Phospho-S6 und elF4E als Ladekontrolle detektiert.

4.6.2 Analyse von MEK1/2 und ERK1/2 nach Stimulation mit Vitronektin

und Procathepsin X
Da die exogene Stimulation mit Procathepsin X zu einer Aktivierung des ERK1/2-Signalweges
fuhrt, sollte nun Uberprift werden, ob diese Aktivierung konzentrationsabhangig ist und ab
welcher Konzentration sie auftritt. PC-3-Zellen wurden hierflir mit Procathepsin X und
Vitronektin als Positivkontrolle in steigenden Konzentrationen von 1 pg/ml, 10 pyg/ml und 25

pa/ml fur 30 min inkubiert. Wie erwartet konnte fir beide Substanzen eine konzentrations-
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abhangige Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2 beobachtet werden (Abb. 19). Es zeigte sich,
dass die Stimulation mit 10 pg/ml Vitronektin oder Procathepsin X ausreichend war, um die
Phosphorylierungsrate von MEK1/2 und ERK1/2 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle
signifikant zu erhdhen. Somit wurden die weiteren Stimulationsversuche mit dieser

Konzentration durchgefihrt.

Vitronektin [ug/ml] - 1 10 25 Procathepsin X [ug/mi] - 1 10 25
Phospho-MEK1/2 — - — Phospho-MEK1/2 — - -
MEK1/2 —] — MEK1/2 — e e o oo

Phospho-ERK1/2 — - Phospho-ERK1/2 — w - —

—
= e = S - -

-—
L —
e G—

ERK1/2

Abb. 19: Aktivierung des ERK-Signalweges in PC-3-Zellen durch Procathepsin X und Vitronektin.

PC-3-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen (1ug/ml, 10 yg/ml und 25 pug/ml) von Vitronektin (A) und von
Procathepsin X (B) fur 30 min inkubiert. Zu den unstimulierten Zellen wurde PBS als Kontrolle gegeben. Nach der
Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer und SDS-Page, wurden phosphoryliertes ERK1/2 und MEK1/2 im Westernblot
detektiert. Als Ladekontrolle wurde Gesamt-ERK1/2 bzw. -MEK1/2 detektiert.

4.6.3 Analyse von PAK1 und Rac1 nach Stimulation mit Procathepsin X

und Vitronektin
Um den mdglichen Signalverlauf uber PAK1 und Rac1 upstream von ERK zu untersuchen,
wurden PC-3-Zellen mit Wortmannin fir 1 Stunde vorinkubiert und danach mit Vitronektin und
Procathepsin X flr 10 Minuten stimuliert. Im Vergleich zur den unstimulierten PC-3-Zellen flihrte
die Stimulation zu keiner Veranderung der Phosphorylierung von PAK1 oder Rac (Abb. 20).
Auffallig ist die Tatsache, dass nach Hemmung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch
Wortmannin phospho-PAK1 sowie phospho-Rac1 nach Procathepsin X-Stimulation vermehrt
nachweisbar war. Dieser Effekt ist ebenso nach Zugabe von Vitronektin ins Medium bei der

Detektion von phospho-Rac1 zu beobachten.
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Abb. 20: Detektion von PAK und Rac1 nach Stimulation von PC-3-Zellen mit Vitronektin und Procathepsin X
sowie Inhibition mit Wortmannin.

(A und C) PC-3-Zellen wurden fur 60 Minuten mit Wortmannin bzw. unbehandelt vorinkubiert und danach fur 30
Minuten mit Vitronektin (10 pg/ml) sowie Procathepsin X (10 pg/ml) stimuliert. Zu den unstimulierten Zellen wurde
PBS als Kontrolle gegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer und SDS-Page, wurden phosphoryliertes
PAK bzw. Rac1 sowie Gesamt-PAK bzw. Gesamt-Rac1 im Westernblot detektiert. (B und D) Quantitative

densitometrische Analyse der PAK- bzw. Rac1-Aktivierung mit Hilfe von Imaged (National Institutes of Health).

4.7 Einfluss von exogenem Cathepsin X, B und L auf Signaltrans-

duktionswege

Nun stellte sich die Frage, ob die beobachtete ERK-Aktivierung in PC-3-Zellen durch
Procathepsin X nur auf das RGD-Motiv des Propeptids von Cathepsin X zurlickzufiihren ist oder
ob auch die gereifte Form eine Aktivierung auslésen kann. Um dies zu beantworten, wurden
PC-3-Zellen mit den gereiften Formen von Cathepsin X, B und L, die Uber kein Propeptid
verfugen, Uber einen Zeitraum von 30 Minuten stimuliert. Den unstimulierten Zellen wurde
12,5 yl/ml Lagerungspuffer als Kontrolle zugegeben. Die verwendeten rekombinanten Proteine
wurden im inaktivierten Zustand gelagert und auf die Zellen gegeben. Somit konnte die
Prozessierung anderer Enzyme wie zum Beispiel uPA, welche auch Signalwege induzieren

konnten ausgeschlossen werden. Infolgedessen ware die alleinige Bindung zu Oberflachen-
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molekilen fir die Signaltransduktion verantwortlich. Uberraschenderweise induzierten die
gereiften Formen von Cathepsin X und B eine erhéhte Phosphorylierung von ERK im Vergleich
zu den unstimulierten Kontrollzellen (Abb. 21). Cathepsin L zeigte dagegen keine Effekte auf die

Aktivitat des ERK-Signalweges durch outside-in-signaling.
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Abb. 21: Aktivitdtsnachweis von ERK1/2 nach Stimulation von PC-3 Zellen mit Cathepsin X, B und L.

(A) PC-3-Zellen wurden fir 30 Minuten mit den gereiften, aber inaktivierten Formen von Cathepsin X, B und L
(10 pg/ml) stimuliert. Als Kontrolle wurde zu den unstimulierten Zellen Lagerungspuffer (50 mM NaAcetat, 150 mM
NaCl, pH 5,0) zugegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer und SDS-Page, wurden phosphoryliertes
ERK1/2 sowie Gesamt-ERK1/2 im Westernblot detektiert. (B) Quantitative Analyse der ERK-Aktivierung mit Hilfe von
ImagedJ (National Institutes of Health).

4.8 Einfluss von exogenen Cathepsinen auf die Aktivierung von p38

Um den Einfluss von Cathepsinen auf andere MAPK-Signalwegen zu Uberpriufen, wurde nach
Stimulation von PC-3-Zellen mit Procathepsin X, Cathepsin X, Cathepsin B sowie Vitronektin
die phosphorylierte Form der MAP-Kinase p38 bestimmt. Als Kontrolle fir Procathepsin X und
Vitronektin wurde PBS zu den unstimulierten Zellen gegeben. Fir Cathepsin X und B wurde
Lagerungspuffer (50 mM NaAcetat, 150 mM NaCl, pH 5,0) als Kontrolle verwendet. Die Analyse
der Zelllysate im Westernblot zeigte eine erhéhte Phosphorylierung der MAPK p38 nach

Zugabe von Vitronektin und Procathepsin X in das Kulturmedium (Abb. 22). Der zugesetzte
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saure Lagerungspuffer aktivierte zum Teil ebenso die MAPK p38. Interessanterweise war nach
Zugabe von Cathepsin B eine starke Reduktion der p38-MAPK-Aktivitat im Vergleich zu den
Kontrollzellen detektierbar.
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Abb. 22: Immunoblot-Analyse der MAPK p38 nach Stimulation mit Procathepsin X, Vitronektin, Cathepsin X
und Cathepsin B.

(A) PC-3-Zellen wurden fir 30 Minuten mit mit Procathepsin X, Vitronektin, Cathepsin X sowie Cathepsin B stimuliert.
Zu den unstimulierten Zellen wurde fur 30 Minuten entweder PBS (Kontrolle 1) oder Lagerungspuffer (50 mM
NaAcetat, 150 mM NaCl, pH 5,0) (Kontrolle 2) als Kontrolle zugegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer
und SDS-Page, wurden phosphoryliertes p38 sowie Gesamt-p38 im Westernblot detektiert. (B) Quantitative Analyse
der Aktivierung von p38 mit Hilfe von Imaged (National Institutes of Health).

4.9 Einfluss des Knock-Downs von Cathepsin X und B auf die
Aktivitat des ERK-Signalweges

Nach Stimulation mit Procathepsin X und der gereiften Form von Cathepsin X kam es zu einer
Aktivierung des ERK-Signalweges. Da PC-3-Zellen Procathepsin X in groRen Mengen

sezernieren und eine Autostimulation wahrscheinlich ist, stellte sich die Frage, ob ein Knock-
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Down von Cathepsin X zu einer veranderten Phosphorylierung von ERK fiihrt.

Nachdem PC-3-Zellen fir zwei Tage mit siRNA gegen Cathepsin X und NS-siRNA als Kontrolle
transfiziert worden waren, erfolgte eine 10-mindtige Stimulation mit Procathepsin X. Ein Well
wurde mit dem MEK-Inhibitor U126 fur eine Stunde vorinkubiert. Die Cathepsin X-transfizierten
Zellen zeigten im Vergleich zu den NS-transfizierten Zellen eine geringere Phosphorylierungs-
rate von ERK1/2 (Abb. 23). Nach Zugabe von Procathepsin X ins Medium erreichte die
Phosphorylierung von ERK das Niveau der Kontrollzellen. Uberraschenderweise konnte nach
Inhibition von MEK1/2 durch U0126 eine Aktivierung von ERK1/2 detektiert werden. Darlber
hinaus konnte nach transientem Knock-Down von Cathepsin X eine Reduktion der Gesamt-

ERK Proteinmenge beobachtet werden.
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Abb. 23: Detektion von ERK1/2 nach Stimulation von transfizierten PC-3-Zellen mit Procathepsin X.

(A) PC-3-Zellen, die entweder mit siRNA gegen Cathepsin X oder mit NS-siRNA transfiziert waren, wurden fir
10 Minuten mit Procathepsin X (10 pg/ml) stimuliert. Zu den unstimulierten Zellen wurde PBS als Kontrolle gegeben.
Nach der Zelllyse wurden phosphoryliertes ERK1/2 sowie Gesamt-ERK1/2 im Westernblot detektiert. (B) Quantitative
Analyse der ERK1/2-Aktivierung mit Hilfe von ImageJ (National Institutes of Health).

