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1.Einleitung

1.1. Die Nebennierenrindenfunktion und -requlation

Die Nebennieren sitzen den oberen Nierenpolen keppg auf und sind paarig
angelegt. Sie werden von der Fettkapsel der Nienschlossen und von den Aa.
suprarenales superior aus den Aa. phrenicae iaf..sAprarenales med. aus der Aorta
und den Aa. suprarenales inf. aus den Aa. renalsorgt. (1,2)

Die Nebenniere besteht aus zwei Teilen mit unteesiicher Entstehung, Funktion und
Struktur, dem Nebennierenmark (NNM) und der Neberemrinde (NNR).

Das NNM bildet den inneren Anteil der Nebennieren Ande der Embryogenese
wandern Sympathikoblasten aus der Anlage des Syikpagrenzstrangs in die NN-
Anlage ein und bilden so ein sympathisches Pardigangvelches von praganglionaren
Sympathikusfasern innerviert wird. Es produzierteriiegend Adrenalin und
Noradrenalin.

Die NNR umgibt das NNM und ist mesodermalen UrsgsurSie ist ab dem zweiten
Gestationsmonat zu erkennen und entwickelt sich des Zolomepithel des
Mesoderms an der dorsalen Bauchwand. Neben dend&onst die NNR der zentrale
Ort der Steroidbiosynthese. Sie teilt sich in dtenen: die subkapsular gelegene Zona
glomerulosa, daran anschlieBend die Zona fasceculaid die marknahe Zona
reticularis.

In der schmalen Zona glomerulosa liegen die kleirendophilen Epithelzellen mit
kleinem Kern als Zellnester zusammen. Hier werdaaptsachlich Mineralkortikoide
(Endprodukt: Aldosteron) gebildet. Den gréf3ten Tédr NNR nimmt die Zona
fasciculata ein, in der die Epithelzellen als patalsaulenartige Zellstrange angeordnet
sind. Die grof3en runden oder polygonalen Zellehaten grof3e Lipidtropfen. In dieser
Zone findet die Glukokortikoidproduktion (EndprodulCortisol) sowie eine geringe
Androgenproduktion statt. In der Zona reticularidddn die Epithelzellstrange
netzartige Strukturen. Die Zellen sind kleiner ats der Zona fasciculata und
synthetisieren  Uberwiegend Androgene (Endprodukt:HEBR), aber auch
Glukokortikoide (1).



Man nimmt an, dass die Zona fasciculata eher firQtgfortbedarf mit schnell erhéhter
Cortisolproduktion auf ACTH-Stimulation reagiert,alarend die Zellen der Zona
reticularis eine basale Glukokortikoidsekretionraaht erhalten (3,4).

Die Regulation der Hormonsynthese in der Nebenngrsehr komplex und wird bis
heute nur teilweise verstanden. Das adrenocortigettHormon (ACTH), das in der
Hypophyse gebildet wird, nimmt Einfluss auf die Adiasciculata und Zona reticularis
und stimuliert dort die Bildung und Sekretion deluk&kortikoide, der adrenalen
Androgene und beeinflusst gemeinsam mit Angioterkinind ANF in der Zona
glomerulosa die Bildung und Sekretion von Aldoster®). Es nimmt damit eine
wesentliche Rolle in der Steuerung der Hormonsygglter Nebenniere ein. ACTH ist
ein unverzweigtes Peptidhormon aus 39 Aminosaugsnwird zusammen mit einer
Anzahl weiterer Peptide, z.B. dem Melanozyten dlienenden Hormon (MSH),
Lipotropinen und Endorphinen aus dem grof3en Voeldmbdlekil Pro-
Opiomelanocortin (POMC) in der Pars anterior depéfyhyse gebildet. Diese Synthese
wird vor allem durch das Corticotropin Releasingridon (CRH) und Vasopressin,
welche sowohl die circadianen Schwankungen als aechneuronalen Einfluss von
Stress vermitteln, reguliert. Daneben wird die 8&n von ACTH auch von weiteren
Substanzen wie Angiotensin Il, Zytokine und nichiietzt durch Glukocortikoide selbst
direkt und indirekt beeinflusst (6). Die Bedeutungon ACTH fir die
Nebennierenfunktion besteht hauptsachlich in dem@ation der adrenalen
Steroidbiosynthese, der RNA-und Proteinsyntheser Malumenzunahme der
Nebenniere unter ACTH scheint eher eine Hypertpler Zellen zu Grunde zu liegen
als eine erhohte Mitoserate der Zellen §J, in einigen Studien wurde sogar ein
proliferationshemmender Effekt von ACTH beschriel§®@10). Dies liel3 den Schluss
zu, dass andere Faktoren hypophysaren Ursprungsiriér Wachstumsforderung der
NN verantwortlich waren. Man fand andere Spaltpkbedes hypophysaren POMC,
die Einfluss auf das Wachstum der Nebenniere habaga.1-76-POMC, ein grof3eres
N-terminales POMC  Peptid, auch &SH genannt, hatte Kkeinen
wachstumsfordernden Effekt auf die NN, wahrend &ieZ°OMC-Fragmente wie das
1-28-POMC, in denen dgrMSH-Teil nicht vorhanden ist, sehr wohl mitogerféekte
zeigten. Um diese kirzeren N-POMC-Fragmente genaueuntersuchen, wurde in
jungerer Zeit synthetisch hergestelltes physioldgs 1-28-POMC und 1-48 POMC



mit 2 definierten Disulfidbricken mit verschieder&gilmodellen untersucht. Hier fand
man einen mitosefordernden Effekt auf die Zellewad von Tumorzelllinien als auch
von Primarkulturen ,gesunder® boviner NN sowie einelemmung der
Steroidbiosynthese. Diese N-POMC-Fragmente wirkéso sentgegengesetzt zum
ACTH (11).

Daneben haben auch Wachstumsfaktoren und lokalesistegshormone Einfluss auf
die Nebennierenfunktion. Eine Vielzahl solcher viwebennierenmark sezernierter
Faktoren, die auf die adrenokortikale Funktion erken, wurden bereits iim-vitro-
Studien identifiziert. Wenn Nebennierenrindenzelleasammen mit chromaffinen
Zellen des NNM kultiviert wurden, produzierten siein Zehnfaches an
Glukokortikoiden als es bei den Zellen der NNR ioridkultur der Fall ist. Zudem
wurde bei ersteren eine deutliche HochregulatianndRNA-Expression einiger P450-
Enzyme sowie des steroidogenic acute regulatoryteim® (StAR) nachgewiesen
(12,13,14).

Auch morphologische Untersuchungen der adulten NBiBten chromaffine Zellen in
allen Zonen der adulten Nebennierenrinde sowie Nabkeenrindenzellen im
Nebennierenmark, was die Annahme der Interaktiorzdlen stutzt (15,16).

Als lokale Steuerungshormone wurden im Nebennieagkm verschiedener
Saugetierspezies verschiedene Peptide mit parakrivdirkung auf die
Nebennierenrindenfunktion nachgewiesen: Adrenontiedwelches inhibitorisch auf
die Angiotensin lI-stimulierte Aldosteronsekretiovirkt (17), daneben ANP, NPY,
Substanz P und VIP (18).

Weiterhin sind einige Wachstumsfaktoren wie deriddtroblast growth factor
(bFGF), der Insulin-like growth factor | und Il GF I, IGF 1l), der transforming growth
factor B-1 (TGF{1) und Wachstumsfaktoren des Endothelinsystems an d
intraadrenalen Mitogenese und Steroidogenese iget€ib,18,19,20,21,22 Von den
hier genannten Faktoren wirkt beispielsweise TR&Fproliferationshemmend auf
adrenale Zellen (23,24).

Auch das Immunsystem wirkt auf die Nebennierenfiamkt So beeinflusst das
Immunsystem die Aktivitdt der Hypothalamus-Hypomyéebennieren-Achse durch
Cytokine, die zum einen die Sekretion von CRH undTA stimulieren und zum

anderen auch direkten stimulierenden oder hemmetilafiuss auf die Nebenniere



ausuben. Fur die Interleukine IL-1, IL-3 und IL-@rden stimulierende Effekte auf die
Steroidbiosynthese nachgewiesen (12,25,26), furtdewr necrosis factom (TNFa)
und Interferory (IFNy) inhibitorische (27,28).

1.2.Steroide und ihre Biosynthese in der Nebenniere

Steroidhormone werden aus der Ausgangsverbindumde§tierin synthetisiert, das die
Nebenniere von Lipoproteinen im Blut Uber Low-dénsiipoprotein (LDL)-
Rezeptoren aufnimmt oder de novo synthetisierem kbinn soll die Biosynthese von
Cortisol, Aldosteron und die Vorstufen der Sexuaimmne DHEA, DHEA-S und
Androstendion dargestellt werden.

Die einzelnen Schritte der Steroidbiosynthese simdchlie3lich der dazu bendtigten
Enzyme in der Abbildung 1 im Anhang dargestellt.

Die Nomenklatur dieser Enzyme sei im Folgenden kemgzart: Bei den meisten
Enzymen handelt es sich um oxidative Enzyme eimeRBan Familie, die Licht mit
einer Wellenlange von 450 nm absorbieren und ddéemNamen P450-Enzyme tragen.
Dem P450 wird je nach Funktion des Enzyms oder eseinAngriffsort am
Steroidgrundgerist ein Zusatz angehangt (29). Memvendet dazu die vereinbarte
Durchnummerierung der Kohlenstoffatome der Steroide in Abbildung 1 dargestellt.
(Zum Beispiel: Das P450scc-(sidechain-cleavage)ynspaltet die Seitenkette des
Cholesterins ab und das P450c17-Enzym katalysierHgidroxylierung am C-Atom
17.)

Cholesterin Cortisol

Abbildung 1: Ausgangsverbindung Cholesterin und Endprodukt Cotisol



Einige Autoren bezeichnen die Enzyme der Sterogjithese auch vereinfacht nach
ihrer biochemischen Funktion. (Zum Beispiel hydiaey die 21-Hydroxylase das C-
Atom 21.)

Der erste Schritt der Steroidbiosynthese ist diespattung der Seitenkette von
Cholesterol zum Folgeprodukt Pregnenolon. Dies kgebt durch zwei
Hydroxylierungen an den C-Atomen 20 und 22 undfdigende oxidative Abspaltung
der Seitenketten zwischenddind G,. Dieser Schritt wird durch das P450scc-Enzym
katalysiert. Im deutschen Sprachraum wird diesesyinauch als 20,22-Desmolase
bezeichnet. Dieses Enzym kommt in allen drei Zoden NNR vor und ist an der
inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert.

Diese Abspaltung der Seitenkette ist mafl3geblichAGMH beeinflusst und stellt einen
der limitierenden Faktoren der Steroidbiosynthese d

Um das Endprodukt Cortisol zu erhalten, misseneneiSchritte stattfinden: Die
Dehydrogenierung des Pregnenolon zu Progesteraelsnder 38-Hydroxy-Steroid-
Dehydrogenase (B-HSD), dem einzigen Enzym der Steroidbiosynthesekdas nicht
zur P450-Familie gehdrt und im Endoplasmatischerk&®em lokalisiert ist (30).

Darauf folgen drei Hydroxylierungen an den C-Atonigh 21 und 11. Alternativ kann
die Hydroxylierung am C-Atom 17 auch vop-Blydroxy-Steroid-Dehydrogenierung
stattfinden.

Die P450c17-Hydroxylase kommt im glatten Endoplasuohen Retikulum der Zellen
der Zona fasciculata und reticularis vor. Sie kesigt die Hydroxylierung am C-Atom
17 und die Abspaltung der dadurch gebildeten 1#d¥ydierten Substrate. Dies ist eine
obligate Reaktion fur die weitere Synthese von i€ofund Androgenen.

Die P450c21-Hydroxylase ist ebenfalls im Endoplasobhen Retikulum lokalisiert,
findet sich aber nur in Zellen der Zona fasciculatal glomerulosa. Sie hydroxyliert
sowohl das Progesteron auf dem Weg zum Aldostetsnaach das 17-Hydroxy-
Progesteron in Richtung Cortisol. Abbildung 2 zeaigte halbschematische Darstellung
der Biosynthese von Cortisol.

Fir die Synthese von Androgenen wird zwar die Hygierung von Pregnenolon am
C-Atom 17 bendétigt, nicht jedoch die Hydroxylierwsghritte an den C-Atomen 21 und
11. Aus 17-Hydroxy-Pregnenolon wird durch die Kgsérung des P450cl17-Enzyms



Dehydroepiandrosteron (DHEA) synthetisiert, desseifatiertes Derivat DHEA-S
ebenso in der Nebenniere hergestellt wird.

Das Androstenedion entsteht durch die Katalysierdeg 38-HSD aus DHEA. Die
Konversion zu Testosteron daraus findet in erstareLin den peripheren Geweben,

zum Beispiel den Gonaden statt (31)

ey 11-Desoxycortisol

Endoplasmatische
Retikulum

Abbildung 2: Halbschematische Darstellung der Cortisolbiosyntbse

Es gibt zwei geschwindigkeitsbestimmende Schriite die Steroidbiosynthese: Zum
einen die Substratmobilisation, den Transfer vorol€terin von der aufl’eren zur
inneren Mitochondrienmembran. Dieser Schritt windrath das steroidogenic acute
regulatory protein (StAR) katalysiert. Seine de-m@ynthese limitiert diesen Schritt.
Zum anderen wird die Geschwindigkeit der Steroidipmhese durch die

Gentranskription der P450-Enzyme bestimmt (32,33).



