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A Zusammenfassung

Cathepsine sind lysosomale Cysteinproteasen, diemnder allgemeinen Proteindegradation
in Lysosomen auch spezifische Funktionen ausikergide limitierte Proteolyse erfordern.
Zudem werden Cathepsine sezerniert, weshalb maawuste im Extrazellularraum findet, wo
sie ebenfalls an verschiedenen biologischen Vorgégngie etwa der Zellmigration/Invasion,
teilnehmen.

Uber Cathepsin X, einen relativ neu entdecktenretat dieser Proteinklasse, war zu Beginn
der Promotionsarbeit noch wenig bekannt. Die Stnukhd das Aktivitatsprofil konnten zwar
bereits gelost werden, tber mogliche (patho-)phggische Funktionen gab es jedoch noch
keine Erkenntnisse. Das Hauptziel meiner Untersagbn war daher, mittels geeigneter
Methoden nahere Aufschlisse tber die Rolle von é&pain X oder seiner Proform innerhalb
und aufRerhalb der Zelle zu erlangen. Dies sollteviegend durch die Analyse der
Expression und Sekretion dieser Protease, sowiehddas Auffinden von Interaktions-
partnern erfolgen.

Wie sich in Vorversuchen zeigte, wird Cathepsinnhumanen Leukozyten unterschiedlich
stark exprimiert. Da eine hohe Expression insbes@ndan Monozyten vorlag, wurde fir
weitere Analysen das Zellmodell THP-1 eingesetzs duch fiur die Differenzierung zu
Makrophagen-ahnlichen Zellen durch Stimulation Riibrbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
oder all-trans Retinsdure (ATRA) verwendet werdanrk Interessanterweise zeigten diese
Agenzien unterschiedliche Auswirkungen auf die Espron und Sekretion von Cathepsin X.
So wurde mit PMA eine starke intra- und extrazéllelErhdhung der Protease verzeichnet,
wéahrend mit ATRA das Gegenteil der Fall war.

Da eine differenzielle Expression von Cathepsim Xeukozyten auf eine mdgliche Funktion
in der Entzindungsantwort hindeutet, schien eingéetdnchung der Wirkung von pro-
inflammatorischen Zytokinen und extrazellularen Nat(EZM)-Proteinen sinnvoll, well
diese Faktoren ebenfalls die Sekretion von Protebseinflussen konnen. Die untersuchten
Zytokine hatten allerdings keinen Effekt auf dieki®ion von Cathepsin X aus THP-1-
Zellen, wohingegen mit dem EZM-Protein Vitronekéme Verdopplung der Cathepsin-X-
Konzentration im Medium beobachtet wurde. In dieskontext konnte nachgewiesen
werden, dass Vitronektin durch die Interaktion d&tn Zelloberflachenrezeptor Integagfs
den Sekretionsapparat der Zelle beeinflusst, woffiensichtlich das Sequenzmotiv Arginin-
Glyzin-Aspartat (RGD), welches in Vitronektin enitea ist, fur diesen Vorgang ent-
scheidend ist. Neben Cathepsin X wurde auch fuCaignepsine B und L eine erhdhte Frei-
setzung nach Inkubation mit Vitronektin gemesseas weigt, dass dieser durch das EZM-
Protein ausgeléste Mechanismus nicht auf Cathepbieschrankt ist.



Umgekehrt liel3 sich in einem weiteren ZellmodelUWEC) durch den Einsatz vorsiall-
interfering RNA (siRNA) die Expression von Cathepsin X erniednigevas zu einer
verminderten Migration der HUVEC in einem Invasieaisuch fihrte. Dies deutet auf eine
Funktion von Cathepsin X in der Zellmotilitat hiba Cathepsin X nur Carboxypeptidase-
aktivitat besitzt, muss eine Rolle in der Invasiam Zellen durch eine direkte Degradation
der EZM allerdings ausgeschlossen werden und eidera, eventuell indirekte Wirkweise in
Betracht gezogen werden.

Weil Cathepsin X, &hnlich wie Vitronektin, ein expertes RGD-Motiv in seiner Proregion
aufweist, sollte nun eine maogliche Interaktion mtiegrinen untersucht werden. Dies schien
auch im Hinblick auf das Ergebnis des Invasionswgses sinnvoll, da Integrine fur die
Migration von Zellen essentiell sind. Tatsachligtl3l sich eine RGD-abhangige Interaktion
von Procathepsin X mit dem Integrin,33 in Zellexperimenten zeigen und mittels
Oberflachenplasmonresonanz auf molekularer Ebestétigen. Fluoreszenzmikroskopie und
Koimmunprazipitationsversuche lassen die Annahmedass diese Interaktion nicht nar
vitro sondern auchn vivo stattfindet.

Neben dem Integrin,f33 als Bindungspartner deuteten unterschiedliche AdwmAffinitats-
chromatographie auf zwei weitere mogliche Ligandién Cathepsin X, nadmlich auf den
»macrophage migration inhibitory factouund das yalosin containing proteif) hin. Eine
nahere Untersuchung liel3 jedoch eher auf eine aifigohe Wechselwirkung als eine
spezifische Interaktion schliel3en.

Somit werden in dieser Arbeit zwei wesentliche ndgpekte in der Regulation der Sekretion
und seiner Beteiligung an Migrationsvorgangen ggzewobei die Interaktion von
Procathepsin X mit dem Integrin,33 eine besondere Rolle zu spielen scheint. Ob diese
beiden Vorgédnge miteinander gekoppelt sind, komniteden bisherigen Ergebnissen noch
nicht bewiesen werden. Insgesamt deuten die Ergebnijedoch darauf hin, dass
extrazellulares (Pro)Cathepsin X neben seiner RaldeProtease auch nicht-proteolytische
Funktionen, beispielsweise als Ligand bestimmtdfoBerflachenstrukturen austiben kann.
Dieser Aspekt kdnnte im Hinblick auf eine therapmalte Inhibition von Angiogenese und
Metastasierung von Tumorzellen durch Antikorperege@athepsin X und/oder Integrine von
grofem Nutzen sein.



B Einleitung

B.1 Proteasen: Allgemeine Aspekte

Proteasen sind Enzyme, die die Hydrolyse von Peptidingen katalysieren und dadurch
eine breite Vielfalt von essentiellen Vorgangen labenden Organismen steuern. lhre
Bedeutung wird durch die Tatsachen untermauers 2&$ aller Gene fur Proteasen kodieren
und sie fast 10 % aller Enzyme der EC Liste derMBBumfassen (EC £nzyme Committee
IUBMB = ,Nomenclature Committee of the International Unioh Blochemistry and
Molecular Biology) (Barrett, Rawlings & O'Brien, 2001). Im Gegensau anderen
Modifikationen von Proteinen, wie z.B. der Phospfierung oder Ubiquitinierung, ist die
Proteolyse irreversibel. Man unterscheidet zwisataer relativ unspezifischen, allgemeinen
Degradation und der limitierten Proteolyse. Diegatheine Degradation dient der
Inaktivierung und dem Abbau von Proteinen, wodusoeder Aminosauren fur die Synthese
freigesetzt werden. Bei der limitierten Proteolgs®olgt die Hydrolyse an einer definierten
Stelle in einem Protein, wodurch spezifische bidoge Aktivitdten in Gang gesetzt und
reguliert werden. Diese kdnnen sowohl intrazellutannterschiedlichen Kompartimenten der
Zelle als auch extrazellular ablaufen.

Man kann Proteasen nach ihren Spaltungsmusternuipp@n unterteilen. Dabei unterscheidet
man Endopeptidasen, die innerhalb einer Proteimserjachneiden, von Exopeptidasen, die
eine oder mehrere Aminosauren vom Ende eines Rsogntfernen. Je nachdem, ob eine,
zwei oder drei Aminosauren vom N-Terminus entfevetden, spricht man von Mono-, Di-
oder Triaminopeptidasen. Bei Proteasen, die derei@ihus angreifen, differenziert man
Monopeptidyl-Carboxypeptidasen, welche eine eirzelAminosaure abspalten, von
Dipeptidyl-Carboxypeptidasen, die zwei Aminosaumemtfernen. Im Prinzip wirken alle
Proteasen uUber den gleichen Mechanismus, namlichdien nukleophilen Angriff auf eine
Carbonylgruppe mit der anschlieRenden SpaltungRigatidbindung unter Bildung eines
Saureanhydrids als Zwischenprodukt. Die Reste déstéts auf der Aminoseite der Spalt-
stelle werden in Richtung zum N-Terminus hin als P2, P3 etc. bezeichnet, die Reste in
Richtung C-Terminus als P1°, P2, P3". Entsprecherdden die jeweiligen gebundenen
Aminosaurereste des Enzyms mit Sulsited durchnummeriert (Schechter & Berger,
1967).

Auf Grund der gro3en Variabilitdt der Proteasen wiae sinnvolle Systematik notwendig,
weshalb die MEROPS Datenbank gegrindet wurde, i@iiedfe Einteilung sowohl die
Molekulstruktur als auch die evolutionare Herkunfler Proteasen heranzieht
(http://www.merops.ac.uk) (Rawlings & Barrett, 199%0 erfolgt eine Zuordnung ent-
sprechend der verwendeten katalytischen Strategielie Hauptgruppen Aspartat (A)-,
Cystein (C)-, Glutamat (G)-, Metallo (M)-, Serin){S Threonin (T)- und noch nicht
klassifizierte Proteasen (U). Eine weitere Untéutey der katalytischen Hauptgruppen wird
in Klans und Familien vorgenommen, wobei ein KlareeGruppe von Familien darstellt, die
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einen gemeinsamen Vorfahren haben (Barrett e2@D]1). Die Zugehorigkeit einer Protease
zu einer Familie ergibt sich aus ihrer Sequenzhogiel zu einem bereits beschriebenen
Mitglied der Familie. Dabei ist wichtig, dass sidar Vergleich auf den katalytisch aktiven
Teil der betreffenden Protease beschrankt (BaRettylings & Woessner, 2003).

Da sich diese Dissertation auf Cathepsin X, einetréfer der lysosomalen Cysteinproteasen
fokussiert, soll im Folgenden nur diese Hauptgrupgiteer beschrieben werden.

B.2 Cysteinproteasen

Proteasen, die als Nukleophil bei der Katalyse Tdi@lgruppe eines Cysteins verwenden,
bezeichnet man als Cysteinproteasen. Der Klan CAassh Cysteinproteasen, die die
katalytischen Reste Cys, His und Asn (oder Aspkatalytische Triade im aktiven Zentrum
aufweisen. C1 stellt die Papain-Familie im Klan @Aar, welche in zwei Subfamilien

unterteilt ist: Eine Subfamilie (C1B) besteht aten dEnzymen, die mit den Bleomycin-
Hydrolasen verwandt sind, die andere Subfamilie)ddeinhaltet Enzyme, die dem Papain,
dem ersten identifizierten Vetreter dieser Faméieneln. In die Familie C1A sind auch die
Vertreter der humanen, Cystein-abhangigen Cathepsimgeordnet ((Rawlings, Morton &

Barrett, 2006), http://www.merops.ac.uk).

B.2.1 Humane Cathepsine

Von den humanen, lysosomalen Cathepsinen der CiiiEasind mittlerweile 11 Vertreter

(Cathepsin B, C, F, H, L, K, O, S, V, W und X) bek&h Der Name Cathepsin wurde zum
ersten Mal von Willstatter und Bamann verwendet ustl dem griechischen Wort

»KaBepev* fur ,verdauen“ entlehnt (Willstatter & Bamann, 29). Diese Namensgebung
bezieht sich jedoch nicht nur auf Cysteinproteassamdern betrifft auch Serin- bzw.
Aspartatproteasen (Cathepsine A und G, bzw. D yn@diese sollen hier jedoch nicht weiter
behandelt werden.

B.2.1.1 Aufbau humaner Cathepsine

Alle bekannten humanen Cathepsine zeigen einenichknl Aufbau, bestehend aus
Signalpeptid, Propeptid und katalytischer Doméanelcihe dem reifen, aktiven Enzym
entspricht. Das Signalpeptid dient dem TransportRiEypeptidkette ins endoplasmatische
Retikulum (ER), wo es sofort durch die Signalpegiel abgespalten wird. Die Proregion
erfullt verschiedene Zwecke. Zum einen dient sis @haperon fur die Faltung der
katalytischen Domane und fir den spateren TrangfmrProtease. Es bendtigen aber nicht
alle Cathepsine die Proregion als Faltungshilfehiten z.B. Cathepsin X und B zusatzliche
Schleifen in der katalytischen Domane aus, von nlemgenommen wird, dass sie ebenfalls
die richtige Faltung unterstitzen konnen (Cunninghet al., 1999). Zum anderen ist die
Proregion ein hochaffiner, reversibler Inhibitorsdeénzyms, um eine vorzeitige Aktivierung
zu verhindern. Auch wirkt sie stabilisierend, wesioh das Enzym in einer Umgebung mit
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neutralem pH-Wert befindet (Mach, Mort & Glossl,9%9 Tao et al., 1994). Die Lange der
Proregionen ist sehr variabel (38-250 Aminosaurer@hrend die Lange des katalytischen
Teils der Protease in der Regel 220-260 Aminosabesrégt.

Proteasen der Papain-Familie besitzen eine &hnlidléung. Diese besteht aus zwei
Domanen, die durch das V-férmige aktive Zentrumregeit sind. Dort finden sich die
katalytisch aktiven Reste Cys25 und His159 (Papaimmerierung), die jeweils in einer der
beiden Doméanen liegen. Der grofdte Teil der linkénOomane besteht aus dem N-
terminalen Teil des Proteins und enthélt eine aémwm-Helix, die ca. 30 Reste lang ist.
Entsprechend besteht die rechte (R-)Domane haupdéeus der C-terminalen Halfte und
bildet einep-Faltblattstruktur aus, die eine kleimeHelix enthalt. Die Enzyme sind Mono-
mere, mit der Ausnahme von Cathepsin C, welchedHemotetramer ausbildet (Dolenc et
al., 1995; Olsen et al., 2001). Das V-formige aktizentrum erstreckt sich bei den
Endopeptidasen lber das ganze Molekul, wéahrend deeai Exopeptidasen zusatzliche
Strukturen vorhanden sind, die die Furche, weld®eaktive Zentrum enthalt, eingrenzen und
durch elektrostatische Wechselwirkungen die Binddag N- oder C-terminalen Enden der
Peptide ermoglichen (Turk, Turk & Turk, 2003).

B.2.1.2 Regulierung der Aktivitat

Die Aktivitdt der Cathepsine kann durch verschied&mechanismen reguliert werden. So
wirkt, wie bereits erwahnt, die Proregion als Intubund verhindert damit weitgehend eine
vorzeitige Aktivierung der Protease. Die Abspaltuleg Proregion kann bei Cathepsinen, die
Endopeptidaseaktivitat besitzen, autokatalytisdblgen, wobei durch einen niedrigen pH-
Wert und Glykosaminoglykane die Prozessierungartert wird (Turk, Turk & Turk, 2000).
Allerdings kénnen sich nicht alle Cathepsine autaly#isch aktivieren. So bendtigt z.B.
Cathepsin X zur Aktivierung Cathepsin L (Nagleakt 1999).

Die Aktivitat wird zusatzlich durch die Halbwert$s® der Enyzme gesteuert, wobei die
meisten Cathepsine nur bei einem lysosomalen pH &dh55 und reduzierenden
Bedingungen stabil sind. Sollten sie durch eineléteang der lysosomalen Membran ins
Zytosol der Zelle gelangen, so wirden sie durch akiglierenden Bedingungen und den
neutralen pH rasch an Stabilitat und somit ihreiAlkit verlieren.

Des Weiteren gibt es natirliche Inhibitoren, die dktivierten Proteasen reversibel binden
und deren Aktivitat je nach Konzentration und Aifi#a modulieren.Diese Hemmstoffe
werden in die Cystatin-Superfamilie eingeordneticive die Stefin-, die Cystatin- und die
Kininogenfamilie beinhaltet (Barrett et al., 1986).

Auch Glykosaminoglykane bieten eine Madoglichkeite dhktivitat von Cathepsinen zu
regulieren. So wurde unter anderem nachgewiesess dee Bindung von Heparin und
Heparansulfat an Papain und Cathepsin B die Pemsasktur stabilisiert und dadurch die
Inaktivierung bei alkalischem pH verhindert (Almaidt al., 2001; Almeida et al., 1999). Fur
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Cathepsin K wurde gezeigt, dass Chondroitinsulfak Kieratansulfat die Kollagenaseaktivitéat
dieser Protease verstarken, wahrend Heparin, Hepdfat und Dermatansulfat deren
Aktivitat vermindern (Li et al., 2004).

B.2.1.3 Biologische Funktionen humaner Cathepsine

Einige Cathepsine, wie z.B. Cathepsin B, H undihg subiquitér in Lysosomen vorhanden
und scheinen hauptsachlichqusekeepirgFunktionen innezuhaben, wobei mit relativ
unspezifischen Cathepsin-Inhibitoren bis zu 40 % z#dularen Proteindegradation inhibiert
werden kann (Shaw & Dean, 1980). Dagegen laRt diesathe der limitierten Gewebs-
expression mancher Cathepsine (S, V, &lf teilweise spezifische Funktionen schliel3en.
Durch die Generierung vorknock-out“-Mausen konnten zudem neue Einblicke in die
speziellen Aufgaben von Cathepsinen gewonnen werden

Fur die grof3e Vielfalt in ihren biologischen Fuimkten scheint unter anderem das breite
Substratspektrum dieser Enzymklasse verantworflictsein. In diesem Kapitel sollen nur

einige gut untersuchte Beispiele genannt werdea, zdim Teil auch klinische Relevanz

haben.

Cathepsin K ist ein potentes kollagenolytisches eladtolytisches Enzym, das vorwiegend in
Osteoklasten exprimiert wird (Bromme et al., 199@oka et al., 1995). Diese Protease spielt
eine wichtige Rolle beim Knochenabbau, wie auch Rleénotyp derknock-out“-Méause
zeigt, die eine Osteopetrose ausbilden (Saftid.e998). Mutationen im Cathepsin-K-Gen
fuhren zu einer erblichen Krankheit, genannt Pyksodtose, die sich in Veranderungen im
Knochenaufbau manifestiert, ahnlich dgkmock-out“-Maus Phanotyp (Gelb et al., 1996).
Auch fihrt eine Deregulation der Cathepsin-K-Aktitizu Osteoporose, weshalb Inhibitoren
dieses Enzyms durchaus interessant fir den kliarséhinsatz sind (Deaton & Kumar, 2004).

Einige Cathepsine sind fur das Immunsystem beddutda sie zur Bildung und zum
Transport der MHC (pajor histocompatibility compléxKlasse-lI-Molekile beitragen,
indem sie die invariante Kette li prozessieren,chvel ein Chaperon fur diese Molekile
darstellt. Ein Beispiel daflr ist Cathepsin V, diagu CLIP (,Class ll-associated invariant
chain peptide) umwandeln kann (Tolosa et al., 2003). In der Mdidte Cathepsin L fur
diesen Prozess verantwortlich sein, da gasock-out*-Modell im Beladen der MHC-
Molekilen mit Antigenen beeintrachtigt ist (Nakagaet al., 1998). In Makrophagen scheint
Cathepsin F die Prozessierung von li durchzuflk&m et al., 2000). Ebenso ist Cathepsin S
in diesen Prozess involviert, wie durch ein entsipeadesknock-out*-Mausmodell gezeigt
werden konnte (Nakagawa et al., 1999). ObgleichrerehCathepsine an der Prozessierung
der invarianten Kette beteiligt sind, scheint itimenktion jedoch auf bestimmte Zell- und
Gewebstypen beschrankt zu sein (Vasiljeva et @072 Eine andere Rolle im Immunsystem
spielt Cathepsin C, das die Serinproteasen Grangyomd B, neutrophile Elastase und
Cathepsin G aktivieren kann (Pham & Ley, 1999)d&t Cathepsin-C-Gen durch Mutationen
betroffen, so kénnen je nach allelischer Variarde Bapillon-Levévre oder das Haim-Munk
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Syndrom auftreten. Die Krankheiten &hneln sich sehinrer Symptomatik, vor allem findet
man eine schwerwiegende Periodontitis (Hart e2a0DQ).

Interessant ist auch, wie Viren die Aktivitdt vonirtdproteasen ausnitzen. So ermoglichen
zellulare Proteasen die Spaltung viraler Polypr&teoder den Eintritt in die Wirtszelle.
Diesbezuglich wurde kurzlich eine Rolle fur Cathed und L beim Eindringen des Ebola-
Virus in die Zelle aufgedeckt. Indem sie ein vieaglykoprotein spalten, kann die Fusion von
Virus- und Wirtszellmembran eingeleitet werden (Qdran et al., 2005).

Bei Tumoren findet man haufig eine erhdhte Expmssion zahlreichen Cathepsinen, was
nicht selten mit einer schlechten Prognose komteli€ine Hochregulation wurde u.a. bei
Brust-, Lungen-, Hirn-, Gastrointestinaltrakt-, Hawnd Prostatatumoren beschrieben
(Jedeszko & Sloane, 2004). Durch ihre priméare Wickauf die EZM (extrazellulare Matrix)
spielen Cathepsine bei verschiedenen tumorassezid?tozessen, wie Tumorwachstum,
Angiogenese und Metastasierung, eine wichtige R&8te konnen sie direkt am Abbau der
EZM beteiligt sein oder indirekt, indem sie andBreteine aktivieren. Beispielsweise kann
Cathepsin B u.a. Kollagen 1V, Laminin und Fibronekdegradieren, die Komponenten der
Basallamina darstellen (Buck et al., 1992). Inditgdnnen Cathepsin B und Cathepsin L die
Proteolyse verstarken, indem sie Pro-uPA (UrokitygsPlasminogen Aktivator) aktivieren
(Goretzki et al., 1992; Kobayashi et al., 1991)Aust zusammen mit seinem Rezeptor uPAR
(UPA-Rezeptor) ein potenter Effektor beim Abbau B&M, da durch uPA/UPAR weitere
Proteasen, z.B. Plasminogen und verschiedene Btgli der Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) aktiviert werden, die ebenfalls stark zugseation der EZM beitragen (Gocheva &
Joyce, 2007). Interessanterweise wurde kirzlicln @ice erhdhte Expression von Cathepsin
X vor allem bei Prostata- und Magenkarzinomen besiobn (N&agler et al., 2004; Krueger et
al., 2005), wobei allerdings die funktionelle Betleyg dieser Protease fur das Tumor-
geschehen noch vollig unklar ist.

B.2.2 Cathepsin X

Cathepsin X gehért zusammen mit den CathepsinerOWY, K und F zu den neueren
beschriebenen cysteinabhéangigen Cathepsinen. Gaelbhrrchen zeigen, dass mit ihrer
Entdeckung die Gruppe von elf humanen cysteinabéangCathepsinen vollstandig ist, und
dass mit hoher Wahrscheinlichkeit auch keine weiiteau finden sind (Turk et al., 2003).

B.2.2.1 Entdeckung

Schon im Jahr 1985 ist eine Arbeitsgruppe auf eithdog von humanem Cathepsin X
gestol3en, als sie eine cDNA-Bibliothek aus Rinderlatersuchten und dabei einen Teil der
C-terminalen Sequenz identifizierten (Gay & Walke985). Diese Sequenz konnten sie den
Papain-ahnlichen Cysteinproteasen zuordnen undterardas bis dahin noch unentdeckte
Protein Cathepsin X. Erst 13 Jahre spater wurde Zeggleich von zwei unabhangigen
Arbeitsgruppen (Nagler & Menard, 1998; Santamatrialg 1998) die cDNA von humanem



Cathepsin X isoliert und beschrieben, wobei Sant@met al. den Namen Cathepsin Z
verwendeten. Das Gen fur Cathepsin X wurde auf @bsmm 20q13 kartiert (Santamaria et
al.,, 1998). Der Name Cathepsin P wurde ebenfalisdiis humane Enzym verwendet
(Pungercar & Ivanovski, 2000).

B.2.2.2 Struktur und Aktivitat von Cathepsin X

Nachdem die komplette humane cDNA-Sequenz idemtifizvar, wurde das rekombinant
exprimierte Protein beschrieben (N&agler et al.,9)9®ie Auflosung der Kristallstruktur
gelang nach kurzer Zeit und bestatigte verschied®esonderheiten dieser Protease, die
schon aus der Sequenz vermutet wurden (Sivaranen 2000). Nicht nur die Proregion, die
in Abschnitt B.2.3 néher erlautert wird, sonderrcrauler reife Teil des Enzyms weisen
auffallige Charakteristika auf. So findet man €imgertion von drei Aminosauren in der Nahe
des aktiven Zentrums. Diese bildet mit zwei weitefeninosduren eine kleine Schleife, den
sog. mini-loop,, aus (Nagler et al., 1999). Sie scheint die Hargaiche fir die
Carboxypeptidaseaktivitat des Enzyms zu sein. eiéere Schleifeninsertion bestehend aus
zwei B-Faltblattern wird durch eine Disulfidbricke stab@grt und weist vom aktiven
Zentrum weg, weshalb sie keinen Einfluss auf diés8atbindung haben durfte. Welche
Funktion dieser Insertion zukommt, ist jedoch noatht bekannt. Im reifen Teil der Protease
befindet sich zudem ein Integrin-Erkennungsmotiv aer Sequenz Glu-Cys-Asp (ECD), das
eine Interaktion mif3,-Integrinen ermdglicht (Obermajer et al., 2006)tetassanterweise
zeigen die letzten 25 Aminosauren des C-Terminursekelomologie zu bekannten Protein-
sequenzen, obwohl durch diesen Teil der SequeRapain-ahnlichen Proteasen der mittlere
Strang des zentralgiiFaltblattes der C-terminalen Doméne gebildet wird.allerdings auch
bei Cathepsin X durch diese Aminosauren die entheralep-Faltblattstruktur ausgebildet
wird, scheint diese Beobachtung hauptsachlich fuolutionare Untersuchungen von
Bedeutung zu sein.

Durch enzymkinetische Messungen mit dem rekombiegptimierten Enzym konnte gezeigt
werden, dass es sich um eine Monopeptidyl-Carbqtigeese handelt. Die strukturelle
Voraussetzung fur diese Aktivitat konnte schon der Aufklarung der Kristallstruktur von
Procathepsin X vorhergesagt werden, indem durchS#guenz- und Strukturvergleich mit
anderen Cathepsinen ein molekulares Modell desr&hzymes erstellt wurde (Nagler et al.,
1999). Von den humanen Cathepsinen ist nur Cathe}seine Monopeptidyl-Carboxy-
peptidase. Cathepsin B, das die héchste Homolag@athepsin X aufweist, besitzt abhangig
vom pH-Wert neben Endopeptidaseaktivitat ebent@disboxypeptidaseaktivitat. Diese wurde
jedoch nicht als Mono-, sondern als Dipeptidasent&it identifiziert (Musil et al., 1991).
Die Ursache fiir die Besonderheit von CathepsinsX\vednopeptidyl-Carboxypeptidase ist im
»Mmini-loog’ begrindet, der die S2°-Position bedeckt und dasr@inale Carboxylat des
Substrates mit His23 und Tyr27 Seitenketten inRIErPosition verankert (Devanathan et al.,
2005). Fur kurze Zeit wurde auch eine Dipeptidasetdt von aus Leber isoliertem
Cathepsin X postuliert (Guncar et al., 2000; Kleniemt al., 2000), wobei es sich jedoch um
Verunreinigungen mit Cathepsin B handeln durftez@?et al., 2005).



Eine systematische Messung der Cathepsin-X-Aktiagigte, dass das Enzym eine breite
Spezifitat fir Aminosauren in S2, S1 und S1” au$iydediglich Prolin wird in keiner dieser
Positionen toleriert (Devanathan et al., 2005).Haés ist es schwierig, Uber eine Datenbank-
suche ein spezifisches Substrat zu finden, das ditveweis auf die biologische Bedeutung
von Cathepsin X geben konnte. Eine spezifischeepigische Funktion ist daher wahr-
scheinlich eher durch raumliche Kolokalisation eitem Substrat gegeben.

B.2.3 Vergleich der Proregionen von Cathepsin L, Bnd X

Wie bereits erwahnt, unterscheiden sich die Mitigreder Papain-ahnlichen Cysteinproteasen
erheblich in der Lange ihrer Proregionen. Karrerakt schlugen deshalb eine weitere
Unterteilung in zwei Subfamilien vor, die auf vermdenen Sequenzmotiven und der Lange
der Proregion basiert (Karrer, Peiffer & DiToma993). Die eine Subfamilie besitzt ein
hochkonserviertes ERFNIN-Motiv und eine lange Rgame. Nach ihrem Hauptvertreter
Procathepsin L spricht man auch von der Procathdpsginnlichen Unterfamilie. Die zweite
Subfamilie ist durch eine kurze Proregion und dashléh des ERFNIN-Motives
charakterisiert. Zu dieser Gruppe zahlen die Phegain-B-ahnlichen Cysteinproteasen.
Schlief3lich wurde mit der Entdeckung der Cathep¥ihend F noch eine dritte Subfamilie
definiert, deren Mitglieder ein modifiziertes ERMNMotiv, die ERFNAQ-Sequenz,
aufweisen (Wex et al., 1999).

Vergleicht man die Proregionen von Cathepsin L Bndo fallt neben der unterschiedlichen
Lange (100 bzw. 60 Aminosauren) auf, dass die Bromen kaum Sequenzhomologien,
jedoch durchaus strukturelle Ahnlichkeiten zeig@moges et al., 1998). Die Proregion von
Cathepsin L besteht aus einer N-terminalen, glabol®omaéne, die drei-Helices ausbildet,
gefolgt von einem gestreckten Teil mit einer kurfekaltblattstruktur (Coulombe et al.,
1996). Wie in Abb.B1 dargestellt ist, enthalt digZere Cathepsin-B-Proregion hingegen nur
zwei a-Helices, die in der strukturellen Ausrichtung defelices 2 und 3 von Procathepsin
L entsprechen (Cygler et al., 1996; Turk et al9@)9Die Ursache fiur die verkirzte Proregion
liegt vermutlich am sogennanteacgcluding loop im reifen Teil von Cathepsin B, der fur die
Exopeptidaseaktivitat verantwortlich ist (Musil at.,, 1991). Diese Schleife ermdglicht
zusatzliche hydrophobe und elektrostatische Koataktischen dem katalytischen Teil und
der Proregion, wirde jedoch die Bindung einer laémgé’roregion verhindern (Groves et al.,
1998).

Als die Kristallstruktur von Procathepsin X gelasar, wurde deutlich, dass sich dessen
Proregion vollig von den Cathepsin-L- und B-Prooegin unterscheidet (Sivaraman et al.,
2000) (Abb.B1). Mit nur 38 As ist es das klrzestosBgment von allen humanen
Cathepsinen. Auch besitzt die Proregion keine Sefuemologie zu einer der beiden
Cathepsin-Subfamilien oder irgendeiner anderenriogka Proteinsequenz. Zudem bildet sie
keine Sekundarstrukturen aus, so dass auch awdrdidmene keine Ahnlichkeiten bestehen
(Nagler & Menard, 2003; Sivaraman et al., 2000)nfech wirkt auch in diesem Fall die
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B Einleitung

Proregion als Inhibitor des Enzyms, wobei tber @ystein in der Proregion (Cys10p) mit
dem Cystein des aktiven Zentrums (Cys31) eine Bidrlickenbindung ausgebildet wird

und die Inhibition durch eine so kurze Proregiost entglich wird. Bisher ist kein weiteres

Zymogen bekannt, bei dem die Inhibition durch despPptid Gber eine reversible kovalente
Bindung mit dem Cystein des aktiven Zentrums etf(fgvaraman et al., 2000).

Abb.B1: Vergleich der Proregionen von Procathepsirt, B und X.

Links: Procathepsin L, Mitte: Procathepsin B, recltitrocathepsin X. Der katalytische Teil des Prgeiszist
als Oberflachenmodell (grau) dargestellt, das Ryoemt als Bandermodell (rot). Cathepsin L besiizti@hgste
Proregion mit dreti-Helizes. Die kirzere Proregion von Cathepsin Bstatikturell &hnlich, mit nur zwei-

Helizes. Die Proregion von Cathepsin X besitzt &e&dekundarstruktur.

Eine weitere Besonderheit der Proregion ist dash&imdensein eines RGD-Motives, dessen
Bedeutung in der vorliegenden Promotionsarbeitraaotdt werden sollte. Die Sequenz RGD,
die als Bindemotiv fur eine Integrin-Klasse bekarstt befindet sich in einer exponierten
Lage im Procathepsin X (Abb.B2) und konnte somie dnteraktion mit Integrinen
ermoglichen.

Abb.B2: Das RGD-Maotiv in der Procathepsin-X-Proregon.

Links: Darstellung von Procathepsin X, mit Hervdsheg der RGD-Sequenz als Kalottenmodell (blau = R,
weill = G, rot = D). Mitte: Ansicht von Oben. Rechiisehung um 90°. Die Abbildung verdeutlicht digpex
nierte Lage des RGD-Motives.

Die Abbildungen wurden mit dem Programm WebLab \ag®vro 4.0 erstellt, unter Verwendung folgender PDB
(,Protein Data BanR®-Kodices: Procathepsin L: 1CS8; Procathepsin BBB; Procathepsin X: 1DEU
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B.3 Integrine

Der Name ,Integrin® wurde 1986 eingefuhrt, um diellB dieser Proteinklasse der
Adhasionsmolekiile bei der Integration der EZM neitndZytoskelett zu beschreiben und ihre
integrale Membranstandigkeit zu verdeutlichen (Tamgt al., 1986). Sie sind verantwortlich
fur zellulare Adhasion und Migration und somit imex Vielzahl biologischer Vorgéange
involviert, die auch pathologischer Natur sein k&mnZu ihnen zahlen u.a. Embryogenese,
Hamostase, Entziindungsvorgange, Wundheilung unébgegese.

B.3.1 Familie und Aufbau

Bei den Integrinen handelt es sich um heterodirdetlmberflachenproteine, die aus eimer
und einerp-Untereinheit bestehen, die nicht-kovalent mitedenverknipft sind. Es sind
bisher 18a- und 8B-Untereinheiten bekannt, die sich zu mindestensir&érschiedlichen
Dimeren paaren kénnen. Durch alternatives Spliceth posttranslationale Modifikationen
kann diese Variabilitat noch erhdoht werden (vankier & Sonnenberg, 2001).

Wie in Abb.B3 dargestellt, werden Integrine nachsehiedenen Aspekten, wie Liganden-
spektrum, evolutionare Herkunft und Expressionserysh vier Gruppen eingeteilt (Hynes,
2002). Die Leukozyten-spezifischen Integrine halksnGemeinsamkeit eirf&-Untereinheit
und eine auf Leukozyten eingeschrankte Expresflaneben findet man noch die Gruppen
der Kollagen- und der Laminin-erkennenden RezeptoEgne vierte Gruppe betrifft die
RGD-Rezeptoren, die vorwiegend das Motiv Arg-GlypAsrkennen. Diese Dissertation
befasst sich hauptsachlich mit dem Integrjf;, einem prominenten Mitglied dieser Gruppe.

@ I Kollagen-Rezeptoren Leukozyten-spezifische
Rezeptoren

RGD-Rezeptoren

Abb.B3: Die Integrin-Familie. Integrine sind heterodimere Typ-I-Rezeptoren, dagien sich je eina— mit
einer B-Kette paaren kann. Dargestellt sind die aus Saelien bekannten Untereinheiten und ihre bisher
identifizierten Kombinationen. Nach Aspekten deoletionaren Herkunft, Ligandenspektrum und Exprassi
muster kénnen Integrine in verschiedene Gruppegeeirinet werdena-Untereinheiten gleicher Farbe sind
evolutionar verwandt. Die Leukozyten-spezifischetegrine sind gelb unterlegt. Integrine, die einORMotiv
erkennen, sind blau unterlegtz=Untereinheiten mit gestrichelter Kreislinie besiizeine Insertionsdomane (I-
Domaéne). Modifiziert nach Richard O. Hynes (Hyriz302)
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Die beiden Integrinuntereinheiten sind ahnlich lgtriert, mit einer grof3en extrazellularen
Domane, einer membrandurchspannenden Region uathemit Ausnahme vof,, kurzen
zytoplasmatischem Teil (Shimaoka & Springer, 20&¥ige dera-Untereinheiten sind nahe
der Plasmamembran in der extrazellularen Domaneqstisch gespalten, wobei die beiden
Teile von einer Disulfidbricke zusammengehaltendelrr Am N-terminalen Ende der-
Untereinheit findet man sieben homologe Wiederhgdum jede ca. 60 Aminosauren lang, die
potentielle Kationenbindestellen darstellen. DieSéasikturmotiv wird3-Propeller genannt.
Der [B-Propeller enthalt bei ungefdhr der Halfte deiUntereinheiten eine I-Doméne
(Insertionsdomane), die besonders wichtig fir digahdenbindung ist. Sofern in eine
Untereinheit diese Doméne fehlt, liegt in der Regele I-dhnliche Doméne in dfi-
Untereinheit vor. Sind beide Domé&nen vorhanden, wskt die [-&hnliche Doméane
regulierend auf die I-Domane. Jede der Domanenakdngin konserviertes MIDAS-Motiv
(,metal ion dependent adhesion §itaus funf Aminosauren. Das MIDAS-Motiv hat eine
zentrale Rolle bei der Ligandenerkennung durch-doeler I-ahnliche Domane und stellt eine
Bindestelle fir MG" oder Mrf* dar. Des Weiteren findet man tUntereinheiten nahe der
Plasmamembran vier EGF-&hnliche Strukturmotivey idleeen Funktion jedoch noch wenig
bekannt ist, die aber auch in Protein-Protein-akgonen involviert zu sein scheinen.

Integrine konnen in unterschiedlichen AktivierungsAanden vorkommen, die mit starken
Konformationsanderungen einhergehen. Besteht elokulgre Konformation der beiden

Heterodimere, so werden Liganden nur schwach getsunDurch zellulare Signale oder
Wechselwirkungen mit lonen kann ein hoch affineistdad induziert werden, indem das
Integrin zu einer lang gestreckten Konformationsgeklappt* wird (Shimaoka & Springer,

2003). Sehr interessant fur die klinische Anwendishglie Tatsache, dass durch die Konfor-
mationsanderung auch neue Antikorperepitope fredere Diese werden LIBS (,Liganden-

induzierte Bindestelle*) genannt.

Da jedes Integrin-Heterodimer 3-5 Bindestellen diivalente Kationen besitzt, kann man
daraus ableiten, dass das Vorhandensein dieseon€atiflir die Funktion von Integrinen
wichtig ist. Die gebundenen divalenten lonen kénpemach Art und Konzentration die
Ligandenbindung fordern, inhibieren und auch didel@witat fir Liganden beeinflussen
(Plow et al., 2000). Dabei kbnnen dieselben Katmoaef verschiedene Integrine unterschied-
liche Einflisse haben. So fordert z.B.’Cdie Ligandenbindung voo B3, wahrend es die
Ligandenbindung vou,pBs inhibiert (Smith, Piotrowicz & Mathis, 1994). Mhist ein starker
Aktivator fur die Ausbildung der hochaffinen Konfoation von Integrinen (Diamond &
Springer, 1994; Dransfield et al., 1992). Dies wdutch die Bindung des Metallions an das
MIDAS-Motiv reguliert, da je nach Ausrichtung desitlons dieses Motiv unterschiedliche
Konformationen einnehmen kann (Lee et al., 1995).
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B.3.2 Integrin-vermittelte Signaltransduktion

Integrine sind nicht nur nétig, um die Zelladh&sioder die Migration zu ermdglichen,
sondern sie stellen auch wertvolle bidirektionagn&lvermittler dar. Durch Integrine kdnnen
Signale von aulBen empfangen und in das Innere é#e Jeleitet werden, wodurch
verschiedene Reaktionen hervorvorgerufen werdedielsem Fall spricht man vomoytside-
in“-Signaltransduktion. So kann z.B. die Beschafféntier EZM Uber die Integrine von den
Zellen erkannt werden. Dadurch sind sie in der |.agé die aulere Umgebung zu reagieren,
indem sie z.B. eine Differenzierung einleiten odke Genexpression verdndern. Wenn
Signale aus dem Inneren der Zelle die Aktivitat teegrins andern, so spricht man von
»inside-out-Signaltransduktion. Dadurch kénnen die Zellen.zsBuern, ob Migration oder
Anheftung durchgefiihrt werden sollen (Shimaoka &ir&per, 2003).