Da exogen zugegebenes Cathepsin B ebenso zu einer Aktivierung des ERK-Signalweges
fuhrte, sollte nun Uberprift werden, ob nach Knock-Down von Cathepsin B eine Veranderung
der Phosphorylierung des ERK-Signalweges auftritt. Hierfur wurden PC-3-Zellen mit siRNA
gegen Cathepsin B Uber drei Tage transfiziert und danach mit Cathepsin B und Vitronektin fur

30 Minuten stimuliert. Nach der Stimulation mit Cathepsin B kam es im Vergleich zu den
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unstimulierten PC-3-Zellen wie erwartet zu einer erhéhten Phosphorylierung von MEK1/2 sowie
ERK1/2 (Abb. 24). Der Knock-Down von Cathepsin B fuhrte zu einer geringen Reduktion des
Anteils an phosphorylietem MEK1/2 und ERK1/2 im Vergleich zu den NS-transfizierten Zellen.
Wurden die Cathepsin B-defizienten Zellen nun zusatzlich mit Cathepsin B stimuliert, konnte
eine Zunahme der Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2 festgestellt werden, die leicht
uber dem Niveau der unstimulierten Kontrollzellen lag. Die Zugabe von Vitronektin ins Medium
von mit NS-siRNA transfizierten Zellen flhrte zu einer gesteigerten Phosphorylierung von
ERK1/2 und von MEK1/2. Dieser Effekt war bei MEK1/2 besonders stark ausgepragt. Die
Gesamtmenge des MEK1/2- und ERK1/2-Proteins wurde durch den transienten Cathepsin B-
Knock-Down nicht verandert.
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Abb. 24: Detektion von ERK1/2 und MEK1/2 nach Stimulation von transfizierten PC-3-Zellen mit Vitronektin
und Cathepsin B.

(A und C) PC-3-Zellen, die entweder mit siRNA gegen Cathepsin B oder mit NS-siRNA transfiziert waren, wurden fir
30 Minuten mit Cathepsin B (10 ug/ml) sowie Vitronektin (10 pg/ml) stimuliert. Zu den unstimulierten Zellen wurde
PBS als Kontrolle gegeben. Nach der Zelllyse mit 3x SDS-Probenpuffer und SDS-Page, wurden phosphoryliertes
ERK1/2 bzw. MEK1/2 sowie Gesamt-ERK1/2 bzw. Gesamt-MEK1/2 im Westernblot detektiert. (B und D) Quantitative
Analyse der ERK1/2- bzw. MEK1/2-Aktivierung mit Hilfe von ImageJ (National Institutes of Health).
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4. 10Einfluss von Proteinen der extrazellularen Matrix auf die

Expression der Cathepsine X, B und L

Untersuchungen haben gezeigt, dass in der Tumorgenese die extrazellulare Matrix nicht nur als
Substrat von Proteasen fungiert, sondern auch direkte Auswirkungen auf deren Expression und
Regulation haben kann (Podgorski et al., 2005). Die gezielte Stimulation der monozytaren
Tumorzelllinie THP-1 und der Prostatazelllinie PNT1A mit dem EZM-Protein Vitronektin fihrt zu
einer verstarkten Sezernierung von Cathepsin X (Lechner, 2008). Nun sollte untersucht werden,
ob Vitronektin und anderen Komponenten der extrazellularen Matrix auch Einfluss auf die
Expression und Sekretion der Cathepsine X, B und L in PC-3-Zellen haben. Hierflr wurden
PC-3-Zellen mit Vitronektin (Promega) und hEZM (BD Biosciences) mit einer Konzentration von

jeweils 1ug/ml fir 1, 4 oder 7 Tage stimuliert.

Nach 1 bzw. 4 Tagen Stimulation mit Vitronektin und hEZM kam es zu einer geringen Reduktion
der Expression von Cathepsin X auf mRNA-Ebene. Nach 7 Tagen Inkubation mit Vitronektin
und hEZM konnte jedoch eine Erhdhung der Cathepsin X-Expression um jeweils zirka
80 Prozent im Vergleich mit unstimulierten Zellen beobachtet werden (Abb. 25 A). Die mRNA-
Expression von Cathepsin B verhielt sich bis auf den siebten Tag nach Stimulation mit hEZM
ahnlich wie die von Cathepsin X. Im Gegensatz zu Cathepsin X kam es nach siebentagiger
Stimulation mit hEZM zu keiner Zunahme von Cathepsin B gegenuber der unstimulierten
Kontrolle (Abb. 25 B). Cathepsin L zeigte ein dahnliches Expressionsmuster nach Stimulation mit
Vitronektin und hEZM wie Cathepsin B. Jedoch ist die Reduktion der Cathepsin L-Expression
auf mRNA-Ebene mit 40 Prozent nach Zugabe von Vitronektin sowie hEZM am ersten
Inkubationstag etwas starker als bei Cathepsin B. Die verringerte Expression von Cathepsin L
nach Stimulation mit Vitronektin war nach 4 Tagen Inkubationszeit noch messbar, wohingegen
die Cathepsin L-Expression unter Stimulation mit hEZM wieder auf Kontrollniveau anstieg. Am
7. Inkubationstag konnte unter Vitronektin-Stimulation eine Erhohung der Cathepsin L-
Transkription beobachtet werden. Ebenso stieg unter hEZM-Zugabe die Expression von
Cathepsin L leicht Gber Kontrollniveau an (Abb. 25 C).
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Abb. 25: mRNA-Expression von Cathepsin X, B und L nach Stimulation mit Vitronektin und hEZM.
Nach 1, 4 und 7 Tagen Stimulation von PC-3-Zellen mit Vitronektin bzw. hEZM wurden mittels gRT-PCR die mRNA-
Expressionslevel fur Cathepsin X (A), B (B) und L (C) ermittelt. Die Normalisierung erfolgte mit GAPDH.

Aufgrund der deutlich veranderten Cathepsin X-Expression nach dem siebten Stimulationstag
wurde die Expression von Cathepsin X auf Proteinebene naher untersucht. Auch hier zeigte
sich nach 1 bzw. 4 Tagen Stimulation mit Vitronektin und hEZM ein leichter Riickgang der
(Pro)Cathepsin X-Menge intrazellular (Abb. 26 A). Nach 7 Tagen Inkubation mit Vitronektin
wurde jedoch ein Anstieg von (Pro)Cathepsin X um zirka 80 Prozent im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen beobachtet. Die Stimulation mit hEZM Uber 7 Tage flUhrte sogar zu einer
Steigerung der (Pro)Cathepsin X-Expression um das funffache im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen (Abb. 26 A). Jedoch zeigte sich auch eine hohe Standardabweichung. Die
Stimulation mit Vitronektin hatte zu allen drei Inkubationszeitpunkten keinen signifikanten Effekt
auf die Sezernierung von (Pro)Cathepsin X (Abb. 26 B).
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Abb. 26: Expression und Sekretion von Cathepsin X nach Stimulation mit Vitronektin und hEZM.
Nach 1, 4 und 7 Tagen Inkubation mit Vitronektin bzw. hEZM wurde mittels ELISA die intrazellulare Expression (A)
und Sekretion (B) von (Pro)Cathepsin X ermittelt.

4.11 Einfluss der Cathepsin-Defizienz auf die zellulare Seneszenz

4.11.1 Detektion der Seneszenz-assoziierten-B-Galaktosidaseaktivitat in
PC-3-Zellen

PC-3-Zellen zeigten nach transientem Knock-Down von Cathepsin X und L vermehrt einen
Senszenz-typischen Phanotyp mit vergrofRerten und abgeflachten Zellkérpern (Abb. 27 A). Im
Vergleich dazu fuhrte die verringerte Expression von Cathepsin B nur zu geringen
morphologischen Veranderungen der PC-3-Zellen. Aufgrund der Veranderung der Morphologie
sollte eine Beteiligung der Cathepsine X, B und L an Seneszenz-assoziierten Prozessen
untersucht werden. Die Akkumulation von lysosomalen Enzymen wie der (-Galaktosidase ist
ein Charakteristikum des seneszenten Phanotyps. Deshalb wurde nach transientem Knock-
Down zuerst die Seneszenz-assoziierte-3-Galaktosidaseaktivitdt mit Hilfe der zytochemischen

B-Galaktosidasefarbung bestimmt.

Nach finf Tagen Inkubationszeit mit sSiRNAs gegen Cathepsin X, B und L konnte bei allen drei
Cathepsinen eine erhdhte B-Galaktosidasefarbung gegenuber den mit NS-siRNA transfizierten
Zellen beobachtet werden (Abb. 27 A). Zur genauen Quantifizierung wurde ein Farbeindex
verwendet, welcher bei allen Cathepsin-defizienten Zellen im Durchschnitt eine Verdopplung der
Farbeintensitat zeigt (Abb. 27 B).
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Abb. 27: Erhohte B-Galaktosidasefdarbung nach transientem Knock-Down von Cathepsin X, B und L.

(A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen (10-fache Vergrofterung) von PC-3-Zellen nach 5-tagiger
Transfektion mit siRNA gegen Cathepsin X, B und L und zytochemischer B-Galaktosidasefarbung. Die obere Reihe
zeigt in Phasenkontrastaufnahmen die Morphologie der Zellen. Die untere Reihe zeigt ausschlieRlich die
B-Galaktosidasefarbung derselben Ausschnitte. (B) Fir die Quantifizierung wurden pro Well sieben Gesichtsfelder
mit Hilfe eines Farbeindexes ausgewertet. Hierbei wurden je nach Intensitat der Farbung Punkte von 0 (=keine
Farbung) bis 3 (=starke Farbung) pro Zelle vergeben. Der Quotient aus der Summe der Punkte und der
Gesamtzellzahl des Gesichtsfeldes ergibt den Farbeindex. Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhangigen

Versuchen pro Oligonukleotid.

