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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Neuroendokrine Tumoren des Gastroenteropankreatischen Systems

1.1.1. Definition, Geschichte und Einteilung

Der Begriff Neuroendokriner Tumor (NET) umfasst eine heterogene Gruppe von
Tumoren, welche potentiell maligne sind und deren Zellen Eigenschaften neuraler
und endokriner Zellen aufweisen.

Oberndorfer pragte 1907 den Begriff Karzinoide, um eine morphologisch
selbstandige Gruppe intestinaler Tumoren von den in ihrem Verhalten aggressiveren
und sehr viel haufigeren intestinalen Adenokarzinomen abzugrenzen (Oberndorfer,
1907).

Eine Einteilung der Tumoren entsprechend ihrem entwicklungsgeschichtlichen
Ursprung wird seit 1963 angewandt (Williams & Sandler, 1963). Man unterscheidet
Foregut- (Respirationstrakt, Magen, Duodenum, oberes Jejunum und Pankreas),
Midgut- (unteres Jejunum, lleum, Appendix und rechtes Kolon) und Hindgut-
Karzinoide (linkes Kolon und Rektum). Seit dem Jahr 2000 werden in der WHO-
Klassifikation die neutralen und umfassenden Begriffe des neuroendokrinen Tumors
und des neuroendokrinen Karzinoms gewahlt (Solcia, 2000). Im Einzelnen
unterscheidet man zwischen dem hoch differenzierten neuroendokrinen Tumor, mit
dem sich ein benignes Verhalten verbindet, dem hoch differenzierten
neuroendokrinen Karzinom, welches durch ein niedrigmalignes Verhalten
charakterisiert ist, und dem niedrig differenzierten (meist kleinzelligen)
neuroendokrinen Karzinom, welches eine hohe Malignitat aufweist (Tabelle 1.1.).
Der Begriff des Karzinoids wurde nicht vollstandig aufgegeben, sondern wird bei den
gastroenteralen neuroendokrinen Tumoren synonym zum hoch differenzierten

neuroendokrinen Tumor verwendet.

WHO-Klassifikation der neuroendokrinen Tumoren des

gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NET)

1a Hochdifferenzierter neuroendokriner Tumor

1b Hochdifferenziertes neuroendokrines Karzinom

2 Niedrig differenziertes neuroendokrines Karzinom

Tabelle 1.1. NET-Klassifikation
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In den letzten Jahren wurde unter Verwendung der Immunhistochemie die Diagnostik
der NET wesentlich verfeinert. Es stehen zahlreiche neuroendokrine Marker zur
Verfugung, die zur Charakterisierung der neuroendokrinen Differenzierung dieser
Tumoren beitragen kdnnen.

Unter NET werden daher heute Tumoren zusammengefasst, welche
immunhistochemisch eine neuroendokrine Differenzierung, d.h. mindestens einen
der in Tabelle 1.2. angegebenen Marker, aufweisen oder bei denen sich

elektronenmikroskopisch neuroendokrine Granula zeigen lassen (Hofler et al., 1997).

Zytoplasmatisch Vesikular Granular
NSE Synaptophysin Chromogranin A,B
PGP 9,5 Sekretogranin II, I, IV, V,
Neurofilament Phe 5
leu 6

Tabelle 1.2. Immunohistochemische neuroendokrine Marker

Entsprechend ihrer embryonalen Herkunft kann man NET in Tumoren epithelialen

oder neuralen Ursprungs einteilen (Tabelle 1.3.(Hofler et al., 1997).

Ursprungsgewebe Tumoren

Neural differenziert Nebennierenmark Ph&ochromozytom,
Neuroblastom,

Ganglioneuroblastom

Paraganglien Paragangliom

Epithelial differenziert Neuroendokrine Zellen in | Neuroendokrine Tumoren
Gastrointestinaltrakt, Pankreasinseln,
Pankreasgangsystem, Bronchien und
Lunge, ableitenden  Gallenwegen,
Leber, Mamma, Cervix, Ovar, Prostata

etc.

Merkel-Zellen der Haut Merkelzell-Karzinom

Tabelle 1.3. Zellen und Tumoren des diffusen neuroendokrinen Systems

Des Weiteren unterscheidet man gemaly der klinischen Symptomatik funktionelle
Tumoren, welche durch Sekretion eines zelltypischen Hormons oder Signalpeptids
auffallen, von nonfunktionellen, welche dies nicht tun. Etwa die Halfte aller NET ist
funktionell aktiv (Tiling et al., 2002).
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1.1.2. Epidemiologie

Neuroendokrine Tumoren treten in der Regel sporadisch auf und werden mit einer
Inzidenz von etwa 1-2/100.000 Einwohner angegeben (Modlin et al., 2003). Man
kann jedoch annehmen, dass ein Grofteil der Patienten, bei fehlender Symptomatik
und geringem Progress der Erkrankung, wahrend ihres Lebens nicht diagnostiziert
werden. So zeigt eine grolle schwedische Studie, in der die Inzidenz
neuroendokriner Tumoren auf der Grundlage von Patientendaten, Autopsien bei
62,6% aller Todesfalle und chirurgisch gewonnenen Gewebeproben untersucht

wurde, ein 4fach hoheres Vorkommen an (Berge & Linell, 1976).

Etwa 64% der NET finden sich im Gastrointestinaltrakt, 28% in Lunge oder
Bronchialsystem. Die meisten gastrointestinalen NET sind in lleum oder der

Appendix vermiformis lokalisiert (Modlin et al., 2003).

1.1.3. Atiologie

Die meisten NET treten sporadisch auf, einige genetische Storungen werden mit
einer erhOhten Inzidenz assoziiert. Die bekannteste ist die autosomal-dominant
vererbte multiple endokrine Neoplasie (MEN-I), bei welcher die Patienten unter
anderem in 80-100% der Falle einen nonfunktionellen NET des Pankreas entwickeln.
Weitere genetische Erkrankungen mit erhohtem Risiko fur neuroendokrine Tumoren
sind das Hippel-Lindau-Syndrom, die Neurofibromatose Recklinghausen und die

Tuberdse Sklerose (Harrison, 2004).

1.1.4. Klinik, Prognose und Therapie

Die klinische Symptomatik neuroendokriner Tumoren ist unterschiedlich und hangt
vom Ursprungsort und der malignen Aussaat des Tumors ab. 40 bis 60% aller NET
bleiben dabei ohne Symptome, was sich auch darin wiederspiegelt, dass ein Teil der
endokrinen Tumoren als Zufallsbefund im Rahmen von Appendektomien (1 von 250
Appendektomien) diagnostiziert wird (Collins, 1963; Lyss, 1988).

Bei funktionell aktiven Tumoren ergeben sich die Symptome aus der Wirkung des

sezernierten Hormons oder Peptids. Das haufigste Syndrom ist dabei das klassische
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Karzinoid-Syndrom, das in den meisten Fallen ein hepatisch metastasiertes
Geschehen anzeigt und bei circa 4% der Patienten auftritt (Burke et al., 1997,
Moertel et al., 1961). Die Symptome aufgrund erhdhter Serotoninspiegel sind
anfallsartiger Flush, Diarrh6en, abdominelle Schmerzen, Klappenfibrosen vor allem
der Trikuspidalklappe, asthmatische Beschwerden und periphere Odeme. Eine
andere Symptomatik findet sich entsprechend dem Hormonprodukt bei Gastrinomen,
VIPomen, Insulinomen, Glukagonomen oder GRFomen.

Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate aller NET wird mit 50+6,4%
angegeben (Modlin & Sandor, 1997). Die Prognose variiert jedoch stark mit Ursprung
und Lokalisation des Tumors.

Zahlreiche Faktoren wie Wachstumsindizes, TumorgroRe und Differenzierung sind
zur Einschatzung von Uberlebensrate und Aggressivitat des Tumors relevant. Einer
der Wichtigsten ist dabei das Vorhandensein von Lebermetastasen. So betragt bei
Gastrinomen die 5-Jahres-Uberlebensrate ohne Lebermetastasen 98%, bei
Metastasierung in nur einen Leberlappen 78% und bei diffuser Metastasierung 16%
(Modlin & Sandor, 1997).

Die Therapie der Wahl mit kurativem Ansatz bei NET ist die chirurgische
Exstirpation. Bei funktionellen neuroendokrinen Tumoren kommen zusatzlich vor
allem langwirksame Somatostatinanaloga (Octreotid) zur Coupierung der
hormonvermittelten Symptomatik zum Einsatz (Kulke & Mayer, 1999).

Eine pharmakologische Inhibition des Wachstums ist mit Interferon-a und Octreotid
maglich (Faiss et al., 2003; Janson & Oberg, 1993).

Eine randomisierte Multicenter-Studie aus dem Jahr 2003 zeigte, dass das
Somatostatinanalogon Lanreotid, Interferon-a oder auch die Kombination der beiden
Substanzen vergleichbare antiproliferative Effekte bei der Behandlung metastasierter
GEP-NET haben, unabhangig von ihrer Funktionalitat (Faiss et al., 2003).

Bei hepatischer Metastasierung und fehlender chirurgischer Therapieoption fuhrt die
arterielle Chemoembolisation in mehr als 50% zur vorUibergehenden
Tumorregression (Eriksson et al., 1998; Ruszniewski & O'Toole, 2004).

Neuere Therapieansatze machen sich die hohe Somatostatinrezeptordichte auf NET
zu Nutze und versuchen die gezielte Zerstorung neuroendokriner Tumorzellen mit
radioaktiv markierten Somatostatinanaloga (Buscombe et al., 2003; Krenning et al.,

2005). Die hohe Rezeptor- und damit auch Tumoraffinitdt bietet dabei hohe
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Wirksamkeit bei geringer Gesamttoxizitat. Bei inoperablen oder metastasierten NET
findet diese Therapieform Anwendung.

Die Erfolge der Chemotherapie bei gut differenzierten NET gelten als unbefriedigend,
die Interpretation der Studien zur Chemotherapie neuroendokriner Tumoren wird
durch die oft nur geringe Grofle des Patientenkollektivs und die Inkonsistenz von
Tumorentitat und Differenzierungsgrad erschwert (Oberg, 2001; Syrigos et al., 2002).
Die Wirksamkeit einer zytostatischen Therapie ist bei anaplastischen, schnell
wachsenden Tumoren im Allgemeinen groRer als bei NET von guter Differenzierung
und langsamem Wachstum. Pankreatische NET wiederum sprechen besser auf
Zytostatika an, als NET des ubrigen Gastrointestinaltrakts (Arnold et al., 2005).
Monotherapien mit 5-Fluorouracil, Streptozotozin oder Doxorubucin weisen
Ansprechraten bis circa 20% auf (Moertel, 1983). Die Therapie mit einer Kombination
von Streptozotozin und Doxorubicin erreicht bei NET des Pankreas Ansprechraten
von bis zu 60% (Moertel et al., 1992). Die Gabe von Etoposid in Kombination mit
einer Platinsubstanz ist ein Therapieschema, welches bei der Behandlung von
niedrig differenzierten neuroendokrinen Karzinomen zur Anwendung kommt
(Fjallskog et al., 2001; Hainsworth et al., 2006; Kulke & Mayer, 1999; Mitry et al.,
1999; O'Toole et al.,, 2004; Rougier & Mitry, 2000). Obwohl die Ansprechraten bei
signifikanter Tumorregression zufriedenstellend sind, entwickeln die meisten der
Tumoren schnell Resistenzen gegen die Chemotherapie, die zum Fortschreiten der

Erkrankung fuhren.

1.2. Multidrug Resistance (MDR)

1.2.1. Allgemeines

Multidrug Resistance (MDR) beschreibt das Phanomen, dass Tumorzellen gegen
eine Vielzahl strukturell unterschiedlicher Chemotherapeutika Resistenzen haben
bzw. entwickeln.
Die Ursachen fur MDR finden sich auf allen Ebenen des zellularen Metabolismus.
Die Hauptmechanismen bestehen dabei in der
- Beeinflussung des Transports durch erhdohten Substratausstrom bzw.
erniedrigte Aufnahme der Substanz in die Zelle,

- Intrazellularen Abgrenzung der Substanz vom Wirkort,
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- Veranderung am Wirkort

- Reduzierten Aktivierung oder erhohten Deaktivierung der Substanz.
Die am meisten erforschte Beobachtung bei MDR ist die erniedrigte zellulare
Akkumulation von Chemotherapeutika. So zeigen zahllose Untersuchungen einen
verminderten Influx, erhéhten Efflux oder eine verstarkte Sequestration der Substanz
in subzellularen Kompartimenten (Beck et al., 1983; Chauhan et al., 2003; Coley et
al., 1989; Dano, 1973; Hurwitz et al., 1997; Lee & Tannock, 2006; Ling & Thompson,
1974; Rajagopal & Simon, 2003; Schindler et al., 1996; Skovsgaard, 1978; Stow &
Warr, 1993; Versantvoort et al., 1992).

1.2.2. ABC-Transporter

Eine wichtige Rolle bei der durch verstarkten Efflux vermittelten MDR spielen
sogenannte ABC-Transporter (ATP binding cassette transporter), deren bekanntester
Vertreter das Pgp (P-glycoprotein) ist (Juliano & Ling, 1976; Szakacs et al., 2006).
Sie erwirken durch primar aktiven Transport die Ausschleusung toxischer
Substanzen Uber die Plasmamembran. Es konnte gezeigt werden, dass Proteine
dieser Familie nicht nur auf der Plasmamembran exprimiert werden, sondern MDR
ebenso durch aktiven Transport von Zytostatika in intrazellulare Vesikel vermitteln
kénnen (Molinari et al., 2002; Rajagopal & Simon, 2003).

Trotz eindeutiger Ergebnisse aus in vitro-Studien ist die klinische Relevanz der
Expression von Pgp fur die Chemotherapie-Resistenz in vivo bei Fehlen universal
akzeptierter Richtlinien fur die analytische oder klinische Validierung einerseits und
bei der Heterogenitat Pgp- und nicht Pgp-vermittelter Resistenzmechanismen
andererseits schwer zu beurteilen (Leonard et al., 2003).

Eine Meta-Analyse von 31 Brustkrebsstudien demonstrierte eine 3fache Reduktion
der Ansprechrate auf Chemotherapie bei Pgp-exprimierenden Tumoren (Trock et al.,
1997). Bei akuter myeloischer Leukamie (AML) konnte erhéhte Pgp-Expression als
Determinante verminderter Ansprechraten auf Chemotherapie und reduzierter
Uberlebensraten gezeigt werden (Pallis & Russell, 2004; van der Holt et al., 2005).
Klinische Studien mit spezifischen Inhibitoren kdnnen diesen Wert von Pgp als
prognostischer Marker jedoch kaum in eine therapeutische Anwendbarkeit

Ubersetzen. Seit 1992 konnten in Uber 20 abgeschlossenen Phase IlI-Studien mit
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Pgp-Inhibitoren nur sehr vereinzelt Verbesserungen von Uberlebensrate oder Rate

an kompletter Remission festgestellt werden (Szakacs et al., 2006).

Im Gegensatz zu Pgp existieren fiur andere ABC-Transporter nur wenig
aussagekraftige Daten zur Beurteilung ihrer klinischen Relevanz.

MRP1 ist kein signifikanter Faktor fur Chemotherapie-Resistenz in AML und sein
prognostischer Wert in CLL, Mamma- und Bronchialkarzinom ist widerspruchlich
(Berger et al., 2005; Filipits et al., 2005; Leith et al., 1999).

Es liegen keine Daten zur klinischen Anwendbarkeit spezifischer MRP1-Inhibitoren

Vvor.

1.2.3. pH und MDR

Die vermehrte Sequestration von Chemotherapeutika in azidischen Organellen ist ein
weiterer Resistenzmechanismus bei MDR.

Die meisten Zytostatika sind schwach basische Substanzen mit pK-Werten zwischen
7,4 und 9,8 (O'Neil, 2001). In lhrer neutralen Form sind sie lipophil und
membrangangig. In saurem Milieu werden sie protoniert und sind dann durch ihre
Ladung nicht mehr in der Lage, Membranen zu passieren. Dies fuhrt dazu, dass sich
basische Chemotherapeutika in ihrer protonierten Form in sauren Organellen wie
Lysosomen, Endosomen oder dem Golgi-Apparat anreichern und nicht mehr am
eigentlichen Wirkort, meist dem Nukleus, verfugbar sind. Der Grad der Anreicherung
wird dabei durch den pH-Gradienten zwischen Zytosol und Organelle einerseits und
dem pK der Substanz andererseits bestimmt.

Tatsachlich ist der zytosolische pH in MDR-Zellen oft alkalischer als in
Chemotherapie-sensitiven Zellen (Keizer & Joenje, 1989; Thiebaut et al., 1990).
Andere Studien zeigen beim Vergleich von resistenten Zellen mit chemosensitiven
Zellen einer Zelllinie einen erniedrigten pH in Organellen der resistenten Zellen (Altan
et al., 1998; Schindler et al., 1996). Beide Zustande vergrofiern den pH-Gradienten
uber der Vesikelmembran und begunstigen eine intravesikulare Anreicherung

schwach basischer Substanzen.

