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1 EINLEITUNG

1.1 Intrazellulare Proteolyse ist tUberwiegend lyso  so-
male Proteolyse

Es gibt iiber 20 verschiedene Abbauwege fiir Proteine in der Zelle (Bohley, 1995),
wovon fast 2/3 auf das endosomal-lysosomale Kompartiment und fast 1/3 auf
das Proteasom entfallen (Ahlberg et al., 1985; Otto und Schirmeister, 1997). Im
Proteasom, einem Proteasenkomplex im Zytoplasma (Rivett, 1998), lauft vor
allem spezifische, limitierte Proteolyse ab, welche aber auch im endosomal-
lysosomalen System anzutreffen ist, etwa im Rahmen der Antigenprisentation
und der Aktivierung bzw. Deaktivierung von Enzymen und Hormonen (Otto
und Schirmeister, 1997). Unspezifischer Massenumsatz von Proteinen als Vor-
aussetzung dauerhafter Zellintegritat (Debigare und Price, 2003) ist eine Doma-
ne des endosomal-lysosomalen Proteolysewegs (Bohley und Seglen, 1992; Kado-
waki und Kanazawa, 2003) und wird bewerkstelligt durch das Zusammenspiel
von Endopeptidasen (= Proteinasen) und Exopeptidasen (= Peptidasen) (Bohley
und Seglen, 1992). Uber den endosomal-lysosomalen Abbauweg (frithe Endoso-
men - spite Endosomen - Lysosomen) werden hydrolysiert sowohl endogene
Proteine nach Autophagozytose als auch durch Phagozytose oder rezeptorver-
mittelte Endozytose aufgenommene Fremdproteine (Knop et al., 1993; Seglen
und Bohley, 1992). Lysosomen bieten mit ihrem sauren (um pH 5) und reduzie-
renden Milieu (Fineschi und Miller, 1997) sowie dem zumindest weitgehenden
(Bohley und Seglen, 1992; Ebert et al.,, 2003) Fehlen von Cysteinproteasen-
Inhibitoren optimale Bedingungen fiir die Aktivitat ihrer wichtigsten Protea-
sen, der Cathepsine (Agarwal, 1990; Andreu und Schwartz, 1995; Schroter, 1999).
Diese sind fiir 70-80 % der proteolytischen Aktivitit in Lysosomen verantwort-
lich (Wiirl et al., 1997) bei hohen lysosomalen Konzentrationen von 10-40 mg/ml

(Otto und Schirmeister, 1997).



1.2 Cathepsine (Cats)

1.2.1 Allgemeines

Die Bezeichnung ,,Cathepsin®“ (auch , Kathepsin®, von griechisch ,kaBeeiv®,
verdauen) wurde zum ersten Mal 1929 von Willstitter und Bamann (1929) auf-
gebracht, die hiermit eine Nonpepsin-Protease in der Magenschleimhaut be-
zeichneten. Heute umfassen die nach Gro3buchstaben unterteilten Cathepsine
Aspartat-, Serin- und Cystein-Endopeptidasen sowie auch einige wenige (meist
in zusatzlicher Funktion) Exopeptidasen. Die Cysteinproteasen als grofite
Gruppe gehoren alle zur Papain-Superfamilie (Clan CA, Familie C1).

Den ersten Cathepsinen wurden aufgrund ihres tiberwiegend ubiquitdren Vor-
kommens vor allem , housekeeping®“-Funktionen zugeschrieben. Durch die bis
heute fortdauernde Entdeckung immer neuer Cathepsine mit tiberwiegend ein-
geschranktem Gewebevorkommen riickten die spezifischen Enzymfunktionen

ins Blickfeld (Chapman et al., 1997; Wiederanders, 2003).

1.2.2 Funktionen der Cathepsine B, L und S

Die Hauptaufgabe der lysosomalen Cathepsine in vivo, insbesondere der , hou-
sekeeping“-Enzyme Cats B und L (Petanceska und Devi, 1992) — Cats B und L
sind involviert in bis zu 70 % der intrazellularen Proteolyse (Eisenberger et al.,
1995) — ist der unspezifische, vollstandige Abbau von Proteinen zu Aminosau-
ren. Dariiber hinaus erfiillen Cathepsine, zumindest in vitro (Otto und Schir-
meister, 1997), auch spezifische, limitierte Proteolysefunktionen, indem sie an-
dere Proteine (Enzyme, Hormone) aktivieren oder deaktivieren. So katalysiert
Cat B beispielsweise die Konversion von Proalbumin zu Albumin (Quinn und
Judah, 1978), Prorenin zu Renin (Takahashi et al., 1982; Wang et al., 1991) und
Trysinogen zu Trypsin. Durch vorzeitige, d. h. bereits intrapankreatische Tryp-
sinogen-Aktivierung ist Cat B entscheidend involviert in die Pathogenese der
akuten Pankreatitis (Halangk et al., 2000; Steer, 1992). Zusammen mit Cat H ka-
talysiert Cat B die Konversion von Proinsulin zu Insulin (Ansorge et al., 1977),
und zusammen mit Cat L reguliert Cat B die Aktivitat der Aldolase (Bond und
Barrett, 1980). Cat L beispielsweise aktiviert die Nukleotid-Phosphodiesterase

und katalysiert die Konversion von Kininogenen (Familie 3-CPlIs, s. 1.2.3) in Ki-



nin (Desmazes et al., 2001). Auch die Solubilisierung und limitierte Proteolyse
von Thyreoglobulin geschieht durch Cathepsine (vor allem Cats B, D, K und L)
(Brix et al., 1996; Dunn et al., 1991 und 1996; Friedrichs et al., 2003).

Ein weiteres Beispiel von limitierter Proteolyse durch Cathepsine ist die MHC
Klasse II-vermittelte Antigen- und Autoantigen-Priasentation durch Prozessie-
rung der invarianten Kette (Ii) und Abbau von Antigenen zu Peptiden. Haupt-
verantwortlich hierfiir ist in APCs exprimiertes Cathepsin S, welches in Epi-
thelzellen des Menschen als einzige Cysteinprotease zum effektiven Ii-Abbau
fahig ist (Bania et al., 2003; Nakagawa und Rudensky, 1999); nur in kortikalen
Thymusepithelzellen der Maus wird diese Funktion von Cat L. wahrgenommen
(Nakagawa et al., 1998). Die selektive Hemmung von Cat S (z. B. durch den spezi-
fischen Inhibitor Clik60 (Katunuma et al., 1999)) bietet sich deshalb als neue und
vielversprechende therapeutische Strategie gegen Autoimmunerkrankungen
an, indem sie die Autoantigen- Prasentation verhindert (Saegusa et al., 2002).
AuBlerhalb des endosomal-lysosomalen Kompartiments findet man die Ca-
thepsine - oft in der stabileren Proform (Turk et al., 2000) — meist nur unter pa-
thologischen Bedingungen (Turk et al., 2000). So werden Cathepsine etwa von
Entziindungszellen (Cats B, L und S z. B. von Makrophagen) und Tumorzellen
(Cats B und L) in den bei Entziindungen und malignen Prozessen sauren (Wol-
ters und Chapman, 2000) EZR sezerniert (Chauhan et al., 1991; Heidtmann et al.,
1993; Podgorski und Sloane, 2003; Reddy et al., 1995), wo sie unter Ausnutzung
einer Imbalance zwischen sich und ihren endogenen Inhibitoren extrazellulire
Matrix abbauen (Calkins und Sloane, 1995).

Durch diesen Abbau von extrazelluldarer Matrix und Basalmembranen fordern
die Cats B, LL und D die Tumorinvasion und Metastasierung (Turk et al., 2002),
und Cat B unterstiitzt zusatzlich Tumorwachstum und -angiogenese durch die
Aktivierung von TGF-B (Koblinski et al., 2000; Strojnik et al., 1999). Cat S hinge-
gen scheint eher an anti-Tumor-Immunreaktionen (Regulierung der Prisenta-
tion von Tumor-assoziierten Antigenen durch MHC II-Molekiile) beteiligt zu
sein (Kos et al., 2001). Interessanterweise kommt dem fiir die Tumorprogression
so wichtigen Cat B im malignen Geschehen auch noch eine vo6llig kontrare Rol-

le zu: Cat B fungiert auch als essentieller Mediator einer TNF-induzierten Tu-



morzell-Apoptose und konnte sich hierdurch als niitzlich fiir die Krebstherapie
erweisen (Foghsgaard et al., 2001). Zunehmende Bedeutung gewinnen die Cats
zudem als Prognosefaktoren bei den verschiedensten Tumorerkrankungen (Kos
und Lah, 1998).

Cathepsine spielen durch den Abbau extrazelluldrer Matrix eine Rolle bei ent-
ziundlichen Vorgingen (bzw. Erkrankungen mit Beteiligung von Entziindungs-

zellen wie Makrophagen) im gesamten Korper; dazu zahlen:

« entziindliche Knochen- und Gelenkerkrankungen wie Osteoarthritis und
Rheumatoide Arthritis mit Cat B-Beteiligung (Hashimoto et al., 2001; Lang et
al., 2000; Zwicky et al., 2002),

« entziindliche Myopathien (Polymyositis, Dermatomyositis) mit wichtiger
Rolle der Cats B und L (Kumamoto et al., 1997),

+ entziindliche Atemwegserkrankungen wie Asthma mit pathogenetisch be-
deutsamem Cat S (Cimerman et al., 2001) und wie Lungenemphysem mit den
elastinolytischen Cysteinproteasen Cats K, L und S, welche extrazelluldre
Matrix, speziell Elastin der Lunge abbauen (Takahashi et al., 1993),

e Gingivitis und Periodontitis mit erhohten Cats B, D und L-Spiegeln (Tra-
bandt et al., 1995),

« entziindliche ZNS-Erkrankungen wie Multiple Sklerose mit erhéhter Cat B-
Aktivitiat (Bever und Garver, 1995),

« septischer Schock mit pathogenetisch bedeutsamem Cat B (Assfalg-Mach-
leidt et al., 1988) und

+ Atherogenese mit zentraler Funktion des Cat S (Sukhova et al., 2003).

Ihre Beteiligung an den verschiedensten pathologischen Vorgiangen im Korper
- noch immer Gegenstand intensiver Forschungsarbeit — macht Cathepsine zu
attraktiven Zielsubstanzen fiir die Entwicklung selektiver Inhibitoren als neue
therapeutische Agentien mit z. T. noch ungeahnten Einsatzmoglichkeiten.

Beispiele fiir nicht-pathologischen, kontrollierten Abbau extrazellularer Matrix
durch Cathepsine sind ihre Beteiligung an der normalen Entwicklung und
Funktion des Endometriums (Jokimaa et al., 2001) sowie an Implantation und

Plazentation wiahrend der Schwangerschaft (Afonso et al., 1997).



Bei manchen Erkrankungen ist ein Kausalzusammenhang mit Cathepsinen
umstritten, so etwa bei Cathepsin S in der Pathogenese der Alzheimer-Krank-
heit (Bernstein et al., 1996; Lemere et al., 1995).

Fir die Erforschung der in vivo-Funktionen der Cathepsine erwiesen sich so-
genannte , knockout“-Méause als besonders geeignet, denen einzelne Proteasen
fehlen (Reinheckel et al., 2001). So zeigen etwa Cat L-defiziente Mause periodi-
schen Haarverlust und epidermale Hyperproliferation, wodurch die entschei-
dende Rolle von Cat L fiir die Differenzierung der Epidermis und Regulierung
des Haarzyklus deutlich wird (Roth et al., 2000). Ein interessantes Ergebnis der
Untersuchungen an , knockout“-Miusen war die Feststellung einer funktionel-
len Uberlappung verschiedener lysosomaler Cysteinproteasen. So fiithrt bei-
spielsweise nur das Fehlen beider Cathepsine B und L — genauer, aller vier Alle-
le — zu massiver Hirnatrophie mit letalem Ausgang und demonstriert damit die

Kompensation der beiden Proteasen in vivo (Felbor et al., 2002).

1.2.3 Regulierung der Cathepsin -Aktivitaten

Die Kontrolle der reifen Cysteinproteasen-Cathepsine erfolgt in erster Linie
uber Cysteinproteasen-Inhibitoren (= CPIs).

Hauptaufgabe der physiologischen Proteasen-Inhibitoren ist die Hemmung der-
jenigen aktiven Proteasen, die auflerhalb ihres Kompartiments gelangt sind,
hier also der extralysosomalen Cathepsine. Deshalb enthalten Zytoplasma und
Extrazellularraum groflere Mengen CPIs, welche dort unkontrollierte Proteoly-
se — wie sie etwa bei chronischen Entziindungen und in Tumoren vorkommt —
verhindern sollen (Chapman et al., 1997). Am weitesten verbreitet unter den
endogenen CPIs ist die Cystatin-Superfamilie (Turk et al., 2002). Daneben gibt es
mehrere andere strukturell abweichende CPIs, als deren wichtigste Gruppe die
kiirzlich entdeckten Thyropine gelten, zu denen auch das p41 Ii-Fragment ge-
hort (Lenarcic und Bevec, 1998).

Die Inhibitoren der Cystatin-Superfamilie hemmen die Cysteinproteasen der
Papain-Superfamilie durch kompetitive und reversible, aber enge Bindung (Lah
und Kos, 1998; Nicklin und Barrett, 1984; Vray et al., 2002; Otto und Schir-

meister, 1997). Sie werden unterteilt in drei Familien: die LMW-Proteine Stefine



(= Familie 1), die Cystatine (= Familie 2) sowie die hohermolekularen Glykopro-
teine Kininogene (= Familie 3) (Abrahamson, 1994; Otto und Schirmeister, 1997;
Turk et al., 1997). Stefine (Stefin A und B) sind primér intrazelluldre Proteine
im Zytosol vieler Zelltypen, kommen aber auch in mehreren Korperflissigkei-
ten, also extrazellulir vor. Cystatine (Cystatin C, D, S, SN und SA) sind extrazel-
lular in relativ hohen Konzentrationen vorhanden, wobei Cystatin C als der am
weitesten verbreitete, universellste und am stidrksten hemmende (kleinste Kj-
Werte) Vertreter der Superfamilie gilt (Abrahamson, 1994; Bromme et al., 1991).
Was die in vorliegender Arbeit untersuchten Cathepsine B, L und S angeht,
stellt Cystatin C insofern eine Ausnahme dar, als es Cathepsin L > Cathepsin S
> Cathepsin B hemmt, wiahrend die librigen Cystatine Cathepsin S > Cathepsin
L > Cathepsin B inhibieren (Abrahamson, 1994; Kirschke et al., 1995; Musil et
al., 1991). Die dritte Familie, die Kininogene findet man vor allem in Blut und
Synovialfliissigkeit.

Waihrend Kininogene bei pH-Werten unter 4 und Temperaturen tiber 50 °C in-
stabil werden, zeigen Stefine und Cystatine eine im Vergleich zu anderen Pro-
teinen auflergewohnliche Stabilitat unter extremen pH-Werten und hohen Tem-
peraturen (Barrett, 1986; Barrett et al., 1986).

Aufler den beschriebenen natiirlichen CPIs existiert eine zunehmende Zahl
synthetisch hergestellter, zum Teil hochspezifischer CPIs. Die in dieser Arbeit

verwendeten synthetischen CPIs sind unter 2.9 dargestellt.

1.2.4 Cathepsine B, Lund S

Die in vorliegender Arbeit untersuchten Cathepsine B, L. und S gehoéren — wie
die meisten Cathepsine - zu den Cysteinproteasen der Papain-Superfamilie.
Diese Papain-dhnlichen Cysteinproteasen zeigen Sequenzhomologien von 30 bis
60 % auf Proteinebene, die auf ein gemeinsames Ursprungsgen schlief3en lassen
(Turk et al., 2000; Turk et al., 2002).

Die wichtigsten Fakten beziiglich der Cathepsine B, L und S sind in Tab. 1 zu-
sammengestellt. Einige speziellere, fiir diese Arbeit relevante Gesichtspunkte

werden anschlief3end gesondert ausgefiihrt.



Tab. 1: Eigenschaften der Cathepsine B, L und S

APCs = Antigen-présentierende Zellen, EZR = Extrazellularraum, AS = Aminosauren,
AMC = 7-Amino-4-methyl-cumarin, Ky, = Michaeliskonstante

Cathepsin B L S
Chromosom 8p22-p23.1 9q21-q22 1921
ubiquitar ubiquitar APCs
Vorkommen v. a. Lysosomen v. a. Lysosomen | spate Endosomen
> Lysosomen
Art der Protease. Exo- (v. a. Lyso- Endopeptidase Endopeptidase
Alctivitit somen), Endopep-
tidase (v. a. EZR)
Signalpeptid AS 1-17 AS 1-17 AS 1-15
N-Propeptid AS 18-79 AS 18-113 AS 16-114
reifes Enzym AS 80-333 AS 114-333 AS 115-331
ein- /zweikettig | ein- / zweikettig einkettig
MGperechnet (KDa) 37,807 37,564 37,479
MGSDS-PAGE Proenzym: 38 Proenzym: 38 Proenzym: 37
(kDa) reifes Enzym: 30 | reifes Enzym: 28 | reifes Enzym: 24
C-Propeptid AS 334-339 - -
isoelektr. Punkt 4,5-5,5 5,0-6,1 6,3-6,9
pH-Optimum (Z- 6,5 5,5-6 6-6,5
Phe-Arg-AMC)
stabil bei pH 7,5 nein nein ja
Ky gegen Z-Phe- 223 + 46 2,8+ 0,5 14,7+ 1,7
Arg-AMC (uM) (pH 6,0) (pH 5,5) (pH 6,5)

1.2.4.1 Cathepsin B (EC 3.4.22.1)

Beim ,,housekeeping“-Enzym Cathepsin B (Cat B) (Qian et al., 1991) handelt es
sich um die im Gewebe am weitesten verbreitete lysosomale Cysteinprotease
(Chapman et al., 1997; Musil et al., 1991; Turk et al., 1997). In Lysosomen, d. h.
um pH 5, besitzt Cat B vor allem Exopeptidaseaktivitit als Carboxydipeptidase



(= Dipeptidyl-Carboxypeptidase, d. h. Peptidyldipeptidase und Carboxypeptida-
se) bei einer vergleichsweise geringen Endopeptidase-Wirkung. Das pH-
Optimum der Endopeptidase-Aktivitit liegt bei pH 7,4, also im extrazelluldren
Milieu (Linebaugh et al., 1999). Verantwortlich fiir die hauptsichliche Exopep-
tidase-Wirkung des Cat B ist die sog. ,,occluding loop® aus 20/21 Aminosiure-
Resten (Illy et al., 1997/Turk et al., 2002), die das Katalyse-Zentrum teilweise
besetzt halt (Musil et al., 1991). Hierdurch wird die Bindung der Cystatine im
aktiven Zentrum von Cat B erschwert, was seine im Vergleich zu anderen
Cysteinproteasen nur schwache Inhibierung erklart (Barrett et al., 1998). Flexi-
bilitit der ,,occluding loop“ ermoglicht die als evolutionires Uberbleibsel (Illy
et al., 1997) angesehene Endopeptidase-Restaktivitdt (Turk et al., 2002). Cat B
verfiigt ilber mehrere Mechanismen, katalytische Aktivitat im extralysosoma-
len bzw. extrazelluliren Milieu aufrechtzuerhalten (Barrett et al., 1998), ob-
gleich reifes Cat B bei neutralem und alkalischem pH spontan denaturiert in-

folge Autodegradation (Buck et al., 1992). Zu diesen Mechanismen gehoren:

» bei alkalischem pH stabiles Procathepsin B (Barrett et al., 1998),

« hohermolekulare Splei3-Varianten von Cat B als sezernierte Formen in ei-
nigen Tumoren mit erhohter Translation und Stabilitit (Otto und Schir-
meister, 1997),

« nichtkovalente Komplexe aus Cat B und seinem Propeptid stabil bei neutra-
lem pH (Barrett et al., 1998),

+ Tumor-Cat B resistenter gegeniiber seinen Inhibitoren (Turk et al., 2002) —
bei sowieso schon schwacher Cystatinbindung an Cat B (Illy et al., 1997;
Keppler et al., 1994) sowie

e durch Bindung an Membransysteme der Zelle vor Inaktivierung geschiitztes
Cat B (Otto und Schirmeister, 1997).

Erst so wird verstandlich, wie u. a. von Tumor- und Entziindungszellen, z. B.
Makrophagen (Wolters und Capman, 2000) in den alkalischen Extrazellular-
raum sezerniertes Cat B dort dauerhaft am Abbau extrazelluldarer Matrix-
Proteine — wie Typ IV-Kollagen, Laminin und Fibronektin (Buck et al., 1992;
Liuzzo et al., 1999) — mitwirken kann. Dabei sezernieren Tumorzellen in erhoh-

ten Mengen vorzugsweise inaktives Procathepsin B — welches durch anschlie-



Bende Bindung an die Tumorzell-Oberfliche seine Konversion zur aktiven
Form fordert (Roshy et al., 2003) — daneben aber auch beide aktiven Cat B-
Formen, Einzel- und Doppelstrang-Form (Frosch et al., 1999; Podgorski und Slo-
ane, 2003). Von ,,erhohter Sekretion® ist zu sprechen, da auch normale Zellen
lysosomale Enzyme sezernieren, allerdings nur in sehr geringen Mengen von

ca. 5 % (Frosch et al., 1999).

1.2.4.2 Cathepsin L (EC 3.4.22.15)

Das ebenfalls weitverbreitete Cathepsin L (Cat L) ist die aktivste Endopeptidase
unter den lysosomalen Cysteinproteinasen (mindestens 10-mal schnellere Spal-
tung von Peptidbindungen als durch andere Cats einschliefllich Cats B und H
(Bohley und Seglen, 1992)) mit breitem Substrat-Spektrum (Barrett et al., 1998).
Das pH-Optimum ist abhingig von der jeweiligen Spleif3-Variante — fiinf wurden
bisher entdeckt (Arora und Chauhan, 2002) — und liegt (fiir synthetische Sub-
strate) um pH 5,5 (Turk et al., 1993). Bei neutralen und alkalischen pH-Werten
erweist sich reifes Cat L als instabilste lysosomale Cysteinproteinase (Turk et
al., 1993). Seine grofite Sequenz- und Strukturidhnlichkeit zeigt Cat L mit Cat S
(McGrath et al., 1998). Unterscheiden lassen sich die beiden Cats z. B. mittels
p41, einer Isoform der MHC Klasse II-assoziierten invarianten Kette, welche nur
Cat L, nicht aber Cat S inhibiert (Bevec et al., 1996). Dieses p41 Fragment fun-
giert auch als Chaperon fiir Cat L (Ebert et al., 2003; Lennon-Dumenil et al.,
2001) und als Stabilisator fiir sezerniertes extrazellulidres Cat L z. B. bei Entzilin-
dungen und Tumoren (Fiebiger et al., 2002). Tumorzellen sezernieren die Pro-
teinase auller in stabilisierender Assoziation mit p41 auch - in Analogie zu Cat
B — als Procathepsin L (Heidtmann et al., 1993) sowie in Form einer hohermole-
kularen Splei3-Variante mit im Vergleich zur lysosomalen Form groflerer pH-
und Thermostabilitat (Yamaguchi et al., 1990). Im Extrazellulirraum dient
Cat L - wie Cat B — zum Abbau extrazelluldrer Matrix in Tumoren und bei
chronischen Entziindungsprozessen: u. a. werden Kollagen, Elastin, Laminin
und Fibronektin von Cat L degradiert (Bakhshi et al., 2001; Chauhan et al., 1991;
Chauhan et al., 1993; Liuzzo et al., 1999).