Um den mdglicherweise bei der zytochemischen Seneszenz-assoziierten-3-Galaktosidase-
farbung auftretenden Auswertungsbias durch eine ungleichmaRige Zellverteilung zu umgehen,
wurde noch eine zweite Methode - die Galacton Chemilumineszenz Methode (Bassaneze,
2008) - verwendet. Die Galacton Chemilumineszenz Methode bestimmt schnell und sensitiv die
Seneszenz-assoziierte-R-Galaktosidase-Aktivitat, indem ein chemilumineszentes Substrat von

der R-Galaktosidase gespalten wird. Die dabei freigesetzte Chemilumineszenz korreliert positiv
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mit der Seneszenz-assoziierte-R-Galaktosidase-Aktivitat. Auch hier zeigten Cathepsin X-, B-
und L-defiziente Zellen eine erhohte R-Galaktosidase-Aktivitdt gegenuber der Kontrolle. Im
Vergleich zu Cathepsin X- und L-defizienten Zellen war der Anstieg der [3-Galaktosidase-
Aktivitat nach Knock-Down von Cathepsin B am héchsten (Abb. 28).
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Abb. 28: Quantitative Chemilumineszenz Detektion der Seneszenz-assoziierte-R-Galaktosidase Aktivitidt nach
transienten Knock-Down der Cathepsine X, B und L.
Nach 5 Tagen Inkubationszeit mit siRNA gegen Cathepsin X, B und L wurden die PC-3-Zellen lysiert, mit
Reaktionsbuffer versetzt und die resultierende Lumineszenz im Spektrofluorimeter (Safire I, Tecan) quantifiziert. Der
Knock-Down der Cathepsine X, B und L fuhrt zu einer signifikant (p < 0,05) erhdhte R-Galaktosidasefarbung
gegenuber den mit NS-siRNA transfizierten PC-3-Zellen.

4.11.2 Proliferationsverhalten von Cathepsin X-defizienten PC-3-Zellen

Ein wichtiges Hauptmerkmal des seneszenten Phanotyps ist der permanente Proliferations-
stopp (Hayflick,1965). Mit Hilfe eines Proliferationsassays sollte untersucht werden, ob dieser
Wachstumsstopp auch bei Cathepsin X-defizienten Zellen auftritt. Hierfir wurde nach zwei-
tagiger Transfektion mit Cathepsin X- und NS-siRNA zu drei verschieden Zeitpunkten (Oh, 24h
und 48h) die Zellzahl in der Neubauer-Kammer bestimmt. Es zeigte sich zwar eine verringerte
Proliferation von Cathepsin X-defizienten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, jedoch
betrug die Reduktion im Mittel nur 17 Prozent (Abb. 29).
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Abb. 29: Bestimmung der Proliferation von PC-

3-Zellen nach transienten Knock-Down von
7 —m— CatX1 Cathepsin X.
—o— NS PC-3-Zellen wurden fur zwei Tage mit Cathepsin X
und NS-siRNA transfiziert. Danach wurde zu drei
verschieden Zeitpunkten (0 h, 24 h und 48 h) die
Zellzahl mit Hilfe der DAPI-Farbung bestimmt. Es
wurden pro Oligonukleotid Tripletts verwendet und

jeweils drei Gesichtsfelder pro Well ausgezahlt. Die

Proliferationsrate

Proliferationsrate ergab sich aus der Normierung
0,5 auf die zum Zeitpunkt 0 h gemessenen Zellanzahl.

Im Vergleich zur Kontrolle war die Proliferation von

Oh 24 h 48 h Cathepsin X-defizienten Zellen nur geringflgig

reduziert.

4.11.3 Veranderung der Seneszenz-assoziierten Genexpression

Seneszente Zellen zeigen eine veranderte Genexpression, die durch die vermehrte Expression
von zwei Zellzyklusinhibitoren (p21 (CDKN1a) und p16 (CDKN2a)) gekennzeichnet ist (Campisi,
2001; Braig, 2006). Zusatzlich weist das Tumorsuppressorgen p53 bei Seneszenz ebenfalls
haufig erhdhte Werte auf. Um eine Veranderung dieser zusatzlichen Seneszenzmarker in
Cathepsin-defizienten Zellen zu Uberprifen, wurde die mRNA-Expression von p16, p21 und p53
nach zwei bzw. drei Tagen Transfektion mit siRNA gegen Cathepsin X, B und L mittels gRT-PCR
bestimmt. Nach Cathepsin X-Knock-Down konnten fliir p16 sowie flir p21 ein signifikanter
Anstieg beobachtet werden (Abb. 30 A). Die Messergebnisse zeigten fiir den Zellzyklusinhibitor
p21 jedoch eine hohe Standardabweichung. Auffallig ist die Tatsache, dass die Expression von
p53 keinen Unterschied zu den Kontrollzellen aufwies. Nach Knock-Down von Cathepsin B war
nur bei p16 eine signifikante Erhéhung gegenliber den NS-transfizierten Zellen zu
quantifizieren. Die Seneszenzmarker p21 und p53 zeigten dagegen keine Veranderung in ihrem
Expressionsmuster im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 30 B). Der Knock-Down von
Cathepsin L fuihrte zu eine Hemmung der mRNA-Expression von p16 und p53 (Abb. 30 C). Im
Gegensatz dazu war der Zellzyklusinhibitor p21 zwar hochreguliert, es zeigte sich jedoch eine

hohe Standardabweichung.
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Abb. 30: Analyse der mRNA-Expression von
400% - p16, p21 und p53 nach transienten Knock-

Down.
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Nach 2 bzw. 3 Tagen Inkubationszeit mit
Oligonukleotiden gegen Cathepsin X (A), B (B)
und L (C) wurden die mRNA-Expression von p16,
100% 1 p21 und p53 in PC-3-Zellen mittels qRT-PCR

ﬁ ﬁ (LightCycler) bestimmt. Die Normalisierung
Kontrolle p16 ' p21 ' p53 ' erfolgte mit dem housekeeping-Gen GAPDH.
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4.11.4 Charakterisierung von Cathepsin-defizienten PC-3-Zellen mittels

Gene Arrays
Im Kontext der veranderten Expression von p16, p21 und p53 nach spezifischen Cathepsin-
Knock-Down, sollten noch weitere mégliche Anderungen der Genexpression nach
Downregulation der Cathepsine X, B und L identifiziert werden. Hierfir wurden sog. Gene
Arrays eingesetzt, die in einem einzigen Experiment jeweils 96 relevante Zielgene gleichzeitig
untersuchen. Es wurden zwei verschiedene cDNA-Arrays (Human Cancer PathwayFinder™
Gene Array und Human Extracellular Matrix & Adhesion Molecules Gene Array) der Firma

SuperArray (Bioscience Corp.) verwendet.

Im ersten Schritt wurden aus Cathepsin X-, B- und L-defizienten und aus Kontroll-transfizierten
PC-3-Zellen RNA isoliert, um danach mit Hilfe der oben genannten cDNA-Arrays (SuperArray)
jeweils das Expressionsprofil von 96 Gene zu erstellen. Es konnte bei einigen Genen eine
Veranderung der Expression nach Knock-Down der Cathepsine X, B und L festgestellt werden
(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Knock-Down-Effekte von Cathepsin X, B und L auf die Expression anderer Gene.

Human Extracellular Matrix & Adhesion Molecules Gene Array

Gen Beschreibung Cathepsin |Cathepsin |Cathepsin
X-Knock- |B-Knock- L-Knock-
Down Down Down

Cell Adhesion Molecules

ITGA6 Integrin, alpha 6 tup? - -

Extracellular Matrix Proteins

Proteases

CTSL Cathepsin L Tup 1 | down | | down |

MGEAS5 | Meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase) tup? - -

MMP9 Matrix metalloprotease 9 — tup? -

tPA Plasminogen activator, tissue - | down | -

Protease Inhibitors

SERPIN | Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B tup 1 - | down |

B5 (ovalbumin) member 5

SERPIN | Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B - - Tup?

B2 (ovalbumin) member 2

CST3 Cystatin C | down | - | down |

Human Cancer PathwayFinder™ Gene Array

receptor)

Gene Description Cathepsin |Cathepsin |Cathepsin
Name X-Knock- B-Knock- |L-Knock-
Down Down Down
Cell Cycle Control and DNA Damage Repair
CDC25A | Cell division cycle 25 homolog A tup? - -
CDKN1A | Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) | down | | down | -
Apoptosis and Cell Senescence
APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1 Tup? Tup? -
BAX BCL2-associated X protein | down | | down | -
CFLAR | CASP8 and FADD-like apoptosis regulator — tup? —
TERT Telomerase reverse transcriptase | down | | down | | down |
Signal Transduction Molecules and Transcription Factors
ETS2 V-Ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 | down | | down | -
MAPK14 | Mitogen-activated protein kinase 14 tup? tup? —
MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog - | down | -
RAF1 V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 - Tup? -
RASA1 RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 Tup 1 — Tup?
Adhesion
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) — — | down |
ITGA2 Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 — — Tup?
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Human Cancer PathwayFinder™ Gene Array

MICA MHC class | polypeptide-related sequence A — Tup? Tup?

Angiogenesis

EGFR Epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia | down | - -
viral (v-erb-b) oncogene homolog, avian)

Invasion and Metastasis

PLAUR |Plasminogen activator, urokinase receptor tup? - -

Im zweiten Schritt konnte mittels qRT-PCR die Hochregulation von Cathepsin L nach Cathepsin
X-Knock-Down sowie die erwartete Niederregulation von Cathepsin L nach Cathepsin L-Knock-
Down bestatigt werden (Abb. 31). Nach Knock-Down von Cathepsin B zeigte sich jedoch eine
erhohte Expression von Cathepsin L in der qRT-PCR, wohingegen im Gene Array eine
Reduktion von Cathepsin B beobachtbar war. Auch weitere Expressionsmuster des Gene
Arrays, wie zum Beispiel von MMP9 und p21 lief3en sich durch gRT-PCR nicht verifizieren. Im
Gene Array zeigte sich nach Cathepsin L-Knock-Down keine Veranderung der MMPO9-
Expression, jedoch konnte mittels qRT-PCR ein deutlicher Anstieg der MMP9-Expression
gemessen werden (siehe Kapitel 4.4 Einfluss der Cathepsin Downregulationj auf MMP9-mRNA-
Expression). Die Messung der p21-Expression mit Hilfe der gqRT-PCR nach Knock-Down der
Cathepsine X, B und L korrelierte nicht mit den Ergebnissen des Gene Arrays (siehe Kapitel
4.11.3 Verédnderung der Expression der Seneszenzmarker p21, p16 und p53 nach Knock-Down
von Cathepsin X, B und L).
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140% —|
120% —
100% —|
80% —
60% —
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CatX1 CatX2 CatB1 CatL1 CatL2

H Kontrolle
O Knock-Dow n

mRNA-Expression von Cathepsin L [%]

Abb. 31: Cathepsin L-mRNA-Expression nach Knock-Down von Cathepsin X, B und L.