1.2.1 Mineralkortikoide

Bei normaler Salzaufnahme von gesunden Menscheagt fige durchschnittliche
Aldosteronsekretion zwischen 0,1 und 0,7 pmol (50-Ag) (34). Mineralkortikoide,
vor allem Aldosteron beeinflussen den Elektrolytd Wasserhaushalt des Korpers tber
eine erhohte Natriumretention und Kaliumsekretiordér Niere. Aldosteron bindet in
den Zielgeweben an den Mineralkortikoid-Rezeptop-T{Glukokoid und vermittelt
dadurch diese Wirkungen.

Die Aldosteronfreisetzung wird durch das Zusammihspus Renin-Angiotensin-
System, dem Kalium- und dem ACTH-Serum-Spiegel tadlieert (5).

1.2.2 Glukokortikoide

Die Nebenniere des Menschen sekretiert taglichchwis 40 und 80 umol (10-15 mg)
und hat dabei eine ausgepragte Tagesrhythmik mér eéspitze am Morgen und dem
niedrigsten Wert in der Nacht. Cortisol wird puisaezerniert (35) und die Sekretion
von Cortisol wird vor allem durch ACTH kontrolliert

Glukokortikoide werden im Blut in erster Linie amem Protein, dem Cortikosteroide
bindenden Globulin (CBG) gebunden transportiert.

Sie diffundieren dann in die Effektorzellen undd®en dort an spezifische Rezeptoren
im Zytosol der Zellen, von denen zwei Typen bestien sind. Typ |, der auch
Mineralkortikoid- oder High-Affinity-Rezeptor genah wird, bindet sowohl
Mineralkortikoide als auch Glukokortikoide und @&itfgrund seiner hohen Affinitat und
seiner geringen Spezifitat schon bei einer gerinGdukokortikoidkonzentration im
Blut aktiv und vermittelt so die basale ,Non-Streé&tion von Glukokortikoiden. Typ
II, auch als Glukokortikoid- oder Low-Affinity-Repéor bezeichnet, vermittelt dagegen
Stresssituationen mit hohen Glukokortikoidkonzetrdreen im Blut.

Die entstandenen Glukokortikoid-Rezeptor-Komplexeerden zu spezifischen
Rezeptoren am Nukleus der Zelle transportiert urmitiegren dort den

Transkriptionsprozess und damit letztlich die sfi@zie Proteinproduktion der Zelle.



Glukokortikoide regen die Gluconeogenese an, vgernim die Glucoseaufnahme und
Insulineffektivitdt in den peripheren Zellen undh&nen die Glycogensynthese.
Immunologische und hamatologische Effekte zeigeoh sin einer partiellen

Beeintrachtigung von T-Lymphozyten, in der Hemmulgg Aktivierung und Anzahl

von Monozyten, in einer verminderten Entziindunddrea durch Hemmung der
Phospholipase, in einer Leukozytose und Eosinopenie

Sie tragen auch zur Aufrechterhaltung des Blutgeféis und der glomerularen
Filtrationsrate bei (31,6).

1.2.3 Adrenale Androgene

Die Nebennierenrinde an Androgenen sezerniert NemeDHEA, sowie das sulfatierte
Derivat DHEA-S. Diese Verbindungen besitzen sefisstgeringe androgene Wirkung.
In peripheren Geweben werden sie zu Testosteroaryeit.

Die Sekretion der adrenalen Androgene wird nichtlkduie Gonadotropine LH und
FSH stimuliert, sondern durch ACTH.

Androgene regulieren unter anderem die Ausbildunger dsekundaren

Geschlechtsmerkmale und kénnen so bei gesteigembeluktion bei Frauen Symptome

einer Virilisierung hervorrufen.

1.3. Tumordse Veranderungen der Nebennierenrinde

Die Unterteilung der NNR-Tumoren kann in funktidAgédingte Hyperplasien und in
echte Parenchymneoplasien vorgenommen werden.ebxitgénannte Gruppe teilt sich
nochmals nach ihrer Dignitat in Adenome und Karmeanmit jeweils unterschiedlicher

Hormonsyntheseaktivitat auf.



1.3.1 Hyperplastische Veranderungen der NNR

Durch eine UbermaRige Stimulation durch ACTH konestbei vielen Patienten zu
einer bilateralen Hyperplasie der NNR und folglztheinem Hyperkortisolismus. Dies
wird als ACTH-abhangiges Cushing-Syndrom bezeichndtnerhalb des
hyperplastischen Gewebes kommt es bei einem Tell au knotigen Veréanderungen.
Histologisch kann man diese Hyperplasien nicht rd®plastische Veranderungen
bezeichnen, denn ihre Zellen vermehren sich im @G&ge zu Adenomen oder
Karzinomen polyklonal.

1.3.2 Das Nebennierenrindenadenom

Die benignen Adenome sind mit einer Pravalenz vgn © 4,4% nach dem 50.
Lebensjahr relativ héaufig. Sie werden im Rahmen w&mnographischen oder
computertomographischen Untersuchungen meist mutitdeckt (36,3)7 In ca. 80%
der Falle sind diese NNR-Tumore endokrin inaktiei Bymptomlosen NNR-Befunden,
die kleiner als 1 cm sind, wird zur Zeit auf einedekrine Funktionsdiagnostik
verzichtet (5). Histologisch kann man sie von emgkktiven Adenomen nicht
differenzieren.

Diese Tumore werden nach ihrer endokrinen Aktivéatgeteilt. Man unterscheidet
Cortisol-, Aldosteron- oder Androgen-produzierenoel endokrin inaktive Adenome.
Die Atiologie ist weitgehend unbekannt.

Die haufigste Unterform der endokrin-aktiven Ademomst das Aldosteron-
produzierende Adenom, auch Aldosterom oder — nactes) Erstbeschreiber - Conn-
Adenom genannt.

Mit einem Durchmesser von meist unter 1-2 cm simedal Adenome vergleichsweise
klein. Klinische Symptome sind vor allem die Hyplideanie und die Hypertonie.

Die Inzidenz der Cortisol-produzierenden Adenome MINR liegt bei ca 0,2-0,5 pro
100 000 Einwohner und tritt bei Frauen 3-5 mal Ifaxfauf als bei Mannern. Das
sogenannte Cushing-Syndrom fasst die Symptomatisedi Adenome zusammen.
Typische Befunde und Symptome sind Stammfettsug8®t100%), Mondgesicht (75-



92%), Glukoseintoleranz (55-84%), MuskelschwachH20{90%), Bluthochdruck (75-
88%), psychische Veranderungen (30-85%), Gefallitédi25-85%), Hirsutismus (65-
84%). Oligomenorrhoe/Impotenz (55-80%), Stria rebrdistensae (50-65%) und
Osteoporose (40-56%) (5).

Ursache eines Hyperkortisolismus konnen auf3er déR-Ndenome (7,5%) auch das
NNR-Karzinom (7,5%), das kortikotrope HypophyseneAdm, auch Morbus Cushing
genannt (70%) und ektop ACTH-bildende Tumore (zrBrighial-Ca) darstellen.

Die iatrogene Verabreichung von Steroiden ist hyegedie haufigste Ursache eines
Cushing-Syndroms, das sich von adrenalen Hypesdadidmus-Formen kaum
unterscheidet.

Bei endokrin-aktiven NNR-Adenomen zeigt sich diedkamentdse Therapie des
Hormonexzesses als schwierig, so dass eine ctsalmgiEntfernung der Adenome mit
einer theoretischen Heilungsquote von 100% indizser

1.3.3 Das Nebennierenrindenkarzinom

Mit einer Inzidenz von 1:1,7 Millionen pro Jahr idas NNR-Karzinom zwar ein

seltenes, jedoch ein hochmalignes Karzinom mitesdtier Prognose. Die Halfte der
Patienten verstirbt bereits in den ersten zwei efahmach Diagnosestellung. Der
Altersgipfel der Erkrankung wird zwischen dem 40d %0. Lebensjahr angegeben (5).

Etwa 56% der Karzinome produzieren Glukokortikoid®% produzieren Androgene
und 7% Aldosteron. Bei fehlenden Allgemeinsymptomethsen die Tumoren bis zur
Diagnosestellung oftmals zu einer Grél3e von Gbmm6

Die moglichst vollstandige chirurgische Entfernuies Tumors ist anzustreben. Die
mittlere Uberlebensdauer nach chirurgischer Intetiea direkt nach Diagnosestellung
liegt zwischen 14,5 Monaten und 3 Jahren (38).iB&perablen Tumoren und in der
metastasierten Situation gibt es Therapieansatze-piDDD (Mitotane), einer selektiv

adrenolytisch wirkenden Substanz, die die vers@med Enzymsysteme der NNR
hemmt und kortisolsezernierende Zellen zerstére Desten Ergebnisse werden mit

dieser Substanz bei langsam wachsenden und hortharakiumoren erzielt. Das

10



Therapieziel bei beiden Therapieansatzen ist ofirhauptséchlich die Reduktion des

Hormonexzesses mit den einhergehenden Symptomen.

1.4. Adrenostatika

Die Kontrolle der tbermaRigen Hormonproduktion udte damit verbundenen
Symptome ist ein wichtiges Therapieziel in der Belhang von endokrin-aktiven
Veréanderungen der NNR. Die Indikation zur medikatiisen Therapie ergibt sich bei
Versagen einer kurativen Therapie und zur Untezstig vor einer operativen Therapie.
Vor allem bei exzessiver Glukokortikoidproduktionnz Beispiel bei ektoper ACTH-
oder CRH-Produktion metastatischer oder unklarerkifdt kommen Adrenostatika

auch bei benignen Erkrankungen immer wieder zursd&m(5).

Neben o-p-DDD, das wie oben beschrieben in der afherdes NNR-Karzinoms
eingesetzt wird, gibt es weitere Inhibitoren deerS8idbiosynthese, die im Folgenden
beschrieben werden. In Tabelle 2 sind einige Adswiika und die von ihnen

gehemmten Enzyme aufgefuhrt.

Tabelle 1: Adrenostatika und die von ihnen gehemmten Enzyme ider NNR (39)

Aminoglutethimid P450scc-Enzym

Metyrapon P450c11-Hydroxylase
P450scc-Enzym

Etomidat P450c11-Hydroxylase
P450scc-Enzym

Trilostane 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase

Ketoconazol P450c17-Enzym

P450c11-Hydroxylase
P450scc-Enzym
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Im experimentellen Teil dieser Arbeit wird auf ddelrenostatika Aminoglutethimid,
Metyrapon und Etomidat der Schwerpunkt gelegt. ®issllen hier kurz beschrieben

werden.

1.4.1 Aminoglutethimid (AG)

C;Hs

NH;z

AG (Orimeteff) hemmt mitochondriale P450-Enzyme in verschiedetganen
kompetitiv. Die Eigenschaft das P450scc-Enzym ddRNeu inhibieren und damit die
komplette Steroidbiosynthese zu supprimieren, mawohh sich seit Jahren in der
Therapie des Cushing Syndroms zunutze (31,39,40).

Die Konzentration der halbmaximalen Hemmungs§)@es P450scc-Enzyms der NNR
liegt bei ungeféhr 16-40uM (41). Es finden sichw@mse, dass die Interaktion von AG
in der Nahe der prosthetischen Ham-Gruppe des EAZ0ms stattfindet.

Als starker Aromatasehemmer wird AG auch in derrdpe des Mammakarzinoms
und als P450scc-Enzymhemmer in den Leydigschenchersellen in der Therapie des
Prostatakarzinoms eingesetzt.

In der Literatur wird das therapeutische Spektruinaimem Plasmaspiegel zwischen

7,5-15 pg/ml angegeben, was ca. 32-70 uM entspgd@t
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1.4.2 Metyrapon (MTP)

MTP (Metopirorf) inhibiert kompetitiv und reversibel das P450sczm und die
P450c11-Hydroxylase (43) in der NNR und wird so réaks therapeutisch bei
Hyperkortisolismus eingesetzt (5,39). Die hemmeMlgkung auf die P450cll-
Hydroxylase (IGo: 7,8uM) ist um ein Vielfaches hdher als auf da$d4c-Enzym
(ICs0: 330 uM) (43,44). Dabei konkurriert MTP mit Deoxyticosteron an derselben
Bindungsstelle des Cytochrom P450c11 und hemmeis® 9 B-Hydroxylierung (45).
Auch die 18-Hydroxylase-Aktivitat wird durch MTP lggmmt (46). Des Weiteren
konnte die Bedeutung der beiden Pyridylringe dePMjEzeigt werden. Wahrend der
B-Pyridylring fur die Inhibition des P 450scc- udds P450-13-Enzyms ndtig ist, gilt
dies fur den A-Pyridylring nicht zwingend (47).

MTP kommt bei der Funktionsdiagnostik der primaMgbenniereninsuffizienz sowie

bei der Differentialdiagnostik der verschiedenesddhen des Cushing Syndroms zum

Einsatz.

1.4.3 Etomidat (ETO)
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Etomidat ist ein Imidazolderivat und ist so mitigean Antimycotika wie Ketoconazol
und Miconazol verwandt, die ebenfalls adrenostatgicken.