Mehrere Studien zeigen, dass die gezielte medikamentose Neutralisierung des

lysosomalen pH zur Chemosensitivierung gegeniber schwach-basischen
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Chemotherapeutika wie Daunomycin, Doxorubicin, Mitoxantron und Topotecan fuhrt
(Altan et al., 1999; Lee & Tannock, 2006; Ouar et al., 2003; Petrangolini et al., 2006).
Eine weitere Untersuchung demonstriert, dass die Vorbehandlung von
Tumorzelllinien mit den klinisch als Antazida verwendeten
Protonenpumpeninhibitoren (PPl) Omeprazol oder Pantoprazol den pH im
intrazellularen azidischen Kompartiment alkalisiert und die Empfanglichkeit fur die
Therapie mit Cisplatin, 5-FU und Vinblastin erhoht. In dieser Studie konnte dieser
Effekt flr Cisplatin sogar in in vivo-Experimenten aufgezeigt werden (Luciani et al.,
2004).

Die Behinderung vesikularer Azidifizierung konnte dementsprechend ein kunftiges
Ziel fur die Verbesserung der Chemotherapie von Tumoren sein. Insbesondere der in
der Therapie neuroendokriner Karzinome verwendete Topoisomerase-ll-Inhibitor
Etoposid (siehe Kapitel 1.1.4) ist mit einem pK von 9,8 in seiner intrazellularen
Verteilung stark abhangig von der pH-Differenz zwischen intrazellularen Organellen
und Zytosol (O'Neil, 2001).

1.3. CIC-Kanale und CIC-3

1.3.1. CIC-Chlorid-Kanéle

CIC-Proteine stellen eine Familie von 9 bisher bekannten Chlorid-Kanalen dar. Sie
finden sich in fast allen pro- und eukaryotischen Zellen und sind in der
Plasmamembran oder der Membran intrazellularer Vesikel lokalisiert. Die einzelnen
Mitglieder sind fur viele verschiedene physiologische Prozesse wie Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials, lonentransport oder vesikulare Azidifizierung von
Bedeutung. Wenigstens 4 humane Erbkrankheiten lassen sich auf Defekte in CIC-
Proteinen zuruckfuhren (Jentsch et al., 2005a; Jentsch et al., 2005b).

Unter den CIC-Proteinen bilden die Kanale CIC-3, CIC-4 und CIC-5 eine Subgruppe
mit 80%iger Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz (Steinmeyer et al., 1995).
Diese Kanale sind vornehmlich in intrazellularen Organellen lokalisiert. Eine
Ubersicht Gber die 9 CIC-Kanéle in Saugetieren gibt Tabelle 1.4. (Jentsch et al.,
2005a; Jentsch et al., 2005b).
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Spezifische Intrazellulare | Knockout-Maus- Humane Erbkrankheit
Gewebeexpression | Expression Model
Cic-1 Skelettmuskel Plasmamembran | Myotonie Myotonia congenita Thomsen
Clc-2 Plasmamembran | Degeneration von | Idiopathische  generalisierte
Testes und Retina Epilepsie
CIC-Ka | Niere und Ohr Plasmamembran | Diabetes Insipidus Bartter-Syndrom
CIC-Kb [ Niere und Ohr Plasmamembran
CIC-3 Vorwiegend Endosomen, Hypocampus-
Nervensystem synapt. Vesikel Degeneration, Blindheit
Clc-4 Endosomen
CIC-5 Niere und Darm Endosomen Proteinurie Dent’sche Erkrankung
CIC-6 Endsomen
ClCc-7 Spate Osteopetrose, Maligne Osteopetrose
Endosomen und | Blindheit, lysosomale
Lysosomen Speicherkrankheit

Tabelle 1.4. humane CIC-Kanéle — Expression, Knockout-Modelle, Erbkrankheiten (Jentsch et al., 2005g;
Jentsch et al., 2005b; Weylandt et al., 2001)

1.3.2. CIC-3

Das CIC-Protein CIC-3 findet sich vorwiegend in Zellen des zentralen Nervensystems
und wird in azidischen intrazellularen Vesikeln exprimiert (Li et al., 2002; Weylandt et
al.,, 2001). Seine vermutliche Funktion besteht in der Unterstlitzung vesikularer
Azidifizierung.

Es konnte gezeigt werden, dass die Azidifizierung sekretorischer Insulin-Granula in
pankreatischen 3-Zellen — ein entscheidender Schritt bei der Bahnung der Sekretion
— die simultane Chloridaufnahme durch CIC-3 erfordert (Barg et al., 2001).

Eine andere Studie demonstrierte, dass die Uberexpression von CIC-3 in CHO-K1-
und HUH-7-Zellen eine erhdhte Azidifizierung von Lysosomen bewirkt (Li et al.,
2002). Andersherum ist der lysosomale pH von Hepatozyten CIC-3-defizienter
Mause weniger sauer und das intralysosomale Milieu chloridarmer als in Wild-Typ-
Hepatozyten (Hara-Chikuma et al., 2005). Die homologen, ebenfalls in intrazellularen
Vesikeln exprimierten CIC-Proteine CIC-4 und CIC-7 spielen ebenfalls eine Rolle bei
Sekretionsprozessen und der Modulation des pH intrazellularer Kompartimente
(Jentsch et al., 2005b; Kasper et al., 2005; Mohammad-Panah et al., 2003).
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Wie wird die Azidifizierung azidischer
Kompartimente durch Chloridstrome
beeinflusst?

Der azidische pH in intrazellularen
Vesikeln wird durch Aktivitat einer v-
H'-ATPase  bewirkt.  Protonen-
transport Uber die Membran resultiert
in einer positiven Ladung

intravesikular, welche die weitere

Ansauerung erschwert. Der passive

Abbildung 1.1. Vesikulare Ansiuerung und CIc-3, Einstrom von Chlorid reduziert den

schematische = Darstellun einer intrazellularen . .
Organelle g sich aufbauenden elektrochemischen

Der Chlorid-Kanal CIC-3 ermdglicht einen passiven
Anioneneinstrom in die Organelle, der dem Aufbau eines

zu hohen elektrochemischen Gradienten entgegenwirkt und Azidifizierung der Organelle (siehe
so die Arbeit der v-H"-ATPase erleichtert. _
Abbildung 1.1.). Dass

Chlorideinstrom die vesikulare

Gradienten und erleichtert so die

Azidifizierung begleitet, ist ein seit mehr als 20 Jahren bekanntes Phanomen
(Glickman et al., 1983). Lokalisationsstudien und funktionelle Experimente legen
nahe, dass CIC-3 an der Bereitstellung dieses Shunts zur Verringerung des
elektrochemischen Gradienten in Endosomen und Lysosomen zumindest beteiligt ist
(Barg et al., 2001; Hara-Chikuma et al., 2005; Li et al., 2002).

Neu ist die Entdeckung, dass die strukturhomologen CIC-4, CIC-5 und vermutlich
auch CIC-3 nicht ausschlieRlich Chlorid-Kanale sind, sondern auch als CI'-H*-
Austauscher funktionieren (Picollo & Pusch, 2005; Scheel et al., 2005). Die sich
daraus ergebenden Konsequenzen flr die funktionelle Bedeutung intrazellularer CIC-

Kanale mussen im Licht neuer Untersuchungen bewertet werden.

1.4. Aufgabenstellung

Die Beeinflussung des intravesikularen pH als MaRnahme zur Sensitivierung von
Tumorzellen gegenuber Chemotherapie ist haufiger Gegenstand experimenteller
Forschung (siehe Kapitel 1.2.3.). Die meisten Studien konzentrieren sich dabei auf

die Rolle der vesikularen Protonenpumpe. Ein Anionenshunt zur Nivellierung der
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elektrochemischen Potentialdifferenz ist jedoch ebenso fir die suffiziente
Anreicherung von Protonen in intrazellularen Kompartimenten notwendig.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob der Chloridkanal CIC-3
in neuroendokrinen Tumorzellen in der Rolle dieses vesikuldaren Anionenshunts die
vesikulare Azidifizierung beeinflusst und damit auch die Resistenz der Zelle
gegenuber schwach basischen Zytostatika vergrofRert. Es sollte insbesondere das
Resistenzverhalten bezlglich des Topoisomerase-lI-Inhibitors Etoposid untersucht
werden, da Etoposid eine Substanz mit hohem pK (9,8) ist und standardmafgig in der
Therapie niedrig differenzierter neuroendokriner Karzinome verwendet wird
(Fjallskog et al., 2001; Hainsworth et al., 2006; Mitry et al., 1999; O'Neil, 2001,
O'Toole et al., 2004; Rougier & Mitry, 2000).

Die notwendigen Experimente wurden im Vorfeld der Arbeit in folgenden

Einzelaufgaben geplant:

1. Es ist bekannt, dass CIC-3 in Zellen des ZNS und in Phaochromozytomzellen
exprimiert wird (Li et al., 2002; Salazar et al., 2004; Weylandt et al., 2001).
Wichtige Vorraussetzung der Arbeit ist, dass sich CIC-3 auch in den
neuroendokrinen Tumorzelllinien BON, LCC-18 und QGP-1 mittels Western
Blot nachweisen lasst.

2. Eine intrazellulare Lokalisation von CIC-3 in der Membran azidischer
Vesikeltypen wird von verschiedenen Autoren aufgezeigt (Barg et al., 2001;
Hara-Chikuma et al., 2005; Li et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit soll die
intrazellulare Lokalisation von CIC-3 in neuroendokrinen Zelllinien anhand von
immunhistochemischen  Kolokalisationsstudien mit der  CIC-3-GFP-
uberexprimierenden Zelllinie BON-CIC-3-GFP erfasst werden.

3. Der Einflul® von CIC-3 auf den pH im intrazellularen azidischen Kompartiment
soll untersucht werden. Dazu wird mit einer geeigneten Methode der
intravesikulare pH von BON mit BON-CIC-3-GFP-Zellen und von HEK293 mit
HEK293-CIC-3-GFP, einem CIC-3-GFP-Uberexprimierenden Klon, verglichen.

4. Des Weiteren soll der EinfluR vermehrter CIC-3-Expression in
neuroendokrinen Tumorzellen auf die Chemotherapieresistenz gegenuber
Etoposid Uberprift werden. Die Toxizitdt des schwach basischen
Zytostatikums wird durch den Vergleich von BON-CIC-3-GFP Zellen mit hoher
CIC-3-GFP Expression gegenuber BON-CIC-3-GFP Zellen mit niedriger CIC-
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3-GFP Expression in einem Proliferationstest gemessen. Ebenso sollen
HEK293-CIC-3-GFP-Zellen mit unterschiedlichem Niveau der CIC-3-GFP-
Expression verglichen werden.

5. Verschiedene Autoren berichten uber Alkalisierung des
lysosomalen/endosomalen pH mit spezifischen Inhibitoren der vesikularen v-
H"ATPase oder Protonenpumpeninhibitoren (PPl) wie Pantoprazol. Die
Autoren demonstrieren, dass dieser Effekt die Chemosensitivitat gegenuber
schwach basischen Zytostatika beeinflusst (Lee & Tannock, 2006; Luciani et
al., 2004). In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung des spezifischen v-H"™
ATPase-Inhibitors Concanamycin A und der PP| Pantoprazol und Omeprazol
auf den vesikularen pH einerseits und die Sensitivitat gegenuber Etoposid
andererseits in den neuroendokrinen Zelllinien BON-CIC-3-GFP und LCC-18
gepruft werden.

6. Es soll der Versuch unternommen werden, intakte Lysosomen aus der
neuroendokrinen Zelllinie BON und dem CIC-3-GFP-Uberexpressor BON-CIC-
3-GFP zu isolieren und in funktionellen Experimenten bezuglich lhres pH

miteinander zu vergleichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsmaterial

Deckglaser 22mm

Gefrierrohrchen

Corning-Pipetten Stripette 5-, 10,- 20ml
FACS-R6hrchen
Falcon-Reagenzrohrchen 15-, 50ml
Kodak XOMATor BioLight X-ray
Pipettenspitzen steril 2-, 10-, 100-, 1000ul
PVDF Membranen

Whatman Filter-Papier
Zellkulturflaschen 25-, 75-, 175¢cm?
Zellkulturplatten 6-, 96-Loch

2.1.2. Gerate

Confokales Mikroskop SP1
100x/1.4 NA PlanApoChromat-
Ol-Immersions-Objektiv
FACScan

FACS-Diva

FACScalibur

L8-70M Ultrazentrifuge
Microplate Reader
Micro-Osmometer

Mini Protean Ill Apparat

Semi dry western transfer chamber
SW50.1 rotor

TL-100 Tabletop Ultrazentrifuge
TLA100.2 rotor

Ultra turrex T-8 homogenizer

2.1.3. Chemikalien und andere Reagenzien

Acridin Orange

Alexa 568-Sekundarantikorper
Biorad Dc Protein Assay

CaC|2

Ca-Glukonat

Chromogranin A-Antikérper DAK-A3
Ciprobay

Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Nunc, Hereford, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
BD Biosciences, Oxford, UK
BD Biosciences, Oxford, UK
Kodak, Rochester, USA
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Millipore, Watford, UK

Fisher Scientific, Loughborough, UK
Nunc Nalge Hereford, UK
Nunc Nalge Hereford, UK

Leica, Milton Keynes, UK
Zeiss, Jena, Deutschland

BD Biosciences, Oxford, UK
BD Biosciences, Oxford, UK
BD Biosciences, Oxford, UK
Beckman, High Wycombe, UK
Molecular Devices, Wokingham, UK
Camlab, Cambridge, UK
Biorad, Hemel Hempstead, UK
Biometra, Glasgow, UK
Beckman, High Wycombe, UK
Beckman, High Wycombe, UK
Beckman, High Wycombe, UK
IKA, Staufen, Deutschland

Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Molecular Probes, Carlsbad, USA
Biorad, Hemel Hempstead, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Dako, Ely, UK

Bayer, Leverkusen, D
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CIC-3 —Antikorper
Concanamycin A
Cy5-Sekundarantikérper
DAPI

DMEM

DMEM/Ham'’s F-12 1:1
DMSO

EDTA

EGTA

Ethidiumbromid

Etoposid

Facs Flow

FCS

Geneticin (G418)
Glukose

HCI

HEPES

HITES

Horseradish peroxidase-
Sekundarantikdrper Dako P0447
KCI

KOH

K-Glukonat
Lamp-1-Antikorper
Lysosome Isolation Kit
Mannitol

Methylenblau
MRP1-Antikérper MRPmMS
MgC|2

MgATP

NaCl

Omeprazol

Pantozol

PBS
P-Glykoprotein-Antikérper C219
Protease-Inhibitor

RPMI 1640

SDS
Synaptophysin-Antikorper
TOTO-3-lodid

Triton-X

Tris-HCI

Trypsin
Vectashield-Einbettmedium
XTT-Kit

2.1.4. Software

Adobe Photoshop
Cellquest®

(Weylandt, 2000)
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Abcam, Cambridge, UK
Molecular Probes, Paisley, UK
Gibco/Invitrogen, Paisley, UK
Gibco/lnvitrogen, Paisley, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
BD Biosciences, Oxford, UK

Helena Biosciences, Tyne & Wear, UK

Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Gibco/Invitrogen, Paisley, UK
Gibco/lnvitrogen, Paisley, UK
Dako, Ely, UK

Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK

Santa Cruz Biotech.,Santa Cruz, USA

Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Abcam, Cambridge, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Gibco/lnvitrogen, Paisley, UK
Dako, Ely, UK

Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Gibco/Invitrogen, Paisley, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK

Geschenk von C. Groétzinger, Berlin, D

Molecular Probes, Paisley, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Sigmaaldrich, Gillingham, UK
Gibco/Invitrogen, Paisley, UK

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Adobe Systems, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
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Flowjo® Tristar, San Carlos, USA
Metamorph® Uiversal Imaging, Downingtown, USA
Sigmaplot® Systat Software, San Jose, USA

2.2. Zellkultur

2.2.1. Allgemeines

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C wasserdampfgesattigter
Atmosphare mit 5% CO2 kultiviert. Es wurden Zellkulturflaschen mit den
Bodenflachen 25cm?, 75cm? und 175cm? verwendet. Vor jedweder Manipulation an
den Zellen wurden die bendtigten Flussigkeiten auf 37°C vorgewarmt. Alle Arbeiten
an nicht geschlossenen Kulturgefalten fanden zum Schutz vor Kontamination unter
einer sterilen Zellkulturbank statt. Der Zustand der Zellen wurde taglich

makroskopisch und unter dem Mikroskop kontrolliert.
2.2.3. Passagierung

Bei den adharent wachsenden Zelllinien BON und HEK 293 und LCC-18 wurde der
Zellrasen bei Erreichen einer Oberflachenabdeckung von circa 80% vom Boden der
Zellkulturflasche geldst und 1:4 in neue Flaschen mit frischem Medium Uberfuhrt.
Dazu wurde das alte Kulturmedium abgesaugt und verworfen. Die Zellen wurden
daraufhin durch vorsichtiges Einlassen, Schwenken und Absaugen mit 10ml PBS
gewaschen. Der Flaschenboden wurde dann mit 2ml Trypsin benetzt, Uberflissiges
Trypsin wurde wieder abgesaugt. Nach circa 5min Warten konnten die Zellen unter
vorsichtigem Klopfen an den Flaschenrand abgeldst, in frischem Medium

resuspendiert und auf neue Kulturflaschen aufgeteilt werden.
2.2.4. Einfrieren

BON, LCC-18 und HEK293 konnen in einem Gemisch aus DMSO: FCS im Verhaltnis
1:10 in flussigem Stickstoff gelagert werden. Dazu wurden die Zellen, wie
beschrieben, aus der Kulturflasche entnommen und in 15ml-Reagenzréhrchen der
Firma Falcon bei 1000U/min 2min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands

wurde die zentrifugierte Zellmasse einer Kulturflasche in 1,5ml DMSO/FCS
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resuspendiert, in Gefrierrdhrchen aliquotiert, 24h bei —20°C tiefgefroren und dann in

einen mit flussigem Stickstoff geflllten Tank zur weiteren Lagerung Uberfuhrt.