PC-3-Zellen wurden mit siRNA gegen Cathepsin X, B und L transfiziert. Als Kontrolle wurde eine unspezifische NS-
siRNA verwendet. Nach einer Transfektionszeit von zwei Tagen fir Cathepsin X und B bzw. fir drei Tage fur
Cathepsin L wurde die mRNA-Expression von Cathepsin L mittels gRT-PCR quantifiziert. Die Normalisierung erfolgte
mit dem housekeeping-Gen GAPDH.
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5 Diskussion

Aufgrund des demographischen Wandels in den Industriestaaten ist zu erwarten, dass die
Inzidenz des Prostatakarzinoms dramatisch ansteigen wird. Bis zum Jahr 2050 wird in
Deutschland der Anteil der Uber 60-Jahrigen in der Bevolkerung voraussichtlich auf 28 Millionen
anwachsen (37 Prozent) und somit doppelt so hoch sein wie im Jahr 2006 (Bérgermann et
Rubben, 2006). Es ist deshalb anzunehmen, dass die Diagnostik und Therapie des
Prostatakarzinoms als haufigstes Karzinom des Mannes stark an Bedeutung zunehmen wird.
Die hohe Sterblichkeitsrate bei malignen Prostatakarzinomen ist hauptsachlich auf die
Invasivitat und Metastasierung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms zurlckzufihren. Neben
Matrixmetalloproteasen und Serinproteasen spielen nach neuesten Erkenntnissen auch
Cysteinproteasen eine wichtige Rolle bei der Metastasierung. Da die lysosomale Cystein-
protease Cathepsin X im Prostatakarzinom bereits in den PINs stark tUberexprimiert ist (Nagler
et al.,, 2004) und deren Funktion bei der Tumorentwicklung noch unklar ist, sollte im Rahmen
dieser Arbeit deren Einfluss auf das Migrations-/Invasionsverhalten von Prostatakarzinomzellen
naher untersucht werden. Neben Cathepsin X sind die Cathepsine B und L ebenfalls im
Prostatakarzinom Uberexprimiert (Fernandez et al.,, 2001; Chauhan et al., 1991) und wurden
deshalb vergleichend zu Cathepsin X untersucht. Um die Bedeutung der einzelnen Proteasen
im Gesamtkontext der zellularen Cysteinproteasen-Ausstattung abzuklaren, wurden die oben

genannten Cathepsine gemeinsam in einem Zellmodell analysiert.

5.1 Die verringerte Invasivitat der Prostatakarzinomzellen nach

Knock-Down von Cathepsin X, B und L

Lysosomale Cysteinproteasen werden in vielen malignen Tumoren Uberexprimiert. Sie spielen
eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese und insbesondere bei invasiven Prozessen (Mohamed
et Sloane, 2006). So flihrt die Niederregulation von Cathepsin B zu einem verringerten
Invasionsverhalten von Melanom-, Osteosarkom- und Prostatakarzinomzellen (Krueger et al.,
1999; Szpaderska et Frankfater 2001). Umgekehrt fiihrt eine Uberexpression von Cathepsin B
in niedrigmalignen Melanomazelllinien zu einer dreifach erhdéhten Invasivitat durch Matrigel
(Szpaderska et Frankfater, 2001). Auch der pharmakologische Knock-Down der proteolytischen
Aktivitat von Cathepsin B und L mit selektiven Proteaseinhibitoren verringert das invasive
Potential von Ovarial-, Bronchial-, Mamma- sowie Prostatakarzinomzellen (Kobayashi et al.,
1992; Navab et al.,, 1997; Premzl et al., 2003; Colella et al., 2004). In Gliomazelllinien kann

nach Downregulation von Cathepsin L durch siRNA eine verringerte Invasion im Transwellassay
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beobachtet werden (Levicar et al., 2003). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch nach

Hemmung der Cathepsin X-Expression in Magenkarzinomzellen (Krueger et al., 2005).

Aufgrund der oben genannten Befunde wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob die Cathepsine X, B und L auch im Prostatakarzinom an invasiven Prozessen beteiligt sind.
HierfGr wurden zunachst verschiedene Zellmodelle verglichen. Die Zelllinie PC-3 zeigte im
Vergleich zu den weniger invasiven Prostatakarzinomzelllinien LNCaP und DU-145, wie schon
bei Pulukuri beschrieben (Pulukuri et al., 2005), das héchste Migrations-/Invasionspotential im
Transwellassay und wurde deshalb fir die nachfolgenden Versuche verwendet. Fir die
spezifische Funktionsanalyse der Cathepsine X, B und L wurden diese mit Hilfe der siRNA-
Technologie niederreguliert. Diese Technologie bietet sich an, da kurze doppelstrangige RNA-
Molekule durch RNA-Interferenz zu einem spezifischen Knock-Down von Genen fuhren (Fire et
al., 1998). In allen durchgeflhrten Experimenten wurde die Knock-Down-Effizienz durch qRT-
PCR auf RNA-Ebene und durch ELISA oder Westernblot auf Proteinebene verifiziert. Wie
erwartet zeigten die PC-3-Zellen im Transwellassay nach Knock-Down der Cathepsine X, B und
L jeweils ein deutlich verringertes Invasions-/Migrationspotential. Um sicherzustellen, dass der
beobachtete Effekt kein oligoabhangiger Nebeneffekt war, wurde fir den Knock-Down der
einzelnen Cathepsine jeweils zwei unterschiedliche Oligonukleotide eingesetzt. Da die
beobachtete Reduktion flir jedes einzelne Cathepsin kaum zwischen den zwei verwendeten

Oligonukleotiden variierte, konnte eine Oligoabhangigkeit ausgeschlossen werden.

Die in vitro deutlich messbare Reduktion der Invasionsrate ist in vivo nicht in dem Ausmal} zu
beobachten. Dies zeigt sich zum Beispiel im pyloma middle T (PymT)-induzierten Mausmodell
fur das Mammakarzinom, in welchem Cathepsin X-defiziente Mause nur eine verlangerte
tumorfreie Periode und Cathepsin B-defiziente Mause sowohl eine verzogerte erste
Tumordetektion als auch eine reduzierte Tumorlast aufweisen (Sevenich et al., 2010). Bei
doppelt-defizienten Mausen kommt es hingegen zu einem synergistischen Effekt mit einer
signifikanten Verlangsamung der Tumorentwicklung und Reduktion von Anzahl und Grof3e der
Lungenmetastasen. Dies spricht flr eine reziproke Kompensation von Cathepsin X und B in
vivo. Dieser Effekt konnte auch in vitro in den untersuchten PC-3-Zellen zwischen Cathepsin X
und B bzw. zwischen Cathepsin X und L gemessen werden. Nach dem Knock-Down von

Cathepsin X war die Expression von Cathepsin B und L jeweils erhéht (Daten nicht gezeigt).

Zusammengefasst weisen diese Erkenntnisse auf eine Beteiligung der Cathepsine X, B und L
bei Invasions-/Migrationsprozessen im Prostatakarzinom hin. Es stellt sich nun die Frage, auf
welchen Mechanismen dieser Effekt beruht. Von einer Vielzahl von lysosomalen
Cysteinproteasen ist bekannt, dass sie von Tumorzellen und Tumor-assoziierten Zellen

sezerniert werden und extrazellular an der Tumorgenese beteiligt sind (Mohamed et Sloane,
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2006). Fur das Prostatakarzinom ist die Sekretion der Cathepsine X, B und L beschrieben
(Fernandez et al., 2001; Sudhan et Siemann, 2013; Pecar-Fonovi¢ et al., 2013). Die Cathepsine
werden Uberwiegend als inaktive Proform von den Tumorzellen freigesetzt (Cavallo-Medved et
Sloane, 2003; Collette et al., 2004; Roshy et al., 2003). Dies konnte flir Cathepsin X in PC-3-
Zellen mittels Westernblotanalyse bestatigt werden. Cathepsin X war im Zellkulturiberstand
vorwiegend als Proform nachweisbar. Dariber hinaus lag Cathepsin X im Vergleich zu
Cathepsin B in wesentlich hdherer Konzentration im Medium vor. Auch in immunhistologischen
Analysen von Prostatakarzinomgewebe zeigten die Cathepsine B und L nur eine schwache
Reaktion, wahrend fur Cathepsin X eine starke positive Reaktion in PIN- und Prostata-
karzinomgewebe nachgewiesen wurde (Nagler et al., 2004). Dies weist auf einen starken

Einfluss von Cathepsin X auf die Pathogenese des Prostatakarzinoms hin.

Eine wichtige extrazellulare Funktion von Proteasen wahrend der Tumorprogression ist die
Degradation der extrazellularen Matrix. Diese kann direkt oder indirekt erfolgen. Aufgrund der
unterschiedlichen proteolytischen Aktivitat der drei Proteasen muss zwischen den Cathepsinen
X, B und L differenziert werden. Fir die Endopeptidase Cathepsin L ist die direkte
Matrixdegradation sehr wahrscheinlich, da sie Kollagen |, Kollagen IV sowie die BSA-Kontrolle
in vitro sehr effizient spaltete. Darliber hinaus hat Cathepsin L die Fahigkeit Elastin, Laminin
und andere Komponenten der EZM in vitro zu degradieren (Buck et al., 1992; Chauhan et al.,
1991). Zudem wird Procathepsin L extrazellular durch Heparansulfate aktiviert (Ishidoh et
Kominami, 1995). Daher kann auch in vivo von einem Abbau der EZM durch Cathepsin L

ausgegangen werden.