Wenn Integrine an die EZM binden, werden sie a&tivund sammeln sich in Gruppen auf
der Zelloberflache. Uber eine positive Ruickkoppliogimt es zur weiteren Aktivierung von
Integrinen und auch zur Rekrutierung von intrazétlen Adapterproteinen. Zudem koénnen
Integrine auch lateral mit anderen Zelloberflackeaptoren assoziieren. Diese Ansamm-
lungen von Integrinen und Integrin-assoziiertentéin@n nennt man fokale Adhasionen. Da
die zytoplasmatischen Domanen von Integrinen inRksgel sehr kurz sind und auch keine
enzymatischen Eigenschaften aufweisen, sind Adayatiine notig, Gber die eine Signal-
transduktion oder die Verbindung des Integrins oeim Aktin-Zytoskelett erfolgt. Die
Signalweiterleitung Uber Integrine ist sehr kompleda unterschiedliche Signaltrans-
duktionswege begangen werden konnen, die auchnaitder in Wechselwirkung stehen.
Viele der Signaltransduktionswege héngen von dewodigkinase FAK (focal adhesion
kinasé€) ab.

Fur Integrine existiert eine Klasse naturlicher &guanisten, die so genannten Disintegrine. Es
handelt sich dabei um Proteine mit niedrigem Molaigewicht (ca. 70 As), die die Integrin-
spezifischen Erkennungssequenzen und dadurch dielesellen blockieren kdnnen.
Disintegrine werden vorwiegend in Schlangengiftefugden und enthalten haufig ein RGD-
Motiv, mit dem sie z.B. Uber das Plattchenintegxipf3s die Gerinnung hemmen (Huang,
1998). Eine den Disintegrinen verwandte Gruppelestetie ADAMs (,a disintegrin and
metalloproteir) dar. Durch ihre Féahigkeit, mit Integrinen intgr@aren zu kénnen und als
Metalloprotease zu wirken, sind sie in Zelladhasigellfusion, Migration und dem Abspalten
von Membranproteinen involviert (Mochizuki & OkadA)07).

B.3.3 Integrin a,33

Das Integrin a,B3 wurde zunéchst als Rezeptor fir das EZM-Proteirirowektin

charakterisiert und isoliert (Pytela, PierschbackeRuoslahti, 1985a), spater stellte sich
jedoch heraus, dass auch noch eine Reihe andegandegn wie Fibronektin, Thrombo-
spondin, Fibrinogen, von Willebrand Faktor, Prothbn und Osteopontin erkannt werden
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(Plow et al., 2000). Die Struktur der extrazellelaiDoméane vou, 33 im Komplex mit einem
Peptidliganden konnte bereits geltst werden (Xienhgl., 2002). Demnach gehoet,33 zu
der Gruppe von Integrinen, deren Haupt-Erkennungismdrg-Gly-Asp (RGD) ist. Am
hochsten exprimiert ist,33 auf Osteoklasten, wo es mit der Knochenmatrixragiert und
eine wichtige Funktion bei der Knochenresorptiameimat. Des Weiteren findet mag3; auf
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Monozyten &hatplattchen. Auch besteht haufig eine
Hochregulation vom,[33 auf malignen Melanomzellen, wodurch die Zellen [eéigkeit zur
verstarkten Migration und somit Metastasierung gewn (Kuphal, Bauer & Bosserhoff,
2005). Daa,B3 zudem fur die Angiogenese entscheidend ist, stsliein attraktives Ziel fur
die Tumortherapie dar. Eine humanisierte Form desakionalen Antikdrpers LM609
(Vitaxin) ist bereits erfolgreich im Einsatz (Guihet al., 2000).

Auch fur Integrine sind genetische Erkrankungenabek Ist beispielsweise d[&-Unter-
einheit mutiert, so entwickeln die Betroffenen dag. Glanzmann-Syndrom. Diese Krankheit
aul3ert sich vorwiegend in einer gestorten Platapgregation und einer daraus folgenden
Hamorrhagie, da diese Mutation insbesondere datcliaintegrina,Ps betrifft (Nurden,
2006). Weil jedoch andere biologische Funktionecthihbeeintrachtigt sind, kann man auf
eine redundante Wirkweise vam,33 schlieRen. Moglicherweise kann das Integms
kompensatorisch wirken, da es ahnliche Aufgabenayis hat. Fur diea,-Untereinheit ist
keine humane genetische Defizienz bekannt (Hodt®a7).

B.3.4 Vitronektin, ein naturlicher Ligand von a,f33

Vitronektin ist ein multifunktionelles Glykoproteinlas sowohl im Blut als auch in der EZM
vorkommt. Der Name Vitronektin stammt aus der Egpdaft des Proteins, sehr gut an Glas
adhéarieren zu konnen (lat. vitro = Glas) (Haymaralet 1983). Seine molekulare Masse
betragt ca. 75 kDa. Im Blutplasma liegt Vitronekéntweder als Einzelkette vor oder als
prozessierte Form, bei der zwei Ketten von 10 ubdkB®a Uber eine Disulfidbricke
miteinander verbunden sind. Hauptsyntheseort ftnokektin ist die Leber. Vitronektin kann,
ahnlich wie Fibronektin, mit verschiedenen Molekilli@teragieren und wirkt deshalb bei
mehreren biologischen Prozessen mit. Allerdingsteltiseine Funktionen redundant sein, da
.knock-out“-Mause keine offensichtliche Veranderungen im Phgnaeigen (Zheng et al.,
1995).

Am N-terminalen Ende findet man eine Domane, denigch mit Somatomedin B ist. Sie
scheint fur die Bindung an PAI-1 (,Plasminogen-Adktior Inhibitor 1*) verantwortlich zu
sein (Seiffert & Loskutoff, 1991). Darauf folgt eiRGD-Motiv, das die Interaktion mit
bestimmten Integrinen vermittelt. An die RGD-Sequenhliel3t sich ein Bereich an, in dem
vorwiegend negativ geladene Aminosauren vertretah &£s wird vermutet, dass diese saure
Region mit einer basischen Region am C-terminaleieEles Proteins interagieren kann, und
somit die Konformation stabilisiert wird (Johanssd®96). Auch scheint sich in diesem
Abschnitt eine kryptische Kollagenbindestelle ziirmen (Schvartz, Seger & Shaltiel, 1999).
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Des Weiteren liegen zwei Hamopexin-ahnliche Domé&rmmn Diese Region beinhaltet auch
die Disulfidbriicke, welche die 10 kDa-Kette mit @& kDa-Kette in der prozessierten Form
verbindet. Weiter in Richtung C-Terminus folgt drreits oben erwdhnte basische Bereich,
der auch Heparin-Bindestellen enthalt, Gber digovigktin mit bestimmten Glykosamino-
glykanen und Proteoglykanen interagieren kann.

Die Vielzahl an unterschiedlichen Proteinbindestelinacht bereits deutlich, dass Vitronektin
viele funktionelle Méglichkeiten hat. So kann ee dbrpereigenen Zellen vor einem Angriff
durch das Komplementsystem schiitzen, indem es emtirtalen Komplementproteinen
interagiert und so ihre lytische Funktion unterl@nh@Tschopp et al., 1988Auch erkennt
Vitronektin die Protease Thrombin im Komplex mittAhrombin und anderen Serpinen (Il
& Ruoslahti, 1985). Interessanterweise fluhrt didsgeraktion anscheinend zu einer
Konformationsanderung von Vitronektin, so dass éuglykane mit hoherer Affinitat
gebunden werden kdnnen (Panetti & McKeown-Long@®3)9Womdoglich handelt es sich um
einen Mechanismus fur die Internalisierung desdtnkbmplexes, um so die Thrombin-Anti-
thrombin-Komplexe aus der Zirkulation zu entferr{da Boer et al., 1993). Als Bestandtell
der EZM ermdglicht Vitronektin die Anheftung und ddation von Zellen, wodurch deren
Morphologie und Funktion beeinflusst wird. Auf Gdindieser Beobachtung wurde
Vitronektin urspringlich auchsgerum spreading factbgenannt (Whateley & Knox, 1980).

Im folgenden Kapitel wird néher erortert, wie RGBHige EZM-Proteine mit Integrinen
zusammenwirken, um proteolytische Systeme zu rexguri

B.4 Proteasen, Integrine und EZM-Proteine

In der Literatur findet man einige Beispiele, wigegrine und EZM-Proteine direkt oder
indirekt mit Proteasen interagieren. Oftmals schalarch die Integrine eine genaue
Lokalisierung der Proteasen auf der Zelloberflache erfolgen, um eine zielgerichtete
Proteolyse durchzufiihren. Dies ist z.B. fur die Migpn von Zellen nétig. Zudem bewirken
EZM-Proteine durch die Interaktion mit Integrinenvielen Féllen eine Veranderung in der
Sekretion von Proteasen. Die folgenden Beispieldersozeigen, wie vielfaltig die
Interaktionen von Proteasen, Integrinen und EZMédtnen sein konnen.

Mittlerweile relativ gut charakterisiert ist das AlBPAR-System aus der Klasse der
Serinproteasen, welches bei der Tumorinvasion umetastasierung eine entscheidende Rolle
spielt. uPA ist ein potenter Aktivator des Proengylasminogen. Das aus dessen Proteolyse
entstehende Plasmin kann eine Vielzahl von extxdaetn Matrixproteinen degradieren und
auch indirekt zum EZM-Abbau durch die Aktivierungorv Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) beitragen. Indem Pro-uPA an seinen RezepBAR bindet, der seinerseits mit
Integrinen assoziiert ist, entsteht aktives uPApeiodie proteolytische Aktivitat auf der
Zelloberflache zielgerichtet lokalisiert und gestguwird (Irigoyen et al., 1999). Aul3erdem
beeinflusst auch die Zusammensetzung der extrééeiuMatrix das uPA/UPAR-System, da
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sich die Expression von uPA, uPAR und dem spehiéiscPlasminogen-Aktivator Inhibitor
PAI-1 andert, je nachdem, auf welchen Matrixprcgainlie Zellen kultiviert werden (Hapke
et al.,, 2001). Die Sekretion von uPA und PAI-1 wzddem durch die Interaktion von
Integrinen mit extrazellularen Matrixproteinen régu (Vacca et al., 2001).

Neben Plasmin kénnen insbesondere MMPs KomponeatgerEZM effizient degradieren.
Interessanterweise steuern auch hierbei Integimdéxpression und Sekretion der verschie-
denen MMPs. Ahnlich wie bei dem uPA/UPAR-Systemdwaber nicht nur eine verstarkte
Sezernierung nach Integrinstimulation beobachtaidern auch eine Interaktion der freige-
setzten Proteasen mit Integrinen. So konnte zddulekte Interaktion von MMP-2 mit,33
gezeigt werden (Brooks et al., 1996). Auch MMP-8periert mita,[33 bei der Migration von
Brustkarzinomzellen. Bemerkenswert ist, dass MMWi® Procathepsin X ein RGD-Motiv
besitzt, wobei jedoch eine RGD-abhangige Bindung.£3 noch nicht belegt werden konnte
(Rolli et al., 2003). Dennoch dient die Interaktison MMPs mit Integrinen der genauen
Lokalisierung der Proteaseaktivitdt an der Zelldbehe. Zudem wurde nachgewiesen, dass
MMPs die Tumorzellmigration durch Modifizierung vdntegrinuntereinheiten und damit
den Aktivierungsstatus der Integrine fordern konr{@eryugina et al., 2002; Ratnikov et al.,
2002). Ein moglicher negativer Ruckkopplungsmectrans besteht in der Generierung des
sog. PEX-Fragmentes aus der Hemopexindomane von-RINPEX kompetitiert mit MMP-2
um die Bindestelle am Integron,33 und blockiert so die Aktivitat der Protease (Broek al.,
1998).

DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass mitoMktin oder Fibronektin stimulierte
Lymphtumorzellen vermehrt aktive MMP-2 und MMP-9den Zellkulturiberstand freisetzen
(Vacca et al., 2001). Bei Melanomzellen fuhrte Biehandlung mit Vitronektin zu einer
erhohten Expression und Freisetzung von MMP-2 ulMPF2 und daraus resultierend zu
einer verstarkten Migration der Zellen (Bafettakt 1998).

Bemerkenswerterweise enthélt auch die SerinprofBasembin ein RGD-Motiv, fur das eine
Interaktion mit Integrinen diskutiert wird. Nach #&lérung der Kristallstruktur wurde diese
Maoglichkeit zunéchst verworfen, da die RGD-Sequefast vollstandig von einer
Proteinschleife bedeckt wird (Bode, Turk & Karshikd992). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Thrombin Uber die RGD-abhangige Bigdumdas Integrin, 33 die Adhéasion
und Migration von Endothelzellen ermdglicht (Tsopgiou, Andriopoulou & Maragoudakis,
2002). Deshalb wird vermutet, dass durch eine Konédionsanderung die RGD-Bindestelle
fur das Integrin zuganglich werden kann (Papacotisiau et al., 2005).

SchlieB3lich mehren sich auch fur lysosomale Cathepdie Hinweise, dass sie wichtige
extrazellulare Funktionen ausuiben, die teilweis&Zusammenspiel mit Integrinen und EZM-
Proteinen erfolgen. So scheinen Cathepsin L undgtit as(3; bei der Migration von
Podozyten zusammenzuwirken, indem u.a. die subbaedllyerteilung von Cathepsin L tber
das Integrin gesteuert wird. Eine direkte Inter@ktvon Cathepsin L mitis3; wurde zwar
nicht gezeigt, die Autoren postulieren jedoch ein&azellulare Wechselwirkung von
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Cathepsin L mit ders-Untereinheit (Reiser et al., 2004). Ein Mechanisnfur diese
Interaktion ist allerdings noch nicht bekannt. Rathepsin S wurde eine Kolokalisation mit
Integrin a,Bs gezeigt, die sich auf die Migration von vaskulargiatten Muskelzellen
auswirkt. Die genaue molekulare Grundlage der #kiissn konnte jedoch noch nicht geldst
werden, da auf Cathepsin S bisher keine eindeliggedomaéane fur das Integrin identifiziert
werden konnte (Cheng et al., 2006). Auch zeigtle, slass die Sezernierung von Cathepsinen
Uber Komponenten der EZM reguliert wird. So wir8.ziiber Kollagen-bindende Integrine
die Sekretion von Cathepsin B in humanen Brusthl@stenzellen induziert (Koblinski et al.,
2002).
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B.5 Ziele der Arbeit

Da Uber die biologische Funktion des humanen (Rath)psin X zu Beginn der Dissertation
noch nichts bekannt war, sollten vor allem mit élilfon Zellkulturmodellen verschiedene
Aspekte mdglicher Regulationsmechanismen fur digr&ssion und Sekretion dieser Protease
unter primarer Bertcksichtigung einer eventuellaterktion mit Integrinen und EZM-
Proteinen bearbeitet werden. Im Folgenden werden die einzelnen Zielsetzungen und die
Mittel zu ihrer Erreichung angefuhrt.

B.5.1 Zielsetzung 1  Analyse der Regulation der Expression und Sezer-
nierung von (Pro)Cathepsin X im THP-1-Zellmodell

Zunachst sollten THP-1-Zellen als Modell zur Analyfer Expression und Sezernierung von
(Pro)Cathepsin X evaluiert werden, um damit in helgenden Experimenten die zugrunde
liegenden Regulationsmechanismen aufklaren zu konkig diesem Zellmodell sollte als
erstes der Einfluss unterschiedlicher Stimulat¢@fferenzierungsfaktoren, Zytokine, EZM-
Proteine) auf Veranderung in den intra- und exthalZeen (Pro)Cathepsin-X-Konzentra-
tionen mit einem spezifischen Sandwich-ELISA bzurcth Western Blot gemessen werden.

B.5.2 Zielsetzung 2: Niederregulation von (Pro)Cathepsin X zur Funktions-
analyse im HUVEC-Modell

Einige Vertreter der Cathepsine wie z.B. Cathefsispielen bei zellularen Invasions- und
Migrationsvorgangen eine wichtige Rolle. Da auch@athepsin X eine Hochregulation bei
verschiedenen Tumorarten beschrieben ist, die gegelfalls eine Metastasierung der
Tumorzellen beginstigt, sollte Gber siRNA-induzerNiederregulierung ein maoglicher
Hemmeffekt auf die Migration von Zellen durch einextrazellulare Matrix
(Transmigration/Invasion) untersucht werden. Hiedadite ein HUVEC-Modell zum Einsatz
kommen und die Zellinvasivitat mittels eines TraeBvystems (Boyden-Kammer)
untersucht werden.

B.5.3 Zielsetzung 3  Evaluierung von Procathepsin X als Bindungsparter
RGD-abhangiger Integrine

Da sich die Proform von Cathepsin X insbesonderelddas Vorliegen einer RGD-Sequenz
im Propeptid auszeichnet, sollte als nachstes geki@rden, ob Procathepsin X mit RGD-
abhangigen Integrinen interagiert. Zur Losung diedelsetzung sollten Procathepsin-X-
Mutanten hergestellt und ihre Interaktion mit dsem Integrinen mittels Oberflachen-
plasmonresonanz (SPR) am BIACORE-Gerat untersuendem. Dartber hinaus sollte eine
Assoziation von Procathepsin X und Integrinen aoacthUVEC-Modell evaluiert werden.
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B.5.4 Zielsetzung 4: Suche nach physiologischen Liganden von (Pro)Catp-
sin X mittels affinitditschromatographischer Methoden

Die physiologische Funktion von Proteinen ergilthsaus ihrer Interaktion mit anderen
Molekulen. Daher war die Suche nach weiteren natigh Liganden oder Substraten von
(Pro)Cathepsin X ein zusatzlicher Schwerpunkt diesteit. Dieser Aspekt sollte durch
unterschiedliche zellbiologische, proteinchemisaival molekularbiologische Vorgehens-
weisen bearbeitet werden. Uber verschiedene Vanader Affinitatschromatographie und
Immunpréazipitation sollten zum einen aus Zelllysat@teraktionspartner von natirlich
exprimiertem (Pro)Cathepsin X isoliert werden, zamderen sollte auch eine inaktive,
rekombinant hergestellte Protease zur ldentifizigruon Liganden eingesetzt werden.
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C Material und Methoden

C.1 Material
Cl1 Gerate
Autoklaven:

3850

VST 500-C 12D
Biosensor

BIACORE 2000
Chromatographieeinheit
BioPilot™
COgz-Inkubatoren:
Forma Scientific Modell 3682
Galaxy S
Jouan IG 150
Eismaschine:
AF-10
Elektroporationsgeréat
Gene PulséM mit
Capacitance Extender
Pulse Controller
Gel-Bilderfassungssysteme:
Gel Imager
Image Mastet VDS

Horizontale DNA Elektrophoreseapparatur:

HE 33 minisubmarine unit
HE 99X maxsubmarine unit
Magnetrthrer:
Ika-Combimag RCO
Ikamag RET
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Mikroskope:
IX50 mit
CCD Kamera Typ 3CCD
UV-Lampe U-RFL-T
IX70 mit
SensiCam QE
Uniblitz” VCM-D1 Shutter
UV-Lampe BH2-RFL-T3
Zeiss LSM 510

Systec GmbH, Wettenberg
Zirbus, Bad Grund

Biacore AB, Uppsala, Schweden
Pharmacia, Freiburg

Forma Scientificahtta, USA
Nunc, Wiesbaden
Jouan GmbH, Unterhaching

Scotsman, Frimont, Italien

BIO-RAD, Hercules, USA
BIO-RAD, Hercules, USA
BIO-RAD, Hercules, USA

Intas GmbH, Gottingen
Pharmacia, Freiburg

Hoefer, Heidelberg
Hoefer, Heidelberg

Janke & Kunkel, Staufen
Janke & Kunkel, Staufen
Microtec Laborsysteme, Overath

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sony, Koln

Olympus, Feldkirchen-Westarha

Olympus, Feldkirchen-Westerham
PCO CCD Imaging, Kehlheim

Vincent Associates, RochesterAUS
Olympus, Feldkirchen-Webkin
Carl Zeiss, Jena
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Mikrowellenofen:
R-6270
Orbitalschuttler:
Certomat R
Infrons TR150 mit
Heissluft Inkubatorofen ITE
PCR Thermal Cycler
Gene Amp 2400
LightCycler] 1i
Primus 25
T personal
pH-Meter:
Typ 114D
pH Elektrode
Proteintransfereinheiten:
MilliBlot [0 —-SDE System
Fastblot B33
Rotationsgerat
Rotator Drive STR4
Scanner:
Image Scanner
Sicherheitswerkbénke:
BDK 7419, Modell UVF 6.18S
Herasafe Typ HS12
Spannungsquellen:
EPS 500/400
Mighty Slim{
Stickstofftank:
Cryosystem 4000
Locator Jr.
Locator 4
Spektrophotometer:
LKB Ulstrospec llI
Uvikon 930
Spektrofluorimeter:
Safire 2
FluoroMaxX® mit
Wasserbad RM6
Tiefkuihlgefrierschrank:
Colora UF 85-300S (-80°C)

Sharp, Osaka, Japan

Braun Biotech International, Melsungen
Infrons AG, Bottmingen, Saiw
Infrons AG, Bottngien, Schweiz

Perking Elmer, Langen
Roche, Mannheim

MWG Biotech, Ebersberg
Whatman Biometra, Gottingen

WTW, Weilheim
Ingold, Steinbach-Taunus

Millipore, Eschborn
Whatman Biometra, Gottingen

Stuart Scientific, Staffdnte, England
Pharmacia, Freiburg

BDK, Sonnenbihl-Gamjen
Heraeus Instruments, Ga@ting

Pharmacia, Freiburg
Hoefer, Heidelberg

MVE Cryosystems, Jichen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Pharmacia, Freiburg
Kontron Instruments, Eching

Tecan, Crailsheim
SPEX Instruments, Edison, USA
LAUDA, Lauda-Konigshofen

Colora, Lorch
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Transilluminator:

DarkReadeérn Clare Chemical Research, Dolores, USA
Ultraschalllanze:
Branson Sonifier 250 Branson, Danbury, USA
Vertikale Proteinelektrophoreseeinheit:
Mighty Small 1l Hoefer, Heidelberg
Vortexer:
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New YptkSA
Waagen:
Analysenwaage, A 120 S Satorius, Goéttingen
Technische Waage, MA AF200 Satorius, Goéttingen
Warmeschranke:
B30 Memmert, Schwabach
BE30 Memmert, Schwabach
Wasserbader:
WB-14 Memmert, Schwabach
Thermomix ME Braun Biotech, Melsungen
Wasserdeionisierungseinheit:
Membrapure MembraPURE, Bodenheim
Zentrifugen:
Centrikon H-401 (mit Rotoren A6.9 und A8.24) Kantrinstruments, Eching
Varifuge 3.0 R Heraeus Sepatech, Minchen
Varifuge 3.2 RS Heraeus Sepatech, Minchen
Sepatech Biofugprimo Heraeus Sepatech, Minchen
Sepatech Biofuge 15 Heraeus Sepatech, Minchen
Eppendorf 3200 Eppendorf-Netheler-Hinz, Hargbu
Eppendorf 5415 D Eppendorf-Netheler-Hinz, Hangb
Kihlzentrifuge, Eppendorf 5415 R Eppendorf-N&thélinz, Hamburg
Kivetten Zentrifuge, Helma Roto-vette 310 BachoReutlingen
C.1l2 Bioinformatische Hilfsmittel
BlAevaluation 4.1 Biacore AB, Uppsala, Schweden
Image-Prd PLUS Media Cybernetics, Silver Spring, USA
LightCycler Software 3.5 Roche, Mannheim
Magic Scan V4.4 Pharmacia, Freiburg
WebLab ViewerPro 4.0 Molecular Simulations Incan@bridge
XFluor4 Safire2 Tecan, Crailsheim
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C.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien hatten ,p. a.“ QualitBie Reaktions- und Kultivierungs-
gefalRe wurden entweder steril bezogen oder vodewrendung bei 121°C und 1 x’1Pa

Uberdruck fiir 20 Minuten autoklaviert.

C.1.3.1 Allgemeine Chemikalien

[3-Mercaptoethanol
1,4-Diazobicyclo-octan
Acrylamid : Bisacrylamid (37,1 : 1)
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin
Calciumchlorid-Dihydrat
Coomassie Brilliant Blau G250
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dimethylsulfoxid
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Essigséaure

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glutardialdehyd

Glyzerol

Glyzin

Hepes

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kristallviolett
Magnesiumchlorid
Manganchlorid

Methanol

Mowiol 4.88
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumborat

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidalpe

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Serva, Heideliper

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
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Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Nonidet P40

Octyl-B-D-Glukopyranosid

Orange G

Paraformaldehyd
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
Salzsaure

Schwefelsaure

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmista
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth riseuhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

SDS Serva, Heidelberg
Tris-Base Sigma, Deisenhofen
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Tween-20 Serva, Heidelberg
Xylencyanol Serva, Heidelberg

C.1.3.2 Chemikalien und Materialien fir molekularbiologische Techniken

Agarose, Seakem GTG

BigDye®Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

CIP (,calf intestine phosphataye
dNTPs(Desoxynukleotidtriphosphate)
GeneRulerl DNA Molekulargewichtsmarker
iScriptMcDNA Synthesis Kit

Biozym, Hameln
Applied Biogyss, Weiterstadt
New England Biolabs, Beverly, USA
Pharmacia, Freiburg
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
BIO-RAD, Hercules, USA

LightCyclel® FastStart DNA Master SYBR green I-KRoche, Mannheim

QIAEX Il Gel-Extractionsystem

QIAfilter Plasmid Midi- und Maxiprep-Kit
QIAprep Spin Miniprep-Kit

QIlAshredder

QuikChang&Multi Site-Directed Mutagenesis-Kit

Restriktionsenzyme

RNeasy MinElute-Kit

T4-DNA Ligase

T4-Polynukleotid Kinase

Taqg Polymerase

TITANIUM ™ Taq Polymerase
XL10-Gold®Ultracompetent Cells-Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hien
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Stratagene, Jadla, USA
New England Biolabs, BeverlyAUS
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beygd SA
Qiagen, Hilden
BD-Clontech, Palo Alto, USA
Stratagene, La Jolla, USA
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C.1321 Vektoren

E. coli Klonierungs-Vektor: pGEM ®-11Zf(+) (Promega, Mannheim):

T7]
Sfil

1 ori Sacl
EcoRlI

Sall
| Xhol

acZ 2aﬂH'

Amp' Xbal
PGEM®-11Zf(+) Nt
_ Vektor - Nsil

3221 bp Hindlll

ori

+ SP6

Abb.C.1: Schematische Darstellung deB. coli Klonierungs-Vektors pGEM®-11Zf(+). Dieser Vektor wurde
als Hilfsmittel fur die Klonierung und MutagenesenvCathepsin X verwendet. AmpR= Ampicillinresistgen,
ori = Replikationsstart irkE. coli (,origin of replicatior), lacZ = lacZ-Gen (Méglichkeit fur die Blau-Weil3-
Selektion), f1 ori = Replikationsstart fur Phage fh Kasten sind die Enzyme aufgefiihrt, die in NS
(,multiple cloning sit§ schneiden. Mit dem Primerpaar T7 und SP6 kondienMCS und eingefligte DNS-
Fragmente mittels PCR amplifiziert werden.

P. pastorisExpressionsvektor: pPIC9 (Invitrogen, Karlsruhe):

Xhol
SnaBI
EcoRlI
5'A0OX1 Avrll

Notl

HIS4

Abb.C.2: Schematische Darstellung de®. pastorisExpressions-Vektors pPIC9.Dieser Vektor wurde als
Expressionsvektor flr Cathepsin X und den darawgelalieten Mutanten verwendet. AmpR= Ampicillin-
resistenzgen, ori = Replikationsstarorfgin of replicatiorf) in E. coli, HIS4 = Gen fiir die Histidinol-
dehydrogenase (Moglichkeit der Selektion von Tramsanten mit dem Histidin-auxotrophdh pastoris
Stamm GS115), 5’A0X1 und 3'AOX1 = Homologe Sequenz@® AOX1-Gen fir die homologe Rekom-
bination, S = a-Faktor Sekretionssignal (fiihrt zur Sezernierungs dekombinanten Proteins in das
Hefemedium), TT = Transkriptionstermination. Im ks sind die Enzyme aufgefiihrt, die in der MCS
(,multiple cloning sit8 schneiden. Mit dem RestriktionsenzyBgl Il wurde der Vektor linearisiert und
gleichzeitig der Vektoranteil entfernt, welcher flie Selektion und Produktion B coli nétig ist.
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C.1.3.2.2 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide sind in 5’-3’-Richtung aufgéiii.

Oligonukleotide fiuir die DNA-Sequenzierung und Kolomen-PCR:

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
SP6 ATT TAG GTG ACACTATAG AA

pPIC9reverse GTC TTC TCG TAA GTG CCC AAC
pPIC9forward TCC AAC AGC ACA AAT AAC G

(PCR-Bedingungen95°C 5 Min (Anfangsdenaturierung), 95°C 30 SelG 90 Sek, 72°C
90 Sek (Amplifikation, 30 Zyklen), 72°C 7 Min (Engghese)

Oligonukleotide fiir die Mutagenese:
RAD-CatX CTA CCG GCC TCT GCG GGC AGA CGG GCT AGC TCC GCT GG

AAA-CatX CTA CCG GCC TCT GGC TGC AGC CGG GET AGC TCC GCT GG
C31AbamHI CAATAC TGC GGA TCC GCC TGG GCC CAC G

(PCR-Bedingungen95°C 1 Min (Anfangsdenaturierung), 95°C 1 Min,°’651 Min, 65°C
8 Min (2 Min/kb Plasmid-Lange) (Amplifikation, 3tyklen), 65°C 1 Min (Endsynthese)

Oligonukleotide fur die guantitative RT-PCR:
Alle Oligonukleotide fur die quantitative RT-PCR rden von Search LC (Heidelberg)
bezogen.

siRNA-Oligonukleotide (Qiagen, Hilden):
.Nonsilencing“ (Negativkontrolle)
Zielsequenz AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT

Sense UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdT dT
Antisense ACG UGA CAC GUU CGG AGA AT dT

CatX304mis (,mismatch®)
Zielsequenz AAC GGA GCG GAT CAA TAT CAA

Sense CGG AGC GGA UCA AUA UCA AdTdT
Antisense UUG AUA UUG AUC CGC UCC GdTdT
CatX304

Zielsequenz AAC GGA TCG GAT CAA CAT CAA
Sense CGG AUC GGA UCA ACA UCA AATdT
Antisense UUG AUG UUG AUC CGA UCC GdTdT
CatX 913

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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C.1.3.3

Ampicillin Natrium-Salz
Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton

Biotin

Dextrose
Erlenmeyerkolben

Glyzerin

Kryoréhrchen, 1,8 ml
Pepton

Petrischalen, Polystyrol 9 cm
Sorbitol

Yeast Nitrogen Base (YNB)

Bakterienstamme:

Chemikalien und Materialien fur mikrobiologische Techniken

Merck, Darmstadt
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Wagner und Munz, Minchen
Serva, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Difco, Augsburg
Greiner, Nurtingen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Die Bakterienstamme der Stammsammlung wurden diliranhsformation der nachfolgend
aufgefuhrterk. colkStamme mit den entsprechenden Plasmiden erhalten.

JM110(Stratagene, La Jolla, USA)

Genotyprps, (Str), thr, leu, thi-1, lacY, galK, galT, ara, tonA, tslam, dcm, supE44 (lac-

proAB), [F' traD36, proAB, laclZA M15]

XL-10 GOLD (Stratagene, La Jolla, USA)

Genotyp:TetA(mcrA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-m)t 73, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, lac,Hte [F'proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tef) Amy Cani]

C.134

1,8 ml Kryoroéhrchen
4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Accutase

ATRA

BD CultureSlides

CD14 und CD15 MicroBeads
Costar-Transwell-Filter 6,5 mid, 8 um Porei
DMEM mit 2 mv L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose
EGM-2 Bullet Kit

FCS Gold

Ficoll Paqué&

HiPerFect

Chemikalien und Materialien fur Zellkulturt echniken

Nunc, Wiesbaden

Invitrogen, Karighe
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, Bedford, USA

Miltenyi, Bergisch Gladbac
Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

PAA, Linz, Osterreich
Cambrex, Walkersville, USA
PAA, Linz, Osterreich
Amersham, Braunschweig
Qiagen, Hilden

27



Humanes Serum

Lipofectamin 2000
MaxiSorp-Mikrotiterplatten (96-well)
Nalgené"Cryo 1°C Freezing Container
Neubauer-Zahlkammer

Nutridoma

PBS (C&', Mg**-frei)

PMA

RPMI 1640 mit 2 mn L-Glutamin
Trypanblau, 0,5 % (w/v) in PBS
Trypsin-EDTA, 10 x Lésung

VenorGeM- Kit (Mykoplasmen-Nachweis)
Zellkulturgefal3e (T25, T75, T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 48-, 96well)

Saugerzelllinien und primare Zellen:

PAA, Linz, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe
Nunc, Wiesbade
Nunc, Wiesbaden
Brand, Wertheim
Roche, Mannheim
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Minerva Biolabs, Berli
Nunc, Wiesbaden
Nund/iesbaden

DU145 Humane Prostatakarzinomzellen (ATCL*
HEK293-Flp-irn] T-REXT :Embryonale Nierenzellen (Invitrogen, Karlsruhe)

HelLa Zervix-Adenokarzinomzellen (DSMZ¥

HUVEC: Nabelschnur-Endothelzellen (Cambrex, WalkersyilISA)

LNCap Humane Prostatakarzinomzellen (ATCL*

PNT1A: humane Prostatazellen (ECACET*

THP-1: Monozytére Leukamiezellen (DSMZ*

*1= American Type Culture Collectibn

*2 = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zeilkren*

*3 = ~European Collection of Cell Culturés
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C.1.35 Chemikalien und Materialien fur proteinchemsche Techniken

Albumin-Standardlésung

BC Assay Reagenz A und B

BioMax Filme

BioMax Filmkassette

Butyl-Sepharose

CM5-Sensorchip

CM-SepharoseTM Fast Flow
CNBr-aktivierte Sepharose 4B
DEAE-Sepharose Fast Flow

D-Tube™ Dialyzer Mini

Endo H

Hyperfiim-MB Filmkassette
Kopplungschemie fur CM5-Sensorchip
.low range“- Molekularstandard
Macrosefy Centrifugal Devices
Membranen fur Ultrafiltration
Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 pum)
PVDF-Membran

Quantikin& pro-Cathepsin B Immunoassay
SeeBlué Plus2 Protein-Molekularstandard
Slide-A-Lyzef’ Dialysis Cassette
Spectra/PdtDialyseschlauche
Ultrafiltrationszellen

Whatman Filterpapier Nr.1

MMACS Protein G MicroBeads

C.1.3.6 Substrate und Inhibitoren

Inhibitorcocktail Il

Pierce, Rockford, USA
Interchim, Montlucon, Kraith
Kodak, Rochester, USA
Kodak, Rochester, USA
Amersham, Braunschweig
Biacore AB, Uppsala, Schweden
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Merck, Darmstadt
New England Biolabs, Beverly, USA
Amersham, Braunschweig
Biacore AB, UplasSchweden
BIO-RAD
PALL, Ann Arbor, USA
Millipore, Bedford, 8A
Schleiched @chuell, Kassel
Schleicher und Schuell, Kassel
R&D Systems, MinnespdSA
Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Rockford, USA
Spectrum Labs, Los Angeles, USA
Amicon, Beverly, USA
Whatman/Vetter, Ammerbuch
Miltenyi, Bergisch Gladbach

Calbiochem (Merck, Darmstadt)

Single Component TMB Peroxidase EIA Substrate KitOHRAD, Hercules, USA
SuperSigndlWest Pico Chemiluminescent Substrate  Pierce, RogkiSA

Zyklisches RAD-Peptid
Zyklisches RGD-Peptid

Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
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C.1.3.7 Proteine und Antikdrper/Konjugate

Proteine (alle hier genannten Proteine sind humane natigteie):

Vitronektin

Extrazellulare Matrix (EZM)
Fibronektin

Integrina, 33

Integrinayp33

IntegrinasB;

Promega, Mannheim

BD Biosciences, BedfotdSA
Tebu-Bio, Norwood, USA
Chemicon, Temecula, USA
Hamochrom Diagnostica, Essen
Chemicon, Temecula, USA

Antikdrper_(alle hier genannten Antikdrper erkennen humanegéne):

rabbit anti-Cathepsin X
mouseanti-Aktin (AC-40)
mouseanti-Integrina, 33 (LM609)
goatanti-Cathepsin X
goatanti-MIF
goatanti-Integrinfs
rabbit-anti-Cathepsin L
mouseanti-Integrinfs (MAB2008)

Konjugate:

goatantiinouseHRP{inked

goatanti+abbit HRP{inked
mouseanti-goat/sheepHRP{inked

Rhodamine RéY-X goat anti-mouse 1gG (H+L)
Alexa Fluof® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L)

Nagler et al., 2006

Sigma, Deisenhofen
Chemicon, Temecula, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
Santa Cruz Biotec., Santa Cruz, USA
Calbiochem/Merck, Darmstadt
Chemicon, Temecula, USA

New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beverly, USA
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
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C.2 Methoden

Im Folgenden werden die Methoden beschrieben, wdithdie Generierung und Isolierung
von rekombinantem (Pro-)Cathepsin X und dessenemieti Formen durchgefuhrt wurden.
Es handelte sich dabei um eine katalytisch inakktgante (Cathepsin-X-C31A) und um
zwei Mutanten, bei denen ein Bindemotiv fir Integrverandert wurde (AAA-Procathepsin
X und RAD-Procathepsin X). Zudem werden die in éreArbeit durchgefiihrten zellbiolo-
gischen und biochemischen Versuche dargestellt.

cC.21 Molekularbiologische Methoden

Die meisten verwendeten molekularbiologischen Még#moin dieser Arbeit wurden nach
Angaben von Sambrook et al. durchgefihrt (Sambréoksch & Maniatis, 1989). Abwel-
chende Methoden und neu etablierte Techniken weztheeln erlautert.

C.21l1 Methoden fiur die Klonierung rekombinanter Gensequenzen

cC.2111 Plasmidisolierung auk. coli

Plasmidisolierungen aus Ubernachtkulturen \Encoli wurden nach den Protokollen der
Fertigkits von Qiagen fur Mini- und Midipaparationdurchgefuhrt. Dazu wurden jeweils 5
bzw. 50 ml LB-Medium (1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0% (w/v) Hefeextrakt, 17 mM NacCl,

pH 7,5)mit dem entsprechenden Klon beimpft und tber NaehB7°C geschuttelt. Das LB-
Medium wurde mit einem passenden Selektionsanitdiot zu einer Endkonzentration von
50 pg/ml versetzt.

C.211.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Nukleinsduren weisen ein Absorptionsmaximum beereivellenlange von 260 nm auf. lhre
Konzentration ist daher mit einem Spektralphotomejet bestimmbar. Fir die photo-
metrische Messung wurden Verdinnungen der DNA- 8i¢A-Losung von 1:100 und/oder
1:200 hergestellt. In einer Quarzkivette wurde 280 nm die Extinktion gegen dB als
Nullwert gemessen. Die Nukleinsaurekonzentration nig/ul) wurde nach dem Lambert-
Beer'schen Gesetz berechnet:

c = ODyeo x Verdiinnungsfaktor g x d*

c= Nukleinsdurekonzentration (ng/ul)

ODyg0= Extinktion bei 260 nm

d= Schichtdicke in cm (bei der verwendeten Qkiarette gilt: d = 1)
€= Extinktionskoeffizient

Je nach Art der verwendeten Nukleinsaure hat denlonskoeffizient folgende Werte:
dsDNA: €=50
RNA: €=40
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Verunreinigungen mit Proteinen wurden durch den t@ab ODysonn/ OD2gonm €rmittelt. Bei
einem Verhéltnis von > 1,8 konnte von proteinfrelokleinsaurelésungen ausgegangen
werden.