Etomidat wird als Kurzzeitanasthetikum eingesdtstwirkt anasthetisch durch GABA-
agonistische und damit ddmpfenden Effekt auf dienatio reticularis. Friher wurde es
zur Langzeitsedierung bei Intensivpatienten eingés@983 beschrieben Ledingham
und Watt eine erhdohte Mortalitat ihrer Intensivpaten nach Langzeitsedierung mit
Etomidat (48). Die daraufhin veranlassten Unteraagen zeigten eine Suppression der
Cortisol-, Corticosteron- und Aldosteronspiegel msowerhdhte Plasma-ACTH-
Konzentrationen (49-52)

In zahlreichen in-vitro- Untersuchungen an verstéren Modellen und in vivo wurde
eine dosisabhangige Hemmung der P450c11-Hydroxglase des P4450scc-Enzyms
nachgewiesen. Bereits in Konzentrationen untertiatbsedierenden Dosis besteht eine
effektive Suppression der Cortisolsynthese. Deksté Effekt von Etomidat konnte fur
die P450c11-Hydroxylase nachgewiesen werden (52-55)

Als Anasthetikum wird es in einer Dosierung von33(130 mg/kg Kérpergewicht i.v.

eingesetzt (56).

1.5. ACTH und der ACTH-Rezeptor

Die Synthese der Glukokortikoide und Androgenedean Nebenniere wird vorwiegend
durch das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) stimuli€s7-59). ACTH vermittelt
diese Stimulation hauptsachlich tUber den Adenyldéseweg mit nachfolgender
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) durch cAMPs EKkann aber auch andere
Kaskaden wie den Proteinkinase C- und den Lipoxggeweg aktivieren (60-65).
Angriffspunkt ist hierbei der transmembrandse ACREzeptor (ACTH-R), der als
MC2-Rezeptor zur Gruppe der Melanocortin-Rezeptgendrt. Der ACTH-R gehort
wie auch die LH-, FSH- unfl-adrenergen Rezeptoren zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Er zeichnet sich daher durch siebesrtrambranése Domanen aus und ist
Uber ein G-Protein mit oben genannten ,second-messtSystemen verbunden
(66,67).
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Er ist mit 297 Aminosauren der bisher kiirzeste Gdtn-gekoppelte Rezeptor und hat
ein Molekulargewicht von 33 kD (60,68). Exprimiewird der ACTH-R fast
ausschlief3lich in der NNR. Es wurde aber auch AGFHIRNA in der Haut und in
Nagetieradipozyten nachgewiesen.

Durch die Bindung von ACTH an den Rezeptor wird Adenylatzyklase stimuliert
und fuhrt zu einer Erhdhung des intrazellularen ¢éABpiegels. cCAMP aktiviert nun
die Proteinkinase A und lst damit vielfaltige Reéafen in der Zelle aus. So wird unter
anderem die Hormonbiosynthese (s.1.2.) gestei§@7Q), das Zellwachstum angeregt
(71-75) und verschiedene Protoonkogene reguliér7@). Die Adaptationsprozesse der
Hypertrophie und Hyperplasie der NNR sind ACTH-alui§.

Man stellte fest, dass durch ACTH ungewdhnlicheseadie Expression von ACTH-
Bindungsstellen in menschlichen NNR-Zellen hochleguwird (60,79). Auf DNA-
Ebene fanden sich mehrere cAMP-response-elemedes IACTH-R-Promotor-Region
(80). Weitere Studien belegten auch eine vermeh@€H-R mRNA-Expression durch
Angiotensin Il (79-82).

Hingegen fuhren Mutationen, die eine Forskolin- uWdCTH-Resistenz der
Adenylatzyklase bedingen, zu einem Verlust der ACRHEXxpression (83).

Durand et al. wiesen in Untersuchungen mit Schaif®Nellen eine Steigerung der
cAMP-Antwort und der Steroidogenese auf ACTH nachndgzeitbehandlung mit
Glukortikoiden nach (84). In spateren Untersuchuniye sich auch eine gesteigerte
ACTH-R-mRNA-Expression feststellen (85). Eine Betilang der NNR-Zellen mit AG
oder MTP fihrte zu einer Verminderung der ACTH-RMMRSynthese. Diese war
durch Substitution von Hydrocortison und durch d@eh6hung der intrazellularen

cAMP-Konzentration durch Forskolin reversibel (89,8

Eine Suppression der ACTH-R-Expression durch deangkriptionsfaktor DAX-1
(dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasigenita critical region on the X
chromosome genel) sowie durch TGRwurde in weiteren Arbeiten beschrieben
(60,87).

Keine Rolle scheint der ACTH-R als Onkogen in déreaalen Tumorgenese zu

spielen. Bisher fanden sich keine aktivierenden AER-Mutationen (60,88). So ist die
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ACTH-R mRNA-Expression in endokrin inaktiven Adenemund Karzinomen niedrig,
wahrend sie in Cortisol- und Aldosteron-produzielesm Adenomen relativ hoch ist
(60,88,89).

1.6 Fragestellung dieser Arbeit

In den letzten Jahren wurde die Biosynthese undiRRggn der Steroidhormone in der
Nebenniere in verschiedenen Zellmodellen untersuolt beschrieben. Eine wichtige
Rolle spielt hierbei der ACTH-R. Die meisten Unterisungen zur Funktion der NNR
in vitro wurden an der humanen NNR-Karzinom-ZeidirNCI-h295 durchgefihrt.
Hier konnte unter anderem gezeigt werden, dass nbdtatika sehr wirksam die
Steroidbiosynthese hemmen. Gleichzeitig fand sio@ridaschenderweise, dass sie die
Expression des ACTH-Rezeptors vermindern und ddlsv@ehstum hemmen (86). In
der vorliegenden Arbeit soll deshalb untersuchtdesr ob diese Effekte auch in

nichtkarzinomatodsen Zellen identisch sind.

1. Die erste Aufgabe bestand folglich darin, Primdulturen gesunder boviner NN

zu etablieren.

Des Weiteren sollten die Effekte von Adrenostati&a bovinen NNR-Zellen in

Primarkultur anhand folgender Fragen untersuchterer

2. Welchen Einflu hat die Inkubation mit Adrenostdika (Aminogluthetimid,
Metyrapone, Etomidat) und ACTH auf die Steroidbiosynthese von gesunden
Rinder-NNR-Zellen ?

3. Fuhrt die Behandlung mit den Adrenostatika in d& Rinder-NN-Zellen ebenfalls
zu einer Downregulation des ACTH-Rezeptors und wievirkt sich die Inkubation
von ACTH mit und ohne Adrenostatika auf die mMRNA-Expression des ACTH-

Rezeptors aus?
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Anhand dieser Untersuchungen sollten auch die Wdr-UNachteile sowie die
Unterschiede zwischen der bovinen NNR-Primarkulwnd anderen adrenalen

Zelllinien herausgearbeitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Verbrauchsmaterialien/Reagentien

Firma

a-*P-dCTP

Amersham Buchler, Braunschweig

Random Primed DNA Labeling Kit

Boehringer Mannheim

RIA Assays fir Cortisol, 17-OH-P

DPC/Biermann, Béauheim

Fetal Horse Serum, Horse Serum, Trypar
Blau

Life Technologies, Eggenstein

AG, MTP, Hydrocortison, DMSO, DEPC,
MOPS-Puffer, Agarose, MTT,
DMEM/HAM’s F12 Medium, Kollagenase
II, Desoxyribonuklease I, Percoll

Sigma, Deisendorf

Maus$-Actin cDNA, Quickhyb®, Salmon
sperm DNA, Nuc Trap® purification
columns

Stratagene, Heidelberg

ACTH;.24(Synacthen®)

Ciba Geigy, Wehr

RNeasy Total RNA Kit, Qiaquick Gel
Extraction Kit, Qiamp Tissue Kit,
QIAshredder, Qiabran Nylon Membran

Qiagen, Hilden

Etomidat (Hypnomidate®)

Janssen, Neuss

Ethanol, Isopropanol, Osmiumtetroxid,
Propylenoxid, Primer 5’-bovi und 3’-bovi

Karl Roth KG, Karlsruhe

Percoll

Pharmacia GmbH, Freiburg

Amphotericin B, Penicillin-Streptomycin,
Glutamin

Gibco

Gentamycin

Invitrogen

Geréate

Casy Cell Counter

Schérfe System, Reutlingen

Elisareader 400 SF

Lab Instruments, Salzburg

Aminoglutethimid (AG) liegt in Pulverform vor undude in 65% (v/v) Ethanol gelost
und anschlielend zunéchst mit PBS, dann mit DMEMWAF12 Medium verdinnt.

Die Endkonzentration des Alkohols lag in allen \tetsen unter 0,1% (v/v).
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Metyrapon (MTP) liegt ebenfalls in Pulverform vonduliel3 sich leicht in 10 mM
Essigsaure losen und ebenfalls mit DMEM/HAM’s Fl2dwm verdinnen. Die
Endkonzentration der Essigsaure lag maximal beN20u

Etomidat (ETO) liegt im Praparat Hypnomidate® af$sung vor. Die Stammldsung
wird mit DMEM/HAM'’s F12 Medium auf die gewlnschteozentration verdinnt.

Das synthetische Peptid ACTh} (Synacthen®) wurde in einer Konzentration voif 10
M eingesetzt. Die Substanz ist gut wasserloslide. \Zerdiinnung auf die gewiinschte
Konzentration konnte in normalem Zellkulturmediurfolgen.

Percoll ist eine Suspension mit kolloidalen Teilclwen 15 bis 30 nm Durchmesser, die
mit Polyvinylpyrolidin beschichtet sind. Die Stanumsgension hat eine Dichtgsl von
1,13 g/ml. Durch Verdiunnung mit 1,5 M NaGinfc = 1,058 g/ml) und reinstem
Wasser kann man die bendtigte Dichig) erreichen. Die Formel zur Berechnung der
Volumina auf die gewinschte Dichte lautet:2/V, X ( po-(0,1 Xpnac) — 0,9) / ps— 1).

Vs entspricht dem Volumen der Percoll-Stammsuspen$ipdem bendtigten Volumen
der verdliinnten Suspension.

Fur die Zentrifugation mit der Percollsuspension&eparierung der Nebennierenzellen
bendtigt man eine Dichte von 1,07 g/ml. Fir 100Sukpension mit der Dichte 1,07
g/ml fugt man 10 ml 1,5 M NaCl und 49,3 ml Percstemmsuspension zu 40,7 ml
reinstem Wasser (90).

Fur die Verdauung des die Nebennierenzellen umgsrerBindegewebes wurde
Collagenase Il und Desoxyribonuklease | verwendet.

2.2. Zellkultur

2.2.1. Praparation boviner Nebennieren

Das Protokoll der im Folgenden beschriebenen Padiparfolgte modifiziert nach der
Beschreibung von Weber und Michl 1996 (90)

Die im Verlauf des Protokolls verwendeten Medien:

- DMEM HAM’s F12 Medium, das mit 52 pg Gentamycindu0,5 pg Amphotericin B

pro ml Medium versetzt wurde.
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- Fur die im Versuch beschriebenen Waschschrittedevaiesem Medium 10 % FCS
hinzugeflgt.
- Das Wachstumsmedium enthielt schlie3lich 10 % ,FEC% HS und 365 mg Glutamin

pro ml.

Fir eine Versuchsreihe wurden zwischen 9 und 15 ehabren von frisch
geschlachteten Rindern aus dem 6rtlichen Schlattfwaucht.

Die Nebennieren wurden noch im Schlachthof direkthnder Schlachtung von der
periadrenalen Fettkapsel befreit und in eisgekihltesteriiem PBS ins Labor
transportiert.

Dort wurde unter dem sterilen Abzug die Nebenngaeeinigt. In mehreren Schritten
praparierte man nun die Nebennierenrinde vorsicldgigder Kapsel unter Vermeidung
von Kontakt mit Fettzellen zur Verminderung deabBpbedingten Zytolyse. Dabei war
darauf zu achten, dass moglichst wenig Bindegewedie Fibroblasten in das
weiterbearbeitete Material gelangte.

Das gewonnene Nebennierenrindenmaterial wurdeeierekt und dann ca. 75 Minuten
in mit Antibiotika versetztem DMEM-HAM’s F12 Mediumnit 1mg/ml Collagenase Il
und 7,5ug/ml Desoxyribonuklease bei 37°C unter Biéihrverdaut. Der
Verdauungsprozess wurde durch Verdiinnung mit 10%-MEdium unterbrochen. Die
nun zahflissige Suspension wurde zunéchst durchfeemes steriles Edelstahlsieb
filtriert. Danach folgte ein Filtrationsschritt dur eine 50pum Gaze.

Die Zellsuspension wurde jetzt in mehreren Wasdiitseh bei 400 g (1400U/min) far
7 Minuten zentrifugiert und mit frischem 10% FCSedilum resuspendiert.