1.2.4.3 Cathepsin S (EC 3.4.22.27)

Die einkettige Endopeptidase Cathepsin S (Cat S) (Bromme et al., 1993) unter-
scheidet sich von den zweikettigen Cats B und L (Wiederanders et al., 1991)
durch eine deutlich eingeschrinkte Gewebeverteilung (Shi et al., 1994) sowie
eine aullergewohnliche Stabilitat und Aktivitat des reifen Enzyms bei neutra-
len und leicht alkalischen pH-Werten: Cat S weist nach einstlindiger Inkubation
bei pH 7,5 (37 °C) noch 93 % seiner optimalen Aktivitit bei pH 6,5 (Kirschke et
al., 1989; Kirschke et al., 1995) auf, wogegen die Cats B und L keine Aktivitat
mehr zeigen (Bromme et al., 1993). Diese ungewohnlich breite pH-Stabilitit
diirfte die in den meisten Geweben vergleichsweise geringe Expression teilwei-
se aufwiegen (Petanceska und Devi, 1992). Zum Substrat-Spektrum des Cat S
gehoren auch die Proteine der extrazelluliren Matrix Laminin, Fibronektin,
Kollagen, Elastin und Chondroitinsulfat (Liuzzo et al., 1999), obwohl der Wir-
kungsschwerpunkt von Cat S in Tumoren nicht auf dem Abbau extrazellulidrer
Matrix liegen soll (s. 1.3.2). Das auf bestimmte Gewebe begrenzte Vorkommen
von Cat S zeigt Speziesunterschiede zwischen dem Menschen und manchen an-
deren Saugetieren, z. B. was das Ausmal} seiner Expression in Niere (s. 1.3.1)
und Gehirn angeht (Shi et al., 1994). Allen Spezies gemeinsam ist eine hohe Ex-
pression in der Milz und in (professionellen) APCs (= MHC Klasse II-positiven
Zellen) (Riese et al., 1996; Saegusa et al., 2002; Villadangos und Ploegh, 2000), wo-
bei Cat S auf Organellenebene v. a. in den spidten Endosomen des endosomal-
lysosomalen Abbauwegs zu finden ist (Claus et al., 1998). Das spezifische Ex-
pressionsmuster von Cat S verweist auf spezifische Funktionen, von denen sei-
ne entscheidende Rolle in der (MHC Klasse II) Antigen-Prasentation hier be-
sondere Erwahnung finden soll. In Epithelzellen des Menschen ist Cat S die ein-
zige Cysteinproteinase, die die invariante Kette (kurz Ii) degradieren kann, und
dadurch MHC Klasse II-Molekiile zur Bindung antigener Peptide und damit zur
Antigenprasentation befihigt (Bania et al., 2003). In Thymus-Epithelzellen der
Maus wird diese Aufgabe hingegen von Cat L. wahrgenommen (Villadangos et
al., 1999).
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1.3 Cathepsine in A -498-Zellen

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Bestimmung der Aktivitdten der
Cathepsine B, L und S in A-498-Zellen nach Na-MCA-Exposition. A-498-Zellen
sind permanente menschliche Nierenkarzinom-Zellen. Aufgrund ihrer Ca-
thepsin-Aktivitaten (Cat-Aktivitidten) sind sie als proximale Tubuluszellen an-

zusehen (Schmid et al., 1997; Schmid et al., 2004).

1.3.1 Cathepsine B, L und S in proximalen Tubulusz ellen der
Niere

In proximalen Tubuli werden glomerular filtrierte Proteine und Oligopeptide
fast vollstindig riickresorbiert, d. h. in Aminosiduren zerlegt, die basolateral
wieder der Zirkulation zugefiihrt werden. Entsprechend enthalten die proxima-
len Tubuluszellen besonders viele Lysosomen (Christensen et al., 1998; Haga,
1989; Schaefer et al., 1994), deren saure Hydrolasen diesen Abbau leisten.

Cat L als aktivste lysosomale Cysteinproteinase hat in der Niere seine hochste
Konzentration und auch Cat B ist hier in besonders hoher Konzentration ver-
treten (Baricos et al., 1987; Brando et al., 1986; Qian et al., 1991). Auch Cat S wird
in der Niere exprimiert, und zwar wie die Cats B und L am stidrksten in den
proximalen Tubuli (Kirschke et al., 1997; Schmid et al., 1997), allerdings bei
Mensch (und Ratte) auf niedrigem Niveau im Unterschied zum Rind beispiels-
weise (Kirschke et al., 1989). Eine Steigerung der Cat S-Aktivitiat lasst sich
durch Interferon-yerreichen (Riese et al., 1996; Schwarz et al., 2002; Storm van’s
Gravesande et al., 2002), ein pro-inflammatorisches Immunmodulans, welches
in fakultativ Antigen-prasentierenden Zellen wie den proximalen Tubuluszellen
(Hagerty und Allen, 1992; Rubin-Kelley und Jevnikar, 1991; Wuthrich et al, 1990)
die Expression von MHC Klasse II-Molekiilen induziert (Haas et al., 1995; Rubin-
Kelley und Jevnikar, 1991). MHC Klasse II-Molekiile priasentieren den CD4(+) T-
Lymphozyten antigene Peptide.

Vom menschlichen Nierenzellkarzinom (s. 1.3.2) ist bekannt, dass es sich dieser
immunologischen Kontrolle entzieht durch Herunterregulierung oder Verlust
von MHC-Molekiilen (Bukur et al., 2003).
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1.3.2 Cathepsine B, L und S in Tumoren — Sonderfall Nieren-
zellkarzinom

Wie erwihnt, werden einige Cats unter pathologischen Bedingungen, wie etwa
in Tumoren vermehrt in den Extrazellulirraum sezerniert, wo sie am Abbau
extrazelluldrer Matrixproteine beteiligt sind. Fiir die Tumorausbreitung spie-
len neben dieser direkt Gewebe-zerstorenden Wirkung der Cats B und L auch
deren aktivierende Wirkung auf andere Matrix-degradierende Proteasen sowie
die Forderung der Tumorangiogenese durch Cat B (Cat B aktiviert TGF-B) eine
Rolle (Kos et al., 1995; Turk et al., 2000; Turk et al., 2002; Wiirl et al., 1997).

Eine Imbalance zwischen Cats und ihren CPIs zugunsten der Cats wird oft als
entscheidend fiir Invasion und Metastasierung von Tumoren angesehen (Cal-
kins und Sloane, 1995; Kos und Lah, 1998). Diese Imbalance erklirt sich durch
die in vielen Tumoren (im Vergleich zu normalem Gewebe) erhohte Menge der
Cats B und L und zwar auf mRNA- , Protein- und Aktivitdtsebene (Lah und Kos,
1998), sowie zum anderen durch erhohte Widerstandsfihigkeit der Tumor-Cats,
zumindest aber des Tumor-Cat B, gegen Inaktivierung durch CPIs (Turk et al.,
2002). Was die CPI-Aktivitaten in Neoplasien im Vergleich mit normalen Gewe-
ben angeht, so finden sich in der Literatur widerspriichliche Angaben (Calkins
und Sloane, 1995).

In einigen Tumoren besteht eine positive Korrelation zwischen Uberexpression
der Cats B und L und schlechterer Prognose (Lah und Kos, 1998): Beim Brust-
krebs z. B. geht Uberexpression der Cats B und L einher mit aggressivem Tu-
morverhalten, frithem Riickfall und kiirzerer Uberlebenszeit (Kos et al., 1995;
Thomssen et al., 1995). Umgekehrt sind hohere Cat S-Aktivititen mit besseren
Uberlebenschancen verbunden. Zudem ist Cat S beispielsweise in Lungen- und
Prostata-Tumoren — im Unterschied zu den Cats B und L — nur leicht erhoht ge-
geniliber gesundem Kontrollgewebe (Turk et al., 2002). Diese Beobachtungen
sprechen dafiir, dass Cat S kaum eine Rolle spielt beim Abbau extrazellularer
Matrix im Rahmen der Tumorausbreitung, sondern vielmehr immunologische
Tumorabwehr-Funktionen erfiillt, die zu einem besseren Outcome fithren (Kos

et al., 2001).
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Das Nierenzellkarzinom nimmt unter den librigen Tumoren insofern eine Son-
derstellung ein, als Protein- und Aktivitits-Spiegel der Cats B, L. und S signifi-
kant niedriger sind als in normalem Nierengewebe (Jung et al., 1998; Kirschke
et al., 1997; Werle et al., 1994). Dabei war die Cat S-Aktivitét bei Kirschke et al.
(1997) in den meisten Proben nicht mehr messbar. Die Cat L-mRNA-Konzen-
tration jedoch war im Nierenzellkarzinom wie in anderen Tumoren erhoht
(Chauhan et al., 1991). Dies erscheint unvereinbar mit den verminderten En-
zymprotein- und Aktivitits-Werten. Diesen scheinbaren Widerspruch losten
Abudula et al. (2001) durch Entdeckung von Cat L-mRNA-Splei3-Varianten mit
unterschiedlicher Expressionseffektivitat und Verteilung in tumordsem und
gesundem Gewebe.

Eine weitere Besonderheit des Nierenzellkarzinoms ist das Fehlen der - fiir Ma-
lignome sonst typischen (s. 0.) — Cats-CPIs-Imbalance, indem die CPI-Aktivita-
ten im selben Ausmal} vermindert sind wie die Cat-Aktivitaten. Dies konnte
bedeuten, dass die Cats B, L und S nicht an Invasion und Metastasierung des
Nierenzellkarzinoms beteiligt sind im Unterschied zu anderen Tumoren (Jung
et al., 1998). Auch bleibt zu untersuchen, ob etwa bestimmte Eigenschaften von
renalen Tumoren wie z. B. ihr langsames Wachstum auf fehlende Uberexpressi-

on der Cats zurtickzufiihren sind (Kirschke et al., 1997).

1.4 Natriummonochloracetat (Na -MCA)

Natriummonochloracetat (Na-MCA, CICHs-COONa, CAS-Nr. 3926-62-3), das Na-
Salz der Monochloressigsaure (MCA, CICH9-COOH, CAS-Nr. 79-11-8), wird in-
dustriell hergestellt durch Umsetzen von Monochloressigsdure mit Soda — in
Chargen oder kontinuierlich (Konig et al., 1978; Risk Assessment, 2003).

Da es sich bei MCA um eine starke Sdure handelt (pKy 2,86 bei 25 °C) liegen
MCA und ihr Na-Salz, Na-MCA, unter normalen Umweltbedingungen (von pH
6-7) als Monochloracetat-Anion vor und konnen demzufolge wie eine Substanz
behandelt werden (Risk Assessment, 2003). Dies gilt (ndherungsweise) auch fiir
die Na-MCA-Losungen der vorliegenden Arbeit, welche einem Kulturmedium

mit pH 7,2-7,4 zugesetzt waren.
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Tab. 2: Eigenschaften von MCA [Na -MCA]
Wo nicht anders angegeben, gelten sie fir beide chemischen Verbindungen.
n. v. = Daten nicht verfigbar

chemische Summenformel CoH3ClO9 [CoHoCINaO9]
und MG (g/mol) 94,5 [116,48]
physikalische |Siedepunkt 189°C [n.v.]
Daten Schmelzpunkt ca.62°C [120 °C]
relative Dichte (fest) [1,58 g/ cmS [1,71 g/ cm3]
Loslichkeit sehr hoch in H9O, hoch in organischen
Losungsmitteln
Dampfdruck mafBig hoch: 0,2 hPa (kristalline Substanz)
bis 10 hPa (wéassrige Losung) [n. v.]
physikal. Zustand fest (kristallin), korrosiv  [n. v.]
Farbe farblos [n.v.]
Geruch stechend [n.v.]
pKg 2,85 (d. h. starke Saure) [Na-MCA = Salz!]
pH in HyO 3,2(100 mg/1) [5-9 (50 g/1)]
Wirkung auf |93/21/EWG 1993 gefahrlich fiir die Umwelt [n. v.]
die Umwelt VwV wassergefiahr- | sehr giftig flir Wasserorganismen (Was-
dender Stoffe 1990 sergefahrdungsklasse 2) [n. v.]
Wirkungen Gefahrstoffverord- |giftig beim Einatmen (Lungencdem), Ver-
auf lebende |nung 1991 schlucken (Resorptionsgefahr) und Be-
Organismen rihrung mit Haut; verursacht schwere
[nicht Na-MCA!] Verdtzungen
Kanzerogenitat keine (Ratten, Méduse) [n.v.]
Genotoxizitat keine, weder in vitro noch in vivo (Mause,
Drosophila melanogaster) [n.v.]
Reproduktionstoxi- |teilweise vorhanden (Ratten, Mause)
zitat [n.v.]
Arbeitsplatz- | TLV (1993/94) nicht festgelegt [n. v.]
grenzwerte MAK (1997) nicht festgelegt [n.v.]

14




Die giftige MCA ist in der Umwelt ubiquitar verbreitet (Risk Assessment, 2003)
in Atmosphire/Luft, Boden und - aufgrund ihres geringen Dampfdrucks und
hoher Wasserloslichkeit — vor allem im Wasser (BUA-Stoffbericht 127, 1994; Risk
Assessment, 2003). Erfreulicherweise ist mit keiner nennenswerten Bio- bzw.
Geoakkumulation zu rechnen, MCA ist biologisch leicht abbaubar und zeigt
geringe Bodensorption (Blume, 1990; BUA-Stoffbericht 127, 1994). Die Herkunft
der MCA in der Umwelt ist im Detail noch umstritten. Einigkeit besteht aber
dartiber, dass der Anteil der bei industrieller Produktion, Transport und Wei-
terverarbeitung freigesetzten MCA am Gesamteintrag in die Umwelt marginal
ist im Vergleich zu den sog. non-intentionalen Quellen (Risk Assessment, 2003).
Dazu tragen vor allem die Produktion im geschlossenen System sowie schirfste
Sicherheitsvorkehrungen bei. Unter non-intentionale Herkunft werden sub-
summiert die atmosphirische Entstehung von MCA via anthropogene Vorlau-
fer wie chlorierte Kohlenwasserstoffe oder Salz-Aerosole in photochemischen
Reaktionen (SIDS, 1994), der Anfall von MCA beim industriellen Bleichen von
Papier (Lindstrém und Osterberg, 1986) oder bei der Trinkwasserdesinfektion
(Giller et al., 1997; Plewa et al., 2002) sowie das von manchen Autoren abgelehn-
te (z. B. ECETOC, 1999; Reimann et al., 1996) natiirliche Vorkommen von MCA.
Fir nicht-anthropogene Vorkommen von MCA, z. B. seine Entstehung aus na-
tiirlich vorkommendem Athylen bzw. aus Humus des Bodens, sprechen sein
globales Vorhandensein in vergleichbaren Konzentrationen sowohl in entlege-
nen als auch in hochindustrialisierten Gegenden der nordlichen wie der sudli-
chen Hemisphire und vor allem sein Nachweis in vor-industriellen Gletscher-
eis-Proben (Fahimi et al., 2003; Frank, 2001: unveroffentlichte Befunde nach

Risk Assessment, 2003).

Die industrielle Produktionskapazitat fiir MCA lag 1987 weltweit bei geschétz-
ten 362 500 t (AEGLs, 2001) und in der EU im Jahr 1999 bei 145 000 t MCA und
26 000 t Na-MCA (Risk Assessment, 2003). Der weltweit gro3ite MCA/Na-MCA
Produzent ist Akzo Nobel Chemicals, Niederlande mit tiber 66 000 Beschiftigten
in 8 Lindern (laut Homepage). Akzo Nobel zidhlt mit Atofina, Frankreich und
Clariant, Deutschland zu den drei MCA/Na-MCA herstellenden Unternehmen
in der EU (Risk Assessment, 2003).
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Industriell hergestellte MCA/Na-MCA finden haupsachlich als Synthesezwi-

schenprodukte Verwendung fiir die Herstellung von (BUA-Stoffbericht 127,

1994; ECETOC, 1999; Risk Assessment, 2003)

« Carboxymethylcellulose und -starke (mit 43 % quantitativ bedeutsamstes
Endprodukt),

« Pflanzenschutzmitteln/Herbiziden (z. B. in UK und USA, nicht aber in
Deutschland zugelassen),

« amphoteren Tensiden in Reinigungsmitteln (z. B. fiir Shampoos, Hand-
waschmittel und industrielle Reinigungsmittel, z. B. in USA, Schweden),

« pharmazeutischen Produkten (z. B. Koffein, Vitamin B6),

« Plastik,

» Beschichtungen von Dosen flir fliissige Nahrungsmittel,

« antimikrobiellem Lebensmittel-/ Wein-Zusatzstoff (z. B. in USA, nicht aber
in Deutschland erlaubt),

« Farben (Indigo), Lacken und Druckerschwérze und

« sdurehaltigem Farb- und Graffiti-Entferner

sowie als

» LoOsungsmittel im Zeugdruck,

+ Losungs- und Gelatinierungsmittel fiir Polyacrylnitril-Verbindungen und

o Atzmittel zur Entfernung von Warzen (z. B. als Acetocaustin in Deutschland
erhaltlich).

MCA wird vermarktet als Feststoff (Puder oder Flocken), in fliissiger Konsis-

tenz als konzentrierte Losung oder Schmelze, als Na-Salz (= Na-MCA) oder als

Methylester (Kirk-Othmer, 1982).

Vergiftungsfalle beim Menschen mit ausgepragter Klinik bis hin zu letalem
Ausgang sind nur aus Arbeitsunfallen bekannt — auller im Fall eines 5jdhrigen
Madchens, das 8 Stunden nach versehentlicher Einnahme eines Teeloffels eines
80 % MCA enthaltenden Warzenmittels verstarb (Feldhaus et al., 1993; Rogers,
1995).

MCA und Na-MCA sind giftig bei Kontakt mit Haut/Schleimhaut, beim Einat-
men — allerdings keine Todesfille nach Inhalation laut AEGLs (2001) — und bei
oraler Aufnahme (Risk Assessment, 2003). Auf Haut und Schleimhaut (Augen,
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Atemtrakt) fithrt MCA im Unterschied zu Na-MCA zu Veratzungen 1.-3. Grades
(BUA-Stoffbericht 127, 1994; Dartsch et al., 2000). MCA wird dermal sowie nach
Verschlucken rasch resorbiert, schnell verteilt (Risk Assessment, 2003) und ak-
kumuliert zunichst in hydrophilen Geweben und erst zu einem spiteren Zeit-
punkt in lipophilen Geweben (Bhat et al., 1990). Wahrend der ersten 24 Stunden
nach Applikation finden sich die hochsten MCA-Konzentrationen in Nieren,
vor allem Nierencortex, und Leber (Risk Assessment, 2003). Hier fiihren
MCA/Na-MCA zu Veridnderungen klinisch-chemischer Parameter, Zunahme
der Leber- und Nierengewichte (BUA-Stoffbericht 127, 1994), chronischer Neph-
ropathie (Daniel et al., 1991) und Segmentnekrosen der Nierentubuli (Kulling et
al., 1992) als histologische Diagnosen bis hin zum Nierenversagen (Kusch et al.,
1990). MCA bzw. seine Hauptmetaboliten S-Carboxymethyl-L-Cystein und Thio-
diessigsaure werden vom Korper schnell wieder ausgeschieden, vorzugsweise

uber den Urin (Risk Assessment, 2003).

Die Wirkungen von MCA auf den Organismus sind dosisabhingig. So wurde
etwa bei Ratten in der niedrigen Dosisgruppe (5,8 mg/m3 MCA-Inhalation/Tag
uber 4 Monate) eine gesteigerte Leistungsfahigkeit des ZNS beobachtet (Mak-
simov und Dubinina, 1974), und in Chang Liver-Zellen scheint die 24-stlindige
Inkubation mit 50 pg/ml Na-MCA den Zellmetabolismus zu stimulieren
(Dartsch et al., 2000). Hohere Dosen MCA fithren jedoch zu Atemnot, Ubel-
keit/Erbrechen, Erregung/Krampfen, Schock/Koma und schwerer metaboli-
scher Azidose. Die durch MCA hervorgerufene intra- und extrazelluldre meta-
bolische Azidose erklirt sich aus der durch MCA hervorgerufenen (direkten
und/oder indirekten) Inhibierung der aeroben Glykolyse (Pyruvat-Dehydro-
genase) und des Zitratzyklus (o-Ketoglutarat-Dehydrogenase) und in der Folge
Umstellung auf anaerobe Glykolyse. Hierdurch kommt es zur Akkumulation
und gesteigerten Sekretion (in den EZR bzw. ins Kulturmedium) von Pyruvat
und Citrat sowie insbesondere Laktat (AEGLs, 2001; Dartsch et al., 2000; Milli-
scher et al., 1987; Mitroka, 1989). Der aus dieser metabolischen Blockade resul-
tierende zellulare ATP-Mangel schidigt vor allem Organe mit hohem Energie-
bedarf. Auch die beiden anderen Halogenessigsduren Monoiodacetat und Mono-

fluoracetat senken den ATP-Gehalt der Zelle (Kempson et al., 1991; Simonnet et
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al., 1980). Die zerebrale Laktatazidose in Kombination mit der systemischen
wird als Hauptursache fiir MCA-Letalitidt angesehen (ECETOC, 2001; BUA-
Stoffbericht 127, 1994). Bezliglich letaler Effekte besteht eine geringe Intra- und
Interspeziesvariabilitat — ersichtlich aus der geringen Variabilitat in den LD5g-
Werten — was insofern bedeutsam ist, als ausreichendes Datenmaterial nur fir
Ratten und Maéuse vorliegt (AEGLs, 2001): LD5y Ratte: 55-277,5 mg/kg, LDsg
Maus: 260-300 mg/kg (Risk Assessment, 2003); zum Vergleich: oral todliche Do-

sis fiir den Menschen laut Gosselin et al. (1976) etwa 50 mg/kg.