C.2.1.1.3 Restriktion von DNA-Fragmenten

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, doppelgige DNA-Moleklle sequenz-
spezifisch zu spalten, indem sie die Phosphodlastungen beider Strange hydrolytisch
trennen. Sie wurden urspringlich in Bakterien etktlewo sie als Schutz gegen fremde
Nukleinsduren z.B. Phagen-DNA fungieren. Damit @akterienchromosom selbst nicht
abgebaut wird, sind die Erkennungssequenzen mdtfimeistens durch Methylierung.

In einen Restriktionsansatz wurde 0,5-1 ug DNA esagzt. Fur ein Endvolumen von 30 pl
wurden 3 pl 10 x Puffer zugegeben sowie 1 U EnZyia.Wahl des Puffers ist vom Enzym
abhangig (siehe 2.3.4). Der Ansatz wurde fur mitetes 1 Stunde bei 37°C, dem
Temperaturoptimum der verwendeten Enzyme, inkubient Anschluss daran wurde der
Verdau durch den Auftrag auf ein Agarosegel anatysi

C.2114 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit der T4-Biligase durchgefiihrt. Dieses
Enzym katalysiert die Bildung von Phosphodiestatbimgen zwischen benachbarten 3°-
Hydroxy- und 5 -Phosphat-Enden doppelstrangiger EMi#ekile. Dazu wurden in einen 10
pI-Ansatz 20-30 ng verdaute Vektor-DNA und 5-10Fmggment-DNA eingesetzt. Zuséatzlich
wurden 0,5 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul) und die entsgrende Menge 10x Ligationspuffer
zugesetzt. Der Ansatz wurde fur eine halbe Stunfl&is und anschliel3end fur zwei Stunden
oder Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Ein Teil dessatzes (3-5upl) wurde fur die
Transformation verwendet.

C.21.15 Phosphorylierung und Dephosphorylierungan DNA-Fragmenten

Da die Oligonukleotide fir PCR-Reaktionen unphosplexrt waren, musste zunachst eine
Phosphorylierungsreaktion durchgefihrt werden. Daartden 200 pmol des entsprechenden
Oligonukleotides (100 pmol/ml) in einem 30-Ansatz mit 30 U T4 PNK (Polynukleotid
Kinase), 3ul 10 x Puffer fir T4 PNK und 100 mM ATP versetzterDAnsatz wurde fur 1
Stunde bei 37°C inkubiert und anschlielBend bei 7RfCLO0 Minuten hitzeinaktiviert, um
unerwinschte Phosphorylierungen in den nachfolgeRd&R-Reaktionen zu vermeiden.

Um die Wahrscheinlichkeit einer Religation von anisiertem Vektor zu verringern, werden
5"-Phosphate mittelscalf intestine alkaline phosphatdsgCIP) entfernt. Die Phosphate am
DNA-Fragment reichen fir eine erfolgreiche Ligatewms. Fir die Dephosphorylierung wurde
1 U CIP und die entsprechende Menge CIP-Pufferesieigt. Der Ansatz wurde 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die CIP wurde anschlieend durcheeAufreinigung der Vektor-DNA
enfernt.
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C.21.1.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agrose-Gelelektrophorese

Fur die Analyse von Plasmiden und PCR-Ansatzen aui@roben der DNA Uber Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Je nach gewiinsatfénennung wurden 0,5-1,5 %ige (w/v)
Agarosegele hergestellt. Dazu wurde die entspreshevienge an Agarose mit TAE-
Laufpuffer (40 mM Tris/Base, 20 mM Essigsaure, 2 rAldTA, pH 8,3) versetzt und in
einem Mikrowellenofen bei 600 Watt so lange erhitas sie vollstdndig gelést war (ca. 3
Min). Nachdem die Lésung auf ca. 40°C abgekuhlt, waurde 1pug/ml Ethidiumbromid
zugegeben und das Gel gegossen. Die jeweilige DiAePwurde mit 6x Probenpuffer (30
% (viv) Glyzerol, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,26 (w/v) Xylencyanol, 0,25 % (w/v)
Orange G) verdunnt, in die Geltaschen geladen mAKE-Laufpuffer mit 5-7 V/cm fir 0,5-
3 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNAdan wurden unter einem UV-
Transilluminator (302 nm) visualisiert.

c.21.1.7 Isolierung von DNA-Fragmenten

Fur die Isolierung von bestimmten Restriktionsfragwen wurde der gesamte Restriktions-
ansatz auf ein Agarosegel (1-1,2 %) aufgetragen eleéitrophoretisch aufgetrennt. Die
betreffende Bande wurde unter UV-Licht mit einenerigén Skalpell mdglichst knapp
ausgeschnitten. Fur die folgende Aufreinigung wulde QIAEX Il Gel-Extractionsystem
(Qiagen, Hilden) verwendet, wobei nach den AngateHerstellers vorgegangen wurde.

Cc.21.18 Reinigung von Oligonukleotiden und Plasrden

Fur die Reinigung von Oligonukletiden z.B. nach dg€rPhosphorylierung wurde das
Volumen des Ansatzes wenn notig mito@Hauf 100 pl aufgefllt. Nach der Zugabe von 1
Volumen Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24\urde der Ansatz durch kraftiges
Schitteln gemischt und fir 1 Minute bei 12 000 gealtrifugiert. Die obere Phase wurde in
ein neues Gefal tberflhrt und nach der Zugabe Movid 3 M Natriumacetatlésung, pH 5,2
nochmals gemischt und bei —20°C Uber Nacht inktubi2araufhin wurde die prazipitierte
DNA fur 2 Stunden bei 4°C in der Tischzentrifug® (@00 g) abzentrifugiert. Das Sediment
wurde anschlieRend mit 70 % Ethanol gewaschen wathmals bei RT fir 20 Minuten
zentrifugiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde 8adiment zusatzlich noch fur 10-15
Minuten bei RT luftgetrocknet und im letzten Arltssithritt in TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, 1
mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert und bei —20°C biszBebrauch aufbewahrt.

c.21.19 DNA-Sequenzierung

Die automatisierte DNA-Sequenzierung mittels Flgoetn-markierten Didesoxynukleotiden
wurde von der Firma Medigenomix (Martinsried) dwgefiihrt. Die Sequenzier-PCR-
Reaktionen erfolgten mit denBjgDye’ Terminator v1.1 Cycle Sequencing“Kibn Applied
Biosystems nach Herstellerangaben. Nach der PCRtReawurde der Ansatz fur die
Analyse zur Firma Medigenomix (Martinsried) geskhicTeilweise wurde auch eine
Plasmid-Probe in dD eingereicht. Die Auswertung der Daten erfolgtéets NCBIBLAST
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C.2.1.2 Herstellung von Cathepsin-X-Mutanten mitted zielgerichteter Mutagenese

Fir die Mutagenese von Proteinen wurde d@uikChang&Multi Site-Directed Mutagenesis

Kit* (Stratagene, La Jolla, USA) nach Herstellerangaberwendet. Fur die PCR wurde als
Matrize Procathepsin X im Vektor pGEM-11Zf(+) eisgézt. Oligonukleotide wurden so

ausgewahlt, dass sowohl die gewtinschten Mutatiafemauch gegebenenfalls Restriktions-
schnittstellen eingefuigt wurden, die ein schnefaffinden von passenden Klonen erlauben
sollten. Mittels PfuTurbdDNA Polymeraseonnten mehrere Amplifikationsrunden durch-
gefuhrt werden. Durch ein weiteres Enzym wurden z&8strangbriiche verbunden.

AnschlieRend erfolgte der Verdau der nicht mutrerdatrize durch ein methylierungs-

sensitives Restriktionsenzym.

C.2.13 Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zadh

FUr die Transkriptanalyse mittels quantitativer RCR wurde RNA aus HUVEC isoliert.
Dazu wurde derRNeasy Kit (Qiagen, Hilden) verwendet und genau nach Hdestatigaben
verfahren. Fir einen effektiven Zellaufschluss veurzusatzlich der QlAshredder Kit
(Qiagen, Hilden) nach beigefligter Anleitung eingeise

C.214 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde deiSgript "cDNA Synthesis Kit(BIO-RAD, Hercules,
USA) nach Anleitung verwendet. Zuvor wurde die Kemization der isolierten RNA-Proben
bestimmt und diese durch Verdinnung mit Nukleaseiin Wasser angeglichen, so dass in
der Synthesereaktion gleiche Konzentrationen untuima eingesetzt werden konnten.
Nach der Synthesereaktion wurden die Ansatze mitggeantitativer RT-PCR analysiert.

C.215 Quantitative RT-PCR

Die quantitative Messung von mRNA-Transkripten veurdittels der LightCycléM-Techno-
logie (Roche, Mannheim) durchgefihrt. Dieses Syseemaoglicht die Quantifizierung von
Transkripten durch die Analyse der log-Phase eRE€R, in der eine Amplifizierung des
PCR-Produktes mit einer Erhdhung eines Fluoresmgmales einhergeht. Das Signal resul-
tiert aus der Zunahme von dsDNA, die durch inteekahdes SYBR Greénfluoreszent
wird.

Spezifische Oligonukleotide und Standards wurdem der Firma Search LC GmbH,
Heidelberg, hergestellt und optimiert. Reagenzignden SYBR Green-MasterMix waren in
dem ,LightCyclef’ FastStart DNA MastéH”® SYBR GreendKit der Firma Roche enthalten
und wurden nach dem beigefugten Protokoll vorbetreind eingesetzt. Fir einen typischen
Reaktionsansatz wurden die cDNA-Proben 1:10 in RMasem HO verdinnt und davon 5
ul verwendet. Zusatzlich wurden zu einem AnsatzdmuOligonukleotidlésung und aus dem
SYBR Green-MasterMix je 1 ul pipettiert. Das Endwokn von 10 pl wurde durch das
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Auffillen mit RNase-freiem LD erlangt. Ebenso wurden eine Standardreihe (1:100 und
1:1000) und eine Wasserkontrolle mitgefiihrt. Diesé&tze wurden in Glaskapillaren pipettiert
und bei 500 g in einer vorgekihlten Tischzentrifi@ge5 Minuten bei 4°C abzentrifugiert.
Anschlie3end wurden die Glaskapillaren in ein Ligytdler Kapillar-Rondell eingesetzt und
die PCR-Reaktion gestartet. Folgende PCR-Bedingumgeden angewendet: 95°C/10 Min;
[95°C/10 Sek> 68°C/10 Sek/58°C> 72°C/16 Sek] x 35 Zyklen, Fluoreszenzverstarkung 5
Abschlie3end wurde durch eine graduelle ErhéhurgTeenperatur eine Schmelzkurven-
analyse mit den Parametern 953 58°C/10 Sek> dT/dt 0,1°C/Sek durchgefihrt, die es
erlaubt, Primerdimere und unspezifische Produktielentifizieren.

C.216 Design von siRNAs

Die Suche nach passenden siRNAs erfolgte aus Kmmbination von Datenbankrecherche
und Anwendung von Regeln nach Reynolds et al. (Bldgnet al., 2004). Zunachst wurden
verschiedene Suchmaschinen (Qiagen: https://wwagem.com/GeneGlobe/Default.aspx,
GenScript: https://lwww.genscript.com/ssl-bin/apgiynfur das Auffinden von mdglichen
siRNA-Oligonukleotiden verwendet. Die siRNA-Kandida wurden anschlie3end nach dem
System von Reynolds et al. gewichtet. Dazu werden siRNAs nach verschiedenen
Aspekten beurteilt und dabei Punkte vergeben. Diehste Punktzahl von 10 ware nach
diesem System die am besten geeignete siRNA. Wididger Vertffentlichung gezeigt
wurde, sind siRNAs mit einer Punktzahl von mindesté in der Regel funktionell, wahrend
die meisten nichtfunktionellen siRNAs Werte vonié {4 aufwiesen. In Tabelle C.1 sind die
angewendeten Regeln und ihre Bewertung aufgelisBie Spezifitat der SiRNA-
Zielsequenzen wurde abschlieRend in einem trariskmyeiten Vergleich mit dem
ProgrammBLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) sichergestell

Tabelle C.1: Regeln nach Reynolds et al. zur Bewemg von siRNA-Molekilen (Reynolds et al., 2004).
(Siehe Text fur nédhere Erlauterungen)

Aspekt Punkte (P)
Ja Nein

1. GC-Gehalt zwischen 36 und 52 % +1P
2. Das Vorhandensein von einem oder mehr | + 1 P fir jedes A/U bp

A/U bp an den Positionen 15-19 (5 P gesamt méglich)
3. Das Fehlen von internen Wiederholungen | + 1 Punkt

(Tm<20°C)
4. A an Position 19 +1P
5. A an Position 3 +1P
6. U an Position 10 +1P
7. Absenz von G oder C an Position 19 -1P
8. Absenz von G an Position 13 -1P

*

=

Definition der Positionen:
- Referenz ist der sense-Strang
- erstes Nukleotid des 5"-Endes ist Position 1sfeitht Position 19 des antisense-Stranges)
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C.2.2 Mikrobiologische Methoden

Mikrobiologische Methoden, die fur die Herstellumgn rekombinantem (Pro)Cathepsin X
und seiner Mutanten eingesetzt wurden, sind vomvidghach Angaben von Sambrook et al.
durchgefuhrt worden (Sambrook et al., 1989). Abweicle Methoden werden nachfolgend
detailliert wiedergegeben.

C.221 Herstellung von Wachstumsmedien fUE. coliund P. pastoris

Medien fur die Kultivierung und Selektionierung v@h coli und P. pastoris Stdmmen
wurden mittels Autoklavieren fiir 20 Minuten bei 22lund 1 x 18 Pa Uberdruck sterilisiert.
Hitzelabile Losungen wurden durch Sterilfiltratideeimfrei filtriert und dem Medium
zugegeben, nachdem dieses auf RT abgekihlt wadi€itterstellung solider Kultivierungs-
platten wurde das Medium vor dem Autoklavieren in& % Agar versetzt. Fir Selektions-
platten/Medien furE. coli wurde Ampicillin in einer Konzentration von 20Qg/ml
zugegeben. Eine detaillierte Ubersicht der verwtrddledien und deren Herstellung fir
P. pastorisfindet sich im Invitrogen-Methodenhandbuch ,Pickigpression KitVersion M.

C.2.2.2 Transformation chemisch kompetenteE. coli-Stamme

Die Transformation von chemisch kompetentén coli wurde mit dem XL10-Gold
Ultracompetent CellsKit (Stratagene, La Jolla, USA) nach den Angaluls Herstellers
durchgefuhrt. Wurden andere chemisch kompetentarS8&verwendet, so wurde nach dem
gleichen Protokoll verfahren.

C.223 Langzeitlagerung vork. coli-Stammen

Charakterisiert&. coliKlone wurden in einer Stammsammlung aufgenommezulRvurden
von den entsprechenden Klonen Ubernachtkulturemzoggen. Zwei Volumina der Kultur
wurden mit einem Volumen 50 % sterilem Glyzerolmescht und in einem Kryordhrchen bei
—80°C aufbewahrt.

C.224 Elektroporation vonP. pastoris

Fur die Transformation voR. pastoriswurde eine Hefekultur in 250-300 ml YPD-Medium
(1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 2 % (wDgxtrose) bei 29°C auf dem Schiittler
(100 rpm) angezogen und wéahrend der log-Phase allkofizentration durch Messung der
optischen Dichte (OR) bestimmt. Bei einer OD von ca. 1 wurde mit deranBformations-

protokoll begonnen. Dazu wurden die Zellen auf W@rml-Gefal3e (Falcons) aufgeteilt und
bei 4°C und 1000 g 5 Minuten abzentrifugiert und dellsedimente in je 40 ml eiskaltem
dH,O resuspendiert. Die Zellen wurden erneut abzegieft und nochmals in je 20 ml
eiskaltem dHO resuspendiert. Nach nochmaligem Abzentrifugierenden die Zellsedi-
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mente in je 5 ml 1 M eiskaltem Sorbitol aufgenommerd vereinigt. Die Zellen wurden
wieder abzentrifugiert und nochmals in 0,5-1 ml Eigkaltem Sorbitol resuspendiert.

Es folgte die Elektroporation, bei der g0der Zellsuspension mit 1@ DNA (0,5 pg/ul) far

5 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Daraufhin wundsie Zellen mit dem Gene Pulsgnem
elektrischen Schock mit 1500 V, 2& und 400Q ausgesetzt. AnschlieRend wurden zu dem
Elektroporationsansatz 0,5 ml 1 M Sorbitol zugegebed die Zellen auf Selektionsplatten
ausplattiert und fiir 2-3 Tage bei 29°C inkubiert.

C.2.25 Selektion von transformierterP. pastorisStammen

Eine ausfihrliche Beschreibung der hier verwendetefektionsmethode findet man im
Methodenhandbuch zunPjchia Expression Kitvon Invitrogen. Hier soll die Methode nur
kurz zusammengefasst werden.

P. pastorisist eine methylotrope Hefe, die Methanol als alge Kohlenstoffquelle nutzen
kann. Daflr ist das Enzym Alkoholoxidase vonnotgs von den Genen AOX1 und AOX2
kodiert wird, wobei der AOX1-Lokus fiur den grof3témteil an Alkoholoxidase verant-
wortlich ist. Der Promoter fur AOXL1 ist streng réigat und durch Methanol induzierbar,
wobei die Alkoholoxidase mehr als 30 % der Gesamgmean l6slichem Hefeprotein
ausmachen kann. Dieser Promoter wird fur die Exwasdes rekombinanten Proteins
verwendet. Wird AOX2 verwendet, so ist das WachsawiniMethanol stark verlangsamt, was
die Isolierung von MdtStammen (Methanol utilisation slofj erlaubt. Dieser Phanotyp
entsteht, wenn ein Verlust des AOX1-Gens einfd#r hier verwendete Vektor pPIC9 enthalt
zwei Sequenzsticke die zum 3'und 5°-Ende des AOiisomolog sind. Dadurch kommt
es bei der Transformation des linearisierten Vektaur homologen Rekombination.
Zusammen mit dem gewinschten rekombinanten Pratiethauch ein essentielles Gen flr
die Histidin-Synthese (Histidinoldehydrogenase)das Hefegenom eingebracht. Auf diese
Weise konnen die Hefen mit Rekombinationsereignisstektioniert werden, da der Stamm
GS115 auxotroph fur Histidin ist. Weil auch Rekondiionen in anderen Bereichen des
Hefegenoms stattfinden kénnen, werden die Hefeatzlish auf ihr Wachstumsverhalten auf
Methanol als alleinige Kohlenstoffquelle untersudtibne mit einem MutPhanotyp sollten
die gewlinschte Rekombination am AOX1-Lokus besitzen

Nach der Elektroporation werden die Hefen zunéel$tMD-Platten (pninimal dextrosé
1,34 % YNB, 4 x 18 % Biotin, 2 % Dextrose, 1,5 % Agar) ausplattiertibei 29°C 2 Tage
kultiviert. AnschieRend erfolgt die Suche nach ¥M8tammen. Dazu werden von den MD-
Platten Klone gepickt und sowohl MD- als auch MMiRin (minimal methand| 1,34 %
YNB, 4 x 10° % Biotin, 0,5 % Methanol, 1,5 % Agar) beimpft. Bhr beschriftete
Zahlenfelder wird jeder Klon markiert. Nach 1-2 €adoei 29°C kénnen bereits Unterschiede
im Wachstum erkannt werden. Klone mit NMithanotyp werden anschlieRend in einer
analytischen Anzucht auf die Expression des gewiiasdProteins hin getestet.
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C.2.2.6 Anzucht vonP. pastorisfiir die Gewinnung von rekombinanten Proteinen

Fur die Anzucht vorP. pastorisStammen in grof3erem Mal3stab wurden zunachst 2ml 10
BMGY (,buffered glycerol-complex meditim(1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton,
100 mM KHPOYKH-PO, pH 6,0, 1,34 % (W/v) YNB, 4 x 10% (w/v) Biotin, 1 % (v/v)
Glyzerol) als Vorkultur mit den entsprechenden Stém inokuliert. Nach Inkubation fur 2
Tage bei 29°C auf dem Schuttler (200 rpm) wurde dakultur zum Beimpfen der
Hauptkultur (4 x 600 ml BMGY-Medium) verwendet. Beewurde wiederrum fir 2 Tage bei
29°C auf dem Schittler (100 rpm) inkubiert. Fir thduktion der Expression wurden die
Kulturen in sterilen Zentifugenbechern abzentrigugi (10 Min, 1000 g) und das
Hefesediment in 480 ml (2 x 240 ml) BMMY [yffered methanol-complex mediyr{l %
(w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 100 mMHPO,/KH,PO, pH 6,0, 1,34 % (w/v) YNB,
4 x 10° % (w/v) Biotin, 0,5 % (v/v) Methanol) aufgenommendufiir 3 Tage bei bei 29°C
geschuttelt (100 rpm). Am zweiten Tag wurde Methanceiner Endkonzentration von 0,7 %
zugegeben, um verbrauchtes Methanol zu ersetzenauhddiese Weise eine optimale
Promoterinduktion zu gewahrleisten. Fur die nagdotle Aufreinigung des rekombinant
exprimierten Proteins aus dem Hefekulturiiberstandievdie Kultur fir 10 Minuten bei 4000
g und anschlieBend nochmals bei 6000 g fur weit€reMinuten abzentrifugiert, um die
Hefen maglichst effektiv zu entfernen. In den naehsSchritten wurde der Uberstand ankon-
zentriert und das gewunschte Protein chromatogsaptaufgereinigt.

C.2.2.7 Langzeitlagerung vorP. pastorisStammen

CharakterisierteP. pastorisklone wurden in einer Stammsammlung aufbewahrt und
katalogisiert. Fur die Langzeitlagerung wurden j@ fnl BMG-Medium (100 mM
K,HPOJKH,PQO, pH 6,0, 1,34 % (w/v) YNB, 4 x 10% (w/v) Biotin, 1 % (v/v) Glyzerol)
mit den entsprechenden Klonen beimpft und fur 2eTlagy 29°C auf dem Schattler (250 rpm)
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fir 5 Mien bei 1000 g abzentrifugiert und die
Zellsedimente in je 2 ml BMG-Medium + 15 % (v/v) y@érol aufgenommen. Je Klon
wurden zwei Kryoréhrchen a 1 ml bei —80°C eingedfrorUm die Zellen wieder in Kultur zu
nehmen, wurde von der eingefrorenen Zellsuspensibreiner sterilen Impfése ein kleiner
Teil abgekratzt und damit das gewlnschte Mediump#i
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c.23 Proteinbiochemische Methoden

C.231 Ankonzentrieren und Dialyse von Proteinldésugen

Das Ankonzentrieren von Proteinlésungen wurde @nflumina auf verschiedene Weisen
durchgefuhrt. Fur gréRere Volumina (30 - 1000 miraden Amicon-Ultrafiltrationszellen
verwendet. Durch das Anlegen eines Gasdrucks vbar3wird die proteinhaltige Losung
durch einen Filter (Millipore, Bedford, USA) gepstswobei Molekiile, die grol3er als der
»molecular weight cutdff (MWCQO) sind, zurlckgehalten werden. Ein Magnetgih
verhindert dabei das VerschlieRen der Filterporgelugrofiere Partikel. Durch Auffillen der
ankonzentrierten Proteinldsung mit Puffer und et@@uAnkonzentrieren kann auf diese
Weise auch ein Pufferwechsel erzielt werden. Fi@inkre Mengen an Proteinldsungen
wurden spezielle Proteinfilter fiir die Zentrifugeerwendet (Macrosef Centrifugal
Devices’, PALL, Ann Arbor, USA). Bei dieser Methode wird rdh die Zentrifugalkraft ein
Ankonzentrieren der Proteinlésungen erreicht.

Dialyseschritte wurden entweder mit DialysekammgiBlide-A-Lyze? Dialysis Cassette
Pierce, Rockford, USA) oder DialyseschlaucheBpgctra/Pot*, Spectrum Laboratories,
Los Angeles, USA) durchgefuhrt. Fir besonders geriMengen (20-50@l) wurden ,D-
Tubé™ Dialyzer Mini-Einheiten (Merck, Darmstadt) verwendet. Die Duitirung erfolgte
nach den jeweiligen beigeflgten Anleitungen.

C.23.2 lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie fur die Aufreingy von (Pro)Cathepsin-X-Mutanten
(Cathepsin-X-C31A, AAA-Procathepsin X und RAD-Prsepsin X) wurde am BioPil5Y-
System (Pharmacia) durchgefiihrt. Alle verwendetafieP wurden vor Gebrauch gefiltert
(0,8 um) und entgast. Da die Chromatographieeinheit if2Bthanol gelagert wird, wurde
vor Beginn das System zunéachst mit,@Hund anschlie3end mit den entsprechenden Puffern
gespult. Superloop, die Pumpen A und C wurden mifeP A, Pumpe B mit Puffer B
gewaschen. Daraufhin folgte die Aquilibrierung @&iule mit Puffer A bei 1 ml/Minute,
wobei mindestens das 10fache S&ulenvolumen an rPugfgvendet wurde. Anschliel3end
wurde der Superloop mit der aufzureinigenden Prbbg&illt. Die Probe war in einem
vorherigen Arbeitsschritt auf 50 ml ankonzentrigntd gegen Puffer A dialysiert worden. Die
Saule wurde bei einer Flussrate von 1 ml/Minutedeit Probe beladen und anschlieRend mit
Puffer A gewaschen, bis die Basislinie wieder ehtiwurde. Daraufhin wurde das
Elutionsprogramm gestartet. Die Flussrate wahresrdtution betrug 2 ml/Minute. Eluiertes
Protein wurde in 5 ml-Fraktionen gesammelt und iimele SDS-PAGE auf seine Reinheit
Uberpraft.
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Cathepsin-X-C31A

Durch gezielte Mutation wurde eine proteolytischakitive Mutante von Cathepsin X
hergestellt (siehe C.2.1.2), um diese als ,Sulbjattat fur die Affinitditschromatographie zu
verwenden. Dazu wurde das fir die Katalyse esslent@ystein 31 des aktiven Zentrums
durch Alanin ersetzt. Das auf diese Weise verdadProtein wurde Cathepsin-X-C31A
genannt. Die Aufreinigung erfolgte zunachst iibeeejCM-Sepharosé' Fast Flow“-Saule,
wobei ca. 15 ml Sdulenmaterial eingesetzt wurdds PAiffer A wurde 50 mM Na-Acetat pH
5,0 verwendet; Puffer B bestand aus 50 mM Na-AcetatM NaCl, pH 5,0. Der
Elutionsgradient wurde so angelegt, dass nach 1b®uffer ein Salzgehalt von 0,5 M
erreicht war, der Gber weitere 10 ml beibehaltendeuDie Mutante eluierte im Bereich von
0,2 M NaCl. Fraktionen mit einer Qg > 1 wurden vereinigt und mit Cathepsin L
prozessiert, um so die Proregion von Procathepsi@3XA abzuspalten. Auf diese Weise
wurde das katalytische Zentrum freigelegt, um dinedung von potentiellen Substraten
und/oder Liganden zu ermdglichen.

Prozessierung von Procathepsin-X-C31A mit Cathepsih:

Fur die Prozessierung wurden 36 ml der Mutante@amg/ml) mit 360 pl DTT (200 mM)
versetzt, um eine Endkonzentration von 2 mM DT Terhalten. Dies ist fur die Aktivitat des
thiolabhangigen Cathepsin L entscheidend, das deurg in rekombinanter Form (25 nM
Endkonzentration) beigegeben wurde. Nach 3stindigeation bei RT, wurde der Ansatz
anschlieBend gegen 20 mM bis-Tris, pH 7,3 Uber Néeh 4°C dialysiert, um aktives
Cathepsin L zu inaktivieren. Mit dem folgenden zZeriChromatographieschritt wird sicher-
gestellt, dass sowohl die abgespaltene Proregisnaath Cathepsin L von der Mutante
abgetrennt werden.

Am nachsten Tag folgte eine zweite Dialyse gegem®0 bis-Tris, pH 7,0 (Puffer A). Der
resultierende Ansatz wurde danach zur Isolierursgpdezessierten Cathepsin-X-C31A erneut
chromatographiert. Als Puffer B wurde 20 mM biss[ri M NaCl, pH 7,0 verwendet, als
Saulenmaterial dienteDEAE-Sepharose Fast FI6wWAmersham Biosciences). Die Elution
wurde entsprechend der ersten Chromatographie gefighrt. Die Fraktionen mit den
hdchsten Proteinkonzentrationen wurden vereinigt mit NaN; zu einer Konzentration von
0,02 % versetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.eEHrobe des Proteins wurde fur die N-
terminale Proteinsequenzierung geblottet.

RAD- und AAA-Procathepsin X

Fur die Untersuchung der RGD-Abhangigkeit der kitéon von Procathepsin X mit dem
Integrina, 33 wurden Mutanten der Protease hergestellt, beirddas RGD-Bindemotiv nicht
mehr vorhanden ist. Dazu wurde die Aminosaureabf®GD durch RAD bez. AAA mittels
Zielgerichteter Mutagenese (siehe C.2.1.2) ersBi#.resultierenden Mutanten RAD- und
AAA-Procathepsin X wurden Uber Butyl-Sepharose iggge Als Puffer A wurde 50 mM
NaogHPOJ/NaH,POy, 1,2 M (NH,),SOQ4, pH 7 verwendet. Der entsprechende Puffer B dlithie
kein Ammoniumsulfat. Das Elutionsprogramm wurdeesugestellt, dass nach 120 ml eine
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100 %ige Konzentration von Puffer B erreicht wurdBese Konzentration wurde fur 5
Minuten beibehalten. Fir die Regeneration der Saulele das Gerat so programmiert, dass
anschlieend nach weiteren 5 Minuten wieder eir@ %ige Konzentration von Puffer A
erreicht wurde. Auch bei dieser Aufreinigung betrdge Flussrate fir die Elution 2
ml/Minute. Die erhaltenen Fraktionen wurden aufeil®roteinkonzentration mittels SDS-
PAGE Uberpruft und Fraktionen mit den hdchsten kotrationen wurden vereinigt. Ein Teil
des Proteins wurde bei —20°C gelagert, ein and@&edl wurde mit NaN zu einer
Endkonzentration von 0,02 % versetzt und bei 4°Ggpat.

C.233 Messung der Aktivitat von Cathepsin-X-C31A

Um zu Uberprifen, ob der Austausch von Cys31 détehbei der Cathepsin-X-Mutante
C31A erfolgreich war, wurde die Aktivitat im Vergtd zum Wildtyp-Cathepsin X bestimmit.
Dazu wurden beide Enzyme zunachst aktiviert, inderin Citrat-Puffer (50 mM Na-Citrat,
1 mM EDTA, 200 mM NacCl, pH 5,0) und unter Zugabe&\ITT zu einer Endkonzentration
von 2 mM fur 15 Minuten bei RT inkubiert wurden. gahlielRend wurden beide Enzyme bis
zur Messung auf Eis gelagert. Die Messung erfaigteb UM Substrat (Abz-Phe-Arg-Tyr(3-
NO,)-OH; synthetisiert von PD Dr. Norbert Schaschkejivdrsitat Bielefeld) und 6 nM
Enzym in einem 2 ml-Ansatz. Als Reaktionspuffer dauCitrat-Puffer (s.0) verwendet. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des Enzyms gefstanid mit dem Spektrofluorimeter
FluoroMaxX® der Firma SPEX gemessen.

C.234 Zirkulardichroismus-Spektroskopie von Cath@sin-X-C31A

Zirkulardichroismus ist der Unterschied in der Atpgmn von links- versus rechtspolari-
siertem Licht, welcher durch die strukturelle Asyetne der Aminosauren entsteht. Durch
die Messung spiegelt sich der GehalteaRielices undB-Faltblattstrukturen eines Proteins
wider. Dadurch kénnen z.B. Konformationsdnderungen naclegenw oder, wie in unserem
Fall, die Integritat der Sekundarstrukturen Ubeitpri@rden.

Fur die Messung wurden Cathepsin X und CathepsCBXA gegen PBS dialysiert und die
Konzentrationen auf 1uM eingestellt. Die Messung wurde am Max-Planck itastfr
Biochemie, Martinsried, von Elisabeth Weyher-Stirdygchgefihrt.

C.235 Kopplung von Proteinen an CNBr-aktivierte &pharose

Alle Puffer wurden vor der Verwendung Uber eine Ndeam (0,8 um) filtriert. Die zu
koppelnden Proteine wurden Uber Nacht gegen demplkongspuffer (0,1 M NaHC 0,5 M
NaCl, pH 8,3) dialysiert. 1 g CNBr-aktivierte Sepbge 4B wurde in 50 ml Waschlésung (1
mM HCI) suspendiert. AnschlieBend wurde die Semwiiaber eine Fritte (Filter aus Glas
oder Keramik) mit 200 ml Waschlésung gewaschen. ®alsvurde mit einem Spatel von der
Fritte entfernt, in ein Falcon-Réhrchen dberfihrbdu durch Zugabe von 5 ml
Kopplungspuffer aktiviert. Nach der Aktivierung vader das Gel sofort mit der Proteinldsung
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vereinigt und fur 2 Stunden bei RT rotiefnschlie3end wurde das Gel auf der Fritte mit 100
ml Kopplungspuffer gewaschen. Vor dem Waschen wude Durchlauf (ungebundenes
Protein) in ein neues Gefald Uberfuhrt, um die Rrktmzentration mittels Messung der
OD2gp zu bestimmen. Das Gel wurde wieder in ein Reakgefal3 Gberfuhrt und mit 20 ml
Terminationspuffer (1 M Ethanolamin, pH 8,0) verginEs folgte eine erneute 2stiindigen
Inkubation bei RT auf dem Rotator. AnschlieRenddeudas Gel auf der Fritte abwechselnd
mit je 100 ml Waschpuffer 1 (0,1 M Na-Acetat, 1 MGl pH 4,0) und Waschpuffer 2 (0,1 M
Tris/HCI, 1 M NaCl pH 8,0) gewaschen. Die Waschgthwurden 4-5x wiederholt. Das Gel
wurde entweder sofort eingesetzt oder fur einedéadufbewahrung bei 4°C in PBS+ 0,02
% NaN; gelagert.

C.2.3.6 Proteinextraktion aus Saugerzellen

Fur die Lyse von Saugerzellen (siehe C.1.3.4) wuidenicht-denaturierender Lysispuffer
(50 mM NaHPOY/NaH,PO,, 0,2 M NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton-X-100, pH 6,0kr-
gestellt, der kurz vor Verwendung mit einem Intobibcktail 1:100 substituiert wurde
(Inhibitorcocktail Nr. 3, Calbiochem). Fur die Lysen adhéarenten Zellen wurden diese mit
PBS gewaschen und der Lysispuffer direkt auf dikeAegegeben. Die Platten wurden 10
Minuten bei RT geschittelt und die Lyse bzw. dadosén der Zellen mikroskopisch
kontrolliert. AnschlieRend wurde das Lysat in Reaktgefalie tberfuhrt und nochmals fir 10
Minuten bei 4°C inkubiert, wobei alle 2-3 Minutenirk ein ,Vortexer® eingesetzt wurde.
Anschliel3end wurde das Lysat (3 x 2 Sek) auf Eisdar Ultraschalllanze behandelt. Es
folgte eine 10mindtige Zentrifugation bei 4°C un@ Q00 g, um unlésliche Bestandteile zu
sedimentieren. Der Uberstand wurde in ein neuesktReagefal tberfuhrt und sofort
analysiert oder bei -20°C aufbewahrt. Suspensidiesz@/urden ebenso kurz vor der Lyse
mit PBS gewaschen und das Zellsediment in Lysigpuffufgenommen. Anschliel3end
wurden die Zellen fur 10 Minuten auf Eis inkubiartd mit dem ,Vortexer* alle 2-3 Minuten
behandelt. Die Gbrigen Schritte wurden wie bei aighénden Zellen durchgefuhrt.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wunmtgveder ein BCA-Assay (siehe C.2.3.6)
durchgefuhrt, oder vor der Lyse die Zellzahl bestimum anschlieRend mit Lysispuffer die
gleiche Zellkonzentration einstellen zu kénnen. sBiebetrug 0,25 — 1 x i@ellen/ml.
Abweichende Lysemethoden werden in den einzelnguitéla erlautert.

C.2.3.7 Isolierung des Zellkulturiiberstandes

Um die Konzentration an sezerniertem Procathepsin Zellkulturiiberstand zu bestimmen,
wurden Suspensionszellen fur 10 Minuten bei 400zeatrifugiert und der Uberstand in ein
neues ReaktionsgefaR uberfiihrt. Bei adharenteerzelurde der Uberstand abpipettiert und
ebenfalls abzentrifugiert, um abgeltste oder albgeshen Zellen zu entfernen. Gegebenen-
falls erfolgte eine Lagerung bei -20°C.
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C.2.3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde kblorimetrische BCA-Methode
verwendet. Dabei wird die Entstehung eines blauefi-Komplexes gemessen, der sich
zwischen Peptidbindungen und Bicinchonininsaure AB& Gegenwart von Cii bildet.
Dafiir wurden 100 pl Lysat in geeigneter Verdiinnamig 100 pl BCA/CG* (24:1)-Lésung
pro Kavitat in einer 96-well-Platte versetzt. DeedRtionsansatz wurde anschlie3end bei
37°C fur 1 Stunde inkubiert. Nach der Inkubatioregghwurde die Absorption bei 560 nm
gemessen. Zur Quantifizierung der Proben wurde Stamdardkurve mit BSA-Standard-
l6sungen bekannter Konzentrationen verwendet. DestiBimung der Proben erfolgte in
Duplikaten.

Die Konzentration gereinigter Proteinlésungen wuideer ihren jeweiligen Extinktions-
koeffizienten durch eine spektralfotometrische Miess(ODgg) bestimmit.

C.2.3.9 Deglykosylierung von Proteinen

Fur die Proteininteraktionsstudien mit rekombinamterotein wurden Procathepsin X und die
Mutanten RAD- und AAA-Procathepsin X deglykosyliemim mdgliche sterische Behinde-
rungen durch Hefeglykosylierung auszuschlieB3en. &iér Deglykosylierung wurde das
Enzym Endo-N-acetyB-glucosaminidase H (Endo H) aB¢reptomyces plicatugerwendet.
Diese Glukosidase spaltet dg€1-4)-Bindung zwischen den ersten zwei GIcNAc voh N
glykosidisch gebundenen Zuckerketten. Ein Vorteiesds Enzyms besteht in seiner
Proteasenresistenz. Der Reaktionsansatz wurde dehProtokoll fir Endo H der Firma
NEB angesetzt.

C.2.3.10 Herstellung von Gelen fiir die SDS-Polyaciamidgelelektrophorese

Fur die Auftrennung von Proteinen komplexer Lysatgehe wurde die diskontinuierliche
Elektrophorese verwendet. Durch die Gegenwart D8 # den Gelen ist die Denaturierung
und negative Ladung der Proteine sichergestelllass die Auftrennung nur in Abhangigkeit
von der Molekularmasse erfolgt. Trenn- und Samnielgairden nach dem in Tabelle C.2
gezeigten Pipettierschema hergestellt.
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Tabelle C.2: Pipettierschema fur die Herstellung vo Gelen fiir die diskontinuierliche SDS-PAGE In der
Tabelle sind die verwendeten Volumina der Kompeserfiir SDS-Gele unterschiedlicher Konzentrationen
aufgefiihrt. TEMED und APS wurden kurz vor dem GieBer Gele zugegeben.

Trenngel Sammelgel
(fir 2 Gele a 0,75 mm oder 1 Gel & 1,5 mm Breite)
12 % 8 % 10 % 15 %

dH,0 4,5 ml 55ml 5ml 3,75ml 5,675 ml
Puffer 2,5 ml 2,5 mi 2,5ml 2,5 ml 2,5 ml
40 % (w/v) (Bis-)Acrylamid |3 ml 2 mi 2,5ml 3,75 1,65 ml
10 % (w/v) SDS 100 pl 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul 10 ul 10 ul
10 % (w/v) APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Je nach bendtigter Auflosung wurden Trenngele mitenschiedlichen (Bis-)Acrylamid-
konzentrationen gegossen. Zunachst wurden alle kkoemgen auRer TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin) und APS (AmmoniumperdjiN@reinigt und vermischt. TEMED
und APS wurden am Schlul3 beigefligt, um die Polys@ting einzuleiten. Beim Trenngel-
puffer handelt es sich um 1,5 M Tris/HCI, pH 8,&r5ammelgelpuffer ist 0,5 M Tris/HCI,
pH 6,8.