In der Literatur wird eine direkte Degradation der EZM-Komponenten Laminin, Kollagen IV,
Fibronectin und Tenascin C durch Cathepsin B beschrieben (Buck et al., 1992; Mai et al., 2002).
Im Proteolyseexperiment zeigte Cathepsin B fir Kollagen | und IV eine deutlich schwachere
proteolytische Aktivitat als erwartet. Diese Diskrepanz kann durch die Tatsache erklart werden,
dass Cathepsin B in aktiver Form aufgrund des sogenannten occulding loop als Endo- oder als
Exopeptidase fungieren kann (Turk et al., 2001; Nagler et al., 1997). Dieser occulding loop
blockiert bei saurem pH-Wert teilweise das Aktivitatszentrum und daraufhin wirkt Cathepsin B
als Carboxydipeptidase. Bei einem neutralem pH-Wert kommt es zu einer
Konformationsanderung des occulding loop und das Aktivitatszentrum wird nicht mehr blockiert.
In diesem Fall zeigt das Enzym Endopeptidaseaktivitat, die im Vergleich zu Cathepsin L jedoch
nur schwach ausgepragt ist (llly et al., 1997). Der Proteolyseversuch wurde bei pH 6
(entsprechend dem leicht saurem Milieu der Lysosomen) durchgefiihrt. Die geringe
proteolytische Aktivitat kann daher dadurch erklart werden, dass Cathepsin B moéglicherweise
nicht seine maximale Endopeptidaseaktivitdt erreicht hatte. Allgemein ist eine direkte

Degradation von extrazelluldaren Matrixproteinen und somit eine Beteiligung an
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Invasionsprozessen durch Cathepsin B auch in vivo méglich. Dies wird besonders im Hinblick
auf die erhohte Expression und Plasmamembran-assoziierte Aktivitdt von Cathepsin B an der
Invasionsfront des Prostatakarzinoms erkennbar (Sinha et al., 1993). Dariber hinaus beteiligt
sich Cathepsin B indirekt an der Matrixdegradation durch Aktivierung anderer Proenzyme wie
Pro-uPA oder ProMMPs, welche in ihrer aktiven Form fir den direkten Abbau der extrazellularen
Matrix und der Basalmembran verantwortlich sind (Kobayashi et al., 1991; Eeckhout et Vaes,
1977). Auf diese Weise ist Cathepsin B auf der Tumorzelloberflache an proteolytischen

Kaskaden beteiligt, welche eine entscheidende Rolle bei der Matrixdegradation spielen.

Die Matrix-Metalloprotease MMP9 ist ein wichtiger Effektor dieser proteolytischen Kaskaden.
Sie wird haufig im Prostatakarzinom exprimiert und mit einem aggressiven Phanotyp in
Verbindung gebracht (Ishimaru et al., 2002). Es stellt sich die Frage, ob Cathepsin B oder
andere Cathepsine nur Aktivatoren von MMP9 sind oder zusatzlich auch Einfluss auf die
MMP9-Expression haben. Sollte die Reduktion von Cathepsinen zu einer verringerten MMP9-
Expression fuhren, so konnte dies die verringerte Invasion im Transwellassay nach Cathepsin-
Knock-Down teilweise erklaren. Der Knock-Down von Cathepsin B filhrte nur bei einen
Oligonukleotid zu einer Erhdéhung der MMP9-mRNA-Expression, was vermutlich ein
unspezifischer Nebeneffekt ist. In Cathepsin X-defizienten Zellen wurde keine Veranderung der
MMP9-mRNA-Expression gemessen. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Cathepsine B und X
keinen Einfluss auf die Expression von MMP9 in PC-3-Zellen haben. In der Literatur kann
zumindest nach Uberexpression von Cathepsin X in Lebertumorzellen eine erhéhte Expression
von MMP-9 auf mRNA- und Proteinebene gemessen werden (Wang et al, 2011).
Erstaunlicherweise ist nach Cathepsin L-Knock-Down ein starker Anstieg der MMP9-mRNA-
Expression bei beiden Oligonukleotiden nachweisbar. Dies weist auf eine reziproke
Kompensation zwischen Cathepsin L und MMP9 hin. Um diesen Zusammenhang naher
aufklaren zu koénnen, waren noch Versuche auf Proteinebene nétig. Zusatzlich misste das

Sekretionsverhalten von MMP9 in Cathepsin L-defizienten Zellen naher untersucht werden.

Zusammenfassend ist die direkte Degradation der EZM durch Cathepsin B und L sehr
wahrscheinlich. Die reduzierte Invasionsfahigkeit der Cathepsin B- und L-defizienten PC-3-
Zellen im Transwellassay konnte somit durch die nach Knock-Down verringerte Sekretion und
die daraus folgende verringerte EZM-Degradation erklart werden. Da Cathepsin X nur Mono-
carboxypeptidaseaktivitdt besitzt und fur Cathepsin X praktisch keine relevante Spaltung der
drei Substrate im Proteolyseexperiment zu beobachten war, ist die direkte Degradation von
EZM-Komponenten sehr unwahrscheinlich (Nagler et al., 1999; Nagler et al., 2004; Kriger et
al., 2005). Deshalb mussen andere Eigenschaften von Cathepsin X von entscheidender
Bedeutung fur die veranderte Invasionsfahigkeit der PC-3-Zellen sein. Méglicherweise kdnnten

nicht-proteolytische Funktionen von Cathepsin X einen Einfluss auf die Invasionsfahigkeit
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haben. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass die Hemmung der
Cathepsin  X-Aktivitdt durch neutralisierende Antikérper nicht zu einer Reduktion der
Transmigrationsrate von Mammakarzinomzellen flhrt (Kos et al., 2005). Dies spricht fur eine
nicht-proteolytische Beteiligung am Invasionsprozess. Neben diesem Argument sprechen auch
noch andere Forschungsergebnisse fiir eine nicht-proteolytische Funktion von Cathepsin X. In
vitro konnte an der Zelloberfliche von Endothelzellen (HUVECS) eine partielle Kolokalisation
von Cathepsin X mit dem Integrin a.,s (Lechner et al., 2006) gezeigt werden. Intrazellular
werden Cathepsin X und Integrin a,Bs jedoch in unterschiedlichen Vesikeln nachgewiesen und
somit scheint deren Interaktion erst extrazellular stattzufinden (Lechner et al., 2006). Da die
Proregion von Cathepsin X Uber ein Zell-Adhasions-Motiv, das sog. RGD-Motiv, verfugt, ist die
Protease Uber diese Aminosauresequenz in der Lage an den Vitronektinrezeptor Integrin o,
zu binden (Lechner et al., 2006). Diese Bindungseigenschaft deutet darauf hin, dass
Cathepsin X neben seiner Rolle als proteolytisches Enzym auch nicht-proteolytische Funktionen
als Ligand fur Integrin a,Bs und/oder andere Integrine ausiben kdnnte und sich auf diese Weise

an der outside-in-Signaltransduktion beteiligt.

5.2 Aktivierung von Signaltransduktionswegen durch Stimulation

von PC-3-Zellen mit Cathepsinen und Vitronektin

Bei der molekularen Pathogenese von Tumoren spielt die erhéhte oder fehlerhafte Aktivitat von
verschiedenen Signalwegen eine wichtige Rolle. Die Aufklarung beteiligter Signalkaskaden in
Prostatakarzinomzellen stellt daher einen wichtigen Schwerpunkt moderner Tumorforschung
dar. Durch Stimulation mit verschiedenen Signalstoffen konnen Signaltransduktionswege
identifiziert werden und dadurch Rickschlisse auf die Funktion und die Regulation der Zelle
gezogen werden. Auch lysosomale Cysteinproteasen kdnnen Signaltransduktionskaskaden
beeinflussen. Zum Beispiel reguliert Cathepsin K die TLR9-Signaltransduktion in dentritischen
Zellen (Asagiri et al., 2008). Ein weiteres Beispiel ist Cathepsin S, welches eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Zellautophagie spielt, indem es Gber den EGF-Rezeptor, eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, den ERK-Signalweg beeinflusst (Chen et al., 2012). Weitere Rezeptoren des
ERK-Signalweges sind Integrine, die durch outside-in-signaling unterschiedliche intrazellulare
Signalwege aktivieren und somit fundamentale zellulare Prozesse wie die Proliferation, das
Zelliberleben und die Zellmotilitat regulieren (Hynes, 2002). Aufgrund dieser Regulierungs-
mechanismen sind Integrine auch fir das Tumorwachstum und die Tumorinvasion von
entscheidender Bedeutung. So ist eine erhdhte Expression von diversen Integrinen mit einer

vermehrten Zellinvasion und Metastasierung assoziiert (Albelda, 1993). Die in dieser Arbeit
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verwendeten hochinvasive Prostatakarzinomzelllinie PC-3 exprimiert im Gegensatz zu der
nichtinvasiven Prostatakarzinomzelllinie LNCaP das Integrin a,8; (Zheng et al., 1999). Ein
Ligand von Integrin a.3s ist das EZM-Protein Vitronektin, das in verschiedenen Zellen eine
Aktivierung des ERK- und Akt-Signalweges Uber eine RGD-abhangige Interaktion mit
Integrin a.Bsinduzieren kann (Chen et al., 1994; Zhu et Assoian, 1995; Lee et Juliano, 2004).

Auch in den vorliegenden PC-3-Zellen fuhrte die Vitronektin-Stimulation zu einer Aktivierung des
ERK- sowie des Akt-Signalweges. Da PC-3-Zellen das Integrin a,Bs exprimieren, wurde diese
Aktivierung hdchstwahrscheinlich durch eine Interaktion von Vitronektin mit Integrin a.3s
induziert. Zheng und Kollegen zeigen, dass die Bindung von Vitronektin an Integrin a.3s; tUber
eine erhoéhte Tyrosinphosphorylierung von FAK zu einer Aktivierung des Akt-Signalweges und

dadurch zu einer vermehrten Migration von Prostataepithelzellen fihrt (Zheng et al., 2000).