Wie bereits erwidhnt sind Nieren und Leber die Zielorgane einer MCA/Na-MCA-
Intoxikation. In diesen beiden Organen reduziert MCA (wie andere Halogenes-
sigsduren auller Monofluoracetat) die Sulfhydryl-Konzentration durch Alkylie-
rung von Sulfhydrylgruppen (unter neutralen und alkalischen Bedingungen).
Diese Reaktion ist aber vor allem in vivo beobachtbar, womoglich weil MCA
bioaktiviert werden muss, um Metaboliten produzieren zu konnen, die SH-
Gruppen alkylieren (Chaiken and Smith, 1969; Hayes et al., 1973). Auch die Cats
B, L und S erfahren als Cysteinproteasen (hochreaktiver Cysteinrest im aktiven
Zentrum) eine Alkylierung und damit Inhibierung durch MCA, allerdings ver-
mutlich auch bevorzugt in vivo (AEGLs, 2001; BUA-Stoffbericht 127, 1994; Hayes
et al., 1973; Risk Assessment, 2003; Sluyterman, 1968; Yllner, 1971).

1.5 Thematik der vorliegenden Arbeit

Monochloressigsdure (MCA) und ihr Natriumsalz, Natriummonochloracetat
(Na-MCA) sind akut toxisch wirkende ubiquitidre Umwelt-Kontaminanten. Als
Synthesezwischenprodukte aus weltweiter industrieller Produktion finden sie
sehr breite Verwendung.

Cathepsine, endosomal-lysosomale Cysteinproteasen, sind fiir iiber 70 % des
lysosomalen Proteinabbaus verantwortlich (Ahlberg et al., 1985), welcher liber
70 % der gesamten intrazelluldaren Proteolyse ausmacht (Otto und Schirmeister,
1997). Zu den am besten untersuchten Cathepsinen gehoren die Cathepsine B, L
und S.
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Die vorliegende Arbeit untersucht, inwieweit sich eine 24-stiindige Exposition
mit Na-MCA in akut toxischen Dosen (vergleiche LDsy Ratte/Maus: ca. 50-300
pg/ml Na-MCA (s. 1.4) und Blutspiegel nach todlicher Vergiftung beim Men-
schen: uiber 100 pug/ml Na-MCA (Rogers, 1995)) auswirkt auf die Aktivitaten der
Cathepsine B, L, und S in A-498-Zellen sowie auf Vitalitit und Proteingehalt der
A-498-Zellen.

A-498-Zellen sind permanente menschliche Nierenkarzinomzellen, vermutlich
von proximalen Tubuli abstammend, und wurden aus folgenden Griinden fiir
die Untersuchungen ausgewdihlt: Nierenzellen, insbesondere proximale Tubu-
luszellen, enthalten in ihren sehr zahlreichen Lysosomen (Bond und Butler,
1987) besonders hohe Konzentrationen der Cathepsine B, L und S (Baricos et al.,
1987; Brando et al., 1986; Kirschke et al., 1997; Qian et al., 1991; Schmid et al.,
1997). Daneben sind die Nieren zusammen mit der Leber die Zielorgane und Or-
te der grofiten Anreicherung von (Na-)MCA in den ersten 24 Stunden nach Ap-
plikation von (Na-)MCA (Risk Assessment, 2003), wobei Nierenzellen noch emp-
findlicher auf (Na-)MCA reagieren als Leberzellen (Dartsch et al. 2000; Schiek,
2001). Fiur die Verwendung karzinomatoser Nierenzellen spricht — trotz der
niedrigeren Cathepsin-Aktivititen im Vergleich zu gesunden Nierenzellen -
dass Tumor-Zelllinien spezielle Funktionen meist besser erhalten als etablierte
Zelllinien, die von normalem Gewebe abstammen. Dies bedingt eine bessere
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Primirkulturen und damit auf in vivo-
Verhéltnisse.

Die Cathepsin-Aktivititen wurden zunichst in Gesamtzell-Lysaten bestimmt
mit Schwerpunkt auf optisch konfluenten Zellen. In Gesamtzell-Lysaten sind
die lysosomalen Cathepsin-Aktivitaten aber durch die Hemmwirkungen cytoso-
lischer Cysteinproteasen-Inhibitoren (v. a. Stefine) ,,verfilscht®, die zudem wie
die Cathepsine dem Einfluss des Na-MCA ausgesetzt sind. Eine deshalb vorge-
nommene subzellulidre Fraktionierung mit Gewinnung einer Cytosol-freien Or-
ganellen-Fraktion (aus Lysosomen, Endosomen, Mitochondrien und Mikroso-
men) ermoglicht die Bestimmung der ungehemmten lysosomalen Cathepsin-
Aktivititen und damit eine Erfassung des Ausmalles der Cystatinwirkungen

auf die einzelnen Cathepsine sowie Aussagen iiber eventuelle Beeinflussungen
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der Aktivitiaten der Cathepsine wie der Cysteinproteasen-Inhibitoren durch Na-
MCA.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate

2.1.1 Gerate fur Zellkultur, Zytotoxizitatstests u  nd Herstellung
von G esamtzell -Lysaten

Begasungsbrutschrank, 1561 WTB Binder Labortechnik, Tutt-
lingen

75 cm2-Kulturflaschen Greiner, Frickenhausen

225 cm2-Kulturflaschen Integra Biosciences, Fernwald

6-Loch-Platten Greiner, Frickenhausen

2 ml- und 5 ml-Messpipetten Fisher Scientific, Ulm

Phasenkontrastmikroskop Nikon TMS Nikon, Dtisseldorf

Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl-Genkingen

Zahlkammer nach Neubauer, improved Fisher Scientific, Ulm

Zentrifuge CR 422 Jouan, Unterhaching

2.1.2 Geréte fur die subzellulare Fraktionierung
Beckman TL 100 Ultrazentrifuge

+ Rotor TL 100.3 Beckman, Palo Alto, USA
Heraeus-Christ Minifuge T Heraeus, Osterode
Potter-Elvehjem-Homogenisator, 5 ml Schott, Mainz

2.1.3 Gerate flr die Proteinbestimmung

Mikrotiterplatten 96 well-Flachboden Greiner, Frickenhausen
pl-Pipetten Eppendorf, Hamburg
Spektralphotometer und -fluorometer Tecan, Crailsheim
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2.1.4 Geréte fur die Bestimmung der Cathepsinaktiv  itaten

Feinwaage Mettler AE 160 A Mettler, Ziirich, Schweiz

Mikroprozessor pH-Meter WTW, Weilheim i.OB

Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl Eppendorf, Hamburg

Quarzkiivetten Bender und Hobein, Ulm

Schreiber Kipp und Zonen, Delft, Nieder-
lande

Spektralfluorometer Mark I Farrand, New York, USA

2.2 Chemikalien

2.2.1 Chemikalien fuar Zellkultur, Zytotoxizitatste  sts und Her-
stellung von G esamtzell -Lysaten

Eagle’s MEM (1X), fliissig Gibco BRL, Karlsruhe
FCS (hitzeinaktiviert) Gibco BRL, Karlsruhe
L-Glutamin 200 mM (100 X), fliissig Gibco BRL, Karlsruhe
MEM Nichtessentielle Aminosaure Losung

(100 X)), fliissig Gibco BRL, Karlsruhe
Na-MCA (CAS-Nr. 3926-62-3) Hoechst, Frankfurt
PBS Tablets Gibco BRL, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin-Losung (10 000 U/ml

Penicillin, 10 000 pg/ml Streptomycin) Gibco BRL, Karlsruhe
RPMI 1640 Gibco BRL, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-Losung (Trypsin 0,05 %,

EDTA 0,02 %) Gibco BRL, Karlsruhe

2.2.2 Chemikalien fir die subzellulare Fraktionier  ung
Saccharose ICN, Eschwege
Tris/Essigsaure USB, Cleveland, USA
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2.2.3 Chemikalien fir die Proteinbestimmung
BSA Serva, Heidelberg
Roti®-Nanoquant-Lésung Roth, Karlsruhe

2.2.4 Chemikalien fiar die Bestimmung der Cathepsin -
aktivit aten

AMC Bachem, Heidelberg
Aprotinin Boehringer Mannheim, Mann-
heim
BSA, kristallisiert, reinst Serva, Heidelberg
CA-074 Bachem, Heidelberg
Citronensédure x HyO Merck, Darmstadt
NasHPO4 x HyO Merck, Darmstadt
DMSO Merck, Darmstadt
DTT Boehringer Mannheim,
Mannheim
E-64 Bachem, Heidelberg
EDTA Merck, Darmstadt
NaHsPO4 x HoO Merck, Darmstadt
Tri-Natriumcitrat x 2 HyO Merck, Darmstadt
Z-Phe-Arg-AMC Bachem, Heidelberg
Z-Phe-Phe-CHNjy Bachem, Heidelberg

2.3 LOsungen

Alle wallirigen Losungen wurden mit durch reverse Osmose gereinigtem Wasser

(Millipore, Eschborn) hergestellt, im Folgenden kurz HyO genannt.
2.3.1 Stammlbésungen

Die Stammlosungen wurden in grofleren Mengen hergestellt, aliquotiert und

bei —20 °C gelagert, bis sie in den Versuchen zum Einsatz kamen.
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AMC (MG =175,2) 17,5mg/10 ml DMSO (10 mM)

Aprotinin (MG = 6500) 1 mg/ml HyO (0,154 mM)

BSA, kristallisiert, reinst 20 mg/200 ul HoO (10 %)

CA-074 (MG =383,5) 1mg/260 ul DMSO (10 mM)

Citronensaure x HoO (MG = 210,14) 2,1014 g/100 ml H5O (0,1 M)
DTT (MG =154,3) 0,618 mg eingewogen pro ml Reaktionspuffer (4 mM)
E-64 (MG =357,4) 3,57 mg/ml DMSO (10 mM)

EDTA (MG =372,24) 93,1 mg/ml H50 (0,25 M)

NaHsPOy4x HoO (MG =137,99) 2,7598 g/100 ml H5O (0,2 M)
NasHPO4x HoO (MG =177,99) 3,5598 g/100 ml H5O (0,2 M)
Tri-Natriumcitrat x 2 HoO (MG = 294,1) 2,941 g/100 ml H5O (0,1 M)
Z-Phe-Arg-AMC (MG =676,17) 4,225 mg/ml DMSO (6,25 mM)
Z-Phe-Phe-CHNy (MG =470,53) 1,18 mg/5 ml DMSO (0,5 mM)

2.3.2 Puffer
Herstellung von 0,1 M Citratpuffer pH 5,0:

100 ml 0,1 M Tri-Natriumcitrat x 2 HyO (2,941 g/100 ml HoO) wurden mit 0,1 M

Citronensdure x HyO (2,1014 g/100 ml HyO) auf pH 5,0 titriert.

Herstellung von 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,5:

100 ml 0,2 M NagHPO4 x H9O (83,5598 g/100 ml HoO) wurden mit 0,2 M NaHsPO, x

Hy0 (2,7598 g/100 ml H9O) auf pH 7,5 titriert.

2.4 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurde eine epitheldhnliche kontinuierliche Zelllinie, die etabliert

worden war aus dem Nierenkarzinom eines 52-jihrigen Mannes. Sie triagt die
Bezeichnung A-498 bzw. DSM ACC 55 bzw. ATCC HTB 44 (DSMZ, Braun-

schweig) und wachst adharent im Monolayer. Der Versuchszeitraum erstreckte

sich etwa tliber die internen Passagen 75 bis 90.
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2.5 Zellkultur

2.5.1 Kulturmedium

Die A-498-Zellen wurden Kkultiviert in Eagle’s MEM mit Earle’s Salzen und
0,85 g/1 Natriumbicarbonat. Dieses Minimalmedium war supplementiert mit
2 mM L-Glutamin als Energie- und Kohlenstoffquelle, 1 % nichtessentiellen
Aminosiuren, 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung zur Vermeidung bakteriel-
ler Infektionen sowie 10 % hitzeinaktiviertem FCS als kaum definierte, char-
genabhingige Mischung verschiedener wachstumsfordernder Substanzen.
Essentielle Aminosiduren und Vitamine der B-Gruppe sind in Eagle’s MEM ent-
halten.

2.5.2 Inkubationsbedingungen

Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte im mit 6 % CO9 begasten Brutschrank
bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten Atmosphére, die es erlaubte, das Kul-
turmedium der COq-Atmosphére auszusetzen, ohne dass eine hohe Verduns-
tung des Mediums zu befiirchten war.

Durch das CO9/HCOjg -Puffersystem (COo-Partialdruck von 45,6 mm Hg und
NaHCOg -Gehalt des Kulturmediums von 0,85 g/1) wurde der pH-Wert des Me-

diums auf 7,2-7,4 eingestellt.

2.5.3 Subkultivierung

Zur Aussaat und routinemaf3igen Subkultivierung miissen die Zellen unter ste-
rilen Bedingungen in Suspension gebracht werden. Hierzu wurde das Kultur-
medium abgesaugt und die adharenten Zellen mit PBS pH 7,5 vorgewaschen zur
Entfernung von Trypsin-Inhibitoren sowie Calcium- und Magnesiumionen. Da-
nach wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA-Losung pH 7,2 inkubiert, bis sie sich
abrundeten und ablosten (mikroskopische Kontrolle).

Dabei spaltet Trypsin als neutrale Protease die Adhidsionsproteine, mit deren
Hilfe sich die Zellen am Substrat anheften, wihrend EDTA alle zweiwertigen
Kationen bindet, so auch Calcium- und Magnesiumionen, welche die Adha-

sionsproteine stabilisieren.
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Die nach Ablosung der Zellen durch Pipettieren hergestellte Einzelzellsuspen-
sion konnte unter dem Phasenkontrast-Mikroskop mit einer Zahlkammer nach
Neubauer ausgezéhlt werden.

Anschlieflend wurde die Zellsuspension mit Kulturmedium auf die gewiinschte

Aussaatdichte verdiinnt und in neue Kulturgefi3e ausgesat.

2.5.4 Vorversuche zu den Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung der A-498-Zellen im Rahmen der Vorversuche erfolgte sowohl
in supplementiertem Eagle’s MEM (s. 2.5.1) als auch in dem komplexeren Ba-
salmedium RPMI 1640, welches versetzt war mit hitzeinaktiviertem FCS (unter-
schiedliche Prozentsitze s. u.) und 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung. Die
Inkubationszeit in MEM und RPMI wurde zwischen 24 Stunden und 4 Tagen
variiert, so dass sowohl proliferierende Zellen (Inkubation: 24 Stunden bzw. 2
Tage) als auch ruhende, d. h. konfluente Zellen (Inkubation: 3 bzw. 4 Tage) ge-
erntet werden konnten. Es wurde kein Mediumwechsel vorgenommen.
Proliferierende Zellen haben die erste Phase nach Aussaat, die Anpassungspha-
se (lag-Phase), in der die Zellen sich am Substrat anheften, sich ausbreiten und
zu metabolisieren beginnen, durchlaufen und befinden sich in der Phase des
exponentiellen Wachstums. Konfluente Zellen halten das verfiigbare Substrat
besetzt und stehen in engem Kontakt miteinander. Nach wenigen weiteren Po-
pulationsverdopplungen erreichen sie die stationidre (Plateau-)Phase, in der
sich Zellteilung und Zellverlust im Gleichgewicht befinden, d. h. die Netto-
Wachstumsrate unverandert ist aufgrund der Kontaktinhibierung des Wachs-
tums.

Bei den nach 24 Stunden geernteten A-498-Zellen war FCS in unterschiedlichen
Konzentrationen zwischen 0 % und 10 % (0-1-2,5-5 - 10 %) zugesetzt worden.
Die jeweiligen Kulturmedien aller linger inkubierten Zellen waren mit 10 %

FCS supplementiert gewesen.

26



2.6 Zytotoxizitatstests

Die Zytotoxizitiat von Na-MCA wurde anhand der Zell-Vitalitat an konfluenten
und proliferierenden A-498-Zellen untersucht: an konfluenten A-498 fiinfmal als
Doppelbestimmung in 6-Loch-Platten und einmal als Einfachbestimmung in 225
cm2-Kulturﬂaschen, an proliferierenden A-498 zweimal als Doppelbestimmung

in 6-Loch-Platten.

2.6.1 Konfluente A -498-Zellen

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von Na-MCA auf optisch kon-
fluente A-498-Zellen wurden 50 000 Zellen/cm? (250 000 Zellen/ml) ausgesat in 6-
Loch-Platten (Kulturfliche pro Vertiefung 9,6 cmz) bzw. in 225 cmZ
Kulturflaschen.

Die ausgesiten A-498-Zellen waren nach dreitagiger Inkubation im Kulturme-
dium optisch konfluent, d. h. unter dem Phasenkontrastmikroskop war ein
dichter Zellrasen erkennbar. Nun erfolgte ein Mediumwechsel und die Inkuba-
tion mit Na-MCA in Konzentrationen von 0 bis 400 pg/ml fiir 24 Stunden. Na-
MCA lag als in PBS pH 7,5 gelOste und sterilfiltrierte Stammlosung von 5 mg/ml
vor. Als Kontrolle dienten A-498-Proben ohne Na-MCA-Zusatz. Von Medium-
wechsel und Na-MCA-Exposition ausgenommen waren sog. t0-Proben, die sofort
ausgezihlt und wie in 2.7 beschrieben fiir die Cathepsinbestimmung aufgearbei-
tet wurden.

Der zytotoxische Effekt von Na-MCA sollte anhand der Zell-Vitalitat, d. h. der
Anzahl uberlebender Zellen beurteilt werden. Hierfiir wurden zunéchst die be-
reits abgelosten toten Zellen entfernt durch Absaugen des Uberstands und Wa-
schen mit PBS, dann wurden die adharenten Zellen mit Trypsin-EDTA-LOsung
pH 7,2 abgelost und in PBS suspendiert (vgl. 2.5.3). Mit einem kleinen Teil der
Suspensionen wurden Ziahlkammern nach Neubauer beschickt, der Rest wurde
fiir die Bestimmung der Cathepsin-Aktivitaten aufgearbeitet (s. 2.7).

Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop wurden dann die vitalen Zellen ausge-
zahlt, die von den etwas dunkler erscheinenden abgestorbenen Zellen gut zu

unterscheiden waren. Aulerdem wurden die Wachstumsraten unter Exposition

27



mit Na-MCA verschiedener Konzentrationen berechnet gemaf3 unten aufgefiihr-
ter Formeln (1) und (2).

log Z1-log Z0
log 2

Populationsverdopplungen [PD]= (1)

Populationsverdopplungen
Tage der Inkubation mit Na - MCA

Wachstumsrate [PD/Tag]= (2)

Hierbei steht Z1 fiir die Anzahl iiberlebender Zellen nach Inkubation mit Na-
MCA, 70 fiir die Anzahl vitaler Zellen in den t0-Proben, d. h. vor Na-MCA-
Zugabe.

2.6.2 Proliferierende A -498-Zellen

Die Zytotoxizitatstests an proliferierenden A-498-Zellen wurden wie fiir kon-
fluente A-498-Zellen beschrieben durchgefiihrt mit den folgenden Abweichun-
gen: Es wurden lediglich 15 000 Zellen/ cm? (75 000 Zellen/ml) in 6-Loch-Platten
ausgesit und nur 24 Stunden lang im Brutschrank inkubiert, bevor nach Medi-
umwechsel mit Na-MCA-Konzentrationen von 0 bis lediglich 200 pg/ml 24 Stun-

den lang inkubiert wurde.

2.7 Aufarbeitung der Proben flr die Bestimmung der
Cathepsinaktivitaten

Die durch Trypsin abgelosten und als homogene Zellsuspension in PBS vorlie-
genden Proben der Zytotoxizitidtstests mufiten fiir die Aktivitatsbestimmungen
der Cathepsine aufgeschlossen werden, da das Substrat Z-Phe-Arg-AMC nicht

membrangingig ist.

2.7.1 Herstellung von Gesamtzell -Lysaten durch Zellau fschluss
Die durch Trypsin abgelosten, in PBS suspendierten Zellen (ca. 1-2,5 x 108 kon-
fluente bzw. ca. 0,02-0,8 x 108 proliferierende Zellen pro Ansatz) wurden mit

170 x g 12 min lang bei 4 °C in einer CR 422 Zentrifuge zentrifugiert, in PBS re-
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suspendiert und nochmals wie zuvor zentrifugiert zur Entfernung von Trypsin-
und Mediumresten aus dem Zellsediment. Dieses wurde dann in 1 ml eiskaltem
zweifach destilliertem Wasser resuspendiert, welches als hypotones Agens eine
Osmolyse der Zellen bewirkte. Durch 15-mintitiges Schockgefrieren in Fliissig-
stickstoff bei -196 °C und anschlieBendes Wiederauftauen der Proben im Kiihl-
schrank wurde der Aufschlussgrad noch verbessert. Bis zur Bestimmung der

Cathepsin-Aktivitaten wurden die Proben dann bei -70 °C aufbewahrt.

2.7.2 Subzellulare Fraktionierung

Da fiir die subzellulire Fraktionierung eine groffiere Zellmenge notig ist (ca. 30-
60 x 10® konfluente Zellen pro Ansatz), wurden die Zytotoxizititstests an kon-
fluenten A-498-Zellen in 225 cm2-Kulturflaschen durchgefiihrt.

Wie die Ansatze zur Herstellung der Gesamtzell-Lysate in 2.7.1 wurden auch die
Ansiitze der 225 cm2-Kulturflaschen zweimal mit PBS gewaschen, so dass nach
der zweiten Zentrifugation ein weitgehend von Trypsin- und Mediumresten ge-
reinigtes Zellpellet zur Verfliigung stand. Dieses Zellpellet wurde dann mit Frak-
tionierungspuffer gewaschen, der aus 10 mM Tris/Essigsaure pH 7,0 und 250
mM Saccharose zur osmotischen Stabilisierung bestand. Das durch 7-mintitige
Zentrifugation bei 1 200 rpm (200 x g) und 4 °C in der Heraeus-Christ Minifuge T
gewonnene Zellsediment wurde in Fraktionierungspuffer aufgenommen und
dann im Potter-Elvehjem-Homogenisator unter Eiskiihlung durch 10 Hiibe bei
1000 rpm &uflerst schonend homogenisiert, so daf3 nur die Plasmamembran zer-
stort wurde, die Organellen aber erhalten blieben.

Der grof3ere Teil des auf diese Weise erhaltenen Gesamtzell-Homogenats wurde
einer differentiellen Zentrifugation modifiziert nach Schroter et al. (1999) un-
terzogen. Unter Eiskiihlung wurden die homogenisierten Zellen in einer Beck-
man TL 100 Ultrazentrifuge mit 4 000 x g 2 min lang bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit einer Pipette abgezogen und das Pellet noch einmal in
Fraktionierungspuffer aufgenommen, im Elvehjem-Potter homogenisiert und
2 min lang mit 4 000 x g zentrifugiert, um die Organellenausbeute des Uber-
stands zu erhohen. Das Pellet K, welches ganze Zellen, Zelltriimmer und Zell-

kerne enthalt, wurde in HyO aufgenommen und mit der Pipette suspendiert. Die
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Uberstinde der ersten und zweiten Zentrifugation wurden in ein gemeinsames
Zentrifugenrohrchen gegeben und 12 min lang bei 400 000 x g und 4 °C in der
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das hierbei gewonnene Pellet entspricht der Or-
ganellen-Fraktion mit Mitochondrien, Endosomen, Lysosomen und Mikroso-
men. Der Uberstand entspricht der Cytosol-Fraktion. Das Organellen-Pellet

wurde in HoO aufgenommen und suspendiert.