2.2.5. Auftauen

Das Gefrierrohrchen mit dem Aliquot wurde dem Stickstofftank enthommen und in
einfaches Wasser mit Raumtemperatur getaucht. Nach circa 60s hatte sich die
Zellsuspension verflussigt, wurde in 15ml Medium resuspendiert und konnte in eine
25cm? Zellkulturflasche (berfiihrt werden. Diese wurde fiir 48h im Brutschrank

inkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.6. Kulturmedien, Passagezeiten, Herkunft der Zelllinien

BON

Die 1986 erstmals kultivierte Zelllinie BON entstammt dem neuroendokrinen
Pankreastumor eines 28jahigen Patienten. In vitro wird die Verdopplungszeit mit 60h
angegeben (Evers et al., 1991). Die BON-Zellen wurden in einem DMEM- und HAM'’s
F12 Mediumgemisch (1:1), mit Zusatz von 10% FCS und 10ug/ml Ciprofloxacin
kultiviert.

LCC-18

Die Zelllinie wurde 1991 erstmals beschrieben. Sie entstammt einem neuroendokrin
differenzierten Kolonkarzinom. Der Zeitraum der Zellzahlverdopplung betrug circa
24h (Lundquist et al., 1991). Das Zellkulturmedium flr die Zelllinie LCC-18 besteht
aus 500 ml RPMI 1640 angereichert mit 10% FCS, 10ug/ml Ciprofloxacin, 1,81 ug
Hydrokortison, 665 ug Insulin, 20 mg Transferrein, 0,54 ug Estradiol und 1,93 ug
Natriumselenit (HITES-Medium).

HEK?293

Die HEK293-Zelllinie stammt aus menschlichen embryonalen Nierenzellen (Human
Embryonal Kidney Cells), die durch den DNA haltigen Adenovirus Typ 5 tumords
transformiert und dadurch immortalisiert wurden (Graham et al.,, 1977). Die
Verdopplungszeit betragt in vitro circa 24h. Die HEK293-Zellen wurden in DMEM mit
Zusatz von 10% FCS und 10ug/ml Ciprofloxacin kultiviert.
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Transgene Zelllinien

Die Herstellung eines BON- und eines HEK293-Zellklons, welche ein CIC-3-GFP-
Plasmid stabil exprimieren, wurde von Dr. Karsten Weylandt durchgefuhrt (Weylandt,
2000; Weylandt et al., 2001). Sie wurden unter den gleichen Bedingungen Kkultiviert
wie BON- und HEK293-Zellen. Fir den Erhalt stabiler Expression des Plasmids
wurden die Zellen permanent in Gegenwart von Geneticin (G418) in einer
Endkonzentration von 500ug/ml kultiviert.

Die Uberexprimierenden Klone werden im Folgenden als BON-CIC-3-GFP bzw.
HEK293-CIC-3-GFP bezeichnet.

2.3. Konfokale Mikroskopie

2.3.1. Deckglaser

Deckglaser mit 22mm Durchmesser wurden in reines Ethanol getaucht, unter sterilen
Bedingungen getrocknet und jeweils eine Glasscheibe in ein Loch einer 6-Loch-
Platte getan. Steriles, 0,1%iges Poly-L-Lysin wurde hinzugegeben und fir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 3mal Waschen mit PBS waren die Deckglaser

bereit fur die Zellaussaat.

2.3.2. Immunfarbung

Fir die immunzytochemische Darstellung wurden Zellen des CIC-3-GFP
uberexprimierenden BON-Zellklons BON-CIC-3-GFP auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckglasern ausplattiert. Nach 48h Kultur wurden die Zellen 30min in 4%
Formaldehyd in PBS fixiert. In den folgenden Wasch- und Inkubationsschritten wurde
darauf geachtet, dass die Zellen niemals austrockneten.

Die Deckglaser wurden 3mal mit PBS, dann 3mal mit 0,2% Fischhaut-Gelatine in
PBS und wieder 3mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen zum
Zwecke der Permeabilisation mit 0,1% Triton X-100 fUr 4min inkubiert und wieder
3mal in PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem jeweiligen
Primarantikorper fur 12h bei 4°C: Chromogranin-A-Ak (1:200, DAK-A3, Dako®);
Synaptophysin-Ak (zur Verfligung gestellt von C. Grétzinger, Charite, Berlin); Lamp-

1-Ak (1:50, 1D4B Santa Cruz). Der verwendete Sekundarantikbrper war mit dem



2. Material und Methoden 18

Fluoreszenzfarbstoff Alexa 568 (1:600, Invitrogen) konjugiert. AnschlieRend erfolgte
die Farbung mit DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole; 15 mg/ml; 1:10 000).
Die Zellen wurden dann in Vectashield Mounting Medium eingebettet und mit

Nagellack verschlossen.

Bei der supravitalen Darstellung azidischer Kompartimente wurden die Deckglaser in
eine Perfusionskammer Uberfihrt und unter dem konfokalen Mikroskop erst mit
Acridin Orange und dann, nach Permeabilisierung mit Triton X-100 0,1%, mit DAPI
gefarbt.

2.3.3. Mikroskopie

Die Darstellung der Zellen erfolgte mit einem Leica SP1 Confocal Mikroskop,
welches mit einem 100x/1.4 NA PlanApoChromat Ol-Immersions-Objektiv
ausgerustet war. GFP wurde mit dem 488nm Argon Laser und Alexa 568 mit 568nm
eines Krypton Lasers angeregt. Die Emission von GFP wurde bei 500-552nm, von
Alexa 568 bei 594-620nm abgelesen. Um ein Uberlappen der Emissionsspektra zu
vermeiden erfolgte die Exzitation sequentiell. DAPI zur Darstellung der Nuklei wurde
mit einem UV-Laser von 351nm angeregt und bei 396-508nm detektiert. Die beiden
Darstellungen von GFP und der Immunfarbung wurden digital Gberlagert.

Bei der supravitalen Farbung erfolgte zuerst die Visualisierung des GFP. Dann wurde
das Medium in der Perfusionskammer durch Medium mit 10uM Acridin Orange
ausgetauscht und nach 5min Wartezeit bei 488nm angeregt und im roten
Wellenlangenbereich von 670-723nm eingelesen. Daraufhin wurde das Medium
durch 0,1%iges Triton X-100 ausgetauscht und mit DAPI angefarbt. Die Darstellung
erfolgte  durch Exzitation bei 351nm und Detektion des Signals im

Wellenlangenbereich 396-508nm. Die 3 Sequenzen wurden digital Uberlagert.

2.4. DurchfluRzytometrie

2.4.1. Allgemeines

Die Zellen wurden mit dem Facscalibur (BD) analysiert. Das Instrument verflgt GUber

2 Laser mit 488nm und 633nm Wellenlange. Die Fluoreszenzemission bei 488nm
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Exzitation wurde in den Kanalen FI-1 (530nmz15nm), FI-2 (585+21nm) und FI-3
(>670nm) detektiert. Die Emission bei 633nm Exzitation wurde in FI-4 (661nm+8nm)
abgelesen. Als Laufpuffer wurde Facs Flow™ verwendet. Die Proben wurden bei
Flussrate medium gefahren, die Daten mit der Software Cellquest® gesammelt. Die
Instrumenteinstellungen zu Signal und Signalverstarkung wurden bei Beginn einer
Experimentreihe festgesetzt, gespeichert und fortan fur dieses Experiment standig

verwendet. Die Datenanalyse erfolgte offline mit der Software Flowjo®.
2.4.2. Lamp-1-Farbung

Das Ausmall des lysosomalen/endosomalen Kompartiments verschiedener
Zellpopulationen wurde durch Darstellung der Expression des lysosomalen
Markerproteins Lamp-1 bestimmt.

BON- oder HEK293-Zellen wurden gewaschen, trypsiniert, in frischem Medium in ein
Reagenzrohrchen Uberfuhrt und bei 1000 U/min zentrifugiert. Nach Resuspension in
2ml PBS mit 10% FCS erfolgte die Fixation durch tropfenweise Zugabe von 10ml —
20°C kaltem 70%igem Methanol. Nach 5min Inkubationszeit wurde die L&sung
zentrifugiert und die Zellmasse am Boden des Reagenzrohrchens in 10ml PBS mit
0,2% Fischhautgelatine resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde 2mal wiederholt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde die Zellmasse in 1ml PBS mit 10% FCS
aufgeldst, der Lamp-1-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology®; H4A3; 1:50
Verdunnung) hinzugegeben und fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Kontrollgruppe wurde dieser Farbeschritt ausgelassen. Danach wurde erneut 3mal
mit 10ml 0,2% Fischhautgelatine in PBS gewaschen und die Zellmasse anschlie3end
wieder in 1ml FCS-PBS aufgeldst. Es erfolgte die Hinzugabe des Cy5-konkugierten
Sekundarantikorpers (Abcam; ab6563; 1:400 Verdinnung). Nach 30min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Losung erneut 3mal gewaschen, die Zellmasse in
FCS-PBS aufgeldst und in FACS-Rdéhrchen uberfluhrt. Anschliefiend wurden die
Proben sofort im DurchfluRzytometer untersucht. Mit der Kontrollgruppe fur dieses
Experiment wurde ebenso verfahren, einzig die Farbung mit dem Primarantikorper
wurde ausgelassen.

Die Durchflulizytometrie wurde am Facscalibur (BD) durchgefiihrt. Die Zellen wurden
durch den 635nm Red-Diode-Laser angeregt und ihre Fluoreszenz in Fl-4

(661nm+8nm) detektiert. Dadurch wurde Uberlagerung mit dem GFP-Signal
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ausgeschlossen. Mindestens 30 000 Zellen wurden je FACS-Roéhrchen gezahlt. Die
Auswertung der Daten und Darstellung als Fluoreszenzhistogramme erfolgte offline

mit Flowjo®.
2.4.3. Prinzip der pH-Messung mit Acridin Orange

Acridin Orange ist ein fluoreszentes, membrangangiges, schwach basisches Amin.
Durch Protonierung in saurem Milieu verliert es Lipophilitadt und damit
Membrangangigkeit und kann sich so in azidischen Vesikeln von Zellen anreichern
(Palmgren, 1991). Bei hoheren Acridin Orange-Konzentrationen fuhrt die spontane
Formation von Di- und Oligomeren zur Verschiebung der Fluoreszenzemission vom
grunen in den langwelligen roten Wellenlangenbereich (Millot et al., 1997). Die
Akkumulation im azidischen Kompartiment hangt dabei von der extrazellularen
Konzentration der Substanz ab und ist proportional zur Grolde des pH-Gradienten
uber der Membran. Wenn mehr als eine Membran das intravesikulare Milieu vom
extrazellularen trennen, so ist die Akkumulation proportional zum Netto-pH-

Gradienten. Wird der extrazellulare pH konstant gehalten, dann ist die intravesikulare

& Kontrolle Acridin Orange-
® ConA10nM . .
‘ ¥ Con A 100nM Konzentration proportio-
30 4
/ nal zur extrazelluaren

(Dzekunov et al., 2000).
20 + B
L Bei gegebener extra-
" / r_,_,.,-s""-""gr Y zellularer Acridin Orange
e

Konzentration und der

Rotfluoreszenz als Mal}

0 5 10 15 20 fir die intravesikulare

Acridin Orange uM Konzentration sowie bei

Abbildung 2.1. HEK293 Zellen nach Behandlung mit dem selektiven ~ definiertem extrazellular-
v-H+ATPase-Inhibitor Concanamycin A (ConA) H k | fd

Die Alkalisierung des lysosomalen pH bewirkt einen geringeren Anstieg em p ann also aur aen
der Beziehung zwischen extrazellylarer Acridin Orgnge-Kon_zentratlon X) transzelluldren pH-Gra-
und der gemessenen Fluoreszenz im roten Wellenldngenbereich ().

dienten ruckgeschlossen
werden. Unterschiede in der Aziditat intrazellularer Organellen kénnen bestimmt
werden, indem die Steigung der Beziehung zwischen extrazellularer Acridin Orange-

Konzentration und gemessener Fluoreszenz im roten Bereich bestimmt wird. Dies
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wird durch den in Abbildung 2.1. dargestellten Unterschied in der Steigung der
Gerade nach Behandlung mit Concanamycin A —einem selektiven Inhibitor der

vesikularen v-H+ATPase — deutlich (Drose et al., 1993).

2.4.4. Acridin Orange-Farbung

BON, BON-CIC-3-GFP, LCC-18, HEK293 oder HEK293-CIC-3-GFP-Zellen wurden
gewaschen, trypsiniert und in physiologischer Lésung (150mM NaCl, 5mM KCI, 2mM
CaCl;, 0.5mM MgCl,, 10mM HEPES-Puffer; 1% FCS; pH 7,2 und 300mOsm)
resuspendiert. Je nach Experiment erfolgte vor der Trypsinierung eine Inkubation mit
Concanamycin A (30min), Pantoprazol oder Omeprazol (beide 24h).

Die Zellen wurden dann mit aufsteigenden Konzentrationen von Acridin Orange
inkubiert. Die Konzentrationen wurden dabei so gewahlt, dass sie sich unterhalb des
Sattigungsbereichs befanden, in dem eine steigende Konzentration die Fluoreszenz
nicht mehr beeinflussen wirde. Die Acridin Orange-Konzentration durfte andererseits
nicht zu niedrig sein, da dies die Fluoreszenz zu stark von der Zelldichte im Medium
abhangig macht. Die optimale Acridin Orange-Reichweite mit direkter Proportionalitat
von Acridin Orange-Konzentration und gemessener Fluoreszenz wurde fur jede
Zelllinie einzeln bestimmt und betrug fur BON und BON-CIC-3-GFP-Zellen 5-15uM
(Inkrement 2,5uM), fir LCC-18-Zellen 2-5,5uM (Inkrement 0,5uM) und fur HEK293-
Zellen 2-5,5uM (Inkrement 0,5uM).

Die Fluoreszenzmessung erfolgte am DurchfluBzytometer Facscalibur (BD). Die
Zellen wurden mit dem Argon Laser bei 488nm angeregt und die Emission in FI-3
(>670nm) detektiert. Die Messungen wurden im steady state der Acridin Orange-
Akkumulation durchgeflihrt, bei der das Signal ein Plateau erreicht hatte. Die
Inkubationszeit bis zum Erreichen des steady state wurde fur jede Zelllinie bestimmt
und betrug bei BON und BON-CIC-3-GFP-Zellen 8min, bei LCC-18-Zellen 7min und
bei HEK293-Zellen 6min.

Um tote Zellen von der Auswertung auszuschlieen wurden die Zellen zusatzlich mit
10nM des fur Zellmembranen impermeablen DNA-Farbstoffs TOTO-3 inkubiert.
TOTO-3 wurde mit dem Red Diode-Laser bei 633nm angeregt und die Fluoreszenz
in FI-4 (661nm+8nm) detektiert.
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Die so erhaltenen Daten wurden offline mit der Software Flowjo® analysiert. Dazu
wurden zuerst die TOTO-3-positiven Zellen von der Analyse ausgeschlossen. Des
Weiteren erfolgte der Ausschluss von Ereignissen von extrem hoher Granularitat
(hohe Werte in SSC-Kanal) oder Grolde (hohe Werte in FSC). Dabei wurde darauf
geachtet, dass die so eingegrenzten Zellen noch mindestens 85% der gesamten

Ereignisse umfassten.
2.4.5. Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit der Software Sigmaplot® vorgenommen. Fiir
jede getestete Acridin Orange-Konzentration wurde die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat einer Zellpopulation von 10000 Zellen in FI-3 bestimmt und
gegen die extrazellulare Acridin Orange-Konzentration aufgetragen. Durch die
Messpunkte wurde mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate eine lineare
Regression der 1. Ordnung berechnet (Sigma-Plot® Version 8) Die Anstiege der
linearen Regression verschiedener Zellpopulationen wurden durch Kovarianzanalyse
(SPSS® Version 16) miteinander verglichen (F-Test, p<0,05).

2.5. Messung der Zytotoxizitat mit dem XTT-Test

25.1. XTT

Die Zytotoxizitat unter Etoposid und den verschiedenen Vorbehandlungen wurde mit
dem Cell Proliferation Kit Il bestimmt (Scudiero et al., 1988). Die Nachweismethode
basiert auf der Reduktion des Tetrazolium-Salzes XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitrlo-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl)]-2H-tetrazolium hydroxide). Mitochondriale
Enzyme metabolisch aktiver Zellen wandeln das gelbe XTT in ein oranges Formazan
um, dessen Absorption zwischen 450 und 500nm gemessen wird und als Mal} fur die
Anzahl lebendiger Zellen genommen werden kann.

100pl Zellsuspension in Kulturmedium wurden in jedes Loch in einer 96-Loch-Platte
ausgesat. Fur jede Zelllinie wurde die optimale Zellkonzentration verwendet, bei
welcher nach 3 Tagen Wachstum die Zellen einerseits nicht durch Uberwucherung

tot waren und sich andererseits im linearen Bereich der Wachstumskurve befanden:
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200 000 Zellen/ml fir BON-CIC-3-GFP, 300 000 Zellen/ml fir LCC-18 und 20 000
Zellen/ml fur HEK293-CIC-3-GFP-Zellen.