Proben wurden mit 5x Probenpuffer (0,625 M Tris/HCO % SDS (w/v), 50 % (v/v)
Glyzerin, 25 % (w/v) DTT, 0,25 % (w/v) Bromphendbl pH 6,8) versetzt und fur 5
Minuten bei 95°C aufgekocht, um eine vollstandigenBturierung der Proteine zu erreichen.
AnschlieRend wurden die Proben bei 5000 rpm furSgBunden in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert und der Uberstand auf das Gel auégetn. Die Elektrophorese des Gels wurde
in Laufpuffer (250 mM Tris/HCI, 192 mM (w/v) Glyzjr0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3) bis zur
gewinschten Trennung der Proteine bei 120 - 140ukthgefihrt. Mittels vorgefarbter
Markerbanden konnte die Trennung wahrend des lahgeschatzt werden.

C.23.11 Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie-Britliéblau

Um Proteinbanden direkt im Gel zu visualisieren,raem Gele mit einer Coomassie-
Brillantblau-L6sung (0,5 % (w/v) Coomassie Blau 80210 % (v/v) Essigsaure, 45 % (v/v)
Methanol) fur 10 Minuten auf einem Horizontalscheittbei RT inkubiert. Anschliel3end
erfolgte das Entfarben des Gels durch InkubatioBntfarberlésung (10 % (v/v) Essigsaure,
45 % (v/v) Methanol) fur 2 — 3 Stunden. Um die Geletrocknen und haltbar zu machen,
wurden sie zunachst fur 15 Minuten ingHauf dem Schuttler und daraufhin ftr 20 Minuten
in Trocknungslésung (20 % (v/v) Methanol, 2 % (vM)yzerol) inkubiert. Zum Schluss
wurde das Gel zwischen zwei Zellophanblattern espgent und bei RT getrocknet.
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C.2.3.12 Sandwich-ELISA zum quantitativen Nachweigon Cathepsinen

Der in dieser Arbeit verwendete Sandwich-ELISA zdachweis von (Pro)Cathepsin X
wurde bereits verdffentlicht (Nagler et al., 200B)e Durchfihrung wird im Folgenden kurz
beschrieben:

Zunachst erfolgte das Beschichten einer Mikrotitgtp mit einem polyklonalem Antikdrper
gegen (Pro)Cathepsin X aus Kaninchen. Der Antiktwaede in unserem Labor isoliert. Die
optimale Verdinnung des Antikdrpers wurde in Vosuehen ausgetestet. Es wurdenul0
Antikodrperlésung in 10 ml Beschichtungspuffer (1B/&1 NaCO;, 35 mM NaHCQ, pH 9,6)
verdinnt und je 100 pl/Kavitat mit einer Multipegngebracht. Um eine optimale Adsorp-
tion der Antikdrper an die Platte zu gewahrleistenirde die Platte Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Platesgeklopft und 5 x mit je 200 pl
Waschpuffer (150 mM NaCl, 10 mM NaPiO, x H,O, 10 mM NaHPQO, x 2 H0, 0,05 %
(w/iv) Tween 20, pH 7,4) gewaschen. AnschlieBenddemirunspezifische Proteinbindungs-
stellen durch Inkubation fir 1 Stunde bei RT mit1@0 pl/Kavitat Blockierungspuffer
(Waschpuffer + 4 % (w/v) BSA) abgesattigt. Vor déwftrag von Standard und Proben
erfolgte zweimaliges Waschen mit je 2(00Waschpuffer. Eine Standardreihe mit rekombi-
nanten Procathepsin X in den Konzentrationen 8@000, 2000, 1000, 500, 250, 125 und
62,5 pg/ml verdinnt in Probenpuffer (WaschpuffeR 6 (w/v) BSA) wurde aufgetragen.
Proben wurden je nach erwarteter (Pro)CathepsineKziéntration ebenfalls in Probenpuffer
verdinnt und in Dupletts pipettiert. Zelllysate den i.d.R. 1/50 — 1/100 verdinnt, Zell-
kulturiberstande 1/5. Pro Kavitat wurden }0tandard oder Probe aufgetragen. Die Platte
wurde fir 1 Stunde bei RT geschuttelt (100 romg Bliatte wurde erneut ausgeklopft und 5 x
mit je 200ul Waschpuffer gewaschen. Als zweiter polyklonalettiRorper gegen (Pro)Ca-
thepsin X wurden anti-Cathepsin X-IgGs aus Zieg&IRSystems) 1/200 in Probenpuffer
eingesetzt und erneut fur 1 Stunde bei RT gesdhiMach nochmaligem Waschen (5x)
folgte die Inkubation fir 1 Stunde bei RT mit eindheroxidase-gekoppelten Antikérper
gegen Ziege (Sigma) in der Verdinnung 1/20 000.hN#&em Waschen (5x) wurden 100
pl/Kavitat Substrat (Tetramethylbenzidin, TMB) aué dPlatte gegeben und fir 15 Minuten
bei RT im Dunkeln inkubiert. Durch Hinzufigen vo@0lul/Kavitat einer Stopplésung (1 M
H.SQO,) wurde die Reaktion beendet. Die Absorption bél AB wurde an einem Mikrotiter-
messgerat bestimmt und mit dem Standard und detrddlem (Auslassen von jeweils einer
Komponente) verrechnet.

Bei dem ELISA zur Bestimmung der (Pro)Cathepsin-@8ikentration handelte es sich um

einen kommerziell erhaltlichen Kit (QuantikifheR&D Systems), der nach Angaben der
Firma durchgefihrt wurde.
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C.2.3.13 Koimmunprézipitation

Mittels verschiedener Varianten der Koimmunpraaigpin sollten sowohl neue Liganden von
(Pro-)Cathepsin X gefunden, als auch die BindungmmaGlicher Liganden bestatigt werden.
Die Koimmunprazipitationen wurden migdACS Protein G MicroBeatgMiltenyi) nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

C.2.3.13.1  Koimmunprazipitation von rekombinanten Pocathepsin-X-Varianten mit
Integrin a,f3s

Integrina,Bs wurde in Bindungspuffer (25 mM Tris/HCI, 150 mM Gla 10 mM Octylf-D-
Glukopyranosid, 1 mM MnG] pH 7,4) auf eine Konzentration von 10 nM verdunnt
Procathepsin X, RAD-Procathepsin X oder AAA-Proeatin X wurden in einer End-
konzentration von UM zugegeben und die Losungen fir 30 Minuten beiifKlbiert. Es
folgte die Zugabe von jug desa,Bs-Antikorpers LM609, mit dem das Integrin aus dem
Proteingemisch spezifisch isoliert und auf moglidheeraktionspartner untersucht werden
kénnte. Die weiteren Schritte wurden nach dem ldéesprotokoll durchgefuhrt. Zunachst
wurde der Antikdrper Uber Protein G-gekoppelte M#beads an eine Matrix gekoppelt.
Dadurch konnten unspezifisch gebundene Proteine rabarere Waschschritte entfernt und
im letzten Schritt der Antikdrper zusammen mit dantigen @,3) und seinen Interaktions-
partnern eluiert werden. Die so erhaltenen Fraktiowurden mittels Western Blot unter-
sucht.

C.2.3.13.2  Koimmunprézipitation von Procathepsin Xmit a,33 aus HUVEC

Fur die Herstellung des HUVEC-Lysates wurde ein ifimdrtes Protokoll aus einer
Publikation von Wang et al. verwendet (Wang et2005). HUVEC in Passage 6 (1,6 x' 10
Zellen) wurden in EGM-2 mit 0,5 mM Mngfir 30 Minuten im C@-Brutschrank inkubiert
und anschlieend mit DMEM + 0,2 mM Mnjewaschen. Die Zellen wurden mit Accutase
abgedaut und 2x mit PBS gewaschen. Das Zellsedimerde in 2 ml Lysepuffer (20 mM
Tris/HCI, 10 % Glyzerol (v/v), 1 % (v/v) Nonidet P4170 mM NacCl, 0,5 mM MnG]| 1/100
Inhibitorcocktail 1ll) aufgenommen und fir 1 Stuntbei 4°C rotiert. Nach einer kurzen
Sonifikation (10 x 5 Sek) auf Eis wurde das Lysat 10 Minuten bei 4°C und 16000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neueskReasgefaR tberfiihrt und mit 1,8 des
o,Bs-Antikorpers LM609 versetzt. Es folgte eine Inkubatauf dem Rotator bei 4°C fur 1,5
Stunden. Daraufhin wurden %0 Microbeads zugegeben und in den nachsten Schritieh
Kitanleitung verfahren. Der Erfolg der Koimmunpudization wurde mittels Western Blot
untersucht.
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C.23.14 Affinitatschromatographie mit Cathepsin-XC31A

Mittels Affinitatschromatographie sollten Ligandeder Substrate von Cathepsin X isoliert
werden. Durch den Einsatz der proteolytisch inattiWutante Cathepsin-X-C31A sollte eine
Spaltung von Substraten, aber nicht deren Bindenlgindert werden.

Herstellung des Zelllysates

Mehrere THP-1-Zellsedimente aus unterschiedlicress&gen, die bei —80°C gelagert waren,
wurden in 16 ml kaltem Lysepuffer (50 mM M O/NaH,PO,, 0,2 M NaCl, 5 mM EDTA,

1 % (v/v) Triton X-100, pH 6,0) vereinigt. Die Ze#hl betrug 1,4 xI0Zellen. Fur 1 Stunde
wurde das Lysat alle 10 Minuten abwechselnd mit géortexer* behandelt und sonifiziert
(5 x 2 Sek). Der Erfolg des Zellaufschlusses wurdé dem Mikroskop Uberpruft.
Anschlie3end wurde das Lysat abzentrifugiert (Hesagentrifuge, 4000 g, 20 Min, 4°C), um
unlésliche Bestandteile zu entfernen. Der Uberstapbplasmatische Fraktion) wurde gegen
1 | des Laufpuffers fur die Affinitatschromatogra@i{50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 6,0)
tiber Nacht bei 8°C dialysiert. Dazu verwendet wieite,Spectra/Pof 6“Dialyseschlauch.
Protein, das bei der Dialyse ausgefallen war, wwte ndchsten Tag nochmals abzentri-
fugiert (s.0.).

Affinitatschromatographie

Das so erhaltene Lysat (15 ml) wurde mit Laufpu#faf 30 ml aufgefillt und auf die bereits
aquilibrierte Saule aufgetragen. An das Saulennaht@NBr-aktivierte Sepharose) war die
inaktive Mutante Cathepsin-X-C31A chemisch gekoppelrden. Das Gelvolumen betrug 2
ml. AnschlieBend wurde die Saule mit dem Laufpuffewaschen, bis ungebundenes Protein
entfernt war. Daraufhin wurde mit der Elution begen. Der dafiir verwendete Puffer
entspricht dem Laufpuffer mit zusatzlich 1 M NaOlas Eluat wurde fraktioniert und die
erhaltenen Fraktionen in einem SDS-Gel Uberpriifeihem letzten Schritt wurde die Saule
mit 200 mM Glyzin, pH 2,8 gereinigt und anschlie@emeder mit Laufpuffer aquilibriert.
Durch Zugabe von Naj\zu einer Endkonzentration von 0,02 % (w/v) kara $#@ule bei 4°C
fur mehrere Monate gelagert werden.

C.2.3.15 Proteinnachweis mittels Western Blot-Anabke

Beim Western Blot handelt es sich um eine Methaodéder bestimmte Proteine aus einem
Proteingemisch spezifisch identifiziert werden kémnDie Detektion erfolgt tber Antikorper,
die ein oder mehrere Epitope auf dem gesuchtereiRretkennen. Daher spricht man auch
von einem Immunoblot.

C.2.3.15.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozkllosemembran

FUr die immunologische Detektion von Proteinen elstiVestern Blot wurden diese nach der
SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran durch esemi-dry-Elektrotransferverfahren
immobilisiert. Fur den Transfer wurden 18 WhatmateFpapiere (1 mm) und die
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Nitrozellulosemembran auf die Grol3e des Gels zumesen. Das Gel, die Filterpapiere und
die Nitrozellulosemembran wurden in Transblotpuféb mM Tris/HCI, 39 mM Glyzin,
0,00375 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol fir 5 Mien inkubiert und anschlieRend das
»1ransfersandwich* wie folgt aufgebaut: ANODE — Btérpapiere — Nitrozellulosemembran
— Gel — 9 Filterpapiere — KATHODE. Der Transfer @pteine erfolgte bei 100 — 200 mA
fur 1,5 — 3 Stunden, je nach Molekulargewicht detpfoteins.

C.2.3.15.2 Immundetektion der Zielproteine

Nach dem semi-dry - Transfer wurde die Membran fir 3 x 15 Minuteai IRT auf einem
Horizontalschuttler in TBST (65 mM Tris/HCI, 150 mNRkCI, 0,05 % (v/v) Tween) mit 3 %
(w/v) BSA inkubiert, um unspezifische Proteinbin@#ien abzusattigen. Danach wurde die
Nitrozellulosemembran mit dem priméren Antikorpé&alfelle C.3) Uber Nacht bei 4°C auf
dem Schdattler zur Bindung an das Zielprotein inkubi

Tabelle C.3: Verdiinnungen der im Western Blot verwadeten Antikdrper. Details siehe Text. Die genaue
Bezeichnung und Herkunft der Antikdrper bzw. HRPalKmyate sind in C.1.3.7 angegeben.

1. Antikorper Verdinnung 2. Antikorper Verdinnung
Anti-Procathepsin X 1:3000 Anti-Kaninchen IgG| : 20 000
Anti-Procathepsin L 1:2000 Anti-Kaninchen IgG 20:000
Anti-Integrin 33 1:200 Anti-Schaf/Ziege 1:20 000
Anti-Aktin 1:400 Anti-Maus 1:20 000
Anti-MIF 1:2000 Anti-Schaf/Ziege 1:20 000

Am néachsten Tag wurden ungebundene Antikdrper dukbispritzen mit dHO und
anschlielendes Waschen mit TBST (3 x 10 Min, Skhjitentfernt. Der sekundéare Anti-
korper, ein HRP {orse radish peroxidaSeKonjugat, wurde in TBST verdinnt und fur 1
Stunde bei RT auf die Membran gegeben. Ubersctersgigtikorper wurde wieder durch
Waschen mit dgBD und TBST von der Membran entfernt. Die Detekiofolgte nach einer
5-mindtigen Inkubation der Membran in einer LumikbD,-Lésung durch Auflegen von
Rontgenfilmen.

C.2.3.16 Immobilisierung und Farbung von Proteinerfur die N-terminale Protein-
sequenzierung

C.2.3.16.1 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Mehran

FiUr die N-terminale Proteinsequenzierung wurdenRimeine aus einem SDS-Gel auf eine
PVDF-Membran transferiert. Ahnlich wie fiir den Wast Blot wurde hierbei auch das
»Semi-dry-Elektrotransferverfahren angewendet, jedoch mieizunterschiedlichen Puffern.
Filterpapiere, die mit der Kathode oder Anode innt&t waren, wurden entsprechend in
Kathoden- (50 mM Na-Borat, 20 % (v/v) Methanol) néd@odenpuffer (50 mM Na-Borat, 5
% Methanol, pH 9,0) getrankt. Die Membran wurde 1r Minuten in 100 % Methanol
inkubiert. Blotaufbau und —bedingungen waren idshti mit denen der Western Blot-
Methode.
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C.2.3.16.2  Farbung der PVDF-Membran

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membwvarde diese fiir 2 Minuten in einer
Farbelésung (0,1 % (w/v) Coomassie Blau G-250, 10(We) Essigsaure, 40 % (v/v)
Methanol) inkubiert. AnschlieRend wurde die Membsanlange in Entfarberldsung (10 %
(v/v) Essigséaure, 30 % (v/v) Methanol) geschwebig, die Proteinbanden deutlich sichtbar
waren. Daraufhin wurde die Membran kurz in,@Hjewaschen und zum Schluss an der Luft
getrocknet. Die N-terminale Proteinsequenzierungdeumittels Edmann-Abbau am Max
Planck-Institut durch R. Mentele (ArbeitsgruppefProttspeich) durchgefihrt.

C.2.3.17 Oberflachenplasmonresonanz-Studien

Durch Oberflachenplasmonresonanz-Studien mit de&CBIRE-Gerat (Fa. Biacore) sollte
eine mogliche Interaktion von Procathepsin X mitrsehiedenen Integrinen untersucht
werden.

C.23.17.1  Prinzip der Methode

Mittels Oberflachenplasmonresonanz (SPR) kénnesrdktionen zwischen Makromolekilen
in Echtzeit gemessen werden. Dabei wird einer petefitiellen) Bindungspartner kovalent
an eine Festphase gekoppelt. Dieser wird als Lidmzetichnet. Bei der Festphase handelt es
sich um ein mit carboxymethyliertem Dextran besatates Goldplattchen, das sich in einem
Sensorchip befindet. Uber den Sensorchip wird Pujédeitet, der den zweiten Bindungs-
partner, den so genannten Analyten, enthalt. Begreinteraktion des Analyten mit dem
Liganden kommt es zu einer Massenzunahme auf dem Gie in einer Verdnderung des
Brechungsindex resultiert. Diese wird vom Gerat gesen und in RU fgsponse unit$
angegeben. Der Verlauf der Bindung wird in einemssegramm dargestellt, bei dem die RU
auf der Y-Achse gegen die Zeit auf der X-Achse dsigjlt sind. Um eine gleichzeitige
Messung von Kontrollen und Proben zu ermdglichethat ein Sensorchip vier Flusszellen,
die unabhangig voneinander beschichtet werden kibridarch Verrechnen der Bindungs-
daten mit einer Negativkontrolle (i.d.R. BSA odeeekspur) kdonnen geratespezifische
Schwankungen ausgeglichen werden.

Der Verlauf eines Bindungszyklus laf3t sich in \Férasen einteilen (Abb.C.1).
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Nach der Injektion beginnt die Assoziation, bei der Analyt an den Liganden bindet. Es
kommt zu einem Gleichgewicht der Bindung, wenn [digsoziation des Liganden genau so
schnell erfolgt wie die Assoziation. Sobald dieskijon beendet ist und nur noch Puffer tber
den Chip lauft, beginnt die Dissoziation. Bevor eguer Zyklus gestartet wird, muss der
Chip regeneriert werden, damit alle Bindungsstelader frei liegen.

RU

Gleich-
gewicht

Assoziation

Regeneration

TUPPRG

i —
Puffer Injektion: Injektionsende:
Ligand Puffer T T
Injektionsende -
Injektion: Zeit
Regenerierungs-
puffer

Abb.C.1: Bindungszyklus am BIACORE-Gerat Die Bindungsdaten werden in einem SensorgramniRbls
(,response unity gegen die Zeit (in Sekunden) aufgetragen. NaHen&uterungen siehe Text. (Abbildung
modifiziert nach: Rehm, 2002).

C.2.3.17.2  Durchfihrung

Alle selbst hergestellten Losungen wurden vor derwéndung steril filtriert und entgast.
Liganden wurden vor der Immobilisierung gegen PiBydiert.

Immobilisierung der Liganden

Die Kopplung des Liganden an die Chipoberflache nka@mer verschiedene chemische
Gruppen erfolgen. Die von uns verwendeten CM5-Sehgus sind fur die Kopplung tber
Aminogruppen geeignet. Das Beschichten der Chipiéiobe wurde nach dem Protokoll der
Firma BIACORE durchgefuihrt (BIACORE, 1998). Bei dé&minkopplung werden die
Carboxymethylgruppen auf der Chipoberflache duiok &6sung aus N-Hydroxysuccinimid
und N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimiuydrochlorid) aktiviert. Es entstehen
N-Hydroxysuccinimidester, die spontan mit Aminerendnderen nukleophilen Gruppen des
Liganden zu kovalenten Bindungen reagieren konbemn Reaktion wird mit einer Injektion
von 1 M Ethanolamin-Hydrochlorid, pH 8,5 beendatelnem ersten Versuchsansatz wurde
Integrin a,B3 auf den Chip gekoppelt, allerdings konnte bei ehesVersuchsaufbau mit
Vitronektin als Analyt keine Bindung festgestellesden. Mdglicherweise verhindert die
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Immobilisierung die fur die Bindung notige Konfortimnsanderung des Integrins. Aus
diesem Grund wurden im Folgenden Vitronektin alsif®e und BSA als Negativkontrolle
einer Integrinbindung sowie neben Procathepsin ¢haAAA-Procathepsin X als zusatzliche
Kontrolle einer RGD-abhangigen Bindung immobilisier

Bindungsstudien

Um Schwankungen durch Unterschiede in den Salzkdrate®nen der Ldsungen zu
vermeiden, wurden die Analyten vor der Messung getgn Laufpuffer (25 mM Tris/HCI,
150 mM NacCl, 10 mM OctyB-D-Glukopyranosid, 1 mM MgG) 1 mM CaC}, 0,5 mM
MnCl,, pH 7,4) dialysiert. Die Integrine wurde Uber dEWNJECT-Befehl mit einem
Volumen von 40ul bei einer Flussrate von @/Minute injiziert. Mittels KINJECT-Befehl
konnen Schwankungen in der Messung durch die Iojelkdes Analyten minimiert werden.
Die Dissoziation erfolgte tUber 600 Sekunden bei gleichen Flussgeschwindigkeit. Die
anschlieBende Regeneration wurde durch Injektion &gl 4 M Guanidiniumhydrochlorid
durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten erfolgte clurdas BlAevaluation-Programm
Version 4.1. Die BSA-Kontrollspur wurde dazu jewseilon den anderen Spuren abgezogen.
Fir die Bestimmung der Bindungskonstante von Phegatin X an Integrin, 33 wurden funf
unterschiedliche Konzentrationen ay3s (50 — 500 nM) gemessen und unter Annahme eines
bimolekularen Modelles gefittet. Sowohl eine Assatibnskonstante jkals auch eine
Dissoziationskonstante; likonnten fur Vitronektin und Procathepsin X erhalteerden. Die
allgemeine Bindungskonstantg &rgibt sich aus k..

Fir die Blockierung der RGD-Bindestelle von Integxi,33 wurde zudem das RGD-Peptid in
einer Konzentration von UM (glést in DMSO) der Integrinlosung zugesetzt uiid 10
Minuten bei RT prainkubiert. In der Kontrolle wurdige entsprechende Menge an DMSO
zugegeben.
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C.24 Zellbiologische Methoden

Die meisten verwendeten zellbiologischen Methodedieser Arbeit wurden nach Angaben
von Celis durchgefiihrt (Celis, 1994). Abweichendetihdden anderen Ursprungs werden
nachfolgend im Detail genannt.

C241 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiur das Einfrieren wurden adharente Zellen und &usipnszellen gezéahlt und anschliel3end
bei 300 g fur 10 Minuten sedimentiert. Daraufhin rds das Sediment in sterilem
Einfriermedium (Kulturmedium, 20 % FCS, 10 % DMS@)fgenommen, so dass die
Konzentration der Zellen 4 x 16- 1 x 16 betrug und zu 1-1,5 ml in Kryordhrchen verteilt.
Ein schonendes, stufenweises Abkuhlen der Zellemteomit Einfrierboxen der Firma Nunc
(,Nalgené™ Cryo 1°C Freezing Contain8rauf Trockeneis erzielt werden. Zuletzt wurden
die Zellen fur die Langzeitlagerung in Flussigssickftanks transferiert und katalogisiert.

Zellen, die in flissigem Stickstoff gelagert warevyrden zunachst fur 1 Minute bei RT
inkubiert und danach in einem Wasserbad bei 37 &ngetaut. Anschliel3end erfolgte eine
sofortige Resuspension in 37°C warmem Kulturmediwm das im Einfriermedium
enthaltene, fur die Zellen toxische DMSO zu verddmnUm das DMSO vollstandig zu
entfernen, wurden die Zellen anschliel3end fur 1@utén bei 300 g sedimentiert und in
frischem Medium aufgenommen.

C.24.2 Kultivierung von Saugetierzellen

Tumorzelllinien wurden in den Routinewachstumsmed®@MI 1640 + 10 % (v/v) FCS (fur
THP-1-, PC3- und PNT1A-Zellen) oder DMEM + 10% (WWNCS (fur HEK293-, Hela-,
LNCaP und DU145-Zellen) unter Zugabe von Penidliireptomycin-Losung (1:100) im
Brutschrank bei 37°C, 5 % G&onzentration und 90 % Luftfeuchtigkeit kultivierElr
HUVEC wurde das Medium EBM-2 der Firma Cambrex \ardet, und mit den ndétigen
Zusatzen aus demByllet Kit* komplementiert (= Wachstumsmedium EGM-2). Alle
verwendeten Zelllinien und priméaren Zellen wurdam regelmafiigen Abstanden auf
Mykoplasmen-Kontaminationen tberpruft. Diese Koltgrowurden mit dem Mykoplasmen-
Kit von VenorGeM nach Kitanleitung durchgefihrt.

C.243 Subkultivierung von Saugetierzellen

Fur das Splitten von Suspensionszellen (THP-1) emudie Zellen zunéchst sedimentiert (10
Min, 300 g) und mit 1x PBS gewaschen. Nach Entierdes PBS wurden die Zellen in
Wachstumsmedium aufgenommen und ein Teil in eieaen Zellkulturflasche verdinnt und
weiterkultiviert.
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Um adharente Zellen (PNT1A, LNCap, HelLa, DU145, R2EBR) zu splitten, wurde das

Medium abgesaugt und die Zellschicht mit PBS gehasc AnschlielRend wurde eine
ausreichende Menge Trypsin-EDTA-LOsung (1x) auf dedlen gegeben, so dass diese
gerade bedeckt waren. Nach wenigen Minuten bei Biinten die Zellen durch leichtes

Klopfen an das Zellkulturgefal® von der Oberflacke&gt werden. Durch die Aufnahme der
Zellen in 10 ml frischem Medium mit anschlieBend®mindtiger Zentrifugation bei 300 g

wurde die Trypsin-EDTA-LOsung entfernt. Die Zellenurden erneut in frisches Medium

aufgenommen, gezahlt und in neue Zellkulturgefafsgesat.

HUVEC wurden nach dem Protokoll der Firma Cambrelkdndelt. Es war besonders darauf
Zu achten, dass diese Zellen hochstens 80 % konmflweirden, da sonst ein kontakt-
abhangiger Wachstumsstop eingeleitet wird. Ein Meavechsel wurde spatestens alle zwei
Tage durchgefuhrt.

C244 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde die Neubauer-Zahlkamveewendet. Hierbei handelt es sich
um einen speziellen Objekttrager, in den vier Gualljate eingraviert sind, von denen jedes
aus 16 Kleinquadraten besteht. Die Oberflache eMeubauer-Zahlkammer sowie das
dazugehorige Deckglas wurden mit 70 % Ethanol gageiNach leichtem Anfeuchten der
Auflagestege wurde das Deckglas auf die Zahlkamegigelegt und - falls noétig -
angedrickt. Das Erscheinen von Newton-Ringen zEigtkorrekten Sitz des Deckglases und
die richtige Hohe der Zahlkammer (0,1 mm) an. Da ldebendzellzahl bestimmt werden
sollte, wurde ein Aliquot der Zellen 1:1 mit eirfenypanblaulésung (0,5 % (w/v) Trypanblau
in PBS) gemischt. Trypanblau farbt tote Zellen blavihrend es von lebenden aktiv
ausgeschlossen wird. Die verdinnte Zellsuspensiomeavin den Zwischenraum pipettiert,
wobei Kapillarkrafte die Suspension unter das D&skgaugten. Anschlie3end wurde unter
dem Mikroskop die Anzahl der lebenden Zellen in daar Grof3quadraten bestimmt. Dabei
wurden jeweils die Zellen, die auf zwei der Seitamtien eines Quadrates liegen, mit
bertcksichtigt, wahrend die Zellen auf den beidedeaen Kanten nicht mitgezahlt wurden.
Uber einem GroRquadrat (Flache 1 fnmbstand Zahlkammer-Deckglas 0,1 mm) befindet
sich ein Volumen von 0,fil. Zur Umrechnung auf die Zellzahl pro ml muss dather Faktor

10 000 sowie die Verdinnung mit Trypanblau beriotksyt werden (Zellzahl/ml =
Mittelwert der vier GroRquadrate x Verdiinnungsfaktd ().

C.245 Isolierung von Monozyten und Granulozyten as Vollblut

Zur lIsolierung von Monozyten und neutrophilen Gilaayten aus Vollblut wurde die
MACS-Methode (Miltenyi Biotech) eingesetzt, wobée &ellen tUber spezifische Antikdrper
isoliert werden, die mit mikroskopisch kleinen Hikégelchen (Beads) verbunden sind. In
einem starken Magnetfeld, das an einem Saulcherlegtgwird, werden die mit den
Antikdrpern markierten Zellen festgehalten, diehtimarkierten Zellen kénnen die Saule
passieren. Zunachst wurden PBM@dfipheral blood mononuclear céflsin einem ersten
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Schritt aus Vollblut mittels Ficoll Paqlieéisoliert. Dazu wurden je 10 ml Blut von sechs
Spendern in Citrat-Réhrchen abgenommen und 1:388/EDTA/Nutridoma (PBS, 2 mM
EDTA, 0,5 % (v/v) Nutridoma), verdinnt. Mit dem dénnten Blut wurden jeweils eine 15
ml Ficoll Paqu& vorsichtig tiberschichtet und anschlieBend bei 56@ @0 Minuten bei RT
abzentrifugiert. Durch die Zentrifugation sammeltch die Monozyten (ca. 25 %) und die
Lymphozyten (ca. 75 %) in einer Ebene, die vorgichabgenommen wurde. Die
Granulozytenfraktion direkt Gber dem Erythrozytehiseent wurde ebenfalls abpipettiert. Die
entsprechende Leukozytensuspensionen wurden \gireind jeweils mit PBS/EDTA/Nutri-
doma 2-3x gewaschen (400 g, 10 Min, RT). Um veraigende Erythrozyten zu entfernen,
wurde die Granulozytensuspension mit Ery-Lysepyff& mM NHCI, 10 mM KHCQ, 0,1
mM EDTA) zunéchst fir 10 Minuten bei RT inkubieridudaraufhin mit diesem Puffer 2-3x
gewaschen (400 g, 10 Min, RT). AnschlieBend wurden Zellsedimente in je 500 pl
PBS/EDTA/Nutridoma aufgenommen und mittels Neubal#ikammer die Zellzahl
bestimmt. Es folgte die Inkubation der Monozyteml lwymphozyten mit CD14-MicroBeads
und der Granulozytensuspension mit CD15-MicroBehads 4°C fur 15 Minuten. Die
eingesetzte Menge an MicroBeads wurde der Zellzahgeglichen und nach dem
vorliegenden Protokoll eingesetzt. AnschlieRenddeuwlie Separation der Zellen wie in der
Anleitung beschrieben durchgefiihrt. Die Zellzahlrdainochmals bestimmt und Fraktionen
von jeweils 1 x 10Zellen/ml hergestellt.

C.24.6 Stimulierung von Zellen

Fur die Stimulierung von Zellen wurde dem jeweilig®ledium statt FCS 1 % (v/v)
Nutridoma beigegeben, um auf diese Weise ein defes Medium einzusetzen, da die
Zusammensetzung von FCS chargenabhangig stark skew&ann. Stimulierungen wurden
in Dupletts oder Tripletts durchgefthrt.

C.246.1 Differenzierung der Zelllinie THP-1 mit AMA und ATRA

Fur die Stimulation von THP-1-Zellen mit PMA (PhoHi2-Myristat-13-Acetat) und ATRA
(all-trans Retinsaure) wurden 2 x°1dellen/ml in einer Zellkulturplatte in Wachstums-
medium ausgesat und 50 ng/ml PMA odeuM ATRA zugegeben. AulRerdem wurde eine
unstimulierte Kontrolle mitgefuhrt. Nach 1, 2, 3du Tagen wurden die Zellen geerntet und
die Zellzahl bestimmt, um Lysate gleicher Zellkomzationen herzustellen. Zudem wurde fir
die weitere Analyse der Zellkulturtiberstand isalier

C.24.6.2 Stimulierung von Zellen mit Vitronektin

Alle Zelllinien wurden, sofern nicht abweichend aggben, mit je 1Qug/ml Vitronektin fur

24 Stunden stimuliert. THP-1-Zellen wurden in ein@nzentration von 5 x f0Zzellen
ausgesat. Vitronektin wurde in StimulationsmediuRPI + 1 % Nutridoma) zu einer
Konzentration von 20 pg/ml vorverdinnt und ans®died eine entsprechende Menge in die
Vertiefungen mit der Zellsuspension pipettiert,dass die Endkonzentration an Vitronektin
10 pg/ml betrug. Adhérente Zellen wurden am Vogaggesat, so dass sie zum Zeitpunkt der
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Stimulation ca. 50 % konfluent waren. Fir die Stemion wurde das Kulturmedium entfernt,
die Zellen kurz mit PBS gewaschen und Simulatiordome mit 10 pg/ml Vitronektin auf die
Zellen gegeben. Fir jeden Messwert wurden mindesteri Kavitaten ausgesat.

c247 siRNA-Transfektion von HUVEC

Fur die Niederregulation von (Pro)Cathepsin X in\HRC wurden die spezifischen siRNAs
CatX304 und CatX913 eingesetzt, die an untersdblesllSequenzen im mRNA-Molekiil
binden. Als Kontrollen wurden sowohl eine unspezifie SIRNA (Nonsilencing) als auch ein
Derivat von CatX304 (die sogMjsmatchi-Kontrolle) eingesetzt, welches zwei ausgetauschte
Basen enthalt.

Fur die Transfektion wurden HUVEC am Vortag zu eilenge von 4000 Zellen/chin 6-
well Platten ausgesat. Die Transfektion wurden jsmeach den Protokollen der Firmen
Qiagen (HiPerFect) oder Invitrogen (Lipofectamir0@P durchgefihrt. Fur die Transfektion
mit HiPerFect wurde jede siRNA in einer Konzentrativon 50 nM mit 164l HiPerFect
eingesetzt. Entsprechend wurden die siRNAs mit fieipg@amin 2000 bei einer Konzentration
von 40 nM und 4ul/Kavitat transfiziert. Nach einer 5stindigen Inktibn im Brutschrank
wurde das Medium gewechselt.

Um HUVEC mit einem niederregulierten (Pro)CathepsiBpiegel in einem Invasions-
versuch zu testen, wurden die Zellen wie oben bedmn transfiziert. Nach 24 Stunden
folgte eine zweite Transfektion mit den siRNAs urdenselben Bedingungen. Finf Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen 1 : 1 géspl Am darauffolgenden Tag wurde der
Invasionsversuch wie in C.2.4.9 beschrieben duiftinge

c.248 Bestimmung der Adhé&sion

Fur den Adhéasionsversuch wurde am Vortag eine MapiMikrotiterplatte (96-well, Nunc)
beschichtet. Dazu wurden die verwendeteten Prot@tieonektin, BSA, Procathepsin X,
AAA-Procathepsin X, RAD-Procathepsin X und Catheps) in PBS zu je fug/ml verdinnt.
Pro Vertiefung wurden 5@l Proteinldsung pipettiert, wobei die BeschichtungTripletts
oder Quadruplets erfolgte. Die Platte wurde bei db6€r Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Platte entleert undidrder Beschichtungslosungen mit einer
Pipette komplett entfernt. Es folgte die Blockieguter Platte mit einer Losung aus 7,5 %
BSA in dH,0O. Dazu wurden je 100l/Vertiefung pipettiert und die Platte fur 4 Stundeei
4°C inkubiert. Um die HUVEC hungern zu lassen, veusdéhrenddessen das Zellkultur-
medium (EGM-2) durch Serum-freies Medium (DMEM)adrs. Die Zellen wurden fur 30
Minuten im CQ-Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die l&elmit Accutase
abgedaut und in Bindungspuffer (DMEM, 1 % BSA, &1 MnCl,) aufgenommen. Die
Zellen wurden gezahlt und die Zellzahl auf 4 X Zéllen/ml mit Bindungspuffer eingestellt.
Nach Entfernung der Blockierungslésung von der btikerplatte wurden je 10@ der
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Zellsuspension pro Vertiefung ausgesat. Die Zelamrden fur 1,5 Stunden im GO
Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden die telaiuf einem saugfahigem Zellstofftuch
entleert und verbleibendes Medium mit einer Pipetiesichtig entfernt. Mit einer Multipette
wurden daraufhin 10Ql pro Vertiefung Waschlésung (DMEM, 0,2 mM Mn{kugegeben.
Dieser Schritt wurde noch zwei Mal wiederholt um$ehlielend die Waschlésung mit einer
Pipette komplett entfernt. Fur die Fixierung wurahei der Multipette 10Qul/Vertiefung 1 %
(v/v) Glutaraldehyd in PBS auf die Zellen gegebed dlie Platte fir 10 Minuten bei RT
inkubiert. Daraufhin wurde die Fixierungslosung laett entfernt und die Zellen gefarbt.
Dazu wurde 10@l/Vertiefung 0,1 % (w/v) Kristallviolett in dbD zugegeben und die Platte
far 20 Minuten bei RT inkubiert. Die Platte wurdeederum auf saugféahigem Zellstofftuch
entleert und verbleibende Losung mit einer Pipatisichtig entfernt. Durch das mehrmalige
Eintauchen der Platte in Leitungswasser wurde @héssige Farbungslosung entfernt. Das
Leitungswasser wurde mit einer Pipette kompletteent und die Platte bei RT 5-10 Minuten
getrocknet. Fir die Lyse der Zellen und damit deidétzung des Farbstoffes wurde mit der
Multipette 50ul/Vertiefung 0,5 % (v/v) Triton X-100 in d#D zugeben. Fir die Auswertung
wurde die OD bei 595 nm mit dem Geréat Safire 2 éheSystems) bestimmit.

C.24.9 Bestimmung der Transmigrationsrate von HUVE

Um die Transmigrationsrate von Zellen zu Uberprifearden Invasionsversuche mit Hilfe
der Boyden-Kammer durchgefihrt. Eine Boyden-Pl@gdterning, 24-well, Porengro3egsn,
12 Einséatze) wurde mit 40y humaner EZM (BD Biosciences) pro Einsatz bestbicibazu
wurden die EZM in Serum-freiem Medium (DMEM) auheiEndkonzentration von 50 pdy/
verdunnt und jeweils 200l in einen Einsatz gegeben. Die Platte wurde udeerSterilbank
Uber Nacht mit getffnetem Deckel getrocknet. Amhséen Tag wurde vor Beginn des
Versuches die eingetrocknete Matrix rekonstituiedem 200ul Serum-freies DMEM in die
Einsatze gegeben wurden. Die Matrix wurde zum @ueliiir 2 Stunden bei RT mit
geschlossenem Deckel inkubiert. Wahrenddessen wurdi$/EC 1x mit PBS gewaschen
und mit Accutase abgedaut. Anschliel3end wurderZédilen abzentrifugiert (300 g, 10 Min)
und in DMEM + 1 % (v/v) Nutridoma aufgenommen undzghlt. Nach nochmaligem
Abzentrifugieren wurden die Zellen durch Zugabeetgsprechenden Volumina an DMEM +
1 % (v/v) Nutridoma auf eine Konzentration von %-80° Zellen/ml eingestellt. Das Medium
in den Einséatzen wurde abgesaugt und durch je 2®ellsuspension ersetzt. Es wurden
Triplett-Werte ermittelt. In die Vertiefungen ohkgnsatze wurde je 60dl DMEM + 1 %
(v/v) Nutridoma + 10 % (v/v) humanes Serum pipettidnschlieRend wurde die Boyden-
Kammer fur 45 Minuten im C@Inkubator belassen, damit sich die Zellen an d&VIE
anheften und sich Temperatur und pH-Wert der Mediagleichen konnten. Nach der
Inkubationszeit wurden die Einsdtze mit einer kariPinzette luftblasenfrei in die
Vertiefungen mit dem Serum-haltigem Medium gesdizt.folgte eine Inkubation im GO
Brutschrank fur 4,5 Stunden. Uberschiissige Zellsusipn wurde lysiert und fir die Western
Blot bzw. ELISA-Analyse bei —20°C aufbewahrt. Nader Inkubationszeit wurde die
Invasion der Zellen bestimmt. Dazu wurde zunacket Wedium abgesaugt und nicht-
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invadierte Zellen auf der Oberseite der Einsatzedem mit Hilfe von Wattestdbchen entfernt.
Daraufhin wurden die Einsatze mit PBS (8Q0Vertiefung) gewaschen. Anschlielend
wurden die verbleibenden Zellen auf der UntersgiteEinsatze durch die Zugabe von je 800
pl eiskaltem Methanol mit einer 10minutigen Inkubatbei 4°C fixiert. Der Methanol wurde
abgesaugt, durch je 8QOPBS + 0,2 % (v/v) Triton-X-100 ersetzt und fur Mnuten bei RT
auf dem Schittler (80 rpm) inkubiert, um die Zelféndie anschlieBende DAPI-Farbung zu
permeabilisieren. DAPI (4,6-Diamidin-2-Phenylindd§gert sich bevorzugt an AT-reiche
Regionen in der kleinen Furche der DNA an und eenituinter Anregung von ultraviolettem
Licht blaues Licht. Dadurch werden die Zellkerneablangefarbt. Nach Entfernen der
Permeabilisierungslosung wurden je 6QD Farbeldosung (PBS + DAPI, 1:7500) in die
Vertiefungen gegeben und die Platte fur 3 MinutarCunkeln auf dem Schiittler inkubiert.
Anschlie3end wurde die Farbeldsung abgesaugt wn&idsatze mit 3x mit PBS gewaschen.
Zum Schluss wurden je 1,6 ml PBS in die Vertiefungegeben und die Platten mittels
Epifluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Dazu wurdteemem 4fach-Objektiv jeweils ein
Gesichtsfeld fotographiert (SensiCam QE) und dieorBtszierenden Zellkerne unter
Benitzung der ImageProPlus- Software ausgezéahiteiré Auswertung zu einem spateren
Zeitpunkt wurden die Platten mit Parafilm verscbis und bei 4°C im Dunkeln gelagert.
Selbst nach mehreren Wochen konnte noch Fluoresiegaktiert werden.