2.8 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung mit RotiD-Nanoquant der Firma Roth beruht auf einer
Modifikation der Proteinbestimmung nach Bradford (1976) und erlaubt den
photometrischen Nachweis von Proteinmengen ab 200 ng. Als Farbreagenz
dient hierbei 1 + 4 mit HyO verdiinnte RotiD-Nanoquant-Lésung, die nach Bin-
dung an Proteine einen Farbumschlag von braun nach blau zeigt.

Von diesem Farbreagenz wurden in jede Vertiefung einer Mikrotiterplatte
200 pl vorgelegt. Eichstandards bzw. bei Bedarf mit HyO vorverdiinnte Proben
(gemeint sind Gesamtzell-Lysate sowie Gesamtzell-Homogenate und ihre sub-
zellularen Fraktionen) wurden hinzupipettiert. Dann wurde jede Vertiefung mit
Hy0 auf 250 pl aufgefiillt und gemischt. Als Eichprotein fand BSA Verwendung,
mit dem im Bereich von 0,5-10 pg/ul mittels Doppelbestimmungen eine Eichge-
rade aufgenommen wurde. Die Proteinbestimmungen in den Proben wurden als
Vierfachbestimmungen durchgefiihrt.

Die gemischten Eichstandards samt Nullwert und die Proben wurden nach > 5-
mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur im Spektralphotometer bei 450 nm
und 620 nm gemessen. Die 620 nm-Extinktionswerte wurden durch die 450 nm-
Werte geteilt und dieser Quotient in die nach der Proteinkonzentration aufge-
loste Geradengleichung der Eichkurve eingesetzt. Das Gleichungsergebnis
wurde durch das eingesetzte Probenvolumen in pl dividiert bzw. mit dem Ver-
diinnungsfaktor der Probe multipliziert. Aus den so errechneten Endergebnis-
sen der je vier Bestimmungen pro Probe wurde ein Mittelwert der Proteinkon-

zentration in pg/ul gebildet.
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2.9 Bestimmung der Aktivitaten der Cathepsine B, L
und S

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode erlaubt den direkten Ver-
gleich der Aktivitaten der Cathepsine B, L. und S bei Verwendung eines gemein-
samen, im UberschuB vorliegenden Substrats (Schmid et al., 1997). Aus dem flu-
orogenen Peptidsubstrat, Z-Phe-Arg-AMC (0,5 mM), entsteht durch Cathepsin-
katalyse das stark fluoreszierende AMC, welches im Spektralfluorometer quan-
titativ erfasst wird. Nicht enzymatisch bedingte Fluoreszenz wurde in Form
von Probenleerwerten und Reagenzienleerwerten von der gemessenen Fluores-
zenz subtrahiert. Die dann verbleibende Fluoreszenz wurde unter Berticksich-
tigung verschiedener Parameter in Enzymaktivitit umgerechnet, wie in 2.9.3
erlautert wird.

Da in Nierenzellen auch mit proteolytischer Aktivitidt von Metallo- und Se-
rinproteasen zu rechnen ist, wobei letztere ebenfalls Z-Phe-Arg-AMC spalten
(Morita et al., 1977), enthielt der Reaktionspuffer EDTA (4 mM) zur Hemmung
der Metalloproteasen und Aprotinin (6 uM) als Serinproteasen-Inhibitor. Au-
Berdem waren dem Reaktionspuffer DTT (4 mM) als Stabilisator der SH-
Gruppen im aktiven Zentrum der Cathepsine und BSA (0,02 % fiir Gesamtzell-
Lysate bzw. 0,1 % fiir Gesamtzell-Homogenate und ihre subzelluldren Fraktio-
nen) als Detergenz zugesetzt, welches das Aufbrechen von Zellen und Organel-
len unterstiitzt. Die 5fache BSA-Konzentration fiir Gesamtzell-Homogenate und
ihre Fraktionen war angezeigt aufgrund ihres unvollstandigeren Aufschlusses.
Da die Cathepsine B, LL und S Cysteinproteasen sind, konnte durch die anna-
hernd komplette Hemmung der proteolytischen Aktivitiat mit E-64 (10 uM), wel-
ches ausschliefllich Cysteinproteasen hemmt (Inubushi et al., 1994), bestitigt
werden, dass das freigesetzte AMC ausschlieSlich auf Cathepsin-Aktivititen
zurickzufiithren war.

Eine Differenzierung der Gesamtcathepsin-Aktivitat gelang iiber Inhibitoren
sowie unterschiedliche Stabilitit im neutralen pH-Bereich. Ein spezifischer
und bei Konzentrationen > 10~ M kompletter Inhibitor fiir Cathepsin B ist CA-
074 (Inubushi et al., 1994), welches dem Reaktionspuffer mit pH 5,0 zugesetzt
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wurde. Die gehemmte Aktivitit, errechnet aus Gesamtcathepsin-Aktivitat mi-
nus Restaktivitit, entspricht also der Cathepsin B-Aktivitit. Da die Cathep-
sin S-Aktivitidt vernachlassigbar gering war, sollte die Restaktivitit der Ca-
thepsin L-Aktivitiat entsprechen. Dies wurde durch den Inhibitor Z-Phe-Phe-
CHN, stichprobenartig bestatigt, welcher in einer Konzentration von 0,5 uM
Cathepsin L vollstindig, Cathepsin S zu ca. 50 % und Cathepsin B (fast) nicht
hemmt (Kirschke et al., 1986). Deshalb konnte in den folgenden Versuchen die
nach Inhibition mit CA-074 verbleibende Restaktivitit der Cathepsin L(+S)-
Aktivitat gleichgesetzt und daher auf den Inhibitor Z-Phe-Phe-CHN, verzichtet
werden. Die Cathepsin S-Aktivitdt wurde bei pH 7,5 bestimmt nach 60-
mintitiger Vorinkubation bei pH 7,5 im 37 °C-Wasserbad, da Cathepsin S im Un-
terschied zu den Cathepsinen B und L bei neutralen pH-Werten weitgehend ak-
tiv bleibt (Kirschke und Wiederanders, 1994).

2.9.1 Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Catheps  inaktivi-
taten B+L+S, Bund L

Jede Probe (und jeder AMC-Standard) wurde doppelt angesetzt und jeder der
beiden Ansitze am Fluorimeter doppelt bestimmt, so dass also aus je zwei Fluo-
reszenz-Mittelwerten ein Mittelwert gebildet werden konnte.

Der fiir jeden Versuch frisch angesetzte Reaktionspuffer bestand aus dem Mess-
puffer 0,1 M Citratpuffer pH 5,0, dem DTT (4 mM), BSA (0,02 % bzw. 0,1 %),
EDTA (4 mM) und Aprotinin (6 uM) zugesetzt waren. Dieser Cat B+L+S-
Reaktionspuffer wurde fiir die Bestimmung der Cathepsin B- und damit ,,indi-
rekt“ auch der Cathepsin L-Aktivitit mit CA-074 (10 uM) versetzt (Cat B-
Reaktionspuffer) bzw. stichprobenartig mit Z-Phe-Phe-CHNy (0,5 pM) (Cat L-
Reaktionspuffer) zur ,,direkten“ Bestimmung der Cathepsin L(+S)-Aktivitaten.
Die zur Kalibrierung notwendigen AMC-Standardlosungen A, B, C und D wur-

den folgendermalfien angesetzt:

A (20 pM) 2 11 10 mM AMC + 1000 pl Cat B+L+S-Reaktionspuffer
B (8 uM) 100 il A + 150 pl Cat B+L+S-Reaktionspuffer
C(4uM) 50 ul A + 200 pl Cat B+L+S-Reaktionspuffer
D (2 puM) 50 ul A + 450 ul Cat B+L+S-Reaktionspuffer
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100 pl Cat B+L+S-Puffer bzw. Cat B-Puffer bzw. in Vorversuchen Cat L-Puffer
wurden je zweimal als Reagenzienleerwert und je zweimal fiir jede Probe als
Messwert im Eisbad vorgelegt. Auch von jedem AMC-Standard wurden je zwei-
mal 100 pl im Eisbad vorpipettiert. Alle Ansétze wurden dann mit 10 pl des Sub-
strats Z-Phe-Arg-AMC (0,5 mM) versetzt. Darauf wurde zu den Proben-Ansitzen
5-10 ul Probe hinzupipettiert, zu den Reagenzienleerwert- und AMC-Standard-
Ansétzen die gleiche Menge H9O. Dabei wurden die Proben bei Bedarf so mit
Hy0 vorverdiunnt, dass ihre Fluoreszenzsignale moglichst im Bereich jener der
AMC-Standards lagen.

Von allen Ansatzen wurden nach Durchmischen 5 pl-Aliquots entnommen und
jeweils zu (bereits vor Beginn des Versuchs vorgelegten) 1 000 pl 0,1 M Citrat-
puffer pH 5,0 als Stoppuffer pipettiert und eisgekiihlt. Durch die 200fache Ver-
dinnung im Citratpuffer und die Kiihlung dieser sog. t=0-Werte sollte jede wei-
tere AMC-Freisetzung verhindert werden.

Anschlielend wurden alle Ansitze aus dem Eisbad genommen und 10 min im
37 °C-Wasserbad inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden sie sofort
zuriick ins Eisbad gestellt, um die Enzymreaktion zu stoppen. Von diesen An-
satzen wurden nach Durchmischen Aliquots von 5 pl in jeweils 1 000 pl 0,1 M
Citratpuffer pH 5,0 als Stopppuffer pipettiert.

Die so erhaltenen t=10-Werte und AMC-Standards wurden in Quarzkiivetten
umgefiillt, ebenso die t=0-Werte, und am Spektralfluorimeter gemessen bei ei-
ner Anregungswellenlinge von 355 nm und einer Emissions(Absorptions)wel-
lenlange von 445 nm. Am Beginn und Ende jeder Messreihe wurde die Intensitit
und Stabilitit der Fluorometerlampe durch Messung einer Chinin-Hydro-
bromid-Losung uiberpriift. Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden von ei-
nem Schreiber aufgezeichnet und konnten dann in Skalenteilen abgelesen wer-
den.

Zur Erginzung soll kurz auf die Herstellung der Reaktionspuffer eingegangen
werden: Fir 1 ml Cat B+L+S-Reaktionspuffer wurden 0,618 mg DTT eingewogen
und mit 2 bzw. 10 ul 10%igem BSA, 16 ul 0,25 M EDTA, 40 pl 0,154 mM Aprotinin
und 942 bzw. 934 ul 0,1 M Citratpuffer pH 5,0 versetzt. 1 ml Cat B-Reaktionspuffer
bestand aus 1 ml Cat B+L+S-Reaktionspuffer versetzt mit 1 ul 10 mM CA-074.
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1 ml Cat L-Reaktionspuffer bestand aus 1 ml Cat B+L+S-Reaktionspuffer ver-
setzt mit 1 pl 0,5 mM Z-Phe-Phe-CHNp.

2.9.2 Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Catheps in S-
Aktivitat

Zur Bestimmung der Aktivitdten der Cathepsine B+L+S und B bestehen folgen-
de Unterschiede:

Der Reaktionspuffer filir die Bestimmung der Cathepsin S-Aktivitdt (Cat S-
Reaktionspuffer) enthielt anstelle von Citratpuffer 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,5
als Messpuffer (0,1 M) und wurde im gleichen Volumen eingesetzt wie die Pro-
ben (50 pl + 50 pl). Der Grund dafiir liegt in der sehr geringen Aktivitit von Ca-
thepsin S in den Nierenkarzinomzellen.

Diese Ansatze wurden 60 min lang bei pH 7,5 im 37 °C-Wasserbad vorinkubiert,
um Cathepsin L, vor allem aber Cathepsin B zu inaktivieren. Anschlielend er-
folgte unter Eiskiihlung die Zugabe von 10 pl Z-Phe-Arg-AMC (0,5 mM), wie in
2.9.1 beschrieben, und die Entnahme von 5 pl-Aliquots fiir die t=0-Werte. Auf-
grund der geringen Cathepsin S-Aktivitit wurden 60 min als Inkubationszeit
gewahlt und nach deren Ablauf 5 pl-Aliquots fiir die t=60-Werte entnommen.
Zur Erganzung: 1 ml des Cat S-Reaktionspuffers, der im gleichen Volumen wie
die Proben eingesetzt wurde, bestand aus 1,236 mg eingewogenem DTT versetzt
mit 4 bzw. 20 pl 10%igem BSA, 32 ul 0,25 M EDTA, 80 pl 0,154 mM Aprotinin und
884 bzw. 868 ul 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,5.

2.9.3 Berechnung der Cathepsinaktivitaten

Aus den um die Reagenzien- und Probenleerwerte (t=0-Werte) Kkorrigierten
Fluoreszenzsignalen der AMC-Standards und Proben (t=10- bzw. t=60-Werte)
wurden unter Berticksichtigung der jeweiligen Inkubationszeit sowie der ein-
gesetzten Zellzahl bzw. Proteinmenge die spezifischen Enzymaktivititen er-
rechnet. Diese wurden angegeben in pumol/(min x Zellzahl) = Units/Zelle =

U/Zelle oder umol/(min x g Protein) = Units/g Protein = U/g (Protein).
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2.10 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten umfasste die Angabe von
arithmetischen Mittelwerten (MV) und ihrer Streuung mit Hilfe der Standard-
abweichung (SD) bzw. des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) sowie Signi-

fikanzpriifungen mit dem Student’s t-Test bei einem Signifikanzniveau von 0,05.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vorversuche zu den Zellkulturbedi ngungen

Untersucht wurde der Einfluss der Kulturmedien Eagle’s MEM respektive
RPMI 1640 sowie unterschiedlicher Konzentrationen von hitzeinaktiviertem
fetalem Kalberserum (FCS) (zwischen 0 % und 10 %) auf Proteingehalt und Ca-
thepsinaktivitiaten (Cat-Aktivitaten) von 24 Stunden lang inkubierten, d. h. pro-
liferierenden A-498-Zellen.

Der Anteil von Cathepsin B an der Gesamtaktivitédt der Cathepsine B, L und S
(Cat B+L+S- oder Gesamt-Aktivitat) belief sich auf durchschnittlich 94 % unab-
hingig von Kulturmedium und FCS-Konzentration, so dass, was hier fiir die
Cat B+L+S-Aktivitat dargestellt wird, mit rund 6 % Abzug auch fiir Cathepsin B
gilt.

Fir alle FCS-Konzentrationen lagen Proteinmenge und spezifische Cat B+L+S-
bzw. Cat B-Aktivitit pro Zelle (Units/Zelle) bei Kultivierung in RPMI 1640 um
durchschnittlich 50 % hoéher als bei Kultivierung in Eagle’s MEM. Bei von 0 %
auf 10 % zunehmenden FCS-Konzentrationen fand sich fiir das jeweilige Kul-
turmedium ein nahezu paralleler Anstieg von Proteinmenge und Cat B+L+S-
bzw. Cat B-Aktivitit pro Zelle mit mehr als Verdopplung in RPMI 1640 und Zu-
nahme um etwa die Hélfte in Eagle’s MEM (Abb. 1 und 2).

Proteinmenge und Cat B+L+S- bzw. Cat B-Aktivitat pro Zelle zeigen also fiir das
jeweilige Kulturmedium gleiche Kurvensteigungen. Daraus folgt, dass die spe-
zifischen Cat B+L+S- bzw. Cat B-Aktivitdten pro g Protein (Units/g Protein)
sich fir die beiden Kulturmedien fast nicht unterscheiden und tiber alle FCS-
Konzentrationen hinweg konstant bleiben (geringfiigige Abnahme ohne biolo-
gische Relevanz). Mit anderen Worten, die Cat B+L+S- bzw. Cat B-Aktivitit pro
g Protein ist unabhiangig vom gewdihlten Kulturmedium Eagle’s MEM bzw.
RPMI 1640 und unabhingig von der Konzentration des supplementierten FCS
(Abb. 3).
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Abb. 1: Proteingehalt proliferierender A -498-Zellen bei Kultivierung in Eagle’s
MEM resp. RPMI 1640 unter ansteigender FCS -Konzentration

Lineare Regression; MV + SD; ein Kulturexperiment mit zwei unabhangigen Proteinbe-
stimmungen pro FCS-Konzentration, jeweils als Doppelbestimmungen ausgefihrt
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Abb. 2: Cat B+L+S -Aktivitat pro Zelle in proliferierenden A  -498-Zellen bei Kulti-
vierung in Eagle’s MEM resp. RPMI 1640 unter anste igender FCS -Konzentration
Lineare Regression; MV + SD; beziglich Stichprobenumfang s. Abb. 3

Beachte: Cat B-Aktivitat ganz entsprechend nach Abzug von 6 %
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Abb. 3: Cat B+L+S -Aktivitat pro g Protein in proliferierenden A -498-Zellen bei
Kultivierung in Eagle’s MEM resp. RPMI 1640 unter a nsteigender FCS -
Konzentration

Lineare Regression; MV * SD; ein Kulturexperiment mit zwei unabhangigen Aktivitats-
bestimmungen pro FCS-Konzentration, jeweils als Doppelbestimmungen ausgefihrt
Fazit: In proliferierenden A-498-Zellen erwiesen sich die in Units/g Protein bestimmten
Cat B+L+S- sowie Cat B-Aktivitaten als unabhangig von Kulturmedium und FCS-
Konzentration.

3.2 Konfluente A -498-Zellen

3.2.1 Untersuchungen an G esamtzell -Lysaten

Den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bilden die im folgenden dargestellten
optisch konfluenten A-498-Zellen, die nach dreitdgiger Inkubation in Eagle’s
MEM (10 % FCS, 6 % CO9) einer 24-stiindigen Exposition mit Na-MCA verschie-
dener Konzentrationen unterzogen und zu Gesamtzell-Lysaten aufgearbeitet
wurden.

Die Zytotoxizitatspriifungen wurden an fiinf Passagen mit je zwei Kulturen pro
Na-MCA-Konzentration durchgefiihrt, die Zellprotein- und Cathepsinaktivitats-
Bestimmungen an vier der fiinf Passagen jeweils zweimal als Doppelbestim-
mung, so dass also fiir jede Passage pro Na-MCA-Konzentration ein Mittelwert

aus 32 Einzelwerten gebildet werden konnte.
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3.2.1.1 Zytotoxiz itatstests

Gegenstand des Interesses waren die zytotoxischen Effekte verschiedener Na-
MCA-Konzentrationen (von 0 pg/ml bis 400 pug/ml) bei 24-stiindiger Exposition.
Hierzu wurde fiir jede Na-MCA-Konzentration die Zahl der vitalen Zellen pro
cm? Kulturfliche sowie die entsprechende Wachstumsrate (s. 2.6.1) ermittelt.
Wie aus Abb. 4 ersichtlich liegt die Na-MCA-Konzentration, bei der es zu einem
uberwiegenden Absterben der Zellen einer Population kommt, zwischen 100
und 200 pg/ml. Die ED5g, d. h. die Dosis Na-MCA, die nach 24-stiindiger Exposi-
tion zu einem Vitalitatsverlust von 50 % der Zellen flihrt, liegt flir optisch kon-

fluente A-498-Zellen bei ca. 105 ng/ml Na-MCA.
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Abb. 4: Wachstumsraten konfluenter A -498-Populationen nach 24 -stiindiger In-
kubation mit steigenden Na -MCA-Konzentrationen
MV £ SEM mit n = 5; finf Passagen mit je zwei Kulturen pro Na-MCA-Konzentration
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3.2.1.2 Zellprotein

Normalerweise korrelieren Zellprotein und Zellzahl sehr gut miteinander. Dies
trifft auch zu fir Expositionsdosen bis etwa 50 pg/ml Na-MCA mit relativ kon-
stantem Proteingehalt bei relativ konstanter Zellzahl. Oberhalb ca. 50 pg/ml Na-
MCA allerdings nimmt die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle (= unbehandelte
Zellen, d. h. 0 pg/ml Na-MCA) kontinuierlich ab, gleichzeitig nimmt die Prote-
inmenge bis 200 pg/ml Na-MCA kontinuierlich zu, d. h. die Zellen hypertrophie-
ren. Jenseits 200 pg/ml nimmt jedoch auch der Proteingehalt wieder ab und er-
reicht bei der hochsten Na-MCA-Dosis von 400 ng/ml fast schon wieder den
Wert der Kontrolle (Abb. 5).
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Abb. 5: Proteingehalt konfluenter A -498-Zellen in Abhangigkeit von der Na -MCA-
Konzentration nach 24 -stiindiger Exposition
MV + SEM mit n = 4; im Student’s t-Test mitn =4 * = p < 0,05; vier Passagen mit
jeweils zwei Zellkulturen pro Na-MCA-Konzentration, deren Proteingehalt in mindes-
tens zwei Doppelbestimmungen pro Na-MCA-Dosis ermittelt wurden — also mindestens
16 Doppelbestimmungen pro Na-MCA-Dosis
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3.2.1.3 Cathepsinaktivitaten

Empfindlicher als Zellzahl und Zellprotein reagieren die Cathepsinaktivitaten,
v. a. Cathepsin B, auf Na-MCA-Exposition. Schon bei der niedrigsten eingesetz-
ten Na-MCA-Dosis von 10 pg/ml ist eine Abnahme der Cathepsin B-Aktivitdt um

mehr als 10 % gegeniiber der Kontrolle zu verzeichnen (Abb. 6).
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Abb. 6: Cat B -Aktivitdten in konfluenten A -498-Zellen (Messung in Gesamtzell -
Lysaten) nach 24 -stiindiger Inkubation mit Na -MCA

MV + SEM mit n = 4; im Student’s t-Testmitn=4 * = p < 0,05; vier Passagen mit je
zwei Zellkulturen pro Na-MCA-Konzentration, deren Cat-Aktivitaten in zwei unabhangi-
gen Versuchen jeweils mittels Doppelproben bestimmt wurden — also MV aus jeweils
32 Einzelwerten pro Na-MCA-Dosis

In den Kontrollzellen betrug die Cat B+L+S-Aktivitdt 130 Units/g Protein; da-
von entfielen 125 Units/g Protein auf Cathepsin B und die restlichen 5 Units/g
Protein auf die Cathepsine L und S (Cathepsine L+S). Die Cat L+S-Aktivitat

nahm erst bei Na-MCA-Konzentrationen grofler als 25 pg/ml ab, geringere Do-
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sen scheinen im Gegenteil mit einem gewissen Aktivititszuwachs einherzuge-
hen (Abb. 7).
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Abb. 7: Cat L+S -Aktivitdten in konfluenten A -498-Zellen (Messung in Gesamtzell -
Lysaten) nach 24 -stindiger Inkubation mit Na -MCA

MV = SEM mit n = 4; bezuglich Stichprobenumfang s. Abb. 6

Beachte: Die Cat S-Aktivitat lag in den Gesamtzell-Lysaten an der Nachweisgrenze, so
dass es sich bei den sog. Cat L+S-Aktivitaten praktisch um Cat L-Aktivitdten handelt.