Nach 24h Wachstum wurde nach vorsichtigem Absaugen des Mediums 100l
frisches Medium hinzugeflgt, das kein Phenolrot enthalt. Dieses Medium enthielt
aufsteigende Konzentrationen von Etoposid. Bei den Untersuchungen zum Effekt
einer PPI-Vorbehandlung wurden die Zellen in 100yl Medium mit 10uM Omeprazol
oder Pantoprazol ausgesat, welches nach 24h gegen das Etoposid enthaltende
Medium ausgetauscht wurde. Bei den Experimenten zum Effekt einer Vorbehandlung
mit Concanamycin A wurde 24h nach Aussaat der Zellen das Medium vorsichtig
entfernt und gegen Medium mit 5nM (LCC-18) oder 10nM (BON-CIC-3-GFP)
ausgetauscht und fur 30min darin inkubiert. Die Zellen wurden dann 2mal mit PBS
gewaschen bevor frisches Medium mit Etoposid in aufsteigender Konzentration
hinzugeflugt wurde.

Die Platten wurden danach weitere 48h im Brutschrank belassen und anschlie3end
die Zellviabilitat mit dem XTT-Test gemessen.

Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden 5ml XTT-Reagenz mit 0,1ml des
Electron Coupling Reagent (N-Methyl-Dibenzopyrazinmethylsulfat, PMS) vermischt
und 50ul der Losung in jedes Loch der Platte gegeben. Nach 5h Inkubation im
Brutschrank wurden die Platten in einem ELISA-Reader bei 490nm eingelesen, unter
Verwendung von 650nm als Referenzwellenlange.

Die Prozentzahl des Zelluberlebens wurde in den Abbildungen als normalisierter

Wert aus vier Replikaten + Standard-Deviation dargestellt.

2.5.2. Etoposid

Etoposid ist ein schwach basisches Chemotherapeutikum, dessen Wirkmechanismus
in der Hemmung der Topoisomerase-ll besteht. Seine Wasserldslichkeit wird mit 80
Mg/l bzw. 136umol/l angegeben. Fur die Experimente in dieser Arbeit wurde reines
Etoposid (Sigma®) zur Herstellung einer Ausgangslésung in DMSO gelést. Es
wurden 14,7 mg Etoposid in 1ml DMSO gel6st, was einer Konzentration von
25mmol/l entspricht. Diese Ausgangslosung wurde bei 4° C im Kihlschrank gelagert.
Die Stammlésung wurde zum Erhalt der gewlnschten Endkonzentrationen mit

Medium entsprechend verdinnt.
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2.5.3. Statistik

Der prozentuale Anteil des Zelluberlebens wurde als durchschnittlicher
Absorptionswert von 4 Replikaten jeder Etoposid-Konzentration + Standard-Deviation
dargestellt. Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden als logistische Kurven mittels
nonlinearer Regression durch die Datenpunkte mit der Software Sigmaplot® (Version
8) errechnet. Die Substanzkonzentration, welche notwendig ware, um 50%
Zellwachstum zu vermindern (IC50), wurde so fur jede Behandlung berechnet. Diese
errechneten IC50-Werte wurden dann im t-Test zwischen den beiden Gruppen

verglichen, mit einem Signifikanzniveau von p<0,05.

2.6. Western Blot

2.6.1. Membranpréaparation

Zur Herstellung einer Membranpraparationen wurden 3mal 175cm? konfluente
Kulturflaschen nach Absaugen des Mediums und Waschen mit eiskaltem PBS mit
Trypsin aus der Flasche geldést und in eiskaltem PBS resuspendiert. Nach
Zentrifugation fur 5min bei 150g wurden die Zellen in 100ul 50mM Mannitol, 50mM
Tris-HCI, pH 7,6 mit Protease-Inhibitoren resuspendiert und im Ultra-Turrex-
Homogenisierer bei maximaler Geschwindigkeit unter Verwendung eines
Innendurchmessers von 5mm 3mal 30 Sekunden homogenisiert, mit jeweils 30s
Pause dazwischen. Das Homogenisat wurde bei 4°C und 500g 10min zentrifugiert
und die Uberstande auf 750yl 300mM Mannitol mit 50mM Tris-HCI, pH 7,6 mit
Proteaseinhibitoren geladen und bei 4°C fur 45min bei 100000g zentrifugiert. Das
entstandenen Sediment wurde je nach Grof3e in mindestens 40ul 50mM Mannitol,
50mM Tris-HCI, pH 7,6 mit Proteaseinhibitoren mit Hilfe einer Spritze mit 16g-Nadel
homogenisiert. Die Proben wurden mit 100 IU Benzonuclease auf Eis 1h inkubiert,
10% SDS zu einer finalen Konzentration von 1% hinzugefugt und dann bis zur

weiteren Verwendung bei —80°C eingefroren.



2. Material und Methoden 25

2.6.2. CIC-3-Kontrolle

Als Kontrolle wurden HEK 293-Zellen benutzt, die das Wildtyp-CIC-3-Protein (ohne
die GFP-Fusion) Uberexprimieren. Der verwendete Antikorper ist der im Rahmen von
Vorarbeiten im Londoner Labor etablierte polyklonale Antikorper gegen das N-
terminale Ende von CIC-3 (Weylandt, 2000; Weylandt et al., 2001).

2.6.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit
dem Biorad Dc Protein-Test bestimmt, welcher kompatibel mit den niedrigen
Konzentrationen der Detergenzien in den verwendeten Loésungen ist. Eine
Standardkurve wurde mit Rinderserumalbumin in aufsteigender Konzentration von

0,05 bis 1,4mg/ml erstellt. Die Proben wurden mit einem Mikroplattenleser gelesen.

2.6.4. SDS-Gel

Die Membranpraparationen wurden in einem Viertelvolumen eines Puffers, mit
200mM Tris-HCI (pH 6,8), 50% Glycerol, 400 mM Dithiothreitol, 8% SDS und 0.2%
Bromophenol Blue geldst, bei 65°C fur 5 min inkubiert und 30ug Protein der
jeweiligen Membranpraparation auf 1,5mm dicken, 8%igen Polyacrylamid-Gelen mit

dem Mini Protean Il elektrophoretisch separiert (Laemmli, 1970).

2.6.5. Western Blot der Proteine

Die elektrophoretisch separierten Proteine wurden in einer Halbtrocken-Blot
Transfer-Kammer vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde
die PVDF-Membran kurz in 100% Methanol geschwenkt und auf Filterpapier in den
Transferpuffer (256mM Tris-HCI, 192mM Gilycin, 10% Methanol, pH 8,3) gelegt. Das
SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese 10min in Transferpuffer getan, dann auf die
Membran gelegt, mit Filterpapier bedeckt und die Transferkassette verschlossen. Bei
S5W wurden die Proteine innerhalb von 90min in Richtung Kathode auf die PVDF-
Membran Ubertragen. Nach dem Transfer wurden die Gele mit Coomassie-Blau
gefarbt und zur Dokumentation eingescannt. Die PVDF-Membran wurde kurz in

100% Methanol geschwenkt und dann fir mindestens 1h in 4%
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Magermilchpulverldsung in PBS bei Raumtemperatur inkubiert, um die freien

Proteinbindungsstellen zu besetzen.
2.6.6. Immunblot

Nach Transfer wurden die Blots Uber Nacht bei 4°C mit einem Antikdrper gegen CIC-
3 (polyklonal, D1, 1:100 Verdiinnung) oder Pgp (Dako® monoklonal, C219, 1:1000
Verdiinnung) bzw. MRP-1 (Abcam®, monoklonal, MRPmS5, 1:50 Verdiinnung) in 4%
Magermilchpulver in PBS inkubiert. Bei den Antikorpern gegen Pgp und MRP-1
handelt es sich um kommerziell verflUgbare Antikdrper, der polyklonale CIC-3-
Antikérper wurde im Londoner Labor etabliert (Weylandt, 2000; Weylandt et al.,
2001). Nach Inkubation mit dem entsprechenden Antikérper wurde die Membran fur
3mal 5min mit PBS gewaschen und mit dem einem HRP anti-Maus-
Sekundarantikorper (Dako® P0447, 1:1000 Verdunnung) inkubiert. Fir den CIC-3-
Antikérper wurde ein anti-Kaninchen-Sekundarantikdrper verwendet (Dako®
Cytomation, 1:1000 Verdinnung). Nach 3mal 5min Waschen mit PBS wurden die
Blots mit den ECL-Reagenzien (Enhanced Chemiluminescence) behandelt und
durch Auflegen eines Rontgenfilms fur 1 — 20min, je nach Starke des erwarteten

Signals, entwickelt.
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2.7. DurchfluRzytometrie mit isolierten Lysosomen

2.7.1. Lysosomenpraparation

Metabolisch aktive Lysosomen wurden mit dem Lysosome Isolation Kit von Sigma®
gewonnen. In einem modifizierten Protokoll erfolgte die Isolation der Organellen
durch differentiale Zentrifugation und anschlieRende Dichtegradient-Zentrifugation.
Die Anwesenheit von Lysosomen wurde anschlieBend durch Farbung mit einem
Antikorper gegen den lysosomalen Marker Lamp-1 getestet.

Um die Lysosomen nicht zu schadigen, wurde die gesamte Prozedur bei 4°C
durchgefuhrt. Alle verwendeten Losungen, Puffer und Gerate wurden vor der
Verwendung gekuhlt.

In Vorbereitung auf die Zentrifugation wurden aus den im Kit enthaltenen Losungen

verschiedene Dichtegradienten gemischt (Tabelle 2.1.).

] . Optiprep-Verdiin- 2,3 M Saccharose
Optiprep (%) Optiprep (ml) mOsm
nungs-Puffer (ml) (ml)

27 4,5 4,9 0,6 312

22,5 3,75 5,63 0,62 304
19 3,17 6,19 0,64 298
16 2,67 6,68 0,65 280
12 2 7,29 0,71 300
8 1,33 7,9 0,77 282

Tabelle 2.1. Mischungsverhéltnis der verschiedenen Dichtegradienten.

Mindestens 7 konfluente 175cm?—Kulturflaschen mit BON oder BON-CIC-3-GFP-
Zellen, entsprechend einem reinen Zellvolumen von mindestens 2ml, wurden
gewaschen, durch Trypsinierung geldst und anschliefend in Medium resuspendiert.
Die Zellen wurden dann bei 600g zentrifugiert, in eiskaltem PBS resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und das Sediment dann im
2,7fachen Volumen des im Kit enthaltenen Extraktionspuffers mit Proteinasehemmer
geldst. Nach diesem Waschvorgang wurde das Sediment in einem Dounce
Homogenisator unter Verwendung des kleinen Pistills mit 20 Huben aufgeschlossen

und dann bei 1000g 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 20 000g in einer
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Mini-Ultrazentrifuge (Beckmann TL-
100 Tabletop Ultracentrifuge, Rotor:
TLA-100.1) far 20min  zentrifugiert
und das so entstandene Sediment —

bestehend aus einem Mix aus

8% Optiprep (0,3ml)

Mitochondrien, Lysosomen,

12% Optiprep (0,9rmi) Peroxisomen und

Endoplasmatischem  Retikulum -

16% Optiprep (1ml} nach Verwerfen des Uberstandes in
1ml Extraktionspuffer resuspendiert.
Crganellengradient (Trnl) 400ul dieser Organellenldsung

wurden mit 505ul 19%igem Optiprep-

22,5% Optiprep ¢1mi) Puffer und 650yl Optiprep

Verdinnungs-Puffer (beide Puffer

27% Opti 0,8mi
ptiprep (0,8mi) Bestandteile des Kits) vermischt und

mit 30pl 2,3M Saccharose auf

Abbildung 2.2. Schichtung der Dichtegradienten vor  290mOsm verdiinnt. Diese Lésung
Zentrifugation. Der Organellengradient besteht aus dem

Organellensediment geldst in Extraktionspuffer, 19%igem  wird als Organellengradient
Optiprep-Puffer,  Optiprep-Verdinnungs-Puffer ~ und .
Saccharose. bezeichnet.

FUr die Dichtegradient-Zentrifugation
wurden die vorbereiteten Gradienten, beginnend mit der 27%igen Optiprep-Ldsung,
in einem 5ml-Ultrazentrifugen-Roéhrchen aufeinandergeschichtet und anschlie3end
mit Mineraldl aufgefullt (Abbildung 2.2.). Nach Ausbalancieren erfolgte die
Zentrifugation fur 4h bei 150000g und 4°C in einem SW&50.1 Rotor. Nach der
Zentrifugation zeigten sich 9 Bander innerhalb der 6 Dichtegradienten des
Zentrifugenrohrchens. Im Abstand 0,5-0,7ml wurden von oben beginnend in 9
Fraktionen die 9 Bander abpipettiert und durchnummeriert. Fraktion 1 enthielt dabei
das oberste Band im Zentrifugenréhrchen, Fraktion 2 das darunterliegende Band

usw. bis hin zu Fraktion 9, in der das unterste Band enthalten war.

2.7.2. Farbung und Vorbereitung

Aus jeder einzelnen der 9 Fraktionen wurde ein Teil in jeweils ein neues
Reagenzglas pipettiert, um zuerst eine immunzytochemische Farbung von

Lysosomen durchfihren zu koénnen und danach, unabhangig davon, die
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lysosomenreichste Fraktion fur Experimente im Acridin Orange-Test verwenden zu
konnen. Zum Zwecke der Farbung wurde mit einem Lamp-1-Antikérper (Santa Cruz
Biotechnology®; H4A3; 1:50 Verdunnung) fur 60min bei 4°C inkubiert und
anschliefend durch einmalige Ultrazentrifugation bei 20 000 g und Resuspension in
physiologischer intrazellularer Lésung (120mM KCI; 1mM CaCly; 2mM MgCly; 10mM
Hepes; 11mM EGTA; pH 7,3) gewaschen.

Es folgte die Hinzugabe des Cy5-konjugierten Sekundarantikdrpers (Abcam; ab6563;
1:400 Verdunnung) und erneute Inkubation fir 30min bei 4°C mit anschlieliender

Ultrazentrifugation und Resuspension des erhaltenen Sediments.

Nach durchflusszytometrischer Bestimmung der lysosomenreichsten Fraktion (siehe
2.7.3.) wurde ca. ein Viertel der Suspension, die nicht zur Immunzytochemie
verwendet worden war, fir 15min mit 10nM Concanamycin A inkubiert. Ein weiteres
Viertel wurde nach Ultrazentrifugation mit 20 000g in chloridfreier intrazellularer
Lésung (120mM K-Glukonat; 1mM Ca-Glukonat; 2mM Mg-Glukonat; 10mM Hepes;
11mM EGTA,; pH 7,3) resuspendiert.

2.7.3. DurchfluRzytometrie

mﬁ_: Die Durchfluzytometrie wurde am
] Facscalibur (BD) durchgefiihrt. In
10° 5 einem ersten Schritt wurde eine
] beliebige der 9 Fraktionen nach
ey Anregung durch den 488nm Argon-
] Laser testweise in FSC und SSC
unter Verwendung logarithmischer

101‘; Skalen dargestellt. Die Auslose-
g schwelle wurde im FSC auf dem
10° _ - Niveau festgesetzt, ab dem kein
10° 10’ F;?:Q_H 10° 10° Signal beim Durchlauf der partikelfrei-

) ] en, physiologischen, intrazellularen
Abbildung 2.3. DurchfluBzytometrie der 9.

Fraktion aus der Dichtegradient-Zentrifugation LOsung mehr zu sehen war. Unter
nach entsprechender Verstarkung des Signals und )
Festsetzen des Schwellenwerts. FSC und SSC in  den  genannten  Voreinstellungen

logarithmischer Darstellung. . . . .
ogaritmischer Barstetiing zeigten sich die Organellenfraktionen

in der Punktauftragung als dichte Wolke (Beispiel in Abbildung 2.3.). Nach
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zusatzlicher Anregung durch den 635nm Laser erfolgte die Darstellung der
selektierten Ereignisse jeder Fraktion auf logarithmischen Skalen in den
Fluoreszenzkanalen FI-1 (530+15nm) und FI-4 (661nmz8nm). Mindestens 30000
Ereignisse wurden je Fraktion gezahlt.

Der Vergleich des pH in der lysosomenreichsten Fraktion unter verschieden
experimentellen Bedingungen erfolgte mit dem Acridin Orange-Test (Prinzip siehe
Kapitel 2.4.3.). Die durch vorbereitende Messungen bestimmte optimale Acridin
Orange-Reichweite mit direkter Proportionalitdt zwischen Acridin Orange-
Konzentration und gemessener Fluoreszenz in FI-3 (>670nm) betrug 0,4 -1,2uM bei
einem Inkrement von 0,2uM. Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der stabilen
Gleichgewichtsphase der  Acridin  Orange-Akkumulation, die bei der

Lysosomenpraparation ab einer Inkubationszeit von 2min gegeben war.
2.7.4. Statistik

Die Daten wurden mit der Software Cellquest® gesammelt. Die Datenanalyse erfolgte
offline mit der Software Flowjo®. Die statistische Auswertung wurde mit der Software
Sigma-PIot® vorgenommen. Fur jede getestete Acridin Orange-Konzentration wurde
die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat einer Ereignisanzahl von 4000 in FI-3
bestimmt und gegen die extrazellulare Acridin Orange-Konzentration aufgetragen.
Durch die Messpunkte wurde mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate eine
lineare Regression der 1. Ordnung berechnet (Sigma—PIot® Version 8) Die Anstiege
der linearen Regression verschiedener Zellpopulationen wurden durch

Kovarianzanalyse (SPSS Version 16) miteinander verglichen (F-Test, p<0,05).
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von humanem CIC-3 (CIC-3) in heuroendokrinen Zelllinien

Es ist bekannt, dass CIC-3 in der murinen Phaochromozytomzelllinie PC-12
exprimiert wird (Salazar et al., 2004). Die CIC-3-Expression verschiedender
humaner, neuroendokriner Zelllinien wurde hier mittels Western Blot getestet
(Abbildung 3.1.): CIC-3 lasst sich in der murinen Phaochromozytom-Zelllinie PC-12

und auch den neuroendokrinen Zelllinien LCC-18, BON und QGP-1 nachweisen.