Im Anschluss daran wurde nach der letzten Zenwtfiog das Waschmedium
abgenommen und das Zellpellet in 37°C warmer Pekéslung sorgfaltig
resuspendiert und bei 730 g (2000U/min) fur 10 Nemuwieder zentrifugiert. In der
oberen Schicht sammelten sich entsprechend dem teDiedienten die
Nebennierenzellen, wahrend sich die ErythrozyterBaxten des Zentrifugenréhrchens
sammelten. Die Nebennierenzellschicht wurde votigicimit einer feinen Pipette
abgesaugt, in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen dbetfiind mit 37°C warmem
Waschmedium resuspendiert. Daraufhin wurde wiedef 400 U/min zentrifugiert und

dieser Waschschritt noch ein- bis zweimal mit Kuttadium wiederholt.
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Vor der Aussaat der Zellen in 75 ti@ellkulturflaschen wurden die Zellen gezéhlt. In
einem definierten Volumen wurden die Zellen resagpat, mit Medium verdinnt und
dann mit Trypan-Blau im Verhaltnis 1:1 mittels déeubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop gezabhilt.

SchlieRlich wurden die Zellen mit einer Konzentatzwischen 1tund 16 Zellen /ml
ausgesat. Dabei wurden immer zwischen 20 und 25immkine Kulturflasche
eingebracht.

Die Zellen wuchsen adharent am Boden der Zellkilétschen im Brutschrank bei 37°
C und 5% CQ.

Nach 24 h fand der erste Mediumwechsel statt. Dafedle auf eine reinigende PBS-
Spulung verzichtet, um die gerade auf dem BodenKadturflasche angewachsenen
Zellen nicht wieder zu I6sen. Bei den weiteren Medvechseln jeweils nach 24 h
wurde dieser Spulschritt zur Verminderung der Viensatzung durch Zelldetritus jedes
Mal durchgefuhrt.

2.2.2 Versuchsbeschreibung

In den im Folgenden beschriebenen Versuchen wudiewirkungen verschiedener
Adrenostatika und ACTH sowie deren Kombination aig# bovinen NNR-Zellen

hinsichtlich der Hormonbiosynthese, der mRNA-Expr@s und der Zellproliferation

untersucht. Dazu wurden zwei verschiedene Versudébaaten herangezogen. Die
Effekte auf die Hormonbiosynthese konnten in beiemnfahren untersucht werden.
Hierfir wurden nach der Inkubation mit den Testtatmen jeweils Aliquots des
Mediums asserviert und mittels Radioimmunassay#)Ruf einzelne Hormone hin

analysiert (siehe dazu 2.3.).

2.2.2.1 Untersuchung der mRNA-Expression bei NNRerBan Primarkultur

Die NNR-Zellen in Priméarkultur wurden dabei in d&ellkulturflaschen von 75 cin
belassen und mit den Adrenostatika inkubiert. Uen miRNA-Expression der NNR-

Zellen zu untersuchen, bediente man sich des NorBt-Verfahrens, das unter 2.4.
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beschrieben wird. Hierfir bendtigt man genugendil@itZellen, um daraus eine
ausreichende Menge RNA zu extrahieren. Die Zellenden nach einer Spulung mit
37°C warmem PBS mit frischem Medium und dem jeweiti Zusatz von AG ( 300,
400, 450, 800, 1200 uM), MTP (300uM), ACTH (10nMG (300uM) + ACTH (10
nM) oder MTP (300uM) + ACTH (10nM) fur 48 h inkubieDie Experimente wurden
jeweils in Tripletts durchgefuhrt.

Die FCS-Menge wurde von 10% auf 7,5%, die HS-Mevmye 5% auf 2,5% reduziert,
um eine Verfalschung der Hormonergebnisse aufgdemdicht definierten Substanzen
(unter anderem verschiedene Hormone) in FCS undzidS8erringern. Eine weitere
Reduktion der Serumkonzentrationen war jedoch medglich, da sonst die Vitalitat
der Zellen drastisch abgenommen hatte.

Am Ende der Inkubation wurde das Medium abgenomuomah Aliquots zur spéteren
Hormonbestimmung bei — 20°C eingefroren. Die in darlturflasche adh&rent
wachsenden Zellen wurden nach Spulung zur Entfgrrides verbliebenen Mediums
mit Trypsin vom Boden gelost und mit frischem Madiaufgenommen. Die Vitalitat
der Zellen wurde wahrend der Zellzahlung in der iNewerzahlkammer mittels Trypan-
Blau Uberprift.

Das Medium wurde abzentrifugiert und die Zellen die RNA-Extraktion (siehe 2.4.)

vorbereitet und bei — 80°C eingefroren.

2.2.2.2. Tests zur Hormonsekretion der bovinen Niéiten

Zur Evaluierung der Hormonproduktion der bovinen RiRellen wurden diese in

Wellplatten mit den verschiedenen Adrenostatika &@&ITH sowie der Kombination

der Adrenastatika mit ACTH funf Tage inkubiert.

Fur diese Tests wurden die Zellen aus den Kultsefian gelost. Hierfir wurde das
Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gespult umdfbis 10 Minuten mit 2 bis 5

ml Trypsin inkubiert. Dann wurden die vom Flaschastdn geldsten Zellen in Medium
aufgenommen und in Zentrifugenréhrchen transferiéach der Zentrifugation wurden
sie in einer definierten Menge frischen Mediums deie aufgenommen und mit der

Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
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Nach einigen Vorversuchen zur Ermittlung der idealellzahl und optimalen
Zellversorgung wahrend des Versuches wurden disiéde wie folgt durchgefihrt:

In 96-Well-Platten wurden pro Well 30 000 Zellennggsat. Die jeweiligen
Medikamente wurden gleich bei Einsaat in den Ansaigegeben. Die Zellen
inkubierten finf Tage ohne Mediumwechsel.

Auf jeder Testplatte waren jeweils mindestens adfells fur unbehandelte
Kontrollzellen in Wachstumsmedium vorgesehen. Dielleh wurden mit AG,
Etomidat, MTP jeweils mit den Konzentrationen 0,gud@M, 30uM, 60uM, 300uM
inkubiert. Des Weiteren gab es Testreihen mit 18x@TH sowie der Kombination von
10nM ACTH mit 60uM AG oder mit 60uM Etomidat.

Nach fiunf Tagen Inkubation wurde Medium zur spdteddormonbestimmung

asserviert.

2.3. Hormonanalysen

Aus den Aliquots, die in den 2.2. beschriebenensignen gewonnen wurden, wurde
Cortisol und 17-OH-P bestimmt. Im Falle der unte2.2.1. beschriebenen Versuche

konnten die Hormonkonzentrationen prd @i@rgestellt werden.

2.3.1 Testprinzip

Die Tests zur Bestimmung von Cortisol und 17-OHrBerien mit dem Grundprinzip
des Radioimmunassays (RIA). Es konkurrieren hieArgigene, in diesem Falle die
Hormone der zu testenden Lésung beziehungsweisKatdroll- und Standardproben,
mit dem radioaktiv-markierten Hormon (Tracer) umeeidefinierte Anzahl von
Bindungsstellen an antigenspezifischen Antikorpedie an der Oberflache des

Testrohrchens fixiert sind.
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Nach einer definierten Inkubationszeit wird die Mendes radioaktiven Antigens
gemessen, dessen Menge umgekehrt proportional zonzeftration der zu
analysierenden Probe ist.

Mit Standardproben wird eine Eichkurve erstellt,dr die zu analysierenden Proben

verglichen und bestimmt werden kdnnen.

2.3.2 Durchfiihrung

Das Arbeitsprotokoll des Herstellers wurde genaresbeachtet. Mit einemCounter
konnten die Proben gemessen und umgerechnet weRlenHormonbestimmung

erfolgte doppelt, woraus ein Mittelwert gebildetrae.

2.4. Expressionsnachweis des ACTH-Rezeptors

Zur Darstellung der mRNA des ACTH-Rezeptors bedienan sich in der vorliegenden
Arbeit dem Northern-Blot-Verfahren, das 1977 vonwie et al. entwickelt und
beschrieben wurde (91).

Hierzu wurde die in den Zellen vorhandene RNA dxad, in einer Elektrophorese
nach ihrer GroRe aufgetrennt und auf eine Nylonmmambransferiert (sogenanntes
Blotten).

Anschlieend wurde die zu untersuchende RNA des H\R€zeptors mit
komplementéren, radioaktiv markierten DNA-Aussdemtdes ACTH-R (sogenannte
DNA-Sonde) auf der Membran markiert. Mit der so kienten Membran wurde ein
Rontgenfilm belichtet und so die RNA des ACTH-Rdpepdargestellt.

Als Anleitung fir den Northernblot wurde das Pratlbkder Firma Stratagene in
modifizierter Form verwendet. Die folgende Abbildud zeigt das Northern-Blot-
Verfahren schematisch.
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Elektrophorese ,Blotten* Hybridisieren
O e —_
Autoradiographi
mRNA Agarosegel Nylonmembran Autoradiogramm

Abbildung 3 : Schematische Darstellung des Northern-Blot-Verfarens (92)

Die Darstellung der exprimierten RNA von [3-Actiredie der Normierung der Proben.
3-Actin ist ein Bestandteil des Zytoskeletts undngcseine RNA-Menge pro Zelle
relativ konstant. So korreliert diese gut mit dbs@ut eingesetzten RNA-Menge pro

Bande.

2.4.1 Extraktion der RNA

Um die Gefahr des RNA-Abbaus durch in der Umgebuodkommende sogenannte
RNAsen so gering wie moglich zu halten, missenZéilen nach Beendigung der
Inkubationszeit so schnell wie mdglich lysiert undgleich die RNAsen denaturiert
werden. Des Weiteren wird die RNA an einen spehigmn Trager gebunden, um die
weiteren Bestandteile der Zellen (Lipide, Proteif@NA usw.) in chemischen

Waschschritten zu entfernen. Zum Schluss wird leeiinderten pH-Bedingungen die

RNA von dem Trager eluiert.
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Bei der vorliegenden Arbeit wurden alle RNA-Extiakien mit dem RNeasy total RNA
Kit der Firma Qiagen und dem dazugehdrenden Prétokwchgefuhrt, das auf die
speziellen Bedingungen abgestimmt wurde.

Die nach den Versuchen aservierten Zellen wurders@@ rpm (153 g) 8 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mitisyBuffer RTL, der mitp-
Mercaptoethanol (Endkonzentration 10ul/ml) zur Hhierung der RNAsen versetzt
war, resuspendiert. Um eine optimale Lyse der HAelkl erreichen, wurde die
Zellsuspension mit einem Ultra Turfaeine Minute lang homogenisiert. Das Lysat
wurde bei —80 C° bis zur weiteren Verarbeitung efrmgen und gelagert.

Zur eigentlichen RNA-Extraktion wurde das Lysat madem Auftauen nochmals
mittels eines speziell fir Eukaryontenzellen enkeiten QlAshreddérhomogenisiert,
die Proteine mit 70%igem Alkohol ausgefallt und daspraparierte Lysat auf RNeasy-
Zentrifugenrdhrchen gegeben. In diesen Ro6hrchen eiste mit  Silikatkugeln
beschichtete Membran eingearbeitet, die unter i@efén ionischen Verhaltnissen RNA
ab einer Gré3e von 200 Basenpaaren binden kann.

Danach wurde die Membran in den Roéhrchen mit verggten Waschpuffern
verschiedener Salzkonzentrationen gereinigt und 3ghluss die RNA mit RNAsen-
freiem Wasser aus der Membranbindung eluiert. DiEsgtionsschritt wurde zweimal
durchgefuhrt. Dabei inkubierte das Wasser jewedlsMinuten auf der Membran, um
eine optimale Ausbeute an RNA zu erhalten. DastElea am Beginn der Extraktion
zur besseren Bearbeitung getrennten Proben wurddewizusammengefihrt und die
Konzentration der RNA spektrophotometrisch bestinib@r Reinheitsgehalt der RNA
wurde mit der Ratio, dem Verhaltnis zwischen desdtbtion bei der Wellenlange 260
nm und 280 nm, bewertet. Nur Proben mit einer Ratischen 1,8 und 2,0 wurden der
Weiterbearbeitung zugefihrt.

Das RNA-Extrakt konnte bei — 20 C° gelagert werden.

2.4.2. Formaldehyd-Gelelektrophorese

30 ug RNA-Extrakt wurden pro Ansatz in einer Vakwemtrifuge lyophylisiert und die
getrockneten Proben mit 5 ul Puffer gelost. Misdim wurde die RNA denaturiert. Der

Puffer war wie folgt zusammengesetzt:
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48% deionisiertes Formamid

34 % Loading Dye

18 % Formaldehyd

Der obengenannte Loading Dye war zuvor aus 30 %) @0X MOPS, 2 0% (v/v)
10mg/ml Ethidiumbromid, 20 % (v/v) sterilisiertem a#ter, 15 % (v/v) sterilem
Glycerol, 15 % (v/v) gesattigter Bromophenolblausufig hergestellt worden.

Die Proben wurden nach 2 minitigem Erwarmen beC3aif ein 2%iges Agarosegel
(29 Agarose, 10,8 ml 37%iges Formaldehyd auf 200Ge@samtvolumen) einzeln in
vorgeformte Taschen geladen.

Die RNA wurde bei 34 Volt fir einen definierten #aum (15 Stunden) in 1X MOPS-

Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4.3. Kapillartransfer auf Nylonmembran (.,Blotten)

Ob die RNA vollstandig aufgetrennt war, wurde unt®r-Licht kontrolliert und zur
Dokumentation fotografiert.