C.2.4.10 Immunfarbung von HUVEC

Um eine mogliche Kolokalisation von Integron33 mit Procathepsin X zu untersuchen,
wurden HUVEC mittels spezifischer Antikorper angbtd HUVEC schienen fur diesen
Zweck besonders geeignet, da ihre hohe Expresatenisir das Integrin, 33 bekannt ist.

C.2.4.10.1  Epifluoreszenzmikroskopie

Die Immunfarbung fur die Epifluoreszenzmikroskopierde nach einem Protokoll von Prof.
Dr. Klaudia Brix (Jakobs-Universitat Bremen), dugefiihrt. Zunachst wurde eine PFA-
Stocklésung (16 % (w/v) Paraformaldehyd) fur digiéiung der Zellen vorbereitet. Dazu
wurden 16 g PFA in 60 ml di@ unter Ruhren auf 60°C im Wasserbad erhitzt. Egdalie
tropfenweise Zugabe von 1 N NaOH bis das PFA \alidig gelost war. Die Losung wurde
noch fur 1 Minute weitererhitzt und anschlieBend di,O auf 100 ml aufgefillt. Nach
Filtration (0,2um) ist die Losung bei 4°C fir 2-3 Wochen haltbagsideiteren wurde vor der
Farbung auch das Einbettmedium vorbereitet (Rodagu Deinhardt, 1960). Dazu wurden 5
g Mowiol 4.88 (Hoechst) in 20 ml 100 mM Tris pH §6l6st, indem es fir 16 Stunden bei
RT geruhrt wurde. Daraufhin wurden 10 ml 100 % Yv@lyzerin zugegeben und nochmals
fur 16 Stunden gerthrt. AnschlieRend wurde die bgsm 1 ml Aliquots abgefullt und bei -
20°C gelagert. Kurz vor der Verwendung wurde desumy 50 mg/ml DABCO (1,4-
Diazobicyclo-octan, Sigma-Aldrich) als Antibleichibel zugegeben, gemischt und anschlie-
Bend bei 13 000 rpm fur 20 Minuten in einer Tisch@iige abzentrifugiert (Johnson et al.,
1982)
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Fir die Immunfarbung von HUVEC wurden diese am &grin ,BD Chamber Slidésca. 30
% konfluent ausgeséat. Am darauffolgenden Tag wude Wachstumsmedium 0,5 mM
MnCl, zugesetzt und die Zellen fir 10 Minuten bei RTnsiiert. AnschlieRend wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewasdierolgte die Fixierung der Zellen mit
8 % PFA/200 mM Hepes, pH 7,4 fur 10 Minuten bei G7Daraufhin wurden die
Objekttrager zunachst mit 200 mM Hepes, pH 7,408 Minuten und dann mit PBS 3x flr
5 Minuten gewaschen. Die Waschschritte erfolgtehesmem Horizontalschittler (80 rpm).
Im nachsten Schritt wurden unspezifische Proteshioigsstellen durch Inkubation mit 3 %
BSA in PBS bei 37°C fur 30 Minuten blockiert. Im #ahluss folgte 6x Waschen fur 5
Minuten mit 0,1 % BSA in PBS. Die Inkubation mitrdprimaren Antikérpern wurde tber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer durchgefilbeizu wurden sowohl der Antikdrper
gegen Procathepsin X (Kaninchen) als auch der Argide LM609 (Maus) gegen Integrin
ayB3in 0,1 % BSA/PBS im Verhaltnis 1:100 verdinnt. @ wurde ein Kontrollfeld ohne
primaren Antikérper mitgefiihrt. Durch 6x Wascherr f@ 5 Minuten wurde nach der
Inkubation Uberschissiger Antikdrper entfernt. lacsten Schritt wurden die Praparate mit
den sekundaren Antikérpern inkubiert. An diese Karper sind fluorophore Molekile
gekoppelt, die bei Anregung mit Licht einer bestiemWellenlange fluoreszieren, d.h. Licht
mit einer anderen WellenlAnge emittieren. Die Verding dieser Antikorper erfolgte
ebenfalls in 0,1 % BSA/PBS, wobei der sekundareik@rper gegen Kaninchen in einer
Konzentration von 1Qug/ml und der Antikérper gegen Maus in einer Konzsimdn von 20
pug/ml eingesetzt wurden. Nach einer Inkubationszait 1 Stunde bei RT wurden die Zellen
erneut gewaschen, zuerst 3 x fur 5 Minuten mit RB& dann 3 x fur 2 Minuten mit dB.
Zum Schluss wurden die Praparate mit Mowiol/DABGQygedeckelt.

C.2.4.10.2 Konfokale Mikroskopie

Die Farbung und Auswertung fir die konfokale Miktogie wurde von PD Dr. Stefan Zahler
am Department fir Pharmazie der LMU Minchen durfiige Dazu wurden HUVEC
isoliert und kultiviert (Gonscherowski et al., 200&or der Farbung wurden die Zellen auf
Objekttragern |§-slides, Ibidi, Minchen) ausgesat und fur 1 Stuind€CO,-Brutschrank mit
den primaren Antikorpern (anti-Procathepsin X, 0:lihd/oder ante,33 LM609, 1:100)
inkubiert. Nach Waschen mit PBS (3x) wurden didetemit 3,7 % PFA fixiert, erneut mit
PBS gewaschen und mit den sekundaren AntikoérperegéZanti-Kaninchen markiert mit
Alexa 488, oder Ziege-anti-Maus markiert mit Ale&@3 (Invitrogen)) inkubiert. Mit dieser
Methode sollten nur extrazellulare Proteine deggktwerden. Alternativ wurden adharente
Zellen fur 15 Minuten mit 3,7 % PFA fixiert und f@& Minuten mit 0,2 % Triton-X-100
permeabilisiert. Nachdem die Zellen mit PBS gewasctvurden, wurde die Antikdrper-
inkubation wie oben beschrieben durchgefihrt. Nidfubation mit den sekundaren Anti-
korpern wurden die Zellen gewaschen und in Permaflledium (Thermo Shandon,
Pittsburgh, PA) eingedeckelt. Die Mikroskopie egtel mit einem konfokalen Mikroskop
(LSM 510 Invert, Zeiss, Jena, Deutschland).
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C.2.4.10.3  Transmissionselektronenmikroskopie

Die Farbung und Auswertung der Transmissionselakmmmikroskopie (TEM) wurde von
Frau PD Dr. Stockelhuber an der Anatomischen And&al LMU Miunchen durchgefihrt. Fur
diese Methode wurden HUVEC mittels Accutase abgedad auf eine Konzentration von 4
x 10° Zellen/ml in EGM-2 + 0,5 mM MnGlverdiinnt. Die Zellsuspension wurde auf Grids
aufgetragen und fir zwei Stunden im £l@kubator belassen, um die Adhasion zu gewahr-
leisten. Fur die Farbung wurden die Grids mit jeubQnterschiedlicher Losungen behandelt.
Zunachst wurden die Zellen mit PBS + 0,5 mM Mn@éwaschen. Es folgte die Fixierung
der Zellen mit 4 % PFA und 0,5 % Glutaraldehyd iwmefensen Puffer (0,1 M
NaoHPOJ/NaH,PQy, pH 7,4) fr 20 Minuten. AnschlieRend wurde mitS*gewaschen. Nach
Inkubation mit 50 mM Glyzin fir 15 Minuten und eutem Waschen mit PBS, wurden die
Zellen mit PBS + 2,5 % BSA + 2,5 % Ziegenserum3aimMMinuten blockiert. Danach erfolgte
die Farbung mit den ersten Antikdrpern gegen (Pat)€psin X (aus Kaninchen, 1:10
verdiinnt) und digs-Integrinuntereinheit (Mab2008) fur 1 Stunde bei, RI&nn Uber Nacht
bei 4°C und nochmals fir 1 Stunde bei RT. Nach Wasanit PBS wurde mit den zweiten
Antikorpern fur 2 Stunden bei RT inkubiert, die n@bldpartikeln konjugiert sind (anti-
Kaninchen mit 10 nm, anti-Maus mit 6 nm Partikelgg1:100 verdiinnt). Zusatzlich wurden
Kontrollen mitgefihrt, bei denen die primaren Aitiger weggelassen wurden. Nach der
Inkubation wurden die Grids 4 x 5 Minuten mit PB&Ib x 1 Minute mit dpO gewaschen.
Zum Schluss erfolgte die Kontrastierung der Zelem Uranylacetat fir 15 Minuten. Die
Auswertung wurde an einem Transmissionselektronemsikop (CM 10, Philips,
Eindhoven, Niederlande) durchgefihrt.
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D Ergebnisse

Anmerkung Im Folgenden wird der Name ,Procathepsin X* awrschiedene Weisen

geschrieben. Wenn nicht eindeutig davon ausgegawgetien kann, dass die Proform oder
das gereifte Enzym detektiert wurde, so wird ,Pio" Klammern gesetzt. Bei einer

eindeutigen Identifizierung wird entweder ,Procaisi@ X* oder ,,Cathepsin X* angegeben.

Dies gilt auch fir andere Cathepsine.

D.1 Regulation der Expression und Sekretion von (B)Cathepsin X

Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die mer é/erédnderung der extra- und
intrazellularen Konzentrationen von (Pro)CathepXinfuhren, kann zur Aufklarung der

(patho-)physiologischen Funktion dieser Proteasgrdgen. Daher ist die Suche nach
biologischen Stimulatoren oder Inhibitoren der Eegsion und Sekretion von (Pro)Cathepsin
X von grof3em Interesse.

D.1.1 Expression von (Pro)Cathepsin X in Leukozyte

Zunachst wurde die natirliche Expression von (Path)€psin X in Leukozyten untersucht.
Dazu wurden Monozyten, Granulozyten und Lymphozyteih dem MACS-System aus
humanem Vollblut isoliert, gezahlt und Lysate dheic Zellzahlen hergestellt. Der
(Pro)Cathepsin-X-Gehalt wurde mittels ELISA und Wées Blot bestimmt (Abb.D.1).

A B
3000 1 kba X M G L
£
g 37- —
& 2000 - 34- a—
£
2
bod
& 1000 1
°
o
0 T T 1
M G L

Abb.D.1: Expression von (Pro)Cathepsin X in Leukozien. Humane Leukozyten wurden aus Vollblut isoliert
und Uber Oberflachenmarker in Monozyten (M), Gramylen (G) und Lymphozyten (L) getrennt. Lysate
gleicher Zellzahlen wurden im ELISAA} und Western BlotR) auf (Pro)Cathepsin X hin untersucht. Die
starkste Expression zeigen Monozyten. Granulozygprimieren deutlich weniger (Pro)Cathepsin X, fur
Lymphozyten ist die Expression fast nicht nachwaislhX = rekombinantes, deglykosyliertes Cathepsin
aufgrund der Deglykosylierung lauft diese Bandeastwnterhalb der nativen, glykosylierten Form.
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(Pro)Cathepsin X wird am starksten in Monozytenrewjert (ca. 1,8ug/mg Gesamtprotein)
wahrend in Granulozyten mit ca. U8/mg Gesamtprotein deutlich weniger von der Prateas
vorhanden ist. In Lymphozyten ist (Pro)Cathepsikaim nachweisbar. Der Western Blot
zeigt, dass fast ausschlief3lich die gereifte Fd@atl{epsin X) mit einem Molekulargewicht
von ca. 36 kDa im Lysat zu finden ist. Procathepsiware bei einem Molekulargewicht von
ca. 39 kDa zu erwarten.

Um die differentielle Expression von (Pro)Cathepsim Leukozyten nédher zu untersuchen,
wurde in weiteren Versuchen ein Zellkulturmodelt flie Entwicklung von Monozyten zu
Makrophagen verwendet.

D.1.2 Differenzierung von THP-1-Zellen mit PMA undATRA:
Expression und Sekretion von (Pro)Cathepsin X

Bei THP-1-Zellen handelt es sich um eine Tumoredl] die von einer akuten monozytaren
Leukdmie stammt. Mit diesen Zellen konnen Diffeierungsstudien durchgefihrt werden,
da manin vitro die Entwicklung zu Makrophagen-ahnlichen Zellersléasen kann. Dazu
werden unter anderem PMA (Phorbol-12-Myristat-13#at) und ATRA (all-trans Retin-
saure) verwendet. Nach Stimulation von THP-1-ZettehPMA werden die Zellen adharent
und &hneln in ihrer Morphologie Makrophagen, wabdrdar Effekt von ATRA phénotypisch
weniger stark ausgepragt ist, da die Zellen in 8uosjon bleiben und nur zum Tell leicht
anhaften (Matikainen & Hurme, 1994).

Um die Expression und Sekretion von (Pro)Cathepsiwdhrend der Differenzierung zu
untersuchen, wurden THP-1-Zellen sowohl mit PMA (gml) als auch mit ATRA (300
ng/ml) stimuliert und die Menge an (Pro)Cathepsinnxch 24, 48, 72 und 96 Stunden
quantitativ mittels ELISA bestimmt (Abb.D.2). In &gten nahm der Gehalt an (Pro)Cathep-
sin X bei ATRA-stimulierten Zellen ab, wahrend eei bPMA-stimulierten Zellen
(Pro)Cathepsin X stark anstieg, so dass, verglichgmem 24 Stunden-Wert, nach 96 Stun-
den die vierfache Menge an (Pro)Cathepsin X in TiHRellen vorhanden war (Abb.D.2A).

Als Hinweis auf eine kontinuierliche Sekretion akkulierte die Konzentration von

(Pro)Cathepsin X im Zellkulturiiberstand bereitsinstimulierten Zellen im Verlauf der Zeit

(Abb.D.2B). Bei ATRA-stimulierten Zellen wurde jedo weniger (Pro)Cathepsin X

sezerniert. Die Unterschiede waren besonders na&chun@d 96 Stunden deutlich. Die
Behandlung von Zellen mit PMA bewirkte hingegen eeiverstarkte Ausschittung von
(Pro)Cathepsin X, so dass nach vier Tagen bis 8uinggPro)Cathepsin X/mg Gesamtprotein
gemessen werden konnte.

61



>
w

44 1000 -
800 -
600
400 -
14
200 -
0 . . 0 il ———

Unstimuliert ATRA PMA

X-facher Anstieg von (Pro)Cat X
im Vergleich zu Tag 1
N
ng (Pro)Cat X/mg Zellprotein

Unstimuliert ATRA PMA

Abb.D.2: Zeitverlauf der Stimulation von THP-1-Zellen mit PMA und ATRA. THP-1-Zellen wurden mit
PMA (50 ng/ml) oder ATRA (300 ng/ml) fir 4 Tage irtkert. Mittels ELISA wurde der (Pro)Cathepsin-X-
Gehalt in ZelllysatenAX) und ZellkulturiiberstandB) bestimmt. PMA fuhrt sowohl extra- als auch ingthaar
zu einem starken Anstieg von (Pro)Cathepsin X, esdhrfir ATRA der (Pro)Cathepsin-X-Gehalt im Verglei

zur Negativkontrolle sinkt. weiR = 24 Stunden, tpelll = 48 Stunden, dunkelgrau = 72 Stunden, schw&&
Stunden

D.1.3 Stimulierung der Freisetzung von Cathepsinendurch physiologische
Agentien

Bei weiteren Stimulationsversuchen sollten nun mhggische Agentien hinsichtlich einer

maoglichen Wirkung auf die Regulation von (Pro)Catie X primar in THP-1-Zellen
untersucht werden.

D.1.3.1 Wirkung von Zytokinen und EZM-Proteinen auf die Freisetzung von
(Pro)Cathepsin X

Die differentielle Expression von (Pro)CathepsininKImmunzellen (D.1.1) laf3t auf eine
Funktion im Immunsystem schlieBen, weshalb fir Wechstumsfaktoren und inflamma-
torische Zytokine als moégliche Regulatoren von bdsoem Interesse waren. Da auch EZM-
Proteine die Expression und Sezernierung von Fsetebeeinflussen kdnnen, wurden diese
ebenso als physiologisch relevante StimulatoreBetracht gezogen. Der (Pro)Cathepsin-X-
Gehalt im Zellkulturiiberstand von THP-1-Zellen, dien mit verschiedenen Zytokinen und
EZM-Proteinen behandelt worden waren, wurde wiedemuittels ELISA bestimmt und als
Mal fur einen Stimulationseffekt gewertet.

Die Wachstumsfaktoren T@F (,transforming growth factor5) und EGF (gepidermal
growth factof) wirken auf diverse Zelltypen sowohl wachstumsi#md als auch
wachstumsinhibierend, aber auch chemotaktische puoliferative Einflisse sind bekannt.
Wie in Abb.D.3 gezeigt, scheint TBHedoch auf die Sezernierung von (Pro)Cathepsin X
keinen Effekt zu haben. Konzentrationen von 5, 1, @hd 0,001 ng/ml bewirkten keine
Veranderung in der Menge an sezerniertem (Pro)@aimeX in THP-1-Zellkulturiiberstand
nach 24 Stunden Inkubationszeit. Auch EFG (100 hdgZeigte keinen Stimulationseffekt.

62



Das proinflammatorische Zytokin TN#(, Tumornekrosefakton*) spielt im Immunsystem
u.a. auch eine wichtige Rolle bei der Zytolyse vianrmorzellen. Jedoch fihrt selbst eine
Konzentration von 50 ng/ml bei THP-1-Zellen zu leiveranderung der (Pro)Cathepsin-X-
Konzentration im Medium.

Interleukine, wie das proinflammatorisch wirksankel erfiilllen ebenfalls wichtige Auf-
gaben bei der Modulation der Immunantwort, wahréiedChemokine MCP-1 und RANTES
als starke Chemoattraktoren fur Zellen des Immuesys bekannt sind (Reale et al. 2001).
Die Menge an (Pro)Cathepsin X blieb nach Inkubatiam THP-1-Zellen mit IL-

(» Interleukin 18°) (500 U/ml), MCP-1 (ymonocyte chemoattractant proteif)-iind RANTES
(,regulated upon activation, normal T-cell expresseshd secreted (je 100 ng/ml)
allerdings ebenfalls unverandert.

Auch die extrazellularen Matrixproteine Lamininbfanektin und Kollagen IV hatten in

einer Konzentration von 10 pg/ml keinen Effekt dig Sezernierung von (Pro)Cathepsin X
(Abb.D.3). Lediglich mit Vitronektin wurde ein Aneg des (Pro)Cathepsin X auf die
zweifache Menge beobachtet. Da die anderen Matigpre in der gleichen Konzentration
(10 pg/ml) keine Veranderung verursachten, lals @ief einen spezifischen Vitronektin-
Effekt schlieRen. Deshalb wurde der zugrundeliegeWdrkmechanismus im Folgenden
naher untersucht.

14,0 -
12,0 A -
10,0 A

8,0 4 .

6,0 -

(Pro)Cathepsin X ng/ml

4,0 1

2,0

0,0

Abb.D.3: Stimulation von THP-1-Zellen mit Zytokinen und EZM-Proteinen. In zwei voneinander
unabhéngigen Versuchen wurden THP-1-Zellen mit @ 1; 0,1; 0,001 ng/ml), EGF (100 ng/ml), T&F
(50 ng/ml), IL-B (500 U/ml), MCP-1 (100 ng/ml), RANTES (100 ng/mBipronektin (10ug/ml), Laminin
(10 pg/ml) Kollagen IV (10ug/ml) und Vitronektin (10ug/ml) stimuliert. Nach 24 Stunden Inkubation im
Brutschrank erfolgte die Messung von (Pro)CathepXinim Zellkulturiiberstand mittels ELISA. Nur
Vitronektin bewirkte einen Anstieg von (Pro)Cathieps im Medium.
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Es stellte sich nun die Frage, ob Vitronektin norLidsung oder auch immobilisiert an
Zellkulturplatten in der Lage ist, die Freisetzuran (Pro)Cathepsin X zu stimulieren, da es
auch physiologisch in beiden Formen (d.h. in dekdation bzw. als EZM-Bestandteil)
vorkommen kann. Zudem sollte Uberprift werden, @bim I6slicher Form nicht effektiven
EZM-Proteine als Festphase eine Freisetzung voon)@athepsin X aus THP-1-Zellen
induzieren. Deshalb wurden die Kavitaten der Zdilkplatten mit jeweils 1ug/ml der
einzelnen EZM-Proteine beschichtet und die THP-lleAein diesen Kavitaten ausgesat.
Nach 24-stindiger Inkubation im Brutschrank wurder dellkulturiiberstand im ELISA
getestet. Abb.D.4 verdeutlicht, dass immobilisetétronektin im Gegensatz zur l6slichen
Form keinen Einfluss auf die Freisetzung von (Pabh€psin X bei THP-1 auslbte.
Ebensowenig wirkte sich Beschichtung mit Laminiiiprénektin, Kollagen IV oder BSA auf
diesen Prozess aus.

8_

(Pro)Cat X ng/ml
N

uB VN LM FN Koll IV BSA

Abb.D.4: Stimulation von Zellen mittels EZM-Proteinbeschichtung Zellkulturplatten wurden tber Nacht mit
Vitronektin (VN), Laminin (LM), Fibronektin (FN), Kllagen IV (Koll IV) oder BSA (Kontrolle) beschiaki;

als weitere Kontrolle dienten unbeschichtete Kagitd (UB). THP-1-Zellen wurden ausgesat und der
(Pro)Cathepsin-X-Gehalt im Zellkulturiiberstand n2dhStunden mittels ELISA gemessen. Die EZM-Begehic
tung flhrte zu keiner verstarkten Freisetzung \Rno)YCathepsin X.

D.1.3.2 Wirkung von Vitronektin auf die Freisetzung von Cathepsin B und
Cathepsin L

Um zu untersuchen, ob neben (Pro)Cathepsin X aoch andere Cysteinproteasen nach
Vitronektin-Stimulation vermehrt sezerniert werdemyrden THP-1-Zellkulturiberstande auf
die Freisetzung der Cathepsine B und L hin untétsdriir Cathepsin B stand ein ELISA zur

Verfugung, wahrend Cathepsin L mittels eines spEtien Antikorpers im Western Blot
untersucht wurde.

Wie in Abb.D.5 dargestellt, konnte gezeigt werdeass diese beiden Cathepsine ebenfalls
nach Vitronektin-Stimulation (1Qug/ml) vermehrt ausgeschuttet werden. Ahnlich wié be
(Pro)Cathepsin X verdoppelte sich die Konzentrateon Cathepsin B im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle (Abb.D.5A). Eine deutlichErhdhung der Konzentration an
sezerniertem Cathepsin L nach Stimulation mit Vigktin wurde auch im Western Blot
sichtbar (Abb.D.5B). Die Bande entspricht in ihtexufhdhe (ca. 43 kDa) der Proform von
Cathepsin L (Reilly et al., 1990).
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Abb.D.5: Stimulation von THP-1-Zellen mit Vitronektin. THP-1-Zellen wurden mit 1Qg/ml Vitronektin
fur 24 Stunden stimulierd Der (Pro)Cathepsin-B-Gehalt im Zellkulturiberstawdirde mittels ELISA
bestimmt. VN fihrt zu einer Erhdhung der (Pro)Cp#ie-B-KonzentrationB Western Blot von THP-1-
Zellkulturiberstanden. VN fihrt zu einer Erhéhurgy @Pro)Cathepsin-L-Konzentration. Anti-Cathepsin-L
Antikérper 1:2000; rL = rekombinantes Cathepsin L

D.1.3.3 Zeit- und Konzentrationsabh&ngigkeit der Sinulation mit Vitronektin

Um die Bedingungen fir eine optimale Stimulatiom @eiP-1-Zellen zur Freisetzung von
(Pro)Cathepsin X zu finden, wurden unterschiedlidghenzentrationen von Vitronektin
getestet und die verstarkte Sekretion von (Pro}pain X im ELISA gemessen. Ebenso
sollte auch der Zeitverlauf der Stimulation verfolgerden, um den am besten geeigneten
Zeitpunkt fur die Messung zu bestimmen.

Bereits nach 4 Stunden Inkubationszeit konnte marene Effekt durch Vitronektin
beobachten, der sich jedoch nach 6, 8 und 10 Stumidht weiter verstarkte (Abb.D6A). Erst
nach 24 Stunden kann man eine zweifache Erh6hung(Roo)Cathepsin X im Medium
beobachten. Nach 31 Stunden nahmen die Konzemratan (Pro)Cathepsin X im
Zellkulturiberstand bereits wieder ab. Auch im VEasBlot bei einem Zeitverlauf tber vier
Tage kann man einen Vitronektineffekt beobachtebb(R.6B). Da sich hier ebenso zeigte,
dass nach 24 h die Stimulation durch Vitronektin @eutlichsten ausgepragt war, wurden
weitere Messungen immer zu diesem Zeitpunkt durcinge
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Abb.D.6: Zeitabhangigkeit der Stimulation mit Vitro nektin.

A THP-1-Zellen wurden mit 1g/ml VN stimuliert und die (Pro)Cathepsin-X-Frematg zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels ELISA gemessen.

B Western Blot gegen (Pro)Cathepsin X in THP-1-ddtlkriiberstanden mit und ohne Vitronektin-Stimuati
nach 1, 2, 3 und 4 Tagen; rX = rekombinantes Cathe}. Mit beiden Methoden zeigt sich der deutliehs
Effekt der Vitronektin-Stimulation nach 24 h.

Das Austesten verschiedener Vitronektinkonzentnatiozeigte, dass mit 142g/ml Vitro-
nektin noch keine vermehrte Sekretion von (Pro)&adim X beobachtbar ist (Abb.D.7). Erst
ab 5ug/ml war ein Effekt erkennbar, wobei die maximaéki@tion mit 1qug/ml Vitronektin
erreicht werden konnte. Da héhere Konzentratioreengn starkeren Anstieg erzielten, wurde
bei weiteren Untersuchungen die Stimulation miug@ml Vitronektin beibehalten.

400 +
300 -

200 -

il

VN (pg/ml)

% (Pro)Cat X

10 20 40

Abb.D.7: Stimulation von THP-1-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Vitronektin. THP-1-
Zellen wurden mit unterschiedlichen VN-Konzentragia stimuliert. Die Sezernierung von (Pro)Cathepsin
wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Btsbug/ml ist ein Effekt beobachtbar. Konzentrationen
von 20 und 4Qug/ml bewirken keine Verstarkung der Freisetzung/engleich zu 1Qug/ml.
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D.1.3.4 Verstarkte Freisetzung von (Pro)Cathepsin Yaus verschiedenen Zelltypen
nach Vitronektin-Stimulation

Um zu Uberprifen, ob die vermehrte Freisetzung (Rmo)Cathepsin X nach Vitronektin-
Stimulation auf THP-1-Zellen beschrénkt ist, salltauch andere Zelltypen (Tab.D1)
untersucht werden. Wie sich herausstellte, konneren THP-1-Zellen auch HelLa, PNT1A,
HEK293 und HUVEC zur (Pro)Cathepsin-X-Freisetzungmsliert werden (Tab.D.1).
LNCaP und DU145 konnten dagegen nicht zu einer gbrtan Sezernierung angeregt
werden, obwohl sie, wie PNT1A, aus Prostatagewédermen. Diese Ergebnisse machen
somit deutlich, dass die Stimulierung der Zelletewsthiedlicher Herkunft durch Vitronektin
nicht auf monozytare Zellen beschréankt ist und Wiekung auf die (Pro)Cathepsin-X-
Freisetzung eher vom einzelnen Zelltyp abhangt.

Zelllinie/ Verstarkte
priméare Morphologie Herkunft Freisetzung von
Zellen (Pro)Cathepsin X
THP-1 monozytar Akute monozytare Leukdmie +
HelLa epithelial Zervixkarzinom +
DU145 epithelial Prostatakarzinom -
PNT1A epithelial Prostata, immortalisiert +
LNCaP fibroblastoid Prostatakarzinom -
HEK293 fibroblastoid Embryonale Niere +
HUVEC endothelial Humane Nabelschnur +

Tab.D.1: Stimulation von unterschiedlichen Zelltyp@& mit Vitronektin. Alle Zellen wurden mit 1Qug/ml
Vitronektin stimuliert und der Zellkulturiberstaméch 24 Stunden geerntet. Die (Pro)Cathepsin-X-Eonz
tration wurde mittels ELISA bestimmt.

D.1.3.5 Integrin a,Bs als Bindungspartner der RGD-abhangigen Freisetzungon
(Pro)Cathepsin X durch Vitronektin

Der am besten charakterisierte Rezeptor von Vikbmeist das Integrina,fs, auch
Vitronektinrezeptor genannt (Pytela et al., 19854fronektin bindet ara, 33 Uber ein RGD-
Motiv. Um zu Uberprifen, ob die Freisetzung vomojRathepsin X auf eine Interaktion von
Vitronektin Uber das RGD-Motiv mit einem Membrareptor zurtickzufthren ist, wurden die
Zellen mit einem zyklischen RGD-Peptid in einer Emokzentration von 10QM fir 30
Minuten im Brutschrank inkubiert. Dieses Peptidstier Lage, an RGD-abhéngige Integrine
zu binden und so die Interaktion mit anderen RGi@tenden Liganden zu blockieren,
wenn es in einem molaren Uberschuss zugegeben wh@th der halbstiindigen
Prainkubation wurde Vitronektin (1@g/ml) beigefugt und der Zellkulturiiberstand nach 24
Stunden geerntet.
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Durch die Prainkubation von THP-1-Zellen mit dem RRBeptid konnte die vermehrte
Freisetzung von (Pro)Cathepsin X nach Vitronektim8lation deutlich reduziert werden
(Abb.D.8A). Das RGD-Peptid selbst hatte keinen las¥. Dieses Ergebnis zeigt die RGD-
Abhangigkeit der Interaktion von I6slichem Vitroniekmit der Zelle.

Im nachsten Schritt sollte tGberprift werden, obeélinteraktion von Vitronektin mit dem
Integrin a,B3 fur die Freisetzung von (Pro)Cathepsin X nétig 3dzu wurde ein mono-
klonaler Antikdrper verwendet, der spezifischaafiz bindet und Interaktionen mit Liganden
blockieren kann (Cheresh, 1987). Wie sich heralligst&onnte die Behandlung von THP-1-
Zellen mit LM609 (10ug/ml; 30 Minuten Préainkubation) eine Stimulationr &ekretion von
(Pro)Cathepsin X durch Vitronektin signifikant vegern (Abb.D.8B). Interessanterweise
bewirkte der Antikdrper selbst bereits eine leidataiedrigung der Menge an (Pro)Cathepsin
X im Zelliberstand. Dies lasst darauf schlieRerssdan Medium oder in den Zuséatzen

(Nutridoma) Faktoren vorhanden sind, die Ulgfis die Freisetzung von Cathepsinen
stimulieren.
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Abb. D.8: Blockierung der Vitronektin-Stimulation. THP-1-Zellen wurden mit einem RGD-Peptid (100
UM) (A) oder mit dem blockierenden Antikérper LM60B) (fiir 30 Minuten im C@Inkubator prainkubiert
und anschlieend mit 1@/ml VN stimuliert. Die Messung der (Pro)CathepXiireisetzung erfolgte nach 24
Stunden mittels ELISA Sowohl durch das RGD-Peptisl aich durch LM609 wird die VN-induzierte
Freisetzung von (Pro)Cathepsin X gehemmt.

D.1.3.6 Einfluss von Tunicamycin, Brefeldin A und @cloheximid auf die
Vitronektin-induzierte (Pro)Cathepsin-X-Freisetzung

Der Freisetzung von (Pro)Cathepsin X koénnen unteegtiche Mechanismen zugrunde
liegen. So sollte untersucht werden, ob Vitronekli® Proteinsynthese von Procathepsin X
verstarkt und dadurch mehr von der Protease insuvtedelangt oder ob der sekretorische
Weg beeinflusst wird, so dass mehr (Pro)Cathepsiralge Vesikel ausgeschuttet werden.

Wie Abb.D.9 zeigt, resultierte die vermehrte Semgumg von (Pro)Cathepsin X nach
Vitronektin-Stimulation intrazellular in einer lditen Verringerung der Konzentration. Dies
ist ein erster Hinweis darauf, dass nur der Ves@esport gesteigert wird, nicht jedoch die
Translation von Cathepsin X.
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Abb.D.9: Stimulation von THP-1-Zellen mit Vitronektin. THP-1-Zellen wurden mit 1Qg/ml VN stimuliert
und nach 24 Stunden die Lebendzellzahl bestimmscAlreRend wurden die Zellen lysiert und der intra-
zellulare (Pro)Cathepsin-X-Gehalt mittels ELISA tisnt. Nach VN-Stimulation kann eine Veringerung de
(Pro)Cathepsin-X-Konzentration in Lysaten beobachtrden.

Um genauer zu untersuchen, ob sich die Stimulateon THP-1-Zellen mit Vitronektin auf
die Proteintranslation und/oder den Proteintrarts@oswirkt, wurden die Zellen mit jeweils
0,1 pg/ml oder 1pug/ml Brefeldin A, Cycloheximid oder Tunicamycin figine Stunde
prainkubiert und anschlieRend mit u@/ml Vitronektin behandelt. Die Vitalitéat der Zeatle
wurde mikroskopisch Uberpruft.

Brefeldin A, ein Lacton-Antibiotikum, inhibiert eenProteinfamilie, die fir den Transport von
Membranen essentiell ist (Zeghouf et al., 2005)dieh wird der Vesikeltransport in der
Zelle unterbunden. Tunicamycin blockiert die N-Gigklierung im endoplasmatischen
Retikulum (Kuo & Lampen, 1974). Da die Zuckersekitetten von Proteinen fir deren
Transport und Lokalisierung in zellularen Organekmtscheidend sind, wird auf diese Weise
auch der Proteintransport verhindert. Cycloheximednmt die Peptidyltransfer-Aktivitat der
60S-ribosomalen Untereinheit, und somit die Pratanslation (Siegel & Sisler, 1963).

Die Messung nach 24 Stunden zeigte, dass im Velgleur jeweiligen unbehandelten
Kontrolle nur nach Vorinkubation mit Cycloheximicdbeh eine verstarkte Freisetzung von
(Pro)Cathepsin X moglich war, wéahrend mit Brefeldirund Tunicamycin bereits bei einer
Konzentration von 0,lug/ml die Zellen auf Vitronektin nicht mehr reagier&onnten
(Abb.D.10). Dies deutet darauf hin, dass zumindesinem Zeitraum von 24 Stunden unter
Vitronektin-Stimulation lediglich Cathepsin X fragetzt wird, welches bereits fertig
synthetisiert ist.
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X-facher Anstieg von (Pro)Cat X
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Abb.D.10: Inkubation von THP-1-Zellen mit Brefeldin A (BFA), Cycloheximid (CX) und Tunicamycin
(TM) bei gleichzeitiger Stimulation mit Vitronektin (VN). THP-1-Zellen wurden mit jeweils 0,1 bzwugy/ml
BFA, CX oder TM fur 1 Stunde prainkubiert und ardsf®end mit 10ug/ml VN fir 24 Stunden inkubiert.
Mittels ELISA wurde die Menge an (Pro)CathepsinnX4ellkulturiiberstand bestimmt. Das Diagramm zdigt
x-fache Freisetzung von (Pro)Cathepsin X nach Vi@ation im Vergleich zur jeweiligen unstimuliente
Kontrolle. BFA und TM hemmen die Freisetzung, waldreie mit CX noch stattfinden kann.

D.2 Niederregulation von (Pro)Cathepsin X zur Funkionsanalyse

Die Bedeutung von Cystein-abhangigen CathepsineddrdEntstehung und Ausbreitung von
Tumoren wird in einem aktuellen UbersichtsartikenvMohamed und Sloane dargestellt
(Mohamed & Sloane, 2006). Es wird deutlich, dags $kekretion von manchen Cathepsinen
einen grol3en Einfluss auf die Fahigkeit der Tumemezur Migration austbt. Da in den
vorhergehenden Versuchen eine Induzierbarkeit &eo)Cathepsin X-Freisetzung durch
Vitronektin gezeigt wurde, sollte in einer weitergersuchsreihe eine mdgliche Rolle der
Protease bei der Migration/Invasion von Zellen HuEZM (=Transmigration/Invasion)
untersucht werden.

Um die zellulare Funktion eines Proteins néher harakterisieren, benttigt man Test-
systeme, die die Beteiligung des betreffenden P&t bestimmten Prozessen wie etwa der
Migration messbar machen. So besteht z.B. durchringmrung oder Verstarkung der
Expression des Proteins die Mdglichkeit, Hinweigéseine naturliche Funktion zu erhalten.
In unserem Ansatz haben wir uns fur die Expressiomsdrigung von (Pro)Cathepsin X
mittels Transfektion von entsprechenden siRNAsatigslen.
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D.2.1 Niederregulation von (Pro)Cathepsin X mitted siRNA in HUVEC

Da THP-1-Zellen bei Transfektionen nur sehr schiedkffizienzen aufweisen, wurden die
weit besser transfizierbaren HUVEC flir die Einsableng von siRNA und die Trans-
migrationsversuche verwendet.

D.2.1.1 Uberprifung der siRNA-Effizienz auf RNA-Elene

In einem Vorversuch wurden fluoreszierende siRNikge&setzt, um die optimalen Konzen-
trationen an siRNA und Transfektionsreagenz zueimdsetestet wurden 10, 20, 30, 40 und
50 nM siRNA in Kombination mit 1,5, 3, 4,5 undub Transfektionsreagenz pro Vertiefung
einer 24-well Platte. Als Transfektionsreagenziamrden Lipofectamin 2000 und HiPerFect
verwendet. Beste Transfektionseffizienzen wurdenHiPerFect bei 50 nM siRNA mit Al
Transfektionsreagenz pro Vertiefung bestimmt. Fppotectamin 2000 lag die beste Effizienz
bei 40 nM siRNA mit 1ul Transfektionsreagenz pro Vertiefung. Diese Mengenaltnisse
wurden fur die folgenden Transfektionsversuche esetrt.