Abbildung 3.1. Expression von CIC-3 in neuroendokrinen Tumorzelllinien und der Kolonkarzinomlinie
CaCo-2. Western Blot-Analyse einer Zellmembranpréaparation. 50pug Membranprotein wurde in jede Tasche
eines 7,5% SDS-Gels gelegt. Als Kontrolle wurden HEK 293-Zellen benutzt, die das Wildtyp-CIC-3-Protein
(ohne die GFP-Fusion) iberexprimieren. Molekulargewichte in kDa

Bahn 1 — CIC-3-Kontrolle

Bahn 2 — PC12, murine Ph&dochromozytomzellen
Bahn 3 — PC12, ausdifferenziert

Bahn 4 — BON, neuroendokrin

Bahn 5 — LCC-18, neuroendokrin

Bahn 6 — CaCo-2, Kolonkarzinom

Bahn 7 — QGP-1, neuroendokrin
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3.2. Intrazellulare Lokalisation von humanem CIC-3 in neuroendokrinen

Tumorzellen

In vorangegangenen Studien konnten intrazellulare Vesikel als vornehmliche
Lokalisation von CIC-3 gezeigt werden (Stobrawa et al., 2001; Weylandt et al., 2001).
Zur naheren Untersuchung der subzellularen Verteilung von CIC-3 wurden an der
Zelllinie BON-CIC-3-GFP — einem CIC-3-GFP-uberexprimierenden Klon der Zelllinie
BON — immunzytochemische Farbungen durchgefuhrt. Idealerweise eignete sich ein
Antikérper,  spezifisch gegen CIC-3, fur die Durchfihrung solcher
Kolokalisationsexperimente. Jedoch ist der in dieser Arbeit verwendete, in unserem
Labor in Vorstudien etablierte (Weylandt, 2000; Weylandt et al., 2001) Antikorper
nicht fir immunzytochemische Experimente geeignet und funktioniert ausschlief3lich
im Western Blot. Es ist andererseits kein fur die Immunzytochemie geeigneter
Antikdrper gegen CIC-3 kommerziell verfugbar. Ebenso wurden in der
Experimentenserie 3.2. lebende Zellen in einer Perfusionskammer beobachtet und
die pH-abhangige Anreicherung von Acridin Orange in sauren Vesikeln dargestellt.
Eine vorherige Permeabilisierung zur immunhistochemischen Farbung mit einem
spezifischen Antikérper ware ohne Fixierung nicht mdglich gewesen.

In dieser Arbeit stellt die fluoreszente Markierung von heterolog exprimiertem CIC-3
durch GFP eine praktikable Alternative zur Visualisierung von intrazellularem CIC-3
im konfokalen Mikroskop auch in der lebenden Zelle dar.

In Abbildung 3.2.A ist ein reprasentatives Nativbild von BON-CIC-3-GFP-Zellen im
konfokalen Mikroskop zu sehen. Das GFP-Signal zeigt sich in einer grol’en Anzahl
intrazellularer Vesikel. Einige hohl erscheinende Vesikel deuten an, dass das CIC-3-
GFP-Fusions-Protein in der Membran intrazellularer Blaschen lokalisiert ist.
Dieselben Zellen wurden anschlieffend mit Acridin Orange gefarbt, einem schwach
basischen Farbstoff, der sich selektiv in sauren Kompartimenten anreichert. Bei
Uberlagerung der beiden Bilder mit dem GFP-Signal in griiner und dem Acridin
Orange Signal in roter Farbe zeigt sich die Akkumulation von Acridin Orange in den
GFP-positiven Vesikeln. Kolokalisation von Acridin Orange und CIC-3-GFP legt einen
sauren pH der GFP-markierten Vesikel nahe. Zur besseren Orientierung wurden im
Experiment nach Darstellung von GFP und Anfarbung mit Acridin Orange zusatzlich
die Zellkerne mit DAPI gefarbt. In der Abbildung sind sie blau dargestellt (Abbildung
3.2.C).
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A - CIC-3-GFP

B - Acridin Orange

Abbildung 3.2. CIC-3-GFP kolokalisiert mit Acridin Orange in
BON-CIC-3-GFP-Zellen.

Auf Poly-L-Lysin-beschichteten 22mm Deckgldsern gewachsene
BON-CIC-3-GFP-Zellen wurden in einer Perfusionskammer unter
ginem Leica SP1-Konfokalen Mikroskop mit einem OlI-
Immersionsobjektiv belichtet. Der weil3e Balken entspricht 10um.

A - Die Zellen wurden zuerst mit einem 488nm Argon-Laser
angeregt, um die Verteilung von CIC-3-GFP darzustellen.

B — Um azidische Organellen zu identifizieren wurde mit Acridin
Orange geféarbt und die Fluoreszenz im roten Wellenldngenbereich
nach Exzitation mit 488nm gemessen.

C — AnschlieBend wurden die Zellen mit Triton X permeabilisiert
und zur Darstellung des Nukleus mit DAPI angeférbt.

D - Die Uberlagerung der 3 Aufnahmen zeigt die Kolokalisation von
GFP und Acridin Orange in pseudogefarbtem Gelb.

E — CIC-3-GFP positive Vesikel aus einem anderen Bild der Serie in
héherer Auflésung. Einige der GFP-positiven Vesikel erscheinen
hohl.
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Andere Arbeiten konnten die bevorzugte Anreicherung von CIC-3 in synaptischen
Vesikeln hippokampaler Neuronen und in exozytotischen Vesikeln pankreatischer 13-
Zellen zeigen (Barg et al., 2001; Stobrawa et al., 2001).

In den hier durchgeflihrten immunzytochemischen Farbungen zeigte sich keine
Kolokalisation neuroendokriner Markerproteine mit CIC-3-GFP; die GFP-positiven
Vesikel sind in der Uberlagerung nicht mit den Chromogranin A- bzw.
Synaptophysin-positiven Strukturen identisch (Abbildungen 3.3. und 3.4.).

In dem Bestreben, die Herkunft der CIC-3-GFP positiven Vesikel zu klaren, wurden
BON-CIC-3-GFP-Zellen auf ihre immunzytochemische Kolokalisation mit dem
Lysosomal Associated Membrane Protein 1 (Lamp-1) gepruft. Lamp-1 ist ein
Membranprotein, welches sich fast ausschliel3lich in den Membranen von

Lysosomen und spaten Endosomen findet (Obermuller et al., 2002).

Die Uberlagerung der Bilder zeigt eine deutliche raumliche Ubereinstimmung der
subzellularen Verteilung des GFP-Signals mit dem Fluoreszenzsignal des Anti-Lamp-
1-Antikorpers (Abbildung 3.5.).

Die Farbungen legen nahe, dass CIC-3-GFP und Lamp-1 das gleiche intrazellulare

Kompartiment besetzen.
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A - CIC-3-GFP B - Synaptophysin C - Uberlagerung

Abbildung 3.3. CIC-3-GFP kolokalisiert in BON-CIC-3-GFP-Zellen nicht mit Synaptophysin, einem
Marker fir Synaptic-like-Microvesicles (SLMV)

Immunzytochemie wurde an BON-CIC-3-GFP-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf 22mm Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglasern ausplattiert und bis 40 % Konfluenz geziichtet, bevor sie mit 4% Paraformaldehyd
fixiert wurden.

Die Zellen wurden erst fir 12h bei 4°C mit einem Antikdrper gegen Synaptophysin (monoklonal, von B.
Wiedenmann, Berlin) inkubiert. Zur Visualisierung wurde ein Sekundérantikrper mit Alexa 568 (Molecular
Probes®, 1:600 Verdiinnung, 40min Inkubation bei Raumtemperatur) gewéhit.

Der weile Balken entspricht 10 um.

A — Die Zellen wurden mit einem 488nm Argon-Laser angeregt, um die Verteilung von CIC-3-GFP darzustellen.
B - Alexa-568-markierte Anti-Maus Sekundarantikérper wurden mit einem 568nm-Krypton-Laser angeregt und
bei 585-615nm dargestellt.

C - Die Uberlagerung der beiden Bilder zeigt, dass CIC-3-GFP und Synaptophysin auf unterschiedliche
Subpopulationen von intrazelluldren Vesikeln verteilt sind.

A - CIC-3-GFP B - Chromogranin A C - Qb&ﬂagerung

Abbildung 3.4. CIC-3-GFP kolokalisiert in BON-CIC-3-GFP-Zellen nicht mit Chromogranin A, einem
Marker fir Large-Dense-Core-Vesicles (LDCV)

Immunzytochemie wurde an BON-CIC-3-GFP-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf 22mm Poly-Lysin
beschichteten Deckgléasern ausplattiert, bis 40 % Konfluenz geziichtet, und daraufhin mit 4% Paraformaldehyd
fixiert.

Die Zellen wurden dann fir 12h bei 4°C mit einem Antikorper gegen Chromogranin A (monoklonal, DAKO®,
DAK-A3) inkubiert. Zur Visualisierung wurde ein Anti-Maus Sekundarantikérper mit Alexa 568 (Molecular
Probes®, 1:600 Verdiinnung, 40min Inkubation bei Raumtemperatur) gewahit.

Der weife Balken entspricht 10 um.

A — Die Zellen wurden mit einem 488nm Argon-Laser angeregt, um die Verteilung von CIC-3-GFP (griin)
darzustellen.

B — Alexa-568-markierte Anti-Maus Sekundarantikdrper wurden mit einem 568nm-Krypton-Laser angeregt und
bei 585-615nm dargestellt.

C — Die Uberlagerung der beiden Bilder zeigt, dass CIC-3-GFP und Chromogranin A auf unterschiedliche
Subpopulationen von intrazellularen Vesikeln verteilt sind.
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A -CIC-3.CEP

Abbildung 3.5. CIC-3-GFP zeigt Kolokalisation mit Lamp-1, einem Marker fir Lysosomen und spate
Endosomen

Immunzytochemie wurde an BON-CIC-3-GFP-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf 22mm Poly-Lysin
beschichteten Deckglédsern ausplattiert, bis 40% Konfluenz geziichtet, und daraufhin bei —20°C mit 4%
Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden dann fiir 12h bei 4°C in Gegenwart eines Antikdrpers gegen Lamp-1
inkubiert (1:50, sc-20011, monoklonal, Santa Cruz). Zur Visualisierung wurde ein Anti-Maus
Sekundérantikorper mit Alexa 568 (Molecular Probes®, 1:600 Verdinnung, 40min Inkubation bei
Raumtemperatur) gewahlt. Die gefarbten Deckgléser wurden mit DAPI gegengefarbt.

Der weife Balken entspricht 10 um.

A — Zellen nach Exzitation durch einen 488nm Argon Laser, CIC-3-GFP erscheint grin.

B — Alexa-568-markierte Anti-Maus Sekundarantikdrper wurden mit einem 568nm-Krypton-Laser angeregt und
bei 585-615nm gemessen. Lamp-1 in rot

C — Der Nukleus wird mit DAPI angefarbt, das Praparat mit einem 351nm UV-Laser angeregt und die Emission
bei 396nm — 508nm abgelesen

D — Die Uberlagerung der Bilder zeigt deutliche Ubereinstimmung der Signale von CIC-3-GFP und Lamp-1.
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3.3. Einfluss von CIC-3 auf den intralysosomalen pH

In den folgenden Experimenten wurde die Hypothese, dass CIC-3 die lysosomale
Azidifizierung in neuroendokrinen Zellen verstarkt, Gberpruft. Fir die Messung des
pH im intrazellularen azidischen Kompartiment wurde Acridin Orange verwendet.
Acridin Orange ist eine schwache Base, die entlang eines pH-Gradienten in sauren
Kompartimenten akkumuliert. Dabei verschiebt sich durch Konzentration der Base
das Emissionsspektrum vom grinen in den roten Bereich sichtbaren Lichts. Diese
Zunahme roter Fluoreszenz kann als Maly fir den Vergleich verschiedener
Zellpopulationen bezuglich des intrazellularen pH-Gradienten verwendet werden.
Eine ausfuhrliche Beschreibung der Methode findet sich im Kapitel Material und
Methoden (2.4.3.).

Vorlaufige Experimente unter der Verwendung des Acridin Orange-Test konnten
zeigen, dass BON-CIC-3-GFP-Zellen ein azidischeres lysosomales Kompartiment als
BON-Zellen besitzen (Abbildung 3.6.). Diese Ergebnisse bedurften der Uberpriifung
durch anderweitige experimentelle Vorgehensweisen, um unspezifische Ursachen fur
diese Unterschiede sicherer auszuschlieen.

Die stabile Transfektion von BON-Zellen mit CIC-3-GFP erfordert eine permanente
Kultur in selektivem Medium: Das Plasmid mit dem CIC-3-GFP-Fusionsprotein
enthalt auch das bakterielle Gen flr die Neomycin-Phosphotransferase; transfizierte
Zellen werden in Gegenwart des Neomycin-Analogs G418 selektiert. Es ist denkbar,
dass die notwendige Langzeitkultivierung von BON-CIC-3-GFP-Zellen mit G418 auch
andere Proteine hochreguliert, die an der zellularen Entgiftung beteiligt sind. So
konnte der standige Einfluss von G418 auch die intrazellulare pH-Regulation
beeinflussen.

Um die intrazellulare Aziditat exklusiv als Funktion der CIC-3-Expression zu messen,
wurde die CIC-3-GFP Uberexprimierende Zelllinie BON-CIC-3-GFP mit Hilfe eines
Cell Sorters (Facs Diva, BD) in 4 gleichgro3e Subpopulationen entsprechend ihres
GFP-Signals im FI-1-Kanal geteilt und anschlieRend die beiden Populationen mit der
jeweils héchsten und niedrigsten GFP-Fluoreszenz (BON-CIC-3-GFP mit hoher CIC-
3-Expression und BON-CIC-3-GFP mit niedriger CIC-3-GFP-Expression) fur 2
Wochen kultiviert. Die Intensitat des GFP-Signals von BON-CIC-3-GFP-hoch und
BON-CIC-3-GFP-niedrig in FI-1, 2 Wochen nach Sortierung, ist in Abbildung 3.7.A

aufgezeigt.
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Abbildung 3.6. BON-CIC-3-GFP-
Zellen haben ein azidischeres intra-
zelluldres Kompartiment als BON-
Zellen.

BON und BON-CIC-3-GFP-Zellen
wurden mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Acridin Orange (5uM-
25uM) fir 7min inkubiert, anschlie-
Rend im DurchfluRzytometer
(FACScalibur, BD) mit einem 488nm-
Argon-Laser bestrahlt und ihre Fluo-
reszenz im roten Wellenlédngenbereich
(FI-3; >670nm) erfasst. Die durch-
schnittlichen Fluoreszenzwerte wur-
den offline mit Flowjo® errechnet und
in Sigmaplot® gegen die Acridin
Orange-Konzentration  aufgetragen.
Berechnung der Geraden durch die
Datenpunkte  mittels linearer Re-
gression (Sigmaplot®). Die Anstiege
der Geraden sind signifikant unter-
schiedlich (p<0,05; F-test).

Abbildung 3.7. Werden die CIC-3-
GFP-lberexprimierenden Klone
BON-CIC-3-GFP und HEK293-
CIC-3-GFP in Subpopulationen ho-
hen und niedrigen Expressions-
niveaus sortiert, so bleibt dieser Un-
terschied fir mindestens 2 Wochen
stabil.

BON-CIC-3-GFP und HEK293-CIC-
3-GFP-Zellen wurden im FACS-Gerét
(FACS Diva) entsprechend ihrer GFP-
Fluoreszenz in FI-1 (515nm-545nm) in
jeweils 2 Subpopulationen hoher und
niedriger Expressionsrate getrennt.
Nach 2 Wochen Kultur wiesen die
Populationen  noch  immer die
urspriinglichen Unterschiede in der
Expression des Proteins auf;

A - Die mittlere Fluoreszenz in FI-1
des BON-CIC-3-GFP-Klons mit hoher
Expression (rot) gleicht  der
Fluoreszenz ~ des  urspringlichen,
unsortierten BON-CIC-3-Klons (lila
gestrichelt). Die CIC-3-Expression des
niedrig exprimierenden Klons (blau)
ist auf dem Niveau von nativen, nicht
transfizierten Zellen (schwarz
gestrichelt).

B - Die Histogramme von HEK293-
CIC-3 mit hoher (rot) und niedriger
(blau) CIC-3-Expression zeigen einen
deutlichen Unterschied. Native, nicht
transfizierte HEK?293-Zellen in
schwarz, HEK?239-CIC-3 lila
gepunktet.
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Der Unterschied der beiden Subpopulationen beziiglich der Gesamtaziditat ihrer
Organellen im Sinne eines erniedrigten pH der stark CIC-3-GFP-positiven Zellen
wurde in der DurchflulBzytometrie mittels Acridin Orange, wie im Methodenteil
beschriebenen, erfasst (Abbildung 3.8.A).