Als ersten Schritt des Blottens wurde die RNA inl @& 0,05 M NaOH 25 Minuten
teilhydrolysiert, um einen besseren Transfer zuawlgisten. Danach wurde das Gel in
Tris-HCI mit einem pH von 7,5 wieder neutralisiert.

Vor dem Transfer wurde das Gel mindestens 20 MimirtelOX SSC-Puffer inkubiert.
Dann folgte der Transferaufbau: zuunterst das @Gahn die Nylonmembran und als
~Saugkraft drei Lagen Whatman-Papier und Papiedhizcher. Das Gel wurde Uber
eine Whatman-Papierbriicke wéhrend des gesamtersférarnvon 18 bis 24 Stunden
Dauer mit 10X SSC-Puffer feucht gehalten.

Danach wurde die Membran beschriftet und die RNAckluCrosslinking bei 150
mJoule im GS Gene Linker von Bio Rad dauerhaftdiafMembran fixiert. Bis zur
Hybridisierung konnte die Membran bei 4°C gelagestden.

Zur Darstellung der spezifischen RNA-Bande fir deDTH-Rezeptor benétigt man
nun eine komplementdre DNA-Sonde, die sich, radioakarkiert, an die auf der

Membran fixierten RNA des ACTH-Rezeptors anlagert.
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2.4.4. Herstellung der DNA-Sonden

2.4.4.1. Die ACTH-Sonde

Als ACTH-Rezeptor-Sonde wurde cDNA verwendet, digets einer PCR hergestellt
worden war. Da die gesamte kodierte Sequenz desHARTmM Exon 2 vorliegt, kann
zur Herstellung einer cDNA-Sonde in diesem FallehaDNA genommen werden.
Zunachst wurde aus Gewebe von Nebennieren und MNides Rindes die DNA
extrahiert. Dies erfolgte mit dem Qiamp Tissue #eér Firma Qiagen. Es wurden vier
Ansatze mit jeweils zwischen 14 und 20 mg GewehbeNiere bzw. der Nebenniere
Uber Nacht mit 40 ul RNAse (10 mg/ml) lysiert unahd mittels des Tissue Kits die
DNA eluiert.

Die Konzentration wurde photometrisch ermittelt uhe Integritat der DNA auf einem
Agarosegel Uberpruft.

Aus der so gewonnenen Gesamt-DNA des Rindes wuade885 Basenpaare grof3e
Fragment, das einem grof3en Teil des bovinen ACTEERrs entspricht, mit einer
PCR unter Verwendung folgender Primer amplifizi&tTCA-TAT-CCA-TTG-TTG-
GG-3' und 5’-ATC-ATT-CTA-CTG-GTA-ACA-GT-3’ (93).

Mithilfe dieser Primer lasst sich das gewilnschteAEBlick amplifizieren. Zudem
benétigt man eine ausreichende Menge der vier @eswlosid-triphosphate und eine
hitzestabile DNA-Polymerase. Zunachst wird die DMArch Erhitzen denaturiert.
Nach einer Abkuhlung hybridisieren die Primer an @NA-Einzelstrangen jeweils in
3’-5’-Richtung an die DNA-Einzelstrange. Nachfolgesin diese Primer werden nun die
komplementdren DNA-Strdnge neu synthetisiert. Inesheten Cyclus werden durch
Erhitzung die DNA-Strange wieder aufgebrochen undbsginnt der Vorgang von
neuem. Ab dem 3. Cyclus kann man von einer Amjifing des gewiinschten DNA-
Stiicks ausgehen. Die Cyclen werden ca. 20 bis 30mederholt. Bei jedem Cyclus
verdoppelt sich der Anteil der zu amplifizerendedA3Stlicke.

Das PCR-Produkt wurde auf ein 1%iges Agarosegejednzfgen. Anhand eines 100 bp
Markers wurde die richtige GroRe der Bande (cabgp@ontrolliert. Die Bande wurde
aus dem Gel geschnitten und die amplifizierte DNAthilie des Qiaquick Gel
Extraction Kits aus dem Gel extrahiert.
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Das Prinzip der Extraktion beruht auf der selektivalsorption der Nukleinsauren an
die Qiaex-Silicage-Partikel, die in speziellen &iift enthalten sind, in Anwesenheit von
hohem Salzgehalt und der Loéslichkeit von Agarosegahachst werden durch eine
hohe Natriumperchloratlosung im QX1-Puffer die Waswfforicken im
Agarosepolymer zerstort, wodurch es zu einer Auftigsdes Gels kommt. Zuséatzlich
dissoziieren die DNA-Bindungsproteine von der DNAurch die hohe
Salzkonzentration bei bestehendem niedrigen pHFx IIn zweiten Schritt werden die
Agarosegelreste mit dem QX2-Puffer aus dem Filewagchen und darauf mit einem
alkoholhaltigen Puffer QX3 die Salzreste entfernt.

Nach dieser Prozedur konnte man die DNA mit einézdrigsalzigen Puffer, hier TE-
Puffer, mit einem pH 8,0 aus dem Filter waschen.

Die amplifizierte DNA wurde bis zur Verwendung &snde bei 4-8°C gelagert.

2.4.4.2. Die -Actin-Sonde

Die aus Mausezellen hergestellte [3-Actin-Sonde wwdn der Firma Stratagene
bezogen. Sie befindet sich in einem Vektor, dersp#zifischen Restriktionsenzymen
verdaut wurde. Die Restriktionsenzyme fiir 3-ActindsEcoR | und Xho I. Die 13-

Actin-Sonde ist 1500 bp gro3. Wie auch der PCR-gerie ACTH-Rezeptor wurden

die B-Actin-Fragmente Uber ein 1%igen Agarosegéearinigt und eluiert, um dann

bei 4-8C° bis zur Weiterverwendung gelagert zu werd

2.4.5. Markieren der Sonde und Hybridisierung deelgjotteten Membran

Die Sonden-DNA wurde mit einem ,Random Primed DNabkling Kit* entsprechend
der Anweisung des Herstellers miftP-dCTP markiert. Zuerst wurde die Sonde 5
Minuten bei 95°C denaturiert und danach mit denldltiden dATP, dGTP, dTTP und
3p_dCTP, einem Reaktionsmix mit Puffer und Hexanofiden und dem sogenannten
Klenow-Enzym, einer Polymerase, 30 Minuten langulmkrt. Durch das Enzym
wurden neue DNA-Strange amplifiziert, in die dadioaktive Cytosin eingebaut war.
Das UberschiissigéP-dCTP des Ansatzes wurde tiber NucTrap-Purifikefiorumng
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herausgefiltert, um keine unspezifische Hintergaktiditdt auf dem Blot zu erhalten.

Der Erfolg des radioaktiven Einbaus wurde mit eiessung am 3-Counter Uberprift.

Zur Vorbereitung der Blot-Membran wurde diese ineen Hybridisierungsofen 30
Minuten mit 10 ml QuickhyB Lésung vorinkubiert. Die markierte Sonde wurdetmac
Zugabe von 100ul Salmon-Sperm-DNA, die eine Venbigdder radioaktiven Sonden
untereinander verhindern sollte, nochmals bei 10d&daturiert und dann zu der
vorinkubierten Membran in der Hybridisierungsloswagugegeben.

Die Blot-Membran wurde nun eine Stunde in der Hgyisrerungslosung mit der
radioaktiv markierten Sonde zur Hybridisierung dreasn die spezifische RNA bei 68°C
unter standiger Rotation im Hybridisierungsofenuibiert.

Im Anschluf3 daran wurden die unspezifischen Bineéangn verschieden stringenten
Schritten bei 60°C von der Membran ,gewaschen®: imva¢ 15 Minuten mit einer
Lésung aus 1X SSC (150mM NaCl, 30 mMsRadrat, pH 7,0) und 0,1% (v/v) SDS und
zweimal 15 Minuten mit der Losung aus 0,5X SSC 0yidso(v/v) SDS.

Zur Detektion der spezifischen, nun radioaktiv menten RNA-Sequenzen wurde auf
die gewaschene Membran ein Kodak-X-Omat-DS-Rontigemnfelegt. In einer Kassette
mit Verstarkerfolie wurde dieser Film bei —80°Crjach Starke des Signals mehrere
Stunden bis Tage belichtet und anschlieRend engéltick

Die RoOntgenfilme wurden zur Auswertung eingescaribie Banden konnten so
densitometrisch mit Hilfe des Programmes IMAGE (N1Hlational Institute of Health,
Bethesta, USA) quantifiziert werden.

Um eine andere RNA-Sequenz mittels Hybridisieruagzdstellen, musste zuvor die
.alte® Sonde abgewaschen werden. Dazu wurde imreogeen ,Blotstripping” die
Membran mit 0,1 X SSC und 1% (v/v) SDS dreimal jgsvé5 Minuten bei 95°C
inkubiert und zum Schluss mit RNAsen-freiem Waggesplt. Vor Rehybridisierung
mit einer anderen DNA-Sonde wurde die Membran niiterm Rontgenfilm auf
vollstandige Entfernung der ,alten® Sonde konteslli Auf diese Weise war es

madglich, die RNA auf den Membranen mehrmals zunsothen.
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2.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden entweder als Durchschnitteweit Standardfehlern angegeben
oder die Mittelwerte im Verhaltnis zur Kontrolle iArozent dargestellt, wobei der
Kontrollwert 100% angenommen wurde. Die Signifikaezchnungen erfolgten mit

unabhangigen T-Tests der Mittelwerte mit dem PnognaSPSS 9.0 fir Windows auf

einem PC. Als statistisch signifikant wurden p-Viéett0,05 gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etabilierung der Primarkultur der bovinen NNR-Z ellen

Das in 2.2.1 beschriebene Verfahren eignete sitlzguGewinnung von NNR-Zellen
aus Rindernebennieren. Es lieRen sich ca 17®#0en aus 1 NN gewinnen. Bei
sorgfaltiger Praparation lag die Anzahl der Fibasbén bei 10 %. In zwei bis funf
Tagen waren die Zellkulturen so gewachsen, dasVetisuche auf dicht gewachsenen
Zellrasen durchgefuhrt werden konnten. Erfahrunged®e wuchsen ca 30% der
ursprunglich eingesetzten NN-Zellen an und konnfi@&n die Versuche verwendet
werden.

Unbehandelte Zellen produzierten im Mittel 3,8pgQGdrtisol/16 Zellen und 34,0 ng
+4 17-OH-Progesteron/i@ellen in 48 h.

Da die Priméarkultur fur Kontamination mit von exieeingeschleppten Bakterien
anfallig wurde, wurde das Antibiotikum von Gentammycauf Penicillin und
Streptomycin gewechselt, um die Kontamination in &iff zu bekommen. So konnte
man dem lokalen Erregerspektrum gerecht werden.

Die Zellen wuchsen unterschiedlich schnell und ehrten sich unterschiedlich gut, so
dass der Zeitpunkt des Versuchbeginns nicht immetdichem zeitlichen Abstand zur
Préaparation lag.

Zu Beginn eines Experiments konnte von keiner dafien Zellzahl pro Kulturflasche
ausgegangen werden, da die Zellen adharent wachsiehd direkt vor der Inkubation
mit den Testsubstanzen gezahlt werden konnten. @liesicht fir die durchgefihrten
MTT-Tests, bei denen eine definierte Zellzahl nehdzu testenden Substanzen direkt

inkubiert wurde.

3.2 Effekte von Adrenostatika und ACTH auf die bovihen NNR-Zellen

Aufgrund der obengenannten Schwierigkeiten warehtralle Versuche auswertbar.
Die folgenden Ergebnisse resultieren in einigenleRdlaus weniger als drei
unabhangigen Versuchen.
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3.2.1. Hormonbiosynthese

3.2.1.1. Dosisabhangige Cortisolsynthesehemmunod@&rM TP und Etomidat

Bei den Hormonanalysen konnte fir die Substanzen WGP und Etomidat eine
dosisabhangige Hemmung von Cortisol gezeigt werden.

Die Hormonproben wurden aus den Wells bei den dieschriebenen MTT-Tests
gewonnen. Bei gleicher Zellaussaat von 30 000 #eppeo Well kann man von
vergleichbaren Hormonwerten ausgehen.

Die Hormonwerte wurden nach 48 h Inkubation mitjdereiligen Substanz gemessen.

Mit AG konnte eine dosisabhdngige Hemmung nachgemewerden. Bei einer
Inkubation mit 0,6 uM AG fand sich eine deutlicheriinung auf 41,1 % im Vergleich
zur Kontrolle. Eine komplette Hemmmung auf 0,7% de&mntrolle war bei einer

Konzentration von 300uM AG zu erkennen (Diagramm 1)

Diagramm 1: Dosisabhdngige Hemmung der Cortisolsektion mit

Aminoglutethimid

110%

10050%
100% CJf-O
90% -
80%
70%
60%
50% AT 1% "
20% 37,1%
) *

30% 25.5%
20% 14,0%*
10% - 0,7%*

0%

Kontrolle 0,6uM AG 6uM AG 30uM AG 60uM AG 300uM AG

Dargestellt ist die Cortisolsyntheserate in Prozeniergleich zu den Kontrollzellen (=100%) in 48 h
mit Standardfehler. *= p< 0,05 versus Kontrollee@osisabhéngige Reduktion der Cortisolkonzentratio

bei steigenden AG-Konzentrationen sind zu erkennen.
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Mit 0,6 uM MTP konnte eine signifikante Hemmung @artisolproduktion auf 68,9%

der Kontrolle erreicht werden. Bei einer Konzentmratvon 30 uM MTP wurde die

Cortisolproduktion auf 6,6 % zur Kontrolle und di&-OH-P-Synthese auf 48% zur
Kontrolle reduziert, wahrend 17-OH-P bei niedrigekonzentrationen (0,6 uM und 6
HM) mit 84% und 81% noch deutlich hoher lag (Diagna2).