Setzt man die Aktivitit in den Kontrollzellen gleich 100 %, so ist fiir Cathepsin
B eine kontinuierliche Abnahme von 89,7 % bei 10 pug/ml auf 2,2 % bei 400 pg/ml
Na-MCA konstatierbar, wogegen die Aktivitiat der Cathepsine L+S weniger steil
abfillt auf immerhin noch 30,2 % der Kontrolle bei 400 pg/ml Na-MCA, eine im
Vergleich zu Cathepsin B noch 14fach hohere relative Aktivitat.

Bis zu einer Na-MCA-Konzentration von 50 pug/ml stellt die Cat B-Aktivitit mit
mehr als 90 % den groBten Anteil an der Cat B+L+S-Aktivitat.
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Oberhalb 50 pg/ml Na-MCA aber driften Gesamt- und Cat B-Aktivititen immer
weiter auseinander — bei 400 pg/ml Na-MCA betragt der Anteil von Cathepsin B
an der Gesamtaktivitit nur noch 68,6 % (Abb. 8).
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Abb. 8: Prozentualer Anteil der Cathepsine B und L+ S an der in U/g Protein be-
stimmten, hier 100 % gesetzten Cat B+L+S -Aktivitat in konfluenten A -498-Zellen
unter ste igender Na -MCA-Dosis

MV + SEM mit n = 4; im Student’s t-Testmitn=4 * = p < 0,05; bezlglich Stichpro-
benumfang s. Abb. 6
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Die Cat S-Aktivitit lag in den Gesamtzell-Lysaten (konfluenter A-498-Zellen) an
der Nachweisgrenze, was die sehr hohen Standardabweichungen zeigten. Dar-
um wird diesbeziiglich auf die Ergebnisse der subzelluldren Fraktionierung

(3.2.2.3) verwiesen.

3.2.1.4 Einfluss des in vitro -Alters

Wie in 3.2.1 angefiihrt wurden Zellvitalitit bzw. Zellprotein und Cathepsinakti-
vitdten von mit Na-MCA versetzten konfluenten A-498-Zellen anhand von funf
bzw. vier verschiedenen Passagen (zwischen den Passagenummern 75 und 90)
untersucht.

Der Vergleich der Passagen erbrachte eine stete Zunahme der Cathepsinaktivi-
titen (Cat B+L+S- sowie Cat B-, und damit auch Cat L+S-Aktivititen) mit zu-
nehmendem in vitro-Alter der A-498-Zellen, und zwar flir alle Na-MCA-
Konzentrationen von 0 bis 400 pg/ml (Abb. 9).

Auf Zellvitalidt und Proteingehalt hingegen scheint das in vitro-Alter weniger
Einflu3 zu haben; hier lie3 sich von der 75. hin zur 90. Passage keine Tendenz

erkennen.

3.2.2 Unters uchungen an subzellularen Fraktionen

In Abschnitt 3.2.1.3 wurden die spezifischen Aktivitiaten der Cathepsine B und
L+S in Gesamtzell-Lysaten (vergleichend) dargestellt. Diese Aktivitatswerte
sind jedoch durch cytosolische Cysteinprotease-Inhibitoren wie die Cystatine A
und B verfalscht, deren hemmender Einfluss auf die verschiedenen Cathepsine
uberdies bekanntlich stark differiert.

Die Isolierung Cytosol-freier Organellen-Fraktionen gibt Aufschluss tliber die
,wahren“, nicht durch Inhibitoren veranderten Cathepsinaktivititen und uber
das Ausmal} der cytosolischen Inhibition und ihre eventuelle Beeinflussung
durch Na-MCA.
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Abb. 9: Cat B -Aktivitaten in vier Passagen konfluenter A -498-Zellen im Ve rgleich
(Messung in G esamtzell -Lysaten)

MV £ SD mit n = 4 Doppelbestimmungen pro Na-MCA-Konzentration einer Passage;
P x sei Passage zwischen Nummer 75 und 90 mit Xx1< X2 < X3 <X4
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Fur die subzellulidre Fraktionierung der konfluenten A-498-Zellen in eine Orga-
nellenfraktion mit Lysosomen, Endosomen, Mitochondrien und Mikrosomen
wurde eine tiber 20 mal groflere Kulturfliche bei allerdings gleicher Einsaat-
dichte verwendet. Die Unterschiede zwischen den Lysaten dieser Gesamtzell-
Homogenate (kurz , Gesamtzell-Homogenate“ genannt) und den bisher be-
schriebenen Gesamtzell-Lysaten beziiglich Zytotoxizitit, Zellprotein und Ca-
thepsinaktivititen erwiesen sich dann auch als geringfligig und durch die nor-

male biologische Variationsbreite hinreichend erklirbar.

3.2.2.1 Subzelluléare Fraktionen im Vergleich

Im Folgenden werden die bei der differentiellen Zentrifugation anfallenden
Fraktionen beziiglich ihrer spezifischen Cathepsinaktivititen pro g Protein
(Units/g Protein) miteinander verglichen.

Wie zu erwarten finden sich die hochsten Cathepsinaktivitidten in der Cytosol-
freien Organellenfraktion (Org) aus Lysosomen, Endosomen, Mitochondrien
und Mikrosomen, die niedrigsten im Cytosol (Cyt); dazwischen liegen jene in
der K-Fraktion (K), die Zellkerne und -triimmer enthilt, und im Gesamtzell-
Homogenat (G-Homogenat) (Abb. 10 und 11).

Es fillt auf, dass mit zunehmender Na-MCA-Konzentration die Unterschiede
zwischen den Cathepsinaktivititen der einzelnen Fraktionen abnehmen. So ist
die Cat B-Aktivitat bei 0 pg/ml Na-MCA (= Kontrolle) in der Organellen-Frak-
tion um den Faktor 31 grof3er als in der Cytosol-Fraktion, bei 400 ug/ml Na-MCA
dagegen nur noch um den Faktor 3 (Abb. 10). Eine noch ausgeprigtere Anglei-
chung der Aktivitaten mit ansteigender Na-MCA-Dosis beobachtet man fiir die
Cathepsine L+S: Bei 0 pg/ml Na-MCA betrigt die Aktivitdt in den Organellen
das 40fache von derjenigen im Cytosol, bei 400 pg/ml Na-MCA dagegen nur noch
das 3fache (Abb. 11).

Mit ansteigender Na-MCA-Dosis nehmen die Cathepsinaktivitaten in allen
Fraktionen kontinuierlich ab mit einer Ausnahme: Die Aktivitat der Cathepsi-
ne L+S im Cytosol nimmt zwischen 100 und 400 pg/ml Na-MCA um den Faktor
4,6 zu (Abb. 11).
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Abb. 10: Cat B -Aktivitaten in subzellularen Frakti onen und Gesamtzell -
Homogenat konfluenter A -498-Zellen nach 24 -stindiger Na -MCA-Exposition

MV + SD; im Student’s t-Test mit n = 4 bzw. n = 2 *,#,0 = p < 0,05; pro Na-MCA-
Konzentration in Org (= Organellen-Fraktion) vier, in K (= K-Fraktion), G (= Gesamtzell-
Homogenat) und Cyt (= Cytosol-Fraktion) jeweils zwei unabhdngige Aktivitatsbestim-
mungen, die als Doppelbestimmungen ausgefiihrt wurden
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Abb. 11: Cat L+S -Aktivitdten in subzelluldren Frakti onen und Gesamtzell -
Homogenat konfluenter A -498-Zellen nach 24 -stindiger Inkubation mit Na -MCA

MV £ SD; im Student’s t-Test mit n = 4 bzw. n =2 *, = p < 0,05; bezlglich Stichpro-
benumfang s. Abb. 10
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Betrachtet man den Proteingehalt des Cytosols (ug Protein/ul Cytosol) unter
zunehmender Na-MCA-Konzentration, so fillt auf, dass dieser bis 100 pg/ml Na-
MCA kontinuierlich anwéachst, um dann zwischen 100 und 400 pg/ml Na-MCA
um mehr als die Halfte abzufallen (Tab. 3).

Tab. 3: Proteingehalt der Cytosol -Fraktionen (Cyt)
MV £ SD aus n = 4 Bestimmungen

Na-MCA [pg/ml] 0 25 100 400

Cyt [ug Protein/pl] 1,27 + 0,08 1,55+ 0,03 1,73+0,14 0,75+ 0,01

3.2.2.2 Angereicherte Cathepsinaktivitaten

Der Anreicherungsfaktor F beschreibt die spezifische Aktivitét in einer Frakti-
on bezogen auf die spezifische Aktivitat in Gesamtzell-Lysaten (= G-Lysat), bei-
de in Units/g Protein, und wird fiir die jeweilige Fraktion mit einem entspre-
chenden Zusatz versehen, also z. B. Forg flir Anreicherung in der Organellen-
Fraktion.

* Anreicherungsfaktor Forg

In der Kontrolle betrdgt Forg flir Cathepsin B 2,7, fiir die Cathepsine L+S dage-
gen 5,3, d. h. fast das Doppelte. Bis zur Na-MCA-Konzentration von 400 pg/ml
féllt Forg fur die Cathepsine L+S ab auf 14,6 % der Kontrolle, fiir Cathepsin B
auf 54,3 % der Kontrolle, d. h. mit zunehmender Na-MCA-Dosis nimmt der An-
reicherungsfaktor Forg fiir die Cathepsine L+S starker ab als flir Cathepsin B
(Tab. 4).

* Anreicherungsfaktor Fcyt

Der Einheitlichkeit wegen wird auch fiir den Quotienten aus cytosolischer Ca-
thepsinaktivitat und Aktivitit im Gesamtzell-Lysat der Begriff der ,,Anreiche-
rung“ verwendet, obwohl es sich hier durchweg um Werte kleiner als eins han-
delt.

Wie in 3.2.1.1 beschrieben lédsst sich fiir konfluente A-498-Zellen ein iiberwie-
gendes ,,Populationssterben bei Na-MCA-Konzentrationen tiber 100 pg/ml beo-
bachten. Lyse der Organellen mit ,,Auslaufen“ der Enzyme ins Zytosol gilt als
einer der Prozesse des nekrotischen Zelluntergangs. Dieses ,, Auslaufen” der

Cathepsine aus den Lysosomen konnte Abfall (Cats L+S) bzw. Konstanz (Cat B)
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von Forg bei gleichzeitigem Anstieg von Fcyt bei Na-MCA-Dosen zwischen 100
und 400 pg/ml erklaren (Tab. 4).

Tab. 4: Anreicherung der Aktivitaten der Cathepsine B bzw. L+S in Organellen -
und Cytosol -Fraktionen
Errechnet aus Cat-Aktivitdten-MV aus n = 4 (Org und G-Lysat) bzw. n = 2 (Cyt) unab-
h&ngigen Bestimmungen
F = Anreicherungsfaktor

Na-MCA F Org F Cyt
[ug/ml] B L+S B L+S
0 (Kontr.) 2,69 5,33 0,09 0,13
25 1,97 3,22 0,10 0,06
100 1,42 3,02 0,15 0,07
400 1,46 0,78 0,50 0,60

3.2.2.3 Cathepsinaktivitaten in der Organellen  -Fraktion

Beschrieben werden die spezifischen Aktivitdten in pmol/(min x g Protein) =
Units/g Protein.

Die Anreicherung der Cathepsine in der Organellenfraktion bei gleichzeitigem
Fehlen cytosolischer Inhibitoren ermoglicht die Bestimmung der Cat S-
AKktivitdt mit tolerablen Standardabweichungen. In den Kontrollzellen lag die
absolute Cat S-Aktivitat bei 0,08 Units/g Protein. Setzt man diesen Wert gleich
100 %, so misst man bis zur Na-MCA-Dosis von 400 pg/ml eine kontinuierliche
Aktivititsabnahme auf aber immerhin noch 29,4 % der Kontrolle (Abb. 12).

Im Unterschied dazu beobachtet man fiir die Cathepsine L+S eine Aktivitdtsab-
nahme auf 4,4 % und fiir Cathepsin B sogar auf nur noch 1,2 % der Kontrolle bei
400 pg/ml Na-MCA (s. Abb. 11 und 10).

In den Organellen bestimmbare Cat S-Aktivitit reagiert also auf zunehmende
Na-MCA-Konzentrationen mit einem im Vergleich zu den Cathepsinen B und
L+S stark abgeschwichten bzw. verzogerten Aktivitidtsriickgang. Bis zur Na-
MCA-Konzentration von 400 ng/ml nimmt die Cat B-Aktivitat fast 4 mal stérker
ab als die Aktivitat der Cathepsine L+S, und letztere wiederum fast 7 mal star-
ker als die Cat S-Aktivitat.
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Vergleicht man die Aktivititsabnahme unter Na-MCA in den Organellen mit
jener in Gesamtzell-Homogenat bzw. -Lysat, dann fillt auf, dass bei 400 pg/ml
Na-MCA die Aktivitatswerte in % der Kontrolle fiir Cathepsin B durchweg um
2 % liegen. Anders stellt sich dies fiir die Cathepsine L+S dar: Wahrend die spe-
zifische Aktivitat bei 400 pg/ml Na-MCA in den Organellen wie beschrieben
4,4 % der Kontrolle betrigt, macht sie im Gesamtzell-Homogenat bzw. —Lysat ca.

30 % der Kontrolle aus.
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Abb. 12: Cat S -Aktivitditen in O rganellen -Fraktionen konfluenter A -498-Zellen
nach 24 -stiindiger Inkubation mit Na -MCA

MV + SD; im Student’s t-Test mitn = 2 * = p < 0,05; pro Na-MCA-Konzentration zwei
unabhangige Aktivitdtsbestimmungen, die als Doppelbestimmungen ausgefihrt wurden

3.2.2.4 Cat-Aktivitaten in % der Cat B+L+S -Gesamtaktivitat
Eine gute Moglichkeit, die Aktivititen der Cathepsine B, L. und S miteinander
zu vergleichen, ist ihre Darstellung in % der Cat B+L+S-Aktivitat (Abb. 13).
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Abb. 13: Prozentualer Anteil der einzelnen Cathepsi ne an der 100 % geset zten
Cat B+L+S-Aktivitat [U/g Protein] in Organellen -Fraktionen konfluenter A -498-
Zellen unter ansteige nder Na-MCA-Dosis

MV + SD; im Student’s t-Test mit n = 4 bzw. n = 2 * = p < 0,05; vier (Cat B sowie
Cats L+S) bzw. zwei (Cat S) unabh&ngige Aktivitdtsbestimmungen, die jeweils als
Doppelbestimmungen ausgefuhrt wurden
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In den Kontroll-Organellen (= Organellen-Fraktion unbehandelter Zellen) be-
tragt der Anteil an der Gesamtaktivitit fiir Cathepsin S 0,02 %, fiir die Ca-
thepsine L+S 6,7 % und fiir Cathepsin B 93,3 %.

Wie in 3.2.1.3 fiir Gesamtzell-Lysate beschrieben, so ist auch in den Organellen
mit zunehmender Na-MCA-Dosis fiir Cathepsin B eine anteilige Aktivitatsab-
nahme auf 79,5 % der Cat B+L+S-Aktivitat bei 400 pg/ml Na-MCA und fir die
Cathepsine L+S eine anteilige Zunahme auf 20,5 % der Gesamtaktivitit, also
das Dreifache des Anteils in der Kontrolle, zu verzeichnen. Der Anteil der Cat S-
AKktivitit nimmt unter Na-MCA-Anstieg noch stiarker zu als der L+S-Anteil und
zwar auf 0,49 % der Gesamtaktivitit bei 400 ug/ml Na-MCA, das ist das 21fache

des Anteils in Kontroll-Organellen.

3.3 Untersuchungen an prolif erierenden A -498-Zellen

Die 24 Stunden in Eagle’s MEM inkubierten, also proliferierenden A-498-Zellen
wurden wie die (der in vivo-Situation ndheren) konfluenten Zellen 24 Stunden
lang steigenden Na-MCA-Konzentrationen ausgesetzt und zu Gesamtzell-
Lysaten aufgearbeitet.

Da bereits bei Na-MCA-Konzentrationen groer 100 ug/ml mit der RotiD-Nano-
quant-Methode kein Zellprotein mehr nachweisbar war, wurden Zytotoxizi-
tatspriifungen bzw. Zellprotein- und Cathepsinaktivitaten-Bestimmungen ledig-
lich an zwei bzw. einer Passage(n) vorgenommen (mit je zwei Zellkulturen pro
Na-MCA-Konzentration, jeweils als Doppelbestimmung pro Zellkultur). Aus
diesem Grund soll das Augenmerk vorzugsweise auf tendenzielle Unterschiede
zu den konfluenten A-498-Zellen und weniger auf absolute Zahlenwerte gerich-

tet werden.

3.3.1 Zytotoxizitatstests
Die Wachstumsrate proliferierender A-498-Zellpopulationen ohne Na-MCA-
Zusatz betragt 1,16 PD/Tag. Das bedeutet, dass sich proliferierende Populatio-

nen in knapp einem Tag verdoppeln.
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Nur bis 25 pg/ml Na-MCA weisen proliferierende Populationen hohere Wachs-
tumsraten auf als konfluente, bei dariiber hinausgehenden Konzentrationen
verhalt es sich umgekehrt (Tab. 5).

Proliferierende Zellverbande zeigen beginnendes ,,Populationssterben schon
jenseits 50 pg/ml Na-MCA mit einer EDsq bei ca. 46 ug/ml, wahrend in kon-
fluenten Populationen der Zelltod erst oberhalb 100 pg/ml Na-MCA dominiert
(Tab. 5).

Tab. 5: Wachstumsraten, Zellzahl und Proteingehalt proliferierender und kon-
fluenter A -498-Zellen im Vergleich (Messungen in Gesamtzell -Lysaten)

MV = SD; prolif. A-498: n = 4 (Wachstumsrate bzw. Zellzahl), n = 2 (Zellprotein) und
konfl. A-498: n = 10 (Wachstumsrate bzw. Zellzahl), n = 8 (Zellprotein) unabhangige
Bestimmungen

[] = Zelltod Ubersteigt Zellproliferation; * = Zellhypertrophie; n. n. = nicht nachweis-
bar

Prolif. A-498 Konfl. A-498
Na-MCA | Wachstums- Zellprotein Wachstums- Zellprotein
[ug/ml] | rate [PD/Tag]  [10710g /Zelle] | rate [PD/Tag]l  [1010g /Zelle]
Zellzahl [x 1 04] Zellzahl [x 1 04]
1,16 +0.26 0,67 +0,18
0 5463 + 13,41 093+0,22 | 999 03+ 21,60 2,27+0,28
1,41+ 026 0,85 + 0,18
10 64,88+ 15,93 L1720,12 | 966 754 17183 1,91£0,15
1,15+ 0,14 . 0,68 + 0,21
25 5575+ 20,55 0967032 | 929 50+ 37,22 2,12+0,10
0,46 + 0,23 . 0,60 + 0,08
50 35,00+ 13,71 L137£0,1L | 997 58+ 26,99 2,12+0,28
1,97 +1,47 0,36 + 0,28 .
100 2,88+ 333 0,83 192,63 + 19,00 2,697+ 0,09
9,14 +2,47 0,14 +0,27 .
200 0,88+ 1,03 n. 1. 135,88 + 15,67 3,067+ 0,09
0,51 +0,80 .
400 113,13 + 39,88 2,397+ 0,06
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Genauer beziffern lasst sich die grof3ere Na-MCA-Empfindlichkeit proliferie-
render A-498-Zellen durch die vergleichende Uberlebensrate Q1; diese ist fol-

gendermalfen definiert:

_ Prozentsatz an konfluenten Zellen
 Prozentsatz an proliferierenden Zellen

, wobei die 100 % gesetzte Kontrolle

als Bezugsgrofie fungiert.

Folglich hat Q1 in der Kontrolle den Wert 1 und nimmt mit steigender Na-MCA-
Expositionsdosis kontinuierlich zu auf tiber 36 bei 200 pug/ml. Das heil3t, dass
proliferierende A-498-Zellen durch Na-MCA der Konzentration 200 pg/ml iiber
36-mal stiarker geschéadigt werden als konfluente A-498-Zellen (Tab. 6).

Tab. 6: Vergleichende Uberlebensrate Q1

Q1 beschreibt, um welchen Faktor proliferierende A-498-Zellen mehr durch Na-MCA
geschadigt werden als konfluente A-498-Zellen; als BezugsgroRe dienen die unbehan-
delten Kontrollzellen.

Errechnet aus Zellzahl-MV aus n = 10 (konfl. A-498) bzw. n = 4 (prolif. A-498) unab-
hangigen Bestimmungen

Na-MCA [ug/ml] 0 10 25 50 100 200

Q1 1 0,98 1,01 1,53 15,81 36,6

3.3.2 Zellprotein

Proliferierende A-498-Zellen wiesen einen im Schnitt nur etwa halb so grofien
Proteingehalt auf wie konfluente Zellen, und zeigten bereits bei Na-MCA-
Konzentrationen tber 50 pg/ml ein Absinken ihres Eiweiflgehalts unter den
Kontrollwert; bei 200 pg/ml Na-MCA war dann mit der RotiD-Nanoquant-
Methode kein Zellprotein mehr nachweisbar.

In konfluenten A-498-Zellen dagegen lag der Proteingehalt sogar bei 400 pug/ml
Na-MCA noch iiber der Kontrolle (s. Tab. 5).
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3.3.3 Cathepsinaktivitaten

Wahrend proliferierende A-498-Zellen in Vitalitit (Zellzahl bzw. Wachstumsra-
te) und Proteingehalt durch steigende Na-MCA-Konzentrationen stiarker beein-
trachtigt werden als konfluente Zellen, verhélt es sich beziiglich der Cathepsi-
naktivitiaten genau umgekehrt: Der kontinuierlichen Abnahme der Cat B+L+S-
AKktivitit pro Zelle (Units/Zelle) in konfluenten Populationen steht eine konti-
nuierliche Aktivitdtszunahme in proliferierenden Populationen gegeniiber
(Abb. 14). Gibt man aullerdem die Cathepsinaktivitdten proliferierender A-498-
Zellen in Prozent der entsprechenden Aktivitaten konfluenter Zellen an, dann
ist sowohl fiir Cathepsin B als auch fiir die Cathepsine L+S unter Na-MCA-
Anstieg eine stetige Zunahme zu verzeichnen, und zwar sowohl der aus

Units/Zelle als auch der aus Units/g Protein ermittelten Prozentwerte (Tab. 7).