Fur die Messung der Niederregulation der CathedskRNA wurden HUVEC mit
verschiedenen siRNAs transfiziert und die Effizienittels LightCyclef™ nach 1, 2, 3 und 4
Tagen gemessen. Verwendet wurden dabei eine KbaiRiMA, die keine Sequenziberein-
stimmung mit bekannten mRNA-Sequenzen zejgorfsilencing“) und eine Cathepsin-X-
spezifische siRNA, die nach den Kriterien von Régaoet al. (2004) ausgewahlt wurde
(CatX304). Als zusatzliche Kontrolle wurde ein Dati von CatX304 eingesetzt
(,mismatch®). Bei dieser siRNA sind willkirlich zwei Basen gesauscht worden. Fur
Effizienzbestimmungen wurden Transfektionsreagentigofectamin 2000 und HiPerFect
miteinander verglichen.

Es zeigte sich, dass die Niederregulation von @ath)epsin X mit beiden Transfektions-
reagenzien bereits am ersten Tag sehr stark adggepar und nahezu Uber die gesamte
Zeitspanne von vier Tagen anhielt, wobei Lipofedta8000 einen noch deutlicheren Effekt
als HiPerFect aufwies (Abb.D.11). An Tag 1 und Zmaler Transfektion konnte flr
Lipofectamin 2000 eine Verringerung der CathepsiR¥A um mehr als 90 % beobachtet
werden, an Tag 3 und 4 um ca. 80 %. HiPerFect kattestarksten Effekt an Tag 1 (ca. 80
%), wahrend an Tag 2 und 3 nur noch ungefahr 5% 2®r RNA niederreguliert waren. Am
Tag 4 wurde bereits wieder 60 % der Cathepsin-X-Ré&k@rimiert. Uberraschenderweise
zeigte die,mismatch“-Kontrolle ebenfalls Veranderungen in der mRNA-Eegmion. Fur
Lipofectamin 2000 konnte eine Verringerung der @p#in-X-RNA-Menge an Tag 1 und 2
gemessen werden, an den Tagen 3 und 4 schienisi&Néd\-Menge jedoch zu erhdhen. Bei
HiPerFect-transfizierten Zellen wurde eine leicMerstarkung der RNA-Bildung an den
ersten beiden Tagen und eine deutlicherer Erh6harden Tagen 3 und 4 beobachtet.
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Abb.D.11: Niederregulierung der Cathepsin-X-RNA imVerlauf von 4 Tagen.HUVEC wurden mit je 50
nM (HiPerFect, dunkelgraue Balken) oder 40 nM (ffgmbamin 2000, hellgraue Balken) siRNA transfiziert
Dazu verwendet wurden eine unspezifische siRNAor{silencing), eine Cathepsin-X-spezifsche siRNA
(CatX304) und ein Derivat von CatX304, welches zieitationen aufweist,(hismatch“). Nach 1, 2, 3 und 4
Tagen wurden die Gesamt-RNA isoliert und der Gedral€athepsin-X-mRNA mittels LightCycl&F gemessen.
Es wurden gleiche RNA-Konzentrationen eingesetazpBisch dargestellt ist die Anzahl an Cathepsin-X-
mRNA Kopien in % zur,nonsilencing“-Kontrolle. Die spezifische siRNA CatX304 zeigt alten vier Tagen
mit beiden Transfektionsreagenzien eine deutliciegl&fregulation.

D.2.1.2 Uberprifung der siRNA-Effizienz auf Protenebene

Fur die Uberprifung der Niederregulation von (Padj@psin X auf Proteinebene wurden
HUVEC unter den in D.2.1.1 dargestellten Bedingumigansfiziert, nach 1, 2, 3 und 4 Tagen
lysiert und die Konzentrationen an (Pro)CathepsmiXels ELISA quantitativ bestimmit.

FUr beide Transfektionsreagenzien konnte bereith reanem Tag eine extreme Nieder-
regulation der Proteinbildung von (Pro)Cathepsiauf ca. 20 % (Lipofectamin 2000) bzw.
ca. 10 % (HiPerFect) gemessen werden (Abb.D.12).deutlicher Rickgang der Protein-

Expressionsreduktion war erst am Tag 4 zu beobachtiebesondere bei Verwendung des
HiPerFect-Reagens.

Ahnlich wie auf RNA-Ebene traten auch auf Protebefie Veranderungen im (Pro)Cathep-
sin-X-Gehalt mit der,mismatch“-siRNA auf. Dies &ufRerte sich bei mit HiPerFect-
transfizierten Zellen in einer Verringerung derdf@athepsin X Menge im Lysat an Tag 1,
gefolgt von einem Anstieg an Tag 2 und 3. An Tadohnte man erneut eine leichte
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Verringerung in der (Pro)Cathepsin-X-Konzentratiomessen. Bei Lipofectamin 2000-
transfizierten Zellen war an den Tagen 1 und 3 &ri@hung der (Pro)Cathepsin-X-Menge
und an den Tagen 2 und 4 eine Verringerung zu lobdda Obwohl die Schwankungen
innerhalb der Triplett-Werten bei beiden Transi@hksreagenzien zum Teil relativ hoch
waren, wurde jedoch deutlich, dass auch,diesmatch“-siRNA die Proteinexpression von
(Pro)Cathepsin X beeinflusste.

Tag 1 Tag 2
400 - 400 -
350 | 350
% £ 300 £ 300 -
= £ c
&2 250 - 2 250
20 @0
" % 200 £ & 200 A
O ()] 4 (=]
Q g 4]
° 5 150 A o £ 1501
=< € 2 4o
100 A = 1
50 4 50 +
0 . 0 T T
nonsilencing mismatch CatX304 50 1 nonsilencing mismatch CatX304
Tag 3 Tag 4
400 - 400 -
350 350

300 A
250 A
200 A
150 A

300

250 A

200 A

150 A

100 1 100

| |

. | - . | =

nonsilencing mismatch CatX304 nonsilencing mismatch CatX304

(Pro)Cathepsin X
ng/mg Protein in
(Pro)Cathepsin X
ng/mg Protein in

Abb. D.12: Niederregulierung von (Pro)Cathepsin X in Verlauf von 4 Tagen.HUVEC wurden mit je 50
nM (HiPerFect dunkelgraue Balken) oder 40 nM (Lgm&min 2000, hellgraue Balken) siRNA transfiziert.
Dazu verwendet wurden eine unspezifische siRNdor{silencing”), eine Cathepsin-X-spezifsche siRNA
(CatX304) und ein Derivat von CatX304, welches zMeitationen aufweist,(mismatch“). Die Transfektion
erfolgte mit Lipofectamin 2000 (hellgrau) und HiPect (dunkelgrau). Nach 1, 2, 3 und 4 Tagen wutdesate
hergestellt und der Gehalt an (Pro)Cathepsin XetsitELISA gemessen. Dargestellt ist die Konzemraan
(Pro)Cathepsin X pro mg zellulares Gesamtproteir¥inzur ,nonsilencing“-Kontrolle. Die Cathepsin-X-
spezifische siRNA CatX304 fuhrt mit beiden Transfehsreagenzien zu einem deutlichen Riickgang der
Proteinbildung.

D.2.2 Evaluierung von (Pro)Cathepsin X bei der Inasionsfahigkeit von HUVEC

Zur Funktionsanalyse von (Pro)Cathepsin X im Rahnaem Transmigrationsfahigkeit
(Invasion) von HUVEC bedienten wir uns eines Traglbssays (Boyden-Kammer).
Hierbei wurde die zu durchwandernde humane EZMea# porése Membran aufgebracht,
die die beiden Kammern des Transwell-Systems trebat die Niederregulation von
(Pro)Cathepsin X mittels siRNA Uber drei Tage natdr Transfektion vorhalt (siehe
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Abb.D.12), sollte der Invasionsversuch am Tag $raer Transfektion durchgefihrt werden,
um den Zellen Gelegenheit zu geben, sich von daemsfektion zu erholen. Zudem war es flr
den Invasionsversuch wichtig, die Zellen am Vortagsplitten, da dies ihre Fahigkeit zu
invadieren verbessert (eigene Beobachtung). Digsrkte jedoch eine starke Proliferation
der Zellen, was vermutlich zu einem Ausdinnen @eNA, und somit zu einem schnellen
Ruckgang der Niederregulation fuhrte. Somit warenZetllen am Tag des Invasionsversuchs
nicht mehr ausreichend niederreguliert, weshalbagieTag vor dem Invasionsversuch ein
zweites Mal unter den gleichen Bedingungen trarmesfizind anschliel3end gesplittet wurden.
Hierfir wurden wie oben beschrieben eine unspehiéssiRNA (nonsilencing®), eine
mutierte SiRNA (mismatch”) oder eine Cathepsin-X-spezifischen siRNA (CatX30#
HUVEC eingebracht. Zusatzlich wurde eine zweite hépsin-X-spezifische siRNA
eingesetzt (CatX913), die jedoch an einer andetelheSler mMRNA als CatX304 bindet. Fir
die Transfektion wurde HiPerFect verwendet, damsViergleich zu Lipofectamin 2000
ahnlich gute Transfektionseffizienzen aufweistt{si@uch D.2.1) und zudem schonender fir
HUVEC ist.

Im Invasionsassay konnten mit beiden spezifischB®NAs gegen Cathepsin X deutlich
weniger invadierte HUVEC gezahlt werden (Abb.D.18pbei fur CatX304 die Invasivitat

um ca. 70 % und fur CatX913 um ca. 50 % verringent. Auch in diesem Versuch zeigte die
.mismatch“-siRNA einen Effekt in Richtung einer leicht erhéhtInvasionsrate. Dieses
Ergebnis konnte in zwei voneinander unabhangigasuéhen beobachtet werden.
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Abb.D.13: Transmigrationsversuch mit (Pro)CathepsinX-niederregulierten HUVEC. HUVEC wurden
unter Verwendung von HiPerFect mit je 50 nM einarspezifischen siRNA ,Qonsilencing“), zweier
Cathepsin-X-spezifischen siRNAs (CatX304 und Cat®Qind einem Derivat von CatX304r(ismatch“) an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen transfiziert. Dadleh wurden gesplittet und am néchsten Tag in eine
Boyden-Kammer ausgesat. Die Membranen wurden zmibthumaner EZM beschichtet, die Porengrofie
betrug 8um. HUVEC, die mit CatX304 oder CatX913 transfizisirid, zeigen eine verringerte Invasivitat. Die
~mismatch“-siRNA verursacht eine leichte Steigerung der Iiwtd. Die Abbildung ist reprasentativ fir zwei
unabhéangig voneinander durchgefiihrte Versuche, wdige Ansatze jeweils als Triplett-Werte gemessen
wurden.
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(Pro)Cat X ng/ml

Von den im Invasionsversuch eingesetzten Zellerdeva@in Teil zurtickbehalten und fir die
Kontrolle der Niederregulation lysiert. Zusatzlickurden auch Proben der Zellkultur-
Uberstande vor dem Ablosen der Zellen entnommesateyund Uberstande wurden qualitativ
im Western Blot und quantitativ im ELISA untersu¢Abb.D.14).

Der Western Blot zeigte fir CatX304 eine deutlichmgéchere Bande verglichen mit den
Kontrollen ,nonsilencing” und,mismatch” (Abb.D.14A). CatX913 scheint weniger effektiv
zu sein, aber eine Niederregulation kann trotzdestétigt werden. Auch in den Zellkultur-
Uberstand wurde bei CatX304- und CatX913-niedeilredgen Zellen weniger (Pro)Cathepsin
X sezerniert. Mittels ELISA wurde deutlich, dass BatX304 eine Niederregulation von
(Pro)Cathepsin X um ca. 80 % erreicht werden kor{Ateb.D.14). CatX913 war etwas
weniger effektiv, es konnte jedoch trotzdem noateérerringerung um ca. 70 % gemessen
werden. Hier zeigte sich wieder, dass auch ,dismatch“-siRNA einen Effekt auf die
Translation von (Pro)Cathepsin X hat, da die Kotrztion um ca. 20 % vermindert war.
Diese Ergebnisse konnten sowohl in den Lysaten (AWdB), als auch in den Zellkultur-
Uberstanden (Abb.D.14C) beobachtet werden.
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Abb.D.14: Niederregulation von (Pro)Cathepsin X inLysaten und Zellkulturiiberstand von HUVEC.
Mittels Western BlotA) und ELISA 8 Lysate,C Zellkulturiiberstand) wurde der Gehalt an (Pro)€psin X

in Zellkulturiiberstanden und Lysaten (1%1Bellen/ml) von HUVEC, die im Invasionsversuch eisgtzt
wurden, gemessen. Mit den beiden spezifischen siRI€AtX304 und CatX913 kann im Vergleich zur
unspezifischen siRNA-Kontrolle eine deutliche Nigdgulation gemessen werden. Qaismatch“-siRNA
fuhrt ebenfalls zu einer Verringerung von (Pro)@atin X.

Die Ergebnisse der Transmigrationsversuche zeigemtseutlich, dass (Pro)Cathepsin X
direkt oder indirekt einen Einfluss auf die Invasigon Zellen ausubt. In den folgenden
Versuchen sollte nun ein mdglicher Wirkmechanisauwfgeklart werden.
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D.3 Procathepsin X als Bindungspartner von RGD-abéingigen
Integrinen

Procathepsin X hat einige Eigenschaften, die diBsetease eine Sonderstellung unter den
Cathepsinen einrdumt. Ein Beispiel dafur ist dieidosduresequenz RGD im Propeptid, die
eine Bindung an RGD-erkennende Integrine ermdgfickénnte, welche ihrerseits eine
wesentliche Rolle bei der Migration von Zellen $gme Im Folgenden werden Versuchs-
ergebnisse gezeigt, die auf Procathepsin X als uBigspartner fur das Integrio,s
schlieen lassen.

D.3.1 Herstellung und Expression von ProcathepsiX-Mutanten

Da eine mdgliche Interaktion von Procathepsin X R@D-abhangigen Integrinen untersucht
werden sollte, wurden zwei mutierte Formen der d¢&st hergestellt, die in verschiedenen
Versuchen als Kontrollproteine dienen sollten. &em Mutanten wurde das in der Proregion
enthaltene RGD-Motiv entweder zu AAA oder zu RADaredert. Diese Mutationen wurden
Uber gerichtete Mutagenese in einer PCR-Reaktingegilhrt. Die Oligonukleotide wurden
S0 ausgewahlt, dass zusatzlich zur Mutation dernés@uren RGD noch eine Restriktions-
stelle fir Nhel eingefuhrt wurde, die die anschéiele Suche nach passenden Klonen
erleichterte. Die Nhel-Schnittstelle wirkt sich igiich in einer stillen Mutation aus.
Zusatzlich wurde durch die Mutation zu AAA eine Rigsionsschnittstelle fur Pstl generiert,
die ebenfalls fur die Detektion mutierter Plasmigewvendet werden konnte. Die Mutagenese
wurde in dem Vektor pGEM-11Zf(+) durchgefiihrt, unmgewinschte Mutationen im
Ruckgrat des Hefe-Expressionsvektors zu vermeid@shalb musste das mutierte Gen
anschlieBend aus dem pGEM-Vektor isoliert und im deefe-Expressionsvektor pPIC9
eingebracht werden. Zuvor wurden die jeweiligen n€locsequenziert, um den Erfolg der
Mutagenese zu Uberprufen.

Die Konstrukte wurden Uber Elektroporation in déichia pastoris Stamm GS115
eingebracht und die Hefen anschlielRend selektionien den selektionierten Klonen wurden
Testkulturen angeimpft und der Hefekulturiberstanél das Vorhandensein der jeweiligen
Proteasen-Variante untersucht (Abb.D.15). Klonedwaitstarksten Expression wurden fir die
Aufreinigung ausgewahlt. Rekombinantes Wildtyp-Biotwar bereits im Labor als Pro- und
auch als gereifte Form vorhanden und musste desi@ibneu aufgereinigt werden. Um das
Vorhandensein der jeweiligen Proregionen zu Ubéepriwurde zum Vergleich gereiftes
Cathepsin X auf das Gel aufgetragen. Die Laufhobe gen mutierten Procathepsin-X-
Formen unterschied sich bei allen Klonen deutlicimzgereiften Protein, was auf das
Vorhandensein der Proregion hinweist.
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Abb.D.15: SDS-PAGE von Hefe-TestkulturenDie Hefen wurden mit Expressionskonstrukten tramsfert,

die die Gene fir mutierte Procathepsin-X-Proteinthaten. Der Kulturiberstand von Hefeklonen wuirde
einer SDS-PAGE (12 %) aufgetrennt und anschlieaitdCoomassie gefarbt. Die Klone zeigen deutliche
Unterschiede in ihrer Expressionsstarke. Klonedaitstarksten Expression (Pfeile) wurden fir dief&ultur
ausgewahlt. M=Marker, rX= rekombinantes Cathepsidi-41 = Klone

Nach der Anzucht der Grof3kultur und der Induktier Genexpression mittels Methanol
wurde der Kulturiberstand auf 50 ml ankonzentuexd das jeweilige rekombinante Enzym
mittels Butyl-Sepharose chromatographisch aufgayeimn Abb.D.16A ist exemplarisch das
Elutionsprofil fur die Aufreinigung von RAD-Procatpsin X dargestellt. Die rekombinanten
Proteine eluieren beide bei einer (W$O,-Konzentration von ca. 0,5 M. Die eluierten
Enzyme wurde in Fraktionen gesammelt und mittelSS$AGE auf seine Reinheit und
Konzentration Uberprift (Abb.D.16B). Die dominant®anden entsprechen den Procathep-
sin-X-Mutanten. Zusatzliche Banden sind nur schwarsgepragt. Je vier Fraktionen wurden
vereinigt und deren Konzentrationen mittels Absormessung bestimmt. Es konnten aus
jeweils 250 ml Hefekulturiiberstand 9,5 mg RAD-Ptbegsin X und 22 mg AAA-
Procathepsin X gewonnen werden.
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Abb.D.16: Aufreinigung zweier Procathepsin-X-Mutanten.

A Elutionsprofil der chromatographischen Aufreinigumon RAD-Procathepsin X. Die gestrichelte Linie
zeigt den Verlauf der Salzkonzentration ((N3$0Q,), die durchgezogene Linie die Proteinkonzentration
(OD,gg). Zunachst wurde der Hefe-Kulturiberstand bei B2(NH,),SO, auf die Saule geladen und
anschlieBend gewaschen. Das gebundene Proteint almigefahr bei 0,5 M (NB,SO, und wurde in
Fraktionen gesammelt.

B Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und ansfldnder Coomassie-Farbung Uberprift. Es zeigte
sich, dass der Grofdteil des eluierten Proteins dausjeweiligen Mutante besteht. rX = rekombinantes
Cathepsin X; f2-f12 = Fraktionen.
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Um sicher zu stellen, dass die Proregion volls@uedithalten ist, wurden AAA-Procathepsin
X und RAD-Procathepsin X auf eine PVYDF-Membran gébt und N-terminal sequenziert
(R. Mentele, AG Lottspeich, Max-Planck Institut, Masried). Fur beide Mutanten wurde die
N-terminale Sequenz AQGGLYF bestimmt und somit Wi@lstandigkeit der Proregion
bestéatigt.

Da P. pastorisstarke Glykosylierungen an rekombinanten Protetherchfiihrt, wurden die
verwendeten Mutanten von Procathepsin X und auah)@thepsin X selbst mittels EndoH
deglykosyliert, um sterische Behinderungen durehaiickerketten bei den folgenden Inter-
aktionsversuchen zu vermeiden.

D.3.2 Adhasion von HUVEC uber Integrina,s an Procathepsin X

Da Procathepsin X in seiner Proregion ein RGD-Mda@sitzt, wurde in einem Adhasions-
versuch uberpruft, oo HUVEC in der Lage sind, (IR&D-abhangige Integrine an Procathep-
sin X zu binden. Fir die in Abb.D.17 gezeigten bBrgsse wurden Mikrotiterplatten mit
Procathepsin X beschichtet. Danach wurden HUVEG@enVertiefungen ausgesat und fur 90
Minuten im Brutschrank belassen, um ihnen eine Aohg zu ermdglichen. In zwei
Ansatzen wurden den Zellen je UM zyklisches RGD- oder RAD-Peptid zugegeben, um
die RGD-Abhangigkeit der Bindung zu prifen. Wahretas RGD-Peptid als Kompetitor
dienen sollte, wurde das RAD-Peptid als unspehiésd&ontrolle verwendet, da der
Austausch von Glyzin durch Alanin eine Erkennung Motives durch Integrine verhindert.
Der Versuch machte deutlich, dass HUVEC an bestdtiet Procathepsin X binden kdnnen,
und dass die Interaktion durch das zyklische RGptBeunterbunden werden kann. Das
RAD-Peptid hingegen hat keine Auswirkung auf diehasion der Zellen.

Im nachsten Schritt sollte mit Hilfe zweier bloalkdaden Antikérpern (LM609; JBS5) das fur
die Interaktion verwendete Integrin naher definigerden. Der,f3s-spezifische Antikdrper
LM609 blockiert die Interaktion von Liganden an daegrin und ist in der Lage, die
Adhasion von HUVEC an beschichtetes Vitronektinvanhindern (Cheresh, 1987). JBS5
kann als spezifischer Antikorper fir den Fibronekezeptor (Integrims(3;) die Anheftung
von Liganden an dieses Integrin vermutlich dur@rnisthe Wechselwirkungen verhindern. In
einem eigenen Kontrollversuch konnte der AntikOrpEs Anheften von HUVEC an
beschichtetes Fibronektin um 50 % verringern. Wadhraur der Antikdrper LM609 die
Bindung von HUVEC an Procathepsin X deutlich blecte, wurde die Adhasion durch den
Antikorper JBS5S in keiner Weise verringert (Abb.D).1Diese Ergebnisse lassen somit auf
das Integrir,; als Rezeptor fur Procathepsin X schlief3en.
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Abb. D.17: a,Bs-abhéngige Adhasion von Endothelzellen an Procathsim X. HUVEC wurden fir 15
Minuten bei Raumtemperatur mit zyklischen RGD- ®RAD-Peptiden (0,54M), LM609 oder JBS5 (fug/ml)
prainkubiert und anschlieBend auf 96-well Plattarsgasat, die mit Procathepsin X (ly/Vertiefung)
beschichtet waren. Nach einer Anheftungszeit votM@tuten bei 37°C und 5 % GQvurden nicht-adhérente
Zellen entfernt und adharente Zellen gefarbt. Dithd@sion an Procathepsin X konnte durch Prainkubatid
zyklischem RGD-Peptid und LM609 verhindert werden.

In einem weiteren Adhasionsversuch wurde die Animgftvon HUVEC an verschiedene
(Pro)Cathepsin-X-Varianten Uberprift (Abb.D.18). zZDawurden die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte zuséatzlich zu Procathepsin X mitez Mutanten der Protease beschichtet, bei
denen das RGD-Motiv zu RAD bzw. AAA worden war. Miesen Mutanten sollte nochmals
die RGD-Abhangigkeit der Interaktion bestatigt werd Gereiftes Cathepsin X, das keine
Proregion und somit kein RGD-Motiv besitzt, wurdeeefalls eingesetzt. Als Negativ-
kontrolle wurden mit BSA beschichtete Vertiefungemtgefuhrt, da HUVEC keinen
Oberflachenrezeptor besitzen, der es ihnen ernfigkm BSA zu binden. Abb.D.18A zeigt
deutlich, dass HUVEC nur an Procathepsin X adhémié®nnen. Diese Unterschiede sind
auch unter dem Mikroskop klar erkennbar (Abb.D.18B,Wéahrend sich HUVEC an
beschichtetes Procathepsin X anheften und ausbrkdenten, sind in der Vertiefung mit
AAA-Procathepsin X nur vereinzelte Zellen vorhanden
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Abb. D.18: a,Bs-abhéngige Adhasion von Endothelzellen an Procathem X

A HUVEC wurden in Vertiefungen ausgesat, die mitewsthiedlichen Procathepsin-X-Varianten und
Cathepsin X beschichtet waren |(§/Vertiefung). Eine Adhasion ist nur mdglich, weeim intaktes RGD-
Motiv vorhanden ist. Zellen in mit Procathepsin-Esbhichteten Vertiefunge&) und in mit AAA-Procathep-
sin-X-beschichteten VertiefungerD)Y wurden mit einem invertierten Lichtmikroskop valer Farbung
fotografiert.
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D.3.3 Bindung von léslichem Procathepsin X an HUVE Uber a,f33

Da Procathepsin X in humanem Plasma in loslichermFwoorliegt, sollte auch die
Mdglichkeit der Interaktion von ldslichem Procatbep X mit HUVEC Uberpruft werden.
Dazu wurden HUVEC in Suspension mit Medium inkubiarelches 10 % humanes Serum
und 450 ng/ml rekombinantes Procathepsin X entliz#. Zellen wurden fir 30 Minuten
inkubiert und anschlieRend durch Zentrifugationfent. Um die a,33-Abhé&ngigkeit der
Interaktion zu Uberprifen, wurde der blockierenaildrper LM609 eingesetzt. Die Zugabe
von HUVEC bewirkte tatsachlich eine deutliche Redakvon Procathepsin X im Medium
(Abb.D.19). Dieser Effekt konnte durch dea,Bs-spezifischen Antikérper LM609

unterbunden werden, was darauf schliel3en lasst, Idsléches Procathepsin X Gb&y3; an
HUVEC bindet.

500
400 -
300

200 ~

(Pro)Cat X ng/ml

100 -

Procat X Procat X + LM609

Abb.D.19: a,Bs-abhéngige Bindung von Procathepsin X an die Obedche von Endothelzellen.
HUVEC in Suspension (1,5 x 1@ellen) wurden fiir 30 Minuten bei RT in Medium irkert, welches
Procathepsin X in (patho-)physiologischer Konzeitdra(450 ng/ml) enthielt. (hellgrau = Kontrollmein
ohne Zellen, dunkelgrau = Medium mit Zellen. Duldil609 verandert sich die Procathepsin-X-Menge
nach der Inkubation nicht, wahrend sie ohne Anpkdrverringert ist. Die Procathepsin-X-Konzentmatio
wurde mittels ELISA bestimmt.

D.3.4 Mikroskopischer Nachweis der Kolokalisationvon (Pro)Cathepsin X und
Integrin afs

Um weitere Hinweise fiir eine Interaktion von zell@m (Pro)Cathepsin X mit dem Integrin
avB3 zu erhalten, wurden (Pro)Cathepsin-X-exprimiererdl$/EC immunologisch mittels
Epifluoreszenzmikroskopie, konfokaler MikroskopieduElektronenmikroskopie analysiert.

Unter dem Epifluoreszenzmikroskop (Abb.D20A,B) ktmnanhand von spezifischen
Antikorpern der Grof3teil an (Pro)Cathepsin X inglddar in Vesikeln beobachtet werden, da
sich die Protease vorwiegend in Lysosomen befindet.der Zelloberflache wurde sie
ebenfalls angefarbt, wobei man eine partielle Kalslation mita,33 beobachten konnte. Die
Kofarbung betraf vorwiegend die Lamellipodien de\VEC. Das Integrina,fs ist, wie
(Pro)Cathepsin X, auch intrazellular detektierlzbr,die verwendete Fixierungsmethode die
Zellen permeabilisiert hat. Eine eindeutige inttag@#e Kolokalisation wurde jedoch nicht
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gesehen. Da mittels Epifluoreszenzmikroskopie kaiichere Aussage Uber eine Kolokali-
sation gemacht werden kann, wurden zusatzlich sadumenarbeit mit PD Dr. Stefan Zahler
(Department fur Pharmazie, LMU Minchen, LeitungfPby. Angelika Vollmar) und PD Dr.
Mechthild Stéckelhuber (Anatomische Anstalt, LMU Minen, Leitung Prof. Dr. Dr. Ulrich
Welsch) konfokale Mikroskopie und Elektronenmikrogle durchgefiihrt. Auch unter dem
konfokalen Mikroskop konnte die immunologische Qlehenfarbung von HUVEC mit
Antikdrpern gegen (Pro)Cathepsin X und Integrifs; beobachtet werden (Abb.D.20B). Um
eine intrazellulare Farbung zu vermeiden, wurdesm dellen vor der Fixierung mit den
primaren Antikorpern inkubiert, wodurch ein Eindyen der Antikdrper ins Zellinnere
verhindert werden konnte. Abb.D.20Bc zeigt die Badvon (Pro)Cathepsin X und Integrin
o.B3 auf der Zelloberflache. Bei dieser Methode wurgsgdoch nur Integrine am Zellsaum
angefarbt. Erst nach Permeabilisierung der Zell@nTiniton-X-100 war eine Kolokalisation
von (Pro)Cathepsin X mi, 33 zu beobachten, wiederrum vorwiegend an den Lapoelien.
Intrazellular wurden auch (Pro)Cathepsin X unddntea,33 in Vesikeln angefarbt, in denen
jedoch keine Kolokalisation nachweisbar war. Erseld an der Membran wurde eine
Kolokalisation sichtbar (Abb.D.20Bd,e). Die Kerrféing in D.20.Bd beruht auf einer
unspezifischen Reaktion des zweiten Antikdrpers.
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A (Pro)Cathepsin X

Abb.D.20: Immunologische Detektion von (Pro)Catheps X und Integrin a,B; mittels Fluoreszenz-
mikroskopie.

A Epifluoreszenzmikroskopie: Subkonfluente HUVEC dem in mit Poly-L-Lysin beschichteten Kammern
ausgesat und Uber Nacht im £@kubator bei 37°C inkubiert. Nach Fixierung wurdme Doppelfarbung
durchgefuhrt mit Antikdrpern gegen (Pro)Cathepsiand Integrina, 33 (LM609). Die Mikroskopie erfolgte mit
einem invertierten Fluoreszenzmikroskop (Olympug)aimem 20x Objektiv (Reihe a, Balken entsprichién)
oder mit einem 60x Olobjektiv (Reihe b, Balken enisht 20 um). Eine Kofarbung kann hauptsachlich an
Lamillipodien beobachtet werden (Pfeile).

B Konfokale Mikroskopie: Detektion von (Pro)Catheps{ und Integrina,3s mit unterschiedlichen Farbe-
methoden. HUVEC wurden vor der Fixierung mit Panaf@ldehyd mit den priméren Antikdérpern inkubiert
(Reihe c). In einem weiteren Ansatz wurden die efelfixiert und mit 0,2% Triton X-100 vor der Farlmun
permeabilisiert (Reihen d und e). Die Ubereinaradmiung (merge) in Reihe d zeigt eine partielleoKali-
sation an Lamellipodien. Die VergrolRerung der heggbobenen Bereiche verdeutlicht die vesikulare,
membranassoziierte Farbung von (Pro)Cathepsin ¥éRe). Eine Kolokalisation scheint auf membrandiga
Bereiche beschrankt zu sein. Balken entsprechen.2
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D Ergebnisse

Eine mogliche Kolokalisation vofs-Integrinen mit (Pro)Cathepsin X auf der Zellobéctie
wurde auch mit einer Immunogoldfarbung untersuéliitb(D.21). Dabei sind die jeweiligen
zweiten Antikdrper mit Goldpartikeln einer defirtiem Grol3e konjugiert. Diese konnen in der
Transmissionselektronenmikroskopie sichtbar gemaetiden. Partikel mit einem Durch-
messer von 10 nm entsprechen Anti-(Pro)Cathepskmbkorpern, wahrend eine Partikel-
grélRe von 6 nm anti-Integrips-Antikdrper anzeigen. Um eine intrazellulare Deimktzu
verhindern, wurden HUVEC vor der Antikdrperinkuloati nicht permeabilisiert. Somit
werden nur extrazellulare Proteine detektiert. &rsehiedenen Stellen auf der Zelloberflache
konnten 6 nm Goldpartikel zusammen mit 10 nm Gafiikeln nachgewiesen werden, was
fur eine Zelloberflachen-assoziierte Kolokalisatder beiden Proteine spricht.

Abb.D.21: Immunologische Detektion von (Pro)Cathepa X und der Bz-Integrinuntereinheit auf der
Oberflache von HUVEC mittels Transmissionselektronamikroskopie (TEM). Adharente HUVEC wurden
einer Doppelfarbung mit Immunogold-Antikérpern uztegen. Dabei entsprechen groRe Goldkugelchea(
nm) der Anwesenheit von (Pro)Cathepsin X, wahrdath& Goldkigelchen{ 6 nm) die Prasenz dBg-Unter-
einheit von Integrinen anzeigen. Die Kreise verligh#n die partielle Kolokalisation der beiden Aygthe. Die
Bilder A und D zeigen die Ubersicht von denen inrl C bzw. E und F vergréRerten Bildern. BalkeA innd
D entsprechen 300 nm, in B, C, E und F 100 nm.
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D.3.5 Koimmunprazipitation von Procathepsin X undintegrin a3

Um eine direkte Assoziation von nativem Procathepsmit Integrina, 33 zu zeigen, wurde
eine Koimmunprazipitation durchgefiihrt (Abb.D.22. Aazu wurde ein HUVEC-Lysat mit
dem a,f3s-spezifischen Antikdrper LM609 inkubiert und so dasdogene Integriro,;
immunprazipitiert. Die Elutionsfraktion wurde im \tern Blot auf die Prasenz von
(Pro)Cathepsin X untersucht. Im Lysat entsprach glieminente Bande dem gereiften
Cathepsin X, wahrend die Proform lediglich einesin Teil ausmachte. Die Detektion
einer Bande in Hohe von ca. 39 kDa in der Eluticaigfon betraf jedoch Procathepsin X, was
erneut die Annahme unterstitzt, dass nur die Profder Protease an Integrn3; bindet.
Der Erfolg der Immunprézipitation wurde zusatzlailrch die Detektion dgbs-Untereinheit
im Western Blot bestatigt. Banden bei 115 kDa insdty Waschfraktion 1 und im Eluat
entsprachen dem erwarteten Molekulargewicht.

A B

kba Ly W1 W3 W6 E DL W1 W2 W3 W4 W5 W6 E

39 - . S ProX ) Wit-ProX

- RAD-ProX

- .- . ' AAA-ProX

Abb.D.22: Koimmunprazipitation von (Pro)Cathepsin X und o,f3z.

A Ein HUVEC-Lysat wurde mit einem Antikdrper gegepB; (LM609) inkubiert und anschliel3end eine Ko-
immunprazipitation (KolP) durchgefiihrt. Die Detaktivon (Pro)Cathepsin X erfolgte mittels WesterotBLy =
Lysat vor der KolP; W1, W3, W6 = WaschfraktionenszEEluat. Das Lysat und W1 zeigen zwei Banden, wobe
eine der gereiften Form des Cathepsin X entsp(@zht37 kDa) und die andere die Gro3e der Profasitdi (ca.
39 kDa). In W3 und W6 wird kein (Pro)Cathepsin Xeddiert, im Eluat hingegen ist eine Hauptbandélihe
von Procathepsin X zu sehen und eine schwachetddhe von Cathepsin X. Zur Kontrolle wurde dig-
Untereinheit des Integrins detektiert (untere Adhlnilg). Der Erfolg der Immunprézipitation wird durcle
Detektion vor3; bei ca. 115 kDa im Eluat gezeigt.

B Rekombinante Formen von Procathepsin X wurdergari¢inigtem Integrim,(3; inkubiert und eine Koimmun-
préazipitation durchgefuhrt. DL = Durchlauf, W1-W6Maschfraktionen, E = Eluat. Lediglich Wildtyp-Peblep-
sin X (Wt-ProX) kann im Eluat detektiert werden ustisomit in der Lage, am,3;3 zu binden.

Auf dieselbe Weise konnte auch rekombinantes Piepatn X mit gereinigtem Integrim,33
koimmunprazipitiert werden (Abb.D.22B). Neben demldtyp wurden auch die RGD-
Mutanten in der Koimmunprazipitation getestet. Déestern Blot zeigt eindeutig, dass nur
Wildtyp-Procathepsin X in der Lage ist, an Integmifss zu binden. Eine Detektion der mu-
tierten Proteine, denen das Integrin-bindende MR@D fehlt, war im Eluat nicht mdglich.
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D.3.6 Analyse der Bindung von Procathepsin X an begrine mittels
Oberflachenplasmonresonanz

Mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz (SP8&yrface plasmon resonarffekann man
die Interaktion zweier Proteine direkt messen. ®iglethode wurde zur naheren Analyse der
Bindung von Procathepsin X an Integrine herangezoBazu wurden neben dem Wildtyp-
Procathepsin X auch die Mutante AAA-Procathepsirsowie Vitronektin und BSA auf
einem Sensorchip der BIACORE-Apparatur immobilisigfir den in Abbildung D.23
gezeigten Versuch wurde der Chip mit unterschibdlicKonzentrationen am,3; beschickt.
BSA diente als Negativkontrolle; Werte fir dieseuSpvurden von den jeweiligen der
anderen Spuren als Hintergrund abgezogen. SowoMitiibnektin als auch fir Procathepsin
X konnte eine Bindung am,{3; beobachtet werden. Die Dissoziationskonstanteruden fir
Vitronektin 64 nM und fir Procathepsin X 144 nM.eDDaten wurden nach dem 1:1
Langmuir-Modell erhoben, welchesir Berechnung der Bindungskonstanten eines immaobil
sierten Molekils an ein bewegliches Molekil verwainatird. Fir AAA-Procathepsin X war
die Bindung am, 33 so schwach, dass sie als unspezifisch gewerteteswetann muf3 und
somit auch keine Dissoziationskonstante berecheeden konnte. Dies deutet wiederum auf
die RGD-spezifische Bindung von Procathepsin Xigss hin.
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Abb.D.23: Messung der Konzentrationsabhéngigkeit deBindung von a,[3; an Vitronektin, Procathepsin

X und AAA-Procathepsin X. Ein Sensorchip wurde mit den Liganden Vitronekfrocathepsin X, AAA-
Procathepsin X und BSA gekoppelt und mjf3; in den Konzentratonen 50, 100, 200, 300, 400 0@ riV
beschickt. Die Assoziation wurde (iber 5 Minuten gesen, die Dissoziation tber 10 Minuten bei einaef'M
Konzentration von 0,5 mM. Die Dissoziationskonstamvurden tiber das BlAevaluation Programm Versidn 4
berechnet und ergaben 64 nM fiir Vitronektin und aN4fir Procathepsin X. Fir AAA-Procathepsin X kéan
keine Dissoziationskonstante berechnet werden.
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In einem weiteren Versuch sollte die RGD-Abhéngig#ler Bindung von Procathepsin X an
das Integrina,33 noch detaillierter evaluiert werden. Dazu wurde Hibckierende zyklische
RGD-Peptid eingesetzt. Vor der Injektion wurde bdegrin a,33 zusammen mit dem RGD-
Peptid fur 10 Minuten inkubiert. In dieser Zeit It die freien RGD-Bindungstellen des
Integrins durch das Peptid besetzt und somit béstkiverden. Anschlie3end wurde der
Ansatz ausi,33 und RGD-Peptid auf den Sensorchip injiziiert. ViheAbb.D.24 deutlich
wird, bewirkte die Prainkubation mit dem RGD-Pepide Reduktion der Bindung van3s

an Procathepsin X und an Vitronektin bis auf dageblu der Hintergrund-Bindung, welches
der AAA-Procathepsin-X-Mutante entspricht. Die M&s3 der Bindung von Integria, 33 an
Vitronektin und Procathepsin X ohne RGD-Peptid bopgn zeigt einen deutlichen Anstieg
der Kurven, was fur eine Assoziation des Integanglie beiden Proteine spricht. Die AAA-
Procathepsin-X-Mutante war in diesem Zyklus unveeihzu dem Ansatz mit RGD-Peptid.
In einer Kontroll-Injektion, bei der nur das RGDgid auf den immobilisierten Proteinen
Vitronektin, Procathepsin X und AAA-Procathepsirg&testet wurde, konnte keine Bindung
gemessen werden. Dieser Versuch zeigt nochmaldiateutie RGD-Abhangigkeit der
Bindung vona,33an Vitronektin und Procathepsin X.
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Abb.D.24: Inhibition der Bindung von Procathepsin X an a,; durch das RGD-Peptid. Die RGD-
Abhéngigkeit der Bindung voa,33 an Procathepsin X wurde mittels SPR untersuctd. Feile kennzeichnen
den Start der Injektion eines Analyten. Auf dem Clyekoppelte Liganden waren Procathepsin X (ProX,
schwarz), Vitronektin (VN, dunkelgrau) AAA-Procapien X (AAA, hellgrau) und BSA. BSA diente als
Referenz um die Hintergrundbindung abzuziehen @iag). Integrina, 33 (100 nM) wurde mit RGD-Peptid (1
MUM) préinkubiert und anschlie3end injiziert. Diesaidt eine deutliche Reduktion der Bindung vatf3; an
Procathepsin X und Vitronektin im Vergleich zur Kanlle ohne Peptid. Die Injektion von RGD-Peptiteale

hat keinen Effekt. Die Assoziation wurde Uber 5 Man gemessen, die anschlielende Dissoziation Lber
Minuten.