Diagramm 2: Dosisabhangige Hemmung der Cortisol- wh 17-OH-P-Sekretion mit

Metyrapon

120% -

110% - 10609
100%
90% 844%™ g0.8%*
80% -
68,99
70% 1 T -
O Cortisol
60% 28 1% W 17-OH-P

50% -
40% -

30% |
0/n%
20% - 15,9%

0% T T T T

Kontrolle 0,6puM 6uM MTP 30puM MTP 60puM MTP  300puM
MTP MTP

Links ist die Cortisolsyntheserate in Prozent imgleich zu den Kontrollzellen (=100%) in 48 h und
rechts die 17-OH-P-Syntheserate mit Standardfelaagestellt. *= p< 0,05 versus Kontrolle.

Die dosisabhangige Hemmung der Cortisolproduktieigtzsich ab einer MTP-Konzentration von 0,6
MM. Erst ab einer Konzentration von 30 pM MTP war #ifeOH-P Konzentration auf unter 50% der

Kontrolle reduziert.

Bei Etomidat zeigte sich bereits bei 0,6 uM eindeza komplette Hemmung der
Cortisolproduktion auf 2% im Vergleich zur KontmllAb 6 uM ETO kam es zu einer
maximalen Hemmung auf 0,2% der Kontrolle (DiagraB)m

Die 17-OH-P-Syntheserate war bei 0,6 UM ETO auf 4irb bei 30 uM ETO auf 2,4%
reduziert. Diese Werte waren mit p<0,001 hochsikgit.
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Diagramm 3: Dosisabhangige Hemmung der Cortisolsektion mit Etomidate

110% 1100,0%+/-0.08
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20% -
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0% . | e |

Kontrolle ~ 0,6uMETO  6UMETO  30UMETO  60uMETO  300uM ETO

Dargestellt ist die Cortisolsyntheserate tber 48 Brozent im Vergleich zu den Kontrollzellen (=260
mit Standardfehler. *= p< 0,05 versus Kontrolle.r B¢andardfehler der Konzentrationen ab 6 pM ETO
betragt + 0,001 und kleiner. Es stellt sich einetldghe Hemmung der Cortisolsynthese bereits abreine

Etomidatkonzentration von 0,6 uM dar.

3.2.1.2. Effekte von AG und MTP in Kombination AIETH auf die Hormonsynthese

Durch ACTH wird die Sekretion von Cortisol und 1H@rogesteron auf das Uber
zehnfache gesteigert. Interessanterweise lasstdsiath die Kombinationsbehandlung
von Adrenostatika und ACTH die komplette Blockadk EHormonsekretion durch die
hochdosierte AG-und MTP-Gabe aufheben. Es werdiweise Werte erzielt, die
deutlich Gber den der Kontrollzellen liegen (Tabedl). Wahrend AG bei der Einzelgabe
ahnlich potent ist wie MTP, zeigt sich in der Komdion mit ACTH, dass MTP

wesentlich starker die Steroidbiosynthese hemmt.
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Tabelle 2: Effekte von AG und MTP in Kombination mit ACTH auf die

Hormonsyntheserate
Cortisol (% d. Kontrolle) 17-OH-P (% d. Kontrolle)
Kontrolle 100,0 +1 100,04
10nM ACTH 1275,0£6 * 1102,0 £95 *
300uM AG 4,2+0,03 * 6,31
300pM MTP 1,930 * 1,25+1,6
300uM AG + 10nM ACTH 549,045 * 769,0+38 *
300uM  MTP + 10nM85,0+1 916,0£71 *
ACTH

Die Zellen wurden 48h mit ACTH, AG, MTP und die jevigél Kombination von AG und MTP mit
ACTH inkubiert. Die Steroidkonzentrationen wurdenZellliiberstand gemessen. Die Ergebnisse sind als
Prozentangabe zu den unbehandelten Kontrollzeei®(%) mit Standardfehlern dargestellt. *= p< 0,05
versus Kontrolle. Die Signifikanz der Cortisolwebtei der Kombination von AG+ACTH versus 300uM
AG konnte mit p=0,021, der Kombination von MTP+ACVErsus MTP mit p= 0,006 gezeigt werden.

3.2.2 ACTH-R-m-RNA-Expression

Es konnten zwei Northern-Blot-Experimente ausgesteserden. Die hier untersuchte
MRNA stammt aus den Zellen, deren Hormonbiosynthreder oben gezeigten Tabelle
2 dargestellt wurde.

Bei der Inkubation der bovinen NNR-Zellen mit ACTkédnnte eine Erhéhung der
MRNA-Expression des ACTH-R (129% im Vergleich zuorirolle) beobachtet

werden, wahrend die Inkubation mit AG zu einer Vieaerung der mRNA-Expression
(46% im Vergleich zur Kontrolle) fuhrte.(Abbildurg Diagramm 4)

Durch die kombinierte Inkubation der Zellen mit A@d ACTH zeigte sich eine hohe
Rezeptor-m-RNA-Expression (208% im Vergleich zunkolle).
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Abbildung 4: Effekte der Inkubation von ACTH und 300puM AG auf die mRNA-
Expression des ACTH-Rezeptors

Kontrolle ACTH 300uM AG AG+ACTH

ACTH-R 800 bp

B-Actin = "" “M' .| 1500 bp

Die Zellen wurden in Tripletts mit 10-8 ACTH, 300uM Ahd der Kombination aus AG und ACTH

Uber 48 h inkubiert. Die Auswertung dieses BlotsnsDiagramm 4 dargestellt.

Diagramm 4: Die ACTH-R-m-RNA-Expression unter Bdkissung von AG und
ACTH
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Kontrolle ACTH 300 uM AG AG+ACTH

Die Ergebnisse der Kontrolle und ACTH stammen au®izunabhangigen Versuchen mit je 3
Einzelwerten. Fir AG und AG+ACTH war nur 1 Blot agsthar mit jeweils zwei bis drei Einzelwerten.
Die Ergebnisse sind nicht signifikant.

Es zeigt sich durch die Kombination von 300 pM AG ACTH eine Aufhebung der ACTH-R-mRNA-
Suprimierung und erhéhte ACTH-R-mRNA-Expression liehgn mit der Kontrolle.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung einer bovinen NNR-Primarkultur

Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurde zur Untensug des ACTH-R und der
Hormonbiosynthese an gesunden Zellen eine Printé@rkubhus der bovinen
Nebennierenrinde etabliert. Wie dies fur Priménk@h nicht undblich ist, wuchsen ca.
30 % der initial eingesetzten Zellen gut an undnahrten sich. Aus einer NN konnten
ca. 170x16 Zellen gewonnen werden. Bereits nach drei bis Vagen war der Boden
der Kulturflaschen gut mit den adharent wachsendelien bedeckt. Die Zellen
konnten dann mit den zu untersuchenden Substaméemiert werden. Es wurden
konsistente und schlissige Ergebnisse erzielt. Rudbleme, die im Laufe der
Kultivierung der Zellen eintraten, und auf unteiisdtiche Losungsstrategien wird in
Kapitel 4.4. eingegangen.

4.2 Effekte von Adrenostatika auf NNR-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedeadrenostatisch wirkende
Substanzen vergleichend in bovinen NNR-Primarkahuuntersucht. Im Folgenden
werden die Ergebnisse, die in dieser Arbeit misdie Substanzen erzielt wurden, mit
denen in anderen tierischen und menschlichen aére@zllen in Primarkultur und in

Zellen der Nebennierenkarzinomzelllinie NCI-h295gliehen.

4.2.1 Aminoglutethimid

Fur AG wurde eine dosisabhangige Hemmung der @brtisnd 17-OH-P-Synthese
gefunden. Da beide Hormone in etwa gleichermalR&ergmt wurden, ist von einer
Hemmung des P450 scc Enzyms auszugehen. Dies &gkt zum einen mit
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Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe bei bowWi¢R-Zellen (94) als auch mit den
Resultaten, die in den humanen NCI-h295-Zellen mdn wurden (86, 95). Die
Hemmung der Steroidbiosynthese erscheint in delinbovZellen sogar ausgepragter
als in den humanen NCI-Zellen zu sein, da bere@u®1 AG zu einer Supression des
Cortisols auf 41 % der unbehandelten Kontrollzefi@gmt, wahrend bei den NCI-h295-
Zellen ein Wert von 10uM angegeben wurde (95).

Neben dieser Beeinflussung der Steroidbiosynthesgtez sich auch in den bovinen
Zellen eine Suppression der ACTH-Rezeptor-Expresside sie in den NCI-h295-
Zellen beschrieben ist (86). Die Suppression ist466 der Expression im Vergleich
zu den Kontrollzellen allerdings geringer ausgepeadg bei den NCI-h295-Zellen.
Sowohl die Hemmung der Steroidbiosynthese als aliehSuppression des ACTH-
Rezeptors spielt sich in einer Konzentration ab,alier Wahrscheinlichkeit nach auch
in vivo erreicht wird. So liegen bei Patienten, cié 1000 mg AG pro Tag behandelt
werden, die Plasmaspiegel bei ca 70 uM (96). Dgdictée Dosis beim Cushing-
Syndrom liegt bei 500 bis 2000 mg AG pro Tag (58),dass zu vermuten ist, dass
teilweise Spiegel bis 300uM erreicht werden, wie fir die Hemmung der ACTH-
Rezeptor-Expression notwendig sind. Die Konzergregn, die zur Unterdriickung der

Hormonsynthese notwendig sind, werden erwartunga@esuhon viel frither erreicht.

4.2.2 Metyrapon

MTP hemmte die Cortisolsynthese in der vorliegentterinen NNR-Primarkultur

signfikant dosisabhangig. Die Sekretion von 17-OM&® ebenfalls auf 84% und 81%
zum Kontrollwert bei MTP-Konzentrationen von 0,6 wdd 6 pM erniedrigt. Bei einer
Konzentration von 30 uM MTP war sie bereits auf %8reduziert. Diese Befunde
belegen, dass auch in diesen niedrigen Konzenetioneben der P450cll-
Hydroxylase auch vorgeschaltete Enzyme (wahrsdbkindas P450scc-Enzym)
gehemmt werden.

Diese Ergebnisse unterscheiden sich damit deuthich Ergebnissen in anderen
Zellmodellen, die groRtenteils von der Nebennieagnkom-Zelllinie NCI-h295 oder

von anderen NNR-Priméarkulturen stammen.
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Wie in 1.4.2. beschrieben hemmt MTP die P450cl1rbiyyase-Aktivitat mit einem
ICs0 Wert von 7,8 uM, was zu einer Hemmung der Corjsatht aber der 17-OH-P-
Synthese fuhrt. Erst bei hoheren Konzentrationenaimem 1Go-Wert von 330 uM
wird in der Literatur eine zuséatzliche Hemmung d&&0scc-Enzyms beschrieben
(43,44).

Bei NCI-h295-Zellen konnte eine gesteigerte 17-GBeRretion in niedrigen
Konzentrationen von MTP (60nM-6puM) durch Hemmung dachgeschalteten f1
Hydroxylase gezeigt werden (97). Bei hoheren Kotragionen fuhrte es ebenfalls zu
einer verminderten Sekretion von 17-OH-P und DHEB&bei ist der Ig-Wert fur die
Hemmung der P450cll Hydroxylase 3,5 uM und fir lHemmung des P450scc
Enzyms 17uM (95) bzw. 30 uM (97). Damit wirkt audiiP in den Rinderzellen etws
starker als in dern NCI-h295-Zellen. Die genaue hionzentration fir das P450scc
ist nicht eindeutig zu bestimmen, da es durch dibadr einsetzende Hemmung der
P450c11-Hydroxylase zu einem Anstau von 17-OH-P rkonso lag bei den NCI-
Zellen, die mit MTP-Konzentrationen um den IC50-W&r P450scc inkubiert wurden,
der 17-OH-P-Wert noch deutlich Gber 100 %. Da in Benderzellen aber bereits bei 30
MM MTP die 17-OH-P-Sekretion auf 48 % zu den unhdetien Kontrollzellen
reduziert ist, ist von einem wesentlich niedrigel€rb0-Wert auszugehen.

Fur die Tatsache, dass die Hemmwirkung von MTPdasfP450scc-Enzym bereits bei
deutlich niedrigeren Konzentrationen einsetzt, gist zwei mogliche Erklarungen:
Entweder der Effekt ist spezifisch fur Rinder-NNeodhber das Verhalten gesunder
NNR-Zellen unterscheidet sich in diesem Aspekt litdutvon dem karzinomatos
veranderter Zellen.