Tab. 7: Aktivitaten der Cathepsine B und L+S in pro liferierenden A -498-Zellen in
% der Aktivitdten in konflue nten A-498-Zellen

Prozentwert errechnet aus Cat-Aktivitaten-MV in U/Zelle (U/g Protein)
Cat-Aktivitdten-MV aus n = 4 (prolif. A-498) bzw. n = 16 (konfl. A-498) unabhéngigen

Doppelbestimmungen

Na-MCA 0 10 25 50 100
[ng/ml]

3,52 7.94 11,99 17,70 99,85

B[%]

(8.87) (11,09) ©27,11) (32,76) (90,23)

44,83 91,76 56,30 179,66 1426.567
L+S [%]

(115,54) (114,53) (130,09) (344.36) | (4299,61?)

Vergleicht man die prozentualen Anteile der Cathepsine B sowie L+S an der
Gesamtaktivitat in proliferierenden und konfluenten A-498-Zellen, so fallt auf,
dass in proliferierenden Zellen tiber alle Na-MCA-Konzentrationen hinweg der
Anteil von Cathepsin B an der Gesamtaktivitit geringer, der Anteil der Ca-
thepsine L+S aber hoher ausfillt als in konfluenten A-498-Zellen. Dagegen findet
man in proliferierenden wie in konfluenten Zellen mit steigender Na-MCA-
Dosis fiir die Cathepsine L+S eine anteilige Aktivitatszunahme bei anteiliger
Abnahme der Cat B-Aktivitdten (Abb. 14).
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Abb. 14: Catheps inaktivitdten in proliferierenden (A) und konfluente n A-498-
Zellen (B) (Messung in Gesamtzell -Lysaten) unter 24 -stiindiger Na -MCA-
Exposition im Ve rgleich

MV = SD (prolif. A-498-Zellen) bzw. MV = SEM mit n = 4 (konfl. A-498-Zellen); eine
(prolif. A-498) bzw. vier Passagen (konfl. A-498) mit je zwei Zellkulturen pro Na-MCA-
Dosis und zwei unabhangigen Aktivitatsbestimmungen mittels Doppelproben pro Zell-
kultur — also MV aus acht (prolif. A-498) bzw. 32 (konfl. A-498) Cathepsinaktivitaten
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3.4 Vergleich der Kontrollzellen mit den Zellenvo  r Be-
ginn der Behandlung mit Na -MCA (sog. t 0-Zellen)

Bisher wurden die Auswirkungen 24-stiindiger Inkubation mit Na-MCA darge-
stellt. Im Folgenden soll untersucht werden, wie sich Wachstum, Proteingehalt
und Cathepsinaktivitaten unbehandelter, d. h. ohne Na-MCA-Zusatz inkubier-
ter A-498-Zellen innerhalb von 24 Stunden (nach Mediumwechsel) verdndern. Es
werden also verglichen sog. t0-Zellen (vgl. Material und Methoden 2.6.1) mit 24
Stunden langer inkubierten Kontrollzellen. Bei den t0-Zellen handelt es sich um
einen Tag kultivierte, d. h. proliferierende bzw. drei Tage inkubierte, d. h. op-
tisch konfluente A-498-Zellen.

Wie zu erwarten fiihrt die 24-stiindige Weiterinkubation dazu, dass die Zellen
sich vermehren und vergrofern, d. h. ihren Proteingehalt erh6hen. Dabei teilen
sich die proliferierenden Zellen fast doppelt so oft wie die optisch konfluenten
und nehmen mehr als doppelt so rasch an Protein und damit Volumen zu (Abb.
15).
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Abb. 15: Proteingehalt optisch konfluenter und prol iferierender A -498-Zellen
(Messung in Gesamtzell -Lysaten) vor (t 0) und nach (Kontrolle) 24 -stiindiger (Wei-
ter)inkubation ohne Na -MCA

MV = SD; n = 8 (konfl. A-498) bzw. n = 2 (prolif. A-498) unabhangige Bestimmungen
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Abb. 16: Cathepsinaktivitdten pro Zelle (A) bzw. pr  ozentualer Anteil an der 100 %
gesetzten Cat B+L+S -Aktivitat (B) in optisch konfluenten und prolif erierenden A -
498-Zellen (Messungen in Gesamtzell -Lysaten) vor (t0) und nach (Kontrolle) 24 -
stiindiger (We iter)Inkubation ohne Na -MCA

MV = SD (prolif. A-498-Zellen) bzw. MV = SEM mit n = 4 (konfl. A-498-Zellen); eine
(prolif. A-498) bzw. vier Passagen (konfl. A-498) mit je zwei Zellkulturen pro Na-MCA-
Dosis und zwei unabhangigen Doppelbestimmungen pro Zellkultur — also MV aus acht
(prolif. A-498) bzw. 32 (konfl. A-498) Cathepsinaktivitaten
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Die Cat B+L+S-Gesamtaktivitat pro Zelle (Units/Zelle) betrégt in proliferieren-
den t0-Zellen nur 15 % der in konfluenten t0-Zellen bestimmten Gesamtaktivi-
tat. Wahrend weiterer 24 Stunden in Kultur nimmt die Gesamtaktivitét in op-
tisch konfluenten Zellen um 10 % zu, in proliferierenden dagegen um mehr als
die Halfte ab (Abb. 16 A).

Der prozentuale Anteil der Cat B-Aktivitidt an der Cat B+L+S-Aktivitét liegt in
optisch konfluenten Zellen auch nach 24 Stunden unverandert bei 95 %, in pro-
liferierenden Zellen dagegen nimmt dieser Anteil von 82 % auf 60 % ab (Abb.
16 B).

Der Aktivitatsanteil der Cathepsine L+S an der Gesamtaktivitat belauft sich in
proliferierenden t0-Zellen auf knapp das Vierfache gegentiber optisch konfluen-
ten t0-Zellen. Innerhalb 24-stiindiger Weiterkultivierung lasst sich in proliferie-
renden Zellen eine Anteilszunahme auf das 2,7fache ausmachen, wahrend der
prozentuale Anteil in optisch konfluenten Zellen gleichbleibend um 3-4 % misst

(Abb. 16 B).
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4  DISKUSSION

4.1 Vorversuche zu den Zellkulturbedingungen

4.1.1 Serum-Konzentration und lysosomale Proteolyse

Das dem Zellkulturmedium zugesetzte Serum, hier fetales Kalberserum (FCS),
ist eine chargenabhangige Mischung verschiedener wachstumsfordernder Sub-
stanzen. An Cysteinproteasen-Inhibitoren enthéilt es v. a. Kininogene (= Familie
3-Cystatine) und Cystatine (= Familie 2-Cystatine). Das Serum ist erhaltlich in
hitzeinaktivierter wie auch in nicht-hitzeinaktivierter Form. Die 30-minfiitige
Hitzeinaktivierung bei 56 °C, die der Zerstorung von Komplementfaktoren
dient, fiihrt auch zur Inaktivierung zumindest eines Teils der Kininogene
(Friedrich, 1999). Als FCS-Gesamtwirkung wird eine Hemmung des Proteinab-
baus in Lysosomen beobachtet (Wharton und Riley, 1986; Polet und Swager,
1987), wobei laut Polet und Swager (1987) sowohl im Serum enthaltene als auch
auf Serumstimulation hin in den Zellen gebildete Wachstumsfaktoren diese
Hemmung vermitteln. Im umgekehrten Fall einer Serum-Reduktion ist demzu-
folge mit einem Anstieg der lysosomalen Proteolyse und damit der Aktivitaten
der Cathepsine (Cat-Aktivitiaten) als der wichtigsten lysosomalen Proteasen zu
rechnen (Bradley, 1977; Fuertes et al., 2003; Hendil et al., 1990; Schroter, 1999;
Warburton und Poole, 1977; Wharton und Riley, 1986). Dieser durch Serum-
Entzug ausgeloste Anstieg der proteolytischen Kapazitét ist aber nur vortiber-
gehend und wird (in IMR90 menschlichen Fibroblasten nach etwa 24 Stunden)
von einem Riickgang abgelost (Berger und Dice, 1986; Slot et al., 1986). Der Zeit-
punkt des ,,UmkKippens‘ von Steigerung in Senkung der Proteolyse-Kapazitat ist
vermutlich sowohl von der Zellart als auch dem Wachstumszustand (proliferie-
rend oder konfluent, d. h. ruhend) der Zellen abhéngig.

In der vorliegenden Arbeit wurden proliferierende A-498-Zellen mit verschiede-
nen Konzentrationen an hitzeinaktiviertem FCS (zwischen 0 % und 10 %)

24 Stunden lang inkubiert. Anschlielend wurden der Proteingehalt sowie die
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spezifischen Cat B+L+S- sowie Cat B-Aktivititen (im jeweiligen Gesamtzell-
Lysat) bestimmt. Je geringer die FCS-Konzentration gewahlt wurde, desto nied-
riger maf} das Zellprotein. Die Cat-Aktivitaten (in Units) pro g Protein hingegen
zeigten fiir alle FCS-Konzentrationen den gleichen Wert. Zu einem entspre-
chenden Ergebnis kommen Ronning et al. (1981) fiir NHIK 3025-Zellen. Sie un-
tersuchten die Auswirkungen einer Serumreduktion von 30 % auf 3 % auf pro-
liferierende NHIK 3025-Zellen des Menschen und stellten eine unveranderte
Proteolyserate fest. Dariiber hinaus mafien Ronning et al. (1981) eine unter Se-
rumreduktion verminderte Proteinsyntheserate. Letztere wiirde die Zellpro-
tein-Abnahme in den proliferierenden A-498-Zellen der vorliegenden Arbeit er-
klédren.

Den Einfluss einer Serumreduktion (von 10 % auf 1 % FCS) auf konfluente Zel-
len beschreiben Schmid et al. (2004 a): Sie fanden fiir N11-Zellen (Mikrogliazell-
linie der Maus) praktisch unverinderte, fiir RAW 264.7-Zellen (Makrophagen-
zelllinie der Maus) hingegen beinahe halbierte Cat B-Aktivitdten (U/g Protein),
wobei (im Unterschied zu vorliegender Arbeit) nicht-hitzeinaktiviertes FCS
zum Einsatz kam.

Wie oben ausgeflihrt erwiesen sich die in Units pro g Protein bestimmten Cat-
Aktivitidten der hier untersuchten proliferierenden A-498-Zellen als unabhiangig
von der FCS-Konzentration. Ganz anders die (in Units) pro Zelle gemessenen
Cat-Aktivititen: sie fielen umso niedriger aus, je geringer die eingesetzte FCS-
Konzentration war. In proliferierenden A-498-Zellen scheint also nach 24-stiindi-
ger Serum-Reduktion der anfangliche Proteolyse-Anstieg bereits dem Proteoly-
se-Riickgang (unter den Ausgangswert) gewichen zu sein. Die trotz abnehmen-
der FCS-Konzentration gleichbleibenden Cat-Aktivitaten (in Units) pro g Pro-
tein sind dann plausibel, wenn der Riickgang der Proteinsynthese pro Zelle ge-
nauso stark ausfillt wie der Riickgang des lysosomalen Proteinabbaus. Mogli-
cherweise hingen Ausmal} und im Extremfall Art der Serumwirkung auf Cat-
Aktivitiaten auch ab von der jeweiligen FCS-Charge mit wechselndem Verhalt-
nis von Proteolyse-hemmenden (z. B. die oben genannten Kininogene und
Cystatine) zu -steigernden Serumfaktoren (z. B. LPS, welches die Cat B-
Aktivitat stimuliert (Li et al., 1997)).
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4.1.2 Kulturmedium und Cathepsin -Aktivitaten

Proteinmenge pro Zelle sowie Cat B+L+S- und Cat B-Aktivitidten pro Zelle lagen
bei Kultivierung in RPMI 1640 iiber alle FCS-Konzentrationen hinweg um
durchschnittlich 50 % hoher als in MEM.

In RPMI 1640 als nahrstoffreicherem Medium fiir anspruchsvollere Zellen
scheinen alle Zellstoffwechselvorginge, anabolische (wie cytosolische Protein-
synthese) wie katabolische (wie durch Cats vor allem bewerkstelligte lysosoma-
le Proteolyse), um etwa die Héalfte schneller abzulaufen als in MEM mit seiner
einfacheren Formulierung (Morgan und Darling, 1994). Da Proteingehalt und
Cat-Aktivitdten pro Zelle in RPMI 1640 um den gleichen prozentualen Anteil
hoher liegen als in MEM, zeigen die pro g Protein bestimmten Aktivitaten fur
RPMI 1640 und MEM logischerweise iibereinstimmende Werte. Fiir die folgen-
den Untersuchungen wurde (deshalb) das auch von Vertreibern der A-498-
Zellen (DSMZ, Invitrogen) empfohlene ,einfachere”“ Kulturmedium MEM,

supplementiert mit 10 % FCS verwendet.

4.2 Zytotoxizitat

Untersucht wurde die 24-Stunden-Toxizitdt von Na-MCA auf A-498-Zellen, das
sind aus einem menschlichen Nierenkarzinom etablierte epithelahnliche Zel-
len, bei denen es sich aufgrund ihrer Cathepsinaktivitdten um proximale Tubu-
luszellen handeln soll (Schmid et al., 2004 b). A-498-Zellen reagieren unabhangig
von ihrem Wachstumszustand (proliferierend oder optisch konfluent) auf zu-
nehmende Dosen Na-MCA - nach nicht-signifikantem Anstieg der Zellzahl bzw.
Wachstumsrate bis 25 pg/ml Na-MCA - mit stetiger Abnahme der Zellvitalitat.
Entsprechendes dosisabhingiges Vitalitdts-Verhalten zeigen auch OK-Zellen
(Opossum Kkidney-Zellen), das sind permanente epitheldhnliche Nierenzellen
aus dem proximalen Tubulus vom Opossum (Dartsch et al., 2000; Koyama et al.,
1978; Schiek, 2001). OK-Zellen eignen sich aus mehreren Griinden besonders gut
zum Vergleich mit A-498-Zellen, denn beide sind etablierte proximale Tubulus-

zellen und zeigen ein vergleichbares Proliferationsverhalten: Beide Zelllinien
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wachsen mit 1,2 PD/Tag und erreichen nach etwa drei Tagen optische Kon-
fluenz (Dartsch et al., 2000; Schiek, 2001). Auch der Speziesunterschied mindert
nicht die Vergleichbarkeit der beiden Zelllinien, da fiir letale MCA-Effekte eine
geringe Interspeziesvariabilitit kennzeichnend ist (AEGLs, 2001). Der Zelltod
proximaler Tubuluszellen durch Na-MCA lisst sich erklaren sowohl durch pH-
Abfall des Kulturmediums im Rahmen der metabolischen Azidose (gesteigerte
Sekretion des intrazelluldr kumulierten Lactat und Pyruvat (Dartsch et al.,
2000)) als auch durch hochgradigen ATP-Verlust: Man hat beobachtet, dass viele
Zelltypen in Kulturmedien mit pH unter 6,8 innerhalb 24 Stunden absterben
(Paul, 1980); dies konnte auch fiir permanente proximale Tubuluszellen gelten.
Ferner hat man herausgefunden, dass ausgeprigte ATP-Verluste durch nephro-
toxische Substanzen zum nekrotischen Zelluntergang in proximalen Tubuli
filhren (Leist und Nicotera, 1997; Lieberthal und Levine, 1996). Die Na-MCA-
Empfindlichkeit von Zellen lasst sich beschreiben durch die EDj5(, also die Do-
sis Na-MCA, welche zu einem Vitalitdtsverlust von 50 % der Zellen fiihrt. Sie
betrégt fiir optisch konfluente A-498-Zellen 105 pg/ml und entspricht somit fast
genau der ED5( von optisch konfluenten OK-Zellen mit 110 pg/ml. Auch in bei-
den Zelllinien messbar ist eine geringere Na-MCA-Empfindlichkeit konfluenter
Zellen (erkennbar an hoéherer ED5p) im Vergleich mit proliferierenden. Dies
entspricht der von Dartsch et al. (2000) gedullerten Vemutung, dass eine héhere
Wachstumsrate von Nierenepithelzellen auch eine hohere Na-MCA-
Empfindlichkeit bedingt. Allerdings ist der Empfindlichkeits-Unterschied zwi-
schen proliferierenden und konfluenten Zellen fiir OK-Zellen groBer als flir
A-498-Zellen; dies zeigen die unterschiedlichen vergleichenden Uberlebensraten
Q1: Proliferierende OK-Zellen werden durch 200 pg/ml Na-MCA tiber 50 mal
starker geschidigt als konfluente, wiahrend Q1 fiir A-498-Zellen nur etwas tliber
36 betragt. Diesem zugrunde liegt die fast doppelt so grofie Na-MCA-
Empfindlichkeit proliferierender OK-Zellen (ED5q = 25 pg/ml Na-MCA) gegen-
uber proliferierenden A-498-Zellen (ED5g = 46 pg/ml Na-MCA). Wieso aber sind
in der log-Phase A-498-Zellen weniger Na-MCA-empfindlich als OK-Zellen - trotz
bekanntlich geringer Interspeziesvariabilitit und gleicher basaler Wachstums-

rate (PD/Tag)? Eine mogliche Erklirung liegt in der kanzerdsen Natur der
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A-498-Zellen. So haben Williamson et al. (1970) beschrieben, dass in Nierentu-
moren die anaerobe Glykolyse ausgepragter und starker steigerbar ist als in
gesunden Nieren, so dass folglich erst hohere Na-MCA-Konzentrationen zu be-
deutsamen ATP-Verlusten fiithren sollten. Dies konnte auch fiir A-498-Zellen
gelten im Unterschied zu den nicht-tumorosen OK-Zellen. Moglich ist aber
auch, dass proliferierende A-498-Zellen Na-MCA in groflerem Umfang mit redu-
ziertem Glutathion konjugieren — und damit entgiften — konnen als proliferie-
rende OK-Zellen. Denn reduziertes Glutathion lasst seine SH-Gruppe von MCA
alkylieren und verhindert dadurch eine Alkylierung anderer Thiolgruppen wie

jener in den aktiven Zentren der Cathepsine (Bruschi und Bull, 1993).

4.3 Zellprotein

4.3.1 Konfluente A -498-Zellen

Bis ca. 50 ug/ml Na-MCA misst man in konfluenten A-498-Zellen eine gegentiiber
der Kontrolle nicht signifikante Zellprotein-Verminderung. Parallel dazu be-
schreibt Schiek (2001) fiir entsprechend behandelte ruhende OK-Zellen eine
Zellvolumen-Abnahme bei Konzentrationen unter 200 pg/ml. Zellprotein-
Abnahme mit Zellschrumpfung unter geringen Dosen einer (nephro)toxischen
Substanz bzw. unter geringer Absenkung des zellularen ATP-Spiegels sind
Kennzeichen der Apoptose als Energie(ATP)-verbrauchender, genetisch ge-
steuerter Form des Zelltods (Darzynkiewicz et al., 1992; Lieberthal und Levine,
1996). Da Zellzahl bzw. Wachstumsrate konfluenter A-498-Zellen aber erst ober-
halb 50 pg/ml unter den Kontrollwert sinken, findet Apoptose — wenn tber-
haupt - allenfalls in unbedeutendem Umfang statt.

Jenseits einer Na-MCA-Konzentration von 50 ug/ml bis mindestens 200 ug/ml
findet man eine signifikante Zellprotein-Zunahme einhergehend mit immer
starkerem Absinken von Zellzahl bzw. Wachstumsrate unter den Kontrollwert.
Die Zellen regieren auf Na-MCA dieses Konzentrationsbereichs also mit Hyper-
trophie, d. h. mit Zellprotein-Zunahme bei gleichzeitiger Zellvolumen-Zunahme.

Eine Zellvolumen-Zunahme wird auch von Schiek (2001) fiir OK-Zellen bei Na-
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MCA-Konzentrationen um 200 pg/ml beschrieben, und im BUA-Stoffbericht 127
(1994) ist die Rede von einer signifikanten Zunahme der Leber- und Nierenge-
wichte bei Na-MCA-exponierten Ratten. Plausibel erklédren lassen sich Zellpro-
tein-Anstieg und Hypertrophie als Auswirkungen einer durch MCA induzierten
metabolischen Azidose. Diese bewirkt einen Anstieg der Proteinsynthese bei
gleichzeitig reduzierter renaler Proteolyseaktivitit (infolge reduzierter Cats B-
und L-Genexpression) sowie Nieren-Hypertrophie, wahrscheinlich aufgrund
einer voriibergehenden Zunahme des renalen IGF-I Spiegels (Fawcett et al.,
2000; Rabkin et al., 1996). Renale Hypertrophie kommt je nach Ursache vor als
Zellzyklus-abhidngige und —unabhingige Hypertrophie (Preisig und Franch,
1995). Metabolische Azidose fiihrt zur Zellzyklus-unabhiangigen Hypertrophie,
fiir die eine Hemmung lysosomaler Enzyme charakteristisch ist (Preisig und
Franch, 1995).