Um diese Ergebnisse weiter zu validieren, wurde der gleiche experimentelle Aufbau
auf einen CIC-3-GFP uberexprimierenden HEK293-Klon (HEK293-CIC-3-GFP)
ubertragen (Abbildung 3.7.B, 3.8. B).
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Abbildung 3.8. Uberexpression von CIC-3-GFP fiihrt zu einem azidischeren intravesikularen pH in (A)
BON-CIC-3-GFP- und (B) HEK293-CIC-3-GFP-Zellen.

Es wurden Zellen hoher mit Zellen niedriger CIC-3-GFP-Expression verglichen. Nach Trypsin-Ablésung
wurden die Zellen in physiologischer Ldsung resuspendiert (pH 7,2; 300mosm), in Gegenwart steigender
Konzentrationen von Acridin Orange (5-15uM fir BON-CIC-3-GFP, 2-55uM fir HEK293-CIC-3-GFP)
inkubiert und die Fluoreszenz im roten Wellenlangenbereich (FI-3; >670nm) im Durchfluizytometer
(Facscalibur, BD®) erfasst. Die durchschnittlichen Fluoreszenzwerte wurden offline mit Flowjo® errechnet und
in Sigmaplot® gegen die Acridin Orange-Konzentration aufgetragen. Berechnung der Geraden durch die

Datenpunkte mittels linearer Regression (Sigmaplot®). Die Anstiege der Geraden sind signifikant unterschiedlich
(p<0,01; F-test).
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3.4. Einfluss heterologer CIC-3-GFP-Uberexpression auf die GroRe des

lysosomalen Kompartiments

In Anbetracht der aufgezeigten Daten liegt der Schluss nahe, dass CIC-3 die
lysosomale Azidifizierung verstarkt.

Die in der DurchfluBzytometrie beobachtete Zunahme der Acridin Orange-
Fluoreszenz in FI-3 trate jedoch nicht ausschlieBlich bei einer Zunahme des
intrazellularen pH-Gradienten auf. Das gleiche Phanomen wirde man ebenso bei
einer isolierten, pH-unabhangigen Zunahme der Grdélke oder Anzahl azidischer
Organellen beobachten.

Um zu zeigen, dass Uberexpression von CIC-3-GFP den intralysosomalen pH und
nicht Anzahl oder Groe azidischer Organellen beeinflusst, wurde das Ausmal} des
lysosomalen Kompartiments mittels immunhostochemischer Farbung von LAMP-1,
einem selektiven Markerprotein fur Lysosomen und spate Endosomen, erfasst
(Obermuller et al., 2002).

Die Farbung zeigt keinen Unterschied in der Expression von LAMP-1 zwischen
BON-Zellen und CIC-3-GFP uberexprimierenden BON-CIC-3-GFP-Zellen.

Expression von CIC-3-GFP fuhrt somit nicht zu einer Expansion des
lysosomalen/endosomalen  Kompartiments, sondern zu einem groReren
intrazellularen pH-Gradienten (Abbildung 3.9.A).

Gleichartige Ergebnisse wurden beim Vergleich der LAMP-1-Expression zwischen
HEK293-Zellen und dem CIC-3-GFP uberexprimierenden HEK293-Klon (HEK293-
CIC-3-GFP) erzielt (Abbildung 3.9.B).

Die aufgefuhrten Experimente unterstitzen die funktionelle Bedeutung von CIC-3 bei

der Azidifizierung von Lysosomen.
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Abbildung 3.9. Uberexpression von CIC-3-GFP in BON (A) und HEK293 (B) fiihrt nicht zu einer
Vergrolierung des lysosomalen / endosomalen Kompartiments.

Permeabilisierte Zellen wurden in Gegenwart eines Antikdrpers gegen Lamp-1 (H4A3, Santa Cruz
Biotechnics®) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Applikation eines Cy5-konjugierten
Sekundérantikdrpers (ab6563, Abcam; 30min Inkubation) erfolgte die Fluoreszenzmessung in der
DurchfluRzytometrie in FI-4 (Facscalibur, BD) und anschlieBende Datenanalyse mit Flowjo®.

Histogramme der Lamp-1-Férbeintensitit der untransfizierten BON und HEK293-Zellen in blau, der CIC-3-
GFP-berexprimierenden Klone BON-CIC-3-GFP und HEK293-CIC-3-GFP in rot.
In rosa und hellblau die jeweiligen Kontrollen, in denen nur der Sekundérantikdrper verwendet wurde.
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3.5. EinfluR von CIC-3 auf die Zytotoxizitat von Etoposid

Resistenz von Tumorzellen gegen zytotoxische Substanzen ist ein zentrales Problem
bei der Therapie von neuroendokrinen Tumoren. Neben anderen Mechanismen wie
gestorter Apoptose oder vermehrter Expression von Effluxpumpen spielt die
Anreicherung der meist schwach basischen Chemotherapeutika in intrazellularen
azidischen Organellen eine wichtige Rolle. Hierbei wird die Substanz von ihrem
intrazellularen Wirkort, welcher meist der Zellkern ist, ferngehalten und ihre Wirkung
neutralisiert (Altan et al., 1998; Hurwitz et al., 1997; Raghunand et al., 2003).

Im Acridin Orange-Test konnte gezeigt werden, dass Uberexpression von CIC-3-GFP
den lysosomalen pH senkt. Ob CIC-3 eine Rolle bei der Resistenz gegenuber
Etoposid spielt, wurde mit dem XTT-Test untersucht; einer Methode zur Erfassung
der Chemotherapiesensitivitat von Tumorzelllinien (Scudiero et al., 1988).
Populationen von BON-CIC-3-GFP-Zellen mit hoher bzw. niedriger CIC-3-Expression
wurden verschiedenen Konzentrationen von Etoposid Uber 48h ausgesetzt. Die
Ergebnisse zeigen, dass BON-CIC-3-GFP-Zellen mit hoher Expression von CIC-3-
GFP starkere Etoposid-Konzentrationen tolerieren, als solche mit niedriger. Eine
Bestatigung dieser Ergebnisse findet sich bei der vergleichenden Untersuchung von
HEK293-CIC-3-GFP-Zellen mit hoher und mit niedriger Expression von CIC-3-GFP
(Abbildung 3.10. A und B).

In den Versuchen mit BON-CIC-3-GFP-Zellen konnte die IC50 experimentell nicht
erreicht werden. Die hohe Resistenz dieser Zellen gegenuber Etoposid einerseits
und eine nur begrenzte maximale Loslichkeit der Substanz andererseits verhinderten
ein Abtoten von BON-CIC-3-GFP-Zellen bis zu dieser Schwelle (siehe auch Abschnitt
2.5.2. in Material und Methoden).

Die zum t-Test herangezogenen |IC50-Werte in den Experimenten mit BON-CIC-3-
GFP-Zellen sind somit errechnete Werte, welche aus den experimentell ermittelten
Datenpunkten (Sigmaplot® Version 8) durch nonlineare Regression bestimmt wurden
(siehe Kapitel 2.5.3.)
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Abbildung 3.10. Uberexpression von CIC-3-GFP in BON-CIC-3-GFP (A) und HEK293-CIC-3-GFP (B)
erhoht die Resistenz gegeniiber Etoposid.

CIC-3-GFP uberexprimierende BON-CIC-3-GFP (A) oder HEK293-CIC-3-GFP-Zellen (B) wurden in Populationen
mit hoher (rot) und niedriger (schwarz) Expression sortiert. Zellkultur erfolgte in Anwesenheit von Etoposid fiir 48h
mit anschlieBender Messung der Zelliberlebensrate mit dem XTT-Test. Jede Etoposid-Konzentration wurde in 4
Replikaten getestet und das mittlere Zelltberleben berechnet. Berechnung der Kurven durch die Mittelwerte der
Datenpunkte durch nonlineare Regression (Sigmaplot®). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

Die errechneten IC50 der beiden getesteten Zellpopulationen in BON-CIC-3-GFP und HEK293-CIC-3-GFP
unterscheiden sich signifikant (p<0,05; t-Test; IC50-Werte und Standardabweichungen in Bildlegende).
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Abbildung 3.11. Kurzzeitinkubation mit niedrigen Dosen Concanamycin A hebt den intravesikularen pH
in den neuroendokrinen Tumorzelllinien BON (A) und LCC-18 (B).

BON- und LCC-18-Zellen wurden mit verschiedenen nanomolaren Konzentrationen von Concanamycin A fir 30 min
inkubiert und anschlieBend trypsiniert, gewaschen und in physiologischer Lésung (pH 7,2; 300mosm) resuspendiert.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation in Gegenwart aufsteigender Konzentrationen Acridin Orange (5-15uM fur BON
8min; 1,5-5,5uM fiir LCC-18, 7min). Nach Erfassen der Fluoreszenz in FI-3 (>670nm; FACScalibur, BD) wurden in
Flowjo® die mittleren Fluoreszenzwerte errechnet und gegen die Acridin Orange- Konzentration aufgetragen.
Berechnung der Geraden durch die Datenpunkte mittels linearer Regression (Sigmaplot®). Die Anstiege der
Geraden zwischen BON-Kontrolle und BON nach Behandlung mit 10nM Concanamycin A einerseits und LCC-18-
Kontrolle und LCC-18 nach Behandlung mit 5nM Concanamycin A andererseits sind signifikant unterschiedlich
(p<0,01; F-test).
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3.6. Pharmakologische Manipulation des lysosomalen pH

Die durchgefuhrten Messungen zu Zytotoxizitdt und lysosomalem pH suggerieren
einen kausalen Effekt erhohter lysosomaler Aziditat auf die Chemotherapieresistenz.
Um den Einfluss des lysosomalen pHs auf die Empfanglichkeit neuroendokriner
Zellen fur Chemotherapie mit Etoposid aufzuzeigen, wurde in weiteren Experimenten
der potente und spezifische Inhibitor der lysosomalen v-H*-ATPase Concanamycin A
verwendet (Drose et al., 1993).

In vorbereitenden Messungen wurde die lysosomotrope Potenz von Concanamycin A
in den neuroendokrinen Tumorzelllinien BON und LCC-18 untersucht, mit dem Ziel
die minimale effektive Dosis zu bestimmen.

Eine deutliche Erniedrigung des intravesikularen pH konnte bei Applikation von 10nM
in BON und 5nM in LCC-18 erreicht werden (Abbildung 3.11. A und B).

Werden BON-CIC-3-GFP und LCC-18-Zellen fur eine halbe Stunde mit
Concanamycin A vorbehandelt, so ergibt sich, im Vergleich zur Kontrolle, eine
hdhere Sensitivitat fur die Behandlung mit Etoposid (Abbildung 3.12. A und B).
Dabei ist die verwendete Konzentration von Concanamycin A selbst nicht toxisch flr
die Zellen (Abbildung 3.13. A und B).

3.7. EinfluB von Protonenpumpeninhibitoren (PP) auf I|ysosomale

Azidifizierung

Concanamycin A ist ein hochselektiver Inhibitor der lysosomalen v-H*-ATPase. Seine
hohe Toxizitat verbietet jedoch die klinische Anwendung.

Omeprazol und Pantoprazol gehoren zur Substanzklasse der
Protonenpumpeninhibitoren (PPl) - einer Gruppe von Medikamenten, deren
Zielstruktur die H*-ATPase der Parietalzellen des Magens ist. Sie sind Mittel der
Wahl bei gastro-6sophagealer Refluxkrankheit (GERD) und von vergleichbar
geringer Toxizitat (Moayyedi & Talley, 2006). In verschiedenen Studien wird Uber ihre
Eigenschaft berichtet, eine Wirkung auch auf die lysosomale v-H*-ATPase zu
entfalten und Tumorzellen fur die Behandlung mit schwach-basischen

Chemotherapeutika zu sensibilisieren (Lee & Tannock, 2006; Luciani et al., 2004).
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Keine Anderung des pH im intrazelluldren azidischen Kompartiment ist messbar,
wenn BON-CIC-3-GFP oder LCC-18-Zellen fur 24h mit den PPl Omeprazol oder
Pantoprazol behandelt werden (Abbildung 3.14. A und B; 3.15. A und B).

Werden BON-CIC-3-GFP und LCC-18-Zellen fir 24h mit Omeprazol oder
Pantoprazol vorbehandelt, so ergibt sich bezuglich der Toxizitat des schwach
basischen = Chemotherapeutikums Etoposid kein  Unterschied zur nicht
vorbehandelten Kontrollgruppe (Abbildung 3.16. A und B; 3.17. A und B).
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Abbildung 3.12. Vorbehandlung von BON-CIC-3-GFP (A) und LCC-18-Zellen (B) mit Concanamycin A
senkt die Resistenz gegenliber Etoposid.

BON-CIC-3-GFP-Zellen (A) oder LCC-18-Zellen (B) wurden 48h in Anwesenheit von Etoposid in 96-Loch-
Platten kultiviert. Unmittelbar vorher erfolgte die Inkubation mit 10nM (BON-CIC-3-GFP) bzw. 5nM (LCC-18)
Concanamycin A flir 30min. In der Kontrollgruppe Vorbehandlung mit Zellkulturmedium. Die Messung der
Zelliberlebensrate erfolgte mit dem XTT-Test. Es wurden 4 Replikate je Etoposid-Konzentration getestet und
das mittlere Zelliiberleben berechnet. Berechnung der Kurven durch die Datenpunkte durch nonlineare
Regression (Sigmaplot®). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

Die errechneten 1C50 der beiden getesteten Zellpopulationen (Vorbehandlung vs. keine Vorbehandlung) in
BON-CIC-3-GFP bzw. LCC-18 unterscheiden sich signifikant (p<0,05; t-Test; IC50 und Standardabweichungen
in Bildlegende).
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Abbildung 3.13. Die Vorbehandlung von BON-CIC-3-GFP (A) oder LCC-18-Zellen (B) mit
Concanamycin A (30min, 10nM) ist nicht toxisch.

Zellen wurden in 96-Loch-Platten 30 min in Gegenwart ansteigender Konzentrationen Concanamycin A
inkubiert und nach Waschen weitere 48h in Medium kultiviert. Die Zellliberlebensrate wurde mit dem XTT
bestimmt. Es wurden 4 Replikate je Concanamycin A-Konzentration getestet und der Mittelwert errechnet.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

Die gringestrichelten Vertikalen reprasentieren die Concanamycin A-Konzentration, welche in den XTT-Tests
verwendet wurde.
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Abbildung 3.14. Behandlung mit den Protonenpumpeninhibitoren (PPI) Omeprazol (A) and Pantoprazol
(B) veréndert den intravesikularen pH in BON-CIC-3-GFP-Zellen nicht.

BON-CIC-3-GFP-Zellen wurden in Gegenwart von 50uM Omeprazol und Pantoprazol fur 24h inkubiert und die
intravesikuldre Aziditat, wie in 2.4.4. beschrieben, bestimmt. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigt sich
kein signifikanter Unterschied des intravesikuldren pH nach Behandlung mit PPI (p>0,05; F-test).
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Abbildung 3.15. Behandlung mit den Protonenpumpeninhibitoren (PPI) Omeprazol (A) and Pantoprazol
(B) verandert den intravesikuldaren pH in LCC-18-Zellen nicht.

LCC-18-Zellen wurden in Gegenwart von 50uM Omeprazol und Pantoprazol fir 24h inkubiert und die
intravesikulére, Aziditat wie in 2.4.4. beschrieben, bestimmt. Die in den Graphen dargestellte Tendenz, dass PPI
den intravesikuldren pH leicht senken, ist nicht statistisch signifikant. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigt
sich kein signifikanter Unterschied des intravesikularen pH nach Behandlung mit PPI (p>0,05; F-test).
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Abbildung 3.16. Vorbehandlung von BON-CIC-3-GFP-Zellen (A) und LCC-18-Zellen (B) mit Omeprazol
verdndert die Resistenz gegeniiber Etoposid nicht.

BON-CIC-3-GFP (A) oder LCC-18-Zellen (B) wurden 48h in Anwesenheit von Etoposid in 96-Loch-Platten
kultiviert. Unmittelbar vorher erfolgte die Inkubation mit 50uM Omeprazol fur 24h. In der Kontrollgruppe
Vorbehandlung mit Zellkulturmedium. Die Messung der Zelluberlebensrate erfolgte mit dem XTT-Test. Es
wurden 4 Replikate je Etoposid-Konzentration getestet und das mittlere Zelliberleben berechnet. Berechnung
der Kurven durch die Datenpunkte durch nonlineare Regression (Sigmaplot®). Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an.

Die errechneten IC50 der beiden getesteten Zellpopulationen (Vorbehandlung versus keine VVorbehandlung) in
BON-CIC-3-GFP bzw. LCC-18 unterscheidet sich nicht signifikant (p>0,05; t-Test; IC50-Werte und
Standardabweichungen in Bildlegende).
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Abbildung 3.17. Vorbehandlung von BON-CIC-3-GFP-Zellen (A) und LCC-18-Zellen (B) mit Pantoprazol
verandert die Resistenz gegeniiber Etoposid nicht.