Dass die Hemmung der 450cl11-Hydroxylase aber dénpotenter ist als die der
vorgestalteten Enzyme zeigt sich am deutlichsteddan Versuchen, in denen MTP
zusammen mit ACTH gegeben wurde. Hierbei liegt Menge der Cortisolsekretion
knapp unterhalb der Sekretionsmenge in den unbeliandKontrollzellen, wahrend die
17-OH-P-Sekretion um das Neunfache gesteigersisthé¢ 3.2.1.2 Tabelle 2).
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4.2.3 Etomidat

Bei Etomidat zeigte sich in den Zellen der NNR-Ruikultur bereits bei einer
Konzentration von 0,6 UM eine nahezu komplette Hemgnder Cortisolsynthese auf
2% zum Kontrollwert. Die 17-OH-P-Synthese war mié @M ETO auf 47% und mit
30uM ETO auf 2,4% reduziert. Dies lasst auf einmpdette Hemmung der P450c11-
Hydroxylase, aber auch auf eine deutliche Hemmueg B450scc-Enzymkomplex
schliel3en.

In anderen Arbeiten mit bovinen NNR-Zellen hemmieOEbereits bei Konzentrationen
zwischen 1d und 16® M die 1B-Hydroxylase-Aktivitat um 50 %. Eine ahnliche
Inhibition ergibt sich auch fir die Produktion vdd-Corticosteron und Aldosteron
(98).

Bei NCI-h295-Zellen konnte wie bei MTP eine gesteig 17-OH-P-Sekretion in
niedrigen Konzentrationen von ETO (0,6-60 nM) dudgmmung der nachgeschalteten
118-Hydroxylase gezeigt werden (97). Hohere Konzemingn von ETO fuhrten auch
hier zu einer verminderten Sekretion von 17-OH-KE DHHEAS. Dabei war der Kz
Wert fur die Hemmung der P450c11 Hydroxylase 15 umM fir die Hemmung des
P450scc Enzyms 400nM (95). Der Unterschied zwiscenNCI-h295-Zellen und den
Rinderzellen bezlglich ihrer Sensitivitat der P4s9Eemmung scheint damit

wesentlich weniger ausgepragt zu sein als bei MTP.

4.3 Die Wirkung von ACTH auf NNR Zellen

Wie zu erwarten, ergab die Inkubation der bovinddRANZellen in Primérkultur mit
ACTH eine deutliche Steigerung der Cortisolbiosystin Auch die Synthese von 17-
OH-P war erwartungsgemald gesteigert. Dieser Effiskt allerdings wesentlich
ausgepragter als in den Karzinomzelllinien NCI-h28% Y1 (86,127). Obwohl die
basale Expression des ACTH-Rezeptors in den Rietlerzwie in 3.2.2 gezeigt gering

ist, kommt es durch die Behandlung mit ACTH zu eideutlichen Steigerung der
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Sensitivitat der Zellen gegentiber ACTH selbst. Nadurch 143t sich erklaren, dass die
Inkubation von ACTH zu zehnfach gesteigerten Coltigrten fuhrt.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dabgieder Kombination von AG
bzw. MTP mit ACTH im Vergleich zu den unbehandelkntrollzellen nicht zu einer
Hemmung der Cortisol- und 17-OH-P-Synthese fuhondgrn weiterhin zu einer
Steigerung der Hormonsekretion. Dieser Befund sotezidet sich ebenfalls deutlich
von den Ergebnissen, die aus den Untersuchungetiemitumanen NCI-h295 Zelllinie
bekannt sind, da dort in AG oder MTP behandeltelleddrotz hochdosierter ACTH-
Gabe keinerlei Steroidsekretion nachzuweisen w@y. Bamit scheint die Aufhebung
der Synthesehemmung von Cortisol und 17-OH-P bei Hembination der
Adrenostatika mit ACTH ein Spezifikum der bovinemNR-Primarkultur zu sein. Die
oben diskutierten Ergebnisse der Behandlung ddeiZehit den Adrenostatika allein
schlie3en eigentlich aus, dass Adrenostatika inbd@men Zellen weniger stark wirken
bzw. die Zellen weniger sensibel gegen die Substasind. Eine mogliche Erklarung
fur diese unterschiedliche Wirkung der Kombinatioon ACTH mit Adrenostatika
konnte allerdings in der gesteigerten Sensibitigt Zellen gegentiber ACTH liegen,
die schon oben diskutiert wurde.

Eine &hnliche Beobachtung lasst sich bei Betraghtder Northern-Blots machen.
Analog zur Aufhebung der Hormonsynthesehemmung kisk fur die Kombination
von ACTH mit AG eine Aufhebung der Downregulatioar ACTH-R mRNA durch
AG allein beschreiben. Die basale Expression desTHRezeptors in der
Kontrollgruppe ist durch eine Behandlung der Zelteiht ACTH auf 129% gesteigert.
Eine Kombination von AG mit ACTH bewirkte sogar eisteigerung des ACTH-
Rezeptors auf 209% im Vergleich zu der unbehandek®ntrollgruppe. Dies
unterscheidet sich ebenfalls von den Ergebnissebitersuchungen mit der humanen
NCI-h295-Zelllinie, bei denen es zwar auch zu efdiigerung der mMRNA-Expression
des ACTH-Rezeptors bei der Kombination von AG mETWd kam, jedoch nicht zu
einer Verdoppelung der mRNA-Expression gegeniberr deontroligruppe
unbehandelter Zellen (86).

Die multifaktorielle Regulation der Hormonbiosynsleein der NNR wurde bereits von
anderen Arbeitsgruppen untersucht. Es ergibt sichkemplexes Bild, das sicherlich

noch nicht vollstandig ist. Im Folgenden sollen ébgisse anderer Arbeitsgruppen
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dargestellt werden, die Uber die Untersuchungernvadiegenden Arbeit hinaus gehen
und die Effekte von ACTH und anderen hormonellerd yrarakrinen Faktoren
erganzend aufzeigen.

So zeigten Weber et al. eine dosis- und zeitablg@rgieigerung der Cortisolproduktion
durch ACTH. Der stimulierende Effekt zeigte sichiddes nach 3 Stunden und erreichte
sein Maximum nach 48 Stunden. In der Kombinationlnsulin-Growth-Faktor 1 (IGF
1) wurde die Cortisolsynthese noch weiter gestgigeohingegen IGF 1 allein keine
signifikante Erhohung der Cortisolbiosynthese zeigennte (90).

ACTH hat sowohl einen akuten Effekt auf die adren&teroidbiosynthese als auch
langfristige Auswirkungen auf die Regulation dern&epression von Hormonen der
Steroidogenese. Es konnte bei einer Inkubation reiN&IR-Primarkultur von
Meerschweinchen Uber 72 h mit ACTH gezeigt werdiaiss dies die Aktivitat der 17-
Hydroxylase und der 17,20-Lyase (P450cl17) bis memi Maximum nach 48 h
steigerte. Im Gegensatz dazu fiel die 21-HydroxylagP450c21)-Aktivitat
kontinuierlich ab. Die mRNA-Level der 21-Hydroxyl®sder 17-Hydroxylase, der
17,20-Lyase, der BHSD und des P450scc-Enzyms waren gesteigert mignei
Maximum nach 18 h Inkubation, fielen bis zum Eneée khkubation nach 72 h bis auf
den mRNA-Level des P450c17 wieder ab. Trotz deteggsten mRNA-Level derf33
HSD und der P450c21 kam es nicht zu einem Anshiegy Enzymaktivitaten (99).

In neueren Arbeiten wurden weitere Faktoren flrRigulation der Steroidbiosynthese
an bovinen NNR-Zellen untersucht (100,101). Daberden die Effekte von ACTH,
Angiotensin Il, Transforming Growth Factfr{TGH3) und der Insulin-like Growth-
Faktor | (IGF-I) auf die Steroidogenese, die Expi@s des ACTH-Rezeptors, des
StAR-Proteins, von P450c17 und d@¢rBBSD untersucht. ACTH und IGF-I férdern die
durch ACTH vermittelte ,akute” Cortisolbiosyntheséngiotensin 1l und TGF
hemmen diese. Dabei modifizieren diese FaktorenAditvort der NNR-Zellen auf
ACTH auf drei Ebenen: bei der Bildung von cAMP sewvor und nach der
Pregnenolonbildung. Die Bereitstellung von Choledtam P450scc scheint dabei der
ausschlaggebende stimulatorische Effekt von IGRd der inhibitorische Effekt von
Angiotensin Il und TGP zu sein.

ACTH steigert die StAR-mRNA-Level bereits 1,5 h hdokubationsbeginn und fuhrt
zu einem Maximum nach 4-6 h. Eine Verdoppelung Si&fR-mRNA wird auch von
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IGF-1 induziert. Dieser Level bleibt dann fir mirstiens weitere 36 h. Mit ACTH
vorbehandelte Zellen reagieren in dieser Hinsiobthnstarker. Angiotensin Il hat
ebenfalls einen positiven Effekt auf die Expressiem StAR-mRNA und des StAR-
Proteins mit Spitzen nach 1,5-3 h und einem rapidbfall bis zu sehr niedrigen
Werten nach 12 h. Dies impliziert, dass der inbitische Effekt von Angiotensin Il auf
die Steroidbiosynthese zunachst unabhangig vosi#dR-Expression ist (100).

TGH3 inhibiert die Steroidogenese tUber eine Hemmund’dé&0c17-und der ACTH-R-
Expression. Des Weiteren reduziert er die Expresder StAR-mRNA und blockiert
den stimulatorischen Effekt von ACTH auf die StARRNA (101).

ACTH, IGF-1 und Angiotensin Il steigert die Express des ACTH-Rezeptor-mRNA,
TGH31 senkt sie. Die P450c11mRNA wurde durch die Statoh der Zellen mit
ACTH und IGF-I starker exprimiert und durch TGE-und Angiotensin Il reduziert.
TGF$1 blockierte den stimulatorischen Effekt von paalvorhandenem ACTH.
Ahnliche, aber weniger ausgepragte Effekte hatienSaibstanzen auf die Expression
der BHSD-MRNA (100).

In neuerer Zeit wird auch der Effekt von ACTH auf-kKund Cl-Kanalen in der
Zellmembran von bovinen NNR-Zellen und die Korriglatmit der Steroidbiosynthese
untersucht und beschrieben (102). Dabei wurde @améerem gezeigt, dass die ACTH-
stimulierte Cortisolsynthese durch-®lanal-Blocker inhibiert werden kann.

Eine aktuelle Arbeit beschreibt den stimulatoriscligfekt von Corticosteron auf die
Ca'-Prasenz und Pregnenolonsynthese in bovinen NNR+Zehch der Stimulation mit
ACTH. Dieser Effekt tritt innerhalb von Minuten auhd ist spezifisch fur ACTH-
vermittelte Signale (103).

ACTH stimuliert die Cortisolproduktion von NCI-h29Bellen. Die Expression der
MRNA des ACTH-R ist ebenfalls gesteigert. Bei dekubation mit AG und ACTH
konnte die Cortisolsynthesehemmung nicht wieder getlufben werden, der
inhibitorische Effekt von AG auf die mMRNA-Expressiales ACTH-R war jedoch
aufgehoben (86).

44



4.4 Validitdt der Methodik und der eigenen Ergebnise

Wie oben beschrieben, eignet sich die Primarkutam bovinen NNR-Zellen gut zur
Untersuchung der Ablaufe und der Regulation der ntbmbiosynthese in der
Nebenniere. Dennoch fihrte das Arbeiten mit dieBemaéarkulturzellen wahrend der
vorliegenden Arbeit zu gewissen Schwierigkeitere tn weiteren kurz dargestellt
werden sollen. Gab es im ersten Jahr so gut wigekeérobleme mit Kontamination der
Zellkultur, stellten sich nach ca. einem Jahr zomexd Probleme durch Bakterien- und
Pilzbefall ein. Die Zellen wuchsen nicht mehr adméiran und vermehrten sich kaum
noch. Drei Tage nach Aussaat der Zellen wurde &ortamination sichtbar. Im
Mikroskop waren Haufenkokken zu erkennen. Da damyesietzte Antibiotikum
Gentamycin allerdings hauptsachlich auf gram-nggatkeime wirkt und viele
Haufenkokken gram-positiv sind, wurden Abstrichevgenen und die Antibiose nach
Antibiogramm und nach Rucksprache mit dem mikraig@chen Institut der
Universitat Wirzburg auf Streptomycin und Penigillumgestellt, um ein breites
Spektrum fir den gram-positiven und-negativen Béredu erhalten. Die Folge war
allerdings, dass die Zellen daraufhin deutlich &amger wuchsen. Die Zeit bis zum
ersten Mediumwechsel wurde auf 36 Stunden und dig# His zum Beginn der
Inkubation mit Testsubstanzen wurden auf siebere Tegh Anlegen der Primarkultur
verlangert. Durch zuséatzliche sterile Filtratiomgl&cher Agentien wurde versucht, das
Risiko einer Kontamination mit Bakterien und Pilzgering zu halten. Alle Utensilien
und der Brutschrank wurden wiederholt autoklavidgsinfiziert und mikrobiologisch
untersucht. Da sich trotz all dieser Mal3Bhahmenblestimmten Praparationen immer
wieder Kontaminationen zeigten, ist nicht auszus@en, dass die Infektionsquelle
moglicherweise im Schlachthof lag. Ein weiteresiznlierfir ist die Tatsache, dass
nach dem Wechsel zu einem anderen Schlachter daamdmationsproblem nicht mehr
aufgetreten ist, so dass sogar die Antibiose wiealdr das besser vertragliche
Gentamycin umgestellt werden konnte.