Oberhalb 200 ug/ml Na-MCA erfolgt eine Wiederabnahme des Zellproteins, wel-
ches bei der hochsten Expositionsdosis von 400 pg/ml Na-MCA fast wieder den
Kontrollwert erreicht hat. ,,Populationssterben® setzt bereits bei Konzentratio-
nen uber 100 pg/ml Na-MCA ein. Man hat herausgefunden, dass hohergradige
Zellschiadigungen (z. B. proximaler Tubuluszellen) durch hohe Dosen zytotoxi-
scher Substanzen (z. B. Nephrotoxine wie Cisplatin) und/oder ATP-Verluste zur
Zell-Nekrose fithren (Leist und Nicotera, 1997; Lieberthal und Levine, 1996). Da-
bei soll die Dauer zwischen letaler Schiadigung und Nekrose (ante- und post-
mortem Verdnderungen) sowohl von der Zellart als auch vom schidigenden
Agens abhingen (Kanduc et al., 2002). Die Nekrose ist morphologisch gegen die
andere Form des Zelltods, die Apoptose, abzugrenzen, welche man eher bei nie-
deren Schadigungsgraden findet (Leist und Nicotera, 1997; Lieberthal und Levi-
ne, 1996). Aus diesen Ausfiihrungen kann man folgern, dass auch Na-MCA in
hoheren Dosen, die mit bedeutsamen ATP-Verlusten einhergehen, Zell-
Nekrosen bewirkt. Nekrotische Prozesse liefern dann auch eine gute Erklarung
fiir Zellprotein-Riickgang bei massenhaftem Zellsterben. Dabei setzen Nekrose-
Vorgange wohl schon ein bei Na-MCA-Konzentrationen tiber 50 pug/ml (Zellzahl
sinkt unter Kontrollwert) und definieren somit auch das ,,Populationssterben“
oberhalb 100 pg/ml Na-MCA als ein nekrotisches durch totale Zell-Lyse. In
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Reinform findet man die Nekrose aber erst jenseits 200 pg/ml Na-MCA, wenn
ihre Wirkungen (z. B. Zellprotein-Abnahme) endgiiltig iiber diejenigen der me-
tabolischen Azidose dominieren. Zu den nekrotischen Wirkungen zihlt der Ver-
lust der Plasmamembran-Integritat mit Wasserinflux und resultierender Zell-
schwellung sowie Auslaufen von Zellproteinen. Also konnte es sich bei dem von
Schiek (2001) bei 200 pg/ml Na-MCA beobachteten Zellvolumen-Anstieg (s. 0.)
auch um nekrotische Zellschwellung handeln. Neben besagten Proteinen gelan-
gen aber auch andere Zytosolbestandteile durch die undichten Membranen in
den Extrazellulirraum (Lieberthal und Levine, 1996; Roche Molecular Bioche-
micals, 2003). Auch andere Autoren beschreiben den durch hohere Dosen Na-
MCA bewirkten Untergang von Nierenzellen als nekrotisches Geschehen.
Schiek (2001) beschreibt das Absterben von mit Na-MCA behandelten OK-Zellen
als nekrotischen Zelltod aufgrund des morphologischen Bildes sowie elektro-
nenmikroskopischer Untersuchungen, deren Resultate in Dartsch et al. (2000)
naher ausgefithrt werden: Die Ultrastruktrur Na-MCA-exponierter Nierenzellen
zeigt u. a. Membranzerreilfung und speziell Verdnderungen der Mitochondrien,
die man bei Nekrose, nicht aber Apoptose findet (Lieberthal und Levine, 1996).
Kulling et al. (1992) erwahnt Segmentnekrosen der Nierentubuli bei einem
38-jahrigen Mann nach grofiflichiger dermaler MCA-Exposition (Exposition
von 25 % der Korperoberfliche mit 80%iger MCA).

Mehrere Autoren haben vorgeschlagen, den Terminus ,Nekrose“ auf post-
mortem Verdnderungen zu beschranken, und Verdnderungen geschéadigter Zel-
len vom Verlust der Plasmamembranintegritit tiber reversible und irreversible
Zellschwellung (Roche Molecular Biochemicals, 2003) bis hin zur ultimativen
Zell-Lyse — in Abgrenzung zur Apoptose — “Onkose* (von griechisch ,,onkos* =
»Schwellung®) zu nennen (Kanduc et al., 2002; Majno und Joris, 1995; Van

Cruchten und Van Den Broeck, 2002).

4.3.2 Proliferierende A -498-Zellen
Bei durchschnittlich nur halb so groflem Proteingehalt reagieren proliferieren-
de A-498-Zellen auf Na-MCA-Exposition weit frither mit Zellhypertrophie und

nekrotischen bzw. onkotischen Mechanismen als konfluente A-498-Zellen.
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So misst man bis iiber 50 ug/ml Na-MCA einen gegenuiber der Kontrolle erhoh-
ten Zellprotein-Gehalt, der oberhalb 25 ug/ml mit verminderter Zellzahl einher-
geht. Hypertrophe Reaktion findet sich also bereits oberhalb 25 pg/ml Na-MCA.

Jenseits 50 ug/ml Na-MCA zeigt sich dann schon ein Absinken des Zellproteins
unter den Kontrollwert bei gleichzeitig einsetzendem Populationssterben. Dies
sind die Zeichen der Nekrose bzw. Onkose mit Auslaufen des Zellproteins und

ultimativer Zell-Lyse.

4.4 Cathepsinaktivitaten

4.4.1 Cathepsinaktivitaten in Gesamtzell -Lysaten

In den (optisch) konfluenten und also den in vivo-Verhéltnissen ndheren A-498-
Zellen beobachtet man unter zunehmenden Na-MCA-Konzentrationen eine kon-
tinuierliche Abnahme der Cat B- wie der Cat L(+S)-Aktivitdten, wobei Cat B
einen stiarkeren bzw. rascheren Aktivitiats-Riickgang aufweist, der umso star-
ker ausfillt, je hoher die Na-MCA-Dosis gewahlt wird. Zu beachten ist, dass in
den hier untersuchten Gesamtzell-Lysaten die Cat L(+S)-Aktivitit praktisch der
Cat L-Aktivitidt gleichkommt, da die katalytische Aktivitat von Cat S an der
Nachweisgrenze liegt. Dies entspricht den Ergebnissen von Kirschke et al.
(1997) fir das Nierenkarzinom, die in den meisten Tumorproben keine Cat S-
Aktivitdt messen konnten und einen Grund dafiir in der engen Cystatinbindung
des Cat S vermuteten (Bromme et al., 1991).

Die Reduktion der Cat-Aktivititen durch Na-MCA geschieht wohl auf mehreren
Wegen: Na-MCA bewirkt eine direkte Inhibierung der Cats durch Alkylierung
ihrer SH-Gruppen im aktiven Zentrum, was allerdings in vitro in geringerem
Umfang stattfinden soll als in vivo. Moglicherweise verhalt sich Na-MCA dabei
wie Iodacetamid, welches die Aktivitit von Cat L nur schwach senkt, Cat Bl
hingegen stark inhibiert (Barrett, 1973). Dies wiirde die oben beschriebene star-
kere Abnahme der Cat B-Aktivitit erklédren. Die Cats-Alkylierung verhindern
kann reduziertes Glutathion, indem es seine Thiolgruppe durch MCA alkylie-
ren lasst; allerdings wird es mit ansteigender Na-MCA-Konzentration zuneh-
mend verbraucht (Bruschi und Bull, 1993; Davis und Berndt, 1989). Neben dieser
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direkten Cats-Inhibierung durch Sulfhydryl-Gruppen-Alkylierung entfaltet Na-
MCA auch indirekt hemmende Wirkungen auf Cat-Aktivititen, etwa tiber die
Induktion einer metabolischen Azidose. Diese fiihrt in der Niere zur Reduktion
der Genexpression und damit der katalytischen AKtivitit der Cats B und L
(Fawcett et al., 2000; Rabkin et al., 1996), und bei starker Auspragung mit einem
pH < 3,8 zur Denaturierung der Cats B, L und S (Lenarcic und Stoka: unverof-
fentlichte Befunde nach Turk et al., 2000; Turk et al., 1999).

Anders als in den konfluenten A-498-Zellen werden die Cat-Aktivititen in den
proliferierenden Zellen durch Na-MCA kaum beeintrachtigt. Fiir die Cats L(+S)
lasst sich sogar eine kontinuierliche Aktivitats-Zunahme (auf 180 % der Kon-
trolle bei 50 ng/ml Na-MCA) beobachten. Beziiglich des Wachstumszustands der
A-498-Zellen gilt also flir Cat-Aktivititen genau das Gegenteil wie fiir Zellvitali-
tdt und Zellprotein, fiir die ja in der log-Phase eine groBere Na-MCA-
Empfindlichkeit festgestellt wurde (s. 4.2 und 4.3). Die unterschiedlichen Wir-
kungen von Na-MCA auf die Cat-Aktivitaten konfluenter und proliferierender
A-498-Zellen beschreibt auch der Quotient aus den Cat-Aktivitdten proliferie-
render Zellen durch die entsprechenden Cat-Aktivititen konfluenter Zellen.
Dieser Aktivitaten-Quotient zeigt mit zunehmender Na-MCA-Dosis einen kon-
tinuierlichen Anstieg sowohl fiir Cat B als auch fiir die Cats L(+S).

Beim Vergleich von konfluenten und proliferierenden A-498-Zellen fillt ferner
auf, dass in proliferierenden Zellen der Anteil der Cats L(+S) an der Cat B+L+S-
Gesamtaktivitat hoher ausfillt (bei entsprechend geringerem Cat B-Anteil) als
in konfluenten — und dies liber alle eingesetzten Na-MCA-Konzentrationen hin-
weg. Eine hohere Wachstumsgeschwindigkeit geht also einher mit einer relativ
zur Cat B-Aktivitat hoheren Cat L(+S)-Aktivitat.

In den Gesamtzell-Lysaten der Kontrolle betragen die Aktivitidten pro Zelle flir
die Cats L(+S) bzw. B 1,2 x 1072 U/Zelle bzw. 28,4 x 1079 U/Zelle bei Konfluenz
und 0,5 x 1079 U/Zelle bzw. 1,0 x 1079 U/Zelle bei Proliferation. Im Zustand der
Konfluenz fallen also die Cat-Aktivitdten pro Zelle hoher aus. Hierfiir konnte
wie von Colella et al. (2002) fiir Prostatakarzinom-Zelllinien beschrieben eine
infolge erhohter Zelldichte verminderte CPIs-Aktivitat (mit)verantwortlich

sein. Dagegen verneint Bradley (1977) eine solche Abhingigkeit der Proteolyse-
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rate vom Wachstumszustand kultivierter Humanzellen. Fiir Bradleys Ergebnis-
se sprechen die in U/g Protein berechneten Cat-Aktivitaten in Kontrollzellen
(siehe unten), die bei Konfluenz nur fiir Cat B hoher liegen, nicht aber fiir die
Cats L(+S), fiir welche sie doch bei einer Inaktivierung der CPIs primir anstei-
gen miissten.

Die gerade angesprochenen Cat-Aktivitaten (U/g Protein) der A-498-Kontroll-
zellen betragen fiir die Cats L(+S) bzw. B bei Konfluenz 4,6 U/g (4 % der Cat
B+L+S-Gesamtaktivitat) bzw. 125,1 U/g (96 % der Gesamtaktivitit) und in der
log-Phase (proliferierende Zellen) 5,3 U/g (29 % der Gesamtaktivitat) bzw. 11,1
U/g (61 % der Gesamtaktivitit). Eine vergleichbare Aktivititsmessung in un-
behandelten A-498-Zellen findet man bei Englert (Englert, 2000; Schmid et al.,
2004 b), der in Gesamtzell-Homogenaten die Cat B- und L(+S)-Aktivitaten mit
der auch in vorliegender Arbeit verwendeten Methode nach Schmid et al. (1997)
bestimmt hat. Allerdings stammen Englerts A-498-Zellen aus einer anderen Be-
zugsquelle (ATCC, Manassas VA, USA) als die der vorliegenden Arbeit (DSMZ,
Braunschweig). Englert misst in A-498-Zellen (eigene Anzucht) fiir Cat B 19,6
U/g (63 % der Cat B+L+S-Gesamtaktivitit) und fiir die Cats L(+S) 11,5 U/g (37 %
der Gesamtaktivitit). Diese Werte entsprechen in vorliegender Arbeit eher den
Aktivitidten der proliferierenden als der konfluenten Zellen, insbesondere was
Cat B angeht (Tab. 8). Die Cat L-Aktivitat hingegen ist in den A-498-Zellen der
vorliegenden Arbeit nur etwa halb so grof3 und dies unabhingig vom Wachs-
tumszustand der Zellen. Eine mogliche Erklarung dafiir konnten starkere dege-
nerative Verdnderungen der A-498-Zellen vorliegender Arbeit sein. ,,Starkere®
deshalb, weil bereits karzinomatose Umwandlung von Nierenzellen, die erwie-
senermalflen mit einer Absenkung der Cat-Aktivititen einhergeht (Jung et al.,
1998; Kirschke et al., 1997; Werle et al., 1994), eine degenerative Verdnderung
darstellt (www.biocab.org/Apoptosis.html). In proximalen Tubuluszellen nun
scheint der karzinomatos-degenerative Aktivitatsschwund vor allem Cat L zu
betreffen, wie der Vergleich mit gesunden proximalen Tubuli zeigt, fiir die ja
bekanntlich hohe Cat L-Aktivititen charakteristisch sind (Baricos et al., 1987;
Brando et al., 1986; Kirschke et al., 1997; Qian et al., 1991). So messen Schmid et
al. (1997) und Englert (2000) in gesunden (proximalen) Tubuli von Ratten fiir
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Cat B einen Aktivitatswert, der jenem in den konfluenten, also den in vivo-
Bedingungen niheren A-498-Kontrollzellen der vorliegenden Arbeit nahe
kommt, fiir Cat L hingegen einen Wert, der rund zehnmal so hoch ausfallt wie
in den degenerierten humanen A-498-Karzinomzellen der vorliegenden Arbeit
(Tab. 8). Der Vergleich mit Aktivititen in Ratten-Tubuli bei Schmid et al. (1997)
und Englert (2000) ist legitim, da Cat B- und Cat L-Aktivitiaten (z. B. gegentiber
dem hier verwendeten Substrat Z-Phe-Arg-AMC) kaum Spezies-abhingig sind
(Kirschke et al., 1986; Kirschke et al., 1995; Mason, 1986; Otto und Schirmeister,
1997) und da die Methoden der Aktivitatsbestimmung tibereinstimmen (Schmid

et al., 1997).

Tab. 8: Vergleich von Cathepsin
buli o hne Na-MCA-Exposition

% = % der Cat B+L+S-Gesamtaktivitat
G = Gesamtzell-Lysat; unbeh. = unbehandelt, d. h. ohne Na-MCA-Exposition; vorl. Arb.
= vorliegende Arbeit; prox. = proximal

-Aktivitaten in A -498-Zellen und proximalen Tu-

Cat-Aktivitaten B+L+S B B L(+S) L(+S)
unbeh. [U/g] [U/g] [%] [U/g] [%]
Probe [U/ Zelle] [U/ Zelle] [%] [U/ Zelle] [%]
G aus kon- 130,3 125,1 96 4,6 3,9
unbeh. fluent | 299x109 | 284x109 | 95 12x1079 | 39
A-498 prolife- 18,2 11,1 61 5,3 29
(vorl. Arb.) rierend | 7,7x1079 | 1ox 1079 60 0,5% 1077 31
G aus unbeh. A-498 311 19,6 63 11,5 37
(Englert, 2000)
Prox. Ratten-Tubuli 911,7 156,1 74 52.4 25
(Schmid et al., 1997)
Ratten-Tubuli (Eng- 9202 159,7 72 60,4 28
lert, 2000)
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4.4.1.1 Einfluss des in vitro -Alters

Bei den hier untersuchten konfluenten A-498-Zellen handelt es sich — wie bereits
mehrfach erwdhnt — um immortale Zellen, da sie von Nierenkarzinomzellen
abstammen, aber als Tumorzelllinie den mortalen Zellen nidher stehen diirften
als Zelllinien, welche von normalem Gewebe stammen (Paul, 1980).

Diese konfluenten A-498-Zellen zeigten mit steigendem in vitro-Alter zuneh-
mende Cat B, L und S-Aktivitaten. Darin gleichen sie alternder Rattenleber
(Keppler et al., 2000) genauso wie alternden menschlichen Fibroblasten, morta-
len Zellen, die im konfluenten Zustand ebenfalls einen Anstieg der lysosomalen
Cathepsin-Aktivitédten zeigen (Sitte et al., 2000 c¢).

Wie vertrdgt sich nun aber die Zunahme der lysosomalen Cathepsin-
Aktivitaten mit der fir alternde Zellen charakteristischen Akkumulation von
oxidierten Proteinen (Merker et al., 2003)? Die Losung dieses scheinbaren Wi-
derspruchs liefert das andere neben den Lysosomen wichtige zellulare Proteo-
lyse-System, welches speziell fiir den Abbau geschédigter Proteine zustiandig
ist, das Proteasom (Fuertes et al., 2003; Merker et al., 2001). Dessen proteolyti-
sche Aktivitat nimmt mit zunehmendem (in vitro-)Alter ab (Petropoulos et al.,
2000; Sitte et al., 2000 ¢). Denn mit dem Alter steigt die Produktion von Oxidan-
tien (in den Mitochondrien) an (Grune et al., 2001), welche bevorzugt Proteine
oxidieren. Die dadurch stindig wachsende Zahl oxidierter Proteine hemmt
schliefllich durch Bindung das Proteasom (Shringarpure und Davies, 2002; Sitte

et al., 2000 a).

4.4.1.2 Vergleich der Kontrollzellen mit den Zelle n vor B eginn der
Behandlung mit Na -MCA (sog. t0 -Zellen)

Wie verdndern sich die Cathepsin-Aktivitaten in proliferierenden Zellen zu-
nehmender Wachstumsrate, d. h. wahrend des sogenannten "proliferierenden
Alterns", und wie in optisch konfluenten Zellen abnehmender Wachstumsrate
auf dem Weg zum irreversiblen Wachstumsstillstand? Diese Fragen zum in
vitro-Altern wurden bisher vor allem an mortalen Fibroblasten untersucht.
Deshalb stellt sich hier erneut die Frage nach der Vergleichbarkeit gesunder

mortaler Zellen mit den in vorliegender Arbeit untersuchten immortalen A-498-
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Karzinomzellen. Fiir die Ubertragbarkeit der Resultate zur Zellalterung auf
Krebszellen spricht — auler der von Paul (1980) herausgestellten Ahnlichkeit
von Tumorzelllinien und Primérzellen beziiglich spezieller Zellfunktionen (vgl.
4.4.1.1) — auch die Beobachtung, dass Krebszellen dhnlich normalen somati-
schen Zellen einen Alterungsprozess mit Telomerkiirzung sowie AKktivierung
Zell-Zyklus inhibierender Vorgiange durchlaufen (Hwang, 2002).

In der Phase exponentieller Proliferation (log-Phase) wurde fiir Fibroblasten
(Sitte et al., 2000 b; Sitte et al., 2000 d) und proximale Tubuluszellen (Evans, 1994)
ein Riickgang der proteoytischen Aktivitidt in Lysosomen (Evans, 1994) wie
auch in cytosolischen Proteasomen (Meker et al., 2003; Sitte et al., 2000 b) be-
schrieben mit Aktivititsabnahme der Cathepsine als der wichtigsten lysosoma-
len Proteasen (Sitte et al., 2000 b). In den hier untersuchten A-498-Zellen betrug
der Aktivitatsriickgang fiir die Cats B+L+S nach 24-stiindigem exponentiellem
Wachstum mehr als 50 %.

Anders verhalt es sich mit dem lysosomalen Proteinabbau in (optisch) konfluen-
ten Fibroblasten. Sie zeigten bei Weiterkultivierung einen Anstieg ihrer lyso-
somalen Proteolyserate (Cockle und Dean, 1982; Fuertes et al., 2003 b) und also
ihrer Cat-Aktivititen (Sitte et al., 2000 c). Der Proteinabbau durch das cytosoli-
sche Proteasom hingegen nahm wie schon wihrend des oben besprochenen
"proliferierenden Alterns" so auch in alternden konfluenten Fibroblasten wei-
ter ab (Fuertes et al., 2003 a) (s. 4.4.1.1). In optisch konfluenten A-498-Zellen wur-
de bei weiter zunehmender Zelldichte bzw. weiter abnehmender Wachstumsra-
te nach 24 Stunden ein 10%iger Anstieg der Cat B+L+S-Aktivitaten gemessen.
Dieser Aktivitdtsanstieg kann durch abnehmende CPI-Aktivititen unter zu-
nehmender Zelldichte mitbedingt sein, wie von Colella et al. (2002) in Tumor-
zelllinien der Prostata beobachtet (vgl. 4.4.1). Afonso et al. (2002) dagegen be-
schreiben in Deziduakulturen von Méausen fiir Cystatin C eine Expressionszu-
nahme unter ansteigender Zelldichte. Hieraus kann freilich noch nicht auf eine
Expressionszunahme anderer CPIs geschlossen werden, zumal Cystatin C, zu-
mindest was die Hemmung der Cats LL und S angeht, unter den Cystatinen eine

gewisse Sonderstellung einnimmt.
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Die fiir (normale) Fibroblasten und A-498-Carcinomzellen im Zustand optischer
Konfluenz gemachte Beobachtung, dass grofiere Kulturdichte bzw. niedrigere
Zellteilungsrate mit hoherer Proteolyserate in Lysosomen einhergeht, scheint
nicht fir alle Zellen zu gelten. So fehlt in transformierten 3T3-Zellen (unter Se-
rum-Suffizienz) die Abhangigkeit der Proteinhydrolyse von der Kulturdichte
(Cockle and Dean, 1984).

Fiir den Proteinabbau wiahrend des in vitro-Alterns von (nicht-transformierten)
Zellen ist also festzuhalten, dass zwar die Proteasom-Aktivitidt im Cytosol un-
abhingig vom Wachstumszustand (Proliferation oder Konfluenz) der Zellen mit
zunehmendem Alter abnimmt (vgl. 4.4.1.1), die lysosomale Proteolysekapazitat
aber nach Riickgang in der log-Phase mit Erreichen der (optischen) Konfluenz
wieder zunimmt. Dies bedeutet, dass in (optisch) konfluenten als den in vivo-
niheren Zellen der Proteinabbau hauptsachlich in Lysosomen stattfindet, und
also insbesondere den Cathepsinen als den wichtigsten lysosomalen Proteasen

obliegt (Cockle und Dean, 1982; Fuertes et al., 2003 b).

4.4.2 Cathepsinaktivitaten in subzellularen Frakti  onen

Aus optisch konfluenten A-498-Zellen wurden durch differentielle Zentrifuga-
tion drei subzellulare Fraktionen gewonnen: die K-Fraktion (K) aus Zellkernen,
Zelltrimmern und tibriggebliebenen ganzen Zellen, die Cytosol-freie Organel-
len-Fraktion (Org), sowie die Cytosol-Fraktion (Cyt) mit den cytosolischen CPIs,
insbesondere den Stefinen A und B. Die Organellen-Fraktion umfasst Lysoso-
men und Endosomen als Orte des natiirlichen Vorkommens der Cats B, L und S
sowie Mitochondrien und Mikrosomen, deren Beitrag zu den Cat-Aktivitiaten in

Org vernachlissigbar gering ist.

4.4.2.1 Unbehandelte Kontrolle

Schaut man sich zunachst die unbehandelte Kontrolle an, so findet man in der
Organellen-Fraktion hohere Cat-Aktivitiaten als im (zuvor besprochenen) Ge-
samtzell-Lysat (G) (Tab. 9). Dies war zu erwarten, da in Org die Cats konzent-

riert sind und cytosolische CPIs fehlen.
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Die Stefine als bedeutendste cytosolische CPIs tiben auf die Cats B, L, und S un-
terschiedlich starke Inhibitorwirkungen aus, wobei Cat S stiarker als Cat L, und
Cat L wiederum mehr als Cat B gehemmt wird (Abrahamson, 1994). Diese Rei-
henfolge spiegelt der Anreicherungsfaktor Forg wieder, wenn er fiir die Cats
L+S fast doppelt so hoch ausfallt (Forg = 5,3) wie fiir Cat B (Forg = 2,7). Forg als
AKktivitdten-Quotient aus Organellen-Fraktion durch Gesamtzell-Lysat gibt an,
um wievielmal hoher die Cat-Aktivitidten ohne Inhibierung durch cytosolische
CPIs sind. Die fast doppelt so hohe cytosolische Inhibierung der Cats L+S ge-
genuber Cat B ldsst sich auch an ihrem Anteil an der Cat B+L+S-
Gesamtaktivitat ablesen. Dieser Anteil liegt fiir die Cats L+S in Org (it 6,7 %)
beinahe doppelt so hoch wie in G (mit 3,7 %), wahrend der Cat B-Anteil zwi-
schen Org und G kaum differiert (in Org nur um rund 3 % niedriger als in G
und Cyt) (Tab. 9).