Die Prostatakarzinomzelllinie PC-3 sezerniert Procathepsin X in hohen Mengen. Da eine
extrazellulare RGD-abhangige Interaktion mit Integrin a,f; in HUVECs nachgewiesen wurde
(Lechner et al., 2006) und PC-3-Zellen das Integrin a.,Bs exprimieren (Zheng et al., 1999),
besteht die Moglichkeit eines outside-in-signaling ahnlich der Signaltransduktion von
Vitronektin. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden im Rahmen dieser Arbeit PC-3-Zellen
mit Procathepsin X stimuliert und entsprechende Signalwege untersucht, die durch Integrine
aktiviert werden kénnen. Tatsachlich fiihrte die extrazellulare Zugabe von Procathepsin X zu
einer konzentrationsabhangigen Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2 in PC-3-Zellen, welche
auch in humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) beobachtet wird (Nicolaus, 2011). Zur
Bestatigung, dass der beobachtete Effekt spezifisch auf die Procathepsin X-Stimulation zurick-
zufuhren ist, wurde die Sekretion von Procathepsin X durch einen transienten Knock-Down
unterdrickt, um danach Procathepsin X exogen zu zugeben. Tatsachlich fihrte die
Downregulation von Cathepsin X zu einer reduzierten Phosphorylierung von ERK1/2, die durch
exogenes Procathepsin X aufgehoben werden konnte. Angesichts der Tatsache, dass die
Interaktion mit Integrin a,Bsund der B, Integrin-Untereinheit fir Cathepsin X bekannt ist (Lechner
et al.,, 2006; Obermajer et al., 2006), ware eine Integrin-abhangige Aktivierung von ERK

aufgrund deren Interaktion mit Cathepsin X mdglich.

Nun stellte sich die Frage, ob Procathepsin X durch dessen RGD-abhangige Bindung an
Integrine eine Signaltransduktion ahnlich der von Vitronektin auslost. Im Gegensatz zu
Vitronektin konnte nach Stimulation mit Procathepsin X keine Aktivierung von Akt beobachtet
werden. Jedoch findet nach Hemmung des ERK-Signalweges upstream von ERK1/2 eine
leichte Aktivierung des Akt-Signalweges statt, ahnlich in mesenchymalen Stammzellen
(Nicolaus, 2011). Der Akt-Signalweg ist demnach nur nach Inhibition des ERK-Signalweges

durch Procathepsin X aktivierbar. Dies ist ein Hinweis darauf, dass es Unterschiede in der
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Aktivierung der Signalkaskaden zwischen Cathepsin X und Vitronektin gibt. Ein weiterer
Hinweis flr Unterschiede in der Signaltransduktion ist die Tatsache, dass die Kolokalisation mit
Integrin a.s auf der Oberflache von HUVECs nur partiell ist (Lechner et al., 2006). Dies deutet
auf weitere Bindungspartner von Cathepsin X auch auf der Tumorzelloberflache hin. Auf der
Suche nach weiteren Interaktionspartnern hat unsere Arbeitsgruppe eine Interaktion von
Procathepsin X mit dem Plattchenintegrin au,Bs nachgewiesen, die jedoch im Vergleich zu a.B;
etwas schwéacher ist (Lechner et al., 2006). Die Bs-Untereinheit der Integrine spielt anscheinend
eine wesentliche Rolle fur die Assoziation mit Procathepsin X (Lechner et al., 2006), da auch in
U-937-Zellen eine Interaktion von Procathepsin X mit der Bs-Untereinheit stattfindet (Obermajer
et al., 2006). AuRerdem kann Cathepsin X an der Zelloberflache auch an Heparansulfat-
Proteoglykane binden (Nascimento et al., 2005). Heparin interagiert mit der mini-loop-Region
von Cathepsin X und induziert eine Konformationsdnderung der Protease, die zu einer
reduzieren Monocarboxypeptidaseaktivitat fuhrt (Nascimento et al., 2005). Durch die Bindung
an Proteoglykane konnte Cathepsin X der Wechsel zwischen proteolytischen und nicht-
proteolytischen Funktionen (z.B. als Ligand) ermdglicht werden. Da Heparansulfat-
Proteoglykane an der Regulation von Integrinen beteiligt sein kdnnen (Beauvais et al., 2004),
ware Uber diese Bindung eine indirekte Aktivierung von Integrinen und die folgende Induktion
des ERK-Signalweges denkbar. Somit konnte Procathepsin X entweder Uber die direkte oder
die indirekte Interaktion mit Integrinen den ERK-Signalweg aktivieren und hierdurch auf das

Adhasions- und die Migrationsverhalten von PC-3-Zellen Einfluss nehmen.

Durch ndhere Betrachtung von Signalproteinen, die upstream von ERK und downstream von
Integrinen liegen, sollte der potentielle Signalverlauf nach Stimulation mit Procathepsin X
untersucht werden. Da die Serine/Threoninkinase PAK1 und das kleine G-Protein Rac1 an
Migrationsprozessen beteiligt sind und PAKs in verschieden Tumoren Uberexprimiert und/oder
Uberaktiviert sind (Dummler et al., 2009), wurden diese zuerst untersucht. Es konnte jedoch
keine direkte Aktivierung von PAK1 oder Rac1 durch Procathepsin X oder Vitronektin
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung von ERK durch
Procathepsin X und Vitronektin in PC-3-Zellen nicht Uber den PAK-Signalweg erfolgt. Auch
scheint eine mdégliche Beteiligung von Procathepsin X an Migrationsprozessen nicht Uber PAK
reguliert zu werden. Im Gegensatz dazu flhrt die Stimulation mit Procathepsin X und Vitronektin
in hMSC zu einer Aktivierung von PAK1 (Nicolaus, 2011). Diese Unterschiede in der
Aktivierbarkeit zeigen, dass die Stimulationseffekte zwischen verschiedenen Zellarten variieren
kénnen. Eine mdgliche Erklarung hierfur ware zum Beispiel eine differenzierte Modulation der
Signalwege durch Verbindungsproteine (sogenannte scaffold-Proteine) (Kolch, 2005). Entgegen
den Erwartungen loéste die Zugabe von Procathepsin X nach Hemmung des Akt-Signalweges

durch einen PI3K-Inhibitor eine Aktivierung von PAK1 und Rac1 aus. Dieser Effekt ist ebenso
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nach Vitronektin-Stimulation bei der Detektion von phospho-Rac1 zu beobachten. Da Rac1 ein
direktes Effektorprotein downstream von PI3K ist und eine Hemmung von PI3K zu einer
verringerten Aktivierung von Rac1 flhren sollte (Innocenti et al., 2003), ist dieser Effekt eher
unerwartet. Aufgrund des komplexen Aufbaus von zellularen Signalnetzwerken ist es moglich,
dass die Hemmung von PI3K die Aktivierung von anderen Rac1-aktivierenden Signalproteinen
wie beispielsweise FAK verstarken und somit indirekt zu einer Aktivierung von Rac1 und PAK1

fuhren konnte.

Interessanterweise konnten auch die gereiften Formen von Cathepsin X und B eine erhéhte
Aktivitdt der MAPK ERK1/2 induzieren. Eine mdgliche Begrindung fir Cathepsin X ware die
Tatsache, dass im reifen Teil des Enzyms ebenso ein Integrin-Erkennungsmotiv mit der
Sequenz Glu-Cys-Asp (ECD) vorhanden ist, welches eine Interaktion mit B.-Integrinen und a,p+-
Integrin ermoglicht (Obermajer et al., 2006). Ebenso konnte die proteolytische Aktivitat der
Cathepsine X und B durch Prozessierung anderer Liganden oder direkt der Rezeptoren fiir die
Induktion des ERK-Signalweges verantwortlich sein. In diesem Zusammenhang identifizierten
Kos und Kollegen die B.-Untereinheit der Integrine als Substrat von Cathepsin X, wodurch die
Adhasion und Migration von Monozyten und Makrophagen verstarkt wird (Kos et al., 2009).
Jedoch findet die Proteolyse in diesem Fall nicht extrazellular statt, sondern am kurzen
zytoplasmatischen Teil der B.-Untereinheit. Cathepsin B kénnte indirekt auf den ERK-Signalweg
Einfluss nehmen, indem es Uber Oberflachenstrukturen wie Annexin Il (Mai et al., 2000) und
Heparansulfate, die stabilisierend auf die Cathepsin B-Aktivitat wirken (Almeida et al., 2001), an
die Tumorzelloberflache bindet. Dort wird es aktiviert bzw. bleibt aktiv und aktiviert daraufhin
uPA (Kobayashi et al.,, 1991). Diese Protease kann wiederum Signaltransduktionsprozesse
initiieren. Der uPA-Rezeptor, der im Prostatakarzinom Uberexprimiert ist (Li et Cozzi, 2007),
aktiviert nach Bindung von uPA mit Hilfe von transmembranaren Co-Rezeptoren (v.a. Integrine)
viele intrazellulare Signalwege, darunter auch den ERK-Signalweg (Smith et Marshall, 2010).
Die Aktivierung von uPA-Rezeptoren findet in sogenannten ,Caveolae® statt, in denen sich auch
Annexin |l befindet (Cavallo-Medved et al., 2005). Caveolae vernetzten proteolytische
Kaskaden mit zelluldren Signalwegen, wodurch Migration und Invasion erleichtert wird
(Mohamed et Sloane, 2006). Cathepsin L zeigte in PC-3-Zellen wie erwartet keinen Einfluss auf

die Aktivierbarkeit des ERK-Signalweges durch outside-in-signaling.