All die oben ausgefuhrten Schwierigkeiten mit deu etablierten Prim&rkultur machten
es nicht moglich, in der vorgegebenen Zeit eine3gré Anzahl von unabhéngigen
Versuchen zu erlangen. Die Mittelwerte der relateinen Anzahl an Einzelergebnissen

weisen jedoch in den meisten Féllen in unabhanglg@&asts signifikante Unterschiede
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auf. Da sich diese Ergebnisse, wie oben diskutigrtyvielen Punkten mit den
Ergebnissen in anderen adrenalen Zellmodellen dedgedavon auszugehen, dass die
Daten sehr valide sind. Einzig bei den durchgeéimiNorthern-Blots zeigten sich nicht
immer signifikante Ergebnisse bezlglich des Eirsiiss von Adrenostatika auf die
ACTH-Rezeptor-Expression (siehe 3.2.2). Da allegdidie Befunde der N-Blot Daten
sehr gut mit den Befunden der Hormonsynthese keresl, ist auch hier davon
auszugehen, dass sie in der dargestellten Foraevsilnd.

Um die Wirkung von Substanzen auf Zellen sichertedan zu kdnnen, sollte immer
ausgeschlossen werden, dass Begleitsubstanzen Lagangsmittel fir mdgliche
Effekte verantwortlich sind. Aus diesem Grund wairemorangegangenen Arbeiten der
Arbeitsgruppe mit Zellkulturen die Wirkung der Lagsmittel fur AG und MTP,
Ethanol und Essigsaure ausgiebig untersucht wor@emt wurden erst ab einer
Konzentration von 2 % Ethanol negative Einflussd die Zellvitalitat und die
Hormonsyntheseleistung bei Zellen in Kultur nachigeen. Essigsaure konnte selbst
bei einer Konzentration von 40 uM keine signifikemt Veranderungen des
Zellmetabolismus auslosen. Bei den Versuchen, dieder vorliegenden Arbeit
beschrieben sind, blieb die Konzentration von Ethanter 1 %, die Konzentration von
Essigsaure unter 20uM. So kann davon ausgegangelenyedass die Losungsmittel

keinen Einfluss auf die Zellen hatten.

4.5. Vorteile und Unterschiede der bovinen NNR-Prirarkultur gegeniiber anderen

Zellmodellen

Fur Versuche mit nicht genetisch verénderten, gésurNNR-Zellen gibt es derzeit
keine leicht zu etablierende Zelllinie. Fur degetiAnforderungen muss man sich an
Primarkulturen von S&ugetieren oder Menschen halten

Als Quelle fur humane NNR-Zellen kommen Nebennieven Organspendern oder
Nebennieren, die bei einer Nephrektomie mit entfemrden in Frage. Diese sind zum
einen sehr rar. Zum anderen muss von Veranderuimggdar NN nach 48h im Status

des Hirntods aus einer Intensivstation ausgegawgetden, da der Korper in dieser Zeit
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einer extremen Stresssituation mit Ausschittung S8tresshormonen wie Adrenalin,
Cortisol u.a. ausgesetzt ist. Es sind dadurch zwspgiel Veranderungen in der
Rezeptordichte und —sensibilitat der NNR-Zellenrddarchblutungsveranderungen in
der NN zu vermuten.

Im Vergleich zu dieser Problematik ist die Entnatuiee NN aus frisch geschlachteten
Rindern leicht. Der kurzzeitige Stress des Rindes der Schlachtung fuhrt
wahrscheinlich auch zu einer Ausschittung der Sti@snone. Man kann aber nicht
von zellularen Veranderungen in der NNR ausgehen.

Bei der Langzeitkultur von bovinen NNR-Zellen wuréén Verlust der mRNA-
Expression der BBtHydroxylase und der 21-Hydroxylase und ein Verhlest Fahigkeit
der kompletten Steroidbiosynthese gefunden. Digselust machte sich ab der dritten
Passagierung der PK bemerkbar. P450ssc wurde higitexprimiert (104). Daher
missen Fragestellungen, die sich auf die Hormogbtbese und deren Regulation
beziehen, innerhalb der ersten Tage und WocheKuwgvierung der Zellen erfolgen.

In der Literatur beschreiben einige Arbeitsgruppbenfalls ein erfolgreiches Arbeiten
mit der Primarkultur der NNR des Rindes oder ddsagss(90,105,106).

Im Unterschied dazu ist die NCI-h295-Zelllinie einenenschliche NN-
Karzinomzelllinie. Diese stammt von einer 48-jakrigPatientin, die an einem priméaren
NNR-Karzinom mit Glukokortikoid-, Mineralokortikotdund Androgenexzess erkrankt
war, das 1980 operativ entfernt wurde. Die aus @gperationspraparat gewonnenen
Zellen werden seitdemin vitro kultiviert. Die Zellen sind sehr differenziert und
produzieren Uber 30 Hormone (107). Die Cortisold ukndrogenproduktion nimmt
dabei den Hauptteil der Hormonsynthese ein. DiéeBedxprimieren auch alle Enzyme
der adrenalen Steroidbiosynthese (108-119). Nelgan RH50-Enzymen exprimieren
diese Zellen Rezeptoren fir ACTH (86), Angioteniift20-124), IGF-I (125), ANP
(126) und Glukokortikoide (86).

Wie oben beschrieben zeigen sich in ihrer Zellfiorktund —regulation Unterschiede
zur gesunden NNR-Primarkultur.

Eine weitere Karzinomzelllinie sind die Y1-Zelleusaeinem NNR-Karzinom der

Maus.
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Die Zellen wachsen adharent und produzieren einleeRerschiedener Steroidhormone
und zeigen eine gute ACTH-Antwort. Die Zelllinie e 1964 durch Yasumura et al.
etabliert. Die durchschnittliche Verdopplungszeitrgt 30-40 h.

Es sind einige Varianten der Y1-Zelllinie isolieand kultiviert worden, die
unterschiedliche, jeweils spezifische Eigenschafteen, wie zum Beispiel eine
erhohte ACTH-sensitive cAMP-Aktivitdt (127). Andendutationen dieser Zellen
wiesen eine ACTH-Resistenz auf.

In Versuchen kann man sich das Fehlen oder die nderang bestimmter
Eigenschaften zunutze machen, um Rickschlisse aaf Regulation der
Steroidbiosynthese und der adrenalen Rezeptoreiekan.

So untersuchten Schimmer et al. Mutanten der MauZdlen, die eine ACTH-
Resistenz aufwiesen. Hier wurde der ACTH-R auf mRE#ene trotz intakter
Genstruktur nicht exprimiert. Injizierte man diegglen nun in eine Maus, bildeten sich
solide Tumoren aus, die wieder auf ACTH-Stimulatwre die urspringlichen Y1-
Zellen reagierten. Man musste also von einer Sggme des ACTH-R-Gens ausgehen,
die reversibel ist (128). Spater wurde im Promates ACTH-R-Gens der Maus ein
transkriptioneller Repressor ausgemacht, dessenduBgsstelle zwischen den
Positionen -1236 und -908 bp liegt. Er wird unterderem dafir verantwortlich
gemacht, dass der ACTH-R in nicht adrenalen stbildiehden Organen nicht
exprimiert wird (129).

Um die Promotorregion des ACTH-R zu untersucherdeuter Promotor des humanen
ACTH-R isoliert und an bestimmte Enzyme gekoppeltYiLl-Zellen transfiziert. Die
Aktivitat dieser Enzyme kann evaluiert werden. Mamn dann Ruckschlisse auf die
Funktion und Regulation des Promotors unter veestdnen Bedingungen ziehen
(130,131).

Die murine Y1-Zelllinie kann zur Untersuchung deedRlation des ACTH-R in
mehrerlei Hinsicht herangezogen werden, zum einéa @ben beschrieben zur
Untersuchung von transfizierten Rezeptorabschnidam anderen wurden Effekte von
ACTH auf Zellen ohne genetische Veranderung unétdtsudie Rickschlisse auf den
ACTH-R gaben (132).
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Neben dem ACTH-R wurden auch die Regulation vonyBwmktivitaten und ihrer

Genexpression sowie Induktionen von Signaltransdogsystemen durch ACTH in
Y1-Zellen untersucht (133-136).

Des Weiteren konnten bei diesen Zellen der pralifee und antiproliferative Effekt

von ACTH durch unterschiedliche Mechanismen untersehiedenen Bedingungen
dargestellt werden (137-139).

Durch die gut zu definierenden Eigenschaften derZ¥llen lieBen sich konkrete
Schritte in der komplexen Physiologie und Pathojulggie der NNR nachvollziehen.

Sie stellen jedoch kein Modell einer gesunden NN da

Die SW 13-Zelllinie entstammt ebenfalls aus einedRNKarzinom. Sie wurde 1973

von Leibovitz et al. etabliert (140). Die Zellenngiyetisieren nur eine sehr geringe
Menge Androgene und keinerlei Gluko- oder Minerdikoide (141). Sie exprimieren

weder den ACTH-R noch Steroidbiosyntheseenzymadahmweisbarer Menge.

ETO wirkt auch auf diese Karzinomzellen dosisabdpamitiproliferativ (97).

Es wurde in jungerer Zeit die Sekretion der vasweakt Peptide Endothelin-1 und

Adrenomedullin nachgewiesen (142).

5. Zusammenfassung

Die Steroidbiosynthese in der NNR ist ein komple$gstem in seiner Funktion und
Regulation. Sie unterliegt nicht nur der Reguligrger HHN-Achse, auch Immun- und
Nervensystem beeinflussen sie vielféaltig sowohictuEinfliisse auf allen Ebenen der
HHN-Achse als auch intraadrenal. ACTH ist dabei de&shtigste Stimulator in der

Steroidbiosynthese. Es vermittelt seine Wirkungrid@en spezifischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor, den ACTH-R.

Bei verschiedenen Erkrankungen dieses Systems koesmizu einer vermehrten
Produktion einzelner oder mehrerer Steroidhormdde. diesen Erkrankungen, vor
allem wenn sie nicht kausal behandelt werden kdnkemmen Adrenostatika, wie

Aminoglutethimid (AG) und Metyrapon (MTP) zum EimsaDas Narkotikum Etomidat
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(ETO) hat neben seiner narkotischen Wirkung auckrexstatische Effekte wie bei der
Behandlung von langzeitbeatmeten Patienten, besrdeiese Substanz zur Sedierung
eingesetzt wurde, zuerst festgestellt werden konnte

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt,diese Medikamente neben einer
Hemmung der Steroidbiosynthese auch andere Fumektiiater Nebennierenzellen
beeinflussen. Ein Grof3teil dieser Arbeiten wurden BN-Karzinomzelllinien
durchgefuhrt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte von AG, MTRd ETO an gesunden NN-Zellen
zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde eine Pruitéirkvon bovinen NNR-Zellen
etabliert. Die im Verlauf auftretenden methodischi@obleme wurden analysiert und
das Verfahren optimiert.

Die Zellen wurden fur 48 h mit steigenden Dosen &) MTP unt ETO (0,6-300uM)
allein oder in Kombination mit 10 nM ACTH inkubierAnschlieRend wurde die
Cortisol- und 17-OH-P —Sekretion und die ACTH-R-mREXxpression quantifiziert.
Wie erwartet zeigte sich, dass alle drei Adrendstatzu einer dosisabhéngigen
Suppression der Cortisolsekretion flihren, die Vienmafir AG und MTP etwas starker
ist als in NCI-h295-Zellen, einer humanen Karzineitimie. Bei der Behandlung mit
MTP fiel zusatzlich auf, dass die Hemmung des Pd&8nzyms deutlich friher
einsetzt als dies bei den Karzinomzellen zu bedkactvar. Ein anderer wesentlicher
Unterschied dieser zwei Zellmodelle zeigt sich thef gemeinsamen Inkubation von
ACTH mit den Adrenostatika. Lasst sich bei NCI-2ell die mit hohen
Konzentrationen von Adrenostatika behandelt wurddorch eine gleichzeitige
Inkubation mit ACTH weiterhin keine wesentliche Ilrmnsekretion stimulieren,
kommt es bei den Rinderzellen zu einer deutlichermtdnsekretion, die in den meisten
Fallen sogar weit Uber den Werten der unbehandéwmtrollen liegt. Passend zu
diesen Ergebnissen zeigt sich, dass die durch Adtatika supprimierte ACTH-R-
MRNA-Expression durch die gleichzeitige Gabe vonTAIGUckgangig gemacht wird.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Prito@nkon bovinen NNR-Zellen ein
geeignetes Modell darstellt, die Wirkung von Adrstatika auf unterschiedliche
Nebennierenzellfunktionen zu untersuchen. Die hasshnen Unterschiede zu den
NCI-h295-Zellen unterstreichen, dass diese Karziwilinie zur Beurteilung der

normalen NN-Physiologie nicht fUr alle Fragestefjan geeignet ist und dass die
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erganzende Untersuchung in der methodisch aufwerahgbovinen Primarkultur

wertvolle Zusatzerkenntnisse liefert.
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6.Anhang

Schematische Darstellung der Steroidbiosynthese

P450cl1
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