BON-CIC-3-GFP-Zellen (A) oder LCC-18-Zellen (B) wurden 48h in Anwesenheit von Etoposid in 96-Loch-
Platten kultiviert. Unmittelbar vorher erfolgte die Inkubation mit 50uM Pantoprazol fur 24h. In der
Kontrollgruppe Vorbehandlung mit Zellkulturmedium. Die Messung der Zelliiberlebensrate erfolgte mit dem
XTT-Test. Es wurden 4 Replikate je Etoposid-Konzentration getestet und das mittlere Zelliiberleben berechnet.
Berechnung der Kurven durch die Datenpunkte durch nonlineare Regression (Sigmaplot®). Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung an.

Die errechneten IC50 der beiden getesteten Zellpopulationen (Vorbehandlung versus keine Vorbehandlung) in
BON-CIC-3-GFP bzw. LCC-18 unterscheiden sich nicht signifikant (p>0,05; t-Test; IC50-Werte und
Standardabweichungen in Bildlegende).



3. Ergebnisse 49

3.8. Praparation und durchfluBzytometrische Analyse isolierter Lysosomen aus
BON-Zellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und weiterer Studien anderer
Forschungsgruppen unterstitzen die funktionelle Bedeutung von CIC-3 bei der
lysosomalen Ansauerung (Barg et al., 2001; Li et al., 2002).

Um die Funktion von CIC-3 ausschliel3lich in Lysosomen zu untersuchen, ware es
von Vorteil, mit isolierten, metabolisch aktiven Lysosomen zur arbeiten. Sie stellen
ein weniger komplexes System als eine Zelle dar; pH-Messungen kénnten an nur
einem Kompartiment, welches nicht in ein anderes inkorporiert ist, durchgefuhrt
werden.

Die hier angewandte Prozedur fur die Lysosomenpurifikation aus BON-Zellen basiert
auf Zelllyse und serieller Zentrifugation, gefolgt von Ultrazentrifugation entlang eines
Dichtegradienten. Die einzelnen Fraktionen aus dem Dichtegradienten wurden
anschliellend mit einem Antikorper gegen den lysosomalen Marker LAMP-1 gefarbt.
Zur Detektion des Lamp-1-Signals wurde ein Cy5-konjugierter Sekundarantikorper
verwendet. 9 Fraktionen entsprechend 9 Bandern aus den 6 in der Ultrazentrifuge
verwendeten Dichtemedien wurden in der Durchflusszytometrie analysiert.

Ebenso wurden die Fraktionen der Lyososmenpurifikation aus BON-CIC-3-GFP-
Zellen in der DurchfluBzytometrie gemessen. Abbildung 3.18. A zeigt die
Histogramme der 4 Fraktionen aus BON-CIC-3-GFP-Zellen mit der hdchsten
Fluoreszenz im grunen Wellenlangenbereich (FI-1) — entsprechend der CIC-3-GFP-
Prasenz - unter ihnen Fraktion 9 mit der hellsten durchschnittlichen grinen
Fluoreszenzintensitat. Misst man alle 9 Fraktionen im langwelligen roten Bereich (FI-
4) — entsprechend der LAMP-1 Prasenz -, so haben dieselben 4 Fraktionen auch in
rot die grote Fluoreszenzintensitat. Auch in Fl-4 zeigt Fraktion 9 die meiste
Fluoreszenz (Abbildung 3.18. B).

Die durchflulizytometrischen Messungen zeigen, dass die Fluoreszenzintensitat der
Gradienten in FI-1 mit derjenigen in Fl-4 einhergeht und unterstitzen damit die
kompartimentale Kolokalisation von LAMP-1 und CIC-3-GFP. Sie unterstreichen
damit ebenfalls die lysosomale Lokalisation von CIC-3.
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Abbildung 3.18. Nach Ultrazentrifugation eines Zelllysats von BON-CIC-3-GFP-Zellen zeigt Fraktion 9
(griin) sowohl in FI-1 (A) als auch FI-4 (B) die héchste Fluoreszenzintensitéat.

Nach der Auftrennung durch Ultrazentrifugation wurden die einzelnen Fraktionen bei Raumtemperatur fur 1h in
Gegenwart eines Antikorpers gegen Lamp-1 inkubiert (1:50, sc-20011, monoklonal, Santa Cruz). Detektion des
Priméarantikorpers erfolgte durch einen Cy5-konjugierten anti-Maus-Antikérper (abcam, ab6563).

In der DurchfluRzytometrie erfolgte die Darstellung des CIC-3-GFP-Signals in FI-1 (A). Messung der Lamp-1-
gefarbten Strukturen in Fl-4. Die Fluoreszenzintensitaten der Ereignisse der einzelnen Gradienten wurden mit
der Software Flowjo® als normalisierte Histogramme dargestellt.
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In den darauffolgenden Experimenten wurde ausschlielBlich Fraktion 9 verwendet,
um die funktionelle Relevanz von CIC-3 fur die Aziditat der isolierten Lysosomen zu
untersuchen. Die Aziditat von Lysosomen aus BON-Zellen wurde im Acridin Orange-
Test mit Lysosomen aus BON-CIC-3-GFP-Zellen verglichen. Ebenso wurden
Lysosomen aus BON-CIC-3-GFP- hoch und niedrig exprimierenden Subpopulationen
der BON-CIC-3-GFP-Zellen untereinander verglichen. In beiden Experimenten
weisen Lysosomen von Zellen mit hoher CIC-3-GFP-Expression einen azidischeren
intralysosomalen pH auf (Abbildung 3.19. A und B).

In einem weiteren Versuch wurden Lysosomen aus BON-Zellen fir 2 Stunden in
chloridfreiem oder Chlorid in physiologischer intrazellularer Konzentration
enthaltendem Medium inkubiert und ihre Aziditat verglichen. Lysosomen, die in
Medium ohne Chlorid waren, wiesen einen alkalischeren pH auf.

Zur Demonstration der metabolischen Aktivitdt der aufgereinigten Lysosomen
wurden die Lysosomen fur 15 min in Anwesenheit von Concanamycin A inkubiert.
Diese Behandlung alkalisierte den lysosomalen pH im Acridin Orange-Test
(Abbildung 3.20. A und B).

Die den Abbildungen 3.19. und 3.20. zugrundeliegenden Experimente erforderten
eine lange Phase der Vorbereitung, um geeignete Bedingungen flr die erfolgreiche
Organellenpraparation sowie deren durchfluBzytometrische Analyse zu finden. Selbst
bei hohem Ausgangsvolumen des fur die Praparation verwendeten Zellpellets war
die Ausbeute an lysosomenreicher Organellenfraktion nur gering.

Die Ergebnisse der in den Abbildungen 3.19. und 3.20. gezeigten FACS-Analysen
sind deshalb nur als vorlaufige Daten zu werten. Sie stitzen die Hypothese, dass
CIC-3 durch Bereitstellung eines Anionenstroms die lysosomale Azidifizierung
befordert, bedurfen jedoch der der endgultigen Bestatigung durch mehrfache

Reproduktion.
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Abbildung 3.19.

(A) Lysosomen von BON-CIC-3-GFP-Zellen haben einen azidischeren pH als Lysosomen von BON-
Zellen.

(B) Lysosomen von BON-CIC-3-GFP hoch-exprimierenden Zellen haben einen azidischeren pH als
Lysosomen aus BON-CIC-3-GFP niedrig-exprimierenden Zellen.

Durch Ultrazentrifugation gewonnene Lysosomen wurden in Gegenwart von Acridin Orange (0,4-1,2uM)
inkubiert und die Fluoreszenz im roten Wellenlangenbereich (FI-3; >670nm) im Durchfluzytometer
(Facscalibur, BD) erfasst. Die durchschnittlichen Fluoreszenzwerte wurden nach der Messung mit Flowjo®
errechnet, in Sigmaplot® gegen die Acridin Orange-Konzentration aufgetragen. Berechnung der Geraden durch
die Datenpunkte mittels linearer Regression (Sigmaplot®). Die Anstiege der Geraden unterscheiden sich
signifikant. (p<0,05; F-test).
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Abbildung 3.20.

(A) Inkubation in chloridfreiem Medium alkalisiert den pH in Lysosomen aus BON-Zellen.

(B) Inkubation in Gegenwart von Concanamycin A alkalisiert den pH in Lysosomen aus BON-Zellen.
Durch Ultrazentrifugation gewonnene Lysosomen wurden fiir mindestens 2h in chloridfreiem Medium (A) bzw.
15min in Gegenwart von 10nM Concanamycin A (B) inkubiert. Fir die Messung lysosomaler Aziditat wurde in
Gegenwart von Acridin Orange (0,4-1,2uM) fir 2min inkubiert und die Fluoreszenz im roten
Wellenlangenbereich (FI-3; >670nm) im DurchfluRzytometer (Facscalibur, BD) erfasst. Die durchschnittlichen
Fluoreszenzwerte wurden nach Messung mit Flowjo® errechnet, in Sigmaplot® gegen die Acridin Orange-
Konzentration aufgetragen. Berechnung der Geraden durch die Datenpunkte mittels linearer Regression
(Sigmaplot®). Die Anstiege der Geraden unterscheiden sich signifikant. (p<0,01; F-test).
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3.9. Pgp und MRP1 in BON-Zellen

Bei den Untersuchungen in der vorliegenden Studie zur Zytotoxizitat zeigten die
neuroendokrinen Tumorzellen eine hohe Toleranz fur Etoposid.

Um eine erhohte Expression von ABC-Transportern als Ursache flr diese Resistenz
auszuschlief3en, wurden BON und BON-CIC-3-GFP-Zellen im Western Blot auf das
Vorhandensein der ABC-Transporter Pgp und MRP1, deren Substrat Etoposid ist,
untersucht (Ambudkar et al., 1999; Borst et al., 2000; Kool et al., 1999). Es konnte
keine Expression von Pgp oder MRP1 nachgewiesen werden (Abbildung 3.21. A
und B).
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Abbildung 3.21. BON-Zellen exprimieren kein Pgp (A) oder MRP1 (B)
Western Blot Analyse in totaler Zellmembranpraparation. 30ug (A) bzw. 25ug (B) Protein Membranprotein
wurde in jede Tasche eines 8% SDS-Gels gelegt. Molekulargewichte in kDa.

A-Pgp

Bahn 1, BON-Zellen

Bahn 2, BON-CIC-3-GFP-Zellen

Bahn 3, BON-CIC-3-GFP-Zellen mit hoher CIC-3-GFP-Expression
Bahn 4, BON-CIC-3-GFP-Zellen mit niedriger CIC-3-GFP-Expression
Bahn 5, NIH-3T3-MDR1-Zellen, Uberexpressor von Pgp als Kontrolle

B - MRP1

Bahn 1, BON-Zellen

Bahn 2, BON-CIC-3-GFP-Zellen

Bahn 3, BON-CIC-3-GFP-Zellen mit hoher CIC-3-GFP-Expression
Bahn 4, BON-CIC-3-GFP-Zellen mit niedriger CIC-3-GFP-Expression
Bahn 5, leer

Bahn 6, SW-620, humane Kolon-Karzinom-Zelllinie als Kontrolle
Bahn 7, A-549, humane Adenokarzinom-Zelllinie als Kontrolle

Bahn 8, T98 G, humane Glioblastom-Zelllinie als Kontrolle
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4. Diskussion
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Chloridkanals CIC-3 auf die
lysosomale Azidifizierung in neuroendokrinen Tumorzellen und die Bedeutung

dessen fur die Chemotherapieresistenz dieser Zellen zu erforschen.

4.1. Intrazellulare Lokalisation von CIC-3 in nheuroendokrinen Zellen

Mithilfe eines CIC-3-GFP uberexprimierenden BON-Zellklons wurde dargestellt, dass
CIC-3-GFP in der Membran von Lysosomen und Endosomen lokalisiert ist — ein
Ergebnis, welches durch die Untersuchungen von Li et al. und anderen
Wissenschaftlern bestatigt wird (Hara-Chikuma et al., 2005; Li et al., 2002; Suzuki et
al., 2006). Die meisten anderen Autoren schlagen ebenfalls intrazellulare
Lokalisationen wie exozytotische, endozytotische und synaptische Vesikel vor (Barg
et al., 2001; Stobrawa et al., 2001).

In einigen wenigen Studien wird die Expression des Proteins in Zellkern oder
Plasmamembran gezeigt (Shimada et al., 2000; Wang et al., 2000; Wang et al.,
2006). Weylandt et al. konnten jedoch demonstrieren, dass der in den meisten dieser
Studien verwendete kommerzielle Antikdrper (Alomone®) nicht spezifisch fiir CIC-3
ist und auch mit anderen zellularen Proteinen kreuzreagiert. Dies konnte eine

Erklarung fur die Detektion des Proteins in Zellkern und Plasmamembran sein.

Ein wichtiges Problem bei derartigen Untersuchungen ist die begrenzte Spezifitat, mit
der subzellulare Kompartimente mit Hilfe immunhistochemischer Farbemethoden
voneinander abgegrenzt und identifiziert werden konnen. Dies liegt zum einen an der
Kontinuitat, mit der verschiedene Vesikelpopulationen ineinander Ubergehen, sich
das endomembrandse System aus Golgi, ER, Zellkern, Lysosomen, Endosomen und
anderen Vesikeln in standigem Fluss befindet (Saraste & Goud, 2007). Andererseits
konnen lysosomale Membranproteine und Enzyme in manchen Zelltypen regelhaft in
fast allen endozytotischen und biosynthetischen Organellen gefunden werden (Baron
et al., 1988).

Es ist somit denkbar, dass der Vesikeltyp, dem CIC-3 zugeordnet werden muss, mit
der Herkunft der untersuchten Zelle variiert. In neuroendokrinen Zellen scheint der

Kanal vornehmlich in Lysosomen und spaten Endosomen exprimiert zu werden.
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4.2. Kolokalisationsstudien mittels Uberexpression von CIC-3-GFP

Die heterologe Uberexpression von carboxyterminal GFP-markiertem CIC-3 in BON-
CIC-3-GFP, einem transgenen Klon der neuroendokrinen Zelllinie BON, war die hier
benutzte Methode der Wahl, die subzellulare Lokalisation von CIC-3 zu untersuchen
(Weylandt, 2000).

Die erzwungene Uberexpression eines Proteins kann die Kapazitat des
intrazellularen Targeting-Mechanismus Uberschreiten und somit zu einem artifiziellen
Verteilungsmuster fuhren. So wurde bei CIC-3-GFP exprimierenden HEK293-Zellen
das Protein auch in der Plasmamembran nachgewiesen (Weylandt, 2000). Dies ist
jedoch wahrscheinlich nicht mit der naturlichen Lokalisation von zelleigenem CIC-3
gleichzusetzen, sondern eher als Folge der Uberséattigung des Targeting-
Mechanismus zu deuten. Ein solcher Zusammenhang zwischen Uberexpression und
Erscheinen eines intrazellularen Proteins in der Plasmamembran konnte in ahnlicher
Weise bereits fur CIC-4 und CIC-5 in HEK293-Zellen und Igp120 (lysosomales
Membranglykoprotein 120) in CHO-Zellen bestatigt werden (Friedrich et al., 1999;
Harter & Mellman, 1992).

Die hier verwendete neuroendokrine Zelllinie BON weist im Western Blot eine hohe
endogene Expression fur CIC-3 auf und ist damit ein geeigneteres System fur die
Erforschung des Kanals als zum Beispiel HEK293-Zellen mit geringer endogener
Expression. Bei der Untersuchung von BON-CIC-3-GFP im konfokalen Mikroskop
war CIC-3-GFP ausschlieBlich in intrazellularen Vesikeln und Vesikelmembranen
prasent. Deshalb wurden in weiteren Kolokalisationsexperimenten nur Marker fur

intrazellulare Organellen benutzt.

4.3. CIC-3 und Sekretion

Andere Arbeiten konnten die bevorzugte Anreicherung von CIC-3 in synaptischen
Vesikeln hippokampaler Neuronen und in exozytotischen Vesikeln pankreatischer 13-
Zellen zeigen (Barg et al., 2001; Stobrawa et al., 2001). Eine derartige Verteilung
konnte auf die funktionelle Bedeutung von CIC-3 im Rahmen sekretorischer
Prozesse hinweisen. Um diese Annahme zu prufen wurden BON-CIC-3-GFP-Zellen
mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen Chromogranin A und Synaptophysin

immunzytochemisch gefarbt. Die genannten Proteine sind Marker fir 2 Vesikelarten,
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die die 2 wesentlichen Stoffwechselwege der Sekretion in neuroendokrinen Zellen
reprasentieren (Bauerfeind et al., 1994). Chromogranin A ist ein Markerprotein fur
large dense core vesicles (LDCV), Synaptophysin fur small synaptic vesicles (SSV).
Die Tatsache, dass CIC-3-GFP an anderen intrazellularen Orten als den genannten
detektierbar war, macht eine funktionelle Bedeutung des Kanals bei der Sekretion in
neuroendokrinen Zellen unwahrscheinlich.

Kolokalisation mit LAMP-1 und Acridin Orange deuten eher in Richtung einer Rolle
bei der lysosomalen Azidifizierung — eine vielfach von anderen Autoren bestatigte
Hypothese (Hara-Chikuma et al., 2005; Li et al., 2002).

4.4. CIC-3 und pH des intrazellularen Kompartiments

Die durchgefuhrten Messungen des pH im intrazellularen Kompartiment stitzen die
Tatsache, dass CIC-3 die lysosomale Azidifizierung befordert.