Im Prostatakarzinom ist eine erhdohte ERK-Aktivitdt mit einem hohen Gleasonscore und
Tumorstadium assoziiert (Gioeli et al., 1999). Dies lasst auf einen standig aktivierten Ras-
Signalweg schlie3en. Da Ras aber nur in 3 Prozent der Prostatakarzinome mutiert ist (Clarke et
al., 2009), koénnten Procathepsin X, Cathepsin X und Cathepsin B aufgrund ihrer
Uberexpression und der nachgewiesen Aktivierung von ERK mégliche standige Stimuli von Ras

sein und dadurch zur postulierten, erhdhten ERK-Aktivitat fihren. Cathepsin X und B wirden
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durch diesen Mechanismus die Tumorprogression des Prostatakarzinoms unterstitzen.
Besonders da die Hemmung von ERK auch 2zu einer reduzierten Invasion von
Prostatakarzinomzelllinien flhrt (Bessard et al., 2008), kénnen Cathepsin X und B Uber die
nachgewiesene Interaktion mit dem ERK-Signalweg auch an Adhasions-/Migrationsprozessen

beteiligt sein.

Darlber hinaus besteht die Méglichkeit, dass Cathepsine nicht nur den ERK-Signalweg,
sondern auch noch andere MAPK-Signaltransduktionswege beeinflussen. In diesem
Zusammenhang zeigten erste Untersuchungen nach Stimulation von PC-3-Zellen mit
Procathepsin X sowie Vitronektin eine erhdhte Aktivitdt der Effektorkinase p38. Nach
Stimulation mit Cathepsin B hingegen war eine starke Reduktion der p38-MAPK-Aktivitat im
Vergleich zu den Kontrollzellen detektierbar. Durch welche Mechanismen die Interaktion mit
dem hauptsachlich durch Stressstimuli und inflammatorischen Zytokinen getriggerten p38-
Signalweg stattfindet (Pearson et al., 2001), ist unklar und muss in weiteren Studien naher

untersucht werden.

5.3 Einfluss von Proteinen der extrazellularen Matrix auf die

Expression von Cathepsinen

Die physiologische Funktion einer Zelle ist unter anderem von ihrer Interaktion mit der sie
umgebenden extrazellularen Matrix bestimmt. Auch beim Prostatakarzinom ist die
wechselseitige Interaktion zwischen Tumorzellen und Tumorstroma von entscheidender
Bedeutung fir die Regulation des Tumorwachstums, der Invasion und der Metastasierung
(Chung et al., 2005). So kénnen Komponenten der extrazelluldaren Matrix die Genexpression
und Sezernierung von diversen Proteasen beeinflussen. Bei Melanomzellen fihrt die
Stimulation mit Vitronektin zu einer erhéhten Expression und Freisetzung von MMP-2 und
TIMP-2 und daraus resultierend zu einer verstarkten Migration der Zellen (Bafetti et al., 1998).
Die Interaktion der Prostatakarzinomzelllinie DU145 mit humanen Knochenexplantaten und
Kollagen | induziert die Sekretion von Cathepsin B (Podgorski et al., 2005). In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit dem Matrixprotein Vitronektin
bei einer Reihe von unterschiedlichen Zelllinien (HeLa, HEK293, HUVEC und THP-1) und der
nicht malignen Prostatazelllinie PNT1A zu einem signifikanten Anstieg der Cathepsin X-
Expression fuhrt (Lechner, 2008).

Um den Einfluss von Proteinen der extrazellularen Matrix auf die Expression und Sekretion der
Cathepsine X, B und L im Prostatakarzinom zu untersuchen, wurden Stimulationsversuche an
PC-3-Zellen durchgefihrt. Im Vergleich zu PNT1A-Zellen fiihrte die Behandlung mit Vitronektin
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und hEZM in PC-3-Zellen zu keiner vermehrten Sekretion von Cathepsin X nach 24 bzw. 36
Stunden. Nach 7 Tagen kam es sogar zu einer geringen Reduktion der Sekretionsrate von
Cathepsin X. Somit hat die Stimulation mit Vitronektin und hEZM kaum einen Einfluss auf die
Freisetzung von Cathepsin X in PC-3-Zellen. Die Prostatakarzinomzelllinien DU145 und LNCaP
konnten auch nicht zu einer vermehrten Sezernierung angeregt werden, obwohl sie, wie
PNT1A, aus Prostatagewebe stammen (Lechner, 2008). Dies deutet darauf hin, dass die
Wirkung von Vitronektin auf die Cathepsin X- Sezernierung im Prostatakarzinom nicht dieselbe
wie in anderen Tumorarten ist und daher vom Zelltyp abhangig ist. Bei Betrachtung der
intrazellularen Expression von Cathepsin X nach Stimulation, zeigte sich in den ersten Tagen
sogar eine leicht reduzierte Cathespin X-Expression auf mRNA- und Proteinebene. Nach
siebentagiger Behandlung mit Vitronektin und hEZM kam es hingegen zu einer erhdhten
Cathepsin X-Expression. Somit wurde nach einer langen Stimulationsdauer doch noch auf
transkriptioneller Ebene eine verstarkte Expression des Cathepsin X-Gens induziert. Da die
Erhéhung nach Stimulation mit hEZM auf Proteinebene starker war, deutet dies auf andere

EZM-Komponenten hin, die auch auf die Proteinbildung von Cathepsin X Einfluss nehmen.

Wie bei Cathepsin X flihrte die Stimulation mit Vitronektin nach 24 bzw. 36 Stunden zu einer
Reduktion der Expression von Cathepsin B und L auf mMRNA-Ebene und erst nach 96 Stunden
zu einer erhdhten Expression. Die Zugabe von Vitronektin scheint zunachst zu einer reduzierten
Transkription der Gene von Cathepsin X, B und L zu fiihren, um dann nach einer mehrtagigen
Zeitspanne eine erhohte Transkription zu induzieren. Im Gegensatz zu Cathepsin X hatte die
hEZM auf die Expression von Cathepsin B und L keinen Einfluss. Insgesamt ist der genaue
Mechanismus durch den Vitronektin auf die Expression der Cathepsine X, B und L Einfluss

nimmt noch unklar und benétigt weitergehende Untersuchungen.

5.4 Auswirkungen der Cathepsin-Defizienz auf die zellulare

Seneszenz

In Tumorzellen flihrt die experimentelle Induktion von zellularer Seneszenz zur Hemmung von
Tumorwachstum durch reduzierte Invasion (Latini et al., 2008; Cichowski et Hahn, 2008).
Umgekehrt begtinstigt die Inhibition der zellularen Seneszenz die Tumorinvasion (Masuda et al.,
2003; Pavey et al., 2002). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das invasive Potential
von Cathepsin X-, B- und L-defizienten PC-3-Zellen reduziert ist. Demzufolge kann die Induktion
von zellularer Seneszenz ein weiterer potentieller Mechanismus sein, der die Invasionsfahigkeit

von Cathepsin-defizienten Tumorzellen beeinflusst.

Ein typisches Merkmal von seneszenten Zellen in Zellkultur ist eine vergroRerte und abgeflachte
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Zellmorphologie (Hayflick, 1965). PC-3-Zellen zeigten nach Knock-Down der Cathepsine X, B
und L einen Seneszenz-typischen Phanotyp mit flachen und vergroRerten Zellkérpern. Dieser
war bei Cathepsin B-defizienten Zellen am schwachsten ausgepragt. In unserer Arbeitsgruppe
konnte nachgewiesen werden, dass auch in Fibroblasten von Cathepsin X---Mausen und in
humanen Fibroblasten nach transientem Knock-Down von Cathepsin X im Gegensatz zu den
jeweiligen Kontrollzellen eine Seneszenz-charakteristische Anderung der Morphologie zu
beobachten ist (Kraus et al., 2011).

Der Nachweis der Seneszenz-assoziierten-B-Galaktosidase (SA-B-Gal), deren Aktivitat bzw.
Menge in seneszenten Zellen erhoht ist, stellt derzeit den gebrauchlichsten Biomarker fur
zellulare Seneszenz dar. Nach Knock-Down der Cathepsine X, B und L konnte mit zwei
Methoden eine erhdéhte SA-B-Gal-Aktivitat in PC-3-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen

gemessen werden. Jedoch wurde auch in den Kontrollzellen SA-B-Gal-Aktivitat detektiert.

Ein weiteres Merkmal von seneszenten Zellen ist deren verandertes Genexpressionsprofil.
Gewohnlich werden bei der Induktion der zellularen Seneszenz entweder der p53/p21- oder der
p16-pRB-Signalweg aktiviert und dessen Komponenten hochreguliert (Campisi, 2005; Campisi
et d'Adda di Fagagna, 2007). In Cathepsin X-defizienten normalen humanen dermalen
Fibroblasten (NHDF) wurde eine erhdhte Expression besonders von p21 und p53 auf mRNA-
Ebene nachgewiesen (Kraus et al.,, 2011). Im Gegensatz dazu zeigten die Prostata-
karzinomzellen PC-3 nach Knock-Down dieser Protease eine erhéhte mRNA-Expression von
p21 und p16, wobei p53 unverandert blieb. Die unterschiedlichen Expressionsmuster der NHDF
und der PC-3-Zellen sind nicht ungewdhnlich, da die Mechanismen zur Induktion von zellularer
Seneszenz zwischen verschieden Zelltypen variieren kénnen (ltahana et al., 2004; Smith et
Kipling, 2004). Offensichtlich kdnnen - trotz unveranderter p53-Expression - beide Signalwege
aktiviert werden und eine p53-p21-vermittelte Signaltransduktion nach Cathepsin X-Knock-
Down in PC-3-Zellen ahnlich wie bei NHDF stattfinden. In diesem Zusammenhang konnte in
vielen seneszenten Zellen kein Unterschied im mRNA-Gehalt von p53 festgestellt werden,
jedoch stieg die Phosphorylierung und somit die Aktivitdt von p53 wahrend der Seneszenz an
(Webley et al., 2000). Der Knock-Down von Cathepsin B fihrte zu einem anderen
Expressionsmuster mit einer Hochregulation des Zellzyklusinhibitors p16 auf mMRNA-Ebene und
einer unveranderten Expression von p53 und p21, welche beide zur p53-Achse zahlen. Dies
deutet darauf hin, dass die durch Cathepsin B-Defizienz mdglicherweise induzierte Seneszenz
von dem p16-pRB-Signalweg abhangig sein kann. Nach Cathepsin L-Knock-Down konnte eine
erhdhte mRNA-Expression von p21 bei gleichzeitiger Niederregulation von p16 und p53
beobachtet werden. In Doxorubicin-resistenten Tumorzellen war nach gleichzeitiger Behandlung
mit Doxorubicin und Cathepsin L Inhibitor bzw. siRNA-Transfektion gegen Cathepsin L ebenso