Zum Vergleich der Cat-Aktivitiaten bietet sich wieder die Arbeit von Englert
(2000) an, dessen unbehandelte A-498-Zellen nach derselben Methode zu subzel-
luldren Fraktionen aufgearbeitet wurden. Englert misst fiir Cat B in Gesamt-
zell-Homogenat (G) und Cytosol-Fraktion (Cyt) einen verglichen mit den Ergeb-
nissen vorliegender Arbeit vielfach niedrigeren Aktivititswert, in der Organel-
len-Fraktion (Org) hingegen einen vorliegender Arbeit vergleichbaren (um ein
Weniges hoheren) Wert (Tab. 9). Das heif3t, die Griinde fiir die weit niedrigeren
Cat B-Aktivitidten in G und Cyt bei Englert liegen nicht etwa in geringeren (en-
dosomal-lysosomalen) Cats-Aktivitdten an sich, sondern in ausgepréagteren cy-
tosolischen Aktivititsminderungen. Fiir die Cats L+S kommt Englert in Org auf
einen fast 20fachen Aktivitiatswert, in G und Cyt nur auf einen gut doppelt so
hohen Wert (Tab. 9). Das bedeutet wohl, dass in Englerts A-498-Zellen vergli-
chen mit jenen der vorliegenden Arbeit nicht nur die ungehemmte Cat L+S-
Aktivitat fast 20 mal hoher ist (moglicherweise infolge hoherer Cats L+S-
Konzentration), sondern auch die cytosolische Hemmung der Cats L+S wie
schon des Cat B hoher ausfillt, z. B. infolge eines hoheren Gehalts an cytosoli-
schen CPIs. Degenerativ veranderte, konfluente A-498-Zellen — woflir die A-498-
Zellen vorliegender Arbeit wohl zu gelten haben - scheinen sich also auller

durch geringere Cat L-Aktivitéat (s. 4.4.1) auch durch verminderte Wirksamkeit
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und/oder Konzentration ihrer cytosolischen CPIs von den weniger degenerier-

ten, eher proliferierenden A-498-Zellen bei Englert zu unterscheiden.

Tab. 9: Cathepsin -Aktivitdten in subzellularen Fraktionen aus A -498-Zellen ohne
Na-MCA-Exposition

fett: konfluente A-498-Kontrollzellen der vorliegenden Arbeit; kursiv: unbehandelte A-
498-Zellen bei Englert (2000)

G = Gesamtzell-Lysat, K = Zellkerne, Zelltrimmer und ganze Zellen, Org = Lysoso-
men, Endosomen, Mitochondrien und Mikrosomen, Cyt = Cytosol

% = % der Cat B+L+S-Gesamtaktivitat

(...) = Faktor, um den sich die Cat-Aktivitdten der vorliegenden Arbeit und der Arbeit

von Englert (2000) unterscheiden

B+L+S B B L(+S) L(+S) S S
F . [U/g] [U/g] [%] [U/g] [%] [U/g] [%]
raktion
130,3 125,1 96 4,6 3,7 0,04 0,03
G (6,4) (2,5) )
31,1 19,6 63 11,5 37 0,08 0,26
307,0 297,1 97 9,9 3,2
K
202,7 105,7 62 97,0 39 0,26 0,13
361,2 336,8 923 24,4 6,7 0,08 0,02
Org (1,1) (19,3) (15)
855,0 383,9 43 471,1 57 1,20 0,14
11,5 10,9 96 0,6 5,3
Cyt (27,3) 2,3)
1,8 0,4 22 1,4 78 0,08 4,44

4.4.2.2 Na-MCA Exposition

Vergleicht man unter Na-MCA-Anstieg die Cat-Aktivitiaten der subzellularen
Fraktionen, so zeigt sich eine Anndherung der Cat (B und L+S)-Aktivitaten zwi-
schen Org und Cyt bzw. ein Abfall von Forg(auller Forg flir Cat B bei 400 pug/ml
Na-MCA) bei gleichzeitigem Anstieg von Fcyt. Wie ist dies zu erkldaren? Wie
bereits ausgefiihrt, induziert Na-MCA in A-498-Zellen eine metabolische Azido-
se sowie nekrotische Prozesse. Azidose bewirkt laut Ahlberg et al. (1985) eine
erhohte Fragilitat von Lysosomen mit Auslaufen lysosomaler Hydrolasen wie
der Cats ins Cytosol. Zellnekrose beinhaltet einen Verlust der Plasmamembran-
Integritidt mit Auslaufen cysolischer Bestandteile wie der Stefine in den Extra-
zellularraum. Beide Vorginge, Azidose wie Nekrose, intensivieren sich unter

ansteigender Na-MCA-Dosis und fiihren so zu einer Annidherung der in Lyso-
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somen (also hier Organellen) und im Cytosol messbaren Cat-Aktivitaten. Diese
Annaherung war fiir die Cats L+S in noch ausgeprigterem Mal3 zu beobachten
als fiir Cat B. In Analogie dazu ist bekanntlich die Hemmung der Cats L+S
durch Cystatine weit starker als die des Cat B. Was liegt naher als die Vermu-
tung, dass Na-MCA die Wirkung der cytosolischen Cystatine (Stefine) ab-
schwacht, und zwar umso stirker je hoher die Na-MCA-Dosis gewahlt wurde.
Ebenfalls durch metabolische Azidose und Nekrose erkldren lisst sich folgen-
des Phinomen. Alle Fraktionen zeigen unter Na-MCA-Anstieg eine stetige Ab-
nahme ihrer Cat-Aktivitiaten bis auf eine Ausnahme: Im Cytosol ist zwischen
100 und 400 pg/ml Na-MCA eine Zunahme der Cat L+S-Aktivitit zu verzeichnen.
Gleichzeitig geht in diesem Konzentrationsbereich auch der Proteingehalt des
Cytosols zuriick nach kontinuierlichem Anstieg bis dahin (bis 100 pug/ml Na-
MCA). Der anfangliche Anstieg der cytosolischen Proteinmenge ist wohl durch
die metabolische Azidose bedingt, welche zu einer Zunahme der ja im Cytosol
ablaufenden Proteinsynthese fiihrt (Fawcett et al., 2000). Wie in 4.3.1 dargelegt
uberwiegen bei hoheren Na-MCA-Konzentrationen die Wirkungen der Nekrose
jene der metabolischen Azidose, wodurch sich Proteinriickgang und Anstieg
der Cat-Aktivitdten erkldren lassen. Denn im Rahmen der Nekrose wird die
Plasmamembran durchlissig fiir cytosolische Inhalte wie Stefine und andere
Proteine (Darzynkiewicz et al., 1992: Nekrotische Zellen mit durchlissigen
Membranen hatten einen minimalen Proteingehalt.). Infolge bevorzugter Wir-
kung der Stefine auf die Cats S und L fiihrt der Stefin-Verlust primér zum An-
stieg der Cat L+S-Aktivitat.

Einen weiteren Beleg fiir eine Wirkungsabschwachung cytosolischer CPIs (Ste-
fine) durch Na-MCA liefert folgende Beobachtung: Beim Vergleich der Cats L+S
mit Cat B unter ansteigender Na-MCA-Konzentration fillt auf, dass die Aktivi-
tat in Org fiir die Cats L+S schwécher abnimmt, wihrend Forg fiir die Cats L+S
starker abnimmt als fiir Cat B. Eine Ursache fiir die mit zunehmender Na-MCA-
Konzentration abnehmende Wirksamkeit cytosolischer CPIs ist sicherlich ihr
Auslaufen in den EZR im Rahmen der Nekrose. Die ebenfalls Na-MCA-
induzierte metabolische Azidose hingegen diirfte den auflerordentlich pH-
stabilen Stefinen (Barrett, 1986) nichts anhaben. Ob Na-MCA an Stefinen im
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Cytosol direkte chemische Verdnderungen induziert — vergleichbar etwa der
SH-Gruppen-Alkylierung und damit Inhibierung der Cats — ist nicht bekannt.

Wie bereits ausgefiihrt ergab sich im Gesamtzell-Lysat konfluenter A-498-Zellen
unter ansteigender Na-MCA-Konzentration fiir Cat B ein weit stirkerer Aktivi-
tatsrickgang (auf 2,2 % der Kontrolle bei 400 pg/ml Na-MCA) als fiir die Cats
L+S (auf 30,2 % der Kontrolle). Diese Cat-Aktivitaten sind aber durch cytosoli-
sche CPIs unterschiedlich stark vermindert, deren Wirksamkeit zudem durch
Na-MCA in unklarem Ausmafl beeintidchtigt wird. Bessere Aussagen iber die
durch Na-MCA-Einwirkung auf die Cats selbst veranderten Cat-Aktivitaten lie-
fert die Organellen-Fraktion, da sie keine cytosolischen CPIs enthélt. In dieser
ebenfalls aus konfluenten A-498-Zellen gewonnenen Organellen-Fraktion (Org)
ermittelt man fiir Cat B einen Aktivitatsabfall auf 1,2 % der Kontrolle bei 400
pg/ml Na-MCA und fir die Cats L+S auf 4,4 % der Kontrolle. Infolge der Cats-
Anreicherung und des Fehlens cytosolischer CPIs in Org ldsst sich nun auch
die Cat S-Aktivitéat bestimmen, fiir die man unter Na-MCA-Anstieg einen weit
verhalteneren AKktivitidtsriickgang beobachtet (auf 29,4 % der Kontrolle bei 400
pg/ml Na-MCA) als fiir die Cats L und B. Beim Vergleich von Gesamtzell-Lysat
und Organellen-Fraktion fallt auf, die in % der Kontrolle angegebene Aktivitat
betrdgt in Org bei 400 pg/ml Na-MCA fiir Cat B nur die Hélfte (1,2 % : 2,2 %
(s. 0.)) und fiir die Cats L+S sogar nur etwa ein Siebtel des Prozentwertes im
Gesamtzell-Lysat (4,4 % : 30,2 % (s. 0.)). Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass
Na-MCA tatséchlich die Wirksamkeit cytosolischer CPIs (v. a. Stefine) abmin-
dert, was sich aufgrund starkster Stefinwirkungen auf Cat S in dessen gerings-
tem Aktivitatsrickgang niederschliagt. Der im Rahmen der metabolischen Azi-
dose stattfindende Cats-Verlust (aus den Lysosomen) ins Cytosol sollte flir alle
drei Cats in etwa den gleichen Anteil am lysosomalen Gesamtbestand ausma-
chen. Deshalb kann aus dem unterschiedlich starken bzw. raschen Aktivitats-
riuckgang in Org auf unterschiedliche Empfindlichkeiten der einzelnen Cats
gegeniber Na-MCA bzw. seinen Effekten geschlossen werden. Dabei erweist
sich Cat S als bei weitem am unempfindlichsten, erst mit Abstand gefolgt von
Cat L und dem am empfindlichsten reagierenden Cat B. Was den Effekt auf Cat

B im Vergleich mit Cat L angeht, verhélt sich MCA hier entsprechend einigen

78



anderen SH-Reagenzien wie Iodacetamid und N-Ethylmaleimid, welche die
Cat L-Aktivitidt nur schwach senken, Cat B1 hingegen stark inhibieren (Barrett,
1973) vermutlich tiber ausgepragtere SH-Gruppen-Alkylierungen. Da Cat S sehr
grof3e Sequenz- und Strukturdhnlichkeit mit Cat L aufweist (McGrath et al.,
1998), war zu erwarten, dass die Na-MCA-Wirkungen auf Cat S eher denen auf
Cat L als auf Cat B dhneln wiirden. Von der ebenfalls SH-Gruppen-alkylieren-
den (d. h. inhibierenden) Halogenessigsaure Monoiodacetat weill man, dass sie
die Cat S-Aktivitat stirker senkt als die Cat L-Aktivitat (Kirschke et al., 1977;
Petanceska und Devi, 1992); dies steht im Gegensatz zu den hier fiir (Na-)MCA
gewonnenen Ergebnissen. Vielleicht sind die Effekte der durch (Na-)MCA her-
vorgerufenen metabolischen Azidose flir diesen Unterschied verantwortlich. So
gilt Cat L als instabilste lysosomale Cysteinproteinase neutralen und alkali-
schen pH-Werten gegeniiber. Moglicherweise reagiert Cat L aber auch auf stark
saure pH-Werte (Zunahme der metabolischen Azidose) empfindlicher als das
fiir seine breite pH-Stabilitdt bekannte Cat S. Einen anderen ebenfalls auf meta-
bolischer Azidose fulenden Erklirungsansatz liefern Fawcett et al. (2000). Sie
berichten von abnehmenden Cat B- und L-Aktivititen in der Rattenniere infolge
einer durch metabolische Azidose verminderten Genexpression. Moglicherwei-
se ist Cat S (nicht thematisiert bei Fawcett et al., 2000) davon weniger stark be-
troffen als Cat L.

Welche eventuellen weiteren Mechanismen in welchem Umfang flir die
Empfindlichkeits-Unterschiede der drei Cats gegeniiber Na-MCA bzw. fiir die
oben postulierte Wirkungsabschwichung cytosolischer CPIs durch Na-MCA

verantwortlich sind, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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S5 ZUSAMMENFASSUNG

Untersucht wurden die Wirkungen akut toxischer Dosen (bis 400 pg/ml) des
Gefahrstoffs Natriummonochloracetat (Na-MCA) auf die lysosomalen Cystein-
proteasen Cathepsine B, L und S in permanenten Nierenkarzinom-Zellen des
Menschen (Zelllinie A-498).

Konfluente A-498-Zellen (Schwerpunkt dieser Arbeit) zeigten in weitgehend
Cysteinproteasen-Inhibitor-freien Organellen-Fraktionen (aus Lysosomen und
Endosomen mit angereicherten Cathepsinen sowie Mitochondrien und Mikro-
somen) eine dosisabhingige Abnahme ihrer Cathepsin-Aktivitdten durch Na-
MCA, wobei die Cathepsin B-Aktivitit am starksten und die Cathepsin S-
AKktivitit am wenigsten abfiel. Dies deutet hin auf unterschiedliche Na-MCA-
Sensitivitat der drei Cathepsine mit hochster Empfindlichkeit des Cathepsin B
und geringster des Cathepsin S. Auch in den Cysteinproteasen-Inhibitor-
reichen Gesamtzell-Lysaten lief} sich dieser dosisabhingige Aktivitiatsriickgang
durch Na-MCA beobachten, der aber insbesondere fiir die Cathepsine L+S sehr
viel schwicher ausfiel als in den Organellen-Fraktionen. Dies weist hin auf eine
Na-MCA-induzierte Wirkungsabschwiachung cytosolischer Cysteinproteasen-
Inhibitoren, deren Effekte auf die Cathepsine L und S bekanntlich stiarker sind
als auf Cathepsin B — wie auch in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte.
Proliferierende A-498-Zellen — welche unabhingig von der Na-MCA-Dosis in Re-
lation zur Cathepsin B-Aktivitat hohere Cathepsin L+S-Aktivitaten aufwiesen
als konfluente A-498-Zellen — wurden hingegen durch Na-MCA (zumindest bis
200 pg/ml) kaum in ihren Cathepsin-Aktivitdten beeintrachtigt; in Vitalitat und
Proteingehalt dagegen weit starker als konfluente A-498-Zellen. So reagierten
proliferierende A-498-Zellen schon auf geringere Na-MCA-Konzentrationen hy-
pertrophisch (deutbar als Folge einer Na-MCA-induzierten metabolischen Azi-
dose) und zunehmend nekrotisch (Wiederabnahme des Zellproteins bei hoheren
Na-MCA-Konzentrationen) und wurden durch 200 pg/ml Na-MCA nahezu 40 mal
starker geschéadigt als konfluente A-498-Zellen.
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Tab. 1-3: Aktivitaten der Cathepsine B+L+S, B und L(+S) in
(optisch) ko nfluenter und proliferierender A
24-stundiger Inkubation mit Na

pg/mi

6 ANHANG

Gesamtzell -Lysaten
-498-Zellen vor (t0 -Zellen) und nach
-MCA in Konzentrationen von 0 (Ko ntrolle) bis 400

MV £ SEM (n = 4) mit n = 4 Passagen und insgesamt n = 16 unabhangigen Doppel-
bestimmungen (konfluente A-498-Zellen) bzw. MV + SD mit n = 1 Passage und insge-
samt n = 4 unabhangigen Doppelbestimmungen (proliferierende A-498-Zellen)

Cats B+L+S
konfl. A-498 prolif. A-498
Na-MCA [ug/ml] [109 U/Zelle] [U/gProtein] | [10° U/Zelle] [U/g Protein]
0 (t0) 27,09+3,75 | 198,95 + 30,66 4,06 +1,74 209,43 + 43,24
0 (Kontr.) | 29,88+5,71 | 130,34+21,31 | 1,68+0,31 18,17 + 2,37
10 21,36 £ 2,68 115,47 + 16,63 1,84+ 0,6 15,82 £ 5,26
25 15,04 + 3,39 71,31 £ 14,57 1,92 +£0,49 20,85 £ 6,53
o0 8,84 £1,09 43,17 £ 9,69 2,06+0,78 18,52 = 8,08
100 4,76 + 0,33 18,92 + 3,71 6,47 + 5,51 124,41
200 2,78 0,37 9,11 +1,02 6,66 + 1,88
400 0,61+0,11 2,56 + 0,42
CatB
konfl. A-498 prolif. A-498
Na-MCA [ug/ml]| [10° U/Zelle] [U/gProtein] | [10° U/Zelle] [U/g Protein]
0 (t0) 25,78+3,37 | 189,88+28,34 | 3,34+0,88 | 152,31
0 (Kontr.) 28,42+ 5,39 125,13 + 20,41 1,00 £ 0,01 11,10 £ 2,67
10 20,59 + 2,46 112,28 + 14,51 1,49 £ 0,35 12,45 + 2,18
25 13,84 + 3,34 65,87 + 14,06 1,66 +0,24 17,86 + 3,50
50 8,26+1,10 40,42 £ 9,41 1,46 £ 0,52 13,24 £ 5,93
100 4,12+ 0,85 16,37 £ 3,71 1,23 14,77
200 2,16 £ 0,57 7,04 +1,71
400 0,66 + 0,12 2,74 £ 0,40
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Cat L(+S)

konfl. A-498

prolif. A-498

Na-MCA [ug/ml]| [10° U/Zelle] [U/g Protein] | [10° U/Zelle] [U/g Protein]
0 (t0) 0,78 +0,15 5,66 +1,12 0,46 + 0,33 26,54
0 (Kontr.) 1,16 £ 0,40 4,57 +1,38 0,52 + 0,38 5,28 + 2,88
10 0,85+0,16 4,68 +0,76 0,78 £ 0,57 5,36 + 4,82
25 1,19+0,27 5,65 + 1,41 0,67 + 0,02 7,35 + 2,67
50 0,59+ 0,11 2,75+ 0,53 1,06 £ 0,19 9,47 + 2,64
100 0,64 0,03 2,55 + 0,06 9,13 109,64
200 0,62+0,25 2,08 + 0,88
400 0,32+0,13 1,38 + 0,52

Tab. 4-7: Aktivitdten der Cathepsine B+L+S, B und L(+S) (S
tein] in G esamtzell -Homogenaten und zugehdrigen subzellularen Fraktione

K und Cyt (optisch) konfluenter  A-498-Zellen vor (t0 -Zellen) und nach 24 -stindi -

nur in Org) [U/g Pro-

n Org,

ger Inkubation mit Na -MCA in Konzentrationen von 0 (Ko ntrolle) bis 400 pg/ml

MV + SD mit n =4 (Org) bzw. n = 2 (G, K, Cyt) unabhangigen Doppelbestimmungen;
Org = Organellen-Fraktion aus Lysosomen, Endosomen, Mitochondrien und Mikroso-
men, K = K-Fraktion aus Zellkernen und Zelltrimmern, Cyt = Cytosol-Fraktion

Gesamtzell-Homogenat

Cats B+L+S CatB Cats L(+S)
[U/g Protein] [U/g Protein] [U/g Protein]
Na-MCA [pg/ml]
0 (t0) 152,01 £ 5,58 149,24 + 2,82 2,77 +2,76
0 (Kontr.) 188,31 + 14,09 178,19 + 15,61 10,13 £ 1,52
25 111,77 £ 8,37 106,31 £11,15 5,46 + 2,79
100 19,85 + 4,27 16,65 + 6,36 3,21 £ 2,09
400 8,70 + 2,32 5,561 + 2,22 3,18+ 0,78
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Organellen-Fraktion

Cats B+L+S CatB Cats L+S CatS
Na-MCA [U/g Protein] | [U/g Protein] | [U/g Protein] | [10-2 U/g Protein]
[ng/ml]
0 (t0) 413,54 + 38,55 | 389,69 +33,64 | 23,85+6,12 9,73 + 3,39
0 (Kontr.) | 361,17 +30,10 | 336,81 £27,35 | 24,36+ 3,70 8,13 £ 0,52
25 148,31 £15,93 | 130,09 + 14,69 | 18,22 +2,71 4,24 + 0,47
100 30,97 + 5,91 23,27 + 3,42 7,70 + 3,00 3,70 +1,12
400 5,08 +1,81 4,00 +1,76 1,06 + 0,53 2,39 0,04
K-Fraktion
Cats B+L+S CatB Cats L(+S)
[U/g Protein] [U/g Protein] [U/g Protein]
Na-MCA [pg/ml]
0 (t0) 215,53 + 31,25 207,98 + 32,58 7,55 +1,33
0 (Kontr.) 306,98 + 22,69 297,10 + 30,79 9,88 +8,10
25 127,62 + 11,00 120,18 + 12,81 7,45 + 1,80
100 49,58 + 0,66 44,83 + 6,05 4,75 + 6,72
400 11,69 10,78 0,91
Cytosol-Fraktion
Cats B+L+S CatB Cats L(+S)
[U/g Protein] [U/g Protein] [U/g Protein]
Na-MCA [pg/ml]
0 (t0) 19,08 + 7,85 18,25 + 7,23 0,83 + 0,62
0 (Kontr.) 11,51 + 3,76 10,90 + 3,06 0,61 +0,70
25 7,18 2,88 6,83 + 2,62 0,35+ 0,25
100 2,61+0,83 2,43 +0,60 0,18 +0,23
400 1,40 £1,13 1,37 0,83
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