An BON-Zellen konnte gezeigt werden, dass Uberexpression von CIC-3-GFP, den
pH im intrazellularen Kompartiment erniedrigt. Validiert wurden diese Daten durch
gleichgerichtete  Ergebnisse bei  Experimenten mit einem CIC-3-GFP

uberexprimierenden HEK293-Klon.

Stabile heterologe Expression von CIC-3-GFP in BON-CIC-3-GFP und HEK293-CIC-
3-GFP erfordert permanente Kultur der Zellen in Anwesenheit des Neomycin-
Analogons G418. Denkbar ist, dass Langzeitbehandlung in selektivem Medium zu
intrazellularen pH-Verschiebungen fuhrt. Ein solches Artefakt wurde ausgeschlossen
durch Vergleich von Subgruppen von BON-CIC-3-GFP-Zellen mit unterschiedlich
hoher  CIC-3-GFP-Expression. Ebenso wurde mit einem CIC-3-GFP
uberexprimierenden HEK293-Klon (HEK293-CIC-3-GFP) verfahren.

Ein anderes Problem bei stabiler Uberexpression eines Proteins ist, dass sie die
betroffene Zelle zur Vergrélierung ihres Proteinabbauapparates zwingen konnte. Das
Ergebnis ware eine mdglicherweise veranderte Grolde oder Anzahl von Lysosomen,
welche im Acridin Orange-Test falschlich als Senkung des intravesikularen pH
erfasst wurden. Der fehlende Unterschied bezuglich GroRe und Anzahl von

Lysosomen zwischen den nativen Zellen und ihrem CIC-3-GFP-Uberexprimierenden
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Klon bei BON und HEK293 — durchflullizytometrisch gemessen als Expression des

lysosomalen Markerproteins LAMP-1 — schlief3t dieses Artefakt jedoch aus.

Bei der angewandten experimentellen Vorgehensweise ist es nicht wahrscheinlich,
dass die gesteigerte lysosomale Azidifizierung ein durch permanente Kultur in
selektivem Medium verursachtes Artefakt ist.

Fur die weitere Erforschung CIC-3-vermittelter Veranderungen wird es jedoch
notwendig sein, eine Methode zu entwickeln, welche die endogene Kanalaktivitat
misst und sich nicht auf Beobachtungen in Systemen mit heterologer Expression
verlassen muss. Eine mogliche Alternative ware hier die Herabregulation von

endogenem CIC-3 mittels Antisense-RNA oder RNA-Interferenz.

4.5. CIC-3 und Zytotoxizitat von Etoposid

Es ist bekannt, dass intrazellulare azidische Organellen durch Sequestration
schwach basische Chemotherapeutika von ihrem Wirkort im Nukleus fernhalten und
die Zelle somit vor Apoptose und Zelltod schiitzen kdnnen (Altan et al., 1998; Hurwitz
et al., 1997; Rajagopal & Simon, 2003; Schindler et al., 1996).

Die durchgefuhrten Experimente mit Acridin Orange zeigten einen CIC-3-abhangigen
Effekt auf die lysosomale Aziditat in BON-CIC-3-GFP. Die Hypothese, dass dieser
Effekt flr die Resistenz gegenuber Etoposid relevant ist, konnte in Zytotoxizitatstests
bestatigt werden — BON-CIC-3-GFP-Zellen, selektiert fur eine hohe CIC-3-GFP-
Expression, tolerieren hohere Dosen des Chemotherapeutikums als BON-CIC-3-
GFP-Zellen, welche fur eine geringe Expression des Proteins selektiert wurden.
Dieselben Ergebnisse bei HEK293-CIC-3-GFP-Zellen bekraftigen die Rolle von CIC-
3 als Resistenzmechanismus.

Die Moglichkeit eines Artefakts wegen Langzeitbehandlung mit G418 wurde durch
den Vergleich von Subgruppen unterschiedlich hoher CIC-3-GFP-Expression des
jeweiligen uberexprimierenden Klons ausgeschlossen.

Auch hier sind zuklnftige Experimente unter Messung des Effekts von endogenem
CIC-3 notwendig. Dies konnte unter Verwendung von siRNA gegen CIC-3-mRNA
geschehen.

Ein Problem der vorliegenden Studien war die bereits basal vorliegende hohe

Resistenz gegen Etoposid in den verwendeten neuroendokrinen BON-Zellen. Diese
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fuhrte dazu, dass in den hier vorgestellten Experimenten mit BON-CIC-3-GFP Zellen
— aufgrund der zu geringen Loslichkeit von Etoposid — die notwendigen hohen Dosen
zum Erreichen des IC50 nicht verabreicht werden konnten. Daher wurde sich in der
vorliegenden Arbeit dafir entschieden, einen IC50-Wert zum Vergleich auch in den
Experimenten zu berechnen, in denen die hierfur notwendige Konzentration des
Chemotherapeutikums nicht erreicht werden konnte (siehe Material und Methoden
2.5.2.und 2.5.3.).

4.6. pH-abhdngige Anreicherung von Chemotherapeutika als Mechanismus fir

Multidrug Resistance

Demant et al. und spater auch Raghunand et al. haben die Auswirkung azidischer
Vesikel auf Resistenzentwicklung gegenlber Zytostatika sowohl theoretisch als auch
praktisch untersucht (Demant et al., 1990; Raghunand et al., 1999). In ihren Studien
entwickeln sie rechnerische Modelle zur Beschreibung pH-abhangiger
Chemoresistenz. Diese Modelle basieren auf der Annahme, dass sich die Molekule
eines Chemotherapeutikums auf 4 Kompartimente verteilen: das extrazellulare
Medium, das Zytosol, den Nukleus und azidische Vesikel. Die Gleichungen, um den
Fluss der Molekile zu beschreiben, schlieRen Faktoren wie den intra- und
extrazellularen pH, den vesikularen pH, den pK der Substanz, die Rate an
Vesikelumsatz, Zellvolumen etc. in physiologisch angemessenen Reichweiten ein.
Entsprechend ihren Modellen kann eine Zelle die zytosolische Konzentration eines
schwach basischen Medikaments unter anderem durch folgende Malnahmen
beeinflussen:

1. Aktiver Transport in azidische intrazellulare Vesikel

2. erhohte Erneuerungsrate des azidischen Kompartiments

3. erniedrigter pH des azidischen Kompartiments

4. erhohter pH-Gradient Uber der Plasmamembran
Die Autoren betonen, dass sowohl in vitro als auch in vivo das Volumen des
extrazelluldaren Kompartiments unverhaltnismaflig groRer ist als Zytosol und
intrazellulares Kompartiment. Somit ist in diesem Modell die extrazellulare
Konzentration einer Substanz die wichtigste Determinante der intrazellularen
Konzentration. Folglich kénne allein die lysosomale Sequestration des protonierten

Medikamentes nicht dessen Konzentration im Zytoplasma und Nukleus erniedrigen.
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Eine definierte Mindestrate von endosomalem/lysosomalem Umsatz misse
zusatzlich seine Ausschleusung aus der Zelle ermoglichen, damit der lysosomale pH
ein maldgeblicher Faktor bei der Chemoresistenz sein kann.

Ein Effluxmechanismus  jedoch, der auf alleiniger pH-abhangiger
Medikamentenanreicherung durch Diffusion in ein endosomales/lysosomales
Kompartiment von pH 5 und zusatzlicher Ausschleusung der Substanz durch
Exozytose beruhe, kdnne nicht fur eine suffiziente Elimination ausreichen. Dafur
waren unrealistisch hohe Umsatz- und Exozytoseraten und/oder unrealistisch
niedrige intravesikulare pH notwendig. Die Autoren schlussfolgern daher, dass
passive, pH-abhangige Sequestration nicht fur Chemoresistenz verantwortlich sein
kann.

Basierend auf diesen theoretischen Modellvorstellungen schlagen Raghunand et al.
einen organischen Kation-Proton-Antiporter vor, dessen aktiver
Transportmechanismus intravesikulare Zytostatikakonzentration zusatzlich erhdhen
kann. Gemal lhrem Model sind sogar sehr zurlckhaltende Schatzungen der Aktivitat
dieses Kation-Proton-Antiportsystems suffizient, um schwach basische Substanzen
in ausreichender Menge aus der Zelle zu beférdern. lhre Effektivitat ware in etwa mit

der von ABC-Transportern wie Pgp vergleichbar (Raghunand et al., 1999).

Sowohl bei passiver Anreicherung als auch bei aktivem Transport sind jedoch der pK
der Substanz sowie der intravesikulare pH durch die Beeinflussung der maximalen
Konzentration innerhalb  der Organelle  wichtige  Determinanten  der
Resistenzentwicklung (Busch et al., 1994). Der Motor der vesikularen Sequestration
bleibt der pH Gradient zwischen Zytosol und intrazelluldarem Kompartiment; die
Transportgeschwindigkeit des Antiporters korreliert mit der Grolle des Gradienten,
wird also durch Expression von CIC-3-GFP beeinflusst.

Das Messen von intrazellularen Verteilungsgleichgewichten und
Effluxgeschwindigkeiten applizierter Chemotherapeutika war nicht Bestandteil der
vorliegenden Arbeit. Die mogliche Relevanz dieser Parameter bei der Entstehung
von Chemotherapieresistenz durch erhéhte Expression von CIC-3-GFP sollte jedoch

in weiterfuhrenden Projekten bertcksichtigt werden.
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4.7. Messung des intravesikularen pH mit Acridin Orange

FiUr die Aziditatsmessungen in dieser Arbeit war es notwendig, eine unkomplizierte,
zuverlassige und wenig kostenintensive Maoglichkeit zu finden, den intravesikularen
pH zwischen Zellpopulationen mit Hilfe der DurchfluRzytometrie zu vergleichen. Eine
grol3e Anzahl von fluoreszenten, pH-sensitiven Farbstoffen sind dafir kommerziell
verfugbar, unter ihnen Fluoreszin Isothiozyanat-Dextran (FITC-Dextran) und lipophile
schwach-basische Monoamine und Diamine (Geisow, 1984; Nilsson et al., 2003;
Ohkuma & Poole, 1978). In FITC-Dextran ist der pH-Indikator kovalent an ein
Polysacharid gebunden, wird durch Endozytose aufgenommen und von Endosomen
zu Lysosomen prozessiert. Die wesentlichen Nachteile dieser haufig verwendeten
Substanz fur die pH-Messung sind die kosten- und zeitintensive experimentelle
Praparation mit langen Inkubationszeiten und ein Fluoreszenzspektrum ahnlich dem
von GFP (Nilsson et al., 2003). Des Weiteren erforderten die Versuche mit isolierten
Lysosomen einen Indikator, der nicht durch aktive Aufnahme via
Plasmamembranrezeptoren in die Vesikel gelangt, sondern passiv, durch Diffusion.
Vom lipophilen, schwach basischen Kation Acridin Orange ist bekannt, dass es in
azidischen Organellen protoniert und folglich konzentriert wird; wobei das Ausmaf
der Akkumulation vom pH-Gradienten und dem intravesikularen Volumen abhangig
ist (Barasch et al., 1991; Busch et al., 1994). Mit Akkumulation andert Acridin Orange
sein Fluoreszenzspektrum vom grinen in den roten Wellenlangenbereich,
wahrscheinlich verursacht durch Bildung von Di- und Polymeren (Millot et al., 1997).
In der vorliegenden Arbeit wurde die rote Fluoreszenzintensitat von Zellen, welche in
Acridin  Orange inkubiert worden sind, als Mall fir den pH im azidischen
Kompartiment verwendet.

Eine kurze Inkubationszeit bis zum Erreichen des Verteilungsequilibriums und die
Verwendung eines DurchfluRzytometers senkten die experimentelle Dauer zur
Erfassung einer Zellpopulation auf einen Zeitraum von weniger als 15 Minuten und
ermdglichten auf einfache Weise die schnelle Reihentestung einer Zelllinie beziglich
vieler verschiedener Stimuli.

Im Gegensatz zu FITC-Dextran, das sich selektiv in Lysosomen und Endosomen
anreichert, ist die vesikulare Akkumulation von Acridin Orange hauptsachlich pH-

abhangig. Dies sichert die Messung des gesamten azidischen Kompartiments
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einschlieBlich saurer Organellen wie sekretorischer Vesikel und des Golgi-
Netzwerks.

Einerseits wird dadurch in den pH-Messungen der gesamte, fur die Resistenz
gegenuber Etoposid relevante, endomembrandse Raum berucksichtigt; denn
schliel3lich ist das Kompartiment, in dem Etoposid akkumuliert gleich mit dem durch
oligomeres Acridin Orange markierten Kompartiment. Andererseits werden jedoch
nicht spezifisch die Vesikel untersucht, in denen CIC-3 vorrangig exprimiert wird.
Dieser Einschrankung konnte hier in weiteren Experimenten an isolierten Lysosomen
begegnet werden.

Eine umfassende Studie zu Acridin Orange als pH-Indikator zeigt, dass Anionen wie
Chlorid die Aggregation der Substanz stimulieren (Palmgren, 1991). Es ist also nicht
vollstdndig  auszuschlieRen, dass die erhdhte Fluoreszenz im roten
Wellenlangenbereich in CIC-3-GFP Uberexprimerenden Zellen zu einem Teil durch
erhohte intralysosomale Chloridkonzentration besteht. Allerdings konnte in der
vorliegenden Arbeit der Ruckgang roter Fluoreszenz bei selektiver Inhibition der
lysosomalen v-H*-ATPase und somit der starke EinfluB des pH auf das
Fluoreszenzspektrum von Acridin Orange deutlich gezeigt werden.

Die Messungen wurden mit steigenden Konzentrationen von Acridin Orange
durchgefuhrt und die Fluoreszenzwerte Uber der verwendeten Acridin Orange-
Konzentration aufgetragen. Die Steigung der Gerade wurde als Maly fur den
vesikularen pH gewertet. So konnte vermieden werden, dass GroRe und Anzahl der
Lysosomen, aber auch unterschiedliche Grof3e und Anzahl der untersuchten Zellen
Einfluss auf die gemessenen Fluoreszenzwerte nimmt.

Zusammenfassend ist die Verwendung von Acridin Orange fur die
durchfluzytometrische Messung des intravesikularen pH ein einfaches und
zuverlassiges Werkzeug. Dennoch ist ein geringer Einfluld organischer und
anorganischer lonen auf den gemessenen Wert nicht auszuschlieRen. Des Weiteren
ist die Methode nicht quantitativ; mit ihr I&sst sich vornehmlich die Anderung des
intravesikularen pH als Reaktion auf einen experimentellen Stimulus qualifizieren.
Direkte Messungen der Protonenkonzentration mit pH-sensitiven Farbstoffen werden
notwendig sein, die hier dargestellten Ergebnisse zu untermauern. Die Verwendung
von FITC-Dextran oder BCECF-Acetoxymethylester zur Erfassung von lysosomalem
oder zytosolischem pH ware ein etablierter Weg, exakte pH-Gradienten zu

bestimmen.
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5.Zusammenfassung

Resistenz gegenuber Zytostatika ist ein wichtiges Problem bei der Therapie
metastasierter Tumoren. Eine Resistenzentwicklung auf zellularer Ebene kann
verschiedene Ursachen haben. Ein Faktor scheint dabei der pH-Wert intrazellularer
Vesikel zu sein, da sich schwach basische Chemotherapeutika in sauren Vesikeln
anreichern und so von ihrem Wirkort, dem Nukleus, ferngehalten werden.

CIC-3, ein Mitglied der CIC-Chloridkanal-Familie, wird in intrazellularen Vesikeln
neuronaler Zellen exprimiert und ist durch Bereitstellung eines Anionenshunts an der
vesikularen Azidifizierung beteiligt. Ausgangspunkt der vorliegenden Studie war die
Hypothese, dass CIC-3 eine Rolle bei der Chemotherapieresistenz neuroendokriner
Tumorzellen spielt.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass CIC-3 in den
neuroendokrinen Tumorzelllinien BON, LCC-18 und QGP-1 und der murinen
Phaochromozytomlinie PC12 exprimiert wird und in BON-Zellen in intrazellularen
Vesikeln mit dem lysosomalen Marker Lamp-1 kolokalisiert. Uberexpression eines
CIC-3-GFP-Fusionsproteins erhohte die durch Acridin Orange-Fluoreszenzmessung
erhobene vesikulare Aziditdt. Dies konnte in der vorliegenden Studie sowohl in
Experimenten mit lebenden Zellen als auch in Untersuchungen isolierter Lysosomen
gezeigt werden. Die Expression von CIC-3-GFP verstarkte zudem die
Chemotherapieresistenz der Zellen gegenuber dem schwach basischen Etoposid
(pK = 9,8) sowohl in BON- also auch HEK293-Zellen. Inhibition der vesikularen
Azidifizierung durch den spezifischen v-H*-ATPase-Inhibitor Concanamycin A konnte
den intravesikularen pH alkalisieren und die Sensitivitdt gegentber Etoposid
erhohen. Ein in der Literatur beschriebener Effekt der Protonenpumpeninhibitoren
(PPI1) Omeprazol und Pantoprazol auf intravesikularen pH und Sensitivitat gegentber
Etoposid liefld sich jedoch hier nicht nachweisen.

Somit zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse eine Rolle des pH-Wertes im
lysosomalen Kompartiment fur die Resistenz neuroendokriner Tumorzellen
gegenuber schwach basischen Chemotherapeutika. CIC-3 konnte durch
Unterstutzung der vesikularen Azidifizierung die Resistenz gegenlber dem schwach

basischen Zytostatikum Etoposid steigern.
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