eine erhohte Expression von p21 und eine erhdhte SA-B-Gal-Aktivitat zu verzeichnen (Zheng et
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al., 2004). DarlUberhinaus zeigten in vitro Experimente, dass p21 ein Substrat von Cathepsin L
ist. Die Hemmung von Cathepsin L fuhrt zur Stabilisierung und Akkumulation von p21/WAF1
und somit zu vermehrter Induktion von zellularer Seneszenz (Zheng et al., 2004). Die Inhibition
von Cathepsin L erleichtert besonders in Arzneimittel-resistenten Zellen die Induktion von
Seneszenz und die Umkehr der Arzneimittelresistenz. Die erhdhte p21-Expression nach
Cathepsin L-Knock-Down liefert nun erste Hinweise, dass dieser Mechanismus potentiell auch
in PC-3-Zellen stattfinden kann. Diese Daten deuten darauf hin, dass es keine einheitliche
Hochregulation Seneszenz-assoziierter Gene sowie dazugehdriger Signalwege nach
Cathepsin-Knock-Down gibt. Die einzelnen Cathepsine beeinflussen wahrscheinlich

unterschiedliche Signalwege durch einen zum heutigen Zeitpunkt ungeklarten Mechanismus.

Der permanente Wachstumsstopp ist ein Hauptmerkmal von seneszenten Zellen. In der
Lungenkarzinomzelllinie A549 flhrt die Hemmung der Cathepsin L-Expression zu einer
reduzierten Proliferation (Wille et al., 2002). Auch nach Downregulation von Cathepsin B durch
RNA-Interferenz ist die Zellproliferation in PC-3- und DU145-Zellen signifikant reduziert (Nalla et
al., 2010). Im Vergleich zu NHDF zeigten Cathepsin X-defiziente PC-3-Zellen nur eine geringe
Reduktion der Proliferation nach 48 Stunden. Andere Proliferationsassays (XTT) konnten nach
24 Stunden sogar eine erhdhte Proliferation nachweisen, die wahrscheinlich den erhdhten
Metabolismus von Cathepsin X-defizienten Zellen widerspiegelt (Daten nicht gezeigt). Deshalb
kann die verringerte Transmigration von Cathepsin X-defizienten PC-3-Zellen durch hECM-
beschichtete Membranen in vitro héchstwahrscheinlich nicht auf eine verringerte Proliferation
zurtckgeflhrt werden. Erstens liegt die Verdopplungszeit von PC-3-Zellen zwischen 25 und 30
Stunden (Office of Physical Sciences-Oncology, 2012; Gosh et al.,, 2006). Aufgrund der
gewahlten Transmigrationszeit von 15 Stunden kann die Proliferation als Einflussfaktor
vernachlassigt werden. Zweitens war die Reduktion der Proliferationsrate nach Cathepsin X-
Knock-Down insgesamt sehr gering. Jedoch kann die veranderte Zellmorphologie seneszenter
Zellen - u.a. eine deutliche GrolRenzunahme - zu einer veranderten Zellmaotilitat fihren, die fir

die verringerte Migration mitverantwortlich sein kann.

Aufgrund der Tatsache, dass Cathepsin X schon in den Vorlauferldsionen des
Prostatakarzinoms (PINs) Uberexprimiert wird und keine Korrelation mit dem Gleason Score
nachgewiesen wurde, konnte diese Protease mdglicherweise an der frihen Tumorgenese
beteiligt sein (Nagler et al., 2004). Ein wichtiger Schritt der frGhen Tumorgenese ist die
Immortalisierung der Zellen, die durch die Reaktivierung der Telomerase oder andere
Mechanismen, die die Telomerfunktion erhalten, erreicht wird (Stewart et Weinberg, 2000). In
73 Prozent der PINs und in den meisten Prostatakarzinomen (97 Prozent) kann eine
Telomerase-Expression gemessen werden, jedoch besteht auch hier keine Korrelation zwischen

Gleason Score und Telomeraseaktivitdt (Zhang et al., 1998). Interessanterweise gibt es in
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vorlaufigen Ergebnissen (Gene Array und gRT-PCR) Hinweise auf eine verminderte
Telomerase-Expression nach Cathepsin X-Knock-Down. Im Umkehrschluss kann man nun die
Hypothese aufstellen, dass die erhéhte Cathepsin X-Expression im Prostatakarzinom
mdglicherweise die Reaktivierung der Telomerase-Gene beglnstigt. Diese Reaktivierung ist
charakteristisch fur Tumorzellen, da sie den natirlichen Prozess der Seneszenz als
Tumorsuppressor unterbricht (Campisi et d'Adda di Fagagna, 2007). In diesem Kontext kédnnte
es sich bei der durch Cathepsin X-Defizienz ausgelésten Seneszenz zum Teil um Telomer-
abhangige Seneszenz handeln. Die potentielle Reduktion der Telomerase-Expression in
Cathepsin X-defizienten Zellen konnte zu einem vermehrten Auftreten von dysfunktionalen

Telomeren fiihren, die eine beschleunigte zellulare Seneszenz induzieren.

Zusammengefasst deuten die Daten daraufhin, dass Cathepsin-Defizienz in PC-3-Zellen zu
beschleunigter zellularer Seneszenz fiihrt. Dies kann im Umkehrschluss bedeuten, dass eine
erhohte Expression der Cathepsine X, B und L in Prostatakarzinomzellen die Induktion von
Seneszenz - ein Tumorsuppressormechanismus - unterdrickt und demzufolge die Tumor-
entwicklung unterstitzt. Jedoch sind die entsprechenden molekularen Mechanismen bis jetzt
weitgehend ungeklart. In der Literatur wird die Beteiligung von Cathepsin B an Seneszenz-
prozessen unterschiedlich diskutiert. In diesem Zusammenhang wird Uberwiegend eine
Erhéhung der Cathepsin B-Expression in verschiedenen Geweben mit steigendem Alter sowie
in seneszenten Zellen postuliert (Nakanishi et al.,1994; Wyczatkowska-Tomasik et Pgczek,
2012; Keppler et al.,, 2000; Kamino et al., 2003). Beim Prostatakarzinom kann die
Hormonentzugstherapie seneszente Zellen induzieren, welche eine erhdhte Cathepsin B-
Expression aufweisen (Pernicova et al., 2011). Allerdings wird eine reduzierte Cathepsin B-
Expression ebenso mit seneszenten Zellen in Verbindung gebracht (Lai et al., 2008; Cho et al.,
2003).
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde die Beteiligung der Cathepsine X, B und
L an Invasionsprozessen von Prostatakarzinomzellen evaluiert. In diesem Kontext konnte
gezeigt werden, dass eine Funktion der Cathepsine B und L die direkte Matrixdegradation ist,
indem eine direkte Proteolyse von Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) durch diese
Cathepsine nachgewiesen wurde. Die direkte Degradation der EZM durch Cathepsin X ist
hingegen unwahrscheinlich, da diese Protease nur Carboxypeptidaseaktivitat besitzt. Aufgrund
der Tatsache, dass Procathepsin X von PC-3-Zellen freigesetzt wird und dessen Interaktion mit
verschiedenen Integrinen bekannt ist (Lechner et al., 2006; Obermajer et al., 2006), wurde in
der vorliegenden Arbeit eine mogliche autokrine Induktion von outside-in-Signaltransduktion
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass neben Procathepsin X auch die gereiften Formen
von Cathepsin X und B den ERK-Signalweg induzieren, welcher die Migration und somit die

Invasion regulieren kann.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen sollten in zusatzlichen Untersuchungen der Verlauf der
Signalkaskade nach Cathepsin-Stimulation weiter aufgeklart werden und mdgliche
Transkriptionsziele identifiziert werden. Ein zusatzliches Ziel ware die ldentifikation weiterer
Interaktionspartner von Cathepsin X und B an der Tumorzelloberflache, die zur Aktivierung des
ERK-Signalweges fuhren konnen. Daruber hinaus sollten die molekularen Interaktionen
zwischen diesen Bindungspartnern und Cathepsinen charakterisiert werden, um die

pathophysiologische Funktion dieser Cathepsine genauer zu definieren.

Erkenntnisse aus Experimenten mit humanen mesenchymalen Stammzellen weisen darauf hin,
dass Cathepsine auch bei der Zellalterung von Bedeutung sind. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass in der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 die Defizienz jeder einzelnen
Protease zu morphologischen und funktionellen Veranderungen fuhrt, die mit zellularer
Senzeszenz assoziiert sind. Der zugrunde liegende Mechanismus, welcher nach Cathepsin-
Knock-Down Seneszenz induziert, ist noch unklar. Sollten Cathepsine tatsachlich die Induktion
von zellularer Seneszenz beeinflussen, so konnte dies wichtige Erkenntnisse fiir unser
Verstandnis der Tumorentwicklung liefern und dartber hinaus ein potentielles therapeutisches
Konzept fir die Antitumorbehandlung darstellen, da die Férderung von zellularer Seneszenz zur
Hemmung von Tumorwachstum durch reduzierte Invasion fihrt (Latini et al., 2008; Cichowski et
Hahn, 2008).

Die urspringliche Annahme, dass Cathepsine sich nur durch Matrixdegradation an
Invasionsprozessen beteiligen, wurde bereits in diversen Publikationen angezweifelt. Im Zuge

der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cathepsine zusatzlich an der Regulation
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von intrazelluldren Signalwegen und zelluldrer Seneszenz beteiligt sind. Cathepsine spielen
somit eine immer deutlicher werdende Rolle bei Invasionsprozessen des Prostatakarzinoms. In
Zukunft kdnnten sich durch spezifische Inhibition dieser Proteasenklasse neue Mdglichkeiten in

der Therapie des Prostatakarzinoms eréffnen.
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