Schlie8lich wurde uber SPR auch eine mogliche Bugdwon anderen Integrinen an
Procathepsin X untersucht (Abb.D.25). Zusatzlich Imtegrin a,f3; wurden daher die
Integrine aLBs und asB; analysiert. a;pB3 gehort ebenfalls zu den RGD-abhangigen
Integrinen und wird vorwiegend auf Thrombozytenraxgert. Es ist neben, 33 ebenfalls ein
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wichtiger Ligand fur Vitronektinasf3; ist als ein nattrlicher Rezeptor fur Fibronektekannt
und interagiert mit Fibronektin ebenfalls in RGDaahgiger Weise (Argraves et al., 1987,
Pytela, Pierschbacher & Ruoslahti, 1985b). Fur &tapsin X und Vitronektin konnte neben
ayBs auch eine Bindung an;,Bs; beobachtet werden. Die AAA-Procathepsin-X-Mutante
konnte weder aro,f3; noch anapBs binden, was wiederum fir eine RGD-abhéngige
Interaktion spricht. Fur das IntegrimsB; konnte interessanterweise fur keines der
untersuchten Proteine eine signifikante Bindung egsan werden, was auf eine zusatzliche
Bedeutung derfs-Untereinheit bei der Assoziation zwischen dem dnite und dem
Procathepsin X bzw. Vitronektin schliel3en lasst.

80
Analyt:
av|33
=)
c
©
c
2
w
0 200 400 600 800 1000
Zeit (s)
80 80 +
= Analyt: Analyt:
A3 X asfh
B0 60 1
= =
— = 40
(—g 40 = 1
o &
LT w20 1
| =y
0 0 14 ;
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zeit (s) Zeit (s)

Abb. D.25: Interaktion von Procathepsin X, AAA-Procathepsin X und Vitronektin mit verschiedenen
Integrinen. Mittels SPR wurde die Bindungskapazitat der Intega,Bs, 0Bz und asB; (je 500 nM) an
unterschiedliche Liganden untersucht. Liganden wafeocathepsin X (Pro X, schwarz), Vitronektin (VN,
dunkelgrau) und AAA-Procathepsin X (AAA-Pro X, hgrthu). BSA diente als Referenz, um die Hintergrund-
bindung abzuziehen (Basislinie). Die Assoziatiorrdeuliber 5 Minuten gemessen, mit einer anschlief$end
Dissoziation von 10 Minuten.

Nachdem nun eindeutig gezeigt werden konnte, dassathepsin X Uber die RGD-Sequenz
mit Integrinen interagieren kann, wurden in dieg®beit noch zuséatzliche Ansatze
durchgefuhrt, um weitere mogliche Liganden oderhaBabstrate fur (Pro)Cathepsin X zu
finden. Dies wird im folgenden Kapitel ndher beseiben.
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D.4 Suche nach physiologischen Liganden von (Praa@epsin X
mittels affinitatschromatographischer Methoden

D.4.1 Koimmunprazipitation mit einem Kit der Firma Pierce

Prinzip
Bei einer Koimmunprazipitation mit denSgiz&€ X Protein G Immunoprecipitation Kit

(Pierce) werden Antikdrper gegen das Zielprotein eame Protein-G-gekoppelte Matrix

gebunden und anschlielBend mit einem Reagenz fikrdigzvernetzung kovalent verknupft.

Diese Matrix wird mit Zellysat oder anderen prokatigen Losungen inkubiert. Durch

Abzentrifugieren kann die Matrix von der LOsung eee abgetrennt und mehrmals
gewaschen werden. Das Zielprotein wird von dem pp&lien Antikérper gebunden.

Liganden des Zielproteins werden mit diesem koimpn@mipitiert und bleiben, wenn die

Interaktion stark genug ist, wahrend der folgendféaschschritte gebunden. Durch einen
stark sauren Puffer wird das Antigen von der Aml@dmatrix geldst und mit ihm die

potentiellen Liganden. Die so gewonnenen Fraktiomemden anschlieend mittels SDS-
PAGE analysiert. Unbekannte Banden im Eluat konn&h mittels N-terminaler Protein-

sequenzierung analysiert werden.

Ergebnis
In unserem Versuchsansatz wurde die Matrix mit rairmolyklonalem Antikdrper gegen

(Pro)Cathepsin X gekoppelt. Dieser Antikdrper wuird&aninchen generiert und in unserem
Labor isoliert (Nagler et al., 2006). Es konnten @0 g Antikorper an 40Qul der Matrix
(50 % Suspension) gebunden werden. Als Probe weirddHP-1-Zelllysat verwendet, da
diese Zelllinie Cathepsin X stark exprimiert. Imu& konnte eine Bande bei ca. 10 kDa
detektiert werden (siehe Abb.D.26). Das Eluat wwadeeine PVDF-Membran geblottet und
fur die N-terminale Proteinsequenzierung zu R. MEn{AG Prof. Lottspeich, Max-Planck
Institut, Martinsried) gegeben. Dort konnte die & PMFIVNT identifiziert werden. Die
Aminosaureabfolge und das Molekulargewicht entdprradem Protein MIF (hacrophage
migration inhibitory factor?). Da noch unklar war, ob es sich bei dieser Ikteya um eine
spezifische Bindung an (Pro)Cathepsin X handeker ddiF unspezifisch an das Zielprotein,
den Antikorper oder die Matrix bindet, wurden Koimmprazipitationen mit einer weiteren
Methode (D.4.2) durchgefihrt.
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~— MIF

Abb. D.26: Koimmunprazipitation mit dem , Seiz&€ X Protein G Immunoprecipitation Kit (Pierce)
unter Einsatz eines Antikorpers gegen (Pro)CathepsiX. Untersucht wurde das Lysat von 1,3 X TB{P-
1-Zellen. In einer SDS-PAGE (12 %) wurden die erated die letzte Waschfraktion (W) und die
Elutionsfraktionen (E) aufgetrennt. AnschlieBenddeudas Gel mit Coomassie gefarbt. Eine Bandedei ¢
10 kDa konnte spater als MIF identifiziert werden.

Der ,Seiz& X Protein G Immunoprecipitation KitPierce) ist so konzipiert, dass in den
Elutionsfraktionen sowohl das Zielprotein, als awekitere Proteinbanden, die méglichen
Liganden entsprechen wirden, in einem CoomassiesiGalbar sein sollten. Da es bei den
bisherigen Versuchen der Koimmunpréazipitation mésdm Kit nicht moglich war, eine
sichtbare (Pro)Cathepsin X Bande in einem Coomdaslezu detektieren, sollte Uberprift
werden, ob mit diesem Kit und dem verwendeten Ampkr eine ausreichende Menge an
(Pro)Cathepsin X gebunden und eluiert werden kBiaau wurde ein THP-1-Lysat mit 1@
einer rekombinanten inaktiven Mutante von Cathepswersetzt (Cathepsin-X-C31A; siehe
D.4.4) und anschliel3end eine Immunprazipitatiorckigefiihrt. Abbildung D.2&eigt in den
drei Elutionsfraktionen deutliche Banden auf deheld@er Cathepsin-X-C31A Kontrollspur.
Vergleicht man die Banden in den Elutionsfraktionemt der Proteinbande in der
Kontrollspur (1pg), so kann man als ungefahre Menge@ Cathepsin-X-C31A in den
Elutionsfraktionen schatzen. Da insgesamt @DBEluat gewonnen und davon 1p0auf das
Gel aufgetragen wurden, kann davon ausgegangenemwerdass ca. 7,.ug Protein
wiedergefunden werden konnte. Die Kapazitat vorb08jg gekoppelten Antikérpers (siehe
Kapitel D.4.1) ware jedoch fiir die gesamte Menge 16 ug eingesetztem Cathepsin X
ausreichend gewesen. Offensichtlich ist die Konagioih an (Pro)Cathepsin X in den hier
verwendeten Zelllysaten zu gering und somit auch Kbnzentration von mdoglichen
Liganden. Da jedoch fir diese Anwendung nur einréezjes Volumen und eine begrenzte
Zellmenge verwendet werden kénnen, die sich limehe auf die (Pro)Cathepsin-X-Menge
auswirken, wurde auf eine alternative Methode dgahdensuche zurtickgegriffen, die im
folgenden Kapitel beschrieben ist.
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Abb.D.28: Wiederfindungsversuch von rekombinantem @thepsin X aus einem THP-1-ZelllysatUm zu
Uberpriifen, ob und welche Menge an (Pro)CathepsiitXdem ,Seiz& X Protein G Immunoprecipitation
Kit“ (Pierce) aus einem Zelllysat isoliert werden kammurde ein THP-1-Lysat (2xI®ellen) mit 10ug
Cathepsin-X-C31A versetzt und eine Immunpraziptatinach Kitanleitung durchgefiihrt. Kontrolle,
Waschfraktionen und Elutionsfraktionen wurden imeei SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel (12 %)

anschlieBend mit Coomassie gefarbt. rX pglCatX-C31A; W1-W8 = Waschfraktionen; E1-E3 = Edbus-
fraktionen. In den Elutionsfraktionen sind deutédRanden in Hohe der Kontrollbande sichtbar, wasifitie
spezifische Wiederfindung von Cathepsin X aus deitiydat spricht.

D.4.2 Koimmunprazipitation mit einem Kit der Firma Miltenyi

Prinzip

Auch bei dem (MACS Protein G MicroBeadsKit der Firma Miltenyi werden Antikorper
fur die selektive Isolierung eines bestimmten Rnst@us einem Proteingemisch verwendet.
Hier sind die Antikérper jedoch nicht kovalent ae datrix gekoppelt, sondern werden im
letzten Schritt zusammen mit dem Zielprotein undgletien Liganden eluiert. Der
Antikorper wird direkt in die Proteinlosung gegepemo er an sein Antigen bindet.
AnschlieRend werden magnetische Kugelchen, an dé&metein G gebunden ist, in die
Losung gegeben. Uber Protein G wird der Antikorper dem Zielprotein und moglichen
Liganden an die Kugelchen gebunden. Diese werdezirenmagnetisierte Matrix fixiert und
kénnen so gewaschen und eluiert werden. Der Vatteder Methode besteht darin, dass nur
wenig Antikérper bendtigt wird (ca. 1-Rig), da die Antikbrpermenge besonders bei
kommerziell erhaltlichen Antikdrpern wie anti-MlIndimitierender Faktor sein kann.

Ergebnis
Um zu Uberprifen, ob MIF ein Ligand fur (Pro)CatsiepX ist, wurde ein THP-1-Zelllysat

mit Antikbrper gegen MIF inkubiert und anschlieBahd Immunprazipitation durchgefinhrt.

Abb.D.27B zeigt das Ergebnis der Immunprazipitatm MIF. In einer Kontrollspur, die

ein THP-1-Zelllysat enthéalt, kreuzreagierte derikitper zwar mit anderen Proteinen, wobei
jedoch im Eluat eine MIF-spezifische Bande detektiwerden konnte. Die Immun-

prazipitation von MIF aus dem Lysat war also enfeigh. Allerdings lie3 sich kein

(Pro)Cathepsin X in demselben Eluat nachweisen ([(AI27YA), was eine unspezifsche
Interaktion von MIF mit der Pierce-Protein-G-Matwahrscheinlich macht.
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Abb.D.27: Koimmunpréazipitation mit dem ,, tMACS Protein G MicroBeadsKit (Miltenyi) unter Einsatz
eines Antikdrpers gegen MIF.Mit diesem Kit wurde getestet, ob (Pro)CathepsimmXEluat eines Lysats von
THP-1-Zellen detektiert werden kann und somit anFMlindet. Die Proben wurden im Western Blot mit
spezifischen Antikbrpern gegen humanes (Pro)Catheps bzw. MIF untersucht. rX: rekombinantes,
deglykosyliertes Cathepsin X; Ly = THP-1-Zelllys®¥1 = Waschfraktion 1; W5 = Waschfraktion 5; E =it
Marker: Jow rangé (BIO-RAD).

A (Pro)Cathepsin X kann zwar in W1 detektiert werddyer nicht im Eluat.

B Der MIF-Antikdrper bindet im Lysat unspezifisch andere Proteine, es kann jedoch im Eluat eineggnz
Bande in Hohe von 10 kDa detektiert werden, was Werekulargewicht von MIF entspricht.

D.4.3 Affinitatschromatographie mit einer inaktiven Cathepsin-X-Mutante

Da Substrate von Cathepsin X Aufschluss uUber diobische Funktion des Enzyms geben,
war ihre Identifizierung fir diese Arbeit von grofRénteresse. Deshalb wurde eine inaktive
Mutante von Cathepsin X generiert, bei der das édysdes aktiven Zentrums durch Alanin
ersetzt wurde. Diese Mutante sollte Substrate zveah binden, aber nicht mehr spalten
konnen, wodurch eine Isolierung von SubstratenemsitAffinitatschromatographie moglich
wird.

D.4.3.1 Herstellung und Isolierung einer inaktivenCathepsin-X-Mutante

Die inaktive Mutante wurde mittels zielgerichtet®tutagenese hergestellt. Das dafur
verwendetete Oligonukleotid fugt neben dem Austaudes Cys31 durch Ala auch eine
Schnittstelle fur BamHI ein, was die Identifiziegumon passenden Klonen erleichtert. Die
eingefligte Restriktionsstelle bewirkt nur einelstiMutation und somit keine zusatzliche
Veranderung in der Aminosauresequenz. In dem vesitekblauf der Klonierung und

Expression irP. pastoriswurde wie bei der Generierung der RAD- und AAA-¢athepsin-

X-Mutanten vorgegangen (siehe D.3.1). Die chromaolgische Isolierung wurde durch
lonenaustausch-Chromatographie in zwei Schrittetspeechend dem Protokoll fur die
Procathepsin-X-Isolierung durchgefihrt (Nagler let #099). Die nach der ersten Aufreini-
gung erhaltenen Fraktionen mit den hdchsten Prepath-X-C31A-Konzentrationen wurden
vereinigt und ankonzentriert. AnschlieR3end wurdeRlioregion durch enzymatischen Verdau
mit Cathepsin L abgespalten. Die zweite Chromafggeawurde bei einem neutralen pH
durchgefihrt. Da Cathepsin L bei neutralem pH sastabil ist, wurde auf diese Weise eine
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Inaktivierung der Protease sichergestellt. Durchefinale Proteinsequenzierung (durch-
gefihrt von R. Mentele, Max-Planck Institut, Mastiied) konnte die Abspaltung der
Proregion bestatigt werden. Es konnten fir zweid@anmit nahezu identischem Molekular-
gewicht die Sequenzen SPADL und SPA identifiziegrden. Dies ist die Spaltstelle, die
auch bei der Prozessierung des Wildtyps durch @aihé. beschrieben wurde (N&agler et al.,
1999) Somit handelt es sich bei den Doppelbanden, die nrekombinanter Expression von
(Pro)Cathepsin X auftreten, sehr wahrscheinlichunterschiedliche Glykosylierungsvarian-
ten des Enzyms. Das so erhaltene prozessierte BEmayde zunachst biochemisch analysiert.

D.4.3.2 Charakterisierung der inaktiven Mutante

Um sicherzustellen, dass die eingefligte Mutatiasatilich zu einer Inaktivierung des
Enzyms fuhrt, ohne dass die Sekundarstruktur b@eimigt ist, wurden eine Sekundar-
strukturanalyse mittels CD und eine Aktivitatsmegsdurchgefuhrt.

D.4.3.2.1 Analyse der Sekundarstruktur durch Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Fiur die Messung wurden Cathepsin X und CathepsCBXA gegen PBS dialysiert und die
Proteinkonzentration auf 1AM eingestellt. Die Zirkulardichroismus-Spektroskepiurde
von Elisabeth Weyher-Stingel (Max-Planck InstitMiartinsried) durchgefihrt. In Abb.D.29
sind die Ergebnisse von Cathepsin X im VergleictCathepsin-X-C31A dargestellt. Da die
beiden Kurven nahezu identisch sind, kann man dawsgehen, dass der Austausch von
Cys31 gegen Ala zu keinen deutlichen strukturellerénderungen fiihrte.
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Abb.D.29: CD-Spektren von Cathepsin-X-C31A im Vergtich zu Wildtyp-Cathepsin X Die CD-
Spektren von Cathepsin X (blau) und Cathepsin-XAC8bt) zeigen einen nahezu identischen Kurven-
verlauf, was groRere strukturelle Veranderungerthldalas Einfligen der Mutation bei Cathepsin-X-C31A
ausschlief3t.
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D.4.3.2.2 Messung der Aktivitat

Um festzustellen, ob der Austausch von Cystein lduktanin tatsachlich vorhanden war,
wurde eine Aktivitatsmessung der Mutante im Verdiezum Wildtyp-Enzym durchgefihrt.
Dazu wurde das Substrat Abz-Phe-Arg-Tyr(3JNOH verwendet, welches von PD Dr.
Norbert Schaschke (Universitat Bielefeld) synthettswurde. Es handelt sich dabei um eine
Verbindung, die durch Monocarboxypeptidasen gespalterden kann und stellt somit ein
geeignetes Substrat fur Cathepsin X dar. AbbildDi80 zeigt eindeutig, dass das Substrat
vom Wildtyp-Enzym umgesetzt werden kann, wahrenth€zsin-X-C31A dazu nicht in der
Lage ist. Somit ist der Austausch des Cysteins ktiven Zentrum durch Alanin gelungen,
was zur vollstandigen Inaktivierung des Enzyms tiéihr

4x10°- Cathepsin X

w
x
2
o
T

2x10°4

Fluoreszenz (AU)

1x10°1 < '

ke 5 . Cathepsin-X-C31A
0 . .

0 50 100 150

Zeit (sek)

Abb.D.30: Aktivitatsmessung von Cathepsin-X-C31A imVergleich zum Wildtyp. Fur die Aktivitats-
messung wurde das Substrat Abz-Phe-Arg-Tyr(3)NAH (5 uM) bei pH 5.0 verwendet. Wildtyp-Cathepsin
X kann das Substrat spalten, wodurch es zu eiretge3ting der Fluoreszenzintensitdt kommt. Die Miatan
Cathepsin-X-C31A kann das Substrat dagegen niclsetaan. Die Messung der Aktivitat wurde am Geréat

.FluoroMax“ bei einer Exzitation von 320 und einémission von 420 nm durchgefihrt, AU arbitrary
units'.
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D.4.3.3 Affinitatschromatographie mit der katalytisch inaktiven Mutante
Cathepsin-X-C31A

In einem ersten Versuch sollte die Affinitatschroogaaphie mit Cathepsin-X-C31A getestet
werden:

Fur die Herstellung der Séaule wurde die inaktivéh€psin-X-Mutante zunachst chemisch an
CNBr-aktivierte Sepharose 4B gekoppelt. An 0,8 g 8epharose konnte von 7,6 mg
eingesetztem Protein 92% gebunden werden. NacKamlung wurde die Sepharose in ein
Saulchen uberfuhrt und fir die Affinitatschromatolg@ verwendet. Als Probenmaterial
wurde ein THP-1-Zelllysat eingesetzt, da sich digseéllinie fur die Anzucht in grél3erer
Menge eignet und zudem Cathepsin X stark exprimiggs eine hohe Expression von
Cathepsin-X-Liganden bedeuten konnte. Die erhattéfiationsfraktionen wurden tber SDS-
PAGE aufgetrennt (Abb.D.31).
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Abb.D.31: Affinitditschromatographie mit einer inaktiven Cathepsin-X-Mutante. Die bei der Affinitats-
chromatographie erhaltenen Elutionsfraktionen wariteeiner SDS-PAGE aufgetrennt (Fraktionen = fld8@d
das Gel (12 %) anschlieBend mit Coomassie gef&ihe Bande bei ca. 98 kDa (roter Stern), die nurvirei
Fraktionen (f5 und f6) auftritt, konnte identifirieaverden.

Fur die Identifizierung von spezifischen Banden aemr die Fraktionen auf eine PVDF-
Membran geblottet oder auf ein SDS-Gel aufgetraged fur die N-terminale Protein-

sequenzierung bzw. massenspektroskopische AnalysR. aVlentele, Max-Planck Institut

(Martinsried) gegeben. Die N-terminale Proteinsegiexung war nicht durchfihrbar, da die
Banden nicht rein genug waren. Es konnte jedoch dhsssenspektroskopie ein Protein
identifiziert werden, das auf dem SDS-Gel ein Malakgewicht von ca. 98 kDa aufwies.

Dabei handelt es sich um p97, auch VCRalgsin containing proteinfgenannt. Ob es sich

bei diesem Protein tatsdchlich um einen Ligandamn ®@athepsin X handelt, wurde in dieser
Arbeit nicht mehr weiterverfolgt. In nachfolgendarbeitsschritten misste der Nachweis der
Bindung mittels verschiedener Methoden erbrachtdemr wie z.B. Oberflachenplasmon-
resonanz-Analysen, Koimmunprazipitationen odebdagen.

Fasst man die Ergebnisse der Liganden- oder Stdsthe von (Pro)Cathepsin X zusammen,
so zeigt sich, dass die angewendeten Methoden Inesber evaluiert werden missen, um
unspezifische Wechselwirkungung zu minimieren uramis spezifische Liganden zu
isolieren. Dies wirde auch eine eindeutige Idenéifung erleichtern.
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E Diskussion

Als mit der detaillierten Forschung an lysosomalysteinproteasen (Cathepsine) begonnen
wurde, war man der Ansicht, dass diese Enzyme hlis8lich fir den unspezifischen Abbau
von vielen unterschiedlichen Proteinen in Lysosomerantwortlich waren. Es stellte sich
jedoch mehr und mehr heraus, dass Cathepsine auckpézifische zellphysiologische
Vorgénge notig sind und dartber hinaus bei pathedbgn Prozessen wie z.B. Krebs und
Entzindungsprozessen eine entscheidende Rollesgéhnen. Dabei wurde deutlich, dass
ihre Funktionen nicht auf das lysosomale Kompamitmbeschrankt sind, sondern dass
Cathepsine auch im Extrazellularraum wirken.

E.1 Differenzielle Expression von (Pro)Cathepsin X

In den letzten Jahren wurde eine Reihe neuartigste@proteasen entdeckt, darunter auch
Cathepsin X (Nagler & Menard, 1998; Santamariad.etl898). Untersuchungen auf mRNA-

Ebene zeigten, dass die Transkription des humanathe@sin-X-Genes ubiquitar in den

Geweben erfolgt, jedoch Unterschiede in der StdekeTranskription vorhanden sind (Nagler
& Menard, 1998).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine starketéin-Expression von (Pro)Cathepsin X in
Monozyten und eine weniger ausgepragte in neuti@phGranulozyten festgestellt. In
Lymphozyten war die Protease fast nicht nachweisbashalb wéare es moglich, dass
Cathepsin X eine spezifische Funktion im Immunsystend damit auch bei inflammatori-
schen Prozessen ausubt, da Makrophagen und neiler@hnulozyten wichtige Effektoren
des angeborenen Immunsystems sind. Diese Vermutuidglurch die Beobachtung gestutzt,
dass eine Aktivierung dieser primaren Entzindundfgszauch die Ursache fiir den Anstieg
von Serum-(Pro)Cathepsin X bei Traumapatienten ean scheint (Nagler et al., 2006).
Zudem gibt es Befunde, die auf eine mdgliche patyjisthe Funktion von (Pro)Cathepsin X
bei inflammatorischen Prozessen und der Entstelwamg Tumoren schlie3en lassen. So
wurde gezeigt, dass EZM-unabhangiges Wachstum \aigmen Melanomzellen mit einer
Transkripterhéhung von Cathepsin X einhergeht (Remet al., 2003). Ebenso wurde eine
verstarkte Expression von Cathepsin-X-mRNA Hh pylori-infizierten Magenkarzinom-
Zellen gemessen sowie in THP-1-Zellen, die mit detlkulturiberstand dieser Zellen
stimuliert wurden (Krueger et al., 2005). In dies@roffentlichung wurde auch eine Uber-
expression von Cathepsin X auf Proteinebene beimgellearzinom belegt, die sowohl aus
einer erhohten Expression in Tumorzellen als audl afiltrierenden Makrophagen
resultierte. Auch beim Prostatakarzinom und desgeriauferzellen wurde eine erhoéhte
Expression von Cathepsin X auf Proteinebene beddia@itagler et al., 2004).

Diese Beispiele legten eine mdgliche pathologisétale von (Pro)Cathepsin X nahe,
weshalb zunadchst durch zellexperimentelle Untensogén néhere Einblicke in die
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Regulation der Expression von Cathepsin X in Leytez gewonnen werden sollteDa mit
der monozytaren Tumorzelllinie THP-1 Differenziegsstudien durchgefihrt werden kdnnen
und eine hohe Expression von Cathepsin X in Morezeybrliegt, schien diese Zelllinie fur
die Untersuchung der Regulation der ExpressionGathepsin X geeignet zu sein. Durch die
Zugabe von PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) oddiRA (all-trans Retinsaure) nehmen
die THP-1-Zellen makrophagenahnliche Eigenschatian(Auwerx, 1991; Drach et al.,
1993). Diese Agenzien wirken jedoch auf untersdlubd Weise, und auch die einzelnen
Effekte sind durchaus verschieden. So erfolgt diéei2nzierung von THP-1-Zellen durch
PMA Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C (Aumwel991), wahrend ATRA, ein
Vitamin-A-Derivat, an Retinsdurerezeptoren bingetiche zur Familie der Steroidrezeptoren
gehoren (Chambon, 1996). Die Stimulierung von THRellen mit PMA geht mit einer
starken Veranderung des Phénotyps einher, dierze#eden adharent und gleichen in ihrem
Aussehen Makrophagen. Durch ATRA erlangen die Aeltwar auch einen Makrophagen-
ahnlichen Phanotyp, zeigen jedoch nur eine schwaAdhérenz (Matikainen & Hurme, 1994;
Mehta & Lopez-Berestein, 1986).

Bezuglich der Expression und Sekretion von (Prd)&agin X ergaben sich interessanter-
weise ebenfalls starke Unterschiede nach Stimwlation THP-1-Zellen mit PMA oder
ATRA. Bei der Differenzierung von THP-1-Zellen nATRA konnten wir im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle eine Verminderung in dérd)Cathepsin-X-Menge sowohl extra-
als auch intrazellular messen. Wahrend der Diftaegnng mit PMA hingegen war
intrazellular eine extreme Verstarkung der (Prolp€psin-X-Expression und dartber hinaus
auch eine verstarkte Sezernierung der Protease emlabhten. Die Aktivierung von
unterschiedlichen Signaltransduktionswegen durchAPNhd ATRA induzierte somit
offensichtlich ein unterschiedliches Verhalten lggiwlh der Expression von (Pro)Cathepsin
X. Ein Vergleich der bereits beschriebenen Effalda PMA und ATRA auf THP-1-Zellen
zeigt, dass durch PMA die Expression der Gene igiiTdanskriptionsfaktoren c-myc und c-
myb abnimmt, wahrend ATRA nur auf c-myc herabregyeind wirkt. Auch unterscheiden
sich die Promotorbindestellen der beiden Differenmgsagenzien, da ATRA im Gegensatz
zu PMA nicht Uber AP-1-Motive §ctivating proteinl®) agiert, sondern anscheinend tber
andere Promotorelemente eine Differenzierung aus{datikainen & Hurme, 1994).
Unterschiede in der Stimulation durch PMA und ATRAd also bekannt, die Auswirkungen
auf die (Pro)Cathepsin-X-Expression kénnen durakseliErkenntnisse jedoch noch nicht
endgultig geklart werden, da die transkiptionelhel posttranskriptionelle Regulierung dieser
Protease noch unklar ist. Eine vergleichende Uantbisng der Promotoreigenschaften von
humanem und murinem Cathepsin X la3t zwar auf ghweisekeepingFunktion fir beide
Orthologe schliel3en, Bindestellen fur AP-1 sindém jeweiligen Promoteren allerdings nicht
vorhanden (Deussing, von & Peters, 2000). Dahee vesr moglich, dass die unterschied-
lichen Effekte von PMA und ATRA uber noch nicht mdiézierte ,enhancer“Elemente des
Promoters ausgelbt werden, oder dass die Regulaleyn Expression auf posttrans-
kriptioneller oder auch posttranslationaler Eberfelgt. Da die Auswirkungen der beiden
Agenzien sehr komplex und vielfaltig sind, muissarchaindirekte Effekte in Betracht
gezogen werden. Eine intensivere Untersuchung deazellularen Signaltransduktion
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anhand des THP-1-Modelles konnte sicherlich weitetvolle Erkenntnisse Uber die
Regulation der Expression von Cathepsin X ermoghch

E.2 Vermehrte Freisetzung von Cathepsinen nach \inektin-
Stimulation

Zu Beginn der Dissertationsarbeit war zwar bekatass (Pro)Cathepsin X unter bestimmten
pathologischen Bedingungen vermehrt exprimiert gadebenenfalls auch freigesetzt wird,
durch welche (patho)physiologischen Stimulatorem Sezernierung reguliert werden kann
war jedoch noch weitgehend unklar. Um ndhere Eikbliin diese Fragestellung zu
gewinnen, wurden Zellkulturiberstande von THP-llefeluntersucht, die mit unterschied-
lichen proinflammatorischen Zytokinen und extraziéilen Matrixproteinen stimuliert
wurden. Uberraschenderweise konnte nur eine deatlReaktion der Zellen auf losliches
Vitronektin festgestellt werden. Wie sich auch ireiteren Versuchen zeigte, bewirkt
Vitronektin eine Verstarkung der normalerweise kitasven Freisetzung von (Pro)Cathep-
sin X, wahrend insbesondere andere extrazelluléaikproteine wie Fibronektin, Laminin
oder Kollagen IV keinen vergleichbaren Effekt awdsen. Dies a3t auf eine spezifische
Wirkung von Vitronektin schlief3en.

Vitronektin besitzt mehrere Bindestellen fir digeraktion mit unterschiedlichen Proteinen.
Eine Mdglichkeit, mit zellularen Rezeptoren zu maggeren, bietet ein im N-terminalen
Bereich lokalisiertes RGD-Motiv. Durch die Bindumgn Vitronektin an RGD-erkennende
Integrine kann zum einen eine Signaltransduktianallinnere ausgelost, und zum anderen
die Adharenz und Migration der Zelle ermdglicht deam (Schvartz et al., 1999). Wie wir zum
ersten Mal zeigen konnten, beruht auch die vergtdfkeisetzung von (Pro)Cathepsin X auf
einer RGD-abhéangigen Interaktion von Vitronektirt den Zellen, da durch die Zugabe eines
RGD-enthaltenden, zyklischen Peptids der Effektkikrt werden kann.

Der am besten beschriebene Rezeptor fir Vitroneigindas Integrina,f33, das auch
Vitronektin-Rezeptor genannt wird (Pytela et ab83%a). Ein wichtiges Hilfsmittel fir die
Erforschung von Wechselwirkungen diverser Protemiteq, 33 ist der spezifische Antikérper
LM609, der die Interaktion von Vitronektin und aneie RGD-enthaltenen Liganden miff3;
blockieren kann (Nip et al., 1992). Durch diesentikdrper konnten wir ebenfalls die
verstarkte Sezernierung von (Pro)Cathepsin X naittonéktin-Stimulation hemmen, was
den Schluss nahelegt, dass Vitronektin in RGD-afig@én Weise Giber den Rezeptofis zur
vermehrten Freisetzung von (Pro)Cathepsin X fihrt.

Es stellt sich nun die Frage, welche molekularerciMaismen der erhdhten Vitronektin-
vermittelten (Pro)Cathepsin-X-Sezernierung zugruhdgen. So besteht die Mdglichkeit,
dass auf transkriptioneller Ebene eine verstarkigréssion des Cathepsin-X-Gens induziert
wird. Auch kdnnte eine gesteigerte Translation beneits vorhandener mRNA stattfinden.
Wie die Zeitkinetik zeigte, kann die erh6hte Sekretschon nach vier Stunden gemessen
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werden. Diese kurze Zeitspanne l|at daher vermudess der Effekt nicht auf eine
gesteigerte Transkription des Gens fur CathepsiauKickzufihren ist. Zudem liel3 die
Erniedrigung des intrazellularen (Pro)Cathepsin-e@tes erkennen, dass die Protease
vermehrt ins Medium ausgeschuttet wird, ohne dasedchst) das Protein nachproduziert
wird. Da eine verstarkte Ausschittung auch danrh mstolgte, wenn die Translation durch
Cycloheximid gehemmt wurde, kann eine Beeinflussaunfjtranslationaler Ebene ebenfalls
ausgeschlossen werden. Somit ware noch eine Mebiligy von gespeichertem (Pro)Cathep-
sin X denkbar. Diese Annahme wird dadurch bekréftigss sich durch Brefeldin A und
Tunicamycin die verstarkte Sekretion komplett unitedten liel3. Brefeldin A inhibiert den
Vesikeltransport der Zelle, und dadurch auch desikuéiren Proteintransport Uber den
sekretorischen Weg (Zeghouf et al.,, 2005). Tunicamydagegen hemmt die N-
Glykosylierung, weshalb nicht-glykosilierte Proteimicht mehr an das Transportprotein
ERGIC-53 binden koénnen und dadurch auch ihre Sekrehicht mehr moglich ist
(Appenzeller et al., 1999). Da jedoch nach Behamgllder THP-1-Zellen mit Tunicamycin
die Vitronektin-induzierte Sekretion von (Pro)Cagibm X nicht mehr mdglich war, handelt
es sich bei den freigesetzten (Pro)Cathepsin-X-kMdés nach Vitronektin-Stimulation
maoglicherweise um einen Proteinpool, der bereittigfesynthetisiert aber noch nicht
glykosiliert war. Mdglicherweise existiert aber Auein Schutzmechanismus der Zelle, der
eine verstarkte Sekretion von Proteinen verhindetn der allgemeine Transport gestort ist.

Es scheint, dass zumindest wahrend der ersten @4d&t der Stimulation lediglich die
Sekretion von bereits vorhandenem Protein verandeit Diese Ergebnisse schliel3en jedoch
nicht aus, dass nach langerer Einwirkung von Vakbim die Transkription und/oder
Translation hochreguliert werden, um den erniedngtntrazellularen (Pro)Cathepsin-X-
Gehalt wieder auszugleichen. Daruber konnte einssiiteg der Cathepsin-X-mRNA-Menge
Uber mehrere Tage mittels quantitativer RT-PCR ghifsss geben. Da bekannt ist, dass
Zellen Cathepsin X aus dem Medium aufnehmen kor{Mascimento et al., 2005), muss
auch die Mdglichkeit erdrtert werden, dass es balder Erhdhung von (Pro)Cathepsin X im
Zellkulturmedium nach Vitronektin-Stimulation nichin eine verstarkte Sekretion, sondern
um eine Verhinderung der Wiederaufnahme von (Prih)épesin X in die Zelle handelt. In
diesem Fall konnte man nach Vitronektin-Stimulati@benfalls einen Anstieg von
(Pro)Cathepsin X im Medium messen, der jedoch dddusegriindet ware, dass ein
konstitutiv stattfindender Transport von extrazaéilam (Pro)Cathepsin X in die Zellen
verhindert ware. In diesem Fall ware jedoch zu eewa dass eine Behandlung mit
Tunicamycin die Stimulation durch Vitronektin nichéeinflusst, da dieses Molekul nur die
Glykosilierung von intrazellularem Protein hemmtduriPro)Cathepsin X, das bereits
sezerniert wurde und sich deshalb im extrazellnl&edium befindet, glykosiliert vorliegt.
Es zeigte sich jedoch, dass bei Behandlung von THEHen mit Tunicamycin die
Konzentration von (Pro)Cathepsin X im Medim naclirdéhektin-Stimulation im Vergleich
zur Kontrolle ohne Tunicamycin nicht ansteigt. Dak&nn es sich nicht um eine verminderte
Wiederaufnahme handeln, da Tunicamycin den Trabhsoor (Pro)Cathepsin X in die Zelle
nicht beeinflussen sollte. Auch spricht die Tatgactlass die Menge an intrazellularem
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(Pro)Cathepsin X nach Vitronektin-Stimulation abmimebenfalls gegen eine Beeinflussung
der Aufnahme von sezerniertem (Pro)Cathepsin X.

Wie sich herausstellte, werden neben (Pro)Cathepsirauch (Pro)Cathepsin B und
(Pro)Cathepsin L vermehrt freigesetzt. Daher s¢héurch Vitronektin in der Zelle eine
allgemeine Veradnderung im Sekretionsverhalten ddsgeu werden, die mehrere Proteine
betrifft. Dies zeigte sich auch bei humanen lympgkai Tumorzellen, die nach Vitronektin-
Stimulation verstarkt MMP-2 und MMP-9 ausschitt&adca et al., 2001). Ein weiteres
Beispiel ist die vermehrte Freisetzung von MMP-2 TitMP-2 nach Vitronektin-Stimulation
von Melanomzellen (Bafetti et al., 1998). Bei dreZ®llmodellen wurde zwar nachgewiesen,
dass Vitronektin Uber das Integrim,3; auf die Zellen wirkt, der genaue molekulare
Mechanismus konnte jedoch noch nicht geklart werden

Bei Studien, die sich mit der Sezernierung von aginen beschaftigen, ist eine wichtige
Fragestellung, ob eine Freisetzung als Proenzym geteifte Form (aktive Protease) erfolgt.
Dadurch kénnen Riuckschlisse auf eine mogliche eatdgome Aktivitdt oder auf
Interaktionsmdglichkeiten mit Oberflachenrezeptoggzogen werden. Da der in dieser
Arbeit mitetablierte und verwendete Sandwich-ELIS8wohl die Proform, als auch das
aktive Cathepsin X detektiert, war eine Unterschegdder beiden Formen nur durch Western
Blot mdglich. Wie sich herausstellte, entspriche diaufhdhe der in den Zellkultur-
Uberstanden detektierten Banden der Proform vohepain X. Dies steht im Einklang mit
Hinweisen in der Literatur, dass Zellen primar Rtbepsin X, und nicht Cathepsin X
freisetzen. So konnten Journet et al. Uber N-teatainProteinsequenzierung das von
humanen, monozytaren U937-Zellen sezernierte Csithepals Proform definieren (Journet
et al., 2000). Zudem wurde kirzlich auch in unsémdreitsgruppe Procathepsin X aus dem
Zellkulturiberstand der Prostatakarzinomzelllinie-® isoliert und N-terminal als Proform
identifiziert (Fruth, 2007).

Im Rahmen der durch Vitronektin stimulierbaren uddrch Brefeldin A hemmbaren
Freisetzung ist auch von Interesse, in welchenesakschen Vesikeln Procathepsin X
transportiert wird. Bei Melanozyten und Zellen ader hamatopoetischen Linie sind
sogenannte sekretorische Lysosomen bekannt, digtidaell eine Zwischenstellung aus
sekretorischen Granula und Lysosomen innehaberseDB¥ganellen besitzen einen sauren
pH von 5,1-5,4, enthalten lysosomale Proteine umigrliegen einer regulierten Sekretion
(Blott & Griffiths, 2002; Clark & Griffiths, 2003)Es sprechen jedoch verschiedene Fakten
dagegen, dass es sich bei der Erhéhung der Koatientivon extrazellularen Cathepsinen
nach Vitronektin-Stimulation um eine Freisetzung wekretorischen Lysosomen handelt. So
muss man in Betracht ziehen, dass bei einem saHenvie er in Lysosomen besteht, die
vorhandenen Hydrolasen in der prozessierten Fomtnegen. Da z.B. fir Cathepsin L eine
autokatalytische Prozessierung schon bei einem@t6ys bekannt ist (Smith & Gottesman,
1989) und durch Cathepsin L auch Procathepsin daraktive Form tberfuhrt wird (Nagler
et al.,, 1999), musste in den von uns untersuchwlkufturiberstanden vermehrt aktives
Cathepsin X nachgewiesen werden kénnen, falls ssekretorischen Lysosomen stammen
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wurde. Dies war jedoch nicht der Fall. Interessaveéese kann Cathepsin X nicht nur in
Lysosomen detektiert werden, sondern auch in Vesikiee keine Lysosomen-Charakteristik
zeigen. Zudem findet man auch lysosomale VesikekeoBGathepsin X (Nascimento et al.,
2005). Deshalb wird mdglicherweise (Pro)Cathepsin mach der Translation in
unterschiedliche Vesikel transportiert, wobei ei@il in Lysosomen gelangt, wahrend ein
anderer Tell in speziellen Granula den sekretoesdWeg einschlagt, der die Uberwiegende
Freisetzung der Proform erlaubt.

Da Vitronektin sowohl |6slich im Plasma als auchggbundener Form in der extrazellularen
Matrix (EZM) vorkommt, stand zudem zur Diskussiam nur die I6sliche oder auch die
solide Form eine verstarkte Sezernierung von (Rath€psin X auslosen kann.
Interessanterweise zeigte Vitronektin in immobaéiser Form keinen stimulatorischen Effekt
auf THP-1-Zellen. Ebensowenig fuhrten an Zellkytatten gebundenes Laminin,
Fibronektin oder Kollagen IV zu einer vermehrterki@gon von (Pro)Cathepsin X. Um
auszuschliel3en, dass die Ursache ein fehlenderMéetix-Kontakt zwischen den nicht
adhéarierenden THP-1-Zellen und der EZM-Protein{pteste ist, wurde auch die adharente
Zelllinie HEK293 getestet, die durch losliches Wriektin gut stimulierbar ist. Auch bei
dieser Zelllinie konnte durch Vitronektin, Fibronek oder Kollagen IV als
Beschichtungsmaterial keine Stimulation der Searegrreicht werden. Der Beobachtung,
dass tatsachlich nur I6sliches Vitronektin zu ewenmehrten Freisetzung von (Pro)Cathepsin
X fuhrt, kénnte folgende Ursache zugrunde liegem.wairde gezeigt, dass nur dann eine
Phosphorylierung von Signalproteinen nach Vitromelstimulation stattfindet, wenn es
durch den Liganden zu einer Kreuzvernetzung a¢s-Integrinen kommt (Bhattacharya et
al., 1995). Diese Kreuzvernetzung erfolgt durcheeMultimerisierung von Vitronektin.
Verhindert man die Multimerisierung durch Verdaunwitronektin mit Plasmin, dann kann
auch keine verstarkte Freisetzung von MMP-2 mekgeldst werden (Bafetti et al., 1998).
Als Beschichtungsmaterial ist Vitronektin unter Uarslen nicht in der Lage, Multimere zu
bilden oder nicht flexibel genug, um eine Kreuzwtzang von Integrinen mit nachfolgender
Signaltransduktion zu gewahrleisten. Ausgeschlosgemlen kann dagegen, dass durch die
Beschichtung das RGD-Motiv nicht mehr zugéanglidghds durch das zyklische RGD-Peptid
die Anheftung von Zellen an eine Vitronektinbesbhimg inhibiert werden kann (Gurrath et
al., 1992). Dadurch wird deutlich, dass das Zeldas RGD-Motiv fir die Adh&sion
verwenden. Es ware jedoch nicht gerechtfertigt, Gufnd dieser Ergebnisse zu behaupten,
dass nur Plasmavitronektin und nicht das in der Eg®bundene Vitronektin eine
Stimulierung auslésen kann, da die extrazellularatrid in ihrem komplexen Aufbau
keinesfalls mit einein vitro-Vitronektinbeschichtung vergleichbar ist.

Die optimale Konzentration an l6slichem Vitronektzur Stimulation der verstarkten
Freisetzung von (Pro)Cathepsin X betrug d@/ml. Eine héhere Konzentration bewirkte
keine weitere Steigerung. Obwohl im Plasma eineovgktinkonzentration von 200-400
png/ml vorliegt (Schvartz et al., 1999), ist es jedamwahrscheinlich, dass situ luminale

oBs-Integrine standig mit Vitronektin interagieren, dar beobachtete Stimulationseffekt
auch zeitlich begrenzt war: Nach mehrtagiger Inkioba naherten sich némlich die
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(Pro)Cathepsin-X-Werte mit und ohne Vitronektin e@e an. Zudem muss in Betracht
gezogen werden, dass im Blutplasma ein sehr viglpkexeres Zusammenspiel zwischen
diversen Proteinen herrscht als in einem Zellkalgatz. So kann Vitronektin mit
verschiedenen Plasmaproteinen, wie z.B. PAI-1 agfieren, was die Wechselwirkung mit
Integrinen verhindert (Zhou et al., 2003). Ebensarde gezeigt, dass Vitronektin nur in
multimerer Form an luminale,Bs-Integrine auf Endothelzellen binden kann (Zanettal.,
1994), wodurch ein Teil von Plasmavitronektin fimeeRezeptorinteraktion nicht verfigbar
ist. Daher ist die Konzentration von Vitronektingleshe einen stimulierenden Effekt auf
Zellen ausiben kann, sicherlich geringer als digdtdliche Plasmakonzentration. Es wére
daher interessant zu untersuchen, ob bei einerliddert Erhohung der Vitronektin-
konzentration im Plasma, wie sie z.B. bei eineiokaren Arteriosklerose vorliegt (Ekmekci
et al., 2002), auch die (Pro)Cathepsin-X-Konzemnatm Plasma ansteigt. Dariiber hinaus
bedarf es zuklnftig zweifellos noch intensiwervivo-Untersuchungen, um zu zeigen, dass
die im Zellkulturmodell beobachteten Mechanismendar Tat auch eine physiologische
Bedeutung haben.

E.3 Spezifische Niederregulation von (Pro)CathepsiX mittels
SiRNA

Im Hinblick auf die Aufklarung einer Hochregulatioron (Pro)Cathepsin X bei verschie-
denen Tumorarten, die moglicherweise eine Metastasg der Tumorzellen fordert, sollte
nun in einem weiteren Ansatz untersucht werden,dab Migration von Zellen durch

Niederregulation von (Pro)Cathepsin X gehemmt weidmnn.

Mit der Entdeckung, dass kurze doppelstrangige RINAekiile zu einer Niederregulierung
von spezifischen Genen fuhren (Fire et al., 1998§ffneten sich eine Vielzahl neuer
Maglichkeiten, die Funktionen und Wechselwirkungem Proteinen zu erforschen, weshalb
auch wir uns dieser Methode zur Ausschaltung veo)Eathepsin X bedienten. Mittlerweile
sind Protokolle fiir die Niederregulation mittel®RBIA relativ gut etabliert, wobei jedoch
immer noch diskutiert wird, welche Kontrollen nétgind, um die erzielten Ergebnisse
abzusichern. Zu der im Horizon-Symposium in Mainenfang Mai 2003) erstellten
Auflistung nétiger Kontrollen (Editorial, 2003) Zélz.B. die sog,mismatch“-Kontrolle, die
auch wir bei der Etablierung der Niederregulatiam \(Pro)Cathepsin X mitgetestet haben.
Dabei handelt es sich um ein Derivat einer Catimefsspezifischen siRNA, die zwei
Mutationen aufweist. Durch die eingefligten Mutaginrsollte diese siRNA nicht mehr in der
Lage sein, eine Niederregulation zu bewirken. Waw/ignscht, fihrte die funktionelle siRNA
(,CatX304") sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebemit zwei unterschiedlichen
Transfektionsreagenzien zu einer deutlichen Niedetation von (Pro)Cathepsin X, so dass
teilweise bis zu 80 % weniger (Pro)Cathepsin-X-RNAd -Protein messbar waren. Die
»mismatch-siRNA hingegen, die als Negativkontrolle dienedilte, scheint jedoch ebenfalls
einen Einfluss auf die mRNA- und Proteinmenge zsithen. Wéahrend auf RNA-Ebene
besonders mit dem Transfektionsreagenz HiPerFe& tEilweise Erhdhung der mRNA-
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Menge zu verzeichnen war, wurde gleichzeitig autéinebene eine partielle Verringerung
der (Pro)Cathepsin-X-Konzentration messbar. Einestebare Erklarung hierfir konnte
darin bestehen, dass dimismatch-siRNA ahnlich wie eine miRNA ({nicroRNA) wirkt, da
auch die naturlich vorkommenden miRNA-Molekile nicmllkommen komplementar zu
ihrer Zielsequenz sind. Im Gegensatz zur siRNA-melten Niederregulation, die durch
Degradation der betreffenden mRNA erfolgt, fuhme @indung einer miRNA an ihre Ziel-
sequenz zu einer translationalen Repression undliagé Weise zu einem Rickgang der
Expression des Proteins (Saxena, Jonsson & DWid)2Auch in unserem Ansatz scheint
eine &hnliche Wirkweise vorzuliegen, da vermutkame Assoziation dgmismatch“-siRNA

an die Cathepsin-X-mRNA stattfinden kann. Dies kéraine Stabilisierung der Cathepsin-X-
Transkripte und somit einen Anstieg in der messbarlRNA-Menge bewirken, obwonhl
gleichzeitig die Proteinmenge sinkt, da keine Tiatien mehr erfolgen kann. Dartber hinaus
scheint die mismatch-siRNA noch andere miRNA-ahnliche Effekte zu vesachen,
weshalb in Frage gestellt werden muss, ob es slnistoeine ,mismatch-siRNA berhaupt
als Kontrolle einzusetzen. Als Negativkontrolle igeeter ware vielmehr eine siRNA, die
erwiesenermal3en eine biologische Aktivitat besitzd somit den RISC-Komplex binden
kann, die jedoch in dem untersuchten Zellmodelh&ezielsequenz besitzt, wie z.B. eine
SiRNA gegen Luziferase oder GFRyfgen fluorescent protein(Hannon & Rossi, 2004).

E.4 Verringerte Invasion von HUVEC nach siRNA-vernittelter
Niederregulation von (Pro)Cathepsin X

Lysosomale Cathepsine stehen in engem Zusammenhmaibgder Migration von
Endothelzellen im Rahmen der Angiogenese und demasiwitdt von Tumorzellen,
insbesondere bei der Tumormetastasierung, wobebpldowmtra- als auch extrazellulare
Funktionen bei diesen Prozessen eine Rolle zuespstheinen. Fiur die Cathepsine B, L, S
und K konnte die F&ahigkeit zur direkten Degradatider extrazellularen Matrix als
Voraussetzung fur die Invasion nachgewiesen wer@®eddy, Zhang & Weiss, 1995;
Serveau-Avesque et al., 2006). Dartiber hinausaict indirekte Effekte bekannt, durch die
Cathepsine zum Abbau der EZM beitragen kénnen, #Br die Aktivierung von uPA durch
Cathepsin B und L oder durch die Aktivierung voMMPs durch Cathepsin B (Eeckhout
& Vaes, 1977; Goretzki et al., 1992; Kobayashilet’®91). Durch uPA generiertes Plasmin
und MMPs zahlen zu den effektivsten EZM-degradigeenProteasen.

Um zu Uberprufen, ob das Vorhandensein von (Progpasin X die Fahigkeit von Zellen zur
Invasion beeinflusst, wurde unter Verwendung vomamen Nabelschnur-Endothelzellen
(HUVEC) ein Invasionsassay im Transwell-System dgetuhrt. Mittels siRNA-induzierter
Niederregulation wurde zunachst die Konzentratian Pro)Cathepsin X in HUVEC
verringert. Die Effizienz der siRNAs wurde im WaeasteBlot und im Sandwich-ELISA
Uberprift. Mit den Cathepsin-X-spezifischen siRN8atX304 und CatX913 konnte eine
deutliche Reduktion der Invasivitat von HUVEC gesess werden. Diese Beobachtung
korreliert gut mit einem Versuch, bei dem der Einsaon Cathepsin-X-spezifischen Oligo-
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nukleotiden zu einer Verringerung der Invasivitdahee Magenkarzinomzelllinie fuhrte
(Krueger et al., 2005).

Es stellt sich nun die Frage, auf welche Weisdrdiasion der Zellen durch (Pro)Cathepsin X
beeinflusst wird. So wurde unléangst gezeigt, dagsathepsin-B-defizienten murinen Tumor-
zellen die Invasion durch neutralisierende Antilgirgegen Cathepsin X deutlich reduziert
werden kann (Vasiljeva et al., 2006). Dieses Ergelisst einerseits auf eine redundante
Funktion von Cathepsin B und X bei der Invasionis@@n und andererseits die Annahme zu,
dass fur die Invasion eine enzymatische Aktivité@n v(Pro)Cathepsin X nétig ist. Da
Cathepsin X aber nur Monocarboxypeptidaseaktiig#itzt (Devanathan et al., 2005) ist es
jedoch ziemlich unwahrscheinlich, dass diese Psetesne Rolle beim direkten Abbau der
EZM spielt. Allerdings binden neutralisierende Adtiper zelloberflachenassoziiertes
(Pro)Cathepsin X, weshalb auf jeden Fall eine eetlalare Funktion der Protease bei der
Invasion vorzuliegen scheint. Da Cathepsin X alsfd®m sezerniert wird und zudem in
seiner Proregion ein Bindemotiv (RGD) fur eine gme-Subklasse besitzt, lag daher fur uns
die Vermutung nahe, dass diese Protease ein Lifjaridtegrine sein konnte und auf diese
Weise die Invasivitat von Zellen reguliert. Integristellen namlich wichtige Mediatoren bei
der Adhasion und Invasion von Zellen dar und spiglech auch bei der Metastasierung von
Tumorzellen eine herausragende Rolle (Hood & Cler2302).
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E.5 RGD-abhéangige Interaktion von Procathepsin X it dem
Integrin a,fs

Da Cathepsin X — wie von uns und anderen Forsaoipezrigt — von unterschiedlichen Zellen
als Proform sezerniert wird, sollte nun untersugltden, ob diese Protease in der Lage ist,
mit RGD-abhangigen Integrinen zu interagieren.ihemm ersten theoretischen Ansatz konnte
bereits durch die Uberlagerung des zyklischen R@ptiBes mit dem RGD-Motiv in der
Proregion von Cathepsin X gezeigt werden, dass Ati@nosaureseitenketten &hnlich
ausgerichtet sind und somit ein analoges Bindumpsiten denkbar ist (Abb.E.1). Ebenso
wird aus der Tertiarstruktur von Procathepsin Xabttich, dass das RGD-Motiv an einer
exponierten Stelle im Molekil zu finden ist (Sivawan et al., 2000; siehe auch Abb.B.2).
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Abb.E.1: Uberlagerung der RGD-Bindestelle von Procthepsin X mit einem zyklischen RGD-Peptid In
grau dargestellt ist die Proregion von Procatheps{fPDB-Kode 1DEU). Die Disulfidbricke mit dem Cegst
des aktiven Zentrums ist dunkelgrau hervorgehobBas. zyklische RGD-Peptid (griin) wurde im Komplex mi
dem extrazellularen Teil von Integrinf; strukturell geldst (Xiong et al., 2002) und fuedberlagerung mit
Procathepsin X unter Anwendung der Software DeepMibernommen (PDB-Kode 1L5G). Der hier gezeigte
Ausschnitt wurde freundlicherweise von Prof. WerMachleidt (Adolf-Butenand-Institut fur Physiologtse
Chemie, LMU Miinchen) mit der Software ViewerLitestt.

In weiteren experimentellen Untersuchungen liefh sian mit verschiedenen Methoden
belegen, dass Procathepsin X in RGD-abhangiger a\aisdas Integrim, 33 binden kann
(Lechner et al., 2006). Hierbei erwiesen sich HUVBE sehr geeignetes Zellmodell, da sie
neben Procathepsin X auch eine Vielzahl von Integyi insbesondere Integria,s,
exprimieren.

Als wesentliche Voraussetzung zur gezielten Klarwagden zunachst zwei Procathepsin-X-
Mutanten hergestellt, die in verschiedenen Versucile Kontrolle eingesetzt wurden. Die
eingefuhrten Mutationen (RGP RAD oder AAA) sollten beide eine Interaktion miGR-
erkennenden Integrinen nicht mehr ermdglichen (@heHonan & Thiagarajan, 1993). In
einem Adhasionsversuch, bei dem Procathepsin X segide Mutanten sowie aktives
Cathepsin X als Beschichtungsmaterial verwendetlamrkonnte dann gezeigt werden, dass
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HUVEC weder an die RGD-Mutanten noch an prozesse@athepsin X ohne Propeptid
binden kdnnen. Lediglich die Bindung an Procathepsmit einem intakten RGD-Motiv war
maoglich. Die RGD-Abhéngigkeit der Interaktion koannh einem zweiten Versuchsansatz
auch durch die Verwendung von zyklischen RGD-Peptidemonstriert werden, da durch die
gleichzeitige Inkubation von HUVEC mit dem blocleaden RGD-Peptid die Anheftung an
Procathepsin X verhindert wurde, wahrend ein zgkkks RAD-Peptid keinen Einfluss auf die
Bindung austibte. Zudem lie3 sich mit dem blockigesnantie,3s-Antikorper LM609 die
Adhasion von HUVEC an Procathepsin X blockierenhngad der antasf;-Antikbrper
JBS5 die Bindung erlaubte. Daraus kann man eingléakyern, dass das Integrmn3; die
Interaktion von HUVEC mit Procathepsin X vermittelt

Auch die Epifluoreszenzmikroskopie ermdglichte el hinaus den Nachweis der
raumlichen Nahe von Integria,33 und (Pro)Cathepsin X bereits innerhalb der Zailleq
zwar an Lamellipodien von HUVEC. Die Analyse mihe@mn konfokalen Mikroskop zeigte
zusatzlich eine Kolokalisation am HUVEC-Zellsaumenmn die Zellen vorher mit einem
Detergens leicht permeabilisiert wurden. Die Petmisgerung war notwendig, um eine
optimale Zuganglichkeit der Antikbrper zu gewalsten. Dies kdnnte damit zusammen-
hangen, dass eine Komplexierung von CathepsineZeldberflachenrezeptoren maoglicher-
weise in sogenannten Mikrodoméanen, z.B. in Cavedtegtfindet (Mohamed & Sloane,
2006). Ebenso muss aber auch eine Kolokalisation innerltidb Zelle nahe an der
Plasmamembran in Betracht gezogen werden. Interessaeise scheinen jedooks und
(Pro)Cathepsin X nahe dem Zellkern nicht in dereelWesikeln vorzuliegen, was darauf
hindeutet, dass die beiden Proteine unterschiedlitfansportwege durchlaufen. Mit der
Methode der Transmissionselektronenmikroskopie tembenfalls eine Kolokalisation von
Bs-Integrinen auf der Oberflache von HUVEC nachgewmewerden. Dabei wurde deutlich,
dass Integrim, 33 nicht der alleinige Oberflachenrezeptor fur (P@tf@psin X ist, da nur
eine teilweise Kolokalisation beobachtbar war. Dlesan mit den Ergebnissen zweier
Arbeitsgruppen erklart werden, die zeigen, das)@Eathepsin X an Zelloberflachen-
proteoglykane und auch dh-Integrine bindet (Nascimento et al., 2005; Obeanat al.,
2006). Schlie3lich konnte aus einem HUVEC-ZelllyRabcathepsin X mit Integrimt, 33
koimmunprazipitiert werden. Dazu wurde def3s-spezifische Antikérper LM609 mit dem
Lysat inkubiert und anschlielend isoliert. Die déiclgende Analyse der gebundenen
Antigene zeigte, dass sowohl das Integrin als &rdtathepsin X detektierbar waren, was
wiederum fir eine Interaktion zwischem,3 und Procathepsin X spricht. Dabei war
besonders interessant, dass im Eluat vorwiegendPhéorm der Protease zu finden ist,
obwohl die gereifte Form im Lysat den weitaus gréBeAnteil ausmacht. Letzteres kann als
Hinweis darauf gewertet werden, dass die Protebseniegend in aktiver Form innerhalb
von Lysosomen deponiert wird. Eine weitere Bestiitgg der RGD-Abhéngigkeit der
Bindung wurde durch eine zweite Koimmunpréazipitatesbracht, bei der rekombinantes Pro-
cathepsin X eingesetzt wurde. Hierbei wurde gegési Integrina,3 zusammen mit
Procathepsin X und dessen Mutanten in drei verdehien Anséatzen inkubiert. Darauf folgte
eine Koimmunprazipitation, bei der wiederrum d®ef3s-spezifische Antikérper LM609
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eingesetzt wurde. Lediglich Wildtyp-Procathepsimmi einem intakten RGD-Motiv war in
der Lage, am, 33 zu binden und somit koimmunprazipitiert zu werden.

Letztendlich konnte mittels Oberflachenplasmonrasan(SPR) am BIACORE-Geréat eine
konzentrationsabhangige Bindung vayB; sowohl an Vitronektin als auch an Procathepsin
X gemessen werden. Die RGD-Abhéngigkeit der Reaktmurde durch einen weiteren
Versuch untermauert, bei dem durch die gleichzeitigjektion des kompetitiv wirkende
RGD-Peptides eine Interaktion sowohl von Vitronekdls auch von Procathepsin X mif3s
verhindert wurde. Die geringfiigige Interaktion rdigr AAA-Procathepsin-X-Mutante liel3
sich nicht zur Berechnung einer Dissoziationskartstheranziehen und dirfte daher nur auf
schwachen und unspezifischen Wechselwirkungen barubies verdeutlicht erneut die
RGD-Abhangigkeit der Interaktion. Die berechnetesdoriationskonstante fir die Bindung
von Procathepsin X a3 liegt im Bereich von 100 nM. Da die pathophysiaoche
Serum-Konzentration von Procathepsin X ca. 1-10b@tagt (Nagler et al., 2006), kann die
GroRRenordnung der Dissoziationskonstante durchanes ghysiologische Relevanz haben.
Zudem konnen lokale Procathepsin-X-Konzentratian&n bei inflammatorischen Prozessen
noch deutlich hoéher sein als systemische Konzeomet (Nagler, unveroffentliche
Ergebnisse).

Interessanterweise war die Integrin-Ligandenintéoak stark abh&ngig von der Konzen-
tration an MA*-lonen. Mrf* induziert eine ,aktivierte* Konformation von Intégen, die eine
erhohte Affinitat zu ihren Bindungspartnern erméigli (Legler et al., 2001). Diese
Konformationsanderung scheint offensichtlich auiéh die Interaktion mit Procathepsin X
notwendig zu sein.

Mittels SPR wurden noch zwei weitere RGD-abhangngegrine als mogliche Liganden von
Procathepsin X untersucht, ndmlich der FibroneR@zeptorasp; und das Plattchenintegrin
obBs. Mit asPB; wurde weder fur Vitronektin noch flr ProcathepXieine deutliche Bindung
verzeichnet. Wahrend fur Vitronektin an sich aueimk Bindung erwartet wurde, da es kein
Ligand vonasf; ist (Pytela et al., 1985a), bestétigte das negéirgebnis fur Procathepsin X
die Resultate der Adhasionsversuche, bei denebldekierende antixsp3:-Antikorper JBS5
die Bindung von HUVEC an Procathepsin X nicht vedarn konnte. Mit dem
Plattchenintegrim, 33, das wien, 33 ein Rezeptor fur Vitronektin ist, konnte im Vergle zu
ovB3 mit Procathepsin X ebenfalls eine wenn auch etsasvachere Interaktion gemessen
werden. Dies konnte bedeuten, dass augBs; ein naturlicher Ligand fur Procathepsin X ist
und insbesondere diiz-Untereinheit der Integrine eine wesentliche Réliedie Assoziation
spielt.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass RepsathXin vitro an a,33 binden kann,

und dass diese Wechselwirkung auch im Zellkulturatiogtattfindet. Welche physiologische
Bedeutung dieser Interaktion zukommt, muss allgglimoch néher untersucht werden.
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E.6 Integrine, Proteasen und Zellmigration

Integrine vermitteln der Zelle die Fahigkeit, aefschiedenen Matrizes zu adhéarieren oder zu
migrieren. Auch dienen sie als Sensoren fur diecB&fenheit der Zellumgebung, die von
der Zelle verandert werden kann. Aus diesen Grunstetias Proteasensystem eng mit dem
Integrinsystem gekoppelt. Uber verschiedene Meshaen regulieren Proteasen zusammen
mit Integrinen den invasiven Phanotyp von Zellerrds dieses Zusammenspiel aus dem
Gleichgewicht, kann es zu pathologischen Prozessemmen, wie z.B. zum Tumorwachstum
und zur Metastasierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auchPdiorm der Protease Cathepsin X mit
Integrinen in enger Wechselwirkung steht. Im Vegylenit Cathepsin B finden sich einige
interessante Auffalligkeiten. So wird die Sekretimn Cathepsin B in humanen Brustfibro-
blastenzellen Gber Kollagen-bindende Integrine mnelt. Interessanterweise wird auch hier
die Proform verstarkt sezerniert, was &hnlich wie Procathepsin X darauf hindeutet, dass
die Freisetzung nicht tUber den endosomalen Serengsweg erfolgt (Koblinski et al.,
2002). Procathepsin B ist auf der Oberflache vomdmen Brustkarzinomzellen mit dem
Annexin-lI-Tetramer kolokalisiert (Mai et al., 2000Durch diese Interaktion erfolgt eine
Lokalisierung der Proteaseaktivitat in Caveolae dellen (Cavallo-Medved et al., 2003).
Caveolae scheinen Orte fur die Koordination und URegpn von Proteolyse und
Signaltransduktion zu sein, da auch uPAR und delsgmd (3;-Integrin dort lokalisiert sind
(Mohamed & Sloane, 2006). Dadurch ist CathepsiraBhrseiner Aktivierung durch andere
Proteasen (z.B. Elastase, Cathepsin D) in der Lagé, verschiedene Weisen selbst
proteolytisch zu wirken: Entweder durch den direkt&erdau von extrazellularen
Matrixproteinen oder durch Aktivierung von Pro-uRder ProMMPs (Buck et al., 1992;
Eeckhout & Vaes, 1977; Kobayashi et al., 1991).sBseProteasennetzwerk tragt sicherlich
zur Redundanz von extrazellularen proteolytischgste®nen bei. Besonders interessant ist in
diesem Zusammenhang eine Veré6ffentlichung von )éasil et al. (2006), die zeigt, dass
Cathepsin X offensichtlich partiell die Wirkung v@athepsin B kompensieren kann. In dem
verwendeten MMTV-PyMT (nouse mammary tumor virus-polyoma middle T antjgen
Mausmodell fir Mammakarzinom fihrte der Cathepsin,Bock-out zwar zu einer
signifikanten Verzdgerung im Tumorwachstum und amgheiner verringerten Tumorgrole,
Uberraschenderweise konnte jedoch auf der Obedldeln Maustumorzellen statt Cathepsin
B aktives Cathepsin X detektiert werden. Zudem kemwiie Behandlung der Zellen mit einem
neutralisierenden Antikdrper gegen Cathepsin X Migrigel-Invasion der PyMT-CatB
Zellen signifikant reduzieren, nicht aber bei Pyl@#tB'*- oder**-Zellen (Vasiljeva et al.,
2006). Dies laRt darauf schlieRen, dass Cathepsiomjpensatorisch fir Cathepsin B auf der
Zelloberflache wirkt, und dass Cathepsin B und XeeFunktion bei der Zellinvasion
ausuiben. Diese Beobachtung stimmt auch mit dembBigeunseres Invasionsversuches
Uberein, der erkennen lie3, dass die Niederregulation (Pro)Cathepsin X zu einer
verringerten Invasion von HUVEC fuhrt. Aufgrund dstrikten Carboxypeptidaseaktivitéat
von Cathepsin X kann allerdings eine DegradationetlM ausgeschlossen werden. Zudem
ist es recht unwahrscheinlich, dass Procathepsim Xomplex mita,f33 aktiviert wird, da
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durch eine Disulfidbrticke die Proregion fest mitdaktiven Zentrum verankert ist und somit
inhibitorisch wirkt. Dennoch kann durch die Inteiak mit dem Integrin oder auch
zusatzlichen Liganden eine Anderung in der Konfdimmanicht ausgeschlossen werden, was
eine Aktivierung der Protease ausldosen konnte. Migtweise spielen auch Glykosamino-
glykane bei der Bindung von (Pro)Cathepsin X aednhe eine Rolle, da bekannt ist, dass
Integrine  mit diesen Oberflachenmolekilen intersame (Saoncella et al.,, 1999).
Interessanterweise fuhrt aber die Bindung von QetineX an Heparin zu einer Erniedrigung
der Aktivitat der Protease (Nascimento et al., 200%hrend sich eine Interaktion mit
Cathepsin B stabilisierend auf die Aktivitat audwi(Almeida et al., 2001). Da somit die
Beteiligung der proteolytischen Aktivitat von Cagblsen X an der Fahigkeit zur Invasion von
Zellen eher unwahrscheinlich ist, bestiinde eineeanioglichkeit der Wirksamkeit dieser
Cysteinprotease im Rahmen des Invasionsprozessas diess die Bindung von Procathepsin
X an Integrin a,B3 eine Signaltransduktion auslost und so Uber ikthreEffekte eine
verstarkte Migration von Zellen erfolgt. Diese Ahnae wird dadurch bekréftigt, dass die
Inkubation von HUVEC mit der Serinprotease Thromlgiie ebenfalls tGber ein RGD-Motiv
ana, 3 bindet, zu einer Phosphorylierung von FAK fuhadédi & Zachary, 1997). Deshalb
ware es auch fur (Pro)Cathepsin X vorstellbar, dées eine gutside-iri-Signaltransduktion
zellulare Signalwege angeschaltet werden, die dagralibnsverhalten von Zellen
beeinflussen.

E.7 Suche nach weiteren Liganden von (Pro)CathepsiX Uber
verschiedene Arten der AffinitAtschromatographie

Die Interaktion von Procathepsin X mit dem Integniffgs konnte nur entdeckt werden, weil
sowohl die Aminoséuresequenz von Procathepsin Xaath das RGD-Motiv als Integrin-
erkennungssequenz bekannt waren. Da nicht jedeiRirderaktion Gber die Struktur vorher-
gesagt werden kann, mussen fur die Suche nach ambik Liganden oder Substraten
andere Methoden verwendet werden. Die meisten hbekannten Proteininteraktionen
wurden Uber verschiedene Arten der Affinitatschrwgeaphie aufgeklart. Auch in dieser
Arbeit sollten Uber zwei verschiedene Ansatze rieganden fir (Pro)Cathepsin X detektiert
werden. Bei der ersten Methode wurde Uber speb#igmntikdrper das gesuchte Protein aus
einem Zelllysat von THP-1-Zellen immunprazipitiemd anschlielend versucht, koeluierte
Banden zu identifizieren. Dabei konnte das ProkiR (, macrophage migration inhibitory
factor") im Eluat gefunden werden. MIF ist ein proinflamorésches Zytokin mit einem
Molekulargewicht von 12,5 kDa, das vor allem vom @llen des Immunsystems produziert
und sezerniert wird. Da es in intrazellularen Vebikgespeichert ist, muss es fiur die
Freisetzung nicht neu synthetisiert werden undt lggshalb auch intrazellular in gréReren
Mengen vor (Calandra & Roger, 2003). Aus diesem n@rikkonnte MIF in einem
zytosolischen THP-1-Lysat detektiert werden. Wiehgedoch durch zuséatzliche Versuche
herausstellte, scheint MIF nur unspezifisch anAfjarosematrix zu binden, da durch eine
zweite Methode (Pro)Cathepsin X nicht mit einem-8iE-Antikbrper koimmunprazipitiert
werden konnte. Die Tatsache, dass in den Eluaten Mifr-Banden keine deutlichen
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(Pro)Cathepsin-X-Banden zu sehen waren, sprichtfalde fir eine unspezifische Wechsel-
wirkung von MIF mit der Matrix. Zudem konnte in em Kontrollexperiment gezeigt
werden, dass (Pro)Cathepsin X als Antigen in zinger Konzentration vorliegt, um mittels
der auf Antikorper basierenden Affinitditschromaggarie im Zelllysat nachgewiesen werden
zu konnen. Deshalb wurde auf eine zusatzliche Migthder Affinitatschromatographie
zuruckgegriffen. Dabei wurde eine inaktive Mutamte Cathepsin X verwendet, bei der das
Cystein des aktiven Zentrums (Cys31) gegen Alanisgatauscht wurde (Cathepsin-X-
C31A). Dadurch sollte es mdglich sein, nicht nugdnden, sondern auch Substrate von
Cathepsin X zu isolieren, da hierbei Cathepsin-X/&£2ls eine Art ,Substratfalle* wirken
sollte. Die Verwendung von katalytisch inaktiven tsinten in der Affinitatschromatographie
kann eine grofl3ere Ausbeute des zu isolierendentr@tdss und eine Erhohung der Stabilitat
des verwendeten Enzyms bewirken (Katoh et al., 19B& von uns generierte Mutante
Cathepsin-X-C31A ist, wie in einer Aktivitdtsmesgugezeigt, katalytisch inaktiv. Da eine
eingefligte Mutation grof3e Auswirkungen auf die Uiait von Proteinen haben kann, wurde
mittels Zirkulardichroismus auch die Sekundarswuktler Mutante im Vergleich zum
Wildtyp Uberprift. In diesem Fall scheint jedocle dlutation die Struktur der Protease nicht
zu beeintrachtigen, da die entsprechenden CD-Spefdst identisch waren.

Ein erster Versuch der Cathepsin-X-C31A-Affinitdtsamatographie eines THP-1-Zelllysats
erbrachte erste Hinweise auf p97 als moglichen &pain-X-Liganden. p97 gehort zur AAA-
Familie der ATPasen ATPase associated with different cellular actigtie Inwieweit die
Interaktion eine biologische Relevanz hat, mussaiteren Studien untersucht werden.

Um weitere, mogliche Bindungspartner von (Pro)Cagire X zu finden, missen noch andere
Bedingungen fur die Herstellung von Lysaten (z.Bakionierung, Einsatz unterschiedlicher
Detergenzien und Salzkonzentrationen) und fir diecbfiihrung der Koimmunpréazipi-
tationen ausgetestet werden. Eine Mdglichkeit dentifizierung von Bindungpartnern mit
schwacher Affinitat zu (Pro)Cathepsin X, bestehtilén chemischen Kreuzvernetzung, wie es
auch fur die Bindung von Cathepsin X mit ERGIC-5&e@gt wurde (Appenzeller et al.,
1999). Die Bindung moglicher Liganden sollte dunsblekularbiologische und biochemische
Methode, z.B. durch Einsatz geeigneter Mutanten dumd¢h Oberflachenplasmonresonanz-
Messungen, charakterisiert werden. Fir eine Klamegfunktionellen Interaktion zwischen
(Pro)Cathepsin X und mdglichen Liganden miusstechdie®end zusatzlich mikroskopische
und zellbiologische Versuche durchgefihrt werden.
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E.8 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit tasnnéhere Einblicke in die Regulation
der Expression und Sekretion sowie der moglichenkian von (Pro)Cathepsin X erzielt
werden. Sie betreffen sowohl die differentielle drktion der cysteinabhangigen Protease in
Immunzellen als auch ihre Vitronektin-induzierb&ekretion, diea,Bs-Integrin-assoziierte
Zelloberflachenlokalisation des Proenzyms und ddgeligung von (Pro)Cathepsin X bei der
Migration von Zellen durch eine extrazellulare Mat(EZM). Zudem sollten weitere
Interaktionspartner von (Pro)Cathepsin X, wie etvealrliche Substrate, Rezeptoren oder
Transportproteine detektiert werden, die Aufschliiger die patho/physiologische Funktion
von Cathepsin X geben konnten. Die Ligandensucher @finititschromatographische
Methoden erwies sich jedoch als aul3erst schwiddagyor allem unspezifische Interaktionen
auf den verwendeten Matrizes das Auffinden von hdgm erschwerten. Um diese
unspezifischen Interaktionen zu vermeiden, mussdalas Protokoll fur die Affinitats-
chromatographie von Zelllysaten noch verbesserti@rerSo konnten fir einen spezifischeren
Nachweis einer Bindung stringentere Waschbedingurayggewendet werden, indem man
z.B. Waschpuffer mit héherer Salzkonzentration wabtler die Dauer der Waschzyklen
verlangert. Auch ware eine stufenweise Elution duPuffer mit ansteigenden Salzkonzen-
trationen oder variierenden pH-Werten eventuell Vamteil, um eine bessere Trennung der
eluierten Proteine zu erreichen. Positiv kbnnté siach eine Vorfraktionierung des Lysats
auswirken, indem man bereits vor der Affinitdtschatographie eine Trennung in Membran-,
Zytosol- und Zellkernfraktion durchfihrt.

Die bisherigen Ergebnisse lassen jedoch offengibhtbereits erkennen, dass auch
(Pro)Cathepsin X wie andere Cathepsine nicht me gitrazellulare Funktion in Lysosomen
haben dirfte, sondern auch auf der Oberflache \adlerZ lokalisiert ist und dort méglicher-
weise spezifische Aufgaben ausibt. Dies zeigt siBh darin, dass die Niederregulation von
(Pro)Cathepsin X in HUVEC zu einer vermindertendsivitat fiihrte. Da jedoch Cathepsin X
nur Carboxypeptidaseaktivitat besitzt, muss einkeRo der Invasion von Zellen durch eine
direkte Degradation der EZM ausgeschlossen werdeheine andere, eventuell indirekte
Wirkweise in Betracht gezogen werden, die moglialeése im Zusammenhang mit der
Interaktion mit Integrinen steht.

Bedenkt man die verstarkte (Pro)Cathepsin-X-Sekmetiach Vitronektin-Stimulation im
Hinblick auf die Fahigkeit von Procathepsin X, atebrina,33 zu binden, so kdnnten zwei
verschiedene Reaktionsmechanismen postuliert weiflem einen kénnte schon eine intra-
zellulare Bindung stattfinden, wenn Procathepsiaffhaltende Vesikel mit,3s-enthalten-
den Vesikeln fusionieren und anschlieRend ein gesaener Transport an die Zelloberflache
stattfindet. Vitronektin kénnte zur Beschleunigudigses Prozesses beitragen, indem es durch
die Bindung an Integrine das Zytoskelett und safait Transport der Vesikel beeinflusst. In
diesem Kontext ist bereits beschrieben, dass das-RGtiv auch fur den intrazellularen
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Transport von Proteinen von Bedeutung ist (Lussbrle 1997). Allerdings misste die
Verschmelzung der Vesikel knapp unter der Zelldéehie stattfinden, da die konfokalen
Aufnahmen im Bereich des Golgi-Apparates nahe deliketns keine Kolokalisation von
(Pro)Cathepsin X mit Integria,[33 zeigen.

Eine andere Mdglichkeit lage in der Assoziation vBrocathepsin X aus dem Extra-
zellularraum an das Integrin, wobei Proteoglykané diesen Vorgang regulierend wirken
kénnten. Auch hier kdnnte eine Stimulation der Rtbepsin-X-Freisetzung durch Vitro-
nektin zu einer erhdhten lokalen Konzentration sachit zu einer vermehrten Bindung der
Protease an das Integrin fuhren. Dadurch durfte gie Fahigkeit der Zellen zur Migration
verandern, denn es wurde bereits gezeigt, dassnéittin zu einer erhéhten Invasivitat flhrt
(Bafetti et al., 1998). Nicht auszuschlielBen istbelaein negativer Ruckkopplungs-
mechanismus, der darin bestehen kdnnte, dass Repsat X in erhohter, lokaler Konzentra-
tion in der Lage ist, Vitronektin von seinem Rezepintegrin a,B3 zu verdrangen und
dadurch eine langerfristige Anheftung der ZellerdenEZM zu verhindern, was ebenfalls die
Invasivitat der Zellen erh6hen wirde.

Um herauszufinden, ob eines dieser Modelle tats#chutrifft, missen daher noch weitere
Versuche durchgefuhrt werden, die die Charaktetisg des intrazellularen Transportes von
Procathepsin X nach Vitronektin-Stimulation und Eienktionsaufklarung der Bindung von
Procathepsin X an Integrine zum Ziel haben. Entdmede Erkenntnisse kdnnten besonders
im Hinblick auf eine therapeutische Inhibition vémgiogenese und Metastasierung durch
Integrinantagonisten von groRem Nutzen sein (Kuetaal., 2001; Ruegg, Dormond &
Mariotti, 2004).
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